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

DOMENIUL INVENTIEI

Prezenta divulgare se referd la utilizarea medicald a modularii imune si la tratamentul tumorilor
solide cu anticorpi care se leagd specific la CD38.

BAZELE INVENTIEI

Sistemul imunitar este strdns controlat printr-o retea de liganzi si receptori costimulatori si
coinhibitori. Aceste molecule furnizeazd semnale secundare pentru activare celulelor T §i furnizeazi o
retea echilibratd de semnale pozitive i negative pentru a maximiza raspunsurile imune Impotriva infectiei
si tumorilor, In timp ce limiteazd imunitatea fatd de sine (Wang si colab., (Epub 7 martie, 2011) J Exp
Med 208(3):577-92; Lepenies si colab., (2008) Endocr Metab Immune Disord Drug Targets 8:279-288).

Terapia punctului de control imun pentru a trata tumorile solide, care tinteste céile coinhibitoare
din celulele T pentru a promova raspunsuri imune antitumorale, a condus la avantaje in Ingrijirea clinicd a
pacientilor cu cancer cu aprobarea anticorpilor anti-CTLA-4 si anti-PD-1 YERVOY® (ipilimumab),
KEYTRUDA® (pembrolizumab) si OPDIVO® (nivolumab). In timp ce anticorpii anti-PD-1/PD-L1
demonstreaza raspunsuri clinice incurajatoare la pacientii cu multiple tumori solide, ratele de raspuns sunt
incd destul de scdzute, de aproximativ 15% - 20% la pacientii pretratati (Swaika si colab., (2015) Mol
Immunol doi: 10,1016/j.molimm, 2015.02.009).

In timp ce celulele ucigase natural (NK), celulele dendritice (DC) si celulele T efectoare sunt
capabile sd conducd raspunsuri antitumorale potente, celulele tumorale induc adesea un micromediu
imunosupresiv, favorizand dezvoltarea populatiilor imunosupresive de celule imune, cum ar fi celulele
supresoare derivate din mieloide (MDSC), celulele T regulatoare (Treg) sau celulele B regulatoare (Breg),
care contribuie la toleranta imund tumorald si la esuarea regimurilor de imunoterapie la pacientii cu
cancer si pe modelele tumorale experimentale.

Astfel, riméne o necesitate de a dezvolta noi imunoterapii pentru cancer, care sd inducd raspuns
imun adaptiv impotriva tumorilor sau s tinteascd celulele imune imunosupresoare.

M de Weers si colab. (2010) The Journal of Immunology vol. 186, nr. 3, din 27 decembrie

2010, paginile 1840-1848, divulgd faptul cd, daratumumabul, un nou anticorp monoclonal
terapeutic CD38, induce uciderea mielomului multiplu si a altor tumori hematologice.

Chillemi si colab. (2013) Molecular Medicine, vol. 19, nr. 1, paginile 99-108, discutd
caracteristicile moleculei tintd CD38 si a terapiei cu anticorpi anti-CD38.

WO 2015/009726 A2 divulgd utilizdri medicale ale agonistilor CD38. WO 2012/092612 Al
divulgd anticorpi anti-CD38 si anumite utilizari terapeutice si de diagnozd ale acestora.

REZUMATUL INVENTIEI

Inventia este definitd prin revendicdri. Specific, inventia furnizeazd un anticorp care se leagd
specific la CD38 pentru utilizare In tratarea unui pacient care are o tumoare solidd, cuprinzand VH din
SEQ ID NO: 4 51 VL din SEQ ID NO: 5, in care anticorpul este de izotip [gG1.

Orice referiri In descriere la metode de tratament, se referd la compusii, compozitiile
farmaceutice 1 medicamentele din prezenta inventie pentru utilizare Intr-o metodd pentru tratamentul
corpului uman (sau animal) prin terapie (sau pentru diagnozd). Anticorpul din prezenta inventie este
pentru utilizare Intr-o metodd de tratare a unui pacient care are o tumoare solidd, cuprinzand
administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantitéti eficiente terapeutic de anticorp.

Anticorpii din prezenta divulgare pot fi de asemenea utili intr-o metodd pentru tratarea unui
pacient care are o boald mediatd de celulele T regulatoare (Treg), cuprinzand administrarea la pacientul
care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente terapeutic de anticorp.

Anticorpii din prezenta divulgare pot fi de asemenea utili intr-o metodd pentru tratarea unui
pacient care are o boald mediatd de celulele supresoare derivate din mieloide (MDSC), cuprinzand
administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente terapeutic de anticorp.

Anticorpul din prezenta divulgare poate fi de asemenea util intr-o metoda pentru tratarea unui
pacient care are o boald mediatd de celulele B regulatoare (Breg), cuprinzdnd administrarea la pacientul
care are nevoie de aceasta, a unei cantitati eficiente terapeutic de anticorp.

Anticorpii din prezenta divulgare pot fi de asemenea utili intr-o metodd de suprimare a activitatii
celulelor T regulatoare (Treg), cuprinzdnd punerea In contact a Treg-urilor cu anticorpii.

Anticorpii din prezenta divulgare pot fi de asemenea utili intr-o metodd de suprimare a activitatii
unei celule supresoare derivate din mieloide (MDSC), cuprinzand punerea in contact a MDSC cu
anticorpii.
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Anticorpii din prezenta divulgare pot fi de asemenea utili intr-o metodd de suprimare a activitatii
unei celule B regulatoare (Breg), cuprinzand punerea in contact a Breg cu anticorpii.

Anticorpii din prezenta divulgare pot fi de asemenea utili intr-o metodd de amplificare a unui
rdspuns imun la un pacient, cuprinzand administrarea anticorpilor la pacient.

Anticorpii pentru utilizare din prezenta inventie pot fi de asemenea utili In tratarea unui pacient
care are o tumoare solidd cuprinzand reducerea numaérului de celule Treg la pacient.

Anticorpii pentru utilizare din prezenta inventie pot fi de asemenea utili In tratarea unui pacient
care are o tumoare solidd, cuprinzind reducerea numérului de celule supresoare derivate din mieloide
(MDSC-uri) la pacient.

Anticorpii din prezenta divulgare pot fi de asemenea utili intr-o metodd de suprimare a activitatii
unei celule supresoare imune, cuprinzdnd punerea in contact a celulei supresoare imune cu anticorpii.

Anticorpii din prezenta divulgare pot fi de asemenea utili Intr-o metodd de tratare a unui pacient
care are o infectie virald, cuprinzand administrarea la pacientul care are nevoie de acesta, a anticorpului.

SCURTA DESCRIERE A DESENELOR

Figura 1 aratd cd numdirul mediu de limfocite a crescut la pacientii care au rdspuns la
tratamentul cu DARZALEX™ (daratumumab) la doze de 8 mg/kg (linia superioard) sau 16 mg/kg (linia
inferioard) iIn timp, si cd numirul de limfocite a revenit la valorile initiale dupd terminarea tratamentului.
Studiu: SIRIUS. Axa X indicd timpul exprimat ca ciclu de tratament i zile de dozare in fiecare ciclu de
tratament (C1D1: ciclul 1, ziva 1; C1D4; ciclul 1, ziua 4, etc). SCR: initial; EOT: sfarsitul tratamentului;
WK sidptdiména; POST-WK: posttratament In sdptdmanile indicate; post-PD FU: urmdérire dupd progres.
Zonele evidentiate In nuante de gri indicd intervalul intercuartil (IQR) de 25-27% pentru punctele de date
pentru fiecare vizitd pentru respondenti.

Figura 2 aratd modificarea procentuald (%) a numdarului initial absolut de celule T CD3" din
singele periferic la pacientii tratati cu DARZALEX™ (daratumumab) pentru fiecare pacient individual
(linii gri deschis). Studiu: SIRITUS (MMY2002). Axa X indici timpul exprimat ca ciclu de tratament si
zile de dozare 1n fiecare ciclu de tratament (C1D1: ciclul 1, ziua 1; C1D4; ciclul 1, ziua 4, etc). WK:
siptamand, POST-WK: post-tratament in siptdmanile indicate; POST-PD FU: urmdrire dupd progres.
Linia neagra prezintd modificarea % medie pentru toti pacientii.

Figura 3 aratd modificarea procentuald (%) a numarului initial absolut de celule T CD4* din
singele periferic la pacientii tratati cu DARZALEX™ (daratumumab) pentru fiecare pacient individual
(linii gri deschis). Studiu: SIRIUS. Axa X indicd timpul exprimat ca ciclu de tratament i zile de dozare In
fiecare ciclu de tratament (C1D1: ciclul 1, ziua 1; C1D4; ciclul 1, ziua 4, etc). WK sdptdméana; POST-
TMT: post-tratament. Linia neagrd prezintd modificarea % medie pentru toti pacientii.

Figura 4 aratd modiicarea procentuald (%) a numdrului initial absolut de celule T CD8* din
singele periferic la pacientii tratati cu DARZALEX™ (daratumumab) pentru fiecare pacient individual
(linii gri deschis). Studiu: SIRIUS. Axa X indicd timpul exprimat ca ciclu de tratament si zile de dozare in
fiecare ciclu de tratament (C1D1: ciclul 1, ziua 1; C1D4; ciclul 1, ziua 4, etc). WK: sdptdmand; Pre-PD
FU: urmarire Inaintea de progres; Post-PD FU: urmdrire dupd progres. Linia neagra prezintd modificarea
% medie pentru toti pacientii.

Figura 5 arati cd numadrul de celule CD45*CD3* (mésurat ca procent din limfocite) din
aspiratele maduvei osoase a crescut in timpul tratamentului cu

DARZALEX™ (daratumumab) in timp la dozele de 8 mg/kg sau 16 mg/kg. Graficul include atét
respondentii cét i nerespondentii cum s-a indicat. Studiu: SIRIUS. Axa X indicd timpul exprimat ca ciclu
de tratament si zile de dozare in fiecare ciclu de tratament (C2D22: ciclul 2, ziua 22; etc). SCR: initial;
Post-PD FU1: urmdérire dupd progres. Zonele evidentiate In nuante de gri indicd intervalul intercuartila
(IQR) de 25-27% pentru punctele de date pentru fiecare vizitd pentru nerespondentii dozati la 8 mg/kg,
pentru respondentii dozati la 16 mg/kg, sau respectiv pentru nerespondentii dozati la 16 mg/kg. NR:
nerespondent; R: respondent.

Figura 6 aratid ci numairul de celule CD45*CD3* CD8* (masurat ca procent din limfocite) din
aspiratele maduvei osoase a crescut in timpul tratamentului cu

DARZALEX™ (daratumumab) in timp la dozele de 8 mg/kg sau 16 mg/kg. Graficul include atét
respondentii cét si nerespondentii cum s-a indicat. Studiu: SIRIUS. Axa X indicd timpul exprimat ca ciclu
de tratament si zile de dozare in fiecare ciclu de tratament (C2D22: ciclul 2, ziua 22; etc). SCR: initial;
Post-PD FU1: urmarire dupd progres. Zonele evidentiate in nuante de gri indicd intervalul intercuartil
(IQR) de 25-27% pentru punctele de date pentru fiecare vizitd pentru nerespondentii dozati la 8 mg/kg,
pentru respondentii dozati la 16 mg/kg, sau respectiv pentru nerespondentii dozati la 16 mg/kg. NR:
nerespondent; R: respondent.

Figura 7A aratd cé raportul celulelor CD8*/ Treg si CD8*/CD4" din sangele periferic exprimat
ca valori medii ale tuturor pacientilor trata{i, a crescut in timp in timpul tratamentului cu DARZALEX™
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(daratumumab). Momente de timp: C1D1: ciclul 1 ziua; C3D1: ciclul 3 ziua 1; C4D1: ciclul 4 ziua 1.
Studiu: SIRIUS. SRC: initial.

Figura 7B aratd ci raportul celulelor CD8*/Treg din aspiratele maduvei osoase exprimat ca
valori medii ale tuturor pacientilor tratati, a crescut in timp, in timpul tratamentului cu DARZALEX™
(daratumumab). Momente de timp: C1D1: ciclul 1 ziua; C3D1: ciclul 3 ziua 1; C4D1: ciclul 4 ziua 1.
Studiu: SIRIUS.

Figura 8A arati cd respondentii au crescut clonalitatea celulelor T CD8* in comparatie cu
nerespondentii, dupd cum s-a masurat utilizdnd modificarea % in abundenta (CIA) anumitor celule
clonate. Studiu: GEN501 17 subgrup de pacienti.

Figura 8B aratd modificarea plierii in clonalitatea celulelor T CD8* la pacientii individuali pre
vs. post tratamentul cu DARZALEX™ (daratumumab). Respondentii sunt indicati cu stelutd. Clonalitatea
a fost mésuratd ca modificare a plierii in abundenta (CIA) anumitor celule clonate. Studiu: GEN501 17
subgrup de pacienti.

Figura 8C aratd cd respondentii (grupul A) au avut o expansiune totald mai mare in repertoriul
TCR, masuratd utilizind CIA (modificarea in abundentd) in comparatie cu nerespondentii (grupul B).
P=0,037. Studiu: GEN501 17 subgrup de pacienti.

Figura 8D aratd suma modificarii absolute In abundentd (CIA) la respondenti si nerespondenti
pentru fiecare clond expandatd a celulelor T. P=0,035 intre respondenti (grupul A) si nerespondenti
(grupul B). Studiu: GENS501 17 subgrup de pacienti.

Figura 8E aratd CIA maximd a unei singure clone a celulei T la respondenti (grupul A) si
nerespondenti (grupul B). Studiu: GEN501 17 subgrup de pacienti.

Figura 8F arati cd respondentii (grupul A) au avut o expansiune maximd mai mare a unei
singure clone, méasuratd utilizand CIA % maxima, in comparatie cu nerespondentii (grupul B). P=0,0477.
Studiu: GEN501 17 subgrup de pacienti.

Figura 9A aratd procentajul (%) de celule naive CD8* din sangele periferic la nerespondenti
(NR, pdtrate negre) si la pacientii care au cel putin rdspuns minimal initial (MR, patrate albe) la
DARZALEX™ (daratumumab), sau la 2 siptimani, 4 siptiméni sau 8 siptiméni de tratament, sau dupi
recidivd. Studiu: GEN501 17 subgrup de pacienti. **p=1,82 x 10™.

Figura 9B arati procentajul de celule de memorie centrald CD8* (Tem) din sangele periferic la
nerespondenti (NR, patrate negre) si la pacientii care au cel putin rdspuns minimal initial (MR, pétrate
albe) la DARZALEX™ (daratumumab), sau la 2 siptimani, 4 siptdmani sau 8 sdptiméni de tratament, sau
dupi recidiva. Studiu: GEN501 17 subgrup de pacienti. *p=4,88x10-2.

Figura 9C aratd cresterea procentuald a celulelor T CD8* restrictionate de clasa I a HLA, din
sangele periferic initial, sau la 1, 4 sau 8 saptdmani de tratament, sau dupa recidivd. Studin: GEN501 17
subgrup de pacienti.

Figura 9D arati cd CD38 este exprimatd la niveluri scdzute in celulele T naive CD8* si in
celulele de memorie centrald CD8* (Tem) initiale din sdngele periferic sau pe tratament. Studin: GEN501
17 subgrup de pacienti. MFI: Intensitate fluorescentd medie.

Figura 10A aratd o histogrami de analize FACS care prezintd frecventa initiald a Tregurilor
(CD3* CD3*CD4*CD25*CD127%™ (histograma de sus, populatia de celule P4) si frecventa initiald a Treg-
urilor CD38" 1n populatia de Treg-uri (histograma de jos, populatia de celule P5) la pacientii cu mielom
multiplu. Studiu: GEN501 17 subgrup de pacienti.

Figura 10B arati o histograma de analize FACS care prezintd frecventa Treg-urilor

(CD3* CD3*CD4*CD25*CD127%™ (histograma de sus, populatia de celule P4) si frecventa Treg-
urilor CD38* 1n populatia de Treg-uri (histograma de jos, populatia de celule P5) la pacientii cu mielom
multiplu, dupd tratamentul cu DARZALEX™ (daratumumab). Tratamentul cu DARZALEX™
(daratumumab) a depletat Treg-urile CD38*. Studiu: GEN501 17 subgrup de pacienti.

Figura 10C arati acea frecventd a Treg-urilor CD387%4@ CD3*CD4*CD25* CD127%™ la pacientii
tratati cu DARZALEX™ (daratumumab) initial, sau la 1 siptimani, 4 siptimani,

8 saptdmani, dupd recidivd sau la sfarsitul tratamentului la 6 luni (EOT). Frecventa Tregurilor
CD38tdeat 3 fost redusi cu tratamentul cu DARZALEX™ (daratumumab) si a revenit la valoarea initiald la
EOT. Axa Y: % de Treg-uri CD38"4*CD3+*CD4*CD25*CD127%™ din celulele T CD3*. Studiu: GEN501
17 subgrup de pacienti.

Figura 10D aratd raportul celulelor CD8*/Treg la respondenti si nerespondenti, initial, la 1
sdptimand, 4 sdptimani si 8 sdptdmani de tratament. Raportul celulelor CD8*/Treg a fost semnificativ mai
ridicat la respondenti vs. nerespondenti (p=0,00955) in sidptiméana 8 de tratament. Studiu: GEN501 17
subgrup de pacienti.

Figura 10E arata cd proliferarea celulelor efectoare este inhibatd mai eficient in prezenta Treg-
urilor CD38" In comparatie cu Treg-urile CD38" sau cu controalele negative. Barele de eroare reprezintd
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eroarea standard. Asteriscurile denotd modificari semnificative. Mostrele au fost obtinute de la mai multi
donatori sdndtosi. Proliferarea celulard a fost evaluatd prin dilutia esterului succinimidilic al
carboxifluoresceinei (CFSE).

Figura 11 aratd cd celulele supresoare derivate din mieloide (MDSC) sunt prezente la pacientii
cu mielom multiplu (graficul de sus, celulele Incadrate) si cd aproximativ jumétate din celule au exprimat
CD38 (graficul din mijloc, celulele incadrate). Populatia de MDSC CD38"4iat 4 fost depletati la pacientii
tratati cu o perfuzie de DARZALEX™ (daratumumab) (graficul de jos, celulele incadrate). Studiu:
GENS5O01 17 subgrup de pacienti.

Figura 12 aratd cd numirul de MDSC-uri CD38%¢t (CD11b*HLADR CD14-CD33*CD15%) a
fost redus la pacienti dupd 1 siptimand, 4 siptimini sau 8 siptimani de tratament cu DARZALEX™
(daratumumab) in comparatie cu vlorile initiale, $i a revenit aproape de valorile initiale dupa sfarsitul
tratamentului (EOT). Pacientii recidivati, inci au demonstrat MDSC-uri CD3874t reduse. Pitrate negre:
nerespondenti; pitrate albe: pacienti cu cel pufin raspuns minimal la tratamentul cu DARZALEX™
(daratumumab). Liniile verticale au indicat valorile medii din fiecare grup. Pacientii 2, 4, 15, 16 si 17 au
demonstrat o populatie de MDSC-uri CD38%4 initiald mare. Studiu: GEN501 17 subgrup de pacienti.

Figura 13 aratii ci pacientii cu cele mai mari MDSC-uri CD38%4 (pacientii 2, 4, 15, 16 si 17)
au avut cea mai mare supravietuire fara progres (PFS). Acesti pacienti fie au avut rdspuns partial (PR) sau
fie au avut raspuns minimal (MR) la tratamentul cu DARZALEX™ (daratumumab). SD : boali stabili;
PD : boala progresiva. Axa X aratd PFS pentru fiecare pacient numerotat individual.

Figura 14 aratd ci MDSC-urile sunt sensibile la ADCC indusa

de DARZALEX™ (daratumumab). Celulele Daudi au fost utilizate ca control pozitiv pentru
celulele tintd din teste. A fost masurata lizarea celulara procentuala.

Figura 15A aratd cd Breg-urile CD38* au fost depletate la pacientii tratati cu

DARZALEX™ (daratumumab) in siptiména 1, siptimana 4 si sdptdméana 8 de tratament. Figura
15B arati ci Breg-urile CD38* secretd IL-10 dupa stimulare.

Figura 16A arati rdspunsul antiviral méasurat prin productia de IFN-y a CMV, EBV si virusului

gripal  specific (CEF) 1in PBMC-urile de la pacientii tratati

cu DARZALEX™ (daratumumab) cu VGPR initial si la momentele de timp indicate in timpul
tratamentului. OD: densitatea opticd. Bard alba: control negativ; bard neagrd: CEF addugat; bard punctata:
numai PBMC-uri alogeneice. Asterixul indicd o modificare semnificativd statistic. Pre 4, 8, 10 =
sdptdmana 4, 8 sau 10 de tratament.

Figura 16B arati raspunsul antiviral masurat prin productia de IFN-y a CMV, EBV si virusului

gripal  specific (CEF) 1in PBMC-urile de la pacientii tratati

cu DARZALEX™ (daratumumab) cu CR initial si la momentele de timp indicate in timpul
tratamentului. OD: densitatea optica. Bard alba: control negativ; bard neagrd: CEF addugat; bara punctata:
numai PBMC-uri alogeneice. Asterixul indicd o modificare semnificativd statistic. Pre 4, 8, 10 =
sdptdmana 4, 8 sau 10 de tratament.

Figura 16C araté rdspunsul antiviral méasurat prin productia de I[FN-y a CMV, EBV si virusului

gripal  specific (CEF) 1in PBMC-urile de la pacientii tratati

cu DARZALEX™ (daratumumab) cu PD initial si la momentele de timp indicate in timpul
tratamentului. OD: densitatea opticd. Bard alba: control negativ; bard neagrd: CEF addugat; bard punctata:
numai PBMC-uri alogeneice. Ns: nesemnificativ. Pre 4, 8 = sdptdmana 4 sau 8 de tratament.

Figura 16D arati rdspunsul antiviral méasurat prin productia de I[FN-y a CMV, EBV si virusului

gripal  specific (CEF) 1in PBMC-urile de la pacientii tratati

cu DARZALEX™ (daratumumab) cu MR initial si la momentele de timp indicate in timpul
tratamentului. OD: densitatea opticd. Bard alba: control negativ; bard neagrd: CEF addugat; bard punctata:
numai PBMC-uri alogeneice. Ns: nesemnificativ. Pre 4, 8 = sdptdmana 4 sau 8 de tratament.

Figura 16E aratd procentajul (%) de celule T reactive la virus, care prolifereazd in PBMCurile
de la pacientii tratati cu DARZALEX™ (daratumumab) cu VGPR initial si la momentele de timp indicate
in timpul tratamentului. Bard alba: control negativ, bard neagrd: CEF addugat. Asterixul indicd o
modificare semnificativa statistic. Pre 4, 8, 10 = sdptdména 4, 8 sau 10 de tratament.

Figura 16F aratd procentajul (%) de celule T reactive la virus care prolifereazad in PBMCurile de
la pacientii tratati cu DARZALEX™ (daratumumab) cu CR initial si la momentele de timp indicate in
timpul tratamentului. Bard alba: control negativ; bard neagra: CEF adaugat. Asterixul indicd o modificare
semnificativa statistic. Pre 4, 8, 10 = sdptdmana 4, 8 sau 10 de tratament.

Figura 17A aratd o histogramd de analize FACS prezentand nivelurile de expresie CD38 pe
celulele ucigase natural (NK), monocite, celulele B si celulele T de la un donator sanatos.
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Figura 17B aratd o histograma de analize FACS prezentdnd nivelurile de expresie CD38 pe
celulele din plasmad, celulele ucigase natural (NK), monocite, celulele B si celulele T de la un pacient cu
mielom multiplu.

Figura 17C aratd o comparatie a intensitétii fluorescente medii (MFI) a CD38 in CD38+ Treg-
uri, Breg-uri, NK, celulele B si celulele T de la pacienti cu mielom multiplu recidivat si refractar. CD38 a
fost exprimat la un nivel mai scdzut In celulele B si celulele T in comparatie cu Treg-urile CD38+, Breg-
urile si celulele NK.

Figura 18 arati ci proteina PD-L1 este subreglatd In mostrele PBMC de la respondenti

(R) si suprareglata In timp in mostrele de la nerespondenti (NR). SD: boald stabila. C1D1: ciclul
1 zina 1; C3D 1, ciclul 3, ziva 1. Axa Y prezintd valorile concentratiei de proteind log?2.

DESCRIERE DETALIATA

Asa cum s-a utilizat 1n aceastd descriere si revendicdrile anexate, formele la singular ,,07, ,,un”, si
formele articulate, includ referinte plurale, in afara de cazul cand continutul dicteaza clar altfel. Astfel, de
exemplu, referinta la ,,0 celuld” include o combinatie de doud sau mai multe celule, si altele asemenea.

,,CD38” se referd la proteina CD38 umana (sinonime: ADP-ribozil ciclazd 1, cADPr hidrolaza 1,
ADP-riboza hidrolazi ciclicd 1). CD38 umand are o secventd de aminoacizi prezentatd in numirul de
acces GenBank NP_001766 si in SEQ ID NO: 1. Este bine cunoscut cd CD38 este o proteind membranara
de tip II cu o singurd trecere cu rezidurile de aminoacid 1-21 reprezentdnd domeniul citosolic, reziduurile
de aminoacid 22-42 reprezentand domeniul transmembranar, §i reziduurile 43-300 reprezentdnd domeniul
extracelular al CD38. SEQ ID NO: 1 o , _
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LAnticorpil” asa cum s-au utilizat In acest document sunt intelesi intr-un sens larg si includ
molecule de imunoglobulind care includ anticorpi monoclonali incluzénd anticorpi monoclonali murini,
umani, umanizati $i himerici, fragmente de anticorp, anticorpi bispecifici sau multispecifici, anticorpi
dimerici, tetramerici sau multimerici, anticorpi monocatenari, anticorpi de domeniu si orice alte
configuratii modificate ale moleculei de imunoglobulina care cuprind un situs de legare la antigen de
specificitate necesard.

Imunoglobulina poate fi asignatd la cinci clase majore, si anume IgA, 1gD, IgE, IgG si IgM,
depinzind de secventa de aminoacizi a domeniului constant al lantului greu. IgA si IgG sunt
subclasificate mai departe ca izotipuri IgAl, 1gA2, IgGl, I1gG2, 1gG3 si IgG4. Lanturile usoare de
anticorpi ale oricdror specii vertebrate pot fi asignate unuia dintre cele doud tipuri distincte clare, si
anume kapa (k) si lambda (X), pe baza secventelor de aminoacizi ale domeniilor lor constante.
Fragmentele de anticorp” se referd la o portiune a unei molecule de imunoglobulina care retine situsul de
legare la antigen al lanfului greu si/sau al lanfului usor, cum ar fi regiunile determinante de
complementaritate (HCDR) 1, 2 si 3 ale lantului greu, regiunile determinante de complementaritate
(LCDR) 1, 2 s1 3 ale lantului usor, o regiune variabild a lantului greu (VH), sau o regiune variabild a
lantului usor (VL). Fragmentele de anticorp includ un fragment Fab, un fragment monovalent constand
din domeniile VL, VH, CL si CH1; un fragment F(ab),, un fragment bivalent cuprinzand dou fragmente
Fab legate printr-o punte disulfurd la regiunea balama; un fragment Fd constind din domeniile VH si
CHI1; un fragment Fv constind din domeniile VL i VH ale unui singur brat al unui anticorp; un fragment
de anticorp de domeniu (dAb) (Ward si colab., Nature 341: 544-6, 1989), care constd dintr-un domeniu
VH. Domeniile VH si VL pot fi modificate genetic si legate impreund printr-un liant sintetic pentru a
forma diferite tipuri de concepte de anticorp monocatenar in care domeniile VH/VL se imperecheaza
intramolecular, sau intermolecular in acele cazuri cind domeniile VH si VL sunt exprimate prin
constructii separate de anticorpi monocatenari, pentru a forma un situs monovalent de legare la antigen,
cum ar fi Fv monocatenar (scFv) sau diacorpul; descris de exemplu In publicatiile ce brevete
internationale nr. WO1998/44001, WO1988/01649, WO1994/13804, si WO01992/01047. Aceste
fragmente de anticorp sunt obtinute utilizand tehnici bine cunoscute, familiare celor calificati In domeniu,
si fragmentele sunt selectate pentru utilitate in aceeasi maniera ca si anticorpii de lungime completa.

Anticorpul 1zolat” se referd la un anticorp sau fragment de anticorp care este substantial fara alti
anticorpi avand diferite specificititi antigenice (de exemplu, un anticorp izolat care se leagd specific la
CD38 este substantial fard anticorpi care se leagd specific la alti antigeni 1n afard de CD38 uman). Un
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anticorp izolat care se leagd specific la CD38 totusi, poate avea reactivitate Incrucisatd cu alti antigeni,
cum ar fi ortologi ai CD38 uman, cum ar fi CD38 de Macaca fascicularis (cynomolgus). In cazul unui
anticorp bispecific, anticorpul bispecific se leagd specific la doi antigeni de interes, si este substantial fara
anticorpi care se leagd specific la alti antigeni 1n afara celor doi antigeni de interes. Mai mult, un anticorp
izolat poate fi substantial fard alt material celular si/sau substante chimice. ,,Anticorpul izolat” cuprinde
anticorpi care sunt izolati la o puritate mai ridicatd, cum ar fi anticorpii care sunt 80%, 81%, 82%, 83%,
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100%
puri.

Legarea specificd” sau ,,se leaga specific” sau ,,se leagd” se referd la o legare a anticorpului la
un antigen sau la un epitop din antigen cu afinitate mai mare decat pentru alti antigeni. De obicei,
anticorpul se leagd la antigenul sau epitopul din antigen cu o constantd de disociere la echilibru (Kp) de
aproximativ 1x10® M sau mai micd, de exemplu de aproximativ 1x10° M sau mai mici, de aproximativ
1x1071° M sau mai mici, de aproximativ 1x10-"! M sau mai micd, sau de aproximativ 1x10-12 M sau mai
micd, de obicei cu o Kp care este de cel putin o sutd de ori mai micd decat Kp a sa pentru legare la un
antigen nespecific (de exemplu, BSA, caseina). Constanta de disociere poate fi méasuratd utilizand
proceduri standard. Anticorpii care se leagd specific la antigen sau la epitopul din antigen pot totusi, avea
reactivitate incrucisatd cu alti antigeni inruditi, de exemplu cu acelasi antigen de la alte specii (omologi),
cum ar fi umani sau de maimuta, de exemplu Macaca fascicularis (cynomolgus, cyno), Pan troglodytes
(cimpanzeu, chimp) sau Callithrix jacchus (marmoset obisnuit, marmoset). in timp ce un anticorp
monospecific se leagd specific la un antigen sau la un epitop, un anticorp bispecific se leagd specific la
doi antigeni distineti sau la doi epitopi distincti.

O regiune variabild a unui anticorp constd dintr-o regiune ,,cadru” Intrerupta de trei ,,situsuri de
legare la antigen”. Situsurile de legare la antigen sunt definite utilizdnd diferiti termeni: regiunile
determinante de complementaritate (regiuni CDR), trei in VH (HCDR1, HCDR2, HCDR3) si trei in VL
(LCDR1, LCDR2, LCDR3) sunt pe baza variabilitatii secventei (Wu si Kabat (1970) J Exp Med 132:211-
50; Kabat si colab Sequences of Proteins of Immunological Interest, ed. a 5-a Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, Md., 1991); ,.regiunile hipervariabile”,

LHVR”, sau HV”, trei in VH (H1, H2, H3) si tret in VL (L1, L2, L3) se referd la regiunile
domeniilor variabile ale anticorpului care sunt hipervariabile in structurd cum s-a definit de cétre Chotia si
Lesk (Chotia si Lesk (1987) Mol Biol 196:901-17). Alti termeni includ ,,regiunile CDR IMGT”

(Lefranc si colab., (2003) Dev Comparat Immunol 27:55-77) si ,,Specificity Determining
Residue Usage” (SDRU) (Almagro (2004) Mol Recognit 17:132-43). Baza de date International
ImunoGeneTics (IMGT) (http:/www_imgt org) furnizeazd o numerotare standardizatd si definitie a
situsurilor de legare la antigen. Corespondenta intre regiunile CDR, HV si delimitdrile IMGT este
descrisd In Lefranc si colab., (2003) Dev Comparat -Immunol 27:55-77.

»Reziduurile Chotia” asa cum s-au utilizat In acest document sunt reziduurile VL si VH ale
anticorpului numerotate in conformitate cu Al-Lazikani (Al-Lazikani si colab., (1997) J Mol Biol
273:927-48).

,»,Cadrul” sau ,secventele cadru” sunt secventele rdmase ale unui regiuni variabile, altele decét
cele definite ca fiind situsuri de legare la antigen. Deoarece situsurile de legare la antigen pot fi definite
prin diferiti termeni cum s-a descris mai sus, secventa exactd de aminoacizi a unui cadru depinde de cum
a fost definit situsul de legare la antigen.

»Anticorpul umanizat™ se referd la un anticorp In care situsurile de legare la antigen sunt derivate
din specii neumane si cadrele regiunii variabile sunt derivate din secvente de imunoglobulind umana.
Anticorpii umanizati pot include substitutii in regiunile cadru astfel incat cadrul poate sd nu fie o copie
exactd a imunoglobulinei umane exprimate sau a scventelor genei liniei germinative.

HAnticorpul uman” se referd la un anticorp avand regiuni variabile ale lantului greu si usor in
care atat cadrul cat si situsurile de legare la antigen sunt derivate din secvente de origine umani. Daci
anticorpul contine o regiune constantd, regiunea constantd este de asemenea derivatd din secvente de
origine umana.

Un anticorp uman cuprinde regiuni variabile ale lantului greu sau usor care sunt ,derivate din”
secvente de origine umand in care regiunile variabile ale anticorpului sunt obtinute de la un sistem care
utilizeazd imunoglobulina liniei germinative umane sau gene de imunoglobulind rearanjate. Astfel de
sisteme includ biblioteci de gene de imunoglobulind umani afisate pe bacteriofagi, si animale neumane
transgenice cum ar fi soarecii care poartd loci de imunoglobulind umanad. Un _anticorp uman” poate
contine diferente de aminoacizi la comparatia cu imunoglobulina liniei germinative umane sau cu genele
de imunoglobulind rearanjate, din cauza de exemplu, mutatiilor somatice care apar natural sau a
introducerii intentionate de substitutii in cadrul sau situsul de legare la antigen, sau in ambele. De obicei,
anticorpul uman” este cel putin aproximativ 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
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90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identic In secventa de aminoacizi cu o
secventd de aminoacizi codificatd de imunoglobulina liniei germinative umane sau de genele de
imunoglobulina rearanjate. In unele cazuri, ,anticorpul uman” poate contine secvente cadru consens
derivate din analizele secventei cadru umane, de exemplu cum s-a descris In Knappik si colab., (2000) J
Mol Biol 296:57-86, sau din HCDR3 sinteticd incorporatd In bibliotecile de gene de imunoglobulind
umani afisate pe bacteriofagi, de exemplu cum s-a descris in Shi si colab., (2010) J Mol Biol 397:385-
96, si publicatia de brevet international nr. W02009/085462.

Anticorpii umani derivati din secventele de imunoglobulind umand pot fi generati utilizand
sisteme cum ar fi afisarea pe bacteriofagi care incorporeaza regiuni CDR sintetice si/sau cadre sintetice,
sau pot fi supusi la mutagenezd in vitro pentru a Imbunitdti proprietitile anticorpului, conducand la
anticorpi care nu existd natural in repertoriul liniei germinative a anticorpului uman in vivo.

Anticorpii la care situsurile de legare la antigen sunt derivate dintr-o specie neumand, nu sunt
inclusi 1n definitia anticorpului uman.

»Anticorpul recombinant” include toti anticorpii care sunt preparati, exprimati, creati sau izolati
prin mijloace recombinante, cum ar fi anticorpii izolati dintr-un animal, de exemplu un soarece sau un
sobolan care este transgenic sau transcromozomial pentru genele de imunoglobulind umani sau un
hibridom preparat din acesta (descris mai departe mai jos), anticorpii izolati dintr-o celuld gazda
transformatd pentru a exprima anticorpul, anticorpi izolati dintr-o bibliotecd de anticorpi recombinanti,
combinatoriali, §i anticorpi preparati, exprimati, creati sau izolati prin orice alt mijloc care implica
imbinarea secventelor de gene de imunoglobulind umani cu alte secvente ADN, sau anticorpi care sunt
generati in vitro utilizdnd modificarea bratului Fab, cum ar fi anticorpii bispecifici.

»Anticorpul monoclonal” se referd la o preparare a moleculelor de anticorp ale unei singure
compozitii moleculare. O compozitie a unui anticorp monoclonal afiseaza o singura specificitate de legare
si afinitate pentru un anumit epitop, sau in cazul unui anticorp monoclonal bispecific, o specificitate de
legare duala la doi epitopi distineti. ,,Anticorpul monoclonal” se referd prin urmare la o populatie de
anticorpi cu o singurd compozitie de aminoacizi in fiecare lant greu si fiecare lan{ usor, cu exceptia
posibilelor bine cunoscute modificari cum ar fi Indepartarea lizinei Cterminale de lantul greu al
anticorpului. Anticorpii monoclonali pot avea glicozilare eterogend In cadrul populatiei de anticorpi.
Anticorpul monoclonal poate fi monospecific sau multispecific, sau monovalent, bivalent sau multivalent.
Un anticorp bispecific este inclus in termenul anticorp monoclonal.

LEpitop” Inseamnd o portiune a unui antigen la care se leagd specific un anticorp. Epitopii
constau uzual din grupari de suprafatd active chimic (cum ar fi polare, nepolare sau hidrofobe) de radicali
cum ar fi catenele laterale de aminoacizi sau polizaharide §i pot avea caracteristici structurale
tridimensionale specifice, precum si caracteristici de incércare specifice. Un epitop poate fi compus din
aminoacizi contigui si/sau necontigui care formeaza o unitate spatiald conformationald. Pentru un epitop
necontiguu, aminoacizii din diferite portiuni ale secventei liniare a antigenului vin in imediata apropiere
in spatiul 3-dimensional prin plierea moleculei de proteina.

,,Varianta” se referd la o polipeptidd sau o polinucleotidd care diferd de o polipeptida de referinta
sau de o polinucleotidd de referintd prin una sau mai multe modificari de exemplu, substitutii, insertii sau
deletii.

JIn combinatie cu”, inseamna cd doi sau mai multi agenti terapeutici sunt administrati unui
subiect impreund Intr-un amestec, concomitent ca agenti singuri, sau secvential ca agenti singuri in orice
ordine. In general, fiecare agent va fi administrat la o dozd si/sau la un program in timp, determinate
pentru acel agent.

»lrateazd” sau ,tratament” se referd la tratamentul terapeutic In care obiectivul este de a Incetini
(micsora) o modificare fiziologicd nedoritd sau boald, cum ar fi dezvoltarea sau impristierea unei tumori
sau celule tumorale, sau pentru a furniza un rezultat clinic benefic sau dorit In timpul tratamentului.
Rezultatele clinice benefice sau dorite includ ameliorarea simptomelor, diminuarea gradului bolii,
stabilizarea (adicd, neagravarea) stirii bolii, intarzierea sau Incetinirea progresului bolii, lipsa metastazei,
ameliorarea sau alinarea stirii de boald, i remisia (indiferent dacd este partiald sau totald), indiferent daca
este detectabild sau nedetectabila. ,, Tratamentul” poate insemna de asemenea prelungirea supravietuirii in
comparatie cu supraviefuirea asteptatd dacd un subiect nu a primit tratament. Cei care au nevoie de
tratament includ acei subiecti care au deja o modificare fiziologicd nedoritd sau boald precum si acei
subiecti predispusi si aibd o modificare fiziologici sau boala.

,,Cantitatea eficientd terapeutic” se referd la o cantitate eficientd, la dozaje si pe perioade de timp
necesare, pentru a obtine un rezultat terapeutic dorit. O cantitate eficientd terapeutic poate varia in
conformitate cu factori cum ar fi starea de boald, varsta, sexul, si greutatea individului, §i capacitatea unui
agent terapeutic sau a unei combinatii de agenti terapeutici de a declanga un raspuns dorit la individ.
Exemplele de indicatori ai unui agent terapeutic sau a unei combinatii de agenti terapeutici eficienti
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includ, de exemplu, imbunatatirea stirii de bine a pacientului, reducerea Incarcirii tumorale, oprirea sau
incetinirea cresterii unei tumori, si/sau absenta metastazei celulelor canceroase la alte locatii din corp.

Inhibarea cresterii” (de exemplu cu referire la celulele tumorale) se referd la o sciddere
masurabild sau intarziere in cresterea celulei tumorale sau a tesutului tumoral in vitro sau in vivo cind
sunt puse 1n contact cu un agent terapeutic sau cu o combinatie de agenti terapeutici sau medicamente, in
comparatie cu scdderea sau intarzierea cresterii aceleiasi celule tumorale sau tesut tumoral in absenta
agentului terapeutic sau a combinatiei de medicamente terapeutice. Inhibarea cresterii unei celule
tumorale sau tesut tumoral in vitro sau in vivo poate fi cel putin de aproximativ 10%, 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 99%, sau 100%.

,»Celulele T regulatoare” sau , Treg-urile” sau ,Treg” se referd la limfocitele T care regleaza
activitatea altor celule T si/sau a altor celule imune, uzual prin suprimarea activitatii lor. Treg-urile pot fi
celule T CD3*CD4*CD25*CD127%™ Se apreciazi c¢i Treg-urile ar putea s nu fie complet restrictionate
la acest fenotip, si pot exprima Foxp3.

LCelulele T efectoare” sau ,, Tef-urile” sau ,,Tef” se referd la limfocitele T care efectueazi o
functie a unui rdspuns imun, cum ar fi uciderea celulelor tumorale si/sau activarea unui rdspuns imun
antitumoral care poate conduce la la eliminarea celulelor tumorale din corp. Tef-urile pot fi CD3* cu
CD4* sau CD8". Tef-urile pot secreta, contine sau exprima markeri cum ar fi IFN-y, granzima B s1 ICOS.
Se apreciazd ca Tef-urile ar putea sd nu fie complet restrictionate la aceste fenotipuri.

Sfunctia Treg-urilor”™ sau ,functia Treg” se referd la o functie supresiva a Treg-urilor care este
legatd de reglarea raspunsurilor imune ale gazdei si/sau de prevenirea autoimunititii. Functia Treg-urilor
poate fi supresia unui rdspuns antitumoral provocat de celulele T CD8*, celulele ucigase natural (NK),
celulele MO, celulele B, sau celulele dendritice (DC-uri), sau supresia proliferdrii celulelor T efectoare.

Inhibarea functiei Treg-urilor” sau ,inhibarea functiei Treg” se referd la sciderea nivelului de
functionare a Treg-urilor in vitro sau in vivo la un animal sau subiect uman, care poate fi determinatd prin
tehnicile conventionale cunoscute in domeniu. Nivelul functiei Treg-urilor poate fi scazut cu, de exemplu,
cel putin aproximativ 1%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,

80%, 90%, 95%, 99% sau 100%. . Inhibarea functiei Treg-urilor” include reducerea numarului
de Treg-uri, de exemplu prin uciderea Treg-urilor prin functiile efectoare ale anticorpului, cum ar fi
citotoxicitatea celulard dependentd de anticorp (ADCC).

,Celulele supresoare derivate din mieloide” sau ,MDSC-uri” sau ,MDSC” se referd la o
populatie specializatd de celule care sunt de descendentd hematopoieticd si exprimd markerul
macrofag/monocitar CD1 1b si markerul granulocitar Gr-1/Ly-6G. Fenotipul MDSC-urilor poate fi de
exemplu CD11b*HLA-DR'CD14:CD33*CD15*. MDSC-urile exprimd scdzut sau nedetectabil expresia
markerilor celulari MHC de clasd II si F480 care prezintd antigenul matur. MDSC-urile sunt celule
imature de origine mieloidd si se pot diferentia suplimentar in cdteva tipuri de celule, incluzand
macrofage, neutrofile, celule dendritice, monocite sau granulocite. MDSC-urile pot fi gésite natural in
maduva osoasd adultd normald a omului g1 animalelor sau in situsuri de hematopoieza normald, cum ar fi
splina.

LInhibarea functiei MDSC-urilor” sau ,,inhibarea functiei MDSC” se referd la sciderea nivelul
functiei MDSC-urilor in vitro sau in vivo la un animal sau subiect uman, care poate fi determinatd prin
tehnicile conventionale cunoscute In domeniu. Nivelul functiei MDSC poate fi scdzut cu, de exemplu, cel
putin aproximativ 1%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% sau 100%.
Inhibarea functiei MDSC” include reducerea numarului de MDSC-uri, de exemplu prin uciderea MDSC-
urilor prin functiile efectoare ale anticorpului, cum ar fi ADCC. MDSC-urile pot suprima raspunsurile
celulelor T cum ar fi proliferarea, expansiunea clonala sau productie de citokine, prin diferite mecanisme
cum ar fi productia de specii reactive de oxigen, peroxXinitriti, metabolismul crescut al arginazei din cauza
nivelurilor ridicate de arginazi, si sintazei crescute de prooxid de azot. MDSC -urile pot raspunde la IFN-y
si la céteva citokine cum ar fi IL-4 si IL-13. IFN-y poate activa MDSC-urile care induc activitatea de
sintazd a oxidului nitric 2 (NOS2). Alternativ, citokinele Th2, cum ar fi interleukina-4 (IL-4) si IL.-13, pot
activa MDSCurile care pot conduce la inducerea activitdtii arginazei-1 (ARG1). Metabolismul L-
argininei, fie prin NOS2 sau fie prin ARGI, poate conduce la inhibarea proliferdrii celulelor T, si
activitatea ambelor enzime Impreund poate conduce la apoptoza celulelor T prin productia de specii
reactive de oxid de azot.

~Boala legata de Treg” se referd la o boald sau tulburare legata de celulele regulatoare T (Treg-
uri). Boala legatd de Treg poate fi cauzatd de functia Treg, de exemplu, supresia unui raspuns antitumoral
sau supresia proliferdrii celulelor T efectoare. Boala mediatd de Treg de poate fi cancerul. ,,Boala legata
de Treg” si ,,boala mediatd de Treg” sunt utilizate interschimbabil aici.

,,Tmbunétégirea raspunsului celulelor T efectoare” sau ,,imbunitatirea raspunsului celulelor T” se
referd la imbunitatirea stimuldrii celulelor T efectoare in vitro sau in vivo la un animal sau subiect uman
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pentru a avea o functie biologica sustinutd sau amplificatd, sau si relnnoiasca sau sd reactiveze celulele T
extenuate sau inactive. Exemple de rdspunsuri ale celulelor T sunt proliferarea, secretia de y-interferon
din celulele T CD 8*, responsivitatea la antigen, sau expansiunea clonald. Maniera de méisurare a acestei
imbundititiri este cunoscutd cuiva avand calificare obignuitd in domeniu.

~Boala legatd de MDSC” se referd la o boala sau tulburare legatd de celulele supresoare derivate
din mieloide (MDSC-uri). Boala legatd de MDSC poate fi cauzatd de o functie a MDSC, de exemplu,
supresia unui raspuns antitumoral sau proliferarea celulelor T efectoare. Boala mediatd de MDSC de
poate fi cancerul. ,Boala legatd de MDSC” si ,.boala mediatd de MDSC” sunt utilizate interschimbabil
aici.

,Celulele B regulatoare” sau ,Breg” sau ,.Breg-uri” se referd la limfocitele B care suprima
raspunsurile imune. Breg-urile pot fi celule CD19*CD24*CD38*, si pot suprima rdspunsurile imune prin
inhibarea proliferdrii celulelor T mediatd de IL-10 secretatd de citre Breg-uri. Se apreciazd cd existd si
alte subseturi de Breg-uri, si sunt descrise de exemplu in Ding si colab., (2015) Human Immunology 76:
615-621.

Boala legatd de Breg” se referd la o boald sau tulburare legatd de celulele B regulatoare. Boala
legatd de Breg poate fi cauzatd de, de exemplu supresia mediatd de Breg a unui rdspuns antitumoral sau a
proliferdrii celulelor T efectoare. Boala mediatd de Breg de poate fi cancerul. ,,Boala legatd de Breg” si
,,boala mediatd de Breg” sunt utilizate interschimbabil aici.

Pacientul” include orice om sau animal neuman. ,,Animalul neuman” include toate vertebratele,
de exemplu, mamifere i nemamifere, cum ar fi primate neumane, oi, cdini, pisici, cai, vaci pui de gdini,
amfibieni, reptile, etc. ,,Pacient” si ,.subiect” sunt utilizati interschimbabil aici.

Inventia furnizeaza un anticorp care se leagd specific la CD38 pentru utilizare in tratarea unui
pacient avand o tumoare solidd, cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5, in care
anticorpul este de izotip IgG1.

Inventia se referd la utilizarea medicald a respectivului anticorp intr-o metoda pentru tratarea
unui pacient care are o tumoare solida, cu un anticorp care se leagd specific la CD38 indiferent daca
celulele tumorale exprimd CD38 sau nu. Divulgarea se referd de asemenea la metode pentru tratarea unui
pacient care are o boald mediatd de celulele T regulatoare (Treg), celulele supresoare derivate din
mieloide (MDSC) sau celulele B regulatoare (Breg). Divulgarea se referd de asemenea la metode pentru
modularea activititii Treg-urilor, MDSC-urilor sau Bregurilor pentru a trata tumorile solide care sunt
CD38 pozitive si/sau asociate cu niveluri ridicate ale acestor celule supresoare imune.

Inventia se bazeazi, cel putin partial, pe descoperirea c¢d anticorpul anti-CD38 DARZALEX™
(daratumumab) are o activitate imunomodulatoare la pacienti, reducand numarul de Treg-uri supresive
imune, MDSC-uri si Breg-uri, crescand numérul de celule T CD8* si raportul dintre CD8* si Treg-uri,
promovéand formarea celulelor de memorie centrala CD8* i cresterea clonalitatii celulelor T.

DARZALEX™ (daratumumab) si alti anticorpi anti-CD38 sunt evaluati in clinicd pentru
eficacitatea lor in tratarea malignitatilor heme i a tulburarilor celulelor plasmatice, incluzdnd mielomul
multiplu, prin capacitatea anticorpului de a elimina celulele CD38-pozitive de citre functiile efectoare ale
anticorpului, cum ar fi ADCC, CDC, ACDP si apoptoza, dar activitatea lor imunomodulatoare in
promovarea raspunsurilor imune adaptive nu a fost recunoscutd. Alti anticorpi imunomodulatori (anti-
PDI1, anti-CTLA4) functioneazd prin fintirea componentelor sistemului imunitar care suprimi
raspunsurile antitumorale. De exemplu, s-a demonstrat c¢d anticorpii anti-PD1 cresc proliferarea celulelor
T, stimuleazd rispunsurile de memorie specifice antigenului, §i atenueazd partial supresia mediata de
Treg-uri a celulelor T efectoare in vitro (de exemplu, vezi brevetul S.U.A. nr. 8.779.105). Doi anticorpi
anti-PD-1 sunt in prezent aprobafi pentru tratamentul melanomului, OPDIVO® (nivolumab) si
KEYTRUDA® (pembrolizumab) si acesti anticorpi sunt in dezvoltare clinici pentru diferite tumori solide,
cum ar fi carcinomul pulmonar nonmicrocelular, cancerul de prostata, de cap si gét, gastrointestinal, la
stomac, la prostatd, al trompelor uterine, ovarian, pancreatic, la san si la creier, renal, la vezicd, uretral,
esofageal si colorectal. Anticorpul anti-CTLA-4 YERVOY® (ipilimumab) a fost aprobat pentru
tratamentul melanomului. YERVOY® (ipilimumab) si un alt anticorp anti-CTLA-4, tremelimumab, sunt
de asemenea dezvoltate pentru cancerul la prostatd, pulmonar nonmicrocelular, ovarian, gastrointestinal,
la stomac, colorectal, renal, esofageal, si genitourinar.

Fard a dori sd fie legati de nici o teorie particulard, pe baza efectelor imunomodulatoare
observate cu DARZALEX™ (daratumumab) descrise aici, DARZALEX™ (daratumumab) si alti anticorpi
anti-CD38 pot fi eficienti In tratamentul tumorilor solide. Din cauza activérii generale a raspunsului imun
observatd la pacientii tratati cu DARZALEX™ (daratumumab), pacientii care au tumori solide CD38-
negative pot rispunde de asemenea la terapiile cu anticorpi anti-CD38.

Inventia furnizeaza un anticorp care se leagd specific la CD38, pentru utilizare 1n tratarea unui
pacient avand o tumoare solidd, cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5, in care
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anticorpul este de izotip IgG1. Inventia se referd la utilizarea medicald a respectivului anticorp, Intr-o
metodd de tratare a unui pacient avand o tumoare solidd, cuprinzand administrarea la pacientul care are
nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente terapeutic dintrun anticorp care se leaga specific la CD38 pe o
perioada suficientd de timp pentru a trata tumoarea solida.

Divulgarea se referd de asemenea la o metoda de tratare a unui pacient avand o boald mediatd de
celulele T regulatoare (Treg), cuprinzand administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei
cantitdti eficiente terapeutic dintr-un anticorp care se leagd specific la CD38 pe o perioada suficientd de
timp pentru a trata boala mediata de Treg.

Divulgarea se referd de asemenea la 0 metodd de tratare a unui pacient care are o boald mediata
de celulele supresoare derivate din mieloide (MDSC), cuprinzand administrarea la pacientul care are
nevoie de aceasta, a unei cantitati eficiente terapeutic dintr-un anticorp care se leagd specific la CD38 pe
o perioada suficientd de timp pentru a trata boala mediata de MDSC.

Divulgarea se referd de asemenea la 0 metodd de tratare a unui pacient care are o boald mediata
de celulele B regulatoare (Breg), cuprinzand administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei
cantitdti eficiente terapeutic dintr-un anticorp care se leagd specific la CD38 pe o duratd suficientd de
timp pentru a trata boala mediata de Breg.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de suprimare a activitatii celulelor T regulatoare
(Treg), cuprinzand punerea in contact a celulelor T regulatoare cu un anticorp care se leagd specific la
CD38.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de suprimare a activititii celulelor supresoare
derivate din mieloide (MDSC), cuprinzand punerea in contact a MDSC-urilor cu un anticorp care se leaga
specific la CD38.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de suprimare a activitatii celulelor B regulatoare
(Breg), cuprinzénd punerea in contact a Breg-urilor cu un anticorp care se leaga specific la CD38.

Divulgarea se referd de asemenea la o metoda de tratare a unui pacient care are o tumoare solida,
cuprinzand reducerea numdirului de celule T regulatoare (Treg) la pacient prin administrarea la pacient a
unui anticorp care se leagé specific la CD38.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de tratare a unui pacient care are o tumoare solida,
cuprinzdnd reducerea numdrului de celule supresoare derivate din mieloide (MDSC) la pacient prin
administrarea la pacient a unui anticorp care se leaga specific la CD38.

Divulgarea se referd de asemenea la o metoda de tratare a unui pacient care are o tumoare solida,
cuprinzdnd reducerea numadrului de celule B regulatoare (Breg) la pacient prin administrarea la pacient a
unui anticorp care se leagé specific la CD38.

Divulgarea se referd de asemenea la 0 metodd de amplificare a unui raspuns imun la un pacient,
cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de acesta, a unui anticorp care se leagd specific la
CD38 pe o durati suficientd de timp pentru a imbundtati raspunsul imun.

fn unele cazuri, pacientul are o infectie virala.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de tratare a infectiei virale la un pacient,
cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de acesta, a unui anticorp care se leagd specific la
CD38 pe o duratd suficientd de timp pentru a trata infectia virala.

In unele realizéri, raspunsul imun este un raspuns al celulelor T efectoare (Tef).

In unele realizari, raspunsul Tef este mediat de celulele T CD4* sau de celulele T CD§*.

In unele realizari, raspunsul Tef este mediat de celulele T CD4*.

in unele realizari, raspunsul Tef este mediat de celulele T CD8*.

Tn unele realiziri, raspunsul Tef este o crestere a numdrului de celule T CD8*, o crestere a
proliferdrii celulelor T CD8*, o crestere a expansiunii clonale a celulelor T, o crestere a formadrii celulelor
de memorie CD8*, o crestere a productiei de anticorpi dependentd de antigen, sau o crestere a productiei
de citokine, chemokine sau interleukine.

Proliferarea celulelor T poate fi evaluatd de exemplu prin maésurarea ratei de sintezd ADN
utilizdnd timidind tritiatd sau prin masurarea productiei de interferon-y (IFN-y) in vitro, sau prin
masurarea numdrului absolut sau a procentajului celulelor T dintr-o populatie de celule din mostrele
pacientului utilizdnd metode cunoscute.

Expansiunea clonald poate fi evaluatd de exemplu, prin secventiere TCR dintr-un grup de celule
T utilizand metode cunoscute.

Formarea celulelor de memorie poate fi evaluatd prin masurarea raportului dintre celulele T
naive (CD45R0O/CD62L") si celulele T de memorie (CD45RO*/CD62LA%e) utilizind de exemplu FACS.

Productia de citokine, chemokine sau interleukine, cum ar fi productia de interferon-y (IFNy),
factor de necroza tumorala-alfa (TNF-a), IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL16, IL-
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18 si IL-23, MIP-1a, MIP-13, RANTES, CCL4 poate fi evaluata utilizind metode standard cum ar fi
ELISA sau testul ELLISPOT.

Productia de anticorpi specifici antigenului poate fi evaluatd din mostre derivate de la pacient
utilizdnd metode standard, cum ar fi ELISA sau radioimunotestul (RIA).

Semnificatia termenilor ,creste” sau ,cresterea” diferitelor rdaspunsuri Tef este cu usurinta
inteleasd. Cresterea poate fi o crestere de cel putin aproximativ 5%, de cel putin aproximativ 10%,

25%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%,
65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 10%, T1%, 12%, 73%, 14%, 75%, 76%, 77%, 18%, 19%, 80%, 81%, 82%,
83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100%,
110%, 120%, 130%, 140%, 150%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400% sau mai mult Intr-o mostra de test
sau la un subiect in comparatie cu controlul, de exemplu, la un pacient tratat cu anticorp anti-CD38 1n
comparatie cu acelasi pacient Inainte de tratament, sau la un pacient sau grup de pacienti care sunt
responsivi la tratamentul cu anticorpi anti-CD38 in comparatie cu un pacient sau un grup de pacienti care
sunt neresponsivi la acelasi tratament. De obicei, cresterea este semnificativa statistic.

fn mod similar, semnificatia termenilor ,,reduce” sau ,reducerea” sau ,scaderea” sau ,scade”
numirul de Treg-uri, MDSC-uri si/sau Breg-uri este cu usurintd inteleasd. Scdderea poate fi cel de putin
aproximativ 10%, 25%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%,
64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, T10%, 71%, 72%, 13%, 74%, 15%, 76%, T1%, 18%, 719%, 80%, 81%,
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%,
100%,110%, 120%, 130%, 140%, 150%, 200%, 250%, 300%,

350%, 400% sau mai mult Intr-o mostra de test sau la un subiect, in comparatie cu controlul, de
exemplu, la un pacient tratat cu un anticorp anti-CD38 In comparatie cu acelasi pacient inainte de
tratament, sau la un pacient sau grup de pacienti care sunt responsivi la tratamentul cu anticorpi anti-
CD38 1n comparatie cu un pacient sau un grup de pacienti care sunt neresponsivi la acelasi tratament. De
obicel, sciderea este semnificativa statistic.

In unele realizari, anticorpul care se leagd specific la CD38, inhiba functionarea celulelor
supresoare imune.

In unele realizari, celulele supresoare imune sunt celule T regulatoare (Treg-uri), celule
supresoare derivate din mieloide (MDSC-uri) sau celule B regulatoare (Breg-uri).

In unele realizari, Treg-urile sunt celule T CD3*CD4*CD25*CD1274™,

In unele realiziri, celulele CD3*CD4*CD25*CD127%m exprima Foxp3.

In unele realizari, celulele T CD3*CD4*CD25*CD127%™ exprima CD38.

Functia Treg-urilor, cum ar fi capacitatea lor de a suprima celulele Tef, poate fi evaluatd
utilizdnd metode cunoscute, cum ar fi evaluarea capacititii Treg-urilor de a suprima proliferarea Tef in
reactia limfocitard mixtd (MLR).

Functia Treg-urilor poate fi inhibata prin de exemplu reducerea numaérului relativ de Treguri in
comparatie cu Tef-urile (de exemplu cresterea raportului de celule CD8*/Treg) prin uciderea directd a
Treg-urilor sau a unei subpopulatii de Treg-uri, cum ar fi Treg-urile CD38*. In unele realizari, functia
Treg-urilor este inhibati prin uciderea celulelor Treg.

fn unele realizari, uciderea Treg-urilor este mediatd de citotoxicitatea celulard dependentd de
anticorp, indusi de anticorp (ADCC), fagocitoza celulara dependentd de anticorp (ADCP), citotoxicitatea
dependentd de complement (CDC) sau apoptoza indusd de un anticorp care se leagé specific la CD38.

In unele realizari, uciderea Treg este mediati de ADCC.

In unele realizari, Treg-urile CD38* sunt ucise.

In unele realizari, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%,
16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%,
34%, 35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%. 49%, 50%, 51%,
52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58% sau 60% din Treg-uri sunt ucise.

Deoarece CD38 este exprimat numai intr-o portiune a Treg-urilor si MDSC-urilor, este de
asteptat ca tratamentul pacientilor cu tumori solide sd nu conducd la depletia sistemicd a Tregurilor si
MDSC-urilor, furniznd probabil prin urmare un profil de sigurantd imbunatatit. In unele realizari,
MDSC-urile sunt celule CD11b*HLA-DR-CD14CD33*CD15*.

In unele realizari, MDSC-urile CD11b*HLA-DRCD14 CD33*CD15* exprima CD38.

Functia MDSC poate fi inhibatd de exemplu prin reducerea numirului de MDSC-uri prin
uciderea directd a celulelor.

In unele realizari, functia MDSC este inhibata prin uciderea MDSC CD38*.

In unele realizdri, ucidereca MDSC este mediatd de citotoxicitatea celulard dependentd de
anticorp, indusd de anticorp (ADCC), fagocitoza celulard dependenta de anticorp (ADCP), citotoxicitatea
dependentd de complement (CDC) sau apoptoza indusé de anticorpul care se leagd specific la CD38.
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Tn unele realizari, uciderea MDSC este mediati de ADCC.

In unele realizari, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%,
16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%,
34%, 35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%,
52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58% sau 60% dintre MDSC-uri sunt ucise. Tn unele realizéri, Breg-
urile sunt celule CD19*CD24*CD38".

Functia Breg poate fi inhibatd de exemplu prin reducerea numérului de Breg-uri prin uciderea
directd a Breg-urilor.

In unele realiziri, functia Breg este inhibati prin uciderea Breg-urilor CD38*.

fn unele realizari, uciderea Breg este mediatd de citotoxicitatea celulard indusd de anticorp,
indusd de anticorp (ADCC), fagocitoza celulard dependentd de anticorp (ADCP), citotoxicitatea
dependentd de complement (CDC) sau apoptoza indusé de anticorpul care se leagd specific la CD38.

in unele realizari, uciderea Breg este mediatd de ADCC.

In unele realizari, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%,
16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%,
34%, 35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%. 49%, 50%, 51%,
52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58% sau 60% dintre Breg-uri sunt ucise.

Treg-urile joacd un rol critic in intretinerea autotolerantei periferice. Treg-urile CD4+CD25dicat
care apar natural, sunt produse In timus si exprimd Foxp3, un factor transcriptional necesar pentru
stabilirea si Intretinerea identitdtii si functiei supresoare a descendentilor Treg-urilor. Treg-urile se pot
acumula la situsul unei boli (de exemplu intr-o tumoare), unde ele suprima functia efectoare a celulelor T
specificd antigenului tumoral, conducand la raspunsuri antitumorale insuficiente. Densitétile crescute al
Treg-urilor Foxp3+ care se infiltreaza in tumoare, au fost asociate cu prognoza slabd in diferite tumori
solide, incluzdnd carcinomul pancreatic, ovarian, i hepatocelular. Depletia Treg-urilor conduce la
imbunitatirea imunitdtii antitumorale si respingerea tumorii in modelele murine, dar poate conduce de
asemenea la dezvoltarea bolilor autoimune.

Celulele supresoare derivate din mieloide (MDSC) sunt o populatie eterogend de descendente
mieloide timpurii, granulocite imature, macrofage, si celule dendritice la diferite stadii de diferentiere. Ele
se acumuleazd In numdr mare la pacientii cu cancer i ele au functii imunosupresive potente, suprimand
atat activitdtile citotoxice ale celulelor ucigase natural (NK) si celulelor T ucigase natural (NKT), cat si
raspunsul imun adaptiv mediat de celulele T CD8*. In timp ce mecanismul de inhibare al celulelor NK nu
este In prezent bine inteles, multiple cai sunt responsabile pentru supresia celulelor T mediatd de MDSC-
uri, incluzand productia de arginazd 1/ARG] si suprareglarea sintazei de oxid nitric 2 (NOS2). ARGI si
NOS2 metabolizeazd Larginina si fie impreund sau fie separat, blocheazi translatia catetei CD3zeta a
celulelor T, inhibd proliferarea celulelor T, si promoveazd apoptoza celulelor T. Suplimentar, MDSC-
urile secretd citokine imunosupresive si induc dezvoltarea celulelor T regulatoare.

MDSC-urile sunt induse de citokine proinflamatorii si sunt gésite in numadr crescut in afectiunile
patologice infectioase si inflamatorii. Ele se acumuleaza In sange, miduva osoasd, si organele limfoide
secundare ale soarecilor purtdtori de tumori si s-a sugerat cd prezenta lor in micromediul tumoral are un
rol cauzativ In promovarea supresiel imune asociate tumorii.

MDSC-urile au fost descrise la pacientii cu carcinom de colon, melanom, carcinom
hepatocelular, carcinom de cap si git cu celule scuamoase, carcinom pulmonar nonmicrocelular,
carcinom cu celule renale, adenocarcinom pancreatic si carcinom mamar (Mandruzzato si colab., (2009)
J Immunol 182: 6562-6568; Liu si colab., (2009) J Cancer Res Clin Oncol 136: 35-45; Ko si colab.,,
(2009) Clin Cancer Res 15: 2148-2157; Morse si colab., (2009) Expert Opin Biol Ther 9: 331-339; Diaz-
Montero si colab., (2009) Cancer Immunol Immunother 58: 49-59; Corzo si colab., (2009) J Immunol
182: 5693-5701). La pacientii cu cancer, Diaz si colab (Diaz-Montero si colab., (2009) Cancer Immunol
Immunother 58: 49-59) propune cd acumularea de MDSC-uri se coreleazd cu boala mai avansatd si
prognoza slabé.

Breg-urile care se infiltreaza in tumoare au fost identificate in tumori solide, si Breg-urile pot
promova cresterea tumorii §i metastaza prin diferite mecanisme cum ar fi suprimarea activitatii
antitumorale a celulelor T CD8* si a celulelor NK, cum s-a descris de exemplu in Ding si colab., (2015)
Human Immunology 76:615-62.

,Citotoxicitatea celulard dependentd de anticorp”, ,citotoxicitatea mediatd de celulele
dependente de anticorp” sau ,,ADCC” este un mecanism pentru inducerea mortii celulare care depinde de
interactiunea celulelor tintd acoperite cu anticorpi cu celulele efectoare care posedad activitate liticd, cum
ar fi celulele ucigase natural, monocitele, macrofagele si neutrofilele prin receptori gama Fc (FcyR)
exprimate pe celule efectoare. De exemplu, celulele NK exprima FeyRlIlla, in timp ce monocitele exprima
FeyRI, FeyRII si FevRIIla. Moartea celulelor tintd acoperite cu anticorp, cum ar fi celulele care exprima
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CD38, are loc ca rezultat al activitdtii celulelor efectoare prin secretia proteinelor si proteazelor care
formeaza porii membranei. Pentru a evalua activitatea ADCC a unui anticorp care se leagd specific la
CD38, anticorpul poate fi addugat la celulele care exprimd CD38 In combinatie cu celulele efectoare
imune, care pot fi activate de céitre complecsii anticorpului antigenului conducand la citoliza celulelor
tintd. Citoliza este detectatd in general prin eliberarea etichetei (de exemplu substraturi radioactive,
coloranti fluorescenti sau proteine intracelulare naturale) din celulele lizate. Exemplele de celule efectoare
pentru astfel de teste includ celulele mononucleare din séngele periferic (PBMC) si celulele NK.
Exemplele de celule tinta includ Treg-uri sau MDSC-uri care exprima CD38. Intr-un test exemplificativ,
celulele {intd sunt marcate cu 20 uCi de *!'Cr timp de 2 ore si spilate extensiv. Concentratia celulari a
celulelor tintd poate fi ajustatd pand la 1 x 10° celule/ml, si se adaugd anticorpi anti-CD38 la diferite
concentratii. Testele sunt incepute prin addugarea de celule tintd la un raport de celule efectoare: tinta de
40:1. Dupd incubare timp de 3 ore la 37°C, testele sunt oprite prin centrifugare si eliberarea de >!Cr din
celulele lizate este misuratd intr-un contor de scintilatie. Procentajul citotoxicititii celulare poate fi
calculat ca % din lizarea maxima care poate fi indusa prin addugarea a 3% acid percloric la celulele tinta.

Fagocitoza celulard dependentd de anticorp” (,,ADCP”) se referd la un mecanism de eliminare a
celulelor tintd acoperite cu anticorp, prin internalizare cu celule fagocitice, cum ar fi macrofagele sau
celulele dendritice. ADCP poate fi evaluatd utilizdnd Treg-uri sau MDSC-uri care exprimd CD38 ca
celule tintd modificate genetic pentru a exprima GFP sau altd moleculd marcatd. Efector: raportul
celulelor tintd poate fi de exemplu de 4: 1. Celulele efectoare pot fi incubate cu celule tintd timp de 4 ore
cu sau fara anticorp anti-CD38. Dupa incubare, celulele pot fi detasate utilizand acutaza. Macrofagele pot
fi identificate cu anticorpi anti-CD11b si anti-CD 14 cuplati la o etichetd fluorescentd, si procentajul de
fagocitoza poate fi determinat pe baza % de GFP fluorescentd In macrofagele CD11*CD14* utilizand
metode standard.

,,Citotoxicitatea dependentd de complement”, sau ,,CDC”, se referd la un mecanism pentru
inducerea mortii celulare in care un domeniu efector Fe al unui anticorp legat la tintd se leaga si activeaza
componenta complementard C1q care In schimb activeazd cascada complementului conducénd la moartea
celulelor tintd. Activarea complementului poate conduce de asemenca la depunerea de componente
complementare pe celula suprafata celulei {intd care faciliteazd ADCC prin legarea receptorilor
complementului (de exemplu, CR3) pe leucocite.

Capacitatea anticorpilor monoclonali de a induce ADCC, poate fi imbunitatitd prin modificarea
geneticd a componentei lor oligozaharidd. IgGl sau [gG3 umane sunt N-glicozilate la Asn297 cu
majoritatea glicanilor In bine cunoscutele forme biantenare GO, GOF, G1, G1F, G2 sau G2F. Anticorpii
produsi din celule CHO nemodificate genetic, au de obicei un continut de fucozd glican de cel putin
aproximativ 85%. Indepartarea miezului fucozei din oligozaharidele de tip complex biantenar atasate la
regiunile Fc imbunititesc ADCC a anticorpilor prin legarea imbunitatitd a FcyRIlla, fard modificarea
legdrii la antigen sau a activitdtiic CDC. Astfel de mAburi pot fi obtinute utilizdnd diferite metode
raportate cd, conduc la expresia cu succes a anticorpilor defucozilati relativ mari care poartd complexul
biantenar de oligozaharide de tip Fc cum ar fi controlul osmolalitatii culturii (Konno si colab., (2012)
Cytotechnology 64:249-65), aplicarea unei variante a linieit CHO Lec13 ca linie celulard gazda (Shields si
colab., (2002) J Biol Chem 277:26733-26740), aplicarea unei variante a liniei CHO EB66 ca linie
celulard gazdd (Olivier si colab., (2010) MADbs 2(4), Epub ahead of print; PMID:20562582), aplicarea
unei linii celulare hibridom de sobolan YB2/0 ca linie celulard gazda (Shinkawa si colab., (2003) J Biol
Chem 278:3466-3473), introducerea unei mici interferdri specifice ARN fImpotriva genei «a
1,6fucoziltrasferazd (FUTS) (Mori si colab., (2004) Biotechnol Bioeng 88:901-908), sau coexprimarea de
-1,4-N-acetilglucosarniniltransferazd III si Golgi a-manosidazd II sau un inhibitor potent de alfa-
manosidazd I, kifunenzind (Ferrara si colab., (2006) J Biol Chem 281:5032-5036; Ferrara si colab.,
(2006) Biotechnol Bioeng 93:851-861; Xhou si colab., (2008) Biotechnol Bioeng 99:652-65). ADCC-
urile declansate de cétre anticorpii anti-CD38 utilizati In inventie, si In unele realizari ale fiecareia dintre
realizdrile numerotate listate mai jos, pot fi de asemenea imbunititite prin anumite substitutii In
anticorpul Fc. Exemplele de substitutii sunt de exemplu substitutiile la pozitiile de aminoacizi 256, 290,
298, 312, 356, 330, 333, 334, 360, 378 sau 430 (numerotarea reziduurilor in conformitate cu indicele EU)
cum s-a descris in brevetul S.U.A. nr. 6.737.056.

fn unele realizari, anticorpul care se leagad specific la CD38 cuprinde o substitutie in anticorpul
Fe.

fn unele realizari, anticorpul care se leagad specific la CD38 cuprinde o substitutie in anticorpul
Fc in pozitiile de aminoacizi 256, 290, 298, 312, 356, 330, 333, 334, 360, 378 sau 430 (numerotarea
reziduurilor in conformitate cu indicele EU).
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fn unele realizari, anticorpul care se leaga specific la CD38 are o structurd de glican biantenar cu
continutul de fucozd de la aproximativ 0% péana la aproximativ 15%, de exemplu de 15%, 14%, 13%,
12%, 11% 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1% sau 0%.

In unele realizari, anticorpul care se leaga specific la CD38 are o structurd de de glican biantenar
cu continutul de fucozad de aproximativ 50%, 40%, 45%, 40%, 35%, 30%, 25%, 20%, 15%, 14%, 13%,
12%, 11% 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1% sau 0%.

Substitutiile in Fe si continutul redus de fucoza pot imbundtiti activitatea ADCC a anticorpului
care se leagd specific la CD38.

,Continutul de fucozd” inseamnd cantitatea de monozaharidi fucozd din catena de zahir la
Asn297. Cantitatea relativd de fucozd este procentajul de structuri care contin fucoza, legate de toate
glicostructurile. Aceasta poate fi caracterizata si cuantificatd prin mai multe metode, ca de exemplu: 1)
prin utilizarea MALDI-TOF mostrei tratate cu N-glicosidazd F (de exemplu structuri complexe, hibride si
oligo si ridicate de manoza) cum s-a descris in publicatia de brevet international nr. WO2008/077546; 2)
prin eliberarea enzimaticd a glicanilor Asn297 cu derivatizarea ulterioard si detectia/cuantificarea prin
HPLC (UPLC) cu detectie cu fluorescentd si/sau HPLC-MS (UPLC-MS); 3) prin analiza proteinei intacte
a mAb-urilor native sau reduse, cu sau fard tratament cu glicani Asn297 cu Endo S sau cu altd enzimi
care cliveazd Intre prima si cea de a doua monozaharidd GIcNAc, lasind fucoza atasatd la primul
GlcNAc; 4) prin digestia mAb-ului la peptida constituentd prin digerare enzimaticd (de exemplu, tripsina
sau endopeptidazd Lys-C), si separarea ulterioard, detectia si cuantificarea prin HPLC-MS (UPLCMS)
sau 5) prin separarea oligozaharidelor mAb de proteina mAb prin deglicozilare enzimaticd specificd cu
PNGaza F la Asn 297. Oligozaharida eliberata poate fi marcatd cu un fluorofor, separati si identificata
prin diferite tehnici complementare care permit: caracterizarea find a structurilor glican prin spectrometrie
de masd cu ionizare cu desorbtic laser asistatd de matrice (MALDI) prin compararea maselor
experimentale cu masele teoretice, determinarea gradului de sialilare prin HPLC cu schimb de ioni
(GlicoSep C), separarea si cuantificarea formelor de oligozaharide in conformitate cu criteriile de
hidrofilicitate prin HPLC cu faza normald (GlicoSep N), si separarea si cuantificarea oligozaharidelor
prin fluorescentd indusa cu laser prin electroforeza capilard de inaltd performantd (HPCE-LIF).

LFucozd scdzutd” sau ,.continut scizut de fucozd” aga cum s-au utilizat In acest document se
referd la anticorpi cu un continut de fucozi de aproximativ 0% - 15%.

,Fucozd normald” sau ,.continut normal de fucozd” asa cum s-a utilizat in acest document se
referd la anticorpi cu un continut de fucoza de aproximativ peste 50%, de obicei aproximativ peste 60%,
70%, 80% sau peste 85%.

In unele realizari, anticorpul care se leagd specific la CD38 poate induce uciderea Tregurilor,
MDSC-urilor si/sau Breg-urilor prin apoptozid. Metodele pentru evaluarea apoptozei sunt bine cunoscute,
si includ de exemplu colorarea anexinei [V utilizind metode standard. Anticorpii anti-CD38 utilizati in
inventie pot induce apoptoza in aproximativ 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% sau 100% din celule.

in unele realizari, Tef-urile sau celulele supresoare imune rezida in maduva osoasa sau in singele
periferic.

In unele realiziri, Tef-urile sau celulele supresoare imune rezida in maduva osoasa.

In unele realizéri, Tef-urile sau celulele supresoare imune rezida in sangele periferic.

In unele realizari, anticorpul care se leaga specific la CD38 creste raportul dintre celulele T CD8*
si Treg-uri.

In unele realiziri, anticorpul care se leagd specific la CD38 creste raportul dintre celulele de
memorie centrald CD8* si celulele naive CD8*. Celulele de memorie centrald CD8* pot fi identificate ca
celule CD45RO*/CD62L ¥t Celulele naive CD8* pot fi identificate ca celule CD45RO/CD62L*.

Un anticorp neagonistic care se leagd specific la CD38 se referd la un anticorp care dupi legarea
la CD38 nu induce proliferarea semnificativd a unei mostre a celulelor mononucleare din sangele periferic
in vitro, in comparatie cu proliferarea indusa de un anticorp de control al izotipului sau mediului singur.

In unele realizari, anticorpul neagonistic care se leagd specific la CD38, induce proliferarea
celulelor mononucleare din sangele periferic (PBMC) intr-o manierd nesemnificativd statistic.
Proliferarea PBMC-urilor poate fi evaluatd prin izolarea PBMC-urilor de la donatori sdnétosi si cultivarea
celulelor la 1 x 10° celule/godeu in plici cu fund plat cu 96 de godeuri in prezenta sau absenta unui
anticorp de test in 200 ul RPMI. Dupi patru zile de incubare la 37°C, se pot adduga 30 ul *H-timidina
(16,7 uCi/ml), si cultura poate fi continuatd peste noapte. Incorporarea de *Htimidina poate fi evaluati
utilizand un contor gama Packard Cobra (Packard Instruments, Meriden, DT, SUA), in conformitate cu
instructiunile fabricantului. Datele pot fi calculate ca media cpm (£SEM) a PBMC-urilor obtinute de la
cativa donatori. Semnificatia statisticd sau insemnificatia intre mostrele cultivate in prezenta sau absenta
anticorpului de test este calculata utilizind metode standard.



10

15

20

25

30

MD/EP 3313441 T2 2024.08.31
17

Un exemplu de anticorp anti-CD38 care poate fi utilizat in inventie este DARZALEX™
(daratumumab). DARZALEX™ (daratumumab) cuprinde o secventd de aminoacizi a regiunii variabile a
lantului greu (VH) si o secventd de aminoacizi a regiunii variabile a lantului ugor (VL) prezentate in SEQ
ID NO: 4 si respectiv 5, o regiune determinantd de complementaritate 1 a lantului greu (HCDR1), o
HCDR?2 si 0 HCDR3 din SEQ ID NO: 6, 7 si respectiv 8, si o regiune determinantd de complementaritate
1 alantului usor (LCDRI1), o LCDR2 si o LCDR3 din SEQ ID NO: 9, 10 si respectiv 11, si este de subtip
IgGl/x s descris In brevetul S.U.A. nr. 7.829.693. Secventa de aminoacizi a lantului greu al
DARZALEX™ (daratumumab) este prezentatd in SEQ ID NO: 12 si secventa de aminoacizi a lantului
usor este prezentatd in SEQ ID NO: 13. SEQ ID NO: 1

MANCEPSPVEGRRIOURLES HA F8

TRAREPETVLARCYRY TE
}f;;'};{}-"I"-{}‘ﬂ"’*~s“gLr(-"‘"m_, LSRR T
TRRINYOS
“%%H{ SVEVENLIRERY o

KATYRPDRFLODY
SEQ ID NO: 2
SKRNIQFSCKNIYR
SEQID NO: 3
EKVQTLEAWVIHGG
SEQ ID NO 4

IR E S & .L“.’s"E:.&E‘f"’-‘s."&{iRFY‘.E-‘Mnl}s\é RENILYLAMNSLEAEDY

B FGERYEDY W GIGTI TV RS
SEQID NO: 5

SEQ ID NO 6
SFAMS

SEQ ID NO: 7
AISGSGGGTYYADSVKG
SEQ ID NO: 8
DKILWFGEPVFDY

SEQ ID NO: 9
RASQSVSSYLA

SEQ ID NO: 10
DASNRAT

SEQ ID NO: 11
QQRSNWPPTF

SEQID NO 12

DY WOIHITENTYSRAR
SGALTSOVHTFPAVLOSIOLY S \ ;
ERACDE TTCPFORARRLLGOPEVTLEPPRIK DT \H‘-R TRENTUV VWV } PR
VRENWY VDOV EVHNA R TRPREBOY NS TYRV VEVE TV LHGDWLNGKEYROR VS
MEALRAPER VSR ARGOPREM VY TLRVSREEMTRNGVSLICLVRGEY PSRIAVE
RS NG RN Y KT TR YL DS DGEEFLY SR L TV DR SR OGN R RS MHEALHN

HY TORSEM MK
SEQID NO: 13
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Ant1c0rp11 pot f1 evaluati pentru concurenta lor cu un antlcorp de referintd cum ar fi
DARZALEX™ (daratumumab) avind VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5 pentru legare la
CD38, utilizind bine cunoscutele metode in vitro. Intr-o metoda exemplificativa, CD38 care exprimi
recombinant celulele CHO poate fi incubatd cu un anticorp de referintd nemarcat timp de 15 min la 4°C,
urmatd de incubarea cu un exces de anticorp de test marcat fluorescent timp de

45 min la 4°C. Dupd spélarea in PBS/BSA, fluorescenta poate fi mésuratd prin citometrie de flux
utilizand metode standard. Intr-o altd metoda exemplificativa, portiunea extracelulard a CD38 uman poate
fi acoperitd pe suprafata unei plici ELISA. Excesul de anticorp de referintd nemarcat poate fi addugat
timp de aproximativ 15 minute §i ulterior pot fi addugati anticorpii de test biotinilati. Dupd spalari in
PBS/Tween, legarea anticorpului de test biotinilat poate fi detectatd utilizand streptavidind conjugatd cu
peroxidazd din hrean (HRP) si semnalul poate fi detectat utilizdnd metode standard. Este cu usurinta
evident cd 1n testele concurentiale, anticorpul de referintd poate fi marcat si anticorpul de test nemarcat.
Anticorpul de test concureazd cu anticorpul de referintd cadnd anticorpul de referintd inhiba legarea
anticorpului de test, sau anticorpul de test inhiba legarea anticorpului de referintd la CD38 cu cel putin
80%, de exemplu cu 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100%. Epitopul anticorpului de test poate fi definit suplimentar, de
exemplu prin maparea peptidei sau prin teste de protectie ale hidrogenului/deuteriului utilizdnd metode
cunoscute, sau prin determinarea structurii cristaline.

Anticorpii care se leagd la regiunca SKRNIQFSCKNIYR (SEQ ID NO: 2) si la regiunea
EKVQTLEAWVIHGG (SEQ ID NO: 3) a CD38 umand (SEQ ID NO: 1) pot fi generati de exemplu prin
imunizarea soarecilor cu peptide avand secventele de aminoacizi prezentate in SEQ ID NO: 2 si 3
utilizand metodele standard si pe cele descrise aici, $i care caracterizeaza anticorpii obtinuti pentru legare
la peptide utilizdnd de exemplu ELISA sau studii de mutageneza.

Un anticorp anti-CD38 divulgat aici se leagd la regiunea SKRNIQFSCKNIYR (SEQ ID NO: 2)
si la regiunea EKVQTLEAWVIHGG (SEQ ID NO: 3) a CD38 umana (SEQ ID NO: 1). Epitopul
anticorpului utilizat in inventie include unele sau toate reziduurile avand secventele prezentate in SEQ ID
NO: 2 sau SEQ ID NO: 3. In unele realiziri, epitopul anticorpului cuprinde cel putin un aminoacid in
regiunea SKRNIQFSCKNIYR (SEQ ID NO: 2) si cel putin un aminoacid In regiunea
EKVQTLEAWVIHGG (SEQ ID NO: 3) a CD38 umani (SEQ ID NO: 1). In unele realizari, epitopul
anticorpului cuprinde cel putin doi aminoacizi In regiunca SKRNIQFSCKNIYR (SEQ ID NO: 2) si cel
putin doi aminoacizi in regiunea EKVQTLEAWVIHGG (SEQ ID NO: 3) a CD38 umana (SEQ ID NO:
1). In unele realizari, epitopul anticorpului cuprinde cel pufin trei aminoacizi in regiunea
SKRNIQFSCKNIYR (SEQ ID NO: 2) si cel putin trei aminoacizi in regiunea EKVQTLEAWVIHGG
(SEQ ID NO: 3) a CD38 umana (SEQ ID NO: 1).

Anticorpul care se leagd specific la CD38 cuprinde secventele de aminoacizi HCDR1, HCDR?2 si
HCDR3 din SEQ ID NO: 6, 7 si respectiv 8.

Anticorpul care se leaga specific la CD38 cuprinde secventele de aminoacizi LCDR1, LCDR2 si
LCDR3 din SEQ ID NO: 9, 10 si respectiv 11.

Anticorpul care se leagd specific la CD38 cuprinde secventele de aminoacizi HCDR1, HCDR2,
HCDR3, LCDR1, LCDR2 si LCDR3 din SEQ ID NO: 6, 7, 8, 9, 10 si respectiv 11.

Anticorpul care se leaga specific la CD38 cuprinde VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID
NO: 5.

fn unele realizari, anticorpul care se leaga specific la CD38 cuprinde lantul greu din SEQ ID NO:
12 si lantul usor din SEQ ID NO: 13.

Alte exemple de anticorpi anti-CD38 care pot fi utilizati in conformitate cu divulgarea sunt:

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

brevetul S. U A. ar. 7. 829 693 VH §1 VL ale mAbOO3 pot f1 exprimate ca [gG1/x. SEQ ID NO: 14
O VEVRERAS BWVROAMGOLLEWMGEVIPE

BELRY &‘ﬁ SVEXT AR EHARLORIOR GO TRV TVES AR
SEQIDNO 15
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IEBE&;‘E“%’"&.“{I‘i}{},‘;r’?@Sf*s*'iiz’R"f’:ﬁ*’{\.if;?{}’f§‘§{\lr"i€13‘]§:;
mAb024 cuprinzand secventele VH si VL din SEQ ID NO: 16 si respectiv 17, este descris In

brevetul S.U.A. or, 7. 829 693. VH si VL ale mAb024 pot fi exprimate ca [gG1/x. SEQ ID NO: 16
EYQLYONT SR PGERLKISURGRGY S PSR Y WHGW Y ROMBGRGL EWSGRY I

IADARYSERSFROUVTFYAKSITAY

FOWRSER AR TAMY Y CARNVOWEIR YWY DL ﬁhf{h VEVTVRS

SEQID NO: 17
BIWVETOSRATLALENES

LAWY GUNPGUAMRILIVIASNRAT

HIES PSRRI RGOV R YR

MOR- 202 (MOR 03087) cuprinzand secventele VH si VL din SEQ ID NO: 18 si respectiv 19,
este descris in brevetul S.U.A. nr. 8.088.896. VH si VL ale MOR-202 pot fi exprimate ca IgG1/x. SEQ ID
NO: 18

VLV ERGGULV ORGSR LSCRASOF TFSEY Y RINWVRQAFOKGLEWVEGINGD
DY Y ADSVEGRF THRRISKNTLY
LR AR DAY YA RDBUBLAEY GREYW GOITIATYRE

SEQID NO: 19
DIELTOPPSVSVAPGOTARISCSGDNLRHY Y VYWY QOQKPGQAPYVLVIVGDSKRES

GIPERFSGENSONTATLTISGTQAEDEADYYCQTYTCGGASLVFGGGTRLTVLGY:
Isatuximab; cuprinzand secventele VH si VL din SEQ ID NO: 20 si respectiv 21, este descris in
brevetul SU.A. nr. 8.153.765. VH si VL ale Isatuximab pot fi exprimate ca [gG1/k.
SEQ ID NO 20:
OVOLVESGARY AKBG TRV K LUK ASGY TR TN WM VK QR BGUGLEWAQRT
DEPGDOINTOY & _.“E”-Eiai\ STETA RS TYY MBERSLANBBSAYY YU ARGD

Y GENSLITYWROGTEVTVES
SEQID NO: 21:
DOVMTOSULEMBTELODEVS

GYRLER

Alte exemple de anticorpi anti-CD38 care pot fi utilizati in metodele din divulgare 1i includ pe
cei descrisi In publicatia de brevet international nr. WO05/103083, publicatia de brevet international nr.
WO006/125640, publicatia de brevet international nr. WO07/042309, publicatia de brevet international nr.
WO08/047242 sau publicatia de brevet international nr. WO 14/178820.

Inventia furnizeaza un anticorp care se leagd specific la CD38 pentru utilizare in tratarea unui
pacient avand o tumoare solidd, cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5, in care
anticorpul este de izotip IgG1.

Divulgarea se referd de asemenea la o metoda de tratare a unui pacient avind a tumoare solida,
cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente terapeutic dintr-
un anticorp care se leagd specific la CD38, cuprinzdnd VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5
pe o perioadd de timp suficientd pentru a trata tumoarea solida.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de tratare a unui pacient avind o tumoare solida,
cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente terapeutic dintr-
un anticorp care se leagd specific la CD38, cuprinzand VH din SEQ ID NO: 14 si VL din SEQ ID NO: 15
pe o perioadd de timp suficientd pentru a trata tumoarea solida.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de tratare a unui pacient avand o tumoare solida,
cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente terapeutic dintr-
un anticorp care se leagd specific la CD38, cuprinzand VH din SEQ ID NO: 16 si VL din SEQ ID NO: 17
pe o perioadd de timp suficientd pentru a trata tumoarea solida.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de tratare a unui pacient avind o tumoare solida,
cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente terapeutic dintr-
un anticorp care se leagd specific la CD38, cuprinzand VH din SEQ ID NO: 18 si VL din SEQ ID NO: 19
pe o perioadd de timp suficientd pentru a trata tumoarea solida.
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Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de tratare a unui pacient avind o tumoare solida,
cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente terapeutic dintr-
un anticorp care se leagd specific la CD38, cuprinzand VH din SEQ ID NO: 20 si VL din SEQ ID NO: 21
pe o perioadd de timp suficientd pentru a trata tumoarea solida.

Tn unele realiziri, tumoarea solida este un melanom.

In unele realiziri, tumoarea solid este un cancer pulmonar.

In unele realiziri, tumoarea solid este un cancer pulmonar nonmicrocelular scuamos (NSCLC).

Tn unele realizari, tumoarea solidi este un NSCLC nescuamos.

In unele realiziri, tumoarea solida este un adenocarcinom pulmonar.

fn unele realizdri, tumoarea solidd este un carcinom cu celule renale (RCC) (de exemplu, un
carcinom renal cu celule clare sau un carcinom renal cu celule papilare), sau o leziune metastatica a
acestora.

Tn unele realizari, tumoarea solidi este un mezoteliom.

In unele realizdri, tumoarea solid este un carcinom nazofaringeal (NPC).

Tn unele realizari, tumoarea solida este un cancer colorectal.

in unele realizari, tumoarea solidd este un cancer la prostatd sau cancer la prostatd rezistent la
castrare.

Tn unele realizari, tumoarea solidd este un cancer la stomac.

Tn unele realizari, tumoarea solidd este un cancer ovarian.

In unele realiziri, tumoarea solida este un cancer gastric.

Tn unele realiziri, tumoarea solida este un cancer hepatic. Tn unele realiziri, tumoarea solidi este
cancer pancreatic.

Tn unele realizari, tumoarea solidi este un cancer la tiroida.

In unele realizdri, tumoarea solid este un carcinom cu celule scuamoase de cap si gét.

In unele realiziri, tumoarea solid este un carcinom de esofag sau tract gastrointestinal.

Tn unele realiziri, tumoarea solida este un cancer la san.

In unele realiziri, tumoarea solida este un cancer al trompelor uterine.

Tn unele realizari, tumoarea solida este un cancer la creier.

Tn unele realizari, tumoarea solida este un cancer uretral.

In unele realiziri, tumoarea solida este un cancer genitourinar.

Tn unele realizari, tumoarea solidi este o endometrioza.

Tn unele realizari, tumoarea solida este un cancer de col uterin.

Tn unele realizari, tumoarea solidi este o leziune metastatic a cancerului.

In unele realizari, tumorii solide 1i lipseste expresia detectabild a CD38.

Tumorii solide i lipseste expresia detectabild a CD38, cand expresia CD38 in tesutul tumorii
solide sau pe celulele izolate din tumoarea solidd este statistic nesemnificativd In comparatie cu un
control, de exemplu expresie detectatd cu anticorp anti-CD38 vs expresie detectatd cu un anticorp de
control al izotipului utilizind metode bine cunoscute.

Anticorpii anti-CD38 utilizati In metodele din divulgare pot fi de asemenea selectati de novo din,
de exemplu, o bibliotecd de afisare pe bacteriofagi, unde bacteriofagii sunt modificati genetic pentru a
exprima imunoglobuline umane sau portiuni din acestea cum ar fi Fab-urile, anticorpii monocatenari
(scFv), sau regiunile variabile neimperecheate sau Tmperecheate ale anticorpului (Knappik si colab.,
(2000) J Mol Biol 296:57-86; Krebs si colab., (2001) J Immunol Meth 254:67-84; Vaughan si colab.,
(1996) Nature Biotechnology 14:309-314; Sheets si colab., (1998) PITAS (SUA) 95:6157-6162;
Hoogenboom si Winter, (1991) J Mol Biol 227:381; Marks si colab., (1991) J Mol Biol 222:581).
Domeniile variabile de legare la CD38 pot fi izolate din de exemplu, bibliotecile de afisare pe bacteriofagi
care exprimd regiunile variabile ale lantului greu si usor ale anticorpului, ca proteine de fuziune cu
proteina acoperitd cu bacteriofagul pIX cum s-a descris in Shi si colab., (2010) J Mol Biol 397:385-96, si
publicatia de brevet international nr. WO09/085462. Bibliotecile de anticorpi pot fi selectate pentru
legarea la domeniul extracelular al CD38 uman, clonele pozitive obtinute pot fi caracterizate suplimentar,
Fab-urile izolate din lizatele clonelor, si clonate ulterior ca anticorpi cu lungime completd. Astfel de
metode de afisare pe bacteriofagi pentru izolarea anticorpilor umani sunt stabilite in domeniu. Vezi de
exemplu: brevetul S.U.A. nr. 5.223.409, brevetul S.U.A. nr. 5.403.484, brevetul S.U.A. nr.

5.571.698, brevetul S.U.A. nr. 5.427.908, brevetul S.U.A. nr. 5.580.717, brevetul S.U.A. nr.

5. 969.108, brevetul S.U.A. nr. 6.172.197, brevetul S.U.A. nr. 5.885.793, brevetul S.U.A.

6. 521.404, brevetul S.U.A. nr. 6.544.731, brevetul S.U.A. nr. 6.555.313, brevetul S.U.A.

6.582.915, si brevetul S.U.A. nr. 6.593.081.
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Anticorpul anti-CD38 este de IgG1.

Portiunea Fc a anticorpului poate media functiile efectoare ale anticorpului, cum ar fi
citotoxicitatea mediatd de celulele dependente de anticorp (ADCC), fagocitoza celulard dependentd de
anticorp (ADCP) sau citotoxicitatea dependentd de complement (CDC). O astfel de functie poate fi
mediata prin legarea unui domeniu efector Fc la un receptor Fe pe o celula imuna cu activitate fagocitica
sau liticd sau prin legarea unui domeniu efector Fc la componentele sistemului complementar. De obicei,
efectul mediat de celulele care se leagd la Fc sau de componentele complementare, conduce la inhibarea
si/sau depletia celulelor tintd, de exemplu celulele care exprimd CD38. Izotipurile 1gG1, IgG2, 1gG3 si
IgG4 IgG umane prezintd o capacitate diferitd pentru functiile efectoare. ADCC poate fi mediatd de IgG1
s1 [gG3, ADCP poate fi mediatd de [gG1, [gG2, 1gG3 si [gG4, si CDC poate fi mediatd de [gG1 si [gG3.

Anticorpii care sunt substantial identici cu anticorpul care cuprinde VH din SEQ ID NO: 4 i VL
din SEQ ID NO: 5 pot fi utilizati In inventie. Termenul ,,substantial identic” asa cum s-a utilizat in acest
document Inseamnd cd cele doud secvente de aminoacizi VH sau VL ale anticorpului care sunt
comparate, sunt identice sau au ,diferente nesubstantiale”. Diferentele nesubstantiale sunt substitutii de 1,
2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, sau 15 aminoacizi Intr-un lant greu sau lant usor al anticorpului,
care nu afecteazd advers proprietdtile anticorpului. Identitatea procentuald poate fi determinatd de
exemplu prin alinierea Tmperecheatd utiliznd setdrile implicite ale modulului AlignX al Vectorului NTI
v.9.0.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA). Secventele proteice de aici pot fi utilizate ca secventd de interogare
pentru a efectua o cdutare in bazele de date publice ale brevetelor pentru, de exemplu, a identifica
secventele Inrudite. Exemple de programe utilizate pentru a efectua astfel de cautéri sunt programele
XBLAST sau BLASTP (http_/www_ncbi_nlm/nih_gov), sau suita GenomeQuest™ (GenomeQuest,
Westborough, MA) utilizand setérile implicite. Exemplele de substitutii care pot fi facute anticorpilor care
se leaga specific la CD38, sunt de exemplu substitutiile conservative cu un aminoacid avand o sarcind,
caracteristici hidrofobe sau stereochimice similare. Substitutiile conservative pot fi ficute de asemenea
pentru a imbundtiti proprietitile anticorpului, de exemplu stabilitatea sau afinitatea, sau pentru a
imbunatati functiile efectoare ale anticorpului. Pot fi facute 1, 2,3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, sau
15 substitutii de aminoacizi, de exemplu la lantul greu sau lantul usor ale anticorpului anti-CD38. Mai
mult, orice reziduu nativ in VH sau VL poate fi de asemenea substituit cu alanind, asa cum au s-a descris
anterior pentru mutageneza cu scanarea alaninei (MacLennan si  colab., Acta Physiol Scand Suppl
643:55-67, 1998, Sasaki si colab., Adv Biophys 35:1-24, 1998). Substitutiile dorite de aminoacizi pot fi
determinate de céitre cei calificati In domeniu, in momentul cand astfel de substitutii sunt dorite.
Substitutiile de aminoacizi pot fi ficute de exemplu prin mutagenezd PCR (brevetul S.U.A. nr.
4.683.195). Bibliotecile de variante pot fi generate utilizind metode bine cunoscute, de exemplu utilizand
codoni aleatori (NNK) sau nealeatori, de exemplu codoni DVK, care codificd 11 aminoacizi (Ala, Cys,
Asp, Glu, Gly, Lys, Asn, Arg, Ser, Tyr, Trp) si selectdnd bibliotecile pentru variantele cu proprietatile
dorite. Variantele generate pot fi testate pentru legarea lor la CD38, capacitatea lor de a induce ADCC,
ADCP sau apoptoza, sau de a modula activitatea enzimaticd a CD38 in vitro utilizand metodele descrise
aici.

In unele realizari, anticorpul care se leaga specific la CD38, se poate lega la CD38 uman cu un
interval de afinitati (Kp). Intr-o realizare conform inventiei, si in unele realizdri ale fiecdreia dintre
realizdrile numerotate listate mai jos, anticorpul care se leagd specific la CD38, se leaga la CD38 cu
afinitate ridicati, de exemplu, cu 0 Kd egald sau mai mici de aproximativ 107 M, cum ar fi, dar firi a se
limita la, 1-9,9 (sau la orice interval sau valoare din acesta, cum arfi 1,2, 3,4, 5,6,7, 8, sau 9) x 108 M,
10°M, 10°1°M, 101 M, 102 M, 10" M, 10" M, 10 M sau la orice interval sau valoare din acesta,
dupd cum s-a determinat prin rezonantd plasmonicd de suprafatd sau prin metoda Kinexa, asa cum se
practicd de citre cei calificati in domeniu. Un exemplu de afinitate este egal sau mai mic de 1x10% M. Un
alt exemplu de afinitate este egal sau mai mic de 1x10° M.

In unele realizri, anticorpul care se leagd specific la CD38 este un anticorp bispecific. Regiunile
VL si/sau VH ale anticorpilor anti-CD38 existenti sau regiunile VL si VH identificate de novo cum s-a
descris aici, pot fi modificate genetic in anticorpi bispecifici cu lungime completd. Astfel de anticorpi
bispecifici pot fi realizati prin modularea interactiunilor CH3 1intre lanturile grele ale anticorpului
monospecific pentru a forma anticorpi bispecifici utilizdnd tehnologii cum ar fi cele descrise in brevetul
S.U.A. nr. 7.695.936; publicatia de brevet international nr. W004/111233; publicatia de brevet S.U.A. nr.
US2010/0015133; publicatia de brevet S.U.A. nr. US2007/0287170; publicatia de brevet international nr.
WO2008/119353; publicatia de brevet S.U.A. nr. US2009/0182127, publicatia de brevet S.U.A. nr.
US2010/0286374; publicatia de brevet S.U.A. nr. US2011/0123532; publicatia de brevet international nr.
WO2011/131746; publicatia de brevet international nr. WO2011/143545; sau publicatia de brevet S.U.A.
ar. US2012/0149876. Structuri bispecifice suplimentare in care pot fi Incorporate regiunile VL si/sau VH
ale anticorpilor inventiei, sunt de exemplu imunoglobulinele domeniului variabil dual
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(publicatia de brevet international nr. W02009/134776), sau structuri care includ diferite
domenii de dimerizare pentru a conecta cele doud brate ale anticorpului cu specificitdti diferite, cum ar fi
fermoarul de leucind sau domeniile de dimerizare ale colagenului (publicatia de brevet international nr.
WO02012/022811, brevetul S.U.A. nr. 5.932.448; brevetul S.U.A. nr. 6.833.441).

De exemplu, anticorpii bispecifici pot fi generati in vitro intr-un mediu fard celule, prin
introducerea de mutatii asimetrice in regiunile CH3 a doi anticorpi hodomerici monospecifici si formand
anticorpul hodomeric bispecific din doi anticorpi hodomerici monospecifici parentali in conditii
reducdtoare pentru a permite izomerizarea legéturii disulfurd in conformitate cu metodele descrise in
publicatia de brevet international nr. WO2011/131746. In metode, primul anticorp bivalent monospecific
(de exemplu, anticorpul anti-CD38) si cel de al doilea anticorp bivalent monospecific sunt modificati
genetic pentru a avea anumite substitutii la domeniul CH3 care promoveazi stabilitatea heterodimerului;
anticorpii sunt incubati impreund 1n conditii reducdtoare, suficiente pentru a permite cisteinelor din
regiunea balama si sufere izomerizarea legaturii disulfurd; generdnd prin urmare anticorpul bispecific
prin modificarea bratului Fab. Conditiile de incubare pot fi reficute iIn mod optim la nereducitoare.
Exemple de agenti de reducere care pot fi utilizati sunt 2-mercaptoetilamind (2-MEA), ditiotreitol (DTT),
ditioeritritol (DTE), glutationd, tris(2-carboxietil)fosfind (TCEP), L-cisteind si beta-mercaptoetanol,
preferabil un agent reducidtor selectat din grupul constand din: 2-mercaptoetilamind, ditiotreitol si tris(2-
carboxietil)fosfind. De exemplu, poate fi utilizata incubarea timp de cel putin 90 min la o temperatura de
cel putin 20°C in prezenta a cel putin 25 mM 2-MEA sau in prezenta a cel putin 0,5 mM ditiotreitol la un
pH de de la 5-8, de exemplu la pH de 7,0 sau la pH de 7.4.

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

Anticorpul inventiei poate fi utilizat pentru a trata un pacient animal apartindnd oricérei
clasificdri. Exemplele de astfel de animale includ mamifere cum ar fi oameni, rozitoare, cdini, pisici $i
animale de ferma.

Administrare/ compozitii farmaceutice

Anticorpii care se leagd specific la CD38 pot fi furnizati in compozitii farmaceutice adecvate
cuprinzdnd anticorpul care se leagd specific la CD38 si un purtitor acceptabil farmaceutic. Purtitorul
poate fi diluant, adjuvant, excipient, sau vehicul cu care sunt administrati anticorpii care se leagd specific
la CD38. Astfel de vehicule pot fi lichide, cum ar fi apd si1 uleiuri, incluzindu-le pe cele din petrol, de
origine animald, vegetald sau sinteticd, cum ar fi uleiul de arahide, uleiul de soia, uleiul mineral, uleiul de
susan si altele asemenea. De exemplu, pot f1 utilizate 0,4% solutie salind i 0,3% glicind. Aceste solutii
sunt sterile si in general fard particule. Ele pot fi sterilizate prin tehnici de sterilizare conventionale, bine
cunoscute (de exemplu, filtrare). Compozitiile pot contine substante auxiliare acceptabile farmaceutic
dupd cum este necesar pentru a aproxima conditiile fiziologice cum ar fi ajustarea pH-ului si agenti de
tamponare, agenti de stabilizare, Ingrosare, lubrifiere si de colorare, etc. Concentratia anticorpilor care se
leagd specific la CD38 intr-o astfel de formulare farmaceutica poate varia pe larg, adicd, de la mai putin
de aproximativ 0,5%, uzual pana la cel putin aproximativ 1% sau pand la mai mult de 15 sau 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, 45% sau 50% din masi si va fi selectatd in primul rand pe baza cerintelor de doza,
volume de fluid, vascozitati, etc., in conformitate cu modul de administrare particular selectat. Vehiculele
adecvate si formuldrile, inclusiv ale altor proteine umane, de exemplu, albumind din ser uman, sunt
descrise, de exemplu, In Remington: The Science and Practice of Pharmacy, a 21-a editie, Troy, D.B. ed.,
Lipincott Williams i Wilkins, Philadelphia, PA 2006, Partea 5, Pharmaceutical Manufacturing pag. 691 -
1092, vezi In special pag. 958-989.

Modul de administrare al anticorpilor care se leaga specific la CD38 poate fi orice cale adecvata
cum ar fi administrarea parenterald, de exemplu, intradermald, intramusculard, intraperitoneald,
intravenoasi sau subcutanatd, pulmonard, transmucozald (orald, intranazald, intravaginald, rectald) sau
alte cdi apreciate de cétre specialistul calificat, asa cum este bine cunoscut in domeniu. Anticorpii care se
leagd specific la CD38 pot fi administrati intratumoral, la un situs de drenaj al ganglionilor limfatici
pentru livrarea locald in tumoare, utilizand metode cunoscute.

Anticorpii care se leagd specific la CD38 pot fi administrati unui pacient pe orice cale adecvata,
de exemplu parental prin perfuzie intravenoasd (i.v.) sau injectie bolus, intramusculard sau subcutanata
sau intraperitoneald. Perfuzia i.v. poate fi administratd timp de, de exemplu 15, 30, 60, 90, 120, 180, sau
240 minute, saudela 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11 sau 12 ore.

Doza administratd unui pacient este suficientd pentru a atenua sau cel putin opri partial boala
care este tratatd (,.cantitate eficienta terapeutic”) si poate fi uneori de la 0,005 mg pani la aproximativ 100
mg/kg, de exemplu de la aproximativ 0,05 mg péand la aproximativ 30 mg/kg sau de la aproximativ 5 mg
pani la aproximativ 25 mg/kg, sau de aproximativ 4 mg/kg, de aproximativ 8 mg/kg, de aproximativ 16
mg/kg sau de aproximativ 24 mg/kg, sau de exemplu de aproximativ 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 sau 10 mg/kg,
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dar poate fi chiar mai ridicata, de exemplu de aproximativ 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90 sau 100 mg/kg.

O doza unitara fixatd poate fi de asemenea administratd, de exemplu, la 50, 100, 200, 500 sau
1000 mg, sau doza poate fi pe baza ariei suprafetei pacientului, de exemplu, de 500, 400, 300, 250, 200,
sau 100 mg/m>. Uzual, pot fi administrate intre 1 si 8 doze, (de exemplu, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 sau 8), dar pot
fi administrate s1 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 sau mai multe doze.

Administrarea anticorpilor care se leagd specific la CD38 poate fi repetatd dupa o zi, doud zile,
trei zile, patru zile, cinci zile, sase zile, o sdptdmand, doud sdptimani, trei sdptdmani, o lund, cinci
sdptdmani, sase siptdmani, sapte sdptdmani, doud luni, trei luni, patru luni, cinci luni, sase luni sau mai
mult. Cursurile repetate de tratament sunt de asemenea posibile, la fel ca la administrarea cronica.
Administrarea repetatd poate fi la aceeasi doza sau la o dozd diferitd. De exemplu, anticorpii care se leaga
specific la CD38 pot fi administrati la 8 mg/kg sau la 16 mg/kg la interval siptiménal timp de 8
sdptdmani, urmati de administrarea la 8 mg/kg sau la 16 mg/kg la fiecare doud sdptdmani timp de 16
sdptdmani suplimentare, urmati de administrarea la 8 mg/kg sau la 16 mg/kg la fiecare patru sdptdmani
prin perfuzie intravenoasa.

Anticorpii care se leagd specific la CD38 pot fi prin terapie de intretinere, cum ar fi, de exemplu
o datd pe sdptdmand pe o perioadd de 6 luni sau mai mult.

De exemplu, anticorpii care se leagd specific la CD38 pot fi furnizati ca dozaj zilnic intr-o
cantitate de aproximativ 0,1-100 mg/kg, cum ar fi de 0,5, 0,9, 1,0, 1,1, 1,5,2,3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90 sau 100
mg/kg, pe zi, in cel putin una dintre zilele 1, 2,3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21,22, 23, 24,25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, sau 40, sau alternativ, in cel putin
una dintre sdptdmanile 1, 2, 3,4, 5,6,7,8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 sau 20 dupa inceperea
tratamentului, sau orice combinatie a acestora, utilizind doze unice sau divizate la fiecare 24, 12, 8, 6, 4,
sau 2 ore, sau orice combinatie a acestora.

Anticorpii care se leagd specific la CD38 pot fi de asemenea administrati profilactic pentru a
reduce riscul de a dezvolta cancer, pentru a intdrzia debutul aparitiei unui eveniment in progresul
cancerului, gi/sau pentru a reduce riscul de recurentd cand un cancer este In remisie. Acest lucru poate fi
in special util pacientilor la care este dificil de localizat o tumoare despre care se stie cd este prezenta din
cauza altor factori biologici.

Anticorpii care se leaga specific la CD38 pot fi liofilizati pentru depozitare si reconstituiti intr-un
purtitor adecvat inainte de utilizare. S-a dovedit cd aceastd tehnicd este eficientd cu prepardri proteice
conventionale si pot fi utilizate tehnici de liofilizare si reconstituire bine cunoscute.

Anticorpii care se leaga specific la CD38 pot fi administrati in combinatie cu un al doilea agent
terapeutic.

Anticorpii care se leaga specific la CD38 pot fi administrati impreund cu oricare unul sau mai
multe medicamente chimioterapeutice sau alti agenti terapeutici anticancer, cunoscuti celor calificati In
domeniu. Agentii chimioterapeutici sunt compusi chimici utili In tratamentul cancerului si includ agenti
inhibitori ai cresterii sau alfi agenti citotoxici si includ agenti alchilanti, antimetaboliti, inhibitori
antimicrotubule, inhibitori de topoizomerazd, inhibitori ai receptorului tirozin kinaza, inhibitori ai
angiogenezei si altele asemenea. Exemplele de agenti chimioterapeutici includ agenti alchilanti cum ar fi
tiotepa si ciclosfosfamida (CITOXAN®); alchil sulfonati cum ar fi busulfan, improsulfan si piposulfan;
aziridine cum ar fi benzodopa, carbocuona, meturedopa, si uredopa; etilenimine i metilamelamine
incluzdnd  altretamind, trietilenmelamind,  trietilenefosforamida,  trietilentiofosfaoramidid  si
trimetilolomelamind; iperite de azot cum ar fi clorambucil, clomafazini, colofosfamida, estramustind,
ifosfamidd, mecloretamind, clorhidrat de oxid de mecloretamini, melfalan, novembichin, fenesterini,
prednimustind, trofosfamida, iperite de uracil; nitrozuree cum ar fi carmusting, clorozotocin, fotemusting,
lomustind, nimustind, ranimustind, antibiotice cum ar fi1 aclacinomizini, actinomicind, autramicin,
azaserind, bleomicind, cactinomicind, caliceamicind, carabicind, carminomicind, carzinofiling,
cromomicind, dactinomicind, daunorubicini, detorubicind, 6-diazo-5-oxo-L-norleucini, doxorubicin,
epirubicind, esorubicind, idarubicind, marcelomicind, mitomicind, acid micofenolic, nogalamicina,
olivomicind, peplomicind, potfiromicind, puromicind, cuelamicind, rodorubicind, streptonigrind,
streptozocind, tubercidind, ubenimex, zinostatind, zorubicind; anti-metaboliti cum ar fi metotrexat si 5-
FU; analogi ai acidului folic cum ar fi denopterin, metotrexat, pteropterin, trimetrexat; analogi de purina
cum ar fi fludarabind, 6-mercaptopurind, tiamiprind, tioguanind; analogi de pirimidind cum ar fi
ancitabind, azacitidini, 6-azauridind, carmofur, citarabind, dideoxiuridini, doxifluridini, enocitabin,
floxuridind; androgeni cum ar fi calusterond, propionat de dromostanolond, epitiostanol, mepitiostan,
testolactond; antiadrenali cum ar fi aminoglutetimidd, mitotan, trilostan; agenti de completare ai acidului
folic cum ar fi acidul frolinic; aceglatond; glicozidd aldofosfamidi; acid aminolevulinic, amsacrini;
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bestrabucil, bisantrend; edatraxat, defofamind; demecolcind; diazicuond; elfomitind; acetat de eliptiniu;
etoglucid; nitrat de galiu; hidroxiuree; lentinan; lonidamind; mitoguazond; mitoxantrond; mopidamol;
nitracrind; pentostatin; fenamet; pirarubicini; acid podofilinic; 2-etilhidrazidi; procarbazini; PSK®;
razoxan, sizofiran, spirogermaniu; acid tenuazonic, triazicuond; 2,2'2”-triclorotrietilamind; uretan;
vindezind; dacarbazind; manomustind, mitobronitol; mitolactol; pipobroman; gacitozind, arabinozida
(,,AraC”); ciclofosfamidd; tiotepa, membri ai familiei oftaxoide sau taxane, cum ar fi paclitaxel
(TAXOL®docetaxel (TAXOTERE®) si analogi ai acestora; clorambucil, gemcitabini; 6-tioguanini;
mercaptopurind; metotrexat; analogi de platind cum ar fi cisplatind §i carboplatind; vinblastind; platini;
etoposidd  (VP-16);, ifosfamidd; mitomicind C; mitoxantrond, vincristind; vinorelbind; navelbini,
novantrond; teniposida, daunomicind; aminopterin, Xelodd, ibandronat; CPT-11; inhibitor de
topoizomerazd RFS 2000; difluorometilomihind (DMFO); acid retinoic;, esperamicind;, capecitabind;
inhibitori ai receptorului tirozin kinazi si/sau angiogenezei, incluzind NEXAVAR® (sorafenib),
SUTENT® (sunitinib), VOTRIENT™ (pazopanib),

PALLADIA™ (toceranib), ZACTIMA™ (vandetanib), RECENTIN® (cediranib), regorafenib
(BAY 734506), axitinib (AG013736), lestaurtinib (CEP-701), TARCEVA® (erlotinib), IRESSA™
(gefitinib), Gilotrif® (afatinib), TYKERB® (lapatinib), neratinib, si altele asemenea, si siruri acceptabile
farmaceutic, acizi sau derivati ai oricdrora din cele de mai sus. De asemenea inclusi in aceastd definitie
sunt agentii antihormonali care actioneazd pentru reglarea sau inhibarea actiunii hormonilor asupra
tumorilor cum ar f1 antiestrogenii care includ de exemplu tamoxifen, raloxifena,

4(5)-imidazoli care inhibad aromataza, 4-hidroxitamoxifen, trioxifend, keoxifena, LY 117018,
onapristond, si FARESTON® (toremifend); si antiandrogeni cum ar fi flutamidi, nilutamida,
bicalutamida, leuprolid, si goserelin; si sdruri acceptabile farmaceutic, acizi sau derivati ai oricdrora din
cele de mai sus. Sunt de asemenea aplicabili, si alti compusi chimici citotoxici conventionali, cum ar fi
cel divulgati in Wiemann si colab., 1985, In Medical Oncology (Calabresi si colab, eds.), Capitolul 10,
McMillan Publishing.

Exemplele de agenti care pot fi utilizati In combinatie cu anticorpul care se leagd specific la
CD38, includ inhibitori ai tirozin kinazei si terapii anticancer tintite cum ar fi IRESSA™ (gefitinib) si
Tarceva® (erlotinib) si alti antagonisti ai HER2, HER3, HER4 sau VEGF. Exemplele de antagonisti
HER2 includ CP-724-714, HERCEPTIN™ (trastuzumab), OMNITARG™ (pertuzumab), TAK-165,
TYKERB® (lapatinib) (inhibitori EGFR si HER2), si GW-282974. Exemplele de antagonisti HER3
includ anticorpi anti-Her3 (vezi de exemplu, publicatia de brevet S.U.A. nr. 2004/0197332). Exemplele
de antagonisti HER4 include ARNsi-urile anti-HER4 (vezi de exemplu, Maatta si colab., Mol Biol Cell
17: 67-79, 2006). Un exemplu de antagonist VEGF este (Avastin™ (Bevacizumab).

Exemplele de agenti care pot fi utilizati In combinatie cu anticorpul care se leagd specific la
CD38, includ medicamentele standard de ingrijire pentru tumorile solide, sau un inhibitor al punctului de
control imun.

Al doilea agent terapeutic poate fi un inhibitor al punctului de control imun.

fn unele realizari, inhibitorul punctului de control imun este un anticorp anti-PD-1, un anticorp
anti-PD-L1, un anticorp anti-PD-L2, un anticorp anti-LAG3, un anticorp anti-TIM3, sau un anticorp anti-
CTLA-4.

fn unele realizéri, inhibitorul punctului de control imun este un anticorp anti-PD-1 antagonistic,
un anticorp anti-PD-L1 antagonistic, un anticorp anti-PD-L2 antagonistic, un anticorp anti-LAG3
antagonistic, sau un anticorp anti-TIM3 antagonistic.

In unele realizéri, inhibitorul punctului de control imun este un anticorp anti-PD-1.

fn unele realizari, inhibitorul punctului de control imun este un anticorp anti-PD-L1.

fn unele realizari, inhibitorul punctului de control imun este un anticorp anti-PD-L2.

In unele realiziri, inhibitorul punctului de control imun este un anticorp anti-LAG3.

In unele realizari, inhibitorul punctului de control imun este un anticorp anti-TIM3.

In unele realizari, inhibitorul punctului de control imun este un anticorp anti-CTLA-4.

Pot fi utilizati orice anticorpi anti-PD-1 antagonistici. Exemplele de anticorpi anti-PD-1 care pot
fi utilizati sunt OP VIDO® (nivolumab) si KEYTRUDA® (pembrolizumab).

OPVIDO® (nivolumab) este descris in, de exemplu brevetul S.U.A. nr. 8.008.449 (anticorp 5C4)
si cuprinde VH din SEQ ID NO: 24 si VL din SEQ ID NO: 25. KEYTRUDA® (pembrolizumab) este
descris in de exemplu, brevetul S.U.A. nr. 8.354.509 si cuprinde VH din SEQ ID NO: 22 si VL din SEQ
ID NO: 23. Secventele de aminoacizi ale nivolumabului §i pembrolizumabului sunt de asemenea
disponibile prin registrul CAS. Anticorpii PD-1 suplimentari care pot fi utilizati sunt descrisi in brevetul
S.U.A. nr. 7.332.582, publicatia de brevet S.U.A. nr. 2014/0044738, publicatia de brevet international nr.
WO2014/17966 si publicatia de brevet S.U.A. nr. 2014/0356363.
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»Antagonist” se referd la o moleculd care, cand este legatd la o proteind celulard, suprimd cel
putin o reactie sau activitate care este indusd de un ligand natural al proteinei. O moleculd este un
antagonist cand acea cel putin o reactie sau activitate este suprimatd cu cel putin aproximativ 30%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, T70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, sau 100% mai mult, in raport cu acea cel
putin o reactie sau activitate suprimati in absenta antagonistului (de exemplu, control negativ), sau cand
supresia este semnificativa statistic in comparatie cu supresia In absenta antagonistului. Antagonistul
poate fi un anticorp, un ligand solubil, o moleculd micd, un ADN sau ARN cum ar fi ARNsi. O reactie
sau activitate tipicd care este indusd de exemplu prin legarea PD-1 la receptorul sdu PD-L1 sau PD-L2,
poate fi o proliferare redusd a celulelor CD4* sau CD8* specifice antigenului sau o productie redusi de
interferon-y (IFN-y) de ciétre celulele T, conducind la supresia raspunsurilor imune Impotriva de exemplu
tumorii. O reactie sau activitate tipicd care este indusid de legarea TIM-3 la receptorul sdu, cum ar fi
galectin9, poate fi o proliferare redusd a celulelor CD4* sau CD8™* specifice antigenului, o productie
redusd de IFN-y de catre celulele T, sau o expresie redusd a suprafetei CD137 pe celulele CD4* sau CD8*,
conducénd la supresia raspunsurilor imune impotriva de exemplu tumorii. Prin urmare, un anticorp PD-1
antagonistic care se leagd specific la PD-1, la un PD-L2 antagonistic, la un anticorp antagonistic care se
leagd specific la TIM-3, induce raspunsuri imune prin inhibarea cilor inhibitoare.

SEQ ID NO: 22 ‘ o

VOLVISGVRVER POARVEVEIKASOY TFRIY Y MY WVYRDA PO BWY

N PR N R PN T VR S T A ME L AL QE RO PAY T C R BRI R T

GRRYWGQGTTVTYSS
SEQ ID NO: 23
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASKGVSTSGYSYLHWY QOKPGOAPRLLIVLAS

YLESGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVY YCOHSRDLPLTFGGGTKVEIR
SEQ ID NO: 24
s}_“x%}i& MY GRSLELDCKASGPTPSNSUMERY Y BOAPURGLEWVAVIRY

HEES RN TLRLOENSER A EDT ’&‘x“f- YEUATNIBDY WG
TLVTVSE

SEQ ID NO: 25

EIVE TR P ATLRCR; S¥ LS PORAPRLIIVDASKRAT

Pot f1 utlhzatl anticorpi antl PD Ll care amehoreaza raspunsul imun (de exemplu anticorpi anti-
PD-L1 antagonistici). Exemplele de anticorpi anti-PD-L1 care pot fi utilizati sunt durvalumab,
atezolizumab si avelumab, si cei descrisi in, de exemplu, publicatia de brevet S.U.A. nr. 2009/0055944,
brevetul S U.A. nr. 8.552.154, brevetul S U.A. nr. 8.217.149 si brevetul S.U.A. nr. 8.779.108.

Durvalumab cuprinde VH din SEQ ID NO: 26 si VL din SEQ ID NO: 27.

Atezolizumab cuprinde VH din SEQ ID NO: 28 si VL. din SEQ ID NO: 29. Avelumab cuprinde
VH din SEQ 1D NO 30 §1 VL d1n SEQ ID NO 31. SEQ ID NO: 26

EVQLVERGLG LY L3R WMERVR

SEQ ID NO: 27
BIVUTRISFERTLS RESYLAWYOUE PUOAFRLLIY
DA SR A TG ORESGSG G THETL ISR EPEDFAY VY COOYGSLPWTRG

QUETRAVEI
SEQ ID NO: 28
SRRGEOLVOPGGR BEIUAASGFTFRDEW I VRO AF

WRGGEIY WHOETLTVE
SEQ ID NO: 29 ‘ ‘ ‘
nargxf RS RS SNOBRV TR %fﬁflﬁ)‘l\s‘?«., AVAWTOUKFOKAPKRLLIS

STRAVEIR
SEQ ID NO: 30
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F IEMWRROABPGIGE W RY
Y PRGGTTTY ATV EGRE TSN EN T Y LOQMNM EARR PV YUARIK

LOTVTTVIVWEROG TN TSR
SEQIDNO:31 e e
DSAL TORARY SGSPLONTISU TR TS SDVGEYRNY VEW Y QOHEG K AS

FRVENERSGVENRFSGERRGNTASL TIBGLOR TREARY YOSV TRENTRY

FEPETEVTYL

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de tratare a unui pacient avind o tumoare solida,
cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente terapeutic dintr-
un anticorp care se leag specific la CD38, cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5 1n
combinatie cu un anticorp anti-PD-1 care cuprinde VH din SEQ ID NO:

24 1 VL din SEQ ID NO: 25 pe o perioadd de timp suficientd pentru a trata tumoarea solida.
Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de tratare a unui pacient avand o tumoare solida,
cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente terapeutic dintr-
un anticorp care se leagi specific la CD38, cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 g1 VL din SEQ ID NO: 5 1n
combinatie cu un anticorp anti-PD-1 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 22 si VL din SEQ ID NO: 23 pe o
perioadd de timp suficientd pentru a trata tumoarea solida.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de tratare a unui pacient avand o tumoare solida,
cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente terapeutic dintr-
un anticorp care se leag specific la CD38, cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 s1 VL din SEQ ID NO: 51n
combinatie cu un anticorp anti-PD-L 1 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 26 si VL din SEQ ID NO: 27 pe o
perioadd de timp suficientd pentru a trata tumoarea solida.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de tratare a unui pacient avind o tumoare solida,
cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantitéti eficiente terapeutic dintr-
un anticorp care se leagd specific la CD38 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5 in
combinatie cu un anticorp anti-PD-L1 cuprinzdnd VH din SEQ ID NO: 28 si VL. din SEQ ID NO: 29 pe
o perioada de timp suficientd pentru a trata tumoarea solida.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de tratare a unui pacient avind o tumoare solida,
cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantitéti eficiente terapeutic dintr-
un anticorp care se leag specific la CD38, cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 s1 VL din SEQ ID NO: 51n
combinatie cu un anticorp anti-PD-L1 cuprinzdnd VH din SEQ ID NO: 30

s1 VL din SEQ ID NO: 31 pe o duratd de timp suficientd pentru a trata tumoarea solida.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de amplificare a unui raspuns imun la un pacient,
cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente terapeutic dintr-
un anticorp care se leag specific la CD38, cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 s1 VL din SEQ ID NO: 5 1n
combinatie cu un anticorp anti-PD-1 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 24 si VL din SEQ ID NO: 25 pe o
durata de timp suficientd pentru a ameliora raspunsul imun.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de amplificare a unui rdspuns imun la un pacient,
cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente terapeutic dintr-
un anticorp care se leagi specific la CD38, cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5 in
combinatie cu un anticorp anti-PD-1 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 22 si VL din SEQ ID NO: 23 pe o
durata de timp suficientd pentru a ameliora raspunsul imun.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de amplificare a unui raspuns imun la un pacient,
cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente terapeutic dintr-
un anticorp care se leag specific la CD38, cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 s1 VL din SEQ ID NO: 51n
combinatie cu un anticorp anti-PD-L 1 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 26 si VL din SEQ ID NO: 27 pe o
perioadd de timp suficientd pentru a ameliora raspunsul imun.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de amplificare a unui raspuns imun la un pacient,
cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente terapeutic dintr-
un anticorp care se leag specific la CD38, cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 s1 VL din SEQ ID NO: 51n
combinatie cu un anticorp anti-PD-L 1 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 28 si VL din SEQ ID NO: 29 pe o
durata de timp suficientd pentru a ameliora raspunsul imun.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de amplificare a unui raspuns imun la un pacient,
cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantitéti eficiente terapeutic dintr-
un anticorp care se leag specific la CD38, cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 s1 VL din SEQ ID NO: 51n
combinatie cu un anticorp anti-PD-L 1 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 30 si VL din SEQ ID NO: 31 pe o
durata de timp suficientd pentru a ameliora raspunsul imun.
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Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de tratare a unui pacient avand un cancer
colorectal, cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente
terapeutic dintr-un anticorp care se leagd specific la CD38, in combinatie cu un anticorp anti-PD-1
antagonistic pe o duratd de timp suficientd pentru a trata cancerul colorectal.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de tratare a unui pacient avind un cancer
colorectal, cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente
terapeutic dintr-un anticorp care se leagd specific la CD38, in combinatie cu un anticorp anti-PD-L1
antagonistic pe o duratd de timp suficientd pentru a trata cancerul colorectal.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de tratare a unui pacient avand un cancer
colorectal, cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente
terapeutic dintr-un anticorp care se leagd specific la CD38, in combinatie cu un anticorp anti-PD-L2
antagonistic pe o duratd de timp suficientd pentru a trata cancerul colorectal.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de tratare a unui pacient avand un cancer
pulmonar, cuprinzind administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente
terapeutic dintr-un anticorp care se leagd specific la CD38, in combinatie cu un anticorp anti-PD-1
antagonistic pe o duratd de timp suficientd pentru a trata cancerul pulmonar.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de tratare a unui pacient avand un cancer
pulmonar, cuprinzand administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente
terapeutic dintr-un anticorp care se leagd specific la CD38, in combinatie cu un anticorp anti-PD-L1
antagonistic pe o duratd de timp suficientd pentru a trata cancerul pulmonar.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de tratare a unui pacient avand un cancer
pulmonar, cuprinzind administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantitdti eficiente
terapeutic dintr-un anticorp care se leagd specific la CD38, in combinatie cu un anticorp anti-PD-L2
antagonistic pe o duratd de timp suficientd pentru a trata cancerul pulmonar.

Divulgarea se referd de asemenea la o metoda de tratare a unui pacient avand un cancer la
prostatd, cuprinzand administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente
terapeutic dintr-un anticorp care se leagd specific la CD38, in combinatie cu un anticorp anti-PD-1
antagonistic pe o duratd de timp suficientd pentru a trata cancerul la prostata.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de tratare a unui pacient avand un cancer la
prostatd, cuprinzand administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente
terapeutic dintr-un anticorp care se leagd specific la CD38, in combinatie cu un anticorp anti-PD-L1
antagonistic pe o duratd de timp suficientd pentru a trata cancerul la prostata.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de tratare a unui pacient avand un cancer la
prostatd, cuprinzand administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente
terapeutic dintr-un anticorp care se leagd specific la CD38, in combinatie cu un anticorp anti-PD-L2
antagonistic pe o duratd de timp suficientd pentru a trata cancerul la prostata.

Anticorpii anti-LAG-3 care imbundtitesc rdspunsul imun, pot fi utilizati in inventie. Exemplele
de anticorpi anti-LAG-3 care pot fi utilizati sunt cele descrise In, de exemplu, publicatia de brevet
international nr. WO2010/019570.

Anticorpii anti-CTLA-4 care Imbundtitesc rdspunsul imun, pot fi utilizati in inventie. Un
exemplu de anticorp anti-CTLA-4 care poate fi utilizat este ipilimumabul.

Anticorpii anti-PD-1, anti-PD-L1, anti-PD-L2, anti-LAG3, anti-TIM3 si anti-CTLA-4 care pot fi
utilizati in inventie, pot fi de asemenea generati de novo utilizand metodele descrise aici.

fn unele realizari, pot fi utilizati anticorpii anti-PD1 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 32 si VL
din SEQ ID NO: 33.

fn unele realizari, pot fi utilizati anticorpii anti-PD1 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 34 si VL
din SEQ ID NO: 35.

fn unele realizari, pot fi utilizati anticorpii anti-TIM-3 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 36 si VL
din SEQ ID NO: 37.

In unele realizari, pot fi utilizati anticorpii anti-TIM-3 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 38 si VL
din SEQ ID NO: 39.

SEQ ID NO: 32

RSO ASOGTTSSY AWVRO N PORGTEWMGEITE
DESTSTAY MELSRLRREITAVY Y UARPELAAAY DTGEL

SEQ ID NO: 33
EIVETQRPAT

GIPATBRGRGEGTIFTIN

POERATERCRASOSVREY LAWY ORI
L EPERRAYY YOOI WPLTHEIOTRY RN
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SEQID NO: 34' o

m\.n; :
QEYLVTYER

SEQ ID NO: 35
ERVALY {}\a ATESYR .M«,

P ARFSOBGSGTRF L FESLOSEY 3.:‘%\:‘?\'i--Q%kks}\EM-}*‘s-;-k-is{-}ui RLER
SEQID NO: 36
EVOLLES
GETVYS
"{.s'af:z;.wwam
SEQIDNO:37
BIVE TQRPATIALR

W Ph?\i:fﬁii?i»ﬁﬁix’]‘m"‘ﬁf}v@giiQ‘G‘E: BFATYY CGHRVEYFTRRG TR LEY

Divulgarea se referd de asemenea la o metoda de tratare a unui pacient avand a tumoare solida,
cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente terapeutic dintr-
un anticorp care se leag specific la CD38, cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5 1n
combinatie cu un anticorp anti-PD-1 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 32 si VL din SEQ ID NO: 33 pe o
perioadd de timp suficientd pentru a trata tumoarea solida.

Divulgarea se referd de asemenea la o metoda de tratare a unui pacient avand o tumoare solida,
cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente terapeutic dintr-
un anticorp care se leagi specific la CD38, cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 51n
combinatie cu un anticorp anti-PD-1 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 34 si VL. din SEQ ID NO: 35 pe o
durata de timp suficienta pentru a trata tumoarea solida.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de tratare a unui pacient avind o tumoare solida,
cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente terapeutic dintr-
un anticorp care se leag specific la CD38, cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 s1 VL din SEQ ID NO: 51n
combinatie cu un anticorp anti-TIM-3 cuprinzand VH din SEQ ID NO: 36

s1 VL din SEQ ID NO: 37 pe o duratd de timp suficienta pentru a trata tumoarea solida.

Divulgarea se referd de asemenea la o metodd de tratare a unui pacient avind o tumoare solida,
cuprinzdnd administrarea la pacientul care are nevoie de aceasta, a unei cantitéti eficiente terapeutic dintr-
un anticorp care se leag specific la CD38, cuprinzand VH din SEQ ID NO: 4 s1 VL din SEQ ID NO: 51n
combinatie cu un anticorp anti-TIM-3 cuprinzdnd VH din SEQ ID NO: 38 si VL. din SEQ ID NO: 39 pe o
durata de timp suficienta pentru a trata tumoarea solida.

Combinatia dintre anticorpul care se leagd specific la CD38 si cel de al doilea agent terapeutic
poate fi administrata pe orice cadru de timp convenabil. De exemplu, anticorpul care se leagé specific la
CD38 si cel de al doilea agent terapeutic pot fi administrati unui pacient in aceeasi zi, si chiar in aceeasi
perfuzie intravenoasad. Totusi, anticorpul care se leagd specific la CD38 si cel de al doilea agent terapeutic
pot fi de asemenea administrati in zile alternative sau siptiméani sau luni alternative, si altele
asemandtoare. In unele metode, anticorpul care se leagd specific la CD38 si cel de al doilea agent
terapeutic pot fi administrati cu suficientd proximitate in timp astfel ca ele si fie prezente simultan (de
exemplu, in ser) la niveluri detectabile in pacientul care este tratat. In unele metode, un curs intreg de
tratament cu anticorpul care se leaga specific la CD38, constd dintr-un numér de doze pe o perioadd de
timp, care este urmat sau precedat de un curs de tratament cu al doilea agent terapeutic, constand dintr-un
numir de doze. O periocadd de recuperare de 1, 2 sau céteva zile sau sdptdmani poate fi utilizatd intre
administrarea anticorpului care se leagé specific la CD38 si cel de al doilea agent terapeutic.

Anticorpul care se leagd specific la CD38, sau o combinatie dintre anticorpul care se leagd
specific la CD38 si cel de al doilea agent terapeutic, pot fi administrate Impreund cu orice forma de
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terapie cu radiatie, incluzand radiatia cu fascicul extern, terapia cu radiatie modulatd in intensitate
(IMRT), radiatii concentrate, si orice forma de radiochirurgie incluzand Gama knife, Cyberknife, Linac,
si radiatia interstitiald (de exemplu seminte radioactive implantate, balon GliaSite), si/sau cu chirurgie.

Metodele de radiatii concentrate care pot fi utilizate includ radiochirurgia stereotactica,
radiochirurgia stereotacticd fractionati, si terapia cu radiatiec modulaté in intensitate (IMRT). Este evident
cd radiochirurgia stereotacticd implicd furnizarea precisd a radiatiei la un tesut tumoral, de exemplu, o
tumoare cerebrald, in timp ce se evitd tesutul netumoral, normal din jur. Dozajul de radiatie aplicata
utilizand radiochirurgia stereotactica poate varia, de obicei de la 1 Gy péna la aproximativ 30 Gy, si poate
cuprinde intervale intermediare incluzand, de exemplu, de la 1 pand la 5, 10, 15, 20, 25, pand la 30 Gy in
doza. Din cauza dispozitivelor de fixare neinvazive, radiatia stereotacticd nu trebuie si fie livrata intr-un
singur tratament. Planul de tratament poate fi duplicat in mod fiabil de la zi la zi, permitand prin urmare
livrarea mai multor doze de radiatie fractionate. Cand este utilizatd pentru a trata o tumoare in timp,
radiochirurgia este cea la care se face referire ca ,radiochirurgie stereotactica fractionata” sau FSR. In
schimb, radiochirurgia stereotacticd se referd la un tratament cu o singurd sesiune. Radiochirurgia
stereotatcticd fractionatd poate conduce la un raport terapeutic ridicat, adicd, o ratd ridicatd de ucidere a
celulelor tumorale si un efect redus asupra tesutului normal. Tumoarea si tesutul normal raspund diferit la
doze unice ridicate de radiatie vs. mai multe doze mai mici de radiatie. Dozele mari unice de radiatie pot
ucide mai multe tesuturi normale decat o pot face citeva doze mai mici de radiatie. Corespunzitor, mai
multe doze mai mici de radiatie pot ucide mai multe celule tumorale in timp ce menajeaza tesutul normal.
Dozajul de radiatie aplicat utilizand radiatia stereotacticd fractionatd poate varia in intervalul de la 1 Gy
pani la aproximativ 50 Gy, si poate cuprinde intervale intermediare incluzind, de exemplu, de la 1 pana
la 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, pana la 50 Gy in doze hipofractionate. Terapia cu radiatie modulatd in
intensitate (IMRT) poate fi de asemenea utilizatd. IMRT este un mod avansat de terapie cu radiatie
conforma tridimensionald de precizie ridicatd (3DCRT), care utilizeaza acceleratori liniari controlati de
calculator pentru a livra doze precise de radiatie la o tumoare malignd sau la zone specifice din tumoare.
fn 3DCRT, profilul fiecarui fascicul de radiatic este modelat si se potriveascd cu profilul tintei din
vederea oculard a fascicolului (BEV) utilizand un colimator multifrunzd (MLC), producand prin urmare
un numdr de fascicule. IMRT permite dozei de radiaie si se conformeze mai precis la forma
tridimensionald (3-D) a tumorii prin modularea intensitétii fasciculului de radiatie in mai multe volume
mici. Corespunzitor, IMRT permite ca doze mai ridicate de radiatie si fie concentrate la regiuni din
tumoare in timp ce minimizeazd doza cdtre structurile critice normale din jur. IMRT Imbunatiteste
capacitatea de a conforma volumul de tratament cu formele concave ale tumorii, de exemplu, cand
tumoarea este Infasuratd 1n jurul unei structuri vulnerabile, cum ar fi maduva spindrii sau un organ major
sau vas de sange.

Administrarea subcutanati a compozitiilor farmaceutice cuprinzind un anticorp care se
leaga specific la CD38 si o hialuronidaza

Anticorpul care se leagd specific la CD38 poate fi administrat subcutanat ca compozitie
farmaceuticd cuprinzand anticorpul care se leagd specific la CD38, si o hialuronidaza.

Concentratia de anticorp care se leagd specific la CD38 din compozitia farmaceutica
administratd subcutanat poate fi de aproximativ 20 mg/ml.

Compozitia farmaceuticd administratd subcutanat poate cuprinde intre aproximativ 1.200 mg —
1.800 mg de anticorp care se leagd specific la CD38.

Compozitia farmaceuticd administratid subcutanat poate cuprinde aproximativ 1.200 mg de
anticorp care se leagd specific la CD38.

Compozitia farmaceuticd administratd subcutanat poate cuprinde aproximativ 1.600 mg de
anticorp care se leagd specific la CD38.

Compozitia farmaceuticd administratid subcutanat poate cuprinde aproximativ 1.800 mg de
anticorp care se leagd specific la CD38.

Compozitia farmaceuticd administratd subcutanat poate cuprinde Intre aproximativ 30.000 U —
45.000 U de hialuronidaza.

Compozitia farmaceuticd administratd subcutanat poate cuprinde aproximativ 1.200 mg de
anticorp care se leagd specific la CD38 si aproximativ 30.000 U de hialuronidaza.

Compozitia farmaceuticd administratd subcutanat poate cuprinde aproximativ 1.800 mg de
anticorp care se leagd specific la CD38 si aproximativ 45.000 U de hialuronidaza.

Compozitia farmaceuticd administratd subcutanat poate cuprinde aproximativ 1.600 mg de
anticorp care se leagd specific la CD38 si aproximativ 30.000 U de hialuronidaza.

Compozitia farmaceuticd administratd subcutanat poate cuprinde aproximativ 1.600 mg de
anticorp care se leagd specific la CD38 si aproximativ 45.000 U de hialuronidaza.
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Compozitia farmaceuticd administratd subcutanat poate cuprinde hialuronidaza rHuPH20 avéand
secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 40.

rHuPH20 este o hialuronidazd recombinantd (HYLENEXOO recombinant) si este descrisd in
publicatia de brevet internationald nr. W02004/078140.

Hialuronidaza este o enzimd care degradeazd acidul hialuronic (EC 3.2.1.35) si scade
vascozitatea hialuronanului In matricea extracelulard, crescand prin urmare permeabilitatea tesutului.

SEQ ID NO: 40

FERLLIPCOT TENFRAPPY I VEPT W AW NAPS
Y VORLGY YRV DS TGO T W NGGIF
YRETWARNWEPKDVYRNRE
HLWGYYLTPD
BEVAATLY

ARSAMK SCLU LR MEBTILRPY IV TL A
DYV LHLNPONEALF SFTVROKPTLEDLE
TR AV VO EATNGY CTDATLE PPN ETERPRIFY N ASERTLS

\ RO
SILEC 5

SATAIFTRYSIL G

Administrarea compozitiei farmaceutice care cuprinde anticorpul care se leagd specific la CD38,
si hialuronidaza, poate fi repetatd dupd o zi, doud zile, trei zile, patru zile, cinci zile, sase zile, o
siptdmand, doud sdptdmani, trei sdptimani, patru sdptdmani, cinci siptdméani, sase sdptdmani, sapte
sdptdmani, doud luni, trei luni, patru luni, cinci luni, sase luni sau mai mult. Cursurile repetate de
tratament sunt de asemenea posibile, ca si la administrarea cronicd. Administrarea repetatd poate fi la
aceeasi dozd sau la o dozd diferitd. De exemplu, compozitia farmaceutica cuprinzand anticorpul care se
leagd specific la CD38 si hialuronidaza, poate fi administratd o datd sdptdmanal timp de opt sdptdmani,
urmatd de o datd la doud sdptdméani timp de 16 sdptimani, urmatd de o datd la patru sdptimani.
Compozitiile farmaceutice care urmeazd s fie administrate pot cuprinde aproximativ 1.200 mg de
anticorp care se leagé specific la CD38, si aproximativ 30.000 U de hialuronidazi, in care concentratia de
anticorp care se leagd specific la CD38 in compozitia farmaceuticd este de aproximativ 20 mg/ml.
Compozitiile farmaceutice care urmeazd s fie administrate pot cuprinde aproximativ 1.800 mg de
anticorp care se leagd specific la CD38 si aproximativ 45.000 U de hialuronidazd. Compozitiile
farmaceutice care urmeaza si fie administrate pot cuprinde aproximativ 1.600 mg de anticorp care se
leagd specific la CD38 si aproximativ 30.000 U de hialuronidazd. Compozitiile farmaceutice care
urmeaza si fie administrate pot cuprinde aproximativ 1.600 mg de anticorp care se leaga specific la CD38
s1 aproximativ 45.000 U de hialuronidaza.

Compozitia farmaceuticd cuprinzand anticorpul care se leagd specific la CD38 si hialuronidaza
poate fi administrata subcutanat in regiunea abdominala.

Compozitia farmaceuticd cuprinzand anticorpul care se leagd specific la CD38 si hialuronidaza,
poate fi administrata intr-un volum total de aproximativ 80 ml, 90 ml, 100 ml, 110 ml sau 120 ml.

Pentru administrare, 20 mg/ml de anticorp care se leagd specific la CD38 in 25 mM acetat de
sodiu, 60 mM clorurd de sodiu, 140 mM D-manitol, 0,04% polisorbat 20, 1a pH 5,5, pot fi amestecate cu
rHuPH20, 1,0 mg/mL (75-150 kU/mL) In 10 mM L-histiding, 130 mM NaCl, 10 mM L-metionini, 0,02%
polisorbat 80, 1a pH 6,5 Inainte de administrarea amestecului la un subiect.

fn timp ce s-a descris inventia in termeni generali, realizarile inventiei vor fi divulgate mai
departe in urmétoarele exemple, care nu trebuie sé fie interpretate ca limitdnd domeniul de aplicare al
revendicdrilor.

Exemplul 1. Materiale si metode generale Colectarea si procesarea mostrei

Aspiratele din sangele periferic $i midduva osoasd au fost colectate In tuburi heparinizate la
momentul initial imediat Inainte de prima perfuzie i la momentele de timp specificate in timpul
tratamentului. Majoritatea mostrelor au fost evaluate utilizdnd citometria de flux in timp real, pe masura
ce ele au ajuns la un laborator central, la 24-48 ore dupa colectare. Celulele mononucleare din singele
periferic (PBMC-uri) au fost obtinute din sangele integral, izolate prin centrifugare cu gradient de
densitate, i depozitate congelate pand la analizd. Pentru activarea celulelor T, clonalitate, si teste de
supresie a Treg CD38*, mostrele pre si posttratament au fost analizate in acelasi timp, utilizand mostre
PBMC congelate.
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Analiza citometricd a fluxului acestor mostre a fost efectuati la laboratorul central global BARC
pentru evaluarea celulelor NK, T, B, de mielom (CD138%) si a expresiei CD38 utilizand un test de
imunofenotipare prevalidat. Pe scurt, mostrele de snge si mostrele de maduva osoasa au fost colorate cu
urmétoarele panouri de anticorpi multifluorocrome: panou de descendentd celulard: PerCPCyS5,50-CD19
(clond HIB19; Becton Dickinson [BD]), APCa-CD24 (SN3; eBioscience), PC70-CD3 (UCHT-1;
Beckman Coulter), V500a-CD16 (3G8; BD), si PEa-CD56 (MY; BD); panou de celule T regulatoare
(Treg): APCa-CD25 (2A3; BD), PEa-CD127 (HIL-7RM21; BD), APC-H7a-HLA-DR (G46-6; BD), si
PerCPa-CD4 (L200; BD); panou de celule T naive/de memorie: APC-H7a-CD4 (RPA-T4; BD), PerCP-
Cy5,50-CD8 (RPA-T4 BD), PEa-CD62L (SK11; BD), si APCa-CD45RA (HI100; BD). Expresia CD38 a
fost evaluata utilizand anticorpul marcat cu Alexa 647, mAb 003 descris in brevetul S.U.A. nr. 7.829.693
avand secventele VH si VL din SEQ ID NO: 14 si SEQ ID NO: 15. Mostrele de sange au fost preparate
utilizand diferite metode de spalare cu lizd. Pentru mostrele de aspirate de maduva osoasd, a fost efectuata
o colorare fie a membranei sau fie intracelulard cu diferiti anticorpi. Solutia de FACSLizare Becton
Dickinson a fost utilizata pentru lizarea celulelor rosii sanguine din mostrele de sdnge periferic si reactivii
de permeabilizare ai celulelor Fix si Perm de la Invitrogen, au fost utilizati pentru colorarea intracelulara a
mostrelor aspirate de maduvad osoasd. Mostrele colorate au fost obtinute pe citrometre de flux FACS
Canto II si datele au fost analizate utilizdnd software-ul FacsDiva. A fost determinat numérul absolut de
populatii de celule imune din mostrele de sAnge si ca procente de limfocite in mostrele de maduva osoasa
la toate momentele de timp testate.

Secventierea receptorului celulelor T (TCR)

Diversitatea celulelor T a fost analizatd prin secventierea profundd a rearanjamentelor TCR
pentru a evalua clonalitatea celulelor T CD8* utilizdnd ADN genomic din mostrele PBMC. Secventierea
TCR a fost efectuati utilizand testul comercial Imunoseq™ Adaptive

Biotechnologies, si analiza a fost efectuatd utilizand teste precalificate de reactie in lant mediata
de polimeraza multiplex (PCR) (TR2015CRO-V-019), care au fost compuse din initiatori directi si inversi
care au tintit direct familia de gene variabile (V) (initiatori directi) si de gene de alaturare (J) (initiatori
inversi). Fiecare initiator al genelor V si J a actionat ca perechi de initiatori pentru a amplifica TCR-urile
recombinate somatic, si fiecare inifiator a continut o secventd ADN universald specificd. Dupa
amplificarea PCR initiald, fiecare amplicon a fost amplificat a doua oard cu initiatori directi si inversi
continand secventa universald si secventa adaptor necesare pentru secventierea ADN de cétre [llumina.

Raspunsurile celulelor T la antigeni virali si aloantigeni

PBMC-urile pacientului au fost insdméntate pe plici cu 96 de godeuri (2x10° celule/goden) si
stimulate timp de 5 zile cu un cocktail de 23 de peptide virale majore restrictionate de clasd I a
complexului de histocompatibilitate (MHC) de la citomegalovirusul uman (CMV), virusul EpsteinBarr
(EBV), si virusul gripal (2 ug/ml; grup de peptide CEF; PANATecs®) sau un numir echivalent de
PBMC-uri alogeneice iradiate cu 25-Gy, de la donatori sdndtosi. PBMC-urile nestimulate si PBMC-urile
stimulate cu perle acoperite cu anti-CD3/CD28 au servit ca controale negative si respectiv pozitive. in
ziua 5, interferonul y (IFN-y) din supernatantul fard celule a fost mésurat prin test sandwich cu
imunosorbant legat de enzima (ELISA; ELISA gama [FN uman gata setat de functionare; eBioscience) si
servit ca marker surogat pentru activarea celulelor T.

Supresia de catre celulele T regulatoare (Treg) a functiilor celulelor efectoare: test de
dilutie al succinimidil carboxifluoresceinei (CFSE)

PBMC-urile de la donatorii s@nétosi au fost etichetate cu PerCP-Cy5.5a-CD3 (SK7; BD),

KOu-CD45, (I33; Beckman Coulter), V4500-CD4 (SK3; BD), PEa-CD25 (M-A251, BD), PE
Cy7aCD127 (HIL-7R-M21; BD), si APCa-CD38 (HB-7; BD) si sortate dupd aria FACS (BD). Celulele
efectoare sortate au fost etichetate cu ester succinimidil de carboxifluoresceind (CFSE; eBioscience) si
stimulate cu perle acoperite cu anti-CD3/CD28 in prezenta sau absenta Tregurilor CD38* sau a Treg-
urilor CD38" (raport 1:1 intre Treg-uri si celulele efectoare) In RPMI plus 10% ser fetal de vitel. Dupa 72
ore, a fost efectuata citometria de flux si dilutia procentuald a CFSE a fost utilizatd ca surogat pentru
proliferarea celulelor T.

Fenotiparea celulelor supresoare derivate din mieloide (MDSC) si a ADCC-urilor mediate
de DARZALEX™ (daratumumab)

PBMC-urile de la trei donatori sinétosi normali au fost cocultivate cu linii celulare tumorale de
mielom (RPMI8226, U266, H929) timp de sase zile, i evaluate pentru productia de MDSC-uri
granulocitare (G-MDSC) (CD11b*CD14HLA'DRCD15*CD33*) cum s-a descris in Gorgun si colab.,
Blood 121:2975-87, 2013. G-MDSC-urile nu au fost prezente in PBMC-urile sdndtoase normale, totusi,
dupi cocultura cu toate cele trei linii celulare de mielom, G-MDSC-urile au fost prezente ca 5-25% din
totalul populatiei de PBMC-uri (datele nu sunt prezentate). Strategia de intrare pentru evaluarea
citometricd a fluxului G-MDSC-urilor a inclus CD11b* ca primd intrare, urmatd de intrarea lui CD147s1
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HLADR, si urmate apoi de intrarea lui CD15* g1 CD33*. G-MDSCurile au fost sortate celular si evaluate
pentru nivelurile de expresie CD38 si sensibilitatea la

ADCC-uri mediati de DARZALEX™ (daratumumab). Pentru a evalua efectul DARZALEX™
(daratumumab) asupra ADCC/CDC ale MDSC-urilor, la testele ADCC s-a addugat complement care
contine ser sau un control cu izotip.

Analiza celulelor T naive si de memorie

Mostrele heparinizate din singele periferic au fost obtinute de la pacienti lnainte de fiecare
perfuzie de DARZALEX™ (daratumumab). Celulele mononucleare din singele periferic (PBMC) au fost
izolate prin centrifugare Ficoll-Hypaque cu gradient de densitate si depozitate in mediu de crioconservare
(RPMI suplimentat cu 10% ser uman si 10% dimetil sulfoxid) in azot lichid. Pentru analiza FACS,
PBMC-urile au fost dezghetate si 2x10° celule/panou au fost resuspendate in solutie salind tamponata cu
fosfat (PBS) cu 0,05% azida si 0,1% HAS.

Analiza datelor

Toate analizele de date si generarea de grafice relevante au fost efectuate exclusiv utilizand
software-ul R (R: A Language and Environment for Statistical Computing, R Development Core Team, R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria, 2011, ISBN 3900051-07-0 http_//_www_R-
project_org/). Toti subiectii tratati cu un raspuns evaluabil au fost inclusi in analizele de date. In mod
consistent, respondentii sunt definiti ca subiecti cu un cel mai bun raspuns per IRC al sCR, VGPR si1 PR,
s1 nerespondentii sunt definiti ca subiecti cu un cel mai bun raspuns per IRC al MR, SD si PD.

Diferitele comparatii statistice au inclus (i) nivelurile initiale Intre respondenti si nerespondenti,
(i) valori initiale versus de tratament pentru respondenti i pentru nerespondenti, (iii) modificari
procentuale intre respondenti si nerespondenti, (iv) modificérile raportului valorilor initiale versus de
tratament. Fiecare comparatie a inclus mai intdi un test pentru normalitate cu un test Shapiro-Wilk
(Royston (1995) Remark AS R94: A remark on Algorithm AS 181: The W test for normality. Applied
Statistics, 44, 547-551). Aproape exclusiv, s-a constatat ca datele nu au o distributie normala. Testarea
nivelului diferential a inclus efectuarea atit a unui test neparametric de sumi a rangului Wilcox
(Hollander si Wolfe (1973), Nonparametric Statistical Methods. New York: John Wiley & Sons. Paginile
27-33 (o mostrd), 68-75 (doud mostre), cét si testarea dupd o transformare Box Cox (Weisberg, S. (2014)
Applied Linear Regression, editia a patra, Wiley Wiley, Capitolul 7). Pentru transformarea Box Cox, s-a
adaugat un numdar mic (1e07) la valorile egale cu zero. In toate cazurile, cele doud teste au corespuns.
Valorile p ale testului Wilcox cu suma rangului sunt prezentate in tabelele din specificatie, daca nu se
indicd altfel. La testarea diferentelor dintre valorile initiale versus de tratament pentru respondenti si
nerespondenti, a fost efectuat un test cu doud grupuri imperecheate per subiect, In toate celelalte cazuri
fiind efectuat un test cu doud grupuri nelmperecheate.

Deoarece mostrele pentru analiza diferitelor populatii de limfocite nu au fost luate la momente
identice de timp pentru diferitele programe de dozare, a fost efectuatd modelarea populatiei. Ajustarea
modelului a fost facutd pe rangul vizitelor. Modelarea populatiei pe celulele NK totale si activate a
implicat ajustarea unui model rupt lipit (Lutz si colab., ,,Statistical model to estimate a threshold dose and
its confidence limits for the analysis of sublinear dose-response relationships, exemplified for
mutagenicity data”. Mutation Research/Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis 678.2
(2009): 118-122.). Modelele liniare cu efect mixt cu interceptare aleatorie si pantd au fost ajustate in
datele populatiei de pacienti cu subpopulatii de celule B, celule T, si leucocite, monocite, neutrofile si
limfocite (Bates si colab., (2014). ,lme4: Linear mixed-effects models using Figen and S4”. ArXiv e-
print; depusa la Journal of Statistical Software, http: // arxiv_org/abs/ 1406,5823). Aceastd modelare
liniard mixtd a fost facutd in ziua relativd de la Inceperea tratamentului (ADY). Ajustarea modelului liniar
mixt a fost ficutd pe variabilele de rdspuns transformate logaritmic. In cazul valorilor variabilelor de
rdspuns egale cu zero, s-a addugat 0,1 la toate valorile variabilelor de rdspuns pentru a permite modelarea
pe scard logaritmica.

Exemplul 2. Conceptul studiului 54767414MM Y2002 (SIRIUS)

Populatia tintd pentru studiul 54767414MMY2002 (SIRIUS) o constituie pacientii cu mielom
multiplu avansat care au primit cel putin 3 linii anterioare de terapie incluzand un inhibitor de proteazom
(PD) si un medicament imunomodulator (IMiD) sau dublu refractar la un PI si un IMiD. Evaludrile
rdspunsului pentru analiza obiectivului primar/final au fost pe baza evaludrilor de la un Comitet de
revizuire independent (IRC) si de la un algoritm computerizat, utilizdnd instructiunile IMWG 2011
(Raport studiu clinic: un studiu de fazi 2, cu etichetd deschisa, multicentru care investigheazi eficacitatea
si siguranta DARZALEXTM (daratumumab) la subiectii cu mielom multiplu care au primit cel putin 3
linii anterioare de terapie (incluzand un inhibitor de proteazom si IMiD) sau sunt dublu refractari la
inhibitorul de proteazom si la un IMiD (EDMS-ERI-92399922; de Weers si colab., (2011) J Immunol
186(3): 1840-1848).
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Aceste evaludri au inclus: rata de raspuns global (ORR), durata raspunsului, timpul de raspuns si
cel mai bun raspuns, rata beneficiului clinic, timpul pand la progres (TTP), supravietuirea fard progres
(PFR), si supravietuirea globala (ORS).

Un total de 124 de subiecti au fost tratati cu DARZALEX™ (daratumumab) in acest studiu (de
Weers si colab., (2011) J Immunol 186(3): 1840-1848). 18 subiectii au fost tratati cu 8 mg/kg s1 106
subiecti au fost tratati cu 16 mg/kg. Programul de dozare a fost dupa cum urmeaza:

Grupul A: DARZALEX™ (daratumumab) 16 mg/kg: Ciclurile 1 si 2: zilele 1, 8, 15, si 22
(saptamanal), ciclurile 3 pand la 6: zilele 1 si 15 (In fiecare altd sdptdmand), ciclurile 7+: ziua 1 (la fiecare
4 sgptamani). Fiecare ciclu a fost de 4 sdptdmani.

Grupul B: DARZALEX™ (daratumumab) 8 mg/kg: Ciclul 1+: ziua 1 (la fiecare 4 sdptimani).

Obiectivul primar al studiului a fost de a determina eficacitatea a 2 regimuri de tratament cu
DARZALEX™ (daratumumab), dupd cum s-a misurat prin ORR (CR + PR), la subiectii cu mielom
multiplu care au primit cel putin 3 linii anterioare de terapie incluzénd un PI i un ImiD, sau a céror boala
este dublu refractard atat la un PI cat si la un IMiD (raport studiu clinic: un studiu de faza 2, cu eticheta
deschisi, multicentru, care investigheazi eficacitatea si siguranta DARZALEX™ (daratumumab) la
subiectii cu mielom multiplu care au primit cel putin 3 linii anterioare de terapie (incluzdnd un inhibitor
de proteazom si IMiD), sau sunt dublu refractari la un inhibitor de proteazom si un IMiD. EDMS-ERI-
92399922).

Obiectivele secundare ale acestui studiu au inclus evaluarea sigurantei si tolerabilitatii
DARZALEX™ (daratumumab), demonstrarea unor misuri suplimentare de eficacitate (de ex., beneficiu
clinic, TTP, PFS, si OS) impreund cu evaluarea farmacocineticilor, imunogenicitétii, farmacodinamicilor,
si explorarea biomarkerilor predictivi ai rdspunsului la DARZALEX™ (daratumumab). Informatii
suplimentare legate de studiu sunt disponibile din protocolul studiului clinic (raport studiu clinic: un
studiu de fazd 2, cu etichetd deschisd, multicentru, care investigheazd eficacitatea si siguranta
DARZALEX™ (daratumumab) la subiectii cu mielom multiplu care au primit cel putin 3 linii anterioare
de terapie (incluzand un inhibitor de proteazom si IMiD), sau sunt dublu refractari la un inhibitor de
proteazom si la un IMiD. EDMSERI-92399922).

In etapa 1 a partii 1, 1 subiect (6%) a raspuns din grupul cu 8 mg/kg, si 5 subiecti (31%) au
raspuns din grupul cu 16 mg/kg. Prin urmare, numai grupul cu 16 mg/kg a fost extins in etapa 2 a pértii 1
si 1n partea 2.

in grupul cu 16 mg/kg, 31 subiecti au obtinut raspuns de PR sau mai bun pe baza evaluarii IRC;
ORR a fost 29% (95% CI: 21%, 39%). Trei subiecti (3%) au obtinut sCR, si 13 subiecti (12%) au obtinut
VGPR sau mai bine.

Exemplul 3. Efectul DARZALEX™ (daratumumab) asupra expansiunii si activitatii
celulelor T la pacientii inscrisi in studiul 54767414MMY2002 (SIRIUS)

CD38 este exprimatd pe o varietate de celule imune si hematopoietice. Profilarea imuna ampla
prin citometrie de flux a fost efectuatd pentru a examina efectul

DARZALEX™ (daratumumab) asupra subseturilor de celule imune si asocierea nivelurilor
initiale ale acestor celule cu raspunsul clinic. Diferite populatii de celule, incluzand celulele T (CD3*,
CD4*, CD8* si celulele T regulatoare (Treg)), celulele B (CD19%), celulele NK, monocitele (CD14%),
leucocitele, si neutrofilele au fost evaluate prin citometrie de flux in aspiratele din singele periferic si
miduva osoasd, initial si dupi tratamentul cu DARZALEX™ (daratumumab) pentru a monitoriza
modificdrile In aceste populatii celulare la respondenti si nerespondenti.

Limfocite, leucocite, monocite si neutrofile

Numirul de leucocite, limfocite, monocite, si neutrofile a fost studiat in singele periferic la
respondenti si nerespondenti. S-a gisit ¢ limfocitele totale au crescut cu tratamentul cu DARZALEX™
(daratumumab) la respondenti atat cu doza de 8 mg/kg cat si cu doza de 16 mg/kg (Figura 1). Modelarea
liniard cu efect mixt a dezviluit o crestere de 0,8 x 10° celule/uL pe scari logaritmica per 100 zile (CI =
0,06, 0,11). O crestere usoara a fost gésita pentru monocite si leucocite cu o crestere semnificativad de 0,03
x 10° celule/uL (CI = 0,01, 0,04) si 0,03 x 10° celule/ul. pe scari logaritmica (CI = 0,01, 0,05) pentru
fiecare 100 zile respectiv. Numéarul median de neutrofile a fost consistent cu valorile initiale i nu a variat
semnificativ, desi s-a observat neutropenie la unii pacienti.

Nivelurile initiale ale fiecareia din aceste populatii celulare au fost comparate Intre grupurile de
rdspuns. Nu s-a gésit nici o dovada cd nivelurile initiale sunt diferite pentru oricare din aceste tipuri de
celule Intre grupurile de raspuns utilizand testul Wilcoxon cu rang semnat (Tabelul 1).
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Tabelul 1.

Numir initial de celule In sangele periferic la respondenti vs nerespondenti

N gMedian gMedie (SD) Interval éValoare p*

\Leucocite: R 33 §4,3 §4,32 (1,65) (1,6; 8.,8)

\Leucocite: NR §4,77 (2,26) (2,13; 13,8) 20,60987

.

Limfocite: R (0,27, 2,67)

lefOClteNR ........... (0’3’2’8) ...............
MOHOClteR ................................................. (0’2’0’97) ..............................
Monocue R ........... P (0’04’1’3) .............
NeutroﬁleR ...... 54(1’23) ........................ (1’06’5’94) .............................
NeutroﬁleNR ......... ’05(2’08) ........................ (1’11’7) .................

..........................................................................................................................................................................................................................

N numér de mostre per grup

R respondent

ENR: nerespondent

‘*nerespondent vs respondent

SD: deviatie standard

Celule NK

Celulele NK totale (CD16*CD56%) si celulele NK activate (CD16*CD56%™) au fost reduse cu
tratamentul cu DARZALEXTM (daratumumab) in timp (datele nu sunt prezentate).

Celule B

Numdrul absolut de celule B (CD45*CD3CD19*) a fost mésurat in aspiratele din séngele
periferic sau miduva osoasi in timpul tratamentului cu DARZALEX™ (daratumumab) in timp, la
respondenti si nerespondenti. Celulele B au crescut usor in séngele integral si s-au mentinut in aspiratele
maduvei osoase. Modelarea liniard mixta a celulelor B in sangele periferic a dezvaluit o crestere minimala
de 0,1 x 106 celule/ul [CI=0,04, 0,16 pentru fiecare 100 zile pe scari logaritmici n decursul tratamentului
cu DARZALEX™ (daratumumab). Nu au fost modificiri in procentajul de celule B (CD45*CD3-
CD19*/limfocite) in aspiratele din maduva osoasd In timpul tratamentului cu daratumumab, fie la
respondenti sau fie la nerespondenti (p = 0,1 si respectiv 0,4). In plus, nu s-a constatat nici o dovada c
numdrul de celule B initial ar fi diferit intre respondenti si nerespondenti (p = 0,5).

Celule T

S-a observat ¢i limfocitele au crescut cu tratamentul cu DARZALEX™ (daratumumab) (Figura
1) chiar daca celulele B au prezentat doar o crestere minimald (vezi mai sus). Pentru a investiga in
continuare, au fost studiate diferite populatii de celule T (celule T CD3*, CD4*, CD§"*, celule T
regulatoare) atét in sangele periferic cit $i in maduva osoasa.

Celulele T CD3"*, CD4* si CD8* au crescut in sangele periferic (atdt numérul absolut/pl cat si
procentajul de limfocite) dupd tratamentul cu DARZALEX™ (daratumumab). Figura 2 prezintd
modificarea procentuald a numdrului absolut de celule T CD3* (CD45*CD3*) fatd de valorile initiale n
sangele periferic in timp pentru fiecare pacient. Linia neagrd din figurd prezintd numdarul absolut median
x 10° celule/ul, pentru toti pacientii. In figurd au fost incluse doar vizitele cu mai mult de 2 observatii.
Figura 3 prezintd modificarea % a numaérului absolut de celule T CD4* (CD45*CD3*CD4*) fatd de
valorile initiale in singele periferic in timp, pentru fiecare pacient. Linia neagrd din Figurd prezintd
mediana pentru toti pacientii. In figura au fost incluse doar vizitele cu mai mult de 2 observatii. Figura 4
prezintd modificarea % a numéarului absolut de celule T CD8* (CD45*CD3*CD8") fata de valorile initiale
in sangele periferic In timp, pentru fiecare pacient. Linia neagrd din Figurd prezintd mediana pentru toti
pacientii. In figurd au fost incluse doar vizitele cu mai mult de 2 observatii. Modelarea liniard mixta a
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numaérului absolut in singele periferic, a dezviluit in medie o crestere a celulelor T totale (CD45*CD3%)
de 0,13 x 108 celule/ul pe scard logaritmici pentru fiecare 100 zile (CI = 0,1, 0,15) dupi tratamentul cu
DARZALEX™ (daratumumab). S-a constat ci celulele T CD8* au crescut semnificativ cu 0,16 x10°
celule/ul pe scard logaritmicd pentru fiecare 100 zile (CI =0,13, 0,19). S-a constatat c& celulele CD4* au o
crestere moderati de 0,11 x10° celule/ul pe scari logaritmica pentru fiecare 100 zile (C1= 0,09, 0,13).

Pentru fiecare din subpopulatiile de celule T, respondentii au prezentat o modificare procentuala
maximd mai ridicatd a numdrului absolut initial decat nerespondentii (CD3* p=3,2993e-05; CD4*
p=3,486¢-05; CD8* p=2,7172¢-05; celule T regulatoare p=0,002). Tabelul 2 prezinta rezultatele testului
Wilcoxon cu rang semnat pentru comparatia fiecirei subpopulatii de celule T din séngele periferic intre
respondenti si nerespondenti pentru modificarea procentuald a numarului absolut initial.

Tabelul 2.

Modificare procentuald a numarului absolut de celule; sange periferic

\Mostré N éMedian gMedie (SD) Interval Valoare p*

CD45'CD3*: R 338676 11891 (104,07) (-16,1; 398,71)

Modificare procentuald a numarului absolut de celule; sange periferic

\Mostré N EMedian gMedie (SD) Interval Valoare p*
CD45'CD3* NR 80 §28,08 §43,02 (69,55) (-67,11; 286,67) 3,30E-05
CD45'CD3*CD4* R 33 §72,08 §77,74 (60,99) (-21,05; 233,21)

CD45* CD3*CD4* NR 80 19,48 529,36 (59,58) (-68; 298,89) 3,49E-05

.

CD45* CD3*CDS$*: R f106,6 §180,81 (192,37) (-7,07;760,51)

R respondent

TNR: nerespondent

.........................................................................................................................................................................................................................

g*respondent vs. Nerespondent

SD: deviatie standard

In mod similar in maduva osoasd, s-a constatat ci celulele T totale (CD45*CD3* ca procentaj de
limfocite) si celulele T CD8* (CD45*CD3*CD8" ca procentaj de limfocite) cresc semnificativ in timpul
tratamentului cu DARZALEX™ (daratumumab), atat pentru respondenti cit si pentru nerespondenti
(respondenti CD3* p=3,8147e¢-06, nerespondenti p=9,8225¢-05;, respondenti CD8* p=3,8147¢-06,
nerespondenti p=0,0003). Nu a existat nici 0 modificare in celulele T CD4* mediane din miduva osoasa
din nici un grup de raspuns clinic. Tabelul 3 prezinta rezultatele testului Wilcoxon cu rang semnat pentru
diferite celule T ca % de limfocite In maduva osocasid. Figura 5 prezintd procentajul (%) de celule
CD45*CD3* in timp, In timpul tratamentului cu DARZALEX™ (daratumumab) (atit respondentii cat si
nerespondentii sunt inclusi in grafic). Figura 6 prezintd % de celule CD45*CD3*CD8* in timp, in timpul
tratamentului cu DARZALEX™ (daratumumab) (atit respondentii cét si nerespondentii sunt inclusi in
grafic).

Tabelul 3.

ot s Ea e hEa e e E R R R R R R RN R R RN R R R R R R R RN R R R R R R RN R RN R R R R R R R R R R R R R RN R RN R R RN E R RN R RN ErEEEEREaErErEaErararr e rr s

Mostra iNR: valori {NR: pe 1 pe
! ‘initiale {tratament {tratament

'CD45*CD3*/ limfocite

................................................................................................................................................................................................................................
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Mediand 72,2 83,6 77,9 91,4
Medie (SD) {68,57 80,93 (11,57)  i71,82 87,67 (9.49)
(13,64) (14,92)
Interval 2(36,3; (50,9;97,4) §(42,2; (63,3;97,2) :
94,5) 94,8)
‘ Valoare p* | 9,8225¢-05 3.8147¢-06
CD45*CD3*CD4/ N 129 29 19 19
limfocite s ————————————
33,7 29,2 22,7 22,8
Medie (SD) i31,24 32,96 (12,57)

24,18 (7,37) 24,29 (9,58)

(12,14
éInterval §(6,3; 54,2) 1(9,6; 60,9) (8,1; 36,6) §(12,5; 45,4)
Valoare p* | 0,18351 0,98432
‘Popula‘;ii de celule T (% din limfocite) in maduva osoasa
lMostré ENR: valori {NR: pegR: valori{R: p
tinitiale tratament {initiale tratament :
CD45*CD3*CD8"/ N 29 29 19 19
limfocite
' ‘Mediand 1363 433 494 66,9
éMedie (SD) §37,39 47,74 (18,14) 46,91 §62,82 (12,79
1(13,64) (14.89) '
EInterval §(15,9; (18,5; 81) (24,5; §(33,1; 83.3)
: i67,2) 79,6) :
0,00026883 §3,8 147e-06

N: numdr de mostre per grup

R: respondenti

NR: nerespondenti

*valori initiale vs. pe tratament pentru grupul de respondenti sau nerespondenti

SD: deviatie standard

In timp ce atét respondentii cét si nerespondentii au demonstrat cresteri ale celulelor T in sangele
periferic i mdduva osoasd, respondentii au avut cea mai mare modificare procentuala fatd de valorile
initiale. Pentru a distinge dacd respondentii sau nerespondentii au avut diferite niveluri ale celulelor T
CD3*, CD4* si CDS8* inainte de tratamentul cu DARZALEX™ (daratumumab), au fost comparate
masurdtorile initiale ale fiecarui subgrup in sdngele periferic.

Nu au fost diferente semnificative statistic Intre respondenti si nerespondenti in numérul initial
absolut de celule T 1n sdngele periferic (Tabelul 4) sau in procentajul de celule T din limfocitele totale
din maduva osoasa (Tabelul 5), test Wilcoxon cu rang semnat.
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Tabelul 4.

Numirul initial absolut de celule din sangele periferic Inainte de tratament

‘Mostra N gMediané Medie (SD) §Interval Valoare p*
‘CD45*CD3* R 33 1574 715,91 (472,54) (186; 2096)
CD45*CD3*: NR 180 1638 672,5 (426,36) (855 2407) 0,81527

N numar de mostre per grup

R respondent

ENR: nerespondent

g*respondent vs nerespondeny per tip de celula

SD: deviatie standard

Tabelul 5.
% de celule T (% din limfocite) in miduva osoasa nainte de tratament
\Mostré N Mediana Medie (SD) Interval EValoare P
CD45*CD3": R 23 78,4 73,66 (14,43) (42,2;94,8)
CD45*CD3*: NR 65 76,5 73,5 (13,93) (36,3; 94.5) §0,8 1232
CD45*CD3*CD4* R 23 25 25,57 (8,32) (8,1;41,4)
CD45*CD3*CD4*: NR 65 25,3 27,53 (12,76) (6,3;55,2) 50,76482
CD45*CD3*CD8* R 23 50 47,7 (13,73) (24,5;79,6)
CD45*CD3*CD8*: NR 65 44,3 44,73 (15,49) (15,9;76. 1) §0,41678

R: nerespondent

A e S SRS RS R RS R Rt Rt R e Rt

respondent vs nerespondent per tip de celula

................................................................................................................................................................................................................................

Celule T regulatoare

Celulele Treg au fost identificate ca populatia de celule CD3*CD4*CD25*CD127%™ dintr-o
mostrd. Raportul dintre celulele T CD8™ si Treg-uri a fost evaluat in sangele periferic si mdduva osoasi la
pacientii tratati cu DARZALEX™ (daratumumab) in timp. Raportul a crescut atat la periferie cat si la
maduva osoasd. Figura 7A prezintd valorile mediane ale rapoartelor celulare CD8*/Treg si CD8*/CD4*
ale tuturor pacientilor per moment de timp in sdngele periferic. Figura 7B prezintd valorile mediane ale
rapoartelor celulare T CD8*/Treg si T CD8*/T CD4* ale tuturor pacientilor per moment de timp in
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maduva osoasd. Modificdrile In rapoartele numarului absolut de CD8*Tregs si CD8*/CD4* au fost
semnificative in sdngele periferic In timp tratamentului (Tabelul 6) si iIn maduva osoasd (Tabelul 7),
testul Wilcoxon cu rang semnat.

fn analizele datelor combinate din studiile SIRIUS si GEN501 (Exemplul 6), rapoartele mediane
ale celulelor CD8*/CD4* si CD8%/Treg in singele periferic au crescut in siptiména 8 (p = 5,110
pentru CD8*/CD4* si p = 1,8x107 pentru CD8%/Treg) si in siptimana 16 (p=0,00017 pentru CD8*/CD4*
si p = 4,1x107 pentru CD8*/Treg ). In mod similar, in maduva osoasd, rapoartele mediane ale celulelor
CD8*/CD4* si CD8*/Treg au crescut pe tratament (sdptdména 12 + 1 ciclu) in comparatie cu valorile
initiale (p = 0,00016 pentru CD8*/CD4* si p = 2,8x107 pentru CD8*/Treg). Nu s-a observat nici o
diferentd semnificativa intre respondenti si nerespondenti.

Tabelul 6.

Rapoarte ale celulelor T 1n sangele periferic

‘Mostré N éMediané Medie (SD) éInterval Valoare p*
CD$*/CD4*: Valon'§66 5119,75 191,78 (231,09) §(24,17; 1461,18)

initiale H H H

'CD$*/CD4*: C3D1 222,96 (167,44) 5(25,53; 867,58) 0,00046409
CD8+/CD4+C4D1 215’15(151’31)(25’86’798’83) .................. 0’00042154

CD8*/Treg-uri:
initiale

.....................................................................................................

‘*compara‘;ie cu valorile initiale; N: numdr de mostre per grup; SD: deviatie standard

Tabelul 7.

..............................................................................................

..........................................................................................................

Mostra N Nediané El\/Iedie (SD) Interval Valoare p*
CD8*/CD4*(/limfocite): valori 31 163,18 184.4 (129,5) (32,58;
initiale P 674,58)
CD8*/CD4*(/limfocite): pe 31 22189 24085(15557)  30,38; 0,0038599
tratament 666,4)
CD8*/Tregs(/limfocite): initiale valori 30 219,58 1802,73 (306,41;

5(1582,7) 7960)
:CD8+/ Treg-uri(/limfocite): pe %30 2273,56 53905,72 (451,22; 3,15E-07
tratament { (4232,73) 20825)

*comparatie cu valorile initiale; N: numar de mostre per grup; SD: deviatie standard

Exemplul 4. Conceptul studiului (GEN501)
Studiul GEN501 (NCT00572488) a evaluat DARZALEX™ (daratumumab) ca monoterapie la
pacientii cu MM dublu refractar. Izolarea mostrei, procesarea si analizele statistice au fost cum s-a descris
in Exemplul 1 si Exemplul 2. Studiul a fost descris in Lokhorst si colab., N Eng J Med 373:1207-19,

2005.

Pe scurt, studiul GEN501 a fost primul studiu clinic pe oameni al DARZALEXTM
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(daratumumab) la subiectii cu MM. Este un studiu de sigurantd de faza 1/2, cu ecaladarea dozei,
divizat in 2 péarti. Partea 1 este un studiu cu etichetd deschisa, cu escaladarea dozei; partea 2 este un studiu
cu o singurd ramurd, cu etichetd deschisd, cu mai multe cohorte, pe baza nivelurilor de dozare stabilite in
partea 1.

In partea 1, au fost evaluate 10 niveluri de dozare ale DARZALEX™ (daratumumab): 0,005,

0,05, 0,10, 0,50, 1, 2, 4, 8, 16, si 24 mg/kg. Celor 2 cohorte cu cea mai scizutd dozi, le-au fost
alocati 1 (+3) subiecti fiecareia, si o alocare standard de 3 (+3) subiecti a fost aplicatd celor 8 cohorte de
dozare rdmase. Partea 2 a fost un studiu singur, cu etichetd deschisd, incluzand doud niveluri de dozare,
de 8 mg/kg s1 16 mg/kg. Partea 1 a inclus 32 de subiecti si partea 2 a inclus 72 de subiecti.

Exemplul 5. Tratamentul cu DARZALEX™ (daratumumab) induce clonalitatea celulelor T
la pacienti

Datd fiind expansiunea celulelor T CD8* observatd atat la periferie cat si la maduva osoasa in
studiul MY2002, secventierea de generatie urméitoare cu randament ridicat a receptorului celulelor T
(TCR) a fost efectuats utilizind testul Imunoseq™ pentru a determina daci extinderea celulelor T CD8* a
fost de naturd clonald, indicAnd un rdspuns imun adaptiv. A fost evaluat un total de 17 mostre de la
pacienti de subiecti care au fost Inscrisi in studiul GEN501 (n=6 respondenti adicd, > PR; n=11
nerespondenti adicd, MR, SD, PD).

Secventierea TCR a dezviluit ¢ tratamentul cu DARZALEX™ (daratumumab) a crescut
semnificativ clonalitatea In rdndul pacientilor. Figura 8A prezintd corelatia intre clonalitatea celulelor T
pre vs. post tratamentul cu DARZALEX™ (daratumumab) (p = 0,0056). Figura 8B prezinti de céte ori s-
a modificat clonalitatea la pacientii individuali. Respondentii sunt marcati cu steluti. Aceste date
sugereazi ¢ expansiunea celulelor T observatd cu tratamentul cu DARZALEX™ (daratumumab) poate fi
de naturd clonala.

Respondentii au avut o expansiune totald mai mare in repertoriul TCR (dupd cum s-a méasurat
prin modificarea In abundentd; CIA) In comparatie cu nerespondentii. Figura 8C prezintd % de CIA
pentru pacientii individuali. Grupul A: respondenti, Grupul B: nerespondenti. S-a observat o diferentd
semnificativd statistic Intre respondenti si nerespondenti (p=0,037). Figura 8D prezinta suma modificarii
absolute in abundentd (CIA) la respondenti si nerespondenti pentru fiecare clona extinsd a celulelor T.
Figura 8E prezintd % maxim de CIA pentru fiecare pacient individual. Grupul A: respondenti, Grupul B:
nerespondenti. S-a observat o diferentd semnificativd statistic intre respondenti si nerespondenti
(p=0,048). Figura 8F prezintd CIA maximi a unei singure clone a celulelor T la respondenti (Grupul A)
s1 nerespondenti (Grupul B).

CIA a fost obtinuta prin identificarea diferentelor semnificative in abundenta clonala intre doua
mostre utilizdnd testul exact al lui Fisher (DeWitt si colab. J. Virol. 2015) si Insumand modificarea
absolutd in abundenta pentru fiecare clona extinsi.

Exemplul 6. Efectele imunomodulatoare ale DARZALEX™ (daratumumab) la pacientii
inscrisi in studiul GENS01

Au fost evaluate diferite populatii de celule T si B la respondentii $i nerespondentii inscrisi in
GENS501.

Limfocite

Similar cu studiul SIRTUS (MMY2002), limfocitele au crescut atat in sdngele periferic cét si in
miduva osoasi in timpul tratamentului cu DARZALEX™ (daratumumab). Aceasti crestere a fost atribuitd
numerelor crescute atit de celule CD4+ cat si de celule CD8™.

Celule de memorie centrala CD8*

Fenotipul celulelor T CD8* a fost studiat la pacientii tratati cu DARZALEX™ (daratumumab) in
timp, pe un subset de 17 pacienti inscrisi In studiul GEN 501. Celulele CD8* de la pacienti au fost
identificate ca (CD45RO-/CD62L*) naive (Tn) sau celule de memorie centrald (Tcowm)
(CD45RO/CD621+idieaty yiilizand protocoale standard.

Figura 9A prezintd % de celule naive CD8* (% din celulele CD8") si Figura 9B prezinta % de
celule de memorie centraldi CD8*. Tratamentul cu DARZALEX™ (daratumumab) a scizut semnificativ
cantitatea de celule T CD8" naive (p = 1,82x10™* in siptiména 8) si a crescut cantitatea de celule T de
memorie CD8* (p = 4,88x1072 in siptimana 8). Acest lucru ar sugera o tranzifie de la celulele T
citotoxice naive la celulele T de memorie care poate fi activatd impotriva unui antigen specific. Patratele
albe indicd pacientii care au obtinut cel putin un rdspuns minimal (> MR) si pétratele negre indica
pacientii care au boald stabild sau boald progresiva. O scddere semnificativ mai mare a celulelor T naive
CD8* a fost evidentd la pacientii care au raspuns la tratament (datele nu sunt prezentate). Figura 9C arata
cd tratamentul cu

DARZALEX™ (daratumumab) a crescut procentajul celulelor T cu restrictie HLA de clasa 1,
care conduc partial raspunsunsurile celulelor T specific virale si aloreactive. Figura 9D aratd céi
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extinderea celulelor T de memorie efectoare a exprimat niveluri scdzute de CD38. Este important de
observat cd aceste celule T afiseazd o activitate functionald normala si chiar crescutd impotriva peptidelor
virale si aloantigenilor (vezi Exemplul 8). Din aceste rezultate functionale, s-a concluzionat ca exista o
extindere, sau o activitate imbunitatitd, a celulelor T experimentate cu antigen impotriva virusurilor si
aloantigenilor in timpul tratamentului cu DARZALEX™ (daratumumab). Aceste date sugereazi ci, spre
deosebire de subseturile de celule regulatoare, celulele T efectoare nu necesitd expresia CD38 pentru a
functiona corespunzitor si a se extinde.

Celule T regulatoare pozitive la CD38

Observarea extinderii robuste i a activitdtii crescute a celulelor T citotoxice impreund cu
literatura recentd care aratd ca céteva subseturi de celule imunosupresive exprima CD38, a determinat
examinarea efectelor DARZALEX™ (daratumumab) asupra populatiilor de celule regulatoare, celule T
regulatoare (Treg-uri), celule supresoare derivate din mieloide (MDSC-uri) si celule B regulatoare (Breg-
uri).

Celulele T regulatoare (Treg-uri) (CD3*CD4*CD25*CDI127%™) au fost izolate utilizAnd
protocoale standard. Frecventa Treg-urilor a fost analizata utilizand citometria de flux.

O subpopulatie de Treg-uri periferice (10% + 10%) a exprimat niveluri ridicate de CD38 inainte
de activarea Treg-urilor. Figura 10A, panoul de sus prezintd frecventa Treg-urilor in populatia initiald de
celule CD3*CD4* (populatia de celule P4). Figura 10A, panoul de jos prezintd subsetul de Treg-uri care
exprimid CD38 ridicat (populatia de celule P5). Aceste Treg-uri CD38* au fost extrem de sensibile la
tratamentul cu DARZALEX™ (daratumumab) si au prezentat o scidere semnificativi si aproape imediata
dupi prima dozd de DARZALEX™ (daratumumab) (n = 17 pacienti; P = 8,88x107!6 in siptimana 1
versus valorile initiale). Frecventa Treg-urilor dupi tratamentul cu DARZALEX™ (daratumumab) este
prezentatd in Figura 10B, panoul de sus (populatia de celule P4). Figura 10B, panoul de jos aratd ci
Treg-urile CD38"4t (¢celulele P5) au constituit populatia de Treg-uri cea mai semnificativ depletatd dupa
prima perfuzie cu DARZALEX™ (daratumumab). Aceste Treg-uri CD38* au rimas depletate prin
tratamentul cu DARZALEX™ (daratumumab) (p = 8,88x1076, 1,11x107%, si 1,50x10!! in saptimanile 1,
4, si respectiv 8, versus valorile initiale. Figura 10C prezinti % din Treg-urile CD38%%¢ din totalul de
celule CD3* la momentul initial, in sdptdmana 1, in sdptdmana 4, in sdptdmana 8, la recidivi, si la 6 luni
dupi sfarsitul tratamentului (EOT). Treg-urile CD38%4 ay fost recuperate la momentul initial, la acel
moment de timp. Modificérile in Treg-urile CD38* au fost similare intre pacientii care au i nu au raspuns
la tratament, totusi raportul dintre celulele T CD8*:Treg-uri a fost semnificativ mai ridicat in siptdména 8
la pacientii care au prezentat un raspuns la DARZALEX™ (daratumumab) (P = 0,00955; Figura 10D).

Pentru a evalua posibila relevantd biologicd a depletiei Treg-urilor CD38* cu tratamentul cu
DARZALEX™ (daratumumab), a fost evaluatd capacitatea supresivd a Treg-urilor CD38* versus Treg-
urile CD38" asupra celulelor T CD3* autologe. Intr-o serie de experimente efectuate cu mostre de la mai
multi donatori sdndtosi, Treg-urile CD38* au suprimat proliferarea celulelor T mai robust (s-a observat o
proliferare celulard de 9,9%) decat Treg-urile CD38" (s-a observat o proliferare celulard de 53,2%) sau
controlul negativ (s-a observat o proliferare celulard de 74,9%) (Figura 10E).

Deoarece MDSC-urile nu au fost detectabile cu usurintd in mostrele de PBMC-uri congelate,
MDSC-urile granulocitare CD38* (CD11b*CD14'HLA-DR-CD15*CD33*) au fost generate in vitro din
PBMC-uri izolate de la pacienti la momentul initial i de la pacientii care au primit o perfuzie de
DARZALEX™ (daratumumab). Figura 11 prezintd histograma citometriei de flux a MDSC-urilor
identificate (Figura 11, histograma de sus, populatia celulard in casete). Aproximativ jumitate din
MDSC-uri au exprimat CD38 (Figura 11, graficul din mijloc; populatia celulard P7 incercuitd). MDSC-
urile CD38%¢at au fost aproape depletate la pacientii tratati cu DARZALEX™ (daratumumab) (Figura 11,
graficul de jos; populatia celulard P7 incercuit).

MDSC-urile nespecifice cu descendentd CD38%dcat au fost depletate cu tratamentul cu
DARZALEX™ (daratumumab) in timp, atit la nerespondenti cét si la pacientii care au cel putin un
rispuns minimal la tratament. Figura 12 arati ci procentajul de MDSC-uri CD38%4 3 fost redus la
aproape 0% la pacienti la 1 sdptdmana, 4 sdptimani sau 8 sdptdmani de tratament. MDSCurile nespecifice
cu descendentd CD381t qu revenit la valorile initiale dupa sfarsitul tratamentului.

Pacientii cu cele mai mari populatii de CD38* din cadrul MDSC-urilor nespecifice cu
descendentd au demonstrat cele mai bune si mai durabile rispunsuri la tratamentul cu DARZALEX™
(daratumumab). Figura 13 aratd cd pacientii 2, 4, 15, 16 s1 17 avand cel mai mare procentaj de MDSC-uri
CD38dicat (aga cum se aratd in Figura 11) si clasificati ca pacienti cu PR sau MR, au avut o supravietuire
fard progresie (PFS) de cel putin 8 luni.

MDSC-urile nespecifice cu descendentd CD38%dcat ay fost de asemenea sensibile la ADCC
indusi de DARZALEX™ (daratumumab) in vitro. Testele ADCC au fost efectuate utilizind MDSC -uri
CD38g%dicat de 1a doi donatori si celule Daudi ca celule {intd de control cu un raport dintre celulele
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efectoare: celulele tintd de 50:1. Figura 14 prezintd rezultatele experimentului de la un donator.
DARZALEX™ (daratumumab) a indus lizarea celulelor MDSC.

Breg-urile CD38* au fost méisurate la pacientii tratati cu DARZALEXTM (daratumumab) (n =
16) si, similar cu Treg-urile CD38*, au fost depletate dupd prima dozi de DARZALEXTM
(daratumumab) (p = 0,0018 in sdptdméana 1 comparativ cu valorile initiale; test imperecheat cu rang
Wilcoxon) si au rdmas scdzute In timp ce pacientii au fost in tratament (Figura 15A). Bregurile sortate
FACS, cand au fost stimulate, au produs IL-10 (Figura 15B).

Colectiv, aceste observatii sugereazd ca depletia MDSC-urilor CD38* imunosupresive, Breg-
urilor, si Treg-urilor este un mecanism contributor semnificativ la modificirile induse de DARZALEX™
(daratumumab) in populatiile de celule T si clonalitate.

Exemplul 7. Celulele MDSC CD38* sunt prezente la pacientii cu cancer

Procentajul de MDSC (Lin"CD14-HLADR®*®%#™) si expresia lor CD38 au fost studiate n singele
periferic al pacientilor cu NSCLC sau cancer la prostatd utilizand citometria de flux.

Procentajul de MDSC-uri a fost intre aproximativ 10%-37% si intre aproximativ 10%-27% din
PBMC-uri In mostrele analizate de la pacientii cu NSCLC si respectiv cancer la prostatd. Expresia CD38
a fost identificatd in 80-100% din MDSC-urile LinCD14*HLADR"*%# din PBMCurile de la pacientii cu
NSCLC si in 70-100% din MDSC-urile din PBMC-urile de la pacientii cu cancer la prostata.

Exemplul 8. DARZALEX™ (daratumumab) imbunititeste raspunsurile antivirale ale
celulelor T

Pentru a evalua suplimentar efectul DARZALEX™ (daratumumab) asupra aclivirii si
functionalitatii celulelor T, a fost mésuratd productia de IFN-y din celulele T periferice ca raspuns la
virusuri si aloantigeni, la pacientii tratati cu DARZALEX™ (daratumumab) (n = 7) cu o serie de rezultate
clinice. Pacientii cu un PR sau mai bun au demonstrat o crestere semnificativd a secretiei de IFN-y ca
rdspuns la virusuri §i aloantigeni dupd tratamentul cu DARZALEX™ (daratumumab), comparativ cu
valorile initiale, pentru cel putin un moment de timp in timpul tratamentului, sugerand ca functia celulelor
T mu este alteratd de expresia scdzutd a CD38 (vezi Exemplul 6, Figura 9C). Similar cu datele de
clonalitate TCR, aceastd crestere a fost mai marcati la pacientii care au rispuns la DARZALEX™
(daratumumab) decat la cei care nu au raspuns. Figura 16A prezinta raspunsul antiviral al unui pacient
reprezentativ cu VGPR. Figura 16B prezintd rdspunsul antiviral al unui pacient reprezentativ cu CR.
Figura 16C prezintd rdspunsul antiviral al unui pacient reprezentativ cu PD. Figura 16D prezinta
raspunsul antiviral al unui pacient reprezentativ cu MR. In Figuri, barele de eroare reprezintd eroarea
standard a mediei culturilor duplicate. Asteriscul inseamnd modificdri semnificative statistic intre
comparatiile indicate. Este prezentat cel mai bun raspuns de la Comitetul de revizuire independent. In
mod consistent cu aceste rezultate, celulele T reactive la virus de la pacientii cu VGPR (Figura 16E) sau
CR (Figura

16F) au demonstrat o crestere a capacititii proliferative in timpul tratamentului cu
DARZALEX™ (daratumumab).

Exemplul 9. Mecanism de sensibilitate al subtipurilor de celule imune care exprima CD38,
la DARZALEX™ (daratumumab)

Datele din ambele studii GEN501 si SIRIUS au indicat c¢d unele celule imune care exprimi
CD38 sunt depletate (celulele NK, celulele T regulatoare (Treg-urile), celulele B regulatoare (Bregurile),
si celulele supresoare derivate din mieloide (MDSC-urile)), In timp ce altele, care exprimad CD38 cresc ca
numdr (celulele T citotoxice si ajutitoare) cu terapia cu DARZALEX™ (daratumumab).

Pentru a aborda mecanismul de sensibilitate, nivelurile de expresie ale CD38 au fost evaluate in
diferite subpopulatii de celule imune de la donatori sdnétosi si la pacientii cu mielom multiplu Insecrisi fie
in studiul GEN501 sau fie in studiul SIRIUS. Figura 17A prezintd o histogramd a expresiei lui CD38 in
celulele imune de la un donator sdndtos, si Figura 17B prezintd o histogramd a expresiei lui CD38 in
celulele imune de la un pacient cu mielom multiplu. La un donator sinétos, expresia lui CD38 a fost cea
mai mare pe celulele NK, urmatd de monocite, bandd de celule T. La un pacient cu mielom multiplu,
expresia lui CD38 a fost cea mai mare pe celulele plasmatice, urmata de un subset de celule B, celule NK,
monocite, celule B si celule

T. Figura 17C prezintd o comparatie a intensitétii fluorescente medii (MFI) a CD38 1n celulele
NK, Treg-uri, Breg-uri, celule B si celule T de la pacientii cu mielom recidivat si refractar, demonstrand
cé, dupa celulele plasmatice, celulele NK au exprimat cele mai mari niveluri de CD38, urmate de celulele
T regulatoare (Treg-uri) si celulele B regulatoare (Breg-uri).

In plus fatd de expresia CD38, alte proteine de suprafata celulard, cum ar fi proteinele inhibitoare
de complement (CIP-uri; CD46, CDS55, CDS59) pot contribui la sensibilitatea sau rezistenta la
DARZALEX™ (daratumumab). Prin evaluarea in vitro a CIP-urilor in subpopulatiile de celule imune s-a
constatat ci celulele NK exprimd niveluri foarte scazute ale CD59 si CD55, in timp ce alte populatii de
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celule T si B exprimd niveluri mult mai ridicate. Acest lucru ar putea contribui de asemenea la
variabilitatea sensibilititii DARZALEX™ (daratumumab) in subtipurile de celule imune (datele nu sunt
prezentate).

Discutie

Acest studiu descrie efecte imunomodulatoare necunoscute anterior ale
DARZALEX™ (daratumumab) prin reducerea populatiilor celulare imunosupresive CD38" si inducerea
concomitentd a extinderii celulelor T ajutédtoare si citotoxice, productiei de IFN-y ca rdspuns la peptidele
virale, si clonalitatea TCR crescutd, care indicd un raspuns imun adaptiv imbunatatit.

Acest studiu demonstreazd cd MDSC-urile si Breg-urile exprimd CD38 si au fost susceptibile la
tratamentul cu DARZALEX™ (daratumumab). Aceste celule sunt cunoscute ca fiind prezente in
micromediul tumoral §i contribuind la cresterea tumorii, evaziunii imune, angiogenezei, metastazei, si
productiei de citokine supresive. In plus fatd de aceste subseturi celulare supresive CD38*, a fost
identificatd o noud subpopulatie de celule T regulatoare (CD4*CD25*CD127%") care au exprimat de
asemenea niveluri ridicate de CD38 si au demonstrat capacititi supresive superioare celulelor T autologe.
Aceste celule au fost de asemenea sensibile la DARZALEX™ (daratumumab) si au fost semnificativ
reduse la pacientii care au primit tratament. Eliminarea mediatdi de DARZALEX™ (daratumumab) a
acestor celule imunoregulatoare CD38", poate reduce supresia locald imund in micromediul mielomului si
permite celulelor efectoare imune pozitive s se extinda si sd contribuie la rdspunsul antitumoral.

Intr-adevir, cresterea semnificativa pe larg a populatiilor de celule T, incluzand atat CD4* cét si
CDS8*, a fost observata atat la sangele periferic cat si la miduva osoasi (adicd, tumoarea). Populatiile
CDS8* specifice au fost modificate cu terapia cu

DARZALEX™ (daratumumab), incluzind sciderea semnificativi a celulelor T naive si cresterea
concomitentd semnificativd a celulelor T CD8* de memorie efectoare, ceca ce indicd o deplasare a
celulelor T efectoare cétre un fenotip experimentat antigenic care a retinut memoria imunologicd si poate
fi reactiv impotriva antigenilor tumorali. Rapoartele dintre CD8":CD4* si CD8*: Treg-uri, au crescut de
asemenea semnificativ cu tratamentul, demonstrand o deplasare a regulatorilor imuni pozitivi versus
negativi.

Pentru a evalua dacd extinderile celulelor T CD4* si CD8* au fost de naturd clonald, a fost
examinat repertoriul celulelor T, intr-un subset al pacientilor. Clonalitatea celulelor T a crescut
semnificativ cu tratamentul cu DARZALEX™ (daratumumab), chiar si la pacientii care au avut cel mai
bun rdspuns de SD sau care au progresat. Prin urmare, clonalitatea crescutd a celulelor T nu se poate
datora simplu doar reducerii Incércdrii tumorale. Cu toate acestea, deformarea in clonalitatea celulelor T a
fost mai mare la pacientii cu un rdspuns clinic bun, si a fost corelatd cu cresterea celulelor T CDS§*,
sugerdnd ci extinderea observati a celulelor T cu tratamentul cu DARZALEX™ (daratumumab) a fost
determinatd de antigen. Acest lucru este remarcabil la aceastd populatie de pacienti, care a fost pretratata
puternic (mediand de 5 Inainte de liniilor de terapie) si nu este de asteptat sd poatd fi capabil s genereze
un raspuns imun antitumoral puternic. in plus fata de clonalitatea TCR crescutd, pacientii cu un rispuns la
DARZALEX™ (daratumumab) au demonstrat rispunsuri crescute ale celulei T la virale si aloantigeni
preexistenti, sugerand salvarea sistemului imunitar dintr-o stare imunosupresiva.

Tratamentul cu DARZALEX™ (daratumumab) a cauzat o reducere a MDSC-urilor supresive
imune si a celulelor T regulatoare si a celulelor B. Aceste reduceri au fost concomitente cu o extindere a
celulelor T CD4* ajutitoare si a celulelor T CD8* citotoxice. Clonalitatea celulelor T si rdspunsurile
antivirale functionale dupd cum s-a masurat prin productia de IFN-y, au crescut de asemenea cu
tratamentul cu DARZALEX™ (daratumumab). Aceste observatii au indicat ¢ celulele T au continuat si
functioneze corespunzitor, in ciuda expresiei scizute a CD38, si sugercazd ca rispunsul crescut al
celulelor T se poate datora depletiei celulelor regulatoare. In plus, aceste modificari in expansiunea,
activitatea, si clonalitatea celulelor T au fost mai pronuntate la pacientii care au rispuns la DARZALEX™
(daratumumab) comparativ cu cei care nu au rispuns. Recidiva de la terapia cu DARZALEX™
(daratumumab) a fost asociatd cu inversarea multora din aceste modificdri. Acest lucru sugereazd un
mecanism suplimentar, necaracterizat anterior de actiune al DARZALEX™ (daratumumab) prin
imunomodulare, care ar putea contribui la raspunsurile clinice si eficacitatea acestora.

Recent, anticorpii care promoveazi rdspunsuri imune antitumorale, mai degrabad decét {intirea
directd a cancerului, au demonstrat eficacitate Intr-o serie de situatii. Anticorpii care inhibd CTLA-4 si
PD-1 promoveazd expansiuneca celulelor T si Imbunititeste activarea celulelor T, conducénd la
supravietuirea prelungitd si recurenta intarziatd a bolii la pacientii cu tumori solide avansate $i malignitati
hematologice cum ar fi limfomul Hodgkin. Prin amplificarea imunitétii anticancer, acesti anticorpi
imunomodulatori pot nu numai induce rdspunsuri clinice, ci de asemenea si preveni recurenta bolii.
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Exemplul 10. Analiza proteomica serica a subiectilor cu mielom multiplu tratati cu agent
singur DARZALEX™ (daratumumab) in partea 2 a studiului clinic 54767414MMY2002 (SIRIUS)
Colectarea si procesarea mostrei de biomarker

Mostrele din sangele periferic au fost colectate in tuburi standard separatoare de ser (2,5 mL
pand la 5 mL) si alicotele serice au fost transportate congelate Somal.ogic, Inc (Boulder, CO) pentru
profilarea proteinelor serice multianalitice.

Profilarea proteinei serice a fost efectuatd la Somal.ogic utilizadnd un test SOMAscan prevalidat,
care masoard 1129 analiti proteici prin utilizarea moleculelor pe bazi de afinitate SOMAmer. Reactivii
SOMAmer sunt reactivi de afinitate proteici pe bazd de ADN monocatenar. Testul utilizeaza cantititi mici
din mostra de intrare (150 ul. plasma) si transforméa semnalul proteic intr-un semnal SOMAmer care este
cuantificat de cétre o micromatrice ADN pesonalizata.

Fiecare SOMAmer contine 4 radicali functionali:

1. O secventd unicd de recunoastere a proteinei
2. Biotind pentru captura

3. Liant fotoclivabil

4. Moleculd fluorescentd pentru detectie

Secventa unicd de recunoastere a proteinei utilizeazd ADN si incorporeaza nucleotide modificate
chimic care imitd catenele laterale ale aminoacidului, extinzand diversitatea aptamerilor standard si
imbundtatind specificitatea si afinitatea interactiunilor proteind-acid nucleic (Gold si colab., PLoS One
5:¢15004, 2010). Aptamerii sunt selectati prin SELEX. Reactivii SOMAmer sunt selectati utilizand
proteine in conformatiile lor native. Ca atare, reactivii SOMAmer necesitd structuri proteice tertiare,
intacte, pentru legare. Proteinele inactive probabil nepliate sau denaturate, nu sunt detectate de cétre
reactivii SOMAmer.

Amestecurile principale de reactivi SOMAmer sunt grupate pentru tipul si dilutia mostrei.
Reactivii sunt prelegati la perle cu streptaviding inainte de incubarea mostrei. Proteinele din mostre sunt
legate la SOMAmerii Inruditi in timpul echilibrarii, spaldrii, incubarii cu biotind NHS, spilate si apoi
perlele sunt expuse la lumina UV pentru a cliva liantul fotoclivabil. Eluarea contine reactivi SOMAmer
legati la proteinele lor marcate cu biotind. O capturd de streptavidind si spéilarile ulterioare elimina
reactivii SOMAmer nelegati. In eluarea finald, moleculele de SOMAmer sunt eliberate de proteinele lor
inrudite prin conditii de denaturare. Eluatul final este hibridizat la micromatrice ADN Agilent
pesonalizate si fluoroforul de la moleculele SOMAmer a fost cuantificat prin unitéti fluorescente relative
(RFU). RFU sunt proportionale cu cantitatea de proteind din mostra.

Mostrele din studiul MMY2002 au fost testate in doud loturi primare. Un prim lot de 180 de
mostre a continut mostre de ser imperecheate ciclul 1 ziva 1 (C1D1, valori initiale) si C3D1 (ciclul 3 ziua
1) de 1a 90 subiecti. Cele 180 de mostre au fost analizate impreund pe 3 placi SomaScan separate. Cel de
al doilea lot de mostre include 50 de mostre C1D1, incluzand 35 de mostre repetate din lotul 1. Analizele
datelor

Seturi de date de intrare si definitii

Subiectii tratati cu un raspuns evaluabil, au fost inclusi in analiza datelor. Consistent pe parcursul
raportdrii, respondentii sunt definiti ca subiecti cu un cel mai bun raspuns global (per IRC, pentru
MMY2002) al sCR, VGPR, si PR, subiecti cu boala stabila (SD) ca subiecti cu raspuns minimal (MR) sau
SD, si nerespondentii sunt definiti ca subiecti cu un cel mai bun rdspuns global (per IRC, pentru
MMY2002) al bolii progresive (PD).

Preprocesarea datelor somalogice Alinierea lotului

Loturile 1 s1 2 ale mostrelor MMY2002 au fost testate pe doud versiuni diferite ale platformei
SOMAscan. Diferentele intre cele doud versiuni au fost minore, §i au inclus trei secvente SOMAmer care
s-au modificat Intre versiuni (CTSE: 3594-6_1 -> 3594-6_5, FCN1: 3613-62_1 -> 3613-62_5, BMPER:
3654-27_1 -> 3654-27 _4). Acestea au fost indepartate din analiza.

Masuritorile celor trei placi cu lotul 1 au fost aliniate in conformitate cu fluxul de lucru standard
de calibrare intre placile Somal.ogic, definind factorii de scalare de calibrare la nivelul intregii placi
pentru fiecare SOMAmer prin calcularea raportului dintre o valoare de referintd globala specifica
amestecului principal, si mediana a 7 mésuratori calibratoare de control pe placd. Factorul de scalare
specific pldcii pentru fiecare reactiv SOMAmer a fost aplicat fiecdrei mostre echivalent pe placi.

Date fiind diferitele versiuni ale platformei SOMAscan a loturilor 1 si 2, corectia sistematica a
variabilitatii intre loturi a fost facutd cu o implementare modificatd a fluxului de lucru de calibrare
standard Somal.ogic intre placi, prin valorificarea masurdrii repetate a 35 de mostre din loturi. Pentru
fiecare SOMAmer, raportul dintre mésurarea lotului 1 dupd calibrare, Impartit la méasurarea lotului 2
inainte de calibrare, a fost calculat pentru fiecare din cele 35 de mostre repetate (7i,j). Mediana acestor 35
de rapoarte a fost utilizatd pentru a defini factorul de scalare de calibrare revizuit, specific SOMAmer
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pentru mostrele lotului 2 (r;) . Acesti factori de scalare de calibrare au fost apoi implementati identic in
procedura SOMAscan standard.

& P W\ {

panirt inats mostrete repatsis §

Odata ce factorii de scalare revizuiti ai calibrarii au fost calculati, distributiile tuturor factorilor
de scalare pentru fiecare lot de analizd au fost reprezentate grafic pentru a evalua prezenta valorilor
aberante. 9 SOMAmeri cu calibratori extrem de mari sau extrem de mici (> 0,25 si < 3) au fost indepértati
din analize din cauza slabei reproductibilititi.

Dupé ce alinierea lotului si filtrarea SOMAmerului au fost finalizate pentru MMY2002, a fost
aplicatd o transformare log2 tuturor valorilor de concentratie de proteine ale MM Y2002 pentru a aduce
datele mai 1n concordantd cu o distributie normald si pentru a Imbunétdti performanta testelor statistice
parametrice.

Corectia variabilei confuze

Estimarea portiunii de variantd a setului de date explicatd prin meta variabile (cum ar fi date
demografice, clasid de rdspuns, si moment de timp de prelevare) si identificarea potentialilor factori de
confuzie, a fost efectuatd prin analiza componentei principale pe setul de date centrat si scalat. Modelele
liniare simple au fost ajustate pentru a identifica PC-ul cel mai bine notat, care a fost asociat semnificativ
cu fiecare din variabilele de interes. Semnificatia acestor asocieri a fost determinata utilizand un test Wald
s1 fractiunea de variabilitate a PC-ului explicatd de cétre model a fost estimata prin R2-ul ajustérii. Pentru
datele MMY2002, s-a constatat cd ID-ul situsului este corelat cu PC1 si a explicat cea mai mare portiune
a variabilitatii setului de date (> 7,37%, valoare p = 3,71x10-9). Pentru a reduce impactul efectelor
asociate cu situsul de achizitiei al mostrei asupra datelor, a fost utilizat ComBat28 pentru a corecta
efectele ID-ului situsului.

Contopirea repetata a mostrelor

Datele de la cele 35 de mostre repetate intre loturile 1 si 2 ale MM Y2002, au fost contopite prin
calcularea mediei pentru fiecare proteina.

Analiza diferentiata a concentratiei de proteinid Respondenti versus nerespondenti

Comparatia statisticdi a distributiilor concentratiilor de proteine la respondentii la
DARZALEXTM (daratumumab) versus nerespondenti a fost efectuatd atat la momentul initial cét si pe
tratament utilizdnd doud metode complementare (1) testul Wilcoxon cu sumi de rang (Hollander s1 Wolfe,
Ninparametirc Statistical Methods. New York: John Wiley & Sons. 1973. 2733 (o mostrd), 68-75 (doud
mostre) pe fiecare SOMAmer individual si (i) analiza Limma (Ritchie, M.E., si colab., Nucleic Acids
Res. 2015; 20:43(7):e47) pe toate SOMAmer-urile simultan. Taote valorile p au fost ajustate utilizand
metoda Benjamini-Hochberg (BH) pentru corectie cu ipoteze multiple (Benjamini i Hochberg, (1995) 1.
R. Statist. Soc. B,57: 289-300; R: A Language and Environment for Statistical Computing, R
Development Core Team, R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. 2011; ISBN 3-
900051-07-0). Ipoteza nula a nici unei expresii diferentiale a fost repinsa cand valoarea p ajustatd a fost <
0,05.

Pe tratament versus momentul initial

Au fost comparate nivelurile de proteind initiale versus pe tratament, utilizdnd trei metode
statistice alternative: (1) masurari bifactoriale repetate ANOVAG (i1) testul Wilcoxon cu rang semnat si
(ii1) testul Friedman (Johnson si colab., (2007) Biostatistics 8(1):118-127). Toate valorile p au fost
ajustate pentru a controla FDR utilizdnd metoda BH pentru corectie cu ipoteze multiple (Benjamini si
Hochberg, J.R. Statist. Soc. B,57: 289-300, 1995). in plus fatd de semnificatia tratamentului, masuratorile
ANOVA bifactoriale repetate (Chambers si colab., Analysis of variance; designet experiments: Chapter
5. Statistical Models in S, Editors J.M Chambers si T.J Hastie. Wadsworth & Brookes/Cole. 1992) au fost
de asemenea aplicate pentru a determina dacd a avut loc o interactiune semnificativd timp-punct de
raspuns-clasi pentru fiecare SOMAmer. Un test modificat Wilcoxon cu sumé de rang a fost aplicat ca test
post-hoc pentru a determina specific dacd respondentii si nerespondentii au prezentat diferite efecte ale
tratamentului, prin calcularea diferentei intre valorile concentratiilor de proteine pe tratament si la
momentul initial ale fiecdrui subiect, si efectuarea unui test Wilcoxon cu sumid de rang. Valorile
semnificative au fost ajustate utilizind metoda BH si ipoteza nuld a fost respinsa cand valoarea p ajustata
a fost < 0,05.

Instruire clasificator

Datele MM Y2002 ale nivelului proteic initial, au fost utilizate pentru a construi un clasificator de
predictie a rdspunsului. O abordare de validare incrucisatd, de 10 ori stratificatd cu bucld imbricatd, s-a
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repetat de 30 de ori, utilizand 4 masini de instruire diferite: masini vectoriale de sustinere (SVM), paduri
aleatorii (RF), Bayes naiv (NB), si arbori decizionali j48. Pentru fiecare cursant, procedura de instruire a
inceput cu crearea a 10 pliuri echilibrate ale setului de date (bucld exterioard). Unul din aceste pliuri a fost
mentinut ca cohortd de testare In timp ce, cele 9 rdmase au fost trecute intr-o bucld interioard ca cohorta
de instruire. In bucla interioard, cohorta de instruire a fost incd o datd impartitd in 10 pliuri echilibrate,
crednd seturi de instruire interioare si de testare interioare. Cursantii au fost instruiti pe fiecare din aceste
seturi de instruire interioare si acest procedeu a fost repetat de 30 de ori pentru fiecare cohortd din bucla
exterioard. Precizia fiecarui cursant din bucla interioara la predictarea seturilor de testare interioare a fost
utilizatd pentru a selecta caracteristicile $i optimiza parametrii modelului. Odata ce bucla interioard 30x a
fost completd pentru fiecare cohortd de instruire, performanta buclei exterioare (utilizdnd parametrii
optimizati si caracteristicile) a fost evaluatd pe ficcare cohortd de testare corespunzitoare. Intreaga
procedurd de bucld exterioard a fost apoi repetatd de 30 de ori, producand 30 de predictii de rdspuns
pentru fiecare mostrd din setul de date. Statisticile AUC, de sensibilitate, si specificitate obtinute de la
aceastd abordare in bucla au fost o aproximare de céat de bine va functiona modelul final, instruit pe
intregul set de date original, pe noi cazuri de test.

Rezultate din studiul MMY2002

Au fost efectuate diferite comparatii incluzand modificarile dependente de rdspunsul indus de
tratament 1n expresia proteinei. Una dintre proteine care a prezentat o expresie scidzutd la respondenti in
timp, a fost PD-L1, in timp ce expresia proteinei PD-L1 a crescut la nerespondenti in timp. Angajarea
PD-L1 pe celulele T conduce la o functie reduséd a celulelor T si la dezvoltarea crescutd a Treg-urilor.
Figura 18 prezinta profilul expresiei de proteine al PD-L 1 la respondenti, nerespondenti si la pacientii cu
boald stabild in ciclul 1 si ciclul 3.

Angajarea PD-L1 cu receptorul sdu PD-1 suprima raspunsurile antitumorale $i provoaca anergia
si epuizarea celulelor T. In timp ce nu se doreste sa fie legata de nici o teorie particulard, subreglarea PD-
L1 dupd tratamentul cu CD38 poate conduce de asemenea la potentarea imbunitititd a raspunsurilor
imune antitumorale in tumorile solide.
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(§7) Revendicari:

1. Un anticorp care se leagd specific la CD38 pentru utilizare in tratarea unui pacient care
are o tumoare solidd, cuprinzdnd VH din SEQ ID NO: 4 si VL din SEQ ID NO: 5, in care anticorpul este
de izotip IgG1.

2. Anticorpul care se leagd specific la CD38 pentru utilizare in conformitate cu
revendicarea 1, In care anticorpul cuprinde aminoacizii lantului greu din SEQ ID NO: 12, si aminoacizii
lantului usor din SEQ ID NO: 13.

3. Anticorpul care se leagd specific la CD38 pentru utilizare in conformitate cu
revendicarea 1 1n care anticorpul este de izotip [gG1x.
4. Anticorpul care se leagd specific la CD38 pentru utilizare conform oricédreia dintre

revendicdrile 1-3, In care tumoarea solidd este un melanom, un cancer pulmonar, un cancer pulmonar
nonmicrocelular scuamos (NSCLC), un NSCLC nescuamos, un cancer colorectal, un cancer la prostata,
un cancer la prostatd rezistent la castrare, un cancer la stomac, un cancer ovarian, un cancer gastric, un
cancer hepatic, un cancer pancreatic, un cancer la tiroida, un carcinom cu celule scuamoase de cap si gét,
un carcinom de esofag sau tract gastrointestinal, un cancer la sin, un cancer al trompelor uterine, un
cancer la creier, un cancer uretral, un cancer genitourinar, o endometrioza, un cancer de col uterin sau o
leziune metastaticd a cancerului.

5. Anticorpul care se leagd specific la CD38 pentru utilizare conform oricéreia dintre
revendicdrile 1-4, in care tumorii solide 11 lipseste expresia CD38 detectabila.
6. Anticorpul care se leagd specific la CD38 pentru utilizare conform oricdreia dintre

revendicdrile 1-5, In care anticorpul care se leagd specific la CD38 declangeazd un raspuns imun la
pacient, in care raspunsul imun este un raspuns al celulelor T efectoare (Tef), in care raspunsul Tef este
mediat de celulele T CD8", si in care raspunsul Tef este o crestere a numérului de celule T CD8*.

7. Anticorpul care se leagd specific la CD38 pentru utilizare conform oricdreia dintre
revendicdrile 1-5, in care anticorpul care se leagd specific la CD38 inhiba functia unei celule supresoare
imune, in care:

a. celula supresoare imuni este o celuld T regulatoare (Treg), in care Treg este o celuld T
CD3*CD4*CD25*CD1279™ in care Treg exprimd CD38, in care functia Treg este inhibata prin uciderea
Treg, si In care uciderea Treg este mediatd de citotoxicitatea celulard dependenta de anticorp (ADCC);
sau

b. celula supresoare imuni este o celuld supresoare imuna derivatd din mieloide (MDSC),
in care MDSC este o celulda CD11b*HLADR CD14-CD33*CD15*, in care celula CD11b*HLADRCD14-
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CD33*CD15" exprimd CD38, in care functia MDSC este inhibatd prin uciderea MDSC, si in care
uciderea MDSC este mediati de ADCC; sau

c. celula supresoare imund este o celuld B regulatoare (Breg), in care Breg este o celula
CD19*CD24*CD38", in care functia Breg este inhibatd prin uciderea Breg, si in care uciderea Breg este
mediatd de ADCC; sau

d. celulele supresoare imune rezida in sangele periferic.

8. Anticorpul care se leagd specific la CD38 pentru utilizare conform oricdreia dintre
revendicdrile 1-7, in care anticorpul care se leagi specific la CD38 este administrat In combinatie cu un al
doilea agent terapeutic, cum ar fi in care cel de al doilea agent terapeutic este un agent chimioterapeutic, o
terapie {intitd anticancer, un medicament standard de Ingrijire pentru tratamentul tumorii solide, sau un
inhibitor al punctului de control imun.

9. Anticorpul care se leagd specific la CD38 pentru utilizare in conformitate cu
revendicarea 8, in care inhibitorul punctului de control imun este un anticorp anti-PD-1, un anticorp anti-
PD-L1, un anticorp anti-PD-L2, un anticorp anti-LAG3, un anticorp anti-TIM3, sau un anticorp anti-
CTLA-4.

10. Anticorpul care se leagd specific la CD38 pentru utilizare in conformitate cu
revendicarea 9, in care:

a. inhibitorul punctului de control imun este un anticorp anti-PD-1, In care optional
anticorpul anti-PD-1 cuprinde:

i. VH din SEQ ID NO: 22 si VL din SEQ ID NO: 23; ii. VH din SEQ ID NO: 24 si VL
din SEQ ID NO: 25; iii. VH din SEQ ID NO: 32 si VL din SEQ ID NO: 33; sau iv. VH din SEQ ID NO:
34 s1 VL din SEQ ID NO:35; sau

b. inhibitorul punctului de control imun este un anticorp anti-PD-L1, in care optional
anticorpul anti-PD-L1 cuprinde:

i. VH din SEQ ID NO: 26 si VL din SEQ ID NO: 27; i1. VH din SEQ ID NO: 28 si VL
din SEQ ID NO: 29; sau iii. VH din SEQ ID NO: 30 si VL din SEQ ID NO: 31; sau

c. inhibitorul punctului de control imun este un anticorp anti-PD-L2; sau

d. inhibitorul punctului de control imun este un anticorp anti-LAG3; sau

e. inhibitorul punctului de control imun este un anticorp anti-TIM-3; in care optional,
anticorpul anti-TIM-3 cuprinde:

i. VH din SEQ ID NO: 36 si VL din SEQ ID NO: 37, sau ii. VH din SEQ ID NO: 38 si
VL din SEQ ID NO: 39.

11. Anticorpul care se leagd specific la CD38 pentru utilizare conform oricdreia dintre
revendicdrile 8-10, In care al doilea agent terapeutic este administrat simultan, secvential sau separat.

12. Anticorpul care se leagd specific la CD38 pentru utilizare conform oricdreia dintre

revendicdrile 1-11, in care anticorpul care se leagd specific la CD38 este administrat parental prin
perfuzie intravenoasa sau injectie bolus, intramuscular, subcutanat sau intraperitoneal.

13. Anticorpul care se leagd specific la CD38 pentru utilizare conform oricdreia dintre
revendicdrile 1-12, In care anticorpul care se leaga specific la CD38 este administrat intravenos.

14. Anticorpul care se leagd specific la CD38 pentru utilizare conform oricéreia dintre
revendicdrile 1-12, In care anticorpul care se leagé specific la CD38 este administrat subcutanat.

15. Anticorpul care se leagd specific la CD38 pentru utilizare conform oricdreia dintre
revendicérile 1-14, in care:

a. pacientul este tratat sau a fost tratat cu terapie cu radiatie; si/sau

b. pacientul a avut sau va suferi o interventie chirurgicala.

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