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Glosario:

LLA: leucemia linfobldstica aguda

LNH: linfoma no Hodgkin

LDCBG: linfoma difuso de células B grandes

LPM: linfoma primario mediastinico

LF: linfoma folicular

LFtr: linfoma folicular transformado a linfoma difuso de células B grandes
LCM: linfoma de células del manto

LLC: leucemia linfocitica crdnica

TR: transformacion de Richter

R/R: recaido o refractario

HCB: Hospital Clinic de Barcelona

HSJD: Hospital Sant Joan de Deu de Barcelona

IDIBAPS: instituto de Investigaciones Biomédicas August Pi i Sunyer
SLC: sindrome de liberacién de citocinas

ICANS: sindrome de neurotoxicidad asociada a células inmunes efectoras
NT: neurotoxicidad

MRP: mortalidad relacionada al procedimiento

RC: respuesta completa

RP: respuesta parcial

EMR: enfermedad medible residual

TRC: tasa de respuestas completas

TRG: tasa de respuestas globales

SLP: supervivencia libre de progresion

SG: supervivencia global

DR: duracién de la respuesta

10: inotuzumab-ozogamicina



BL: blinatumomab

TIL: linfocito infiltrante de tumor

TCR: receptor de linfocito T

TCR-T: linfocito T con receptor de linfocito T

CAR: receptor antigénico quimérico

CAR-T: linfocito T con receptor antigénico quimérico

CART19: linfocito T con receptor antigénico quimérico anti-CD19
ATMPs: medicamentos de terapias avanzadas

GTMPs: medicamentos de terapia génica

CMH: complejo mayor de histocompatibilidad

AEs: eventos adversos

SAEs: eventos adversos graves

SUSARs: eventos adversos graves sospechados

AALB: aplasia absoluta de linfocitos B

ALB: aplasia de linfocitos B

AUC: area bajo la curva

HAMAs: anticuerpos humanos anti-murinos

AloTPH: trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos
AutoTPH: trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos
iBTK: inhibidores de la tirosina cinasa de Bruton

iPI3K: inhibidores del fosfatidilinositol 3-quinasa

iBCL-2: antagonistas de BCL-2

SOS: sindrome de obstruccidn sinusoidal

NA: no alcanzado

AEMPS: agencia espafiola de medicinas y productos sanitarios
ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group

VIH: virus de inmunodeficiencia humana

VHB: virus de la hepatitis B

VHC: virus de la hepatitis C



PBMCs: células mononucleadas de sangre periférica
PUC: programa de uso compasivo

MO: médula 6sea

CoR: cociente de riesgos

AMO: aspirado de médula ésea

EEMa: enfermedad extramedular aislada

LCR: liquido cefalorraquideo

CTC: common terminology criteria

DSMB: data safety monitoring board

FEHH: Fundacién Espafola de hematologia y hemoterapia
Cl: consentimiento informado

CMN: células mononucleadas

POC: “point-of-care”

Tisa-cel: tisagenlecleucel

Axi-cel: axicabtagén ciloleucel

Liso-cel: lisocabtagén maraleucel

Brexu-cel: brexucabtagén autoleucel

Var-cel: varnimcabtagene autoleucel
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1 - Introduccién:

1.1. El sistema inmune y su intervencidn para el abordaje terapéutico del cancer:

La inmunoterapia contra el cancer ha avanzado considerablemente desde los primeros reportes
que William Coley, un cirujano de Nueva York, realizo en 1893 (1). El observé como la inoculacién
directa de cepas de estreptococcos de erisipela en los tumores de pacientes con sarcomas
“inoperables” conseguia reducciones considerables, o incluso “remisiones completas” en cuestidn
de dias y semanas. Se comenzaba a vislumbrar un vinculo inesperado entre la “activacién local”
del sistema inmune y la respuesta tumoral. Ya durante las tres primeras décadas del siglo XX

extendio el uso de un extracto bacteriano (la llamada toxina de Coley) en diferentes casos

recogidos en sus historias clinicas.

Para entonces ya habian pasado casi 100 afios desde que, en 1796, Edward Jenner, médico y
cientifico britdnico habia desarrollado y documentado la primera vacuna contra la viruela: un
“enemigo externo”. De esta forma, humanidad comenzaba a visualizar como era posible intervenir
al sistema inmune, para desarrollar inmunidad contra ciertos patégenos externos. La vacunacién
se extendié durante la segunda mitad del siglo XIX como herramienta de control de diferentes
enfermedades, destacando los trabajos de Louis Pasteur contra enfermedades tan letales en esos

tiempos como la rabia.

Sin embargo, mas alld de las limitaciones tecnoldgicas y de comprension de los tiempos de Coley,
una serie de preguntas vitales cobran vida: ¢Puede una intervencion médica generar una reaccion
en el sistema inmune que también permita eliminar un tumor? ¢Puede una intervencion médica
sobre el sistema inmune eliminar un “enemigo interno” como el cancer? ¢Hay un vinculo entre el
sistema inmune y el cancer? Todas estas preguntas se han definido durante mas de un siglo en un
controvertido debate entre aquellos que consideraban que el sistema inmunitario no podia ser
efectivo para algo interno y aquellos en los que veian en la funcion de reconocimiento y accién del
sistema inmunitario una opciéon mas de la lucha contra el cancer. La efectividad inmediata de la
cirugia, la radioterapia y sobre todo la quimioterapia, hicieron que la opcidn de inmunoterapia
quedara desterrada durante la mayor parte del siglo XX. Era necesario sin duda la obtencion de

mayor conocimiento para la recuperacién de esta opcion.
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No fue hasta la década de 1950, momento en el que nace el concepto de “inmunovigilancia del

cancer”. Dicho concepto nace de la mano de Paul Ehrlich (1956) y fue posteriormente enriquecido

por Lewis Thomas y Frank Macfarlane Burnet, entre otros (2—7). En el mismo, se postulaba que la

aparicion de células malignas es, de hecho, un acontecimiento frecuente, pero que habitualmente

es suprimido por la inmunidad natural. Y que, en contrapartida, el cancer se desarrolla cuando

esta inmunidad se debilita, donde los linfocitos cumplirian un rol fundamental (imagen 1).
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Imagen 1 (Galon et al, Cell 2020)(4): Historia de la inmunologia tumoral y la inmunoterapia del

cancer

Desde entonces, el enfoque del tratamiento del cancer se ha desplazado progresivamente desde

el propio tumor hacia el sistema inmunitario del paciente, con el objetivo de movilizar al sistema

inmune para que reconozca y finalmente elimine las células cancerosas.
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Un claro ejemplo de este nuevo enfoque es el mas reciente descubrimiento de los denominados
puntos de control inmune (“immune checkpoints”) y de su rol en la modulacién de la respuesta
inmune. Estas moléculas forman parte de una serie de puntos de control inmunes que regulan
estrechamente la activacion celular T, de cara a evitar dafios colaterales y la autoinmunidad. Sin
embargo, dicho sistema puede también volverse en contra al ser también un mecanismo troncal

de evasion inmune por parte de las células tumorales.

Estos puntos de control inmune estdn conformados por proteinas de estimulacidon e inhibicidn
presentes tanto en la superficie de los linfocitos T (CD28, CTLA-4, PD-1, etc.), como en las
correspondientes células presentadoras de antigenos (B7, PDL-1). Es el estudio de las
interacciones de estos puntos de control inmune presentes en ambas células (linfocitos T y
presentadoras de antigenos) lo que nos ha permitido comprender mejor los mecanismos de

regulacion de la actividad T (imagen 2) (8).

A Tcell activation B T-cell inhibition

ol 2 /‘:,’
g4 %m MHGIAG™ '<ﬁcn' ‘j

Cytokine release

(o] T-cell reactivation using immune
checkpoint antibodies

PD-LV/ L% PD% /-
-
=y

MHCII-Ag = d (; b{ca
SIS 5]

o

» Cytokine release

Other coinhibitory
molecules

Imagen 2 (8): Regulacion de la activacion celular T'y el abordaje de los puntos de control inmune.

Los estudios liderados por James Allison y Tasuku Honjo, entre otros (9-13), han permitido
descifrar estos mecanismos abriendo todo un nuevo capitulo en la historia de la medicina. Esta
comprension ha derivado en el desarrollo de anticuerpos monoclonales capaces de activar o

bloquear especificamente dichas moléculas. De esta forma, se puede modular la respuesta inmune
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hacia nuestro interés, permitiendo, por ejemplo, desbloquear la inhibicién o tolerancia celular T
provocada por las células tumorales (14). Esta modulacidn tendria el potencial de permitir al
sistema inmune ejercer nuevamente su rol de inmunovigilancia al romper este importante

mecanismo de evasion inmune (15-17).

Estos resultados se tradujeron en la primera autorizacién de un inhibidor de punto de control
inmune (CTLA-4) por la FDA (18,19), seguidos por la aprobacién de otros dos anticuerpos anti-PD1
(pembrolizumab y nivolumab) y un anticuerpo anti-PD-L1 (atezolimumab) para el tratamiento del
melanoma avanzado, el cdncer no microcitico de pulmén, carcinoma de células renales, y el
linfoma de Hodgkin, entre otros (8,20). De hecho, el desarrollo de este tipo de inmunoterapia
contra el cancer no sélo fue seleccionado como el "avance del afio" en 2013, sino que también

significé el premio Nobel en medicina de 2018 a James Allison y Tasuku Honjo.

Finalmente, otras nuevas estrategias de inmunoterapia contra el cancer han avanzado no sélo en
la modulacién in vivo del sistema inmune mediante la administracion de farmacos. También se ha
avanzado en su intervencion mediante su extraccidn y manipulacion ex vivo para luego

reintroducirlo al paciente con una variedad de caracteristicas inmunoefectoras nuevas (imagen 3).

Cytokine Therapy Therapeutic Vaccines
IL-2, IFN Dendritic cell vaccines
IL-7, IL-15, IL-21 DNA, RNA, Engineered tumor cells

N\ XY
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o
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tve anigen « -

T cell clones

CART cells

TCR engineered T cells

Imagen 3 (21): Abordajes terapéuticos para superar la tolerancia inmunolégica a los tumores.
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La denominada inmunoterapia celular adoptiva consiste en una amplia variedad de técnicas que
incluyen esta manipulacidn ex vivo de células inmunes, con el objetivo de obtener un producto de
terapia celular especifico. Los mismos contardn con unas caracteristicas inmunes efectoras
especificas que pueden incluir tanto la potenciacion de la especificidad natural de las mismas (p.e;j.
TILs), asi como la redireccién sintética de la misma mediante técnicas de transferencia génica (p.ej.
TCR-T y CAR-T). Ambos tipos de modificaciones permitirdn utilizarlas para el tratamiento de una

variedad de neoplasias.

Dicha inmunoterapia celular adoptiva fue promovida en la década del 1980 por numerosos
investigadores, inspirados por la eficacia observada con la administracién de linfocitos infiltrantes
de tumor (TIL) en pacientes con melanoma metastatico (22). Dicha técnica habia sido previamente
desarrollada y liderada por investigadores tales como Steven A. Rosenberg y Philip D. Greenberg,

entre otros (23—-25) (imagen 4).

Tumour
[ = X

Macrophage

NK cell

k/' Irradiation
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Imagen 4 (26): Aislamiento de linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) y expansion de poblaciones de

células T especificas de tumor.
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Este proceso requiere del aislamiento de dichos TILs a partir de una muestra tumoral extraida del
paciente. Tras la obtencién de la muestra tumoral, los TILs son extraidos de la misma, seguidos de
un proceso de seleccién, y posteriormente son expandidos ex vivo durante un periodo de semanas
hasta obtener una celularidad suficiente. Una vez obtenida la celularidad deseada son
administrados al paciente y estimulados in vivo mediante la administraciéon de interleucinas para

gue ejecuten sus caracteristicas inmunoefectoras contra el mismo tumor del cual fueron extraidos.

Sin embargo, a pesar de que dicha técnica ha logrado demostrar respuestas considerables en un
subgrupo de pacientes, se trata de una técnica con ciertas limitaciones. Aproximadamente el 50%-
60% de los pacientes no conseguian aislar o expandir suficientes TILs de los tumores, lo cual

limitaba considerablemente el nimero de pacientes que podian ser tratados.

Esta limitacién en la obtencidn de suficiente cantidad de células inmunes efectoras del tumor
puede ser solventada mediante los avances en cuanto a transferencia e ingenieria genética. A falta
de suficientes linfocitos T especificos, se pueden obtener mayores cantidades linfocitos T no
especificos, y redirigir su especificidad mediante distintas técnicas transferencia génica. De esta

forma se incrementa ostensiblemente la probabilidad de obtencién de la celularidad necesaria.

Esta redireccién de la especificidad T hacia antigenos especificos presentes en células tumorales
puede conseguirse a través de la transferencia de receptores de linfocito T (TCR) fisiologicos (TCR-

T) (imagen 5) (26—32).

CAR
Endogenous Transgenic % ? Ligan: binding domain
TCR .g.scFv
|
! : |_Hinge and transmembrane

B _‘ domains

M
L

e Signaling
domains

Imagen 5 (30): Linfocitos T modificados genéticamente con especificidad redirigida mediante TCR o

CAR.
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Tales TCR-T pueden ser generados a partir de linfocitos T aislados del tumor, y transducidos con un
TCR especifico de tumor mediante distintas técnicas de transferencia génica (imagen 6). Una vez
transducidos con el nuevo TCR, son expandidos y posteriormente administrados al paciente,
donde reconocen el antigeno tumoral presentado en el contexto del CMH. Dicho abordaje, ha
logrado demostrar alcanzar respuestas clinicas en distintos estudios focalizados principalmente en

melanoma, entre otras neoplasias (33-42).

Tumour sample Expand cell
from patient ICR Tumour populations in culture f suent

y / specific
7 b Teell 5 j ‘ ) TCR i |
o '\ U Avidity s, S A
B § <N\>7'. N / testing #f “: 4 «
| - —ip 5 }; — s A [ ‘ ' | j
{ u £ =4 . -
A U ! Viral vector encoding Human T cell vy
| = A > tumour-specific TCR engineered to ¥4 :;/ I'u’
T cells isolated express tumour- p S -
from tumour specific TCR \ p v y 7

Imagen 6 (26): Las células T pueden ser identificadas y clonadas a partir de pacientes con una
respuesta antitumoral. Sus receptores de células T (TCR) pueden clonarse e insertarse en retrovirus

o lentivirus, que luego se utilizan para infectar células T autélogas del paciente que se va a tratar.

Este enfoque basado en TCR se caracteriza por permitir detectar y dirigir la respuesta celular T
hacia antigenos intracelulares presentados por el CHM. Por lo tanto, esto significa que la
aplicabilidad de dicha estrategia estd restringida a la presentacion de estos neoantigenos por el
CMH de las células afectas. Esta limitacion podria significar el fracaso de dicho abordaje en caso de
tumores que disminuyan la expresién de sus CMH (43), un conocido mecanismo de evasién

inmune (44-51).

Son estas limitaciones de la estrategia de terapia celular adoptiva con TCR-T las que impulsan la
blusqueda de alternativas que permitan solventar esta limitacién asociada al CMH (44). En este
contexto es que la tecnologia compuesta por linfocitos T transducidos con receptores antigénicos
quiméricos (CAR) cobra valor, siendo desarrollada por primera vez por Gideon Gross y Zelig Eshhar

del Instituto de Ciencias Weizmann en Israel a principios de los 1990 (45,46).
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Dicha terapia CAR-T, compuesta por receptores antigénicos quiméricos desarrollados mediante
biologia sintética, han significado una revolucién en el abordaje terapéutico del cancer. En
particular, han representado una nueva era en el tratamiento de las neoplasias linfoides B, el cual
es el motivo que impulsa la presente tesis doctoral. A continuacidn, se desarrollaran las bases de

este tipo de terapia y su aplicacidn a este grupo de enfermedades.

1.2. Origen y clasificacidn de las neoplasias linfoides B:

Las neoplasias de células B parecen reflejar en muchos aspectos las etapas de la diferenciacion
normal de las células B, por lo que pueden clasificarse en cierta medida segln la etapa normal de
diferenciacidon B correspondiente (47-50). Estas similitudes incluyen aspectos tanto morfoldgicos
como inmunofenotipicos (51-53). La diferenciacién normal de las células B comienza con las
células B precursoras conocidas como células B progenitoras/linfoblastos (54). Estas células B
progenitoras son las precursoras de toda la linea de células B, caracterizada por la expresion de

CD19 a lo largo de la mayoria de los estadios madurativos derivados de la misma.

Estas células se someten al reordenamiento del gen de la inmunoglobulina VDJ dentro de la
médula dsea y se diferencian progresivamente en células pre-B, células B inmaduras y finalmente
en células B naive maduras. Las células B naive circulan por la sangre periférica y también ocupan
los foliculos linfoides primarios y las zonas del manto folicular (55). Al encontrarse con un antigeno
gue se ajusta a su receptor de Ig de superficie, las células B naive se transforman, proliferany, en
ultima instancia, maduran hasta convertirse en células plasmaticas secretoras de anticuerpos y

células B de memoria (imagen 7).
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Imagen 7 (Jaffe et al, Blood 2008) (48): Representacion diagramdtica de la diferenciacion de las

células By relacion con las principales neoplasias de células B.

La adquisicion de una extensa variedad alteraciones genéticas y epigenéticas (mutaciones,
translocaciones, deleciones, etc.) en cada uno de estos estadios pueden derivar en una
desregulacion madurativa y proliferativa que lleve al desarrollo de una amplia variedad de

sindromes linfoproliferativos B.

A su vez, estas células B malignas suelen conservar la capacidad de permanecer o dirigirse a los
tejidos en los que se encontraban madurando al momento del evento patogénico. De este modo
las alteraciones de células precursoras B suelen afectar principalmente la médula dsea y la sangre
periférica dando lugar a leucemias agudas linfoblasticas (LLA). Las alteraciones de células B naive
suelen afectar ganglios linfaticos y la sangre dando lugar a linfomas de células del manto (LCM).
Las alteraciones de células B que ocurren en el centro germinal ganglionar suelen dar lugar a
linfomas foliculares (LF), linfomas de Burkitt, linfomas difusos de células B grandes (LDCBG) y

linfomas de Hodgkin. Finalmente, las alteraciones de células B que ocurren tras su paso por el
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centro germinal suelen dar lugar a linfomas de la zona marginal y de MALT, a linfomas
linfoplasmociticos, leucemias linfociticas crénicas, algunos LDCBG y mielomas de células

plasmaticas.

1.3. Prondstico de los sindromes linfoproliferativos B CD19 positivos recaidos o
refractarios:

El prondstico de los sindromes linfoproliferativos originados en el linfocito B es francamente
desfavorable una vez estos recaen o son refractarios (R/R) a la primera o posteriores lineas de
tratamiento. Independientemente del estadio madurativo del linfocito B a partir del cual surge la
enfermedad, los pacientes presentan un prondstico infausto con los tratamientos convencionales.
Tanto aquellas enfermedades que surgen de estadios “tardios” o “maduros”, como la leucemia
linfocitica crdnica (LLC) o linfomas no-Hodgkin (LNH), como aquellas que surgen de estadios
“precoces” de precursores B tales como la leucemia linfobldstica aguda (LLA) comparten un

destino similar.

En lo que respecta a la LLC, a pesar de los grandes avances en su abordaje terapéutico, sigue
siendo considerada una enfermedad incurable en la mayoria de los pacientes. Sin embargo, la
introduccién de nuevas terapias dirigidas con inhibidores de la tirosina cinasa de Bruton (iBTK), de
antagonistas de BCL-2 (iBCL-2) y de inhibidores del fosfatidilinositol 3-cinasa (iPI13K) ha cambiado el

prondstico de los pacientes con LLC R/R (56-58) (Imagenes 8, 9y 10).
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No. at Risk
Ibrutinib 195 183 116 38 7
Ofatumumab 196 161 83 15 1 0

Imagen 8 (56): SLP en pacientes con LLC R/R tratados con ibrutinib vs ofatumumab.
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Progression-free Survival (% of Patients)
3
T

Hazard ratio, 0.17 (95% CI, 0.11-0.25)
P<0.001

Months since Randomization

No. at Risk
Venetoclax—rituximab group 194 190 185 179 176 173 157 115 76 33 14 5 3
Bendamustine-rituximab group 195 177 163 141 127 102 81 57 35 12 3 1

Imagen 9 (57): SLP en pacientes con LLC R/R tratados con R-venetoclax vs R-bendamustina.
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Imagen 10 (58): SLP en pacientes con LLC tratados con R-placebo o R-idelalisib.

No obstante, aquellos pacientes con LLC que no responden o recaen al tratamiento dirigido
presentan un mal prondstico. Esto ocurre especialmente en aquellos que presentan alteraciones
del TP53 o cariotipo complejo (59), por lo que las guias actuales recomiendan valorar en estos
pacientes la realizacion de un aloTPH (60,61). Sin embargo, dicho procedimiento presenta en esta
poblacion una mortalidad del aproximadamente el 20% y una incidencia de recaidas del 46% (62)
(imagen 11 y 12). Por lo tanto, la mayoria de estos pacientes se encuentran con una necesidad

médica no cubierta.
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Imagen 11 (62): SLP de pacientes con LLC R/R que realizan un trasplante alogénico, diferenciados

segun lesiones del TP53.
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Imagen 12 (62): SG de pacientes con LLC R/R que realizan un trasplante alogénico, diferenciados

segun lesiones del TP53.

El prondstico de los pacientes con linfoma difuso de células B grandes (LDCBG) R/R también es
desfavorable. Aquellos pacientes que no responden o recaen al tratamiento estandar de inmuno-
guimioterapia convencional que incluya rituximab y antraciclinicos presentan una tasa de
respuestas globales (TRG) al rescate convencional de tan solo el 26%. De hecho, su mediana de

supervivencia global (SG) es de tan sdlo 6,6 meses (63) (Imagen 13). Esto afecta especialmente a
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aquellos pacientes que recaen dentro del primer afio del trasplante autdélogo de progenitores

hematopoyéticos (autoTPH).

Median
1.0 Events/M (Months)
0.9 o — Primary refractory 1431179 7.1
0.8 = Refractory to sacond-line or latar-line 261/308 6.1
= Relapsad <12 mo post-ASCT 101/118 6.2

Event-free probability

T T T T T T T T T

o 20 40 B0 BO 100 120 140 160 180
Months from commencement of salvage therapy

Imagen 13 (63): SG de pacientes con LDCBG R/R a partir del inicio de la terapia de rescate. Se

muestra para los subgrupos refractarios.

En este contexto, el desarrollo de nuevos agentes de inmunoterapia, como nuevos anticuerpos
monoclonales conjugados con toxinas (p.ej polatuzumab-vedotina), y anticuerpos activadores de
la citotoxicidad celular tanto anti-CD19 (p.ej tafasitamab) como bi-especificos anti-CD20 (p.ej
mosunetuzumab y glofitamab), han demostrado resultados prometedores. Dichos tratamientos
han obtenido tasas de respuestas completas considerables de entre 29-57% (64-67) (Imagenes 14,
15, 16, 17 y 18). Sin embargo, estas combinaciones todavia no han demostrado realmente poseer
un potencial curativo en la mayoria de estos pacientes de alto riesgo. De hecho, presentan

seguimientos relativamente cortos que de momento no permiten demostrar lo contrario.
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Imagen 14 (64): SLP de pacientes con LDCBG R/R tratados con polatuzumab vedotin combinado

con bendamustina-rituximab (pola-BR) comparado con bendamustina-rituximab (BR).
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Imagen 15 (64): SG de pacientes con LDCBG R/R tratados con polatuzumab vedotin combinado con

bendamustina-rituximab (pola-BR) comparado con bendamustina-rituximab (BR).
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Imagen 16 (65): SLP y SG en pacientes con LDCBG R/R tratados con tafasitamab en combinacion
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Imagen 17 (67): SLP en pacientes con linfoma no-Hodgkin R/R agresivos e indolentes tratados con

mosunetuzumab en monoterapia.
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Imagen 18 (67): SLP en pacientes con linfoma no-Hodgkin R/R agresivos e indolentes tratados con

glofitamab en monoterapia.

Finalmente, resultados similares son observados con la LLA. El prondstico de la LLA R/R es también
muy desfavorable con el tratamiento inmuno-quimioterdpico convencional. Estos pacientes
presentan tasas de respuesta completa (TRC) de alrededor del 30-45%, con una supervivencia
global (SG) mediana de tan sdlo 4-8 meses. Dicho prondstico desfavorable es observado
independientemente de la edad, tipo de terapia de rescate utilizada y la respuesta alcanzada tras

dicho tratamiento de rescate (68—72) (Imagen 19).
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Imagen 19 (68): SG de los pacientes con LLA tras su primera recaida.

Aun mas, el prondstico es particularmente desfavorable para aquellos pacientes que recaen

después de un trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (aloTPH) (73,74) (Imagen 20

y 21).
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Imagen 20 (73): SG de pacientes con LLA que recaen tras un AloTPH. La SG estimada a 2 afios fue

del 16% (+2% s.d.).
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Imagen 21 (74): SG de los pacientes con LLA que recaen dentro de los primeros 6 meses del AloTPH

comparado con la de aquellos que recaen tras los primeros 6 meses.

La aparicién de nuevas terapias con anticuerpos monoclonales, tanto conjugados con toxinas
(inotuzumab-ozogamicina) como biespecificos activadores del linfocito T (blinatumomab) (83—-87)
han aumentado considerablemente la TRC de estos pacientes hasta un 40-80%. Sin embargo,
dichas respuestas desafortunadamente no son duraderas, con una supervivencia libre de

progresion (SLP) mediana menor a 6 meses con ambos farmacos (80,81) (Imagen 22 y 23).
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Imagen 22 (80): SG de los pacientes con LLA R/R tratados con inotuzumab-ozogamicina vs terapia

convencional.
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Imagen 23 (81): SG de los pacientes con LLA R/R tratados con blinatumomab vs quimioterapia.

En efecto, dichos tratamientos no han podido demostrar por si solos de potencial curativo en
ausencia de la realizacién posterior de un aloTPH de consolidacidn. Se tratan, por lo tanto, de una
poblacién con una necesidad médica francamente insatisfecha con el abordaje inmuno-

quimioterapico convencional (82) (Imagen 24).
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Imagen 24 (82): SG de los pacientes con LLA R/R tratados con inotuzumab-ozogamicina con y sin

AloTPH posterior.

1.4. La emergencia de los linfocitos T con receptores antigénicos quiméricos (CARs),
o CAR-T:

Recientemente, varias instituciones han desarrollado una nueva modalidad de terapia adoptiva

con compuesta por linfocitos T con receptor antigénico quimérico (CAR), o células CAR-T
(21,30,45) (Imagenes 25).
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Imagen 25 (21): Los receptores antigénicos quiméricos se dirigen a antigenos de superficie de
forma independiente del CMH. En los primeros ensayos se probaron CARs de primera generacion
con un unico dominio citoplasmdtico. Los ensayos actuales estdn probando CARs de segunda y

tercera generacion que tienen combinaciones de dominios de sefializacion.
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Dicha terapia consiste en la modificacién de la especificidad de linfocitos T mediante la
incorporacién de material genético sintético que lleve a la expresidn de dicho CAR. La expresion
del CAR en la membrana celular linfocitaria confiere una nueva especificidad al linfocito T. Esto
ocurre debido a que es capaz de vincular y activar de forma especifica y potente la actividad
celular T contra aquellas estructuras que expresen la diana antigénica a la cual esta dirigido. A
diferencia del mecanismo de activacion linfoide T contra la enfermedad del AloTPH, la activacion T
en la terapia CAR-T ocurre de forma independiente de la via del complejo mayor de

histocompatibilidad (83) (Imagen 26).
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Imagen 26: Adaptado de Fesnak et al, Nat Rev Cancer 2016 (83): Comparacion de la estructura

bdsica de los receptores de células T (izquierda) y los receptores de antigenos quiméricos (derecha).

Esto es posible ya que la porcion extracelular del CAR estd compuesta por una secuencia variable
monoclonal de un anticuerpo que es capaz de unirse especificamente a su diana antigénica. Una
vez ocurre esta union, es capaz de transmitir su sefial de activacidon a través de sus dominios de
bisagra extracelular (p.ej. CD8, CD28, IgG1, 1gG4, etc.) y transmembrana (p.ej. CD8, CD4, CD28,

ICOS, etc.) hasta los dominios intracelulares (92,93). Estos dominios intracelulares estan
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normalmente conformados por tanto el dominio de activacion CD3z, como de al menos un

dominio de co-estimulacion (p.ej. 4-1BB, CD28, 0X40, ICOS, etc.) (86,87) (Imagen 27).
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Imagen 27 (87): Plano del disefio de un CAR. Distintos segmentos de su estructura con distintas

opciones de eleccion.

Son finalmente estos dominios intracelulares los cuales median los procesos de activacion,
proliferacién y actividad citotdxica de la respuesta T de una forma independiente del complejo

mayor de histocompatibilidad (CMH) (88) (Imagen 28).
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Imagen 28 (88): las células CAR-T se injertan, se dirigen al tumor y proliferan ampliamente después

de la infusion.

Existen ilimitadas opciones de conformacién de los constructos CAR (89). Estos pueden diferir en
su especificidad (CD19, BCMA, CD20, etc.), el numero de dianas (Unicas o duales) o el origen del
paratopo especifico (murino, camélido, humanizado, etc.) (90-99). La disposicion de los paratopos
también puede variar (en tdandem, monocistrénicos, bicistrénicos, etc.), asi como en su afinidad y
densidad de expresion y el tipo de segmento de bisagra utilizado (100,101). Ademas, dichos
productos CAR-T pueden diferir en cuando a la cantidad y tipo de moléculas co-estimulatorias
intracelulares incorporados, asi como en el método de ingenieria genética utilizado (transduccion

con lentivirus, retrovirus; electroporacién con transposén, RNA mensajero) (102-108).

Por otra parte, algunos productos incluso incorporan la transducciéon de un gen de seguridad o
“safety switch”, que puede servir como gen suicida. Algunos productos incorporan dicho gen al
CAR como mecanismo de seguridad en caso de desear eliminar el CAR-T del paciente, permitiendo
“activarlo” de forma deliberada mediante la administracion de un farmaco inductor, entre otros

(109,110).
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Auln mds opciones existen en funcidn de las plataformas de procesamiento celular a ser utilizadas,
el tipo de seleccién T utilizado, el tipo de biorreactor y el método de estimulacidn ex vivo.
Finalmente, la formulacién de poblaciones del producto final (ratio CD4/CD8, subpoblaciones
efectoras, de memoria, etc.) abre la posibilidad de un rango de productos posibles practicamente

ilimitado (111).

A pesar de esta enorme cantidad de opciones potenciales, la mayoria de las células CAR-T que se
han administrado a humanos hasta el momento actual tenian como diana el antigeno CD19. Esto
es asi debido a que la expresién del CD19 se encuentra mantenida en casi la totalidad de las
células de estirpe linfoide B. Esto incluye a la mayoria de los casos de LLA, LNH-B y LLC (Imagen

29), enfermedades que representan la mayor parte de las hemopatias malignas.

B cell lymphomas and
preB-ALL leukemias myelomas

() @ @ ® e C
Stem Cell proB pre B immature B mature B plasma cell

-

CDh19 | <

A 4

CD22 = >
cb20 ¢ >

Imagen 29: Expresion del CD19: la misma se encuentra expresado extensamente a lo largo de la

diferenciacion de las células de estirpe B y, por lo tanto, de las enfermedades que surgen de ellas.

A pesar de que el CD19 se expresa en los linfocitos B sanos, dirigir la especificidad de los linfocitos
T a la misma mediante un CAR es considerado seguro. Esto se debe a que la expresion del CD19 se
encuentra restringida mayormente a las células de estirpe B, y a que no se expresa de forma
significativa en células progenitoras hematopoyéticas, ni tampoco en otras estructuras vitales del
organismo. Se considera por lo tanto una diana segura, con un componente de toxicidad “on-
target off-tumor” muy acotado y aceptable. Por otro lado, la pérdida completa de la estirpe
linfoide B es compatible con la vida, pudiendo corregirse mediante la administracion de
inmunoglobulinas. Esto, sumado a que la mayoria de los sindromes linfoproliferativos
hematoldgicos surgen de la serie linfoide B, lleva a que el CD19 sea considerado en una diana de
gran interés para el abordaje de multiples patologias hematoldgicas, liderando de estar forma el

desarrollo de productos CAR-T a nivel mundial.
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1.5. Pasos de la elaboracién de productos CAR-T autdlogos:

Independientemente de la enfermedad a la que se desee tratar y del disefio del producto CAR-T
autélogo a administrar los productos CAR-T autélogos se rigen por los mismos pasos

fundamentales (Imagen 30).

Relapse / ‘Salvage T-cell ‘Bridging CAR-T
i collection infusion
Refractoriness therapy’ therapy’
) e
L]
11l il
[ BY 2] 3] >
L 1 -
Required to get to o~ Required to get to
T-cell collection o CAR T-cell infusion

Imagen 30: Pasos de la terapia CAR-T autdloga: (1) identificacion del paciente, (2) obtencion de

linfocitos T autélogos mediante leucacitaféresis, y (3) administracion del producto CAR-T.

El proceso comienza con la identificacion del paciente candidato. Una vez confirmada su
elegibilidad se debe obtener una suficiente cantidad de linfocitos T autélogos como materia prima.
La recoleccidn de linfocitos T se realiza mediante un proceso de leucacitaféresis de sangre
periférica (112). A diferencia de la recoleccién de progenitores hematopoyéticos, dicho
procedimiento no requiere de ningun tipo de estimulacion o movilizacién, ya que las células a

recolectar se encuentran naturalmente presentes en sangre periférica.

El producto de aféresis no sélo contiene linfocitos T, sino que también contiene otras células
mononucleadas (linfocitos B, macréfagos, etc.), ademas de una menor proporcion de otros tipos
celulares. El proceso de produccidon de CAR-T suelen requerir un paso inicial de enriquecimiento o
seleccidon celular T sobre este producto de aféresis (113,114). De esta forma se inicia el

procesamiento celular con una “materia prima” T lo mas pura posible.

A partir de este momento, el proceso suele regirse a estandares de manufactura tipo GMP (del
inglés Good Manufacturing Practices), tanto en lo que respecta a la elaboracién del material de

transferencia génica como de la manipulacion de los linfocitos T dentro del biorreactor (115-123).
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Algunas de estas técnicas de enriquecimiento celular T incluyen técnicas de elutriacion y/o

procesos de seleccion magnética.

Una vez obtenido el producto celular T enriquecido, éste es introducido a un biorreactor en el que
se elabora el CAR-T propiamente dicho (124,125). El proceso de transferencia génica dentro del
biorreactor suele comenzar con a la activacion celular T. Esto suele realizarse con una serie de
moléculas agonistas de moléculas activadoras T, que pueden actuar sobre CD18 y CD3, entre otras
moléculas de activacion T. Una vez activado el linfocito T se procede a la transferencia del material
genético del CAR. Esto puede realizarse ya sea mediante vectores virales (p.ej. lentivirus,
retrovirus) como con otros métodos no virales (p.ej. transposdn, CRISPR/Cas9, RNAm, etc.)

(Imagen 31) (126-135).
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Imagen 31: Pasos de la elaboracion de productos CAR-T autdlogos: (1) leucacitaféresis, (2)
seleccion de linfocitos T, (3) activacion de linfocitos T, (4) transferencia genética de linfocitos T, (5)

expansion de CAR-Ts, y (6) administracion del producto CAR-T.

La transferencia y expresién del material genético de forma estable en el linfocito T conduce a la

obtencidn de la célula CAR-T propiamente dicha. Esta transduccion serd realizada con una
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eficiencia de transduccidon que podra variar entre los distintos tipos de métodos utilizados, asi
como entre paciente y paciente. Una vez transducidas, las células CAR-T continuaran un proceso
de expansion hasta la obtencion de la celularidad absoluta requerida. Esto se lleva a cabo
mediante la estimulacién del CAR-T mediante distintos regimenes de interleucinas (P.Ej: IL-7 e IL-

15) (136).

Una vez obtenida la celularidad CAR-T requerida, se procede a la finalizacion del proceso de
produccién celular y a la formulacién de la o las bolsas con la dosis CAR-T deseada. Estas bolsas
contenedoras de productos CAR-T deberdn superar una serie de controles de calidad

preestablecidos antes de proceder con su liberaciéon y administracién autéloga.

1.6. El impacto de la terapia CAR-T en el abordaje de las neoplasias hematoldgicas:

Distintos ensayos clinicos han evaluado la seguridad y eficacia de estos productos CAR-T en
pacientes con LLA, LNH-B y LLC R/R a los tratamientos convencionales previamente mencionados.
Los resultados obtenidos con distintos productos CAR-T anti-CD19 (CART19) han sido muy
prometedores, alcanzando elevadas tasas de respuestas completas (TRC) en una amplia variedad
de hemopatias malignas. Distintos productos CART19 han alcanzado TRC de hasta el 93% en
pacientes con LLA (137-143), 54% en pacientes con LDCBG (144-146), 67% en pacientes con
linfoma de células del manto (LCM) (147), 74% en pacientes con linfoma folicular (148,149), y del
59% en pacientes con LLC (150-157) (Imagenes 32, 33y 34).
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Imagen 32: Tasas de respuesta completa obtenidos con terapia CAR-T observados en LLA R/R.
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Imagen 33: Tasas de respuesta completa obtenidos con terapia CAR-T observados en LNH-B R/R.
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Imagen 34: Tasas de respuesta completa obtenidos con terapia CAR-T observados en LLC R/R.

De hecho, dichos resultados han llevado a la autorizacién de comercializacion por parte de la FDA
y la Comisiéon Europea (EC) de 4 productos CAR-T industriales anti-CD19: tisagenlecleucel,
axicabtagén ciloleucel, brexucabtagén autoleucel y lisocabtagén maraleucel. Estos productos CAR-
T, estan actualmente autorizados para el tratamiento de pacientes con LLA, LDCBG, LF y LCM
recaidos o refractarios, consolidando un cambio de paradigma en la forma en la que se tratan los

sindromes linfoproliferativos refractarios (Imagen 35).
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Imagen 35: Productos CAR-T anti-CD19 industriales con autorizacion de comercializacion en EEUU

y la UE.

Sin embargo, estas altas tasas de respuestas obtenidas por el CAR-T en estas poblaciones de
pacientes multiple refractarios también estan asociadas a una considerable tasa de recaidas. En

LLA, la tasa de supervivencia libre de progresidn (SLP) al afio se encuentra alrededor del 50%, en

las mejores series (Imagenes 36-42).

Event-free survival (%)
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Imagen 36 (137): SLE en pacientes pedidtricos y adultos jovenes con LLA R/R tratados con el

CART19 JCARO14.
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Imagen 37 (138): SLE en pacientes adultos con LLA R/R tratados con el CART19 19-28z.
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Imagen 38 (139): SLE y SG en pacientes pedidtricos y adultos jovenes con LLA R/R tratados con el
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Imagen 39 (140): SLE en pacientes adultos con LLA R/R tratados con el CART19 JCARO17.
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Imagen 40 (141): SLE en pacientes adultos con LLA R/R tratados con el CART19 CTLO19.
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Imagen 41 (142): SLP en pacientes adultos con LLA R/R tratados con el CART19 KTE-X19.
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Imagen 42 (143): SLE en pacientes adultos con LLA R/R tratados con el CART19 AUTO-1.

1.00 ~

0.75 A

0.50

0.25 A

Morph. only
Morph. or mol.

T T T T T

6 12 18 24 30
Time (months)

41



En LNH sucede algo similar, con unas tasas de SLP al aio de torno al 44% en las mejores series de

LDCBG R/R (Imagenes 43-45), asi como del 68% en LF R/R (imagen 46), y del 61% para aquellos

pacientes con LCM (Imagen 47).
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Imagen 43 (144): SLP en pacientes adultos con LDCBG R/R tratados con el CART19 CTLO19.
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Imagen 44 (145): SLP en pacientes adultos con LDCBG R/R tratados con el CART19 KTE-C189.
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Imagen 45 (146): SLP en pacientes adultos con LDCBG R/R tratados con el CART19 liso-cel.
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Imagen 46 (148): SLP en pacientes adultos con LF R/R tratados con el CART19 axi-cel
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Imagen 47 (147): SLP en pacientes adultos con LCM R/R tratados con el CART19 KTE-X19.

Finalmente, en LLC el sentido de resultados no difiere, con medianas de SLP reportadas entre 7

meses y no alcanzada (Imagenes 48-52).
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Imagen 48 (151): SLP en pacientes adultos con LLC R/R tratados con el CART19 CTLO19.
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Imagen 49 (152): SLP y SG en pacientes adultos con LLC R/R tratados con el CART19 JCAR014.
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Imagen 50 (156): SLP en pacientes adultos con LLC R/R tratados con el CART19 JCAR014 tratados

concurrentemente con o sin ibrutinib.
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Imagen 51 (155): SLP en pacientes adultos con LLC R/R tratados con el CART19 CTLO19.
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Imagen 52 (157): SLP en pacientes adultos con LLC R/R tratados con el CART19 liso-cel mds

ibrutinib.

Todo esto nos lleva a la conclusidn de que, en promedio, al menos el 50% de los pacientes con LLA,
LDCBG, LCM o LLC recaidos o refractarios que reciben una terapia CART19 seran también recaidos

o resistentes al CART19.

1.7. El acceso a terapias avanzadas CAR-T en Espafia - una necesidad médica no
cubierta:

Los primeros reportes de la aplicacion a escala clinica de terapias CAR-T en pacientes con
sindromes linfoproliferativos llegaron con la publicacién de la experiencia del grupo de la

Universidad de Pennsylvania (UPenn) en 2010.
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Curiosamente, el primer estudio que certificaba la factibilidad de este tipo de terapia tuvo como
objeto un paciente con LLC (150). Esto tuvo una profunda repercusion en la comunidad cientifica,
e inevitablemente provocé una cascada de publicaciones con distintos productos CAR-T en una
variedad de sindromes linfoproliferativos, siendo estos principalmente en pacientes con LLA R/R

(158-162).

A pesar del gran impacto de los resultados iniciales objetivados con estos primeros estudios, esta
tecnologia no se encontraba disponible para la mayoria de los pacientes con sindromes

linfoproliferativos recaidos o refractarios de Espafia.

De hecho, fueron los resultados derivados del ensayo clinico ELIANA (NCT02435849) (139) los que
llevaron en agosto del 2017 a la autorizaciéon de comercializacidon por parte de la FDA del primer
producto de terapia CAR-T de la historia. EIl CAR-T denominado tisagenlecleucel (Kymriah®,
Novartis) fue autorizado para uso en pacientes con LLA R/R pediatrica y adultos jévenes (<25
afios). Sin embargo, el acceso a dicha terapia en Espafia y Europa no fue una realidad hasta la

autorizacién por la Comisién Europea en agosto del 2018.

En cuanto al acceso a terapias CAR-T para otras patologias tales como el LDCBG y el LFt R/R
tampoco fue hasta mayo 2018 que tisagenlecleucel (Kymriah®, Novartis) fue aprobado por la FDA,
seguido por la aprobacién por la Comisién Europea en agosto del 2018. Paralelamente, un
segundo producto CAR-T denominado axicabtagén-ciloleucel (Yescarta®, Kite) fue aprobado en
pacientes con LDCBG, LPM y LFt R/R por la FDA en octubre 2017, seguido en agosto 2018 por la
Comisidon Europea. Mas recientemente, en marzo del 2021 y mayo del 2022 la FDA también
extenderia la autorizaciéon de comercializacion de axicabtagén-ciloleucel y tisagenlecleucel para
pacientes con LF R/R, respectivamente. De estos dos, axicabtagén-ciloleucel, recibiria la

aprobacion por la Comision Europea en junio 2022 para su uso en LF R/R.

No obstante, a pesar dichas autorizaciones por la Comisiéon Europea, el acceso real en Espafia a
dichas terapias CAR-T no seria una realidad hasta mayo 2019. Fue entonces que el Consejo
Interterritorial del SNS (CINSNS) aprobd el protocolo farmacoclinico de uso de tisagenlecleucel en
el Sistema Nacional de Salud (SNS) para pacientes con LLA (<25 afios) y LDCBG. Esto fue seguido en
noviembre 2019 de la aprobacién del protocolo farmacoclinico de axicabtagén-ciloleucel
(Yescarta®) para pacientes con LDCBG y linfoma primario mediastinico (LPM). Sin embargo, el alto
coste derivado de la produccion de estas terapias personalizadas, tasada en cifras que superan los

340.000 € por tratamiento, incrementaba el riesgo de someter al SNS espafiol a posibles
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problemas relacionados con su sustentabilidad, o incluso a un acceso limitado para los pacientes

en indicacion.

1.8. Concepcidn, gestacion y nacimiento del ARI-0001:

La publicacién en 2010 del primer “case report” por parte del grupo de la Universidad de
Pennsylvania (UPenn) sobre la objetivacion de la primera remision completa en un paciente con
LLC tras recibir un CAR-T (150), presento un impacto profundo en el Hospital Clinic de Barcelona
(HCB). EI Dr. Manel Juan, del servicio de Inmunologia del HCB analiza dicho articulo y contacta con
el referente de LLC del HCB, el Dr. Julio Delgado, quienes coinciden en el interés comun suscitado
por dicho concepto. Se plantean, por lo tanto, si es factible replicar dicha experiencia en un centro

académico europeo.

Esta unién, que ocurria en el contexto previamente mencionado de falta de acceso a terapias
avanzadas, derivo a que desde el HCB se considerara la posibilidad de desarrollar una plataforma
de desarrollo de terapias CAR-T desde un marco totalmente académico. El objetivo, era dar acceso

a pacientes con necesidades médicas no cubiertas.

Para ello, se decidié comenzar con la que se considerd la mayor necesidad médica no cubierta que
ademas presentaba la mayor probabilidad de éxito de uso: los sindromes linfoproliferativos CD19

positivos recaidos o refractarios.

Fue entonces que en 2013 se comenz6 el proyecto multidisciplinar de desarrollo de nuestro propio
constructo CAR19, con el liderazgo del Dr. Manel Juan desde el servicio de inmunologia, y del Dr.
Julio Delgado desde el servicio de Hematologia. Esto fue el germen del inicio del desarrollo de lo

gue posteriormente seria conocido como células ARI-0001 (163).

Para ello, el Dr. Manel Juan acudié a Pensilvania durante una estancia de 2 meses para aprender
de la mano del Dr. Carl June los fundamentos basicos requeridos para la produccién de estas
terapias. El plan original era el de elaborar un producto CAR-T similar al producto CTLO19,
utilizando el mismo monoclonal anti-CD19, el FMC63. Sin embargo, el permiso de uso de dicho
monoclonal cuya patente habia ya pasado a ser propiedad de Novartis fue denegado por los

ultimos. Entonces se tomod la decision de intentar buscar una solucidon que permitiera iniciar el
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desarrollo de un CAR-T académico de una forma completamente independiente de la industria

farmacéutica.

Afortunadamente, al menos 2 décadas atras, los doctores Pablo Engel, Carles Serra-Pages y Ramén
Vilella del servicio de inmunologia del HCB habian generado una amplia variedad de anticuerpos
monoclonales murinos. Estos estaban dirigidos contra distintos antigenos de superficie presentes
en distintas células del sistema inmune. De hecho, en el afo 1991, de entre todos los
monoclonales generados, los mismos habian desarrollado un hibridoma de anticuerpo monoclonal
murino anti-CD19 (ScFv) denominado A3B1. Fue dicho hibridoma, desarrollado en 1991, el punto

de partida del desarrollo del CAR-T ARI-0001.

Fue a partir de dicho hibridoma que la Dra. Maria Castella y la Dra. Anna Boronat lideraron el
desarrollo preclinico del gen del constructo CAR del ARI-0001. El mismo, esta conformado por un
promotor seguido del ScFv anti-CD19 A3B1, seguido de los dominios de bisagra y transmembrana

del CDS8, y de los dominios de coestimulacién 4-1BB y CD3z (imagen 53).

Gen CAR del ARI-0001

PDOVIDODVDIDL

CD8 4-1BB CD3z

Imagen 53 (163): Adaptado de Castella et al, Mol Ther Methods Clin Dev 2018. Diagrama del
constructo CAR del ARI-0001

Dicho constructo CAR fue elaborado y empaquetado en un vector lentiviral de tercera generacion
en la sala blanca GMP a partir de la linea celular humana HEK293T, en la Universidad de Barcelona

(Imagen 54).
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positivas tanto a nivel de estudios in vitro como in vivo (Imagenes 56 y 57).

Imagen 54 (163): Diagrama que representa los principales pasos de la produccion de lentivirus

CAR19 a gran escala, tal y como se establece actualmente en el Hospital Clinic de Barcelona.

Este constructo, una vez expresado sobre la superficie de un linfocito T, constituye un CAR de

segunda generacion anti CD19, con el cual se realizo el desarrollo preclinico (Imagen 55).

Imagen 55: Adaptado de Castella et al, Mol Ther Methods Clin Dev 2018 (163): expresion del CAR
anti-CD19 A3B1 en la superficie del linfocito T (CAR-T ARI-0001).

El desarrollo preclinico del CAR-T ARI-0001 realizado por la Dra. Maria Castella y la Dra. Anna

Boronat logré validar la especificidad y la eficacia del ARI-0001 en lineas celulares tumorales CD19

49



~ —e=Untransduced
——A3B1
—ir—FMC63

% Surviving NALM®6 cells
(Relative to untreated)
(2]

o

0 14 12 11 21 41
E : T ratio

Imagen 56 (163): Comparacion de la actividad antitumoral in vitro de las células CAR-T basados en
el monoclonal anti-CD19 A3B1 y FMC63. En este ensayo de citotoxicidad las células CART19 fueron
enfrentadas a la linea celular de LLA-B NALMG.

NALM6 + T NALM6 + FMC63 NALM6 + A3B1

Day12 Day9 Day 5 Day 0

Day 16

Day 19

Imagen 57 (163): Comparacion de la actividad antitumoral in vivo de las células CAR-T basados en
el monoclonal anti-CD19 A3B1 y FMC63. Imdgenes de bioluminiscencia que muestran la progresion

de la enfermedad en aquellos ratones que no recibieron CAR-T.
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Tras la finalizacion de los estudios preclinicos se realizdé la validacion de la plataforma de

produccién celular del servicio de inmunologia del HCB, con la produccién a escala clinica con 3

producciones de ARI-0001 realizadas en donantes sanos, utilizando como plataforma el

biorreactor CliniMACS Prodigy (Miltenyi Biotec) (Imagen 58).

Table 2. ARI-0001 Product Specification List and Acceptance Criteria

Parameter

Method

Acceptance Criteria

ARI0001/01

ARI0001/02

ARI0001/03

Appearance

visual inspection

cloudy liquid solution

cloudy liquid solution

cloudy liquid solution

cloudy liquid solution

Neubauer cell counting

35 x 10° cells for a 70-kg patient

Number of CAR19+ cell 1495 x 10° 1,746 x 10° 1,340 x 10°
umbero wcells and flow cytometry (0.5 x 10° cells/kg) ’ * 0% > *
CAR19+ cells (%) flow cytometry =20% 26.0 419 397
CD3+ cells (%) flow cytometry =70% 979 98.6 986
Neub: 1l ti
Cell viability (%) eubauer cet counting >70% 97.9 98.1 98.0
with trypan blue exclusion
Sterility microbial growth sterile sterile sterile sterile
Mycoplasma PCR absent absent absent absent
Endotoxin chromogenic assay <0.5 EU/mL <0.5 EU/mL =<0.5 EU/mL <0.5 EU/mL
Adventitious viruses PCR absent absent absent absent
Number of trz
umber of transgene real-time PCR <10 copies/cell 145 232 251
copies/cell
RCL lication-ct tent -
(replication-competen real-time PCR absent absent absent absent

lentivirus)

Cytotoxic potency

flow cytometry

(a) NALMBS cell surviving fraction
using CART19 ratio ET 1:1 <70%
or (b) difference in NALMS6 cell
surviving fraction between CART19
versus untransduced T using ratio
ET 4:1 >50%

(a) 14.9; (b) 90.9

(a) 40.4; (b) 64.6

(a) 43.0; (b) 67.0

Imagen 58 (163):

Lista de especificaciones del producto y criterios de liberacion del ARI-0001 junto

con sus tres producciones de validacion.

Estos estudios de validacion del desarrollo preclinico del ARI-0001 fueron publicados por Castella

et al en 2019 (163). Mas tarde, dicho sistema CliniMACS Prodigy seria puesto a prueba con

pacientes reales (164). Esto confirmd su capacidad de produccién de CAR-T ARI-0001 a escala

clinica en distintos sindromes linfoproliferativos CD19 positivos (Imagen 59).
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Imagen 59 (164): Cinética de expansion de las células ARI-0001 comparando los controles sanos y

los diferentes tipos de enfermedad.

Tal como presenta la Dra. Castella (163), el ARI-0001 parte de la leucacitaféresis de pacientes a

partir de la sangre periférica. Dicho producto de aféresis es entonces conectado al biorreactor

CliniMACS Prodigy (Miltenyi Biotec), donde se elabora el ARI-0001 (Imagen 60).

Constructo CAR A3B1

===

] [

]

Dominio de
reconocimiento
antigénico

Bisagra +
transmembrana

Dominios de
sefializacion

e )
Vector
lentiviral

Gen CAR

Linfocitos T

autélogos

CliniMACS CAR-T
Prodigy® ARI-0001
L
/7 144 144 -
1 - Seleccion: CD4 +CD8 (1:1)
2 - Activacion: TransAct (CD28 + CD3)
3 - Expansion: IL7 + IL15

Imagen 60: Adaptado de Castella et al, Mol Ther Methods Clin Dev 2018 (163): células ARI-0001

La seleccién celular T se realiza ya dentro del biorreactor CliniMACS Prodigy (Miltenyi Biotec),

donde se realiza una seleccién magnética de los linfocitos T. Esta seleccién T se realiza mediante

seleccién positiva CD4/CDS, con una ratio estimada de 1:1. Dicha seleccién reduce practicamente

a cero la posibilidad de introducir posibles linfocitos B malignos a la cdmara de cultivo.
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Tras esta seleccion, un total de 100 x10e6 linfocitos T son finalmente introducidos a la camara
cerrada y estéril de cultivo del CliniMACS Prodigy. Alli son cultivados y activados usando
anticuerpos agonistas anti-CD3 y anti-CD28, y tras 24hs de dicha activacidn son transducidas con
un vector lentiviral portador del CAR19. Dichas células son entonces cultivados y expandidos en un
medio enriquecido en IL-7 e IL-15 hasta obtener la celularidad requerida, tipicamente en unos 8-9

dias (164).

1.9. EI ARI-0001 llega a su etapa clinica:

Una vez desde el HCB se demostrd ser capaz de producir productos CAR-T a escala clinica
cumpliendo con todos los criterios de calidad predefinidos, la Agencia Espafiola de Medicinas y
Productos Sanitarios (AEMPS) autorizé en mayo del 2017 el inicio del ensayo clinico CART19-BE-01
(NCT03144583, n® PElI 16-187). Este se trataba del primer ensayo clinico de terapia CAR-T de
nuestro centro: un ensayo clinico fase 1, abierto, prospectivo, no aleatorizado y multicéntrico,

para el tratamiento de sindromes linfoproliferativos CD19 positivos.

El ensayo clinico CART19-BE-01 llevd a cabo el reclutamiento de pacientes adultos en el HCB y de
pacientes pediatricos en el Hospital Sant Joan de Déu (HSJD), con el primer paciente recibiendo
tratamiento con ARI-0001 en julio del 2017. Este ensayo abrid las puertas al inicio de la trayectoria

del ARI-0001 como tratamiento de pacientes con sindromes linfoproliferativos CD19 positivos.

Para que esto haya sido posible en cuanto a financiacidn fue necesario una extensiva colaboracion
publico-privada. De hecho, el desarrollo preclinico del ARI-0001 fue econdmicamente posible
principalmente por la financiacion por multiples becas publicas incluidas en el Plan Nacional de
I+D+l (P113/00676, PIE13/00033, PI117/01043 vy PICIS14/00122). Ademas, contd con la co-
financiacion del ISCIIl — Subdireccion General de Evaluacién y Fomento de la Investigacion
Sanitaria, el Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER), y el programa de Crowd-funding

“Projecte ARI”.

Ademas, el investigador principal del ensayo CART19-BE-01, el Dr. Julio Delgado, pudo dedicarse al
disefo y ejecucion de dicho ensayo gracias a ser receptor de una beca de investigacidon de la
Generalitat de Catalunya (PERIS IPFE SLT006/17/301); y yo mismo, subinvestigador de dicho

ensayo, pude dedicarme exclusivamente al mismo gracias a haber sido receptor de una beca de
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investigacion por la Fundaciéon Espafola de Hematologia y Hemoterapia (FEHH). Finalmente,
ademas de todas estas fuentes de financiacion, el desarrollo clinico del ARI-0001 hubiera sido
econdmicamente imposible de no haber contado con el soporte concedido por el director del
Instituto Clinic de Enfermedades Hemato-Oncoldgicas (ICMHO), el Dr. Alvaro Urbano-Ispizua y por

el director general del HCB, el Dr. Josep M. Campistol.

Tampoco el desarrollo del ARI-0001 hubiera sido viable de no haber contado con el soporte del
director del Servicio de Inmunologia del HCB, el Dr. Jordi Yagile, ni mucho menos sin el respaldo
del Dr. Josep M. Canals (Universidad de Barcelona). Tampoco hubiera sido factible sin la
inestimable intervencién del Dr. Gonzalo Calvo, del Servicio de Farmacologia Clinica del HCB, en la
interaccion con la AEMPS. En definitiva, intentar mencionar a todos los actores involucrados es
una empresa cuasi utdpica, puesto que la cantidad de profesionales que han impulsado este
proyecto parece ser inconmensurable. Este proyecto se trata pues, de un proyecto por y para la

sanidad publica.

Los resultados del ensayo CART19-BE-01 condujeron a la AEMPS a conceder al ARI-0001 la
autorizacién de uso mediante exencién hospitalaria en febrero del 2021. Esta autorizacién
habilitaba su uso como tratamiento de pacientes con LLA R/R mayores de 25 afios. El ARI-0001 se
convirtié de esta forma en el primer producto de terapia avanzada contra el cancer en conseguir

dicho tipo de autorizacidn en la historia de Europa, marcando un hito para la academia europea.

A continuacion, se presentan los resultados iniciales de esta emocionante aventura académica.
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2 - Hipotesis:

El desarrollo y produccién “point-of-care” de terapias CAR-T anti-CD19 para el tratamiento de
pacientes con sindromes linfoproliferativos CD19 positivos es factible de realizar en una institucion

académica europea.

La elaboracién académica “point-of-care” de productos de terapias avanzadas CAR-T es capaz de
alcanzar resultados de seguridad y eficacia comparables a los obtenidos por otros productos CAR-T

académicos o industriales en pacientes con LLA-B, LNH-B y LLC.
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3 - Objetivos:

1. Definir la viabilidad del desarrollo clinico de un producto de terapias avanzadas CAR-T
dentro de un entorno puramente académico y de su administracidn asistencial dentro del

marco publico del Sistema Nacional de Salud espafiol.

2. Definir la viabilidad de la administracién del producto CAR-T ARI-0001 en sindromes
linfoproliferativos CD19 positivos siguiendo un modelo tipo “point-of-care” en un entorno
puramente académico, incluyendo la tasa de producciones exitosas de productos CAR-T y

la proporcién de pacientes que finalmente reciben dichos productos CAR-T.

3. Caracterizar la seguridad (MRP, tasas de SLC, de ICANS, AEs y SAEs) y la eficacia (TRG, TRC,
SLP, DR y SG) de la administracion del producto CAR-T académico ARI-0001 en sindromes
linfoproliferativos CD19 positivos (LLA y LNH).

4. Caracterizar la seguridad (MRP, tasas de SLC, de ICANS, AEs y SAEs) y la eficacia (TRG, TRC,
SLP, DR y SG) de la administracion del producto CAR-T académico ARI-0001 en pacientes

con LLA RR con enfermedad exclusivamente extramedular.

5. Caracterizar factores asociados con el riesgo de recaida (SLP y HR) en pacientes con LLA RR

tratados con ARI-0001.

6. Caracterizar la seguridad (MRP, tasas de SLC, de ICANS, AEs y SAEs) y la eficacia (TRG, TRC,
SLP, DR y SG) de la administracion del producto CAR-T académico ARI-0001 en pacientes
con LLC/TR RR.
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4 - Resultados:

Articulo n21:

4.1. CART19-BE-01: A Multicenter Trial of ARI-0001 Cell Therapy in
Patients with CD19+ Relapsed/Refractory Malignancies. (165)

Valentin Ortiz-Maldonado, Susana Rives, Maria Castella, Anna Alonso-Saladrigues, Daniel
Benitez-Ribas, Miguel Caballero-Baios, Tycho Baumann, Joan Cid, Enric Garcia-Rey,
Cristina Llanos, Montserrat Torrebadell, Neus Villamor, Eva Giné, Marina Diaz-Bey3, Laia
Guardia, Mercedes Montoro, Albert Catala, Anna Faura, E Azucena Gonzalez, Marta
Espanol-Rego, Nela Klein-Gonzdlez, Laia Alsina, Pedro Castro, lolanda Jordan, Sara
Fernandez, Federico Ramos, Guillermo Sufié, Unai Perpiia, Josep Maria Canals, Miquel
Lozano, Esteve Trias, Andrea Scalise, Sara Varea, Joaquin Sdez-Pefiataro, Ferran Torres,

Gonzalo Calvo, Jordi Esteve, Alvaro Urbano-Ispizua, Manel Juan, Julio Delgado.

Molecular Therapy. 2021 Feb 3;29(2):636-644. doi: 10.1016/j.ymthe.2020.09.027. Epub
2020 Sep 20. PMID: 33010231; PMCID: PMC7854276.

Resumen:

Se evalud la administracién de células ARI-0001 en pacientes adultos (Hospital Clinic de Barcelona)
y pediatricos (Hospital Sant Joan de Deu de Barcelona) con sindromes linfoproliferativos CD19+
recaidos o refractarios. Un total de 58 pacientes firmaron el consentimiento informado, de los
cuales 54 realizaron la aféresis. De estos, 47 (87%) recibieron tratamiento con las células ARI-0001:
38 pacientes con leucemia linfoblastica aguda, 8 pacientes con linfoma no Hodgkin y 1 paciente
con leucemia linfocitica crénica. Los pacientes tratados recibieron tratamiento de linfodeplecién
con ciclofosfamida (900mg/m?) y fludarabina (300mg/m?) seguidos de la administracién de una

dosis de 0,4-5 10° células ARI-0001/kg.
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Las células ARI-0001 fueron administradas inicialmente como dosis Unica (n=19) y posteriormente
de forma fraccionada (n=28) en 3 fracciones de 10%, 30%, y 60%, con la administraciéon de cada
fraccion separada al menos por 24hs en funcién de la ausencia de sindrome de liberacién de
citoquinas. En los pacientes con LLA, se observd una tasa global de SLC grado 23 del 13,2% (26,7%
antes del fraccionamiento, frente al 4,3% observado después del fraccionamiento) y una
incidencia de neurotoxicidad grado 23 del 2,6%. La mortalidad relacionada con el procedimiento
(MRP) al dia +100 fue del 7,9% (3/38), debido a 2 episodios de SLC grado 5 y 1 episodio de colitis

pseudomembranosa grado 5 sumado a un SLC grado 4.

Dichos eventos de MRP fueron los que motivaron la realizacion de una enmienda mayor que
permitié la administraciéon fraccionada de la dosis y el uso de tocilizumab a partir de SLC grado 2.
Tras dicha enmienda no se observo ningln nuevo episodio de MRP. En cuanto a eficacia en LLA, la
tasa de RC con EMR negativa en el dia +100 fue del 71,1%. La SLP al afio fue del 47% (IC del 95%:
27%-67%), y la SG al afio fue del 68,6% (IC del 95%: 49,2%-88%).

En cuanto a los pacientes con LNH, se observé una tasa global de SLC grado >3 del 25% (33% antes
del fraccionamiento, frente al 20% observado después del fraccionamiento), y no se observaron
casos de neurotoxicidad grado 23 ni de MRP a dia +100. Sin embargo, un paciente con linfoma
folicular fallecié tras el dia +100 debido a una necrdlisis epidérmica tdxica de causa no definida. En
cuanto a la eficacia en LNH, la tasa de respuestas globales y completas fue del 75% y 50% en el dia
+100, respectivamente. La mediana de SLP y de SG fue de 8,1 meses y de 11 meses,

respectivamente.

En conclusion, la administracion de células ARI-0001 proporciond resultados de seguridad y
eficacia que fueron comparables a los de otros obtenidos con otros productos CAR-T académicos o

comerciales disponibles en el mercado en dicho momento.
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We evaluated the administration of ARI-0001 cells (chimeric  products. This trial was registered as ClinicalTrials.gov:

antigen receptor T cells targeting CD19) in adult and pediatric =~ NCT03144583.
patients with relapsed/refractory CD19" malignancies. Patients
received cyclophosphamide and fludarabine followed by ARI- INTRODUGTION

0001 cells at a dose of 0.4-5 x 10° ARI-0001 cells/kg, initially
as a single dose and later split into 3 fractions (10%, 30%,
and 60%) with full administration depending on the absence
of cytokine release syndrome (CRS). 58 patients were included,
of which 47 received therapy: 38 with acute lymphoblastic leu-
kemia (ALL), 8 with non-Hodgkin’s lymphoma, and 1 with
chronic lymphocytic leukemia. In patients with ALL, grade
=3 CRS was observed in 13.2% (26.7% before versus 4.3% after
the amendment), grade >3 neurotoxicity was observed in
2.6%, and the procedure-related mortality was 7.9% at
day +100, with no procedure-related deaths after the amend-
ment. The measurable residual disease-negative complete

Despite currently available therapies, most patients with relapsed/re-
fractory (R/R) B cell malignancies such as acute lymphoblastic leuke-
mia (ALL) and diffuse large B cell lymphoma (DLBCL) remain incur-
able. R/R ALL is associated with a complete response rate (CRR)
around 30%-45% and a median overall survival (OS) around 4-
8 months, depending on age, type of salvage therapy, and response
to it." ' The prognosis is particularly poor for patients relapsing after
allogeneic hematopoietic cell transplantation (alloHCT).”* Novel
agents such as inotuzumab ozogamicin (I0) or blinatumomab have
increased the CR rate in this patient population, but responses are

response rate was 71.1% at day +100. Progression-free survival
was 47% (95% IC 27%-67%) at 1 year: 51.3% before versus
39.5% after the amendment. Overall survival was 68.6% (95%
IC 49.2%-88%) at 1 year. In conclusion, the administration
of ARI-0001 cells provided safety and efficacy results that are
comparable with other academic or commercially available
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Signed informed consent (n = 58)

Not meeting inclusion criteria (n = 2)
Redirected to commercial product (n = 2)

Apheresis performed and cell
production attempted (n = 54)

Physician's decision (n = 2)
Exclusion criteria (n = 1)
Death (n=1)

Production failure (n = 3)

ARI-0001 cells infused (n = 47)

Continue on study (n = 19)

Discontinued (n = 28):

- Disease progression/death (n = 18)

- Death without progression (n = 3)

- Other (patient's/physician’s decision) (n = 6)

Figure 1. Consort Diagram of Patients Included in the CART19-BE-01 Trial

generally not durable.”* Outcomes are also poor in patients with R/R
DLBCL, defined as no response to the last line of chemotherapy or
relapse within 1 year of autologous hematopoietic cell transplant (au-
toHCT). A meta-analysis of patients with refractory DLBCL found
that these patients achieve an overall response rate of 26% and median
05 of 6.6 months.”

Adoptive cell therapy with T cells genetically engineered to express
chimeric antigen receptors (CAR) targeting CD19 is a well-estab-
lished approach for the treatment of B cell malignancies."” These
CAR constructs usually comprise an extracellular single-chain vari-
able fragment (scFv) of a monoclonal antibody (mAb) attached to a
transmembrane domain and two or more signaling domains. Two
of these cell products (tisagenlecleucel and axicabtagene ciloleucel)
were recently approved by the Food and Drug Administration
(FDA) and European Medicines Agency (EMA) for the treatment
of R/R ALL and DLBCL. Both products share the same scFv (derived
from the FMC63 mAb) but have a different composition, including a
different co-stimulatory domain and transduction vector, and yet
both have remarkable clinical efficacy and a comparable safety pro-
file 11-13

In 2013, we started developing our own CAR19 construct. We iden-
tified the scFv sequence from our own CD19-A3B1 hybridoma, incor-
porated a transmembrane CD8 domain, a 4-1BB costimulatory
domain, and a CD3z signaling domain next to it, cloned the sequence
into a 3 generation lentiviral vector, and transduced healthy-donor
T cells."* Once the preclinical tests were completed, we scaled up both
the lentiviral and cell production, this leading to the Spanish Agency
for Medicines and Health Products (AEMPS) approval of our inves-
tigational new drug, called ARI-0001 cells (IMP no 16-187), and also
this clinical trial (CART19-BE-01) in May 2017. Here we present the
results of this clinical trial.

RESULTS

Baseline Characteristics

58 patients were enrolled in the study, but 4 of them never made it
through the screening phase: 2 patients did not comply with inclu-
sion/exclusion criteria and 2 were eventually referred for therapy
with commercial products that became available at the time (Figure 1).
Out of the remaining 54 patients, 47 received therapy with ARI-0001
cells, 19 in cohorts 1 and 2 (single dose infusion) and 28 in cohort 3
(fractionated infusion). These 47 patients (modified full analysis set
[mFAS]) were diagnosed with ALL (38), DLBCL (4, one of them a
Richter’s transformation from chronic lymphocytic leukemia
[CLL]), primary mediastinal B cell lymphoma,” follicular lymphoma
(FL),” and CLL'. Baseline characteristics of patients included in the
mFAS are shown in Table 1. Median age was 26 years (range, 3-
67), and 17 patients (36%) were female. The full details of the only
CLL patient were published elsewhere.'” The data cutoff date was
November 5, 2019, when all infused patients had a minimum
follow-up of 100 days or had experienced disease relapse or death.
At that time, the median follow-up for survivors was 5.5 months
(range, 1.9-23.6) from ARI-0001 cell infusion.

Out of 54 patients who proceeded to apheresis, 47 (87%) and 7 (13%)
required one and two procedures, respectively. Reasons for a second
procedure were bacterial contamination of the cell product" and insuf-
ficient viral transduction.” All infused patients received fludarabine +
cyclophosphamide lymphodepletion and received ARI-0001 cells a me-
dian of 54 days (range, 34-215) after study inclusion. The median vein-
to-vein time was 42 days (range, 25-190) for the entire population. The
original target dose ranged from 0.5to 5 x 10° ARI-0001 cells/kg, with
the condition imposed by the AEMPS that the first patient had to
receive the minimum dose (0.5 x 10° ARI-0001 cells/kg). In cohort
3, one patient received 0.4 x 10° ARI-0001 cells/kg (Le., the last fraction
was omitted) due to cytokine release syndrome (CRS).

Toxicity

All adverse events (AEs) occurring from study inclusion, even before
ARI-0001 cell infusion, were graded and reported (Tables 51 and 52).
Grade = 3 AEs were documented in 68.4% of patients with ALL and
75% of patients with non-Hodgkin’s lymphoma (NHL) at day +100,
whereas serious AEs (SAEs) were observed in 44.7% and 50% of pa-
tients with ALL and NHL, respectively (Table 2). Procedure-related
mortality (PRM) at day +100 was 7.9% (95% confidence interval
[CI] 1.7%-21.4%) for patients with ALL and 0% for patients with
NHL. Suspected unexpected serious adverse reactions (SUSARs)
were observed in 4 patients: 2 patients (aged 11 and 19, respectively)
developed lethal CRS and a 35-year-old patient died of pseudomem-
branous colitis while recovering from grade 4 CRS. These 3 patients,
belonging to cohorts 1 and 2, motivated the second major amend-
ment of the study as previously described. The fourth SUSAR was re-
ported ina patient with FL from cohort 3 who developed grade 4 toxic
epidermal necrolysis while recovering from grade 2 CRS. In the last
case, causality was investigated but could not be demonstrated (i.e.,

ARI-0001 cells could not be identified in the skin).
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Table 1. Patients’ Demographics and Baseline Characteristics

Cohort 3
Cohorts 1 and 2 (Fractionated All
Characteristic (Single Infusion) Infusion) Patients
Acute lymphoblastic n=15 n=23 n=38
leukemia
245(3-
Age (y), median (range) 20 (3-35) 29 {4-67) 67)3 (
Female sex, n (%) 4(27) 10 (44) 14 (37)
ECOG performance status .
431 5(22 9 (2
> 1n (%) (31) (22) (25)
Prior regimens, median 4(2-
(range) 4(3-10) 4(2-8) 10)
Prior inotuzumab, n (%) 4 (27) 9(39) 13 (34)
Prior blinatumomab, n (%) 3 (20) 6 (26) 9 (24)
Prior allogeneic HCT, n 11 (73) 22 (96) 33 (87)
(%)
Bone man_‘ow blast cell 10 (67) 7 (30) 17 (25)
count = 5%, n (%)
Non-Hodgkin's ne3 nes n=8
lymphoma
Histology:
# Diffuse large B cell _
Iymphoma 1(33.3) 3 (60) 4 (50)
# Primary mediastinal B -
cell lymphoma 2 (669) 0 229
# Follicular lymphoma 0 (D) 2 {40) 2(25)
: 475
Age (v), median (range) 25 (19-51) 50 (22-62) (19-62)
Female sex, n (%) 1(33) 2 (40) 3(375)
ECOG performance status _
> Ln (%) 1(33) 3 (60) 4(50)
Prior regimens, median
(range) 6(5-7) 6 (4-9) 6 (4-9)
Prior allogeneic/ 3 (100) 1(20) 4(50)

autologous HCT, n (%)

1

HCT, h ietic cell tr ion; NA, not applicable/available.

Regarding AEs of special interest, CRS was reported in 55.3%
(13.2% grade > 3) and 87.5% (25% grade > 3) of patients with
ALL and NHL, respectively. In patients with ALL, we observed a
reduction in the rate of grade =3 CRS after the second amendment,
dropping from 26.7% (cohorts 1 and 2) to 4.3% (cohort 3; Table 2),
this leading to a reduction in tocilizumab administration from
26.7% (cohorts 1 and 2) to 8.7% (cohort 3), and a reduction in corti-
costeroid use from 20% (cohorts 1 and 2) to 0% (cohort 3). Due to
CRS, 1/23 (4%) patients from cohort 3 received only two ARI-0001
cell fractions, while no patient received only one fraction. The
occurrence of CRS (any grade) was also reduced and delayed in
cohort 3 (Figure S1). Moreover, grade > 3 immune effector-cell
associated neurotoxicity syndrome (ICANS) was only observed in
1 (2.6%) patient with ALL. The only grade > 3 s malignancy
observed in the study was myelodysplasia in a 7-year-old girl diag-
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nosed with ALL who had already received 6 lines of therapy,
including IO and alloHCT.

Globally speaking, the most common AEs in patients with ALL were
neutropenia (97.4%), anemia (84.2%), hypogammaglobulinemia
(78.9%), thrombocytopenia (76.3%), and lymphopenia (73.7%). Liver
toxicity was also frequent, including increased AST (50%), increased
ALT (47.4%), increased GGT (39.5%) and increased alkaline phos-
phatase (36.8%), mostly in patients with prior alloHCT (Table S1).
Similar figures were observed in patients with NHL (Table S2).
Two patients with ALL (2/38, 5%) with prior history of alloHCT
and 1O therapy developed severe hepatic sinusoidal obstruction syn-
drome (SOS) that resolved with conventional supportive care.

Efficacy

In patients with ALL, the measurable residual disease (MRD)-nega-
tive CRR was 84.2% (95% CI 69%-94%) at day +28 and 71.1%
(95% CI 54%-85%) at day +100. All evaluable patients (i.e., excluding
those who died prematurely) developed absolute B cell aplasia that
lasted for a median of 100 days (95% CI 56-100 days). Progression-
free survival (PFS) at 1 year was 47% (27%-67%) for the whole
ALL cohort, while the 1-year OS was 68.6% (49%-88%; 78% for chil-
dren, 65% for adults; Figure 2). The median duration of response
(DOR), considering only patients who responded to therapy by
day +100, was 14.8 months. Out of 15 patients with progressive dis-
ease after ARI-0001 cell infusion, tumor cells expressed CD19 in 13
(87%), while 2 (13%) were CD19-negative. When we considered all
patients with ALL recruited into the study, including those who did
not receive therapy (n = 43), the 1-year PFS and OS were 43.5%
(24%-63%) and 77.7% (62%-93%), respectively.

Subgroup analyses according to type of administration (cohorts 1 and
2 versus cohort 3) and age are depicted in Table 3. The apparent lower
response rate observed in the pediatric population at day +100 is due
to the early administration of a second ARI-0001 cell dose before that
day in 2 patients. Both patients were in MRD-negative CR on
day +100 but received the second infusion shortly before this time
point due to early B cell recovery. If we count them both as re-
sponders, the CRR for pediatric patients would be 72% instead of
55%, and the CRR of the entire population would be 76% instead
of 71%. On the other hand, the B cell aplasia lasted for longer in
the pediatric population compared to adult patients (48% versus
10.5% at 1 year).

In patients with NHL, the overall response rate at day +100 was 75%
(35%-97%), while the CRR was 50% (16%-84%). Full details,
including the patient with CLL, are depicted in Figure 3.

Cytokines

Cytokine levels were available from 34 patients, 19 diagnosed with
ALL, 5 diagnosed with NHL, and 1 diagnosed with CLL. The most
informative cytokine levels were those determined at day +7, but
peak values are also displayed for reference. The median absolute
and relative values (to the pre-administration level) are depicted in
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Table 2. Adverse Events of Special Interest

Cohort 3

Cohorts 1 and 2 (Fractionated All

(Single Infusion) Infusion) Patients
Acute lymphoblastic |, _ 5 n=23 n=38
leukemia
Grade = 3 adverse 11(73.3) 15 (65.2) 6
events, n (%) (68.4)
Severe adverse events, g (53.3) 9 (39.1) 17
n (%) (44.7)
Grade = 3CRS, n (%) 4(267) 1(43) 5(13.2)
Grade = 3ICANS, n (67) 0 (0.0) 1(2.6)
(%)
Grade = 35 1(6.7) 0 (0.0) 1(2.6)
malignancies, n (%)
Non-Hodgkin's n=3 n=>5 n=8§
lymphoma
Grade = 3 adverse 3 (100) 3 (60) 6 (75)
events, n (%)
Severe adverse events, 5 (100) 1(20) 4 (50)
n (%)
Grade = 3 CRS,n (%) 1(33.3) 1(20) 2 (25)
Grade = 3ICANS, n () 0(0) 0 (0)
(%)
Grade = 3s 0(0) 0 (0) 0 (0)

malignancies, n (%)

CRS, cytokine release syndrome; ICANS, immune effector cell-associated neurotoxicity
syndrome.

Table S3. Figure 54 shows the association between cytokine levels on
day +7 and the development of CRS for patients with ALL. The only
cytokine significantly associated with the occurrence of CRS was IL-6.
Figure S5 shows the non-significant impact of fractionated adminis-
tration of ARI-0001 cells on cytokine levels on day +7, also for pa-
tients with ALL.

ARI-0001 Expansion

ARI-0001 cells expanded with a median area under the curve (AUC)
of 129.1 copies per cell per day (range: 15.6-4271.3). Peak expansion
occurred at a median of 14.5 days after infusion (range: 2-236 days).
There was no correlation between the AUC of ARI-0001 expansion
and patient’s age (younger or older than 18 years), type of administra-
tion (cohorts 1 and 2 [single dose] versus cohort 3 [fractionated]),
development of CRS, diagnosis (ALL versus NHL), bone marrow
blast percentage at study inclusion or response rate. Representative
plots are displayed in Figures S6 and S7.

Human Anti-murine Antibodies

In patients with ALL, human anti-murine antibodies (HAMAs) were
clearly detected (>20% positive cells by flow cytometry) in 9 patients,
but we observed borderline results (10%-20% positive cells) in 5
further patients. Of note, 3 patients already had HAMAs before
ARI-0001 cell infusion, which is quite intriguing because 2 of them
were pediatric patients who had not received any monoclonal anti-
bodies or an alloHCT. 2 of these patients experienced B cell recovery

1.8 and 3.2 months after ARI-0001 cell infusion but have not experi-
enced disease relapse with current follow-up (one of them received a
second infusion and is depicted in Figure 52D). The third patient who
had detectable HAMAs before the cell infusion died of severe CRS.
Out of the remaining 6 patients with HAMAs, 2 of them developed
HAMAs after the second infusion of ARI-0001 cells (Figures S2A
and S2E) and 1 before the second infusion of ARI-0001 cells
(Figure S2F).

There was no significant association between the presence of HAMAs
and B cell recovery or disease relapse (Fisher’s exact test). Further-
more, there was no association between persistence of B cell aplasia
and PFS (Mantel-Byar test, Figure S3).

Second ARI-0001 Cell Infusion

In cohorts 2 and 3, a second infusion was allowed as per protocol, and
this was performed in 6 patients, 2 due to CD19" relapse and 4 due
early B cell recovery. Unfortunately, it only resulted in brief responses
and/or B cell aplasia, and also led to the appearance of HAMAs in 3
patients (Figure S2).

DISCUSSION

To our knowledge, this is one of the first European academic clinical
trials of CART19-cell therapy in patients with B cell malignancies,
and certainly the first with the new construct A3B1:CD8:4-1BB:CD3z
The preliminary results observed in the first 10 patients led to the
extension of the trial to include 54 patients in total, most of them diag-
nosed with ALL. An important caveat is that our study included both
pediatric and adult patients with ALL, which are known to have a
different prognusis,“‘ and this complicates the comparison with other
studies. Other important differences are that (1) 87% of our patients
with ALL had already received an alloHCT, compared to 33%-62% in
other studies;' "' and (2) response evaluation was performed at
day +100, 4-10 weeks later than in other studies.'"'" ' This late
response evaluation was necessary to capture ARI-0001 activity in pa-
tients with both ALL and NHL.

The preparation of ARI-0001 cells could be accomplished with one
leukocytapheresis procedure in 87% of patients, and the cell produc-
tion time ranged from 7 to 10 days. Still, the median vein-to-vein time
was 42 days (range, 25-190) mostly due to 7 patients who required 2
aphereses and also numerous intervening medical complications that
forced us to delay lymphodepleting chemotherapy and cell infusion.

We have observed that the safety profile of ARI-0001 cells is compa-
rable to that of commerdially available or other academic prod-
ucts.' 71 Of note, the excessive severity/lethality of CRS observed
in the first 19 patients led to a major amendment of the protocol
mandating the fractionated administration of ARI-0001 cells (cohorts
1 and 2 versus cohort 3). Consequently, the grade > 3 CRS rate drop-
ped from 27% to 4% and the PRM was reduced from 20% to 0%.
These results almost replicate the experience with CTL019 (later
known as tisagenlecleucel) in adult patients with ALL, in which the
grade =3 CRS rate was reduced from 50% to 4%, and the PRM
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Figure 2. Clinical Outcome of Patients with Acute
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from 50% to 0%, after the fractionated administration of this drug was
introduced into the protocol.'” Still, the global CRS rate of 55% (13%
grade > 3) observed in our trial, considering all patients together, is
quite comparable to similar trials of CART19 cells in ALL.'""*!
Regarding neurotoxicity, there were no apparent differences before
and after theamendment since only one (3%) patient developed grade
= 3 ICANS. These results are also comparable (if not better) to those
obtained in similar trials of CART19 cells in ALL.'"'"*! We have no
explanation for the reduced incidence of ICANS observed in our trial.
Since the cell dose and patient management were comparable with
other trials, we hypothesize that this could be a genuine feature of
our A3Bl-based construct. Moreover, there were no differences in
safety according to age: grade = 3 CRS rate was 18% for patients
<18 years and 11% for those >18 years; and grade >3 ICANS was
0% and 4% for the same patient groups. Of note, two patients with
ALL developed severe hepatic SOS, which, to the best of our knowl-
edge, has not been reported before in patients receiving CART19 cells.
Both patients had in common their relatively advanced age (54 and 67
years), prior alloHCT and prior administration of IO, which are all
known risk factors for SOS. As a result, we currently perform a
comprehensive liver evaluation in this patient population before the
administration of ART-0001 cells. From these results we can conclude
that the fractionated administration of 1 x 10° ARI-0001 cells/kg can
be considered safe and merits further evaluation in phase 2 trials.

In this study, ARI-0001 cells achieved a 71% MRD-negative CRR at
day +100 with a median PFS of 12 months, which is comparable to
results obtained with similar products in pediatric patients,l L% and
perhaps superior to studies performed exclusively in adults, in which
the median PFS ranged from 6 to 8 months.' "' Equally comparable
are the median DOR of patients who were in remission by day +100
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Then, we evaluated the results obtained in cohorts 1 and 2 (single-
dose) versus cohort 3 (fractionated administration) and observed
that the CRR (67% versus 74%), 1-year PFS (51% versus 39.5%),
and 1-year OS (66% versus 62%) were not remarkably different. These
comparisons should, however, be handled with care since the follow-
up is significantly shorter for patients in cohort 3. On the other hand,
we observed some important differences between pediatric and adult
patients. The CRR was apparently lower for pediatric patients (55%
versus 78%), clearly influenced by the second administration of
ARI-0001 cells in two pediatric patients before day +100. In contrast,
the 1-year PFS of pediatric patients was significantly higher compared
to adults (82% versus 34%), and also the duration of B cell aplasia
(48% versus 10.5%), all in keeping with prior experience in pediatric
versus adult populations.''*'"” ' Remarkably, almost all (96%) adult
patients recruited into this trial had already failed an alloHCT and
none underwent a second procedure as consolidation therapy. As
such, the effect of ARI-0001 on PFS or OS was not confounded by
the effect of a subsequent allograft. On the other hand, most (87%)
relapses were CD19” in keeping to other studies performed in adult
ALL,"" but almost the opposite to what was observed with tisagen-
lecleucel in pediatric patients. " Once again, shorter T cell persistence
may explain this 1::.['1e]'u.lmﬁru:-n.I 113,21 Unfortunately, the low number
of patients and the trial design prevented us from identifying any rela-
tionship between persistence of B cell aplasia and PFS. Finally, second
ARI-0001 infusions had little efficacy in reverting early B cell recovery
and/or disease relapse as seen by other investigators with similar
products.”

In conclusion, the administration of ARI-0001 cells, produced in a

European academic setting, provided safety and efficacy results that
are comparable with other academic or even commercial products.
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Table 3. Efficacy of ARI-0001 Cells in Patients with Acute Lymphoblastic Leukemia

MRD-CRR at day +28,  MRD-CRR at day +100,

PFS Median (95% CI) 1.year DOR Median (95% CI) 1-year OS Median (95% CI) 1-year

Population n rate (95% CI) rate (95% CI) rate (95% CI) rate (95% CI) rate (95% CI)
- 12.0 mo (4.2-20.2) 47% (27- 148 mo (6.0-NA) 59% (34%-  20.2 mo (10.4-NA) 69%
Total 38 842 (69-94) 71.1 (54-85) 7%) 83%) (45%-55%)
Cohorts 1 and 2 - 17.6 mo (0.3-NA) 51% (25%- 157 (3.6-NA) 70% (42%- 20.2 mo (0.3-NA) 65.5%
(single dose) 15 73.3 {45-92) 667 (38-58) 77%) 98%) (41%-90%)
Cohort 3 12.0 mo (4.2-14.5) 39.5% 87 mo (20-NA) NA (NA- 145 mo (6.8-145) 62%
2 - y
(fractionated) 23 513 (72-99) 739 (52-50} (4%-75%) NA) (24%-100%)
Age groups
18.1 mo (14.5-NA) 82% NA mo (14.8-NA) 100% NR (7.1-NA) 78% (50%-
<18 yi ~ .
<18 years 11 818 (48-98) 545 (23-83) (59%-100%) (100%-100%) 100%)
9.4 mo (3.3-20.2) 34% (12%- 8.7 mo (3.9-16.6) 46% (18%— 202 12.8-MA) 64.5%
>18 years 27 852 (66-96) 77.8 (58-91) mo ) 34% ( mo { ) 46% ( mo ( ) 645
57%) 75%) (40%-89%)
17.6 mo (4.2-20.2) 64% 14.8 6.0-NR) 79% (51%- 202 14.5-NA) 82%
<25 years 19 78.9 (54-94) 63.2 (38-84) mo ( ) mo ( ) 79% ( mo (145-NA)
(40%-89%) 100%) (63%-100%)
. 19 894 (57-99) 789 (54-99) 72 mo (32-NA) 25% (0%- 8.7 mo (20-NR) 34% (0%-  NR (6.9-NA) 50.5% (18%-
>25 years X a - = 52%) 70%) B4%)

MRD-CRR, complete response rate with negative measurable residual disease; PFS, progression-free survival; DOR, duration of response; OS, overall survival; mo, months; NA, not

available.

In February 2020, a marketing authorization application under the
Hospital Exemption Rule was submitted to the AEMPS. This exem-
plifies how initiatives from Academia and Pharmaceutical companies
can be complementary and synergistic in the best interest of patients.

MATERIALS AND METHODS

Patient Population

The CART19-BE-01 study is a single-arm, multicenter, open-label pi-
lot study evaluating the safety and efficacy of ARI-0001 cells in pa-
tients with R/R B cell malignancies. Eligible patients had to have all
of the following: (1) CD19-positive B cell malignancy, including
ALL, DLBCL, CLL, FL, or mantle-cell lymphoma (MCL); (2) age
from 2 to 80 years; (3) ECOG performance status 0-2; (4) estimated
life expectancy from 3 months to 2 years; and (5) adequate venous ac-
cess. Patients were eligible if they suffered from (1) ALL in >2™
relapse, either ineligible for or with relapsed disease after alloHCT;
(2) DLBCL or MCL in >2" relapse, ineligible for or with relapsed
disease after autoHCT; and (3) CLL or FL who had received a mini-
mum of 2 lines of therapy (including rituximab) and experienced dis-
ease progression within 2 years of last therapy. Patients with CLL/FL
could be ineligible for or with relapsed disease after alloHCT/au-
toHCT. Key exclusion criteria included history of other malignancy
unless it had been in remission for more than 3 years; severe renal,
hepatic, pulmonary, or cardiac impairment; active immunosuppres-
sive therapy; HIV infection; active HBV or HCV infection; and active
infection requiring systemic therapy. Of note, neither central nervous
system involvement nor prior alloHCT were exclusion criteria for this
trial. All patients provided written, informed consent. The AEMPS
and Institutional Review Boards/Ethics Committees of each study
site approved the trial, which was conducted in accordance with the
principles of the Declaration of Helsinki (last updated version, Forta-
leza, Brazil, 2013).

Study Design, Endpoints, and Sample Size

The primary endpoint was safety as determined by PRM and grade 3-
4 toxicity at day +100 and 1 year. AEs of special interest were CRS,
neurotoxicity (currently known as ICANS) and second neoplasia.
AEs were graded according to common terminology criteria (CTC),
version 4.0. SAEs were defined as those AEs that were fatal, life-
threatening, leading to (or prolonging) a stay in hospital or a transfer
to the intensive care unit, or resulting in severe disability. For CRS, we
used the grading system by Lee et al.”* Secondary endpoints included
objective response rate (ORR) as per conventional criteria;”* " PFS,
OS, DOR, B cell aplasia duration, and impact of therapy on quality
of life. The ORR was assessed at day +100 for all patients (prespecified
endpoint) and at day +28 for patients with ALL (exploratory
endpoint).

The original sample size was 10 patients (cohort 1). 5 months after
study initiation, a major amendment increased the sample size to
39 patients and allowed patients with either normal B cell recovery
within 3 months (early B cell recovery), CD19" disease relapse, or
CD19" refractory disease to receive a second dose of ARI-0001 cells
(cohort 2). 12 months after study initiation, with 19 patients already
recruited, a second major amendment increased the sample size to a
total of 54 patients (cohort 3), mandated the fractionated administra-
tion of ARI-0001 cells (10%, 30%, and 60% of the total dose) contin-
gent on the lack of CRS after each fraction, and allowed the early
administration of tocilizumab in patients with grade 2 CRS (it was
initially reserved to those with grade = 3). This second amendment
was motivated by 3 toxic deaths.

ARI-0001 Cells Production and Treatment
Full details of ARI-0001 cell production, including a comprehensive
phenotypic characterization of these cells can be found elsewhere.””
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Figure 3. Swimmer Plot of Patients with Non-
Hodgkin's Lymphoma and Chronic Lymphocytic
Leukemia Belonging to the Modified Full Analysis
Set(n=9)

Green denotes complete remission, blue denctes partial
remission, and red denotes refractory disease or disease
progression. Sharp edges denote “alive at last follow-up,”
round edges denote “dead at last follow-up.”

Patients were enrolled following screening and confirmation of eligi-
bility, and underwent leukocytapheresis to obtain peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs). ARI-0001 cells were manufactured us-
ing the CliniMACS Prodigy system (Miltenyi). Approximately
100 % 10° T cells were stimulated to expand with anti-CD3 and
anti-CD28 antibodies together with IL-7 and IL-15. 24 h after T cell
activation, cells were transduced with a lentiviral vector containing
the CAR gene construct at a multiplicity of infection of 10. Following
expansion, that lasted from 7 to 10 days, the final ARI-0001 cell prod-
uct was washed, cryopreserved, and tested for identity, potency, ste-
rility, and adventitious agents.

Before ARI-0001 cell infusion, patients received fludarabine at 30 mg/
m’/day plus cyclophosphamide at 300 mg/m?/day on days —6, —5, and
—4 followed by ARI-0001 cells. In cohorts 1 and 2, patients received a
single intravenous infusion of ARI-0001 cells, at a dose of 0.5-5 x 10°
cells/kg, on day 0. Adult patients with ALL received 0.5-1 x 10° cells/
kg, while pediatric patients with ALL and adult patients with NHL/CLL
received 5 x 10° cells/kg (if available). In cohort 3, patients received the
first fraction (10%) of ARI-0001 cells on day 0, followed by the second
(30%) and third (60%) fraction. The second fraction was administered
24-48 h after the first, and the third 24-48 h after the second only if the
patient had no signs or symptoms of CRS. Moreover, in cohort 3 all pa-
tients with ALL received a maximum ARI-0001 cell dose of 1 x 10°
cells/kg regardless of age. All patients remained hospitalized to recovery
through day +21 or until all procedure-related non-hematological
toxicity returned to grade < 1 or baseline. Patients were followed in
the post-treatment assessment period and returned to the dlinic at
weeks 4, 5, 6, 8, 10, 12, and 14 (day +100), and monthly afterward
for the first year. All patients completing the first year of follow-up
were followed up for survival and disease status every 3 months in years
2 and 3. In case of a second ARI-0001 cell infusion, the entire procedure
was repeated, including lymphodepleting chemotherapy, ARI-0001 cell
dose (if available), hospital admission, and close follow-up.

The methods used to measure cytokines, ARI-0001 cells and HAMAs
are available in the Supplemental Information.

Statistical Analysis

Adverse events and response rates are presented with 95% exact Clop-
per-Pearson confidence intervals. PRM was calculated as a cumula-
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tive incidence considering disease relapse as a
competing event. OS, PFS, DOR, and persis-
tence of B cell aplasia, were plotted using the Ka-
plan-Meier method. Due to the open-label non-randomized nature of
the study, the statistical analysis was descriptive and no formal
comparisons between cohorts are provided. However, for illustrative
reasons, some p values are provided, which should be considered
informative but not conclusive. Statistical analyses were performed
using SAS version 9.4 (SAS Institute, Cary, NC, USA) and R (R Foun-
dation for Statistical Computing, Vienna, Austria). The trial (EUDRA
no 2016-2972-29) was registered at https://clinicaltrials.gov/ (Clini-
calTrials.gov: NCT03144583).

SUPPLEMENTAL INFORMATION
Supplemental Information can be found online at https://doi.org/10.
1016/j.ymthe.2020.09.027.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

V.0.-M,, S.R,, M.],, and ].D. designed the clinical trial and wrote the
paper; .E., G.C., and A.U.-L provided significant contribution to the
study planning and analysis; V.O.-M., T.B,, .E, EG.,, M.D.-B,, LG,
MM, P.C,, S.F,, and ].D. looked after adult patients; S.R., A.A.-S,,
CL, A.C, AF, LA, ER, and L]. looked after pediatric patients;
D.B.-R, M.C.-B, EA.G, ME-R, NK.-G, E.T., and M.]. manufac-
tured ARI-0001 cells and monitored ARI-0001-cell expansion and
cytokine production; M.C., GS., JM.C,, U.P., and M.]. designed the
CAR construct and produced the lentiviral vector; N.V.and M.T. per-
formed MRD tests; ].C., E.G.-R., and M.L. performed leukocytapher-
eses; F.T. and [.D. performed the statistical analysis; ].S.-P. was
responsible for pharmacovigilance; S.V. was the study manager;
A.S. drafted the regulatory dossier for the submission to the AEMPS;
G.C. is the coordinator of Advanced Therapies at Hospital Clinic. All
authors reviewed the study data, read, and approved the manuscript.

CONFLICTS OF INTEREST

V.0.-M.: consultant or advisory role (Kite Gilead, Celgene, Novartis),
travel grants (Kite Gilead, Celgene, Novartis, Roche, Takeda, Jans-
sen), honoraria (Kite Gilead). S.R.: consultant or advisory role (No-
vartis, Jazz, Shire/Servier, Amgen), travel grants (Novartis, Jazz,
Shire/Servier, Amgen), honoraria (Novartis, Jazz, Shire/Servier, Am-
gen). A.A.-S.: consultant or advisory role (Novartis), travel grants
(Novartis), honoraria (Novartis). T.B.: consultant of advisory role
(Janssen), travel grants (Kite Gilead, Abbvie, Janssen), honoraria
(Janssen, Abbvie, Roche, Kite Gilead). E.G.-R.: honoraria (Novartis).

65



www.moleculartherapy.org

C.L.: travel grants (Novartis), honoraria (Novartis). M.T.: travel
grants (Novartis, Jazz Pharma, Shire/Servier, Amgen). E.G.: consul-
tant or advisory role (Kite Gilead, Janssen, Roche), research funding
(Kite Gilead, Janssen, Roche). M.D.-B.: consultant or advisory role
(Celgene, Novartis, Jazz, Astellas). A.C.: consultant or advisory role
(Novartis, Celgene), travel grants (Novartis, Celgene), honoraria (No-
vartis, Celgene). A.F.: consultant or advisory role (Novartis), travel
grants (Novartis), honoraria (Novartis). P.C.: consultant or advisory
role (Kite Gilead, Celgene, Janssen), travel grants (Kite Gilead,
MSD, Janssen). F.R.: consultant or advisory role (GW), travel grants
(GW), honoraria (GW). M.L.: Honoraria (Terumo BCT, Cerus, Gri-
fols), research funding (Terumo BCT, Sanofi-Genzyme, Maco). A.S.:
current employment (Bayer). ].S.-P.: consultant or advisory role
(Bayer). G.C.: consultant or advisory role (Celgene, Novartis). .E.:
consultant or advisory role (Abbvie, Novartis, Celgene, Astellas,
Jazz, Daiichi Dankyo, Roche, Amgen, Pfizer), travel grants (Celgene,
Roche, Astellas, Daiichi Dankyo), research funding (Novartis, Cel-
gene). A.U.-L: consultant or advisory role (Kite Gilead, Celgene, Mil-
tenyi), travel grants (Kite Gilead, Celgene). M.].: consultant or advi-
sory role (Kite Gilead, Grifols), honoraria (Kite Gilead, Grifols).
M.C, DB.-R, M.C-B, J.C, NV, LG, MM, EAG, ME-R,
NK.-G., LA, L], SF, GS, UP, JMP, ET, SV, ET, and ].D.
have no competing interests to disclose.

ACKNOWLEDGMENTS

This study was funded by CatSalut, Projecte ARI, and grants co-
financed by the Instituto de Salud Carlos III -Subdireccion General
de Evaluacion y Fomento de la Investigacién Sanitaria and Fondo Eu-
ropeo de Desarrollo Regional (FEDER) PICI14/122, P113/676, PIE13/
33, and PI18/775. V.O.-M. is a recipient of a research grant from
FEHH and ].D. is a recipient of a research grant from the Generalitat
de Catalunya (PERIS IPFE SLT006/17/301). We thank the patients
who participated in the study and their families, friends, caregivers,
and referring physicians. We are very grateful to Drs. Miguel Angel
Perales (Memorial Sloan Kettering Cancer Center, New York), Shan-
non Maude (Children’s Hospital of Philadelphia), Juan José Lasarte
(Centro de Investigacion Médica Aplicada, Navarra), and Michael
Schmitt (Universitits Klinikum Heidelberg), members of our data
safety monitoring board, who helped us immensely during the trial,
particularly with the management of patients with fatal toxicity. We
are also indebted to the study staff and health care providers at Hos-
pitals Clinic and Sant Joan de Déu, specifically to Anna Boronat and
Raquel Martin-Ibdfiez, who participated in the initial development of
the construct; Judit Pich, Gabriela Recalde, Leticia Pereira, and Joan
Albert Arndiz, from the Clinical Trials Unit; Nuria Coderch and
Christopher Mann from Asphalion; and Josep Maria Campistol, An-
toni Castells, Aurea Mira, Manel del Castillo, Miquel Pons, and Marc
Roda as the main representatives from both hospitals.

REFERENCES

1. Tavernier, E, Boiron, ].-M., Huguet, F., Bradstock, K., Vey, N., Kovacsovics, T.,
Delannoy, A, Fegueux, N., Fenaux, P., Stamatoullas, A, et al; GET-LALA Group;
Swiss Group for Clinical Cancer Research SAKK; Australasian Leukaemia and
Lymphoma Group (2007). Outcome of treatment after first relapse in adults with

=

w

.

un

o

1

o

o

. Oriol, A, Vives, S,

. Spyridonidis,

. Kantarjiz

. Crump, M., Neelapu, $

. Castella, M., Boronat, A, Martin-Ibafiez, R, Rodriguez, V., Sufé, G.,

acute lymphoblastic leukemia initially treated by the LALA-94 trial. Leukemia 21,
1907-1914.

Herndndez-Rivas, JM., Tormo, M., Heras, 1, Rivas, C.,
Bethencourt, C., Moscardé, F., Bueno, ], Grande, C,, et al; Programa Espaiiol de
Tratamiento en Hematologia Group (2010). Outcome after relapse of acute lympho-
blastic leukemia in adult patients included in four consecutive risk-adapted trials by
the PETHEMA Study Group. Haematologica 95, 589-596.

. Kantarjian, H.M., Thomas, D., Ravandi, F,, Faderl, §., Jabbour, E., Garcia-Manero, G.,

Pierce, 8, Shan, |., Cortes, ], and O'Brien, S. (2010). Defining the course and prog-
nosis of adults with acute lymphocytic leukemia in first salvage after induction failure
or short first remission duration. Cancer 116, 5568-5574.

. Gikbuget, N., Stanze, D, Beck, ], Diedrich, H., Horst, H.-A_, Hiittmann, A., Kobbe,

G., Kreuzer, K.A, Leimer, L, Reichle, A, et al; German Multicenter Study Group for
Adult Acute Lymphoblastic Leukemia (2012). Outcome of relapsed adult lympho-
blastic leukemia depends on response to salvage chemotherapy, prognostic factors,
and performance of stem cell transplantation. Blood 120, 2032-2041.

A, Labopin, M., Schmid, C., Volin, L., Yakoub-Agha, 1, Stadler, M.,
Milpied, N., Socie, G.. Browne, P, Lenhoff, S, et al; Immunotherapy
Subcommittee of Acute Leukemia Working Party (2012). Outcomes and prognostic
factors of adults with acute lymphoblastic leukemia who relapse after allogeneic he-
matopoietic cell transplantation. An analysis on behalf of the Acute Leukemia
Working Party of EBMT. Leukemia 26, 1211-1217.

Poon, L.M., Hamdi, A, Saliba, R, Rondon, G., Ledesma, C., Kendrick, M., Qazilbash,
M., Hosing, C., Jones, R.B., Popat, U.R, et al. (2013). Outcomes of adults with acute

lymphoblastic leukemia relapsing after allogeneic hematopoietic stem cell transplan-
tation. Biol. Blood Marrow Transplant. 19, 1059-1064.

. Kantarjian, H.M., DeAngelo, D], Stelljes, M., Martinelli, G., Liedtke, M., Stock, W,

Gakbuget, N, ("Brien, S, Wang, K, Wang, T, et al. (2016). Inotuzumab Ozogamicin
versus Standard Therapy for Acute Lymphoblastic Leukemia. N. Engl. |. Med. 375,
740-753.

n, H, Stein, A, Gékbuget, N., Fielding, AK., Schuh, A.C,, Ribera, ].-M,,
Wei, A, Dombret, H.,, Foi, R, Bassan, R, et al. (2017). Blinammomab versus
Chemotherapy for Advanced Acute Lymphoblastic Leukemia. N. Engl. |. Med. 378,
B36-B47.

Faroog, U., Van Den Neste, E., Kuruvilla, J., Westin, ],
Link, B.K., Hay, A., Cerhan, .R,, Zhu, L., et al. (2017). Outcomes in refractory diffuse
large B-cell lymphoma: results from the international SCHOLAR-1 study. Blood 130,
1800-1808.

. June, C.H., and Sadelain, M. (2018). Chimeric antigen receptor therapy. N. Engl. ].

Med. 379, 64-73.

. Maude, 8.1, Laetsch, T.W., Buechner, |, Rives, S, Boyer, M., Bittencourt, H., Bader,

P., Verneris, M.R., Stefanski, HE., Myers, GD., et al. (2018). Tisagenlecleucel in
Children and Young Adults with B-Cell Lymphoblastic Leukemia. N. Engl. J. Med.
378, 439-448.

. Schuster, 5., Svoboda, ., Chong, E.A,, Nasta, 8.D., Mato, AR, Anak, O., Brogdon,

J.L., Pruteanu-Malinici, L, Bhoj, V., Landsburg, D., et al. (2017). Chimeric Antigen
Receptor T Cells in Refractory B-Cell Lymphomas. N. Engl. J. Med. 377, 2545-2554.

. Neelapu, 5.5, Locke, F.L, Bartlett, N.L,, Lekakis, L]., Miklos, D.B., Jacobson, C.A.,

Braunschweig, L, Oluwole, 0.0., Siddigi, T., Lin, Y, et al. (2017). Axicabtagene
Ciloleucel CAR T-Cell Therapy in Refractory Large B-Cell Lymphoma. N. Engl. J.
Med. 377, 2531-2544.

“aballero, M.,
Marzal, B, Pérez-Amill, L, Martin-Antonio, B., Castafio, ]., et al. (2018).
Development of a Novel Anti-CD19 Chimeric Antigen Receptor: A Paradigm for
an Affordable CAR T Cell Production at Academic Institutions. Mol. Ther.
Methods Clin. Dev. 12, 134-144.

. Delgado, ]., Caballero-Bafios, M., Ortiz-Maldonado, V., Castelld, M., Magnano, L.,

Juan, M., and Urbano-lspizua, A. (2019). Chimeric Antigen Receptor T Cells
Targeting CD19 and Ibrutinib for Chronic Lymphocytic Leukemia. HemaSphere 3,
el74.

. Rafei, H., Kantarjian, H.M., and Jabbour, E.]. (2020). Targeted therapy paves the way

for the cure of acute lymphoblastic leukaemia. Br. ]. Haematol. 188, 207-223.
Molecular Therapy Vol. 29 No 2 February 2021 643

66



17.

20.

21.

22,

23

Frey, N.V., Shaw, P.A, Hexner, E.O., Pequignot, E,, Gill, 5, Luger, .M., Mangan, |.K.,
Loren, AW, Perl, AE, Maude, S, et al. (2020). Optimizing Chimeric Antigen
Receptor T-Cell Therapy for Adults With Acute Lymphoblastic Leukemia. ]. Clin.
Oncol. 38, 415-422.

Gardner, R.A., Finney, O, Annesley, C., Brakke, H., Summers, C., Leger, K., Bleakley,
M., Brown, C, Mgebroff, S., Kelly-Spratt, K.S., et al. (2017). Intent-to-treat leukemia
remission by CD19 CAR T cells of defined formulation and dose in children and
voung adults. Blood 129, 3322-3331.

Hay, KA., Gauthier, |, Hirayama, A.V., Voutsinas, .M., Wu, Q., Li, D., Gooley, T A.,
Cherian, 8, Chen, X, Pender, B.S,, et al. (2019). Factors associated with durable EFS
in adult B-cell ALL patients achieving MRD-negative CR after CD19 CAR T-cell ther-
apy. Blood 133, 1652-1663.

Lee. D.W., Kochenderfer, J.N., Stetler-Stevenson, M., Cui. Y.K., Delbrook, C.
Feldman, S.A., Fry, T.J,, Orentas, R., Sabatino, M., Shah, N.N,, et al. (2015). T cells
expressing CD19 chimeric antigen receptors for acute lymphoblastic lenkaemia in
children and young adults: a phase 1 dose-escalation trial. Lancet 385, 517-528.
Park, . H., Riviére, L., Gonen, M., Wang, X, Sénéchal, B., Curran, K., Sauter, C.,
Wang, Y., Santomasso, B., Mead, E., et al. (2018). Long-Term Follow-up of CD19
CAR Therapy in Acute Lymphoblastic Leukemia. N. Engl. |. Med. 378, 449-459,
Bezerra, ED., Gauthier, ], Hirayama, AV, Pender, B.S., Hawkins, RM., Vakil, A.,
etal. (2019). Factors associated with response, CAR-T cell in vivo expansion, and pro-
gression-free survival after repeated infusiones of CD19 CAR-T cells. Blood 134, 201.
Lee, DWW, Gardner, R, Porter, D.L, Louis, C.U., Ahmed, N, Jensen, M., Grupp, S A,
and Mackall, C.L. (2014). Current concepts in the diagnosis and management of cyto-
kine release syndrome. Blood 124, 188-195.

644  Molecular Therapy Vol. 28 No 2 February 2021

Molecular Therapy

24. Alvarnas, ].C., Brown, P.A., Aoun, P, Ballen, K.K., Barta, SK., Borate, U., Boyer,

M.W,, Burke, PW., Cassaday, R., Castro, |.E,, et al. (2015). Acute Lymphoblastic
Leukemia, Version 2.2015. |. Natl. Compr. Canc. Netw. 13, 1240-1279.

. Cheson, B.D., Fisher, RL, Barrmgmn. SF., Cavalli, F, Schwartz, L.H., Zucca, E., and

Lister, T.A; Alliance, A lasi ! and Lymph Group; Eastern
Cooperative Oncology Group. E.!lropean Mantle Cell Lymphoma Consortium;
Italian Lymph Fi n; Org ion for Research; Treatment of
Cancer/Dutch Hemato-Oncology Group. Grupo Espafiol de Médula Osea; German
High-Grade Lymphoma Study Group; German Hodgkin's Study Group; Japanese
Lymphorra Study Group; Lymphoma Study Association; NCIC Clinical Trials
Group; Nordic Lymphoma Study Group; Seuthwest Oncology Group; United
Kingdom National Cancer Research Institute (2014). Recommendations for initial
evaluation, staging, and response assessment of Hodgkin and non-Hedgkin lym-
phoma: the Lugano classification. J. Clin. Oncol. 32, 3059-3068.

. Hallek, M., Cheson, B.D., Catovsky, D., Caligaris-Cappio, F., Dighiero, G., Déhner,

H. Hillmen, P, Keating, M.]. Montserrat, E., Rai, KR, and Kipps, T.J;
International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia (2008). Guidelines for
the diagnosis and treatment of chronic lymphocytic leukemia: a report from the
International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia updating the National
Cancer Institute-Working Group 1996 guidelines. Blood 111, 5446-5456.

. Castella, M., Caballero-Bafios, M., Ortiz-Maldonado, V., Gonzdlez-Navarro, EA.,

Sufié, G., Antofana-Vidésola, A., Boronat, A, Marzal, B, Millin, L, Martin-
Antonio, B, et al. (2020). Point-of-care CAR T-cell production (ARI-0001) using a
closed semi-automatic bioreactor: experience from an academic phase I clinical trial.
Front. Immunol. 11, 482,

67



Articulo n22:

4.2. Factors associated with the clinical outcome of patients with
relapsed/refractory CD19+ acute lymphoblastic leukemia treated
with ARI-0001 CART19-cell therapy. (166)

Valentin Ortiz-Maldonado, Susana Rives, Marta Espafiol-Rego, Anna Alonso-Saladrigues,
Mercedes Montoro, Laura Magnano, Eva Giné, Mariona Pascal, Marina Diaz-Beyd, Maria
Castella, Albert Catala, Anna Faura, Luis Gerardo Rodriguez-Lobato, Aina Oliver-Caldes,
Alexandra Martinez-Roca, Montserrat Rovira, E Azucena Gonzalez-Navarro, Juan Ramodn
Ortega, Joan Cid, Miquel Lozano, Enric Garcia-Rey, Sara Ferndndez, Pedro Castro, lolanda
Jordan, Neus Villamor, Marta Aymerich, Montserrat Torrebadell, Angela Deya, Carlos
Fernandez de Larrea, Daniel Benitez-Ribas, Esteve Trias, Sara Varea, Gonzalo Calvo, Jordi

Esteve, Alvaro Urbano-Ispizua, Manel Juan, Julio Delgado.

Journal for Immunotherapy of Cancer. 2021 Dec;9(12):e003644. doi: 10.1136/jitc-2021-
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Resumen:

Se evaluaron los factores asociados con seguridad y eficacia a largo plazo obtenidos de todos los
pacientes con LLA R/R reclutados en el ensayo CART19-BE-01 y el posterior PUC tratados en HCB y
el HSJD. Desde julio 2017 hasta marzo 2021 un total de 53 pacientes recibieron tratamiento con
células ARI-0001. Los pacientes recibieron linfodeplecién con ciclofosfamida (900mg/m?) vy
fludarabina (300mg/m?) seguidos de la administracién de una dosis de 0,1-5 10° células ARI-

0001/kg.

Las células ARI-0001 fueron administradas inicialmente como dosis Unica (n=15) y posteriormente
(n=38) de forma fraccionada en 3 fracciones de 10%, 30%, y 60%. La administracién de cada
fraccion fue separada al menos por 24hs en funcién de la ausencia de SLC. Los pacientes recibieron

células ARI-0001 con una mediana de tiempo de vena a vena de 43 dias (rango, 21-190). Se
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infundié la dosis objetivo a todos excepto a 3 pacientes (5,7%) que recibieron 0,1-0,4x10° células
ARI-0001/kg (10%-40%) debido al desarrollo de SLC. En cuanto a seguridad se observd una
incidencia de SLC del 56,6% (IC 95%: 42,3%-70,2%), siendo de grado 23 en el 11,3% (IC 95%: 4,3% a
23%).

Los pacientes con 25% de linfoblastos en MO tuvieron una mayor incidencia de SLC en
comparaciéon con aquellos con <5% de linfoblastos (cualquier grado: 82% vs 39%, p=0,0022; grado
23: 27% vs 0%, p=0,0036). Ademas, la incidencia y la gravedad del SLC también se asocié con la
administracién de dosis Unica frente a la administracion fraccionada de células ARI-0001 (cualquier
grado: 87% frente a 45%, p=0,0064; grado 23: 27% frente a 5%, p=0,047). En cuanto a eficacia, la
tasa de RC con EMR negativa fue del 88,6% (IC del 95%: 77,0% a 95,7%) al dia +28% y del 79,2% (IC
del 95%: 65,9% a 89,2%) al dia +100.

La SLP fue del 50,9% (IC del 95%: 38,4% a 67,4%) y del 32,9% (IC del 95%: 20,6% a 52,6%) a 1y 2
afios, respectivamente, mientras que la SG a 1y 2 afios fue del 70,2% (IC del 95%: 58,1% a 84,8%)
y 53,9% (IC 95%: 40,5% a 71,8%), respectivamente. Mediante andlisis univariante, sélo dos
variables tuvieron un impacto en la SLP: la carga tumoral (<5% vs. 25% de linfoblastos en MO en el
momento del cribado), con una SLP a los 2 afos de 52,5% (IC del 95%: 36,4% a 75,7%) frente a
10,7% (IC del 95%: 2,1% a 54,4%), y un CoR de 2,14 (IC 95%: 1,04 a 4,42) para los pacientes con un
5% o mas de blastos (p=0,077 ajustada). Por otro lado, la pérdida de ALB tuvo un CoR de 4,41 (IC
del 95%: 1,59 a 12,2), p=0,0172 ajustada. Ambas variables (carga tumoral y pérdida de ALB)
también se confirmaron en el modelo multivariante, con un CoR de 2,05 (IC del 95%: 1,004 a 4,17)
para los pacientes con un 5% o mas de blastos en el momento del cribado (p=0,0484) y un CoR de

4,32 (95% Cl 1,57 a 11,86) para los pacientes con pérdida de ALB (p=0,0045).

En conclusién, tanto la carga tumoral como la pérdida de ALB parecen tener un impacto
significativo en la SLP y podrian guiar a los clinicos en el manejo de los pacientes tras la

administracion de ARI-0001.
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The pr()grl()sis of }mtientﬁ with relapsed,"
refractory  (R/R) acute lymphoblastic
leukemia (ALL) remains poor, particularly
for those relapsing after allogeneic hema-
topoietic cell transplantation (alluH(IT},]
Novel agents such as inotuzumab ozogamicin
or blinatumomab achieve increased response
rates, but these are generally transient unless
followed by alloHCT. antigen
receptors (CAR) targeting CD19 have shown

Chimeric

promising results in R/R ALL, and one of

these products (tisagenlecleucel) has been
approved for the treatment of patients with
R/RALL up to 25 years of age 2

In 2013, we designed our own CARI9
construct, comprising a single chain variable
fraction sequence from the A3B1 hybridoma
and the 4-1BB/CD3z sigualirlg domains
(online supplemental figure 1). After scaling
up both lentiviral and cell ]_)r()(]u(.‘timl,:4 * the
Spanish Medicines Agency (AEMPS) approved
our product (ARIH0001 cells) and the
CART19-BE-01 trial.” In October 2019, once
the recruitment was completed, the AEMPS
approved a compassionate use program
(CUP) for patients fulfilling the same inclu-
sion/exclusion criteria. The trial’s I.l_relimi—
nary results were published elsewhere.” Here,
we present the long-term results of all consec-
utive patients with R/R ALL recruited into
the CART19-BE-01 trial and the subsequent

210,18

CUP. Detailed information on ARI-0001 cell
manufacturing, inclusion/exclusion criteria,
primary and secondary endpoints and assess-
ment criteria can be found elsewhere.”
Before ARI-0001 cell irlfusiorl“ patierlts
received fludarabine at 30 mg,"m";’duy plus
cyclophosphamide at 300 mg/ 1112, day on
days -6, =5, and -4 followed by ARI-0001 cells.
The first 15 patients re(:ei\'e_d a single intra-
venous infusion of 0.5-1x10" ARI-0001 cells,
kg (adults) or 5x10° ARI-0001 cells/kg (chil-
dren) on day 0. The following 38 patients (23
from the CART19-BE-01 trial and 15 from
the CUP) received 1x10° ARI-0001 (:ells,"kg
regardless of age: the first fraction (10%)
on day 0, followed by the second (30%) and
third (60%) fraction. The second fraction was
administered 24-48 hours after the first, and
the third 24-48 hours after the second, only if
the patient had no signs or symptoms of CRS
(online supplemental figure 2). The reason
for this amendment to the protocol were
three cases of fatal toxicity (two patients, aged
11 and 19, who died of refractory CRS, and
one patient, age 35, who died of pseudomem-
hnm()us_ colitis as a complication of grade
4 CRS).” The entire patients’ disposition is
depicted in online supplemental figure 3.
Adverse events and response rates are
presented with 95% exact Clopper-Pearson
CIs. The possible association between CRS

BM)
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(all grades and gr"d.de 23), tumor burden at screening

(<5% vs 25% blasts in the bone marrow (BM)) and type of

administration (single dose vs fractionated) was assessed
using Fisher’s exact test. We also analyzed the impact on
progressionHree survival (PFS) and overall survival (OS)
of the following variables: age (<25 vs 225 vears), type of
administration, tumor burden and loss of B-cell aplasia
(BCA), the latter as a time-dependent covariate. PFS/OS
curves were plotted using the Raplan-Meier method for
time-fixed covariates and the Simon-Makuch method for
BCA loss. Landmark analyses were performed to identify
the most appropriate timepoint for BCA loss. Univar-
iate Cox regression was used to evaluate the impact of
these covariates on PFS/0S, and those with Benjamini-
Hochberg adjusted p values lower than 0.1 were intro-
duced into a multivariate Cox regression. Schonfeld
residuals were used to check the proportional hazards
assumption. The trial was registered at clinicaltrials.gov
(NCT03144583).

Fifty-three palienbs' with R/R ALL received them.p)'
with ARI-0001 cells: 38 in the context of the CARTI19-
BE-01 trial and 15 as part of the CUP. The median age
was 30 vears (range, 3-68), while 24 (45%) patients were
female. Baseline characteristics of the entire population
are displayed in online supplemental table 1). The data
cut-off date was March, 2021, when all infused patients
had a minimum follow-up of 100 days or had experienced
disease relapse or death before that date.

Patients received ARI-0001 cells a median of 55.5 days
(range, 27-216) after inclusion, and the median vein-to-
vein time (from apheresis to infusion) was 43 days (range,
21-190). The (}r‘iginal target dose was infused to all except
3 (5.7%) patients who received 0.1-0.4x10% ARI-0001
cells/kg due to CRS. CRS was reported in 56.6% (95%
CI 42.3%-70.2%) of patients, being grade =23 in 11.3%
(95% CI 4.3% to 23%) and requiring treatment with
tocilizumab and steroids in 20.7% and 11.3% of patients,
respectively. Patients with =5% lymphoblasts in the BM
had a higher incidence of CRS (any grade: 82% vs 39%,
p=0.0022; grade =3: 27% vs 0%, p=0.0036) compared
with those with <56% l)lrlphubld_sl_s Moreover, the inci-
dence and severity of CRS was also associated with single
dose versus fractionated administration of ARI-0001 cells
(any grade: 87% vs 45%, p=0.0064; grade 23: 27% vs 5%,
p=0.047). Neurotoxicity was observed in 13.2% (95% CI
5.5% to 25.3%) of patients, with one self-limited grade =23
occurrence (1.9%). No new second maligrlarlcies have

been reported apart from a previously notified case of

myelodysplasia (1/53; 1.9%).

The safety profile of ARI-0001 cells was comparable to
that of similar pr(}dm_t.s wlth grade =% CRS/neurotox-
icity rates lower than 5%.% % Moreover, both fractionated
administration and tumor burden were significantly asso-
ciated with the incidence of CRS, in keeping with similar
studies.”™ Of note, two patlenl_s enrolled in the CUP
experienced grade =3 CRS with the first fraction (0.1 x10°
cells/kg), but successfully recovered after treatment with
tocilizumab. Both patients had a high tumor burden

(>90% blasts in the BM) at study inclusion, and yet they
could receive therapy while avoiding irreversible toxicity.

The measurable residual disease (MRD)-negative CR
rate was 88.6% (95% CI 77.0% to 95.7%) at day +28% and
79.2% (95% CI 65.9% to 89.2%) at day +100. All three
patients who received less than 1x10% ARI-0001 cells/kg
due to toxicity achieved an MRD-negative CR. All evalu-
able patients (n=50) developed absolute BCA that lasted
for a median of 4.2 months (95% CI 3.32 to 7.53 months).
PFS was 50.9% (95% CI 38.4% to 67.4%) and 32.9% (95%
CI 20.6% to 52.6%) at one and 2 years, respectively, while
the l-year and 2-year OS were 70.2% (95% CI 58.1% to
84.8%) and 53.9% (95% CI 40.5% to 71.8%). Progres-
sive disease has occurred in 27 (50.9%; 95% CI 36.8 to
64.9%) patients at a median of 5.3 (range, 0.2-23.1)
months. Tumor cells expressed CD19in 24 (89%) of these
relapses, while three (11%) were CDI19-negative. ARI-
0001 cells served as a bridge to alloHCT in three (6%)
patients. Second ARIF0001 infusions were documented
in nine patients (three more than previously reported™
four due to CD19 +relapse and five in patients with early
BCA loss). These resulted in transient responses and brief
periods of BCA, but one of these responses allowed the
patient to receive a second alloHCT.

Subgroup analyses are depicted in figure 1 and online
supplemental table 2. By univariate analysis, only two vari-
ables had a potential impact on PFS: tumor burden (<5%
vs 25% lymphoblasts in the BM at screening), with a 2-year
PFS of 52.5% (95% CI 36.4% to 75.7%) vs 10.7% (95% CI
2.1% to 54.4%) and an HR of 2.14 (95% CI 1.04 to 4.42)
for patients with 5% or more blasts (adjusted p=0.077).
On the other hand, loss of BCA had an HR of 4.41
(95% CI 1.59 to 12.2), adjusted p=0.0172. Both variables
(tumor burden and loss of BCA) were also confirmed in
the multivariate model, with an HR of 2.05 (95% CI 1.004
to 4.17) for patients with 5% or more blasts at screening
(p=0.0484) and an HR of 4.32 (95% CI 1.57 to 11.86)
for patients with loss of BCA (p=0.0045). Regarding OS,
none of the covariates evaluated had sufficient impact to
justify a multivariate analysis. Seeing that BCA loss had
such an impact on PFS, we performed a series of land-
mark analyses to identify the most appropriate cut-off for
clinical practice. We chose 3 and 6 months as potential
landmark times because the median time to BCA loss was
4.2 months in our series. According to these analyses, the
3-month time point was the closest to statistical signif-
icance (HR 1.83; 95% CI 0.82 to 4.11; p:ﬂ,l:'), (online
supplemental table 3).

With more patients and longer follow-up, we identi-
fied two covariates of potential predictive value: tumor
burden in the BM and loss of BCA. This contrasts with
our previous report, where this potential effect was not
fully evident.” The adverse impact of tumor burden has
been documented for other therapies, including alloHCT
and CART19-cells,® ' and is therefore not surprising,
The importance of BCA loss is, on the other hand, more
controversial. Our strategy was associated with a relatively
short in vivo ARI-0001 cell survival (median 4.2 months)
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Figure 1 Progression-free (PFS) and overall survival (OS)

of patients with relapsed/refractory acute lymphoblastic
leukemia treated with ARI-0001 cells. A, B show the PFS

(A) and OS (B) of the entire population. C-F depict the PFS
of patients according to age (C) (red curve: <25 years; blue
curve: =25 years); type of administration (D) (red curve: single
dose; blue curve: fractionated); percentage of blasts in the
bone marrow (E) (red curve: <5%; blue curve: 25%); and loss
of B-cell aplasia (F) (red curve: no; blue curve: yes). P values
refer to the Benjamini-Hochberg-adjusted univariate analysis.

and most relapses had a CD19-positive phenotype, all
n keeping with other studies.® 'V (It}rlsetlueutly, further
immune manipulation may be justified in patients with
a shortlived BCA, perhaps less than 3 months, although
this potential timepoint needs further validation.

In conclusion, both tumor burden and BCA loss
appeared to have a significant impact on PFS and could
guide clinicians in the management of patients after cell
infusion. The validity of the fractionated cell administra-
tion was also confirmed and will be explored in a phase
2 trial. The results of the CART19-BE-01 trial led to the
approval by the AEMPS of ARI-0001 cells for the treat-
ment of patients with R/R ALL older than 25 years of age
(Hospital Exemption). To the best of our knowledge, this
is the first purely academic CART19-cell product approved
in any European country for any indication. This also
makes Spain the only country in Europe where patients
with R/R ALL have at least one approved CART19-cell

product regardless of age (tisagenlecleucel for younger
patients; ARI-0001 cells for older patients).
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Articulo n23:

4.3. Results of ARI-0001 CART19 cell therapy in patients with
relapsed/refractory CD19-positive acute lymphoblastic leukemia
with isolated extramedullary disease. (167)
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Martinez-Cibridn, Anna Faura, Laura Magnano, Albert Catala, Daniel Benitez-Ribas, Eva
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Montserrat Torrebadell, Xavier Setoain, Sonia Rodriguez, Jordi Esteve, Mariona Pascal,

Alvaro Urbano-Ispizua, Manel Juan, Julio Delgado, Susana Rives.

American Journal of Hematology. 2022 Mar 7. doi: 10.1002/ajh.26519. Epub ahead of
print. PMID: 35253928.

Resumen:

Los pacientes con LLA-B recaida/refractaria con enfermedad extramedular aislada (EEMa) han sido
sistematicamente excluidos de la mayoria de los ensayos clinicos CART19 realizados hasta la fecha.
En este articulo, se evaluaron los resultados de 18 pacientes con LLA R/R con EEMa tratados con
las células CAR-T anti-CD19 ARI-0001 de enero de 2019 a septiembre de 2021 en dos centros (el
HCB para pacientes adultos y el HSID para pacientes pediatricos), incluyendo pacientes tratados
en el ensayo CART19-BE-01 y el PUC consecutivo. La EEMa se detecté mediante PET-TAC en el 78%
(14/18), y/o mediante analisis del liquido cefalorraquideo en el 28% (5/18).

Los pacientes tratados recibieron tratamiento de linfodeplecién con ciclofosfamida (900mg/m?) y
fludarabina (300mg/m?) seguidos de la administracién de una dosis de 1x 10° células ARI-0001/kg.
Las células ARI-0001 fueron administradas inicialmente como dosis Unica en el primer paciente

(n=1) y posteriormente (n=17) de forma fraccionada en 3 fracciones de 10%, 30%, y 60%. La
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administracién de cada fraccion fue separada al menos por 24hs en funcién de la ausencia de SLC.
Los pacientes recibieron las células ARI-0001 con una mediana de tiempo de vena a vena de 42,5

dias (rango, 26-166).

En cuanto a seguridad, el SLC se produjo en el 50% (9/18) de los pacientes, sin ningin caso de SLC
o neurotoxicidad de grado =3, con uso de tocilizumab en solo 1 caso (6%) debido a un SLC grado 2,
y con sélo 1 caso de neurotoxicidad (6%) grado 1 que no requirié tratamiento. Finalmente, la

mortalidad relacionada con el procedimiento fue del 0% a 2 afios.

En cuanto a eficacia, se observd una tasa de respuestas globales en el 94% de los pacientes
(intervalo de confianza [IC] del 95%: 73%-99%), con una tasa de respuestas completas objetivadas
en el 78% de ellos (IC del 95%: 52%-94%). La SLP y la SG fueron del 49% (IC del 95%: 30%-79%) y
del 61% (IC del 95%: 40%-92%) a los 2 afios, respectivamente. Todos los pacientes con infiltracidn
del LCR alcanzaron una RC. En los pacientes con enfermedad positiva por PET-TAC, se observaron
RCM tan pronto como 3 semanas y tan tarde como 4 meses tras la administracién de ARI-0001.
Dos tercios de los pacientes con respuestas metabdlicas parciales iniciales alcanzaron finalmente
una RCM. Todos los pacientes que presentaron recaidas tras ARI-0001 volvieron a tener afectacion

extramedular, la mayoria en la localizacién original.

En conclusidn, el tratamiento con células ARI-0001 en esta poblacidn de pacientes logré resultados
de seguridad y eficacia comparables a los obtenidos con otros productos CAR-T similares en
pacientes con enfermedad medular convencional. Creemos que las células ARI-0001 constituyen

una opcidn terapéutica potencial en esta situacién de gran necesidad médica no cubierta.

75



Received: 14 December 2021 Revised: 20 January 2022 Accepted: 1 March 2022
DOl 10.1002/ajh.26519

RESEARCH ARTICLE

‘s
b WILEY

Results of ARI-0001 CART19 cell therapy in patients with
relapsed/refractory CD19-positive acute lymphoblastic
leukemia with isolated extramedullary disease

Valentin Ortiz-Maldonado™? | Anna Alonso-Saladrigues®* | Marta Espafiol-Rego® |
Nuria Martinez-Cibrian® | AnnaFaura® | Laura Magnano'? | Albert Catala®*¢ |
Daniel Benitez-Ribas®® | EvaGiné®?” | Marina Diaz-Beyal? |

Juan Gonzalo Correa’ | Montserrat Rovira?> | Mercedes Montoro-Lorite! |
Alexandra Martinez-Roca® | Luis Gerardo Rodriguez-Lobato? | Raquel Cabezén®
Joan Cid?>® | Miquel Lozano*®® | Enric Garcia-Rey'® | Nuria Conde® |
Georgina Pedrals® | Maria Rozman?'! | Montserrat Torrebadell®>*12 |

Xavier Setoain®13'* | Sonia Rodriguez?® | Jordi Esteve®? | Mariona Pascal®'® |
Alvaro Urbano-Ispizua®®® | Manel Juan®**'¢ | Julio Delgado!?7°® |

Susana Rives3#¢

!Department of Hematology, Hospital Clinic, Barcelona, Spain

*Oncology & Haematology. Institut d'Investigacions Biomediques August Pi i Sunyer (IDIBAPS), Barcelona, Spain
*CAR T-cell Unit, Pediatric Hematology and Oncology, Hospital Sant Joan de Déu, Barcelona, Spain

4L eukemia & Pediatric Hematological Disorders, Institut de Recerca Sant Joan de Déu, Barcelona, Spain
*Department of Immunology, Hospital Clinic, Barcelona, Spain

“Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Raras (CIBERER), Madrid, Spain

"Centro de Investigacion Biomédica en Red de Cincer (CIBERONC), Madrid, Spain

EApheresis Unit, Hospital Clinic, Barcelona, Spain

9Department of Medicine, Universitat de Barcelona, Barcelona, Spain

10;ﬂq:uheresis Unit, Banc de Sang i Teixits, Barcelona, Spain

**Hematopathology Unit, Hospital Clinic, Barcelona, Spain

leematolog',r Laboratory, Hospital Sant Joan de Deu, Barcelona, Spain

**Department of Nuclear Medicine, Hospital Clinic, Barcelona, Spain

¢ entro de Investigacion Biomédica en Red de Bicingenieria Biomateriales y Nanomedicina (CIBER-BBM), Madrid, Spain
15I:)e;uanrtment of Radiology, Hospital Clinic, Barcelona, Spain

*“|mmunotherapy Platform, Hospital Clinic-Sant Joan de Déu, Barcelona, Spain

Correspondence
Julio Delgado, Department of Hematology, Abstract
Hospital Clinic, IDIBAPS, University of We evaluated outcomes of 18 patients with isolated extramedullary disease (EMD)
Barcelona, C/ Villarroel 170, 08036 Barcelona,
Spain. relapsed/refractory (R/R) B-cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) treated with the
Email: jdelgado@clinic.cat CD19-directed CAR T cells ARI-0001 in two centers (adult and pediatric), including
Funding information patients treated in the CART19-BE-01 trial and the consecutive compassionate use pro-
This study was partially funded by CatSalut, gram. IEMD was detected by PET-CT in 78% (14/18), and/or by cerebrospinal fluid analy-
Projecte ARI, and grants cofinanced by the

sis in 28% (5/18). Patients received cyclophosphamide and fludarabine followed by

Am J Hematol. 2022;1-9. wileyonlinelibrary.com/journal/ajh © 2022 Wiley Periodicals LLC. l 1

76



I wiLEy-|BEY

ORTIZ-MALDONADO ET AL

Instituto de Salud Carlos Il -Subdireccion
General de Evaluacion y Fomento de la
Investigacion Sanitaria and Fondo Europeo de
Desarrollo Regional (FEDER) PICI14/122,
PI13/676, PIE13/ 33, and PI18/775; and
Fundacio La Caixa CPO42702/LCF/PR/
GMN18/50310007. Valentin Ortiz-Maldonado
is a recipient of a research grant from FEHH,
and Julio Delgado, is a recipient of a research
grant from the Generalitat de Catalunya
(PERIS IPFE SLT006/17/301).

1 x 10° ARI-0001 cells/kg, initially as a single dose (first patient) and later split into three
fractions (10%, 30%, and 60%). Cytokine release syndrome (CRS) occurred in 50% (9/18)
of patients, with no cases of grade 23 CRS, and 1 case (6%) of grade 1 neurotoxicity.
Tocilizumab was used in 6% of patients (1/18). Procedure-related mortality was 0% at
2 years. Objective responses were seen in 94% (95% confidence interval [CI]: 73%-99%)
of patients, with complete responses (CR) seen in 78% (95% Cl: 52%-94%) of them.
Progression-free and overall survival were 49% (95% Cl: 30%-79%) and 61% (95% Cl:
40%-92%) at 2 years. In conclusion, the use of ARI-0001 cells in patients with R/R ALL
and IEMD was associated with a safety and efficacy profile that is comparable with what
is observed in patients with marrow involvement and in line with other CART19 products.

1 | INTRODUCTION

Several academic and commercial chimeric antigen receptor T cell prod-
ucts targeting CD19 (CART1%) have achieved complete response
(CR) rates of &0%-85% in patients with CD19-positive relapsed/
refractory (R/R) acute lymphoblastic leukemia (ALLLY"*? Patients with
isolated extramedullary disease (IEMD) have been systernatically
excluded from most CART19 clinical trials performed to date, including
the pivotal trial for the only commercially available product? probably
due to the lack of consensus in the evaluation of response to therapy
in these patients as well as concerns about poor efficacy and increased
risk of neurotoxicity in individuals with central nervous system (CNS)
disease. Consequently, data on safety and efficacy of CART19 therapy
in patients with R/R ALL and iIEMD remain scarce even though iIEMD is
particularly freguent in patients with relapsed disease after allogeneic
hematopoietic cell transplantation (alloHCT)'® or blinatumomab.**

The prognosis of patients who present with iIEMD is controversial.
Generally speaking, they have a better prognosis compared to those with
blood and marrow disease, particularly in the pediatric population.®® On
the other hand, tumor cells from patients with iEMD are biologically dif-
ferent from those from patients with blood or bone marrow disease,*®
and probably possess a special ability to escape the immune-vigilance
provided by T-cells. Indeed, the graft versus leukemia effect conferred
by alloHCT appears less effective for EMD compared to blood or bone
marrow disease in some series, but not in others.'**® The results in small
series of patients treated with CART19 cells are contradictory, but
mostly revealing a worse outcome for patients with EMD.Y¥%

Here we report the outcomes of all consecutive patients with R/R
B-ALL and iEMD treated with ARI-0001 cells within the CART19-BE-

01 clinical trial® and subsequent compassionate use program (CUP).
2 | PATIENTS AND METHODS

2.1 | Patient population

This study includes all patients with CD19-positive R/R ALL treated

with ARI-0001 cells in two centers (Hospital Clinic of Barcelona for
adults and Hospital Sant Joan de Déu of Barcelona for pediatrics)

from January 2019 to September 2021, including patients treated in
the CART19-BE-01 trial (trial registered as ClinicalTrials.gov:
NCT03144583) and the consecutive CUP.**®* The CART19-BE-01
study was a single-arm, multicenter, open-label pilot study evaluating
the safety and efficacy of ARI-0001 cells (Figure 1) in patients with
R/R B-cell malignancies. Eligible patients with ALL had to have all the
following: (1) CD19-positive disease; (2) age from 2 to 80 years; (3) no
CMNS-3 involvement at infusion, although CNS-2 or CNS-3 that was
controlled with intrathecal or systemic therapy prior to infusion was
allowed (4) ECOG performance status 0-2; (5) estimated life expec-
tancy from 3 months; and (6) adequate venous access. Patients were
eligible if they suffered from ALL in second relapse or higher, or
refractory to at least 2 lines of therapy, either ineligible for or with
relapsed disease after alloHCT. Key exclusion criteria included history
of other malignancy unless it had been in remission for more than
3 years; severe renal, hepatic, pulmonary, or cardiac impairment;
active immunosuppressive therapy: HIV infection: active HBV or HCV
infection; and active infection requiring systemic therapy. All patients
provided written, informed consent. The Spanish Agency of Medicines
and Sanitary Products (AEMPS) and Institutional Review Boards/
Ethics Committees of each study site approved the trial and the CUP,
which were conducted in accordance with the principles of the Decla-
ration of Helsinki (last updated version, Fortaleza, Brazil, 2013).

For the purpose of this analysis, patients were selected if, at study
inclusion, they had detectable disease in the cerebrospinal fluid (CSF)

ARI-0001 cell

B-ALL cell

CD3z cDs A CD19+
-

4-1BB A3B1
anti-CD19
scFv

FIGURE 1 Diagram of ARI-0001 cells depicting the construct and
the interaction of the CAR with the tumor cell
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or by imaging studies and normal peripheral blood and bone marrow 2.2 | Study design and endpoints

(less than 5% of blasts by morphology and negative measurable resid-

ual disease [MRD] by flow cytometry, with a minimum sensitivity The primary endpoint of the CART19-BE-01 trial was safety as

of 0.01%). determined by procedure-related mortality (PRM) at day +100.*
Adverse events (AEs) of special interest were cytokine release syn-
drome (CRS) and immune-effector cell associated neurotoxicity

TABLE 1 Baseline characteristics of patients included in this syndrome (ICANS). Other AEs were retrospectively graded

study
Characteristic n=18

e (year), median (range 27 (8-68) L . R
Age (year) fan (range) ( ) TABLE 2 Adverse events of special interest or registered in »10%
Female sex, n (%) 5 (28%) of patients included in this study
Abnormal eytogenetics, n (%) 12 (67%

ytogenetics,n ( ( J All grades, Grade = 3,
pH chromosome [t(9;22)] 2(11%) MOy n (%) n (%)
t12:21) 2(11%) Lymphopenia 16(89) 16 (89)
t(1:19) 1(5%) Hypogammaglobulinemia 16 (89) 0(0)
pH-like (CRLF2 rearrangement) 1(5%) Neutropenia 15(83) 15(83)
tg:14) 1(5%) Anemia 12 (67) 1(6)
Other 5 (28%) Thrombaeytopenia 11(61) 7(39)
Blast count in bore marrow at screening, median 1% (0-4%) Cytokine release syndrome 9 (50) 0(0)

{range}

Increased AST 6(33) 0(0)
Prior lines of therapy, median (range) 45 (2-6)

Increased ALT 6(33) 1(8)
Prior blinatumomab, n (%) 6 (3356)

Skin rash &(33) 1(8)
Prior inotuzumab ozogamicin, n (%) 9 (50%)

Viral infection 5(28) 1(6)
Prior allogeneic hematopoietic cell transplantation, n 16 (89%)

(%) Pyrexia 5(28) 1(6)
Bridging chemotherapy®, n (%) 15 (83%) Increased GGT 4(22) 1(8)
Maintenance-like (e.g., 6-mercaptopurine, 5(28%) Febrile neutropenia 4(22) 3(17)

methotrexate) Headache 4(22) 0(0)
Intrathecal chemotherapy 3(17%) Bronchitis 4(22) 1(6)
Tyrosine kinase inhibitors (dasatinib, ponatinib) 2 (11%) Increased alkaline 3(17) 0(0)
Radiotherapy 2 (11%) phosphatase
Inotuzumab ozogamicin 1 (5%) Voriting 2(17) 0(0)
Blinatumomab 1(5%) Arthralgia 317 0(0)
Intensive chematherapy 8 (44%) Peripheral edema 3(17) 0(0)
Extramedullary disease at screening®, n (%) 18 (100%) Dysgeusia 3(17) o0
e 7 (39%) Water intoxication 3(17) 0(0)
Cerebrospinal fluid 5 (28%) Bacteremia 3117 2(11)
Lymphadenopathy 3(17%) Pneumonia 2(11) 2(11)
Breast 3(17%) Pulmonary aspergillosis 2(11) 1(8)
Soft tissue 3(17%) Tachyeardia 2(11) 0(0)
Paranasal sinuses 2 (11%) Anorexia 211 0(0)
Voredl 2(11%) Mausea 2(11) 0(0)
Mediastinum 2 (11%) Hypotension 211 0(0)
Lung 1(6%) Bane pain 2(11) 0(0)
Liver 1(6%) Coagulopathy 2(11) 0(0)
et 1(6%) Abdominal pain 2(11) 1(6)
Pancreas 1(6%) Pharyngitis 2(11) 0(0)
Skin 1 (6%) Otitis 2(11) 0(0)

) ) o ICANS 1(6) 0(0)
“Some patients received more than one bridging therapy or had more than
one extramedullary location and therefore the percentages do not Abbreviation: ICANS, immune effector cell associated neurotoxicity

sum 100%. syndrome.
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according to common terminology criteria, version 4.0. For the pur-
pose of this analysis, CRS and ICANS were retrospectively graded
according with the ASTCT 2019 consensus grading guidelines.??
Efficacy was analyzed using the NCCN criteria,®° including bone
marrow aspirate and CSF analysis; MRD assessment by flow cyto-
metry; and PET-CT and MRI scanning in patients with known EMD.
In selected patients with measurable disease by PET-CT, metabolic
tumor volume was calculated as previously described.** Secondary
endpoints included objective and complete response rates
(ORR/CRR), duration of response (DOR), progression-free survival
(PFS), overall survival (OS) and duration of absolute B cell aplasia
(BCA). The ORR/CRR was assessed at day +28, day +100, month
+6, month +12 and month +18.

2.3 | ARI-0001 cell production and treatment

Patients were enrolled following screening and confirmation of
eligibility and underwent a mononuclear cell collection using a
Spectra Optia separator (Terumo BCT, Lakewood, CO). ARI-0001
cells were manufactured using the CliniMACS Prodigy system
(Miltenyi).*23% Approximately 100 x 10° T-cells were cultured
and stimulated with IL-7, IL-15, anti-CD3 and anti-CD28 anti-
bodies. Cells were then transduced with a lentiviral vector con-
taining the CAR gene construct. The construct comprises the
single chain variable fragment of the anti-CD19 A3B1 monoclonal

antibody attached to a transmembrane CD8 domain and
4-1BB/CD3z signaling domains (Figure 1). Following 6~9 days
of expansion, the cell product was washed, cryopreserved,

ARI-0001 therapy
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FIGURE 3 Swimmer plot for all patients with iEMD (n = 18).
Green denotes complete remission, blue denotes partial remission,
and red denotes refractory disease, progression, or relapse. Thick
black lines denote “dead at last follow-up.” Open circle represent the
occurrence of allogeneic hematopoietic cell transplantation
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FIGURE 2  PET-CT scans of three different patients before and after ARI-0001 cell therapy. Post-therapy scans are those where the first complete
metabolic response was documented, whenever that happened. Red circles highlight the most representative locations of abnormal %[ fluorodeoxyglucose
uptake before therapy, while green circles highlight the same locations after therapy. MTV, metabolic tumor volume; CMR, complete metabolic response
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and tested for identity, potency, sterility, and adventitious
agents.??

Before ARI-0001 cell infusion, patients received fludarabine
30 mg/m’/day plus cyclophosphamide 300 mg/m?/day on days
—6, —5, and —4 followed by a target dose of 1 x 10° ARI-0001
cells/kg. Even though the target dose changed during the
CART19-BE-01 trial,* all patients with iEMD received a target dose
of 1 x 10° ARI-0001 cells/kg. The first patient with iEMD received
a single intravenous infusion of ARI-0001 cells on day 0, whereas
the remaining 17 patients received the first fraction (10%) of ARI-
0001 cells on day 0, followed by the second (30%) and third (60%)
fraction separated at least by 24 h each only if there were no signs
or symptoms of CRS. This amendment was motivated by three
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cases of lethal toxicity in the cohort of patients receiving a single
intravenous infusion.*

24 | Statistical analysis

Response rates are presented with 95% exact Clopper-Pearson confi-
dence intervals. PRM was calculated as a cumulative incidence consider-
ing disease relapse as a competing event. DOR, PFS, OS and duration of
absolute BCA were plotted using the Kaplan-Meier method. Statistical
analyses were performed using R (R Foundation for Statistical Comput-
ing, Vienna, Austria). The CART19-BE-O1 trial (EUDRA no
2016-2972-29) is registered at clinicaltrials.gov (NCT03144583).
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FIGURE 4 Clinical outcome of patients with acute lymphoblastic leukemia and iEMD in terms of (A) duration of response; (B) progression-
free survival; (C) overall survival; and (D) survival of B-cell aplasia. Procedure-related mortality was not observed in the cohort and therefore not

plotted
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3 | RESULTS

31 | Baseline characteristics

A total of 59 patients (13 children, 46 adults) with R/R ALL were enrolled
in the CART19-BE-01 study”® and the consecutive CUP. Of this, 18 (30%)
patients with IEMD were identified. Table 1 displays their baseline charac-
teristics. Median age at infusion was 27 years (range, 8-68), including
5 (28%) pediatric patients. All were highly pretreated, including prior allo-
HCT in 16 (89%) cases. Moreover, 15 (83%) patients reguired bridging
chemotherapy while ARI-0001 cells were manufactured. Median bone
marrow blast count at screening was 1% (range, 0-4) by morphologic
assessment, with all patients having negative MRD by flow cytometry
(0.01% sensitivity). Isolated EMD was detected by PET-CT in 78% (14/18)
and CSF analysis in 28% (5/18). Patients received therapy a median of
50 days (range, 33-169) after study inclusion (i.e., signature of informed
consent), and the median vein-to-vein time was 42.5 days (range, 26-
166). In four patients, ARI-0001 cells were infused beyond 2 months of
apheresis because of technical problems (e.g., bacterial contamination,
defective viral transduction) leading to a second manufacturing procedure
in three patients, and temporary interruption of the CART19-BE-01 trial in
one patient.* The cutoff date was October 2021. At that time, the median
follow-up for survivors was 26.7 months (range, 4.6-49.0) from ARI-0001
cell infusion and 28.6 months (range, 5.8-50.8) from study inclusion.

3.2 | Toxicity

CRS (any grade) occurred in 9/18 patients (50%, 95% confidence
interval [Cl]: 26%-74%), with a median onset time of 3 days (range,
0-é), and a median duration of 2 days (range 0-10) (Table 2). There
were no cases of grade 3 CRS and 1 case (6%) of grade 1 ICANS.

Tocilizumab was administered to one patient (6%) with grade 2 CRS.
No patient received steroids for the treatment CRS or ICANS.
Grade =3 neutropenia was observed in 15 patients (83%, 25% CI:
59%-96%), with a median duration of 8 days.* '® There was one case
(6%, 95% CI: 14%-27%) of grade =3 anemia, and there were seven
cases (39%, 95% Cl: 20%-61%) of grade =3 thrombocytopenia. We
did not observe any procedure-related deaths in this cohort. Hyp-
ogammaglobulinemia (any grade) was documented in 16 patients
(89%, 95% Cl: 65%-99%) at 1 month, including 10 patients (565,
95% Cl: 31%-79%) with an 1gG concentration lower than 4 g/L.

33 | Efficacy

The best ORR at any time was 94% (95% Cl: 73%-99%), with a CRR
of 78% (95% Cl: 52%-94%). All patients with CSF infiltration achieved
a CR. In patients with PET-positive disease, complete metabolic
responses were observed as soon as 3 weeks and as late as 4 months
after infusion (Figure 2). Two thirds of patients with initial partial met-
abolic responses eventually achieved a complete metabolic response
(Figure 3). Bone marrow and peripheral blood were also evaluated,
even though there was no measurable disease at study inclusion.
These assessments revealed a MRD-negative CRR of 4% (95% CI:
73%-99%) and 78% (95% Cl: 52%-949%) at day +28 and +100,
respectively. DOR, PFS and OS5 were 52% (95% Cl: 32%-83%), 49%
(95% Cl: 30%-79%) and 61% (95% Cl: 40%-92%) at 2 years
(Figure 4). Median duration of absolute BCA was 4.3 months (2.8-ME).
Two patients received an alloHCT at day +142 and +151 post ARI-
0001 treatment. The cumulative incidence of relapse/progression was
51% at 2vyears (95% Cl: 26%-76%), all of which where
CD19-positive. BCA loss preceded relapse/progression in 8/9 (89%)
of patients from the series. All patients with relapsed/progressive

TABLE 3 Toxicity and efficacy of ARI-0001 cells in patients included in this study according to their age

=z1ByearsN=5
Toxicity
CRS (any grade), % (95% CI) 80(28-99)
CRS (grade = 3), % (95% Cl) 0{D-52)
ICANS {any grade), % (95% CI) 20(1-72)
ICANS (grade = 3), % (95% CI) 0(0-52)
Efficacy
Absence of MRD at day +28, % (95% CI) 100 (48-100)
Absence of MRD at day +100, % (95% CI) 80(28-99)
Duration of BCA at 2 years, % (95% Cl) &7 (30-100)
DOR at 2 years, % (95% ClI) 80(18-52)
PFS at 2 years, % (95% CI) 80(18-52)
05 at 2 years, % (95% CI) 100 (NE)

>18 years N = 13 <25 years N = 8 >25 years N = 10
38 (14-68) 63 (24-91) 40(12-74)
0 (0-25) 0(0-37) 0(0-31)
0 (0-25) 13 (0-53) 0(0-31)
0(D-25) 0(0-37) 0(0-31)
92 (64-99) 100 (63-100) 90 (56-99)
77 (46-95) 88 (47-99) 70(35-93)
23 (9-62) 33 (11-100) 30 (12-77)
42 (21-81) 75 (50-100) 33 (13-84)
39 (19-77) 75 (50-100) 30 (12-77)
50 (27-89) 100 (NE) 36 (15-87)

Abbreviations: BCA, B-cell aplasia; CRS, cytokine release syndrome; DOR, duration of response; ICANS, immune effector cell-associated neurotoxicity
syndrome; MRD, measurable residual disease (determined by flow eytometry in blood, marrow and cerebrospinal fluid); NE, not estimable; OS, averall

survival; PFS, progression-free survival.
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disease had EMD again, mostly in the original location, and five of
therm (56%) also had marrow disease upon relapse. Toxicity and effi-
cacy results according to patients' age are displayed in Table 3.

4 | DISCUSSION

Thanks to the CART19-BE-01 trial, ARI-0001 cells are currently
approved in Spain for the treatment of patients with R/R ALL older
than 25 years of age under the Hospital Exemption Clause.* The
drug was approved in February 2021 and the price/reimbursement
was agreed with the Ministry of Health in June 2021. Qur trial and
the subsequent CUP have allowed for the inclusion of patients with
iEMD, which had been excluded from many academic and commer-
cially sponsored clinical trials. This is, therefore, one of the first
series of patients with R/R ALL with iEMD treated with
CART19-cells.

There are several aspects that characterize our population when
compared with other similar reports*®=2%: (i) a high proportion (75%)
of patients with prior exposure to blinatumomab and/or inotuzumab-
ozogamicin; (i) a high proportion (89%) of patients with who had
already received an alloHCT; and (iii} the systematic evaluation by
PET-CT and/or CSF analysis besides conventional blood and marrow
analysis.

In our hands, the procedure was feasible, with 78% of patients
receiving ARI-0001 cell therapy within 2 months from apheresis, and
the entire cell production being accomplished with one procedure in
83% of patients. In terms of safety, we observed a 50% incidence of
CRS with no cases of grade =3 CRS, which is comparable with similar
studies.*®?1"2* |n must be noted, however, that all patients from our
iIEMD cohort except one received ARI-0001 cells in a fractionated
manner, which has been associated with a lower CRS rate compared
to the original single-dose administration.” Besides fractionation, we
also believe that the absence of bone marrow infiltration may play a
role in the very low severe CRS rate, as observed by others.%>%435
Similar to our previous report, ARI-0001 therapy did not seem to
cause any significant ICANS, not even in those patients with CNS dis-
ease. All in all, the safety of our product seemed in line, if not better,
with what has been reported for other CART19 products in a similar
clinical context.?-%2

Efficacy was also comparable with other studies, with a 78% CRR
including negative CSF and/or PET-CT, and a 2-year PFS rate of 49%.
This PFS rate is particularly relevant because only two patients from
this cohort underwent alloHCT while on CR and, therefore, the effi-
cacy of our product is generally not confounded by subsequent ther-
apy. Of note, EMD may take longer to respond to CART19-cells, as
seen in some of our patients (Figures 2 and 3) and also, pseudo-
progression may occur, complicating scan interpretation. Indeed, there
is very little experience worldwide with the use of PET-CT in patients
with ALL but, despite the difficulties, this technology has been very
useful in our hands, and we believe it should be incorporated into the
assessment of patients with ALL and EMD in the same way it is used
for patients with lymphoma.

We measured the duration of absolute BCA in peripheral blood
as a surrogate marker of ARI-0001 persistence and observed a median
duration of 4.3 months in this patient population. Although this was
equivalent to what we have seen in patients with ALL and marrow

56811 it s also true that

disease (data not shown) and other trials,
most relapses we observed were CD19-positive and were preceded
by BCA loss. Moreover, the pattern of BCA loss followed by
CD19-positive relapse has been frequently observed in patients with
low tumor burden.®® We therefore believe that our efforts should
focus on improving ARI-0001 cell persistence and, indeed, we are
already testing a higher cell dose (3 x 10° cells/kg) in subsequent
phase 2 trials intended for both adult and pediatric patients with ALL.

In conclusion, the administration of ARI-0001 therapy in
patients with R/R CD19-positive ALL with iIEMD achieved safety
and efficacy outcomes that are comparable with similar products in
patients with the more conventional marrow disease. We believe
ARI-0001 cells constitute a potential therapeutic option in this situa-
tion of high unmet medical need. In February 2021, ARI-0001 cell
therapy was approved, under the Hospital Exemption Clause, by the
Spanish Medicines Agency (AEMPS) for patients with R/R ALL older
than 25 years, including patients with iEMD. This is the first purely
academic CAR-T product to ever receive approval in a European
Union country.
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Lymphocytic Leukemia and Richter’s Transformation. (168)
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Resumen:

Se evalué la administracion de células ARI-0001 en los primeros 9 pacientes consecutivos con LLC
R/R incluidos en el Hospital Clinic de Barcelona para tratamiento con células ARI-0001, seis de ellos
con TR R/R concomitante, incluyendo pacientes tratados en el ensayo CART19-BE-01 y el PUC
consecutivo. Los pacientes tratados tenian una mediana de edad 58 afios (rango: 47-74), y tenian
una mediana de 4 lineas previas de tratamiento (rango: 3-6). El tratamiento previo incluia ibrutinib
y venetoclax en 8/9 (89%) y 5/9 (56%) pacientes, respectivamente. Todos menos 1 paciente (n=8)
recibieron tratamiento de linfodeplecién con ciclofosfamida (900mg/m?) y fludarabina (300mg/m?)
seguidos de la administracion de una dosis de 0,4-5 x10° células ARI-0001/kg. La mediana del
tiempo de vena a vena fue de 27 dias (rango: 22-81). La dosis objetivo fue de 1 x10° y 5 x10°

células ARI-0001/kg para los pacientes con LLC y LLC/RT, respectivamente.

Tres pacientes recibieron finalmente el 10-40% (0,4-0,5 x10° células/kg), segln el protocolo,
debido al desarrollo de SLC. En cuanto a seguridad, no hubo episodios de MRP en esta serie de
pacientes. En cuanto al SLC, se observo una incidencia de SLC del 87,5% (intervalo de confianza [IC]

del 95%: 47-99%), con una tasa de SLC grado 23 del 12,5% (IC del 95%: 0,3-53%) observado en 1
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paciente. Dicho caso de SLC grave recibié una dosis de 0,4 x10° células/kg (40% dosis objetivo
original). Tres pacientes (37,5%) recibieron tratamiento con tocilizumab. Por otro lado, no se

objetivaron casos de neurotoxicidad.

En cuanto a eficacia, todos los pacientes tratados alcanzaron una aplasia absoluta de linfocitos B
(ALB), cuya mediana de duracién no se ha alcanzado (75% [IC del 95%: 50-100%] al afio). Siete
pacientes (87,5%; IC del 95%: 47-99%) respondieron segln criterios de iwCLL/Lugano (RC, n = 4;
RP, n = 3), mientras que un paciente con TR permanecié con enfermedad estable como mejor
respuesta. Todos los pacientes alcanzaron una RC con EMR indetectable en sangre periférica y
médula dsea. Con una mediana de seguimiento de 5,6 (rango, 1,2-45,3) meses, dos pacientes con
TR que no habian alcanzado una RCM presentaron una progresion CD19-negativa en los ganglios
linfaticos objetivada a 2,1 y 3,0 meses tras la administracion del ARI-0001. Teniendo en cuenta a
los 9 pacientes incluidos, la SG a 2 afios fue del 62,5% (IC del 95%: 32-100%) desde la
administracion de células ARI-0001 y 51,4% (IC del 95%: 24-100%) desde la inclusion en el

programa.

En conclusién, los resultados obtenidos con ARI-0001 fueron comparables a los de otros ensayos
clinicos y pequefios series de pacientes con LLC/TR tratados con productos CAR-T similares, que
han alcanzado TRG en torno al 38-82% y TRC en torno al 20-45%. En nuestra experiencia, las
células ARI-0001 pudieron elaborarse en todos los pacientes y pudieron ser infundidas en el 89%
de ellos. Nuestros resultados sugieren que la administracién de ARI-0001 es factible, segura y

eficaz en pacientes con LLC o TR R/R.
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CART19 cells are emerging as an alternative therapy for patients with chronic lymphocytic
leukemia (CLL). Here we report the outcome of nine consecutive patients with CLL treated
with ARI-0001 CART19 cells, six of them with Richter’s transformation (RT). One patient
with RT never received therapy. The cytokine release syndrome rate was 87.5% (12.5%
grade =3). Neurotoxicity was not observed in any patient. All patients experienced
absolute B-cell aplasia, and seven (87.5%) responded to therapy. With a median
follow-up of 5.6 months, two patients with RT experienced a CD19-negative relapse. In
conclusion, ARI-0001 cell therapy was feasible, safe, and effective in patients with high-
risk CLL or RT.

Keywords: CLL, CART, CD19, DLBCL, Richter disease

INTRODUCTION

Patients with chronic lymphocytic leukemia (CLL) who do not respond to targeted therapies have an
unfavourable prognosis, particularly if tumor cells harbour high-risk genomic aberrations (e.g. TP53
aberrations or complex karyotype) or the disease has transformed into diffuse large B-cell lymphoma
(DLBCL), also known as Richter’s transformation (RT) (1). Current guidelines recommend allogeneic
hematopoietic cell transplantation (alloHCT) for patients with high-risk CLL or RT (1-3). Chimeric
antigen receptor T-cells targeting CD19 (CART19) are also emerging as alternative options for these
patients, even though there are currently no approved products for them.
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At Hospital Clinic of Barcelona, we have developed our own
CART19 product (A3B1:CD8:41BB : CD3z or ARI-0001), which
has been recently approved by the Spanish Medicines Agency
(AEMPS) for the treatment of patients with relapsed/refractory
acute lymphoblastic leukemia (ALL) older than 25 years of age (4).

The aim of this paper is to report the outcome of all
consecutive patients with CLL treated with ARI-0001 cells,
either within the CART19-BE-01 trial or a subsequent
compassionate use program (CUP).

METHODS

Patient Eligibility and Clinical Trial Design
ARI-0001 cells are autologous T-cells transduced with a CD137-
based second generation CAR construct designed to target CD19
(5). Full details of the ARI-0001 cell development, including its
structure and phenotypic characteristics can be found elsewhere
(5, 6). Two patients presented here were recruited into the
CART19-BE-01 study (registered as NCT03144583) (7), and
the remaining patients were included in a CUP with the same
inclusion criteria: (i) CD19-positive B-cell malignancy (including
DLBCL or CLL); (ii) age from 2 to 80 years; (iii) ECOG
performance status 0-2; (iv) estimated life expectancy from 3
months to 2 years; and (v) adequate venous access (7). Patients
with CLL were eligible if they had received a minimum of 2 lines
of therapy, including rituximab, and experienced disease
progression within 2 years of last therapy. Key exclusion
criteria included history of other malignancy unless it had been
in remission for more than 3 years; severe renal, hepatic,
pulmonary or cardiac impairment; active immunosuppressive
therapy; HIV infection; active HBV or HCV infection; and active
infection requiring systemic therapy. Of note, neither central
nervous system involvement nor prior alloHCT were exclusion
criteria for this trial.

Whenever feasible, patients with CLL/RT were asked to take
ibrutinib, at the approved dose or less in case of intolerance, for a
minimum of two weeks until leukocytapheresis. Before ARI-0001
cell infusion, patients received fludarabine at 30 mg/m*/day plus
cyclophosphamide at 300 mg/m’/day on days 6, -5, and —4
followed by ARI-0001 cells. The first patient received a single
intravenous infusion of ARI-0001 cells, at a dose of 1 x10° cells/
kg, on day 0. The remaining patients received a fractionated
target dose of 1 x10° cells/kg (patients with CLL only) or 5 x10°
cells/kg (patients with RT). The first fraction (10%) of ARI-0001
cells was administered on day 0, followed by the second (30%)
and third (60%) fraction 24-48 hours after the first and second
fraction, respectively, if the patient had no signs or symptoms of
cytokine release syndrome (CRS). The implementation of the
fractionated administration of ARI-0001 cells was motivated by
3 toxic deaths, all in patients with ALL (7). Intravenous
immunoglobulin (Ig) replacement was recommended in case of
IgG determinations lower than 4 g/L.

All patients provided written, informed consent. The AEMPS
and our Institutional Review Board approved the trial, which was
conducted in accordance with the principles of the Declaration of
Helsinki (last updated version, Fortaleza, Brazil, 2013).

Measurement of ARI-0001 Cells and
CAR19 Transgene

ARI-0001 cells presence was evaluated by flow cytometry with an
APC-conjugated AffiniPureF(ab’),-fragment goat-anti-mouse IgG
monoclonal antibody (goat-anti-mouse IgG, Jackson
ImmunoResearch Laboratories). Moreover, a quantitative PCR
assay was optimized and validated for monitoring ARI-0001 cell
expansion and persistence. The number of transgene copies/cell was
determined by quantitative real-time PCR, using Light Cy'c]er® 480
SYBRGreen® I Master (Roche, Cat. N. 04707516001). Pairs of
primers were designed against the GATAZ2 gene (control) and
WPRE sequence (part of the transgene). Primer sequences are as
follows: GATA2_F: 5’tggcgcacaactacatggaa 3°; GATA2_R:
5'cgagtcgaggtoattgaagaaga 33 WPRE_F: 5'gtectttccatggetgete 3%
WPRE_R: 5’ccgaagggacgtagcaga 3. The absolute quantification
method was used to determine copy number. Standard curves were
prepared using 1:10 serial dilutions of plasmids containing GATA2 or
transgene. The final number of molecules in the reaction ranged from
10 to 10® molecules. For GATA2 quantification, GATA2 cDNA was
cloned in a pCRII-Topo vector (Invitrogen). pCCL-CAR19 vector
was used in the same way to quantify transgene copy number. The
following PCR program was used: 1) Initial denaturalization: 95°C,
5% 2) 40 cycles of: 95°C, 107; 58°C, 107 72°C, 57; 3) melting curve.

Endpoints and Statistical Analysis

The primary endpoint of the CART19-BE-01 trial was safety as
determined by procedure-related mortality (PRM) and grade 3-4
toxicity at day +100 and one year. Adverse events of special interest
were cytokine release syndrome (CRS), neurotoxicity [currently
known as immune effector-cell associated neurotoxicity syndrome
(ICANS)] and second primary malignancies. Adverse events were
graded according to common terminology criteria (CTC), version
4.0. CRS was originally graded as per Lee et al. (8), but was later
retrospectively reassessed using ASTCT criteria (9).

Secondary endpoints were objective response rate (ORR) and
complete response rate (CRR) at day +28 and +100, duration of
response (DOR), duration of B-cell aplasia (DBCA), progression-free
survival (PFS) and overall survival (05). ORR/CRR were assessed as
per iwCLL (10) and Lugano (11) criteria as appropriate. Measurable
residual disease (MRD) was determined in peripheral blood and bone
marrow by flow cytometry, with a sensitivity of 107,

Adverse events and response rates are presented with 95%
exact Clopper-Pearson confidence intervals. OS, PFS, DOR and
DBCA, were plotted using the Kaplan-Meier method. Due to the
open-label non-randomized nature of the study, the statistical
analysis was descriptive and no formal comparisons between
cohorts are provided. Statistical analyses were performed using
SAS version 9.4 (SAS Institute, Cary, NC) and R (R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria). The trial (EUDRA n®
2016-2972-29) was registered at clinicaltrials.gov (NCT03144583).

RESULTS

We report the outcome of nine consecutive patients with CLL
treated with ARI-0001 cells, six of them with concomitant RT
(Table 1). In patients with RT, tumor histology was consistent
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with DLBCL in patients 2-5 and 8, and plasmablastic lymphoma
in patient 6. The median age was 58 (range: 47-74) years, with a
male/female ratio of 56/44%. All patients had high-risk
progressive disease (2, 3), with a median number of prior
therapies of 4 (range: 3-6) and significant lymphadenopathy in
all patients except one (89%). Prior therapy included ibrutinib
and venetoclax in 8/9 (89%) and 5/9 (56%) patients,
respectively (Table 1).

Besides patient 3, who was due cell infusion in April 2020 and
never received it owing to the temporary suspension of our
program caused by COVID-19, the remaining eight patients
received ARI-0001 cells after lymphodepletion (7). The median
vein-to-vein time was 27 (range: 22-81) days. The target dose was
1 x10° and 5 x10° ARI-0001 cells/kg for patients with CLL and
CLL/RT, respectively (7), but two patients with CLL/RT only
received 10-40% (0.4-0.5 x10° cells/kg), as per protocol, due to
cytokine release syndrome (CRS) requiring treatment with
tocilizumab (7).

There was no procedure-related mortality in this cohort. The
CRS rate was 87.5% (95% confidence interval [CI]: 47-99%), with
a grade =3 CRS rate of 12.5% (95% CI: 0.3-53%). Three patients
required tocilizumab, and none required corticosteroids. The
only patient who developed grade 3 CRS was one of the patients
who did not receive the full dose, as per protocol. ICANS was not
observed, whilst grade 4 neutropenia was documented in 7/8
(87.5%) patients for a median of 11 (range: 6-40) days. Grade 4
thrombocytopenia was observed in 3/8 (37.5%) patients. Four
patients suffered from grade =3 infections: two episodes of
gastroenteritis by Campylobacter coli and Campylobacter jejuni
and two occurrences of urinary tract infection by Escherichia coli
and Klebsiella pneumoniae.

All infused patients experienced absolute B-cell aplasia
(BCA), whose median duration had not been reached (75%
[95% CI: 50-100%)] at 1 year, Figure 1A). Four (50%) patients
had IgG determinations below 3 g/L (two of them already at
screening), and five (56%) have required frequent Ig
replacement. All patients had CD4+ T-cell counts below 200/
pL, which recovered (>200/pL) at a median of 1.98 months after
the ARI-0001 cell infusion (Figure 1B). ARI-0001 cell expansion,
as measured by quantitative PCR, is displayed in Figure 2.

Seven (87.5%; 95% Cl: 47-99%) patients responded according
to iwCLL/Lugano criteria (CR, n = 4; PR, n = 3) (10), while one
patient with RT remained with stable disease. Measurable-
residual disease (MRD) was undetectable in the peripheral
blood and bone marrow of all patients. With a median follow-
up of 5.6 (range, 1.2-45.3) months, two patients with RT
experienced a CD19-negative relapse in the lymph nodes 2.1
and 3.0 months after cell infusion (Figure 3). The 2-year OS was
62.5% (95% CI: 32-100%) from ARI-0001 cell infusion and
51.4% (95% CI: 24-100%) from inclusion in the program (this
last figure includes all nine patients) (Figures 1C, D).

Outcome
Died while awaiting infusion {delayed due to COVID-19

pandernic)
Alive and disease-free (12.5+ months)

Died of CD18- relapse (7.0 mo}
Died of CD19- relapse (3.7 mo)

Alve and disease-free (45.4+ mao)
Alive and disease-free (26.7+ mo)
Alive and disease-fres (4.2+ mo)
Alive and disease-free (1.44 ma)
Alve and disease-free (1.2+ ma)

(iwCLL)

PR
C

CR
SD
P

CR
CR
PR

ICANS Response
grade

1]

0

0

0

0

4]

0

4]

CRS
grade
1
1
2
(o]

1
3
1
1

(x10%kg)

Dose infused

1P1
L
HI
HI
H
H
HI

Genomic aberrations
1(8:22), MYC rearrangement
17p- and TP53 mutation

17p-, NOTCHT and TP53
139-,

mutations

17p-, {11;21)

139-, 11g-, CK and TP53

mutation

13q9-, 11g-, 17p-, CK

TP53 mutation

13q-, 17p-, CK

GHV
U
u
NA
u
u
M
NA
NA
MNA

Prior therapy

R-CHOP, R-ESHAP, RIE

I, 1dR, v

€4  R-HyperCVAD, R-CHOP, |,

57 BR, R-CHOP, |, IdR, V
65 FCR (x2), |

53 FCR, BR, |V, IdR, O
72 Chl, BR, |, CHOP

74

47 FCR, |, V, aloHCT

58 FCR, |V

51

DISCUSSION

Owr results were comparable to other clinical trials and small
series of patients with CLL/RT treated with similar CART19

F
M
3
h
h
M
F
F
7]

Ff, patient; F, female; M, male; FCR, fludarabine, cyclophosphamide and rifuximaby BR, bendamustine and rfusimab; |, ibruting, V, venetocdlax; O, obhutuzumab, R, idelalsit and rfuximab; R-CHOP, rfuximab, cyclophosphamide,
adramycin, vinorstine and prednisone, R-ESHAP, rifuxdmab, efoposide, cyfambing, asplalin and mefhyl-prednisolons; RIE, rifuximab, efoposide and ifosfamide; Chl, chiorambucil; CHOP, oyclophosphamide, adiamyoin, wincrisfine and

prednisone; A-HyparCVAD, rifudmab, cyclophosphamide, adriamycn, vincristine and desamethasone; aloHCT, alogenet: hemafopoiefic cell fransplntation; IGHV, immunoglobulin heavy chain gene variable region; U unmufafed; M,
mufafed; MA, nof avaitable; CK, complex karyolype; 1P, intemational prognostic index (efered fo the difius e lamge B-cal lymphomal; L, low risk; Hi, high-intermediate risk; H, high risk; CRS, cyfokine lease syndome; 1ICANS, immune effector-

cell associated neurofoxicity syndrome; CR, complete response; PR, parfial response.
“This patient was diagnosed with both chronic lymphocytic leckernia and B-call protwnphocytic leckermia (B-PLL). Richier's transformation §in the form of plasmabistic ymphoma) ocoumad in the B-PLL clone. Blood and mamow evaluafion

TABLE 1 | Patients' baseline characteristics, toxicity and outcome of patients with CLL, with or without AT, who were included in the ARI-0001 program (CART19-BE-01 trial or compassionate use).
documnented a MRD-negafive CR for both CLL and B-PLL

Patients with concomitant AT are highlightad in grey.

Pt Sex Age

1
2
3
4
&
6"
7
8
4
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FIGURE 1 | Duration of B-cell aplasia (A) and CD4* cell counts below 200/l (B) in patients who received ARI-0001 cel thempy. Overall sunvival from cell infusion (C) or
signature of the informed consent (D). Panels (A-C) only include patients who received therapy, while panel (D) include all patients ncluded in the program (ntention-to-treat).

100

0.1

copies per ng of gOMA (logarithmic)
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Time (days)

70 84 100

FIGURE 2 | ARI-0001 expansion over time, calculated by quantitative PCR,
in patients with CLL/RT. Lines represent median values.

products (12, 13), which have revealed ORRs around 38-82%,
with CRRs around 20-45% (14-17). Of note, patients with RT
were excluded from two pivotal trials performed in patients
with DLBCL (18, 19) and, in a third trial, five patients with RT

were included but their specific clinical outcome was not
reported (20).

Since ibrutinib improves preclinical CART19 efficacy (21, 22),
a number of clinical trials are evaluating the concomitant use of
ibrutinib and CART19 cells in patients with CLL (13, 23, 24). In
our experience, ARI-0001 cells could be manufactured for all
patients and infused in 89% of them. A very unfortunate patient
died before cell infusion, not because of excessive manufacturing
time but because of the COVID-19 pandemic. Robust in vive
ARI-0001 cell expansion and persistent absolute B-cell aplasia
was observed in most patients (Figures 1, 2), this leading to
undetectable MRD in the peripheral blood and bone marrow of
all patients treated, even in those achieving a PR or stable disease
in the lymph nodes. Unfortunately, two patients with RT have
relapsed with CD19-negative disease despite no prior anti-CD19
therapy. This suggests that, perhaps, ARI-0001 cell therapy
works better before RT occurs. However, we would still
recommend ARI-0001 cell therapy for patients with RT since
3/5 patients remain in CR 1.4, 12.5 and 26.7 months
after therapy.

In terms of toxicity, the fractionated administration of ARI-
0001 cells appeared safe, with no cases of procedure-related
mortality. The grade =3 CRS rate was 12.5% and there were no
occurrences of ICANS. Despite the prolonged absolute B-cell
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Patient 5

Patien_t 6

001 cells

FIGURE 3 | Lymph node morphology and phenotype observed in patients 5 and 6 at both study inclusion and relapse after treatment with ibrutinib-primed ARI-

0001 cells. In both cases, CD19 expression was lost upon relapse.

aplasia and frequent grade 4 neutropenia, the incidence of severe
infections was not greater compared to similar trials (13, 15-17),
and the brief exposition to ibrutinib had a minor impact
on toxicity.

In conclusion, our results suggest that the administration of
ARI-0001 cells is feasible, safe, and effective in patients with
high-risk CLL or RT. The role of concomitant ibrutinib therapy
is still debated, but we hope that ongoing and future clinical trials
will help us answer this question.
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5 - Discusion:

En la presente tesis doctoral se presentan cuatro articulos que analizan la utilidad de la produccién
académica del producto CAR-T anti-CD19 ARI-0001 para sindromes linfoproliferativos CD19

positivos recaidos o refractarios.

El primer articulo (165) se centra en los resultados iniciales de seguridad y eficacia obtenidos con
ARI-0001 dentro del ensayo clinico CART19-BE-01, donde se trataron pacientes adultos vy
pediatricos con LLA, LNH y LLC recaidos o refractarios. El segundo articulo (166) se centra en los
resultados obtenidos con ARI-0001 en LLA a largo plazo. Ademas, abarca una poblacion mas
amplia al incluir tanto a los pacientes tratados dentro del ensayo clinico CART19-BE-01 como
también a los pacientes tratados dentro del programa de uso compasivo. El tercer articulo (167)
focaliza especificamente en aquellos pacientes con LLA que presentan enfermedad
exclusivamente extramedular al momento de recibir la terapia ARI-0001. Finalmente, el cuarto
articulo (168) se centra en el primer analisis de los resultados iniciales obtenidos con ARI-0001 en

una pequefia poblacidn de pacientes con LLCy TR.

5.1. Sobre aspectos de calidad, fiabilidad y consistencia de la produccién “POC”:

En el primer articulo de la presente tesis doctoral (165) se presentan los resultados obtenidos a
corto plazo de los pacientes incluidos en el ensayo clinico CART19-BE-01. Si bien se trata de una
publicacidon con un seguimiento relativamente corto (mediana de seguimiento de 5,5 meses), nos
permite analizar de forma clara aspectos de relevancia con respecto a la factibilidad de la
produccién de Medicamentos de Terapias Avanzadas (ATMPs) CAR-T en centros académicos. En
definitiva, en este trabajo se demuestra que esta tarea es factible de realizar en centros
académicos europeos. Concretamente, demuestra que un centro espafiol que trabaja en el marco
del SNS es capaz de realizar de forma exitosa un proyecto de desarrollo de terapias avanzadas
desde los estadios preclinicos iniciales (163) y llevarlo a una escala clinica para una amplia

variedad de patologias (165) .

Un aspecto central en cuanto a evaluar la validez de una entidad que aspira a elaborar ATMPs es
justamente que las mismas demuestren la fiabilidad con la que los elaboran. Dicha fiabilidad

94



puede mesurarse de distintas formas, una de ellas siendo la tasa de producciones exitosas / la tasa
de fallos de produccién de productos CAR-T. Este resultado permite no sélo evaluar la fiabilidad de
un proceso de manufactura en concreto, sino que también permite comparar distintos procesos,

permitiendo poner en contexto los resultados obtenidos para cada uno de ellos.

Muiltiples estudios publicados tanto industriales como académicos en terapia CAR-T fallan en
comunicar las respectivas tasas de fallos de produccion celular. Esto dificulta evaluar cuales son los
margenes de éxito de produccidn serian considerados habituales o incluso “aceptables”. Esto
cobra una particular relevancia para aquellos ATMPs que sean elaborados por entidades
académicas, especialmente aquellas que vayan a ser elaboradas en el mismo punto de atencidn o

“point-of-care” (POC) de los pacientes.

Aguellas entidades que aspiren a elaborar ATMPS, incluyendo a los Medicamentos de Terapia
Génica (GTMPs) tales como los productos CAR-T deberan mantener los estandares de calidad
suficientes para poder ser autorizados por las entidades regulatorias correspondientes. Alcanzar y
mantener estos estdndares de calidad requieren de unos recursos humanos, estructurales y
econdmicos tales que suelen ser prohibitivos para la mayoria de las entidades publicas y
académicas. Esto deriva en la siguiente paradoja: entidades académicas de financiacién publica
cumplen un rol fundamentan en el descubrimiento y desarrollo de nuevas terapias. Sin embargo,
una vez alcanzadas se ven forzadas a entregar dicho fruto a entidades privadas ante la

“incapacidad” de escalar el desarrollo de dichas terapias a instancias clinicas avanzadas.

Esto lleva a que la comunidad tienda a confundir estas dificultades de desarrollo completo de
ATMPs (CAR-Ts en este caso) con una posible “menor calidad” de aquellos productos de origen
académico de produccién no-industrial. Los productos CAR-T académicos “POC” deben por lo
tanto demostrar que mantienen un nivel de calidad comparable al de aquellos de produccion
industrial. Esto abarca aspectos tanto de la calidad de los productos CAR-T en si, la
fiabilidad/robustez del proceso de produccién y la velocidad de respuesta en los tiempos de inicio
y entrega de dichos productos, entre otros. A continuacidn, intentaremos analizar y comparar

estos aspectos de calidad.

En el primer articulo (165) demostramos el HCB fue capaz de elaborar el producto CAR-T ARI-0001
de forma robusta, con una tasa de producciones exitosas en el 94,4% de los pacientes. Estos
resultados consideramos que se encuentran en linea con los resultados publicados en los ensayos

clinicos pivotales para tisagenlecleucel (139) en LLA R/R pediatrica y adultos jévenes (92,4%), para
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brexucabtagene ciloleucel (142) en LLA R/R del adulto (92%) y para tisagenlecleucel (144) en
LDCBG R/R (93%). Alin mas, este 94,4% de producciones exitosas para los pacientes del CART19-
BE-01 es una cifra particularmente alta considerando que con los mismos se realizd la curva de

aprendizaje inicial de nuestra unidad de inmunoterapia (Imagen 61).
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Imagen 61: Tasas de producciones CAR-T exitosas en ensayos clinicos de terapia CART19

Otro aspecto de relevancia en cuanto a marcadores de calidad de terapia CAR-T es el tiempo
requerido para administrar el tratamiento a los pacientes. Este es un punto de relevancia, debido a
gue a mayor tiempo de espera en la entrega de productos mayor serd tanto la probabilidad de
progresion de la enfermedad de base y por lo tanto de muerte. Distintos grupos, incluidos
nosotros mismos, hemos demostrado el impacto directo que tiene la carga tumoral de patologias
como LLA en la eficacia de las terapias CAR-T, el cual puede ser claramente identificado en
distintos estudios (138,140,166,169). Este tiempo requerido para esta terapia puede contabilizarse

de distintas formas y consta de distintos apartados.
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Por una parte, puede contabilizarse el “tiempo desde la firma del Cl hasta la leucacitaféresis”. Esta
valoracion puede evaluar la capacidad de absorcién de pacientes que tienen las distintas entidades
gue manufacturan productos CAR-T. Sin embargo, dicho margen de tiempo podria no ser del todo
representativo, ya que distintos estudios pueden programar la fecha de firma del Cl para cuando

se estima que habra un slot disponible de aféresis/produccién celular.

Por otra parte, la realizacién de una leucacitaféresis no siempre viene vinculado del inicio de una
produccién celular de forma inmediata, ya que dichas células mononucleadas (CMN) podrian
criopreservarse a espera de un slot libre de procesamiento celular. La leucacitaféresis y su
criopreservacion en diferido con respecto al inicio del procesamiento celular es una maniobra que
puede ser de gran utilidad especialmente en aquellos pacientes que se encuentren en una
situacién de progresion clinica de su enfermedad. Estas situaciones suelen obligar al equipo
médico a iniciar algun tipo de terapia de control o rescate de forma urgente, lo cual puede

interferir con la necesidad de recolectar linfocitos T.

Al criopreservar antes de una terapia de rescate el equipo médico puede asegurar lo siguiente: (a)
la obtencion de linfocitos T con menor toxicidad acumulada, (b) la obtencidon de suficiente
celularidad T que en un futuro intento podria dejar de ser posible, y (c) iniciar el proceso de
produccién del CAR-T una vez liberado un slot de produccion sin tener que esperar a una nueva
recuperacion de la hemoperiferia. No obstante, la criopreservacidn de la leucacitaféresis puede no
formar parte de una maniobra médica, sino que incluso suele ser la norma para ciertas
instituciones. Distintas industrias farmacéuticas criopreservan la leucacitaféresis antes del inicio de
manufactura debido a motivos logisticos tipicos de la produccidn industrial centralizada: dichos
productos suelen tener que trasladarse miles de kildmetros del centro de aféresis al centro de

produccion.

Por otra parte, el abordaje tipo POC utilizado en el HCB facilita el inicio de la produccién celular en
fresco, sin criopreservacion inicial, en el 73% de los pacientes tratados. Esto nos permitié iniciar la
produccién celular en menos de 24hs tras la leucacitaféresis en tres cuartas partes de los
pacientes tratados. Sin embargo, el impacto que pueda tener sobre la funcionalidad T que cada
episodio de criopreservacion y descongelamiento es un aspecto que queda pendiente de analizar.
Si bien se especula que cada episodio podria disminuir la funcionalidad T todos los productos CAR-
T comercializados mantienen la criopreservacion T en al menos 1-2 episodios para cada producto

CAR-T. Nuevos ensayos clinicos CAR-T buscan eliminar la criopreservacién, explorando los
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potenciales beneficios de administrar productos CAR-T en fresco, pero sus resultados se

encuentran pendientes al momento de la escritura de esta tesis.

Otro marcador de calidad podria ser el “tiempo de produccion celular”. En términos generales, un
menor tiempo de produccidn celular beneficia a los pacientes. Esto es asi ya que un menor tiempo
de produccidn va asociado a un menor tiempo de espera vy, por lo tanto, menores probabilidad de

progresion de la enfermedad, asi como mayores probabilidades de éxito.
Este tiempo puede dividirse en 3 segmentos principales: (Imagen 62).

a) El tiempo requerido de traslado de los productos celulares: del centro de aféresis al
centro de produccion y viceversa (ida y vuelta).

b) Eltiempo requerido “core” o central de manufactura del producto CAR-T.

c) Y el tiempo requerido para completar los controles de calidad que permiten la

liberacién del producto una vez completada la produccién celular.

Point of Care (produccién descentralizada)

Slot de produccion Manufactura Controles \\, Administracién
y aféresis de CMN del CAR-T de calidad del CAR-T

Produccién industrial (produccion centralizada)

Slot de produccién Envio de Manufactura Controles \ \ Envio del\\ Administracion
y aféresis de CMN aféresis del CAR-T de calidad CAR-T del CAR-T

Imagen 62: Tiempos del proceso CAR-T: abordaje centralizado vs descentralizado

Estos 3 segmentos pueden resumir la rapidez con la que una entidad productora de CAR-T es
capaz de suministrar productos CAR-T a pacientes. Si los analizamos uno por uno, podemos ver
como: (a) los tiempos de traslado pueden variar dependiendo si la planta de manufactura se
encuentra en el mismo hospital donde se trata al paciente (POC), en contraste con lo que pasaria
si el centro de produccién se encuentra en otra ciudad, pais o incluso continente (centralizado). Si
bien el tiempo requerido para estos trasportes no se encuentran detallados en los articulos

pivotales de productos industriales, se puede estimar que estos podrian tener una duracidn de
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entre 2 y 4 dias. Esto contrasta con los escasos minutos que requiere el traslado de los productos

celulares dentro de un mismo hospital POC.

Por otra parte, el tiempo propiamente dicho o “core” de manufactura en los distintos
biorreactores, una vez establecido, es dificilmente optimizable sin modificar sustancialmente el
proceso de manufactura y, por ende, sin que sea considerado un producto “diferente”. En cuanto
a la duraciéon del proceso de produccién celular, hemos sido capaces de producir los productos
ARI-0001 en una mediana de 8,5 dias (rango 7-10), tal como habiamos reportado previamente
(164). Estos resultados son dificilmente comparables con los obtenidos en multiples otros estudios

debido a la falta de informacidn al respecto en la mayoria de los estudios publicados.

Sin embargo, algunos estudios reportan una duracién mediana de produccidn celular “core” de 15
dias (137) para LLA pediatrica, mientras que otros estudios reportan una duracién mediana de
produccién y liberacién del producto de 13 dias (142) para LLA del adulto. Otros estudios publican
cifras de produccidn y liberacidon de productos CAR-T para pacientes con LDCBG de 17 dias (170) y
24 dias (146). Esto nos lleva a considerar los tiempos en los que actualmente nos toma la
elaboracion “core” de ARI-0001 como claramente en linea con lo observado por otros grupos

industriales o académicos.

No obstante, a pesar de que el tiempo de produccidn y liberacion de los productos suela
encontrarse por debajo de los 21 dias en la mayoria de los estudios, el tiempo que transcurre
desde la aféresis hasta la administracion del producto CAR-T tiende a ser superior. Dicho periodo
de tiempo, denominado “tiempo de vena a vena”, y especialmente el tiempo transcurrido desde la
firma del Cl hasta la administracion del tratamiento puede duplicar o incluso triplicar a los tiempos
“core” de produccién y liberacién celular. Una muestra de ello es como pasamos de los 8,5 dias de
mediana de produccién del ARI-0001 a los 42 dias de mediana de “vena a vena”, o incluso los 54
dias de mediana entre la firma del Cl y la administracidn del producto dentro del ensayo clinico

CART19-BE-01 (165).

Estos resultados son comparables con estudios que presentan fendmenos similares, con 45 dias
entre el reclutamiento y el tratamiento con tisa-cel en LLA pediatrica (139), o como los 15 dias de
mediana de produccién “core” de JCAR014 en LLA pediatrica se traducen en 53 dias de mediana
desde el Cl hasta la recepcion del tratamiento (137). Similares resultados han sido publicados en
pacientes adultos con LDCBG, con tiempos de vena a vena de 37 dias (146), y tiempos de

reclutamiento hasta tratamiento de 54 dias de mediana (144). Sin embargo, una comparacién mas
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extensiva no es factible debido a que la mayoria de estos estudios no publican la mediana del Cl al

tratamiento ni la mediana de vena a vena.

Los motivos por los cuales los tiempos de administracion de un producto pueden llegar a duplicar
o incluso triplicar los propios tiempos de produccién tienen su justificacién en los siguientes
aspectos: primero, los aspectos requeridos para la liberacidon de dichos productos. Tal y como
hemos descrito previamente (163), la liberacién de cada producto ARI-0001 requiere de la
realizacion de una serie de analisis que incluyen analisis de viabilidad celular, pureza, eficiencia de
transduccion, potencia y esterilidad. Dichos estudios para ARI-0001 han presentado duraciones
que en ocasiones han superado las 5 semanas, demoras debidas principalmente a la

externalizacién de los estudios de esterilidad para el CART19-BE-01.

Una vez el producto supera todos los analisis de calidad es liberado y se tiene autorizaciéon para su
uso dentro de ensayo. Una vez se obtiene esta autorizacién se puede proceder con la
programacion del inicio de la linfodeplecidn (LD). La misma no puede iniciarse inmediatamente ya
gue para ello es necesario tener lista la programacion de una gran cantidad de aspectos logisticos
(espacio de hospital de dia, cama disponible, pruebas pre LD, alojamiento tras el alta hospitalaria,
etc.). Esto suele ser aiin mas complejo cuando el paciente debe de trasladarse de otra comunidad

auténoma, el cual correspondia a mas del 90% de los pacientes tratados en el CART19-BE-01.

Esto afiade al menos 1 semana al inicio de la linfodeplecion, el cual, de llevarse a cabo sin
incidencias afade casi una semana hasta la administracion del producto CAR-T. Por otra parte,
incluso si la liberacién de los productos CAR-T y la entrega de estos se realicen en un plazo menor
a 3 semanas de la aféresis, es frecuente que pacientes deban recibir algin tipo de tratamiento
antineopldsico de control como “terapia puente”. En estos casos, puede suceder que el tiempo
necesario para la recuperacién de dichos tratamientos puente sea superior al tiempo que toma al

producto CAR-T en regresar al centro de tratamiento.

Finalmente, estos pacientes multiple-refractarios son por definicién pacientes con alto riesgo de
complicaciones infecciosas, los cuales al ocurrir requieren del retraso de la administracion de la

linfodeplecidn y terapia CAR-T.

En cuanto al ensayo CART19-BE-01, si bien la mediana del tiempo de “vena a vena” de 42 dias se
encuentra en linea con lo observado en otros estudios industriales consideramos que es un tiempo

que puede acortarse significativamente. De hecho, con estos 42 dias de mediana de vena a vena
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del CART19-BE-01 se realizé el desarrollo de la curva de aprendizaje y de crecimiento de nuestra
institucion en cuanto a capacidad de produccidn y tratamiento. Actualmente dicha mediana ha

podido reducirse considerablemente.

Hay varios factores que han contribuido a estos 42 dias de mediana de “vena a vena” del CART19-
BE-01. Entre ellos podemos destacar que nuestra capacidad inicial de produccidn celular era
francamente inferior a la actual. Con tan sdélo un biorreactor Miltenyi Prodigy, nuestra capacidad
inicial de elaborar el CAR-T ARI-0001 era de hasta 2 productos al mes. El segundo y tercer
biorreactor Miltenyi Prodigy estuvieron funcionalmente disponibles a partir de septiembre 2017 y
mayo 2019, respectivamente, tras lo cual se pudo incrementar nuestra capacidad de produccion
celular a 4 y 6 productos al mes, respectivamente. Sin embargo, dicho incremento en la capacidad
de produccién siempre fue mas bien precedida por el incremento de la demanda por parte de los
pacientes. Esto llevd a que durante un periodo significativo de tiempo nuestro “cuello de botella”
se encontraba en la produccion celular. En total, un 23% (11/47) de los pacientes realizaron una
criopreservacion de su leucacitaféresis en espera de un slot de produccién celular disponible.
Dicha “lista de espera” que afecto a al menos un cuarto de los pacientes del CART19-BE-01 ha
podido ser subsanado, y actualmente desde el incremento de nuestra capacidad de produccion

ocurre en menos ocasiones.

Por otra parte, es importante mencionar que un 14,9% (7/47) de los pacientes tratados
requirieron de repetir la produccién celular. Seis de ellos debido a producciones consideradas
contaminadas o con riesgo de contaminacién, y 1 debido a ser considerado “fuera de
especificaciones” al contar con una eficiencia de transduccién menor al 20% a pesar de haber
alcanzado la celularidad CAR-T absoluta requerida. A su vez, es relevante mencionar que el 82%
(9/11) de los fallos de produccién observados dentro del ensayo CART19-BE-01 fueron debido a
contaminaciones bacterianas. Dichas contaminaciones ocurrieron en el contexto de la curva de
aprendizaje del personal técnico encargado de la produccidn celular. Dicha experiencia permitié
optimizar las practicas de manufactura que nos ha llevado actualmente a no presentar ningun

nuevo episodio de contaminacion para ARI-0001 desde enero del 2019.

Esta reduccion tan significativa desde enero 2019 de la tasa de contaminaciones de ARI-0001 (0%)
ha contribuido en la reduccion del tiempo de “vena a vena”. Finalmente, el crecimiento en los
recursos humanos de la unidad de inmunoterapia del HCB ha permitido tener personal capacitado

los 365 dias del afo, lo cual permite iniciar y finalizar producciones celulares incluso en dias
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festivos. Por lo tanto, la limitacidn previa que requeria de programar las producciones celulares de
forma tal que el inicio y final no fueran en dias festivos fue eliminado. Esto, sumado a la
incorporacién de un cuarto sistema Miltenyi Prodigy en febrero 2021 ha contribuido en acortar los
tiempos de espera al incrementar la capacidad de producciones celulares de ARI-0001 hasta

nuestra capacidad actual maxima de aprox. 12 producciones por mes (Imagen 63).

Capacidad de producciones ARI-0001 méaxima por mes
14

12 -

10 /

11

CAPACIDAD MAXIMA DE ARI-0001/MES

2017 2018 2019 2020 2021 2022

Imagen 63: Crecimiento en capacidad de produccion de productos CAR-T del HCB entre 2017 y
2022

Finalmente, otro de los factores que contribuyeron considerablemente al tiempo de “vena a vena”
del CART19-BE-01 fue el tiempo requerido para la liberacién del producto una vez este
completaba su produccion. Como hemos mencionado previamente, la liberaciéon del ARI-0001
requiere que cada producto cumpla con ciertos requisitos predefinidos de viabilidad celular,
pureza, eficiencia de transduccidn, copias por genoma, potencia y esterilidad (163). La obtencion
de los resultados tras la finalizacidn del procesamiento celular ocurre de forma casi inmediata para
los andlisis de viabilidad celular, de pureza y de eficiencia de transduccién, cuyos resultados se

obtienen en el mismo dia del andlisis mediante citometria de flujo. Paralelamente, los analisis de
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copias CAR por genoma y de potencia requieren de procesos algo mas elaborados, obteniendo los

resultados 48hs tras el inicio de estas.

No obstante, fueron los controles de esterilidad los que mds contribuyeron a la demora en la
liberacién del producto. Esto se debia a que durante el ensayo CART19-BE-01 los controles de
esterilidad se externalizaron en una empresa privada (Laboratorio Echevarne), cuyos tiempos de
liberacion de resultados presentaba una duracidon minima de 21 dias. Sin embargo, la realidad fue
gue en ocasiones puntuales la respuesta por parte de Echevarne supero incluso las 5 semanas.
Esta considerable demora generd una serie de desafios logisticos que en ocasiones reducia la
predictibilidad en cuanto la liberacién estimada de cada producto y la consecuente programacion

del ingreso de cada paciente.

Estas dificultades ocasionadas y demoras afiadidas por esta externalizaciéon de los controles de
esterilidad han sido subsanados tras el CART19-BE-01. Una vez finalizado el mismo los controles de
esterilidad han podido ser asumidos internamente por microbiologia del HCB. Esto nos ha
aportado mayor autonomia vy, sobre todo, ha reducido sustancialmente el tiempo de liberacién de
los productos ARI-0001. Si bien la mediana de produccién de ARI-0001 se mantiene estable en
torno a 8 dias para LLA, es el tiempo de liberacién de estos productos (controles de calidad) el que
se ha reducido considerablemente. Dicho tiempo requerido para los controles de calidad ha
pasado de un minimo de 21 dias para el CART19-BE-01 a la mediana actual de 8 dias. Esto reduce
actualmente el tiempo combinado de producciéon y liberacién de los productos ARI-0001 a una

mediana de 16 dias (Imagen 64).
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Tiempo promedio (dias) de produccion y liberacion
de productos ARI-0001

CART19-BE-01 8 dias 21 dias
2020 - 2022 8 dias 8 dias
0 5 10 15 20 25 30 35

O Procesamiento celular = Controles de calidad

Imagen 64: Evolucidn de la velocidad de liberacion de ARI-0001 entre el CART19-BE-01 y la

actualidad

5.2. Sobre aspectos de logistica:

Finalmente, es relevante mencionar que otro factor a tener presente en cuanto a los desafios
logisticos del ensayo CART19-BE-01 fue el origen de los pacientes tratados en el mismo. El 83%
(39/47) de los pacientes tratados procedian de comunidades auténomas fuera de Catalufia. De
hecho, la demografia de los pacientes tratados incluyo a una amplia representacién de la geografia
espafiola, con pacientes provenientes de Madrid (n=9), Castilla y Ledn (n= 6), Pais Vasco (n=5),
Murcia (n=4), Mallorca (n= 4), Valencia (n= 3), Cantabria (n= 2), Extremadura (n= 1), Andalucia (n=
1), Asturias (n= 1), Navarra (n= 1), Galicia (n= 1) y Aragén (n= 1), con sélo 8 pacientes (17%)

procedentes de Catalufia (Imagen 65).
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Imagen 65: Procedencia de los pacientes tratados en el ensayo CART19-BE-01.

El hecho de que la mayoria de los pacientes hayan tenido que trasladarse de CCAA ha afadido
ciertos desafios logisticos y burocraticos que también ha aportado a los 42 dias de mediana de
“vena a vena” publicados en el CART19-BE-01. Consideramos que esto, una vez mas, pone en valor
los resultados de rapidez de administracién de dicho ensayo, el cual se encuentra en linea con

otros estudios multicéntricos de la industria farmacéutica, los cuales permitian una menor

proporcién de traslado de pacientes.

5.3. Sobre aspectos de representatividad de la vida real en los pacientes tratados en
el CART19-BE-01:

Otros aspectos de relevancia a mencionar en relacidn con los resultados obtenidos en todos los
ensayos clinicos en general, inclusive en terapia CAR-T, son los de la representatividad de los

pacientes incluidos. Para el adecuado analisis y puesta en valor de los resultados de cada ensayo
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es necesario intentar identificar parametros que permitan evaluar que tan representativos de la
realidad son los pacientes tratados dentro de cada ensayo. La posible existencia de estrictos
criterios de inclusién y exclusién pueden llevar a una seleccién positiva de pacientes cuya situacién
general sea significativamente mas favorable a la de la poblacion general afecta. Esto podria llevar
a considerar los resultados de un ensayo como escasamente representativos de la realidad. Si bien
en ocasiones es dificil identificar si los pacientes tratados en un ensayo son realmente

representativos de la vida real, existen ciertos pardmetros que nos pueden ayudar a identificarlo.

Una forma de analizar globalmente que tan representativos de la realidad han sido los pacientes
incluidos en el ensayo CART19-BE-01 son parametros tales como: (a) la proporcion de fallos de
screening o la proporcién de pacientes que realizaron la leucacitaféresis como marcadores
subrogados de que tan estrictos se ha sido a la hora de confirmar el reclutamiento y la intension
terapéutica; (b) la proporciéon de pacientes que realizaron la aféresis y que finalmente no
recibieron el producto CAR-T como marcadores subrogados de que tan estrictos a la hora de
confirmar la intensidn terapéutica tras el periodo puente; (c) la proporcidn de pacientes que
firmaron el Cl y que no recibieron la terapia CAR-T, como marcador subrogado global de que tan
rigurosa (o potencialmente poco representativa de la realidad) fue la seleccion de pacientes; y (d)
cuales fueron los tratamientos previos realizados con estos pacientes, como marcadores de que
tan representativo de la vida real ha sido el manejo terapéutico de dichos pacientes. A

continuacién, procuraremos analizar punto por punto.
(a) Proporcion de fallos de screening / pacientes que realizaron leucacitaféresis:

En el ensayo clinico CART19-BE-01, 58 pacientes firmaron el Cl, de los cuales 54 (un 93%),
realizaron la leucacitaféresis para produccién de ARI-0001. Esto deja un 7% de pacientes que
finalmente no procedieron con la aféresis. Esta proporcidén de pacientes excluidos al momento del
screening podria ser comparable a la observada en otros estudios, cuya proporcion fue del 3,8%
para LLA del adulto con AUTO-1 (143), 6% para LLA del adulto (138) y 14% para LLA pediatrica con
tisa-cel (139). Sin embargo, este 7% podria compararse favorablemente a otros estudios donde
esta proporcion de pacientes excluidos al screening ha llegado a ser del 30% para LDCBG (144)

(Imagen 66).
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Fallos de screening (%)
en ensayos clinicos de terapia CART19

Roddie et al, JCO 2021 3,8%

Park et al, NEJM 2018 6%
Ortiz-Maldonado et al, Mol Ther 2021 7%
Maude et al, NEJM 2018 14%
Schuster et al, NEJM 2019 30%
0 5 10 15 20 25 30 35

Imagen 66: Comparativa de fallos de screening en ensayos clinicos de terapia CAR-T.

Otros estudios no reportan la cantidad real de pacientes que firmaron el Cl, reportando sélo a
partir de aquellos cuyo reclutamiento fue confirmado (137,142,146,170). Por este motivo es que
se desconoce cudl es la proporcidon real de pacientes excluidos dentro de los mismos.
Consideramos que una proporcién de pacientes excluidos al screening menor al 10% es indicativo
de que los criterios de inclusidn fueron lo suficientemente permisivos y apuntan a validar a los
pacientes tratados como representativos de la vida real. Esto cobra mayor valor observar que
incluso 2 de estos 4 pacientes que no procedieron a la aféresis una vez firmado el Cl no fue por
presentar criterios de exclusién, sino por decisidn del paciente. Estos 2 pacientes retiraron su Cl ya
que inmediatamente tras su inclusién dentro del ensayo CART19-BE-01, el producto CAR-T axi-cel
recibié la aprobacidn de uso por la Comisidon Europea. Por este motivo estos dos pacientes
tuvieron disponible la posibilidad de recibir tratamiento convencional con axi-cel comercial, el cual

pudieron recibir dentro de un programa de acceso precoz.

(b) Proporcion de pacientes con leucacitaféresis pero no infundidos:
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De los 54 pacientes que procedieron con la leucacitaféresis dentro del ensayo CART19-BE-01, 47
pacientes (un 87%) finalmente recibieron su terapia CAR-T ARI-0001. Esto deja un saldo de 13% de
pacientes que a pesar de haberse intentado producir su CAR-T este finalmente no fue
administrado. Consideramos que este 13% observado en el CART19-BE-01 es comparable al 9,2%
de productos no administrados para LDCBG con axi-cel (170), al 18% para LLA pediatrica con tisa-
cel (139), al 20% para LLA del adulto con AUTO-1 (143), al 21,8% para LDCBG con liso-cel (146), y al
22,5% para LLA del adulto con brexu-cel (142). Aln mas, consideramos que este 13% de productos
ARI-0001 no administrados se compara favorablemente con el 32% para LLA del adulto (138) y con

el 32,7% para LDCBG con tisa-cel (144) (Imagen 67).

Productos CAR-T elaborados
no administrados (%)

Locke et al, Lancet 2019 9,2% |
Ortiz-Maldonado et al, Mol Ther 2021 13% |
Maude et al, NEJM 2018 18% |
Roddie et al, JCO 2021 20% |
Abramson et al, Lancet 2020 21,8% |
Shah et al, Lancet 2021 22,5% |
Park et al, NEJM 2018 32% |
Schuster et al, NEJM 2019 32,7% |
0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35%

Imagen 67: Comparativa de productos CAR-T no administrados en ensayos clinicos de terapia CAR-

T.

En términos globales, este 13% se mantiene cercano al margen inferior en cuanto a productos
CAR-T no administrados. Consideramos que dicho parametro refleja la escasa exclusion de
pacientes durante el periodo puente, como posible marcador de la representatividad de los

pacientes tratados o ausencia de seleccidén positiva. Finalmente, es relevante mencionar que de
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este 13% (n=7 pacientes) que no recibieron su tratamiento, sélo 1 paciente no lo recibié por
desarrollar un criterio de exclusion. Dicho paciente no recibié su terapia CAR-T ARI-0001 debido al
desarrollo incontrolable de una enfermedad del injerto contra el receptor grave refractaria,
correspondiendo a tan solo un 1,8% del total de pacientes que realizaron la aféresis. El resto de los
pacientes no lo recibieron debido a fallos de produccién celular (n=3), muerte por progresién de
enfermedad (n=1), y finalmente por retirada voluntaria del Cl (n=2). Con respecto a estos 2
pacientes que retiraron su Cl antes de recibir su ARI-0001 es relevante mencionar que, al
momento de dicha retirada, los pacientes eran considerados como aptos para recibir el

tratamiento, el cual se encontraba listo para administrar.

Sin embargo, dichos pacientes retiraron su Cl justo antes de recibir su ARI-0001 tras haber sido
informados de que otros 3 pacientes del ensayo fallecieran a causa del tratamiento con ARI-0001
en un plazo de 28 dias. Estas 3 muertes toxicas motivaron ademas una suspensién imprevista del
tratamiento de pacientes dentro del ensayo en junio del 2018. Finalmente, tras evaluacién por
parte del DSMB se pudo reiniciar en julio 2018 tras la aprobacién por parte de la AEMPS de una
segunda enmienda mayor del protocolo que permitia la administracion fraccionada de las dosis y
el tratamiento del SLC con tocilizumab de forma precoz. Sin embargo, debido a esta delicada e
imprevista situacion el equipo médico de referencia de ambos pacientes decidid redirigir a dichos
pacientes a otras terapias alternativas antes de la puesta en marcha de las enmiendas
correspondientes. De haberse mantenido los pacientes dentro de ensayo con la enmienda ya
instaurada, la tasa de pacientes que habrian recibido el CAR-T habria subido del 87% al 90,7%. Sin
embargo, consideramos que ambas proporciones pueden ser consideradas excepcionalmente

altas dentro de lo habitualmente observado para terapias CAR-T autdloga.
(c) Proporcion de pacientes reclutados no infundidos:

Una forma de analizar globalmente la seleccién de pacientes incluidos y tratados dentro del
ensayo CART19-BE-01 y de la representatividad de estos es analizar de forma conjunta ambos
parametros mencionados previamente en los apartados (a) y (b). Esto abarca el andlisis de la
proporcién de pacientes que firmaron el Cl y que no recibieron la terapia CAR-T, como marcador
global de que tan rigurosa (y potencialmente poco representativa de la realidad) fue la seleccién
de pacientes. En el ensayo CART19-BE-01 un total de 58 pacientes firmaron el Cl, de los cuales 47
(un 81%) finalmente recibieron tratamiento con ARI-0001. Esto deja un 19% de pacientes incluidos

sin recibir ARI-0001, cuyos motivos fueron previamente mencionados en los puntos (a) y (b). Este
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19% de pacientes incluidos no tratados del CART19-BE-01 es comparable al 23% observado para
LLA del adulto con AUTO-1 (143). Sin embargo, podria ser comparado favorablemente con el 30%
observado para LLA pediatrica con tisa-cel (139), con el 36% para LLA del adulto (138) o con el
46,6% observado para LDCBG con tisa-cel (144). Otros estudios pivotales no publican la cantidad
de pacientes incluidos no tratados (142,146,170), por lo que se desconoce la magnitud real de la

seleccidn positiva de pacientes realizada dentro de los mismos.
(d) Tratamientos previos realizados:

Finalmente, otro aspecto para evaluar la representatividad de los pacientes tratados dentro de los
ensayos consiste en analizar los tratamientos realizados previamente antes del tratamiento a
estudio. Esto es importante ya que permite evaluar si el manejo terapéutico realizado
previamente en los pacientes incluidos es representativo de la vida real. Ademas, permite evaluar
si los pacientes seleccionados han recibido o no tratamientos que podrian reducir la probabilidad
de respuesta al tratamiento experimental, y compararlo asi con lo esperado en la vida real. En lo
que respecta la LLA R/R, su abordaje terapéutico moderno incluye la realizacion de un AloTPH
como procedimiento potencialmente curativo una vez el abordaje con quimioterapia falla. Para
poder llevar pacientes quimiorefractarios al dicho AloTPH, la comunidad médica cuenta con una
amplia variedad de farmacos de inmunoterapia. Farmacos modernos tales como el blinatumomab
y el inotuzumab carecen de potencial curativo en monoterapia, pero si permiten incrementar
considerablemente las probabilidades de poder llevar a los pacientes a dicho AloTPH. Es por este
motivo que consideramos que los resultados obtenidos en ensayos clinicos en terapia CAR-T para
LLA que fallen en incluir a pacientes expuestos a estos farmacos de forma representativa podrian

no ser considerados representativos de la vida real.

En el ensayo clinico CART19-BE-01, los pacientes con LLA tratados con ARI-0001 habian sido
expuestos a una mediana de 4 lineas previas de tratamiento al momento del screening. Esto poner
en valor los resultados obtenidos dentro del CART19-BE-01 al comparar dicha mediana de lineas
previas de tratamiento con la mediana de 3 lineas previas publicada para LLA pedidtrica con tisa-
cel (139), a la mediana de 3 lineas previas publicada para LLA del adulto con AUTO-1 (143),y a la

mediana de 2 lineas previas publicada para LLA del adulto con brexu-cel (142) (Imagen 68).
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Mediana de lineas previas de tratamiento

Shah et al, Lancet 2021 2 |
Maude et al, NEJM 2018 3 |
Roddie et al, JCO 2021 3 |
Ortiz-Maldonado et al, Mol Ther 2021 4
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5

Imagen 68: Comparativa de mediana de lineas previas de tratamiento en ensayos clinicos de

terapia CAR-T en LLA R/R.

Otros estudios no publican la mediana de tratamientos previos recibidos (137,138). Es por esto por
lo que consideramos que los pacientes con LLA tratados dentro del CART19-BE-01 han recibido
una mayor cantidad de tratamientos previos, con todo lo que ello conlleva en cuestiones de

toxicidad acumulada y seleccidn de clonas tumorales resistentes.

La exposicidn previa a farmacos de inmunoterapia modernos tales como el blinatumomab o el
inotuzumab es relevante debido a potenciales implicancias sobre aspectos de seguridad y eficacia
de las terapias CAR-T. El uso previo de dichos farmacos pueden ser factores desfavorables por un
lado reduciendo la tasa y duracidon de respuestas completas, tal como se ha demostrado para
aquellos pacientes no respondedores al blinatumomab (169). Por otro lado, también podrian tener
potenciales implicancias en cuanto a la seguridad de los tratamientos CAR-T, ya que, por ejemplo,
el uso previo de inotuzumab podria incrementar el riesgo de complicaciones graves

potencialmente mortales, tales como el sindrome de obstruccion sinusoidal (165).

En lo que respecta a la exposicion a estas terapias, observamos que en el CART19-BE-01 los
pacientes incluidos habian sido considerablemente expuestos a dichos farmacos. La proporcién de
pacientes incluidos que habian sido previamente expuestos a terapias dirigidas anti-CD19 u anti-

CD22 fue del 24% para blinatumomab, y del 34% para inotuzumab, proporciones que podria ser
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consideradas como representativa de la vida real. Este uso previo podria ser considerado
comparable con lo publicado en otros ensayos, con un uso previo del 25% de blinatumomab y 50%
de inotuzumab para LLA del adulto tratados con AUTO-1 (143), y con un uso previo del 45% para
blinatumomab y del 22% para inotuzumab en LLA del adulto tratados con brexu-cel (142) (Imagen

69).

Exposicion previa a inmunoterapia anti-CD19 y/o anti-CD22
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Imagen 69: Comparativa de exposicion previa a fdrmacos de inmunoterapia en ensayos clinicos de

terapia CAR-T.

Sin embargo, pone en valor los resultados obtenidos dentro del CART19-BE-01 al compararse
favorablemente con el uso previo de 15,5% para terapias anti-CD19 en LLA pediatrica con JCAR014
(137) y del 25% de uso de terapias anti-CD19 para LLA del adulto tratado con su 19-28z CAR-T
(138). Ambos estudios no reportan haber incluido pacientes expuestos previamente a inotuzumab.
Si bien la ausencia de exposicién a inotuzumab es esperable para la poblacién pediatrica al no
estar indicado en la misma, no es representativo para la poblacidn adulta. Finalmente, otros
estudios como el publicado para LLA pedidtrica con tisa-cel (139) no presentaban pacientes
expuestos ni a blinatumomab ni a inotuzumab. Esto, reduce la representatividad de los resultados
obtenidos con dichos pacientes al no ajustarse a la realidad de los pacientes con LLA R/R de la

época.
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Finalmente, es relevante mencionar que esta mayor cantidad de lineas previas observadas en los
pacientes del CART19-BE-01 también se refleja en la proporcion de pacientes incluidos tras al
menos un AloTPH. En el CART19-BE-01, un 87% de los pacientes tratados con LLA habian realizado
previamente un AloTPH. Este 87% representa una de las mayores proporciones de pacientes post
AloTPH observadas en ensayos clinicos CAR-T en LLA. Otros estudios en LLA publican proporciones
de pacientes con AloTPH previos considerablemente inferiores, con un 65% de AloTPH previos en
LLA del adulto con AUTO-1 (143), un 62% para LLA pediatrica con JCAR014 (137), un 61% para LLA
pediatrica con tisa-cel (139), un 43% para LLA adultos con JCAR017 (140), un 42% para LLA del
adulto tratados con brexu-cel (142), e incluso un 36% para LLA del adulto tratado con su 19-28z

CAR-T (138) (Imagen 70).

AloTPH previo (%) en pacientes con LLA R/R
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Imagen 70: Comparativa de exposicion previa a trasplante alogénico de progenitores

hematopoyéticos en ensayos clinicos de terapia CAR-T.

Consideramos el hecho de que casi el 90% de los pacientes hayan sido tratados dentro del
CART19-BE-01 tras haber fracasado a un AloTPH afiade valor a los resultados obtenidos tanto en

cuestiones de seguridad como de eficacia. De seguridad al tratarse de una poblacién con mayor
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toxicidad acumulada derivada del AloTPH, y de eficacia, al presentar por lo tanto una menor (u
marginal) tasa de realizacidn de AloTPH “de consolidacidon” posteriores, esto ultimo reduciendo las

posibles dudas en relacion con el valor antitumoral del ARI-0001.

En cuanto a los pacientes con LNH tratados con ARI-0001 dentro del ensayo CART19-BE-01 es
relevante mencionar que su numero limitado (n=8) impide extraer conclusiones sélidas. Sin
embargo, se puede mencionar que se trataba de una pequefia poblacién de pacientes
extremadamente tratados, presentando una mediana de 6 lineas previas de tratamiento,
incluyendo un 50% de pacientes con un trasplante de progenitores hematopoyéticos. Esto pone
en valor los resultados obtenidos en estos escasos pacientes al compararse con la mediana de 3
lineas previas de tratamiento realizadas en los ensayos clinicos pivotales para LNH-B agresivos
para axi-cel (170), tisa-cel (144), y liso-cel (146). Finalmente, la proporcion del 50% de trasplante
previo de los pacientes con LNH del CART19-BE-01 puede ser comparable a la observada del 21%,

35% y 49% observada en los estudios previamente mencionados.

5.4. Sobre aspectos de seguridad:

Existen multiples complicaciones en la terapia CAR-T (171-176), las cuales se han descrito siendo

capaces de afectar virtualmente toda la economia del organismo (Imagen 71).
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Imagen 71: Adaptado de Brudno et al, Blood 2016 (174). Manifestaciones del SLC/ICANS.

Mas alla del sindrome de liberacion de citocinas (SLC) y la neurotoxicidad mediada por CAR-T
(ICANS), los pacientes tratados con terapias CAR-T presentan otras numerosas complicaciones que
incluyen citopenias, alteraciones de la hemostasia, alteraciones hepaticas, e infecciones (177),
entre otras. Sin embargo, son el riesgo y la gravedad del SLC y del ICANS las dos principales
complicaciones que dominan en gran medida el concepto de seguridad de esta tecnologia en su
aplicacion en hemopatias malignas. Tanto el SLC como el ICANS son los principales determinantes
de la duracidn del ingreso de los pacientes, del requerimiento de estancia en unidades de cuidados
intensivos y de mortalidad asociada al procedimiento. Por estos motivos es que el SLC y el ICANS
son las dos principales complicaciones analizadas para cada producto CAR-T, en cada enfermedad,

y en cada ensayo clinico a la hora de procurar comparar seguridad.
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5.5. Sobre el fraccionamiento de la dosis:

En el ensayo CAR19-BE-01, la administracién de células ARI-0001 comenzd mediante la
administraciéon de la totalidad de la dosis de CAR-T (100%) en una Unica administracion. Dicha
posologia correspondia a una dosis correspondiente a 1 x10e6 CAR-T/kg para LLA del adulto y LLC,
y 5 x10e6 CAR-T/kg para LLA pediatrica y LNH-B. Un total de 16 pacientes habian recibido
tratamiento con ARI-0001 sin presentar toxicidades limitantes de dosis hasta que 3 pacientes con
LLA de 11, 19 y 35 afios fallecieron a causa del tratamiento: 2 de ellos por SLC grado 5, y otro
debido a una colitis pseudomembranosa grave sobreafiadida a un SLC grado 3, respectivamente.
Las 3 muertes ocurrieron de forma agrupada en un plazo de tan sélo 28 dias entre mayo y junio

del 2018, lo cual derivd en la suspension de todos los tratamientos dentro del mismo.

Los 3 pacientes presentaban muy elevadas cargas tumorales, con 47%, 72% y 100% de infiltracion
medular por LLA al screening, respectivamente. Los 3 pacientes presentaron un SLC que inicié en
menos de 24hs, con 2 de ellos progresando rdpidamente a SLC grave en 24-48hs tras su inicio. El
tercer paciente (con colitis concurrente) alcanzo criterios de SLC grave algo mas tarde a los 6 dias

de la administracion del CAR-T.

El protocolo de manejo del SLC utilizado entonces era el propuesto por Lee et al. Blood 2014 (178),
el cual se basaba en el uso de medidas de soporte médico hasta un SLC grado 2, e iniciando el
tratamiento especifico con tocilizumab y corticoides recién partir del SLC grado 3 en adelante

(Imagen 72).
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Imagen 72: Lee et al, Blood 2014 (178): Algoritmo de tratamiento para el manejo del SLC.

Los pacientes debian, por lo tanto, desarrollar un SLC grave antes de poder iniciar el tratamiento
especifico. Siguiendo las instrucciones del protocolo, los pacientes iniciaron tratamiento del SLC a
partir del SLC grado 3, recibiendo tocilizumab y tratamiento corticoide. Sin embargo, los 3
pacientes evolucionaron desfavorablemente, falleciendo los 3 dentro de las 72hs del inicio del

tratamiento especifico anti-SLC en los dias +4, +5, y +8, respectivamente.

El paciente de 35 afios que habia desarrollado un SLC grado 3 que se encontraba en vias de
resolucidn tras el inicio del tratamiento especifico, sin embargo, posteriormente presento un
franco deterioro de forma irreversible. La necropsia realizada en este caso demostré la presencia

de una colitis grave, con persistencia de enfermedad a nivel medular.

No obstante, las necropsias de los pacientes que fallecieron puramente por SLC grado 5
observaron estudios medulares que sorprendentemente se encontraban en remisién morfoldgica.
Dichos pacientes, a pesar de tratarse con una muy alta carga tumoral previo al tratamiento (47% y
72%) fallecieron en remisién morfoldgica a tan sélo +4 y +5 dias del ARI-0001. Esto refleja el poder
terapéutico de este tipo de tecnologia, el cual irénicamente, representa también el principal

peligro de esta. La terapia CAR-T es capaz eliminar en muy poco tiempo una cantidad de biomasa
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superior a la que el organismo es capaz de amortiguar, provocando una alteracién irreversible de

su homeostasis.

El desarrollo de estos 3 eventos de mortalidad relacionados al procedimiento motivaron la
realizacion de una segunda enmienda mayor que implicé los siguientes cambios: (a) pasar de una
administracién de dosis Unica a una fraccionada, con tres alicuotas con el 10, 30, y 60%
correspondientes de la dosis objetivo a administrarse separados por no menos de 24hs en funcidn
de la ausencia de SLC, (b) el adelantamiento del inicio del tratamiento especifico del SLC con
tocilizumab del SLC grado 3 a un SLC grado 2, y (c) la reduccién de la dosis pediatrica a una dosis
de 1 x10e6 CART/kg, similar a la de adultos. Estos cambios fueron propuestos por los miembros
del DSMB del CART19-BE-01, con la recomendacidn del fraccionamiento realizada por la Dra.

Shanon Maude, con quien estamos eternamente agradecidos (Imagen 73).
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Imagen 73: Adaptado de Ortiz-Maldonado et al, Mol Ther 2021 (165): Modificacién en la
administracion del ARI-0001.

5.6. Sobre aspectos de SLC:

El inicio del fraccionamiento de las administraciones del ARI-0001 modificaron considerablemente
los resultados de seguridad en cuanto a SLC y MRP. (a) Los pacientes con LLA que recibieron
tratamiento con ARI-0001 dentro del ensayo CART19-BE-01 como dosis tnica (n=15), presentaron

una tasa de SLC global del 73,3%, siendo este grave (grado 3 o superior) en el 26,7%. Dicho SLC
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inicié de mediana al dia 0, con una duracién mediana de 5 dias. Ademas, para el control de dicho
SLC, un 26,7% de los pacientes recibieron tratamiento con tocilizumab y un 20% recibieron
corticoides. Finalmente, la mortalidad relacionada con el procedimiento fue del 20% (3/15). Por
otra parte, (b) una vez instaurado el fraccionamiento de dosis (n=23), la tasa global de SLC se
redujo al 43,5%, siendo este grave en tan sélo el 4,3%. Dicho SLC inici6 mas tarde, con una
mediana de inicio al dia +3, y con una duracién mas corta con una mediana de 4 dias de duracidn.
En resumen, el fraccionamiento de dosis permitié reducir la incidencia, la gravedad, la precocidad

y la duracién del SLC, reduciendo la mortalidad relacionada con el procedimiento al 0% (Imagen

74).

Dosis . . Incidencia del SLC

unica 2 A

o |

Leucemia aguda linfoblastica n=15 n=23 e Dosis tnica
SLC grado =1, n (%) 11 (73,3) 10 (43,5) S 7
SLC grado >3, n (%) 4(26,7) 1(4,3) S 7
Tocilizumab (SLC), n (%) 4 (26,7) 2 (8,7) S
Corticoides (SLC), n (%) 3 (20,0) 0 = : | : : : : ‘
Tiempo a SLC (dias), mediana 0 3 0 5 10 15 20 25 30
Duracién del SLC (dias), mediana 5 4 Dias desde la administracion

Imagen 74: Adaptado de Ortiz-Maldonado et al, Mol Ther 2021 (165): Incidencia y gravedad del

SLC antes y después del fraccionamiento de la dosis del ARI-0001 en pacientes con LLA.

En conjunto, la tasa de SLC observada en los pacientes con LLA dentro del ensayo CART19-BE-01
fue del 55,3%, siendo esta grave en el 13,2%, a expensas de un uso de tocilizumab del 15,8% y de
corticoides del 7,9%, con una MRP del 7,9%. Sin embargo, si nos focalizamos en la realidad del ARI-
0001 desde el inicio del fraccionamiento, hemos objetivado una tasa de SLC global del 43,5%,
siendo esta grave (grado 3 o superior) en el 4,3%. Todo esto a expensas de un uso de tocilizumab

del 8,7% y de corticoides del 0%, con una MRP del 0%.

Esto resultados adquieren perspectiva al ser comparados con los resultados de los principales
estudios publicados hasta la fecha. En efecto, podria decirse que la tasa global de SLC del 55,3%

observada con ARI-0001 en LLA (o del 43,5% desde el fraccionamiento) es comparable con la tasa
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de SLC del 55% observada para AUTO-1 en LLA de adultos (143). Sin embargo, impresiona ser
francamente menor a las tasas de SLC observadas en otros estudios para LLA, con tasas de SLC del
77% para tisa-cel pediatrica (139), del 85% para 19—-28z en adultos (138), del 89% para brexu-cel
en adultos (142), del 93% para JCARO14 pediatrica (137) y del 94% para CTLO19 (tisa-cel) en
adultos (141).

Aun mas, estos resultados se confirman cuando analizamos la tasa de SLC grave (grado 3 o
superior) obtenida con ARI-0001 en LLA, especialmente con los resultados obtenidos desde el
inicio del fraccionamiento. Dicha incidencia de SLC grave se ha reducido del 26,7% al 4,3% desde el
inicio del fraccionamiento, resultando en un 13,2% global. Esta tasa de SLC grave del 13,2%
impresiona ser mayor a la observada para AUTO-1 en LLA de adultos (143), que sorpresivamente
reportan de ser del 0%. Sin embargo, es claramente favorable al compararla con las tasas de SLC
graves observadas en otros estudios para LLA, con tasas de SLC grave del 23% para JCARO14
pediatrica (137), del 24% para brexu-cel en adultos (142), del 26% para 19—28z en adultos (138),
del 47% para tisa-cel pediatrica (139), y del 72% para CTLO19 (tisa-cel) en adultos (141) (Imagen
75).
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Imagen 75: Comparativa de la incidencia y gravedad del SLC en los principales ensayos de terapia

CAR-T en LLA.
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Un aspecto de gran relevancia de cara a analizar la incidencia y gravedad del SLC, ademas del
producto CAR-T administrado, es el protocolo de control especifico para SLC utilizado con los
pacientes. Un mismo producto CAR-T podria obtener distintos resultados de incidencia y gravedad
de SLC en funcidn de cdmo se realice el abordaje terapéutico de las mismas. Diferencias en cuanto
a la practica del uso de tocilizumab podrian conseguir cambios significativos en la incidencia y
gravedad de estas toxicidades. Por ejemplo, la administracién fraccionada de dosis de tanto AUTO-
1 como ARI-0001 en LLA han obtenido tasas de SLC globales muy similares, del 55% para AUTO-1
vs 43,5% para ARI-0001 (fraccionado) (143,165). Sin embargo, las tasas de SLC grave tienden a
invertir la tendencia, con incidencias del 0% para AUTO-1 vs 4,3% para ARI-0001. Dicho cambio en
la tendencia podria estar relacionada a la marcada diferencia en cuanto al uso de tocilizumab, con

un uso del 35% en aquellos tratados con AUTO-1 vs del 8,7% con ARI-0001.

Esto nos lleva a analizar el uso de tocilizumab y corticoides de cara a poner en contexto los
resultados de incidencia y gravedad de SLC obtenidos con los distintos productos. En este aspecto,
los resultados de incidencia y gravedad del SLC obtenidos con ARI-0001 en LLA se ponen en mayor
valor al comparar el uso global de tocilizumab en los distintos ensayos clinicos. Esto es asi, ya que
el uso de global tocilizumab dentro del ensayo CART19-BE-01 fue del 15,8% (8,7% desde el
fraccionamiento), uso que se compara favorablemente al ser francamente menor al uso publicado
del 35% para AUTO-1 en LLA de adultos (143), al 35,8% para 19—-28z en adultos (138), al 37% para
JCARO14 pedidtrica (137), al 48% para tisa-cel pediatrica (139), y por sobre todo francamente
menor al 80% para brexu-cel en adultos (142). Otros estudios para tisa-cel (CTL0O19) de adultos no

reportan el uso de tocilizumab (141) (Imagen 76).
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Imagen 76: Contextualizacion de la incidencia y gravedad del SLC segun el consumo de tocilizumab

en los principales ensayos de terapia CAR-T en LLA.

En cuando a la poblacién de LNH tratados con ARI-0001 dentro del ensayo CART19-BE-01, se han
objetivado unas tasas de SLC globales del 87%, y graves del 25%. Esta aparente mayor tasa de SLC
global y grave observado con ARI-0001 en LNH podria estar relacionado con diferencias en la dosis
administrada de ARI-0001 con respecto a LLA. De hecho, en el CART19-BE-01 se administré una
dosis de 5 x10e6 CAR-T/kg en LNH, dosis que fue superior a la de 1 x10e6 CAR-T/kg utilizado en
LLA. Esta mayor tasa de SLC en LNH fue acompafnada también por un mayor uso de tocilizumab,
siendo este administrado en el 37,5% de los pacientes. A pesar de ello, ninglin paciente fallecié
por SLC, cuyos episodios fueron controlados sin requerir del uso de corticoides. El fraccionamiento
de la dosis en LNH también impresiond reducir la tasa de SLC grave, siendo esta del 33% con la

dosis Unica y del 20% tras el inicio del fraccionamiento.

Finalmente, si comparamos los resultados obtenidos con lo publicado en otros estudios pivotales
en LDCBG, podemos ver que la tasa de SLC global obtenida con ARI-0001 en LNH del 87% podria
ser comparable con la del 92% obtenida con axi-cel (170). Por otra parte, impresiona ser mayor a
la del 58% obtenida con tisa-cel (144), y a la del 42% obtenida con liso-cel (146). Resultados

similares se obtienen al comparar las tasas de SLC graves, donde si bien la tasa de SLC grave del
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25% obtenida con ARI-0001 podria ser comparable con la del 22% obtenida con tisa-cel (144), es
por otra parte mayor a la del 11% obtenida con axi-cel (170), y ain mas a la del 2% obtenida con
liso-cel (146). Estos resultados en cuanto a incidencia y gravedad del SLC se ven reflejados en el
uso de tocilizumab, con un uso con ARI-0001 del 37,5% que podria ser comparable con el 43% de
uso para axi-cel(170), pero que es mayor al 18% de uso con liso-cel (146) y al 14% de uso con tisa-
cel (144). Sin embargo, consideramos que el limitado tamafio de la poblacién de LNH tratada con

ARI-0001 (n=8) impide de momento extraer conclusiones solidas en este aspecto.

5.7. Sobre aspectos de neurotoxicidad o ICANS:

La incidencia y gravedad de la neurotoxicidad o ICANS es uno de los factores que mas preocupan a
los equipos médicos tratantes. Esto es debido a que dicha complicacién contribuye
considerablemente a la morbimortalidad del procedimiento CAR-T, siendo uno de los mayores
factores implicados en la duracidn de la hospitalizacién. El analisis de la incidencia y gravedad de

esta complicacion con ARI-0001 hace evidente uno de los aspectos a destacar del ARI-0001.

La tasa global de neurotoxicidad o ICANS observada con ARI-0001 en LLA en el ensayo CART19-BE-
01 fue del 18,4%, lo cual consideramos que es comparable a la incidencia del 20% observado para
AUTO-1 en LLA de adultos (143). Sin embargo, es francamente menor a la incidencia del 40% para
tisa-cel pediatrica (139), al 40% para CTLO19 (tisa-cel) en adultos (141), al 44% para 19-28z en
adultos (138), al 49% para JCAR014 pediatrica (137) y por sobre todo al 60% para brexu-cel en
adultos (142).

AUn mas, estas diferencias se hacen aun mas evidentes cuando analizamos la tasa de
neurotoxicidad o ICANS grave (grado 3 o superior). Sélo un paciente con LLA del CART19-BE-01
presento un episodio transitorio de NT/ICANS grave, el cual ademas resolvié espontdneamente sin
uso de tratamiento corticoideo. Esto deja una tasa de NT/ICANS grave del 2,6% para ARI-0001 en
LLA. Si bien estos resultados podrian ser comparables al 6% observado para CTLO19 (tisa-cel) en
adultos (141), es francamente menor al 13% observado para tisa-cel pediatrica (139), al 15%
observado para AUTO-1 en LLA de adultos (143), al 21% para JCARO14 pediatrica (137), al 26%

para brexu-cel en adultos (142) y al 42% para 19-28z en adultos (138) (Imagen 77).
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Imagen 77: Comparativa de la incidencia y gravedad de la NT/ICANS en los principales ensayos de

terapia CAR-T en LLA.

Estos resultados toman mayor relevancia al reconocer que ningln paciente tratado con ARI-0001

recibid tratamiento corticoideo para ICANS (7,9% para SLC), cuando el mismo fue administrado en

el 20% para AUTO-1 en LLA de adultos (143), en el 23% para JCAR014 pediatrica (137), en el 32%

para 19-28z en adultos (138), e incluso en el 75% para brexu-cel en adultos (142). Otros estudios

para tisa-cel pediatrica (139) y CTLO19 (tisa-cel) en adultos (141) no reportan los datos de uso de

corticosteroides (Imagen 78).
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Imagen 78: Contextualizacion de la incidencia y gravedad de la NT/ICANS segtin el consumo de

corticosteroides en los principales ensayos de terapia CAR-T en LLA.

Resultados similares fueron obtenidos en la cohorte de pacientes con LNH tratados con ARI-0001
dentro del CART19-BE-01, con una tasa de NT/ICANS global del 0%. Dicho resultado se compara
favorablemente a las tasas del 26% (global) y 12% (grave) obtenida con tisa-cel (144), a las tasas
del 30% (global) y 10% (grave) obtenida con liso-cel (146), y a las tasas del 67% (global) y 32%
(grave) obtenida con axi-cel (170). Estos resultados toman mayor relevancia al observar que
ningun paciente con LNH tratado con ARI-0001 recibié tratamiento corticoideo, en comparacion
con el 10% de uso para liso-cel (146), el 12% de uso para tisa-cel (144), y al 27% de uso para axi-cel

(170) (Imagen 79).
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Imagen 79: Contextualizacion de la incidencia y gravedad de la NT/ICANS segtin el consumo de

corticosteroides en los principales ensayos de terapia CAR-T en LNH.

En resumen, hemos observado una incidencia y gravedad de neurotoxicidad / ICANS con ARI-0001
que impresiona ser considerablemente inferior a otros productos similares. Los motivos que
justifican la marcada diferencia con otros productos permanecen desconocidos para nosotros. Sin
embargo, consideramos que la evidencia acumulada de uso de ARI-0001 si impresiona corroborar

estos resultados como una caracteristica idiosincratica del ARI-0001.

5.8. Sobre aspectos de MRP:

Finalmente, una forma de analizar globalmente la seguridad de los tratamientos CAR-T
administrados mas alla del SLC y de la NT/ICANS es el andlisis de la mortalidad relacionada con el
procedimiento (MRP). La MRP global observada con ARI-0001 en LLA del ensayo CART19-BE-01 fue
del 7,9%, afectando a 3 pacientes (2 por SLC grado 5 y otra por colitis pseudomembranosa grave

sobre un SLC grado 3). Estos episodios de MRP, mencionados previamente, se tradujeron al
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momento de su desarrollo en una MRP estimada del 20% (sobre los primeros 15 pacientes con LLA

tratados).

Esto motivo el cambio de forma de administracién del ARI-0001 hacia una administracion
fraccionada. Desde entonces, la MRP en LLA ha bajado al 0%, sin ningin nuevo evento de MRP en
LLA hasta la publicacién de este documento. Estos resultados son comparables al 5,3% publicado
para tisa-cel pediatrica (139) y al 5,4% publicado para brexu-cel en adultos (142). Por otra parte, se
comparan favorablemente al 11,4% de MRP publicado para CTLO19 (tisa-cel) en adultos (141) y al
15% publicado para AUTO-1 en LLA de adultos (143). Otros estudios impresionan reportar una
MRP del 0% para JCARO14 pediatrica (137), y del 1,9% para 19-28z en adultos (138). Sin embargo,
dichos estudios no especifican claramente la ausencia de episodios de MRP no relacionados con el

SLC, por lo que su incidencia real de MRP se desconoce (Imagen 80).
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Imagen 80: Contextualizacion de la incidencia de MRP en los principales ensayos de terapia CAR-T

en LLA.

El inicio del fraccionamiento de la dosis ha significado un antes y un después para la seguridad
global de ARI-0001. El haber alcanzado una MRP del 0% cobra ain mds valor cuando se pone en
contexto la poblacién de LLA tratada: una poblacién fragil y de alto riesgo sometidos a una

mediana de 4 lineas de tratamiento y con casi un 90% de recaidas postrasplante. Aun mas, dichos
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resultados en seguridad adquieren aun mayor solidez al observar que el uso de tocilizumab

realizado con esta poblacién se encuentra entre los mas reducidos de las series de LLA publicadas.

La administracion fraccionada de ARI-0001 permite el abordaje seguro intra-paciente de todo el
espectro de situaciones posibles en cuanto a control de la enfermedad al reducir globalmente la
incidencia y gravedad del SLC. Esto beneficia a los pacientes con baja carga tumoral al permitir que
reciban su tratamiento CAR-T virtualmente sin desarrollar SLC. Por otra parte, también beneficia a
aquellos pacientes que llegan con cargas tumorales medias, permitiendo realizar el tratamiento
con una baja proporcidon de complicaciones graves. Y finalmente, permite que aquellos pacientes
con muy altas cargas tumorales puedan recibir el tratamiento reduciendo marcadamente la

probabilidad de que las complicaciones graves lleguen a ser irreversibles.

Es especialmente a este ultimo grupo de pacientes, los que llegan al CAR-T con una muy alta carga
tumoral, los que consideramos que mas se benefician de este tipo de abordaje, ya que les permite
recibir una dosis de forma paulatina ajustada a la capacidad de tolerancia de estos. Son este tipo
de pacientes los que al recibir sus terapias CAR-T en una sola administracién se encuentran en un
elevado riesgo de desarrollar eventos de MRP preferentemente evitable. Y si bien es este el grupo
de pacientes que consideramos que mas se benefician del fraccionamiento, es relevante
mencionar que todos los subgrupos se benefician, ya sea con baja, media o alta carga tumoral.
Ademas, la naturaleza imprevisible de estas hemopatias malignas no permite saber cual serd la
situacion real de los pacientes al momento de la recepcion del CAR-T. Esto afecta incluso a
aquellos pacientes que inician el proceso (leucacitaféresis) estando en remisién, ya que su
situacion puede cambiar en cuestion de dias. Si bien la administracidn fraccionada afiade cierta
complejidad tanto en la manufactura del CAR-T como en su administracion, consideramos que su

aplicacion beneficia a la mayoria de los pacientes.

5.9. Sobre aspectos de eficacia:

Los resultados iniciales de eficacia de ARI-0001 para LLA fueron publicados para los pacientes
tratados dentro del ensayo CART19-BE-01 (165), con una mediana se seguimiento para los
supervivientes de 5,5 meses. En el mismo, se objetivo una tasa de RC, con EMR negativa al dia +28

del 84,2%. La SLP mediana fue de 12 meses, con una tasa de SLP al afio del 47%. En cuanto a la DR,
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se obtuvo una mediana de 14,8 meses, con una probabilidad de DR al afio del 59%. Finalmente, la

mediana de SG fue de 20,2 meses, con una probabilidad de SG al afio del 69%.

Los resultados de eficacia a largo plazo fueron actualizados mas recientemente (166), con una
mediana se seguimiento para los supervivientes de 19 meses. En este analisis, los resultados de
largo plazo de los pacientes del CART19-BE-01 se sumaron los resultados de pacientes con LLA
tratados dentro de un programa de uso compasivo (PUC), con un total de 53 pacientes tratados.
En el mismo se objetivo una tasa de RC EMR negativa al dia +28 del 88,7%, el cual fue similar al
reportado previamente. La mediana de SLP fue de 13,5 meses, con una probabilidad de SLPa 1y 2
afios del 50,9% y 32,9%, respectivamente. Por otra parte, la mediana de SG fue de 29,2 meses, con

una probabilidad de SG a 1y 2 afios del 70,2% y 53,9%, respectivamente.

En cuanto a las diferencias de eficacia en cuanto a edad (adultos vs pedidtricos), en el seguimiento
extendido y de mayor poblacién no se observaron diferencias estadisticamente significativas en
cuanto al pronéstico de los pacientes adultos o pediatricos. A diferencia de lo observado
previamente en los resultados iniciales del CART19-BE-01, los pacientes adultos y pediatricos
sorpresivamente no presentaron diferencias estadisticamente significativas en tasa de RC ni en

riesgo de recaida al ARI-0001.

De cara a poner en contexto los resultados de eficacia obtenidos con ARI-0001 partiremos de la
tasa de RC EMR negativa del 88,7% obtenida con el seguimiento extendido (166). Este 88,7%
obtenido con ARI-0001 podria ser comparable a las tasas de 93% para JCAR014 pediatrica (137),
de 85% para JCARO17 en adultos (140), de 85% para AUTO-1 en LLA de adultos (143), de 83% para
19-28z en adultos (138), y de 81% para tisa-cel pediatrica (139). Sin embargo, consideramos que
podria ser superior a las tasas de RC del 69% para CTLO19 (tisa-cel) en adultos (141) y del 71% para

brexu-cel en adultos (142) (Imagen 81).
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Imagen 81: Comparativa entre tasas de RC EMR negativa en los principales ensayos de terapia

CAR-T en LLA.

En cuanto a SLP, la probabilidad de SLP al afio observada para ARI-0001 del 50,9% (166) podria ser
comparable al 51% para JCAR014 pedidtrica (137), al 50% para tisa-cel pediatrica (139) e incluso al
43% para AUTO-1 en LLA de adultos (143). Sin embargo, la mediana de SLP de 13,5 meses para
ARI-0001 podria ser comparada favorablemente con la mediana de 11,6 meses para brexu-cel en
adultos (142), asi como con la mediana aproximada de 9 meses para AUTO-1 en LLA de adultos
(143), y la mediana de 7,6 meses para JCAR017 en adultos (140), la mediana 6,1 meses para 19—
28z en adultos (138), y la mediana de 5,6 meses para CTLO19 (tisa-cel) en adultos (141) (Imagenes
82y 83).
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Mediana de SLP en LLA R/R (meses)

Ortiz-Maldonado et al, JITC 2021 13,5
Shah et al, Lancet 2021 11,6
Roddie et al, JCO 2021 9
Hay et al, Blood 2019 7,6
Park et al, NEJM 2018 6,1

Frey et al, JCO 2019 5,6

Imagen 82: Comparativa entre medianas de SLP en los principales ensayos de terapia CAR-T en

LLA.

Probabilidad de SLP a 12 meses en LLA R/R

Gardner et al, Blood 2017 51%
Ortiz-Maldonado et al, JITC 2021 50,9%
Maude et al, NEJM 2018 50%
Roddie et al, JCO 2021 43%
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Imagen 83: Comparativa entre probabilidad de SLP al afio en los principales ensayos de terapia

CAR-T en LLA.
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En cuanto a SG, la probabilidad al afio para ARI-0001 del 70,2% podria ser comparable al 76%
obtenido para tisa-cel pediatrica (139), al 69,5% para JCAR014 pediatrica (137), y al 64% para
AUTO-1 en LLA de adultos (143). Sin embargo, la mediana de SG obtenida con ARI-0001 de 29,2
meses se podria comparar favorablemente con las medianas de 20 meses para JCAR017 en adultos
(140), de 19,1 meses para CTLO19 (tisa-cel) en adultos (141), de 18,2 meses para brexu-cel en
adultos (142), y de 12,9 meses para 19—28z en adultos (138) (Imagenes 84 y 85).

Probabilidad de SG a 12 meses en LLA R/R

Maude et al, NEJM 2018 76%
Ortiz-Maldonado et al, JITC 2021 69,5%
Gardner et al, Blood 2017 70,2%
Roddie et al, JCO 2021 64%
58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78

Imagen 84: Comparativa entre probabilidad de SG al afio en los principales ensayos de terapia

CAR-Ten LLA.

132



Mediana de SG en LLA R/R tratados con CART19 (meses)

Ortiz-Maldonado et al, JITC 2021 29,2
Hay et al, Blood 2019 20
Frey et al, JCO 2019 19,1
Shah et al, Lancet 2021 18,2
Park et al, NEJM 2018 12,9
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Imagen 85: Comparativa entre medianas de SG de los principales ensayos de terapia CAR-T en LLA.

Finalmente, es relevante mencionar que los resultados de eficacia obtenidos en LLA pueden ser
alterados por la posibilidad de la realizacion de un AloTPH de consolidacidn posterior. Los ensayos
clinicos en terapia CAR-T suelen dejar a eleccién del equipo médico la posibilidad de realizar este
procedimiento como “consolidacién”. Este procedimiento, realizado normalmente en pacientes en
RC post CAR-T, se realiza con la intencidn de reducir el riesgo de recaida en aquellos pacientes

seleccionados.

En lo que respecta a los pacientes con LLA tratados dentro del ensayo CART19-BE-01 podemos
mencionar que sélo 3 pacientes de 38 (7,9%) realizaron un AloTPH post CAR-T mientras estaban en
RC. Sin embargo, sélo 2 de estos pacientes realizaron dicho AloTPH para reducir el riesgo de
recaida. Estos 2 procedimientos fueron realizados aproximadamente al mes +5 post CAR-T en 2
pacientes pediatricos, y fueron realizados por presentar una pérdida precoz de la aplasia absoluta
de linfocitos B. El tercer paciente, también pediatrico, realizo un AloTPH muy tardio en el mes +24.
Sin embargo, dicho procedimiento no fue realizado como estrategia de disminuir el riesgo de
recaida, sino por el desarrollo de un sindrome mielodisplasico, encontrandose en RC EMR de su

LLA al momento de su realizacion.
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En el ensayo CART19-BE-01 solo 2 pacientes recibieron un AloTPH “de consolidacién”, siendo esto
un 5,2% del total. Focalizando en los pacientes respondedores (n=34), vemos que sélo 2 pacientes
(un 5,9%) realizaron consolidacién mediante un aloTPH mientras se encontraban en RC. Ningun
adulto realizd dicho procedimiento tras el CAR-T. Por este motivo, consideramos que los
resultados obtenidos con el ARI-0001 no han sido afectados significativamente por la realizaciéon
de un AloTPH de consolidacidon post CAR-T. La escasa realizacion de AloTPH de consolidacién
dentro del CART19-BE-01 ponen en valor los resultados de eficacia obtenidos al reducir factores

confusores.

Si ponemos estos resultados en contexto, observamos que esto cobra aun mas valor cuando se los
compara con lo realizado en otros estudios donde la proporcion AloTPHs de consolidacion en
pacientes respondedores. Esto es asi, ya que el 5,9% de AloTPH de consolidacidn realizado con
ARI-0001 es menor al 13% para tisa-cel pediatrica (139), al 17,5% para AUTO-1 en adultos (143), al
25% para brexu-cel en adultos (142), al 26% para JCAR014 pediatrica (137), al 37,5% para CTLO19
(tisa-cel) en adultos (141), al 39% para su 19-28z CAR-T en adultos (138), y por sobre todo al 40%
para JCARO14 en adultos (140) (Imagen 86).
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Imagen 86: Comparativa de realizacion de trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos

como consolidacion de respuestas en pacientes en RC de ensayos clinicos de terapia CAR-T.
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Esta comparativamente menor actividad de AloTPH de consolidacidn post ARI-0001 podria estar
relacionada con la mayor proporcion de pacientes tratados con ARI-0001 que ya habian realizado
un aloTPH previo. En la serie de pacientes del CART19-BE-01, 87% de los pacientes con LLA habian
realizado previamente al menos un AloTPH, una proporcién francamente superior al 36-65% del
resto de estudios mencionados (137-143), aunque también podria reflejar diferencias en el

manejo médico de los pacientes entre distintas instituciones (Imagen 87).

Actividad de AloTPH pre y post CART19
en LLAR/R
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Imagen 87: Comparativa de realizacion de la actividad de trasplante alogénico de progenitores

hematopoyéticos pre y post terapia CAR-T de ensayos clinicos de terapia CAR-T para LLA.

En este aspecto, es relevante mencionar que el valor afiadido por la realizacion de un AloTPH de
consolidacion en pacientes con LLA en RC post CAR-T es algo que no ha sido adecuadamente
evaluado. Hasta la fecha de esta tesis no existen publicados ningin estudio que evaltde formal y
adecuadamente el valor de este de una forma reglada. Dichos procedimientos fueron realizados
sin seguir criterios preestablecidos, dependiendo del criterio propio de cada equipo tratante. Adn
mas, los estudios no suelen notificar los motivos por los cuales se realizaron dichos AloTPH de

consolidacion, por lo que realmente desconocemos que pacientes fueron trasplantados. Sin
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embargo, distintos estudios evaltan post hoc la evolucidn de aquellos pacientes a los que se les
realizdé dicho procedimiento y han procurado evaluar su impacto en comparacion a aquellos que

no lo habian realizado.

En este aspecto, por un lado, Frey et al (JCO 2019) (141) identificé una diferencia de SLP
estadisticamente significativa en favor del AloTPH de consolidacion en una serie de adultos
tratados con CTLO19 (tisa-cel). No obstante, en dicho estudio no se observd una diferencia

estadisticamente significativa para SG (Imagen 88).
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Imagen 88 (141): SG y SLE de pacientes adultos con LLA tratados con CTLO19 en funcidn de la

realizacion o no de un AloTPH de consolidacion.

Sin embargo, esta proteccion marginal que Frey et al (JCO 2019) (141) observo con el AloTPH no
fue corroborada en ninguno del resto de estudios europeos o americanos de relevancia.
Sorprendentemente, los andlisis de SLP y SG no presentaron diferencias estadisticamente
significativas que favorecieran el AloTPH ni con tisa-cel pediatrica (139), ni con brexu-cel en
adultos (142), ni con 19-28z en adultos (138), ni con AUTO-1 en LLA de adultos (143) (Imagenes
89,90y 91).
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Imagen 89 (139): SG de pacientes pedidtricos y adultos jévenes con LLA tratados con CTLO19 en

funcion de la realizacién o no de un AloTPH de consolidacion.
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Imagen 90 (142): Mediana de DR de pacientes adultos con LLA tratados con KTE-X19 con (A) o sin

(B) censura al momento de un AloTPH de consolidacion.
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Imagen 91 (138): SLE y SG de pacientes adultos con LLA tratados con el CAR-T 19—28z con o sin

AloTPH de consolidacion.

Por lo tanto, consideramos que el AloTPH de consolidacién post CAR-T no ha demostrado afiadir
valor al manejo de estos pacientes con LLA R/R. El rol del AloTPH post CAR-T se encuentra

pendiente de revisar.

En cuanto a LNH, los resultados de eficacia obtenidos con ARI-0001 dentro del ensayo CART19-BE-
01 son escasamente valorables debido el limitado tamafo poblacional (n=8) y a su diversidad
histoldgica. Sin embargo, la mediana de 6 lineas previas de tratamiento, el doble de lineas que lo
publicado por los pivotales de productos CAR-T comerciales, ponen en valor los resultados
obtenidos con los mismos. Dicho esto, consideramos que las tasas de respuestas globales y
completas del 75% y 50%, respectivamente, se encuentran en linea con las respectivas tasas del
52% y 40% observados con tisa-cel (144), con el 73% y 53% observados con liso-cel (146), y con el
82% y 54% observados con axi-cel (170) (Imagen 92).
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Imagen 92: Comparativa de tasas de respuesta globales y completas de pacientes adultos con LNH-

B tratados en ensayos clinicos CAR-T.

Algo similar ocurre con la mediana de SLP, que para los pacientes tratados con ARI-0001 fue de 8,1
meses. Esta mediana de SLP se compara favorablemente con los 6,8 meses observados con liso-cel
(146), a los 5,9 meses observados con axi-cel (170), y a los aproximadamente 3,5 meses
observados con tisa-cel (144). Sin embargo, estos resultados de eficacia obtenidos con ARI-0001
son muy preliminares, y requerirad de confirmacidn con una mayor poblacion de pacientes tratados

(Imagen 93).
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Imagen 93: Comparativa de mediana de SLP de pacientes adultos con LNH-B tratados en ensayos

clinicos CAR-T.

5.10. Sobre aspectos de recaidas:

En el segundo articulo presentado (166), hemos analizado una serie de posibles factores de riesgo
para la recaida de los pacientes con LLA R/R tratados con células ARI-0001. De todas las variables
analizadas, sélo 2 presentaron un impacto estadisticamente significativo: la carga tumoral y la
aplasia absoluta de linfocitos B. Nuestros resultados con ARI-0001 muestran como aquellos
pacientes que inician el proceso CAR-T con una carga tumoral igual o superior al 5% de blastos en
la médula ésea presentan un riesgo de recaida significativamente superior. En contrapartida, los
mejores resultados en cuanto a duracidon de respuesta y plateau son obtenidos en aquellos
pacientes que llegan al CAR-T con una baja carga tumoral (<5% blastos en MO). Estos resultados se
traducen en una SLP a los 2 afos del 52,5% (para aquellos con <5% de blastos en MO), vs el 10,7%
de aquellos con 5% o mas de infiltracion medular (p = 0,077). Dichos resultados confirman lo
observado para otros productos CAR-T, tanto comerciales como académicos, tanto basados en
coestimuladoras CD28 o 4-1BB (138,169). Estos resultados confirman la relevancia fundamental

que tiene el control o la carga tumorales en relacién con la duracidn de la respuesta a la terapia
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CART19 (Imagenes 94, 95 y 96), resultados que van en la misma direccion de lo ya observado para

otras terapias celulares, tales como el AloTPH (179-182).

A Event-free Survival, According to Disease Burden
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Imagen 94 (138): Comparativa de mediana de SLE de pacientes con LLA tratados con el CAR-T 19—

28z en funcion de la carga tumoral.
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Imagen 95 (166): Comparativa de mediana de SLP de pacientes con LLA tratados con el CAR-T ARI-

0001 en funcidn de la carga tumoral.
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Imagen 96 (169): Comparativa de mediana de SLE de pacientes adultos con LLA tratados con

CART19 en funcion de la carga tumoral.

Otro aspecto fundamental en cuanto al riesgo de recaidas CD19 positivas es la duracion de la
aplasia de linfocitos B (ALB). En nuestro segundo articulo (166), objetivamos como aquellos
pacientes que perdian la ALB absoluta presentaban un mayor riesgo de recaidas CD19 positivas,
con un cociente de riesgos de 4,41 (p = 0,043). Estos resultados se suman a lo reportado por
Finney OC et al (J Clin Invest. 2019) (183), donde analizan la importancia del momento en el que se
objetiva la pérdida de la ALB. En dicho estudio, se analizé la relacién del riesgo de recaidas y la ALB
en una poblacidn de pacientes pediatricos y adultos jovenes con LLA R/R tratados con un CART19.
En el mismo, se observd como el riesgo de recaidas CD19 positivas era mayor en aquellos
pacientes con una duracién de ALB igual o menor a 63 dias (75% de recaidas CD19+). Dicho riesgo
disminuia en aquellos pacientes con ALB “intermedias” que duraban entre 63 y 6 meses (50% de
recaidas CD19+), y finalmente era menor en aquellos con ALB igual o mayor a 6 meses (22% de

recaidas CD19+) (Imagen 97).
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Imagen 97 (183): SLP de pacientes adultos con LLA tratados con CART19 en funcidn de la duracion

de la aplasia de linfocitos B.

Con respecto al estatus antigénico al momento de la recaida como marcador del mecanismo de
esta podemos clasificar a las mismas entre CD19 positivas o CD19 negativas(184—-187). Aquellas
recaidas CD19 positivas estdn relacionadas con la pérdida de persistencia funcional del CART19, y
suele ir precedida de la pérdida de la ALB. Por otra parte, las recaidas CD19 negativas ocurren por
una mutacion del CD19 o de una seleccién de una clona CD19 negativa ya presente antes de
recibir el CAR-T (188-191). Ambas recaidas CD19 negativas ocurren por que dicha clona de LLA
logra escapar a la presién inmunoldgica dirigida exclusivamente al CD19. Estas, suelen ir
acompafiadas de la persistencia de la ALB, ya que suele darse en pacientes con persistencia

funcional del CAR-T al momento de la recaida.

En lo que respecta para LLA en el ensayo CART19-BE-01 observamos que el 89% (17/19) de las
recaidas observadas con ARI-0001 fueron CD19 positivas. En contrapartida, el 11% (2/19) restante
de las recaidas fueron producidas por escape antigénico CD19 negativo. Si analizamos esta
incidencia en funcidn de la edad de los pacientes, observamos que la proporcién de recaidas CD19
positivas es algo menor en los pacientes pediatricos (66%) en comparacién a los pacientes adultos
(94%), con un 33% de las recaidas de pacientes pediatricos siendo CD19 negativas en comparacién
al 6% de las recaidas observadas en adultos. Esto podria estar correlacionado con la aparente
mayor duracion de la ALB observado en los pacientes pediatricos en comparacion con los adultos

(mediana de 100 vs 70 dias). Estos hallazgos van en la misma linea con lo observado en el resto de
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los estudios, con una tendencia general para los distintos productos de persistir menos segun

aumenta la edad de los pacientes (137-140,143,165,192,193) (Imagenes 98 y 99).

Proporcion de recaidas CD19 positivas/negativas
en LLA R/R pediatrica y de adultos jovenes
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Imagen 98: Comparativa de proporcion de recaidas segtn estatus antigénico para pacientes

pedidtricos y adultos jovenes con LLA R/R tratados con terapia CART19.
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Proporcion de recaidas CD19 positivas/negativas
en LLA R/R de adultos
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Imagen 99: Comparativa de proporcion de recaidas segtn estatus antigénico para pacientes

pedidtricos y adultos jévenes con LLA R/R tratados con terapia CART19.

5.11. Sobre la definicién de aplasia de linfocitos B:

Sin embargo, vale la pena mencionar que el valor de la ALB no se encuentra estandarizado ya que
su andlisis no es facilmente comparable entre estudios. Esto ocurre debido a que distintos grupos
utilizan distintas definiciones de ALB. Para el ensayo CART19-BE-01, se utilizd la definicion de
aplasia absoluta de linfocitos B, eso es, un valor de corte establecido como cualquier nivel de

deteccidn por citometria de flujo (1 linfocito B/microlitro o mas).

Otros estudios utilizan definiciones de ALB algo mas arbitrarias. Por ejemplo, los resultados
publicados para tisa-cel pediatrica (139) utilizan una definicién de pérdida de ALB que requiere de
“>1% de células CD19+ sobre leucocitos viables o 23% células CD19+ sobre linfocitos en sangre
periférica”. Otros estudios para LLA del adulto (143) refieren que consideran a los pacientes en

ALB cuando presentan un recuento de linfocitos B < 0,11 x 10e9 linfocitos B/L. Y otros estudios
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directamente no indican cual fue la definicion de ALB utilizada ni cual fue el punto de corte

utilizado para definirla (137,138,140-142).

Estas diferencias en la forma de reportar la ALB y su duracién pueden generar diferencias
considerables que tiendan a sobreestimar o infraestimar la proporcién de pacientes que alcanzan
ALB y su duracién, por lo que todavia se requiere de consenso de cara a analizar adecuadamente

su valor.

5.12. Sobre ciertos aspectos en pacientes con LLA con EEMa:

En el tercer articulo presentamos los resultados obtenidos con ARI-0001 en 18 pacientes adultos y
pediatricos con LLA R/R que al momento de recibir la terapia CAR-T presentaban enfermedad que
solo afecta el componente extramedular (167). Esta se trata de una poblacién frecuentemente
excluida de los ensayos clinicos en terapia CAR-T debido a (1) la ausencia de enfermedad medible
por métodos convencionales a nivel medular, y (2) por tratarse de una enfermedad enriquecida en
linfoblastos con una posible capacidad especial por evadir al sistema inmune. Esto ha llevado a
que la autorizacidn de los 2 productos CAR-T industriales para LLA R/R, tisa-cel y brexu-cel, no
incluya aquellos pacientes con LLA R/R cuya Unica expresion de enfermedad se encuentra a nivel

extramedular, dejando a esta poblacidn de pacientes sin acceso a esta tecnologia.

En cuanto a las caracteristicas de estos 18 pacientes observamos que se trataban de pacientes
muy previamente tratados, con una mediana de 4,5 lineas previas de tratamiento. Como era de
esperar, se trataban de unos pacientes con una gran proporcién de recaidas post AloTPH (89%) y
post blinatumomab (33%). Ambos conocidos factores de riesgo para este tipo especial de recaidas

(194,195).

De los resultados obtenidos cabe destacar 2 aspectos en comparacién a los resultados obtenidos
con CART19 en poblacién general de LLA. El primero es la marcada diferencia en cuanto a la
toxicidad relacionada al tratamiento CAR-T en cuanto a tasas y gravedad del SLC. En esta poblacidn
(EEMa), observamos una tasa de SLC global del 50%, con una incidencia de SLC grave del 0%.
Ademas, el uso de tocilizumab se redujo al tan sélo 6%. En cuanto a ICANS, se objetivo una tasa
global del 6%, sin ningln ICANS grado 2 o superior, y sin ningln paciente requiriendo tratamiento

con corticoides (0%).
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Este 0% de SLC grave con ARI-0001 en EEMa contrasta considerablemente con las tasas de SLC

graves publicadas para LLA con afectacion medular “convencional”, las cuales se observan entre el

13-72% (137-143,165). Aun mas, también es menor a la incidencia del 13% obtenida con ARI-0001

en la poblacidn general. El uso de tocilizumab en EEMa también refleja el mismo hallazgo, siendo

este de tan sélo 6%. Este 6% es marcadamente inferior en comparacién al 16-80% también

publicado en otras series con afectacion medular convencional, incluyendo a la poblacién general

tratada con ARI-0001 (137-143,165) (Imagenes 100y 101).
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Imagen 100: Comparativa de la incidencia y gravedad de SLC y el consumo de tocilizumab en

pacientes con LLA R/R con enfermedad exclusivamente extramedular tratados con ARI-0001 y la

poblacion general tratada con CART19.
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Incidencia y gravedad del SLC y de la NT/ICANS en
pacientes con LLA R/R tratados con ARI-0001
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Imagen 101: Comparativa de incidencia y gravedad de toxicidades especificas y el consumo de
tocilizumab y corticoides en pacientes con LLA R/R tratados con ARI-0001 en funcion del tipo de

afectacion tumoral.

En cuanto al ICANS, nuevamente, una incidencia global en EEMa del 6% que también contrasta
con el 18-60% de otras series con afectacion medular. Esto se agudiza ain mas cuando evaluamos
la incidencia de ICANS grave, con una incidencia en EEMa del 0%. Esta ausencia de ICANS grave
contrasta marcadamente con lo publicado habitualmente de entre 2,6-42% (137-143,165). Estos
resultados cobran mas solidez al observar que ningln paciente con EEMa recibié tratamiento

corticoideo, en comparacién a un uso del 8-75% para el resto de las series (Imagen 102).
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Imagen 102: Comparativa de la incidencia y gravedad de NT/ICANS y el consumo de
corticosteroides en pacientes con LLA R/R con enfermedad exclusivamente extramedular tratados

con ARI-0001 y la poblacion general tratada con CART19.

En resumen, consideramos que la afectacidn extramedular aislada reduce el riesgo de toxicidad
sistémica, especialmente el de el SLC. Una posible explicacion es que la falta de afectaciéon
medular e intravascular puede reducir marcadamente el dafio endotelial al reducir la liberacién de
factores proinflamatorios directamente en el torrente sanguineo. La liberacién de dichos factores
proinflamatorios en el espacio extramedular, fuera del torrente sanguineo, podria enlentecer su
difusién al componente intravascular. Esto podria actuar reduciendo y retrasando su pico de
concentracién, aportando mads tiempo a la homeostasis a realizar los ajustes requeridos para

mantener el equilibrio.

El segundo concepto por destacar es que los resultados de eficacia no impresionan ser inferiores a

III

los obtenidos en aquellos pacientes con enfermedad medular “convencional”. En esta poblacion
se ha obtenido una tasa de respuestas completas del 78%, que si bien impresiona ser algo inferior
al 84% observado en la poblacidn general del ensayo CART19-BE-01 sigue manteniéndose dentro
de lo observado con otros productos CAR-T en poblaciones de LLA con afectacion medular (137—-

143,165) (Imagen 103).
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Imagen 103: Comparativa de la tasa de respuestas completas en pacientes con LLA R/R tratados
con CART19. La columna azul representa esta poblacion de pacientes con afectacion

exclusivamente extramedular, y el resto las poblaciones generales del resto de estudios.

Lo mismo sucede con la SLP del 49% a los 2 anos, que es comparable a la observada con la serie
general de ARI-0001 del 33% (165), y a la del resto de series comentadas previamente (137-143).
Por todo esto es que consideramos que esta poblacién de pacientes con EMMa si puede
beneficiarse del acceso a terapias CAR-T de una forma similar a aquellos con afectacién medular
convencional. Por estos resultados es que consideramos que esta poblacidn no deberia de ser
excluidos de su acceso a las mismas a pesar de no haber sido incluidos en los ensayos clinicos

pivotales.

Los resultados obtenidos en este estudio permiten tener una nocién del potencial terapéutico de
la terapia CART19 en una poblacidn con una afectacion puramente extramedular. Estos resultados
complementan lo observado recientemente por otros grupos donde se analiza su seguridad y
eficacia de la terapia CART19 en pacientes con afectacién medular asociada a extramedular, asi

como en pacientes con afectaciéon de SNC aislada o asociada a enfermedad medular (196,197).
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5.13. Sobre el abordaje de la LLC con o sin S. de Richter:

En el cuarto articulo (168) presentamos de forma exploratoria los primeros resultados de
seguridad y eficacia obtenidos con ARI-0001 en una pequeifia cohorte de pacientes con LLC con o
sin TR. Dichos pacientes habian sido muy politratados, con una mediana de 4 lineas previas de
tratamiento, incluyendo al ibrutinib en el 100% de ellos. Por otra parte, un 75% de los pacientes
presentaban alteraciones del TP53, y un 37,5% presentaban un cariotipo complejo. Finalmente, un
62,5% de los pacientes presentaban ademas TR, por lo que se trata de una pequeia cohorte de

pacientes, pero con un muy mal prondstico.

En cuanto a factibilidad del procedimiento ARI-0001 en LLC se puede decir que, en términos
generales, fue comparable a lo observado previamente en LLA y LNH. Se pudo elaborar los
productos ARI-0001 en el 100% de los casos en una mediana de 9 dias sin ningun fallo de
produccién. Ademas, el tiempo de vena a vena en LLC tuvo una duracién de 27 dias de mediana,
en comparaciéon a los 54 dias observados en el ensayo CART19-BE-01. Esta aparente menor
duracidn del tiempo de vena a vena en LLC puede explicarse debido a que la mayoria de estos
casos de LLC fueron realizados a partir del afio 2020, momento en el que ya habiamos completado
la curva de aprendizaje y la optimizacidn de los circuitos y liberacién de productos. Por lo tanto,
consideramos que la factibilidad de elaboracién y administracion de productos CAR-T en LLC y TR
es ampliamente comparable a la de ARI-0001 en LLA y LNH, asi como a la de otros productos CAR-

T comerciales o académicos en dichas patologias.

En cuanto a seguridad, destaca la incidencia del SLC que impresiona ser superior a la observada
con ARI-0001 en pacientes con LLA (165). A pesar de que ambas patologias presentaban expresién
de la enfermedad en la sangre y en la médula, conocidos factores de riesgo para el SLC,
observamos que la incidencia global de SLC para LLC fue del 87,5%, en comparacidn al 55% de la
LLA. Sin embargo, la incidencia de SLC grave (grado 3 o superior) impresiono ser comparable entre
ambas patologias, siendo del 12,3% para LLC y del 13,2% para LLA. Esto podria ser explicado por el
mayor uso de tocilizumab en LLC, siendo este del 37,5% para LLC en comparacidn al 15,8% en LLA.
El mayor uso de tocilizumab previene el desarrollo de SLC grave en pacientes con SLC leves, por lo

cual podria ser el motivo de la aparente similitud de SLC graves (Imagen 104).
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Incidencia y gravedad del SLC y NT/ICANS en pacientes
con LLAy LLC/TR tratados con ARI-0001
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Imagen 104: Comparativa de incidencia y gravedad de toxicidades especificas y el consumo de

tocilizumab y corticoides en pacientes con LLA y LLC R/R tratados con ARI-0001.

Aun mads, el mayor uso de tocilizumab en pacientes con LLC en comparacion con LLA podria estar
relacionado a ciertas diferencias en el manejo de las toxicidades entre ambas poblaciones. El
mayor uso de tocilizumab en LLC podria estar relacionado con la edad de la poblacidn, siendo esta

mas envejecida en LLC (mediana de 58 afios), en comparacion a la de LLA (mediana de 24,5 aios).

No obstante, esta mayor incidencia de SLC en LLC/TR en comparacién a LLA para ARI-0001 se
continla manteniendo dentro de los estandares observados en la mayoria de los estudios de LLC.
De hecho, focalizando en la tasa de SLC graves, observamos que la incidencia con ARI-0001 del
12,3% es comparable a las del 9% observadas con JCAR017 (157), del 11% observadas con
JCAR014 (152), del 12% observadas con 19E3/1928z (154), y la del 16% observadas con huCART19
(153). Aun mas, puede incluso compararse favorablemente con las tasas de SLC grave del 24% y
43% observados con CTLO19 (151,155). Por otra parte, la tasa de SLC grave impresiona ser
comparativamente mayor a la del 0% observada con JCAR14 (156). Sin embargo, este ultimo

resultado contrasta con la incidencia del 11% observado previamente con el mismo producto
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(152). Esta marcada diferencia podria estar relacionada a la co-administracion de ibrutinib
realizada en el estudio publicado por Gauthier et al (156). El rol de la administracién concomitante
de ibrutinib como estrategia de mitigacion de toxicidades queda pendiente de mayor anlisis

(Imagen 105).

Incidencia del SLC grave (=3) en pacientes con LLC/TR
R/R tratados con terapia CART19

50

45 43%

40
35
30

25 24%

20
16%

15 ) 1% 12% 12,5%
10 9%
S
0%
0

Gauthier et al, Siddiqi et al,  Turtle et al, JCO Geyer et al, JCI Ortiz-Maldonado Gill et al, Blood Porter et al, Frey et al, JCO
Blood 2020 Blood 2021 2017 2019 et al, Front Oncol 2018 SciTrMed 2015 2020
2022

Imagen 105: Comparativa de incidencia de SLC grave en pacientes con LLC R/R tratados con

CART19.

En cuanto a la NT o ICANS, es relevante mencionar que ninguno de estos pacientes con LLC/TR
presentaron episodios tras la administracion del ARI-0001. Esta ausencia de casos de
neurotoxicidad/ICANS contrasta marcadamente con la incidencia de NT/ICANS graves (grado 3 o
superior) de entre el 5% y el 26% observadas con JCAR017, JCARO14, huCART19, CTLO19 y
19E3/1928z (151-157). Esto confirma los hallazgos de su escasa incidencia y gravedad ya
observados previamente con ARI-0001 en LLA y LNH, lo que confirma esta caracteristica

idiosincratica del ARI-0001 (Imagen 106).
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Imagen 106: Comparativa de incidencia de NT/ICANS grave en pacientes con LLC R/R tratados con

CART19.

Finalmente, en cuanto a resultados de eficacia, los pacientes tratados con ARI-0001 presentaron
una TRG del 100%. Sorprendentemente, el 100% de los pacientes alcanzaron una RC con EMR
negativa del componente de LLC tanto en médula dsea como en sangre periférica. Hasta el
momento de la escritura de esta tesis ninguno de estos pacientes presentd recaida de su
componente de LLC (Imagen 107). Esta tasa del 100% de respuesta a nivel medular se compara
favorablemente a 88% y 72% obtenido con JCAR014 +/- ibrutinib (152,156), al 65% obtenido con
JCAR017 (157), y al 12% obtenido con el CAR-T 19E3/1928z (154).
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Tasa de RC EMR negativa en MO en pacientes con
LLC R/R tratados con terapia CART19
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Imagen 107: Comparativa de tasas de respuestas completas con enfermedad medible residual
indetectable por citometria de flujo en médula ésea de pacientes con LLC R/R tratados con terapia

CART19.

En lo que respecta al componente de linfoma agresivo (TR) se observé una TRG del 80%, con una
tasa de RCM del 60%. Es relevante mencionar que aquellos pacientes con TR que no alcanzaron
una RCM fueron pacientes que, tras una breve respuesta inicial, presentaron progresion por
escape antigénico CD19 negativo. El hecho de que los Unicos pacientes que no han alcanzado una
RC hayan sido por la pérdida de la expresion del CD19 en realidad confirma la considerable presion

terapéutica ejercida por el ARI-0001 sobre la enfermedad.

Asi como ocurrié con el componente de LLC, es notable observar que ningln paciente con TR en
RC tras ARI-0001 ha presentado recaida de su enfermedad sin necesidad de realizar ulteriores
tratamientos. Estos resultados de eficacia obtenidos con ARI-0001, si bien escasos en tamafio de
cohorte, impresionan compararse favorablemente con las tasas de RC de entre 19% y 45%
observadas con JCARO17, JCARO14, huCART19, CTLO19 y 19E3/1928z (151-157). Esto incluye
incluso a aquellos ensayos donde la terapia CAR-T fue administrado en combinacidn con ibrutinib

(153,156) (Imagen 108).
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Imagen 108: Comparativa de tasas de respuestas globales y completas en pacientes con LLC R/R

con o sin transformacion de Richter tratados con CART19.

La busqueda de asociacion de ibrutinib previo y durante la terapia CAR-T en LLC surge de estudios
gue demostraban como la disfuncionalidad T observada en pacientes con LLC (205) (198) podia ser
revertida con el uso de farmacos como el ibrutinib (199-203). De hecho, esto llevo a que en
nuestra serie de pacientes con LLC/TR los pacientes solieran recibir tratamiento con ibrutinib al
menos una semana antes de la aféresis (204), el cual era suspendido previo a la administracion del
ARI-0001. Sin embargo, a pesar de los datos preclinicos que apuntan hacia la optimizacién de la
eficacia de las células CAR-T de pacientes con LLC esto todavia queda por comprobar que se

traslade al nivel clinico.

Por lo tanto, consideramos que los resultados iniciales obtenidos con ARI-0001 en monoterapia
para LLC/TR refractario son francamente promisorios. Estos resultados nos animan a continuar
explorando los resultados en esta poblacién de pacientes. En caso de confirmar dichos resultados
en cohortes mayores, los resultados con ARI-0001 podrian convertirse en los potenciales

candidatos a ser considerados como “Gold Standard” en terapia CAR-T LLC.
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5.14. Sobre ciertos aspectos generales finales y futuras direcciones del ARI-0001:

El desarrollo de terapias avanzadas requiere de un esfuerzo herculeo por parte de un sinfin de
profesionales, cosa que normalmente es accesible solamente para un puiiado de industrias
farmacéuticas. Dicho esto, conseguir desarrollar estos tipos de productos desde una institucién

académica y dentro del marco del SNS podria parecer una utopia.

Realizar este tipo de proyectos desde una institucién académica en el SNS requiere de un trabajo
sincronizado de multiples equipos de profesionales que, en definitiva, deberan emular a los
actores presentes en poderosas empresas multinacionales. Eso si, con un presupuesto, recursos

humanos y estructurales infinitamente inferiores.

El presente proyecto no es mas que un esfuerzo que apuesta por la sanidad publica y por la
democratizacién del acceso a las terapias avanzadas. Se trata de un proyecto que busca acelerar el
desarrollo de soluciones a pacientes con necesidades urgentes que no tienen respuesta adecuada

por parte de las vias tradicionales.

Este proyecto busca avanzar en un asunto largamente adeudado en la relacién academia-SNS: que
el descubrimiento y desarrollo inicial de productos farmacéuticos habitualmente financiados con
fondos publicos, realizado por instituciones publicas académicas, se queden en un ambito publico.
Que sea la sanidad publica quien coseche los frutos de sus inversiones, y que estos no se pierdan

al ser adquirido por entidades privadas con fines de lucro una vez estas comienzan a prosperar.

En febrero del 2021, la AEMPS concedié la autorizacién de uso excepcional de ARI-0001 fuera de
ensayos clinicos mediante la cldusula de exencidn hospitalaria en pacientes con LLA-B R/R mayores
de 25 afios. Esta autorizacién introdujo al ARI-0001 en la cartera comun de servicios del SNS en
junio del 2021. Dicha autorizacidn de uso ha sido todo un hito al tratarse de la primera
autorizaciéon de este tipo para cualquier medicamento contra el cancer a nivel europeo. Esto, mas
alld del ARI-0001 y la LLA, sienta un precedente para otras numerosas instituciones académicas

que consideren embarcarse en esta via de desarrollo alternativa (205,206).

No obstante, esta autorizacidon cuenta con una considerable limitacion. La misma se restringe
exclusivamente al Hospital Clinic de Barcelona. Esto hace que los pacientes con LLA-B R/R mayores
de 25 afos que requieran de tratamiento con ARI-0001 deban trasladarse hasta nuestro centro

para poder recibirlo. Mas del 90% de los pacientes tratados con ARI-0001 con esta patologia
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provienen fuera de Cataluia, dato que desvela una de las principales virtudes y limitaciones de
esta autorizacidn. Por un lado, que el 90% de los pacientes hayan provenido de fuera de Catalufia
muestra como el acceso a esta terapia ha sido extensivo a todo el territorio del SNS. Por otro lado,
muestra como la mayor parte de los pacientes han debido realizar un esfuerzo logistico y

econdmico considerable para poder recibirla y mantener el seguimiento posterior necesario.

El HCB, como entidad académica de financiacidn eminentemente publica carece de recursos
econdmicos que faciliten el traslado y alojamiento de los pacientes y familiares desplazados. De
hecho, cuenta exclusivamente con los recursos de soporte social estdndar presentes en todo
centro espafiol. Gracias a ello, junto con el soporte de algunas entidades de ayudas para pacientes
con cancer, como la de la Asociacién Espafiola Contra el Cancer (AECC), hemos podido asegurar el
adecuado tratamiento y seguimiento de todos los pacientes referidos. Sin embargo, siempre
recordaremos casos de pacientes con situaciones sociales limites, a los cuales se les ha debido de

ayudar incluso a cubrir necesidades basicas como alimentos y vestimenta.

Son estos casos los que nos representan un mayor desafio como institucién, y del que nos
enorgullece poder decir que hemos conseguido llevar adelante, y habernos asegurado de que
ningun paciente referido se quede afuera por motivos sociales. Sin embargo, sin duda esto somete
a nuestro centro a un estrés considerable, ya que el mismo no ha sido estructurado para asumir
este nivel de complejidad médico-social. Si bien nuestra capacidad global como institucion de
recepcion ha presentado un crecimiento exponencial en estos uUltimos 5 afos, la necesidad de que

el ARI-0001 salga de las puertas de nuestro centro se hacen cada vez mas evidentes.

Para que este proyecto de sanidad publica sea exitoso por completo, sera necesario limitar al
maximo las dificultades de acceso al mismo. Para ello, una estrategia de distribucién geografica a
nivel nacional tendria un gran sentido a nivel del SNS. Asi como ya existen 11 centros espafioles
autorizados para administrar productos CAR-T industriales distribuidos geograficamente en
Catalufia, Madrid, Valencia, Andalucia, Castilla y Ledn, y Canarias, algo similar tendria sentido con
productos académicos dentro del SNS. Aquellos centros académicos del SNS que sean capaces de
elaborar y administrar terapia ARI-0001 manteniendo los estandares de seguridad y eficacia
requeridos por el SNS podrian formar parte de una red nacional académica. Al igual que con los
productos CAR-T industriales, el acceso de esta red al ARI-0001 permitiria extender su acceso

dentro del SNS a una mayor cantidad de pacientes que lo requieran. Esto seria una gran apuesta
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por una sanidad publica de calidad, y podria posicionar a Espafia a la vanguardia del acceso las

terapias avanzadas en Europa y el mundo.

Para ello, el HCB se encuentra trabajando a la par con otros centros del SNS dentro del ensayo
clinico CART19-BE-02. Dicho estudio es un ensayo clinico fase 2, abierto, prospectivo, no
aleatorizado, multicéntrico y nacional, para el tratamiento de pacientes adultos con LLA RR con
ARI-0001. Se trata de un ensayo en el que participan centros de Catalufia, Madrid, Navarra, Murcia
y Castilla y Ledn, con el que buscamos conseguir una serie de objetivos. Uno de ellos es el de
incrementar el acceso a esta terapia en otras CCAA, reduciendo de esta forma el desplazamiento

de una buena proporcion de los pacientes.

Otro de los objetivos de este ensayo es conseguir que otros centros de excelencia del territorio
nacional adquieran experiencia de uso con ARI-0001. Esto sera necesario de cara a forjar una red
de centros de referencia nacional para tratamiento con ARI-0001 que tenga una distribucidn con
sentido practico y geogréfico. Una vez concluido el reclutamiento del CART19-BE-02, aquellos
centros participantes que hayan adquirido una experiencia con ARI-0001 suficiente podrian
solicitar la extensién de la autorizacién de uso del ARI-0001 mediante la exencién hospitalaria al
SNS. Una potencial extension de dicha autorizacion a los centros participantes del CART19-BE-02
implicaria un cambio de paradigma en la estrategia del SNS en cuanto al acceso a terapias

avanzadas.

Aln mas, los resultados obtenidos con ARI-0001 en LLA R/R en el CART19-BE-01 no sdlo han
conseguido que la AEMPS haya autorizado su exencidn hospitalaria, si no que dichos resultados
incluso han tenido un fuerte impacto a nivel europeo. En diciembre del 2021, la Agencia Europea
del Medicamento (EMA) ha otorgado la designacion PRIME a ARI-0001 para pacientes con LLA R/R
mayores de 25 afos. La designacidon de ARI-0001 como medicamento de necesidad prioritaria por
parte de la mayor entidad regulatoria europea implica también un cambio de paradigma en
cuanto al desarrollo de terapias avanzadas a nivel europeo. De esta forma, el ARI-0001 se
convierte en el primer producto de desarrollo completamente académico en recibir este tipo de

designacion en la historia de Europa.

Sin embargo, si bien la designacion PRIME por la EMA ha sido todo un hito para un producto
académico, la misma no garantiza que ARI-0001 consiga su autorizacion de uso a nivel europeo.
Esto dependerd de los resultados combinados del CART19-BE-01, con los resultados obtenidos

fuera de ensayo (PUC mas EH), y por sobre todo de los resultados del ensayo clinico pivotal
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CART19-BE-02. No obstante, ademads de la obtencion de unos estandares de seguridad y eficacia
de excelencia, para conseguir esta aprobacién de uso europeo sera necesario que el HCB avance
en toda una nueva dimensidn como entidad responsable. Para que el ARI-0001 consiga una
autorizacién europea serd necesario que el HCB sea capaz de responder ante la EMA con el mismo
nivel de profesionalidad requerido para con otros productos farmacéuticos comerciales de

propiedad industrial.

Por otro lado, el ensayo clinico CART19-BE-02 buscamos evaluar la seguridad y eficacia de dar una
dosis de CAR-T superior a la administrada previamente en el ensayo clinico CART19-BE-01. En el
ensayo CART19-BE-02 se buscard administrar una dosis de 3 x10e6 células CAR-T/kg en aquellos
pacientes que toleren adecuadamente la dosis estdndar de 1 x10e6 células CAR-T/kg (Imagen

109).
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Imagen 109: Esquema de diferencias en el abordaje terapéutico de los ensayos clinicos CART19-BE-

01y CART19-BE-02.

Con esto buscamos evaluar si manteniendo la estrategia de administracién fraccionada somos
capaces de incrementar la dosis de forma significativa manteniendo resultados de seguridad
adecuados. El objetivo de intentar incrementar la dosis es el de intentar incrementar aln mas la
tasa de RC EMR indetectable a largo plazo. Este ensayo se encontraba en las fases finales de
reclutamiento al momento de presentar esa tesis doctoral, y esperamos tener los resultados

primarios de seguridad y eficacia de la totalidad de los pacientes a principios del 2023.
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Finalmente, es necesario mencionar que este proyecto de desarrollo académico puede convivir
perfectamente con otros proyectos donde haya una colaboracién con entidades privadas. Un
ejemplo de ello son los proyectos de entidades privadas que buscan desarrollar productos de
terapias avanzadas mediante el uso de vectores académicos. En este sentido, el HCB ha firmado un
convenio con Immuneel, una industria farmacéutica de la India. Este proyecto busca facilitar el
acceso a terapias CAR-T para el tratamiento de pacientes con sindromes linfoproliferativos en la
India. Para ello, el HCB proveera de los vectores utilizados con el ARI-0001 y realizara Ia
transferencia de la tecnologia y “know-how” necesarios para dicho desarrollo. De hecho, al
momento de la presentacion de esta tesis doctoral, un ensayo clinico fase 1 en terapia CAR-T ya se

encuentran en marcha en la India utilizando el vector de ARI-0001.

Otro ejemplo de la factibilidad de esta asociacidn publico-privada es el convenio firmado con
CellPoint, una industria farmacéutica de los Paises Bajos. Esta industria busca desarrollar una
terapia CAR-T para pacientes con LLC/TR R/R a nivel europeo. Para ello, el HCB proveera de los
vectores utilizados con el ARI-0001 y participa activamente en el disefio y ejecucion de los ensayos
clinicos requeridos para dicho desarrollo. De hecho, al momento de la presentacion de esta tesis
doctoral, el ensayo clinico fase 1 utilizando el mismo vector del ARI-0001 ya se encontraba en
marcha. Esta alternativa de colaboracion publico-privada es, por lo tanto, otra forma de extender
el acceso del desarrollo de terapias avanzadas a patologias menos frecuentes. Es incluso, una
alternativa especialmente relevante para paises en vias de desarrollo cuyos recursos mas limitados

requieran del desarrollo a nivel nacional de este tipo de productos.

Esta tesis viene a resumir los resultados principales de los primeros 5 afios del ARI-0001 (ahora
llamado “varnimcabtagene autoleucel” o “var-cel”) en la esfera clinica. En 5 afios, hemos visto
como la sala de hematologia intensiva del HCB ha pasado de estar repleta de inducciones de
pacientes con LLA, ha estar repleta de pacientes recibieron terapia CAR-T. En tan sélo 5 afios, los
residentes del HCB se encuentran con una realidad completamente diferente a la que vivi
personalmente durante mi residencia. En 5 afios hemos pasado de administrar 8 tratamientos
CAR-T en todo el ano 2017, a administrar un promedio de casi 8 tratamientos por mes en 2022,

representando un ritmo de crecimiento promedio anual mayor al 60%.

Nos encontramos en un momento histdrico y de enormes cambios en el abordaje del cancer. La
llegada de terapias avanzadas dirigidas nos permite contar con terapias cada vez mas eficaces y

menos tdxicas. En 5 afios el ARI-0001 consiguid en Espafia la primera autorizacion como exencion
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hospitalaria para el cancer en la historia de Europa. En estos 5 afios también consiguié el primer
reconocimiento de medicamento de prioridad en la historia de Europa para un producto
académico. Por mi parte, me siento extremadamente afortunado de haber podido presenciar este

cambio desde mi puesto de trabajo. Ahora vamos a por los proximos 5 afos. iA ver qué pasa!
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6 - Conclusiones:

1. El desarrollo clinico de productos de terapias avanzadas CAR-T dentro de un entorno
puramente académico y su administracién asistencial es factible de realizar dentro del
marco del Sistema Nacional de Salud publico espafiol.

2. La manufactura del CAR-T ARI-0001 de forma “point of care” es factible en un entorno
académico europeo. La robustez y fiabilidad de la produccién “point of care” del CAR-T
ARI-0001 en sindromes linfoproliferativos CD19 positivos obtuvo tasas de éxito de
produccién y de administracion a pacientes comparables a los de otros productos
académicos o comerciales.

3. La administracion del CAR-T ARI-0001 en sindromes linfoproliferativos CD19 positivos
proporciond resultados de seguridad y eficacia comparables a los de otros productos
académicos o comerciales. Los resultados del ensayo CART19-BE-01 condujeron a la
aprobacion en febrero del 2021 por parte de la AEMPS de las células ARI-0001 para el
tratamiento de pacientes con LLA R/R mayores de 25 afios (Exencidn Hospitalaria).

4. La administracion de la terapia ARI-0001 en pacientes con LLA R/R con EEMa logré
resultados de seguridad y eficacia comparables a los de otros productos CART19 en
pacientes con LLA con afectacién medular convencional. Consideramos que las células
ARI-0001 constituyen una opcidn terapéutica en esta situaciéon de gran necesidad
médica no cubierta.

5. Tanto la carga tumoral como la pérdida de la aplasia de linfocitos B en pacientes con
LLA R/R parecen tener un impacto significativo en el riesgo de recaida y podrian guiar
a los médicos en el manejo de los pacientes después de la administracién de las
células ARI-0001.

6. Los resultados iniciales sugieren que el tratamiento con células ARI-0001 parece ser
factible, seguro y eficaz en pacientes con LLC o TR R/R, e impresiona proporcionar

resultados comparables a los de otros productos académicos o comerciales.
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SUPPLEMENTAL TABLES

SUPPLEMENTAL INFORMATION

Table S1: Adverse events (any grade) in patients with acute lymphoblastic leukemia

Cohort 1-2 Cohort 3 All patients (n=38)
(single infusion, (fractionated Occurrences/ Subjects
n=15) infusion, n=23) (%)
Occurrences/ Occurrences/
Subjects (%) Subjects (%)
Neutropenia 15/15 (100%) 24/22 (95.7%) 39/37 (97.4%)
Anemia 14/14 (93.3%) 19/18 (78.3%) 33/32 (84.2%)

Hypogammaglobulinemia

10/10 (66.7%)

22120 (87.0%)

32/30 (78.9%)

Thrombocytopenia

15/13 (86.7%)

16/16 (69.6%)

31129 (76.3%)

Lymphopenia

19/11 (73.3%)

17/17 (73.9%)

36/28 (73.7%)

Cytokine release syndrome

11/11 (73.3%)

10/10 (43.5%)

21121 (55.3%)

AST increased

14/10 (66.7%)

11/9 (39.1%)

25/19 (50.0%)

ALT increased

15/9 (60.0%)

9/9 (39.1%)

24/18 (47.4%)

GGT increased

9/7 (46.7%)

8/8 (34.8%)

17/15 (39.5%)

AlkPhos increased

9/7 (46.7%)

717 (30.4%)

16/14 (36.8%)

Vomiting

6/5 (33.3%)

875 (21.7%)

14/10 (26.3%)

Febrile neutropenia

5/3 (20.0%)

6/6 (26.1%)

11/9 (23.7%)

Viral infection

11/7 (46.7%)

272 (8.7%)

13/9 (23.7%)

Headache 6/4 (26.7%) 7/5(21.7%) 13/9 (23.7%)
Pyrexia 4/3 (20.0%) 3/3 (13.0%) 7/6 (15.8%)
Erythema 6/5 (33.3%) 1/1 (4.3%) 7/6 (15.8%)
Tachycardia 3/3 (20.0%) 2/2 (8.7%) 5/5 (13.2%)
Decreased appetite 2/2(13.3%) 3/3 (13.0%) 5/5 (13.2%)
Arthralgia 1/1 (6.7%) 6/4 (17.4%) 7/5 (13.2%)
Hypotension 4/4 (26.7%) 1/1 (4.3%) 5/5 (13.2%)
Herpes zoster 3/3 (20.0%) 2/2 (8.7%) 5/5(13.2%)
Eyelid edema 1/1 (6.7%) 5/3 (13.0%) 6/4 (10.5%)
Nausea 3/3 (20.0%) 1/1 (4.3%) 4/4 (10.5%)
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Cohort 1-2 Cohort 3 All patients (n=38)
(single infusion, (fractionated Occurrences/ Subjects
n=15) infusion, n=23) (%)

Occurrences/ Occurrences/

Subjects (%) Subjects (%)
Bone pain 2/2 (13.3%) 3/2 (8.7%) 5/4 (10.5%)
Dysgeusia 0/0 (0.0%) 4/4 (17.4%) 4/4 (10.5%)
Coagulopathy 2/2 (13.3%) 0/0 (0.0%) 2/2 (5.3%)
Abdominal pain 2/2 (13.3%) 0/0 (0.0%) 2/2 (5.3%)
Toothache 2/2 (13.3%) 0/0 (0.0%) 2/2 (5.3%)
Bilirubin increased 2/2 (13.3%) 0/0 (0.0%) 2/2 (5.3%)
Acidosis 2/2 (13.3%) 0/0 (0.0%) 2/2 (5.3%)
Hypoalbuminemia 2/2 (13.3%) 0/0 (0.0%) 2/2 (5.3%)
Water intoxication 2/2 (13.3%) 0/0 (0.0%) 2/2 (5.3%)
Dizziness 2/2 (13.3%) 0/0 (0.0%) 2/2 (5.3%)
Epistaxis 4/2 (13.3%) 0/0 (0.0%) 4/2 (5.3%)
Ecchymosis 2/2 (13.3%) 0/0 (0.0%) 2/2 (5.3%)

AEs occurring in more than 10% of patients per cohort are depicted in the Table.
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Table S2: Adverse events (any grade) in patients with non-Hodgkin’s lymphoma

Cohort 1-2 Cohort 3 All patients (n=8)
(single infusion, (fractionated Occurrences/ Subjects
n=3) infusion, n=5) (%)

Occurrences/ Occurrences/

Subjects (%) Subjects (%)
Neutropenia 7/3 (100%) 6/5 (100%) 13/8 (100%)
Lymphopenia 6/3 (100%) 5/5 (100%) 11/8 (100%)
Anemia 7/3 (100%) 4/4 (80.0%) 11/7 (87.5%)
Thrombocytopenia 6/3 (100%) 5/4 (80.0%) 11/7 (87.5%)
Cytokine release syndrome 3/2 (66.7%) 5/5 (100%) 8/7 (87.5%)
Hypogammaglobulinemia 2/2 (66.7%) 4/4 (80.0%) 6/6 (75.0%)
GGT increased 5/3 (100%) 3/3 (60.0%) 8/6 (75.0%)
ALT increased 2/1 (33.3%) 2/2 (40.0%) 4/3 (37.5%)
AST increased 2/1 (33.3%) 2/2 (40.0%) 4/3 (37.5%)
Nausea 1/1 (33.3%) 1/1 (20.0%) 2/2(25.0%)
Infusion site reaction 4/1 (33.3%) 1/1 (20.0%) 5/2 (25.0%)
Pneumonia 1/1 (33.3%) 1/1 (20.0%) 2/2 (25.0%)
Bilirubin increased 1/1 (33.3%) 1/1 (20.0%) 2/2(25.0%)
AlkPhos increased 4/2 (66.7%) 0/0 ( 0.0%) 4/2 (25.0%)
Headache 0/0 ( 0.0%) 2/2 (40.0%) 2/2 (25.0%)
Syncope 0/0 ( 0.0%) 2/2 (40.0%) 2/2(25.0%)
Cough 1/1 (33.3%) 1/1 (20.0%) 2/2(25.0%)
Erythema 1/1 (33.3%) 1/1 (20.0%) 2/2 (25.0%)
Bradycardia 1/1 (33.3%) 0/0 (0.0%) 1/1 (12.5%)
Cardiac arrest 0/0 ( 0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Iridocyclitis 1/1 (33.3%) 0/0 (0.0%) 1/1 (12.5%)
Aphthous ulcer 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Diarrhea 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Dysphagia 1/1 (33.3%) 0/0 (0.0%) 1/1 (12.5%)
Vomiting 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Hemorrhoidal hemorrhage 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Palatal edema 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
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Cohort 1-2 Cohort 3 All patients (n=8)
(single infusion, (fractionated Occurrences/ Subjects
n=3) infusion, n=5) (%)

Occurrences/ Occurrences/

Subjects (%) Subjects (%)
Neutropenic colitis 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Peripheral edema 1/1 (33.3%) 0/0 (0.0%) 1/1 (12.5%)
Pyrexia 2/1(33.3%) 0/0 (0.0%) 2/1 (12.5%)
Bacteraemia 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Conjunctivitis 1/1 (33.3%) 0/0 (0.0%) 1/1 (12.5%)
Influenza 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Cytomegalovirus pneumonia 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Cytomegalovirus viraemia 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Septic shock 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Skin infection 0/0 (0.0%) 2/1 (20.0%) 2/1 (12.5%)
Candida pneumonia 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Herpes ophthalmic 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Device related infection 1/1 (33.3%) 0/0 (0.0%) 1/1 (12.5%)
Viral rhinitis 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Subdural haematoma 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Creatinine increased 1/1 (33.3%) 0/0 (0.0%) 1/1 (12.5%)
Uric acid increased 2/1 (33.3%) 0/0 (0.0%) 2/1 (12.5%)
Hyperglycaemia 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Hypernatraemia 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Hypokalaemia 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Arthralgia 1/1 (33.3%) 0/0 (0.0%) 1/1 (12.5%)
Myopathy 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Neoplasm skin 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Superior vena cava syndrome 1/1 (33.3%) 0/0 (0.0%) 1/1 (12.5%)
Urinary tract obstruction 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Acute kidney injury 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Penile edema 1/1 (33.3%) 0/0 (0.0%) 1/1 (12.5%)
Catarrh 1/1 (33.3%) 0/0 (0.0%) 1/1 (12.5%)
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Cohort 1-2 Cohort 3 All patients (n=8)
(single infusion, (fractionated Occurrences/ Subjects
n=3) infusion, n=5) (%)

Occurrences/ Occurrences/

Subjects (%) Subjects (%)
Pneumonia viral 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Respiratory failure 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Seborrheic dermatitis 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Toxic epidermal necrolysis 0/0 (0.0%) 1/1 (20.0%) 1/1 (12.5%)
Shock 1/1 (33.3%) 0/0 (0.0%) 1/1 (12.5%)

AEs occurring in more than 10% of patients per cohort are depicted in the Table.
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Table S3: Cytokine levels (all patients with results available)

Day +7 value (pg/mL)
(median, range)

Peak value (pg/mL)
(median, range)

Day +7/pre-
administration ratio
(median, range)

Interferon-gamma

8.3 (0.3-32031)

22.2(0.3-32031)

1.56 (0.14-10010)

Interleukin-2

3.2(0.3-37.4)

3.2(0.3-374)

1(0.4-29.6)

Interleukin-6

3.2 (0.1-10000)

3.2 (0.1-10000)

1.05 (0.059-4673)

Interleukin-8

11.0(1.7-212.8)

21.9 (1.8-492.6)

1.29 (0.12-81.3)

Interleukin-10

26.4 (0.2-10000)

42.8 (0.2-10000)

1.6 (0.15-915.8)

Interleukin-15

7.9 (0.8-83)

11.5(3.2-83)

0.56 (0.1-5.5)

Tumor necrosis factor alpha

14.1 (0.5-148.7)

26.7 (1.1-148.7)

1.4 (0.5-59)
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SUPPLEMENTAL FIGURES

Figure S1: Cumulative incidence of cytokine release syndrome (any grade) in patients with acute
lymphoblastic leukemia according to type of administration [cohort 1-2 (blue curve — single dose) vs.
cohort 3 (yellow curve - fractionated)]. This difference was statistically significant (P = 0.025, Gray's
test).
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Figure S2: ARI-0001 expansion, normal B-cells, and human anti-murine antibodies (HAMASs) over
time in all patients who received a second cell infusion. Patients in panels A-E were diagnosed with
acute lymphoblastic leukemia while the patient depicted in panel F was diagnosed with diffuse large B-
cell lymphoma. ARI-0001 expansion was measured using quantitative PCR in copies per ng of genomic
DNA, normal B-cells were measured as percentage of all lymphocytes and HAMAs were measured as
percentage of positive cells.
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Figure S3: Simon-Makuch curve depicting the impact of B-cell aplasia on progression-free survival in
patients with acute lymphoblastic leukemia (blue curve = sustained B-cell aplasia, yellow curve = B-cell
recovery). The difference was not statistically significant (P = 0.33, Mantel-Byar test).
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Figure S4: Cytokine levels (patients with acute lymphoblastic leukemia with results available on
day +7) according to the presence of cytokine release syndrome (grade 0-2 vs. grade >3)
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Differences were only statistically significant (Wilcoxon’s rank sum test) for IL6 (P = 0.018) and
borderline significant for IL8 (P =0.11) and IL10 (P = 0.065)
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Figure S5: Cytokine levels (patients with acute lymphoblastic leukemia with results available on
day +7) according to the type of ARI-0001 administration (cohort 1-2 [single dose| vs. cohort 3
|fractionated])
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There were no statistically significant differences (Wilcoxon’s rank sum test).
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Figure S6: ARI-0001 expansion over time, as calculated by quantitative PCR, in patients with acute
lymphoblastic leukemia according to age (younger or older than 18 years). Lines represent median
values
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Figure S7: ARI-0001 expansion over time, as calculated by quantitative PCR, in patients with acute
lymphoblastic leukemia according to type of administration (single dose [cohort 1-2] vs.
fractionated |cohort 3]). Lines represent median values
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SUPPLEMENTARY METHODS
Measurement of serum cytokines

Patient serum was extracted on day 0 (prior to ARI-0001 administration), weekly for the first two months
and then monthly for the first year. Serum samples were processed and stored at —80°C for subsequent
analysis by the Cytokine Human Magnetic 16-Plex Panel for the Luminex platform, specifically designed
for quantifying human [FN-y, IL2, IL6, IL8, IL10 and TNF-a (Millipore). All assays were carried out
according to the manufacturer’s specifications. Quality and assay standard controls were included for
independent runs per the manufacturer’s protocol. Luminex assays were read using a Luminex 200
system.

Measurement of ARI-0001 cells and CAR1Y transgene

ARI-0001 cells presence was evaluated by flow cytometry with an APC-conjugated AffiniPureF(ab’)z-
fragment goat-anti-mouse [gG monoclonal antibody (goat-anti-mouse [gG, Jackson ImmunoResearch
Laboratories). Moreover, a quantitative PCR assay (qPCR) was optimized and validated for monitoring
ARI-0001 cell expansion and persistence. The number of transgene copies per ng of genomic DNA
(gDNA) was determined using Light Cycler® 480 SYBRGreen® | Master (Roche, Cat. N.
04707516001). Pairs of primers were designed against the GATA2 gene (control, with just one copy per
genome) and WPRE sequence (part of the CAR transgene). Primer sequences are as follows: GATA2 F:
5'tggegeacaactacatggaa 3'; GATA2 R: 5°cgaglegaggtgattgaagaaga 3°; WPRE F: 5°gtectttccatggetgcte
3’; WPRE_R: 5’ccgaagggacgtageaga 3°. The absolute quantification method was used to determine the
number of copies. Standard curves were prepared using 1:10 serial dilutions of plasmids containing
GATA2 or transgene. The final number of molecules in the reaction ranged from 107 to 108, For GATA2
quantification, GATA2 ¢cDNA was cloned in a pCRII-Topo vector (Invitrogen). The pCCL-CARI19
vector was used in the same way to quantify the transgene copy number. The following PCR program
was used: 1) Initial denaturalization: 95°C, 5°; 2) 40 cycles of: 95°C, 10°"; 58°C, 10**; 72°C, 5°"; 3)
melting curve. qPCR values are therefore expressed as copies of transgene per ng of gDNA.

Human anti-murine antibodies

The presence of human anti-murine antibodies (HAMA) was monitored in patient serum (same timings as
for cytokine levels) by cell fluorescence. The HEK293T cell line was transduced with the CAR19
lentivirus (multiplicity of infection of 2) in the presence of polybrene (8 meg/mL, Santa Cruz
Biotechnology) for 48 hours at 37°C. Once CAR19 expression was verified by flow cytometry, the
transduced HEK293T cell line was incubated with the patients’ serum. The presence or absence of anti-
CAR19 antibodies (HAMAs) was determined by flow cytometry using a FITC-conjugated anti-human
1gG antibody (Life Technologies). A sample was considered positive when the percentage of positive
cells was greater than 20%, and borderline positive when the percentage of positive cells ranged from 10
to 20%.

Analysis of ARI-0001 cell product

As part of standard release criteria, ARI-0001 products were evaluated for anti-CD19 CAR surface
expression and percentage of CD3+, CD4+ and CD8+ T cells. More than 20% of ARI-0001 cells and
70% CD3-positive cells were required, with no particular CD4/CD8 ratio. Samples were run through the
fluorescence-activated cell sorting (FACS) flow cytometer BD FACSCanto II (BD Biosciences) and data
analyzed using the BD FACSDiva Software. Cell viability was measured using the trypan blue exclusion
method, and required to be over 70%. The presence of bacteria or adventitious viruses was ruled out by
conventional microbiologic or molecular tests. The absence of endotoxin was confirmed using a kinetic
chromogenic assay. Detailed results of the first 28 products were published elsewhere (Castella et al.
Frontiers in Immunology 2020).

Additional statistical methods

Comparisons between qualitative variables (presence of HAMAs, disease relapse, loss of B-cell aplasia)
were performed using Chi-square or Fisher’s exact test as appropriate. The association between cytokine
levels and the occurrence of CRS or type of ARI-0001 administration (single dose vs. fractionated) was
evaluated using Wilcoxon’s rank sum test. The area under the curve for ARI-0001 expansion (as per
qPCR) was calculated using the *AUC” function (spline method) from the “‘DescTools’ package. The
cumulative incidence of CRS was plotted using the ‘cmprsk’ package and the difference between single-
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dose and fractionated cohorts was evaluated using Gray's test. The impact of persistence of B-cell aplasia
on progression-free or overall survival was evaluated using the Mantel-Byar method, and graphically
represented by means of a Simon-Makuch curve (R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria).
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9.2. Articulo n92:

Factors associated with the clinical outcome of patients with
relapsed/refractory CD19+ acute lymphoblastic leukemia treated
with ARI-0001 CART19-cell therapy. (166)

Valentin Ortiz-Maldonado, Susana Rives, Marta Espafiol-Rego, Anna Alonso-Saladrigues,
Mercedes Montoro, Laura Magnano, Eva Giné, Mariona Pascal, Marina Diaz-Beyd, Maria
Castella, Albert Catala, Anna Faura, Luis Gerardo Rodriguez-Lobato, Aina Oliver-Caldes,
Alexandra Martinez-Roca, Montserrat Rovira, E Azucena Gonzalez-Navarro, Juan Ramodn
Ortega, Joan Cid, Miquel Lozano, Enric Garcia-Rey, Sara Fernandez, Pedro Castro, lolanda
Jordan, Neus Villamor, Marta Aymerich, Montserrat Torrebadell, Angela Deya, Carlos
Fernandez de Larrea, Daniel Benitez-Ribas, Esteve Trias, Sara Varea, Gonzalo Calvo, Jordi

Esteve, Alvaro Urbano-Ispizua, Manel Juan, Julio Delgado.

Journal for Immunotherapy of Cancer. 2021 Dec;9(12):e003644. doi: 10.1136/jitc-2021-
003644. PMID: 34907029; PMCID: PM(C8671976.
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SUPPLEMENTARY APPENDIX

Factors associated with the clinical outcome of patients with
relapsed/refractory CD19* acute lymphoblastic leukemia treated with ARI-
0001 CART19-cell therapy

Valentin Ortiz-Maldonado et al.

SUPPLEMENTARY TABLES

Supplementary Table 1: Baseline characteristics of patients with relapsed-
refractory acute lymphoblastic leukemia who received ARI-0001 cell

therapy
Characteristic n=>53
Age in years, median (range) 30 (3-68)
Female sex, n (%) 24 (54)
Presence of Philadelphia chromosome, n (%) 6 (11)
Prior lines of therapy, median (range) 4(2-8)
Prior 10, n (%) 28 (53)
Prior blinatumomab, n (%) 12 (23)
Prior alloHCT, n (%) 42 (79)
Measurable disease at screening, n (%) 42 (79)
Extramedullary disease, n (%) 19 (36)
= 5% blasts in the bone marrow, n (%) 22 (42)
CNS disease, n (%) 7(13)
Follow-up in months from infusion, median (range) 19 (3-40)

Abbreviations: 10, inotuzumab ozogamicin; alloHCT, allogeneic hematopoietic cell
transplantation; CNS, central nervous system.
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Supplementary Table 2: Subgroup analysis of efficacy of ARI-0001 cells in
patients with acute lymphoblastic leukemia

4.41 (1.58-12.21), p
=0.0172

Population n Progression-free survival QOverall survival
Median (95% CI) Univariate HR Median (95% CI) Univariate HR
2-year rate (95% CI) | (95% CI), p value* | 2-year rate (95% CI) | (95% CI), p value*
Total 53 13.52 mo (7.14-NA) 29.2 mo (15.0-NA)
32.9% (20.6-52.6%) 53.9% (40.5-71.8%)
Single dose 15 14.4 mo (6.94-NA) 29.2 mo (11.5-NA)
26.7% (11.5-61.7%) 53.3% (33.2-85.6%)
Fractionated | 38 13.5 mo (5.3-NA) 0.88 (0.41-1.86), p NA (14.5-NA) 0.91 (0.36-2.31), p
42.0% (27.5-64.2%) =073 54.4% (38.4-77.1%) =0.84
< 25 years 20 17.53 mo (13.52-NA) 29.2 mo (15.8-NA)
31.6% (14.5-68.9%) 57.2% (38.4-85.1%)
= 25 years 33 7.83 mo (5.23-NA) 1.34 (0.64-2.81), p NA (11.5-NA) 1.25 (0.52-3.01), p
37.6% (23-61.6%) =0.59 53.4% (36.7-77.8%) =0.84
< 5% blasts 31 NA (7.14-NA) NA (29.2-NA)
in BM 52.5% (36.4-75.7%) 72% (56.2-92.2%)
> 5% blasts 22 9.38 mo (3.45-NA) 2.14 (1.04-4.42), p 15.4 mo (10.4-NA) 2.55 (1.06-6.17), p
in BM 10.7% (2.1-54.4%) =0.077 33.4% (17.6-63.5%) =0.134
Loss of BCA | 53

1.28 (0.44-3.68), p
=0.84

Abbreviations: BM, bone marrow; 10, inotuzumab ozogamicin; alloHCT, allogeneic

hematopoietic cell transplantation; BCA, B-cell aplasia; Cl, confidence interval; mo, months; NA,
not available/not reached; HR, hazard ratio.

*Adjusted according to Benjamini-Hochberg method
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Supplementary Table 3: Landmark analyses evaluating the impact of loss
of B-cell aplasia at different time points

Population n Progression-free survival
Median (95% CI) Univariate HR

2-year rate (95% CI) | (95% CI), p value

Loss of BCA | 15 11.4 (1.14-NE) 1.83 (0.82-4.11), p

=3 mo 22.5% (8.4-60.3%) =0.15

Loss of BCA | 30 15.5 mo (6.38-NE)

=3 mo 49.3% (32.5-74.8%)

Loss of BCA | 17 17.1 (8.38-NE) 1.39 (0.45-4.28), p

<6 mo 43.5% (23.0-82.2%) =0.56

Loss of BCA | 15 NE (7.52-NE)

=6 mo 55.3% (31.2-98.0%)

Abbreviations: BCA, B-cell aplasia; Cl, confidence interval; NE. not estimable; HR, hazard ratio.
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SUPPLEMENTARY FIGURES

Supplementary Figure 1: Diagram of ARI-0001 chimeric antigen receptor
construct
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Supplementary Figure 2: Diagram of the lymphodepleting chemotherapy
and ARI-0001 cells infusion used in the CART19-BE-01 clinical trial and
subsequent compassionate use program
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Supplementary Figure 3: Patients’ disposition
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*The first patient ever treated with ARI-0001 cells only received 0.5 x10°8
cells’kg as mandated by the Spanish Medicines Agency.

§One adult patient recruited into the CART19-BE-01 trial received 0.4 x108
cells/kg because of cytokine release syndrome after the second fraction.

{Two adult patients recruited into the compassionate use program received 0.1
x108 cells/kg because of cytokine release syndrome after the first fraction.
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