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DESCRIPCION
Combinacién de anticuerpo anti-CD20 e inhibidor selectivo de PI3 quinasa
Campo de la invencion

En la presente descripcion se proporcionan las combinaciones altamente efectivas de un compuesto de la Féormula A
(un inhibidor selectivo de PI3Kd) y los anticuerpos anti-CD20 para el tratamiento y la mejora de las enfermedades y
los trastornos mediados por PI3Kd y/o CD20. En particular, la combinacién puede usarse para tratar los canceres y
las enfermedades autoinmunitarias. Mas particularmente, la invencion proporciona una combinacién de un compuesto
de la Férmula A, o los estereoisdmeros de este, y el ublituximab para el tratamiento y/o la mejora de las neoplasias
hematolégicas tales como la leucemia y el linfoma.

Antecedentes de la invencion

Hay evidencia considerable que indica que las enzimas PI3K® y el CD20 contribuyen individualmente a la
tumorigénesis en una amplia variedad de canceres humanos y especialmente en las neoplasias hematoldgicas. Las
fosfoinositida 3-quinasas (PI3K) son una familia de enzimas que regulan diversas funciones bioldgicas en cada tipo
de célula mediante la generacién de moléculas de segundo mensajero de fosfoinositida. Como la actividad de estos
segundos mensajeros de fosfoinositida se determina por su estado de fosforilacion, las quinasas y las fosfatasas que
actuan para modificar estos lipidos son fundamentales para la correcta ejecucion de los eventos de sefalizacion
intracelular. Las PI3K fosforilan los lipidos en el residuo 3-hidroxilo de un anillo de inositol (Whitman y otros, Nature
332:664 (1988)) para generar fosfolipidos fosforilados (PIP3) que actian como segundos mensajeros que reclutan
quinasas con dominios de unién a lipidos (que incluye las regiones con homologia a la pleckstrina (PH)), tales como
la Akt y la quinasa dependiente de fosfoinositida 1 (PDK1). La unién de Akt a los PIP3 de la membrana provoca la
translocacién de Akt a la membrana plasmatica, poniendo a Akt en contacto con PDK1, que es responsable de activar
a Akt. La fosfatasa supresora de tumores, PTEN (homdlogo de fosfatasa y tensina eliminado en el cromosoma Diez),
desfosforila PIP3 y, por lo tanto, actia como un regulador negativo de la activaciéon de Akt. Las PI3-quinasas Akt y
PDK1 son importantes en la regulacién de muchos procesos celulares, que incluyen la regulacién del ciclo celular, la
proliferacién, la supervivencia, la apoptosis y la motilidad, y son componentes importantes de los mecanismos
moleculares de enfermedades como el cancer, la diabetes y la inflamacién inmunitaria (Vivanco y otros, Nature Rev.
Cancer 2:489 (2002); Phillips y otros, Cancer 83:41 (1998)).

La familia PI3K esta constituida por cuatro clases diferentes: Clases |, Il, lll y IV. Las Clases I-lll son lipido quinasas y
la Clase IV son proteinas serina/treonina quinasas.

Los miembros de la familia de la Clase | de las PI3K son dimeros de una subunidad reguladora y catalitica. La familia
de la Clase | consta de cuatro isoformas, determinadas por las subunidades cataliticas de 110 kDa a, B, y y . Ver
Engelman J.A., Nat Rev Genet 7:606-619 (2006); Carnero A., Curr Cancer Drug Targets 8:187-198 (2008); y
Vanhaesebroeck B., Trends Biochem Sci 30:194-204 (2005). La Clase | puede subdividirse en dos subclases: Clase
la, formada por la combinacién de p110 a, B y 8, y una subunidad reguladora (p85, p55 o p50); y Clase Ib, formada
por las subunidades reguladoras p101 y p110 y.

Varios grupos de investigacion han publicado estudios sobre PI3K y las vias de proteina quinasa relacionadas, que
incluyen Liu y otros, Nature Reviews Drug Discovery 8:627-644 (2009); Nathan y otros, Mol. Cancer Ther. 8(1) (2009);
y Marone y otros, Biochimica et Biophysica Acta 1784:159-185 (2008). Dos inhibidores conocidos de PI3K, LY294002
y Wortmannin, son inhibidores no especificos de PI3K, ya que no distinguen a los cuatro miembros de la Clase | de
PI3K: a, B, y y 8. Varios inhibidores de PI3K han entrado en ensayos clinicos para el tratamiento de canceres, y se
consideran areas de interés terapéutico varios tipos de canceres, que incluyen el cancer de mama, el cancer de pulmon
de células no pequefias (NSCLC) y los canceres hematoldgicos.

El CD20 es una proteina transmembrana hidréfoba con un peso molecular de 35-37 kDa que esta presente en la
superficie de los linfocitos B maduros. Se expresa durante el desarrollo de las células de linfocitos B (células B) desde
la etapa pre-B temprana hasta la diferenciacion en plasmocitos, una etapa en la que esta expresion desaparece. El
CD20 esta presente tanto en los linfocitos B normales como en las células B malignas que incluyen la mayoria de los
linfomas de células B no Hodgkin (NHL) y la leucemia linfocitica crénica de tipo B (B-CLL). El antigeno CD20 no se
expresa en las células madre hematopoyéticas o en los plasmocitos.

Los anticuerpos anti-CD20 se han desarrollado y se siguen desarrollando para el tratamiento de las enfermedades de
células B. Se han informado éxitos para el anticuerpo anti-CD20 rituximab. Sin embargo, hay un nimero considerable
de pacientes que son resistentes al tratamiento con el rituximab o que desarrollan resistencia en el curso de un
tratamiento prolongado con el rituximab (usado como agente Unico o incluso en combinacién con regimenes
quimioterapéuticos).
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En consecuencia, existe la necesidad de terapias mas efectivas para el tratamiento y/o la mejora de las enfermedades
o los trastornos asociados con la modulacién de las enzimas PI3K® y/o la proteina CD20, y en particular para el
tratamiento y/o la mejora de las enfermedades de células B.

El documento WO2010/014595 describe los métodos para tratar una neoplasia de células B en un sujeto, que
comprende usar una estrategia de secuenciacién para evitar el antagonismo entre un agente potenciador inmunitario
innato que comprende la lenalidomida y un anticuerpo anti-CD20 que comprende el rituximab en un régimen
terapéutico para el sujeto.

El documento EP2000541 describe un anticuerpo monoclonal humanizado anti-CD20 humano que muestra las
caracteristicas biolégicas adecuadas para usar como un producto farmacéutico.

El documento W02014/006572 se refiere a inhibidores selectivos de proteinas quinasas PI3K delta que tienen un
sistema de anillo de 1H-pirazolo[3,4-d]pirimidina.

Breve descripcién de la invencion

La presente invencion se dirige a un método in vitro para inhibir la proliferacién de una poblacién celular que
comprende poner en contacto la poblacién con una combinaciéon que comprende

(i) un compuesto de la Férmula A,

(A)

un estereoisémero de este, o una sal farmacéuticamente aceptable, o solvato de este, y
(i) un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de unidn al antigeno de este.

En determinadas modalidades, dicho anticuerpo anti-CD20 es el ublituximab o se une al mismo epitopo que el
ublituximab o es un fragmento de union al antigeno de dicho anticuerpo. En determinadas modalidades, dicho
anticuerpo o fragmento comprende la region CDR1, CDR2 y CDR3 de VH de las secuencias SEQ ID NO: 1,2y 3,y
la region CDR1, CDR2 y CDR3 de VL de las secuencias SEQ ID NO: 6, 7 y 8, opcionalmente, en donde el anticuerpo
anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno de este comprende el VH de la SEQ ID NO: 4 y el VL de la SEQ ID NO:
9.

En determinadas modalidades, dicho compuesto de la Férmula A es (RS)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-
1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona; (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-
isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona; o (R)-2-(1-(4-amino-3-
(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona.

En determinadas modalidades, la poblacién se pone en contacto con una composiciéon que comprende

(i) un compuesto que se selecciona del grupo que consiste en (RS)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-
1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona; (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-
isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona; y  (R)-2-(1-(4-
amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin- 1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)}-4H-cromen-4-
ona,y
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(ii) el anticuerpo anti-CD20.
En determinadas modalidades, la poblacién se pone en contacto con
(i) una primera composicion que comprende un compuesto que se selecciona del grupo que consiste en (RS)-2-
(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil )-4H-cromen-
4-ona; (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il )etil)-6-fluoro-3-(3-
fluorofenil)-4H-cromen-4-ona; y (R)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-
il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona, y
(i) una segunda composicion que comprende el anticuerpo anti-CD20.
En determinadas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 es el ublituximab. En determinadas modalidades, el
compuesto de la Férmula A es (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il )etil)-6-
fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona.

La presente invencién también se dirige a una combinacion terapéutica que comprende:

(i) un compuesto de la Férmula A,

(A)

un estereoisémero de este, o una sal farmacéuticamente aceptable, o solvato de este;

y

(i) un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de unidn al antigeno de este,

para usar como un medicamento para tratar una enfermedad o un trastorno asociado con la proliferacion excesiva
de células B, el cancer o una enfermedad o un trastorno autoinmunitario.

La presente invencion también se dirige a un compuesto de la Féormula (A), o un estereoisdmero de este, una sal
farmacéuticamente aceptable, o solvato de este, para usar como un medicamento en un método para tratar una
enfermedad o un trastorno asociado con la proliferacion excesiva de células B, el cancer o una enfermedad o un
trastorno autoinmunitario, el método que comprende administrar el compuesto en combinacién con un anticuerpo anti-
CD20 o un fragmento de union al antigeno de este.

La presente invencion también se dirige a un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de unién al antigeno de este para
usar como un medicamento en un método para tratar una enfermedad o un trastorno asociado con la proliferacion
excesiva de células B, el cancer o una enfermedad o un trastorno autoinmunitario, el método que comprende
administrar el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento en combinacién con un compuesto de la Férmula (A) o un
estereoisomero de este, una sal farmacéuticamente aceptable, o solvato de este.

La combinaciéon es adecuada para usar en el tratamiento de una enfermedad, un trastorno o una afeccién asociada a
la enzima PI3K? y/o la proteina CD20, por ejemplo, una enfermedad proliferativa como el cancer. En particular, la
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combinaciéon es adecuada para el tratamiento y/o la mejora de las enfermedades de células B, por ejemplo, las
neoplasias hematolégicas.

Por lo tanto, de acuerdo con las reivindicaciones, se proporcionan los métodos in vitro para inhibir la proliferacion de
una poblacién celular. También se proporciona, de acuerdo con las reivindicaciones, una combinacion terapéutica; un
compuesto de la Formula (A), o un estereocisémero de este, una sal farmacéuticamente aceptable, o solvato de este;
o un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de unidn al antigeno de este, para usar como un medicamento en un método
para tratar una enfermedad o un trastorno asociado con la proliferacion excesiva de células B, el cancer o una
enfermedad o un trastorno autoinmunitario.

En algunas modalidades, el método comprende poner en contacto la poblacién con una combinaciéon que comprende
(i) un compuesto de la Féormula A, un estereoisdmero de este, un tautébmero de este, o una sal farmacéuticamente
aceptable, o solvato de este, (ii) y un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de unién al antigeno de este, en donde el
anticuerpo anti-CD20 o el fragmento se une al mismo epitopo que el ublituximab.

En algunas modalidades, el método comprende poner en contacto la poblacion celular con una combinaciéon que
comprende (i) un compuesto de la Férmula A, un estereoisdmero de este, un tautomero de este, o una sal
farmacéuticamente aceptable, o solvato de este, y (ii) un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de unién al antigeno
de este, en donde el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento exhibe una alta afinidad por Fc-gammaRIll (CD16).

En algunas modalidades, el método comprende poner en contacto la poblacién celular con una combinacion que
comprende (i) un compuesto de la Férmula A, un estereoisdmero de este, un tautomero de este, o una sal
farmacéuticamente aceptable, o solvato de este, y (ii) un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de unién al antigeno
de este, en donde el contenido de fucosa del anticuerpo o el fragmento es menor que el 65 %.

En algunas modalidades, el método comprende poner en contacto la poblacion celular con una combinaciéon que
comprende (i) un compuesto de la Férmula A, un estereoisomero de este, un tautémero de este, o una sal
farmacéuticamente aceptable, o solvato de este, y (ii) un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de unién al antigeno
de este, en donde el anticuerpo o el fragmento comprende la region CDR1, CDR2 y CDR3 de VH de las secuencias
SEQ ID NO: 1, 2y 3, y la regién CDR1, CDR2 y CDR3 de VL de las secuencias SEQ ID NO: 6, 7 y 8. En algunas
modalidades, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de union al antigeno de este comprende el VH de la SEQ ID NO:
4y el VL de la SEQ ID NO: 9. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 es el ublituximab.

En algunas modalidades, el compuesto de la Férmula A es

(RS)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil}-4H-
cromen-4-ona;

(S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-
cromen-4-ona; o

(R)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil}-6-fluoro-3-(3-fluorofenil )-4H-
cromen-4-ona.

En algunas modalidades, el compuesto de la Férmula A es (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4 H-cromen-4-ona.

En algunas modalidades, el método in vitro para inhibir la proliferacion de una poblacion celular comprende poner en
contacto la poblaciéon con una combinacion que comprende (i) al menos un compuesto que se selecciona del grupo
que consiste en  2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-
fluorofenil)-4H-cromen-4-ona;  (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-
fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona; y (R)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-
d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona, y (ii) al menos un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento
de unién al antigeno de este.

En algunas modalidades, el método in vitro para inhibir la proliferacion de una poblacion celular comprende poner en
contacto la poblaciéon con una combinaciéon que comprende (i) un compuesto que se selecciona del grupo que consiste
en 2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil}-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-
cromen-4-ona; (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-
fluorofenil)-4H-cromen-4-ona; y (R)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-
fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona, y (ii) al menos un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de unién al antigeno
de este, en donde el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de este se selecciona del grupo que consiste en anticuerpos
y fragmentos de este que se unen al mismo epitopo que ublituximab, rituximab, ofatumumab, ocrelizumab, veltuzumab,
GA101, AME-133v, PRO131921, tositumomab, hA20 y PRO70769.

En algunas modalidades, la poblacién se pone en contacto con una composicion que comprende
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(i) un compuesto que se selecciona del grupo que consiste en

2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-
cromen-4-ona;

(S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-
4H-cromen-4-ona; y

(R)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil}-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-
4H-cromen-4-ona, y

(ii) el anticuerpo anti-CD20.
En algunas modalidades, la poblacién se pone en contacto con
(i) una primera composicion que comprende un compuesto que se selecciona del grupo que consiste en

2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-
cromen-4-ona;

(S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil )-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-
4H-cromen-4-ona; y

1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil )-4H-
cromen-4-ona, y

(i) una segunda composicion que comprende el anticuerpo anti-CD20.
En algunas modalidades, la poblacién comprende las células B.

En algunas modalidades de la combinacion terapéutica; el compuesto de la Férmula (A), o un estereoisémero de este,
una sal farmacéuticamente aceptable, o solvato de este; o el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno
de este, para usar de acuerdo con las reivindicaciones, la poblacién esta en un sujeto humano.

De acuerdo con las reivindicaciones, el sujeto tiene una enfermedad o un trastorno asociado con la proliferacion
excesiva de células B, el cancer o una enfermedad o un trastorno autoinmunitario.

En algunas modalidades, el sujeto tiene cancer. En algunas modalidades, el cancer es una neoplasia hematoldgica.
En algunas modalidades, la neoplasia hematolégica es el linfoma o la leucemia. En algunas modalidades, la neoplasia
hematolégica se selecciona del grupo que consiste en leucemia linfocitica aguda (ALL), leucemia mieloide aguda
(AML), leucemia linfocitica crénica (CLL), linfoma linfocitico pequefio (SLL), mieloma madltiple (MM), linfoma no
Hodgkin (NHL), linfoma de células del manto (MCL), linfoma folicular, macroglobulinemia de Waldenstrom (WM),
linfoma de células B y linfoma difuso de células B grandes (DLBCL). En algunas modalidades, el cancer sobreexpresa
el CD20. En algunas modalidades, el cancer es resistente a la quimioterapia.

En algunas modalidades, el sujeto tiene una enfermedad o un trastorno autoinmunitario. En algunas modalidades, la
enfermedad o el trastorno autoinmunitario es la rinitis alérgica, el asma, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(COPD) o la artritis reumatoide.

En algunas modalidades, el sujeto es resistente al rituximab.

En algunas modalidades, el sujeto se ha tratado previamente con la quimioterapia, el rituximab o una combinacién de
estos.

En algunas modalidades, la (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-
fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona y el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento se administran secuencialmente.

En algunas modalidades, la (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-
fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona y el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento se administran simultaneamente.
En algunas modalidades, la (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-
fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona y el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento se incluyen en la misma composicion
farmacéutica. En algunas modalidades, la (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-
1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona y el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento estan en composiciones
farmacéuticas separadas.
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En algunas modalidades de la combinacion terapéutica; el compuesto de la Férmula (A), o un estereoisémero de este,
una sal farmacéuticamente aceptable, o solvato de este; o el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno
de este, para usar de acuerdo con las reivindicaciones, el método comprende ademas administrar al menos un agente
terapéutico adicional al sujeto. En algunas modalidades, al menos un agente terapéutico adicional se selecciona del
grupo que consiste en un inhibidor de proteasoma, Bortezomib (Velcade®), Carfilzomib (PR-171), PR-047, disulfiram,
lactacistina, PS-519, eponemicina, epoxomicina, aclacinomicina, CEP-1612, MG-132, CVT-63417, PS-341,
inhibidores de tripéptido de vinilsulfona, ritonavir, PI-083, (+/-)-7-metilomuralida, (-)-7-metilomuralida, lenalidomida y
las combinaciones de estos.

En algunas modalidades de la combinacion terapéutica; el compuesto de la Férmula (A), o un estereoisémero de este,
una sal farmacéuticamente aceptable, o solvato de este; o el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno
de este, para usar de acuerdo con las reivindicaciones, el método comprende ademas administrar al menos dos
agentes terapéuticos adicionales al sujeto, en donde al menos dos agentes terapéuticos adicionales se seleccionan
del grupo que consiste en: a) CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina, prednisona); b) R-CHOP (rituximab-
CHOP); c) hiperCV AD (ciclofosfamida hiperfraccionada, vincristina, doxorrubicina, dexametasona, metotrexato,
citarabina); d) R-hiper-CV AD (rituximab-hiperCV AD); e) FCM (fludarabina, ciclofosfamida, mitoxantrona); f) R-FCM
(rituximab, fludarabina, ciclofosfamida, mitoxantrona); g) bortezomib y rituximab; h) temsirolimus y rituximab; i)
temsirolimus y Velcade®; j) yodo-131 tositumomab (Bexxar.RTM.) y CHOP; k) CVP (ciclofosfamida, vincristina,
prednisona); 1) R-CVP (rituximab-CVP); m) ICE (ifosfamida, carboplatino, etopdsido); n) R-ICE (rituximab-ICE); o)
FCR (fludarabina, ciclofosfamida, rituximab); p) FR (fludarabina, rituximab); y q) D.T. PACE (dexametasona,
talidomida, cisplatino, adriamicina, ciclofosfamida, etopdsido).

En algunas modalidades, se proporcionan los métodos para reducir las células B. En algunas modalidades, el método
comprende poner en contacto una composicion que comprende las células B con (i) al menos un compuesto de la
Formula A que se selecciona del grupo que consiste en 2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4- isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-
d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona; (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4 H-cromen-4-ona; y (R)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-
isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona, y (ii) al menos un
anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de unién al antigeno de este.

En algunas modalidades, se proporcionan los métodos para promover la apoptosis. En algunas modalidades, los
métodos comprenden poner en contacto una célula B con (i) al menos un compuesto de la Férmula A que se selecciona
del grupo que consiste en 2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-
(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona; (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-
6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona; y (R)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-
d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona, y (ii) al menos un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento
de unién al antigeno de este.

En algunas modalidades, se proporcionan los métodos para promover la detencién del ciclo celular. En algunas
modalidades, los métodos comprenden poner en contacto una célula con (i) al menos un compuesto de la Férmula A
que se selecciona del grupo que consiste en 2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-
il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona; (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-
d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona; y (R)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona, y (ii) al menos un anticuerpo anti-CD20 o
un fragmento de union al antigeno de este.

En algunas modalidades, el compuesto de la Férmula A y el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento se administran
secuencialmente.

En algunas modalidades, el compuesto de la Férmula A y el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento se administran
simultdneamente. En algunas modalidades, el compuesto de la Férmula A y el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento
se administran en la misma composicion. En algunas modalidades, el compuesto de la Férmula A y el anticuerpo anti-
CD20 o el fragmento se administran en composiciones separadas.

También se proporciona de acuerdo con la invenciéon un kit que comprende (i) un compuesto de la Férmula A, un
estereoisdmero de este, o una sal farmacéuticamente aceptable, o solvato de este, y (ii) un anticuerpo anti-CD20 o un
fragmento de unién al antigeno de este.

En algunas modalidades, el kit comprende

(i) un compuesto que se selecciona del grupo que consiste en

2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-
cromen-4-ona;
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(S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il )etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-
4H-cromen-4-ona; y

(R)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil}-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-
4H-cromen-4-ona, y

(i) un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de unién al antigeno de este.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento y el compuesto se incluyen dentro de la misma
composicion.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento y el compuesto estan en composiciones separadas.
En algunas modalidades, el kit comprende ademas uno o mas agentes activos adicionales.
También se proporciona de acuerdo con la invencién una composicién farmacéutica que comprende:

(i) un compuesto que se selecciona del grupo que consiste en

2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-
cromen-4-ona;

(S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il )etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-
4H-cromen-4-ona; y

(R)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil}-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-
4H-cromen-4-ona, y

(i) un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de unién al antigeno de este.
En algunas modalidades, la composicion farmacéutica comprende
(i) un compuesto que se selecciona del grupo que consiste en

2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-
cromen-4-ona;

(S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-
4H-cromen-4-ona; y

(R)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil}-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-
4H-cromen-4-ona, y

(i) un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de union al antigeno de este, en donde el anticuerpo anti-CD20 o el
fragmento (a) se une al mismo epitopo que el ublituximab, (b) exhibe una alta afinidad por Fc-gammaRlIIl (CD16),
o (c) tiene un contenido de fucosa menor que el 65 %.

Breve descripcion de dibujos/figuras
Figura 1: Graficos de barras que muestran el efecto del isomero S de un compuesto de la Férmula A y el ublituximab
sobre la reduccion de células CD19-positivas (izquierda) y la reduccion de células CD20-positivas (derecha) de sangre

total humana.

Figura 2: Graficos de barras que muestran el efecto del isomero S de un compuesto de la Férmula A y el ublituximab
sobre la proliferacion celular CD19-positiva inducida por LPS.

Figura 3: Graficos de barras que muestran el efecto del isémero S de un compuesto de la Férmula A y el ublituximab
sobre la proliferacion celular CD20-positiva inducida por LPS.

Figura 4: Graficos de barras que muestran el efecto del isbmero S de un compuesto de la Férmula A y el ublituximab
sobre la apoptosis en células Daudi, RPMI-8226, Raji y U266B1.

Figura 5: Histogramas que muestran el efecto del isémero S de un compuesto de la Férmula A sobre el ciclo celular
en células U226B1.
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Figura 6: Histogramas que muestran el efecto del anticuerpo anti-CD20 ublituximab sobre el ciclo celular en células
U226B1.

Figura 7: Histogramas que muestran el efecto del isomero S de un compuesto de la Férmula A y el anticuerpo anti-
CD20 ublituximab sobre el ciclo celular en células U226B1.

Figura 8: Histogramas que muestran el efecto del isdbmero S de un compuesto de la Férmula A sobre el ciclo celular
en células Raji.

Figura 9: Histogramas que muestran el efecto del anticuerpo anti-CD20 ublituximab sobre el ciclo celular en células
Raiji.

Figura 10: Histogramas que muestran el efecto del isomero S de un compuesto de la Férmula A y el anticuerpo anti-
CD20 ublituximab sobre el ciclo celular en células Raji.

Figura 11: Graficos de la actividad de la caspasa 3 que muestran el efecto del isomero S de un compuesto de la
Férmula Ay el ublituximab sobre la apoptosis en células LY 1.

Figura 12: Graficos de la actividad de la caspasa 3 que muestran el efecto del isomero S de un compuesto de la
Férmula Ay el ublituximab sobre la apoptosis en células Raji.

Descripcion detallada de la invencion
I. Definiciones
Para facilitar la comprension de la presente invencion, a continuacion se definen varios términos y frases.

El término "CD20" (también conocido como antigeno CD20 de linfocitos B, MS4A1, antigeno B1 de superficie de
linfocitos B, Bp35, antigeno Leu-16 de superficie de leucocitos) se refiere a cualquier CD20 nativo, a menos que se
indique de cualquier otra manera. El término "CD20" abarca el CD20 "de longitud completa", sin procesar, asi como
también cualquier forma de CD20 que resulte del procesamiento dentro de la célula. El término también abarca las
variantes naturales de CD20, por ejemplo, variantes de empalme, variantes alélicas e isoformas. Los polipéptidos
CD20 que se describen en la presente descripcion pueden aislarse a partir de una variedad de fuentes, tales como a
partir de tipos de tejido humano o de otra fuente, o prepararse por métodos de sintesis o recombinantes. Los ejemplos
de secuencias de CD20 incluyen, pero no se limitan a, los niumeros de referencia del NCBI, NP_068769.2 y
NP_690605.1.

El término "anticuerpo” significa una molécula de inmunoglobulina que reconoce y se une especificamente a un
objetivo, tal como una proteina, polipéptido, péptido, carbohidrato, polinucleétido, lipido o las combinaciones de los
anteriores a través de al menos un sitio de reconocimiento al antigeno dentro de la regién variable de la molécula de
inmunoglobulina. Como se usa en la presente descripcion, el término "anticuerpo" abarca anticuerpos policlonales
intactos, anticuerpos monoclonales intactos, fragmentos de anticuerpos (tales como fragmentos Fab, Fab’, F(ab’)2 y
Fv), mutantes de cadena sencilla Fv (scFv), anticuerpos multiespecificos tales como anticuerpos biespecificos
generados a partir de al menos dos anticuerpos intactos, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados,
anticuerpos humanos, proteinas de fusién que comprenden una porcion de determinacion de antigeno de un
anticuerpo y cualquier otra molécula de inmunoglobulina modificada que comprende un sitio de reconocimiento al
antigeno siempre que los anticuerpos exhiban actividad biolégica deseada. Un anticuerpo puede ser de cualquiera de
las cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM, o las subclases (isotipos) de estas (por
ejemplo, 19G1, 1gG2, 1IgG3, 1gG4, IgA1 e IgA2), segun la identidad de sus dominios constantes de la cadena pesada
denominados alfa, delta, épsilon, gamma y mu, respectivamente. Las diferentes clases de inmunoglobulinas tienen
estructuras de subunidades y configuraciones tridimensionales diferentes y bien conocidas. Los anticuerpos pueden
estar desnudos o conjugados con otras moléculas tales como toxinas, radioisétopos, proteinas, etc.

Un anticuerpo "de bloqueo" o un anticuerpo "antagonista" es aquel que inhibe o reduce la actividad biolégica del
antigeno al que se une, tal como el CD20. En una determinada modalidad, los anticuerpos de bloqueo o los anticuerpos
antagonistas inhiben sustancial o completamente la actividad bioldgica del antigeno. Idealmente, la actividad biol6gica
se reduce en un 10 %, 20 %, 30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o incluso 100 %.

El término "anticuerpo anti-CD20" o "un anticuerpo que se une a CD20" se refiere a un anticuerpo que es capaz de
unirse a CD20 con suficiente afinidad de modo que el anticuerpo sea util como un agente de diagnostico y/o terapéutico
en la orientacion a CD20. El grado de unién de un anticuerpo anti-CD20 a una proteina no CD20, no relacionada, es
menor que aproximadamente el 10 % de la unién del anticuerpo a CD20 segun lo medido, por ejemplo, mediante un
radioinmunoensayo (RIA). En determinadas modalidades, un anticuerpo que se une a CD20 tiene una constante de
disociacion (Kd) de <1 uM, €100 nM, <10 nM, <1 nM o0 <0,1 nM.
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El término "fragmento de anticuerpo” se refiere a una porciéon de un anticuerpo intacto y se refiere a las regiones
variables determinantes antigénicas de un anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen,
pero no se limitan a, fragmentos Fab, Fab’, F(ab’)2 y Fv, anticuerpos lineales, anticuerpos de cadena sencilla y
anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos.

Un "anticuerpo monoclonal” se refiere a una poblacién de anticuerpos homogéneos involucrados en el reconocimiento
altamente especifico y la union de un Unico determinante antigénico, o epitopo. Esto esta en contraste con los
anticuerpos policlonales que tipicamente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes
antigénicos. El término "anticuerpo monoclonal" abarca anticuerpos monoclonales intactos y de longitud completa, asi
como también fragmentos de anticuerpos (tales como Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv), mutantes de cadena sencilla (scFv),
proteinas de fusién que comprenden una porcién de anticuerpo, y cualquier otra molécula de inmunoglobulina
modificada que comprende un sitio de reconocimiento al antigeno. Ademas, "anticuerpo monoclonal" se refiere a tales
anticuerpos fabricados de varias maneras, que incluyen, pero no se limitan a, el hibridoma, la seleccién de fagos, la
expresion recombinante y los animales transgénicos.

El término "anticuerpo humanizado" se refiere a formas de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) que son
cadenas de inmunoglobulinas especificas, inmunoglobulinas quiméricas o fragmentos de estas que contienen
secuencias minimas no humanas (por ejemplo, murinas). Tipicamente, los anticuerpos humanizados son
inmunoglobulinas humanas en las que los residuos de la regiéon determinante de la complementariedad (CDR) se
reemplazan por residuos de la CDR de una especie no humana (por ejemplo, ratén, rata, conejo, hamster) que tienen
la especificidad, la afinidad y la capacidad deseadas (Jones y otros, Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann y otros,
Nature, 332:323-327 (1988); Verhoeyen y otros, Science, 239:1534-1536 (1988)). En algunos casos, los residuos de
la region marco de Fv (FR) de una inmunoglobulina humana se reemplazan con los residuos correspondientes en un
anticuerpo de una especie no humana que tiene la especificidad, la afinidad y la capacidad deseadas. El anticuerpo
humanizado puede modificarse adicionalmente mediante la sustitucion de residuos adicionales en la regién marco de
Fv y/o dentro de los residuos no humanos reemplazados para refinar y optimizar la especificidad, la afinidad y/o la
capacidad del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente la totalidad de al
menos uno, Y tipicamente dos o tres dominios variables que contienen todas o sustancialmente todas las regiones
CDR que corresponden a la inmunoglobulina no humana, mientras que todas o sustancialmente todas las regiones
FR son los de una secuencia consenso de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado también puede
comprender al menos una porcidon de una regién o dominio constante (Fc) de inmunoglobulina, tipicamente el de una
inmunoglobulina humana. Los ejemplos de los métodos usados para generar anticuerpos humanizados se describen
en las patentes de los Estados Unidos nums. 5,225,539 o 5,639,641.

Una "region variable" de un anticuerpo se refiere a la region variable de la cadena ligera del anticuerpo o la region
variable de la cadena pesada del anticuerpo, ya sea sola o en combinacién. Las regiones variables de la cadena
pesada y ligera consisten en cuatro regiones marco (FR) conectadas por tres regiones determinantes de la
complementariedad (CDR), también conocidas como regiones hipervariables. Las CDR en cada cadena se mantienen
juntas en estrecha proximidad por las FR y, con las CDR de la otra cadena, contribuyen a la formacion del sitio de
unién al antigeno de los anticuerpos. Existen al menos dos técnicas para determinar las CDR: (1) un enfoque basado
en la variabilidad de las secuencias entre especies (es decir, Kabat y otros, Sequences of Proteins of Immunological
Interest, (52 ed., 1991, National Institutes of Health, Bethesda Md.)); y (2) un enfoque basado en estudios
cristalograficos de los complejos antigeno-anticuerpo (Al-lazikani y otros, J. Molec. Biol. 273:927-948 (1997)). Ademas,
las combinaciones de estos dos enfoques a veces se usan en la técnica para determinar las CDR.

El sistema de numeracion de Kabat se usa generalmente cuando se refiere a un residuo en el dominio variable
(aproximadamente los residuos 1-107 de la cadena ligera y los residuos 1-113 de la cadena pesada) (por ejemplo,
Kabat y otros, Sequences of Immunological Interest. 5% ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, Md. (1991)).

La numeracioén de la posicion de los aminoacidos segun Kabat, se refiere al sistema de numeracion usado para los
dominios variables de la cadena pesada o los dominios variables de la cadena ligera de la compilacion de anticuerpos
en Kabat y otros, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, Md. (1991). Mediante el uso de este sistema de numeracion, la secuencia de aminoacidos lineal
real puede contener menos aminoacidos o mas, correspondientes a un acortamiento o insercion en un FR o CDR del
dominio variable. Por ejemplo, un dominio variable de la cadena pesada puede incluir una sola inserciéon de
aminodcidos (residuo 52a de acuerdo con Kabat) después del residuo 52 de H2 y residuos insertados (por ejemplo,
residuos 82a, 82b y 82c, etc., de acuerdo con Kabat) después del residuo 82 de FR de la cadena pesada. La
numeracion de Kabat de los residuos puede determinarse para un anticuerpo dado mediante la alineacién en las
regiones de homologia de la secuencia del anticuerpo con una secuencia numerada de Kabat "estandar". Chothia se
refiere en cambio a la ubicacion de los bucles estructurales (Chothia y Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)). El final
del bucle CDR-H1 de Chothia cuando se numera mediante el uso de la convencion de la numeracion de Kabat varia
entre H32 y H34 en dependencia de la longitud del bucle (esto se debe a que el esquema de numeracién de Kabat
coloca las inserciones en H35A y H35B; si ni 35A ni 35B estan presentes, el bucle termina en 32; si solo 35A esta
presente, el bucle termina en 33; si estan presentes tanto 35A como 35B, el bucle termina en 34). Las regiones
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hipervariables del AbM representan un compromiso entre las CDR de Kabat y los bucles estructurales de Chothia, y
se usan por el programa informatico de modelado de anticuerpos AbM de Oxford Molecular.

Bucle Kabat AbM Chothia
L1 L24-.34 L24-.34 L24-.34
L2 L50-L56 L50-L56 L50-L56
L3 L89-L97 L89-L97 L89-L97
H1 H31-H35B  H26-H35B H26-H32..34
(Numeracién de Kabat)
H1 H31-H35 H26-H35 H26-H32
(Numeracién de Chothia)
H2 H50-H65 H50-H58 H52-H56
H3 H95-H102 H95-H102 H95-H102

El término "anticuerpo humano" significa un anticuerpo producido por un humano o un anticuerpo que tiene una
secuencia de aminoacidos correspondiente a un anticuerpo producido por un humano fabricado mediante el uso de
cualquier técnica conocida en la técnica. Esta definicién de un anticuerpo humano incluye los anticuerpos intactos o
de longitud completa, los fragmentos de estos y/o los anticuerpos que comprenden al menos un polipéptido de la
cadena pesada y/o ligera humana tal como, por ejemplo, un anticuerpo que comprende la cadena ligera murina y los
polipéptidos de la cadena pesada humana.

El término "anticuerpos quiméricos" se refiere a los anticuerpos en donde la secuencia de aminoacidos de la molécula
de inmunoglobulina se deriva de dos 0 méas especies. Tipicamente, la regién variable de las cadenas ligeras y pesadas
corresponde a la region variable de los anticuerpos derivados de una especie de mamiferos (por ejemplo, raton, rata,
conejo, etc.) con la especificidad, la afinidad y la capacidad deseadas, mientras que las regiones constantes son
homologas a las secuencias en los anticuerpos derivados de otra (generalmente humana) para evitar provocar una
respuesta inmunitaria en esa especie.

El término "epitopo" o "determinante antigénico" se usa indistintamente en la presente descripcion y se refiere a esa
porcion de un antigeno capaz de unirse especificamente y reconocerse por un anticuerpo particular. Cuando el
antigeno es un polipéptido, los epitopos pueden formarse a partir de aminoacidos contiguos y aminoacidos no
contiguos yuxtapuestos por el plegamiento terciario de una proteina. Los epitopos formados a partir de aminoacidos
contiguos se retienen tipicamente tras la desnaturalizaciéon de la proteina, mientras que los epitopos formados por
plegamiento terciario se pierden tipicamente tras la desnaturalizacion de la proteina. Un epitopo tipicamente incluye
al menos 3, y mas habitualmente, al menos 5 u 8-10 aminoacidos en una conformacion espacial Unica.

La "afinidad de unién" generalmente se refiere a la fuerza de la suma total de las interacciones no covalentes entre un
Unico sitio de union de una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) y su pareja de unién (por ejemplo, un antigeno). A
menos que se indique de cualquier otra manera, como se usa en la presente descripcion, "afinidad de unién" se refiere
a la afinidad de unién intrinseca que refleja una interaccion 1:1 entre los miembros de un par de unién (por ejemplo,
anticuerpo y antigeno). La afinidad de una molécula X por su pareja Y generalmente puede representarse por la
constante de disociacion (Kd). La afinidad puede medirme por métodos comunes conocidos en la técnica, incluidos
los que se describen en la presente descripcion. Los anticuerpos de baja afinidad generalmente se unen al antigeno
lentamente y tienden a disociarse facilmente, mientras que los anticuerpos de alta afinidad generalmente se unen al
antigeno mas rapido y tienden a permanecer unidos por mas tiempo. En la técnica se conocen diversos métodos para
medir la afinidad de unién, cualquiera de los cuales puede usarse para los fines de la presente invencion. En la
presente descripcion se describen modalidades ilustrativas especificas.

"O mejor", cuando se usa en la presente descripcion para referirse a la afinidad de unién, se refiere a una uniéon mas
fuerte entre una molécula y su pareja de unién. "O mejor" cuando se usa en la presente descripcion, se refiere a una
unién mas fuerte, representada por un valor numérico de Kd mas pequefio. Por ejemplo, un anticuerpo que tiene una
afinidad por un antigeno de "0,6 nM o mejor", la afinidad del anticuerpo por el antigeno es <0,6 nM, es decir, 0,59 nM,
0,58 nM, 0,57 nM, etc., o cualquier valor menor que 0,6 nM.

La frase "sustancialmente similar" o "sustancialmente igual", como se usa en la presente descripcion, denota un grado
de similitud suficientemente alto entre dos valores numéricos (generalmente uno asociado con un anticuerpo de la
invencion y el otro asociado con un anticuerpo de referencia/comparador) tal que un experto en la técnica consideraria
que la diferencia entre los dos valores tiene poca o ninguna importancia bioldgica y/o estadistica dentro del contexto
de las caracteristicas bioldgicas medidas por dichos valores (por ejemplo, valores de Kd). La diferencia entre dichos
dos valores es menor que aproximadamente el 50 %, menor que aproximadamente el 40 %, menor que
aproximadamente el 30 %, menor que aproximadamente el 20 %, o menor que aproximadamente el 10 % en funcién
del valor para el anticuerpo de referencia/comparador.

Un polipéptido, un anticuerpo, un polinucleétido, un vector, una célula o una composicién que esta "aislado" es un
polipéptido, un anticuerpo, un polinucleétido, un vector, una célula o una composicion que esta en una forma que no
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se encuentra en la naturaleza. Los polipéptidos, los anticuerpos, los polinucledétidos, los vectores, las células o las
composiciones aisladas incluyen aquellos que se han purificado hasta el punto de que ya no estan en una forma en
la que se encuentran en la naturaleza. Un anticuerpo, un polinucledtido, un vector, una célula o una composicion que
se aisla, puede estar sustancialmente pura.

Como se usa en la presente descripcion, "sustancialmente puro" se refiere al material que es al menos 50 % puro (es
decir, libre de contaminantes), al menos 90 % puro, al menos 95 % puro, al menos 98 % puro o al menos 99 % puro.

Los términos "cancer" y "canceroso" se refieren o describen la condicion fisiolégica en mamiferos en los que una
poblacién de células se caracteriza por un crecimiento celular no regulado. Los ejemplos de céncer incluyen, pero no
se limitan a, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia. Los ejemplos mas particulares de tales canceres
incluyen cancer de células escamosas, cancer de pulmén de células pequefas, cancer de pulmén de células no
pequefias, adenocarcinoma de pulmoén, carcinoma escamoso de pulmon, cancer de peritoneo, cancer hepatocelular,
cancer gastrointestinal, cancer de pancreas, glioblastoma, cancer de cuello uterino, cancer de ovario, cancer de
higado, cancer de vejiga, hepatoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer colorrectal, carcinoma endometrial o
uterino, carcinoma de glandulas salivales, cancer de rifidén, cancer de higado, cancer de préstata, cancer de vulva,
cancer de tiroides, carcinoma hepatico y varios tipos de canceres de cabeza y cuello.

"Tumor" y "neoplasia” se refieren a cualquier masa de tejido que resulta del crecimiento o la proliferacion celular
excesiva, ya sea benigna (no cancerosa) o maligna (cancerosa), incluidas las lesiones precancerosas.

Los términos "célula cancerosa", "célula tumoral" y los equivalentes gramaticales se refieren a la poblacion total de las
células derivadas de un tumor o una lesién precancerosa, que incluyen ambas células no tumorigénicas, que
comprenden la mayor parte de la poblacién celular tumoral, y las células madre tumorigénicas (células madre
cancerosas). Como se usa en la presente descripcion, el término "célula tumoral" se modificara por el término "no
tumorigénico" cuando se refiera Unicamente a aquellas células tumorales que carecen de la capacidad de renovarse
y diferenciarse para distinguir esas células tumorales de las células madre cancerosas.

El término "sujeto" se refiere a cualquier animal (por ejemplo, un mamifero), que incluye, pero no se limita a humanos,
primates no humanos, roedores y similares, que seran receptores de un tratamiento particular. Tipicamente, los
términos "sujeto" y "paciente" se usan indistintamente en la presente descripcion en referencia a un sujeto humano.

Una "poblacion” celular puede referirse a una sola célula o a mdltiples células. La célula o las células pueden ser
células en cultivo o células en un organismo. Por ejemplo, una poblacion celular puede estar en un sujeto o paciente.

El término "formulacion farmacéutica" se refiere a una preparacion que esta en tal forma que permite que la actividad
bioldgica del ingrediente activo sea efectiva, y que no contiene componentes adicionales que sean inaceptablemente
toxicos para un sujeto al que se le administraria la formulacion. Dicha formulacién puede ser estéril.

Una "cantidad efectiva" de un anticuerpo como se describe en la presente descripcion es una cantidad suficiente para
llevar a cabo un propdsito especificamente establecido. Una "cantidad efectiva" puede determinarse empiricamente y
de manera rutinaria, en relacién con el propdsito establecido.

El término "cantidad terapéuticamente efectiva”" se refiere a una cantidad de un anticuerpo u otro farmaco efectivo
para "tratar" una enfermedad o un trastorno en un sujeto o mamifero. En el caso del cancer, la cantidad
terapéuticamente efectiva del farmaco puede reducir la cantidad de células cancerosas; reducir el tamario del tumor,
inhibir (es decir, ralentizar hasta cierto punto y, en una determinada modalidad, detener) la infiltracion de células
cancerosas en los 6rganos periféricos; inhibir (es decir, ralentizar hasta cierto punto y en una determinada modalidad,
detener) la metastasis tumoral; inhibir, hasta cierto punto, el crecimiento del tumor; y/o aliviar en cierta medida uno o
mas de los sintomas asociados con el cancer. Ver la definicion en la presente descripcion de "tratar". En la medida en
que el farmaco puede prevenir el crecimiento y/o matar las células cancerosas existentes, puede ser citostatico y/o
citotoxico. Una "cantidad profilacticamente efectiva” se refiere a una cantidad efectiva, a las dosificaciones y durante
los periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado profilactico deseado. Tipicamente, pero no
necesariamente, dado que se usa una dosis profilactica en sujetos antes o en una etapa mas temprana de la
enfermedad, la cantidad profilacticamente efectiva sera menor que la cantidad terapéuticamente efectiva.

Los términos como "tratar" o "tratamiento" o "aliviar" se refieren a 1) las medidas terapéuticas que curan, ralentizan,
disminuyen los sintomas y/o detienen la progresion de una afeccion o trastorno patoldgico diagnosticado y 2) las
medidas profilacticas o preventivas que previenen y/o retrasan el desarrollo de una afeccion o trastorno patolégico
especifico. Por lo tanto, aquellos que necesitan tratamiento incluyen aquellos que ya tienen el trastorno; aquellos
propensos a tener el trastorno; y aquellos en quienes debe prevenirse el trastorno. En determinadas modalidades, un
sujeto es "tratado" con éxito para el cancer de acuerdo con los métodos de la presente invencion si el paciente muestra
uno o mas de los siguientes: reduccién en la caquexia, aumento en el tiempo de supervivencia, prolongacion en el
tiempo de la progresién del tumor, reduccion en la masa del tumor, reduccién de la carga tumoral y/o una prolongacion
del tiempo de la metéstasis tumoral, tiempo de la recurrencia del tumor, respuesta del tumor, respuesta completa,
respuesta parcial, enfermedad estable, enfermedad progresiva, supervivencia libre de progresién (SLP), supervivencia
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general (SG), cada una medida por los estandares establecidos por el National Cancer Institute y el U.S. Food and
Drug Administration de los Estados Unidos para la aprobacion de nuevos farmacos. Ver Johnson y otros, J. Clin.
Oncol. 21(7):1404-1411 (2003).

Una "combinacién" de un anticuerpo anti-CD20 y un inhibidor selectivo de PI3K®d se refiere a un anticuerpo anti-CD20
o un fragmento de este y al Compuesto A como se define en la presente descripcion que se destinan a administrarse
a la misma poblaciéon de células o al mismo sujeto de forma simultanea, secuencial o tanto simultdnea como
secuencial. Por consiguiente, a modo de ejemplo, la administracién de un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de
este antes o después (por ejemplo, por una hora, un dia, una semana o un mes) de la administracién del Compuesto
A constituye la administracién de una combinacion de un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de este y el Compuesto
A. Ademas, la administracion simultanea de un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de este y el Compuesto A
constituye ademas la administracion de una combinacién del anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de este y el
Compuesto A, independientemente de si el anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de este y el Compuesto A se
administran juntos en una sola formulacién farmacéutica o se administran simultdneamente en formulaciones
farmacéuticas separadas por las mismas o diferentes vias de administracion.

Un tumor que "no responde”, "responde mal" o es "resistente" al tratamiento con un anticuerpo anti-CD20 no muestra
una mejora estadisticamente significativa en respuesta a un tratamiento con el anticuerpo anti-CD20 en comparacion
con ningun tratamiento o el tratamiento con placebo en un ensayo clinico en humanos o modelo animal reconocido, o
que responde a un tratamiento inicial con los anticuerpos anti-CD20 pero crece a medida que continda el tratamiento.

La capacidad de un tipo de célula o tumor para responder a un anticuerpo anti-CD20 puede evaluarse mediante el
uso de lineas celulares de laboratorio tales como Raji o Wil2-S, o lineas celulares de pacientes donantes. Ademas, la
actividad puede medirse mediante el uso de ensayos de reduccion de células B, por ejemplo, en sangre total de
pacientes.

"Polinuclestido” o "acido nucleico”, como se usa indistintamente en la presente descripcion, se refiere a los polimeros
de nucledtidos de cualquier longitud e incluyen ADN y ARN. Los nucleétidos pueden ser desoxirribonucleétidos,
ribonucledtidos, nucledtidos o bases modificados, y/o sus analogos, o cualquier sustrato que pueda incorporarse a un
polimero mediante la ADN o ARN polimerasa. Un polinucleétido puede comprender nucleétidos modificados, tales
como nucledtidos metilados y sus analogos. Si esta presente, la modificacion de la estructura de los nucledtidos puede
impartirse antes o después del ensamblaje del polimero. La secuencia de nucleétidos puede interrumpirse por
componentes no nucleétidos. Un polinucleétido puede modificarse adicionalmente después de la polimerizacion, tal
como mediante la conjugacién con un componente marcador. Otros tipos de modificaciones incluyen, por ejemplo,
"protectores”, sustitucion de uno o mas de los nucleétidos naturales por un analogo, modificaciones internucleotidicas
tales como, por ejemplo, aquellas con enlaces no cargados (por ejemplo, metilfosfonatos, fosfotriésteres,
fosfoamidatos, cabamatos, etc.) y con enlaces cargados (por ejemplo, fosforotioatos, fosforoditioatos, etc.), aquellos
que contienen restos laterales, tales como, por ejemplo, proteinas (por ejemplo, nucleasas, toxinas, anticuerpos,
péptidos sefial, poli-L-lisina, etc.), aquellos con intercaladores (por ejemplo, acridina, psoraleno, etc.), aquellos que
contienen quelantes (por ejemplo, metales, metales radiactivos, boro, metales oxidativos, etc.), aquellos que contienen
alquilantes, aquellos con enlaces modificados (por ejemplo, acidos nucleicos alfa anoméricos, etc.), asi como también
formas no modificadas de polinucleétido(s). Ademas, cualquiera de los grupos hidroxilo normalmente presentes en los
azucares puede reemplazarse, por ejemplo, por grupos fosfonato, grupos fosfato, protegerse por grupos protectores
estandar, o activarse para preparar enlaces adicionales a nucleétidos adicionales, o puede conjugarse a soportes
solidos. El OH terminal 5’ y 3’ puede fosforilarse o sustituirse con aminas o restos organicos de grupos protectores de
1 a 20 atomos de carbono. Otros hidroxilos también pueden derivatizarse a grupos protectores estandar. Los
polinucleétidos también pueden contener formas analogas de azlcares ribosa o desoxirribosa que generalmente se
conocen en la técnica, que incluyen, por ejemplo, 2’-O-metil-, 2’-O-alilo, 2’-fluoro- o 2’-azido-ribosa, analogos de
azucares carbociclicos, azUcares alfa-anoméricos, azucares epiméricos tales como arabinosa, xilosas o lixosas,
azucares de piranosa, azlcares de furanosa, sedoheptulosas, analogos aciclicos y analogos de nucledsidos abasicos
tales como metil ribdsido. Uno o mas enlaces fosfodiéster pueden reemplazarse por grupos de enlace alternativos.
Estos grupos de enlace alternativos incluyen, pero no se limitan a, modalidades en donde el fosfato se reemplaza por
P(O)S ("tioato"), P(S)S ("ditioato"), (O)NR: ("amidato"), P(O)R, P(O)OR’, CO o CH; ("formacetal"), en el que cada R o
R’ es independientemente H o alquilo sustituido o no sustituido (1-20 C) que contiene opcionalmente un enlace éter (-
O-), arilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo o araldilo. No todos los enlaces en un polinucleétido necesitan ser
idénticos. La descripcién anterior se aplica a todos los polinucleétidos a los que se hace referencia en la presente
descripcion, incluidos el ARN y el ADN.

El término "vector" significa un constructo que es capaz de suministrar y expresar uno o mas genes o secuencias de
interés en una célula huésped. Los ejemplos de vectores incluyen, pero no se limitan a, vectores virales, vectores de
expresion de ADN o ARN desnudos, vectores de plasmidos, césmidos o fagos, vectores de expresion de ADN o ARN
asociados con agentes de condensacién catidnicos, vectores de expresion de ADN o ARN encapsulados en
liposomas, y determinadas células eucariotas, tales como células productoras.

Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina" se usan indistintamente en la presente descripcion para referirse a
polimeros de aminoacidos de cualquier longitud. El polimero puede ser lineal o ramificado, puede comprender
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aminoacidos modificados y puede interrumpirse por no aminoacidos. Los términos también abarcan un polimero de
aminoacidos que se ha modificado de manera natural o por intervencion; por ejemplo, formacion de enlaces disulfuro,
glicosilacion, lipidacion, acetilacion, fosforilacion o cualquier otra manipulacion o modificacion, tal como la conjugacion
con un componente marcador. También se incluyen dentro de la definicidn, por ejemplo, los polipéptidos que contienen
uno o mas analogos de un aminoacido (incluidos, por ejemplo, aminoacidos no naturales, etc.), asi como también
otras modificaciones conocidas en la técnica. Se entiende que, debido a que los polipéptidos de esta invencion se
basan en anticuerpos, en determinadas modalidades, los polipéptidos pueden aparecer como cadenas individuales o
cadenas asociadas.

Los términos "idéntico" o porcentaje de "identidad", en el contexto de dos o mas acidos nucleicos o polipéptidos, se
refieren a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje especifico de nucleétidos o
residuos de aminoacidos que son iguales, cuando se comparan y alinean (introduciendo espacios vacios, si es
necesario) para una correspondencia maxima, sin considerar ninguna sustitucion conservadora de aminoacidos como
parte de la identidad de secuencia. El porcentaje de identidad puede medirse mediante el uso de programas
informaticos o algoritmos de comparacion de secuencias o mediante inspeccion visual. Se conocen varios algoritmos
y programas informaticos en la técnica que pueden usarse para obtener alineaciones de secuencias de aminoacidos
o nucleétidos. Un ejemplo no limitante de un algoritmo de alineacion de secuencia es el algoritmo que se describe en
Karlin y otros, Proc. Natl. Acad. Sci., 87:2264-2268 (1990), segun se modificé en Karlin y otros, Proc. Natl. Acad. Sci.,
90:5873-5877 (1993), y se incorpord en los programas NBLAST y XBLAST (Altschul y otros, Nucleic Acids Res.,
25:3389-3402 (1991)). En determinadas modalidades, Gapped BLAST puede usarse como se describe en Altschul y
otros, Nucleic Acids Res., 25:3389-3402 (1997). BLAST-2, WU-BLAST-2 (Altschul y otros, Methods in Enzymology,
266:460-480 (1996)), ALIGN, ALIGN-2 (Genentech, South San Francisco, California) o Megalign (DNASTAR) son
programas informaticos disponibles publicamente que pueden usarse para alinear secuencias. El porcentaje de
identidad entre dos secuencias de nucleétidos puede determinarse mediante el uso del programa GAP en el programa
informatico GCG (por ejemplo, mediante el uso de una matriz NWSgapdna.CMP y un peso de espacio vacio de 40,
50, 60, 70 0 90 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 o0 6). El programa GAP en el paquete de programa informatico
GCG, que incorpora el algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. (48):444-453 (1970)) puede usarse para
determinar el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos (por ejemplo, mediante el uso de una
matriz Blossum 62 o una matriz PAM250, y un peso de espacio vacio de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y un peso de longitud
de 1, 2, 3, 4, 5). Alternativamente, el porcentaje de identidad entre las secuencias de nucleétidos o aminoacidos puede
determinarse mediante el uso del algoritmo de Myers y Miller (CABIOS, 4:11-17 (1989)). Por ejemplo, el porcentaje de
identidad puede determinarse mediante el uso del programa ALIGN (versidon 2.0) y mediante el uso de un PAM120
con tabla de residuos, una penalizacion de longitud de espacio vacio de 12 y una penalizacion de espacio vacio de 4.
Un experto en la técnica puede determinar los parametros apropiados para la alineacion maxima mediante un
programa informatico de alineacion particular. Pueden usarse los parametros predeterminados del programa
informatico de alineacion. El porcentaje de identidad "X" de una primera secuencia de aminoacidos con una segunda
secuencia de aminoacidos puede calcularse como 100 x (Y/Z), donde Y es el nimero de residuos de aminoacidos
calificados como coincidencias idénticas en la alineacion de la primera y la segunda secuencias (alineadas mediante
inspeccion visual o un programa particular de alineacion de secuencias) y Z es el numero total de residuos en la
segunda secuencia. Si la longitud de una primera secuencia es mayor que la segunda secuencia, el porcentaje de
identidad de la primera secuencia a la segunda secuencia serd mayor que el porcentaje de identidad de la segunda
secuencia a la primera secuencia.

Como un ejemplo no limitante, si un polinucledtido particular tiene un determinado porcentaje de identidad de
secuencia (por ejemplo, es al menos 80 % idéntico, al menos 85 % idéntico, al menos 90 % idéntico y, por ejemplo, al
menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntico) a una secuencia de referencia puede determinarse, en determinadas
modalidades, mediante el uso del programa Bestfit (Paquete de analisis de secuencia de Wisconsin, Version 8 para
Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive Madison, WI 53711). Bestfit usa el
algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, Advances in Applied Mathematics 2: 482-489 (1981), para
encontrar el mejor segmento de homologia entre dos secuencias. Cuando se usa Bestfit o cualquier otro programa de
alineacion de secuencias para determinar si una secuencia particular es, por ejemplo, 95 % idéntica a una secuencia
de referencia de acuerdo con la presente invencion, los parametros se establecen de tal manera que el porcentaje de
identidad se calcula sobre la longitud total de la secuencia de nucleétidos de referencia y se permiten los espacios
vacios en la homologia de hasta el 5 % del numero total de nucledtidos en la secuencia de referencia.

Dos acidos nucleicos o polipéptidos pueden ser sustancialmente idénticos, lo que significa que tienen al menos el 70
%, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, y en algunas modalidades al menos el
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % de identidad de nucleétidos o residuos de aminoacidos, cuando se compara y alinea
para una correspondencia maxima, medido mediante el uso de un algoritmo de comparacién de secuencias o mediante
inspeccion visual. La identidad puede existir sobre una regién de las secuencias que tiene al menos aproximadamente
10, aproximadamente 20, aproximadamente 40-60 residuos de longitud o cualquier valor integral entre ellos, o sobre
una regién mas larga que 60-80 residuos, al menos aproximadamente 90-100 residuos, o las secuencias son
sustancialmente idénticas en toda la longitud de las secuencias que se comparan, tal como la region de codificacion
de una secuencia de nucleétidos, por ejemplo.
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Una "sustitucion conservadora de aminoacidos" es aquella en la que un residuo de aminoacido se reemplaza con otro
residuo de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. Las familias de residuos de aminoacidos que tienen
cadenas laterales similares se han definido en la técnica, incluidas las cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina,
arginina, histidina), las cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), las cadenas laterales
polares sin carga (por ejemplo, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), las cadenas laterales no
polares (por ejemplo, glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), las
cadenas laterales beta ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y las cadenas laterales aromaticas (por
ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Por ejemplo, la sustitucién de una fenilalanina por una tirosina es
una sustitucion conservadora. En determinadas modalidades, las sustituciones conservadoras en las secuencias de
los polipéptidos y los anticuerpos de la invencién no anulan la unién del polipéptido o el anticuerpo que contiene la
secuencia de aminoacidos al antigeno(s), es decir, el FOLR1 al cual el polipéptido o el anticuerpo se unen. Los
métodos para identificar las sustituciones conservadoras de nucleétidos y aminoacidos que no eliminan la unién al
antigeno se conocen bien en la técnica (véase, por ejemplo, Brummell y otros, Biochem. 32: 1180-1187 (1993);
Kobayashi y otros, Protein Eng. 12(10):879-884 (1999); y Burks y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:412-417 (1997)).

Todos los numeros en esta descripcién que indican las cantidades, las relaciones de materiales, las propiedades
fisicas de los materiales y/o el uso deben entenderse como modificados por la palabra "aproximadamente", excepto
que se indique explicitamente de cualquier otra manera. El término "aproximadamente", cuando se refiere a un nimero
o un intervalo numérico, significa que el nimero o el intervalo numérico al que se hace referencia es una aproximacion
dentro de la variabilidad experimental (o dentro del error estadistico experimental) y, por lo tanto, el numero o el
intervalo numérico puede variar, por ejemplo, entre el 1 % y el 15 % del numero o el intervalo numérico establecido.

El compuesto de la invencion puede contener uno o mas centros asimétricos (centros quirales) y, por lo tanto, puede
dar lugar a enantiémeros, diasteredmeros y otras formas estereoisoméricas que pueden definirse, en términos de
estereoquimica absoluta, como (R)- o (S)-. La presente descripcion pretende abarcar todas esas formas posibles, asi
como también sus formas racémicas y resueltas y las mezclas de estas. Los enantidmeros individuales pueden
separarse de acuerdo con los métodos conocidos en la técnica a la vista de la presente descripcion.

Como se usa en la presente descripcion, el término "estereoisémeros" es un término general para todos los isémeros
de moléculas individuales que difieren solo en la orientaciéon de sus atomos en el espacio. Este incluye los
enantiomeros y los isémeros de los compuestos con mas de un centro quiral que no son imagenes especulares entre
si (diasteredmeros).

El término "centro quiral" se refiere a un atomo de carbono al que estan unidos cuatro grupos diferentes.

Los términos "enantiomero" y "enantiomérico" se refieren a una molécula que no puede superponerse en su imagen
especular y, por lo tanto, es dpticamente activa, en donde el enantidmero gira el plano de luz polarizada en una
direccién y su compuesto de imagen especular gira el plano de luz polarizada en la direcciéon opuesta.

El término "racémico” se refiere a una mezcla de partes iguales de enantidmeros y cuya mezcla es 6pticamente
inactiva.

El término "resolucion” se refiere a la separacion, concentracion o reduccion de una de las dos formas enantioméricas
de una molécula.

La presente descripcion abarca los solvatos de los compuestos de la invencién. Los solvatos tipicamente no alteran
significativamente la actividad fisiolégica o la toxicidad de los compuestos, y como tales pueden funcionar como
equivalentes farmacoldgicos. El término "solvato" como se usa en la presente descripcién es una combinacion,
asociacion fisica y/o solvatacion de un compuesto de la presente descripcion con una molécula de disolvente, por
ejemplo, un disolvato, monosolvato o hemisolvato, donde la relacion de la molécula de disolvente al compuesto de la
presente descripcion es aproximadamente 2:1, aproximadamente 1:1 o aproximadamente 1:2, respectivamente. Esta
asociacion fisica implica diversos grados de enlace idnico y covalente, incluido el enlace de hidrégeno. En
determinados casos, el solvato puede aislarse, como cuando se incorporan una o mas moléculas de disolvente en la
red cristalina de un sélido cristalino. Por lo tanto, el "solvato" abarca tanto la fase de solucién como los solvatos
aislables. Los compuestos de la invenciéon pueden estar presentes como formas solvatadas con un disolvente
farmacéuticamente aceptable, tal como el agua, el metanol, el etanol y similares, y se pretende que la descripciéon
incluya las formas tanto solvatadas como no solvatadas de los compuestos de la invencién. Un tipo de solvato es un
hidrato. Un "hidrato" se refiere a un subgrupo particular de solvatos donde la molécula disolvente es el agua. Los
solvatos tipicamente pueden funcionar como equivalentes farmacolégicos. La preparacion de los solvatos se conoce
en la técnica. Ver, por ejemplo, M. Caira y otros, J. Pharmaceut. Sci., 93(3):601-611 (2004); E.C. van Tonder y otros,
AAPS Pharm. Sci. Tech. 5(1):Article 12 (2004); y A.L. Bingham y otros, Chem. Commun. 603-604 (2001). Un proceso
tipico, no limitante, de preparacién de un solvato implicaria disolver un compuesto de la invenciéon en un disolvente
deseado (organico, agua o una mezcla de estos) a temperaturas de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 25
°C, y luego enfriar la solucién a una velocidad suficiente para formar los cristales, y aislar los cristales por métodos
conocidos, por ejemplo, la filtracién. Pueden usarse las técnicas analiticas como la espectroscopia infrarroja para
confirmar la presencia del disolvente en un cristal del solvato.
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El término "profarmaco” se refiere a un compuesto, que es un precursor inactivo de un compuesto, que se convierte
en su forma activa en el cuerpo por procesos metaboélicos normales. El disefio de profarmacos se discute generalmente
en Hardma y otros, (Eds.), Goodman and Gilman’s The Pharmacological Basis of Therapeutics, 92 ed., pp. 11-16
(1996). Se proporciona una discusion exhaustiva en Higuchi y otros, Prodrugs as Novel Delivery Systems, Vol. 14,
ASCD Symposium Series, y en Roche (ed.), Bioreversible Carriers in Drug Design, American Pharmaceutical
Association y Pergamon Press (1987). Para ilustrar, los profarmacos pueden convertirse en una forma
farmacoldgicamente activa a través de la hidrdlisis de, por ejemplo, un enlace éster o amida, mediante la introduccién
o la exposicion de ese modo de un grupo funcional en el producto resultante. Los profarmacos pueden disefarse para
reaccionar con un compuesto endégeno para formar un conjugado soluble en agua que mejora ain mas las
propiedades farmacoldgicas del compuesto, por ejemplo, aumento de la vida media circulatoria. Alternativamente, los
profarmacos pueden disefiarse para sufrir modificaciones covalentes en un grupo funcional con, por ejemplo, el acido
glucuronico, el sulfato, el glutatién, los aminoacidos o el acetato. El conjugado resultante puede inactivarse y
excretarse en la orina, o hacerse mas potente que el compuesto original. Los conjugados de alto peso molecular
también pueden excretarse en la bilis, someterse a escision enzimatica y liberarse nuevamente en la circulacion,
aumentando asi de manera efectiva la vida media biolégica del compuesto administrado originalmente.

La descripcion instantanea también incluye los compuestos que difieren solo en la presencia de uno o mas atomos
enriquecidos isotépicamente, por ejemplo, el reemplazo de hidrogeno con deuterio o tritio, o el reemplazo de un
carbono por carbono enriquecido con *C o '“C. Los compuestos de la presente invencién también pueden contener
proporciones no naturales de is6topos atémicos en uno o mas de los atomos que constituyen tales compuestos. Por
ejemplo, los compuestos pueden estar radiomarcados con isétopos radiactivos, como por ejempilo tritio (°H), yodo-125
("®1) o carbono-14 ('“C). Todas las variaciones isotdpicas de los compuestos de la presente invencion, sean
radiactivas o no, se incluyen dentro del alcance de la presente invencion.

La presente descripcién abarca ademas las sales de los compuestos de la invencion, incluidas las sales no téxicas
farmacéuticamente aceptables. Los ejemplos de las sales de adicién farmacéuticamente aceptables incluyen las sales
de adicion de acidos inorganicos y organicos y las sales basicas. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen,
pero no se limitan a, sales metalicas tales como sal de sodio, sal de potasio, sal de cesio y similares; metales
alcalinotérreos tales como sal de calcio, sal de magnesio y similares; sales de aminas organicas tales como sal de
trietilamina, sal de piridina, sal de picolina, sal de etanolamina, sal de trietanolamina, sal de diciclohexilamina, sal de
N,N’-dibenciletilendiamina y similares; sales de acidos inorganicos tales como clorhidrato, bromhidrato, fosfato, sulfato
y similares; sales de acidos organicos tales como citrato, lactato, tartrato, maleato, fumarato, mandelato, acetato,
dicloroacetato, trifluoroacetato, oxalato, formiato, succinatos, palmoatos, benzoatos, salicilatos, ascorbatos,
glicerofosfatos, cetoglutaratos y similares; sulfonatos tales como metanosulfonato, bencenosulfonato, p-
toluenosulfonato y similares; sales de aminoacidos naturales tales como glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina,
norleucina, tirosina, cistina, cisteina, metionina, prolina, hidroxiprolina, histidina, ornitina, lisina, arginina y serina; y
sales de aminoacidos no naturales tales como isémeros D o aminoacidos sustituidos; sales de guanidina; y sales de
guanidina sustituida en donde los sustituyentes se seleccionan de sales de nitro, amino, alquilo, alquenilo, alquinilo,
amonio o amonio sustituido y sales de aluminio.

El término "inhibidor selectivo”, como se aplica a un agente biolégicamente activo, se refiere a la capacidad del agente
para reducir selectivamente la actividad de sefalizacion del objetivo en comparacién con la actividad de sefalizacion
fuera del objetivo, a través de la interaccién directa o indirecta con el objetivo.

El término "inhibidor selectivo de PI3Kd" se refiere al Compuesto A como se define en la presente descripcion, que
inhibe selectivamente la actividad de la isoforma PI3Kd de forma mas efectiva que otras isoformas de la familia PI3K
(a, B y y). Por ejemplo, un compuesto de la Formula A puede ser un compuesto que exhibe una concentracion
inhibitoria del 50 % (ICso) con respecto a la PI3-quinasa tipo & que es al menos 20 veces menor que la Clso del inhibidor
con respecto al resto de las otras isoformas de PI3K (es decir, a, By y).

La inhibicién de PI3Kd puede ser de beneficio terapéutico en el tratamiento de diversas afecciones, por ejemplo,
afecciones caracterizadas por una respuesta inflamatoria que incluyen, pero no se limitan a, enfermedades
autoinmunitarias, enfermedades alérgicas y enfermedades artriticas. Es importante destacar que la inhibicién de la
funcion de PI3Kd no parece afectar las funciones bioldgicas tales como la viabilidad y la fertilidad.

La "respuesta inflamatoria", como se usa en la presente descripcion, se caracteriza por enrojecimiento, calor,
hinchazén y dolor (es decir, inflamacion) e implica tipicamente lesion o destruccion del tejido. Una respuesta
inflamatoria por lo general es una respuesta de proteccion, localizada, provocada por una lesién o destruccion de
tejidos, que sirve para destruir, diluir o aislar (secuestrar) tanto el agente nocivo como el tejido lesionado. Las
respuestas inflamatorias se asocian notablemente con la afluencia de leucocitos y/o la quimiotaxis de leucocitos (por
ejemplo, neutréfilos). Las respuestas inflamatorias pueden ser el resultado de la infeccidon con organismos y virus
patégenos, medios no infecciosos tales como trauma o reperfusion después de un infarto de miocardio o accidente
cerebrovascular, respuestas inmunitarias a antigenos extrafios y enfermedades autoinmunitarias. Las respuestas
inflamatorias susceptibles al tratamiento de acuerdo con la invencién abarcan las afecciones asociadas con reacciones
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del sistema de defensa especifico, asi como también afecciones asociadas con reacciones del sistema de defensa no
especifico.

Los métodos terapéuticos que se proporcionan en la presente descripcion incluyen los métodos para el tratamiento
de las afecciones asociadas con la activaciéon de células inflamatorias. La "activacion de células inflamatorias" se
refiere a la induccion por un estimulo (que incluye, pero no se limita a, citocinas, antigenos o autoanticuerpos) de una
respuesta celular proliferativa, la producciéon de mediadores solubles (que incluye, pero no se limita a citocinas,
radicales de oxigeno, enzimas, prostanoides o aminas vasoactivas), o la expresion en la superficie celular de nuevos
0 mayores numeros de mediadores (que incluyen, pero no se limitan a, los principales antigenos de histocompatibilidad
o las moléculas de adhesion celular) en las células inflamatorias (que incluyen, pero no se limitan a, monocitos,
macrofagos, linfocitos T, linfocitos B, granulocitos (leucocitos polimorfonucleares, que incluye neutrdéfilos, basofilos y
eosinofilos), mastocitos, células dendriticas, células de Langerhans y células endoteliales). Los expertos en la técnica
apreciaran que la activacion de uno, o una combinacion, de estos fenotipos en estas células puede contribuir al inicio,
perpetuacion o exacerbacion de una afeccion inflamatoria.

El término "enfermedad autoinmunitaria”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a cualquier grupo de
trastornos en los que la lesién del tejido se asocia con respuestas humorales o mediadas por células a los propios
constituyentes del cuerpo.

El término "rechazo de trasplante”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a una respuesta inmunitaria
dirigida contra el tejido injertado (que incluye érganos o células, por ejemplo, la médula ésea, caracterizada por una
pérdida de la funcién de los tejidos injertados y circundantes, dolor, hinchazon, leucocitosis y trombocitopenia).

El término "enfermedad alérgica", como se usa en la presente descripcion, se refiere a cualquier sintoma, dafio al
tejido o pérdida de la funcion del tejido resultante de la alergia.

El término "enfermedad artritica”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a cualquier enfermedad que se
caracteriza por lesiones inflamatorias de las articulaciones atribuibles a una variedad de etiologias.

El término "dermatitis”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a cualquiera de una gran familia de
enfermedades de la piel que se caracterizan por la inflamacion de la piel atribuible a una variedad de etiologias.

El término "efecto sinérgico”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a un efecto terapéutico superior al
aditivo producido por una combinacion de compuestos en donde el efecto terapéutico obtenido con la combinacion
excede los efectos aditivos que de otro modo resultarian de la administracion individual de los compuestos solos. Las
modalidades de la invencion incluyen los métodos para producir un efecto sinérgico en el tratamiento del cancer
hematolégico, en donde dicho efecto es al menos el 5 %, al menos el 10 %, al menos el 20 %, al menos el 30 %, al
menos el 40 %, al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos
el 100 %, al menos el 200 %, al menos el 500 % o al menos el 1000 % mayor que el efecto aditivo correspondiente.

"Sinergia terapéutica”, como se usa en la presente descripcion, significa que una combinacion de un anticuerpo anti-
CD20 con el Compuesto A produce un efecto terapéutico en el tratamiento que es mayor que los efectos aditivos del
anticuerpo anti-CD20 y el inhibidor selectivo de PI3Kd cuando cada uno se usa solo.

Como se usa en la presente descripcion y las reivindicaciones, las formas singulares "un”, "una" y "el/la" incluyen las
formas plurales a menos que el contexto lo indique claramente de cualquier otra manera.

Se entiende que siempre que se describan las modalidades en la presente descripcion con el lenguaje "que
comprende”, también se proporcionan las modalidades analogas que se describen en los términos de "que consiste
en" y/o "que consiste esencialmente en".

Il. Inhibidor selectivo de PI3Kd

Como se proporciona en la presente descripcion, el inhibidor selectivo de PI3Kd usado en combinaciéon con los
anticuerpos anti-CD20 y los fragmentos de union al antigeno de estos es un compuesto de la Férmula A:
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{A)
y un estereoisdmero de este, las sales farmacéuticamente aceptables o los solvatos de este.

En una modalidad, el Compuesto A usado en combinacion con los anticuerpos anti-CD20 y los fragmentos de union
al antigeno de estos, es (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H- pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-
3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona, las sales farmacéuticamente aceptables, o los solvatos de este. Este
estereoisdmero también se denomina en la presente descripcion "isdmero S de un compuesto de la Formula A",
"isomero S", "TGR-1202" y "RP 5307".

En otra modalidad, el Compuesto A usado en combinacién con los anticuerpos anti-CD20 y los fragmentos de union
al antigeno de estos, es (R)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H- pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-
3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona, las sales farmacéuticamente aceptables, o los solvatos de este.

Las estructuras quimicas de estos compuestos se muestran a continuacion:

lll. Anticuerpos anti-CD20

El CD20 es una fosfoproteina con cuatro dominios transmembrana que se expresa predominantemente en células
pre-B y en células B periféricas maduras en humanos y ratones. En humanos, el CD20 también se expresa de manera
fuerte y homogénea en la mayoria de las neoplasias de células B maduras.

Como se proporciona en la presente descripcion, los anticuerpos anti-CD20 y los fragmentos de union al antigeno de
estos pueden usarse en combinacion con el inhibidor selectivo de PI3Ka.

Se conocen varios anticuerpos anti-CD20, que incluyen, por ejemplo, ublituximab rituximab, ofatumumab (Hu-Max;
Intracel), ocrelizumab, veltuzumab, GA101 (obinutuzumab), AME-133v (Applied Molecular Evolution), ocaratuzumab
(Mentrik Biotech), PRO131921, tositumomab, ibritumomab-tiuxetan, hA20 (Immunomedics, Inc.), BLX-301 (Biolex
Therapeutics), Reditux (Dr. Reddy’s Laboratories) y PRO70769 (que se describe en el documento W0O2004/056312).

El ublituximab (Utuxin™, LFB-R603, TG20, EMAB603) es un anticuerpo monoclonal que se dirige a un epitopo
especifico y Unico en CD20 y que ha se ha disefiado por bioingenieria para mejorar la potencia y la actividad clinica.

El rituximab es un anticuerpo monoclonal quimérico murino/humano disefiado genéticamente dirigido contra el

antigeno CD20. El rituximab es el anticuerpo llamado "C2B8" en la patente de los Estados Unidos num. 5,736,137. La
secuencia de aminoacidos del anticuerpo rituximab y los métodos ilustrativos para su produccion mediante la expresion
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recombinante en células de ovario de hamster chino (CHO) se describen en la patente de los Estados Unidos ndm.
5,736,137.

El ofatumumab es un anticuerpo monoclonal humano anti-CD20 IgGIK. Los estudios indican que el ofatumumab se
disocia del CD20 a una velocidad mas lenta en comparacion con el rituximab y se une a un epitopo proximal a la
membrana. Zhang y otros, Mabs 1: 326-331 (2009). El mapeo de epitopos ha indicado que el ofatumumab se une a
un epitopo ubicado mas cerca del extremo N-terminal de CD20 en comparacion con la ubicacion objetivo del rituximab
e incluye un bucle extracelular del antigeno.

Por lo tanto, en algunas modalidades, el anticuerpo anti CD-20 o el fragmento de este se selecciona del grupo que
consiste en los anticuerpos que se unen al mismo epitopo que ublituximab rituximab, ofatumumab, ocrelizumab,
veltuzumab, GA101, AME-133v, PRO131921, tositumomab, hA20 o PRO70769. En algunas modalidades, el
anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de este es ublituximab, rituximab, ofatumumab, ocrelizumab, veltuzumab, GA101,
AME-133v, PRO131921, tositumomab, hA20, PRO70769, o un fragmento de este.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de este se une al mismo epitopo que el ublituximab.
En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de este se une a una secuencia que comprende los
aminodacidos N153-S179 de CD20. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de este se une a
un epitopo discontinuo en los aminoacidos N153-S179 de CD20.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de este se une al CD20 con una afinidad
caracterizada por una constante de disociacion KD menor que aproximadamente 107 M, menor que aproximadamente
10 M o menor que aproximadamente 10° M. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de
este se une al CD20 con una afinidad caracterizada por una constante de disociacion KD de 10-'% a 10-° M. En algunas
modalidades, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de este se une al CD20 con una afinidad caracterizada por una
constante de disociacién KD de 0,7 x 10 M. Como se usa en el contexto de las constantes de disociacion de union a
anticuerpos, el término "aproximadamente" permite el grado de variacién inherente en los métodos usados para medir
la afinidad de los anticuerpos. Por ejemplo, dependiendo del nivel de precision de la instrumentacion usada, el error
estandar basado en el nimero de muestras medidas y el error de redondeo, el término "aproximadamente 102 M"
podria incluir, por ejemplo, de 0,05 M a 0,005 M.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 exhibe una alta afinidad por Fc-gammaRIIl (CD16). En algunas
modalidades, como resultado de su alta afinidad por la region Fc del anticuerpo a CD16, dichos anticuerpos no se
desplazan por los anticuerpos policlonales IgG, especialmente por la IgG presente en el suero sanguineo. En algunas
modalidades, el anticuerpo se une a CD16 (por ejemplo, expresado en un macréfago) con una afinidad de al menos
2x108% M1, al menos 2x10” M1, 2x108 M- 0 2x107 M-, por ejemplo, seglin se determiné por el andlisis Scatchard o la
tecnologia BlAcore (tecnologia basada en la resonancia de plasmoén superficial sin marcaje).

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 exhibe un patrén de glicosilacion caracterizado por un bajo
contenido de fucosa en su region Fc. Por ejemplo, en algunas modalidades, una composicion comprende los
anticuerpos anti-CD20 en los que los anticuerpos comprenden cadenas de azicar unidas a N-glucésidos unidas en el
sitio de glicosilacion de Fc-gamma (Asn 297, numeracién de la UE), en donde entre las cadenas de azlcar unidas a
N-glucdsidos de todos los anticuerpos de la composicion, el contenido de fucosa es menor que el 65 %, menor que el
60 %, menor que el 55 %, menor que el 50 %, menor que el 45 % o menor que el 40 %. En algunas modalidades,
entre las cadenas de azucar unidas a N-glucésidos de todos los anticuerpos de la composicion, el contenido de fucosa
es del 15 al 45 % o del 20 al 40 %.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 exhibe una potente citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
in vitro (ADCC). En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 produce una meseta ADCC de al menos
aproximadamente el 10 %, al menos aproximadamente el 15 %, al menos aproximadamente el 20 %, al menos
aproximadamente el 25 % o al menos aproximadamente el 30 % a una concentracion de 50 ng/ml mediante el uso de
las células asesinas naturales (NK) de donantes sanos. Las técnicas para medir la ADCC se conocen en la técnica y
se proporcionan, por ejemplo, en de Romeauf y otros, British Journal of Hematology 140: 635-643 (2008). En algunas
modalidades, el anticuerpo anti-CD20 produce una meseta ADCC a aproximadamente el 35 % a una concentracion
de 50 ng/ml mediante el uso de las células NK de donantes sanos.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 puede disminuir la actividad de NF-kappa-B. En algunas
modalidades, el anticuerpo anti-CD20 puede disminuir la expresion de SNAIL. En algunas modalidades, el anticuerpo
anti-CD20 puede aumentar la actividad de RKIP. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 puede aumentar
la actividad de PTEN. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 puede aumentar la sensibilizacion de una
célula a la apoptosis por TRAIL.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 se optimiza para Fc-gamma-RIIIA (CD16). Los anticuerpos capaces
de activar los receptores Fc de tipo Il y que tienen una estructura particular de glucano se han descrito, por ejemplo,
en la patente de los Estados Unidos num. 7,931,895. Por lo tanto, en algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20
se modifica en Asn 297 (numeracion de la UE) con N-glucosilaciones del tipo biantenario y/u oligomandsido como se
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describe en la patente de los Estados Unidos num. 7,931,895. Los métodos para producir anticuerpos con fuerte
afinidad por el receptor CD16 de las células efectoras del sistema inmunitario se proporcionan, por ejemplo, en la
solicitud publicada de los Estados Unidos num. 2005/0271652.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 tiene una alta actividad de ADCC. Los métodos para producir
anticuerpos con alta actividad de ADCC se proporcionan, por ejemplo, en la patente de los Estados Unidos num.
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7,713,524.

El ublituximab comprende las secuencias de anticuerpos proporcionadas a continuacion:

CDR1 de la cadena pesada variable:
CDR2 de la cadena pesada variable:
CDRS de la cadena pesada variable:

Cadena pesada variable:

GIn
Met
GIn
Thr
Ser
Cys
Thr

Cadena pesada constante:

Ala

Gly
Val

GIn
Gly
Lys
Pro
Leu
Asp
Thr
Val

Ala

Pro
Leu
Asn
Ser
Val

Leu

Ala
Ser
Thr
Ser
Thr
Ala
Val

Ser
Gly
Ser
Ser
Thr
Lys
Glu
Met
Pro
Lys
Leu
Leu
GIn
Thr
Gly
Phe
Phe
Ser

Tyr
Cys
Pro
Tyr
Ala
Arg
Ser

Thr
Thr
Trp
Ser
GIn
Val
Leu
lle
Glu
Pro
His
Pro
Val
Cys
GIn
Phe
Ser
Leu

Leu
Lys
Arg
Asn
Tyr
Tyr
Ser

Lys
Ala
Asn
Gly
Thr
Glu
Leu
Ser
Val
Arg
GIn
Ala
Tyr
Leu
Pro
Leu
Cys
Ser

GIn
Ala
GIn
GIn
Met
Asp

(SEQ ID NO:4)

Gly
Ala

Ser
Leu
Tyr
Pro
Gly
Arg
Lys
Glu
Asp
Pro
Thr
Val

Glu
Tyr
Ser
Pro

GIn
Ser
Gly
Lys
GIn
Tyr

Pro
Leu
Gly
Tyr
lle
Lys
Gly
Thr
Phe
Glu
Trp
lle
Leu
Lys
Asn
Ser
Val
Gly

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Asn (SEQ ID NO: 1)
lle Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr (SEQ ID NO: 2)

Ala Arg Tyr Asp Tyr Asn Tyr Ala Met Asp Tyr (SEQ ID NO:

Ser
Gly
Leu
Phe
Leu
Asn

Ser
Gly

Ala

Ser
Cys
Ser
Pro
Pro
Asn
GIn
Leu
Glu
Pro
Gly

Asn
Lys
Met
Lys

Gly
Tyr
Glu
Lys
Ser
Tyr

Val
Cys
Leu
Leu
Asn
Cys
Ser
Glu
Trp
Tyr
Asn
Lys
Pro
Phe
Tyr
Leu
His

(SEQ ID NO: 5)

Ala
Thr
Trp
Gly
Ser
Ala

Phe
Leu
Thr
Ser
Val
Asp
Val
Val
Tyr
Asn
Gly
Thr
Ser
Tyr
Lys
Thr
Glu

Glu
Phe
lle

Lys
Leu
Met

Pro
Val
Ser
Ser
Asn
Lys
Phe
Thr
Val
Ser
Lys
lle
Arg
Pro
Thr
Val
Ala

Leu
Thr
Gly
Ala

Thr
Asp

Leu
Lys
Gly
Val

His

Thr
Leu
Cys
Asp
Thr
Glu
Ser
Asp
Ser
Thr
Asp
Leu

Val Arg Pro Gly
Ser Tyr Asn Met
Gly lle Tyr Pro
Thr Leu Thr Val
Ser Glu Asp Ser
Tyr Trp Gly Gin

Ala Pro Ser Ser
Asp Tyr Phe Pro
Val His Thr Phe
Val Thr Val Pro
Lys Pro Ser Asn
His Thr Cys Pro
Phe Pro Pro Lys
Val Val Val Asp
Gly Val Glu Val
Tyr Arg Val Val
Tyr Lys Cys Lys
Lys Ala Lys Gly
Glu Leu Thr Lys
Asp lle Ala Val
Pro Pro Val Leu
Lys Ser Arg Trp
His Asn His Tyr

CDR1 de la cadena ligera variable: Ser Ser Val Ser Tyr (SEQ ID NO: 6)
CDR2 de la cadena ligera variable: Ala Thr Ser (SEQ ID NO: 7)
CDR3 de la cadena ligera variable: GIn GIn Trp Thr Phe Asn Pro Pro Thr (SEQ ID NO: 8)

Cadena ligera variable:

GIn
Thr
Pro
Pro
Val
Thr

lle
Met
Gly
Ala
Glu
Phe

Val
Thr
Ser
Arg
Ala
Gly

Leu
Cys
Ser
Phe
Glu
Gly

Cadena ligera constante:

Thr
Gly
GIn
GIn
Asp

Val
Thr
Trp
Asp
Tyr

Ala
Ala
Lys
Ser
Glu

Ala
Ser
Val
Lys
Lys

Ser
Arg
Pro
Ser
Asp
Gly

Pro
Val
Asp
Asp
His

GIn
Ala
Lys
Gly
Ala
Thr

Ser
Val

Asn
Ser
Lys

Ser
Ser
Pro
Ser
Ala
Arg

Val
Cys
Ala
Thr
Val

Pro
Ser
Trp
Gly
Thr
Leu

Phe
Leu
Leu
Tyr
Tyr

Ala
Ser
lle

Ser
Tyr
Glu

lle
Val
Tyr
Gly
Tyr
lle

llePhe

Leu
GIn
Ser
Ala

Asn
Ser
Leu
Cys

Leu
Ser
Ala

Thr
Cys
Lys

Pro
Asn
Gly
Ser
Glu
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Ser Ala Ser Pro
Tyr Met His Trp
Thr Ser Asn Leu
Ser Tyr Ser Phe
Gln GIn Trp Thr
(SEQ ID NO: 9)

Pro Ser Asp Glu
Phe Tyr Pro Arg
Asn Ser GIn Glu
Ser Thr Leu Thr
Val Thr His Gin

Ala
His
Gly
Gly
Ala
Gly

Lys
Glu
Pro
Ser
Thr
Pro
Pro
Val

His

Ser
Val

GIn
Asn
Glu
Asp
GIn
Thr

Gly
Tyr
Ala
Thr
Phe

GIn
Glu
Ser
Leu
Gly

Ser
Trp
Asn
Lys
Val
Thr

Ser
Pro
Ala

Ser
Lys
Cys
Lys
Ser
Asn
Val

Ser
Pro
GIn
Trp

Ser
GIn
GIn

Glu
GIn
Ser

3)

Val
Val
Gly
Ser
Tyr
Ser

Thr
Val
Val
Ser
Val
Pro
Asp
His
Ala
Leu
Asn
Arg
Val
Glu
Asp
Gly
Lys

Lys
Gin
Gly

lleSer

Asn

Leu
Ala
Val
Ser
Leu

Pro

Lys
Lys
Thr
Lys
Ser

Lys
Lys
Asp
Ser
Phe
Val

Ser
Thr
Leu
Leu
Asp
Ala

Thr
Glu

Lys
Thr
Lys
Glu

Ser
Ser
Gly

Asn
Ser

Val
Lys
Val
Arg
Pro

Ser
Val
Glu
Ala
Ser
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Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys (SEQ ID NO: 10)

Por lo tanto, en algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno de este comprende,
consiste esencialmente en, o consiste en un dominio variable de la cadena pesada de la inmunoglobulina (dominio
VH), en donde al menos una (es decir, una, dos o tres) de las CDR del dominio VH tiene una secuencia de aminoacidos
que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o idéntica a la region CDR1, CDR2 o CDR3 de las
secuencias SEQ ID NO: 1, 2 o 3, en donde el anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno de este que comprende
el dominio VH puede unirse especifica o preferentemente a CD20.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno de este comprende, consiste
esencialmente en, o consiste en un dominio variable de la cadena pesada de la inmunoglobulina (dominio VH), en
donde al menos una (es decir, una, dos o tres) de las CDR del dominio VH tiene una secuencia de aminoacidos
idéntica, excepto por 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones conservadoras de aminoacidos, a la region CDR1, CDR2 o CDR3 de
las secuencias SEQ ID NO: 1, 2 0 3, en donde el anticuerpo o el fragmento de union al antigeno de este que comprende
el dominio VH puede unirse especifica o preferentemente a CD20.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno de este comprende, consiste
esencialmente en, o consiste en un dominio VH que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %, 85
%, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos
de VH de la SEQ ID NO: 4, en donde un anticuerpo o un fragmento de union al antigeno, una variante, o un derivado
de este que comprende el dominio VH puede unirse especifica o preferentemente a CD20.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno de este comprende, consiste
esencialmente en, o consiste en una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %,
85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos
de la cadena pesada que comprende las SEQ ID NO: 4 y 5, en donde el anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno
de este que comprende la cadena pesada puede unirse especifica o preferentemente a CD20.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno de este comprende, consiste
esencialmente en, o consiste en un dominio variable de la cadena ligera de la inmunoglobulina (dominio VL), en donde
al menos una (es decir, una, dos o tres) de las CDR del dominio VL tiene una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o idéntica a la region CDR1, CDR2 o CDR3 de las secuencias
SEQ ID NO: 6, 7 u 8, en donde el anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno de este que comprende el dominio
VL puede unirse especifica o preferentemente a CD20.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno de este comprende, consiste
esencialmente en, o consiste en un dominio variable de la cadena ligera de la inmunoglobulina (dominio VL), en donde
al menos una (es decir, una, dos o tres) de las CDR del dominio VL tiene una secuencia de aminoacidos idéntica,
excepto por 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones conservadoras de aminoacidos, en la region CDR1, CDR2 o CDR3 de las SEQ
ID NO: 6, 7 u 8, en donde el anticuerpo o el fragmento de union al antigeno de este que comprende el dominio VL
puede unirse especifica o preferentemente a CD20.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno de este comprende, consiste
esencialmente en, o consiste en un dominio VL que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %, 85
%, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos
de VL de la SEQ ID NO: 9, en donde el anticuerpo o el fragmento de union al antigeno de este que comprende el
dominio VL puede unirse especifica o preferentemente a CD20.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno de este comprende, consiste
esencialmente en, o consiste en una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %,
85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos
de la cadena pesada que comprende las SEQ ID NO: 9 y 10, en donde el anticuerpo o el fragmento de union al
antigeno de este que comprende la cadena ligera puede unirse especifica o preferentemente a CD20.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno de este comprende, consiste
esencialmente en, o consiste en un dominio variable de la cadena pesada de la inmunoglobulina (dominio VH) y un
dominio variable de la cadena ligera de la inmunoglobulina (dominio VL), en donde al menos una (es decir, una, dos
o tres) de las CDR del dominio VH tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96
%, 97 %, 98 %, 99 %, o idéntica a la regiéon CDR1, CDR2 o CDR3 de las secuencias SEQ ID NO: 1, 2 0 3, en donde
al menos una (es decir, una, dos o tres) de las CDR del dominio VL tiene una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o idéntica a la regiéon CDR1, CDR2 o CDRS3 de las secuencias
SEQ ID NO: 6, 7 u 8, y en donde el anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno de este que comprende el dominio
VH y VL puede unirse especifica o preferentemente a CD20.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno de este comprende, consiste
esencialmente en, o consiste en un dominio variable de la cadena pesada de la inmunoglobulina (dominio VH), y un
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dominio variable de la cadena ligera de la inmunoglobulina (dominio VL), en donde al menos una (es decir, una, dos
o tres) de las CDR del dominio VH tiene una secuencia de aminoacidos idéntica, excepto por 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones
conservadoras de aminoacidos, a la region CDR1, CDR2 o CDRS3 de las secuencias SEQ ID NO: 1, 2 o 3, en donde
al menos una (es decir, una, dos o tres) de las CDR del dominio VL tiene una secuencia de aminoacidos idéntica,
excepto por 1, 2, 3, 4, o 5 sustituciones conservadoras de aminoacidos, a la region CDR1, CDR2 o CDR3 de las SEQ
ID NO: 6, 7 u 8, y en donde el anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno de este que comprende VH y VL puede
unirse especifica o preferentemente a CD20.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno de este comprende la region
CDR1, CDR2 y CDR3 de VH de las secuencias SEQ ID NO: 1, 2y 3, y la region CDR1, CDR2 y CDR3 de VL de las
secuencias SEQ ID NO: 6, 7y 8.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno de este comprende, consiste
esencialmente en, o consiste en un dominio VH y un dominio VL, en donde el VH tiene una secuencia de aminoacidos
que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una
secuencia de aminoacidos de VH de la SEQ ID NO: 4, en donde el dominio VL que tiene una secuencia de aminoacidos
que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una
secuencia de aminoacidos de VL de la SEQ ID NO: 9, y en donde el anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno
de este que comprende el dominio VH y VL puede unirse especifica o preferentemente a CD20.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno de este comprende el VH de la
SEQID NO: 4y el VL de la SEQ ID NO: 9.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno de este se une al mismo epitopo
que un anticuerpo que comprende el VH de la SEQ ID NO: 4 y el VL de la SEQ ID NO: 9.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno de este comprende, consiste
esencialmente en, o consiste en una cadena pesada y una cadena ligera, en donde la cadena pesada tiene una
secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99
% 0 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos de la cadena pesada que comprende las SEQ ID NO: 4y 5, en
donde la cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93
%, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos de la cadena pesada que
comprende las SEQ ID NO: 9 y 10, y en donde el anticuerpo o el fragmento de union al antigeno de este que
comprende la cadena pesada puede unirse especifica o preferentemente a CD20.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno de este comprende una cadena
pesada que comprende las SEQ ID NO: 4 y 5 y una cadena ligera que comprende las SEQ ID NO: 9y 10.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno de este se une al mismo epitopo
que un anticuerpo que comprende la SEQ ID NO: 4 y la SEQ ID NO: 5.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 es el ublituximab.

En algunas modalidades, el anticuerpo es el EMAB603 (véase el documento W0O2006/064121), producido por el clon
R603-12D11, depositado en la Collection Nationale des Cultures de Microorganismes con el numero de acceso CNCM
1-3529.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 se produce en la linea celular YB2/0 de hibridoma de rata (célula
YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20, registrada en la American Type Culture Collection con el nimero ATCC CRL-1662).

La estructura quimica precisa de un anticuerpo capaz de unirse especificamente a CD20 y retener la actividad deseada
depende de varios factores. Como los grupos amino y carboxilo ionizables estan presentes en la molécula, puede
obtenerse un polipéptido particular como una sal acida o basica, o en forma neutra. Todas las preparaciones que
retienen su actividad biolégica cuando se colocan en condiciones ambientales adecuadas se incluyen en la definicion
de anticuerpos anti-CD20 como se usa en la presente descripcion. Ademas, la secuencia de aminoacidos primaria del
anticuerpo puede aumentarse mediante la derivatizacién mediante el uso de restos de azucar (glucosilacion) o
mediante otras moléculas suplementarias tales como lipidos, fosfato, grupos acetilo y similares. También puede
aumentarse mediante la conjugacién con sacaridos. Determinados aspectos de dicho aumento se logran mediante
sistemas de procesamiento postraduccionales del huésped productor; otras modificaciones de este tipo pueden
introducirse in vitro. En cualquier caso, tales modificaciones se incluyen en la definicion de un anticuerpo anti-CD20
usado en la presente descripcidn, siempre que no se destruyan las propiedades deseadas del anticuerpo anti-CD20.
Se espera que tales modificaciones puedan afectar cuantitativa o cualitativamente la actividad, ya sea por el aumento
o la disminucién de la actividad del polipéptido, en los diversos ensayos. Ademas, los residuos de aminoacidos
individuales en la cadena pueden modificarse por oxidacién, reduccién u otra derivatizacion, y el polipéptido puede
escindirse para obtener los fragmentos que retienen la actividad. Tales alteraciones que no destruyen las propiedades
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deseadas (por ejemplo, la especificidad de unién por CD20) no eliminan la secuencia de polipéptidos de la definicion
de anticuerpos anti-CD20 de interés como se usa en la presente descripcion.

La técnica proporciona una guia sustancial con respecto a la preparacion y el uso de las variantes de polipéptidos. Al
preparar variantes de una molécula de unién anti-CD20, por ejemplo, un anticuerpo o un fragmento de unién al
antigeno, una variante o un derivado de este, un experto en la técnica puede determinar facilmente qué modificaciones
a la secuencia de nucledtidos o aminoacidos de la proteina nativa resultaran en una variante que es adecuada para
usar como un componente terapéuticamente activo de una composicion farmacéutica.

Es posible introducir las mutaciones solo en las regiones marco o solo en las regiones CDR de una molécula de
anticuerpo. Las mutaciones introducidas pueden ser mutaciones sin sentido, silenciosas o neutrales, es decir, no
tienen, o tienen poco efecto sobre la capacidad de un anticuerpo para unirse al antigeno. Estos tipos de mutaciones
pueden ser utiles para optimizar el uso de codones o mejorar la produccion de anticuerpos de un hibridoma.
Alternativamente, las mutaciones sin sentido no neutrales pueden alterar la capacidad de un anticuerpo para unirse al
antigeno. Es probable que la ubicacién de la mayoria de las mutaciones sin sentido neutrales y silenciosas se
encuentre en las regiones marco, mientras que es probable que la ubicaciéon de la mayoria de las mutaciones sin
sentido neutrales se encuentre en las CDR, aunque esto no es un requisito absoluto. Un experto en la técnica seria
capaz de disefiar y probar las moléculas mutantes con propiedades deseadas, tales como ninguna alteracion en la
actividad de unién al antigeno o alteracion en la actividad de unién (por ejemplo, mejoras en la actividad de union al
antigeno o cambio en la especificidad del anticuerpo). Después de la mutagénesis, la proteina codificada puede
expresarse de manera rutinaria y la actividad funcional y/o bioldgica de la proteina codificada (por ejemplo, la
capacidad de unirse inmunoespecificamente al menos a un epitopo de un polipéptido CD20) puede determinarse
mediante el uso de las técnicas que se describen en la presente descripcion o mediante la modificacion de manera
rutinaria de las técnicas conocidas en la técnica.

En determinadas modalidades, los anticuerpos anti-CD20 comprenden al menos una regiéon determinante de la
complementariedad (CDR) optimizada. Por "CDR optimizada" se pretende que la CDR se haya modificado y se hayan
seleccionado las secuencias optimizadas en base a la afinidad de unién sostenida o mejorada y/o la actividad anti-
CD20 que se imparte a un anticuerpo anti-CD20 que comprende la CDR optimizada. La "actividad anti-CD20" puede
incluir, por ejemplo, la actividad que modula una o mas de las siguientes actividades asociadas con CD20, por ejemplo,
la capacidad de inducir apoptosis de las células B, la capacidad de inducir ADCC contra las células B (por ejemplo,
células de CLL), la capacidad de inhibir la actividad de NF-kappaB, la capacidad de inhibir la expresiéon de Snalil, la
capacidad de desreprimir RKIP, la capacidad de desreprimir PTEN, la capacidad de sensibilizar una célula tumoral a
la apoptosis por TRAIL o cualquier otra actividad asociada con CD20. Tales actividades se describen, por ejemplo, en
Baritaki y otros, International Journal of Oncology 38: 1683-1694 (2011). Las modificaciones pueden implicar el
reemplazo de residuos de aminoacidos dentro de la CDR de manera que un anticuerpo anti-CD20 retiene la
especificidad para el antigeno CD20 y tiene una afinidad de unién mejorada y/o una actividad anti-CD20 mejorada.

En determinados anticuerpos anti-CD20, o fragmentos de union al antigeno de estos, al menos una fraccién de uno o
mas de los dominios de la regidon constante se han eliminado o alterado de otro modo para proporcionar las
caracteristicas bioquimicas deseadas tales como las funciones efectoras reducidas, la capacidad de dimerizar no
covalentemente, mayor capacidad de localizacion en el sitio de un tumor, la semivida sérica reducida o la semivida
sérica aumentada en comparacién con un anticuerpo completo inalterado de aproximadamente la misma
inmunogenicidad. Por ejemplo, determinados anticuerpos son anticuerpos de dominios eliminados que comprenden
una cadena de polipéptidos similar a una cadena pesada de la inmunoglobulina, pero que carecen de al menos una
porcidon de uno o mas dominios de la cadena pesada. Por ejemplo, en determinados anticuerpos, se eliminara un
dominio completo de la regién constante del anticuerpo modificado, por ejemplo, se eliminara todo o parte del dominio
CH2.

En determinados anticuerpos anti-CD20 o fragmentos de union al antigeno de estos, la porcidon Fc puede mutarse
para disminuir la funcién efectora mediante el uso de técnicas conocidas en la técnica. Por ejemplo, las modificaciones
de la region constante pueden usarse para modificar los enlaces disulfuro o los restos de oligosacaridos que permiten
una localizacién mejorada debido a una especificidad al antigeno o flexibilidad del anticuerpo aumentada. El perfil
fisiolégico resultante, la biodisponibilidad y otros efectos bioquimicos de las modificaciones pueden medirse y
cuantificarse facilmente mediante el uso de las técnicas inmunolégicas que se conocen bien sin experimentacion
excesiva.

En determinadas modalidades, un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de unién al antigeno de este no provocara
una respuesta inmunitaria perjudicial en el animal a tratar, por ejemplo, en un humano. En una modalidad, los
anticuerpos anti-CD20 o los fragmentos de unién al antigeno de estos pueden modificarse para reducir su
inmunogenicidad mediante el uso de las técnicas reconocidas en la técnica. Por ejemplo, los anticuerpos pueden ser
humanizados, primatizados, desinmunizados o pueden fabricarse anticuerpos quiméricos. Estos tipos de anticuerpos
se derivan de un anticuerpo no humano, tipicamente un anticuerpo murino o de primates, que retiene, o retiene
sustancialmente, las propiedades de unién al antigeno del anticuerpo original, pero que es menos inmunogénico en
humanos. Esto puede lograrse mediante varios métodos, que incluyen (a) injertar los dominios variables no humanos
completos en las regiones constantes humanas para generar los anticuerpos quiméricos; (b) injertar al menos una
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parte de una o mas de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) no humanas en un marco humano
y las regiones constantes con o sin retencion de los residuos criticos del marco; o (c) trasplantar todos los dominios
variables no humanos, pero "encubrirlos" con una seccién similar a la humana mediante el reemplazo de los residuos
superficiales. Dichos métodos se describen en Morrison y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. 81:6851-6855 (1984); Morrison
y otros, Adv. Immunol. 44:65-92 (1988); Verhoeyen y otros, Science 239:1534-1536 (1988); Padlan, Molec. Immun.
28:489-498 (1991); Padlan, Molec. Immun. 31:169-217 (1994), y las patentes de los Estados Unidos nums. 5,585,089,
5,693,761, 5,693,762 y 6,190,370.

Las formas modificadas de los anticuerpos o los fragmentos de unién al antigeno de estos pueden prepararse a partir
de anticuerpos originales o precursores completos mediante el uso de las técnicas conocidas en la técnica.

Los anticuerpos anti-CD20 o los fragmentos de unién al antigeno de estos pueden prepararse o fabricarse mediante
el uso de las técnicas conocidas en la técnica. En determinadas modalidades, las moléculas de anticuerpo o los
fragmentos de estos se "producen de forma recombinante”, es decir, se producen mediante el uso de la tecnologia
del ADN recombinante. Los anticuerpos anti-CD20 o los fragmentos de estos pueden generarse mediante cualquier
método adecuado conocido en la técnica, que incluyen la generacion de anticuerpos policlonales o la preparacion de
anticuerpos monoclonales, por ejemplo, a través del hibridoma o la presentacion en fago.

Puede usarse una variedad de sistemas de vectores de expresion en el huésped para expresar las moléculas de
anticuerpos. La célula huésped puede cotransfectarse con dos vectores de expresion, el primer vector codifica un
polipéptido derivado de la cadena pesada y el segundo vector codifica un polipéptido derivado de la cadena ligera.
Los dos vectores pueden contener marcadores seleccionables idénticos que permiten la expresion igual de los
polipéptidos de la cadena pesada y ligera. Alternativamente, puede usarse un solo vector que codifica los polipéptidos
de la cadena pesada y ligera. En tales situaciones, la cadena ligera se coloca ventajosamente antes de la cadena
pesada para evitar un exceso de la cadena pesada libre de toxicos (Proudfoot, Nature 322:52 (1986); Kohler, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 77:2197 (1980)). La célula huésped también puede transfectarse con un Unico vector que codifica
un polipéptido derivado de la cadena pesada y un polipéptido derivado de la cadena ligera. Las secuencias de
codificacién para las cadenas pesada y ligera pueden comprender ADNc o ADN gendémico.

El vector o los vectores de expresion pueden transferirse a una célula huésped mediante las técnicas convencionales
y las células transfectadas se cultivan luego mediante las técnicas convencionales para producir un anticuerpo. Por lo
tanto, se proporcionan las células huésped que contienen un polinucleétido que codifica un anticuerpo, o una cadena
pesada o ligera de este, operativamente unida a un promotor heterdlogo. En determinados casos, para la expresion
de los anticuerpos de doble cadena, los vectores que codifican tanto las cadenas pesadas como las ligeras pueden
coexpresarse en la célula huésped para la expresion de la molécula de inmunoglobulina completa.

Los sistemas de expresion en el huésped representan los vehiculos mediante los cuales las secuencias de codificacion
de interés pueden producirse y posteriormente purificarse, pero también representan las células que pueden, cuando
se transforman o transfectan con las secuencias de codificacion de nucledtidos apropiadas, expresar un anticuerpo
CD20 in situ. Estos incluyen pero no se limitan a microorganismos tales como bacterias (por ejemplo, E. coli, B. subtilis)
transformadas con ADN de bacteriéfagos recombinantes, vectores de expresién de ADN césmido o ADN plasmidico
que contienen las secuencias de codificacion de anticuerpos; levadura (por ejemplo, Saccharomyces, Pichia)
transformada con vectores de expresion de levadura recombinante que contienen las secuencias de codificacion de
anticuerpos; sistemas de células de insectos infectados con vectores de expresion de virus recombinantes (por
ejemplo, baculovirus) que contienen las secuencias de codificacién de anticuerpos; sistemas de células vegetales
infectados con vectores de expresion de virus recombinantes (por ejemplo, virus del mosaico de la coliflor, CaMV;
virus del mosaico del tabaco, TMV) o transformados con vectores de expresion de plasmidos recombinantes (por
ejemplo, plasmido Ti) que contienen las secuencias de codificacion de anticuerpos; o sistemas de células de mamifero
(por ejemplo, células COS, CHO, BLK, 293, 3T3) que albergan constructos de expresion recombinantes que contienen
promotores derivados del genoma de células de mamifero (por ejemplo, promotor de metalotioneina) o de virus de
mamifero (por ejemplo, el promotor tardio de adenovirus; el promotor 7,5K del virus vaccinia). Las células bacterianas
como Escherichia coli, o las células eucariotas, por ejemplo, para la expresion de las moléculas completas de
anticuerpo recombinante, se usan para la expresién de una molécula de anticuerpo recombinante. Por ejemplo, las
células de mamiferos, como las células de ovario de hamster chino (CHO), junto con un vector como el principal
elemento promotor genético temprano intermedio del citomegalovirus humano es un sistema de expresion efectivo
para los anticuerpos (Foecking y otros, Gene 45:101 (1986); Cockett y otros, Bio/Technology 8:2 (1990)). En algunas
modalidades, el anticuerpo anti-CD20 se produce en una célula huésped que no es una célula CHO.

Una vez que un anticuerpo se ha expresado de forma recombinante, puede purificarse por cualquier método conocido
en la técnica para la purificacion de una molécula de inmunoglobulina, por ejemplo, por cromatografia (por ejemplo,
intercambio ionico, afinidad, particularmente por afinidad por el antigeno especifico después de la proteina A, y
cromatografia de exclusion por tamafio), centrifugacion, solubilidad diferencial, o por cualquier otra técnica estandar
para la purificacion de proteinas.

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD20 se produce por una linea celular de hibridoma de rata. En algunas
modalidades, el anticuerpo anti-CD20 se produce en YB2/0 (ATCC CRL-1662)
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Composiciones farmacéuticas

Un compuesto de la Formula A y los anticuerpos anti-CD20 pueden administrarse en cualquier orden o en cualquier
intervalo segun lo determine un experto en la técnica. Por ejemplo, un compuesto de la Férmula A y el anticuerpo anti-
CD20 pueden administrarse secuencialmente (en cualquier orden), simultdneamente o mediante cualquier
combinacién de administraciones secuenciales y simultdneas. Un compuesto de la Férmula A y el anticuerpo anti-
CD20 pueden administrarse en las mismas composiciones farmacéuticas o en composiciones farmacéuticas
separadas.

La administracion de la combinacion, ya sea simultanea, secuencial (en cualquier orden) o ambas, puede realizarse
de acuerdo con cualquier numero de intervalos deseados de minutos (por ejemplo, 0-60 minutos), horas (por ejemplo,
0-24 horas), dias (por ejemplo, 0-7 dias), y/o semanas (por ejemplo, 0-52 semanas) segun puede decidirlo y
determinarlo un experto en la técnica. La dosificacién también puede variar con el tiempo, por ejemplo, comenzar con
una dosis semanal durante un periodo de tiempo (por ejemplo, durante 1, 2, 3, 4, 5 o 6 semanas) seguido de una
dosificacion cada dos semanas, una vez cada tres semanas, una vez cada cuatro semanas, una vez cada cinco
semanas o una vez cada seis semanas.

El compuesto de la Férmula Ay los anticuerpos anti-CD20 pueden formularse en composiciones farmacéuticas para
la administracion a mamiferos, incluidos los humanos. Las composiciones farmacéuticas comprenden portadores
farmacéuticamente aceptables, que incluyen, por ejemplo, intercambiadores de iones, alimina, estearato de aluminio,
lecitina, proteinas séricas como albumina sérica humana, sustancias amortiguadoras como fosfatos, glicina, acido
sérbico, sorbato de potasio, mezclas parciales de glicéridos de acidos grasos vegetales saturados, agua, sales o
electrolitos como sulfato de protamina, fosfato de hidrégeno disédico, fosfato de hidrégeno y potasio, cloruro de sodio,
sales de zinc, silice coloidal, trisilicato de magnesio, polivinilpirrolidona, sustancias a base de celulosa, polietilenglicol,
carboximetilcelulosa de sodio, poliacrilatos, ceras, polimeros de bloque de polietileno-polioxipropileno, polietilenglicol
y grasa de lana.

Las composiciones pueden administrarse por cualquier método adecuado, por ejemplo, por via parenteral,
intraventricular, oral, por pulverizacion por inhalacion, tdpica, rectal, nasal, bucal, vaginal o mediante un depésito
implantado. En algunas modalidades, el compuesto de la Férmula A puede administrarse por via oral. El término
"parenteral”, como se usa en la presente descripcion, incluye las técnicas de inyeccion o infusion subcutanea,
intravenosa, intramuscular, intraarticular, intrasinovial, intraesternal, intratecal, intrahepatica, intralesional e
intracraneal.

Las formulaciones parenterales pueden ser una dosis de bolo Unica, una infusién o una dosis de bolo de carga seguida
de una dosis de mantenimiento. Estas composiciones pueden administrarse a intervalos especificos fijos o variables,
por ejemplo, una vez al dia, o "segun sea necesario". El anticuerpo anti-CD20 puede administrarse por via intravenosa
(V).

Determinadas composiciones farmacéuticas pueden administrarse por via oral en una forma de dosificacion aceptable
que incluye, por ejemplo, capsulas, comprimidos, suspensiones o soluciones acuosas. Determinadas composiciones
farmacéuticas también pueden administrarse por inhalacién o aerosol nasal. Dichas composiciones pueden prepararse
como soluciones en solucidn salina, empleando alcohol bencilico u otros conservantes adecuados, promotores de
absorcién para mejorar la biodisponibilidad y/u otros agentes solubilizantes o dispersantes convencionales.

Una dosis especifica y un régimen de tratamiento para cualquier paciente en particular dependeran de una variedad
de factores, que incluyen los agentes terapéuticos particulares usados, la edad del paciente, el peso corporal, la salud
general, el sexo y la dieta, y el momento de la administracion, la tasa de excrecién, la combinacion de farmacos y la
gravedad de la enfermedad particular que se esta tratando. El juicio de tales factores por parte de los cuidadores
médicos esta dentro de la habilidad comun en la técnica. La cantidad también dependera del paciente individual a
tratar, la via de administracion, el tipo de formulacion, las caracteristicas del compuesto usado, la gravedad de la
enfermedad y el efecto deseado. La cantidad usada puede determinarse mediante principios farmacolégicos y
farmacocinéticos que se conocen bien en la técnica.

El anticuerpo anti-CD20 puede administrarse a una dosis menor que 187,5 mg/m?, 75 mg/m?, 37,5 mg/m?, 15 mg/m?,
7,5 mg/m?, 3,75 mg/m?. La dosis administrada puede ser de 187,5 mg/m? a 75 mg/m?, de 75 mg/m? a 37,5 mg/m?, de
75 mg/m? a 15 mg/m?, de 75 mg/m? a 7,5 mg/m?, o de 75 mg/m? a 3,75 mg/m?2.

Un compuesto de la Férmula A puede administrarse en un intervalo de dosis de 10 a 2500 mg/dia, de 10 a 1500
mg/dia, de 50 a 1000 mg/dia, de 100 a 750 mg/dia, de 150 a 500 mg/dia. La dosis administrada puede ser de 200 a
400 mg por dia. La dosis administrada puede ser de 500, 1000, 1500, 2000 o 2500 mg/dia.

Los compuestos activos suplementarios también pueden incorporarse en las composiciones. Por ejemplo, un

anticuerpo anti-CD20 y un compuesto de la Formula A pueden coformularse y/o coadministrarse con uno o mas
agentes terapéuticos adicionales, tales como los agentes anticancerigenos.
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IV. Kits

La presente invencién proporciona los kits que comprenden un compuesto de la Férmula A, los anticuerpos anti-CD20,
y opcionalmente otros agentes y que pueden usarse para realizar los métodos que se describen en la presente
descripcion, y las combinaciones de estos. De acuerdo con las reivindicaciones, el kit comprende al menos un
anticuerpo anti-CD20 y un compuesto de la Féormula A.

Los kits farmacéuticos que comprenden uno o mas recipientes llenos con uno o mas de los ingredientes de los
compuestos y las composiciones farmacéuticas de la presente invencion, que incluyen un compuesto de la Férmula
A y/o uno o mas anticuerpos anti-CD20 también se proporcionan en la presente descripcion. Dichos kits también
pueden incluir, por ejemplo, otros compuestos y/o composiciones, uno o varios dispositivos para administrar los
compuestos y/o las composiciones, e instrucciones escritas en una forma prescrita por una agencia gubernamental
que regula la fabricacion, el uso o la venta de productos farmacéuticos o biolégicos.

Un experto en la técnica reconocera facilmente que los anticuerpos y un compuesto de la Férmula A que se describen
en la presente descripcion pueden incorporarse facilmente en uno de los formatos de kit establecidos que se conocen
bien en la técnica.

Ademas se proporcionan los kits que comprenden (a) un compuesto de la Férmula A, un anticuerpo anti-CD20, o una
combinacién de estos y (b) un agente anticancerigeno adicional. En determinadas modalidades, el agente
anticancerigeno adicional es un agente quimioterapéutico.

V. Métodos de uso de las combinaciones de un compuesto de la Féormula A y los anticuerpos anti-CD20

Las combinaciones de un compuesto de la Formula A y los anticuerpos anti-CD20 pueden usarse en los métodos de
tratamiento de enfermedades o trastornos en un sujeto. Por lo tanto, de acuerdo con las reivindicaciones, se
proporcionan los usos de un compuesto de la Férmula A en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de
una enfermedad o un trastorno asociado con la proliferacion excesiva de células B, el cancer o una enfermedad o un
trastorno autoinmunitario, en donde un compuesto de la Férmula A se va a administrar en combinacién (por ejemplo,
de forma secuencial o simultanea) con un anticuerpo anti-CD20. Ademas, también se proporcionan los usos de un
anticuerpo anti-CD20 en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad o un trastorno
asociado con la proliferacion excesiva de células B, el cancer o una enfermedad o un trastorno autoinmunitario, en
donde el anticuerpo anti-CD20 se va a administrar en combinacion (por ejemplo, de forma secuencial o simultanea)
con un compuesto de la Formula A. Ademas, se proporciona una combinacién terapéutica que comprende: (i) un
compuesto de la Férmula A, un estereoisdmero de este, o una sal farmacéuticamente aceptable, o solvato de este; y
(ii) un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de unién al antigeno de este, para usar como un medicamento para tratar
una enfermedad o un trastorno asociado con la proliferacion excesiva de células B, el cancer o una enfermedad o un
trastorno autoinmunitario.

También se describe un método para inhibir la isoforma PI3Kd y/o el CD20 en un paciente mediante la administracion
a un paciente de una cantidad efectiva de una combinacién de la presente invencion.

También se describe un método para tratar, prevenir y/o inhibir una enfermedad, un trastorno o una afeccién mediada
por PI3Kd y/o una enfermedad, un trastorno o una afeccién mediada por CD20 (tal como el cancer u otra enfermedad
o trastorno proliferativo) en un paciente mediante la administracion al paciente de una cantidad efectiva de una
combinacién de la presente invencion.

También se describe un método para tratar una enfermedad, un trastorno o una afeccién asociada a la isoforma PI3Kd
y/o el CD20 en un paciente mediante la administracion al paciente de una cantidad efectiva de una combinacion de la
presente invencion. En una modalidad, la cantidad del compuesto administrado en una combinacion es suficiente para
tratar una enfermedad, un trastorno o una afeccion asociada a la isoforma PI3Kd y/o el CD20 por inhibicion selectiva
de PI3K? y/o el CD20.

También se describe un método para tratar una enfermedad proliferativa mediante la administracion a un paciente que
necesita dicho tratamiento de una cantidad efectiva de al menos un compuesto de la Formula A y el anticuerpo de la
presente invencién. En una modalidad, la cantidad del compuesto administrado en combinacion es suficiente para
tratar la enfermedad proliferativa por inhibicién selectiva de PI3K® y/o la inhibicion de CD20.

También se describe un método para tratar una enfermedad proliferativa mediante la administracion a un paciente que
necesita dicho tratamiento de una cantidad efectiva de una combinacién de la presente invencion, en combinacion
adicional (de forma simultanea o secuencial) con al menos otro agente anticancerigeno. La cantidad del compuesto A
administrada es suficiente para tratar (o facilitar el tratamiento de) la enfermedad proliferativa por inhibicion selectiva
de PI3KSd.
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Las combinaciones de la presente invencién son utiles en el tratamiento de una variedad de canceres, que incluyen,
pero no se limita a, los siguientes:

e carcinoma, que incluye el de vejiga, mama, colon, rifion, higado, pulmén (incluido el cancer de pulmén de células
pequefias), esodfago, vesicula biliar, Utero, ovario, testiculos, laringe, cavidad oral, tracto gastrointestinal (por
ejemplo, esofago, estdbmago, pancreas), cerebro, cuello uterino, tiroides, préstata, sangre y piel (incluido el
carcinoma de células escamosas);

e tumores hematopoyéticos de linaje linfoide, que incluyen leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia
linfoblastica aguda, linfoma de células B, linfoma de células T, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, linfoma de
células pilosas y linfoma de Burkett;

« tumores hematopoyéticos de linaje mieloide, que incluyen leucemias mielégenas agudas y cronicas, sindrome
mielodisplasico y leucemia promielocitica;

« tumores de origen mesenquimatoso, que incluyen fibrosarcoma y rabdomiosarcoma;

e tumores del sistema nervioso central y periférico, que incluyen astrocitoma, neuroblastoma, glioma y
schwannomas; y

« ofros tumores, que incluyen melanoma, seminoma, teratocarcinoma, osteosarcoma, xenoderoma pigmentoso,
queratoacantoma, cancer folicular de tiroides y sarcoma de Kaposi.

Las combinaciones de la presente invencion como moduladores de la apoptosis son utiles en el tratamiento,
prevencion e inhibicion del cancer (que incluyen, pero no se limitan a, los tipos mencionados anteriormente en la
presente descripcion).

Las combinaciones de la presente invencion son utiles en la quimioprevencién del cancer. La quimioprevencion implica
inhibir el desarrollo del cancer invasivo al bloquear el evento mutagénico iniciador, bloquear la progresion de las células
premalignas que ya han sufrido un dafio o inhibir la recaida tumoral. Los compuestos también son utiles para inhibir
la angiogénesis y las metastasis tumorales. También se describe un método para inhibir la angiogénesis o las
metastasis tumorales en un paciente mediante la administracion de una cantidad efectiva de uno o mas compuestos
de la presente invencion.

También se describe un método para tratar una enfermedad relacionada con el sistema inmunitario (por ejemplo, una
enfermedad autoinmunitaria), una enfermedad o un trastorno que implica inflamacion (por ejemplo, asma, enfermedad
pulmonar obstructiva cronica, artritis reumatoide, enfermedad intestinal inflamatoria, glomerulonefritis, enfermedades
neuroinflamatorias, esclerosis multiple, uveitis y trastornos del sistema inmunitario), el cancer u otra enfermedad
proliferativa, una enfermedad o un trastorno hepatico o una enfermedad o un trastorno renal. EI método incluye
administrar una cantidad efectiva de una combinacién de la presente invencion.

Los ejemplos de trastornos inmunitarios que pueden tratarse mediante los compuestos de la presente descripcion
incluyen, pero no se limitan a, psoriasis, artritis reumatoide, vasculitis, enfermedad intestinal inflamatoria, dermatitis,
osteoartritis, asma, enfermedad muscular inflamatoria, rinitis alérgica, vaginitis, cistitis intersticial, esclerodermia,
osteoporosis, eczema, rechazo de injerto de trasplante alogénico o xenogénico (de 6rgano, médula ésea, células
madre y otras células y tejidos), enfermedad de injerto contra huésped, lupus eritematoso, enfermedad inflamatoria,
diabetes tipo |, fibrosis pulmonar, dermatomiositis, sindrome de Sjogren, tiroiditis (por ejemplo, tiroiditis de Hashimoto
y autoinmunitaria), miastenia gravis, anemia hemolitica autoinmunitaria, esclerosis multiple, fibrosis quistica, hepatitis
cronica recurrente, cirrosis biliar primaria, conjuntivitis alérgica y dermatitis atdpica.

También se describe un método para tratar la leucemia en un paciente mediante la administraciéon de una cantidad
terapéuticamente efectiva de una combinacién de la presente invencion. Por ejemplo, los métodos son efectivos para
tratar la leucemia linfocitica cronica (CLL), el linfoma no Hodgkin (NHL), la leucemia mieloide aguda (AML), el mieloma
multiple (MM), el linfoma linfocitico pequefio (SLL) y el linfoma no Hodgkin indolente (I-NHL).

En los métodos de tratamiento mencionados anteriormente, pueden administrarse uno o mas agentes activos
adicionales con las combinaciones que se describen en la presente descripcion. Por ejemplo, la combinacion de la
presente invencion es util para combinar (administrados juntos o secuencialmente) con tratamientos anticancerigenos
conocidos tales como la radioterapia o con uno o0 mas agentes citostaticos, citotoxicos o anticancerigenos, tales como,
por ejemplo, los agentes interactivos de ADN, como el cisplatino o la doxorrubicina; los inhibidores de la topoisomerasa
II, tales como el etopdsido; los inhibidores de la topoisomerasa |, tales como el CPT-11 o el topotecan; los agentes
que interactuan con la tubulina, tales como el paclitaxel, el docetaxel o las epotilonas (por ejemplo, la ixabepilona), de
origen natural o sintético; los agentes hormonales, tales como el tamoxifeno; los inhibidores de la timidilato sintasa,
tales como el 5-fluorouracilo; y los antimetabolitos, tales como el metotrexato; otros inhibidores de la tirosina quinasa
tales como Iressa y OSI-774; los inhibidores de la angiogénesis; los inhibidores de EGF; los inhibidores de VEGF; los
inhibidores de CDK; los inhibidores de SRC; los inhibidores de c-Kit; los inhibidores de Her1/2 y los anticuerpos
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monoclonales dirigidos contra los receptores de factores de crecimiento tales como el erbitux (EGF) y el herceptin
(Her2); y otros moduladores de proteinas quinasas. El agente activo adicional también puede ser un inhibidor del
proteasoma, Bortezomib (Velcade®), Carfilzomib (PR-171), PR-047, disulfiram, lactacistina, PS-519, eponemicina,
epoxomicina, aclacinomicina, CEP-1612, MG-132, CVT-63417, PS-341, inhibidores de tripéptido de vinilsulfona,
ritonavir, PI-083, (+/-)-7-metilomuralida, (-)-7-metilomuralida, lenalidomida (Revlimid®), o una combinacién de estos.

Las combinaciones de la presente invencion también son Utiles para combinar (administradas juntas o
secuencialmente) con uno o mas farmacos antiinflamatorios esteroideos, farmacos antiinflamatorios no esteroideos
(NSAID) o derivados antiinflamatorios inmunitarios selectivos (ImSAID).

En una modalidad particular, el cancer es una neoplasia hematolégica y/o un tumor sélido. En otra modalidad
particular, la neoplasia hematolégica es la leucemia o el linfoma.

En algunas modalidades, el linfoma es una neoplasia de células B maduras (periférico). En modalidades especificas,
la neoplasia de células B maduras se selecciona del grupo que consiste en leucemia linfocitica cronica de células
B/linfoma linfocitico pequefio; leucemia prolinfocitica de células B; linfoma linfoplasmocitico; linfoma de la zona
marginal, como el linfoma esplénico de la zona marginal de células B (+/- linfocitos vellosos), el linfoma nodal de la
zona marginal (+/- células B monocitoides) y el linfoma extranodal de la zona marginal de células B del tipo tejido
linfoide asociado a mucosas (MALT); leucemia de células pilosas; mieloma de células plasmaticas/plasmacitoma;
linfoma folicular, centro folicular; linfoma de células del manto; linfoma difuso de células B grandes (que incluyen
linfoma mediastinico de células B grandes, linfoma intravascular de células B grandes y linfoma de efusién primaria);
y linfoma de Burkitt/leucemia de células de Burkitt.

En algunas modalidades, el linfoma se selecciona del grupo que consiste en mieloma mudltiple (MM) y linfoma no
Hodgkin (NHL), linfoma de células del manto (MCL), linfoma folicular, macroglobulinemia de Waldenstrom (WM) o
linfoma de células B y linfoma difuso de células B grande (DLBCL).

En una modalidad particular adicional, la leucemia se selecciona del grupo que consiste en leucemia linfocitica
aguda/leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia mieloide aguda (AML), leucemia linfocitica crénica (CLL) y linfoma
linfocitico pequefio (SLL). En algunas modalidades, el linfoma no Hodgkin (NHL) es el NHL agresivo o el NHL
indolente. Los ejemplos de NHL agresivo incluyen neoplasias de células B, linfoma difuso de células B grandes,
neoplasias de células T/NK, linfoma anaplasico de células grandes, linfomas periféricos de células T, leucemia/linfoma
linfoblastico precursor de células B, leucemia/linfoma linfoblastico precursor de células T, linfoma de Burkitt,
linfoma/leucemia de células T del adulto (HTLV1+), linfoma primario del SNC, linfoma de células del manto, trastorno
linfoproliferativo postrasplante polimérfico (PTLD), linfoma relacionado con el SIDA, linfoma histiocitico verdadero y
linfoma blastico de células NK. El tipo mas comun de NHL agresivo es el linfoma difuso de células B grandes. Los
ejemplos no limitantes de NHL indolente incluyen el linfoma folicular, el linfoma linfocitico pequefio, el linfoma de la
zona marginal (tal como el linfoma extranodal de la zona marginal (también llamado linfoma de tejido linfoide asociado
a mucosas (MALT)), el linfoma nodal de la zona marginal de células B (linfoma monocitoide de células B), linfoma
esplénico de la zona marginal) y linfoma linfoplasmocitico (macroglobulinemia de Waldenstrom). En algunas
modalidades, un sujeto tiene NHL agresivo o NHL indolente.

En algunas modalidades, un paciente tiene una afecciéon que se selecciona del grupo que consiste en linfoma de
células del manto (MCL), linfoma difuso de células B grandes (DLBCL), linfoma folicular (FL), leucemia linfocitica
aguda (ALL), leucemia mieloide aguda (AML), leucemia linfocitica crénica (CLL) y linfoma linfocitico pequefio (SLL),
mieloma multiple (MM) y linfoma de la zona marginal.

En algunas modalidades, un paciente tiene una afeccion recidivante o resistente. En una modalidad particular, el sujeto
es resistente al tratamiento de la quimioterapia, o sufre una recaida después del tratamiento con la quimioterapia.

En algunas modalidades, el cancer es resistente al tratamiento con el rituximab. En algunas modalidades, el cancer
muestra una respuesta reducida al tratamiento con el rituximab. En algunas modalidades, el sujeto se ha tratado
previamente con el rituximab.

En una modalidad particular, los métodos comprenden reducir el nivel de actividad de NF-kappa-B, reducir la expresion
de SNAIL, aumentar la actividad de RKIP, aumentar la actividad de PTEN, aumentar la sensibilidad del tumor a la
apoptosis por TRAIL, reducir el nivel de actividad de PI3Kd o una combinacion de estas en un paciente.

En una modalidad particular, la combinacién del compuesto de la Férmula A y el anticuerpo anti-CD20 reduce las
células B de la sangre total humana. En algunas modalidades, la combinacion del compuesto de la Férmula Ay el
anticuerpo anti-CD20 reduce las células B de la sangre total humana en mayor medida que el compuesto de la Formula
A o el anticuerpo anti-CD20 reducen solos las células B de la sangre total humana. En algunas modalidades, la
combinacion del compuesto de la Férmula A y el anticuerpo anti-CD20 reduce las células B de la sangre total humana
en mayor medida que la suma de la reduccién por el compuesto de la Férmula A y la reduccion por el anticuerpo anti-
CD20.
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En algunas modalidades, un compuesto de la Férmula A y el anticuerpo anti-CD20 son para usar en un método de
tratamiento de una enfermedad o un trastorno asociado con la proliferacion excesiva de células B, en donde el método
comprende la administracion de un compuesto de la Férmula A y el anticuerpo anti-CD20 a un sujeto que lo necesita.
En algunas modalidades, un compuesto de la Férmula A y el anticuerpo anti-CD20 se usan en un método para tratar
una enfermedad o un trastorno asociado con la actividad excesiva de células B, en donde el método comprende la
administracion de un compuesto de la Férmula A y el anticuerpo anti-CD20 a un sujeto que lo necesita. En algunas
modalidades, un compuesto de la Férmula A y el anticuerpo anti-CD20 se usan en un método para tratar una
enfermedad o un trastorno asociado con un nuimero excesivo de células B, en donde el método comprende la
administracion de un compuesto de la Férmula A y el anticuerpo anti-CD20 a un sujeto que lo necesita.

Puede prepararse un compuesto de la Férmula A mediante el uso de los métodos de sintesis generales que se
describen en la publicacion de la solicitud de patente internacional num. WO 2011/055215 A2 y la publicacion de la
solicitud de patente de los Estados Unidos nim. 2011/0118257 A1, y la preparacion de un compuesto especifico es
como se describe en la solicitud de patente provisional de la India nim. 2693/CHE/2012, presentada el 4 de julio de
2012, la solicitud de patente provisional de los Estados Unidos, niumero de serie 61/691,586, presentada el 21 de
agosto de 2012, el documento PCT/US2013/055434, presentado el 2 de julio de 2013 y el documento de los Estados
Unidos num. de serie 13/933,856, presentado el 2 de julio de 2013.

Ejemplos
Sintesis del compuesto de la Férmula A

A menos que se indique de cualquier otra manera, la purificacion implica la cromatografia en columna mediante el uso
de gel de silice como fase estacionaria y una mezcla de éter de petréleo (hirviendo a 60-80 °C) y acetato de etilo o
diclorometano y metanol de polaridad adecuada como las fases moviles. El término "TA" se refiere a temperatura
ambiente (25-28 °C).

Producto intermedio 1: 2-(1-bromoetil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona

Etapa-1 [1-(5-fluoro-2-hidroxifenil)-2-(3-fluorofenil)etanona]: se disolvié acido 3-fluorofenilacético (7,33 g, 47,56 mmol)
en 25 ml de diclorometano. A esta mezcla, se afiadieron cloruro de oxalilo (7,54 g, 59,46 mmol) y DMF (3 gotas) a 0
°C y se agit6 durante 30 minutos. El disolvente se evapor6 y se disolvio en 25 ml de diclorometano. A esta mezcla, se
afadio 4-fluoroanisol (5,00 g, 39,64 mmol) y se enfrié hasta 0 °C. A 0 °C, se afiadié AICl; (7,95 g, 59,46 mmol) y la
mezcla de reaccién se calentd hasta TA y se agité durante 12 horas. La mezcla de reaccién se inactivd mediante la
adiciéon de HCI 2 N, se extrajo con acetato de etilo, se secé sobre sulfato de sodio y se concentrd. El producto crudo
se purificé por cromatografia en columna con acetato de etilo:éter de petréleo para proporcionar el compuesto del
titulo como un sdlido incoloro (4,5 g, 45 % de rendimiento). "H-NMR (5 ppm, DMSO-D6, 400 MHz): & 11,34 (s, 1H),
7,75 (dd, J=9,4, 3,1 Hz, 1H), 7,42 (m, 2H), 7,12 (m, 3H), 7,05 (dd, J=9,0, 4,5 Hz, 1H), 4,47 (s, 2H).

Etapa-2 [2-etil-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-onal: la  1-(5-fluoro-2-hidroxifenil)-2-(3-fluorofenil)etanona
obtenida en la Etapa-1 (3,00 g, 12,08 mmol) se colocd en un matraz de fondo redondo y a esto se afiadieron trietilamina
(25 ml) y anhidrido propionico (4,92 g, 37,82 mmol), y la mezcla se calento a reflujo durante 24 horas. Después de
enfriar hasta TA, la mezcla de reaccion se acidificé mediante la adicion de una solucion de HCI 1N, se extrajo con
acetato de etilo, se lavd con una solucién de bicarbonato de sodio, se secd con sulfato de sodio y se concentrd. El
producto crudo se purificd por cromatografia en columna con acetato de etilo:éter de petréleo para proporcionar el
compuesto del titulo como un sélido de color amarillo (1,80 g, 52 % de rendimiento). "H-NMR (& ppm, DMSO-D8, 400
MHz): 6 7,80 (m, 1H), 7,76 (m, 2H), 7,51 (dd, J=8,0, 6,4 Hz), 7,22 (m, 1H), 7,18 (m, 2H), 2,56 (q, J=7,6 Hz, 2H), 1,20
(t, J=7,6 Hz, 3H).

Etapa-3: A una solucion de 2-etil-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona obtenida en la Etapa-2 (1,80 g, 6,28 mmol)
en tetracloruro de carbono (20 ml), se afiadié N-bromosuccinimida (1,11 g, 6,28 mmol) y se calenté hasta 80 °C. Se
afadio azobisisobutironitrilo (10 mg) a la mezcla de reaccion a 80 °C. Después de 12 horas, la mezcla de reaccion se
enfrié hasta TA, se diluyé con diclorometano y se lavé con agua. La capa organica se sec6 sobre sulfato de sodio y
se concentrd a presion reducida para proporcionar el compuesto del titulo crudo como un sélido amarillo (1,25 g, 55
% de rendimiento). "H-NMR (& ppm, DMSO-D6, 400 MHz): & 7,91 (dd, J=9,2, 4,3 Hz, 1H), 7,81 (dt, J=8,2, 2,8 Hz, 1H),
7,74 (dd, J=8,3, 3,1 Hz, 1H), 7,57 (m, 1H), 7,32 (dt, J=8,5, 2,4 Hz, 1H), 7,19 (m, 2H), 5,00 (q, J=6,8 Hz, 1H), 1,97 (d,
J=6,8 Hz, 3H).

Producto intermedio 2: 6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-2-(1-hidroxietil)-4H-cromen-4-ona
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A una solucién del producto intermedio 1 (15,0 g, 40,84 mmol) en DMSO (150 ml), se afiadié n-butanol (7,5 ml) y se
calento hasta 120 °C durante 3 horas. La mezcla de reaccion se enfrié hasta TA, se inactivd con agua y se extrajo con
acetato de etilo. La capa organica se seco sobre sulfato de sodio y se concentrd a presién reducida. El producto crudo
se purificé por cromatografia en columna con acetato de etilo:éter de petréleo para proporcionar el compuesto del
titulo como un solido blanquecino (7,90 g, 64 %). "TH-NMR (8 ppm, CDCls, 400 MHz): 7,85 (dd, J = 8,1, 3 Hz, 1H), 7,54
(dd, J=9,2,4,2 Hz, 1H), 7,47-7,37 (m, 2H), 7,15-6,98 (m, 3H), 4,74 (quinteto, J= 6,8 Hz, 1H), 2,23 (d, J = 7,4 Hz, 1H),
1,54 (d, J = 6,6 Hz, 3H).

Producto intermedio 3: 2-acetil-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona

Se afiadié6 DMSO (5,60 ml, 79,14 mmol) a diclorometano (40 ml) y se enfrié hasta -78°C, seguido de cloruro de oxalilo
(3,40 ml, 39,57 mmol). Después de 10 minutos, se afiadié gota a gota el producto intermedio 2 (6,00 g, 19,78 mmol)
en diclorometano (54 ml) y se agité durante 20 minutos. Se afiadio trietilamina (12 ml) y se agitd durante 1 hora. La
mezcla de reaccién se enfrid con agua y se extrajo con diclorometano. La capa organica se seco sobre sulfato de
sodio y se concentrd a presion reducida. El producto crudo se purificéd por cromatografia en columna con acetato de
etilo:éter de petréleo para proporcionar el compuesto del titulo como un sélido amarillo (4,2 g, 71 %) que se us6 como
tal en la siguiente etapa.

Producto intermedio 4: (S)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-2-(1-hidroxietil)-4H-cromen-4-ona

OH

Al producto intermedio 3 (2,00 g, 6,66 mmol), se afiadié borano R-Alpine (0,5 M en THF, 20 ml) y se calent6 hasta 60
°C durante 20 horas. La mezcla de reaccion se inactivé con HCI 2 N y se extrajo con acetato de etilo. La capa organica
se seco sobre sulfato de sodio y se concentrd a presion reducida. El producto crudo se purificé por cromatografia en
columna con acetato de etilo:éter de petrdleo para proporcionar el compuesto del titulo como un sélido blanquecino
(1,51 g, 75 %). Exceso enantiomérico: 94,2 %, enriquecido en el isomero de elucién rapida (tiempo de retencién: 8,78
min) segun se determiné por HPLC en una columna Chiralpak AD-H.

Producto intermedio 5: (R)-1-(6-fluoro-3-(3-fluorofenil) -4-oxo-4H-cromen-2-il)etil 4-clorobenzoato
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Cl

A una soluciéon del producto intermedio 4 (1,45 g, 4,78 mmol) en THF (15 ml), se afiadieron acido 4-clorobenzoico
(0,748 g, 4,78 mmol) vy trifenilfosfina (1,88 g, 7,97 mmol) y se calentaron hasta 45 °C seguido de
diisopropilazodicarboxilato (1,4 ml, 7,17 mmol). Después de 1 hora, la mezcla de reaccién se concentrd y el residuo
se purificé por cromatografia en columna con acetato de etilo:éter de petréleo para proporcionar el compuesto del
titulo como un solido blanquecino (1,81 g, 86 %) que se uso sin purificacion en la siguiente etapa.

Producto intermedio 6: (R)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-2-(1-hidroxietil)-4H-cromen-4-ona

Método A

El producto intermedio 5 (1,75 g, 3,96 mmol) en metanol (17 ml) se enfrié hasta 10 °C, se afiadié carbonato de potasio
(0,273 g, 1,98 mmol) y se agitd durante 30 minutos. La mezcla de reaccion se concentrd, se acidificd con una solucién
de HCI 2 N, se extrajo con acetato de etilo, se secd sobre sulfato de sodio y se concentrd a presion reducida. El
producto crudo se purificd por cromatografia en columna con acetato de etilo:éter de petréleo para proporcionar el
compuesto del titulo como un sélido amarillo (1,05 g, 87 % de rendimiento). Exceso enantiomérico: 93,6 %, enriquecido
en el isdbmero de elucién tardia (tiempo de retencion: 11,12 min) segun se determiné por HPLC en una columna
Chiralpak AD-H.

Método B

Etapa-1  [(R)-2-(1-(benciloxi)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona]: A  1-(5-fluoro-2-hidroxifenil)-2-(3-
fluorofenil)etanona (11,00 g, 44,31 mmol) en diclorometano, se afiadieron HATU (33,7 g, 88,63 mmol) y acido R-(+)2-
benciloxipropidnico (9,58 g, 53,17 mmol) y se agité durante 10 min. Se afiadi6 trietilamina (66,7 ml, 0,47 mol) gota a
gota y se agité a TA durante 24 horas. La mezcla de reaccion se inactivd con agua, se extrajo con diclorometano, se
seco sobre sulfato de sodio y se concentré a presion reducida. El producto crudo se purificd por cromatografia en
columna con acetato de etilo:éter de petroleo para proporcionar el compuesto del titulo como un soélido amarillo (10,5
g, 60 % de rendimiento). "H-NMR (& ppm, CDCl3, 400 MHz): 7,85 (dd, J = 8,1,3 Hz, 1H), 7,58 (dd, J = 9,1, 4,1 Hz, 1H),
7,47-7,39 (m, 1H), 7,39-7,34 (m, 1H), 7,28-7,20 (m, 3H), 7,20-7,14 (m, 2H), 7,16-7,07 (m, 1H), 6,99-6,89 (m, 2H), 4,50-
4,31 (m, 3H), 1,56 (d, J = 6,4 Hz, 3H).

Etapa-2: La (R)-2-(1-(benciloxi)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona obtenida en la Etapa-1 (10,5 g, 26,69
mmol) en diclorometano (110 ml) se enfrié hasta 0 °C, se afiadi6 cloruro de aluminio (5,35 g, 40,03 mmol) en porciones
y se agitd a TA durante 6 horas. La mezcla de reaccion se inactivd con una solucién de HCI 2 N, se extrajo con
diclorometano, se secé sobre sulfato de sodio y se concentré a presion reducida. El producto crudo se purificd por
cromatografia en columna con acetato de etilo:éter de petroleo para proporcionar el producto intermedio 6 como un
sélido amarillo (6,1 g, 76 % de rendimiento). Exceso enantiomérico: 97,7 %, enriquecido en el isémero de elucion
tardia (tiempo de retencion: 11,12 min) segun se determind por HPLC en una columna Chiralpak AD-H.

Producto intermedio 7: 4-bromo-2-fluoro-1-isopropoxibenceno
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jo
Br F
A una solucion de 4-bromo-3-fluorofenol (10 g, 52,35 mmol) en THF (100 ml), se afiadieron alcohol isopropilico (4,8
ml, 62,62 mmol) y trifenilfosfina (20,6 g, 78,52 mmol) y se calentaron hasta 45 °C seguido de diisopropilazodicarboxilato
(15,4 ml, 78,52 mmol). La mezcla se calent6é a reflujo durante 1 hora, se concentro y el residuo se purificod por

cromatografia en columna con acetato de etilo:éter de petréleo para proporcionar el compuesto del titulo como un
liquido incoloro (13,1 g, 99 % de rendimiento), que se uso sin purificacion en la siguiente etapa.

Producto intermedio 8: 2-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolano

F
: :oj\
Se afiadieron acetato de potasio (10,52 g, 107,2 mmol) y bis(pinacolato)diboron (15 g, 58,96 mmol) a una solucién del
producto intermedio 7 (10,52 g, 107,2 mmol) en dioxano (125 ml), y la solucion se desgasifico durante 30 minutos. El
[1,1-bis(difenilfosfino)ferroceno]dicloro paladio (II) CH2Cl, (4,4 g, 5,36 mmol) se afiadi6 bajo atmdsfera de nitrégeno y
se calent6 hasta 80 °C. Después de 12 horas, la mezcla de reaccioén se filtro a través de celite y se concentré. El

producto crudo se purificd por cromatografia en columna con acetato de etilo:éter de petréleo para proporcionar el
compuesto del titulo como un aceite amarillo (13,9 g, 99 %) que se uso sin purificacion en la siguiente etapa.

m-Q

O/

Producto intermedio 9: 3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina

HN-N
\

)
N7 )_
L~ F
N NH,
A una solucion de 3-yodo-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina (11,0 g, 42,14 mmol) en DMF (110 ml), etanol (55 ml) y
agua (55 ml), se afiadieron el producto intermedio 8 (23,4 g, 84,28 mmol) y carbonato de sodio (13,3 g, 126,42 mmol)
y se desgasificaron durante 30 minutos. Se afiadié tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0) (2,4 g, 2,10 mmol) en atmésfera
de nitrogeno y se calent6 hasta 80 °C. Después de 12 horas, la mezcla de reaccién se filtr6 a través de celite, se
concentrd y se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se secé sobre sulfato de sodio y se concentrd a presion

reducida. El producto crudo se trituré con éter dietilico, se filtrd y se seco al vacio para proporcionar el compuesto del
titulo como un solido marrén claro (3,2 g, 26 % de rendimiento) que se usa como tal en la siguiente etapa.

(RS)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil}-4H-
cromen-4-ona

A una solucién del producto intermedio 9 (0,080 g, 0,293 mmol) en DMF (2 ml), se afiadié carbonato de potasio (0,081
g, 0,587 mmol) y se agité a TA durante 10 minutos. A esta mezcla se afiadio el producto intermedio 1 (0,215 g, 0,587
mmol) y se agitdé durante 12 horas. La mezcla de reaccion se diluyé con agua y se extrajo con acetato de etilo. La
capa organica se seco sobre sulfato de sodio y se concentré a presion reducida. El producto crudo se purificé por
cromatografia en columna con metanol:diclorometano para proporcionar el compuesto del titulo como un solido
amarillo palido (0,045 g). PF: 175-177 °C. "H-NMR (& ppm, DMSO-D6, 400 MHz): 5 8,20 (s, 1H), 7,85 (dd, J = 81,3,0
Hz, 1H), 7,48-7,33 (m, 5H), 7,14 (t, J = 8,3 Hz, 1H), 7,02 (m, 2H), 6,90 (m, 1H), 6,10 (q, J = 7,1 Hz, 1H), 5,42 (s, 2H),
4,64 (quinteto, J = 6,0 Hz, 1H), 1,99 (d, J = 7,1 Hz, 3H), 1,42 (d, J = 6,1 Hz, 6H).

(S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-
cromen-4-ona ("isémero S")

A una solucion del producto intermedio 9 (0,134 g, 0,494 mmol) en THF (2,0 ml), se afiadieron el producto intermedio
6 (0,150 g, 0,494 mmol) y trifenilfosfina (0,194 g, 0,741 mmol) y se agit6 a TA durante 5 min. Se afadio
diisopropilazodicarboxilato (0,15 ml, 0,749 mmol) y se calentd hasta 45 °C. Después de 2 horas, la mezcla de reaccién
se inactivd con agua y se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se secé sobre sulfato de sodio y se concentrd
a presion reducida. El producto crudo se purificd por cromatografia en columna con acetato de etilo:éter de petréleo
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para proporcionar el compuesto del titulo como un sélido blanquecino (0,049 g, 20 % de rendimiento). PF: 139-142
°C. Masa: 571,7 (M*). Exceso enantiomérico: 89,8 % segun se determiné por HPLC en una columna Chiralpak AD-H,
enriquecido en el isémero de elucion rapida (tiempo de retenciéon = 10,64 min).

(R)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin- 1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-
cromen-4-ona

A una solucion del producto intermedio 8 (0,284 g, 0,989 mmol) en THF (5,0 ml), se afiadieron el producto intermedio
4 (0,250 g, 0,824 mmol) y tris(4-metoxi)fenilfosfina (0,435 g, 1,23 mmol) y se agitd a TA durante 5 min. Se afiadid
diisopropilazodicarboxilato (0,25 ml, 1,23 mmol) y se agité a TA. Después de 12 horas, la mezcla de reaccion se
inactivo con agua y se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se seco sobre sulfato de sodio y se concentré a
presion reducida. El producto crudo se purificd por cromatografia en columna con acetato de etilo:éter de petroleo
para proporcionar el compuesto del titulo como un sélido blanquecino (0,105 g, 22 % de rendimiento). PF: 145-148
°C. Masa: 571,7 (M*). Exceso enantiomérico: 95,4 % segun se determiné por HPLC en una columna Chiralpak AD-H,
enriquecido en el isémero de elucioén tardia (tiempo de retencion = 14,83 min).

Evaluacién biolégica
Combinacién de un compuesto de la Féormula A y el anticuerpo anti-CD20

Ejemplo 1: Las combinaciones del isomero S de un compuesto de la Férmula A y el ublituximab reducen las células B
de la sangre total

Se us6 un ensayo de citometria de flujo para comparar la capacidad del isomero S del compuesto de la Férmula A, el
ublituximab (Ubx), y las combinaciones de estos para reducir las células B de la sangre total humana (HWB). En este
ensayo, se trataron 50 pl de la muestra de HWB con cualquiera del isémero S de un compuesto de la Férmula A (1000
nM), el UBX (100 pg/ml a 0,1 pg/ml), o el UBX en combinacién con el isémero S de un compuesto de la Formula A a
1000 nM y se incub6 durante 24 horas a 37 °C y 5 % de CO,. Se tomaron 20 pl de la muestra tratada en un tubo de
centrifuga de 1,5 mly se marcaron con anticuerpo CD45 FITC y CD19 PE o CD20 FITC y se incubaron en la oscuridad
durante 1 hora a TA. Se afiadié 1 ml de la solucidn de lisis de glébulos rojos (RBC) y los tubos se centrifugaron a 3000
rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se aspir6 y se afiadié 250 ul de PBS al sedimento. Los tubos se sometieron
a vortice y se adquirieron 5000 eventos en un citometro de flujo Guava® easyCyte™ y se analizaron con el programa
informatico Incyte.

La poblacion cerrada de células CD45 positivas se analizé adicionalmente para CD19. Se calculd el nimero de células
que fueron positivas para CD45 y CD19, y los datos se expresaron como el porcentaje de células CD19 positivas en
la poblacién. Las poblaciones CD20 positivas se cerraron con fluorescencia positiva menos las células no marcadas,
y los datos se expresaron como el porcentaje de células CD20 positivas en la poblacion. La pérdida de la poblacion
CD19/CD20 del control se calculd y se expresé como el % de reduccion con respecto al control.

Los resultados se muestran en la Figura 1. El isomero S de un compuesto de la Férmula A no es citotoxico para las
células B en concentraciones de hasta 10 yM. Por lo tanto, no se observd una reduccion en las células B de HWB
CD19 positivas o CD20 positivas con 1 yM del isémero S de un compuesto de la Férmula A. El anticuerpo anti-CD20
UBX dio como resultado una reduccion solo del 20-30 % de las células B en dosis de 1 a 100 000 ng/ml, pero caus6
una reduccion dependiente de la dosis en las células B CD20+. La combinacién de 1000 nM del isémero S de un
compuesto de la Férmula A con 10 ng/ml del UBX dio como resultado la potenciacion de la reduccion de las células
CD19+, y la combinacion de 1000 nM del isémero S de un compuesto de la Férmula A con concentraciones de 0,1-
10 ng/ml del UBX dio como resultado un modesto efecto aditivo sobre la reduccion de las células CD20+. Estos
resultados demuestran que la combinacion del isomero S de un compuesto de la Férmula A (1000 nM) con el UBX
(10 ng/ml) mostro6 la potenciacion de la reduccion de las células CD19 positivas y un efecto modesto sobre la reduccion
de las células CD20 positivas.

Ejemplo 2: Las combinaciones del isémero S de un compuesto de la Férmula A 'y el UBX efectuan la proliferacion de
células B inducida por LPS

La citometria de flujo se usé para estudiar el efecto del isémero S de un compuesto de la Formula A, el Ubx y las
combinaciones de estos en la proliferacion inducida por LPS de las células CD19 y CD20 en HWB. En estos
experimentos, se trataron 250 pl de la muestra de HWB diluida (1:3,5 con medio RPMI-HG) con cualquiera del isémero
S de un compuesto de la Férmula A (10 uM a 0,1 pM), el UBX (100 pg/ml a 0,1 pg/ml) o el UBX con el isémero S de
un compuesto de la Formula A a 1000 nM durante 15 minutos seguido de la induccion con 20 ug/ml de LPS y se
incub6 durante 72 horas a 37 °C y 5 % de CO,. Se tomaron 20 pl de la muestra tratada en un tubo de centrifuga de
1,5 ml y se marco con anticuerpo CD20 FITC y CD19 PE y se incubd en la oscuridad durante 1 hora a TA. Se afiadio
1 ml de la solucién de lisis de RBC y los tubos se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se
aspird y se afadieron 250 pl de PBS al sedimento. Los tubos se sometieron a vortice y se adquirieron 5000 eventos
en un citémetro de flujo Guava® easyCyte™ y se analizaron con el programa informatico Incyte.

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2813343 T3

La poblacion cerrada de las células linfocitos positivas se analizé adicionalmente para CD19 y CD20. Se calcularon
las células positivas para CD19 y/o CD20, y los datos se expresaron como el porcentaje de células positivas en la
poblacion. La pérdida de la poblacion positiva del control con la induccién de LPS se calculd y expresé como el % de
inhibicién con respecto al control.

Los resultados se muestran en las Figuras 2 y 3. El isomero S de un compuesto de la Férmula A (1 uM) provoco una
inhibicion dependiente de la dosis de la proliferacion de células B CD19+ inducida por LPS mediante el uso de HWB
(-60 %). La adicion de 1 uM del isémero S de un compuesto de la Férmula A a diferentes concentraciones del UBX no
aumento la respuesta mas alla del -60 % como resultado del efecto minimo del UBX sobre las células CD19+. Sin
embargo, se observé un efecto aditivo de la combinacion sobre la proliferacion celular CD19+ a la concentracion de
100 ng/ml del UBX.

En contraste con su efecto sobre la proliferacion de células CD19+, el isdmero S de un compuesto de la Férmula A
mostré una inhibicion de -40 % de las células CD20+ a 1 yM. Fue evidente un efecto aditivo de la combinacién de 1
MM del isdmero S de un compuesto de la Férmula A con el UBX, especialmente para la dosis de 0,1 ng/ml.

Ejemplo 3: Las combinaciones del isémero S de un compuesto de la Formula A y el UBX aumentan la apoptosis en
las células cancerosas

Para determinar el efecto del isémero S de un compuesto de la Férmula A, el UBX y las combinaciones de estos sobre
la apoptosis en las células cancerosas, se uso un kit de caspasa-3 in situ (Millipore). Las células se colocaron en una
placa de 6 pocillos a una concentracion de 0,5 x 10 células/ml, se trataron con el isémero S de un compuesto de la
Formula A (1000 nM), el UBX (100 pg/ml a 0,1 pug/ml), o el UBX con el isémero S de un compuesto de la Formula A a
1000 nM, y se incubaron durante 24 horas a 37 °C y 5 % de CO,. Luego, las células se transfirieron a tubos de
microcentrifuga para recibir 10 pl del reactivo FLICA™ recién preparado y se incubaron durante 1 horaa 37 °Cy 5 %
de CO: lejos de la luz. Después de lavados exhaustivos con el amortiguador de lavado, las muestras de prueba se
ajustaron para igualar el nimero de células en PBS. Se transfirieron 100 pl de cada suspension celular a placas negras
de 96 pocillos por duplicado, y la fluorescencia se ley6 a una longitud de onda de excitacion de 490 nm y una longitud
de onda de emisién de 520 nm en un lector de placa. Se resté la intensidad de la fluorescencia para un control de
DMSO de la de los compuestos de prueba. Los datos se expresaron como un porcentaje de la respuesta maxima (100
%) y se graficaron por consiguiente.

Los resultados se muestran en la Figura 4. El UBX mostrd una capacidad limitada para inducir la actividad de la
caspasa-3 en las lineas celulares analizadas. La actividad de la caspasa-3 aument6 en un 40-75 % mediante la
incubacion de las lineas celulares con 1 uM del isémero S de un compuesto de la Férmula A. Se observo un efecto
sinérgico de la combinacion a una concentracion del UBX de 100 ng/ml en las células Daudi, mientras que se observo
un efecto aditivo en las lineas celulares RPMI-8226, Raji y U226B1 a concentraciones mas altas (10 y 100 ng/ml) del
uBX.

Ejemplo 4: La combinacion del isémero S de un compuesto de la Férmula A y el UBX provoca la detencién del ciclo
celular

Se us6 un reactivo del ensayo de ciclo celular (Millipore) para determinar el efecto del isémero S de un compuesto de
la Férmula A, el UBX y las combinaciones de estos sobre el ciclo celular en las células cancerosas. En estos
experimentos, las células se colocaron en una placa de 6 pocillos a una concentracion de 0,5 x 10° células/ml, se
trataron con cualquiera de isémero S de un compuesto de la Férmula A (10 uM a 0,1 pM), el UBX (100 pg/ml a 0,1
pg/ml), o el UBX con el isémero S de un compuesto de la Férmula A a 1000 nM, y se incubaron durante 72 horas a
37 °C y 5 % de COs.. Las células se transfirieron a tubos de microcentrifuga para recibir 50 pl del reactivo del ciclo
celular y se incubaron durante 30 minutos a TA lejos de la luz. Las células se diluyeron luego con 300-400 ul de PBS,
y se adquirieron un minimo de 10 000 eventos en un citémetro de flujo Guava® easyCyte™. Los datos se analizaron
con el programa informatico Express Pro y se presentd en histogramas el porcentaje de la poblacién celular en
diferentes etapas del ciclo celular con respecto al control.

Las Figuras 5-10 muestran los resultados obtenidos con las células U266B1 y Raji. Ademas, las Tablas 1-12 a
continuacién proporcionan los resultados cuantitativos obtenidos mediante el uso de las células U266B1, DB, Raji y
Daudi.

Tabla 1: Células U266B1 - Incubacion de 72 h con un compuesto de la Formula A

Tratamiento G0/G1 S G2/M Sub GO
Control 60,22 4,29 31,72 3,01

10 000 nM 2,00 0,94 64,31 28,88
1000 nM 47,80 4,69 47,13 0,88
100 nM 48,69 5,49 45,76 0,75
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Tratamiento G0/G1 S G2/M Sub GO
10 nM 55,33 5,38 39,28 0,76
1 nM 57,73 4,87 36,19 0,94
0,1 nM 59,26 6,55 30,71 2,75

Tabla 2: Células U266B1 - Incubacion de 72 h con el anticuerpo anti-CD20 UBX

Tratamiento G0/G1 S G2/M Sub GO
Control 60,22 4,29 31,72 3,01
100 ng/ml 52,95 7,91 39,65 1,95
10 ng/ml 56,85 6,34 37,86 0,78
1 ng/ml 58,81 7,07 36,07 0,51
0,1 ng/ml 57,53 7,63 35,64 1,35
0,01 ng/ml 59,32 6,57 35,48 0,74
0,001 ng/ml 60,79 6,00 30,49 1,34

Tabla 3: Células U266B1 — Incubacion de 72 h con el UBX + un compuesto de la Férmula A (1000 nM)

Tratamiento G0/G1 S G2/M Sub GO
Control 60,22 4,29 31,72 3,01
100 ng/ml + Comp. A 1,25 0,68 84,46 12,76
10 ng/ml + Comp. A 1,68 1,20 84,97 11,70
11 ng/ml + Comp. A 47,97 3,81 46,37 0,63
0,1 ng/ml + Comp. A 47,31 4,28 46,47 0,50
0,01 ng/ml + Comp. A 47,48 3,84 46,51 0,56
0,001 ng/ml + Comp. A 47,09 3,97 47,05 0,59

Tabla 4: Células DB - Incubacién de 72 h con un compuesto de la Férmula A

Tratamiento G0/G1 S G2/M Sub GO
Control 54,30 8,00 36,38 0,48
10 000 nM 1,40 0,89 94,87 2,06
1000 nM 0,75 0,42 92,79 5,36
100 nM 41,21 6,96 50,22 0,43
10 nM 47,22 4,98 46,85 0,55
1 nM 50,61 6,53 41,44 0,54
0,1 nM 54,37 4,84 39,41 0,84

Tabla 5: Células DB — Incubacion de 72 h con el anticuerpo anti-CD20 UBX

Tratamiento G0/G1 S G2/M Sub GO
Control 54,30 8,00 36,38 0,48
100 ng/ml 45,98 7,66 46,55 0,67
10 ng/ml 49,52 10,07 40,56 0,56
1 ng/ml 51,36 6,46 40,07 0,52
0,1 ng/mi 56,34 12,34 38,40 1,10
0,01 ng/ml 54,99 7,73 34,79 0,73
0,001 ng/ml 54,38 9,45 34,02 0,59

Tabla 6: Células DB - Incubacién de 72 h con el UBX + un Compuesto de la Férmula A
(continuado)

Tratamiento G0/G1 S G2/M Sub GO
Control 54,30 8,00 36,38 0,48
100 ng/ml + Comp. A 0,48 0,32 93,78 5,91
10 ng/ml + Comp. A 0,70 0,99 93,34 4,79
1 ng/ml + Comp. A 0,31 0,74 92,65 6,00
0,1 ng/ml + Comp. A 0,44 0,63 92,84 5,83
0,01 ng/ml + Comp. A 0,09 0,84 93,97 4,30
0,001 ng/ml + Comp. A 0,06 0,17 94,48 5,31
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Tabla 7: Células Raji - Incubacion de 72 h con un compuesto de la Férmula A

Tratamiento G0/G1 S G2/M Sub GO

Control 54,10 9,08 33,54 2,14
10 000 nM 10,12 23,17 58,09 4,90
1000 nM 52,04 3,92 41,21 1,29
100 nM 52,81 6,72 37,80 1,04
10 nM 55,96 5,80 34,81 1,06
1nM 56,93 5,51 34,13 1,89

0,1 nM 56,54 8,38 33,63 1,32

Tabla 8: Células Raji - Incubacion de 72 h con el anticuerpo anti-CD20 UBX

Tratamiento G0/G1 S G2/M Sub GO
Control 54,10 9,08 33,54 2,14
100 ng/ml 22,19 11,05 33,74 34,78
10 ng/ml 45,01 8,15 12,90 31,86

1 ng/ml 39,72 14,82 15,35 27,32
0,1 ng/ml 41,11 8,93 22,00 23,73
0,01 ng/ml 54,54 12,65 25,08 5,51
0,001 ng/ml 50,52 10,61 33,66 4,35

Tabla 9: Células Raji - Incubacion de 72 h con el UBX + un compuesto de la Férmula A (1000 nM)

Tratamiento G0/G1 S G2/M Sub GO
Control 54,10 9,08 33,54 2,14
100 ng/ml + Comp. A 44,19 3,20 0,21 51,17
10 ng/ml + Comp. A 46,93 5,98 3,20 42,80
1 ng/ml + Comp. A 46,35 6,75 5,98 40,10
0,1 ng/ml + Comp. A 44,85 9,72 13,00 30,88
0,01 ng/ml + Comp. A 50,11 12,22 24,04 13,51
0,001 ng/ml + Comp. A 49,23 5,16 38,21 4,73

Tabla 10: Células Daudi - Incubacién de 72 h con un compuesto de la Férmula A

Tratamiento G0/G1 S G2/M Sub GO
Control 50,91 11,10 28,51 10,81
10 000 nM 2,53 21,92 65,03 5,01
1000 nM 48,27 7,91 40,10 2,22
100 nM 47,39 11,33 38,05 1,30
10 nM 46,84 12,55 37,79 1,68
1nM 48,11 13,27 36,75 0,74

Tratamiento G0/G1 S G2/M Sub GO
0,1 nM 49,56 14,13 33,23 0,34

Tabla 11: Células Daudi - Incubacion de 72 h con el anticuerpo anti-CD20 UBX

Tratamiento GO0/G1 S G2/M Sub GO
Control 50,91 11,10 28,51 10,81
100 ng/ml 43,66 9,28 28,55 19,55
10 ng/ml 40,92 13,23 28,08 17,77

1 ng/ml 40,52 17,54 26,99 14,95
0,1 ng/mli 37,40 17,06 32,42 13,42
0,01 ng/ml 36,24 19,15 37,83 6,77
0,001 ng/ml 38,12 17,90 41,95 2,03

Tabla 12: Células Daudi - Incubacion de 72 h con el UBX + un compuesto de la Férmula A (1000 nM)

Tratamiento GO0/G1 S G2/M Sub GO
Control 50,91 11,10 28,51 10,81
100 ng/ml + Comp. A 38,37 8,43 12,95 40,24
10 ng/ml + Comp. A 49,56 8,47 9,80 32,17
1 ng/ml + Comp. A 51,73 8,75 11,81 26,26
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Tratamiento G0/G1 S G2/M Sub GO
0,1 ng/ml + Comp. A 56,23 7,25 11,60 24,80
0,01 ng/ml + Comp. A 55,87 6,17 17,00 22,02
0,001 ng/ml + Comp. A 36,58 17,03 35,74 10,64

Estos resultados demuestran que las células en contacto con el isomero S de un compuesto de la Férmula A, dieron
como resultado una detencion de G2/M dependiente de la dosis. Ademas, el tratamiento con el UBX durante 72 horas
provoco una modesta detencion de G2/M en el linfoma difuso de células B grandes (DB) y las células U266B 1,
mientras que aumenté el numero de células Sub GO en las células Raji y Daudi. La combinacion con 1 uM del isémero
S de un compuesto de la Férmula A acentud la respuesta del UBX a través de las lineas celulares analizadas.

Ejemplo 5: Las combinaciones del isomero S de un compuesto de la Férmula A y el UBX aumentan sinérgicamente la
apoptosis en las células cancerosas

Para determinar el efecto del isémero S de un compuesto de la Férmula A, el UBX y las combinaciones de estos sobre
la apoptosis en las células cancerosas, se uso un kit de caspasa-3 in situ (Millipore). Las células se colocaron en una
placa de 6 pocillos a una concentracion de 0,5 x 10 células/ml, se trataron con el isémero S de un compuesto de la
Formula A (200-5000 nM), el UBX (10 000 ng/ml a 10 ng/ml), o el UBX con el isémero S de un compuesto de la
Formula A (como se indico), y se incubaron durante 24 horas a 37 °C y 5 % de COa. Luego, las células se transfirieron
a tubos de microcentrifuga para recibir 10 pl del reactivo FLICA™ recién preparado y se incubaron durante 1 hora a
37 °C y 5 % de CO; lejos de la luz. Después de lavados exhaustivos con el amortiguador de lavado, las muestras de
prueba se ajustaron para igualar el numero de células en PBS. Se transfirieron 100 pl de cada suspension celular a
placas negras de 96 pocillos por duplicado, y la fluorescencia se leyé a una longitud de onda de excitacién de 490 nm
y una longitud de onda de emision de 520 nm en un lector de placa. Se resté la intensidad de la fluorescencia para un
control de DMSO de la de los compuestos de prueba. Los datos se expresaron como la actividad de la caspasa-3, se
calculo el indice de combinacién (C.1.). Los C.I. menores de uno indican sinergismo, uno indica efectos aditivos y
mayores de uno indican antagonismo.

Los resultados se muestran en la Figura 11 y las Tablas 13-15 para la linea celular LY1 en DBCL. El UBX indujo la
actividad de la caspasa-3 en LY1. La actividad de la caspasa-3 aumento sinérgicamente en presencia del UBX (todas
las concentraciones) y el isémero S de un compuesto de la Férmula A (1000 nM).

Los resultados se muestran en la Figura 12 y las Tablas 16-18 para la linea celular Raji de linfoma de Burkitt. El UBX

indujo la actividad de la caspasa-3 en Raji LY1. La actividad de la caspasa-3 aumentd sinérgicamente en presencia
del UBX (todas las concentraciones) y el isémero S de un compuesto de la Formula A (200 nM).

Tabla 13: Células LY1 incubadas con el isémero S

Isémero S
Concentracién (nM)  |Actividad de la caspasa 3
200 0,06
1000 0,17
5000 0,61

Tabla 14: Células LY1 incubadas con el UBX

UBX
Concentracién (ng/ml) Actividad de la caspasa 3
10 0,23
100 0,32
1000 0,53
10 000 0,59

Tabla 15: Células LY1 incubadas con el isémero S y el UBX

COMBINACION
Isémero S (nM) UBX (ng/ml) | Actividad de la caspasa 3 C.L
200 10 0,2715 0,6
200 100 0,3404 1,2
200 1000 0,5902 0,2
200 10 000 0,6317 0,8
1000 10 0,3811 0,5
1000 100 0,5523 0,2
1000 1000 0,743 0,1
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(continuacién)

COMBINACION
Isémero S (nM) UBX (ng/ml) | Actividad de la caspasa 3 C.L
1000 10 000 0,8181 0,1
5000 10 0,7359 0,5
5000 100 0,8339 0,3
5000 1000 0,999 0,0
5000 10 000 0,999 0,0
Tabla 16: Células Raji incubadas con el isomero S
Isémero S
Concentracién (nM) Actividad de la caspasa 3

200 0,36

1000 0,56

5000 0,80

Tabla 17: Células Raji incubadas con el UBX
UBX
Concentracién (ng/ml) Actividad de la caspasa 3

10 0,18

100 0,31

1000 0,51

10 000 0,60

Tabla 18: Células Raji incubadas con el isémero S y el UBX
COMBINACION

Isémero S (nM) UBX (ng/ml) Actividad dg la caspasa C.l.
200 10 0,696 0,20
200 100 0,895 0,04
200 1000 0,999 0,00
200 10 000 0,993 0,00
1000 10 0,805 0,49
1000 100 0,939 0,11
1000 1000 0,928 0,13
1000 10 000 0,866 0,30
5000 10 0,901 0,97
5000 100 0,829 2,03
5000 1000 0,861 1,52
5000 10 000 0,844 1,80

Se evaluaron tres lineas celulares adicionales, LY10 (DLBCL), Toledo (DLBCL) y Daudi (linfoma de Burkitt) para
determinar los efectos de las combinaciones del isémero S de un compuesto de la Formula A y el UBX sobre la
actividad de la caspasa 3 como se describié anteriormente. Los resultados se muestran en las Tablas 19-21. Las

combinaciones también demostraron la activacion sinérgica de la caspasa 3.

Tabla 19: Células LY10 incubadas con el isémero S y el UBX (DLBCL)

Isémero S (nM) UBX (ng/ml) Actividad de la caspasa 3 Cl
5000 50 0,999 0,021
1000 10 0,421 0,560
200 2 0,119 0,440

Tabla 20: Células Toledo incubadas con el isémero S y el UBX (DLBCL)

Isémero S (nM) UBX (ng/ml) Actividad dg la caspasa C.l.
5000 50 0,988 0,336
1000 10 0,685 0,548
200 2 0,136 0,576
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Tabla 21: Células Daudi incubadas con el isdmero S y el UBX (linfoma de Burkitt)

Isémero S (nM) UBX (ng/ml) Actividad dg la caspasa C.l.
5000 50 0,999 0,004
1000 10 0,594 0,582
200 2 0,296 0,393

Se evaluaron tres lineas celulares de linfoma de células del manto (MCL), Jeko, Maver y Rec-1, para determinar los
efectos de las combinaciones del isémero S de un compuesto de la Férmula A y el UBX sobre la actividad de la
caspasa 3 como se describié anteriormente. Los resultados se muestran en las Tablas 22-24. Las combinaciones
también demostraron la activacion sinérgica de la caspasa 3, con sinergia optimizada a mayores concentraciones del

isdmero S y el UBX.

Tabla 22: Células Jeko incubadas con el isomero S y el UBX

Isémero S (nM) UBX (ng/ml)  |Actividad de la caspasa 3 C.lL
5000 50 0,999 0,000
1000 10 0,655 0,274
200 2 0,335 0,506
Tabla 23: Células Maver incubadas con el isémero S y el UBX
Isémero S (nM) UBX (ng/ml) Actividad de la caspasa 3 C.lL
5000 50 0,999 0,000
1000 10 0,437 0,603
200 2 0,213 0,648
Tabla 24: Células Rec-1 incubadas con el isémero S y el UBX
Isémero S (nM) UBX (ng/ml) Actividad de la caspasa 3 C.lL
5000 50 0,999 0,000
1000 10 0,484 0,303
200 2 0,403 0,132

En general, estos resultados muestran que el isdmero S de un compuesto de la Formula A y el UBX sinergizan
potentemente en la activacion de la caspasa 3, un marcador de la apoptosis, en los modelos de linfomas de células

B.
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ES 2813343 T3

REIVINDICACIONES

Un método in vitro para inhibir la proliferacion de una poblacién celular que comprende poner en contacto la
poblacién con una combinaciéon que comprende

(i) un compuesto de la formula A,

(A)

un estereoisémero de este, o una sal farmacéuticamente aceptable, o solvato de este, y
(if) un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de union al antigeno de este.

El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho anticuerpo anti-CD20 es el ublituximab o se une
al mismo epitopo que el ublituximab o es un fragmento de unién al antigeno de dicho anticuerpo.

El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde dicho anticuerpo o fragmento comprende la regién
CDR1, CDR2 y CDR3 de VH de las secuencias SEQ ID NO: 1, 2y 3, y la regién CDR1, CDR2 y CDR3 de VL
de las secuencias SEQ ID NO: 6, 7 y 8, opcionalmente, en donde el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de
union al antigeno de este comprende el VH de la SEQ ID NO: 4 y el VL de la SEQ ID NO: 9.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3 en donde dicho compuesto de la formula A
es (RS)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-
fluorofenil)-4H-cromen-4-ona; (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-
il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona; o (R)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la poblacién se pone en contacto
con una composicion que comprende

(i) un compuesto que se selecciona del grupo que consiste en (RS)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-
isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona; (S)-2-(1-(4-
amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin- 1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil}-4H-
cromen-4-ona; y (R)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-
fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona, y

(i) el anticuerpo anti-CD20.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la poblacion se pone en contacto
con

(i) una primera composicion que comprende un compuesto que se selecciona del grupo que consiste en
(RS)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)- 1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin- 1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-
fluorofenil)-4H-cromen-4-ona; (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-
il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona; y (R)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona, y

(i) una segunda composicién que comprende el anticuerpo anti-CD20.
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El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el anticuerpo anti-CD20 es el
ublituximab.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el compuesto de la férmula A es
(S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-
4H-cromen-4-ona.

Una combinacién terapéutica que comprende:

(i) un compuesto de la formula A,

(A)

un estereoisémero de este, o una sal farmacéuticamente aceptable, o solvato de este;

y

(if) un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de union al antigeno de este,

para usar como un medicamento para tratar una enfermedad o un trastorno asociado con la proliferacion
excesiva de células B, el cancer o una enfermedad o un trastorno autoinmunitario.

Un compuesto de la férmula (A), o un estereoisdbmero de este, una sal farmacéuticamente aceptable, o solvato
de este, para usar como un medicamento en un método para tratar una enfermedad o un trastorno asociado
con la proliferacién excesiva de células B, el cancer o una enfermedad o un trastorno autoinmunitario, el método
que comprende administrar el compuesto en combinaciéon con un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de
union al antigeno de este.

Un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de unién al antigeno de este para usar como un medicamento en un
método para tratar una enfermedad o un trastorno asociado con la proliferacion excesiva de células B, el cancer
o una enfermedad o un trastorno autoinmunitario, el método que comprende administrar el anticuerpo anti-
CD20 o el fragmento en combinacion con un compuesto de la férmula (A) o un estereoisomero de este, una
sal farmacéuticamente aceptable, o solvato de este.

La combinacion terapéutica, el compuesto de la formula (A), o un estereoisémero de este, una sal
farmacéuticamente aceptable, o solvato de este, o el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno
de este, para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9-11, en donde dicho anticuerpo anti-
CD20 es el ublituximab o se une al mismo epitopo que el ublituximab, o es un fragmento de unién al antigeno
de dicho anticuerpo.

La combinacion terapéutica, el compuesto de la formula (A), o un estereoisémero de este, una sal
farmacéuticamente aceptable, o solvato de este, o el anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de union al antigeno
de este, para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9-11, en donde dicho anticuerpo anti-
CD20 se selecciona del grupo que consiste en rituximab, ofatumumab, ocrelizumab, veltuzumab, GA101, AME-
133v, PRO131921, tositumomab, hA20 y PRO70769, o es un fragmento de unién al antigeno de dicho
anticuerpo.
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La combinacion terapéutica, el compuesto de la féormula (A), o un estereoisémero de este, una sal
farmacéuticamente aceptable, o solvato de este, o el anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de union al antigeno
de este, para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9-13 en donde el compuesto se selecciona
de (RS)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-
fluorofenil)-4H-cromen-4-ona; (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-
il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona; y (R)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona.

La combinacion terapéutica, el compuesto de la formula (A), o un estereoisémero de este, una sal
farmacéuticamente aceptable, o solvato de este, o el anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de union al antigeno
de este, para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9-12 o 14, en donde el anticuerpo anti-
CD20 es el ublituximab.

La combinacion terapéutica, el compuesto de la formula (A), o un estereoisémero de este, una sal
farmacéuticamente aceptable, o solvato de este, o el anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de union al antigeno
de este, para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9-15, en donde el compuesto de la férmula
A es (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il )etil)-6-fluoro-3-(3-
fluorofenil)-4H-cromen-4-ona.

La combinacion terapéutica, el compuesto de la formula (A), o un estereoisémero de este, una sal
farmacéuticamente aceptable, o solvato de este, o el anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de union al antigeno
de este, para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9-12 y 14-16, en donde dicho compuesto
es una sal de p-toluenosulfonato de (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-
1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona, y dicho anticuerpo anti-CD20 es el ublituximab.

La combinacion terapéutica, el compuesto de la formula (A), o un estereoisomero de este, una sal
farmacéuticamente aceptable, o solvato de este, o el anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de union al antigeno
de este, para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9-17, en donde el cancer es una neoplasia
hematoldgica, opcionalmente en donde la neoplasia hematoldgica es el linfoma o la leucemia, opcionalmente
en donde la neoplasia hematolégica se selecciona del grupo que consiste en leucemia linfocitica aguda (ALL),
leucemia mieloide aguda (AML), leucemia linfocitica crénica (CLL), linfoma linfocitico pequefio (SLL), mieloma
multiple (MM), linfoma no Hodgkin (NHL), linfoma de células del manto (MCL), linfoma folicular,
macroglobulinemia de Waldenstrom (WM), linfoma de células B y linfoma difuso de células B grandes (DLBCL).

La combinacion terapéutica, el compuesto de la féormula (A), o un estereoisémero de este, una sal
farmacéuticamente aceptable, o solvato de este, o el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno
de este, para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9-18, en donde el cancer sobreexpresa
el CD20 y/o en donde el cancer es resistente a la quimioterapia.

La combinacion terapéutica, el compuesto de la formula (A), o un estereoisémero de este, una sal
farmacéuticamente aceptable, o solvato de este, o el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno
de este, para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9-19, en donde el sujeto se ha tratado
previamente con la quimioterapia, el rituximab, o una combinacién de estos.

La combinacion terapéutica, el compuesto de la féormula (A), o un estereoisémero de este, una sal
farmacéuticamente aceptable, o solvato de este, o el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno
de este, para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9-20, en donde dicho compuesto y dicho
anticuerpo anti-CD20 o fragmento se administran al sujeto secuencial o simultdneamente, opcionalmente en
donde dicho compuesto de la formula A y dicho anticuerpo anti-CD20 o fragmento se incluyen en la misma
composicion farmacéutica o composiciones farmacéuticas separadas.

La combinacion terapéutica, el compuesto de la formula (A), o un estereoisémero de este, una sal
farmacéuticamente aceptable, o solvato de este, o el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno
de este, para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9-21, en donde dicho método comprende
administrar, o dicha combinacién terapéutica comprende, al menos un agente terapéutico adicional,
opcionalmente en donde el agente terapéutico adicional se selecciona del grupo que consiste en un inhibidor
de proteasoma, Bortezomib (Velcade®), Carfilzomib (PR-171), PR-047, disulfiram, lactacistina, PS-519,
eponemicina, epoxomicina, aclacinomicina, CEP-1612, MG-132, CVT-63417, PS-341, inhibidores de tripéptido
de vinilsulfona, ritonavir, PI-083, (+/-)-7-metilomuralida, (-)-7-metilomuralida, lenalidomida y las combinaciones
de estos.

La combinacion terapéutica, el compuesto de la formula (A), o un estereoisémero de este, una sal
farmacéuticamente aceptable, o solvato de este, o el anticuerpo anti-CD20 o el fragmento de unién al antigeno
de este, para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9-22, en donde dicho método comprende
administrar, o dicha combinacién terapéutica comprende, al menos dos agentes terapéuticos adicionales que
se seleccionan del grupo que consiste en:
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a) CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina, prednisona);

b) R-CHOP (rituximab-CHOP);

c) hiperCV AD (ciclofosfamida hiperfraccionada, vincristina, doxorrubicina, dexametasona, metotrexato,
citarabina);

d) R-hiperCV AD (rituximab-hiperCV AD);

e) FCM (fludarabina, ciclofosfamida, mitoxantrona);

f) R-FCM (rituximab, fludarabina, ciclofosfamida, mitoxantrona);

g) bortezomib y rituximab;

h) temsirolimus y rituximab;

i) temsirolimus y Velcade.RTM,;

i) Yodo-131 tositumomab (Bexxar.RTM.) y CHOP;

k) CVP (ciclofosfamida, vincristina, prednisona);

[) R-CVP (rituximab-CVP);

m) ICE (ifosfamida, carboplatino, etoposido);

n) R-ICE (rituximab-ICE);

0) FCR (fludarabina, ciclofosfamida, rituximab);

p) FR (fludarabina, rituximab); y

q) D.T. PACE (Dexametasona, Talidomida, Cisplatino, Adriamicina, Ciclofosfamida, Etoposido).

Un kit que comprende (i) un compuesto de la férmula A, un estereocisomero de este, o una sal
farmacéuticamente aceptable, o solvato de este, y (ii) un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de unién al
antigeno de este.

Un kit de acuerdo con la reivindicacion 24, en donde dicho anticuerpo anti-CD20 es el ublituximab o se une al
mismo epitopo que el ublituximab, o es un fragmento de union al antigeno de dicho anticuerpo.

Un kit de acuerdo con la reivindicacion 24, en donde dicho anticuerpo anti-CD20 se selecciona del grupo que
consiste en rituximab, ofatumumab, ocrelizumab, veltuzumab, GA101, AME-133v, PRO131921, tositumomab,
hA20 y PRO70769, o es un fragmento de unién al antigeno de dicho anticuerpo.

Un kit de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 24-26, en donde el compuesto de la formula A se
selecciona del grupo que consiste en (RS)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-
d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona; (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-
1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona; y (R)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-
4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona.

El kit de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 24, 25 o 27, en donde dicho anticuerpo anti-CD20 es
el ublituximab.

El kit de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 24-28, en donde dicho compuesto de la férmula A es
(S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-
4H-cromen-4-ona.

El kit de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 24, 25 o 27-29, en donde dicho compuesto es una sal
de p-toluenosulfonato de (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-
fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona, y dicho anticuerpo anti-CD20 es el ublituximab.

El kit de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 24-30, en donde dicho anticuerpo anti-CD20 o
fragmento y dicho compuesto se incluyen dentro de la misma composicién o estan en composiciones
separadas.

El kit de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 24-31, que comprende ademas uno o mas agentes
activos adicionales.

Una composicién farmacéutica que comprende
(i) un compuesto de la formula A que se selecciona del grupo que consiste en (RS)-2-(1-(4-amino-3-(3-
fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona;
(S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-
fluorofenil)-4H-cromen-4-ona; y (R)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-
1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona, y

(if) un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de union al antigeno de este.
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La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 33, en donde dicho anticuerpo anti-CD20 es el
ublituximab o se une al mismo epitopo que el ublituximab o es un fragmento de unién al antigeno de dicho
anticuerpo.

La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 33 o 34, en donde dicho compuesto de la formula
A es (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il )etil)-6-fluoro-3-(3-
fluorofenil)-4H-cromen-4-ona.

La composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 33-35, en donde dicho
compuesto es una sal de p-toluenosulfonato de (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-fluoro-4-isopropoxifenil)-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-6-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona, y dicho anticuerpo anti-CD20 es el
ublituximab.
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Actividad de la caspasa 3
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TGR-1202 y ublituximab activaron sinérgicamente la
caspasa 3 en la linea celular LY1 en DLBCL
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Figura 11

60

-=UBX
-~ cOmbo

- TG-1202 fijo 1uM

10 000



Actividad de la caspasa 3

1,2 -

0,8

0,6

0,4

0,2 -

ES 2813343 T3

TGR-1202 y ublituximab activaron sinérgicamente la caspasa 3 en la linea celular
Raji de linfoma de Burkitt
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