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LIGANTES PARA GM-CSF OU RECEPTOR GM-CSF PARA USO NO
TRATAMENTO DE UMA MALIGNIDADE HEMATOLOGICA EM UM RAENTE

SUBMETIDO A ALO-HCT

Referéncia cruzada com pedidos relacionados

[0001]E reivindicado beneficio para os Pedidos de

Patente Europeia N os EP18158169.5, depositado em 22 de

fevereiro de 2018; EP18189562.4, depositado em 17 d e agosto
de 2018; EP18194549.4, depositado em 14 de setembro de 2018
e US16/269.572. O conteddo dos pedidos de patente é
incorporado por referéncia nesse relatério descriti VO em sua
totalidade.
Campo

[0O002]A presente invencdo esta relacionada a um lig ante
nao agonista, particularmente um anticorpo, que se liga
especificamente ao GM-CSF (CSF-2) ou seu complexo r eceptor

que consiste no CSF2R B (CD131)e CSF2R « (CD116), para uso no

tratamento de uma malignidade hematolégica em um pa ciente
submetido a alo-HCT.
Fundamentos

[0003]Para pacientes que sofrem de malignidades
hematolégicas, 0 transplante alogénico de célula
hematopoiética (alo-HCT) € uma intervencao potencia Imente
curativa e poupadora de vidas; no entanto, entre 40 e 60% de
todos os pacientes desenvolverdo doenca enxerto-ver sus-
hospedeiro aguda ou cronica clinicamente significan te (GvHD)
gue, juntas, carregam uma taxa de mortalidade de
aproximadamente 50%. Células T derivadas de doadore S medeiam
ambos os processos: células T alo-reativas do enxer to atacam
células malignas do hospedeiro, produzindo o efeito benéfico
enxerto-versus-leucemia (GvL); embora essa mesma al o-
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reatividade possa ser direcionada para tecidos saud aveis
(tipicamente para a pele, intestino e figado), leva ndo ao
GvHD. Embora a deplecdo de células T do material do doador
antes do alo-HCT possa evitar/reduzir GvHD, consequ entemente
isso sefaz as custas de atividade de enxerto-versu s-leucemia
(GvL) diminuida e taxas de recidiva aumentadas. Por tanto, ha
uma necessidade urgente para compreender como 0S me canismos
de GvL e GvHD podem ser separados no nivel de célul aT, e

modulados para beneficio clinico.

[0004]Muitos trabalhos tentaram definir subconjunto sde
células T e citocinas cruciais que sustentam GvHD e m modelos
murideos, mas até hoje poucas conclusdes consistent es foram
obtidas. Embora GvHD fosse originalmente proposta c omo sendo
uma patologia mediada por T Hl, estudos em camundongos
mostraram que células T do doador deficientes na ci tocina
Tvl IFN v podem exacerbar a doenca. Células T H2 podem tanto
suprimir GVHD experimental, quanto induzir GvHD que afeta o
figado e pele. Similarmente, enquanto ha evidéncias de que

as células T produtoras de IL-17A sejam mediadores

proeminentes de dano tecidual em doencgas inflamator ias em
geral, seu papel na GvHD permanece controverso, na medida em
que, em modelos murideos, IL-17 parece capaz de pro mover ou
melhorar GvHD, dependendo das condigcdes experimenta is.
Tomadas em conjunto, células T Hpolarizadas estao claramente
implicadas naemergéncia e perpetuagcéo de GvHD, mas atéagora
nao foi possivel identificar qualguer mediador solu vel

especifico que possua uma funcdo reprodutivel e néo
redundante na patogénese da doenca tanto em modelos murideos
quanto em humanos.

[0005]Como base no acima estado da arte mencionado, 0
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objetivo da presente invencdo € fornecer meios e mé
para atenuar GvHD mantendo, ao mesmo tempo, o efeit
benéfico. Esse objetivo € obtido pelotemadasreiv
independentes do presente relatério descritivo.

Sumario da invencéo

[0006]Um primeiro aspecto da invencao estéa relacion
a um método de tratamento de um paciente que sofre
enxerto-versus-hospedeiro, ou um método de prevenca
inibicdo ou reducdo da severidade da ocorréncia de
enxerto-versus-hospedeiro, em um paciente que receb
transplante alogénico.

[0007]Um segundo aspecto da invencéo esta relaciona
ao método de tratamento de um paciente que sofre de
cancer, particularmente uma malignidade hematolégic
foi submetido a  transferéncia de  célula-tronco

hematopoiética alogénica (alo-HCT).
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[0008]0Os métodos de acordo com qualquer aspecto da

invencdo compreendem a interferéncia com a sinaliza
citocina imune GM-CSF que desencadeia GvHD. Isso po
obtido por inibicdo de GM-CSF por ligantes, particu

anticorpos, mais particularmente anticorpos neutral

O objetivo da invencdo também pode ser obtido por

interferéncia com ligacdo de GM-CSF ao seu receptor

ou por inibicdo da cascata de sinalizacao por admin

de ligantes ndo agonistas a esses receptores,
particularmente por administracao de anticorpos
neutralizantes ao receptor de GM-CSF. Outro mecanis
possivel é suprimir, transitoriamente ou por uma du

mais longa, a expressao de um de GM-CSF ou seus rec

por interferéncia de acido nucleico (RNAI, anti-sen
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[0009]Em  modalidades  particulares, a invencéao

compreende a administragcdo ao paciente de um ligant e nao
agonista, particularmente um anticorpo, mais partic ularmente
um anticorpo neutralizante ndo agonista reativo ao GM-CSF ou
a um de CD116, CD131 e ao receptor de GM-CSF formad 0 por

CD116 e CD131.

[0010]Esse aspecto pode, alternativamente, ser
formulado como o fornecimento de um agente selecion ado de:

- um ligante de polipeptideo neutralizante,
particularmente um anticorpo neutralizante reativo a um de
GM-CSF, CD116, CD131 ou ao receptor de GM-CSF forma do por
CDl1l16 e CD131, e

- um agente de acido nucleico que inibe a expressao de
GM-CSF, CD116, e/ouCD131 parauso no tratamento ou prevencéao
de GvHD em um paciente que sofre de uma malignidade
hematoldgica.

Breve descricdo das figuras

[0011]Figuras 1A-1H: Células T doadoras secretam GM -CSF
e IFN v durante respostas alogénicas.

[0012]Figura 1A: Sobrevida de camundongos BALB/c
CD45.2+ letalmente irradiados apés alo-HCT com TCD-BM de

C57BL/6 WT CD45.1 * isoladamente ou combinado com CD45.1 *
esplendcitos de C57BL/6 WT. Dados reunidos em pool de 4
experimentos individuais, cada um com n = 5/grupo. Para
comparacao de curvas de sobrevida, foi usado um tes te Log-
Rank (Mantel-Cox), *** p < 0,001. Figura 1B: Frequé ncia de

células CD45.1  * dentro de singletos vivos no baco, figado e

pele em 3 e 6 dias apos alo-HCT. Dados reunidos em pool para
obter n = 10/grupo. Figura 1C: Frequéncia de célula sTCD4 +
e CD8+que produzemIFN v, GM-CSF e IL-17A dentro da populacao
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de CD45.1 + de figados de camundongos 3 dias ap6s alo-HCT.
Sdo mostrados gréaficos representativos de um total de 3
experimentos independentes. Figura 1D: Frequéncias de

células T CD4 + e CD8 * que produzem IFN vy, GM-CSF e IL-17A

dentro das populacdes de CD45.1 *+ do figado, baco e pele 3 e
6 dias apds alo-HCT. Dados reunidos em pool de 3 experimentos
individuais, total n = 10/grupo. Figura 1E: Niveis séricos

de IFN y e GM-CSF em camundongos 6 dias ap6s alo-HCT. Dados

reunidos em pool de 3 experimentos individuais, n = 2-

5/grupo. Para comparacdo das médias, foi usado um t este-T
nao pareado bicaudado com correcédo de Welch, * p < 0,05, **

p < 0,01. Figura 1F: IFN v, GM-CSF e IL-17A em sobrenadantes

de coculturas de células T de camundongos C57BL/6 W T comDCs

CD11c* esplénicas singénicas (C57BL/6) ou alogénicas

(BALB/c). Dados reunidos em pool de 3 experimentos
individuais, n = 3-5/grupo. Para comparacéo das méd ias, foi
usadoumteste-T ndo pareado bicaudado com correcéo de Welch,

*p < 005 * p < 001 * p < 0,001. Figura 1G:
incorporacdo de timidina tritada por células T de
camundongos C57BL/6 wt Ifng - Csf2 - ou ll17a - cocultivadas

com DCs CD11c *+ esplénicas singénicas (C57BL/6) ou alogénicas

(BALB/c). Dados reunidos em pool de 3 experimentos
individuais, n = 2-5/grupo. Para comparacéo das méd ias, foi
usado ANOVA de uma via com pos-teste de Bonferroni. Os dados
sao exibidos como média +/- DP na Figura 1B e como média +/-
SEM nas (Figuras 1D — 1G). Figura 1H: Frequéncias d e células

T CD4+ e CD8 + produtoras de IFN vy e GM-CSF dentro das
populagdes de CD45.1 + do figado e baco 3 e 6 dias apos alo-
HCT. Dados representativos reunidos em pool de 1 de 3

experimentos sdo mostrados, n = 3-4/grupo. Abreviag oes: TCD:
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depletado de células T, BM: medula 6ssea, HCT: tran sferéncia
de célula hematopoiética, WT: tipo selvagem, Cpm: ¢ ontagens
por minuto.

[0013]Figuras 2A-2K: GM-CSF é crucial para GvHD agu da

apos alo-HCT com MHC totalmente incompativel.

[0014]Figura 2A: Sobrevida de camundongos BALB/c

letalmente irradiados apds alo-HCT com TCD-BM de ca mundongos
C57BL/6 WT isoladamente ou combinada com esplendcit os de
camundongos C57BL/6 WT Csf2 -, Ifng - ou Il17a -+ . Dados

reunidos em  pool de 4 experimentos individuais, cada um com

n = 5/grupo. Para comparacéo de curvas de sobrevida (WT vs.
outros grupos), foi usado um teste Log-Rank (Mantel -Cox), *

p < 0,05, * p <0,01, ** p <0,001. Figura 2B: So brevida
de camundongos BALB/c letalmente irradiados apds al 0-HCT com
TCD-BM de camundongos C57BL/6 WT isoladamente ou co mbinada
com células T purificadas de bacos de camundongos C 57BL/6 WT
ou Csf2 . Dados reunidos em pool de 3 experimentos
individuais cada um com n = 5/grupo. Para comparaca o de
curvas de sobrevida (WT com Csf2 - ), foi usado um teste Log-

Rank (Mantel-Cox), *** p < 0,001. Figura 2C: Pontua céo
histopatolégica composta para figado, intestino del gado e
pele de camundongos BALB/c 6 dias apés alo-HCT. Dad 0Ss

reunidosem  pool de 3 experimentos individuais, n = 5/grupo.

Para comparacdo das médias (WT vs. Csf2 - ), foi usado um
teste-T ndo pareado bicaudado, *p <0,05. Figura 2 D: Imagens
representativas de cortes corados com hematoxilina e eosina
de pele e intestino delgado de camundongos 6 dias a pos alo-
HCT com TCD-BM de camundongos C57BL/6 WT combinada com
esplendcitos de camundongos C57BL/6 WT ou Csf2 -, n = 4-
5/grupo (barra de escala: 100 um). Figuras 2E-2F: Imagens
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representativas de marcagao p22phox em cortes de (F igura 2E)
figado e (Figura 2F) intestino delgado (barra de es cala: 100
um) de camundongos 6 dias apods alo-HCT com TCD-BM de
camundongos C57BL/6 WT combinada com esplendcitos d e

camundongos C57BL/6 WT ou Csf2 -, n = 4-5/grupo (painéis

superiores). Quantificacdo de % médio de area total marcada
positivamente para p22phox por campo visual. Parac omparacao
das médias (WT vs. Csf2 - ), foi usado um teste-T ndo pareado

bicaudado, ** p < 0,01. Figura 2G: Sobrevida de cam undongos
BALB/c letalmente irradiados apds alo-HCT com TCD-B M de
camundongos C57BL/6 WT isoladamente ou combinada co m
esplendcitos de camundongos C57BL/6 WT. Os camundon gos foram
tratados com PBS, anticorpo de controle de isétipo, ou
anticorpo anti-GM-CSF 3 vezes/semana pela duracdo d 0
experimento, comecgando 2 dias antes do HCT. Dados r eunidos

em pool de 2 experimentos individuais, cada um com n =

5/grupo. Para comparacédo de curvas de sobrevida (aG M-CSF vs.
is6tipo), foi usado um teste Log-Rank (Mantel-Cox), <
0,001. Os dados séo exibidos como média +/- SEM. Fi gura 2H:
Comprimento do c6lon em cm de camundongos BALB/c 6 dias apés
alo-HCT, como descrito em a. Dados reunidos em pool de 2
experimentos individuais. Figura 21: Imagens repres entativas

e quantificacdo de células apoptoticas (coloracdo T UNEL) no
colon de camundongos BALB/c 6 dias apos alo-HCT, co mo
descrito em a. Dados reunidos em pool de 3 experimentos
individuais (barra de escala top 50 um, inferior 20 um).
Figura 2J: Niveis de fosfatase alcalina (AP), alani na
aminotransferase (ALT), nitrogénio ureico (BUN) e a Ibumina
no soro de camundongos BALB/c 6 dias apos alo-HCT. Os dados
sao representativos de 2 experimentos individuais, comn =
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3-5/grupo. Figura 2K: Sobrevida de camundongos BALB Ic
letalmente irradiados submetidos a alo-HCT com TCD- BM de
C57BL/6 WT isoladamente ou combinada com células T CD4 e CD8
purificadas de bacos de camundongos C57BL/6 WT ou Csf2 -

(CD4AWTCD8WT, CD4WTCDS8Csf2-/-, CD4Csf2-/-CD8WT e CD4 Csf2-/-

CD8Csf2-/-). Camundongos tratados com TCD-BM isolad amente
foram usados como controles. Dados representativos de 2
experimentos individuais com n = 5/grupo. Para comp aracao de
curvasde sobrevida (CD4AWTCD8WT vs. outros grupos), foiusado
um teste Log-Rank (Mantel-Cox), n.s. (n&o significa nte), **

p < 0,01. Abreviacdes: TCD: depletado de células T, BM:
medula 6ssea, HCT: transferéncia de célula hematopo iética,

WT: tipo selvagem.

[0015]Figuras 3A-3H: GM-CSF medeia a patologia da G vHD
apos alo-HCT com MHC parcialmente incompativel.

[0016]Figura 3A: Sobrevida de camundongos B6D2F1
letalmente irradiados apos alo-HCT com MHC parcialm ente

incompativel com TCD-BM de camundongos C57BL/6 WT

isoladamente ou combinada com esplendcitos de camun dongos
C57BL/6 WT, Csf2 -/ ou Ifng 7 . Dados reunidos em pool de 5

experimentos individuais, cada um com n = 5/grupo. Para
comparacao de curvas de sobrevida (WT vs. outros gr upos),

foi usado um teste Log-Rank (Mantel-Cox), * p < 0,0 5, *** p

< 0,001. Figura 3B: Sobrevida de camundongos B6D2F1
letalmente irradiados apdés alo-HCT com TCD-BM de ca mundongos

C57BL/6 WT isoladamente ou combinada com células T

purificadas de bagos de camundongos C57BL/6 WT, Csf2 - ou
Ifng - .Dadosreunidosem pool de2experimentosindividuais,

cada um com n = 5/grupo. Para comparacdo de curvas de
sobrevida (WT vs. outros grupos), foi usado um test e Log-
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Rank (Mantel-Cox), * p < 0,05, *** p < 0,001. Figur a 3C:
Pontuacdo histopatologica composta para cortes de f igado,
intestino delgado e pele de camundongos B6D2F1 em 1 1 dias
pos-alo-HCT. Dados reunidos em pool de 2 experimentos

individuais, n = 5/grupo. Para comparacdao das média s (WT,

Csf2 - e Ifng ) foiusado ANOVA de uma via com pos-teste de

Bonferroni. * p < 0,05 *** p < 0,001. Figura 3D: Im agens
representativas de cortes corados com hematoxilina e eosina

de pele de camundongos 11 dias apos alo-HCT com TCD -BM de
camundongos C57BL/6 WT combinada com esplendcitos d e

camundongos C57BL/6 WT, Ifng -~ ou Csf2 - |, n = 4-5/grupo

(Barras de escala: 100 um). Figuras 3E-3F: Imagens
representativas de marcacao com p22phox (painéis su periores)

e F4/80 em cortes de (Figura 3E) figado e (Figura 3 F)
intestino delgado (barra de escala: 100 pm) de camundongos

9 dias apés alo-HCT com TCD-BM de camundongos C57BL 16 WT
combinada com esplendcitos de camundongos C57BL/6 W Tou Csf2 -
-, n = 4-5/grupo. Quantificacdo da area total marcad a
positivamente para p22phox ou F4/80 por campo visua l. Para
comparacao das meédias (WT vs. Csf2 - ), foi usado um teste-T

nao pareado bicaudado, *** p < 0,001, ** p < 0,01. Figura
3G: Niveis séricos de IFN v € GM-CSF em camundongos 9 dias
apos alo-HCT com TCD-BM de camundongos C57BL/6 WT ¢ ombinada
com esplendcitos de camundongos C57BL/6 WT, Ifng - ou Csf2 -
I-. Dados reunidos em pool de 2-3 experimentos individuais,

n = 4-5/grupo. Para comparacéo das médias (WT vs. Ifng - ou

WT vs. Csf2 +-) foi usado um teste-T ndo pareado bicaudado
com correcao de Welch, *p < 0,05, ** p <0,01. Os dados sao
exibidos como média +/- SEM. Figura 3H: Pontuacao

histopatolégica composta para cortes de figado de
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camundongos B6D2F1 em 9 ou 28 dias pés-alo-HCT, com o descrito
em a. Os dados s&o representativos de 2 experimento S
independentes, n = 4-6/grupo. Abreviagdes: TCD: dep letado de
células T, BM: medula 6ssea, HCT: transferéncia de célula
hematopoiética, WT: tipo selvagem.

[0017]Figuras 4A-4H: GM-CSF € dispensavel para
atividade antitumoral apds alo-HCT.

[0018]Figuras 4A-4D: Camundongos BALB/c irradiados
letalmente foram injetados por via intravenosa com células
tumorais A20 que expressam GFP e luciferase, ao mes mo tempo
que alo-HCT com MHC incompativel com TCD-BM de camu ndongos
C57BL/6 WT isoladamente ou combinada com células T
purificadas de bagos de camundongos C57BL/6 WT ou Csf2 - .
Camundongos tratados com TCD-BM isoladamente foram usados
como controles. (Figura 4A) O crescimento tumoral f oi
monitorado por imageamento bioluminescente in vivo . Séao
mostradas imagens de um experimento representativo de um
total de dois. (Figura 4B) Intensidade de sinal na regiao de
interesse (ROI) foi monitorada ao longo do tempo. ( Figura
4C) Sobrevida ao longo do tempo e (Figura 4D) causa de morte
exibida como percentagem de camundongos em cada gru po de
tratamento com GvHD letal (cinza), tumores (preto) ou
sobreviventes (branco). Dados reunidos em pool de 2
experimentos individuais com n = 5/grupo. Para comp aracao de
curvas de sobrevida (WT vs. outros grupos), foi usa do um
teste Log-Rank (Mantel-Cox), n.s. (ndo significante ), ** p
< 0,01. (Figuras 4E-4H) Camundongos BALB/c irradiad 0s
letalmente foram injetados por via intravenosa com células
tumorais A20 que expressam GFP e luciferase, ao mes mo tempo
que alo-HCT com MHC incompativel com TCD-BM de camu ndongos
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C57BL/6 WT isoladamente ou combinada com células T
purificadas de bacos de camundongos C57BL/6 WT. Cam undongos

tratados com TCD-BM isoladamente foram usados como

controles. Os camundongos foram tratados com contro le de
isétipo, ou anticorpo anti-GM-CSF 3 vezes/semana pe la
duracdo do experimento, comecando 2 dias antes do H CT.
(Figura 4E) O crescimento tumoral foi monitorado po r
iImageamento bioluminescente in vivo . S8o0 mostradas imagens

de um experimento com n = 6-7/grupo. (Figura 4F) In tensidade
de sinal naregido de interesse (ROI) foi monitorad aaolongo
do tempo. (Figura 4G) Sobrevida ao longo do tempo e (Figura
4H) causa de morte exibida como percentagem de camu ndongos
em cada grupo de tratamento com GvHD letal (cinza), tumores
(preto) ou sobreviventes (branco). Para comparagao de curvas
de sobrevida (WT vs. Csf2 - ), foi usado um teste Log-Rank
(Mantel-Cox), * p < 0,05. Dados exibidos como média +/- SEM.
Abreviacdes: TCD: depletado de células T, BM: medul a 0ssea,
HCT: transferéncia de célula hematopoiética, WT: i po
selvagem, BLI: imageamento bioluminescente, ROI: re gido de
interesse.

[0019]Figuras 5A-5D: Pacientes com GvHD severa

expressam niveis elevados de GM-CSF em bidpsias int estinais.
[0020]Figura 5A: Expressao relativa de GM-CSF no ni vel

de mRNA em biopsias gastrintestinais de pacientes ¢ om graus

diferentes de GvHD; veja a Tabela 3. Para comparaca o das

médias, foi usado ANOVA de uma via com pébs-teste de

Bonferroni ** p <0,01. Os dados séo exibidos como média +/-
SEM. Figura 5B: Imagens de marcacao de GM-CSF em bi opsias de
controle e de GvHD de grau IV do intestino delgado de
pacientes de alo-HCT; veja as Tabelas 1 e 2. Marrom . anti-
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GM-CSF humano, azul: Hematoxilina. Barras de escala

sdo 100

um (20 um em imagens em zoom). Sao mostradas imagens

representativas de 3 amostras individuais de contro le e de
pacientes. Figura 5C: coloracdo de imunofluorescénc ia para
CD3 (rosa), CD68 (verde) e GM-CSF (vermelho) de bio psias
gastrintestinais de pacientes com GvHD de grau IV. E mostrada
uma imagem representativa de 3 amostras de paciente S
individuais. Os nucleos séo retratados em azul (DAP ) (barra
de escala superior 50 um, inferior 20 um). Figura5D: Analise
citométricade fluxode PBMCs coletadas de doadores saudaveis
(HD) e pacientes com GvHD (GP), estimuladas por 4 h com
PMA/ionomicina. E mostrado um gréfico de FACS repre sentativo
de células T que expressam citocinas. Células T CD4 +e CD8 -
gue produzem GM-CSF, IFN e IL-17 s&o apresentadas c omo
frequéncias individuais. n = 10-9/grupo * P < 0,05, ** P o<
0,01. Abreviacdes: TCD: depletado de células T, BM: medula
0ssea, HCT: transferéncia de célula hematopoiética.

[0021]Figuras 6A-6D: Analise fenotipica comparativa de
populacdes de células T de camundongos WT e Csf2 -

[0022]Analise citométrica de fluxo de frequéncias d e
populacdo de células T esplénicas (Figura 6A), e (F igura 6B)
frequéncias de expressdo de marcador de ativacdo em C57BL/6
camundongos WT e Csf2 - naive . Foifeito um pool de dados de
2 experimentos individuais cada um com n = 3/grupo. Figura
6C: Analise citométrica de fluxo de infiltrados de célulaT
do doador em linfonodos (LN), baco, figado e pele d o]
receptor, 2 e 5 dias apo6s alo-HCT de camundongos BA LB/c
letalmente irradiados reconstituidos com TCD-BM de C57BL/6
WT combinada com esplendcitos de camundongos C57BL/ 6 WT ou
Csf2 - . As células foram separadas em H2-Db e CDA45; célul as
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T CD4 e CD8 foram pré-separadas em CD3. E mostrado um
experimento com n =4/grupo. Os dados sao exibidos como média

+/- SEM. Figura 6D: Andlise citométrica de fluxo de

infiltrados de célula T do doador em LN e baco do r eceptor
5 dias ap6s alo-HCT de camundongos BALB/c letalment e
irradiados reconstituidos com TCD-BM de camundongos C57BL/6
WT combinada com esplendcitos de camundongos C57BL/ 6 WT ou
Csf2 - . As células foram separadas em H2-Db e CDA45; célul as
T CD4 e CD8. E mostrado um experimento com n = 4/gr upo. Os
dados sao exibidos como média +/- SEM. Abreviacoes: TCD:
depletado de células T, BM: medula 6ssea, HCT: tran sferéncia

de célula hematopoiética, WT: tipo selvagem.
[0023]Figuras 7A e 7B: Ensaio de morte com o0 uso de

células tumorais A20 e células T isoladas de baco e

linfonodos de camundongos C57BL/6 WT ou Csf2 -+ |
respectivamente. Figura 7A: Analise citométrica de fluxo de

células mortas por coloracdo TO-PRO3; sdo mostrados graficos
representativos. Figura 7B: Lise especifica de célu las

tumorais A20 por células T indicadas em proporcdes

alvo:efetorde 1:1,1:20 e 1:50. Os dados séorepre sentativos
de dois experimentos com n =3 camundongos por grup oem cada.
Os dados séao exibidos como média +/- SEM. Abreviacd es: WT:

tipo selvagem.

[0024]Figuras 8A e 8B: Figura 8A: Sobrevida de
camundongos C57BL/6 WT ou Csf2 rb - letalmente irradiados
apos alo-HCT com (TCD)-BM depletada de células T de
camundongos Balb/c WT isoladamente ou combinada com
esplendcitos de camundongos Balb/c WT. Dados reunid 0S em
pool de 2 experimentos individuais, cada um com n = 5-

7/grupo. Figura 8B: Sobrevida de camundongos Balb/c WT
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letalmente irradiados apds alo-HCT com TCD-BM de ca mundongos
C57BL/6 WT ou Csf2 rb+ isoladamente ou combinada com
esplendcitos de camundongos C57BL/6 WT. Dados reuni dos em

pool de 2 experimentos individuais, cada um com n = 5-
7/grupo.
[0025]Figuras 9A-9H: GM-CSF dirige GvHD por meio de

células mieloides derivadas do doador.

[0026]Figura 9A: Sobrevida de camundongos C57BL/6 WT e
Csf2rb - letalmente irradiados apds alo-HCT com MHC
incompativel com TCD-BM de camundongos Balb/c WT
isoladamente ou combinada com esplendcitos de camun dongos
Balb/c WT. Dados reunidos em pool de 2 experimentos
individuais, cada um com n = 5/grupo. Figura 9B: So brevida
de camundongos Balb/c WT letalmente irradiados apés alo-HCT
com MHC incompativel com TCD-BM de camundongos C57BL/6 WT ou
e Csf2rb /- isoladamente ou combinada com esplendcitos de
camundongos C57BL/6 WT. Dados reunidos em pool de 2
experimentos individuais, cada um com n = 5/grupo. Para

comparacao de curvas de sobrevida (WT VS.

receptores/doadores Csf2rb - ), foi usado um teste Log-Rank
(Mantel-Cox) emae b, ** p <0,01. Figura 9C: mapa de t-SNE
anotado que exibe 200.000 células coletadas aleator iamente
da medula 6ssea de camundongos C57BL/6 WT e Csf2rb /- que
mostra fosforilacdo de STAT5 (gradiente preto até a marelo)
mediante estimulagdo com GM-CSF, analisada por anal ise
citométrica de fluxo. Dados representam dois experi mentos
independentes n = 3/grupo. Figura 9D: Frequéncias d e supra-
regulacdo de pSTATS5 induzida por GM-CSF em mondcito s e
neutréfilos de camundongos C57BL/6 WT e Csf2rb /-, como
mostrada sobreposta na Figura 9B. Figura 9E: Andlis e
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citométrica de fluxo de populacdes diferentes de cé lulas
mieloides (DCs, neutréfilos, mondcitos e MDCs) ap0s HCT. E
mostrada uma separacéo de exemplo para o figado. Fi gura 9F:
Quantificacdo de populac¢des de células mieloides (d a Figura
9E) no baco (fileira superior) e figado (fileira in ferior).

E mostrado um experimento representativo de 3 exper imentos
individuais, n = 4-5/grupo. (g) Frequéncia de neutr ofilos e
mondcitos que produzem pré-I1L-1 B dentro da populacdo H2Db *,

CD45, de bacos de camundongos 6 dias apds alo-HCT. S&o

mostrados graficos representativos para neutrofilos :

monocitos e MDCs (separados como em e). Dados repre sentam
dois experimentos independentes n = 5/grupo. Figura 9H:
Andlise citométrica de fluxo de ROS (reagente CellR OX) em
camundongos 6 dias apés alo-HCT. Histogramas repres entativos
de MFI para neutréfilos, mondcitos e MDCs (separado S como na
Figura 9E). Dados representam um experimento com n = b-
7/grupo. Para comparacdo das médias, foi usado um t este-T
nao pareado bicaudado em f-h *** p < 0,001, ** p < 0,01, *

p < 0,05. Os dados sao exibidos como média +/- SEM.

Abreviagdes: TCD: depletado de células T, BM: medul a 0ssea,
HCT: transferéncia de célula hematopoiética, WT: i po
selvagem.

Breve descricdo das sequéncias descritas
[0027]As sequéncias nucleicas fornecidas nesse
relatério descritivo sdo mostradas usando as abrevi acdes com

letras padronizadas para bases de nucleotideos como

definidas em 37 C.F.R. 1.822. Somente uma fita de c ada
sequéncia de acidos nucleicos € mostrada, mas suben tende-se

que a fita complementar esteja incluida por qualque r
referéncia a fita exibida. A Listagem de sequéncias e
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submetida como um arquivo de texto em ASCII denomin ado
“protocolo de Sequéncia uz349wo_ST25.txt”, com cerc ade 2

KB, que ¢é incorporado por referéncia nesse relatori o]
descritivo.

[0028]IDS. DE SEQ. N os: 1 e 2: iniciadores diretos e
reversos de amplificacdo por PCR para o gene CSF2.

[0029]IDS. DE SEQ. N os: 3 e 4: iniciadores diretos e
reversos de amplificagéo por PCR para o gene GAPDH.
Descricdo detalhada da invengao

Termos e defini¢cdes

[0030]O termo “GvHD”, no contexto do presente relat orio
descritivo, estd relacionado a doenca enxerto-versu S-
hospedeiro, uma complicacdo decorrente de transplan te de
células imunes em um paciente geneticamente diferen te. GvHD
estd comumente associada com transplantes de célula -tronco,
particularmente no contexto de terapia de malignida des

hematolégicas, mas pode surgir no contexto de outro
transplante.

[0031]O termo “alo-HCT”, no contexto do presente
relatorio descritivo, estd relacionado ao transplan te
alogénico de célula hematopoiética.

[0032]0 termo “GM-CSF”, no contexto do presente
relatdrio descritivo, esta relacionado ao fator est imulante
de colbnia de granuldcitos-macrofagos (Uniprot P041 41; N°
CAS 83869-56-1).

[0033]O0 termo “CD116”, no contexto do presente

relatorio descritivo, esta relacionado ao Agrupamen to de
Diferenciacdo 116, também conhecido como a cadeia a Ifa do
receptor de GM-CSF (Uniprot P15509). O receptor de GM-CSF e
formado por uma cadeia alfa especifica para GM-CSF (CD116)
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e uma cadeia beta (CD131) que também esta presente nos
receptores de interleucina IL-3R e IL-5R.

[0034]O ligante de GM-CSF ou um de CD116, CD131 e o

receptor de GM-CSF formado por CD116 e CD131 de aco rdo com
a invencao é capaz de anular ou neutralizar a trans ducéo de
sinal iniciada quando GM-CSF se liga ao seu recepto r.
[0035]0 termo “CLL", no contexto do presente relatd ro
descritivo, estd relacionado a leucemia linfocitica ou

linfoblastica aguda ou crénica.

[0036]0 termo “ALL”, no contexto do presente relatd ro
descritivo, esta relacionado a leucemia linfoblasti caaguda.

[0037]0 termo “CML”, no contexto do presente relato ro
descritivo, esta relacionado a leucemia mielégena o u

mieloide cronica.

[0038]O termo “AML”", no contexto do presente relatd ro
descritivo, estéa relacionado a leucemia mieldgena a guda.

[0039]0 termo “AMoL”, no contexto do presente relat orio
descritivo, esta relacionado a leucemia monocitica aguda.

[0040]No contexto do presente relatdrio descritivo, 0
termo “anticorpo” € usado em seu significado conhecido na
técnica de biologia celular e imunologia; ele se re fere a
anticorpos inteiros incluindo, sem limitagéo, imuno globulina
tipo G (IgG), tipo A (IgA), tipo D (IgD), tipo E (I gE) ou
tipo M (IgM), qualquer fragmento de ligacdo ao anti geno ou

cadeias Unicas desta e construcdes relacionadas ou

derivadas. Um anticorpo inteiro € uma glicoproteina que
compreende pelo menos duas cadeias pesadas (H) e du as cadeias
leves (L) interconectadas por ligacGes dissulfeto. Cada
cadeia pesada € formada por uma regido variavel da cadeia
pesada (V H) e uma regido constante da cadeia pesada (C H. A
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7

regido constante da cadeia pesada € formada por tré S
dominios, C Hl, C H2 e C n3. Cada cadeia leve € formada por uma

regido variavel da cadeia leve (abreviada nesse rel atorio
descritivo como V L) € uma regido constante da cadeia leve

(CL). A regido constante da cadeia leve é formada por um

dominio,C . Asregides variaveis das cadeias pesadas e leves

contém um dominio de ligacdo que interage com um an tigeno.
As regides constantes dos anticorpos podem mediar a ligacdo
da imunoglobulina aos tecidos ou fatores do hospede iro,
incluindo varias células do sistema imune (por exem plo,
células efetoras) e o primeiro componente do sistem a
complemento classico. Similarmente, o termo engloba um

denominado  nanobody ou anticorpo de dominio Unico, um
fragmento de anticorpo que consiste em a single dom inio de

anticorpo variavel monomeérico.

[0041]0 termo *“anticorpo” engloba um anticorpo de
camelideo, particularmente um anticorpo de camelide o]
humanizado.

[0042]0 termo “molécula do tipo anticorpo”, no cont exto
do presente relatério descritivo, se refere a uma m olécula
capaz de ligacdo especifica a outra molécula ou alv 0 com
alta afinidade/uma K p < 10E-8 mol/L. Uma molécula do tipo
anticorpo se liga ao seu alvo similarmente a ligaca o]
especifica de um anticorpo. O termo “molécula do ti po
anticorpo” engloba uma proteina de repeticdo, por exemplo,
uma proteina de repeticdo de anquirina projetada (M olecular
Partners, Zurique), proteinas miméticas de anticorp o]
modificadas geneticamente que exibem ligacao a prot eina-alvo
altamente especifica e de alta afinidade (veja US20 12142611,

US2016250341, US2016075767 e US2015368302, todos
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incorporados nesse relatorio descritivo por referén
termo “molécula do tipo anticorpo” ainda engloba, s
limitacdo, um polipeptideo derivado de proteinas de
repeticdo de tatu, um polipeptideo derivado de prot
repeticdo ricas em leucina e um polipeptideo deriva
proteinas de repeticdo de tetratricopeptideo.

[0043]0 termo “molécula do tipo anticorpo” ainda
engloba um polipeptideo derivado de dominios de pro
um polipeptideo derivado de dominio de fibronectina
polipeptideo derivado de dominios de fibronectina d
consenso, um polipeptideo derivado de lipocalinas,
polipeptideo derivado de dedos de zinco, um polipep
derivado de dominio de homologia Src 2 (SH2), um po
derivado de dominio de homologia Src 3 (SH3), um po
derivado de dominios PDZ, um polipeptideo derivado
cristalina, um polipeptideo derivado de ubiquitina,
polipeptideo derivado de um polipeptideo de n6 de ¢
e um polipeptideo derivado de uma notina, um polipe

derivado de umacistatina, um polipeptideo derivado

cia). O

em

einas de

do de

teina A,
FN3, um
e
um
tideo
lipeptideo
lipeptideo
de gama-
um
isteina
ptideo
de Sac7d,

um coiled-coil de hélice tripla (também conhecido como

alfabodies ),umpolipeptideoderivado de umdominio de Kunitz
de um inibidor de protease do tipo Kunitz e um poli
derivado de um maddulo de ligacéo a carboidratos 32-

[0044]0 termo “polipeptideo derivado de dominios de
proteina A” se refere a uma molécula que € um deriv
proteina A e é capaz de se ligar especificamente a
e aregido Fab de imunoglobulinas.

[0045]0 termo “proteina de repeticdo de tatu” se re
a um polipeptideo que compreende pelo menos uma rep

tatu, em que uma repeticdo de tatu € caracterizada
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par de alfa hélices que formam uma estrutura hairpin

[0046]No contexto do presente relatdrio descritivo, 0
termo “anticorpo humanizado” € usado em seu significado
conhecido na técnica de biologia celular e bioquimi ca; ele
se refere a um anticorpo originalmente produzido po r células
imunes de uma espécie ndo humana, cujas sequéncias de
proteinas foram modificadas para aumentar sua simil aridade
para variantes anticorpo produzidas naturalmente em humanos.

[0047]0O termo “anticorpo de camelideo humanizado”, no
contexto do presente relatorio descritivo, se refer e aum
anticorpo que consiste somente na cadeia pesadaou no dominio
variavel da cadeia pesada (dominio VHH) e cuja sequ éncia de
aminoacidos foi modificada para aumentar sua simila ridade
com anticorpos produzidos naturalmente em humanos e , dessa
forma, exibem uma imunogenicidade reduzida quando
administrados a um ser humano. Uma estratégia geral para
humanizar anticorpos de camelideos € mostrada em Vi ncke e
cols. *“General Strategy to Humanize a Camelid Single-Dom ain
Antibody and Identification of a Universal Humanize d
Nanobody Scaffold”, J. Biol. Chem., 30 de janeiro de 2009;
284 (5): 3.273-3.284, e US2011165621 Al.

[0048]No contexto do presente relatorio descritivo, 0
termo “anticorpo quimérico” € usado em seu significado
conhecido na técnica de biologia celular e imunolog ia; ele
se refere a uma molécula de anticorpo na qual a reg iao
constante, ou uma porgéo desta, € alterada, substit uida ou
trocada de modo que o sitio de ligacdo ao antigeno (regido
variavel) estejaligado aumaregido constante deu maclasse,
funcdo efetora e/ou espécie diferente ou alterada, ou uma

molécula inteiramente diferente que confere novas
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propriedades ao anticorpo quimérico, por exemplo, u ma
enzima, citocina, toxina, hormonio, fator de cresci mento,
farmaco etc. Por exemplo, um anticorpo pode ser mod ificado
por substituicdo de sua regido constante com uma ci tocina.
Em funcdo da substituicio com uma citocina, o0 antic orpo
quimérico pode reter sua especificidade no reconhec imento do
antigeno tendo também, ao mesmo tempo, a funcéo, ou parte

desta, da molécula de citocina original.

[0049]No contexto do presente relatdrio descritivo, 0
termo “constante de dissociacado” (Kp) €é usado em seu
significado conhecido na técnica de quimica e fisic a; ele se
refere a uma constante de equilibrio que mede a pro penséao de
um objeto maios para se dissociar reversivelmente e m
componentes menores, como quando um complexo se que bra em
suas moléculas componentes. A K p € expressa em unidades
molares [M] e corresponde a concentracdo de [Ab] na qual os
sitios de ligacdo de [Ag] estdo ocupados pela metad e. Em
outras palavras, a concentracdo de [Ab] ndo ligado é igual
aconcentracdo do complexo[AbAg]. Aconstanteded Issociagao

pode ser calculada de acordo com a seguinte formula

_ [Ab] = [Ag]
P [AbAg]

[Ab]: concentracdo de anticorpo; [Ag]: concentracdo de
antigeno ; [AbAg]: concentracao do complexo
antigeno/anticorpo

[0050]No contexto do presente relatério descritivo, 0s
termos “ off-rate” (Koff ; [1/s]) e © on-rate” ( Kon; [1/s*M])
sao usados em seu significado conhecido natécnica de quimica
e fisica; eles se referem a uma constante da taxa q ue mede
a dissociacao ( Koff ) ou associacéao ( Kon) de um anticorpo com

Peticdo 870200106303, de 24/08/2020, pag. 48/122



22/68

seu antigeno-alvo. A Koff e
experimentalmente com o uso de métodos bem estabele
técnica. Um método para determinacdo da

anticorpo emprega ressonancia de plasmon de superfi

€ 0 principio por tras de sistemas biossensores com
exemplo, o sistema Biacore® ou o0 sistema ProteOn®.
também podem ser usados para determinar a constante
dissociacao K

p por utilizac&o da seguinte férmula:

_ [Kops]
[KUJ'E.]

Kp

[0051]Como usado nesse relatorio descritivo, o term
“que trata” ou “tratamento” de qualquer doenca ou d
(por exemplo, cancer ou doencga enxerto versus hospe
refere, em uma modalidade, & melhora da doenga ou d
(por exemplo, tornar mais lento ou interromper ou r
desenvolvimento da doenca ou pelo menos de um dos s
clinicos desta). Em outra modalidade, “que trata” o
“tratamento” se refere ao alivio ou melhora de pelo
parametro fisico, incluindo aqueles que podem ndo s
discerniveis pelo paciente. Ainda em outra modalida
trata” ou “tratamento” se refere a modulacdo da doe
distarbio, fisicamente (por exemplo, estabilizac&o
sintoma discernivel), fisiologicamente (por exemplo
estabilizacdo de um parametro fisico), ou ambos. Mé
para avaliacdo do tratamento e/ou prevencédo de doen
geralmente conhecidos na técnica, salvo especificam
descrito nesse relatorio descritivo abaixo.

[0052]No contexto do presente relatorio descritivo,
termo “aptamero” se refere a um oligonucleotideo ou

capaz de se ligar especificamente a outra molécula
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com alta afinidade, possuindo uma K p < 10E-8 mol/L. Um

pY

aptamero se liga ao seu alvo similarmente a ligagao

especifica de um anticorpo. O termo “aptamero” engloba
moléculas de RNA ou DNA, analogos de &acido nucleico ou
moléculas de peptideo. Um aptamero também pode ser acoplado
a uma molécula de RNA autoclivavel, denominada ribo zima. Sao
conhecidos métodos para obten¢ao de aptameros de novo ;esses
incluem a denominada abordagem “ selex ” e outros métodos
baseados na evolucao de ligantes especificos de uma selecao

aleatoria.

[0053]Com o uso de modelos murideos de HCT com MHC

totalmente e parcialmente incompativel, os inventor
mostraram que GM-CSF (Csf-2), uma citocina com um p

emergente através de uma gama de disturbios inflama

€ produzido abundantemente por células T do doador

precocemente apos atransferéncia. Quando células T
nao possuem GM-CSF, a GvHD era significantemente me
Curiosamente e surpreendentemente, a auséncia de GM
afetou a habilidade das células T do doador para co
0 crescimento tumoral em camundongos (o efeito GvL)
controle foi obtido sem a emergéncia de GvHD, até m
contexto de incompatibilidade de MHC total. Os inve
também revelaram niveis elevados de GM-CSF em biéps
gastrintestinais de pacientes com GvHD, consistente
papel paralelo na condicdo humana. Portanto, os inv
propdem GM-CSF como um novo alvo terapéutico para a
GvHD mantendo, ao mesmo tempo, GvL em pacientes que
alo-HCT.

[0054]Embora o uso de anticorpos anti-GMCSF ou anti
GMCSFR tenha sido proposto no contexto de GvHD, os
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apresentados aqui pela primeira vez mostram que GvH
ser tratada ou inibida sem afetar o beneficio terap
um transplante alogénico, e que ha uma ldgica clini
0 emprego dos ligantes da invencao para permitir qu
monte uma resposta enxerto-versus-leucemia suprimin
mesmo tempo, GvHD (mediada por fagocitos). Isso per
inclusdo de pacientes para alo-HCT, que atualmente
programados para alo-HCT em funcdo do risco imposto
GvHD, e pode ainda permitir
imunossupressores apos alo-HCT.
[0055]Um primeiro aspecto da invencgao estéa relacion
a um ligante ndo agonista que se liga especificamen
CSF ouaumde CD116, CD131 e ao receptor de GM-CSF
por CD116 e CD131 para uso no tratamento de leucemi
paciente submetido a transferéncia de célula-tronco
hematopoiética alogénica (alo-HCT). Em outras palav
ligante € usado para o tratamento de leucemia subse
transferéncia alogénica de célula-tronco hematopoié
[0056]0 ligante ndo agonista da invencgéo anula o si
biolégico exercido por GM-CSF em seu receptor, leva
efeitos a jusante da interacdo de GM-CSF. Consequen
sera observado que os métodos descritos nesse relat
descritivo podem ser usados para inibir ou reduzir
severidade de GvHD no contexto de qualquer transpla
alogénico no qual GvHD possa ocorrer, mas sem dimin
significantemente o efeito benéfico do transplante
alogénico. Em modalidades particulares, sao descrit
relatorio descritivo métodos para o tratamento de u
malignidade hematoldgica, incluindo leucemia, linfo

mieloma multiplo, por administracao a um paciente d
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n&o agonista descrito concomitantemente ou apos for necimento
de um tratamento por alo-HCT para a malignidade. Em outras

modalidades, os métodos para inibicdo ou redugdo da

severidade da GvHD permitem o fornecimento de um tr ansplante
alogénico no qual existe o risco para inducédo de Gv HD por
células transplantadas que produzem ou induzem GM-C SF
suficiente juntamente com o alotransplante. O trans plante de
figado é um exemplo ndo limitante de um transplante desse
tipo.

[0057]Em certas modalidades, o ligante ndo agonista

anti-GM-CSF, anti-CD116, anti-CD131 ou anti-recepto r de GM-
CSF é um anticorpo, fragmento de anticorpo, uma mol écula do
tipo anticorpo, aptdmero ou uma polipeptideo deriva do de
dominios de proteina A. Embora o uso de anticorpos, em
particular anticorpos monoclonais, seja comum para usos
terapéuticos em pacientes humanos e, na verdade, an ticorpos
GM-CSF-especificos e anticorpos CD116-especificos t enham
sido desenvolvidos para outras finalidades terapéut icas,
agueles habilitados na técnica compreendem que outr as
modalidades como, por exemplo, DARPINs, aptameros o u
moléculas derivadas de anticorpo, podem ser emprega das para

servir basicamente a mesma finalidade.

[0058]Em algumas modalidades, o ligante polipeptidi co
nao agonista anti-GM-CSF, anti-CD116, anti-CD131 ou anti-
receptor de GM-CSF é uma imunoglobulina que consist e em duas
cadeias pesadas e duas cadeiasleves. Emalgumas mo dalidades,

o ligante polipeptidico ndo agonista anti-GM-CSF, a nti-
CD116, anti-CD131 ou anti-receptor de GM-CSF € um a nticorpo
de dominio unico, que consiste em um dominio variav elisolado
de uma cadeia pesada ou leve. Em algumas modalidade S, 0
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ligante polipeptidico ndo agonista anti-GM-CSF, ant
anti-CD131 ou anti-receptor de GM-CSF é um anticorp
cadeia pesada que consiste somente em cadeias pesad
por exemplo, anticorpos encontrados em camelideos.

[0059]Em certas modalidades, o ligante polipeptidic
nao agonista anti-GM-CSF, anti-CD116, anti-CD131 ou
receptor de GM-CSF é um fragmento de anticorpo. Em
modalidades, o ligante polipeptidico ndo agonista a
CSF, anti-CD116, anti-CD131 ou anti-receptor de GM-
fragmento Fab, ou seja, o fragmento de ligacdo ao a
de um anticorpo, ou um fragmento variavel de cadeia
ou seja, uma proteina de fuséo da regido variavel d
pesada e da cadeia leve de um anticorpo conectada p
ligante peptidico.

[0060]O efeito do tratamento com um anticorpo para
CSF em a modelo em camundongo de um tratamento para
pos-alo-HCT é mostrado na Figura 4.

[0061]Em certas modalidades, o ligante € um anticor
monoclonal. Em certas modalidades, o ligante € um a
humano.

[0062]Em certas modalidades, o ligante para uso em
método de tratamento de uma malignidade hematologic
exemplo, leucemia, em um paciente submetido a trans
de célula-tronco hematopoiética alogénica (alo-HCT)
anticorpo humanizado. Em certas modalidades, o liga
anticorpo quimerico.

[0063]Em certas modalidades, o ligante para uso em
método de tratamento de uma malignidade hematologic
exemplo, leucemia em um paciente submetido a alo-HC

Mavrilimumab (N° CAS 1085337-57-0).
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[0064]Em certas modalidades, o ligante para uso em um
método de tratamento de uma malignidade hematol6gic a, por
exemplo, leucemia em um paciente submetido a alo-HC T, é

Namilumab (N° CAS 1206681-39-1).

[0065]Em certas modalidades, o ligante para uso em um
método de tratamento de uma malignidade hematologic a, por
exemplo, leucemia em um paciente submetido a alo-HC T, é
Lenzilumab (N° CAS 1229575-09-0). Em certas modalid ades, o

ligante para uso em um método de tratamento de uma

malignidade hematologica, por exemplo, leucemia em um
paciente submetido a alo-HCT, & Otilimab (MOR103 ou GSK-
3196165; N° CAS 1638332-55-4). Em certas modalidade S, O

ligante para uso em um método de tratamento de uma
malignidade hematoldgica, por exemplo, leucemia em um
paciente submetido a alo-HCT, é Gimsilumab (MORADb-0 22; N°
CAS 1648796-29-5).

[0066]Sera observado que, em modalidades particular es,

um anticorpo, por exemplo, Mavrilimumab, Namilumab,

Lenzilumab, Otilimab ou Gimsilumab, pode ser usado emmétodos
para o fornecimento de um transplante alogénico, no S quais
o desenvolvimento de GvHD é inibido ou sua severida de é
reduzida.

[0067]Em certas modalidades, o ligante para uso em um
método de tratamento de leucemia em um paciente sub metido a
alo-HCT é caracterizado por uma K pmenor do que (<) 10 7 molL -
1, particularmente K p<10 -8 molL -1, mais particularmente K p<
10-° molL 1.

[0068]Um segundo aspecto da invencéo esta relaciona do
a uma molécula de acido nucleico que codifica o lig ante como
especificado no primeiro aspecto da invencéo ou qua lquer uma
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de suas modalidades especificas, para uso no tratam

leucemia em um paciente submetido a alo-HCT.

[0069]Em certas modalidades, a molécula de acido

nucleico para uso no tratamento de uma malignidade

hematoldgica, por exemplo, leucemia em um paciente
a alo-HCT, é uma molécula de DNA de fita simples ou
dupla ou uma molécula de RNA de fita simples ou de

dupla.

[0070]Em certas modalidades, a molécula de acido

nucleico para uso no tratamento de leucemia, ou de
malignidade, em um paciente submetido a alo-HCT de
com a invencao € um construto de expresséao de acido
gue compreende a sequéncia de acidos nucleicos espe
acima sob o controle de um promotor operavel em uma

de mamifero.

[0071]Em certas modalidades, a molécula de acido

nucleico para uso no tratamento de uma malignidade

hematoldgica, por exemplo, leucemia em um paciente
a alo-HCT, é um construto de expressado selecionada
plasmideo de DNA, um DNA linear de fita dupla, um R
fita simples e um virus, particularmente um lentivi
herpesvirus, um adenovirus ou um virus adeno-associ
[0072]0 construto de expresséao de acido nucleico é
para introduzir um gene especifico em uma célula-al
pode comandar o0 mecanismo da célula para sintese de
para produzir a proteina codificada pelo gene. O co
de expressao de &cido nucleico € modificada genetic
para conter sequéncias regulatérias que atuam como
promotoras e, opcionalmente, também sequéncias que
como intensificadoras e

regioes levam a transcricao
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eficiente do gene carregado no construto de express ao.

[0073]Vetores de expressao de acido nucleico para u SO
nos métodos descritos sdo comuns na técnica. Vetore S
ilustrativos para expressdo de proteinas de mamifer 0s
incluem aqueles disponiveis, inter alia, por Promega Corp
(Madison, WI) e Thermo Fisher Scientific, Inc. (Wal tham,
MA).

[0074]Em outra modalidade, como uma alternativa a
administracdo de um ligante ndo agonista, os método s de
tratamento descritos incluem a inibicdo da expressa o de GM-
CSF, seu receptor (CD116 e CD131), ou de uma subuni dade
individual do receptor de GM-CSF (CD116 e/ou CD131) . Nesses
métodos, um acido nucleico capaz de inibir a expres sao GM-
CSF ou seus peptideos receptores é fornecido a um p aciente
necessitado (por exemplo, apds ou durante alo-HCT). Em
modalidades particulares, o acido nucleico de direc ionamento
pode ser um DNA anti-senso, siRNA ou semelhantes. M étodos de
determinacdo de um alvo e sequéncias de direcioname nto
adequadas séo conhecidos na técnica.

[0075]Uma alternativa dos aspectos da invencao acim a
esta relacionada a uma composicao farmacéutica para uso no
tratamento de uma malignidade hematologica, por exe mplo,
leucemia em um paciente submetido a alo-HCT. A comp osicao
compreende o ligante ndo agonista que se ligaespec ificamente
ao GM-CSF ou a um de CD116, CD131 e ao receptor de GM-CSF
formado por CD116 e CD131 ou o construto de express ao de
acido nucleico que o codifica, e a carreador
farmaceuticamente aceitavel, particularmente formul ada como
uma forma de administracdo para administracdo paren teral,

mais particularmente para administracao intravenosa
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[0076]Anticorpos contra GM-CSF e contra um de CD116 ,

CD131 e o receptor de GM-CSF formado por CD116 e CD 131 séao
conhecidos na técnica. Anticorpos monoclonais espec ificos
para GM-CSF foram desenvolvidos e testados clinicam ente
quanto a efichcia em artrite reumatoide. Exemplos n ao
limitantes de anticorpos para a pratica da presente invencao

incluem  anticorpos contra CD116/131 revelados em
US2014079708, US2012141464, US2009130093, US2014079 708 e
US2015376285, todos para Cohen e cols. (Mavrilimumab),
incorporados nesse relatorio descritivo por referén cia.

[0077]Outro exemplo nao limitante € o anticorpo con tra
GM-CSF (Otilimab) revelado em US2015246969 para Hae rtle e
cols. , e the anticorpos of US2011189082 e US2013071923 p ara
Kirchner e cols. , todos incorporados nesse relatério

descritivo por referéncia.

[0078]0utro exemplo néo limitante € o anticorpo con tra
GM-CSF revelado em US2009053213, US2011045000, US20 17218061
para Steidl e cols. , todos incorporados nesse relatorio

descritivo por referéncia.

[0079]0Outro  anticorpo contra GM-CSF estd sendo
desenvolvido para o uso em artrite reumatoide por T akeda sob
o0 nome Namilumab.

[0080]Outro anticorpo contra GM-CSF esta passando p or
um experimento clinico em individuos com leucemia
mielomonocitica crénica (CMML) tratados previamente sob o
nome Lenzilumab (N° CAS 1229575-09-0).

[0081]Similarmente, dentro do escopo da presente

invencdo esta um meétodo de tratamento de uma malign idade
hematoldgica, por exemplo, leucemia em um paciente submetido
a alo-HCT, que compreende a administracéo ao pacien te de um
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ligante ndo agonista, particularmente um anticorpo, que se
liga especificamente ao GM-CSF ou a um de CD116, CD 131 e ao
receptor de GM-CSF formado por CD116 e CD131 de aco rdo com

a descricdo acima.

[0082]Similarmente, € fornecida uma forma de dosage m
para a prevencao ou tratamento de leucemia em um pa ciente
submetido a alo-HCT, que compreende um ligante ou u m
construto de acido nucleico de acordo com um dos as pectos da

Invengao acima.

[0083]Formas de dosagem podem ser para administraca 0
enteral, por exemplo, administracdo nasal, bucal, r etal,
transdérmica ou oral, ou como uma forma por inalaca 0 ou
supositério. Alternativamente, pode ser usada admin istracao
parenteral, por exemplo, formas por inje¢cdo subcuta nea,
intravenosa, intra-hepética ouintramuscular. Opcio nalmente,
um carreador e/ou excipiente farmaceuticamente acei tavel

pode estar presente.
[0084]Sempre que alternativas para caracteristicas

Gnicas separaveis sdo apresentadas nesse relatério

descritivo como “modalidades”, esta subentendido qu e essas
alternativas podem ser combinadas livremente para f ormar
modalidades distintas da invencéo reveladas nesse r elatério
descritivo.

[0085]A invencdo é adicionalmente descrita de forma
exemplar pelos seguintes itens:
Item 1. Um ligante ndo agonista que se liga
especificamente ao e capaz de neutralizar a funcao
fisiologica de:
- GM-CSF ou
-umde CD116, CD131 e o receptor de GM-CSF formado por
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CD116 e CD131, para uso no tratamento de GvHD.
[0086]Item 2: O ligante para uso no tratamento de G
de acordo com o item 1, em que o ligante € um antic
fragmento de anticorpo, aptamero ou molécula do tip
anticorpo.
[0087]Item 3: O ligante, de acordo com o item 1 ou
para uso no tratamento de GvHD, em que o ligante é
anticorpo humano ou um anticorpo humanizado.
[0088]Item 4: O ligante de acordo com qualquer um d
itens precedentes parauso notratamentode GvHD, s
de Mavrilimumab, Namilumab, Lenzilumab, MOR103 e MO
[0089]ltem 5: O ligante de acordo com qualquer um d
itens precedentes para uso no tratamento de GvHD, e
ligacdo do ligante ao GM-CSF ou a um de CD116, CD13
receptor de GM-CSF formado por CD116 e CD131 é cara
por uma K p menor do que (<) 10 7, particularmente K

mais particularmente K p<10 9.

[0090]Item 6: Uma molécula de &cido nucleico que

codifica o ligante de acordo com qualquer um dos it

4 precedentes para uso no tratamento de GvHD.
[0091]Item 7: A molécula de acido nucleico para uso

tratamento de GvHD de acordo com o item 6, em que a

de acido nucleico é uma molécula de DNA ou uma molé

RNA.

[0092]Item 8: Um construto de expressdo de acido

nucleico que compreende a sequéncia de acidos nucle
item 5 ou 7 para uso no tratamento de GvHD.

[0093]Item 9: O construto de expresséao de acido nuc
para uso no tratamento de GvHD de acordo com item 8

0 construto de expressao € selecionada de um plasmi
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DNA, um DNA linear de fita dupla, um RNA de fita si
um virus, particularmente um lentivirus, um herpesv
adenovirus ou um virus adeno-associado.

[0094]Item 10: O ligante de acordo com qualquer um
itens precedentes 1 a 5 ou a molécula de acido nucl
acordo com os itens 6 ou 7, ou 0 construto de expre
acido nucleico de acordo com o item 8 ou 9, para us
tratamento de complicagbes que surgem como consequé
alo-HCT.

[0095]Item 11: O ligante de acordo com qualquer um
itens 1 a 5 precedentes ou a molécula de acido nucl
acordo com os itens 6 ou 7, ou 0 construto de expre
acido nucleico de acordo com o item 8 ou 9, para us
tratamento de complicagbes que surgem como consequé
alo-HCT em um paciente que sofre ou se recupera de

malignidade hematolodgica,

- particularmente, uma malignidade hematoldgica

selecionada de leucemia, linfoma e mieloma mdltiplo

- mais particularmente, uma malignidade hematoldgic

selecionada de leucemia mieloide crbnica (CML), leu
mielégena aguda (AML), leucemia linfocitica cronica
leucemia linfocitica aguda (ALL) e leucemia monaocit

(AMoL), um linfoma de Hodgkin ou um linfoma nao-Hod

[0096]A invencdo € ainda ilustrada pelos exemplos e

figuras seguintes, dos quais modalidades e vantagen

adicionais podem ser obtidas. Esses exemplos visam
a invengao, mas nao limitar seu escopo.

Exemplos

Material e métodos

Design do estudo
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[0097]O estudo foi iniciado para determinar se cert as
citocinas derivadas de células T poderiam separar G vHD de
GvL e, portanto, poderiam representar novos alvos
terapéuticos promissores para o tratamento de malig nidades
hematolégicas. Para atingir esse objetivo, usamos d ois

modelos experimentais de GvHD diferentes, um modelo

experimental de GvL e individuos humanos. Para estu dos em
animais, foram usados camundongos com 8 a 12 semana s de
idade. Todos os experimentos em animais foram aprov ados por
autoridades locais (“Swiss Cantonal Veterinary Offi ce’) e
realizados sob as licencas experimentais apropriada S

(76/2012 e 052/2015). Os animais foram designados

aleatoriamente para 0S grupos experimentais e a pon tuacao
clinica em vida foi realizada de forma cega, bem co mo
processamento de analise de imagens em cortes de or gaos. O
tamanho da amostra e os pontos do tempo finais de d oenca
foram selecionados com base em estudos prévios. Cit ometria
de fluxo, analise histopatoldgica, reacdes mistas d e
linfécitos (MLRS), ensaios de morte e andlise de ci tocinas
foram realizados para caracterizar os 6rgaos-alvos de
GvHD/GVL. Os efeitos do anticorpo de bloqueio espec ifico
para GM-CSF sobre a pontuacao clinica foram avaliad os pelos

pesquisadores que eram cegos quanto ao tratamento.

[0098]Pararealizar andlise estatistica confiavel, pelo
menos trés experimentos independentes foram realiza dos para
cada um dos dados mostrados no manuscrito, salvo qu ando
diferencialmente indicado nas legendas das figuras. Todas as
amostras humanas foram coletadas apos aprovacao pel 0 comité
de ética da “Albert-Ludwigs University” Friburgo, A lemanha
(NUumero do protocolo: 267/11) ap0s autorizacao info rmada por
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escrito.

[0099]Realizamos imunoistoquimica e RT-PCR quantita tiva
nas bidpsias do intestino, e citometria de fluxo
multiparametros nas PBMCs.

[0100] Camundongos e manipulacdes in Vi vo: Os

camundongos foram mantidos internamente em gaiolas

individualmente ventiladas sob condi¢des livres de patdgenos
especificos. Camundongos C57BL/6 WT, BALB/c e B6D2F 1 foram
adquiridos de Janvier Laboratories, Franca. Camundo ngos
congénicos C57BL/6 CD45.1 foram cruzados internamen te.
Camundongos Ifng - foram obtidos de Jackson Laboratories;

camundongos Csf2 - foram fornecidos por Jeffrey Whitsett e
adicionalmente retrocruzados em C57BL/6 usando cong énica
rapida. Camundongos lI17a - foram fornecidos por Y. Iwakura.
Todos o0s experimentos em animais foram aprovados po r
autoridades locais (“Swiss Cantonal Veterinary Offi ce’) e
realizados sob as licencas experimentais apropriada S
(76/2012 e 052/2015). Camundongos-fémeas com 7-12 s emana de
idade foram usados ao longo de todos os experimento S.

[0101] Induc&o de GVHD: Suspensdes de célula unica do
baco e BM de camundongos doadores C57BL/6 ou BALB/c foram
preparadas como descrito abaixo (sob “Isolamento de
linfocitos™). Para deplecdo de células T da BM, as células
foram incubadas a 25 x 10 6/ml em meio RMPI completo (RPMI
1640 com FCS 10%, Penicilina/Estreptomicina 1%, L-G lutamina
2mM e p-mercaptoetanol 0,5 mM) com «CD90.2-Biotina (1:100,

eBioscience) por 30 minutos a 4°C com agitagao.

Subsequentemente, ap0s uma etapa de lavagem com tam pao MACS
gelado (PBS com BSA 0,5% e EDTA 2 mM), as células f oram
ressuspensas a 100 x 10 6 células/ml em tampao MACS e
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incubadas com particulas anti-Biotina (1:5, Milteny i) ou
particulas de Estreptavidina (1:10, Miltenyi) por 2 0 minutos
a 4°C com agitacdo. Apos lavagem com tampédo MACS, a s células
foram separadas usando the AutoMACS Pro, Miltenyi B iotech e

o programa “Depletes”. A fracdo negativa foi coleta da e os
nameros de células foram determinados usando uma céa mara de
contagem. A eficiéncia de deplecdo foi analisada po r
citometria de fluxo. As frequéncias de células T na BM foram
reduzidas de 1-3% para 0,055 +/- 0,022%. Para o iso lamento
de células T intocadas de esplendcitos, o kit de is olamento
de células T Pan (ll) de Miltenyi foi usado de acor docomo
protocolo do fabricante. As células foram separadas usando
o AutoMACS Pro, Miltenyi Biotech e o programa “Depl ete”. A
fracdo negativa foi coletada e os numeros de célula s foram
determinados usando uma camara de contagem. A efici éncia de
enriqguecimento foi analisada por citometria de flux 0Oea
purezade célulaT foirotineiramente 95,2 +/- 2,16 %. Células

T CD4 e CD8 foram separadas usando o kit de isolame nto de
células T CD4 de Camundongo MojoSort e o kit de iso lamento
de células T CD8 de Camundongo MojoSort de acordo ¢ om as

instrucdes do fabricante (Biolegend).

[0102]Camundongos BALB/c ou B6D2F1 receptores foram

irradiados letalmente sob condi¢cbes livres de patdg enos
especificas em gaiolas-filtro com uma dose dividida de 850
(BALB/c), 1.200 (B6D2F1) ou 1.100 (C57BL/6) rad, se paradas
por pelo menos 5 horas. Os receptores foram injetad 0S i.v.
com5x 10 6 células da BM e 0,110 x 10 6 esplendcitos ou 6 -

7,5 x 10 ¢ células T por camundongo C57BL/6 ou B6D2F1. Os
receptores foram injetados i.v. com 7 x 10 6 células da BM e

20x10 ¢esplendcitos/camundongo BALB/c. Os camundongos for am
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tratados com Borgal 0,1% (Intervet) na agua de bebe r por

trés semanas para evitar infeccOoes  bacterianas.

Os camundongos também foram pontuados diariamente g uanto aos
sintomas de GvHD, adaptado de (Cooke, K.R. e cols. “ An
Experimental Model of Idiopathic Pneumonia Syndrome After
Bone Marrow Transplant: I. The Roles of Minor H Ant igens and
Endotoxin”. Blood 88, 3.230-3.239 (1996)), e mostrados na

Tabela Suplementar 4. Os pesquisadores eram cegos p ara
alocacédo de grupo quando da pontuacdo da GvHD. O pe so de
referéncia foi medido no dia 0, antes da injecdo de células
do enxerto. Para o bloqueio de GM-CSF, os camundong os foram
tratados com PBS, 300 ug de controle de isétipo (2A 3) ou 300
ug de anticorpo anti-GM-CSF (MP1) (BioXCell) 3 veze s/semana

comecando 2 dias antes do HCT.

[0103] Indugéo de GvL: A linhagem de células de linfoma

de célula B A20-Luciferase *GFP (A20-luc-gfp, gentilmente
fornecida por Emma Svensson, “Department of Immunol ogy,
Genetics and Pathology”, “Uppsala University”, Suéc ia) foi
gerada em uma base BALB/c por transducéo de A20 (AT CC) com
um lentivirus que codifica CMV-GFP-(T2A)-Luc. Célul as WEHI-

3-luciferase +foram doadas por R. Zeiser. No dia de HCT, 2,5

x 10 5 células A20, 5 x 10 5 células A20 ou 1 x 10 5 células
WEHI-3 por camundongo foram injetadas por via intra venosa,
juntamente com5x 10 6 células C57BL/6 WT da BM, isoladamente

oucom1lx 10 5 células T esplénicas purificadas/camundongo
de camundongos C57BL/6 WT ou Csf2 - . No dia de HCT, 2,5 x

105 células A20 por camundongo foram injetadas por via

intravenosa, juntamente com 5 x 10 6 células C57BL/6 WT da
BM, isoladamente ou com 1 x 10 5 células T esplénicas
purificadas/camundongo de camundongos C57BL/6 WT ou Csf2 -,
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A progressdao do Tumor foi monitorada por imageament
bioluminescéncia (BLI): camundongos foram injetados
intraperitoneal com 150 mg/kg de D-luciferina (Prom

PBS dez minutos antes do imageamento usando o siste
imageamento  pré-clinico in  vivo Xenogen
(PerkinElmer, Waltham, MA); tempos de exposicao de
compartimentagédo 2-8, FOV 15 cm, f/stop 1, sem filt
camundongos foram anestesiados com isoflurano (2% v

em O) antes e durante o imageamento. O fluxo de fotons
(fétons/s) foi medido de uma regido-de-interesse (R

ao longo de todo o corpo usando o software Living |

(Perkin Elmer). As fotografias sempre foram feitas

0 por
por via
ega) em

ma de

IVIS 200
1-120 s,
ro. Os
aporizado
total
Ol) fixa
mage

para cada

gaiola e eram cortadas quando grupos de camundongos

diferentes estavam misturados dentro da mesma gaiol
mortalidades pelo tumor e por GvHD foram distinguid
intensidade de sinal de BLI (ROl > 1 x 10

de  tumor), membro

paralisia posterior

desenvolvimento de tumor) e manifestacdes clinicas

(pelo menos um grau 2 em dois dos critérios de GvHD

individuais). Para o bloqueio de GM-CSF, camundongo
tratados com 300 g de controle de isétipo (2A3) ou
de anticorpo anti-GM-CSF (MP1) (BioXCell) 3 vezes/s
comecando 2 dias antes do HCT. A partir da semana 3
diante, a dose de anticorpo foi reduzida para 150 p

[0104] Isolamento de linfocitos:
sacrificados usando inalagdo por CO

de PBS gelado. Salvo especificagdo em contrario aba

orgaos foram removidos, cortados em pequenos pedaco

incubados com Colagenase a37°C, seguido por ruptur

por passagem repetida através de uma agulha de cali
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Foi realizada a lise de células sanguineas vermelha s. A
suspensao de células resultante foi entdo filtrada através
de um filtro celular de 70 um e usada para procedimentos

posteriores.

[0105] Bago: Para o isolamento de células mieloides,

pedacos do orgao foram incubados em 2 ml de Colagen ase D
(0,4 mg/ml, Roche) e 0,1 mg/ml de DNase | (Sigma) e m RPMI
por 30 minutos a 37°C. Para o isolamento de células T, os
bacos foram homogeneizados por ruptura mecéanica e f iltrados
através de um filtro celular de 70 um. BM Fémures, tibias

e pelve foram enxaguados com PBS para obter células -tronco

daBM. Figado : pedacos do 6rgéo foram incubados em 1,6 mg/mi

de Colagenase Tipo IV (de Clostridium histolyticum , Sigma)

em HBSS contendo FCS 10% por aproximadamente 45 min utos a
37°C. As células foram ressuspensas em 10 ml de Per coll,

(gradiente continuo, 27%, GE) e centrifugadas por 3 0 minutos

a 1.700 rpm em temperatura ambiente. Gordura e sobr enadante
foram removidos e o pélete foi submetido a lise de células

sanguineas vermelhas. Pele : pedacgos do 6rgéo foram incubados

em 1 mg/ml de Colagenase Tipo IV (de Clostridium

histolyticum , Sigma) e 0,1 mg/ml de DNase | (Sigma) em RPMI

por 1,5 -2 horas a 37°C. Intestino delgado: os orgaos foram
separados da gordura mesentérica antes do muco lumi nal ser
removido mecanicamente; os orgaos foram entédo incub ados em
HBSS livre de calcio e magnésio contendo FCS 2%, 1 mM de DTT
e 1,35 mMde EDTA por 15 mina 37°C. Apos incubacao adicional

em HBSS complementado com EDTA por 30 min a 37°C, o s colons
foram cortados e digeridos usando 0,4 mg/ml de Cola genase IV
(Sigma Aldrich) por 45 min a 37°C. As amostras fora m entao
homogeneizadas usando uma seringa com uma agulha de calibre

Peticdo 870200106303, de 24/08/2020, pag. 66/122



40/68

18 e filtradas através de um filtro celular de 70

[0106] Citometria de fluxo.

foi realizada seguindo métodos padronizados, revisa dos em
(Perfetto, S.P., Chattopadhyay, P.K. e Roederer, M.
“Seventeen-Colour Flux Cytometry: Unravelling the | mmune
System”.  Nat. Rev. Immunol. 4, 648-655 (2004)). Para todas

as concentracbes Otimas de anticorpos conjugados a

fluor6cromo foram determinadas usando experimentos de
titulacdo. Clones de anticorpo especifico para CD4 de
camundongo (GK1.5), CD8 (53-6.7), CD3 (17A2), CD45 (30F11),
CD45.1 (A20), CD45.1 (104), CD44 (IM7), CD62L (MEL- 14), CD69
(H1.2F3), MHC classe | H2-D d (34-2-12) e H2-D b (KH95), GM-
CSF (MP1-22E9), IFN v (TC11-18H10), IL-17A (XMG1.2) e FoxP3
(FJK-16s) foram obtidos de BD, BioLegend ou eBiosci ence.
Para coloracao de superficie, as células foram incu badas com
os respectivos anticorpos por 20-30 minutos a4°C. Paratodos
os experimentos, as células mortas foram excluidas daandalise
usando um reagente de coloracdo fixavel Aqua ou Near-IR
Live/Dead (Invitrogen/BioLegend); dupletos foram excluidos

por separacio por FSC-Area vs. FSC-Altura. Para col oracao de
citocina intracelular, células T foram incubadas po r 4-5
horas a 37°C em RPMI contendo FCS 10% com PMA (50 n g/ml),
lonomicina (500 ng/ml) e GolgiPlug (contendo Brefel dina A,
BD, diluicdo de 1:1.000). Apds coloracdo de superfi cie,
Cytofix/Cytoperm (BD) foi usado de acordo com as in strucdes
do fabricante, e tampao Perm/Wash foi preparado int ernamente
(PBS contendo Saponina 0,5% e BSA 5%). Para colorag ao
intracelular, as células foram incubadas com os res pectivos
anticorpos por 20-30 minutos a 4°C. Para coloracao

intranuclear com FoxP3, tampéo de Fixacao/Permeabil izacao
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(eBioscience) foi usado apds coloracdo de superfici
seguido pelo tampao Perm/Wash preparado internament
geral, as células foram separadas com base em FSC-A
SSC-Area para excluir restos celulares, os dupletos
excluidos por separacdo por FSC-Area vs. FSC-Altura
células mortas foram excluidas da analise usando um
de coloracdo fixavel Aqua ou Near-IR
(Invitrogen/BioLegend). Quando aplicavel, células C
foram separadas antes da separacdo em células T CD4
Todos os marcadores usados para separacao (CD4, CD8
CD44, CD62L, CD69) exibem uma separacao nitida da p
negativa e positiva. Para o ensaio de morte células
singletos foram separados como descrito acima, e de
células tumorais foram identificadas por Cell Trace

e um histograma que mostra a captacéo de TOPRO-3 fo

A analise citométrica de fluxo foi realizada usando
FACSCanto Il (BD) ou um LSR Il Fortessa (produto de

de ordem especial, BD e equipado com linhas de lase

nm, 488 nm, 561 nm e 640 nm) com o Software FACS Di

analise de dados foi realizada usando FlowJo 10.0.x

(Treestar).

Andlise citométrica de fluxo de fosforilacdo de STA
[0107]Suspensdes de célula unica da medula éssea fo

coradas na superficie por 20 minutos, e depois meio

GM-CSF (20 ng/ml) foi adicionado as amostras. As cé

foram incubadas a 37°C por 30 minutos para induzir

fosforilacdo de STATS antes da adi¢do de solugao de
(pH 7,4) até uma concentracao final de 2%. As célul
fixadas por 20 minutos, lavadas e ressuspensas em 1

metanol a 4°C. Apos 40 minutos, as células foram la
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duas vezes e ressuspensas em 45 ul de tampéo de FAC

pl de APC anti-pSTATS (BD Biosciences) foram adicio

para fazer uma propor¢cdo de coloracéo final de 1:10

células foram incubadas por 45 minutos a 4°C antes

etapa de lavagem final e aquisicdo. A analise citom

fluxo foi realizada usando um LSR Il Fortessa (prod

pesquisa de ordem especial, BD e equipado com linha

de 405 nm, 488 nm, 561 nm e 640 nm) com o Software

A andlise de dados foi realizada usando FlowJo 10.0

(Treestar).

Andlise fenotipica de PBMCs humanas por citometria
[0108]PBMCs criopreservadas foram armazenadas

nitrogénio liquido até descongelamento em um banho-

37°C. As células foram ressuspensas gentilmente em

meio de cultura de células pré-aquecido (CCM; RPMI-

Biotech], [Biochrom]),

FCS 10% 1x L-glutamina, e 1Xx

penicilina/estreptomicina  [ambos  Life  Technologies]
suplementado com benzonase 1:10.000 (Invitrogen). A
foram a seguir transferidas para tubos de 5 ml e la
CCM. As células foram contadas e ajustadas até 20 x
células/ml em CCM. Para determinar a producdo de ci
por citometria de fluxo, as células foram estimulad
ng/ml de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA; Sigma
e 1 pg/ml de ionomicina (Sigma-Aldrich) na presenca
GolgiPlug (contendo Brefeldina A, BD, diluicdo de 1
e GolgiStop (contendo Monensina, BD, diluicdo de 1:
por4ha37°C. Aligacdo ndo especifica foi bloque
Human TruStain FcX (Biolegend).

[0109] Reacdo mista de linfécitos (MLR):

responsivas C57BL/6 WT, Csf2 -, Ifng - ou
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cocultivadas com DCs de camundongos BALB/c (alogéni COS) ou
C57BL/6 (singénicos). Alternativamente, Células T

responsivas BALB/c WT foram cocultivadas com DCs de
camundongos BALB/c WT (singénicos) ou C57BL/6 e Csf2rb - DCs
(alogénico). As células T e DCs foram purificadas d e
esplendcitos por selecdo positiva com o uso de part iculas
magnéticas anti-CD4 e anti-CD8 (para células T) ou anti-
CD11lc (para DCs) (Miltenyi Biotec), respectivamente , €
AutoMACS Pro. As células foram plaqueadas em tripli catas em
placas de 96 pocos com fundo em “U” em uma proporca o de
estimulador/responsivas de 1/10 (2 x 10 4DCs,2x10  5células

T) por 3 dias em meio RPMI 1640 completo a 37°C e C G 5%. A
seguir, 0os sobrenadantes da cultura foram coletados e
substituidos por 3H-timidina diluida (1/100, 50 pCi ) por 16
horas. As células foram coletadas usando uma colhei tadeira
de 96 pocos (PerkinElmer) e a cintilagcao foi medida por um

contador beta (1450 Microbeta Plus, Wallac).
[0110] Ensaios de morte:

foram isoladas usando o “Pan T Cell Isolation Kit |

Células T do baco e linfonodo

camundongo (MACS  Miltenyi  Biotec). Células  A20-
Luciferase *GFP ou WEHI-3-Luciferase * foram coradas com
“CellTrace ™ Violet Cell Proliferation Kit” (ThermoFisher

Scientific, C34557). As células foram incubadas em uma
proporcao de efetor/alvo de 1:1, 20:1 e 50:1 na pre senca de
o-CD3 solavel (1 pg/ml) e o-CD28 (0,5 pg/ml) em RPMI
suplementado com FCS 10% por 24 h a 37°C em CO 2 5%. Apds
remocéao de meio, Topro (0,8 uM) foi adicionado as c élulas e
as células foram adquiridas em um citémetro de flux o LSRII
Fortessa (BD). Os dados foram analisados usando Flo wJoVersao
X (Tree Star). A percentagem de lise especifica foi calculada
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da seguinte forma: [(Lise experimental—lise
espontanea)/(lise maxima—lise espontanea)] x 100%.

Ensaio de supressao de Treg

[0111]Células T foram isoladas de linfonodos e baco de
camundongos C57BL/6 WT e Csf2 -, como descrito
anteriormente. Células T CD4 primeiro foram enrique cidas
usando um kit de isolamento de CD4 (“MojoSort ™ Mouse CD4
Nanobeads”), seguido por coloragdo com CD45, CD25, CD62L e

CDA4. As células CD4 *CD25 CD62L* (Tconv) e CD4  +CD2B5igh (Treg)

foram separadas por citometria de fluxo usando o

classificador de células BD FACS ARIA Il com uma pu reza de
98-99%. As APCs foram irradiadas com >3.400 rads (4 min,
12,2 Gy/min, 225 kV, 17,7 mA) e diluidas até 4 x 10 6/ml (ou
2 x 10 6 células/ml) em meio de clone 10%. As APCs e célula S
Tconv foram cocultivadas com células Treg autdlogas em
concentracdes variaveis em uma placa de 96 pocos de fundo

redondo (4 x 10 4 Tconv por poco). As células foram

estimuladas com oCD3 em uma concentracéo de 1 pg/ml a 37°C

por 2 dias e depois incubadas por 16 h com 3H-Timid ina. As
células foram coletadas usando FilterMate (PerkinEl mer) e
analisadas por contador beta com o programa Microbe ta. A
percentagem de supressao de Treg foi calculada entr e células
vivas como [((cpm Tconv - cpm Treg:Tconv)/ cpm Tcon v
isoladamente) x 100], cpm sendo as contagens por mi nuto,

calculadas como % de supressédo de células Tconv.

[0112] Analise de citocinas: Soro foi obtido de alo-
camundongos receptores de HCT em tempos especificad os. Os
sobrenadantes da cultura de MLR foram coletados ap6 s 3 dias
de cocultura. A medicado de GM-CSF, IFN v e IL-17A no soro ou

sobrenadantes de cultura de células foi realizada p or ELISA
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especifico para citocina de acordo com as instrugbe s do
fabricante (BD Biosciences e Biolegend).
Parametros da funcao hepética

[0113]Enzimas hepaticas ((alanina aminotransferase
(ALT), fosfatase alcalina (AP)), albumina e nitrogé nio
ureico (BUN) foram medidas em soros de camundongos CcOm 0 Uso

do “Piccolo Liver Panel Plus” (Abaxis).

[0114] Histologia: Para avaliacdo histopatoldgica, os
orgaos foram fixados em HOPE (DCS, Hamburgo, Aleman ha) e
embebidos em parafina. Cortes de 3-5 um foram feitos com um

micrétomo  (Micro HM 325, Thermo  Scientific) e

subsequentemente corados com hematoxilina e eosina. Para
gerar as pontuacdes histoldgicas de GvHD, um sistem a de
pontuacao semiquantitativo tecido-especifico foi us ado: para
0s parametros do intestino delgado, incluindo encur tamento
de vilosidades, regeneracéao de cripta, apoptose de célulada

cripta, destruicdo completa da cripta e infiltrados

linfociticos da lamina propria, foram classificados com as
seguintes pontuacgdes: 0 = normais; 0,5 = focais e r aros; 1

= focais e leves; 2 = difusos e leves; 3 = difusos e
moderados; 4 = difusos e severos; adaptado de (Hill ,G.R. e
cols., “ Total Body Irradiation and Acute Graft-Versus-Host

Disease: the Role of Gastrointestinal Damage and
Inflammatory Cytokines”. Blood 90, 3.204-3.213(1997)).Para

a pele, 0s seguintes parametros foram classificados: nimero

estimado de foliculos pilosos: 0 = normal (disposto S
relativamente préximos), 0,5 = nimero ligeiramente reduzido
(normalmente focalmente); numero estimado de glandu las
sebaceas: 0 = normal (células relativamente grandes , grupos
pequenos, no nivel de pelos do pescoco), 1,0 = lige iramente

Peticdo 870200106303, de 24/08/2020, pag. 72/122



46/68

reduzido (numero e tamanho, normalmente focalmente) , 2,0 =
nitidamente reduzido (somente poucas células presen tes);
apoptose e degeneracdo de glandulas sebaceas: 0 = n ao
presente, 0,5 = raras, 1 = pequeno numero de glandu las
envolvidas, 2 = niumero moderado de glandulas envolv idas;
apoptose e degeneracdo de foliculos pilosos: 0 = na 0
presentes, 0,5 = raros, 1 = pequeno numero de folic ulos
envolvidos, 2 = ndmero moderado de foliculos envolv idos, 3

= numero grande de foliculos envolvidos; infiltraca o]
leucocitica (fora dos anexos): 0 = baixa, 1 = ligeli ramente
aumentada, 2 = moderadamente aumentada; infiltracdo

leucocitica (de anexos): 0 = ndo presente, 1 = lige ira, 2 =
moderada; epiderme (células apoptoticas, infiltraca o]
leucocitica): 0 = ndo presentes, 0,5 =raras, 1 = p equeno
namero, 2 = numero moderado, 3 = numero grande; gor dura
subcutanea: 0 = continua, 1 = ndo continua, 2 = aus ente;
adaptado de (Kaplan, D. H. e cols., *“ Target Antigens
Determine Graft-Versus-Host Disease Phenotype”. J. Immunol.

173, 5.467-5.475 (2004)). Para os parametros do figado,

incluindo expansdo e infiltrados do trato portal,

infiltrados do ducto biliar, estratificagédo nuclear do ducto
biliar, células picnéticas do ducto biliar, células

intraepiteliais do ducto biliar, inflamacdo do endo télio
vascular, necrose hepatocelular panlobular, corpos

acidofilos, microabscessos, figuras mitGticas e est eatose

hepatocelular foram classificados com as seguintes

pontuagdes: 0 = normais; 0,5 = focais e raros; 1 = focais e
leves; 2 = difusos e leves; 3 = difusos e moderados ;4 =
difusos e severos; adaptado de (Hill, G.R. e cols.
“Interleukin-11 Promotes T Cell Polarization and Pre vents
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Acute Graft-Versus-Host Disease After Allogeneic Bo

ne Marrow

Transplantation”. J. Clin. Invest. 102, 115-123 (1998)).
Todas as laminas foram codificadas e lidas de forma cegaem
microscopio Olympus BX41TF.

[0115] Individuos humanos: Todas as amostras humanas
foram coletadas apdés aprovacdo pelo comité de ética da
“Albert-Ludwigs University” Freiburg, Alemanha (NUm ero do
protocolo: 267/11) apGs autorizacdo informada por e scrito.
As bidpsias de tecido intestinal foram coletadas de forma
prospectiva de individuos com GvHD ou controles sau daveis
entre 2007 e 2014. A graduacdo de GvHD intestinal f oi
realizada por um patologista experiente com base na
histopatologia de acordo com um sistema de estadiam ento
publicado (Lerner, K.G. e cols., “ Histopathology of Graft-
vs.-Host Reaction (GVHR) in Human Recipients of Mar row from
HL-A-Matched Sibling Donors”. Transplant. Proc. 6, 367-371
(1974)). Individuos de controle nado exibiam nenhuma
anormalidade na biopsia intestinal. As caracteristi cas dos
pacientes, incluindo idade, sexo, diagndstico subja cente do
receptor, tipo de doador e enxerto, regime
condicionamento, regime imunossupressor e grau de G vHD séao
detalhados nas Tabelas Suplementares 1 e 3 para 0s pacientes
com GvHD, e na Tabela Suplementar 2 para os individ uos de
controle.

[0116] Imunoistoquimica: Imunoistoquimica foi realizada
em cortes de tecido fixados embebidos em parafina u sando o
kit de coloracao para IHC em duas etapas “EnVision + System
HRP DAKO” (Glostrup, Dinamarca) de acordo com as in strucbes
do fabricante. Os cortes foram submetidos a recuper acao de
antigeno mediada por aquecimento com “Dako Target R etrieval
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Solution” (1x) por 10 min. A atividade de peroxidas

foi blogueada com o kit de bloqueio de peroxidase e

DAKO por 30 min em temperatura ambiente. Os anticor
primarios foram diluidos em PBS + Soro de Cabra Nor
(NGS). A imunocoloragéo Unica consistiu em incubaca

dia para o outro a4°C com o anticorpo mAb anti-GM-

nao conjugado (clone 3209.1; R&D Systems) ou contro
isétipo de IgG para biopsias de individuos humanos

derato (clone Cl: A3-1, BioRad) e

e enddgena
ndégena
pos

mal 5%

0 de um
CSF humano

le de

e o-F4/80

o-p22phox de coelho (clone

FL-195, Santa Cruz) para cortes de tecido de camund ongo. DAB
foi usado como o cromégeno. Os cortes foram entdo
contracorados com hematoxilina, montados com DPX e
analisados com um microscoépio Optico Olympus BX41 a coplado
a uma camera colorida Color Viwerlllu (Olympus) e o pacote
de softwares Fiji/lmageJ (GNU General Public Licens e).
Imunofluorescéncia

[0117]0Os tecidos foram criosseccionados (10 um de
espessura) para imunoistoquimica usando um Cryostat Hyrax
C60 (Zeiss) e armazenados a -80°C. Os cortes foram fixados
em PFA 4%, lavados em PBS, e bloqueados com PBS sup lementado
com Triton X-100 0,1% e soro de cabra normal 4%.
Subsequentemente, os cortes foram incubados com os seguintes
anticorpos primarios: anticorpo anti-GMCSF de rato (BD

Pharmingen, clone BVD2-21C11, 1:50),
clone SP7, 1:200) e anticorpo anti-CD68 de camundon
clone EMB11, 1:50), diluidos em solucao de bloqueio
dia para o outro a 4°C. Os cortes foram entao lavad

e incubados com anticorpos secundarios anti-rato de
marcado com AF647, anti-camundongo de cabramarcado

e anti-coelho de macaco marcado com AF555 (Life Tec
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1:500) de umdiaparaooutroa4°C ouemtemperatu
por 1 h. Os cortes foram montados com reagente Slow
Antifade com DAPI (Invitrogen). Fotomicrografias de
fluorescéncia foram capturadas com um microscopio ¢

de varredura a laser SP5 Leica (SP5; Leica, Heerbru

equipado com lasers de argonio e hélio usando a obj

40x (imersdo em 6leo, NA1.25). As imagens foram pro

e mescladas pelo software de imageamento Imaris (Bi
Zurique, Suica).

Ensaio TUNEL

[0118]Os cortes fixados em PFA 4% foram processados

para o Ensaio TUNEL para detectar nucleos fragmenta
célon. Um “ApopTag Red In Situ Apoptosis Detection
usado de acordo com as instrugcdes do
Resumidamente, as laminas foram pré-tratadas com H
incubadas com a mistura de reacdo contendo TdT e dU
conjugado a digoxigenina por 1 h a 37°C. DNA marcad
visualizado com anticorpo secundario conjugado a AF
Fotomicrografias de fluorescéncia foram capturadas
microscépio confocal de varredura a laser SP5 Leica

Leica, Heerbrug, Suica) equipado com lasers de argd

hélio usando a objetiva de 40x (imerséo em 6leo, NA

imagens foram processadas e mescladas pelo imageame
software Imaris (Bitplane, Zurique, Suica).

[0119] Isolamento de RNA e rt-PCR gquantitativa:
isolado de cortes de tecido fixados embebidos em pa
usando o kit “RNeasy FFPE” (Qiagen, desparafinizaca
xileno) de acordo com as instrucdes do fabricante.
concentracdo de RNA foi estimada usando um espectro

NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Para a sintese d
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primeira fita, transcriptase reversa MLV (Invitroge n) foi
usada de acordo com as instrucdes do fabricante. A expressao
génica foi medida por andlise por PCR gquantitativa em tempo
real usando o sistema de detec¢cdo em tempo real CFX 384 (Bio-
Rad, Hercules, CA, EUA) com “SYBR Green Supermix” ( Bio-Rad).

As sequéncias para o0s iniciadores de PCR podem ser

encontradas na tabela abaixo. A expressao do transc rito foi
normalizada para o gene GAPDH constitutivo ( house-keeping )
e representado como 2 -00Cr ( AACr = ACr-  ACcontrole ).
Gene Sequéncia do iniciador (5 para 3’ )
CSF2 Direto: CAC TGC TGC TGA GAT GAA TGA AA ( IDS. DE
SEQ. Nos: 1)
Reverso: GTC TGT AGG CAG GTC GGC TC (IDS. DE
SEQ. Nos: 2)
GAPDH | Direto: GAA GGT GAA GGT CGG AGT CAA C (IDS. DE
SEQ. Nos: 3)
Reverso: TGATTT TGG AGG GAT CTC GCT C (IDS. DE
SEQ. Nos: 4)
Identificacdo automatizada de populagdo em analise de dados
de alta dimensao
[0120]0Os dados adquiridos no analisador de células BD

FACSymphony™foram compensados, exportados em FlowJo Verséo

v10.4 (TreeStar), normalizados usando Cyt MATLAB (V ersao
2017b) e andlise imparcial foi realizada como descr ito em
(Nowicka e cols. F1000Res 6, 748 (2017); Hartmann e cols.

J. Exp. Med. 213, 2.621-2.633 (2016)).
[0121] Estatistica: Graficos foram preparados com
GraphPad Prism (GraphPad Software). Curvas de sobre vida

foram tabuladas pelo método de Kaplan-Meier e, para

comparacao de curvas de sobrevida, foi usado um tes te Log-
Rank (Mantel-Cox). Os dados séo exibidos como ponto sdedados
individuais ou como média +/- desvio-padrdao (SD) ou erro-
padrdo damédia (SEM), como retratado nas legendas dafigura.
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A comparacdo das meédias foi realizada usando testes -T de

Student n&o pareados, bicaudados (com correcdo de Welch

quando aplicavel) ou ANOVA de uma via e de duas via s com
pos-teste de Bonferroni, respectivamente. Nenhum mé todo
estatistico foi usado para predeterminar o tamanho da
amostra, mas nossos tamanhos de amostra foram simil ares
agueles geralmente empregados no campo. Nenhum méto do de

randomizacéo foi usado.

[0122] Disponibilidade de dados: Os conjuntos de dados
gerados durante e/ou analisados durante o presente estudo
estdo disponiveis pelos autores correspondentes med iante

solicitacao razoavel.
Exemplo 1:

Células T do doador infiltrantes no tecido produzem GM-CSF

e IFN v apés HCT com MHC incompativel

[0123]Para compreender a contribuicdo de GM-CSF

derivado de células T para a GvHD aguda, os invento res
primeiro empregaram um modelo de HCT com MHC incomp ativel.

Os inventores irradiaram letalmente camundongos BAL B/c
CD45.2 * do tipo selvagem (WT) (haplétipo de MHC H2d) e dep ois
eles foram injetados por via intravenosa com célula s da

medula oOssea (BM) depletadas de células T (TCD) de

camundongos C57BL/6 (B6) WT CD45.1 (haplétipo de MH C H2b),
com ou sem esplendcitos B6 CD45.1 *, que serviram como uma
fonte de células T maduras. Os receptores de BM mai S
esplendcitos desenvolveram GvHD fatal entre os dias 3eb

apos alo-HCT (Figura 1A), o0 que coincidiu com a
reconstituicdo e expansao de células CD45.1 * doadoras no
baco, figado e pele (Figura 1B). Dentro do comparti mento

doador de CD45.1 +, populacbes de células T continham
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frequéncias elevadas de células produtoras de GM-CS FelFN v,
observadas primeiro no figado (Figura 10) e baco (F igura 1D)
a partir do dia 3 apés alo-HCT, e depois na pele a partir do

dia 6 (Figura 1D). IL-17A mal era detectavel nessas
populacdes (Figuras 1C, 1D). Consequentemente, OS i nventores
encontraram quantidades significantemente maiores d e GM-CSF

e IFN v em soros de camundongos que recebem BM mais

esplendcitos, comparado com BM isoladamente (Figura 1E). Os
inventores confirmaram a produgao de GM-CSF e IFN y durante
a resposta alogénica in vitro usando reacdes mistas de
linfécitos alogénicos (MLR) (Figura 1F). Além disso , Células

Twt, Csf2/ ,ll17a -+ e Ifng 7 proliferaram igualmente apés

cocultura com DCs alogénicas, excluindo, a priori,
diferencas no potencial proliferativo dessas célula s (Figura
1G). Tomados em conjunto, GM-CSF e IFN v, mas néo IL-17A, sao
produzidos por células T que infiltram 6rgaos-alvos durante
GvHD.

Exemplo 2:

Producdo de GM-CSF por células T alogénicas € essen cial para

a patologia da GvHD

[0124]Considerando a producdo de GM-CSF e IFN vy por

célulasT npalo-reativas, osinventores avaliaram arelevancia

dessascitocinas nadeterminacédo daseveridade daG vHD aguda.
Como acima, os inventores irradiaram letalmente cam undongos
BALB/c WT e depois compararam os desfechos da inje¢ ao de

células da BM-TCD de camundongos B6 WT, com ou sem

esplendcitos de camundongos B6 WT, ou de camundongo s B6 sem
GM-CSF (Csf2+ ), IFNy (Ifng - ) ou IL-17 ( l17a + ).
Camundongos que recebem BM mais esplendcitos Csf2 -+ foram
protegidos de GvHD letal até 20 dias pos-alo-HCT, e nquanto
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todos os camundongos tratados com BM mais esplendci tos WT
morreram por volta do dia 15 apds HCT (Figura 2A). Ainjecao
de camundongos com BM mais esplendcitos Ifng + ou Il17a -
também afetou significantemente a cinética da GvHD fatal,
mas ainda quase 100% desses camundongos morreram po r volta

do dia 20 (Figura 2A).

[0125]Como preparacdes de esplendcitos de doador co ntém
varios tipos diferentes de células imunes, os inven tores
entdo questionaram se as células T eram realmente a fonte
biologicamente significante de GM-CSF em nosso mode lo de
GvHD. Os inventores injetaram receptores BALB/c let almente
irradiados com células da BM-TCD de doadores B6 WT, com ou
sem células T purificadas isoladas de bagos de camu ndongos

B6 WT ou Csf2 /- ; essa abordagem confirmou que camundongos

que recebem células T Csf2 - eram completamente protegidos

de GvHD letal até 70 dias pos-alo-HCT, em contraste nitido
com aqueles que recebem células T WT (Figura 2B). N ao houve
evidéncia de que esses efeito protetor se relaciona sse com
diferencas inatas entre células T esplénicas de cam undongos

WT e Csf2 -, na medida em que as duas populacées exibiam

composicado (Figura 6A), estado de ativacdo (Figura 6B),
habilidade para infiltrar 6rgéos-alvos de GvHD ap0s HCT
(Figura 6C), frequéncias de células T ativadas (CD4 4high ) no
baco ou linfonodos periféricos (LN) (Figura 6D), fr equéncias
de células T reguladoras (T regs ) € producéo de granzima (dados

nado mostrados) ou sua habilidade para produzir cito cinas
pré-inflamatérias como, por exemplo, IFN v, TNF o ou IL-174a,
comparaveis. Os inventores entdo examinaram a contr ibuicdo
relativa de GM-CSF de células T CD4 e CD8 para a pa tologia
da GvHD. Para essa finalidade, os inventores realiz aram um
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experimento de entrecruzamento (“criss-cross”) com 0 uso de

4 combinacdes: células T WT CD4 + células T WT CD8, células

T WT CD4 + células T CD8 Csf2 - | células T CD4 Csf2 - +
células TWT CD8 e células T CD4 Csf2 - +células T CD8 Csf2 -
I-. Somente as combinacdes nas quais GM-CSF estava au sente
das células T CD4 conferiram protecdo contra GvHD | etal
(Figura 2K), dando suporte a nogdo de que células T H alo-
reativas sdo uma fonte proeminente de GM-CSF na pat ogénese
da GvHD. Dessa forma, os inventores concluiram que GM-CSF
derivado de células T é responsavel pelo desencadea mento de

GvHD letal ap6s HCT com MHC incompativel.

[0126]A vantagem de sobrevida conferida por alo-HCT de
células T desprovidas de GM-CSF também era evidente no nivel
de tecidos-alvo de GvHD individuais. A  andlise
histopatolégica em 6 dias poOs-alo-HCT revelou que a
transferéncia de esplendcitos Csf2 - causou dano tecidual
significantemente menor na pele e intestino delgado ,
comparada com a transferéncia de esplendcitos WT (F igura 2C,
2D). Em mais detalhe, a pele de camundongos que rec ebem

células  Csf2 - mostrou uma diminuicdo na apoptose celular e

infiltracdo celular em torno e dentro de foliculos pilosos

e epiderme, enquanto o intestino delgado mostrou um a
diminuicao na destruicdo completa da cripta (Figura 2D). Os
inventores ainda relatam aqui patologia colbnica re duzida
mediante transferéncia de células Csf2 - ,como retratado por
comprimento aumentado do célon e um indice apoptéti co
diminuido (Figura 2H, 2I). Além disso, uma pesquisa para
sinais subclinicos de disfuncdo hepatica mostrou ni veis
séricos diminuidos de alanina aminotransferase (ALT ),
fosfatase alcalina (AP) e nitrogénio ureico (BUN) e m
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camundongos transferidos com esplendcitos Csf2 + | em
comparacao com as contrapartes WT (Figura 2G). Além disso,

0S niveis sistémicos de niveis séricos de TNF o estavam
diminuidos na auséncia de GMCSF, enquanto as quanti dades de

IL-6 ndo se alteravam (dados ndo mostrados).

[0127]Na medida em que uma espécie reativa ao oxigé nio
(ROS) foi implicada na lesao tecidual da GvHD, os i nventores
guestionaram se esse dano tecidual diminuido estava
associado com niveis menores de producdo de ROS. Os
inventores verificaram que cortes de figado e intes tino

delgado de camundongos 6 dias pos-transferéncia de

esplendcitos Csf2 - continham significantemente menos

células que expressam p22phox, um componente critic o do

maquinario de producado de ROS de fagdcitos, do que 0s cortes

de camundongos que recebem esplendcitos WT (Figura 2E, 2F).
[0128]Para confirmar ainda mais o papel funcional d e

GM-CSF na GvHD, os inventores trataram camundongos
receptores com anticorpos anti-GM-CSF antes de HCT com MHC

incompativel de camundongos BALB/c com TCD B6 WT-BM

isoladamente, ou com BM mais esplenécitos WT. O blo gueio
sistémico da acdo de GM-CSF replicou com sucesso a vantagem
de sobrevida de transferéncia de esplendcitos Csf2 - nesses

camundongos (Figura 2G).

[0129]Enquanto modelos murideos de HCT com MHC

totalmente incompativel sdo informativos, os invent ores a
seguir questionaram se o papel de GM-CSF na patolog ia da
GvHD era conservado no cenario mais clinicamente re levante
de um modelo haplo-incompativel de GvHD aguda. Os i nventores
combinaram TCD B6 WT-BM com esplendcitos WT, Csf2 - ou Ifng -
I- e transferiram as células em camundongos B6D2F1 le talmente
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irradiados, que s&o um cruzamento entre camundongos B6 e DBA
e de modo a abrigar o haplétipo de MHC H2b/d. També m aqui,
atransferéncia de esplendcitos Csf2 + conferiu uma vantagem

de sobrevida significante, comparados com camundong 0S que
receberam esplendcitos WT, protegendo os camundongo sde GvHD
fatal até um nivel quase comparavel que TCD-BM isol adamente

(Figura 3A), que foi novamente replicada mediante a

transferéncia de células T esplénicas Csf2 - purificadas
(Figura 3B). Tanto nos experimentos de transferénci a de
esplendcitos quanto de células T, os inventores tam bém

observaram um aumento acentuado na mortalidade apos

transferéncia de células Ifng - (Figura 3A, 3B), 0 que &
consistente com a funcdo imunorreguladora, protetor a,
conhecida, dessa citocina na GvHD. Em dia 9 apés HC T, apele

era 0 Orgdo mais afetado com as maiores pontuacdes

histoldgicas; aqui, 0s inventores observaram menos dano
tecidual em camundongos que recebem Csf2 -, comparado com
esplendcitos WT, e mais dano tecidual em receptores de
esplendcitos Ifng 4+ (Figura 3C, 3D). Isso coincidiu com

alteracdes nos numeros de glandulas sebaceas, organ izacao
tecidual e infiltrados celulares em torno e dentro de
foliculos pilosos e epiderme (Figura 3D). Em um est agio
posterior (28 dias) apés alo-HCT, a transferéncia d e

esplendcitos Csf2 - também levou a uma patologia hepatica

diminuida (Figura 3H) caracterizada por alteragbes nos
infiltrados do trato portal e desorganizagao do duc tobiliar.
Nesse modelo de incompatibilidade parcial, apele f oiodrgao
mais afetado com as maiores pontuacdes de GvHD; aqu i, 0S
inventores observaram significantemente menos dano tecidual
em camundongos que recebem Csf2 -,  comparado com
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esplendcitos WT, e significantemente mais dano teci dual em
receptores de esplendcitos Ifng - (Figura 3C, 3D). No nivel

celular, os inventores também observaram sinais de GvHD
reduzidos no figado e intestino delgado de camundon gos que
recebem células Csf2 - | que tinham significantemente menos

células p22phox  *+, acompanhados por infiltracdo diminuida de

células mieloides F4/80 + (Figura 3E, 3F). Considerando o

papel protetor para GvHD de IFN y oObservado nesses
camundongos, 0S inventores a seguir questionaram se a
auséncia de GM-CSF estava relacionada com niveis de ssa

citocina: dez dias ap6és HCT haplo-incompativel, os

inventores encontraram niveis significantemente mai ores de
IFNyv em camundongos que receberam esplendcitos Csf2 -,
comparados com esplendcitos WT (Figura 3G). Curiosa mente, 0S
inventores também revelaram evidéncias de GM-CSF au mentado
em soros de camundongos que recebem esplendcitos Ifng
(Figura 3G), sugerindo que GM-CSF pode adicionalmen te estar
mediando GvHD aumentada induzida pela auséncia de | FNy.
[0130]Em conjunto, concluimos que GM-CSF derivado d e
células T possui um papel vital no desenvolvimento da
imunopatologia de GvHD em dois modelos murideos de alo-HCT.
Exemplo 3:
GM-CSF medeia a letalidade de GvHD por meio de célu las

mieloides derivadas de doador

[0131]Apds condicionamento letal, células
apresentadoras de antigeno radiossensiveis do hospe deiro
(APCs) sao perdidas dentro dos primeiros dias apés HCT e
substituidas por APCs do doador. Enquanto as APCs d o]
hospedeiro sdo necessarias para a fase de sensibili zacao da
GvHD, APCs do doador participam bem menos na induca o da
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doencga, mas podem estar envolvidas na perpetuagéao d

tecidual. Para delinear se os tipos de células

patologicamente relevantes responsivas ao GM-CSF sa

originarios do doador ou do hospedeiro, os inventor

e lesado

o

es usaram

camundongos Csf2rb -+ desprovidos da subunidade beta do GM-

CSFR como doadores ou hospedeiros de HCT. A deficié

GM-CSFR no compartimento receptor n&o influenciou a

sobrevida de GvHD (Figura 9A). Em contraste, a tran

ncia de

sferéncia

de BM de camundongos Csf2rb - resultou em mortalidade

dramaticamente retardada (Figura 9B), fenocopia

transferéncia de esplendcitos
inventores usaram reducao da dimensionalidade néao |
supervisionada (t-SNE) para identificar e visualiza
células que respondem ao GM-CSF dentro do enxerto d
Com essa abordagem, os inventores verificaram que m

e neutrofilos eram particularmente sensiveis ao GM-

eles avaliaram por analise de célula Unica de STAT5

fosforilado, o fator de transcricdo a jusante do co
receptor de GM-CSF. Camundongos
uma fonte de células ndo responsivas ao GM-CSF (Fig
9D). Tendo confirmado que as células que respondem
estdo limitadas ao compartimento mieloide, os inven
realizaram uma caracterizacao detalhada de subconju
células mieloides encontrados nos orgaos-alvos infl

dias ap6s alo-HCT. A transferéncia de esplendcitos
resultou em frequéncias diminuidas de varios subcon
mieloides, incluindo células dendriticas (DCs), neu
monaocitos e células derivadas de mondcitos (MDCs) (
9E, 9F). Umadiminui¢cdo em neutrofilos e monécito/M

foi encontrada em oOrgaos-alvos mediante tratamento
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CSF, enquanto os numeros sistémicos desses subconju ntos
mieloides permaneceram inalterados. Osinventores o bservaram
qgue mondcitos/MDCs do doador produziram menos IL-1 B na
auséncia de GM-CSF (Figura 9G). De forma importante B |
€ umacitocinade assinatura do programa patogénico provocado
por GM-CSF e demonstrou que tem um papel crucial no
desenvolvimento da GvHD. Os inventores também inves tigaram
a expressao de ROS por células mieloides do doador apos alo-
HCT, considerando seus niveis baixos em cortes de t ecido de
camundongos que recebem células T Csf2 - alogénicas e seu
papel relatado na conducédo do dano tecidual. Os inv entores
verificaram que a transferéncia de esplendcitos Csf2 -+ levou
a uma producédo diminuida de ROS tanto pelos subcon; untos de
monécitos/IMDCs  quanto de  neutrofilos  (Figura  9H).
Coletivamente, esses achados demonstram que células
mieloides derivadas de doador licenciadas com GM-CS F séo
cruciais para a patologia da GvHD.
Exemplo 4:
GVL eficiente € retido na auséncia de GM-CSF

[0132]As respostas imunes que levam ao dano tecidua Ina
GvHD e a eliminagdo do tumor na GvL sdo amplamente
consideradas como sendo mediadas por meio domesmo mecanismo.
Como o GM-CSF derivado de células T do doador era e ssencial
para GvHD letal, os inventores investigaram se ele também
mediava GvL no modelo de HCT com MHC incompativel. Para
testar isso, 0s inventores injetaram por via intrav enosa
células de linfoma de célula B A20 (de origem de BA LB/c) que
co-expressam GFP e luciferase (A20-GFP-Luc) em rece ptores
BALB/c letalmente irradiados, juntamente com célula s B6 WT
da BM-TCD isoladamente ou com células T B6 purifica das
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esplénicasWT ou Csf2 - . O crescimento tumoral foi monitorado
por imageamento bioluminescente (BLI). Quando as cé lulas A20

foram infundidas com TCD-BM isoladamente, todos o0s

receptores morreram do crescimento do tumor dentro de 35
dias (Figuras 4A-4C), consistente com um papel cruc ial para
células T no efeito GvL. Consequentemente, a adicao de
células T WT ou Csf2 - para a transferéncia da BM resultou

em controle eficiente do crescimento tumoral (Figur as 4A-
4C), embora somente camundongos que recebem células T Csf2-
-~ tenham mostrado um aumento significante na sobrevid a
(Figura 4C). Enquanto camundongos com linfoma que r ecebem
TCD-BM mais células T WT morreram principalmente de GVHD
severa, camundongos que recebem TCD-BM mais células T Csf2-
I~ exibiram um efeito GvL ndo diminuido, mas foram, ao mesmo
tempo, protegidos de GvHD (Figura 4C, 4D). Esse aum ento da
sobrevida em camundongos que recebem células T Csf2 - também
foi observado em um modelo de GvL alternativo que u tiliza a
linhagem de células monomielocitica WEHI-3. Além di SS0,
guando os inventores aumentaram o0 numero de células de
linfoma A20inoculadas, células T Csf2 - executaram GvLainda
mais eficientemente do que células T WT, levando a umaumento
significante na sobrevida global. Consistentemente, células

T Csf2 - e WT isoladas de camundongos naive ou que recebem
alo-HCT foram igualmente capazes de matar células d e linfoma
A20 e WEHI-3  ex vivo, expandiram igualmente no baco e LN e

exibiram frequéncias similares de células ativadas

(CD44high ) proliferativas (Ki67 *) e produtoras de granzima

B. Para testar a traduzibilidade dos achados em um cenario
clinico, os inventores usaram mAbs neutralizantes c ontra GM-
CSF. Notavelmente, camundongos leucémicos tratados com anti-
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GM-CSF que recebem TCD-BM mais células T mostraram um efeito
GVL potente e tiveram sobrevida significantemente m elhor do
gue os camundongos de controle de isétipo tratados (Figuras
4E-4H). Sobrevida maior estava associada com incidé ncia
reduzida de GvHD (Figura 4H). Notavelmente, a neutr alizacao
de GM-CSF nao teve qualquer impacto sobre o crescim ento
tumoral em camundongos que nao passaram por HCT.

[0133]Os inventores compararam a causa de morte (tu mor
ou GvHD) através dos diferentes grupos: Camundongos com
linfoma que ndo passaram por HCT alcancaram os crit erios
retirada e precisaram ser sacrificados. Camundongos com
linfoma que recebem TCD-BM mais células T WT exibir am
progressao retardada do tumor, mas, ao contrario, m orreram
de GVHD severa, enquanto camundongos que recebem TC D-BM mais
células T Csf2 - exibiram um forte efeito GvL, e foram
protegidos de GvHD (Figura 4d). Consistente com ess es dados,
células T Csf2 - e WT foram igualmente capazes de matar
células de linfoma A20 exvivo  (Figuras 7A, 7B). Para testar
a traduzibilidade de nossos achados em um cenario ¢ linico,
0s inventores usaram mADbs neutralizantes contra GM- CSF.
Notavelmente, camundongos leucémicos tratados com a nti-GM-
CSF que recebem TCD-BM mais células T mostraram um efeito
GvVL potente e tiveram sobrevida significantemente m elhor do
gue os camundongos de controle de isoétipo tratados (Figuras
4E-4H). A sobrevida maior estava associada com inci déncia
reduzida de GvHD (Figura 4H). Notavelmente, a neutr alizacao
de GM-CSF néo teve qualquer impacto sobre o crescim ento
tumoral em camundongos que nao passaram por HCT.

[0134]Notavelmente, camundongos que recebem alo-HCT de
doadores  Csfrb2 - mostraram um aumento significante na
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sobrevida, comparados com doadores WT (Figuras 8A e
demonstrando que a neutralizacdo do receptor de GM-
eficiente no alivio de GvHD.

[0135]Dessa forma, na auséncia de GM-CSF, células T
doador sdo mediadores eficazes da resposta terapéut
GvL em camundongos, sem inducéo de GvHD letal, até
um contexto altamente imunogénico de um alo-HCT com
incompativel.
Exemplo 5:

GM-CSF esté elevado em biépsias de GvHD humanas

[0136]0Os inventores entdo questionaram se havia
evidéncias de que GM-CSF desempenha um papel parale
GvHD em receptores de HCT humanos. Os inventores av
a expressado do gene e a abundéancia de proteina de G
bidpsias gastrintestinais de pacientes com graus di
de GvHD documentadaclinicamente apés HCT parauma
de condicdes diferentes (Tabelas 1-3). No nivel

transcricional, 0s inventores detectaram  expressao

8B),
CSF &

do
ica de
mesmo em

MHC

lo na
aliaram
M-CSF em

ferente

variedades

significantemente maior de GM-CSF em biopsias

gastrintestinais de pacientes com GvHD de grau IV ¢
com de grau | (Figura 5A). Além disso, em amostras
pacientes com GvHD de grau IV, os inventores observ
imunorreatividade para GM-CSF no compartimento estr
embora os inventores ndo tenham detectado GM-CSF em
de pacientes sem GvHD (Figura 5b). Em conjunto, ess
resultados indicam uma correlagéao entre GM-CSF e a
de GvHD severa apdés alo-HCT em pacientes humanos.
Discussao:

[0137]Embora haja uma grande quantidade de literatu

que discuta contribuicbes potenciais de diferentes
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subconjuntos de células T H € suas citocinas assinatura para

a GvHD, os mecanismos subjacentes a inflamacéo e su bsequente
destruicdo tecidual ndo sdo totalmente compreendido s. Além
disso, a plasticidade do comprometimento da linhage m de
células T n, bem como a manipulagao in vitro de células T
polarizadas transferidas, limitam a interpretacdo d esses
resultados. Aqui, revelamos que GM-CSF desempenha u m papel
previamente ndo percebido na condugdo de GvHD letal em
camundongos, e esta similarmente elevado em pacient es
humanos de alo-HCT com GvHD severa. Aléem disso, GM- CSF parece
serdispensavel para o efeito terapéuticode GvL e, portanto,
pode representar um novo alvo terapéutico promissor na
prevencéao e tratamento da GvHD. Nossos achadostamb émexcluem
aparticipacdode IL-17A derivada de células Tha G vHD aguda,
mas demonstram um efeito protetor de IFN Y.

[0138]GM-CSF foi implicado em varios disturbios

patolégicos inflamatérios, e  possui efeitos  proé-

inflamatorios potentes em células mieloides. Aqui, 0s
inventores usaram dois modelos murideos diferentes de GvHD
aguda para mostrar que GM-CSF derivado de células T do doador
medeia diretamente GvHD severa, que esta associada com
infiltracdo abundante de células mieloides e colora cao
tecidual aumentada para componentes do maquinario d e
producdo de ROS, que é classicamente usado por fago citos
para a defesa do hospedeiro contra patdgenos. Os me smos
mecanismos séo nitidamente prejudiciais naimunopat ologiada
GvHD, na qual o dano tecidual e a infiltracéo de le ucocitos
andam de maos dadas. A reducdo do estresse oxidativ o de
conducao mieloide em 6rgaos suscetiveisa GvHD aqui observada
em animais que recebem células T Csf2 - alo-reativas dao

Peticdo 870200106303, de 24/08/2020, pag. 90/122



64/68

suporte aessanocgao. O papel crucialde GM-CSF na inflamacéo
intestinal cronica, e as quantidades elevadas de GM -CSF
encontradas em bidpsias gastrintestinais de pacient es com
GvHD sugerem que a modulacdo da quantidade dessa ci tocina
nesse 0Orgdo em particular poderia ser altamente ben efica

para prevencao e/ou tratamento da GvHD.

[0139]Os inventores também revelaram evidéncias de uma
regulacao reciproca potencial de GM-CSF e IFN v durante GvHD
em camundongos. Foi demonstrado previamente que IFN v
produzido por células T ativadas do doador promove e protege
contra GvHD; aqui, foi verificado que camundongos s ubmetidos
a HCT com MHC parcialmente incompativel com esplend citos
deficientes em IFN vy eram significantemente mais suscetiveis
a GvHD letal do que aqueles que recebem esplendcito s WT.
Curiosamente, esses camundongos exibiram niveis ele vados de
GM-CSF sérico, enquanto camundongos que recebem esp lendcitos
deficientes em GM-CSF exibiram IFN v elevado em seus soros.

A habilidade de IFN vy para regular negativamente GM-CSF em

células T n efetoras foi relatada previamente; no entanto,

GM-CSF nao afeta diretamente células T, que néo exp ressam o
complexo receptor e, dessa forma, os mecanismos pel 0S quais
GM-CSF influencia a producdo de IFN vy precisardao de

investigacao adicional.

[0140]Havia uma suposicdo antiga de que GvHD dirigi da
por células T do doador e o efeito terapéutico de G vL sdo
mediados pelos mesmos mecanismos: os dados apresent ados
nesse relatorio descritivo contradizem essa afirmat iva. O
tratamento de camundongos com anticorpos de bloquei o0 de GM-

CSF antes de alo-HCT protegeu significantemente do

desenvolvimento de GvHD letal aguda; enquanto camun dongos
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com tumor tratados com anti-GM-CSF se beneficiaram
controle eficaz do crescimento tumoral e protecéo d
Dessa forma, GM-CSF nao controla a morte mediada po

T de células linfo-hematopoiéticas malignas; ao inv

0s inventores propdem, sem se prender a uma teoria,
GvHD, GM-CSF atua como um canal de comunicacéo entr
T patogénicas e células mieloides, propondo as ulti

a causa da destruicao tecidual. Embora GvL provavel
baseie em citotoxicidade direta por células T, as r
dirigidas por GM-CSF de células mieloides podem ser
relevantes para a patologia da GvHD representando,
forma, um mecanismo potencial para separar o efeito

GvHD.

[0141]O papel patologico de GM-CSF em distarbios

autoimunes e inflamatérios levou ao desenvolvimento
anticorpos monoclonais para visar a via de GM-CSF e
humanas. Considerando os efeitos benéficos aqui obs

da neutralizacdo de GM-CSF na GvHD experimental, &
gue o blogueio de GM-CSF em pacientes de alo-HCT ir

o desfecho clinico. O aumento acentuado nos niveis

dessa citocina em tecidos de pacientes afetados por

severa da ainda mais suporte a essa ideia. No entan

do
e GvHD.
r células
és disso,
gue na
e células
mas como
mente se
espostas
mais
dessa

GvL da

de
m doencas
ervados

evidente

amelhorar

observado

GvHD

to, na

medida em que GM-CSF é crucial para homeostasia de

tensoativos e defesa pulmonar do hospedeiro, sera i
monitorar intimamente parametros de doenca pulmonar

se bloqueia GM-CSF no cenario clinico. Ha evidéncia

camundongos de que GM-CSF contribui criticamente pa

respostas imunes mediadas por IL-23, e que a terapi
IL-23p19 pode melhorar a colite associada a GvHD si

Dessa forma, o bloqueio direto de GM-CSF pode forne
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complemento valioso para quaisquer experimentos cli nicos
direcionados a IL-23. O fato de que a auséncia de G M-CSF
pode interromper o desenvolvimento de GvHD sem prej udicar a
resposta GvL facilita a testagem dessa estratégia
terapéutica para a prevencao e tratamento de GvHD a pos alo-
HCT em experimentos clinicos. Além disso, o fato de gue GM-
CSF estava elevada em amostras de paciente com as
manifestagcbes mais severas de GvHD significa que es sa
estratégia terapéutica é particularmente promissora para
grupos de pacientes com o pior desfecho e o maior r isco de
fatalidade.
Tabela 1. Caracteristicas clinico-patolégicas de pacientes
com GVHD - conjunto I.
Numero do Sexo IgdadeDpenca ([Tipodo |Tipode [Condicionamento Imunossup. Grau
paciente doador | enxerto de
GVHD
1 Masculino 44 CVYID MRD ABSC FLU/BCNU/ CyA/Campath 3
2 Masculino %7 sAML MMURD PBSC FLU/BCMNEUL/ CyA/ Campath/ 4
MEL MMF
3 Feminino | 21 [T-ALL | MURD| PBSC TBIVP16 _ [CyA/Campath 4
4 Masculino 69 sAML MURD PBSC FLU/BCNU/ CyA/Campath 4
5 WMascuino 6 MDS  MURD BM TT/FLU;\,AAI'EI'I(_B CyAIMTX 3
CVID: imunodeficiéncia variavel comum: sAML: leucem ia
mieloide aguda secundaria; T-ALL: leucemia linfoide agudade
célula T; MDS: sindrome mielodisplasica; MRD: doado r
relacionado compativel; MMURD: doador ndo relaciona do néo
compativel; MURD: doador ndo relacionado compativel ; PBSC:
células-tronco do sangue periférico; BM: medula 4ss ea; FLU:
fludarabina; BCNU: biscloroetilnitrosoureia; MEL: m elfalan;
TBI: irradiacdo corporal total; VP16: etoposida;, TT
tiotepa; ATG: globulina antitimocito; CyA: ciclospo rina A;

MMF: micofenolato mofetil; MTX: metotrexato.

Tabela 2. Caracteristicas de individuos de controle

Numero do paciente Sexo Idade

Biopsia

1 Masculino 59

Sem achados patolégicos
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2

Masculino

60

Sem achados patolégicos

3

Masculino

46

Sem achados patolégicos

Tabela 3. Caracteristicas clinico-patolégicas de pacientes
com GvHD - conjunto II.
Numero do | Sexo | Idade | Doenga | Tipo do . Condicio- |Imunossupressao Grau
. Tipo de
paciente doador enxerto namento de
GvHD
1 Masc. 70 AML MMURD PBSC FLUK/?ELNU/ CyA, Campath 4
2 Masc. | 45 AML MRD PBSC FLU,(/?ELNU/ CyA, MTX 4
Linfoma
de
célu la
do FLU/BCNU/
3 Masc. 51 manto MMURD PBSC MEL CyA, Campath 4
Hodgkin Irmaos PBSC |FLU/MEL/T MMF/
morbus | haplo- REOS |Ciclofosfamida/
4 Masc. 29 idénticos Everolimus 4
5 Masc. | 43 |B-ALL | MURD PBSC {BINP-16 | CyA MTX,ATG | 4
6 Masc. 54 CVID MRD PBSC FLUK/?ELNU/ CyA/Campath 3
MDS- PBSC |FLU/BCNU/
7 Fem. 60 RAEB Il MURD MEL CyA/Campath 3
8 Fem. | 61 AML | MMURD PBSC | FLU/TT | CyAiCampath 3
9 Fem. | 59 |T-NHL | MMURD PBSC | FLU/TT | CyA/lCampath 3
Leuce-
mia
eri-
troide FLU/BCNU/
10 Masc. | 76 | aguda | MURD PBSC MEL CyA/ATG/MMF 3
11 Fem. | 47 AML MURD PBSC FLU/BU/TT | CyAIMMF/ATG 3
12 Wasc. | 52 AML MURD PBSC BU/ICY | CyA/Campath 1
MDS- PBSC [FLU/BCNU/
13 Masc. 76 RAEB MURD MEL CyA/Campath 1
14 Fem. | 58 AML | MMURD PBSC | FLU/TT | CyAIMMF/ATG 1
15  Fem. | 48 AML | MMURD PBSC BU/CY CVA’M/E((/;MMF/ 1
16  Fem. | 71 SAM,\']/MP MMURD | FBSC FLU/TLT/ME CyAIMMF/ATG 1
17 Fem. | 59 MM MRD PBSC FLU/BU/TT CyAINIMF 1
AML: leucemia mieloide aguda; B-ALL: B célula-leuce mia
linfoide aguda; LVID: imunodeficiéncia variavel com um, MDS:
sindrome mielodisplasica; RAEB: anemia refrataria c om
blastos em excesso; T-NHL: linfoma n&o-Hodgkin de ¢ élulaT;
SAML: leucemia mieloide aguda secundaria; MPN: neop lasias
mieloproliferativas; MM: mieloma multiplo; MMURD: d oador ndo
relacionado ndo compativel;, MRD: doador relacionado
compativel; MURD: doador nao relacionado compativel ; PBSC:
células-tronco do sangue periférico; FLU: fludarabi na; BCNU:
biscloroetilnitrosoureia; MEL: melfalan; TREOS: tre ossulfan;
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TBI: irradiacdo corporal total; VP16: etoposida;, TT
tiotepa; BU: Dbussulfan; CY: ciclofosfamida; CyA:
ciclosporina A; MTX: metotrexato; MMF: micofenolato mofetil;
ATG: globulina antitimdcito.
Tabela 4. Sistema de pontuacao de GvHD para camundongos alo-
HCT.
Critérios de
GvHD Grau 0 Grau 1 Grau 2 Grau 3
Perda de peso
<10% 10 — 20% 20 — 25% > 25%
) Arqueamento Arqueamento
Arqueamento soO moderado qsevero
Postura Normal observado em tamt_)em em prejudica o
repouso movimento movimento
Leve a
Atividade Normal moderadamente Diminuida Sg_ve_rarr)ente
diminuida iminuida
Textura da Leve a Franzida
pelagem moderadamente severamente/ Perda da
Normal franzida alisamento pelagem
ruim
Placas de Lesces
~ ~ ulcerativas
descamacéo da Descamacéao difusas de
Integridade pele moderada e
Normal . x pele e
da pele e/ou edema inflamacéo inflamacao
genital da pele seve(r;a
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REIVINDICACOES

1. Método para o tratamento de um paciente que sofr e ou
em risco para doenca enxerto-versus-hospedeiro, e/o u uma
malignidade hematoldgica, caracterizado por compreender:

a administracao ao paciente de um ligante ndo agoni sta
que se liga especificamente ao fator estimulante de colénia
de granulécitos-macréfagos (GM-CSF), ou pelo menos um de
CD116, CD131, ou o receptor de GM-CSF formado por C D116 e
CD131,

tratando e/ou inibindo, dessa forma, o desenvolvime nto
da doenca enxerto-versus-hospedeiro, e/ou tratando uma

malignidade hematolodgica.
2. Meétodo, de acordo com a reivindicagcdo 1,

caracterizado pelo fato de que o paciente recebeu um

transplante alogénico.
3. Método, de acordo com a reivindicagdo 2,

caracterizado pelo fato de que o transplante alogénico € uma

transferéncia de célula-tronco hematopoiética alogé nica
(alo-HCT).

4. Método, de acordo com qualquer umadas reivindic acoes
1 a 3, caracterizado pelo fato de que a malignidade
hematoldgica € uma leucemia, linfoma ou um mieloma multiplo.

5. Método, de acordo com a reivindicagcdo 4,

caracterizado pelo fato de que a leucemia é selecionada do

grupo que consiste em leucemia mieloide crénica (CM L),
leucemia miel6gena aguda (AML), leucemia linfocitic acronica
(CLL), leucemia linfocitica aguda (ALL), e leucemia
monocitica aguda (AMoL).

6. Método, de acordo com a reivindicagcdo 4,

caracterizado pelo fato de que o linfoma € um linfoma de
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Hodgkin ou um linfoma n&o-Hodgkin.

7.Método, de acordo com qualquerumadas reivindic acoes
1 a 6, caracterizado pelo fato de que o ligante é um
anticorpo, fragmento de anticorpo, aptamero ou molé cula do

tipo anticorpo.
8. Método, de acordo com qualquer umadasreivindic acoes

la7, caracterizado pelofatode que oligante é umanticorpo

humano ou um anticorpo humanizado, particularmente em que o
ligante € um anticorpo neutralizante humano ou um a nticorpo
neutralizante humanizado.

9. Método, de acordo com qualquer umadas reivindic acles

la8, caracterizado pelo fato de que o ligante € selecionado

do grupo que consiste em Mavriimumab, Namilumab,
Lenzilumab, Otilimab e Gimsilumab.

10. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicacbes 1 a 9, caracterizado pelo fato de que a
ligacdo do ligante ao GM-CSF ou a um de CD116, CD13 leao
receptor de GM-CSF formado por CD116 e CD131 é cara cterizada
por uma K p menor do que (<) 10 -7 molL -1, particularmente em
que a referida ligacdo € representada por uma K p menor do
que (<) 10 -8 molL -1 ou até mesmo (<) 10 9 molL 1.

11. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicacbes 1 a 10, caracterizado pelo fato de que o

ligante € um polipeptideo codificado por um &cido n ucleico

administrado ao paciente.

12. Método para o tratamento de um paciente necessi tado
de um transplante alogénico, e inibicdo do desenvol vimento
ou reducédo da severidade de doenca enxerto versus h ospedeiro
associada, o método caracterizado por compreender:

o fornecimento ao paciente de um transplante alogén ico;
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e
a administracao ao paciente de um ligante ndo agoni sta
gue se liga especificamente ao fator estimulante de colénia
de granulécitos-macréfagos (GM-CSF), ou pelo menos um de
CD116,CD131, oreceptor de GM-CSF formado por CD11 6eCD131,
inibindo, dessa forma, o desenvolvimento ou reduzin do

a severidade da doencga enxerto-versus-hospedeiro.
13. Meétodo, de acordo com a reivindicagdo 12,

caracterizado pelo fato de que o transplante alogénico é uma

transferéncia de célula-tronco hematopoiética alogé nica
(alo-HCT), e em que a alo-HCT é fornecida ao pacien te em um
tratamento para uma malignidade hematoldgica.

14. Método, de acordo com a reivindicagdo 12 ou 13,

caracterizado pelo fato de que o ligante é fornecido ao

paciente concomitantemente ou apds o transplante al 0génico.

15. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicacbes 12 a 14, caracterizado pelo fato de que a
malignidade é uma leucemia selecionada do grupo que consiste
em leucemia mieloide cronica (CML), leucemia mieloi de aguda

(AML), leucemia linfocitica crbnica (CLL), leucemia
linfocitica aguda (ALL), e leucemia monocitica agud a (AMol).
16. Meétodo, de acordo com qualquer uma das

reivindicacbes 12 a 15, caracterizado pelo fato de que o

ligante € um anticorpo, fragmento de anticorpo, apt amero ou
molécula do tipo anticorpo.
17. Método, de acordo com a reivindicagcdo qualquer uma

das reivindicacdes 12 a 16, caracterizado pelo fato de que

o ligante €& selecionado do grupo que consiste em
Mavrilimumab, Namilumab, Lenzilumab, Otilimab e Gim silumab.

18. Ligante polipeptidico ndo agonista, caracterizado
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por se ligar especificamente ao fator estimulante d e colénia
de granulécitos-macréfagos (GM-CSF), ou pelo menos um de
CD116, CD131, ou o receptor de GM-CSF formado por C D116 e
CD131,

para uso no tratamento de uma malignidade hematoldg ica
emum paciente submetido atransferénciaalogénica de célula-

tronco hematopoiética (alo-HCT).

19. Ligante para uso no tratamento de uma malignida de
hematologica em um paciente submetido a alo-HCT, de acordo
com a reivindicacdo 18, caracterizado pelo fato de que o
ligante € um anticorpo, fragmento de anticorpo, apt amero ou

molécula do tipo anticorpo que neutraliza a funcéo
fisiologica de GM-CSF ou um de CD116, CD131 e o rec eptor de
GM-CSF formado por CD116 e CD131, respectivamente.

20. Ligante para uso no tratamento de uma malignida de
hematolégica em um paciente submetido a alo-HCT, de acordo
com a reivindicacao 18 ou 19, caracterizado pelo fato de que
o ligante € um anticorpo humano ou um anticorpo hum anizado,
particularmente em que o ligante é um anticorpo neu tralizante

humano ou um anticorpo neutralizante humanizado.

21. Ligante para uso no tratamento de uma malignida de
hematolégica em um paciente submetido a alo-HCT, de acordo
com qualquer uma das reivindicacdes 18 a 20, caracterizado
por ser selecionado de Mavrilimumab, Namilumab, Len zilumab,

Otilimab e Gimsilumab.

22. Ligante para uso no tratamento de uma malignida de
hematologica em um paciente submetido a alo-HCT, de acordo
com qualguer uma das reivindicacdes 18 a 21, caracterizado
pelo fato de que a ligacéo do ligante ao GM-CSF ou a um de
CD116, CD131 e ao receptor de GM-CSF formado por CD 116 e
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CD131 é representado por uma K p menor do que (<) 10 -1 molL 1,
particularmente K p < 10 -8 molL -1, mais particularmente K D <
10-° molL -1.

23. Molécula de acido nucleico caracterizada por
codificar o ligante conforme definido em qualquer u ma das
reivindicacdes 18 a 22 precedentes para uso no trat amento de
uma malignidade hematologica em um paciente submeti do a alo-
HCT.

24. Molécula de acido nucleico para uso no tratamen to
de uma malignidade hematolégica em um paciente subm etido a
alo-HCT, de acordo com a reivindicagdo 23, caracterizada
pelo fato de que a molécula de acido nucleico € uma molécula

de DNA ou uma molécula de RNA.

25. Construto de expressdao de acido nucleico

caracterizado por compreender a molécula de acido nucleico
conforme definida na reivindicacdo 23 ou 24, para u SO no
tratamento de uma malignidade hematoldgica em um pa ciente

submetido a alo-HCT.

26. Construto de expressao de acido nucleico usada no
tratamento de uma malignidade hematolégica em um pa ciente
submetido a alo-HCT, de acordo com a reivindicagao 25,
caracterizado pelo fato do construto de expressdo ser
selecionado de um plasmideo de DNA, um DNA linear d e fita
dupla, um RNA de fita simples e um virus, particula rmente um
lentivirus, um herpesvirus, um adenovirus ou um vir us adeno-
associado.

27. Composigao farmacéutica para uso no tratamento de
uma malignidade hematoldgica em um paciente submeti do a alo-
HCT, caracterizada por compreender o ligante conforme
definido em qualquer uma das reivindicacbes 18 a 22 ou a
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molécula de acido nucleico conforme definida na

reivindicagdo 23 ou 24, ou o construto de expressao de 4cido
nucleico conforme definido na reivindicacdo 25 ou 2 6, e um
carreador farmaceuticamente aceitavel, particularme nte
formulada como uma forma de administracéo para admi nistracao

parenteral, mais particularmente para administracdo
intravenosa.

28. Ligante, de acordo com qualqguer uma das

reivindicacbes 18 a 22, ou molécula de acido nuclei co, de
acordo com a reivindicagdo 23 ou 24, ou, construto de
expressao de acido nucleico, de acordo com a reivin dicacéo
25 ou 26, caracterizado por ser usado no tratamento de
complicagcbes que surgem como consequéncia de alo-HC T.

29. Ligante, de acordo com qualqguer uma das

reivindicacfes 18 a 22 ou, molécula de acido nuclei co, de
acordo com a reivindicagdo 23 ou 24, ou, construto de
expressao de acido nucleico, de acordo com a reivin dicacéo
25 ou 26, caracterizado pelo fato de que a malignidade
hematoldgica é umaleucemia, linfoma, ouum mieloma multiplo.

30. Ligante, de acordo com qualqguer uma das

reivindicacfes 18 a 22, ou, molécula de acido nucle ico, de
acordo com a reivindicagdo 23 ou 24, ou, construto de
expressao de acido nucleico, de acordo com a reivin dicacéo
25 ou 26, caracterizado pelo fato de que a malignidade
hematoldgica é selecionada do grupo que consiste em leucemia
mieloide crénica (CML), leucemia mielégena aguda (A ML),
leucemia linfocitica crénica (CLL), leucemia linfoc itica
aguda (ALL), e leucemia monocitica aguda (AMoL), ou de um

linfoma de Hodgkin ou um linfoma nao-Hodgkin.
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Figs. 1D-1E
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1F

GM-CSF IL-17A

IFNy

150y
100+

b g3
——

600
4004
2001

seoTusbote

seocTusburs

sepTusbote

sepTusbuts

seoTusbote

sepTusbutrs

sD0a

sDa

s0d

Salal

Ealal

sDd

ns

ns

o 4t
3

®o SHd%
1 e =

&
&
&

L SETOT2D
-Bujy
€I m.m._..ﬂ._.._..@o
A3)
£ m.m_._..ﬂ.._..@U_
LM
e [ SEIOT=2D
+BLLI
O W.W.HHH.HM\.U
4Buyy
€I m.m_.HH._.._”ﬂw_U
.77,
X m.m._..ﬂ._..!.m_.,U

1M

I SETOT2D

15,0001

0,0009

(wdo)

5,0009

o

BUTPTWTL H, 2P opdedodicoul

+DCs alogénicas

-

+DCs singeénicas

Peticao 870200106303, de 24/08/2020, pag. 104/122



4/ 19

Fig. 1H

separagdo em CD45.17 CD4"

A 105|152 135
10" n
=fl
o
10° O
0
m; ﬁ
536 7.78

0100 w? w' 1w0f

separagdo em CD45.1% CD8”

5 jire 281

% de CDB

Peticao 870200106303, de 24/08/2020, pag. 105/122

GM-CSF* IFNy*

30

201

104

Dia 3 Dia 6

.]}m-
T s

307

201

104

109

bago J

bago *
]
figado *

figado



5/ 19

- Somente BM

& Células T WT,
# Ceélulas T Cafz "

Figs. 2A-2G
2A 2B
1 o Somente BM 1
* b0 = Esplendcitos WT =
—_ Y e g
= BN -+ Esplenocitos Cef2 /" 2
“* Egplendtcitos Ifngld
'g &0y “+ Esplendcitos ;
% 400 w,  T117a2
a 8
g [ @
o 15
o 5 10 15 20

Dias apds HCT

2¢ , 2D
ﬂ Figado Intestino delgado Pele
B9 s 1a- == 14 -
1 ) 1 = 1 —
§1 " =t 1 a ; r 1 ‘
po Bf oY 9 ¥2 :
o o n - =
: = g - H
& ole : y E
3 E o & #s 3 E o
w A n By w AN g
8§ 4 - a
';.:, i ';nu.' ] o W
2E N A ! 2F
Esplendcitos WI Esplenocitos Caf2"
o Figado E
< 1o en
g
8
i :
B2
g o L] :
A T -
‘ s 84
g i
26 i d
]
1 0 © Somente BM

[ |

Sobrevida ()
1

% Esplenécitos WT + Isétipo
= Esplendcitos WT + a-GMCSF
. Esplentccitos WT + PES

0 -— v
o & 0 15
Dias apds HCT

Peticiio 870200106303, de 24/08/2020, pég. 106/122

o
0 10 20 30 40 50 80 fO

Dias apdbs HCT

= N B @

Esplendcitos WT Esplendcites Caf2-

Somente EM Esplendocitos WT Esplenocitos Cef2

i

Intestine delgado

o

i

Esplenccitos WT

Cafa"

Esplendcitos



Figs. 2H-2K

2H

14+
124
104
£+
6

2-

O

e i

Comprimento do cdlon (om)

2J Fosfatase alcalina

& &

Somente BM =

2|
-

WT

6/ 19

Csf2/-

Alanina aminctransferase

200 250 "
‘§ 150+ - 2004 L
- j 1504
= 1001 =
5 o _I_ e S5 100q _I_ -é-
501 . .
. 504
F - x e
0~ o=
Nitrogénio ureico Albumina
e B 20- -
wt
E T F . 3 ==
4 h [ ] * L)
" 5
0 0 : -
i 9 L o
3 2 £ 7
o L)
g g
2K 10 Hi uu: -8 Somente BM
o === CD4"T CcDgWT
z 8 —~ CD4WT CDgCsR+
3 B0 | —— CD4Cs- cpgWT
E' 401 o - CD4Cs24- CpBLsE-
[=]
“ 204 |
D L] L] L) L}
0 10 20 30 40

Dias apds HCT

Peticao 870200106303, de 24/08/2020, pag. 107/122

Cé&lulas TUNEL®/campo

i




7/ 19

Figs. 3A-3D
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Figs. 4A-4C
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Figs. 4D e 4E
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Figs. 5A e 5B
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Figs. 6A-6D
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Figs. 8A-8B
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RESUMO
LIGANTES PARA GM-CSF OU RECEPTOR GM-CSF PARA USO NO
TRATAMENTO DE UMA MALIGNIDADE HEMATOLOGICA EM UM RAENTE
SUBMETIDO A ALO-HCT

E descrito nesse relatério descritvo o uso de um

ligante ndo agonista, particularmente um anticorpo, que se
liga especificamente ao GM-CSF ou a um de CD116, CD 131 e ao
receptor de GM-CSF formado por CD116 e CD131 para u SO no
tratamento de leucemia em um paciente submetido a a lo-HCT ou

no tratamento de outras complicacbes que surgem com
consequéncia de transplante de célula hematopoiétic a de um

doador imunologicamente n&o idéntico.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

B CF2F29A2518FTCZ2F

Campo 2

0229 655C8 6BBCO0BE

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: 202001001 LISTAGEM.txt
- Data de Geracao do Cédigo: 24/08/2020
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 15:54:23
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: BCF2F29A2518FC2F
- Campo 2: 0229655C86BBCOBE
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