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Relatério Descritivo da Patente de Invencao para "MARCADORES
E METODOS PARA AVALIAR E TRATAR PSORIASE E DISTURBIOS RE-
LACIONADOS".
CAMPO DA INVENCAO

A presente invengéo refere-se a identificagdo de perfis de expressdo

e 0s acidos nucleicos indicativos de disturbios relacionados a pele, tal como pso-
riase ativa, e ao uso de tais perfis de expresséo e acidos nucleicos na diag-
nose de psoriase e doengas correlatas. A invengao adicionalmente refere-se
a metodos para identificagdo e uso de agentes candidatos e/ou alvos que
modulam psoriase.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

Psoriase vulgar € uma doenga cronica inflamatoria da pele, com
uma patofisiologia subjacente extremamente complexa. Os componentes
celulares incluem queratinécitos epidérmicos hiperplasicos, células mononu-
cleares infiltrantes, incluindo células T, neutréfilos, células dendriticas, e ma-
crofagos (Barker, JN. 1994. Baillieres Clin. Rheumatol. 8:429-). Essas célu-
las mediadoras de doenga exibem produgdo anormal de diversas familias de
proteinas, tais como citocinas, quiomiocinas, moléculas de adesao, inibido-
res de proteases e proteinase. A fungao dessas proteinas varia de imunida-
de inata e inflamag&o para diferenciagao e proliferacido celular (Barker, J. e
outros, 1991. J. Dermatol. Sci., 2: 106- ; Austin, LM 1999. J. Invest Derma-
tol. 113: 752-). Por meio de estudos clinicos e translacionais, tém sidq mos-
trado que pelo menos algumas dessas moléculas desempenham papéis cri-
ticos no desenvolvimento e manutengao de psoriase.

Duas citocinas que se pensam ser importantes no desenvolvi-
mento de respostas imunes de Th1 em psoriase sdo interleucina-12 (IL-12) e
IL-23. Ambas citocinas sao produzidas por células que exibem antigeno,
tais como macréfagos e células dendriticas, e funcionam ativando células T
e células assassinas naturais. IL-12 e IL-23 sdo membros de uma familia
heterodimérica de citocinas soluveis que sdo compreendidas de subunida-
des protéicas p35/p40 em IL-12 e subunidades protéicas p19/p40 em IL-23.
A subunidade p40 de IL-12 de cada citocina ligar-se-a ao receptor beta 1 de
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transmembrana IL-12 (IL-12R1) que é encontrado na superficie de células
imunes.

Ligagcdo subsequente de p35 de IL-12 ou p19 de IL-23 a seus
parceiros de receptores, IL-12R2 e IL-23R, respectivamente, resulta em e-
ventos de sinalizagdo imune que sao especificos para cada citocina. Desse
modo, interrupg¢&o da interagdo de p40 de IL-12/IL-12R1 impede a atividade
biolégica tanto de IL-12 quanto de IL-23. As fungbes de IL-12 sdo bem-
caracterizadas e incluem indugao de interferon-(IFN-), diferenciagdo de célu- |
las Th1, e ligagdo em ponte entre resisténcia inata e imunidade adaptativa
(Trinchieri, G. 2003 Interleukin-12 and the regulation of innate resistance and
adaptive immunity. Nat. Rev. Immunol. 3: 133146). Embora muitas das con-
sequéncias imunes de IL-23 sejam ainda o objetivo de pesquisa ativa, IL-23
foi proposto apresentar fungdes que sdo similares, mas nao idénticas, aque-
las de IL-12 (Oppmann e outros, 2000 /Immunity 13: 715 725).

Tecnologia de microensaio € uma ferramenta poderosa uma vez
que permite analise da expressdo de milhares de genes simultaneamente e
pode também ser automatizada permitindo um formato de alto desempenho.
Em doengas associadas a fungbes complexas de hospedeiro tais como es-
sas doengas conhecidas como auto-imunes, tal como psoriase, resultados
de microensaios podem proporcionar uma perfil de expressdo génica que
pode ser de utilidade no planejamento de novas abordagens para diagnose
e controle de doengas. Essas abordagens também servem para identificar
novos genes e anotar genes de fungdo desconhecida até agora nao-asso-
ciada a doenga ou condi¢do.

Expressdo génica pode ser modulada em diversos diferentes
modos, incluindo através do uso de siRNAs, shRNAs, moléculas antissenti-
dos e DNAzimas. SiRNAs e shRNAs ambos funcionam via o caminho RNAi
e foi com bom éxito usado para suprimir a expressdo de genes. RNAi foi
primeiro descoberto em vermes e o fendbmeno de silenciamento genético
relacionado a dsRNA foi primeiro registrado em plantas por Fire e Mello e
pensa-se ser um meio de células vegetais combater infecgdo com virus RNA.

Nesse caminho, o produto viral longo dsRNA é processado em pequenos
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fragmentos de 21-25 bp de comprimento por uma enzima tal como DICER e
em seguida a molécula de dupla-fita &€ desatada e carregada para o comple-
xo de silenciamento induzido por RNA (RISC). Um caminho similar foi identi-
ficado em células de mamiferos com a notavel diferenca que as moléculas
de dsRNA tém de ser menores que 30 bp de comprimento a fim de evitar a
indug&o da resposta chamada interferon, que nao é especifica a gene e leva
a paralisagao de sintese protéica na célula.

SiRNAs sintéticos foram com bom éxito projetados para seleti-
vamente direcionar um Unico gene e podem ser transferidos para células in
vitro ou in vivo. ShRNAs sdo os DNA equivalentes de moléculas de siRNA e
apresentam a vantagem de ser incorporado em um genoma da célula onde
eles replicados durante todo o ciclo mitético.

DNAzimas s&o também usadas para modular expressido genéti-
ca. DNAzimas sdo moléculas de DNA cataliticas que clivam RNA monofita.
Elas sdo altamente seletivas em relagdo a sequéncia-alvo de RNA e como
tais podem ser usadas para inibir (down-regulate) genes especificos por
meio de direcionamento do RNA mensageiro.

Consequentemente, ha uma necessidade de identificar e carac-
terizar novos marcadores genéticos uteis no desenvolvimento de métodos
de diagnosticar e tratar distﬂrbiosAauto-imunes, tal como psoriase, bem como
outras doengas e condigdes.

Sumario da Invencao

A presente invengao refere-se a um método de diagnosticar e/ou
tratar psoriase e/ou doengas ou disturbios correlatos por meio de
identificagado e utilizagado de agentes candidatos e/ou alvos que modulam tais
doengas ou disturbios. A presente invengao inclui a descoberta de um painel
de 36 genes que apresentam niveis de expressdo modificada em pacientes
com psoriase e/ou tratados com um agente eficaz na redugéo dos sintomas
de psoriase. Os niveis de expressao modificada constituem um perfil que
pode funcionar como um perfil de biomarcador indicativo de psoriase e/ou a
resposta de um individuo a tratamento.

Em uma modalidade particular, a presente invencdo compreende
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um método de determinagao da eficacia do tratamento de psoriase baseado
no padréao de expressao genética de um ou mais dos 36 genes que constitu-
em o perfil. Isso pode ser realizado por um individuo, por exemplo, antes da
manifestagdo de outras medi¢des totais de resposta clinica. Em uma moda-
lidade, o método de selegdo de candidados a farmacos inclui comparar o
nivel de expressao na auséncia do farmaco candidato a nivel de expressao
na presenga do farmaco candidato, em que a concentragdo do farmaco can-
didato pode variar quando presente, € em que a comparagio pode ocorrer
durante tratamento ou apés tratamento com o candidato a farmaco. Em uma
modalidade tipica, o espécime celular expressa pelo menos dois perfis de
genes de expressao. Os perfis de genes poderdao mostrar um aumento ou
diminuigao.

Em uma modalidade, o perfil de gene relacionado a psoriase é
usado para criar um método baseado em ensaio para finalidades prognoés-
ticas ou diagnésticas, método este que compreende:

(a) preparar uma mistura representativa de acidos nucléicos a
partir de um espécime obtido de um paciente e motivar a amostra de acidos
nucleicos na mistura ser marcada com um marcador detectavel;

(b) contatar uma amostra com um ensaio que compreende
uma pluralidade de segmentos de acidos nucleicos, em que cada segmento
de acido nucleico € imobilizado a uma expressdo distinta e conhecida em
uma superficie de substrato, em que o painel de biomarcadores relacionados
a psoriase sao identificados como uma caracteristica do ensaio por expres-
sao, no qual o ensaio adicionalmente compreende pelo menos uma calibra-
¢&o de acido nucleico em uma expressdo conhecida no substrato, no qual
contatacao € realizada sob condicdes em que uma amostra de acido nuclei-
co especificamente podera ligar-se ao segmento de acido nucleico imo-
bilizado nos ensaios;

(c) efetuar uma comparacgao estatistica de todas as amostras
de teste de pacientes tratados e um padrao de referéncia; e

(d) comparar o padrdo de alteragdes de intensidade em carac-

teristicas em relagéo a amostra de teste para o padrdo de alteragées de in-
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tensidade em relagdo a aquelas caracteristicas que sdo membros do perfil
genético relacionado a psoriase com padrbes histdricos para amostras to-
madas de paciente responsivos a tratamento com CNTO1275.

Em uma modalidade alternativa, a presente invengdo compreen-
de um kit para diagnosticar psoriase e/ou doengas ou disturbios relaciona-
dos por identificagao e utilizagao de agentes e/ou candidatos-alvo que modu-
lam tais doengas ou disturbios e para determinar a eficacia do tratamento de
psoriase e/ou doengas ou disturbios relacionados baseado no padrdao de
expressao genético.

Uma outra modalidade da presente invengdo refere-se a agonis-
tas e/ou antagonistas da transcricdo dos genes ou dos produtos génicos do
painel genetico relacionado a psoriase e um método de utilizagdo de antago-
nistas de painel geneético relacionado a psoriase, incluindo anticorpos direci-
onados no sentido de produtos do painel genético relacionado a psoriase,
para tratar psoriase ou disturbios correlatos.

Em um aspecto, o antagonista de painel genético relacionado a
psoriase € um anticorpo que especificamente se liga ao produto de painel
genético relacionado a psoriase. Uma vantagem particular de tais anticorpos
é que eles sdo capazes de ligar produto do painel genético relacionado a
psoriase de uma maneira que irﬁpede sua agao. O método da presente in-
vengao desse modo emprega anticorpos que apresentam a propriedade de
neutralizagdo desejavel que os tornam idealmente adequados para trata-
mento terapéutico e preventivo de estados de doenga associados a varios
disturbios relacionados a pele em pacientes humanos ou nido-humanos.
Consequentemente, a presente invencao refere-se a um método de trata-
mento de psoriase ou uma doenga ou condigdo correlata em um paciente
com necessidade de tal tratamento que compreende administrar ao paciente
uma quantidade de um anticorpo de produto do painel genético neutralizante
relacionado a psoriase para inibir a doenga ou condi¢do relacionada ao
pulmao.

Em um outro aspecto, a invengdo proporciona métodos de mo-

dulagdo da atividade de um gene do painel genético relacionado a psoriase
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que compreende contatar uma célula com um agente (por exemplo, antago-
nista ou agonista) que modula (inibe ou acentua) a atividade ou expresséao
do gene de painel genético relacionado a psoriase de tal modo que atividade
ou expressao na célula é modulada. Em uma modalidade preferida, o agente
€ um anticorpb que especificamente liga-se ao painel genético relacionado a
psoriase. Em outras modalidades, o modulador € um peptideo, peptideomi-
mético, ou outra molécula pequena.

A presente invengao também proporciona métodos de tratamen-
to de um individuo que apresenta psoriase ou disturbio relacionado em que
o disturbio pode ser melhorado por meio da modulagdo da quantidade ou
atividade do painel genetico relacionado a psoriase. A presente invencgao
também proporciona métodos de tratamento de um individuo que apresenta
um disturbio caracterizado por atividade aberrante do produto de painel ge-
nético relacionado a psoriase ou um de seus polinucleotideos de codificagio
administrando ao individuo um agente que € um modulador da atividade do
produto de painel genético relacionado a psoriase ou um modulador da ex-
pressao de um painel genético relacionado a psoriase.

Em uma modalidade, o modulador € um polipeptideo ou compos-
to de molécula pequena. Em uma outra modalidade, o modulador é um
polinucleotideo. Em uma modalidade particular, o antagonista de painel ge-
nético relacionado a psoriase € uma molécula de siRNA, uma molécula de
shRNA, uma molécula antissentido, uma ribozima, ou uma DNAzima capaz
de impedir a produgdo de painel genético relacionado a psoriase por meio
de células.

A presente invengao adicionalmente proporciona qualquer inven-
¢ao descrita aqui.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

As figuras 1A-D mostram o padrdo de expressdo genética de
membros de painel BLMH (A), IL1F5 (B), IL-8 (C), e PLAT (D) detectado por
um método quantitativo RT-PCR.

As figuras 2A-D mostram o padrdo de expressdo genética de
membros do painel SERPINB3 (A), SERPINB4 (B), GJB2 (C), e IL1F9 (D)
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detectado por um método quantitativo RT-PCR.
Descricao Detalhada da Invengio
Definicbes
As definicdes seguintes sdo apresentadas para ilustrar e definir o

significado e escopo de vérios termos usados para descrever a invengao
neste relatorio.

Uma "atividade", uma atividade bioldgica, e uma atividade funci-
onal de um polipeptideo refere-se a uma atividade exercida por um gene do
painel genético relacionado a psoriase em resposta a sua interagdo
especifica com uma outra proteina ou molécula conforme determinada in
vivo, in situ, ou in vitro, de acordo com técnicas-padrdo. Tais atividades po-
dem ser uma atividade direta, tal como uma associagéo a, ou uma atividade
enzimatica em uma segunda proteina, ou uma atividade indireta, tal como
um processo celular mediado por interagdo da proteina com uma segunda
proteina ou uma série de interagdes como em sinalizagdo intracelular ou a
cascata de coagulagéo.

Um "anticorpo” inclui qualquer polipeptideo ou peptideo que con-
tém molécula que compreende pelo menos uma parte de uma molécula
imunoglobulina, tal como, mas sem se limitar a, pelo menos uma regido de
complementaridade determinante (CDR) de uma cadeia pesada ou leve ou
uma parte de ligagéo a ligante desta, uma regido variavel de cadeia pesada
ou cadeia leve, uma regiao constante de cadeia pesada ou cadeia leve, uma
regido de estrutura, ou qualquer parte, fragmento ou variante desta. O termo
"anticorpo” € adicionalmente pretendido abranger anticorpos, fragmentos de
digestédo, partes especificadas e variantes desta, incluindo anticorpos mimé-
ticos ou que compreendem partes de anticorpos que imitam a estrutura e/ou
fungdo de um anticorpo ou fragmento especificado ou parte deste, incluindo
anticorpos de cadeia unica e fragmentos destes. Por exemplo, fragmentos
de anticorpos incluem, mas sem se limitar aos mesmos, fragmentos Fab (por
exemplo, por meio de digestdo de papaina), Fab' (por exemplo, por meio de
digestdo de pepsina e redugao parcial) e F(ab’)2 (por exemplo, por meio de

digestdo de pepsina), facb (por exemplo, por meio de digestdo de plasmina),
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pFc’ (por exemplo, por meio de digestdo de pepsina ou plasmina), Fd (por
exemplo, por meio de digestdo de pepsina, redugdo parcial e reagregacéo),
Fv ou scFv (por exemplo, por meio de técnicas de biologia molecular), séo
abrangidos pela invengao (ver, por exemplo, Colligan, e outros, eds., Current
Protocols in Immunology, John Wiley & Sons, Inc., NI (1994-2001); Colligan e
outros, Current Protocols in Polypeptide Science, John Wiley & Sons, NI
(1997-2001)).

Os termos "ensaio" ou "microensaio” ou "biochip" ou "chip" con-
forme usados neste relatério referem-se a artigos de manufatura ou disposi-
tivos que compreendem uma pluralidade de elementos-alvo imobilizados,
cada elemento-alvo que compreende um "clone", "caracteristica", "ponto" ou
area definida que compreende uma composigao particular, tal como uma
molécula biolbgica, por exemplo, uma molécula de acido nucléico ou poli-
peptideo, imobilizado para uma superficie sélida, conforme discustida em
detalhe adicional, abaixo.

“Complemento de" ou "complementar a" uma sequéncia de acido
nucléico da invengéao refere-se a uma molécula de polinucleotideo que apre-
senta uma sequéncia-base complementar e orientagdo reversa quando
comparada de um primeiro polinucleotideo.

"ldentidade”, conforme conhecido no estado da técniéa, € uma
relagdo entre duas ou mais sequéncias polipeptidicas ou duas ou mais se-
quéncias polinucleotidicas, conforme determinadas por comparagao das se-
quéncias. No estado da técnica, "identidade" também significa o grau de afi-
nidade de sequéncia entre sequéncias polipeptidicas ou polinucleotidicas,
conforme determinado pelo emparelhamento entre cadeias (strings) dessas
sequéncias. "ldentidade" e "similaridade" podem ser prontamentere calcu-
ladas por métodos conhecidos, incluindo, mas sem se limitar aos mesmos,
aqueles descritos in Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford
University Press, Nova lorque, 1988; Biocomputing:Informatics and Genome
Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, Nova lorque 1993; Computer
Analysis of Sequence Data, Parte |, Griffin, A. M., e Griffin, H. G., eds., Huma-

na Press, Nova Jérsei, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von
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Heinje, G., Academic Press, 1987; e Sequence Analysis Iniciador, Gribskov,
M. e Devereux, J., eds., M. Stockton Press, Nova lorque, 1991; and Carillo,
H., and Lipman, D., Siam J. Applied Math., 48:1073 (1988). Além disso, valo-
res para identidade percentual podem ser obtidos de alinhamentos de sequ-
éncia de aminoacidos e nucleotideos gerados usando os ajustes predefini-
dos para o componente AlignX de Vetor NTI Suite 8.0 (Informax, Frederick,
MD).

Os termos "especificamente hibridizar a", "hibridizando especifi-
camente a", "hibridizagdo especifica" e "seletivamente hibridizar a", confor-
me usados neste relatério refere-se a ligagdo, duplexagéo, ou hibridizagédo
de uma molécula de acido nucléico preferencialmente, com uma sequéncia
particular de nucleotideos sob condi¢des rigorosas. O termo "condigdes rigo-
rosas" refere-se a condigdes sob as quais uma sonda hibridizara preferen-
cialmente a sua subsequéncia-alvo; e a um grau menor a, ou ndo de modo
algum a, outras sequéncias. Uma "hibridizagdo rigorosa" e "condigbes de
lavagem de hibridizagdo rigorosa" no contexto de hibridizacdo de acido
nucleico (por exemplo, como no ensaio, hibridizagdes Southern ou Northern)
sao sequéncias dependentes, e sdo diferentes sob pardmetros ambientais
diferentes. Condi¢cdes de hibridizagdo alternativas que podem ser usadas
para pratica da invengao sdo de.scritas em detalhes, abaixo. Em aspectos
alternativos, as condigdes de hibridizagdo e/ou lavagem sdo realizadas sob
condigdbes moderadas, condigbes rigorosas e condigcdes muito rigorosas,
conforme descritas em detalhes adicionais, abaixo. Condigoes de lavagem
alternativas sdo também usadas em diferentes aspectos, conforme descritos
em detalhes adicionais, neste relatorio.

As expressdes "molécula bioldgica marcada" ou "marcada com
uma composi¢cdo detectavel” ou "marcada com uma metade detectavel”
conforme usadas neste relatério referem-se a uma molécula bioloégica, por
exemplo, um acido nucléico, o qual compreende uma composigio detecta-
vel, isto €, uma marca, conforme descrita em detalhes, abaixo. A marca po-
de também ser uma outra molécula biolégica, conforme um &acido nucléico,

por exemplo, um acido nucleico na forma de uma estrutura com formato de
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grampo de cabelo (stem-loop) como um "molecular beacon," conforme
descrito abaixo. Isso inclui incorporagédo de bases marcadas (ou, bases que
podem ligar-se a uma marca detectavel) no acido nucléico mediante, por
exemplo, nick translation, extensao de iniciador aleatério, amplificagdo com
primers degenerados, e similares. Qualquer marca pode ser usada, por e-
xemplo, marcas quimioluminescentes, radiomarcas, marcas enzimaticas e
similares. A marca pode ser detectavel por quaisquer meios, por exemplo,
detecgdo visual, espectroscopica, fotoquimica, bioquimica, imunoquimica,
fisica, quimica e/ou quimiluminescente. A invengdo pode usar ensaios que
compreendem acidos nucleicos imobilizados que compreendem marcas de-
tectaveis. ‘

O termo "acido nucléico" conforme usado neste relatorio refere-
se a um desoxirribonucleotideo (DNA) ou ribonucleotideo (RNA) em forma
de mono ou dupla-fita. O termo abrange acidos nucleicos que contém ana-
logos de nucleotideos naturais conhecidos. O termo acido nucleico é usado
intercambiavelmente com gene, DNA, RNA, cDNA, mRNA, iniciador de oli-
gonucleotideo, sonda e produto de amplificagdo. O termo também abrange
analogos de estrutura principal de DNA, tais como fosfodiéster, fosforotioato,
fosforoditioato, metilfosfonato, fosforamidato, fosfotriéster alquilico, suifama-
to, 3'-tioacetal, metileno(metilimino), 3'-N-carbamato, carbamato de morfoli-
no, e acidos nucleicos peptidicos (PNAs).

Os termos "amostra” ou "amostra de acidos nucleicos" conforme
usados neste relatério referem-se a uma amostra que compreende um DNA
ou RNA, ou acido nucleico representativo de DNA ou RNA isolado de uma
fonte natural. Uma "amostra de acidos nucleicos" é em uma forma adequada
para hibridizagdo (por exemplo, como uma solugdo aquosa soluvel) com um
outro acido nucleico (por exemplo, sondas imobilizadas). A amostra de acido
nucleico podera ser isolada, clonada, ou extraida de células ou tecidos parti-
culares. A amostra de células ou tecidos a partir da qual a amostra de acido
nucleico é preparada é tipicamente tomada de um paciente que apresenta
ou suspeita de apresentar psoriase ou uma doenga ou condigdo correlata.

Métodos de isolamento de amostras celulares e tissulares sdo bem-conhe-
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cidos daqueles versados na técnica e incluem, mas sem se limitar aos mes-
mos, aspiragbes, secdes de tecidos, bidpsias com agulha, e similares. Fre-
quentemente, a amostra serd uma "amostra clinica" que é uma amostra
derivada de um paciente, incluindo segdes de tecidos tais como segées con-
geladas ou seg¢des de parafina tomadas para finalidades histolégicas. A a-
mostra pode também ser derivada de sobrenadantes (de células) ou as pro-
prias células tomadas de pacientes ou de culturas celulares, células de cultu-
ra tissulares e outros meios em que podera ser desejavel detectar a resposta
para farmacos candidatos. Em alguns casos, os acidos nucleicos poderao
ser amplificados usando técnicas-padrao tal como PCR, antes da hibridiza-
cao. A sonda pode ser produzida de, e coletivamente pode ser representati-
va de uma fonte de acidos nucleicos de uma ou mais porcdes, ou mais
particular (pré-selecionadas) de, por exemplo, uma colegéo de produtos de
amplificagdo de reagcdo em cadeia de polimerase (PCR), substancialmente
um cromossomo completo ou um fragmento de cromossomo, ou substanci-
almente um genoma total, por exemplo, como uma colec¢do de clones, por
exemplo, BACs, PACs, YACs, e similares (ver abaixo).

"Acidos nucléicos" sdo polimeros de nucleotideos, em que um
nucleotideo compreende uma base ligada a um agucar, cujos agucares sao
por sua vez ligados uns aos outrbs por meio de um intercessor pelo menos
molécula bivalente, tal como acido fosférico. Em acidos nucleicos que ocor-
rem naturalmente, o agucar € 2’-desoxirribose (DNA) ou ribose (RNA). Poli
ou oligonucleotideos antinaturais contém bases modificadas, agucares, ou
moléculas de ligagdo, mas sdo geralmente entendidas imitar a natureza
complementar dos acidos nucleicos que ocorrem naturalmente apds os
quais elas sdo projetadas. Um exemplo de um oligonucleotideo antinatural é
uma composi¢do de molécula anti-sentido que apresenta uma estrutura prin-
cipal de fosforotiorato. Um "oligonucleotideo" geralmente refere-se a uma
molécula de acido nucléico que apresenta menos de 30 nucleotideos.

O termo "perfil" significa um padrdo e refere-se & magnitude e
direcdo de mudanga de varias caracteristicas. O perfil podera ser interpre-

tado rigosamente, isto &€, onde a variagcdo na magnitude e/ou niimero de ca-
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racteristicas dentro do perfil que exibe a caracteristica é substancialmente
similar a um perfil de referéncia ou podera ser interpretado menos rigorosa-
mente, por exemplo, exigindo uma tendéncia em vez de um emparalhamen-
to absoluto de toda ou um subconjunto de caracteristicas de aspectos.

Os termos "proteina”, "polipeptideo," e "peptideo" incluem "analogos",
ou "variantes conservativas" e "miméticos" ou "peptideomiméticos" com es-
truturas e atividade que substancialmente corresponde ao polipeptidec a
partir do quel a variante derivou-se, conforme discutido em detalhes acima.

Um "polipeptideo” € um polimero de residuos aminoacidos unido
por ligagdes peptidicas, e um peptideo geralmente refere-se a polimeros de
aminoacidos de 12 ou menos residuos. Ligagdes peptidicas podem ser
produzidas naturalmente conforme direcionadas pelo padrio de acido nucle-
ico ou sinteticamente por métodos bem-conhecidos no estado da técnica.

Uma "proteina” € uma macromolécula que compreende uma ou
mais cadeias de polipeptideos. Uma proteina podera adicionalmente com-
preender grupos substituintes ligados aos grupos laterais dos aminoacidos
nao envolvidos na formagado das ligagbes de peptideos. Tipicamente,
proteinas formadas por expressdo de células eucaridticas também contém
carboidratos. Proteinas sdo definidas neste relatdério em termos de sua se-
quéncia ou estrutura principal de aminoacido ou e, substituintes ndo sao
especificados, se conhecidos ou néo.

O termo "receptor” denota uma molécula que apresenta a capa-
cidade de afetar atividade biolégica, em por exemplo, uma célula, como
resuitado de interagdo com um ligante especifico ou parceiro de ligagédo. Re-
ceptores ligados a membrana celular sdo caracterizados por um dominio de
ligagdo com ligante extracelular, um ou mais dominios que atravessam a
membrana (membrane spanning) ou dominios de transmembranas, € um
dominio efetuador intracelular que é tipicamente envolvido na transdugéo de
sinais. Ligagcdo com ligante a receptores de membrana celular causa altera-
¢Oes no dominio extracelular que sao comunicados através da membrana
celular, interagdo direta ou indireta com uma ou mais proteinas

intracelulares, e altera propriedades celulares, tais como atividade enzimati-
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ca, forma celular, ou perfil de expresséo genética. Receptores poderdo tam-
bém ser livres a superficie celular e poderdo ser citosdlicos, nucleares, ou
liberados da célula totalmente. Receptores nao-celulares associados sio
denominados receptores sollveis ou ligantes.

Todas as publicagdes ou patentes citadas neste relatdrio sdo
totalmente incorporadas neste relatério como referéncia, se ou nao especifi-
camente designadas consequentemente, conforme mostra o estado da téc-
nica quando da presente invengéo e/ou proporcionam descri¢gdo e capacida-
de da presente invencdo. Publicagbes referem-se a quaisquer publicagées
cientificas ou patentes, ou qualquer outra informacao disponivel em qualquer
formato de midia, incluindo todos os formatos registrados, eletrdnicos ou
impressos. As referéncias seguintes sdo totalmente incorporadas neste rela-
torio como referéncia: Ausubel, e outros, ed., Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, Inc., NI (1987-2001); Sambrook, e outros, Mole-
cular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Edigdo, Cold Spring Harbor, NI
(1989); Harlow e Lane, antibodies, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor,
NI (1989); Colligan, e outros, eds., Current Protocols in Immunology, John
Wiley & Sons, Inc., NI (1994-2001); Colligan e outros, Current Protocols in
Protein Science, John Wiley & Sons, NI (1997-2001).
dentificacéio e Validagso de Painel Genético

CNTO 1275 é um anticorpo de IgG1 humana anti-IL-12p40 hu-

mano de Centocor, Inc. que se liga a subunidade p40 de IL-12 e IL-23 hu-

mana. CNTO 1275 é em ensaios clinicos para o tratamento de psoriase.
Teste clinico inicial de CNTO 1275 em pacientes com psoriase
moderada a grave (designacdo de estudo T01) demonstrou melhoria clinica
significativa apés uma unica dose 1V (Kauffman, CL e outros, 2004. J. Invest.
Dermatol. 123:1037-1044). Uma fase |, primeiro em humano, estudo aberto
marcado nao-randomizado demonstrou que uma Unica infusdo intravenosa
de CNTO1275 é geralmente bem-tolerada e induz melhorias dependentes
de concentracdo de lesGes psoriaticas. Embora psoriase seja uma das do-
engas inflamatérias mediadas por células T mais prevalecentes em humanos

€ entre as doengas e disturbios inflamatérios mediados imunes mais comun-
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s, um autoantigeno néo foi identificado. A patogénese de psoriase pensa-se
depender da ativagdo de células T lesionais e/ou circulantes e seus produtos
segregados que levam a hiperproliferagdo e angiogénese de queratindcitos
com ectasia marcada de vasos sanguineos.

No estudo TO01, dezoito (18) pacientes com area superficial cor-
poral que varia de 3% a 35% e pelo menos duas placas localizadas no tron-
co ou extremidades foram tratadas com uma Unica infusdo intravenosa. Do-
ses variaram de 0,1 a 5,0 mg por kg. Ndo houve nenhum evento adverso
grave relacionado a CNTO1275. Os eventos adversos mais comumente rela-
tados incluidos transitorios diminuem em células CD4+ e CD16/56+, dor de
cabeca, sintomas de resfriado e dor no local da bidépsia. Doze de 18 indivi-
duos (67%) obtiveram pelo menos 75% de melhoria no indice de atividade e
gravidade de psoriase (PASI) entre 8 e 16 semanas apos administragdo do
estudo. Melhorias clinicas foram dependentes de concentragio.

Em um estudo similar, TO2, conforme descrito no Exemplo 1,
analise de perfil genético por meio de microensaio usando amostras de bi-
opsia da pele de individuos no estudo, resultou na identificagdo de um painel
genético indicador de prognéstico que foi correlativo com eficacia de trata-
mento com CNTO 1275 antes de melhoria clinica visivel conforme medida
pelo escore de PASI.

A presente invengado proporciona novos métodos de diagnose de
disturbios associados a psoriase, bem como métodos de selegdo de
composigbes que modulam os sintomas de psoriase, particularmente as le-
sOes psoriaticas da pele. Por "psoriase”, "lesdes psoriaticas da pele", "condi-
¢Oes relacionadas a psoriase" ou equivalentes gramaticais conforme usados
neste relatério, entende-se um estado ou condigdo de doenca que é marca-
do por doenga inflamatéria mediada por células T levando a hiperprolifera-
¢ao e angiogénese de queratindcitos com ectasia marcada de vasos sangu-
ineos, isto &, erupcao de lesdes cutaneas. Outros disturbios cutdneos de
células T inclui: linfoma cutaneo de células T.

No tratamento de psoriase ou um disturbio correlato, seria dese-

javel limitar respostas patogénicas a células T. A familia IL-12 de citocinas,
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IL-12, IL-23, foi identificada como sendo envolvida em respostas imunes in-
duzidas por Th1. Portanto, um antagonista de todos os membros (ndo so-
mente limitado a IL-12 ou IL-23) que compartilha a subunidade comum beta
(p40) foi selecionado como um primeiro produto terapéutico em humanos
para tratar psoriase.

Em um aspecto, os niveis de expressdo de genes sdo determi-
nados em diferentes amostras de paciente das quais informagdo de diagnose &
desejada, para proporcionar perfis de expressdo. Um perfil de expressao de
uma amostra particular € essencialmente uma "impressao digital" do estado
da amostra; embora dois estados poderdo apresentar qualquer gene
particular similarmente expresso, a avaliagdo de varios genes simultane-
amente permite a geragdo de uma perfil de expressdo genética que é Unica
para o estado da amostra de paciente. Isto é, tecido normal podera ser
distinguido de tecido de lesdo e tecido de um paciente tratado podera ser
distinguido de um paciente nao-tratado. Por comparagdo de perfis de ex-
pressdo de tecido em diferentes estados da doenca que sdo conhecidos,
informagdo em relagdo a esses genes que é importante (incluindo tanto in-
ducdo quanto inibicdo (up- and down-regulation) de genes) em cada um
desses estados € obtida.

A identificagdo de secjuéncias (genes) que sado diferencialmente
expressas em tecido de doenga permite o uso dessa informacgao de varias
maneiras. Por exemplo, a avaliagdo de um regime de tratamento particular
podera ser avaliada. Similarmente, diagnose podera ser feita ou confirmada
comparando amostras de pacientes com os perfis de expressio conhecidos.
Alem disso, esses perfis de expressao genética (ou genes individuais) permi-
tem selecdo de candidados a farmaco com o propdsito de imitar ou alterar
um perfil de expresséo particular; por exemplo, selecdo pode ser feita de
farmacos que suprimem o perfil de expressao angiogénico.

Isso podera ser feito por meio de biochips que compreendem
conjuntos dos importantes genes de doenga, que podem em seguida ser
usados nessas triagens. Esses métodos podem também ser realizados com

base em proteina; isto €, niveis de expressao protéica das proteinas de pro-
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duto génico relacionado a psoriase podem ser avaliados de propdsitos
diagnosticos ou para selecionar agentes candidados. Além disso, as sequ-
éncias de acidos nucleicos que compreendem o perfil génico relacionado a
psoriase pode ser usado para projetar um produto terapéutico, incluindo a
administragdo de acidos nucleicos antissentido, ou a proteina codificada pela
sequéncia génica pode ser admininistrada como um componente de uma
vacina.

Desse modo, a presente invengdo proporciona informacdo sobre
sequéncias de acidos nucleicos e protéicas que sdo diferencialmente ex-
pressas em psoriase, neste relatério denominadas "sequéncias genéticas
relacionadas a psoriase". Conforme descritas em linhas gerais abaixo, se-
quéncias genéticas relacionadas a psoriase incluem aquelas que sao induzi-
das (isto €, expressas em um nivel superior) em distarbios associados a pso-
riase, bem como aquelas que sdo inibidas (isto €, expressas em um nivel
inferior). Em uma modalidade preferida, as sequéncias genéticas relaciona-
das a psoriase sdo de humanos; contudo, como sera avaliado por aqueles
versados no estado da técnica, sequéncias genéticas relacionadas a psoria-
se de outros organismos poderao ser uUteis em modelos animais de avalia-
¢ao de doenga e farmaco; desse modo, outras sequéncias genéticas rela-
cionadas a psoriase sao proporcionadas, de vertebrados, incluindo mamife-
ros, incluindo roedores (ratos, camundongos, hamsters, porquinho-da-india,
etc.), primatas, animais de fazenda (incluindo ovelhas, cabras, porcos, vaca-
s, cavalos, etc). Sequéncias genéticas relacionadas a psoriase de outros
organismos poderao ser obtidas usando as técnicas conhecidas no estado
da tecnica. _

Sequéncias genéticas relacionadas a psoriase podem incluir tan-
to sequéncias de acidos nucleicos quanto de aminoacidos. Em uma modali-
dade preferida, as sequéncias genéticas relacionadas a psoriase sdo acidos
nucleicos recombinantes. Pelo termo "acido nucleico recombinante" neste
relatério entende-se acido nucléico, originalmente formado in vitro, em geral,
pela manipulagdo de acido nucléico por meio de polimerases e endonuclea-

ses, em uma forma ndo normalmente encontrada na natureza. Desse modo,
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um &cido nucleico isolado, em uma forma linear, ou um vetor de expressao
formado in vitro ligando moléculas de DNA que ndo sdo normalmente uni-
das, sdo ambos considerados recombinantes para os propositos desta in-
vengdo. Entende-se que uma vez que um &acido nucleico recombinante é
produzido e reintroduzido em uma célula hospedeira ou organismo, ele repli-
cara nao-recombinantemente, isto &, usando o mecanismo celular in vivo da
célula hospedeira em vez de manipulagbes in vitro; contudo, esses acidos
nucléicos, uma vez produzidos recombinantemente, embora de forma
subsequente replicados ndo-recombinantemente, sdo ainda considerados
recombinantes para as finalidades da invengao.

Método de Pratica da Invencio

A invengao proporciona in silico, métodos com base em ensaio
contando com a quantidade relativa de uma molécula de ligag&o (por exemplo,
sequéncia de acido nucléico) em duas ou mais amostras. Também proporcio-
nados sdo métodos implementados por computador para determinar a quanti-
dade relativa de uma molécula de ligagdo (por exemplo, sequéncia de acido
nucléico) em duas ou mais amostras e usar a quantidade de ligacéo relativa
determinada para diagnose e estagio da doencga, predizer sensibilidade a
uma terapia particular, € monitorar e acentuar tratamento terapéutico.

Na pratica dos métodbs da invengdo, duas ou mais amostras de
moléculas biologicas marcadas (por exemplo, acido nucléico) sdo aplicadas
a dois ou mais ensaios, em que 0s ensaios apresentam substancialmente o
mesmo complemento de molécula de ligagédo imobilizada (por exemplo, &ci-
do nucleico imobilizado capaz de hibridizagdo com acido nucleico de amos-
tra marcada). Os dois ou mais ensaios s3o tipicamente copias multiplas do
mesmo ensaio. Contudo, porque cada "ponto", "clone" ou "aspecto” no en-
saio apresentam moléculas bioldgicas similares (por exemplo, acidos nucléi-
cos da mesma sequéncia) e as moléculas biolégicas (por exemplo, acido
nucléico) em cada ponto sdo conhecidas, como é tipico de acido nucléico e
outros ensaios, ndo €& necessario que os ensaios multiplos usados na inven-
¢ao sejam idénticos na configuragdo é, apenas necessario que a posigdo de

cada aspecto no substrato por meio conhecido, isto &, ter uma express3o.
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Desse modo, em um aspecto, amostras de moléculas bioldgicas multiplas
(por exemplo, acido nucléico) sdo comparativamente ligadas ao ensaio (por
exemplo, simultaneamente hibridizadas) e a informacé&o reunida é codificada
de tal modo que os resultados sejam baseados nas propriedades inerente do
aspecto (por exemplo, a sequéncia de acido nucleico) e ndo sua posi¢édo
sobre o substrato.

Amplificacdo de Acidos Nucléicos

Amplificagdo usando iniciadores de oligonucleotideos podem ser
usados para gerar acidos nucléicos usados nas composigdes e métodos da
invengao, para detectar ou medir niveis de amostras de teste ou controle
hibridizadas para um ensaio, e similares. Aquele versado na técnica pode
selecionar e projetar iniciadores de amplificagéd de oligonucleotideos ade-
quados. Métodos de amplificagdo sdo também bem-conhecidos na técnica, e
incluem, por exemplo, reagdo de cadeia polimerase PCR (PROTOCOLOS
PCR, A GUIDE TO METHODS AND APPLICATIONS, ed. Innis, Academic
Press, N.I. (1990) e PCR STRATEGIES (1995), ed. Innis, Academic Press,
Inc., N.I., ligase chain reaction (LCR) (ver, por exemplo, Wu (1989) Geno-
mics 4:560; Landegren (1988) Science 241:1077; Barringer (1990) Gene
89:117); transcription amplification (ver, por exemplo, Kwoh (1989) Proc. Na-
tl. Acad. Sci. USA 86:1173); e self-sustained sequence replication (ver, por
exemplo, Guatelli (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874); Q replicase
amplification (ver, por exemplo, Smith (1997) J. Clin. Microbiol. 35:1477-
1491), amplification assay Q-beta replicase (ver, por exemplo, Burg (1996)
Mol. Cell. Probes 10:257-271) e other RNA polymerase mediated techniques
(por exemplo, NASBA, Cangene, Mississauga, Ontario), ver também Berger
(1987) Methods Enzymol. 152:307-316; Sambrook; Ausubel; Patente U.S.
Nos. 4.683.195 e 4.683.202; Sooknanan (1995) Biotechnology 13:563-564.

Acidos Nucleicos de Hibridizacdo

Na pratica dos métodos da invengao, amostras de teste e contro-
le de acido nucléico s&o hibridizadas com acido nucleico imobilizado por
sonda, por exemplo, em ensaios. Em aspectos alternativos, a hibridizagéo

e/ou condigbes de lavagem sao realizadas sob condi¢gdes moderadas, con-
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digcbes rigorosas e condigdes muito rigorosas. Um guia extensivo para a
hibridizagdo de acidos nucleicos € encontrado in, por exemplo, Sambrook
Ausubel, Tijssen. Geralmente, hibridizagdo altamente rigorosa e condicdes
de lavagem s&o selecionadas ser aproximadamente 5°C menor que o ponto
térmico de fusdo (Tm) para a sequéncia especifica em uma forga i6nica
definida e pH. O Tm é a temperatura (sob forga idnica definida e pH) na qual
50% da sequéncia-alvo hibridizam com uma sonda perfeitamente empare-
Ihada. Condi¢cbes muito rigorosas sdo selecionadas para ser iguais 8 Tm em
relagdo a uma sonda particular. Um exemplo de condi¢cdes rigorosas de
hibridizagéo para hibridizagdo de acidos nucleicos complementares que a-
presentam mais de 100 residuos complementares em um ensaio ou um filtro
em um Southern ou northern blot é 42°C usando solugdes-padrdao de
hibridizagdo (ver, por exemplo, Sambrook), com a hibridizagdo sendo reali-
zada da noite para o dia. Um exemplo de condi¢des de lavagem altamente
rigorosas € a NaCl 0,15 M a 72°C por aproximadamente 15 minutos. Um
exemplo de condi¢des de lavagem rigorosas € uma lavagem de 0,2 x SSC a
65°C por 15 minutos (ver, por exemplo, Sambrook). Frequentemente, uma
lavagem de alta estringéncia é precedida por um meio ou lavagem de baixa
estringéncia para remover sinal de sonda de fundamento. Um exemplo de
lavagem de estringéncia média para um duplex de, por exemplo, mais de
100 nucleotideos, é 1xSSC a 45°C por 15 minutos. Um exemplo de uma la-
vagem de baixa estringéncia para um duplex de, por exemplo, mais de 100
nucleotideos, é 4 x para 6 x SSC a 40°C por 15 minutos.

Em aspectos alternativos das composigoes e métodos da inven-
¢ao, por exemplo, na pratica de hibridizagdo comparativa de acidos nuclei-
cos, tal como hibridizagdo comparativa genémica (CGH) com ensaios, os
corantes fluorescentes Cy3® e Cy5® sado usados para diferencialmente
marcar fragmentos de acidos nucleicos de duas amostras, por exemplo, o
acido nucleico imobilizado por ensaio versus o acido nucleico de amostra,
ou, acido nucléico gerado de um controle versus uma célula ou tecido de
teste. Muitos instrumentos comerciais sdo elaborados para acomodar a de-
teccdo desses dois corantes. Para aumentar a estabilidade de Cy5®, ou

fluors ou outros compostos sensiveis a oxidagdo, antioxidantes e
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ors ou outros compostos sensiveis a oxidagao, antioxidantes e sequestran-
tes de radicais livres podem ser usados nas misturas de hibridizacdo, a
hibridizagédo e/ou as solugdes de lavagem. Desse modo, sinais de Cy5® sio
dramaticamente aumentados e tempos de hibridizagdo mais longos sdo pos-
siveis. Ver WO 0194630 A2 e Pedido de Patente dos Estados Unidos N2
20020006622.

Para adicionalmente aumentar a sensibilidade de hibridizagéo,
hibridizagdo pode ser realizada em um ambiente de umidade controlada,
insaturada; desse modo, eficiéncia de hibridizagao é significativamente aper-
feicoada se a umidade nado é saturada. Ver, WO 0194630 A2 e Pedido de
Patente dos Estados Unidos N2 20020006622. A eficiéncia de hibridizagao
pode ser aperfeigoada se a umidade é dinamicamente controlada, isto &, se
a umidade altera durante hibridizagcdo. Transferéncia de massa sera
facilitada em um ambiente de umidade dinamicamente equilibrada. A umi-
dade no ambiente de hibridizagdo pode ser ajustada gradativa ou continua-
mente. Dispositivos de ensaio que compreendem armazenamentos e con-
troles que permitem o operador controlar a umidade durante estagios de pré-
hibridizagdo, hibridizagéo, lavagem e/ou detecgdo podem ser usados. O dis-
positivo pode apresentar deteccdo, controle e componentes de memoria que
permitem pré-programacéo dos controles de umidade e temperatura (que
sdo constantes e precisos ou que flutuam, e outros pardmetros durante o
ciclo total processual, incluindo etapas de pré-hibridizagéo, hibridizagdo, la-
vagem e detecgdo. Ver, WO 0194630 A2 e Pedido de Patente dos Estados
Unidos N2 20020006622.

Os métodos da invengdo podem compreender condigbes de
hibridizagdo que compreendem flutuagéo osmética. Eficiéncia de hibridizagao
(isto €, tempo para equilibrio) pode também ser acentuada por um ambiente
de hibridizacdo que compreende alterar hiper-/hipotonicidade, por exemplo,
um gradiente soluto. Um gradiente soluto é produzido no dispositivo. Por
exemplo, uma solugdo de hibridizagdo de baixo teor salino é colocada em um
lado da cadmara de ensaio de hibridizagao e um tampao de maior teor salino é

colocado no outro lado para gerar um gradiente soluto na cadmara. Ver, WO
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0194630 A2 e Pedido de Patente dos Estados Unidos N° 20020006622.
Bloqueio da Capacidade de Sequéncias de Acidos nucleicos Repetitivas pa-
ra Hibridizagsio

Os métodos da invengdo podem compreender uma etapa de

bloqueio da capacidade de sequéncias de acidos nucleicos repetitivas para
hibridizag3o (isto é, bloqueio da "capacidade de hibridizacdo") nos segmen-
tos de acidos nucleicos imobilizados. A capacidade de hibridizagdo de sequ-
éncias de acidos nucleicos repetitivas nas sequéncias de acidos nucleicos
de amostra pode ser bloqueada misturando sequéncias de acido nucleico de
amostra com sequéncias repetitivas de acidos nucleicos ndo-marcados ou
alternativamente marcados. Sequéncias de &acidos nucleicos de amostra
podem ser misturadas com sequéncias repetitivas de acidos nucleicos antes
da etapa de contato com os segmentos de acidos nucleicos imobilizados no
arranjo. Sequéncias de bloqueio sdo, por exemplo, Cot-1 DNA, DNA de es-
perma de salm&o, ou sequéncias gendémicas especificas repetitivas. As se-
quéncias repetitivas de acidos nucleicos podem ser ndo-marcadas. Varios
métodos de remover e/ou impossibilitar a capacidade de hibridizagdo de se-
quéncias repetitivas usando, por exemplo, Cot-1 sdo conhecidos; ver, por
exemplo, Craig (1997) Hum. Genet. 100:472-476; WO 93/18186. Sequéncias
repetitivas de DNA podem ser re'movidas de sondas de biblioteca por meio
de purificagdo magnética e afinidade de RPC, ver, por exemplo, Rauch
(2000) J. Biochem. Biophys. Methods 44:59-72.

Arranjos sdo genericamente uma pluralidade de elementos-alvo
imobilizados sobre a superficie da placa conforme definidos "pontos" ou "a-
glomerados" ou "aspectos," com cada elemento-alvo compreendendo uma
ou mais moléculas bioldgicas (por exemplo, acidos nucleicos ou polipepti-
deos) imobilizadas a uma superficie soélida para ligagdo especifica (por e-
xemplo, hibridizagdo) com uma molécula em uma amostra. Os acidos nucle-
icos imobilizados podem conter sequéncias de mensagens especificas (por
exemplo, como bibliotecas de cDNA) ou genes (por exemplo, bibliotecas ge-
ndmicas), incluindo um genoma humano. Outros elementos-alvo podem con-

ter sequéncias de referéncia, e similares. As moléculas biolégicas dos arran-
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jos poderao ser dispostas na superficie sélida em diferentes tamanhos e dif-
erentes densidades. As densidades das moléculas biolégicas em um aglo-
merado e o numero de aglomerados no ensaio dependera de varios fatores,
tal como a natureza da marca, o suporte solido, o grau de hidrofobicidade da
superfice do substrato, e similares. Cada aspecto podera compreender subs-
tancialmente a mesma molécula biolégica (por exemplo, acido nucleico), ou,
uma mistura de molécula biolégicas (por exemplo, acidos nucleicos de dife-
rentes comprimentos e/ou sequéncias). Desse modo, por exemplo, um as-
pecto poderd conter mais de uma cépia de uma parte de DNA clonada, e
cada cOpia podera ser quebrada em fragmentos de diferentes comprimentos.

Superficies de arranjo do substrato sobre as quais as moléculas
biologicas (por exemplo, acidos nucleicos) sdo imobilizadas podem incluir
nitrocelulose, vidro, quartzo, silica fundida, plasticos e similares, conforme
discutidas adicionalmente, abaixo. As composigdes e métodos da invengdo
podem incorporar-se em todo ou em parte de projetos de ensaios, e compo-
nentes e métodos associados, conforme descritos, por exemplo, in Patente
Estados Unidos N%° 6.344.316; 6.197.503; 6.174.684; 6.159.685; 6.156.501:
6.093.370; 6.087.112; 6.087.103; 6.087.102; 6.083.697; 6.080.585;
6.054.270; 6.048.695; 6.045.996; 6.022.963; 6.013.440; 5.959.098;
5.856.174;, 5.843.655; 5.837.832; 5.770.456; 5.723.320; 5.700.637;
5.695.940; 5.5656.752; 5.143.854; ver também, por exemplo, WO 99/51773;
WO 99/09217; WO 97/46313; WO 96/17958; WO 89/10977; ver também, por
exemplo, Johnston (1998) Curr. Biol. 8:R171-174; Schummer (1997) Biote-
chniques 23:1087-1092; Kern (1997) Biotechniques 23:120-124; Solinas-
Toldo (1997) Genes, Chromosomes & Cancer 20:399-407; Bowtell (1999)
Nature Genetics Supp. 21:25-32; Epstein (2000) Current Opinion in Biotech.
11:36-41; Mendoza (1999 Biotechniques 27: 778-788; Lueking (1999) Anal.
Biochem. 270:103-111; Davies (1999) Biotechniques 27:1258-1261.
Superficies de Substrato

Superficies de substrato que podem ser usadas nas composi-
¢cOes e métodos da invengéo incluem, por exemplo, vidro (ver, por exemplo,

Patente Estados Unidos N° 5.843.767), ceramicas, e quartzo. Os arranjos
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podem apresentar superficies de substrato de um material rigido, semirrigido
ou flexivel. A superficie de substrato pode ser lisa ou planar, ser formada
como cavidades, regides elevadas, valas gravadas (etched trenches), poros,
contas, filamentos, ou similares. Superficies de substrato podem também
compreender varios materiais tais como nitrocelulose, papel, substratos cris-
talinos (por exemplo, arsenieto de galio), metais, metaldides, poliacriloilmorf-
olida, varios plasticos e copolimeros de plastico, Nylon®, Teflon®, polietile-
no, polipropileno, latex, polimetacrilato, poli(tereftalato de etileno), raiom, nai-
lon, poli(butirato de vinila), e acetato de celulose. Os substratos poderdo ser
revestidos e o substrato e o revestimento podera ser funcionalizado para,
por exemplo, permitir conjugacdo com uma amina.

Arranjos que Compreendem Sequéncias de Calibracio

A invengdo comtempla o uso de ensaios que compreendem
sequéncias de calibragdo imobilizadas para normalizagédo dos resultados de
reagoes de hibridizagdo com base em arranjo, e métodos para utilizar essas
sequéncias de calibragéo, por exemplo, para determinar o niumero de copia
de uma sequéncia de calibragdo para "normalizar" ou "calibrar" perfis de ra-
z30. As sequéncias de calibragdo podem ser substancialmente as mesmas
como uma unica sequéncia em uma sequéncia de acido nucleico imobilizado
em um ensaio. Por exemplo, umé sequéncia "marcadora” de cada "ponto"
ou "biossitio" em um ensaio (que esta presente apenas nesse ponto, tornan-
do-a uma "marcadora" para esse ponto) é representada por uma sequéncia
correspondente em um ou mais ponto(s) de "controle" ou "calibragdo”.

O "pontos de controle" ou "pontos de calibragdo" sdo usados pa-
ra "normalizacdo" para proporcionar informagdo que é seguro e repetivel.
Pontos de controle podem proporcionar um resultado consistente indepen-
dente da amostra marcada hibridizada com o ensaio (ou uma molécula de
ligacdo marcada a partir de uma amostra). Os pontos de controle podem ser
usados para gerar uma curva de "normalizagdo" ou "calibragdo" para com-
pensar possiveis erros de intensidade entre os dois ensaios (ou mais)
usados nos métodos da invengao in silico, a base de arranjo.

Um meétodo de gerar um controle no arranjo seria usar uma mis-
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tura equimolar de todas as moléculas biolégicas (por exemplo, sequéncias
de acidos nucleicos) manchadas no arranjo e gerar um Unico ponto. Esse
unico ponto apresentaria quantidades iguais das moléculas biolégicas (por
exemplo, sequéncias de acidos nucleicos) a partir de todos os outros pontos
no arranjo. Pontos multiplos de controle podem ser gerados variando a con-
centragdo da mistura equimolar.

Amostras e Espécimes

A amostra de acido nucleico podera ser isolada, clonada, ou ex-
traida de células, tecidos particulares, ou outros espécimes. A amostra de
célula ou tecido a partir dos quais a amostra de acido nucleico é preparada é
tipicamente tomada de um paciente que apresenta ou suspeita de apresen-
tar psoriase ou uma condigdo correlata. Métodos de isolamento de amostras
de célula e tecido sdo bem-conhecidos daqueles versados na técnica e in-
cluem, mas sem se limitar aos mesmos, aspiragdes, secdes de tecido, bidp-
sias com agulha, e similares. Frequentemente, a amostra sera uma "amostra
clinica” que € uma amostra derivada de um paciente, incluindo sangue total,
ou segbes de tecidos, tais como seg¢des congeladas ou segdes de parafina
tomadas para finalidades histoldgicas. A amostra pode também ser derivada
de sobrenadantes (de células) ou as proprias células tomadas de pacientes
ou de culturas celulares, células de cultura de tecidos e outros meios em que
podera ser desejavel detectar a resposta para farmacos candidatos. Em al-
guns casos, os acidos nucleicos podedo ser amplificados usando técnicas-
padréo tal como PCR, antes da hibridizac3o.

Em uma modalidade, a presente invengcdo € um método pos-
tratamento de monitorar resolugdo da doenca. O método inclui (1) tomar
uma leséo cutanea ou outra espécime de um individuo diagnosticado com
psoriase ou uma doenga ou disturbio correlato, (2) medir os niveis de
expresséo dos genes de perfil do painel, (3) comparar o nivel de expressdo
pos-tratamento dos genes com um perfil de referéncia pré-tratamento em
relagédo ao individuo, e (4) determinar o progndstico de resolucdo da leséo
psoriatica monitorando pelo menos um constituinte do perfil genético relacio-

nado a psoriase.
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Em uma outra modalidade, a presente invengio € um método de
diagnéstico para psoriase e o padrdao de referéncia (amostra) é tomado de
um sitio ndo-envolvido e a amostra teste de uma les&o suspeita.

Métodos de Avaliacdo de Utilidade de Biomarcador

A utilidade de diagndstico e progndstico do presente painel gené-
tico biomarcador para avaliar uma resposta do paciente a tratamento, prog-
nostico, ou presenga, grau, severidade ou estagio de doenca pode ser vali-
dada usando outros meios para avaliar um estado de saude ou doencga do
paciente. Por exemplo, medig&o total de doenga podera ser avaliada e regis-
trada por certos métodos de formagao de imagem, tais como, mas sem se
limitar aos mesmos: avaliagdo médica, imagem por tecnologia fotografica,
radiométrica, ou ressonancia magnética. indices gerais de satde ou doenca
adicionalmente incluem composigdo sérica ou sanguinea (proteina, enzimas
hepaticas, pH, eletrélitos, volume de heméacias, hematdcrito, hemogiobina,
ou proteina especifica). Contudo, em algumas doencas, a etiologia é ainda
pobremente entendida. Psoriase € um exemplo de uma tal doenca.

A variedade mais comum de psoriase é chamada tipo placa.
Pacientes com psoriase tipo placa apresentam placas estaveis, lentamente
que se ampliam, as quais permanecem basicamente inalteradas por longos
periodos de tempo. As areas maié comuns para psoriase em placas ocorrer
sao os cotovelos, joelhos, fissura glutea, e o couro cabeludo.

Envolvimento tende a ser simétrico. Psoriase inversa afeta as
regides intertriginosa, incluindo a axila, virilha, regido submamaria, € umbigo;
ela também tende a afetar o couro cabeludo, palmas, e plantas dos pés. As
lesdes individuais sdo placas bruscamente demarcadas mas poderdo ser
umidas devido a sua localizagdo. Psoriase em placas geralmente se desen-
volve lentamente e percorre em um curso indolente. Raramente remite de
forma espontanea.

Psoriase eruptiva (psoriase guttate) é mais comum em criangas
e adultos jovens. Ela se desenvolve agugadamente em individuos sem
psoriase ou naqueles com psoriase de placa crdnica. Pacientes apresentam-

se com papulas de escamacdo muito pequena eritematosa, frequentemente
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apos infecgdo do trato respiratério superior com estreptococo hemolitico. A
diagnose diferencial pode incluir pitiriase résea e sifilis secundaria. Psoriase
pustular € uma outra variante. Pacientes poderido apresentar doenga locali-
zada as palmas e plantas dos pés ou generalizadas e associadas a febre,
mal-estar, diarreia, e artralgias.

Aproximadamente metade de todos os pacientes com psoriase
apresentam envolvimento (complicagdo) das unhas, aparecendo como um
sinal, espessamento das unhas, ou hiperceratose subungual. Aproximada-
mente 5 a 10% de pacientes com psoriase apresentam queixas associadas
a articulagdes, e essas sao mais frequentemente encontradas em pacientes
com envolvimento na unha. Embora alguns apresentam a ocorréncia
coincidente de artrite reumatoide classica, muitas apresentam doenga das
articulagcdes que se enquadram em um de trés tipos associados a psoriase:
(1) artrite inflamatodria assimétrica mais comumente envolvendo as articula-
¢Oes interfalangeais distais e proximais e menos comumente os joelhos,
quadris, tornozelos, e pulsos; (2) uma doenga tal como artrite reumatoide
soronegativa; uma parte significativa desses pacientes continuara a desen-
volver uma grave artrite destrutiva; ou (3) doenga limitada a estrutura princi-
pal (espondilite psoriatica).

A etiologia de psoriase € ainda pobremente entendida, mas ha
claramente um componente genético para a doenca. Mais de 50% de paci-
entes com psoriase relatam uma histéria positiva de familia. Psoriase tem
sido ligada a HLA-Cw6 e, com um grau menor, a HLA-DR7. Lesdes
psoriaticas sao caracterizadas por infiltracdo de pele com células T ativadas,
que parecem apresentar um papel na patofisiologia de psoriase. Presumi-
velmente, citocinas de células T ativadas elaboram fatores de crescimento
que estimulam hiperproliferacdo de queratinécitos. Agentes que inibem ativi-
acao de ceélulas T, expansao clonal, ou liberagdo de citocinas pro-
inflamatérias sdo frequentemente eficazes para o tratamento de psoriase
grave.

Tratamento de psoriase depende do tipo, localizacdo, e grau de

doenga. Todos os pacientes devem ser instruidos a evitar excesso de seca-
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gem ou irritacdo de sua pele e a manter hidratagdo cutdnea adequada. A
maioria de pacientes com psoriase tipo placa localizada, pode ser controla-
da com glicocorticoides topicos de poder médio, embora seu uso a longo
prazo seja frequentemente acompanhado por perda de eficacia (taquifilaxia)
e atrofia da pele. Um analogo tépico de vitamina D (calcipotrieno) e um reti-
noide (tazaroteno) sao também eficazes no tratamento de psoriase e apre-
sentam outros agentes topicos amplamente substituidos, tais como alcatrdao
de carvao (coal tar), acido salicilico, e antralina.

Luz ultravioleta, natural ou artificial, € uma terapia eficaz para
pacientes com psoriase difundida. Luz ultravioleta B (UV-B) é eficaz sozinha,
ou podera ser combinada com alcatrao de carvao ou antralina. A combina-
¢ao do espectro ultravioleta A (UV-A) com psoralenos orais ou topicos (PU-
VA) é também extremamente eficaz para o tratamento de psoriase, todavia
uso a longo prazo podera ser associado a um aumento na incidéncia de
cancer de células escamosas e melanoma da pele.

Varios outros agentes podem ser usados para doenga psoriatica
grave, difundida. Glicocorticoides orais ndo devem ser usados para o trata-
mento de psoriase devido ao potencial para desenvolver psoriase pustular
potencialmente fatal quando a terapia é descontinuada. Metotrexato é um
agente eficaz, especialmente em' pacientes com artrite psoriatica; contudo,
toxicidade hepatica e supressao de medula 6ssea limita seu uso. O retinoide
sintético, acitretina, € eficaz em alguns pacientes com psoriase grave. Ele é
um teratogénio potente e ndo deve ser usado em mulheres de gravidez
potencial. A evidéncia envolvendo psoriase como um disturbio mediado por
células T tem abordado esforgos terapéuticos para imunoregulagdo. Ciclos-
porina é altamente eficaz em pacientes selecionados com doenga grave,
mas nefrotoxicidade e hipertensdo complicam seu uso.

Infliximab e etanercept, antagonistas de fator de necrose de tu-
mor (TNF-alfa), s&do no momento aprovados para artrite psoriaticas. Outros
antagonistas TNF-alfa e outros agentes que direcionam citocinas pro-
inflamatérias, ativagéo de células T, e trafico de linfécitos podera ser util em

suprimir a caracteristica de inflamacao de psoriase.
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Avaliacdo e Monitoragdo de Paciente

Pacientes com psoriase sdo comumente avaliados usando a A-
rea de Psoriase e indice de Gravidade (PASI) e Avaliagdo Médica Global
(PGA). O PASI (3) avalia o grau de eritema, espessura, e escamacgéo de
placas psoriaticas, e estima o grau de envolvimento de cada um desses
componentes em quatro areas corporais separadas (cabega, tronco, extre-
midades superiores e inferiores). O escore de compdsito PASI, que varia de
0-72, proporciona uma medida subjetiva e conta com estimativa da area cor-
poral superficial envolvida (BSA). O PGA é um escore de seis pontos que
resume a qualidade global (eritema, escamacdo e espessura) e grau (BSA)
de placas em relagédo a avaliagéo de linha de referéncia. Uma resposta do
paciente € avaliada como pior, pobre (0-24%), média (25-49%), boa (50-
74%), excelente (75-99%), ou esclarecida (100%).

Mais recentemente, a National Psoriasis Foundation's (NPF's)
Medical Advisory Board desenvolveu um método de cinco componentes: o
NPF-Escore de Psoriase (NPF-PS). Os pontos finais primarios igualmente
pesados do NPF-PS, o qual contribui para um escore total que varia de 0 a
30, inclui endurecimento de duas lesdes-alvo, BSA, avaliagdo médica estati-
ca global, avaliagéo global do paciente, e prurido (Kreuger, G. 1999. National
Psoriasis Foundation Psoriasis Forum 5:1-5). O NPF-PS fornece peso igual
para o paciente e avaliagbes do investigador global de gravidade clinica. Em
segundo lugar, embora prurido seja uma queixa de 79% de pacientes psoria-
ticos, nem o PASI nem PGA inclui medigbes de prurido.

Outros disturbios da pele imunologicamente mediados incluem
pénfigo vulgar. Pénfigo vulgar imunologicamente, pénfigo foliaceo, pénfigo
paraneoplasico, penfigoide bolhoso, penfigoide gestacional, dermatite herpe-
tiforme, dermatose por IgA linear, epidermdlise bolhosa acquisitiva, penfigoi-
de cicatricial, dermatomiosite, Iipus eritematoso, esclerodermia e morphea.
Dermatomiosita, Ilapus eritematoso, escleroderma e morfeia sao
classificadas como doengas auto-imunes sistémicas com aspectos cutineos

proeminentes.
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Outras Doencas da Pele

Quando uma erupgdo é caracterizada por lesdes elevadas, pa-
pules (< 1 cm), ou plaques (> 1 cm), em associacdo com escama, ela é refe-
rida como uma lesao papuloescamosa. As doengas-psoriase papuloescamo-
sa mais comuns, tinea, pitiriase résea, e liquen plano s&o distlurbios cuté-
neos primarios. Quando lesbes psoriaticas sdo acompanhadas por artrite, a
possibilidade de artrite psoriatica ou doenga de Reiter deve ser considerada.
Uma histéria de ulceras orais, conjuntivite, uveite, e/ou uretrite pontos para o
ultimo diagndstico. Na psoriase guttate, ha um inicio agudo de lesdes pe-
quenas uniformes, amplamente espalhada, frequentemente em associagdo
com uma infecgéo estreptocdcica. Litio, betabloqueadores, infecgdo por HIV,
e um afunilamento rapido de glicocorticoides sistémicos sdo também conhe-
cidos exacerbar psoriase.

Quando se faz uma diagnose de pitiriase résea ou liquen plano,
€ importante rever as medicagdes do paciente porque a erupgéo pode ser
tratada por simplesmente descontinuagdo do agente opressor. Erupgdes por
farmaco tal como pitiriase résea sdo observadas mais comumente com be-
tabloqueadores, inibidores de enzima que convertem angiotensina (ACE),
ouro, e metronidazol, enquanto os farmacos que podem produzir uma erup-
¢ao por liquenoide (liqueniforme) incluem ouro, antimalaricos, tiazidas, quini-
dina, fenotiazinas, sulfonilureias, e inibidores de ACE. Lesdes tal como /i-
quen plano sdo também observadas em doenga cronica enxerto-versus-
hospedeiro.

Em seus estagios prematuros, linfoma cutineo de células T
(CTCL) podera ser confundido com eczema ou psoriase, mas ele frequen-
temente falha a responder a terapia apropriada para essas doengas inflama-
torias. CTCL pode desenvolver-se dentro de lesGes de parapsoriase de placas
grandes e é sugerido por um aumento na espessura das lesbes. A diagnose
de CTCL €& estabelecida por biopsia da pele em que colegbes de linfocitos
atipicos T sdo encontrados na epiderme e derme. A medida em que a doen-
¢a desenvolve-se, envolvimento de tumores cutaneos e linfonodo poderao

aparecer.
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Em sifilis secundaria, ha papulas espalhadas vermelho acasta-
nhadas com escama fina. A erupgao frequentemente envolve as palmas e
plantas do pé e pode parecer-se com pitiriase rosea. Descobertas associa-
das s&o uteis em fazer a diagnose e incluem placas anulares na face, alopé-
cia ndo-cicatrizante, condiloma lata (com base ampla e mida), e placas mu-
cosas, bem como linfadenopatia, mal-estar, febre, dor de cabega, e mialgias.
O intervalo entre o cancro primario e o estagio secundario é usualmente de 4
a 8 semanas, e resolugdo espontdnea sem terapia apropriada é observada.

Desse modo, o método da invengdo, na medida em que os mé-
todos analiticos da invengéo predizem respondedores a doencga tipo Th1,
pode ser usado para avaliar e recomendar tratamento terapéutico para paci-
entes apresentando varios sintomas cutaneos.

Embora a maior parte dos genes no painel registraram ser aber-
rantemente expressos em pele psoriatica anteriormente, os padrdes de ex-
pressao dos genes durante o curso de tratamento ndo foram estudados no
tratamento de psoriase, e nenhum foi identificado como apresentando valor
preditivo. O painel de biomarcadores de expressdo génica descrito aqui
permite a geragao de metodos de ferramentas diagndsticas rapidas e segu-
ras que predizem o resultado clinico de um ensaio de psoriase, ou ferramen-
tas prognosticas de rastreamento a eficacia de terapia de psoriase. Métodos
de diagnéstico e prognéstico com base em detectar esses genes em uma
amostra sao proporcionados. Essas composi¢des poderdo ser usadas, por
exemplo, para a prevengéo e tratamento de uma faixa de doengas inflamaté-
rias mediadas imunes.

Agentes terapéuticos

Antagonistas

Conforme usado neste relatério, o termo "antagonistas” refere-se
a substancias que inibem ou neutralizam a atividade biolégica do produto
génico do painel de genes relacionados a psoriase da invengdo. Tais anta-
gonistas executam esse efeito em uma variedade de modos. Uma classe de
antagonistas ligar-se-a a proteina do produto génico com afinidade e especi-

ficidade suficientes para neutralizar os efeitos biolégicos da proteina. Inclui-
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das nessa classe de moléculas sdo anticorpos e fragmentos de anticorpos
(tais como, por exemplo, moléculas de F(ab) ou F(ab’),). Uma outra classe
de antagonistas compreendem fragmentos da proteina de produto génico,
muteinas ou moléculas organicas pequenas, isto €, peptidomiméticos, que
ligar-se-&o aos parceiros ou ligantes de ligagdo cognatos do produto génico,
desse modo inibindo a atividade biolégica da interacdo especifica do produto
génico com seu ligante ou receptor cognato. O antagonista de gene relacio-
nado a psoriase podera ser de qualquer uma dessas classes contanto que
ele seja uma substancia que inibe pelo menos uma atividade bioldgica do
produto génico.

Antagonistas incluem anticorpos direcionados a uma ou mais
regides da proteina de produto génico ou fragmentos deste, anticorpos dire-
cionados ao ligante ou receptor cognato, e peptideos parciais do produto
génico ou seus ligantes cognatos que inibem pelo menos uma atividade
biolégica do produto génico. Uma outra classe de antagonistas incluem siR-
NAs, shRNAs, moléculas antissentido e DNAzimas que direcionam a sequ-
éncia genética conforme conhecida na técnica é descrita neste relatorio.

Anticorpos adequados incluem aqueles que competem a ligagdo
a produtos génicos relacionados com psoriase com anticorpos monoclonais
que bloqueiam ativagao de produfo génico relacionado a psoriase ou impede
produto génico relacionado a psoriase ligar-se a seu ligante cognato, ou im-
pede sinalizagdo do produto génico relacionado a psoriase.

Um produto terapéutico que direciona o indutor do produto géni-
co relacionado a psoriase podera proporcionar melhores chances de suces-
so. Expressdo génica pode ser modulada em diversos modos diferentes,
incluindo por meio do uso de siRNAs, shRNAs, moléculas antissentido e
DNAzimas. SiRNAs sintéticos, shRNAs, e DNAzimas podem ser projetados
para especificamente direcionar um ou mais genes e podem facilmente ser
transferidos para células in vitro ou in vivo.

A presente invengdo abrange moléculas de acidos nucleicos an-
tissentidos, isto €, moléculas que sdo complementares a um acido nucleico

senso que codifica um polipeptideo de produto génico relacionado a psoria-
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se, por exemplo, complementar a fita de codificagdo de uma molécula de
cDNA dupla-fita ou complementar a uma sequéncia de mRNA. Consequen-
temente, um acido nucleico antissentido pode ser hidrogénio ligado a um
acido nucleico senso. O acido nucleico antissentido pode ser complementar
a uma fita de codificagéo total, ou a apenas uma parte desta, por exemplo,
toda ou parte da regido de codificagdo de proteina (ou quadro de leitura a-
berta). Uma molécula de acido nucleico antissentido pode ser antissentido a
toda ou parte de uma regido nao-codificagdo da fita de codificagdo de uma
sequéncia de nucleotideos que codifica um polipeptideo de produto génico
relacionado a psoriase. As regides de nao-codificagdo (regides "5' e 3' nao-
traduzidas") sdo as sequéncias 5' e 3' que flanqueam a regido de codificagdo
e nao sao traduzidas para aminoacidos.

A invengdo também proporciona proteinas quiméricas ou de fu-
s&do. Conforme usadas neste relatério, uma "proteina quimérica" ou "proteina
de fusdo" compreende toda ou parte (preferencial e biologicamente ativa) de
um polipeptideo de produto génico relacionado a psoriase operavelmente
ligado a um polipeptideo heterdlogo (isto é, um polipeptideo diferente do
mesmo polipeptideo de produto génico relacionado a psoriase). Dentro da
proteina de fusdo, o termo "operavelmente ligado" pretende indicar que o
polipeptideo de produto génico relacionado a psoriase e o pblipeptideo
heterdlogo séo fundidos um com o outro. O polipeptideo heterdlogo pode ser
fundido com o término amino ou o término carboxila do polipeptideo de pro-
duto génico relacionado a psoriase. Em uma outra modalidade, um polipep-
tideo de produto génico relacionado a psoriase ou um dominio ou fragmento
ativo deste, pode ser fundido com uma sequéncia de proteina heteroléga ou
fragmento desta, para formar uma proteina quimérica, em que os
polipeptideos, dominios ou fragmentos ndo sdo fundidos término a término
mas s&o interpostos na estrutura da proteina heterélogaa.

Em ainda uma outra modalidade, a proteina de fusdo é uma proteina de fu-
s&o imunoglobulina em que toda ou parte de um polipeptideo de produto
génico relacionado a psoriase é fundida com sequéncias derivadas de um

membro da familia de proteina imunoglobulina. As proteinas de fusdo
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imunoglobulina da invengdo podem ser incorporadas em composigdes
farmacéuticas e administradas a um individuo para inibir uma interagdo entre
um ligante (soluvel ou ligado a membrana) e uma proteina na superficie de
uma célula (receptor), para desse modo suprimir transducgdo de sinal in vivo.
A proteina de fusao imunoglobulina pode ser usada para afetar a biodisponi-
bilidade de um ligante cognato de um polipeptideo de produto génico
relacionado a psoriase. Inibicdo de interagdo ligante/receptor pode ser (til
terapeuticamente, tanto para tratar distlurbios proliferativos e diferenciativos
quanto para modular (por exemplo, promover ou inibir) sobrevivéncia celular.
Uma modalidade preferida de uma proteina imunoglobulina quimérica € uma
imunoglobulina deletada por dominio C41 ou "mimeticorpo” que apresenta um
fragmento de polipeptideo ativo interposto em uma regido de estrutura modi-
ficada conforme ensinado em pedido copendente PCT WO/04002417. Além
disso, as proteinas de fusdo imunoglobulina da invencdo podem ser usadas
como imunogénes para produzir anticorpos direcionados contra um polipep-
tideo de produto génico relacionado a psoriase em um individuo, para
purificar ligantes e em ensaios de seleg¢do para identificar moléculas que ini-
bem a interagao de receptores com ligantes.

Composicoes e Seus Usos

De acordo com a invengdo, os antagonistas neutralizantes de
produto génico relacionado a antipsoriase, tais como anticorpos monoclona-
is, descritos neste relatorio podem ser usados para inibir atividade de produ-
to génico relacionado a psoriase. Adicionalmente, tais antagonistas podem
ser usados para inibir a patogénese ou psoriase e doencgas inflamatorias
correlatas trataveis a tal tratamento, que poderao incluir, mas sem se limitar
aos mesmos, doengas reumaticas. O individuo a ser tratado podera ser qual-
quer mamifero e & preferencialmente um primata, um animal de companhia
que € um mamifero e mais preferencialmente um paciente humano. A quan-
tidade de antagonista administrada variara de acordo com o propdsito que
esta sendo usada, e o método de administragao.

Os antagonistas de gene relacionado a psoriase poderdo ser

administrados por qualquer numero de métodos que resulta em um efeito em
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tecido no qual atividade patolégica é desejada ser impedida ou detida. Adi-
cionalmente, os antagonistas de produto génico relacionado a antipsoriase
necessitam n&o estar presentes localmente para conferir um efeito sobre a
atividade de produto génico relacionado a psoriase, portanto, poderdao ser
administrados em qualquer lugar que seja obitdo o acesso a compartimentos
corporais ou fluidos contendo produto génico relacionado a psoriase. No ca-
so de tecidos inflamados, malignos, ou de outra maneira comprometidos,
esses meétodos poderéao incluir aplicagao direta de uma formulagdo que con-
tém os antagonistas. Tais métodos incluem administragdo intravenosa de
uma composigao liquida, administragdo transdérmica de uma formulagéo
liquida ou sdlida, oral, administragdo topica, ou administragao intersticial ou
interoperativa. Administragdo podera ser afetada pela implantagdo de um
dispositivo cuja fungao primaria podera nao ser como um veiculo de transfe-
réncia de farmaco.

Em relagdo a anticorpos, a dosagem preferida é aproximada-
mente 0,1 mg/kg a 100 mg/kg de peso corporal (de forma geral, aproxima-
damente 10 mg/kg a 20 mg/kg). Se o anticorpo € para agir no cérebro, uma
dosagem de aproximadamente 50 mg/kg a 100 mg/kg € usualmente apropri-
ada. Geralmente, anticorpos parcialmente humanos e anticorpos totalmente
humanos apresentam uma meia-vida mais longa no corpo humano do que
outros anticorpos. Consequentemente, o uso de dosagens menores e admi-
nistragdo menos frequente € muitas vezes possivel. Modificagées, tal como
lipidagdo, podem ser usadas para estabilizar anticorpos e acentuar absorgao
e penetracdo de tecido (por exemplo, no cérebro). Um método de lipidagao
de anticorpos é descrito por Cruikshank e outros ((1997) J. Acquired Immune
Deficiency Syndromes and Human Retrovirology 14:193).

As moléculas de acidos nucleicos antagonistas de produto géni-
co relacionado a psoriase podem ser inseridas em vetores e usadas como
vetores de terapia genética. Vetores de terapia genética podem ser transfe-
ridos para um individuo mediante, por exemplo, inje¢do intravenosa, admi-
nistragdo local (Patente dos Estados Unidos N® 5.328.470), ou por meio de
injecdo estereotatica (ver, por exemplo, Chen e outros (1994) Proc. Natl. A-
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cad. Sci. USA 91:3054- 3057). A preparacgdo farmacéutica do vetor de tera-
pia génica pode incluir o vetor de terapia génica em um diluente aceitavel, ou
pode compreender uma matriz de liberag&o lenta em que o veiculo de trans-
feréncia génica & embutido. Alternativamente, onde o vetor de transferéncia
génica completa pode ser produzido intacto a partir de células recombi-
nantes, por exemplo, vetores retrovirais, a preparagdo farmacéutica pode
incluir uma ou mais células que produzem o sistema de transferéncia génica.

As composigdes farmacéuticas podem ser incluidas em um reci-
piente, embalagem, ou distribuidas juntamente com instru¢ées de adminis-
tragao.

Farmacogendtmicos

Agentes, ou moduladores que apresentam um efeito estimula-
torio ou inibitério sobre atividade ou expressdo de um polipeptideo de pro-
duto génico relacionado a psoriase conforme identificado por meio de um
ensaio de selegdo descrito neste relatério descritivo, podem ser administra-
dos a individuos para tratar (profilatica ou terapeuticamente) disturbios as-
sociados a atividade aberrante dos polipeptideos. Em conjunto com tal tra-
tamento, os farmacogendmicos (isto é, o estudo da relagdo entre um gendti-
po do individuo e que resposta do individuo para um composto ou farmaco
estranho do individuo, poderédo s‘er considerados. Diferengas no metabolis-
mo de produtos terapéuticos podem levar & severa toxicidade ou falha tera-
péutica alterando a relagédo entre dose e concentragao sanguinea do farma-
co farmacologicamente ativo. Desse modo, os farmacogendmicos do indivi-
duo permite a selegdo de agentes eficazes (por exemplo, farmacos) para
tratamentos profilaticos ou terapéuticos baseados em uma consideragéo do
gendtipo do individuo. Tais farmacogen6micos podem adicionalmente ser
usados para determinar dosagens apropriadas e regimes terapéuticos. Con-
sequentemente, a atividade de um polipeptideo de produto génico relaciona-
do a psoriase, expressdo de um acido nucleico de produto génico relaciona-
do a psoriase, ou teor de mutagéo de um gene de produto génico relaciona-
do a psoriase em um individuo pode ser determinado para desse modo se-

lecionar um agente ou agentes apropriados para tratamento terapéutico ou
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profilatico do individuo.

Farmacogendmicos lida com variagdes hereditarias clinicamente
significativas na resposta a farmacos devido a disposigdo de farmaco alterada e
acdo anormal em pessoas afetadas. Ver, por exemplo, Linder (1997) Clin.
Chem. 43(2):254-266. Em geral, dois tipos de condigbes farmacogenéticas
podem ser diferenciadas. Condi¢gdes genéticas transmitidas como um uUnico
fator que altera o modo de farmacos agir no corpo sdo referidas como "agéo
de farmaco alterada”. Condigdes genéticas transmitidas como Unicos fatores
que alteram o modo do corpo agir em farmacos sao referidas como "meta-
bolismo de farmaco alterado". Essas condigbes farmacogenéticas podem
ocorrer como as defeitos raros ou como polimorfismos. Por exemplo, defici-
éncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) € uma enzimopatia comum
herdada em que a complicagao clinica principal € hemolise apds ingestdo de
farmacos oxidantes (antimalaricos, sulfonamidas, analgésicos, nitrofuranos)
e consumo de feijao-fava.

Como uma modalidade ilustrativa, a atividade de enzimas que
metabolizam farmacos € um determinante majoritario tanto de intensidade
quanto duragdo de acgdo de farmaco. A descoberta de polimorfismos genéti- |
cos de enzimas que metabolizam farmaco (por exemplo, enzimas N-ace-
titransferase 2 (NAT 2) e citocromo P450 CYP2D6 e CYP2C19) tem propor-
cionado uma explicagdo como porque alguns pacientes ndo obtém os efeitos
esperados do farmaco ou mostram resposta exagerada do farmaco e grave
toxicidade apds tomar a dose-padrdo e segura de um farmaco. Esses
polimorfismos sdo expressos em dois fenotipos na populagdo, o metaboliza-
dor extensivo (EM) e metabolizador pobre (MP). A prevaléncia de PM é dife-
rente entre populacdes diferentes. Por exemplo, a codificagdo genética de
CYP2D6 é altamente polimoérfica e diversas mutagdes sio identificadas em
MP, as quais levam a auséncia de CYP2D6 funcional. Metabolizadores po-
bres de CYP2D6 e CYP2C19 muito frequentemente experimentam resposta
exagerada de farmaco e efeitos colaterais quando recebem doses-padréo.
Se um metabolito é a metade terapéutica ativa, uma PM mostrara nenhuma

resposta terapéutica, conforme demonstrado em relagdo ao efeito analgésico
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de codeina mediada por sua morfina metabdlita formada por CYP2D6. Os ou-
tros extremos sdo os chamados metabolizadores ultrarrapidos que ndo res-
pondem as doses-padrdo. Recentemente, a base molecular de metabolismo
ultrarrapido identificou-se ser devido a amplificagao genética de CYP2D6.
Desse modo, a atividade de um polipeptideo de produto génico
relacionado a psoriase, expressdo de um acido nucleico que codifica o
polipeptideo, ou teor de mutagdo de um gene que codifica o polipeptideo em
um individuo pode ser determinado para desse modo selecionar agente(s)
apropriado(s) para tratamento terapéutico ou profilatico do individuoo. Além
disso, estudos farmacogenéticos podem ser usados para aplicar genoétipos
de alelos polimérficos que codificam enzimas metabolizantes de farmaco
para a identificagdo de um fendtipo de responsividade por farmaco do indivi-
duo. Esse conhecimento, quando aplicado para doségem ou selegéo de
farmaco, pode evitar reagdes adversas ou falha terapéutica e, desse modo,
acentuar eficiéncia terapéutica ou profilatica quando tratando um individuo
com um modulador de atividade ou expressao do polipeptideo, tal como um
modulador identificado por um dos ensaios de selecdo exemplares descritos
neste relatorio. |

Métodos de Tratamento

A presente invengéd proporciona tanto métodos profilaticos
quahto terapéuticos de tratamento de um individuo sob risco de (ou susceti-
vel a) um disturbio ou que apresenta um distarbio associado a expressédo
aberrante ou atividade de um polipeptideo de produto génico relacionado a
psoriase e/ou em que o polipeptideo de produto génico relacionado a psori-
ase esta envolvido. ‘

A presente invengdo proporciona um método para modular ou
tratar pelo menos uma doenga ou condi¢éo relacionada a produto génico
relacionado a psoriase, em uma célula, tecido, 6rgao, animal, ou paciente,
conforme conhecido no estado da técnica ou como descrito neste relatdrio,
usando pelo menos um antagonista de produto génico relacionado a psoriase.

Composigoes de antagonista de produto génico relacionado a

psoriase poderdo encontrar uso terapéutico no tratamento de psoriase ou
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condigdes relacionadas, tais como asma, escleroderma, fibrose pulmonar
idiopatica.

A presente invengdo também proporciona um método para mo-
dular ou tratar pelo menos uma doenga imune correlata, em uma célula, te-
cido, 6rgéo, animal, ou paciente incluindo, mas nao limitado a, pelo menos
uma dentre artrite reumatoide, artrite reumatoide juvenil, artrite reumatoide
juvenil de inicio sistémica, artrite psoriatica, espondilite anquilosante, Glcera
gastrica, artropatias soronegativas, osteoartrite, doenga inflamatéria dos in-
testinos, colite ulcerativa, lapus eritematoso sistémico, sindrome
antifosfolipidios, iridociclite/uveite/neurite 6ptica, fibrose pulmonar idiopatica,
vasculite sistémica/granulomatose de Wegener, sarcoidose, procedimentos
de orquite vasectomia de reversao, doengas alérgicas/atdpicas, rinite
alérgica, eczema, dermatite alérgica de contato, conjuntivite alérgica,
pneumonite de hipersensibilidade, transplantes, rejeicdo do orgdo de
transplante, doenga de enxerto-versus-hospedeiro, sindrome de resposta
inflamatoria sistémica, sindrome de sepse, sepse gram-positiva, sepse
gram-negativa, sepse de cultura negativa, sepse fungica, febre neutropénica,
urosepse, meningococcemia, trauma/hemorragia, queimaduras, exposicdo a
radiag&o ionizante, pancreatite aguda, sindrome do disturbio respiratério em
adulto, artrite reumatdide, hepatite induzida por alcool, patologias
inflamatérias  crénicas, sarcoidose, patologia de Crohn, anemia
drepanocitica, diabetes, nefrose, doengas atopicas, reagbes de
hipersensibilidade, rinite alérgica, febre do feno, rinite perenial, conjuntivite,
endometriose, urticaria, anafilaxia sistémica, dermatite, anemia perniciosa,
doenga hemolitica, trombocitopenia, rejeigdo a enxerto de qualquer 6rgéo ou
tecido, rejeigdo a transplante de rim, rejeicdo a transplante de coragao,
rejeicdo a transplante de figado, rejeigao a transplante de pancreas, rejeicao
a transplante de pulmé&o, rejeicdo a transplante de medula éssea (BMT),
rejeicdo a aloenxerto da pele, rejeigdo a transplante de cartilagem, rejeicéo a
enxerto Osseo, rejeicdo a transplante de intestino delgado, rejeicdo a
implante fetal do timo, rejeicdo a transplante de paratiredide, rejeicdo a
xenoenxerto de qualquer 6rgéo ou tecido, rejeicdo a aloenxerto, reagbes

anti-receptoras de hipersensibilidade, doenga de Graves, doenga de
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Raynaud, diabetes resistente a insulina tipo B, miastenia grave, citotoxicida-
de mediada por anticorpos, reagdes de hipersensibilidade tipo Ill, lGpus eri-
tematoso sistémico, sindrome de POEMS (polineuropatia, organomegalia,
endocrinopatia, gamopatia monocional, e sindrome de alteragcoes da pele),
sindrome antifosfolipidica, pénfigo, escleroderma, doenga de tecido conecti-
vo mista, doenga idiopatica de Addison, diabetes melito, hepatite crbnica
ativa, cirrose biliar primaria, vitiligo, vasculite, sindrome de cardiotomia pos-
MI, hipersensibilidade tipo IV, dermatite de contato, pneumonite de hipersen-
sibilidade, rejeicdo a aloenxerto, granulomas devido a organismos
intracelulares, sensibilidade a farmaco, metabdlica/idiopatica, doenga de Wil-
son, hemacromatose, deficiéncia de alfa-1-antitripsina, retinopatia diabética,
tireoidite de Hashimoto, osteoporose, avaliagdo do eixo hipotalamico-
pituitaria-adrenal, cirrose biliar primaria, tireoidite, encefalomielite, caquexia,
fibrose cistica, linfo-histiocitose hematofagocitica familiar, condi¢ées derma-
tologicas, psoriase, alopecia, sindrome nefrética, nefrite, nefrite glomerular,
insuficiéncia renal aguda, hemodialise, uremia, toxicidade, pré-eclampsia,
terapia de okt3, terapia anti-cd3, terapia de citocina, quimioterapia, terapia
de radiagao (por exemplo, incluindo, mas sem se limitar a astenia, anemia,
caquexia, e similares), intoxicagao crbnica por salicilato, e similares. Ver, por
exemplo, o Manual Merck, Edigdes 12*-17%, Merck & Company, Rahway, NJ
(1972, 1977, 1982, 1987, 1992, 1999), Pharmacotherapy Handbook, Wells e
outros, eds., Segunda Edigédo, Appleton e Lange, Stamford, Conn. (1998,
2000), cada um totalmente incorporado como referéncia.

A presente invengcao também proporciona um método para mo-
dular ou tratar pelo menos uma doenga maligna em uma célula, tecido, 6r-
gao, animal ou paciente, incluindo, mas sem nao limitado a, pelo menos uma
dentre: leucemia, leucemia aguda, leucemia linfoblastica aguda (ALL), célu-
las B, células T ou FAB ALL, leucemia mieloide aguda (AML), leucemia pro-
mielocitica aguda (APL), leucemia mielocitica crénica (CML), leucemia linfo-
citica cronica (CLL), leucemia de células pilosas, sindrome mielodisplasica
(MDS), um linfoma, doenga de Hodgkin, um linfoma maligno , linfoma nao-

Hodgkin, linffoma de Burkitt, mieloma multiplo, sarcoma de Kaposi, carcino-
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ma colorretal, carcinoma pancreatico, carcinoma nasofaringeo, histiocitose
maligna, sindrome paraneoplasica/hipercalcemia de malignidade, tumores
sélidos, adenocarcinomas, sarcomas, melanoma maligno, hemangioma, do-
enga metastatica, reabsorgao 6ssea relacionada a cancer, dor éssea rela-
cionada a cancer, e similares.

Disturbios caracterizados por expressdo aberrante ou atividade
dos polipeptideos de produto génico relacionado a psoriase sio adicional-
mente descritos em qualquer outro lugar nessa descrigao.

1. Métodos Profilaticos

Em um aspecto, a invengao proporciona um método de pelo me-
nos substancialmente prevenir em um individuo, uma doenga ou condig¢édo
associada a uma expresséo aberrante ou atividade de um polipeptideo de
produto génico relacionado a psoriase, administrando ao individuo um agen-
te que modula expressao ou pelo menos uma atividade do polipeptideo. In-
dividuos sob risco de uma doenga que é causada ou contribuida por expres-
sdo aberrante ou atividade de um produto génico relacionado a psoriase po-
dem ser identificados mediante, por exemplo, qualquer ou uma combinagio
de ensaios diagndsticos ou prognoésticos conforme descritos neste relatorio.
Administragdo de um agente profilatico pode ocorrer antes da manifestacdo
de sintomas caracteristicos da aberragao, de tal modo que uma doenga ou
disturbio seja impedida ou, alternativamente, retardada em sua progresséo.
Dependendo do tipo de aberragao, por exemplo, um agente agonista ou an-
tagonista pode ser usado para tratar o individuo. O agente apropriado pode
ser determinado com base em ensaios de selegao descritos neste relatorio.

2. Métodos Terapéuticos

Um outro aspecto da invengédo refere-se a métodos de modular
expressdo ou atividade de gene relacionado a psoriase ou produto génico
para propoésitos terapéuticos. O método modulador da invengdo envolve con-
tatar uma célula com um agente que modula uma ou mais das atividades do
polipeptideo. Um agente que modula atividade pode ser um agente confor-
me descrito neste relatério, tal como um acido nucleico ou uma proteina, um

ligante cognato que ocorre naturalimente do polipeptideo, um peptideo, um
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peptidomimético, ou outra molécula pequena. Em uma modalidade, o agente
estimula uma ou mais das atividades biolégicas do polipeptideo. Em uma
outra modalidade, o agente inibe uma ou mais das atividades biolégicas do
gene relacionado a psoriase ou polipeptideo de produto génico. Exemplos
de tais agentes inibitérios incluem moléculas de acido nucleico antissentido e
anticorpos e outros métodos descritos neste relatério. Esses métodos
moduladores podem ser realizados in vitro (por exemplo, mediante cultura
da célula com o agente) ou, alternativamente, in vivo (por exemplo,
administrando o agente a um individuo). Como tal, a presente inveng&o pro-
porciona métodos de tratar um individuo afligido com uma doenca ou distur-
bio caracterizado por expressdo aberrante ou atividade de um polipeptideo
de produto génico relacionado a psoriase. Em uma modalidade, o método
envolve administrar um agente (por exemplo, um agente identificado por um
ensaio de selegdo descrito neste relatorio), ou combinagdo de agentes que
modulam (por exemplo, induzem ou inibem) expressdo ou atividade. Inibigdo
de atividade é desejavel em situagdes em que atividade ou expressdo é
anormalmente alta ou induz (up-regulated) e/ou em que diminuigio de ativi-
dade provavelmente apresenta um efeito benéfico.

Embora tendo descrito a invengdo em termos gerais, as modali-
dades da invengao serao adicionélmente descritas nos seguintes exemplos
que ndo devem ser interpretados como limitando o escopo das reivindica-
coes.

EXEMPLO 1: Andlise de Amostra Usando Microarranjos de Acidos Nucleicos

O projeto de estudo (Protocolo C0379T02) foi um estudo duplo-
cego fase | controlado com placebo, para a avaliagdo de seguranca e farma-
cologia de administragdes subcutdneas simples de anticorpo monoclonal
humano a IL-12 (CNTO1275) em individuos com psoriase vulgar moderada
a grave. Esse estudo foi conduzido em multiplos centros na Flérida, Nova
Jérsei e Pensilvania. Vinte e um individuos foram randomizados para trata-
mento ativo ou com placebo em 1 de 4 grupos com doses escalonadas se-
quenciais (0,3mg/kg, 0,75 mg/kg, 1,5 mg/kg ou 3,0 mg/kg) nos trés locais.

Cada individuo recebeu uma unica injecdo subcutidnea e permaneceu na



10

15

20

25

30

42

clinica por pelo menos 8 horas apdés administragdo do agente sob estudo.
Os individuos retornaram para visitas periédicas de acompanhamento duran-
te um periodo de 24 semanas e se exigiu deles pelo menos 4 semanas de
acompanhamento. Os individuos participaram por até 28 semanas, incluindo
4 semanas antes da administragdo do agente de teste. Individuos (idades de
18-65) com psoriase em placas moderada a grave envolvendo > 3% de area
da superficie do corpo (BSA) e que gozavam de modo geral de boa saude
foram admitidos no estudo.

Amostras de bidpsia da pele foram tomadas de individuos sob
experiéncia 24 horas antes (linha de referéncia) e uma semana apos trata-
mento. Uma lesdo-alvo de bidpsia representativa, localizada no tronco ou
extremidades com derme e tecido SC adequados, foi identificada pelo inves-
tigador para ser usada em analises de biépsia. Uma bidpsia com pungdo de
6 mm foi obtida na linha de referéncia e uma semana apoés administragédo de
agente de teste. Houve 4 amostras de 2 nao-responsivos tanto no dia O
quanto na 1% semana. Essas amostras foram excluidas da analise. Os dados
descritos abaixo sdo baseados em amostras de pacientes que mostraram
melhora em sua condi¢cao psoriatica ap()s‘ tratamento com o anti-IL-12p40.

RNA total foi isolado dessas bidpsias de pele utilizando kit RNe-
asy (Qiagen, Valéncia, CA). A qualidade do RNA foi avaliada usando o Bio-
Analyzer (Agilent, South Plainfield, Nova Jérsei). Somente RNA de alta qua-
lidade é usado para analise de microarranjos que contém 8.160 clones uni-
cos de cDNA humano coletados de consorcio IMAGE e /ncyte Genomices
(Santa Clara, CA). Amplificagdo de RNA, sintese e marcag¢do de sondas,
hibridizacado do chip de cDNA e lavagem foram realizadas conforme descrito
anteriormente (Salunga e outros, 1999. /n: M. Schena (Ed.), DNA microar-
rays a practical approach, Oxford University Press, Oxford, pp. 121-137). Um
Scanner de Imagens Agilent foi utilizado para escanear as lascas de cDNA
(Palo Alto, CA). Intensidade de fluorescéncia para cada aspecto do arranjo
foi obtida usando software ImaGene (BioDiscovery, Los Angeles, CA).

Um total de 24 amostras foram analisadas de 5 grupos de trata-

mento (placebo, 0,3 mg/kg, 0,756 mg/kg, 1,5 mg/kg e 3,0 mg/kg) e 2 pontos
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na Tabela 1.

Tabela 1. Amostras de Biopsias de Tecido Para Analise de Microarranjos

Biopsia Placebo 0,3mg/kg | 0,75 mg/kg | 1,5 mg/kg 3,0 mg/kg
Dia O 4 3 3 1 2
12 Semana 4 2 2 1 2

Processamento e Analise de Dados

Usando software GeneSpring® versdo 6.0 (Silicon Genetics,
Redwood City, CA), a intensidade madia para cada aspecto foi adicional-
mente normalizada por todas as amostras. Normalizagao chip a chip foi rea-
lizada dividindo a intensidade média de cada clone pela intensidade média
de uma lasca. A intensidade de cada clone foi entdo normalizada com a in-
tensidade média desse clone no grupo de controle. Os valores da linha de
referéncia neste estudo foram a média de todas as amostras no dia 0 antes
do tratamento. A comparagao estatistica de grupos tratados com anti-IL-
12p40 vs placebo em cada grupo de dosagem (exceto o de 1,5 mg/kg por ter
somente duas amostras) foi efetuada por um ANOVA de uma via (P<0,05)
sob o logz de intensidade normalizada transformada.

Subsequentemente, analise de pares estatisticos também usou
um valor de p de 0,05. Esses parametros resultam na possibilidade de que
350-400 genes poderiam ser identificados casualmente fora do universo de
genes possiveis. Entretanto, os genes identificados parecem crivelmente
relacionados com a doenga, porque seus padroes de expressdo sao consis-
tentes com resposta clinica; sendo relativamente constantes nas amostras
de pré-tratamento, inibem-se apds tratamento, e, finalmente, muitos eram
genes de resposta imune conhecidos, por exemplo, IL1F5, IL1F9, IL1RN,
IL8, e foram anteriormente associados a condigdes inflamatorias. Assim, a-
credita-se que eles sejam biomarcadores genéticos auténticos relacionados
a psoriase.

Resultados dos Microarranjos

As Tabelas 2A-F listam os 26 genes que mostraram alteragoes

significativas mediante teste estatistico em comparagao com pelo menos um
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grupo de dosagem e alteragédo pelo menos 1,4 vez em comparagdo com um
segundo grupo de dosagem. Os 26 genes listados representam um painel de
genes relacionados a psoriase, subdivididos em 6 categorias funcionais, que
sofrem modulagdo de expressao indicativa da resolugdo de psoriase e me-
lhora em termos de estrutura e fungdo de pele normal. Apenas os genes i-
dentificados na 12 semana séo relatados; os genes que satisfazem os mes-
mos critérios mas provenientes das asmostras do dia 0 foram excluidos.

Tabela 2. Lista de genes significativamente alterados por suas categorias

funcionais
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Citocinas e quimiocinas

Embora se soubesse que muitas citocinas Th1, tais como TNF-a
e I‘FN-y, s&o induzidas em pele com lesao psoriatica (2,3), tratamento com
anti-IL-12p40 inibiu seletivamente trés membros menos conhecidos da fami-
lia IL-1: IL1F5 (IL-1 delta) e IL1F9 (IL-1 épsilon), e IL1RN (antagonista de
receptores de IL-1 que é altamente homodlogo a IL1F5) na 12 semana. Embo-
ra todas essas citocinas IL-1 tivessem sido relatadas ser substancialmente
induzidas em pele psoriatica (Debets e outros, 2001. J Immunol. 167(3)1440-
6; Zhou e outros, Physiol Genomics, 2003. 13(1). 69-78), a presente inven-
¢ao mostra que elas estao na primeira onda de citocinas inibidas como resul-
tado de terapia, semanas a frente de melhora clinica visivel. O fato de que
IL1F5 e IL1F9 s&o conhecidas por serem preferencialmente expressas em
células epiteliais, em particular por queratindcitos, indica que essas duas
citocinas poderao desempenhar um papel maior e mais especifico em pato-
génese de psoriase.

Similarmente, dentre muitas quimiocinas que se verificam ser
superexpressas em lesdes psoriaticas (Zhou e outros, 2003, supra), trata-
mento com anti-IL-12p40 inibiu seletivamente IL-8 e CXCL1 (GRO1), ambos
quimiotratantes potenciais de neutréfilos. Uma vez que superprodugdo de
neutréfilos quimiocinas e o resuvltado de infiltragdo neutréfila sdo marcas
_moleculares e celulares de psoriase, espera-se que tratamento eficaz redu-
zisse a produgdo dessas quimiocinas. Surpreendentemente, quimiocina C-
CL3 de macrofagos foi também inibida por anti-iIL-12p40. O envolvimento de
CCL3 em psoriase ndo se encontra relatado, embora tenha se verificado ser
induzido nas PBMCs de pacientes com dermatite atépica (AD) (Hatano e
outros, 1999. Clin Exp Immunol, 117(2). 237-43), uma doenga que comparti-
Iha muitas caracteristicas clinicas com psoriase.

Proteases da pele e inibidores de proteases como mediadores inflamatorios

Algumas serina proteases e seus inibidores tém sido relatados
ser associados a psoriase. Observou-se inibigdo desses grupos de genes.
Por exemplo, dois membros da familia de kallikreins (KLK) de serina protea-

ses, KLK6 e KLK 13, foram inibidos pelo tratamento com anti-IL-12p40. As



10

15

20

25

30

50

KLKs, que sdo codificadas por agrupamentos de 15 genes no cromossomo
19913, sdo envolvidas na diferenciagdo terminal de queratindcitos em cor-
nedcitos (Lu, J. e outros, 2005. J Invest Dermatol. 124(4). 778-85). Pelo me-
nos algumas KLKs sdo negativamente reguladas por membros da familia de
inibidores de serina proteinases (SERPINs). Interessantemente, quatro
membros de SERPINs, SERPINB3, B4, B5 e B13 dos SERPINSs, foram inibi-
dos por anti-lL-12p40. Tomados juntamente, a rede KLK-SERPIN ¢ intima-
mente envolvida na patogénese de psoriase.

Outro exemplo de uma protease da pele é ativador de plasmino-
génio tecidual (PLAT), que era um marcador comum em epiderme psoriatica,
epiderme durante reparo de ferimento e queratinocitos em cultura (Jensen,
PJ e outros, 1990. J Invest Dermatol 95(5). 13S-14S). PLAT foi inibido por
tratamento com anti-IL-12p40.

Outro exemplo de um inibidor de protease especifico a pele é
P13, ou inibidor de protease 3 derivado da pele ou precursor de elafina. PI3 é
uma proteina epitelial de defesa de hospedeiro que esta ausente em pele
normal, mas é altamente induzida em queratindcitos de pele inflamada, tal
como psoriase (Pol A e outros, 2003 J Invest Dermatol 120(2). 301-7). Sa-
bia-se que expressdo de PI3 poderia ser induzida por soro ou TNF-a e su-
primida por retinoides, ditranol e inibidores de cinase p38 MAP. A presente
invengao revela que sua expressao pode também ser inibida por anti-IL-
12p40.

Dentre os genes que foram induzidos como resultado de trata-
mento com ani-IL-12p40, o mais consistente é bleomicina hidrolase (BLMH).
Ela é uma cisteina peptidase citoplasmatica. Polimorfismo desse gene foi
associado a doengas neurodegenerativas, notavelmente doenga de Alzhei-
mer (Montoya, SE e outros, 1998. Nat Genet 18(3). 211-2). Nenhum papel
de BLMH em psoriase jamais foi relatado.

Moléculas estruturais e de adesao

Limpeza de lesbes psoriaticas envolve muitas mudancgas estrutu-
rais, e, na verdade, foram detectadas muitas alteragdes genéticas de molé-

culas integrais aos componentes dérmicos e epidérmicos. Por exemplo,
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GJB2 (Conexina26), um componente de jungdo de intervalo durante ambos
os estagios iniciais e posteriores de diferenciagio de queratindcitos, foi inibi-
do por tratamento com anti-IL12p40. GJB2 foi consistentemente detectado
entre queratindcitos das camadas basais e granulares na periferia de placas
psoriaticas e em todas as camadas de epiderme psoridtica plenamente de-
senvolvida. Contudo, nenhuma ou uma quantidade minima de GJB2 tinha
sido anteriormente observada tanto em regides de controle quanto em regi-
o0es ndo-lesionadas de epiderme psoriatica (Labarthe, MP e outros, 1998. J
Invest Dermatol 111(1). 72-6).

Devido a diferenciagdo anormal de queratindcitos em lesdes por
psoriase, marcadores de diferenciacéo iniciais, tais como proteinas ricas em
prolina (SPRR1A), sdo superexpressos, enquanto marcadores de diferencia-
¢ao tardios, tais como loricrina (LOR), sdo abolidos (Lizuka, H e outros,
2004. J Dermatol 31(4). 271-6). O inverso dessa tendéncia foi detectado so-
mente uma semana apoés o tratamento com anti-IL-12p40, uma forte indica-
¢ao de melhora clinica.

Um dos melhores marcadores de resolugdo clinica conhecido e
possivelmente o mais confidvel foi a redugédo de queratina 16 (KRT16) (Hol-
land, DB e outros, 1989. Br J Dermatol 120(1). 9-19). Tanto KRT16 quanto
queratina 14 foram detectadas cdmo sendo suprimidas no estagio inicial de
tratamento por meio de anti-IL-12p40.

Proteinas do metabolismo de lipideos como mediadores imunes

Anexina | (lipocortina I), que & uma proteina de ligagao de célcio
e fosfolipideo que é envolvida na regulagdo de diferenciagéo e proliferagdo
de queratindcitos epidérmicos e apresenta maior expressdo em epiderme
psoriatica do que em epiderme normal (Lizuka, H. 2004, supra), foi detecta-
da como sendo inibida por anti-IL-12p40.

Outro importante mediador imune que foi detectado como sendo
inibido por anti-IL12p40 é Neutréfilo lipocalina associada a gelatinase
(NGAL, Lipocalina-2, LCN2). Acredita-se que proteina LCN2 ligue-se a pe-
quenas substancias lipdfilas, tais como lipopolissacarideos derivados de

bactérias (LPS) e formilpeptideos, e poderdo funcionar como um modulador
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de inflamagao (Flo, THS e outros, 2004. Nature 432:. 917-921). Adicional-
mente, LCN é também um marcador para diferenciagdo desregulada de que-
ratinécitos em pele humana (Mallbris, L e outros, 2002. Exp Dermatol 11(6).
584-91).

Proteina de ligagdo de acidos graxos associada a psoriase
(FABP5 ou PA-FABP) é outro marcador que é altamente induzido em pele
psoriatica (Madsen, P. e outros, 1992. J Invest Dermatol 99(3). 299-305),
mas inibido por tratamento com anti-IL-12p40. Relatou-se anteriormente que
quando se trata com esteroides tdpicos pele psoriatica lesionada, as mudangas
nos padroes de expressdo de PI3 e FABP5 ocorrem de maneira consistente
com eventos biolégicos celulares conhecidos durante regressio da lesdo
psoriatica (Kuijpers, Al e outros, 1997. Acta Derm Venereol 77(1). 14-9).
Mudangas na expressdo de genes detectadas por RT-PCR

Com amostras de RNA limitadas deixadas apds andlise de mi-
croarranjos, analise Tagman foi realizada em alguns dos genes na Tabela 2.
Um micrograma de RNA total no volume de 50 ul foi convertido em cDNA na
presenca de Transcriptase Reversa MultiScribe. A reacéo foi realizada incu-
bando por 10 minutos a 25°C seguida de 30 minutos a 48°C. Transcriptase
Reversa foi inativada a 95°C por 5 minutos. Vinte nanogramas de cDNA por
reagéo foram usados em PCR em tempo real com o sistema ABI 7900 (Fos-
ter City, Califérnia). Na presenca de DNA polimerase AmpliTaq Gold (AB!
biosystem, Foster City, Califérnia), a reagdo foi incubada por 2 minutos a
50°C seguida de 10 minutos a 95°C. Em seguida, a reagdo processou-se por
40 ciclos a 15 segundos, 95°C e 1 minuto, 60°C por ciclo.

O gene preparatério GAPDH (gliceraldeidos-3-fosfato desidroge-
nase) foi usado para normalizar expressao genética.

As Figuras 1A-D mostram o padréo de expressdo de genes de
BLMH (A), IL1F5 (B), IL-8 (C) e PLAT (D) detectado por Tagman que geral-
mente confirma as mudangas observadas na expressédo relativa desses ge-
nes especificos calculadas usando a analise de microarranjos.

EXEMPLO 2: Analise Tagman de um segundo grupo de psoriases

O estudo (C0379T04) foi um estudo paralelo de fase I, randomi-
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zado, duplo-cego, controlado com placebo, em regime de doses Unicas e
multiplas, com administragdo subcuténea (SC) de CNTO 1275 em individuos
com psoriase moderada a grave. CNTO1275 é um anticorpo monoclonal
totalmente humano especifico a subunidade p40 de IL-12 e IL-23 humanas.
Esse estudo consiste em 5 grupos de individuos que receberam doses Uni-
cas ou multiplas de administragées subcutdneas (SC) de CNTO 1275 ou

placebo conforme descrito abaixo:

Grupo I CNTO 1275, 45 mg, no 1° dia (semana 0) e placebo na 12, 22 e 32 se-
manas

Grupo Il: CNTO 1275 90mg, no 1° dia (semana 0) e placebo na 12, 22 e 32 se-
manas

Grupo lll:  CNTO 1275 45mg, no 1° dia (semana 0) e na 12, 22 e 32 semanas

Grupo IV:  CNTO 1275 90mg, no 1° dia (semana 0) e na 12, 22 e 32 semanas
Grupo V: Placebo, no 1° dia (semana 0) e na 12, 22 e 32 semanas

Uma lesdo-alvo representativa, localizada no tronco ou extremi-
dades com derme e tecido SC adequados, foi identificada pelo investigador
do estudo para analise de bidpsia. Uma bidpsia com pungdo de 4 mm foi
obtida da lesdo-alvo pré-identificada na linha de referéncia e 12 semanas
ap6s administragdo de agente de estudo. RNA total foi obtido das amostras
de biépsia utilizando um minikit RNeasy (Qiagen, Inc., Valéncia, CA). A qua-
lidade do RNA foi verificada com o BioAnalisador Agilent 2100 (Agilent Te-
chnologies, Palo Alto, CA). No total, 39 amostras de RNA (como listado na
Tabela 3) foram usadas para microarranjo de DNA.

Tabela 3. Numero de amostras em cada grupo de doses

Tratamento/Tempo Dia 0 Semana 12 Total
90 mg de Respondedores combinados 7 6 13
(90 mg de R)

45 mg de Respondedores combinados 3 2 5
(45 mg de R)

Nao-respondedores (NR) 7 3 10
Placebo 6 5 11
Total 23 16 39
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RNA total foi isolado dessas bidpsias de pele utilizando kit RNe-
asy (Qiagen, Valéncia, CA). A qualidade do RNA foi avaliada usando o Bio-
Analyzer (Agilent, South Plainfield, Nova Jérsei). Somente RNA de alta qua-
lidade & usado para analise de microarranjos que contém 8.160 clones uni-
cos de cDNA humano coletados de consércio IMAGE e Incyte Genomices
(Santa Clara, CA). Amplificagdo de RNA, sintese e marcacdo de sondas,
hibridizagdo de lascas de cDNA e lavagem foram realizadas conforme des-
crito anteriormente (Salunga e outros, 1999. In: M. Schena (Ed.), DNA mi-
croarrays a practical approach, Oxford University Press, Oxford, pp. 121-
137). Um escaneador de Imagens Agilent foi utilizado para escanear as las-
cas de cDNA (Palo Alto, CA). Intensidade de fluorescéncia para cada aspec-
to do arranjo foi obtida usando software ImaGene (BioDiscovery, Los Ange-
les, CA).

Usando software GeneSpring® versdo 6.0 (Silicon Genetics,
Redwood City, CA), a intensidade média para cada aspecto foi adicional-
mente normalizada por todas as amostras. Normalizagdo lasca a lasca foi
realizada dividindo a intensidade média de cada clone pela intensidade mé-
dia de uma lasca. A intensidade de cada clone foi entdo normalizada com a
intensidade média desse clone no grupo de controle. Os valores da linha de
referéncia neste estudo foram a média de todas as amostras no dia 0 antes
do tratamento. A comparagado estatistica de grupos tratados com anti-IL-
12p40 vs placebo em cada grupo de dosagem foi efetuada por um ANOVA
de uma via (P<0,05) sob o log; de intensidade normalizada transformada.

Subsequentemente, andlise de pares estatisticos também usou
um valor de p de 0,05. Esses pardmetros resultam na possibilidade de que
350-400 genes poderiam ser identificados casualmente fora do universo de
genes possiveis. Entretanto, os genes identificados parecem criveimente
relacionados com a doenga, porque seus padroes de expressao sdo consis-
tentes com resposta clinica; sendo relativamente constantes nas amostras
de pré-tratamento, inibem-se apos tratamento, e, finalmente, muitos eram
genes de resposta imune conhecidos, por exemplo, PBEF, S100A11 e IL4R,

e foram anteriormente associados a condicdes inflamatérias. Assim, acredi-
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ta-se que eles sejam biomarcadores genéticos auténticos relacionados a
psoriase.

Resultados dos Microarranjos

As Tabelas 4A-E listam os 10 genes que mostraram alteragées
significativas mediante teste estatistico em comparagédo com pelo menos um
grupo de dosagem e alteragao pelo menos 1,5 vez em comparagdo com um
segundo grupo de dosagem. Os 10 genes listados representam um painel de
genes relacionados a psoriase, subdivididos em 5 categorias funcionais, que
sofrem modulagdo de expressao indicativa da resolugao de psoriase e me-
Ihora em termos de estrutura e fungéo de pele normal. Apenas os genes i-
dentificados na 122 semana sdo relatados; os genes que satisfazem os
mesmos critérios mas provenientes das asmostras do dia O foram excluidos.
Tabela 4. Lista de genes significativamente alterados em relagio a referén-
cia por suas categorias funcionais

Tabela 4A. Citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento

Gene Numero de Nome Descrigéo 90 mg Placebo
acesso de R
27 NM_005746  PBEF fator de aumento de co-
|6nias de pré-células B -1,88 1,06
28 NM_001953 ECGF1 Fator de crescimento de

células endoteliais 1

(derivado de plaquetas) -1,57 -1,17
Tabela 4B. Proteases
Gene Numero de Nome Descrigdo 90 mg Placebo
acesso de R

29 NM_002776 KLK10 kallikrein 10 -2,03 1,05
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Tabela 4C. Moléculas estruturais e de adesio

Gene Numero de Nome Descrigcdo 90 mg Placebo
acesso de R
queratina 1 (hiperqueratose
30 NM_006121 KRT1 epidermolitica) -2,89 1,14
queratina 16 (queratoderma
palmoplantar focal nao-epider-
31 NM_005557 KRT16 molitica) -3,11 -1,02
pequena proteina rica em
32 NM_006945 SPRR2B  prolina 2B de Homo sapiens -6,54 -1,03
Tabela 4D. Metabolismo de lipideos e calcio
Gene Numero de Nome Descrigao 90 mg Placebo
acesso de R
33 NM_000359 TGM1 transglutaminase 1 (polipep-
| tideo epidérmico K tipo |,
proteina-glutamina-gama-
glutamiltransferase) -2,04 -1,01
34 NM_002079 GOT1 transaminase glutamica-
oxaloacética 1, soluvel (as-
partato aminotransferase 1) -1,78 1,01
35 NM_005620 S100A1  proteina de ligagdo de cal-
1 cio S100 A11 (calgizarina) -1,50 -1,09
Tabela 4E. Receptores
Gene Numero de Nome Descrigdo 90 mg Placebo
acesso R
36 NM_000418 IL4R receptor de interleu- -1,92 -1,08

cina 4

Mudancas na expressio de genes detectadas por RT-PCR

Sobre as amostras de RNA deixadas apds analise de microar-

ranjos, analise Tagman foi realizada em alguns dos genes na Tabela 4. Um

micrograma de RNA total no volume de 50 ul foi convertido em cDNA na



10

15

20

25

30

57

presenga de Transcriptase Inversa MultiScribe. A reagao foi realizada incu-
bando por 10 minutos a 25°C seguida de 30 minutos a 48°C. Transcriptase
Inversa foi inativada a 95°C por 5 minutos. Vinte nanogramas de cDNA por
reagdo foram usados em PCR em tempo real com o sistema ABI 7900 (Fos-
ter City, Califérnia). Na presengca de DNA polimerase AmpliTag Gold (AB/
biosystem, Foster City, Califérnia), a reagdo foi incubada por 2 minutos a
50°C seguida de 10 minutos a 95°C. Em seguida, a reagéo processou-se por
40 ciclos a 15 segundos, 95°C e 1 minuto, 60°C por ciclo.

O gene preparatério GAPDH (gliceraldeidos-3-fosfato desidroge-
nase) foi usado para normalizar expressao genética.

As Figuras 2A-D mostram o padrdo de expressido de genes de
SERPINB3 (A), SERPINB4 (B), GJB2 (C) e IL1F9 (D) detectado por Tagman
que geralmente confirma as mudancas observadas na expressio relativa
desses genes especificos calculadas usando a analise de microarranjos.

Sumario dos Dados

Em sumario, um painel de biomarcadores moleculares potenciais
que sao indicativos de resultado favoravel do tratamento de psoriase foi i-
dentificado ao longo da diregdo em que eles sdo modulados. Esse painel de
biomarcadores € particularmente util na orientagdo de estudo clinico, visto
qUe a mudanga na expressdo de genes nesse painel aparece antes do aper-
feicoamento de parametros clinicamente mensuraveis, tais como escore
PASI (indice de Area e Gravidade de Psoriase), poder ser obtido e/ou detec-
tado. Assim, os 36 genes identificados representam um painel de genes
relacionados a psoriase que pode ser usado como ferramenta para monito-
rar a eficacia de qualquer psoriase terapéutica, tal como CNTO 1275, e pro-
porcionar informagao valiosa que oritente regimes de dosagem.

Um painel de genes identificados como genes relacionados a
psoriase aqui demonstrou relevancia em relagéo a psoriase, pele e inflama-
g¢do. Como demonstrado pela presente analise, o painel como um todo pro-
porciona uma impressao digital para avaliar a eficacia de um tratamento de
psoriase que conduz a uma melhora na complicagdo e gravidade de lesdes -

na pele. Varios genes, que sdo membros do painel de genes relacionados a
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psoriase, foram mostrados anteriormente ser aberrantemente expressos em
pele psoriatica. Por exemplo, niveis elevados de IL1F5, IL1F9 e IL1RN tém
sido relatados ser substancialmente induzidos em pele com psoriase. O pre-
sente estudo proporciona evidéncia de que IL1F5, IL1F9 e IL1RN sé&o citoci-
nas-chave que mantém o status inflamatério nesse distirbio. Outros genes,
tais como IL-8 e PI3, sdo comuns a outras doencgas inflamatorias. Desse
modo, juntamente, genes de monitoramento nesse painel proporcionam um
método para avaliar farmacos candidatos e, nesse caso, a modulacdo da
expresséo desses genes prediz o resultado clinico de uma terapia de psori-
ase.

Embora ilustrada e descrita acima com referéncia a certas moda-
lidades especificas, a presente invengdo ndo pretende, todavia, limitar-se
aos pormenores mostrados. Preferencialmente, a presente invencao refere-
se aos genes relacionados a psoriase e a produtos genéticos. Polinucleoti-
deos, anticorpos, aparelho e kits descritos aqui e seus usos, e métodos para
controlar os niveis dos genes biomarcadores relacionados a psoriase, e va-
rias modificacdes poderéo ser produzidos nos pormenores no escopo e faixa

de equivalentes das reivindicagbes e sem se afastar do espirito da invengao.
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REIVINDICACOES

1. Método para avaliagdo prognostica ou diagndstica de um dis-
turbio relacionado a pele em um individuo, método este que compreende:

a) preparar uma amostra de acidos nucleicos de um espécime
obtido do individuo;

b) contatar a amostra com painel de segmentos de acidos nucle-
icos que consistem em pelo menos 2 membros do grupo que consiste em
genes 1-36 para detectar os niveis dos segmentos do painel;

c) avaliar a amostra contra um padrio de referéncia para deter-
minar a magnitude de alteracdo nas quantidades de pelo menos 2 membros
presentes na amostra; e

d) correlacionar a magnitude de alteragdo com a presenga ou
resolugao do disturbio relacionado a pele.

2. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, no qual o individuo
€ um paciente que apresenta um disturbio relacionado a pele e etapas a) a
d) séo realizadas antes, durante, e/ou apés tratamento do paciente com uma
terapia para o disturbio relacionado a pele.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 2, no qual o disttrbio
relacionado a pele é psoriase.

4. Método, de acordo com a reivindicagdo 2, no qual o padrdo de
referéncia € do grupo que consiste de tecido da pele de um paciente normal,
tecido da pele de um paciente em psoriase ndo-tratado, e tecido da pele de
um paciente com psoriase tratado.

5. Método, de acordo com a reivindicagao 2, no qual o padrao de
referéncia € do individuo antes de tratamento com uma terapia, a amostra de
acidos nucleicos é do individuo apés tratamento com uma terapia, e a etapa
de correlagéo avalia a eficacia de tratamento com a terapia.

6. Método, de acordo com a reivindicagao 2, no qual a terapia é
um anticorpo anti-IL-12.

7. Método, de acordo com a reivindicagado 6, no qual o anticorpo
anti-IL-12 é CNTO1275.

8. Metodo, de acordo com a reivindicagdo 1, no qual a colecédo é
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um ensaio de segmentos de acidos nucleicos.

9. Método, de acordo com a reivindicagcao 2, no qual a amostra é
de uma lesdo na pele de um paciente selecionado do grupo que consiste de
pacientes suspeitos de apresentar psoriase em placas, pacientes diagnosti-
cados com psoriase que sdo submetidos a tratamento com um agente
aprovado, e pacientes diagnosticados com psoriase que sdo submetidos a
tratamento com um agente experimental.

10. Método, de acordo com a reivindicagdo 2, no qual a amostra
€ de uma fonte selecionada do grupo que consiste de um paciente propor-
cionando a amostra antes de administragdo de uma terapia, um paciente
tratado com placebo que apresenta um distarbio relacionado a pele, e uma
amostra de um biobanco.

11. Método, de acordo com a reivindicagdao 1, no qual pelo me-
nos um gene da colegdo € um selecionado do grupo que consiste de citoci-
nas, quimiocinas, fatores de transcrigao, proteases, inibidores de protease,
moléculas estruturais e de adesao, receptores, e genes para proteinas en-
volvidas no metabolismo lipidico.

12. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, no qual a amostra
compreende uma amostra de bidpsia da pele.

13. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, no qual'a amostra
compreende células sanguineas periféricas.

14. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, no qual a amostra
€ contatada com um painel de segmentos de acidos nucleicos que compre-
endem pelo menos 4 membros do grupo que consiste de genes 1-36.

15. Método, de acordo com a reivindicagao 14, no qual pelo me-
nos quatro segmentos de acido nucleico sdo representativos de, ou selecio-
nados do grupo que consiste em IL1F5 (Gene 1), IL1F9 (Gene 2), e PBEF
(Gene 27); o grupo consistindo em SERPIN B3 (Gene 11), SERPIN B4 (Ge-
ne 10), e SERPIN B13 (Gene 13); o grupo consistindo de KLK10 (Gene 29)
e KLK13 (Gene 8); e o grupo consistindo de CCL3 (Gene 6), BLMH (Gene
7), e GJB2 (Gene 16).

16. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, no qual pelo me-
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nos um de dois segmentos de acido nucleico é representativo de, ou sele-
cionado do grupo que consiste de CXCL1 (Gene 5), CCL3 (Gene 6), BLMH
(Gene 7), GJB2 (Gene 16), IL1F5 (Gene 1), IL1F9 (Gene 2), SERPIN B3
(Gene 11), SERPIN B4 (Gene 10), SERPIN B13 (Gene 13), KLK10 (Gene 29),
PBEF (Gene 27), S100A11 (Gene 35), IL4R (Gene 36), e KLKL13 (Gene 8).

17. Metodo, de acordo com a reivindicagdo 1, no qual pelo menos
dois segmentos genéticos sdo representativos de, ou selecionados do grupo
que consiste de IL1F5 (Gene 1), IL1F9 (Gene 2), e PBEF (Gene 27); e do
grupo que consiste de CCL3 (Gene 6), BLMH (Gene 7) e GJB2 (Gene 16).

18. Método para avaliagao progndstica ou diagnéstica de um dis-
turbio relacionado a pele em um individuo, que compreende:

a) preparar uma amostra de acidos nucleicos de uma amostra
obtida de um paciente;

b) contatar a amostra com um painel de segmentos de 4cido nu-
cleico que consiste de pelo menos um membro do grupo que consiste de
IL1F5 (Gene 1), IL1F9 (Gene 2), CCL3 (Gene 6), BLMH (Gene 7), GJB2
(Gene 16), PBEF (Gene 27), S100A11 (Gene 35), e IL4R (Gene 36) para
detectar a presenga dos segmentos do painel;

c) avaliar a amostra contra um padrao de referéncia para deter-
minar a alteragdo e/ou magnitude de alteragdo no nivel de expressdo das
quantidades de pelo menos um membro presente na amostra; e

d) correlacionar a alteragdo e/ou magnitude de nivel de expressao
com a presenga ou resolugéo do disturbio relacionado a pele.

19. Método de teste com base em arranjo para avaliagdo prog-
nostica ou diagnéstica de um disturbio relacionado a pele em um paciente,
método este que compreende: '

a) preparar uma mistura de acidos nucleicos de um espécime
obtido de um paciente;

b) marcar esse espécime de acidos nucleicos com um marcador
detectavel para formar uma amostra;

c) contatar a amostra com um arranjo que compreende uma plu-

ralidade de segmentos de acidos nucleicos, na qual cada segmento de acido
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nucléico é imobilizado a uma expressao distinta e conhecida em uma super-
ficie do substrato do ensaio, em que pelo menos dois membros de um painel
genético relacionado a pele que consiste de Genes 1-36 sdo identificados
como aspectos do ensaio por meio de expressao, € em que o ensaio adicio-
nalmente compreende pelo menos um acido nucleico de calibragdo sob uma
expressao conhecida no substrato;

d) determinar o grau de ligagao dos acidos nucleicos do espéci-
me com 0s segmentos de acidos nucleicos; e

e) comparar o grau de ligacdo a um padrdo de referéncia para
facilitar uma avaliagdo progndstica ou diégnéstica.

20. Método, de acordo com a reivindicagédo 19, o qual adicional-
mente compreende a etapa de realizar uma comparagao estatistica dos aci-
dos nucleicos de espécime de pacientes com disturbio relacionado a pele
tratados com uma terapia com um padrao de referéncia para avaliar o efeito
de tratamento com a terapia.

21. Método, de acordo com a reivindicagdo 20, no qual o distur-
bio relacionado a pele é psoriase e o painel genético relacionado a pele é
um painel genético relacionado a psoriase.

22. Metodo, de acordo com a reivindicagdo 21, no qual a terapia
€ um anticorpo anti-IL-12.

23. Método, de acordo com a reivindicagéo 22, no qual o anticor-
po anti-IL-12 € CNTO1275.

24. Método, de acordo com a reivindicagdo 20, no qual o espé-
cime é de uma lesdo na pele de um paciente selecionado do grupo de paci-
entes suspeitos de apresentar psoriase em placas, pacientes diagnosticados
com psoriase ndo sendo submetidos a tratamento, e pacientes diagnostica-
dos com psoriase sendo submetidos a tratamento com uma terapia.

25. Método, de acordo com a reivindicagdo 20, no qual o espé-
cime € de uma fonte selecionada do grupo que consiste de um paciente pro-
porcionando o espécime antes de administragdo de uma terapia, um pacien-
te apresentando uma doenga ou condigao similar tratada com um placebo, e

uma amostra de um biobanco.
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26. Método, de acordo com a reivindicagao 20, no qual os mem-
bros do painel genético sdo selecionados do grupo que consiste de citocina-
s, quimiocinas, fatores de transcrigao, proteases, inibidores de protease, mo-
léculas estruturais e de adeséo, receptores, e genes de proteinas envolvidas
no metabolismo lipidico.

27. Método, de acordo com a reivindicagdo 20, no qual o espé-
cime compreende uma amostra de bidpsia da pele.

28. Método, de acordo com a reivindicagédo 20, no qual o espé-
cime compreende células sanguineas periféricas.

29. Método, de acordo com a reivindicagdo 21, no qual a compa-
racdo do grau de etapa de ligagdo adicionalmente compreende um teste ri-
goroso da similaridade de alteragdes de intensidade de aspecto do ensaio
do painel genético relacionado a psoriase.

30. Reagente para testar a sensibilidade de uma célula ou indivi-
duo a um disturbio relacionado a pele, o qual compreende pelo menos dois
membros selecionados do grupo que consiste de um oligonucieotideo que
compreende pelo menos 15 nucleotideos complementares a uma sequéncia
de nucleotideos de um dos Genes 1-36, um polipeptideo codificado por pelo
menos uma parte de um dos Genes 1-36, e um ligante para o polipeptideo
codificado por pelo menos uma pérte de um dos Genes 1-36.

31. Reagente, de acordo com a reivindicacdo 30, no qual o dis-
turbio relacionado a pele é psoriase.

32. Método de teste para sensibilidade a um disturbio relaciona-
do a pele em uma amostra de paciente que compreende contatar a amostra
com o reagente, como definido na reivindicagao 30.

33. Método, de acordo com a reivindicagao 32, no qual o teste é
feito por RT-PCR.

34. Método, de acordo com a reivindicagdo 32, no qual o teste &
feito por ELISA.

35. Método de teste da eficacia de uma terapia para um disturbio
relacionado a pele, método este que compreende:

a) contatar uma amostra de um paciente que € tratado de dis-
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turbio relacionado & pele com o reagente, como definido na reivindicagdo 30;

b) medir niveis de pelo menos dois membros;

C) comparar os niveis com um padrao de referéncia, e

d) correlacionar os niveis de pelo menos dois membros com a
eficacia da terapia.

36. Método, de acordo com a reivindicagao 35, no qual o distur-
bio relacionado a pele é psoriase.

37. Método, de acordo com a reivindicagdo 35, no qual a terapia
compreende um antagonista de IL-12, IL-23, ou ambos.

38. Método, de acordo com a reivindicagdo 37, no qual o anta-
gonista € um anticorpo para IL-12 e IL-23.

39. Método, de acordo com a reivindicagdo 38, no qual o anticor-
po para IL-12 e IL-23 € CNTO1275.

40. Método, de acordo com a reivindicagdo 35, no qual o padrdao
de referéncia € do grupo que consiste de tecido da pele de um paciente
normal, tecido da pele de um paciente com psoriase nao tratado, e tecido da
pele de um paciente com psoriase tratado.

41. Método, de acordo com a reivindicagdo 35, no qual pelo me-
nos dois membros sdo selecionados do grupo que consiste de citocinas,
quimiocinas, fatores de transcrigdo, proteases, inibidores de protease, molé-
culas estruturais e de adeséo, receptores, e genes de proteinas envolvidas
no metabolismo lipidico.

42. Método, de acordo com a reivindicagdo 35, no qual a amos-
tra compreende uma amostra de bidpsia da pele.

43. Método, de acordo com a reivindicagdo 35, no qual a amos-
tra compreende células sanguineas periféricas.

44. Método, de acordo com a reivindicagdo 35, no qual a amos-
tra € contatada com um painel de segmentos de acido nucléico que compre-
endem pelo menos 4 membros do grupo que consiste de Genes 1-36.

45. Método, de acordo com a reivindicagao 44, no qual pelo me-
nos quatro segmentos de acidos nucleicos sao representativos de, ou sele-
cionados do grupo que consiste de IL1F5 (Gene 1), IL1F9 (Gene 2), e PBEF
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(Gene 27); o grupo consistindo em SERPIN B3 ( Gene 11), SERPIN B4 (Ge-
ne 10), e SERPIN B13 (Gene 13); o grupo consistindo em KLK10 (Gene 29)
e KLK13 (Gene 8); e o grupo que consiste de CCL3 (Gene 6), BLMH (Gene
7), e GJB2 (Gene 16).

46. Método, de acordo com a reivindicagédo 35, no qual pelo me-
nos um de dois membros € representativo de, ou selecionado do grupo que
consiste de CXCL1 (Gene 5), CCL3 (Gene 6), BLMH (Gene 7), GJB2 (Gene
16), IL1F5 (Gene 1), IL1F9 (Gene 2), SERPIN B3 (Gene 11), SERPIN B4
(Gene 10), SERPIN B13 (Gene 13), KLK10 (Gene 29), PBEF (Gene 27),
S100A11 (Gene 35), IL4R (Gene 36), e KLKL13 (Gene 8).

47. Método, de acordo com a reivindicagao 35, no qual pelo me-
nos dois membros sdo representativos de, ou selecionados do grupo que
consiste de IL1F5 (Gene 1), IL1F9 (Gene 2), e PBEF (Gene 27); e do grupo
que consiste de CCL3 (Gene 6), BLMH (Gene 7) e GJB2 (Gene 16).

48. Agente terapéutico para psoriase, o qual compreende uma
sequéncia de polinucleotideo complementar a uma sequéncia que compre-
ende pelo menos 15 nucleotideos continuos de pelo menos um dos genes
selecionados do grupo que consiste de Genes 1-36.

49. Agente terapéutico, de acordo com a reivindicagdo 48, no
qual a sequéncia de polinucleotideo € DNA antissenso.

50. Kit para uso prognéstico ou diagndstico, o qual compreende
um oligonucleotideo compreendendo pelo menos 15 nucleotideos comple-
mentares a um polinucleotideo que compreende a sequéncia de nucleotideo de
um gene marcador ou a fita complementar deste, e células que expressam o
gene marcador, no qual o gene marcador & selecionado do grupo que con-
siste de Genes 1-36.

51. Kit para selegdo de um agente terapéutico para psoriase, kit
este que compreende um anticorpo que reconhece um peptideo que
compreende uma sequéncia de aminoacido codificada por um gene marca-
dor e células que expressam o gene marcador, no qual o gene marcador é
selecionado do grupo que consiste de Genes 1-36.

52. Qualquer invengao descrita neste relatorio.
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FIG 2

Expressao dos 13 genes relacionados através das analises do TagMan®
Cada ponto representa uma mostra individual. O valor médio de cada grupo
também é individuo. O nivel de impressao do gene foi expresso como uma
razao do gene do teste para controlar o gene GAPDH, usando o método ACt
Testes-T foram conduzidos entre o respondedor tratado na semana 12 e a
referéncia, que é definida por todas as amostras do dia 0. Apenas aqueles
que tiveram o P<0,05 foram marcados
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FIG 2

(Continuagéo)
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_ RESUMO .
Patente de Invengido: "MARCADORES E METODOS PARA AVALIAR E
TRATAR PSORIASE E DISTURBIOS RELACIONADOS".

A presente invengdo refere-se a um método para avaliagéo
- progndstica ou diagndstica de um disturbio relacionado a pele, tal como pso-
riase, em um inq,ividu, que correlaciona a presencga, causéncié, e/ou magnitu-
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~ distarbio. O método facilita identiﬁcagéo da eficacia de terapias candidatas.
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