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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "METODOS E
REAGENTES PARA DETECGAO DE SUSCETIBILIDADE A DOENCA EN-
XERTO VERSUS HOSPEDEIRO OU MORTALIDADE TRANSPLANTE-
RELACIONADA".

ESTABELECIMENTO COM RELACAO A PESQUISA OU DESENVOLVI-
MENTO FEDERALMENTE CUSTEADO
| Nenhum fundo do governo foi usado para fazer a presente in-

vengao.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

Doenca enxerto versus hospedeiro (GVHD) ocorre no contexto

de transplante. Em GVHD, células T doadoras rejeitam os tecidos e érgaos
do recipiente montando um ataque contra o corpo do recipiente. Um hospe-
deiro de outras doencgas envolvem desregula¢ao do sistema imune do hos-
pedeiro. Algumas sdo melhor tratadas com produtos farmacéuticos, algumas
com produtos biolégicos, outras com tratamentos tal como fotoferese extra-
corporal e ainda outras tém opg¢des de tratamento muito limitadas.

Foi mostrado que fotoferese extracorporal (ECP) é uma terapia
eficaz em determinadas doengas mediadas por células T. No caso de G-
VHD, fotoferese tem sido usada como um tratamento em associagao com
pomadas tépicas de triamcinolona, antifungicos, antivirais, antibiéticos, imu-
noglobulinas e metotrexato. ECP também tem sido usada com agentes imu-
nossupressores, tais como micofenolato mofetil, tacrolimus, prednisona, ci-
closporina, hidroxicloroquina, esteréides, FK-506 e talidomida para cGVHD e
cGVHD resistente. Para transplante de 6rgaos soélidos, ECP tem sido usada
em conjunto com agentes imunossupressores para reduzir o numero de epi-
sbédios de rejeicdo aguda a aloenxerto associada a aloenxertos renais e
transplantes cardiacos. Por exemplo, ECP tem sido usada com OKT3 e/ou
os agentes imunossupressores ciclofosfamida, azatioprina e ciclosporina
para reverter rejeicdo aguda a aloenxerto renal. ECP também tem sido usa-
da com ciclofosfamida, irradiagao fracionada do corpo todo e etoposideo
para transplante de medula alogenéico para leucemia mieldide aguda, leu-

cemia linfoblastica aguda, leucemia mieldide crénica, linfoma ndo Hodgkin
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ou anemia aplastica grave.
SUMARIO DA INVENCAO
Varias estratégias experimentais identificaram biomarcadores

farmacodinamicos para ECP. Andlise citométrica de fluxo de amostras de
paciente em experimentos de pGvHD indica que a abundancia relativa de
determinados subconjuntos de células dendriticas € previsivel da propensao
de desenvolver GvHD e também reflete o impacto de ECP sobre esse pro-
cesso.

A correlagdo dos dados citométricos de fluxo com dados centrais
de laboratério levou a biomarcadores candidatos adicionais que se correla-
cionam com a propor¢ao de DC e, portanto, eliminam a necessidade de es-
tudos citométricos de fluxo. A presente invengao proporciona um conjunto de
marcadores que sdo prontamente medidos e, quando analisados juntos, for-
necem uma medida estatisticamente robusta de agao de ECP e progressao
da doenga.

BREVE DESCRICAQ DOS DESENHOS

A Figura 1 mostra o experimento clinico e design de estudo..

A Figura 2 mostra fenotipificagao citométrica de PBMC.

A Figura 3 mostra que perfis de DC prevéem GvHD grave. Sub-
conjuntos de DC variam com o grau de GvHD. Mapa térmico da abundéancia
de DC o qual, junto com a plotagem de CD11¢+/CD11¢cDC mostrada em (B)
demonstram a diferenga na expressao relativa desses subtipos de DC em
pacientes. que depois sofreram GvHD. (C) e (D) mostram os resultados de
analise por regressao logistica de marcadores na superficie celular. Aqui, a
ROC reflete a utilidade do marcador para discriminagao entre populagdes de
GvHD grave e de grau 0 ou 1. Um melhor teste tem uma ROC mais préoximo
de 1, no pior teste a ROC é de 0,5.

A Figura 4 mostra que perfis de DC prevéem TRM.

A Figura 5 mostra modelamento com diferentes biomarcadores e
mostra que o melhor indicador de TRM encontrado no estudo é um modelo
incluindo células CD11c+ DC e NK.

A Figura 6 mostra A) modelos prevendo GvHD. Com 59 resulta-
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dos, apenas contagens de mondcitos - (ROC = 0,66) e neutréfilos (ROC =
0,69) se aproximaram do poder previsivel de subconjuntos de DC para G-
vHD. B) Modelos que prevéem TRM. Combinagdes de valores de laboratério
e dados demograficos de pacientes proporcionaram modelos com poder
previsivei acentuado para TRM. Os resultados sdo mostrados independen-
temente (esquerda abaixo) e quando modelados em combinagéo (curva de
ROC a direita abaixo). A curva de ROC para o modelo incluia albumina, pro-
porcao de BUN/creatinina, compatibilidade do doador e relagéo de compati-
bilidade e interacdo com albumina. C) Marcadores de superficie celular cor-
relacionados e valores de laboratério. Valores de marcador de superficie
celular foram comparados com resultados de laboratério usando correlagédo
de Pearson para identificar alteragdes em perfis celulares e ensaios citomé-
tricos.

DESCRICAO DETALHA DA INVENCAQ

Todas as referéncias citadas na presente Descricdo sao incorpo-
radas na presente especificagao em sua totalidade. Os termos “individuo” ou
“paciente” sdo usados permutavelmente e se referem a um animal, de prefe-
réncia um mamifero e, mais preferivelmente, um ser humano.

Uma “populagdo de células” geralmente inclui um tipo de célula
encontrado no sangue. O termo pode incluir um ou mais tipos de células
sangulineas, especificamente células sanglineas vermelhas, plaquetas e
células sanglineas brancas. Uma populagdo de células pode compreender
subconjuntos de células sanglineas brancas, por exemplo, células T, células
dendriticas, células B, etc. Em uma modalidade, uma populag¢do de células
pode compreender uma mistura ou reservatério de tipos células. Alternati-
vamente, uma popula¢do de células pode compreender um tipo substanci-
almente purificado de células, por exemplo, células T ou células dendriticas.

“Procedimento de ECP” ou “ECP” se refere a fotoferese extra-
corporal, também conhecida como fototerapia extracorporal. Eie é um trata-
mento de uma populacao de células que foi submetida a luz UVA e um com-
posto fotoativavel. De preferéncia, a populagao de células é de um érgao ou
tecido; mais preferivelmente, a populagao de células é de uma porgao do
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sangue; e, mais preferivelmente, a populacao de células é um envoltério da
camada leucocitaria. ECP é, algumas vezes, usada para se referir a um pro-
cesso no qual uma populagdo de células foi submetida a um proéedimento
de indugao de apoptose com luz UVA na presenga de um agente de ligagao
cruzada a DNA, tal como psoraleno {de preferéncia, 8-MOP).

Na modalidade mais preferida da invengdo, ECP é usada para
induzir a apoptose. Isso envolve um composto fotoativavel adicionado a uma
populagdo de células ex vivo. O composto fotossensivel pode ser adminis-
trado a uma populagéo de células compreendendo células sanglineas apds
sua extragao do individuo, recipiente ou doador, conforme possa ser o caso,
e antes de ou contemporaneamente com exposigdo a luz ultravioleta. O
composto fotossensivel pode ser administrado a uma populagdo de células
compreendendo sangue integro ou uma fragdo do mesmo, contanto que as
células sanglineas ou componentes sanguineos alvo recebam o composto
fotossensivel. Em outra modalidade, uma por¢ao do sangue do individuo,
sangue do recipiente ou sangue do doador primeiro devera ser processada
usando métodos conhecidos para remover substancialmente os eritrocitos e
o composto fotoativo pode, entdo, ser administrado a populagao de células
resultante compreendendo a fragdo de leucécitos enriquecida.

Em uma modalidade altefnativa, o composto fotoativavel pode
ser administrado in vivo. O composto fotossensivel, quando administrado a
uma populagdo de células compreendendo o sangue do individuo, sangue
do recipiente ou o sangue do doador, conforme possa ser 0 caso, in vivo
pode ser administrado oralmente, mas também pode ser administrado intra-
venosamente e/ou através de outras vias de administragao convencionais. A
dosagem oral do composto fotossensivel pode estar na faixa de cerca de 0,3
a cerca de 0,7 mg/kg, mais especificamente cerca de 0,6 mg/kg. Quando
administrado oralmente, o composto fotossensivel pode ser administrado
pelo menos cerca de uma hora antes do tratamento de fotoferese e nao mais
do que cerca de trés horas antes do tratamento de fotoferese.

Compostos foto-ativaveis para uso de acordo com a presente

invencdo incluem, mas nao estao limitados a, compostos conhecidos como
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psoralenos (ou furocumarinas), bem como derivados de psoraleno, tais co-
mo aqueles descritos, por exemplo, na Pat. U.S. No. 4.321.919 e Pat. U.S.
No. 5.399.719. Compostos preferidos incluem 8-metoxipsoraleno; 4,5'8-
trimetilpsoraleno; 5-metoxipsoraleno; 4-metilpsoraleno; 4,4-dimetilpsoraleno;
4-5'-dimetilpsoraleno; 4'-aminometil-4,5' 8-trimetilpsoraleno; 4'-hidroximetil-
4,5',8-trimetilpsoraleno; 4',8-metoxipsoraleno; e um 4'-(omega-amino-2-oxa)
alquil-4,5'8-trimetilpsoraleno incluindo, mas nao limitado a, 4'-(4-amino-2-
oxa)butil-4,5',8-trimetilpsoraleno. Em uma modalidade, o composto fotossen-
sivel que pode ser usado compreende o derivado de psoraleno amotosalen
(S-59) (Cerus, Corp., Concord, Calif.). Em outra modalidade, o composto
fotossensivel compreende 8-metoxipsoraleno (8 MOP).

A populagao de células a qual o composto fotoativavel foi adicio-
nado é tratada com uma luz de um comprimento de onda que ativa o com-
posto fotoativavel. A etapa de tratamento que ativa 0 composto fotoativavel
é, de preferéncia, realizada usando luz ultravioleta com comprimento de on-
da longo (UVA), por exemplo, em um comprimento de onda dentro da faixa
de 320 a 400 nm. A exposi¢éao a luz ultravioleta durante o tratamento de foto-
ferese €, de preferéncia, administrado durante uma extensao de tempo sufi-
ciente para distribuir cerca de 1-2 J/cm? & populagdo de células.

Aparelhos de fotoferese extracorporal uUteis nos métodos de a-
cordo com a invengado incluem aqueles fabricados pela Therakos, Inc., (Ex-
ton, Pa.) sob a marca UVAR™. Uma descricao de tal aparelho é encontrada
na Pat. U.S. No. 4,683,889. O sistema UVAR™ usa um sistema de trata-
mento e consiste em trés fases, incluindo: 1) a coleta de uma fragdo da ca-
mada leucocitaria (enriquecida em leucécitos), 2) irradiagdo da fragcdao da |
camada leucocitaria coletada e 3) re-infusdo das células sangtiineas brancas
tratadas. A fase de coleta tem seis ciclos de etapas de extragdo de sangue,
centrifugacdo e re-infusdo. Durante cada ciclo, sangue integro é centrifugado
e separado em um vaso de ferese. A partir dessa separa¢ao, plasma (o vo-
lume, em cada ciclo, é determinado pelo operador do instrumento UVAR™)
e 40 ml de camada leucocitaria sdo guardados em cada ciclo de coleta. As

células vermelhas e todo o plasma adicional sédo reinfundidos ao paciente
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antes de inicio do préximo ciclo de coleta. Finalmente, um total de 240 ml de
camada leucocitaria e 300 ml de plasma sao separados e guardados para
irradiagao por UVA. |

A irradiagdo do sangue enriquecido em leucécitos dentro do cir-
cuito de irradiagdo comega durante a coleta de camada leucocitaria do pri-
meiro ciclo de coleta. O plasma e camada leucocitaria coletados sao mistu-
rados com 200 ml de solugao salina normal heparinizada e 200 mg de UVA-
DEX™ (8-metoxipsoralina soluvel em agua). Essa mistura flui em uma ca-
mada de 1,4 mm de espessura através da Camara de Fotoativagdo PHO-
TOCEPTOR™, a qual é inserida entre dois grupos de lampadas de U_VAE
PHOTOSETTE™. Lampadas de UVA PHOTOSETTE™ irradiam ambos os
lados dessa camara PHOTOCEPTOR™ UVA-transparente, permitindo uma
exposicao de 180 minutos a luz ultravioleta A, proporcionando uma exposi-
¢do média por linfécito de 1-2 Jicm?. O preparado de camada leucocitaria
final contém uma estimativa de 20% a 25% do componente de células mo-
nonucleares de sangue periférico total e tem um hematécrito de 2,5% a 7%.
Apés o periodo de fotoativagao, o volume é reinfundido ao paciente durante
um periodo de 30 a 45 minutos. O pedido de patente U.S. No. de Ser.
09/480.893 (incorporado aqui por referéncia) descreve outro sistema para
uso em administragdo de ECP. As Pats. U.S. Nos. 5.951.509; 5.985.914;
5.984.887, 4.464.166; 4.428.744; 4.398.906; 4.321.919; Publicagdes PCT
Nos. WO 97/36634; e WO 97/36581 também contém descricao de dispositi-
vos e métodos Uteis a esse respeito.

Outro sistema que pode ser util nos métodos da presente inven-
¢ao é descrito no pedido de patente U.S. No. de Ser. 09/556.832. Esse sis-
tema inclui um aparelho pelo qual o volume liquido de fluido coletado ou re-
movido de um individuo pode ser reduzido durante ECP. A quantidade eficaz
de energia luminosa que é distribuida a uma populagao de células pode ser
determinada usando os métodos e sistemas descritos na Pat. U.S. No.
6.219.584.

Uma variedade de outros métodos para indugao de apoptose em
uma populagao de células sdo bem conhecidos e podem ser adotados para
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uso na presente invengdao. Um de tais tratamentos compreende sujeigéo de
uma populagao de células a radiagao ionizante (raios gama, raios x, etc.)
e/ou radiagdo eletromagnética na@o ionizante, incluindo luz ultravioleta, aque-
cimento, resfriamento, privacao de soro, privagao de fator de crescimento,
acidificagao, diiuicao, alcalinizagéo, alteragdo da resisténcia idnica, privacao
de soro, irradiagdo ou uma combinagcdao dos mesmos. Alternativamente, a-
poptose pode ser induzida através de sujeicdo de uma populagdo de células
a ultra-som. | | |

Ainda outro método de indug¢ao de apoptose compreende a apli-
cacgao extracorporal de estresse oxidativo a uma: populagao de células. Isso
pode ser obtido através de tratamento da populagdo de células, em suspen-
sdo, com agentes de oxidagdo quimica, tais como peréxido de hidrogénio,
outros peroxidos e hidroperdxidos, 0z6nio, permanganatos, periodatos e
semelhantes. Agentes de oxida¢éo biologicamente aceitaveis podem ser
usados para reduzir problemas potenciais associados a residuos e contami-
nag¢des da populagao de células apoptose-induzida assim formada.

No preparo da populagao de células apoptose-induzida, cuidado
deve ser tomado para nao aplicar niveis excessivos de estresse oxidativo,
radiagao, tratamento com farmaco, etc. porque, de outro modo, pode haver
um risco significativo de causar necrose de pelo menos algumas das células
sob tratamento. Necrose faz com que a membrana celular se rompa € a libe-
ragcdo de conteudos celulares frequentemente com resultados biologicamen-
te prejudiciais, particularmente eventos inflamatérios, de modo que a pre-
senga de células necréticas e seus componentes, junto com a populagao de
células compreendendo células apoptéticas € melhor evitada. Niveis apro-
priados de tratamento da populagao de células para induzir a apoptose e 0
tipo de tratamento escolhido para induzir a apoptose sao prontamente de-
terminaveis por aqueles versados na técnica.

Um processo de acordo com a presente invengao envolve a cul-
tura de células do individuo ou uma linhagem de célula de mamifero compa-
tivel. As células cultivadas podem, entdo, ser tratadas extracorporaimente

para induzir a apoptose e criar uma populagao de células da mesma. O tra-
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tamento extracorporal pode ser selecionado do grupo consistindo em anti-
corpos, agentes quimioterapéuticos, radiacao, fotoferese extracorporal, ultra-
som, proteinas e agentes de oxidagao. As células, suspensas no plasma do
individuo ou outro meio de suspensao adequado, tal como solugao salina ou
um meio de cultura de células de mamifero equilibrado podem, entéo, ser
administradas ao paciente.

Métodos para a deteccao e quantificacao de apoptose sdo Uteis
para determinagdo da presenga e nivel de apoptose no preparado a ser ad-
ministrado ao individuo na presente invengéo. O nimero de células apoptéti-
cas em uma populagao de células requerido para obter o beneficio clinico
desejado em um individuo pode variar, dependendo da fonte de células, da
condigdo do individuo, da idade e peso do individuo e outros fatores relevan-
tes, 0s quais sdo prontamente determinaveis através de métodos bem co-
nhecidos. De preferéncia, o numero de células apoptéticas que sao adminis-
tradas a um paciente € de 0,1 a 50 bilhdes, mais preferivelmente 1 a 10 e,
ainda mais preferivelmente, 2,5 a 7,5 bilhdes.

Em uma modalidade, células que sofrem apoptose podem ser
identificadas por um “laddering” caracteristico de DNA observado quando de
eletroforese em gel de agarose, resultante da clivagem de DNA em uma sé-
rie de fragmentos. Em outra modalidade, a expressao na superficie de fosfa-
tidil serina sobre células pode ser usada para identificar e/ou quantificar uma
populagéo de células apoptose-induzida. Medi¢ao de alteragdes no potencial
da membrana mitocondrial, que refletem alteragdes na permeabilidade da
membrana mitocondrial, € outro método reconhecido de identificagdo de
uma populagado de células. Uma série de outros métodos de identificagdo de
células que sofreram apoptose e de uma populagdo de células, muitos u-
sando anticorpos monoclonais contra marcadores especificos para uma po-
pulagdo de células, foram também descritos na literatura especifica.

Rejeicdo aguda a transplante de 6rgdos soélidos ocorre em 30%
a 60% dos pacientes ap0s transplante de pulmao e, em um grau menor, com
figado, coragao, rim, etc. em virtude do sucesso de agentes imunossupres-

sores. A reagao imune a linfécito (célula)-mediada contra antigenos de
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transplante € o principal mecanismo de rejeicdo aguda. Uma rejeigdo crénica
ou retardada causa destruigdo do enxerto em meses a anos apds transplan-
te e é caracterizada por destruicao vascular que leva a necrose do tecido
transplantado. Essa rejeicdo nao é atualmente suprimida, até grande ponto,
pelos regimes padroes e, assim, a necessidade de tolerancia imune mais
sustentavel é uma necessidade nao reunida significativa.

Deterioragdo tardia do enxerto ocorre ocasionalmente e esse
tipo crénico de rejeigao freqlentemente progride insidiosamente, a despeito
de terapia imunossupressora aumentada. O quadro patolégico difere daque-
le de rejeicao aguda. O endotélio arterial esta primariamente envolvido, com
proliferagdo extensiva que pode gradualmente obstruir o [limen do vaso, re-
sultando em isquemia e fibrose do enxerto.

Imunossupressores sdo atualmente usados amplamente para
controlar a reagdo de rejeicdo e sao primariamente responsaveis pelo su-
cesso do transplante. Contudo, esses farmacos suprimem todas as reagoes
imunolégicas, assim, tornando a infec¢ao devastadora que leva a causa de
morte em recipientes de transplante.

O tratamento imunossupressor existente pode diferir no caso de
diferentes tipos de transplantes. Aloenxertos de figado sdo menos agressi-
vamente rejeitados do que outros aloenxertos de 6rgaos. Por exemplo, rejei-
¢ao hiperaguda a um transplante de figado ndo ocorre invariavelmente em
pacientes que foram pré-sensibilizados a antigenos de HLA ou incompatibili-
dades ABO. Terapia imunossupressora tipica em adultos envolve o uso de
ciclosporina, usualmente fornecida IV a 4 a 6 mg/kg/dia, come¢ando no mo-
mento de transplante e, entao, 8 a 14 mg/kg/dia p.o. quando alimentagao é
tolerada. As doses sao ajustadas para menos se disfun¢do renal ocorre e os
niveis no sangue sao usados como medidas aproximadas de dosagem ade-
quada.

Em transplante de cora¢do, regimes imunossupressores sao si-
milares aqueles para transplante de rim ou figado. Contudo, em transplantes
de pulmao e coragao-pulmao, rejeicao aguda ocorre em >80% dos pacien-

tes, mas pode ser gerenciada com sucesso. Os pacientes sdo tratados com
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corticosteroides, fornecidos rapidamente IV em alta dosagem, ATG ou
OKT3. ALG ou OKT3 profilatico também é freqlentemente fornecido durante
as primeiras duas semanas pés-transplante. Transplante de péncréas € uni-
co dentre os transplantes de 6rgaos vascularizados: ao invés de ser usado
para salvar uma vida, ele tente estabilizar cu prevenir as complicagdes de-
vastadoras sobre o0 6rgdo alvo de diabetes do tipo I. Em virtude do fato de o
recipiente trocar os riscos da inje¢ao de insulina pelos riscos de imunossu-
pressao, o transplante de pancreas geralmente tem sido limitado a pacientes
que ja precisam receber farmacos imunossupressores (isto é, diabéticos
com insuficiéncia renal que estdo recebendo um transplante de rim). ,

Pacientes com leucemia mieldide ou linfoblastica aguda podem
se beneficiar de transplante de medula 6ssea (BMT). BMT pediatrica tem se
expandido em virtude de seu potencial para cura de criangas com doencas
genéticas (por exemplo, talassemia, anemia de células falsiformes, imunode-
ficiéncias, erros congénitos de metabolismo). Outra opgdao para BMT é
transplante autélogo (remogao da propria medula do paciente quando uma
remissao completa tenha sido induzida, seguido por tratamento ablativo do
paciente com a esperanga de destruicao de qualquer tumor residual e resga-
te da prépria medula éssea do paciente). Uma vez que um auto-enxerto é
usado, nenhuma outra imunossupressao é necessdaria que nao a quimiote-
rapia em alta dose a curto prazo usada para erradicagdo de tumor e ablagao
da medula éssea; problemas pés-transplante com GVHD sdao minimos.

A taxa de rejeicdo € <5% em transplantes de pacientes com leu-
cemia a partir de doadores HLA-idénticos. Para pacientes com multiplas
transfusdes com anemia aplastica, a taxa de rejeicao também tem sido signi-
ficativamente diminuida em virtude de imunossupressdao aumentada durante
indugdo de transplante. Todavia, complicagdes podem surgir, incluindo rejei-
¢ao pelo hospedeiro do enxerto de medula, GVHD aguda e infec¢ées. Com-
plicacdes tardias incluem GVHD crénica, imunodeficiéncia prolongada e re-
corréncia da doenga.

Os meétodos da presente invengdo também podem ser usados

em cirurgia de implante, por exemplo, com cirurgia de implante comumente
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realizada em cirurgia plastica cosmética ou ndao-cosmética. Tais implantes
podem incluir dental, enxerto de gordura, por exemplo, nas bochechas, la-
bios e nadegas, implantes faciais, incluindo aqueles do nariz, bochecha, tes-
ta, queixo e crénio, implantes na nadega, implantes de mama, etc. Outros
implantes inciuem, mas nao estao limitados a, anel corneal, cortical, orbital,
coclear, muscular (todos os musculos, incluindo peitoral, gluteal, abdominal,
panturrilha, soleus, biceps, triceps), articulagao aloplastica e reposi¢do 0s-
sea, raiz vertebral, implante de células-tronco ou fetais.

O desenvolvimento hematopoiético de células dendriticas (DC),
células apresentando antigeno (APCs) potentes, € distinto e pode seguir di-
versas vias pfecursoras, algumas intimamente relacionadas a mondcitos.
DCs podem ser derivadas de um precursor linféide. Thomas e outros (1993)
J. Immunol. 150: 821 834. Assim como no sangue, podem existir trés sub-
conjuntos distintos de DCs presentes no timo: 1) DCs CD4+ CD11c- plas-
macitdides; 2) DCs CD4+ CD11 c+; e 3) DCs de ihterdigitagéo.

A geragao de grandes numeros de DCs para uso clinico poten-
cial foi recentemente realizada através da cultura in vitro de progenitores
com citocinas. Varias estratégias tém sido adotadas para introduzir antige-
nos em células dendriticas, de modo que elas sejam mais eficazmente apre-
sentadas a células T no contexto de co-estimulagao. Também, foi mostrado
que células dendriticas podem influenciar a resposta de células T ao antige-
no para acompanhar uma via humoral ou sistémica.

DCs sao APCs que sao essenciais para inicio de respostas imu-
nes primarias e 0 desenvolvimento de tolerancia. DCs expressam MHC, ne-
cessario para estimulagao de populagbes de células T naive. O desenvolvi-
mento hematopoiético de DCs ¢ distinto e pode seguir diversas vias precurso-
ras, algumas das quais estao intimamente relacionadas a mondcitos. Veja, por
exemplo, Avigan (1999) Blood Rev. 13: 51-64. Diferentes subconjuntos de DCs

tém vias de desenvolvimento distintas. O conceito emergente é que um sub-

conjunto de DC tem fungbes regulatérias que podem contribuir para a indugao

de tolerancia a auto-antigenos. Austyn (1998) Curr. Opin. Hematol. 5: 3-15.
Estudos sobre DCs em sangue foram atrasados pela escassez
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de células e a falta relativa de marcadores na superficie celular DC-
especificos. Métodos para isolamento de DC sdo baseados em alteragao na
maturagdo apds um curto periodo de cultura, tal como a aquisigéd de baixa
densidade flutuante ou a expressao de antigenos de ativagdo/maturagao de
DC (CD83, CMRF-44 e CMRF-56). Young e outros (1988) Cell Immunol.
111: 167; e Van Voorhis e outros (1982) J. Exp. Med. 155: 1172.

O isolamento de DCs do sangue contava anteriormente com
uma multiplicidade de critérios imunofenotipicos, tais como a auséncia de
um painel de antigenos linhagem de leucécito (lin)-especificos (por exemplo,
CD3, CD14, CD19 e CD56) e a presenga de HLA-DR, CD4 ou CD33. Roma-
ni e outros (1996) J. Immunol. Met. 196: 137 151.

A partir de anélises de DCs isoladas de sangue nao cultivado, se
tornou evidente que DCs sanglineas nao sao uma populacdao de células
homogénea, mas uma mistura de pelo menos duas popula¢gdes. Thomas e
outros (1994). A primeira sub-populagédo de DCs sanglineas sdo DCs
CD123"9" CD11c’, as quais possuem uma morfologia de plasmacitéide e
potente fungdo estimulatéria de células T. A segunda sub-populagao de DCs
sangiineas ¢ CD123%™ CD11¢*™ as quais sdo de aparéncia monocitdide,
expressam CD45R0O e se desenvolvem espontaneamente em DCs maduras
tipicas, mesmo quando cultivadas sem quaisquer citocinas exégenas. DCs
CD123"9" CD11¢™ plasmacitides mostram algumas caracteristicas, tal co-
mo a expressdo da receptor de pré-células T de cadeia o, 0 que indica que
elas podem se originar de precursores linféides. Bruno e outros (1997) J.
Exp. Med. 185: 875 884. DCs CD123%™ CD11¢®™" mostram todos os crité-
rios de DCs mieldides. DCs semelhantes & DCs CD123"" CD11¢™ plasma-
citdides foram detectadas em areas ricas em células T de tecido linfoide e
foram, inicialmente, designadas erroneamente como células T plasmacitéi-
des ou mondcitos plasmacitéides em virtude de sua morfologia e fenotipo.
Grouard e outros (1997) J. Exp. Med. 185: 1101-111.

Agora, foi descoberto um subconjunto de DCs e um método de
andlise do mesmo como um método de deteccdo de suscetibilidade a G-
VHD, progressao e tratamento de GVHD e como um biomarcador para ECP.
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A prevengdo de GvHD e consequéncias clinicas (pelo menos
parcialmente como um resultado de ECP) sao refletidas na proporgao de
CD11c+ para CD11c- em sangue periférico e sua alteragao apés ECP.

Conforme demonstrado por sua identificagdo em um experimento
clinico, esse biomarcador pode ser medido confiavelmente com pouca sofisti-
cagao requerida pelo médico, além de flebotomia. Todavia, medig¢ao citométri-
ca de fluxo é uma técnica sofisticada e requer mais pericia técnica do que é
desejavel na maioria das aplicagdes. Os conjuntos de dados ricos derivados
de experimentos de pGvHD tém criado vérias oportunidades para identificar
biomarcadores adicionais que se correlacionam com a presenca desse sub-
conjunto de DCs e que sao mais prontamente medidos (veja abaixo).

Um biomarcador € qualquer indicio do nivel de expressao de um
gene marcador indicado. O indicio pode ser direto ou indireto e medir a su-
per- ou sub-expressao do gene dados os parametros fisioldgicos e em com-
paragao com um controle interno, tecido normal ou outro carcinoma. Biomar-
cadores incluem, sem limitacao, acidos nucléicos (super- e sub-expressao e
direto ou indireto). Uso de acidos nucléicos como biomarcadores pode incluir
qualquer método conhecido na técnica incluindo, sem limitagao, medigao de
amplificagdo de DNA, RNA, micro RNA, perda de heterozigosidade (LOH),
polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs, Brookes (1999)), DNA mi-
crossatélite, hipo- ou hiper-metilacdo de DNA. Uso de proteinas como bio-
marcadores inclui qualquer método conhecido na técnica incluindo, sem limi-
tacdo, medicdo da quantidade, ativagao, modificagdes, tais como glicosila-
¢ao, fosforilagao, ADP-ribosilagdo, ubiquitinacédo, etc. ou imunohistoquimica
(IHC). Outros biomarcadores incluem, formag¢ao de imagem , contagem de
células e marcadores de apoptose.

Um acido nucléico marcador corresponde a seqiéncia designa-
da por uma SEQ ID NO quando ela contém essa seqliéncia. Um segmento
ou fragmento de gene corresponde a sequéncia de tal gene quando ele con-
tém uma porg¢ao da sequéncia em questdao ou seu complemento suficiente
para distinguir a mesma como sendo a sequéncia do gene. Um produto da
expressao de gene corresponde a tal sequéncia quando seu RNA, mRNA,
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miRNA ou cDNA se hibridiza a composicao tendo tal seqiiéncia (por exem-
plo, uma sonda) ou, no caso de um peptideo ou proteina, ele é codificada
por tal mMRNA. Um segmento ou fragmento de um produto de expresséo de
gene corresponde a sequéncia de tal gene ou produto da expressao de gene
quando ela contém uma por¢ao do produto de expressao de gene em ques-
tao ou seu complemento suficiente para distinguir a mesma como sendo a
sequéncia do gene ou produto de expressao do gene.

Os métodos da invengao, composigdes, artigos e kits descritos e
reivindicados no presente relatério descritivo incluem um ou mais genes
marcadores. “Marcador” ou “gene marcador’ é usado por todo o presente
relatério descritivo para se referir a genes e produtos de expressao de gene
que correspondem a qualquer gene, a super- ou sub-expressao do qual esta
associada a uma probabilidade da ocorréncia de GvHD ou TRM.

A presente invengdo ainda proporciona microarranjos ou lascas
de gene para realizagdo dos métodos descritos aqui.

A presente invengdo ainda proporciona portfolios diagndsti-
cos/prognésticos contendo reagentes adequados para medicdo de biomar-
cadores, tais como sequiéncias de acido nucléico isoladas, seus complemen-
tos ou porgdes das mesmas de uma combinagao de genes conforme descri-
to aqui, onde a combinagao é suficiente para medir ou caracterizar a expres-
sao de gene em uma amostra bioldgica.

Qualquer método descrito na presente invengao pode ainda in-
cluir medicao de expressao de pelo menos um gene constitutivamente ex-
presso na amostra.

A invengao ainda proporciona um método para fornecer orienta-
¢ao de terapia através de determinagdo da probabilidade de GvHD ou TRM
de acordo com 0s métodos descritos aqui e identificagdo do tratamento a-
propriado para 0s mesmos.

A invencdo ainda proporciona um método para fornecer um
progndstico para determinagao da probabilidade de GvHD ou TRM de acor-
do com os métodos descritos aqui e identificagao do prognéstico correspon-

dente para 0s mesmos.
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A invengé@o ainda proporciona um método para descobrir bio-
marcadores compreendendo determinagdo do nivel de expressdo de um
gene marcador, medi¢do de um biomarcador para o gene marcador a fim de
determinar a expressao do mesmo, analise da expressédo do gene marcador
de acordo com os métodos descritos aqui € determinagao se o gene marca-
dor é eficazmente especifico para GvHD ou TRM.

A invengéao ainda proporciona kits, artigos, microarranjos ou las-
cas de gene, portfolios diagnésticos/prognésticos para conduzir os ensaios
descritos aqui e relatérios de pacientes para reportar os resultados obtidos
através dos presentes métodos.

Descobriu-se que a mera presenga ou auséncia de sequéncias
de acido nucléico particulares em uma amostra tecidual raramente tem valor
diagndstico ou progndstico. Informagédo sobre a expressao de varias protei-
nas, peptideos ou mRNA, por ouiro lado, vem sendo crescentemente consi-
derada como importante. A mera presenga de sequéncias de acido nucléico
tendo o potencial de expressar proteinas, peptideos ou mRNA (tais seqién-
cias referidas como “genes”) dentro do genoma em si nao é determinante se
uma proteina, peptideo ou mRNA é expresso em uma determinada célula.
Se um determinado gene capaz ou nao de ex'pressar proteinas, peptideos
ou mRNA assim o faz e em que extensao tal expressao ocorre, se ocorre, é
determinado por uma variedade de fatores complexos. A despeito de dificul-
dades na compreensao e avaliagao desses fatores, ensaio da expressao de
gene pode fornecer informagao util sobre a ocorréncia de eventos importan-
tes, tais como GvHD ou TRM, e outros fendmenos clinicamente relevantes.
Indicagdes relativas do grau até o qual os genes sao ativos ou inativos po-
dem ser encontradas em perfis de expressao de gene.

Métodos preferidos para estabelecer perfis de expressao de ge-
ne incluem determinagdo da quantidade de RNA que € produzido por um
gene que pode codificar uma proteina ou peptideo. Isso € realizado através
de PCR com transcriptase reversa (RT-PCR), RT-PCR competitiva, RT-PCR
em tempo real, RT-PCR com visualizagao diferencial, analise de Northern

Blot e outros testes relacionados. Embora seja possivel conduzir essas téc-
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nicas usando reagdes de PCR individuais, € melhor amplificar DNA comple-
mentar (CDNA) ou RNA complementar (cCRNA) produzido a partir de mRNA e
analisa-lo via microarranjo. Uma série de diferentes configuragéesA de arran-
jos e métodos para sua produgdo sao conhecidos por aqueles versados na
técnica e sado descritos, por exemplo, 5445934; 5532128; 5556752;
5242974; 5384261; 5405783; 5412087; 5424186; 5429807; 5436327;
5472672; 5527681, 5529756; 5545531; 5554501; 5561071; 5571639;
5593839; 5599695; 5624711; 5658734; e 5700637.

Tecnologias de microarranjo permitem a medi¢cao do nivel de
miRNA ou mRNA em estado uniforme de milhares de genes simultaneamen-
te, proporcionando uma ferramenta-poderosa para a identificacdo de efeitos,
tais como o inicio ou modulagdo de GvHD. Duas tecnologias de microarranjo
estao atualmente em amplo uso, arranjos de cDNA e oligonucleotideo. Em-
bora existam diferengas na construgéo dessas lascas, essencialmente toda
a andlise de dados a jusante e rendimento sdo os mesmos. O produto des-
sas andlises sao, tipicamente, medi¢cdes da intensidade do sinal recebido de
uma sonda rotulada usada para detectar uma sequéncia de cDNA a partir da
amostra que se hibridiza a uma sequéncia de acido nucléico em um local
conhecido sobre o microarranjo. Tipicamente, a intensidade do sinal é pro-
porcional a quantidade de cDNA e, assim, mRNA ou miRNA, expresso nas
células da amostra. Um grande numero de tais técnicas esta disponivel e
util. Métodos preferidos podem ser encontrados em 6271002; 6218122;
6218114; 6004755; e Keene e outros (2006) RIP-Chip: the isolation and i-
dentification of mMRNAs, microRNAs and protein components of ribonucleo-
protein complexes from cell extracts Nature Protocols 1: 302-307.

Andlise dos niveis de expressdao é conduzida comparando tais
intensidades de sinal. Isso é feito melhor através de geragao de uma matriz
de proporgao das intensidades de expressao de genes em uma amostra de
teste versus aquela em uma amostra de controle. Por exemplo, as intensi-
dades de expressédo de gene de um tecido doente podem ser comparadas
com as intensidades de expressao geradas de tecido normal do mesmo tipo.

Uma propor¢ao dessas intensidades de expressao indica a alteragdo na ex-
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pressao de gene entre amostras de teste e de controle.

A selegao pode ser baseada em testes estatisticos que produ-
zem listas graduadas relacionadas a evidéncia de significancia para expres-
sao diferencial de cada gene entre fatores relacionados a GvHD ou TRM.
Exemplos de tais testes incluem ANOVA e Kruskal-Wallis. As classificagdes
podem ser usadas como pesos em um modelo projetado para interpretar a
soma de tais pesos, até um corte, como a preponderancia de evidéncia a
favor de uma classe com relagdo a outra. Evidéncia anterior, conforme des-
crito na literatura, também pode ser usada para ajustar os pesos.

Perfis de expressdo de gene podem ser visualizados em uma
série de formas. A mais comum é dispor intensidades de fluorescéncia bruta
ou matriz de propor¢ao em um dendograma grafico onde as colunas indicam
amostras de teste e as fileiras indicam genes. Os dados séo dispostos de
modo que genes que tém perfis de expressdo similares estejam proximos
uns dos outros. A proporgao de expressdo para cada gene é visualizada
como uma cor. Por exemplo, uma expressdao de menos de um (sub-
regulagéo) aparece na por¢ao azul do espectro, enquanto que uma propor-
¢ao maior do que um (super-regulagao) aparece na por¢ao vermelha do es-
pectro. Programas de software de computador comercialmente disponiveis
estdo disponiveis para visualizar tais dados, incluindo "GeneSpring" (Silicon
Genetics, Inc.) e "Discovery" e "Infer" (Partek, Inc.).

No caso de medi¢do de niveis de proteina para determinar ex-
pressdo de gene, qualquer método conhecido na técnica é adequado, con-
tanto que ele resulte em especificidade e sensibilidade adequadas. Por e-
xemplo, os niveis de proteina podem ser medidos através de ligagao a um
anticorpo ou fragmento de anticorpo especifico para a proteina e medi¢ao da
quantidade de proteina anticorpo-ligada. Anticorpos podem ser rotulados
através de reagentes radioativos, fluorescentes ou outros detectaveis para
facilitar a detecgdo. Métodos de detecgao incluem, sem limitagao, ensaio
imunoabsorvente enzima-ligado (ELISA) e técnicas de imunoblot.

Os perfis de expressdo de gene da presente invengdo podem

também ser usados em conjunto com outros métodos diagndsticos ndao ge-
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néticos uteis em diagnéstico, progndstico ou monitoramento de tratamento.
Por exemplo, em algumas circunstancias, € benéfico combinar o poder diag-
néstico dos métodos baseados em expressdo de gene descritos écima com
dados de marcadores convencionais, tais como marcadores de proteina no
soro. Em tal método, sangue é periodicamente coletado de um paciente e,
entdo, submetido a um imunoensaio enzimatico para marcadores no soro, tal
como albumina. Quando a concentracdo do marcador sugere a probabilida-
de de GvHD ou TRM, uma fonte de amostra passivel de analise de expres-
sao de gene é tomada. Essa abordagem pode ser particularmente util quan-
do testagem adicional produz resultados ambiguos. _

Kits feitos de acordo com a invengao incluem ensaios formatados
para determinagao da expressao de biomarcador. Esses podem incluir todos
ou alguns materiais necesséarios para conduzir os ensaios, tais como reagen-
tes e instrugdes e um meio através do qual biomarcadores sdo ensaiados.

Os artigos da presente inveng¢ao incluem representagdes da ex-
pressao de biomarcador uteis para o tratamento, diagnéstico, prognéstico e,
de outro modo, avaliacao de doengas. Essas representagdes de perfil sao
reduzidas para um meio que pode ser automaticamente lido por uma maqui-
na, tal como meios legiveis em computador (magnéticos, épticos e seme-
lhantes). Os artigos podem também incluir instrugbes para avaliagdo dos
perfis de expressao de gene em tais meios. Por exemplo, os artigos podem
compreender um CD ROM tendo instrugées de computador para compara-
¢ao de perfis de expressao de gene dos portfolios de genes descritos acima.
Os artigos também podem ter perfis de expressdo de gene digitalmente re-
gistrados nos mesmos, de modo que eles podem ser comparados com da-
dos de expressdao de gene de amostras de um paciente. Alternativamente,
os perfis podem ser registrados em um formato representacional diferente.
Um registro grafico € um de tais formatos. Algoritmos de agrupamento, tais
como aqueles incorporados nos softwares "DISCOVERY" e "INFER" da Par-
tek, Inc. mencionados acima podem auxiliar melhor na visualizagao de tais
dados.

Diferentes tipos de artigos de fabricagao de acordo com a inven-



10

15

20

25

19

¢ao séo meios ou ensaios formatados usados para revelar perfis de expres-
sao de gene. Esses podem compreender, por exemplo, microarranjos nos
quais complementos de sequiéncia ou sondas sao afixadas a uma matriz a
qual as sequéncias indicativas de genes de interesse se combinam, criando
uma determinante legivel de sua presenga. Alternativamente, artigos de a-
cordo com a inveng¢ao podem ser feitos em kits de reagentes para conduzir
hibridizagdo, amplificagdo e geragao de sinal indicativa do nivel de expres-
sdo dos genes de interesse para prever GvHD ou TRM. .

Os exemplos a seguir sao fornecidos para ilustrar, mas nao limi-
tar, a invengao reivindicada. Todas as referéncias citadas aqui sao aqui in-
corporadas por referéncia.

Exemplo 1 |
|. Candidato 1 a Biomarcador: subconjuntos de células dendriticas de san-

gue periférico: (biomarcador previsivel de doenga, mecanismo de agédo de
biomarcador (MOA), biomarcador de eficacia de tratamento) |

Andlise citométrica de fluxo de amostras de sub-estudo de um
experimento de prevengao de GvHD mostrou uma diferenca estatisticamente
significativa na proporgao de células dendriticas CD11c+ e CD11c¢- (células
mononucleares lin-/HLADR+, expressas como uma fragao de células mono-
nucleares) no sangue periférico de pacientes que sofreram GvHD de grau
dois, trés ou quatro comparado com pacientes que desenvolveram nenhuma
ou apenas GvHD branda (“sem GvHD”, grau zero ou um). Os resultados sao
mostrados nas Tabelas 1 e 2. A Figura 1 esbog¢a 0 experimento e a Figura 2
mostra fenotipificagdo citométrica de PBMC.

Tabela 1

% de HLA-DR+/CD11C+| % de HLA-DR+/CD11C-

Linhade | GvHD | 23,7 +21,00 |P =0,001| 73,1 £22,11 P =0,002
base

Sem | 45,6+ 11,81 51,1 +12,20
GvHD

Pés-ECP | GvHD | 345+2491 |P=0,011| 63,2+25,30 | P=0,008
Sem | 53,7+ 11,63 43,1 £ 10,51

GvHD
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Fio examinado, sangue de um subconjunto de 32 pacientes tra-
tados com ECP para identificar marcadores na superficie celular de sangue
periférico que poderiam prever GvHD e TRM. Amostras foram eXtraidas i-
mediatamente antes de ECP (na linha de base) e imediatamente apés ECP,
mas antes de condicionamento mieloablativo, entdo, avaliadas através de
citometria de fluxo. Dados de citometria foram agrupados € modelados para
avaliar sua precisao prognostica sozinhos ou em combinagao com valores
clinicos de laboratério. Regresséo logistica mostrou que marcadores para
subconjuntos de DC especificos presentes antes de mieloablagdo eram os
melhores indicadores dos resultados. A probabilidade de GvHD de grau lI-IV
(aGvHD) aumenta quando células mieldides lin- HLA-DR+ CD11c"* de linha
de base compdem uma propor¢ao menor de células Lin- HLA-DR+ em circu-
lagdo com uma precisao prognostica, refletida na area sob a curva de recep-
tor-operador (ROC) de 0,83. O melhor modelo prognéstico para TRM foi uma
menor abundancia absoluta de DCs plasmacitéides lin- HLA-DR+ CD123+
em circulagdo na linha de base (ROC = 0,86). Nenhum poder progndstico
adicional surge com relagdo a aGvHD ou TRM apés inclusdao de valores de
laboratério. Contudo, modelos que combinam determinados resultados clini-
cos de laboratério e fatores demograficos também prevéem esses resultados
clinicos e oferecem uma possivel alternativa a ensaios citométricos comple-
xo0s. O melhor de tais modelos incluia medi¢des de linha de base da propor-
¢ao de BUN/creatinina, albumina no soro e os dados de compatibilida-
de/relagao do doador do enxerto e do recipiente (ROC = 0,82, n = 59) para
TRM, enquanto que as contagens de neutréfilos de linha de base eram mais
prognésticas de aGvHD (ROC = 0,69, n = 60). Em suma, foram identificados
biomarcadores, incluindo subconjuntos de DCs do hospedeiro, testes clini-
cos prontamente medidos e fatores demograficos que, pelo menos em paci-
entes que receberam ECP, estdo presentes antes de condicionamento e
podem prever resultados.

Quando contagens de células DC absolutas sdo considerados,
se torna evidente que a contribuigao relativa de DCs CD11 c+ e CD11 ¢- pa-

ra uma determinada populagdo de células de sangue periférico pode ser um
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indicador do eventual desenvolvimento de GvHD nesse paciente. Especifi-
camente, a propor¢ao de células DC CD11c+ para CD11c- em uma determi-
nada amostra do paciente de desvio daquela de um paciente que néo de-
senvolve subsequentemente GvHD grave (grau 2 a 4) para tao baixo quanto
0,006 em pacientes que desenvolvem depois GvHD grave.

Padroes nos dados ilustram a rigorosidade desse biomarcador.
Embora as contagens absolutas mostradas abaixo sejam pequenas eAm uma
base por microlitro, os resultados séo reproduziveis em termos de contagem
absoluta e proporgdo quando considerando contagens das populagdes
CD123+/- relacionadas. Essa comparagdo mostra uma duplicagdo conside-
ravel nas contagens absolutas de marcador (-) e uma forte relagdo entre po-
pulagbes CD123- e CD11c-. Na verdade, as populagdoes Lin-/HLA-
DR+/CD11c- e Lin-/HLA-DR+/CD123- sdo altamente correlacionadas em
amostras pré- e pés-ECP (coeficientes de correlagdo de Pearsonr=0,95 e
0,985, respectivamente), sugerindo que essas medigdes podem representar
a mesma populacédo de células. Além disso, essas contagens absolutas es-
tao em concordéancia com contagens de DC previamente reportadas em po-
pulagbes normais e com GvHD. Essa pesquisa é unica pelo fato de que ela
examina popula¢des CD11c¢- e CD123-, enquanto que a maioria dos estudos
examina as populagdes antigeno-positivas mais maduras de DC. Assim, foi

identificada uma nova populagdo de DCs relacionadas a um resultado clini-

co.

Tabela 2

Valores absolutos de DC pré-ECP

Grau HLA- HLA- HLA- HLA- HLA- WBS
de DR+/CD123+ DR+/CD123- DR+/CD11 DR+/CD11 lin abs.

GvHD c+ c-
0 7 15 10 12 670 3300
0 5 12 9 8 401 2400
0 1 8 3 6 383 1200
0 2 15 9 8 947 3200
0 4 11 6 8 847 5800
0 3 4 3 4 252 3500
0 3 6 5 4 462 1600
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Grau HLA- HLA- HLA- HLA- HLA- WBS
de DR+/CD123+ DR+/CD123- DR+/CD11 DR+/CD11 lin abs.
GvHD C+ c-
0 5 19 16 6 1290 2300
0 0 2 1 1 597 3000
0 5 5 3 7 578 5300
0 3 17 15 5 672 4700
1 5 18 9 14 984 4600
1 4 8 6 585 3800
1 5 7 5 7 942 2700
1 1 103 44 59 1643 8300
2 7 19 11 15 332 2200
2 4 34 13 25 492 6000
2 31 27 7 50 1085 2700
2 2 15 2 14 2845 10900
2 1 6 5 2 1502 3500
2 0 267 7 260 1288 3700
2 3 11 4 9 832 3300
3 0 2 1 1 1140 3700
3 1 4 1 3 499 5200
3 2 7 3 5 779 4100
3 1 487 3 485 1705 3500
3 163 25 4 187 2415 11500
4 0 2 0 2 274 11900
4 1 29 5 23 611 8600
4 0 4 3 1 281 2300
4 2 24 3 23 422 1500
4 1 9 3 8 352 4000

Uma plotagem da propor¢ao de DCs Cd11c+ para CD11c- ver-
sus o grau de GvHD revela uma correlagéo entre a proporgao e a eventual
gravidade de GvHD em um paciente (Figura 3). As Figuras 4-6 mostram per-
fis de DC progndsticos de TRM.

Outros padrGes incluem uma propensao para que essa propor-
¢ao se desvie para positivo apds tratamento com ECP e para os pacientes
com uma propor¢éo pré-BMT mais préxima de um tendo menor mortalidade
(2 mortes em 0-1 vs. Cinco no grupo 2-4). Nem a variabilidade da medicao,
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nem a relagao do doador para o recipiente parecem se correlacionar com o
grau de GvHD, sugerindo ainda que caracteristicas recipiente-especificas
acionam a propensao a GvHD.

Proporg¢des de DC1/DC2 e a proporgao relativa de DCs imaturas
foram propostas como indicadores progndsticos de progressao de doenga e
resultados de tratamento em numerosas condi¢cdes relevantes, incluindo
sindrome de Sezary, transplante de érgaos sélidos e de medula éssea, inclu-
indo GvHD, tumores sélidos, dermatite atdpica, doenga inflamatéria do intes-
tino e infecgao viral sistémica.

O numero de DCs antigeno-negativas se correlaciona bem com
populagdes de células B ativadas. O nimero de DCs CD11c- e, provavel-
mente, o ndmero de CD123-, se correlaciona com CD19+/CD27+ e
CD19+/CD40+ (r = 0,91 e 0,8, respectivamente) e menos com a contagem
de células CD19+/CD20+B totais (r = 0,64) através de todos os participantes
do sub-estudo. Esses dados mostram que o numero absoluto de DCs
CD11c-/CD123- em circulagao reflete o grau de ativagdo de células B, uma
consideracgéo relevante em GvHD.

Exemplo 2
Il. Candidatos 2 e 3 a biomarcadores, GGT no soro e LDH (biomarcadores
para prognostico de doenga, MOA, eficacia de tratamento)

Usando a proporgao CD11¢c+/CD11c-, dados de um laboratério
central foram examinados para correlagéeé da proporg¢ado de subconjunto de
DC e gravidade de GvHD. Duas novas correlagdes emergiram a partir de
amostras pré-transplante, GGT e LDH elevados no soro. Elevagdo nesses
marcadores, junto com contagens de plaquetas significativamente diminui-
das, permitem a discriminagao de individuos que depois sofreram de GvHD
de grau alto daqueles com GvHD de grau zero e um em amostras de linha
de base e pés-ECP.

Dado sua derivagao a partir de proporgao de CD11c, esses mar-
cadores de laboratdrio central vdo de encontro a todos os critérios descritos
para o marcador citométrico de fluxo, mas tém a vantagem adicional de se-

rem prontamente medidos e interpretados. GGT é amplamente usado como
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um marcador para dano hepatico em cirrose e outros disturbios hepaticos e
LDH é, tipicamente, considerado uma medida de lise celular. Dado que es-
ses marcadores estao elevados em pacientes pré-transplante e parecem se
correlacionar com um fator de risco previamente identificado para GvHD
(baixa contagem de plaquetas), eles podem proporcionar uma vantagem
adicional com relagao a medicao citométrica de fluxo descrita acima.

Capacidade diagnostica de GvHD:

Essas observagdes representam o primeiro marcador ou conjun-
to de marcadores prognosticos para o inicio e gravidade de GvHD aguda.
Um laboratério qualificado pode realizar prontamente citometria de fluxo com
quantificagdo absoluta ou relativa de subconjuntos de DC para prever o ini-
cio de doenga. Alternativamente, 0 uso de contagens de mondcitos e neutrd-
filos em combina¢do com outros marcadores de suscetibilidade pode intensi-
ficar o progndstico e orientar terapia apds transplante de medula éssea.

O uso desses subconjuntos de células progndsticas em combi-
nagdo com outros diagnésticos pode permitir a identificacdo de analitos co-
variaveis (isto €, constituintes do plasma ou soro ou outros marcadores bio-
I6gicos) que sd@o progndsticos ou aumentam o poder prognostico de subcon-
juntos de DC. Essa observacdo e subsequente diagnéstico também sao re-
levantes e sao aplicaveis, em geral, para todos os pacientes que receberam
transplantes de medula 6ssea.

Exemplo 3

Andlise por regressao logistica € usada para identificar pacientes
de alto risco (morte por transplante e GvHD de Grau II-IV) aos quais foi for-
necida ECP, usando marcador de linha de base, varidveis de laboratério e
demograficas para prever o resultado. Informacdo demogréfica foi coletada
de 62 subconjuntos, 13 individuos tiveram uma morte relacionada a trans-
plante e 22 individuos tiveram GvHD aguda de grau llI/IV. GvHD aguda de
grau lll/IV estava ausente em um individuo, esse individuo ndo estava nos
subconjunto de marcador. O numero de individuos com valores de laborato-
rio varia em virtude de dados que faltam. O subconjunto de pacientes com

valores de marcador coletados tinha um numero total de 23 pacientes, 9 in-
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dividuos tiveram uma morte relacionada a transplante e 15 individuos tive-
ram GvHD aguda de grau llI/IV.
Valores de marcador n = 32

O subconjunto de pacientes com valores de marcador de linha
de base foi avaliado para determinar se qualquer um dos valores de marca-
dor contribua para o prognéstico de cada um dos resultados (morte pelo
transplante e GvHD de Grau lI-IV). As variaveis fornecidas nas Tabelas 3 e 4
sao os melhores indicadores dentre todas as variaveis de marcador coleta-

das. Os valores de marcador foram colocados no modelo como variaveis

continuas.
Tabela 3
Resultado: MORTE PELO TRANSPLANTE
Indicador: marcadores
Modelo n propor¢do estimativa  p- ROC**
de chances valor*
p_HLAmDRsCD123s 32 1,07 0,0715 0,06 0,79
p_HLAmDRsCD11cs 32 1,06 0,0538 0,03 0,80
p_HLAmMDRsCD123m 32 0,94 -0,0639 0,08 0,76
p_HLAmMDRsCD11cm 32 0:95 -0,0492 0,03 0,79
HLAmMDRsCD123s 32 1,76 0,5673 0,04 0,78
HLAMDRsCD123cs 32 1,90 0,6397 0,02 0,86

*p-valor de qui-quadrado de Wald para coeficiente do modelo.
ROC = Area sob a curva de receptor-operador (sensibilidade vs. 1-
especificidade)

() indica a propor¢ao de chances inversa.

Tabela 4
Resultado: GvHD de grau lI-IV
Indicador: marcadores
Modelo n proporcdo estimativa p-valor* ROC**
de chances
p_HLAmMDRsCD11cs 32 1,08 0,074 0,01 0,83
p_HLAmMDRsCD11cm 32 0,94 -0,067 0,01 0,80

HLAmDRsCD11cs 32 1,27 0,241 0,05 0,75
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*p-valor de qui-quadrado de Wald para coeficiente do modelo.
ROC = Area sob a curva de receptor-operador (sensibilidade vs. 1-

especificidade) | |
() indica a propor¢ao de chances inversa.

Nesse subconjunto de pacientes, o melhor indicador de morte
em virtude de transplante € uma diminuicdo em HLAmMDRsCD123cs. O me-
lhor indicador de GvHD de Grau II-IV é uma diminuicdo em
p_HLAmMDRsCD11cs.

Valores de laboratério e demograficos N = 62

Todos os pacientes que receberam ECP foram analisados para
determinar se qualquer um dos valores de laboratério ou valores demografi-
cos de linha de base contribuiam para o prognéstico de cada um dos resul-
tados. Modelos foram selecionados como o “melhor” modelo baseado no
nivel de significancia determinado pela diferenga no modelo saturado e no
valor de probabilidade -2 log dos modelos basicos. Os resultados do “me-
Ihor” modelo sao apresentados nas Tabelas 5-10. '

O melhor modelo para prever morte por transplante continha as
varidveis L_BUN_CREATININA_PROPORCAO, L_ALBUMINA_G_DL_ e

Nao compativel vs. compativel.

Tabela 5
Resultado: MORTE PELO TRANSPLANTE
Resultados do melhor modelo*
Indicadores no Modelo propor¢do estima-  p-valor**

de chances tiva

L_BUN_CREATININA_PROPORCAO 0,83 (1,20) -0,1849 0,01
L_ALBUMINA_G_DL_ 8,84 2,1794 0,06
Nao compativel 4,93 0,7983 0,08

**p-valor de qui-quadrado de Wald.
() indica a proporgao de chances inversa.

O melhor modelo para progndstico de GvHD de Grau II-IV con-
tém apenas a variavel L_NEUTROFILO_.
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Tabela 6
Resultado: GvHD DE GRAU lI-IV
Resultados do melhor modelo*
Indicadores no Modelo proporgao de chances estimativa p-valor**
L_NEUTROFILO_ 0,386 1,039 0,03

*AUC = 0,69, n = 60 (estava faltando o resultado de um individuo para GvHD

de grau lI-1V)
**p-valor de qui-quadrado de Wald.

Resultados: valores de laboratério e linha de base

As tabelas precedentes foram extraidas dos seguintes dados.
Tabelas 7 e 8

Valor de marcador Morte Nenhum n Total
n=9 =23 n=32
HLAmMDRsCD11cs <=3 n 8,0 5,0 13,0
% 88,9 21,7 40,6
3-5 n 1,0 5,0 6,0
% 11,1 21,7 18,8
5-9 n 0 7,0 7,0
% 0 30,4 21,9
9< n 0 6,0 6,0
% 0 26,1 18,8
CD3mCD16sCD56s <=110 n 5,0 - 40 9,0
% 5,6 17,4 28,1
110-206 n 2,0 6,0 8,0
% 22,2 26,1 25,0
206385 n 1,0 8,0 9,0
% 11,1 34,8 28,1
> 385 n 1,0 5,0 6,0
% 11,1 21,7 18,8
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Resultados: valores de laboratdrio e linha de base

Tabelas 9 e 10

Valores de laboratério Morte Nenhum Total
e linha de base n=13 N=49 =62
L_BUN_CREATINI- <=11 n 30 12,0 15,0
NA_PROPORCAO % 231 245 242
11-14 n 0 15,0 15,0
% 0 30,6 24,2
14-19 n 30 14,0 17,0
% 23,1 28,6 27,4
> 19 n 6,0 6,0 12,0
% 46,2 12,2 19,4
faltando n 1,0 2,0 3,0
% 7,7 41 4,8
L_ALBUMINA_G_DL_ <=3,9 n 60 10,0 16,0
% 46,2 20,4 25,8
3,9-4,15 n 4,0 11,0 15,0
% 30,8 22,4 24,2
4,51-4,5 n 2,0 16,0 18,0
% 15,4 32,7 29,0
>4,5 n 1,0 12,0 13,0
% 7,7 24,5 21,0
compativel vs. Nao Nao compativel n 11,0 22,0 33,0
compativel % 84,6 44,9 53,2
compativel n 20 27,0 29,0
% 15,4 55,1 46,8
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Resultados: GVHD de grau 2-4

Valor de marcador GvHD Nenhum | Total
n=15 n=17 n=232
p_HLAmMDRsCD11c¢cs |<=20,6 n 18,0 0 8
% [53,3 0 25
20,6-35,44 n |40 4,0 8
% |26,7 23,5 25
35,44-46,67 n 1,0 7,0 |8
% 16,7 41 -,2 25
> 46,67 n (20 6,0 8
% 13,3 35,5 25
Valor de laboratério GvHD Outros n|Total
n=22 =39 n =61
L_NEUTROFILO_ <=42,1 n |7,0000 |4,0000 |11,0000
% (31,8000 {10,300 |18,0000
42,1-57,65 n |6,0000 |[9,0000 [15,0000
% 27,3000 |23,1000 |24,6000
57,65-70,45 n |5,0000 |9,0000 |14,0000
% (22,7000 |23,1000 |23,0000
> 70,45 n (4,0000 [16,0000 (20,0000
% |18,2000 |41,0000 |32,8000
faltando n |0 1,0000 |1,0000
% |0 2,6000 [1,6000
Nota: dados de GvHD faltando em um individuo

Exemplo 4 _
Transplante de medula é um tratamento geralmente aceito para

pacientes sofrendo de leucemia ou outras anomalias genéticas que amea-
¢am a vida. Infelizmente, 20-50% dos recipientes de transplante de células-
tronco hematopoiéticas alogeneicas sucumbem a doenga enxerto versus
hospedeiro, a qual € um ataque mediado por células T do doador sobre os
tecidos do recipiente. Atualmente, prevengdo de GvHD conta grandemente
com imunossupressao global (CSA, etc.) dirigida contra células T. deplegdo
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de células T da populag@o do doador diminui significativamente as reagbes
de enxerto versus hospedeiro, mas compromete, adicionalmente, o enxerto,
inibe a erradicagdo de células malignas no recipiente e comprorhete a re-
constituicdo de imunidade ao doador (torna o recipiente suscetivel a recor-
réncia de leucemia).

Em virtude de seus efeitos imunomodulatérios, foi mostrado que
ECP proporciona protecéo benéfica (salva vidas) em varias doengas autoi-
munes e inflamatérias, incluindo linfoma de células T cuténeas, escleroder-
ma, artrite reumatoide, rejeicao a transplante, GvHD aguda e crénica. Acre-
dita-se que pré-tratamento de pacientes com BMT com ECP funciona atra-
vés de modulagdao do compartimento de células que apresentam antigeno.
Mais especificamente, células dendriticas (DCs) no enxerto e no recipiente

podem ser responsaveis pela estimulacao de rejeicao ao transplante de BM

“alogenéico. Maturagao de DCs é uma etapa importante para a estimulagdo

de rejeicao ao transplante. Para avaliar se ECP tem um efeito imunomodula-
tério sobre as células imunes (células T, células NK e DCs), esse sub-estudo
foi conduzido para monitorar alteragdes fenotipicas no compartimento de
células imunes. Amostras de sangue sao coletadas de cada paciente antes
de e subsequientemente a fotoferese, mas antes de irradiacdo do corpo todo
(TBI). Uma terceira amostra de sangue é coletada por ano apéds recebimento
do transplante.

Objetivo do estudo

Estudar o efeito imunomodulatério de ECP com UVADEX® so-
bre o compartimento de células dendriticas e células T no sangue periférico
de pacientes que receberam regime de condicionamento mieloablativo pa-
drao historicamente comparado com o regime de condicionamento mieloa-
blativo padrao apenas sobre a incidéncia de GvHD aguda e cronica em pa-
cientes que sofreram BMT alogenéico de irmdos ou nao relacionado ou
transplante de células-tronco de sangue periférico (PBSCT) para tratamento
de malignidades hematoldgicas.

Design de estudo e tamanho de amostra

Esse sub-estudo multicentro determina os efeitos imunomodula-
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torios de ECP com UVADEX® sobre os compartimentos de células dendriti-
cas de sangue periférico, células T e células NK em pacientes que recebe-
ram ECP, seguido por um regime de condicionamento mieloablativo de ciclo-
fosfamida e TBI imediatamente antes de transplante de medula éssea. Ape-
nas pacientes que correspondiam aos critérios de inclusao para experimento
de pGvHD e que forneceram consentimento por escrito para esse sub-
estudo sdo incluidos. O tamanho de amostra, portanto, é dependente do
numero de pacientes arrolados no experimento de pGvHD que forneceram
consentimento por escrito.

Aproximadamente 5-6 centros participaram no estudo de pre-
vencao de GvHD. Aproximadamente 10 pacientes por centro receberam
ECP para um total de 50-60 pacientes arrolados no estudo de prevengao de
GvHD e é esperado que aproximadamente 20-30 pacientes venham a forne-
cer consentimento por escrito para participar desse sub-estudo clinico. Os
pacientes participaram desse sub-estudo durante 365 dias.

Explicacao especifica de procedimentos de estudo

Tempo de amostragem

De forma a realizar esse sub-estudo, um total de 3 amostras de
sangue por paciente € coletado nos seguintes pontos de tempo:

e Amostra PT1: extraida no Dia -21 ao Dia -10 antes de trata-
mentos de ECP

e Amostra PT2: extraida no Dia 7 pés-recebimento do transplan-
te

e Amostra PT3: extraida no Dia 365 pds-recebimento do trans-
plante

Sangue do paciente é coletado em tubos Vacutainer hepariniza-
dos rotulados com o numero do paciente, nimero da visita, data e momento
exato de coleta do sangue. As amostras de sangue sao transportadas via
distribuicdo noturna para a Esoterix, Inc. (Tennessee). Leucdcitos sdo sepa-
rados do sangue integro via gradientes de Ficoll. Células mononucleares sao
reagidas com anticorpos fluorescentemente rotulados especificos para va-

rias linhagens, ativacdo e marcadores de diferenciagdo. Os painéis utilizados
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para amostras de sangue de imunotipo do paciente incluirdo, mas nao esta-
rao limitados a, anticorpos especificos para células T, células NK e células
dendriticas. Analise dos niveis de expressdo de antigeno é realizada através
de citometria de fluxo sobre um Becton Dickinson FACScan.

Procedimento Técnico

Em cada ponto de amostragem, uma amostra de 8 ml de sangue
foi coletada de uma veia do antebrago via venipungdo em tubos de vidro
contendo heparina sddica. As amostras foram misturadas através de inver-
sdo em temperatura ambiente antes de acondicionamento em recipientes de
transporte fornecidos.

Métodos estatisticos

Testagem estatistica foi realizada com os dados resultantes para
determinar se correlagoes podem ser feitas entre alteragbes nos fenotipos
de DC, células T ou NK e resultados da doeng¢a ou tratamento.

Exemplo 5
Perfil de expressao de miRNA

DCs foram obtidas conforme descrito acima e miRNA foi obtido e
analisado conforme anteriormente descrito. Keene e outros (2006) RIP-Chip:
the isolation and identification of mRNAs, microRNAs and protein compo-
nents of ribonucleoprotein complexes from cell extracts Nature Protocols 1:

302-307. Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 11.

"M'édija (l5ré# -""Méd'ié(Pé‘s: EE (Pr'é-'ECVI'-"")M*W'?-' Medla(Pos
ID de Coluna semgvhd) sem_gvhd) GvHDgvjdgrave) Gvhd grave)

hsa_miR_223 12,70 11,91 11,60 13,79
hsa_miR_15b 9,76 10,55 12,88 10,68
hsa_miR_486 9,64 10,59 12,40 8,97
hsa_miR_185 8,70 10,38 11,54 9,08
hsa_miR_23a 9,62 9,16 9,32 11,58
Hsa_miR_106b 7,86 11,15 9,93 8,81

hsai_miR_92 7,16 8,29 10,39 7,92
hsa_miR_18a 6,69 9,14 7,99 6,88

hsa_miR_194 6,81 7,45 9,04 6,46
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o Média (Pré- - Méda (Pés-  Média (Pré-ECP)* . Média (Pés-

. . ECP
" IDdeColuna “sem gvhd) “sem _gvhd) G‘vHD\ngd grave) Gvhd grave)
mo_miR_363_3p 6,60 7,61 8,62 6,28
hsa_miR_363 6,69 7,61 8,49 6,14
hsa_miR_182 6,49 8,13 8,36 5,03
hsa_miR_27a 6,79 5,96 5,34 8,21
hsa_miR_145 6,48 5,71 5,01 8,13
hsa_miR_140 7,77 5,09 3,96 6,00
hsa_miR_130a 3,96 5,22 7,81 5,66
ambi_miR_11541 4,77 5,47 6,78 4,50
ambi_miR_3998 4,93 4,04 4,96 7,51
hsa_miR_143 5,02 - 3,74 3,91 7,25
hsa_miR_489 2,47 2,47 10,60 3,04
hsa_miR_101 3,06 4,44 6,50 3,75

hsa_miR 151 225 4,99 6,06 4,24
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REIVINDICACOES

1. Método de previsdo do inicio e/ou gravidade de doenga enxer-
to versus hospedeiro (GvHD) em um paciente compreendendo as etapas de:

a. obtencdo de uma amostra contendo células dendriticas (DCs)
do paciente; _

b. medigao de biomarcadores associados a CD11c na superficie
daDC;e

c. determinagéo da proporgao entre células CD11c* e CD11c’;

em que uma propor¢do de menos de cerca de um é indicativa da
ocorréncia de GvHD. _

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a amostra é
obtida apds tratamento do paciente com células apoptéticas autdlogas.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 2, em que as células
sdo obtidas através de tratamento do paciente com fotoforese extracorporal
(ECP).

4. Método de previsdo do inicio e/ou gravidade de doenga enxer-
to versus hospedeiro (GvHD) em um paciente compreendendo as etapas de:

a. obtengdao de uma amostra de soro do paciente;

b. medigao de biomarcadores associados a y-glutamil transfera-
se (GGT) e dehidrogenase de lactato (LDH); e

c. determinagao se os niveis desses biomarcadores estao ele-
vados, em que uma elevagao desses biomarcadores antes de transplante é
indicativa da ocorréncia de GvHD.

5. Método dé previsao do inicio e/ou gravidade de doenca enxer-
to versus hospedeiro (GvHD) em um paciente compreendendo as etapas de:

a. obtengao de uma amostra contendo neutréfilos do paciente;

b. medigdo do numero de neutréfilos em um volume conhecido;

em que uma reducao de neutrdéfilos antes de transplante é indi-
cativa da ocorréncia de GvHD.

6. Método para proporcionar orientacdo de terapia através de
determinacdo da probabilidade da ocorréncia de GvHD como definido na
reivindicacao 1, 4 ou 5 e identificacdo do tratamento apropriado para a
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mesma.

7. Método para proporcionar um progndstico através de determi-
nac¢ao da probabilidade de ocorréncia de GvHD de acordo com a reivindica-
¢ao 1, 4 ou 5 e identificagdo do prognéstico correspondente para a mesma.

8. Kit para conduzir um ensaio de acordo com a reivindicagéo 1,
4 ou 5 compreendendo: reagentes de-detecgao de biomarcadores.

9. Microarranjo ou lasca de gene para realizagdo do método de
acordo com uma das reivindicag¢des 1, 4 ou 5. ’

10. Método de previsao do inicio e/ou gravidade de mortalidade
transplante-relacionada (TRM) em um paciente compreendendo as etapas
de:

a. obtengado de uma amostra contendo células dendriticas (DCs)
do paciente;

b. medi¢gdo de biomarcadores associados a superficie de DCs
plasmacitoides lin, HLA-DR e CD123; e
em que uma menor abundancia absoluta de DCs plasmacitdéides linHLA-
DR*CD123" na linha de base é indicativa da ocorréncia de TRM.

11. Método de previsdo do inicio e/ou gravidade de mortalidade
transplante-relacionada (TRM) em um paciente compreendendo as etapas
de:

a. obtengdo de uma medicdo na linha de base de y-glutamil
transferase e dehidrogenase de lactato no soro;

em que a elevagdo desses biomarcadores antes de transplante
é indicativa da ocorréncia de TRM.

12. Método para proporcionar orientagéo de terapia através de
determinagéo da probabilidade da ocorréncia de TRM de acordo com a rei-
vindicagdo 10 ou 11 e identificagao do tratamento apropriado para a mesma.

13. Método para proporcionar um progndéstico através de deter-
minagao da probabilidade da ocorréncia de TRM de acordo com a reivindi-
cacéo 10 ou 11 e identificacdo do progndstico correspondente para a mes-
ma.

14. Kit para conduzir um ensaio de acordo com a reivindicagao



10 ou 11 compreendendo: reagentes de detecg¢ao de biomarcador.
15. Microarranjo ou lasca de gene para realizagdo do método

como definido na reivindicagao 10 ou 11.
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FIG. 1

Sub-estudo opcional

Pré-ECP (33 amostras de linha de base)

Po6s--ECP (33 amostras) extraidas
ao final da segunda terapia

® Sangue coletado em anticoagulante ACD

® Amostras transportadas durante
a noite para processamento

® Fragao mononuclear purificada
sobre gradiente de Ficoll

® Células coradas em reagdes distintas
para subconjuntos de células

® Analise citométrica de fluxo

® Pelotas de células restantes
congeladas para isolamento de RNA

Acompanhamento de
12 meses (18 amostras)



217

FIG. 2

Tipo de célula Marcador na superficie Estratégia de comutagéo de
Mondcitos CD14+ subconjuntos de DC
Linfécitos totais
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CD3+ CD4 HLADR+ &
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CD3+ CD4+ CD25+ u
CD3+ CD4+ CD45RO+
CD3+ CD4+ CDG2L+ . A
CD3+ CD4+ HLADR+ 8 g
Treg CD3+ CD4+ CD25++ 5 IV g
Células assass CD3+ CD4+ CD25++ CD62L+ z HLA-DI} -
nas naturais CD3+ CD16+ CD123
CD3+ CD16+ CD56+
Células dendriticas  Lin HLADR+ (o100~ o1 16>
Célula dendritica “mDC"Lin HLADR+ CD1 1c+
Célula dendritica “pDC” Lin HLADR+ CD123+

Fenotipos de célula examinados A estratégia de comutagao usada para
para esse estudo identificar células dendriticas Lin-HLA-DR+
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FIG. 3C
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FIG. 4

A. Curva de receptor/operador para contagem absoluta de DC Cd11c+
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Resultados: MORTE PELO TRANSPLANTE
Indicador: marcadores de superficie celular
Indicador p-valor ROC
% HLA-DR+CD123+ 0.06 0.79
% HLA-DR+CD1  1c+ 0.03 0.80
% HLA-DR+CD123- 0.08 0.76
% HLA-DR+CD1  1c- 0.03 0.79
Abs. Count HLA-DR+CD123+ 0.04 0.78
Abs. Count HLA-DR+CD1  1c+ 0.02 0.86
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FIG. 5

9. Modelamento com mltplos biomarcadores

Previsao de GvHD

Nenhuma combinagao de marcadores melhorou o
poder prognéstico dos marcadores Unicos ja descritos

Previsdao de TRM

Curva ROC para modelo, incluindo células dendriticas Lin-HLA-DR+CD11c+,
células assassinas CD3-CD16+CD56+ e sua interagao

Sensibilidade
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05 vea 091
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o melhor indicador de TRM encontrado nesse estudo é
um modelo incluindo células NK e DC CD11c+
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RESUMO
Patente de Invengdo: "METODOS E REAGENTES PARA DETECGAO DE
SUSCETIBILIDADE A DOENCA ENXERTO VERSUS HOSPEDEIRO OU
MORTALIDADE TRANSPLANTE-RELACIONADA"
A presente inveng&o proporciona métodos para determinagéo da
probabilidade e/ou gravidade de GvHD e da probabilidade da ocorréncia de
mortalidade transplante-relacionada.
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