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DESCRIPCION
Diagnéstico de interferon de tipo 1
Listado de secuencias

La presente solicitud contiene un Listado de Secuencias que se ha presentado en formato ASCII a través de EFS-
Web. La copia en ASCII, creada el 1 de septiembre de 2010, se denomina MED217T4.ixt y tiene un tamafio de
28.665 bytes.

Campo de la divulgacion

La presente divulgacion se refiere a marcadores farmacodinamicos (PD) inducibles por interferones de tipo 1, tales
como el interferon (IFN) alfa, a sondas y kits que detectan los marcadores PD, y a métodos que los emplean. La
presente divulgacion se refiere ademas a marcadores PD inducidos por enfermedades autoinmunitarias. La presente
divulgacion se refiere ademas a genes cuya expresion puede usarse como diagndstico para pacientes que padecen
enfermedades autoinmunitarias, tales como LES, DM, PM, SSc, AR, Sjogren y nefritis IUpica. La divulgacion se
refiere ademas a genes cuya expresion puede usarse para identificar a pacientes que padecen una enfermedad
autoinmunitaria que responderan a un agente terapéutico que modula la actividad del interferon de tipo 1, tal como
un anticuerpo anti-interferén alfa.

Antecedentes de la divulgacion

La presente divulgacion incluye marcadores PD que se inducen por IFNa. Los marcadores PD se pueden usarse en
métodos para tratar a pacientes con un agente terapéutico que modula la actividad del interferén de tipo 1, tal como
un agente que se une a y modula la actividad del IFNa, métodos que identifican a pacientes como candidatos para
un agente terapéutico que modula la actividad del interferén de tipo 1, métodos de diagndstico de un trastorno
asociado con un aumento de los niveles de interferén de tipo 1 o IFNa en un paciente, métodos para supervisar la
progresion de la enfermedad de un paciente que recibe tratamiento con un agente terapéutico que modula la
actividad del interferén de tipo 1, tal como un agente terapéutico que se une a y modula la actividad del IFNa, y
métodos para identificar un agente terapéutico candidato para tratar trastornos mediados por IFNa. La presente
divulgaciéon también incluye marcadores PD implicados de otra manera en enfermedades autoinmunitarias tales
como LES, DM, PM, SSc, AR, Sjogren y nefritis lupica.

El documento WO2008070137 desvela el uso de una combinacion de 25 genes, que incluye IF127, IF144, IF144L y
RSAD2, para identificar un sujeto adecuado para el tratamiento de lupus con un anticuerpo anti-interferon alfa o un
anticuerpo anti-receptor del interferén alfa que modula la actividad del interferén de tipo 1.

Sumario de la divulgacion

La presente invencidon se define en las reivindicaciones adjuntas. Una realizacion de la divulgacion incluye un
método para identificar un paciente como un candidato para un agente terapéutico que modula la actividad del
interferén de tipo 1, tal como un agente terapéutico que se une a y modula la actividad de IFNa y un agente que se
une a un receptor de un interferén de tipo | o IFNa. La presencia o ausencia de un perfil de expresién de marcadores
PD inducibles por IFNa se detecta en una muestra del paciente. El perfil de expresién de marcadores PD comprende
la regulacion positiva de la expresion o actividad de un conjunto de genes. En una realizacion especifica, el conjunto
de genes puede ser: (a) IFI127, IF144, IF144L, IFI6 y RSAD2; o (b) IFI44, IFI44L, IFI6 y RSAD2; o (c) IFI27, IFI44L,
IFI6 y RSAD2; o (d) IFI27, IF144, IFI6 y RSAD2; o (e) IFI127, IFI44, IFI144L y RSAD2; o (f) IF127, IFI44, IFI44L e IFI6.

Otra realizacion de la divulgacion incluye un método para tratar a un paciente que tiene una enfermedad o trastorno
mediado por IFN de tipo | o IFNa. Al paciente se le administra un agente que modula la actividad de IFN de tipo | o
IFNa. En una realizacién, el agente se une a y neutraliza la actividad del IFN o IFNa. En ofra realizacion, el agente
se une a un receptor de un interferén de tipo 1 o IFNa. El agente neutraliza un perfil de expresion de marcadores PD
inducibles por IFN de tipo | o IFNa del paciente. El perfil de expresion de marcadores PD comprende la regulacion
positiva de la expresion o actividad de un conjunto de genes. En una realizacion especifica, el conjunto de genes
puede ser: (a) IF127, IFl144, IFI44L, IFI6 y RSAD2; o (b) IFl44, IF144L, IFI6 y RSAD2; o (c) IFI27, IF144L, IFI6 y
RSAD2; o (d) IFI27, IFI44, IFI6 y RSAD2; o (e) IFI27, IFI44, IFI44L y RSAD2; o (f) IF127, IF144, IFI44L e IFI6.

Otra realizacion mas de la divulgacion incluye un método para tratar a un paciente con una enfermedad
autoinmunitaria que comprende un perfil de marcadores PD de IFN de tipo | o IFNa moderado o fuerte. Al paciente
se le administra un agente que modula la actividad de IFN de tipo | o IFNa. En una realizacion, el agente se une a'y
neutraliza la actividad de IFN o IFNa. En otra realizacion, el agente se une a un receptor de un interferén de tipo 1 o
IFNa. El agente neutraliza un perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa del paciente.
El perfil de expresion de marcadores PD comprende la regulacion positiva de la expresion o actividad de un conjunto
de genes. En una realizacion especifica, el conjunto de genes puede ser: (a) IFI27, IFI44, IFI44L, IFI6 y RSAD2; o
(b) IF144, IFI44L, IF16 y RSAD2; o (c) IFI27, IFI44L, IFI6 y RSAD2; o (d) IFI27, IFI44, IFI6 y RSAD2; o (e) IFI27, IFI44,
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IF144L y RSAD2; o (f) IFI27, IF144, IF144L e IFI6.

Una realizacion adicional de la divulgacion incluye un método para neutralizar un perfil de expresion de marcadores
PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa en un paciente que lo necesita. Al paciente se le administra un agente que
modula la actividad de IFN de tipo | o IFNa. En una realizacion, el agente se une a y neutraliza la actividad de IFN o
IFNa. En otra realizacion, el agente se une a un receptor de un interferén de tipo 1 o IFNa. El agente neutraliza un
perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFN o IFNa de tipo | del paciente. El perfil de expresion de
marcadores PD comprende la regulacion positiva de la expresion o actividad de un conjunto de genes. En una
realizacion especifica, el conjunto de genes puede ser: (a) IFI27, IF144, IF144L, IFI6 y RSAD2; o (b) IF144, IF144L,
IFI6 y RSAD2; o (c) IFI27, IF144L, IFI6 y RSAD2; o (d) IFI27, IF144, IFI6 y RSAD2; o (e) IFI27, IFl44, IFI44L y
RSAD2; o (f) IFI27, IF144, IFI44L e IFI6.

Otra realizacion de la divulgaciéon incluye un método para diagnosticar un trastorno asociado con niveles
aumentados de IFNa en un paciente. En una muestra del paciente se detecta la presencia o ausencia de un perfil de
expresion de marcadores PD inducibles por IFNa. El perfil de expresion de marcadores PD comprende la regulacion
positiva de la expresion o actividad de un conjunto de genes. En una realizacion especifica, el conjunto de genes
puede ser: (a) IF127, IFl144, IFI44L, IFI6 y RSAD2; o (b) IFl44, IF144L, IFI6 y RSAD2; o (c) IFI27, IF144L, IFI6 y
RSAD2; o (d) IFI27, IFI44, IFI6 y RSAD2; o (e) IFI27, IFI44, IFI44L y RSAD2; o (f) IF127, IF144, IF144L e IFI6.

Una realizacion adicional de la divulgacion incluye un método para supervisar la progresion de la enfermedad de un
paciente que recibe tratamiento con un agente terapéutico que se une a y modula la actividad del IFNa. En una
primera muestra del paciente se obtiene un primer perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFNa. Al
paciente se le administra un agente que modula la actividad de IFN de tipo | o IFNa. En una realizacion, el agente se
une a y neutraliza la actividad de IFN o IFNa. En ofra realizacion, el agente se une a un receptor de un interferén de
tipo 1 o IFNa. A partir de una segunda muestra del paciente se obtiene un segundo perfil de expresién de
marcadores PD inducibles por IFNa. El primer y el segundo perfiles de expresion de marcadores PD inducibles por
IFNa se comparan. El perfil de expresion de marcadores PD comprende la regulacion positiva de la expresion o
actividad de un conjunto de genes. En una realizacion especifica, el conjunto de genes puede ser: (a) IFI27, IFl44,
IF144L, IF16 y RSAD2; o (b) IF144, IFI44L, IF16 y RSAD2; o (c) IFI27, IFI44L, IFI6 y RSAD2; o (d) IFI27, IF144, IFI6 y
RSAD2; o (e) IFI27, IFI44, IFI44L y RSAD2; o (f) IF127, IF144, IF144L e IFI6.

Otra realizacion de la divulgacion incluye un método para identificar un agente terapéutico candidato para tratar
trastornos mediados por IFNa. Se ponen en contacto células que comprenden un perfil de expresion de marcadores
PD inducibles por IFNa con un agente. Se detecta la presencia o ausencia de un cambio en el perfil de expresion de
marcadores PD inducido por IFNa de las células. El perfil de expresion de marcadores PD comprende la regulacion
positiva de la expresion o actividad de un conjunto de genes. En una realizacion especifica, el conjunto de genes
puede ser: (a) IF127, IFl44, IFI44L, IFI6 y RSAD2; o (b) IFl44, IF144L, IFI6 y RSAD2; o (c) IFI27, IF144L, IFI6 y
RSAD2; o (d) IFI27, IFI44, IFI6 y RSAD2; o (e) IFI27, IFI44, IFI44L y RSAD2; o (f) IF127, IF144, IFI44L e IFI6.

Una realizacion adicional de la divulgacion incluye un conjunto de oligonucleétidos. El conjunto de oligonucleétidos
puede comprender oligonucledtidos que detectan especificamente la expresion de un conjunto de genes. En una
realizacion especifica, el conjunto de genes puede ser: (a) IFI27, IF144, IF144L, IFI6 y RSAD2; o (b) IFl144, IFl144L,
IFI6 y RSAD2; o (c) IFI27, IF144L, IFI6 y RSAD2; o (d) IFI27, IF144, IFI6 y RSAD2; o (e) IFI27, IFl44, IFI44L y
RSADZ2; o (f) IFI27, IF144, IFI44L e IF16.

Otra realizacion adicional mas de la divulgacion incluye oligonucleétidos que detectan especificamente 18S, ACTB y
GAPDH.

Otra realizacion de la divulgacion es un kit que comprende oligonucleétidos para detectar especificamente al menos
cuatro de IFI27, IFl144, IFI44L, IFI6 y RSAD2, y 18S, ACTB y GAPDH, asi como reactivos adecuados para la
deteccion.

Otra realizacion de la divulgacién incluye un método para detectar la actividad de IFN en una muestra. Se incuban
con una muestra células que comprenden una secuencia polinucleotidica que comprende un gen indicador bajo el
control de un elemento de respuesta estimulado por IFN. Se detecta la expresion del gen indicador.

Otra una realizacion adicional de la divulgacion incluye un método para supervisar la progresion o regresion de un
trastorno autoinmunitario en un paciente. A partir de una primera muestra del paciente se obtiene un primer perfil de
expresion de marcadores PD. A partir de una segunda muestra del paciente se obtiene un segundo perfil de
expresion de marcadores PD. El primer y el segundo perfiles de expresion de marcadores PD se comparan. Una
variacion en el primer y el segundo perfiles de expresion de marcadores PD indica progresion o regresion de la
enfermedad.
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Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Curva caracteristica operativa del receptor (ROC) para la firma de cuatro genes (IFI27, IF144, IFI44L y
RSAD?2) usada para un diagnostico. Este grafico demuestra la relacion entre sensibilidad (tasa de verdaderos
positivos) y 1-especificidad (tasa de falsos positivos) para los pacientes con LES tratados usando el criterio de
valoracion clinico primario en los dias 182 y 196.

Figuras 2A y B. Limite claro entre pacientes positivos y negativos en el ensayo de diagndstico de LES usando el
ensayo basado en la firma de cuatro genes (IF127, IFl44, IFI144L y RSAD2). (A) Se muestra el promedio de logz
del cambio en veces - usando la plataforma de matriz de baja densidad TagMan (TLDA) de gRT-PCR de Applied
Biosystem para pacientes negativos para el ensayo y positivos para el ensayo. (B) Promedio de log, del cambio
en veces en el grafico de densidad de los valores de firma de genes para pacientes con LES tratados con el
farmaco.

Figuras 3A y B. Area bajo la curva ajustada con respecto al tiempo menos la puntuacién de referencia SLEDAI
en pacientes con LES positivos (A) o negativos (B) para la firma de cuatro genes (IF127, IFI44, IFI44L y RSAD2)
en cohortes tratadas con placebo o con 0,3/1/3/10 mg/kg de MEDI-545. Todos los datos proceden de un estudio
de aumento de la dosis, controlado con placebo, doble ciego, aleatorizado, multicéntrico de fase 1b para evaluar
multiples dosis intravenosas de MEDI-545 en pacientes con LES de moderada a gravemente activo. Todos los
sujetos con LES tienen una puntuacion SLEDAI = 6 antes de la seleccion.

Figuras 4A y B. Respuestas SELDAI, reduccién (mejoria) = 4 puntos. A. Positivo para el diagndstico. B. Negativo
para el diagndstico. Todos los datos proceden de un estudio de aumento de la dosis, controlado con placebo,
doble ciego, aleatorizado, multicéntrico, de fase 1b para evaluar mdltiples dosis intravenosas de MEDI-545 en
pacientes con LES de moderada a gravemente activo. Todos los sujetos con LES tienen una puntuacion SLEDAI
= 6 antes de la seleccion.

Figuras 5A y B. Respuestas SLEDAI, reduccion (mejoria) > 4 puntos, en sujetos Dx+ con una reduccién > 50 %
frente a una reduccién <50 % en Dx después del punto de referencia. Todos los datos proceden de un estudio de
aumento de la dosis, controlado con placebo, doble ciego, aleatorizado, multicéntrico, de fase 1b para evaluar
multiples dosis intravenosas de MEDI-545 en pacientes con LES de moderada a gravemente activo. Todos los
sujetos con LES tienen una puntuacion SLEDAI = 6 antes de la seleccion.

Figuras 6A y B. Respuestas compuestas. A) Respuesta compuesta para pacientes positivos para la firma de
cuatro genes. B) Respuesta compuesta para pacientes negativos para la firma de cuatro genes. Todos los datos
proceden de un estudio de aumento de la dosis, controlado con placebo, doble ciego, aleatorizado, multicéntrico,
de fase 1b para evaluar multiples dosis intravenosas de MEDI-545 en pacientes con LES de moderada a
gravemente activo. Todos los sujetos con LES tienen una puntuacion SLEDAI = 6 antes de la seleccion.

Figuras 7A y B. Area bajo la curva de SLEDAI menos el punto de referencia. A) sujetos positivos para la firma de
cuatro genes. B) sujetos negativos para la firma de cuatro genes. Todos los datos proceden de un estudio de
aumento de la dosis, controlado con placebo, doble ciego, aleatorizado, multicéntrico, de fase 1b para evaluar
multiples dosis intravenosas de MEDI-545 en pacientes con LES de moderada a gravemente activo. Todos los
sujetos con LES tienen una puntuacion SLEDAI = 6 antes de la seleccion.

Figuras 8A y B. Cambio de SLEDAI desde el punto de referencia. A) sujetos positivos para la firma de cuatro
genes. B) sujetos negativos para la firma de cuatro genes. Todos los datos proceden de un estudio de aumento
de la dosis, controlado con placebo, doble ciego, aleatorizado, multicéntrico, de fase 1b para evaluar multiples
dosis intravenosas de MEDI-545 en pacientes con LES de moderada a gravemente activo. Todos los sujetos con
LES tienen una puntuacion SLEDAI = 6 antes de la seleccion.

Figuras 9 A-C. Los sujetos con una inhibicion > 50 % de firma de IFN de tipo | tienen mayores respuestas
SLEDAI (reduccion > 4 puntos). A) 1 mg/kg IV cada 2 semanas B) 3 mg/kg IV cada 2 semanas C) 10 mg/kg IV
cada 2 semanas.

Figuras 10 A-C. Los sujetos con una inhibicion <50 % de la firma de IFN de tipo | tienen menores respuestas
SLEDAI (reduccion > 4 puntos). A) 1 mg/kg IV cada 2 semanas B) 3 mg/kg IV cada 2 semanas C) 10 mg/kg IV
cada 2 semanas.

Figuras 11A y B. Firma de cinco genes en diversas enfermedades. A) Firma de genes en sangre entera de
pacientes normales, con LES, SM, PM, AR y SSc. B) Firma de genes en piel normal, piel con LES, piel con SSc,
musculo normal, musculo con DM, musculo con PM y tejido sinovial normal.

Figuras 12A y B. Firma de cuatro genes en diversas enfermedades. A) Firma de genes en sangre entera de

pacientes normales, LES, SM, PM, AR y SSc. B) Firma de genes en piel normal, piel con LES, piel con SSc,
musculo normal, musculo con DM, musculo con PM y tejido sinovial normal.
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Descripcion detallada

La divulgacion incluye métodos para identificar, diagnosticar, tratar y supervisar la progresion de enfermedades en
pacientes. Los pacientes incluyen cualquier animal que tenga una enfermedad, trastorno o afeccion inducible por
IFN de tipo | o IFNa. Los pacientes incluyen cualquier animal que tenga una enfermedad, trastorno o afeccion
autoinmunitaria. Las enfermedades/trastornos/afecciones autoinmunitarias incluyen lupus eritematoso sistémico
(LES), diabetes mellitus insulinodependiente, enfermedad inflamatoria del intestino (incluyendo enfermedad de
Crohn, colitis ulcerosa y enfermedad celiaca), esclerosis multiple, psoriasis, tiroiditis autoinmunitaria, esclerodermia,
artritis reumatoide, glomerulonefritis, miositis inflamatoria idiopatica, sindrome de Sjogren, vasculitis, miositis por
cuerpos de inclusién (MCI), dermatomiositis (DM), polimiositis (PM), sarcoidosis, esclerodermia y nefritis lUpica. El
paciente puede tener la enfermedad, trastorno o afeccion como resultado de una investigacion experimental, por
ejemplo, puede ser un modelo experimental desarrollado para la enfermedad, trastorno o afeccion. Como alternativa,
el paciente puede tener la enfermedad, trastorno o afeccién en ausencia de manipulaciéon experimental. Los
pacientes incluyen seres humanos, ratones, ratas, caballos, cerdos, gatos, perros y cualquier animal usado para
investigacion.

El paciente puede comprender un perfil de expresién de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa. El perfil
de expresiéon de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa puede ser un perfil fuerte, un perfil moderado o
un perfil débil. Puede decirse facilmente que el perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o
IFNa es fuerte, moderado o débil determinando la desregulacion en veces del perfil de expresién de marcadores PD
inducibles por IFN de tipo | o IFNa del paciente (por ejemplo, el aumento en veces en la expresion de marcadores
PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa regulados positivamente en el paciente), con respecto a una o mas muestras
de control o uno o mas pacientes de control y comparando la desregulacién en veces del paciente con la de otros
pacientes que tienen un perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa. La desregulacion
en veces puede calcularse por métodos bien conocidos en la técnica de la misma manera que la comparacion.
Véase, por ejemplo, el Ejemplo 8 de la Solicitud Internacional n.° PCT/US2007/024947. En una realizacion, la
desregulacion en veces se calcula como el cambio en veces en los niveles de expresion de ARNm. De forma similar,
pueden generarse perfiles fuertes, moderados o débiles para genes que no son especificamente inducibles por IFN
de tipo | o IFNa.

La regulacioén positiva o negativa de un grupo de genes comprendidos por un perfil de expresién de marcadores PD
inducibles por IFN de tipo | o IFNa puede calcularse por métodos bien conocidos en la técnica. En una realizacion, la
regulacion positiva o negativa se calcula como el promedio de cambio en veces en los niveles de expresion de
ARNm del grupo de al menos cuatro genes elegidos entre IF127, IFI44, IF144L, IFI6 y RSAD2. En otra realizacion, la
regulacion positiva o negativa se calcula como la diferencia entre el Ct (ciclo umbral) medio para al menos cuatro
genes diana (IF127, IFI44, IFI44L, IFI6 y RSAD2) y el Ct medio de tres genes de control.

I. Perfil de expresién de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa
A. Genes de diagnéstico

El grupo de genes incluidos en el perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa del
paciente son (a) IF127, IFI44, IFI44L, IFI6 y RSAD2; o (b) IFl44, IFI44L, IFI6 y RSAD2; o (c) IFI27, IFI44L, IFI6 y
RSAD2; o (d) IFI27, IFI44, IFI6 y RSAD2; o (e) IFI27, IFI44, IFI44L y RSAD2; o (f) IF127, IF144, IFI44L e IFI6.

En una realizacion especifica, el grupo de genes incluidos en el perfil de expresiéon de marcadores PD inducibles por
IFN de tipo | o IFNa del paciente comprende IFI127, IF144, IF144L, IFI6 y RSAD2. En otra realizacion especifica, el
grupo de genes incluidos en el perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa del paciente
consiste en IF127, IF144, IFI44L, IFI6 y RSAD2. En una realizacion especifica adicional, el grupo de genes incluidos
en el perfil de expresiéon de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa del paciente comprende IFI27, IFl44,
IFI44L y RSAD2. En otra realizacion especifica, el grupo de genes incluidos en el perfil de expresion de marcadores
PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa del paciente consiste en IFI27, IF144, IFI44L y RSAD2.

Los marcadores PD inducibles por IFNa en un perfil de expresion pueden incluir (a) IF127, IF144, IFI44L, IFI6 y
RSAD2; o (b) IFl44, IF144L, IFI6 y RSAD2; o (c) IFI27, IFI44L, IFI6 y RSAD2; o (d) IFI27, IFl44, IFI6 y RSAD2; o (e)
IFI27, IF144, IF144L y RSAD2; o (f) IFI27, IF144, IFI44L e IFI6.

Los marcadores PD inducibles por IFNa en un perfil de expresion pueden consistir en (a) IF127, IF144, IFI44L, IFI6 y
RSAD2; o (b) IF144, IFI44L, IFI6 y RSAD2; o (c) IF127, IFI44L, IFI6 y RSAD2; o (d) IFI27, IF144, IFI6 y RSAD2; o (e)
IFI27, IFI44, IFI44L y RSAD2; o (f) IFI27, IFI44, IFI44L e IFI6.

B. Proteinas séricas

Los marcadores PD inducibles por IFNa en un perfil de expresién pueden incluir alteraciones en uno cualquiera o

mas de los niveles de las proteinas séricas adiponectina, alfa-fetoproteina, apolipoproteina CIll, beta-2
microglobulina, antigeno 125 de cancer, antigeno 19-9 de cancer, eotaxina, FABP, factor VI, ferritina, IL-10, IL-
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12p70, IL-16, IL-18, IL-1ra, IL-3, MCP-1, MMP-3, mioglobina, SGOT, factor tisular, TIMP-1, TNF RII, TNF-alfa,
VCAM-1, vWF, BDNK, complemento 3, ligando de CD40, EGF, ENA-78, EN-RAGE, IGF-1, MDC, mieloperoxidasa,
RANTES o trombopoyetina.

Los marcadores PD inducibles por IFNa en un perfil de expresién pueden incluir alteraciones en uno cualquiera o
mas de los niveles de las proteinas séricas adiponectina, alfa-fetoproteina, apolipoproteina CIll, beta-2
microglobulina, antigeno 125 de cancer, antigeno 19-9 de cancer, eotaxina, FABP, factor VI, ferritina, IL-10, IL-
12p70, IL-16, IL-18, IL-1ra, IL-3, MCP-1, MMP-3, mioglobina, SGOT, factor tisular, TIMP-1, TNF RII, TNF-alfa,
VCAM-1, orvWF.

Los marcadores PD inducibles por IFNa en un perfil de expresién pueden incluir alteraciones en uno cualquiera o
mas de los niveles de proteinas séricas BDNK, complemento 3, ligando de CD40, EGF, ENA-78, EN-RAGE, IGF-1,
MDC, mieloperoxidasa, RANTES o trombopoyetina.

Los perfiles de expresion de marcadores PD inducibles por IFNa pueden incluir una expresion o actividad regulada
positivamente de genes en células expuestas a niveles elevados de IFNa con respecto al punto de referencia. La
expresion o actividad regulada positivamente de genes incluye un aumento en la expresion de ARNm de un gen, un
aumento en la expresion de una proteina codificada por un gen o un aumento en la actividad de una proteina
codificada por un gen. La expresion o actividad de los genes puede regularse positivamente como una respuesta
directa o indirecta a IFNa.

C. Subtipos de interferén

El paciente que comprende el perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa puede
comprender ademas la regulacion positiva de la expresion de cualquier nimero de subtipos de IFNa o IFN de tipo I.
Los subtipos de IFNa o IFN de tipo | pueden incluir mas de uno, mas de dos, mas de tres, mas de cuatro, mas de
cinco, mas de seis, mas de siete, mas de ocho, mas de nueve o mas de diez subtipos de IFNa o IFN de tipo I. Estos
subtipos pueden incluir IFNa1, IFNa2, IFNa4, IFNa5, IFNa6, IFNa7, IFNa8, IFNa10, IFNa14, IFNa17, IFNa21, IFNB
o IFNw. El paciente puede comprender la regulacion positiva de la expresion de los subtipos de IFN IFNa1, IFNa2,
IFNa8 e IFNa14.

Como alternativa, un paciente tratado en los métodos incluidos por la divulgaciéon simplemente puede ser uno
identificado como uno que comprende un perfil de expresion génica con regulacion positiva de la expresion de
cualquier numero de subtipos de IFNa o IFN de tipo I. Los subtipos de IFNa o IFN de tipo | pueden incluir mas de
uno, mas de dos, mas de tres, mas de cuatro, mas de cinco, mas de seis, mas de siete, mas de ocho, mas de nueve
o0 mas de diez subtipos de IFNa o IFN de tipo I. Estos subtipos pueden incluir IFNa1, IFNa2, IFNa4, IFNa5, IFNa6,
IFNa7, IFNa8, IFNa10, IFNa14, IFNa17, IFNa21, IFNB o IFNw. Estos subtipos pueden incluir IFNa1, IFNa2, IFNa8 e
IFNa14.

D. Receptores de IFNa

El paciente que comprende el perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa puede
comprender ademas la regulacion positiva de la expresion de los receptores de IFNa, IFNAR1 o IFNAR2, o ambos, o
TNFa, o IFNy, o receptores de IFNy (IFNGR1, IFNGR2 o tanto IFNGR1 como IFNGR2). El paciente puede
identificarse simplemente como un paciente que comprende la regulacién positiva de la expresion de los receptores
de IFNa, IFNAR1 o IFNAR2, o ambos, o TNFa, o IFNy o receptores de IFNy (IFNGR1, IFNGR2 o tanto IFNGR1
como IFNGR?2).

Il. Regulacion positiva

La regulacion positiva o regulacion negativa de los marcadores DP inducibles por IFN de tipo | o IFNa en el perfil de
expresion del paciente puede tener cualquier grado con respecto al de una muestra de un control (que puede
proceder de una muestra que no es un tejido enfermo del paciente (por ejemplo, piel no lesionada de un paciente
con psoriasis) o de una persona sana no afectada por la enfermedad o trastorno) o puede ser relativo al de genes
del paciente cuya expresion no ha cambiado por la enfermedad (denominados genes “constitutivos”).

El grado de regulacion positiva o regulacion negativa puede ser de al menos un 10 %, al menos un 15 %, al menos
un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos
un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 90 %, al menos un 90 %, al menos
un 95 %, al menos un 100 %, al menos un 125 % o al menos un 300 %, o al menos un 400 %, o al menos un 500 %
0 mas con respecto al control o muestra de control.

El perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa puede calcularse como el promedio del
aumento en veces en la expresion o actividad del conjunto de genes comprendidos por el marcador PD. El perfil de
expresion de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa también puede calcularse como la diferencia entre
el Ct (ciclo umbral) medio para los cuatro genes diana y el Ct medio de tres genes de control.
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El promedio de aumento en veces en la expresion o actividad del conjunto de genes puede estar comprendido entre
al menos aproximadamente 2 y al menos aproximadamente 15, entre al menos aproximadamente 2 y al menos
aproximadamente 10, o entre al menos aproximadamente 2 y al menos aproximadamente 5. El promedio de
aumento en veces en la expresion o actividad del conjunto de genes puede ser de al menos aproximadamente 2, al
menos aproximadamente 2,5, al menos aproximadamente 3, al menos aproximadamente 3,5, al menos
aproximadamente 4, al menos aproximadamente 4,5, al menos aproximadamente 5, al menos aproximadamente 5,
al menos aproximadamente 5,5, al menos aproximadamente 6, al menos aproximadamente 6,5, al menos
aproximadamente 7, al menos aproximadamente 8, al menos aproximadamente 9 o al menos aproximadamente 10.

El grado de aumento de expresion permite la identificacion de un limite de cambio en veces para identificar
pacientes positivos para la firma y negativos para la firma que padecen enfermedades autoinmunitarias. En una
realizacion, el limite es al menos aproximadamente 2. En otra realizacion, el limite es al menos aproximadamente
2,5. En ofra realizacién, el limite es al menos aproximadamente 3. En ofra realizacién, el limite es al menos
aproximadamente 3,5. En otra realizacion, el limite es al menos aproximadamente 4. En otra realizacion, el limite es
al menos aproximadamente 4,5. En otra realizacion, el limite se elige entre al menos 3,5, 3,6, 3,7, 3,8, 3,9, 4,0, 4,1,
4.2, 4,3, 4,4y 4,5. En otra realizacion, el limite estd comprendido entre aproximadamente 2 y aproximadamente 8.
En una realizacion, el limite es la media de los niveles de expresion aumentados de al menos cuatro de IFI27, IF144,
IFI44L, IFI6 y RSAD2. En otra realizacion, el limite es la media de los niveles de expresion aumentados de al menos
cuatro de IFI127, IF144, IF144L, IFI6 y RSAD2.

El grado de aumento de expresion también permite la identificacion de un limite de Ct delta para identificar pacientes
positivos para la firma y negativos para la firma que padecen enfermedades autoinmunitarias. En una realizacion, el
limite es al menos aproximadamente 7,6. En otra realizacion, el limite es 7,56. El limite de cambio en veces puede
usarse para determinar un limite de Ct delta apropiado (por ejemplo, 1 < log2 del cambio en veces <3 corresponde a
un intervalo de Ct delta de 8,65 a 6,56). De esta manera, en otra realizacion, el limite de Ct delta esta comprendido
entre aproximadamente 6,56 y aproximadamente 8,56.

Ademas, el paciente puede sobreexpresar o tener un tejido que sobreexpresa un subtipo de IFN de tipo | de al
menos un 10 %, al menos un 15 %, al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al
menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al
menos un 100 %, al menos un 125 %, al menos un 150 %, o al menos un 200 %, o al menos un 300 %, o al menos
un 400 % o al menos un 500 % con respecto al del control. El subtipo de IFN de tipo | puede ser uno cualquiera de
IFNa1, IFNa2, IFNa4, IFNa5, IFNa6, IFNa7, IFNa8, IFNa10, IFNa14, IFNa17, IFNa21, IFNB o IFNw. Los subtipos de
IFN de tipo | pueden incluir todos de IFNa1, IFNa2, IFNa8 e IFNa14.

La expresion o actividad regulada positivamente de cualquier gen detectado en una muestra, mediante sondas, o
mediante sondas en kits en un perfil de expresién de marcadores PD inducibles por IFNa puede ser al menos 1,2
veces, al menos 1,25 veces, al menos 1,3 veces, al menos 1,4 veces, al menos 1,5 veces, al menos 2,0 veces, al
menos 2,25 veces, al menos 2,5 veces, al menos 2,75 veces, al menos 3,0 veces, al menos 3,5 veces, al menos 4,0
veces, al menos 4,5 veces, al menos 5,0 veces, al menos 6,0 veces, al menos 7,0 veces, al menos 8,0 veces, al
menos 9,0 veces, al menos 10 veces, al menos 15,0 veces, al menos 20,0 veces, al menos 25,0 veces o al menos
50,0 veces mayor que los niveles del punto de referencia de las células de control, por ejemplo, células de
voluntarios sanos o células de animales de control o células no expuestas a IFNa en cultivo. Todos los genes en el
perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFNa pueden tener una expresion o actividad regulada
positivamente con el mismo aumento en veces. Como alternativa, los genes en el perfil de expresion de marcadores
PD pueden tener niveles variables de expresion o actividad regulada positivamente.

A. Medicion de la regulacion positiva

La regulacion positiva o negativa de la expresion o actividad génica de marcadores PD inducibles por IFNa puede
determinarse por cualquier medio conocido en la técnica. Por ejemplo, la regulacion positiva o negativa de la
expresion génica puede detectarse determinando los niveles de ARNm. La expresién de ARNm puede determinarse
por transferencia de Northern, transferencia por ranuras, reacciéon en cadena de la polimerasa cuantitativa tras
transcripcion inversa, o técnicas de hibridacion de chips de genes. Véanse en las Patentes de Estados Unidos n.°
5.744.305 y 5.143.854 ejemplos de fabricacion de obtencion de matrices de acidos nucleicos para técnicas de
hibridacion de chips de geses. Véanse en Establishing and functional characterization of an HEK-293 cell line
expressing autofluorescently tagged (B-actin (pEYFP-ACTIN) and the neurokinin type 1 receptor (NK1-R) Hrovat, A;
Zavec, AB; Pogacnik, A; Frangez, R; Vrecl, M 2010 Cellular & Molecular Biology Letters 1, 55-69, Expression profiles
of proliferative and antiapoptotic genes in sporadic and colitis-related mouse colon cancer models, Svec, J; Ergang,
P; Mandys, V; Kment, M; Pacha, J 2010 International Journal of Experimental Pathology 1, 44-53, and Protein kinase
inhibitors emodin and dichloro-ribofuranosylbenzimidazole modulate the cellular accumulation and cytotoxicity of
cisplatin in a schedule-dependent manner, Kurokawa, T; He, GA; Siddik, ZH 2010 Cancer Chemotherapy and
Pharmacology 3, 427-436, ejemplos de como usar el método TAQMAN® para medir la expresion génica.

Pueden elegirse cebadores que se unan selectivamente a dianas en reacciones en cadena de la polimerasa (PCR)
basandose en cebadores de determinacién empirica que hibridan en una reaccion PCR y producen suficiente sefial
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para detectar la diana entre el efecto de fondo, o pueden predecirse usando la temperatura de fusion del duplex
cebador:diana como se describe en Maniatis et al. Molecular Cloning, Segunda Edicién, Seccién 11.46. 1989. De
forma similar, pueden elegirse empiricamente o predecirse sondas para detectar productos de PCR en un método
TAQMANR® o relacionado. Dichos cebadores y sondas (colectivamente “oligonucleétidos”) pueden tener una longitud
entre 10 y 30 nucledétidos o mayor.

La regulacion positiva o negativa de la expresion o actividad génica de marcadores PD inducibles por IFNa puede
determinarse detectando los niveles de proteina. Los métodos para detectar niveles de expresién de proteina
incluyen ensayos basados en inmunologia tales como ensayos de inmunoabsorbente ligado a enzimas,
transferencia de Western, matrices de proteinas y tincién con plata.

Un perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFNa puede comprender un perfil de actividad de proteina.
La regulacion positiva o negativa de la expresion o actividad de genes de marcadores PD inducibles por IFNa puede
determinarse detectando la actividad de proteinas que incluyen, pero sin limitacion, actividad de fosforilacion
detectable, actividad de desfosforilacién o actividad de escision. Ademas, la regulacion positiva o negativa de la
expresion o actividad de genes de marcadores PD inducibles por IFNa puede determinarse detectando cualquier
combinacién de estos niveles o actividades de expresion génica.

lll. Enfermedades, trastornos o afecciones inducibles por IFN de tipo | o IFNa

Una enfermedad, trastorno o afeccion inducible por IFN de tipo | o IFNa es cualquiera que presente un perfil de
expresion o firma génica de marcadores PD de IFN de tipo | o IFNa. Un perfil de expresion de marcadores PD y una
firma génica se consideraran equivalentes. Estas enfermedades, trastornos o afecciones incluyen las que tienen un
componente autoinmunitario tal como lupus eritematoso sistémico (LES), diabetes mellitus insulinodependiente,
enfermedad inflamatoria del intestino (incluyendo enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa y enfermedad celiaca),
esclerosis multiple, psoriasis, tiroiditis autoinmunitaria, esclerodermia, artritis reumatoide, glomerulonefritis, miositis
inflamatoria idiopatica, sindrome de Sjogren, vasculitis, miositis con cuerpos de inclusiéon (MCI), dermatomiositis,
polimiositis, nefritis lupica y sarcoidosis. Otras enfermedades, trastornos o afecciones incluyen la enfermedad de
injerto contra hospedador y rechazo de trasplantes.

A. Sintomas de los pacientes

Los pacientes también pueden presentar cualquiera de varios sintomas como se analiza, por ejemplo, en la Solicitud
Internacional n.° PCT/US2007/024941 o pueden tener una puntuacion clinica SLEDAI o una puntuacién BILAG como
se analiza en dicha solicitud. Estos sintomas pueden incluir fatiga, lesiones de érganos, erupcién malar y alopecia.
Al paciente se le puede asignar una puntuacion usando un sistema de puntuacién clinico conocido, por ejemplo,
SLEDAI que es un indice de actividad de la enfermedad LES medido y evaluado en los ultimos 10 dias (Bombardier
C, Gladman D, Urowitz M B, Caron D, Chang C H and the Committee on Prognosis Studies in SLE: Derivation of the
SLEDAI for Lupus Patients. Arthritis Rheum 35: 630-640, 1992). La actividad de la enfermedad bajo el sistema de
puntuacion SLEDAI puede variar de 0 a 105. Se han definido las siguientes categorias de actividad SLEDAI: sin
actividad (SLEDAI = 0); actividad leve (SLEDAI = 1-5); actividad moderada (SLEDAI = 6-10); actividad alta (SLEDAI
= 11-19); actividad muy alta (SLEDAI = 20 o superior). (Griffiths, ef al., Assessment of Patients with Systemic Lupus
Erythematosus and the use of Lupus Disease Activity Indices). Otro indice de puntuacion de enfermedad es el indice
BILAG, que es un indice de actividad de LES que esta basado en manifestaciones clinicas especificas en ocho
sistemas de 6rganos: resultados generales, mucocutaneos, neurolégicos, musculoesqueléticos, cardiovasculares,
respiratorios, renales y hematoldgicos. La puntuacion se basa en un sistema de letras, pero también pueden
asignarse puntuaciones numeéricas ponderadas a cada letra, haciendo que sea posible calcular una puntuacion
BILAG en el intervalo de 0-72. (Griffiths, et al., Assessment of Patients with Systemic Lupus Erythematosus and the
use of Lupus Disease Activity Indices). Otros indices de puntuacion incluyen la puntuacion PGA, el indice compuesto
de respondedores (CRI) y el ensayo ANAM4™. Los métodos descritos en el presente documento, por ejemplo, de
tratamiento de un trastorno autoinmunitario, pueden usarse para cualquier sujeto identificado como un sujeto que
tiene cualquier nivel de actividad de enfermedad medido por cualquier metodologia de clasificacion conocida en este
campo, por ejemplo, leve, moderada, alta o muy alta. Los métodos descritos en el presente documento, por ejemplo,
de tratamiento de un trastorno autoinmunitario, pueden dar como resultado una reduccién en los sintomas del
paciente o pueden dar como resultado una mejoria en una puntuacion de la enfermedad para la enfermedad,
trastorno o afeccién inducible por IFNa o IFN de tipo | del paciente.

IV. Agentes terapéuticos

Un agente terapéutico puede administrarse a un paciente o un paciente puede identificarse como un candidato para
la administracion de un agente o un agente terapéutico. Un agente terapéutico puede modular la actividad del
interferon de tipo 1 o IFNa. Los agentes terapéuticos adecuados incluyen moléculas que se unen a y modulan la
actividad de IFN de tipo | o IFNa. Los agentes terapéuticos adecuados incluyen moléculas que se unen a 'y modulan
la actividad de receptores de interferones de tipo | o IFNa. El agente terapéutico puede ser una molécula pequefia o
un agente bioldgico. Si el agente terapéutico es una molécula pequefa, puede sintetizarse o identificarse y aislarse a
partir de una fuente natural.
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Si el agente terapéutico es un agente bioldgico, puede ser un anticuerpo especifico para cualquier subtipo de IFN de
tipo | o IFNa. Por ejemplo, el anticuerpo puede ser especifico para uno cualquiera de IFNa1, IFNa2, IFNo4, IFNa5,
IFNa6, IFNa7, IFNa8, IFNa10, IFNa14, IFNa17, IFNa21, IFNB o IFNw. Como alternativa, el anticuerpo puede ser
especifico para dos cualesquiera, tres cualesquiera, cuatro cualesquiera, cinco cualesquiera, seis cualesquiera, siete
cualesquiera, ocho cualesquiera, nueve cualesquiera, diez cualesquiera, once cualesquiera o doce cualesquiera de
los subtipos de IFN de tipo | o IFNa. Si el anticuerpo es especifico para mas de un subtipo de IFN de tipo I, el
anticuerpo puede ser especifico para IFNa1, IFNa2, IFNa4, IFNa5, IFNa8, IFNa10 e IFNa21; o puede ser especifico
para IFNa1, IFNa2, IFNa4, IFNa5, IFNa8 e IFNa10; o puede ser especifico para IFNa1, IFNa2, IFNa4, IFNa5, IFNa8
e IFNa21; o puede ser especifico para IFNa1, IFNa2, IFNa4, IFNa5, IFNa10 e IFNa21. Los anticuerpos especificos
para IFN de tipo | o IFNa incluyen MEDI-545, cualquier agente biolégico o anticuerpo distinto de MEDI-545,
anticuerpos descritos en las solicitudes de patente de Estados Unidos 11/009.410 presentada el 10 de diciembre de
2004 y 11/157.494 presentada el 20 de junio de 2005, 9F3 y otros anticuerpos descritos en la Patente de Estados
Unidos n.° 7.087.726 (Ejemplo 1 y Ejemplo 2, los desvelados en la Tabla 3 y Tabla 4, y/o los desvelados en la tabla
titulada “Depésito de Material” en las lineas 25-54, columna 56), NK-2 y YOK5/19 (documento WO 84/03105), LO-22
(Patente de Estados Unidos 4.902.618), 144 BS (Patente de Estados Unidos 4.885.166) y EBI-1, EBI-2 y EBI-3
(documento EP 119476). Un agente terapéutico que modula la actividad de IFNa puede neutralizar la actividad de
IFNa. Un experto en la materia conocera bien la preparacion y formulacion de dichos agentes bioldgicos y métodos
para su administracion.

MEDI-545 es un anticuerpo monoclonal (Mab) IgGlk de 147.000 Dalton completamente humano, que se une a la
mayoria de subtipos de interferén alfa (IFNa). MEDI-545 esta constituido en un 100% por secuencias proteicas
humanas, lo cual hace que sea un anticuerpo monoclonal completamente humano. Los anticuerpos monoclonales
completamente humanos pueden tener ventajas con respecto a otras formas de anticuerpos monoclonales, tales
como anticuerpos quiméricos y humanizados, ya que pueden tener un perfil de seguridad mas favorable y pueden
eliminarse con menos rapidez del cuerpo humano, haciendo posible de esta manera la reduccion de la frecuencia de
dosificacion. MEDI-545 se obtuvo a partir de un anticuerpo IgG4k, 13H5, que se seleccioné basandose en ensayos
funcionales ya que tenia las propiedades mas deseables para ser un posible agente terapéutico. 13H5
posteriormente se convirtié en un isotipo de anticuerpo IgG1, producido en células CHO, y seleccionado para la
caracterizacion adicional y desarrollo preclinico con un disefio inicial de MDX-1103, ahora denominado MEDI-545.
Véase también la Publicacion de la Solicitud de Patente de Estados Unidos n.° 2007/0014724; Solicitud PCT
PCT/US2008/058133 presentada el 25 de marzo de 2008 titulada “Anticuerpos con Perfiles de Desamidacion
Disminuidos”, y la Solicitud PCT PCT/US2008/058132 presentada el 25 de marzo de 2008.

El agente terapéutico puede ser un anticuerpo contra un receptor de interferén, incluyendo los desvelados en las
Patentes de Estados Unidos n.° 7.619.070 y 7.662.381 y la Solicitud Internacional n.° PCT/US2009/033358.

A. Anticuerpos

El anticuerpo puede ser un anticuerpo sintético, un anticuerpo monoclonal, anticuerpos policlonales, un anticuerpo
producido de forma recombinante, un intracuerpo, un anticuerpo multiespecifico (incluyendo anticuerpos
biespecificos), un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo quimérico, un Fv monocatenario
(scFv) (incluyendo scFv biespecificos), una molécula BiTE, un anticuerpo monocatenario, un fragmento Fab, un
fragmento F(ab’), un Fv con enlaces disulfuro (sdFv), o un fragmento de unién a epitopo de cualquiera de los
anteriores. El anticuerpo puede ser de una molécula de inmunoglobulina o una parte inmunolégicamente activa de
una molécula de inmunoglobulina. Ademas, el anticuerpo puede ser de cualquier isotipo. Por ejemplo, puede ser
cualquiera de los isotipos IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4. El anticuerpo puede ser un anticuerpo de longitud completa que
comprende regiones variables y constantes, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, tal como un anticuerpo
monocatenario, o un fragmento Fab o Fab’2. El anticuerpo también puede conjugarse o unirse a un agente
terapéutico, tal como una citotoxina o un isétopo radiactivo.

En los métodos de tratamiento, al paciente se le puede administrar un segundo agente distinto de un agente que se
une a y modula la actividad de IFNa, o un agente que se une a y modula la actividad de un receptor de un interferén
de tipo | o IFNa. Los segundos agentes incluyen, pero sin limitacién, antiinflamatorios no esteroideos tales como
ibuprofeno, naproxeno, sulindac, diclofenaco, piroxicam, ketoprofeno, diflunisal, nabumetona, etodolac y oxaprozina,
indometacina; farmacos antimalaricos tales como hidroxicloroquina; hormonas corticosteroides tales como
prednisona, hidrocortisona, metilprednisolona y dexametasona; metotrexato; agentes inmunosupresores tales como
azatioprina y ciclofosfamida; y agentes biolégicos que, por ejemplo, se dirigen a las células T tales como Alefacept y
Efalizumab, o se dirigen a TNFa, tales como Enbrel, Remicade y Humira.

B. Identificacion de agentes terapéuticos candidatos

Un agente terapéutico candidato para tratar trastornos mediados por IFNa puede identificarse por los métodos
incluidos por la divulgacion. Los agentes terapéuticos candidatos pueden ser cualquier tipo de molécula incluyendo
una molécula pequefia o un agente bioldgico. Un agente terapéutico candidato identificado por los métodos incluidos
por la divulgaciéon puede identificarse inmediatamente como Util como agente terapéutico para una enfermedad,
trastorno o afeccion. Como alternativa, un agente terapéutico candidato identificado por los métodos incluidos por la
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divulgacion puede necesitar ensayarse y/o modificarse adicionalmente antes de la seleccidon para tratar a los
pacientes. Como alternativa, un agente terapéutico candidato identificado por los métodos incluidos por la
divulgacion puede, después de ensayarse adicionalmente, desecharse como molécula para tratar a los pacientes.

En métodos que identifican agentes terapéuticos candidatos, se ponen en contacto con un agente células que
comprenden un perfil de expresién de marcadores PD inducibles por IFNa. Las células pueden ser cualquier tipo de
células, tales como lineas celulares inmortalizadas disponibles en el mercado que comprenden un perfil de
expresion de marcadores PD inducibles por IFNa, lineas celulares inmortalizadas disponibles en el mercado que se
han tratado con IFNa para inducir un perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFNa, células aisladas de
un paciente que tiene un perfil de expresién de marcadores PD inducibles por IFNa o células aisladas de un paciente
sano y tratado con IFNa para inducir un perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFNa.

La presencia o ausencia de un cambio en el perfil de expresién de marcadores PD inducibles por IFNa de las células
se detecta después de poner en contacto las células con el agente. La presencia de cambio puede ser cualquier
cambio en el perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFNa que incluye una reduccion de al menos un
10 % en la expresion o actividad regulada positivamente de al menos 1 gen en el perfil de expresion de marcadores
PD inducibles por IFNa, al menos una reduccion de un 20 % de dicho al menos 1 gen regulado positivamente, al
menos una reduccion del 30 % de dicho al menos 1 gen regulado positivamente, al menos una reduccion del 40 %
de dicho al menos 1 gen regulado positivamente, al menos una reduccion del 50 % de dicho al menos 1 gen
regulado positivamente, al menos una reduccion del 60 % de dicho al menos 1 gen regulado positivamente, al
menos una reduccion del 70 % de dicho al menos 1 gen regulado positivamente, al menos una reduccion del 75 %
de dicho al menos 1 gen regulado positivamente, al menos una reduccion del 80 % de dicho al menos 1 gen
regulado positivamente, al menos una reduccion del 85 % de dicho al menos 1 gen regulado positivamente, al
menos una reduccion del 90 % de dicho al menos 1 gen regulado positivamente, al menos una reduccion del 95 %
de dicho al menos 1 gen regulado positivamente, al menos una reduccion del 96 % de dicho al menos 1 gen
regulado positivamente, al menos una reduccion del 97 % de dicho al menos 1 gen regulado positivamente, al
menos una reduccion del 98 % de dicho al menos 1 gen regulado positivamente, al menos una reduccion del 99 %
de dicho al menos 1 gen regulado positivamente o una reduccion del 100 % de dicho al menos 1 gen regulado
positivamente.

V. Neutralizacion del perfil inducible por IFN de tipo | o IFNa en pacientes

El tratamiento con el agente puede dar como resultado la neutralizacién del perfil inducible por IFN de tipo | o IFNa.
El tratamiento con el agente puede dar como resultado una reduccién en uno o mas sintomas de la enfermedad o
trastorno mediado por IFN de tipo | o IFNa. El tratamiento con el agente puede dar como resultado menos brotes
relacionados con la enfermedad o trastorno mediado por IFN de tipo | o IFNa. El tratamiento con el agente puede dar
como resultado un mejor prondstico para el paciente que tiene la enfermedad o trastorno mediado por IFN de tipo | o
IFNa. El tratamiento con el agente puede dar como resultado una mayor calidad de vida para el paciente. El
tratamiento con el agente puede aliviar la necesidad de coadministrar segundos agentes o puede reducir la
dosificacion de administracion del segundo agente al paciente. El tratamiento con el agente puede reducir el nimero
de hospitalizaciones del paciente que estan relacionadas con el trastorno o enfermedad mediada por IFN de tipo | o
IFNa.

El agente que se une a y modula la actividad de IFN de tipo | o IFNa puede neutralizar un perfil inducible por IFN de
tipo | o IFNa. La neutralizacién del perfil inducible por IFN de tipo | o IFNa puede ser una reduccién en al menos uno,
al menos dos, al menos tres o al menos cuatro genes. La neutralizacion del perfil inducible por IFN de tipo | o IFNa
es una reduccion de al menos un 2 %, al menos un 3 %, al menos un 4 %, al menos un 5 %, al menos un 7 %, al
menos un 8 %, al menos un 10 %, al menos un 15 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 35 %, al
menos un 40 %, al menos un 45 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al
menos un 80 % o al menos un 90 % de cualquiera de dichos al menos uno, al menos dos, al menos tres o al menos
cuatro genes regulados positivamente en el perfil inducible por IFN de tipo | o IFNa. Como alternativa, la
neutralizacion del perfil inducible por IFN de tipo | o IFNa se refiere a una reducciéon de la expresion de genes
inducibles por IFN de tipo | o IFNa regulados positivamente que esta dentro de, como maximo un 50 %, como
maximo un 45 %, como maximo un 40 %, como maximo un 35 %, como maximo un 30 %, como maximo un 25 %,
como maximo un 20 %, como maximo un 15 %, como maximo un 10 %, como maximo un 5 %, como maximo un
4 %, como maximo un 3 %, como maximo un 2 % o como maximo un 1 % de los niveles de expresién de esos genes
inducibles por IFN de tipo | o IFNa en una muestra de control. Si el agente que se une a y modula la actividad del
IFN de tipo | o IFNa es un agente bioldgico, tal como un anticuerpo, el agente puede neutralizar el perfil de IFN de
tipo | o IFNa a dosis de 0,3 a 30 mg/kg, de 0,3 a 10 mg/kg, de 0,3 a 3 mg/kg, de 0,3 a 1 mg/kg, de 1 a 30 mg/kg, de
3 a 30 mg/kg, de 5 a 30 mg/kg, de 10 a 30 mg/kg, de 1 a 10 mg/kg, de 3 a 10 mg/kg o de 1 a 5 mg/kg.

El agente que se une a y modula la actividad de IFN de tipo | o IFNa puede neutralizar adicionalmente o como
alternativa la expresion de uno o mas subtipos de IFN de tipo | o IFNa. Los subtipos de IFN de tipo | o IFNa pueden
incluir cualquiera de los siguientes: mas de uno, mas de dos, mas de tres, mas de cuatro, mas de cinco, mas de
seis, mas de siete, mas de ocho, mas de nueve o mas de diez subtipos de IFN de tipo | o IFNa. Estos subtipos
pueden incluir IFNa1, IFNa2, IFNa4, IFNa5, IFNa6, IFNa7, IFNa8, IFNa10, IFNa14, IFNa17, IFNa21, IFNB o IFNw.
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Estos subtipos pueden incluir todos de IFNa1, IFNa2, IFNa8 e IFNa14. Como alternativa, estos subtipos pueden
incluir IFNa1, IFNao2, IFNa4, IFNa5, IFNa8, IFNa10, IFNa21. La neutralizacion de los subtipos de IFN de tipo | o
IFNa puede ser una reduccién de al menos un 2 %, al menos un 3 %, al menos un 4 %, al menos un 5 %, al menos
un 7 %, al menos un 8 %, al menos un 10 % Al menos un 15 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un
35 %, al menos un 40 %, al menos un 45 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un
75 %, al menos un 80 % o al menos un 90 % de cualquiera de dichos al menos uno, al menos dos, al menos tres, al
menos cinco, al menos siete, al menos ocho o al menos diez de los subtipos. La neutralizacién de los subtipos de
IFN de tipo | o IFNa puede ser una reduccion en la expresion de genes de subtipo de IFN de tipo | o IFNa que esta
dentro de como maximo un 50 %, como maximo un 45 %, como maximo un 40 %, como maximo un 35 %, como
maximo un 30 %, como maximo un 25 %, como maximo un 20 %, como maximo un 15 %, como maximo un 10 %,
como maximo un 5 %, como maximo un 4 %, como maximo un 3 %, como maximo un 2 % o como maximo un 1 %
de los niveles de expresion de esos subtipos de IFN de tipo | o IFNa en una muestra de control. Si el agente que se
une a y modula la actividad de IFNa o la actividad de IFN de tipo | es un agente biolégico, tal como un anticuerpo, el
agente puede neutralizar los subtipos de IFNa o IFN de tipo | a dosis de 0,3 a 30 mg/kg, de 0,3 a 10 mg/kg, de 0,3 a
3 mg/kg, de 0,3 a 1 mg/kg, de 1 a 30 mg/kg, de 3 a 30 mg/kg, de 5 a 30 mg/kg, de 10 a 30 mg/kg, de 1 a 10 mg/kg,
de 3 a 10 mg/kg o de 1 a 5 mg/kg.

El agente que se une a y modula la actividad de IFN de tipo | o IFNa puede, ademas o como alternativa, neutralizar
la expresion de receptores de IFNa, IFNAR1 o IFNAR2 o ambos, o TNFa, o IFNy, o receptores de IFNy (IFNGR1,
IFNGR2 o tanto IFNGR1 como IFNGR2). La neutralizacion de la expresion de receptores de IFNa, IFNAR1 o
IFNAR2, o ambos, o TNFa, o IFNy o receptores de IFNy (IFNGR1, IFNGR2 o tanto IFNGR1 como IFNGR2) puede
ser una reducciéon de al menos un 2 %, al menos un 3 %, al menos un 4 %, al menos un 5 %, al menos un 7 %, al
menos un 8 %, al menos un 10 %, al menos un 15 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 35 %, al
menos un 40 % , al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 % o al
menos un 90 % de cualquiera de dichos al menos uno, al menos dos, al menos tres, al menos cinco o al menos seis
de estos genes. La neutralizaciéon de la expresion de receptores de IFNa, IFNAR1 o IFNAR2, o TNFa, o IFNy o
receptores de IFNy (IFNGR1, IFNGR2, o tanto IFNGR1 como IFNGR2) es una reduccion de la expresion de como
maximo un 50 %, como maximo un 45 %, como maximo un 40 %, como maximo un 35 %, como maximo un 30 %,
como maximo un 25 %, como maximo un 20 %, como maximo un 15 %, como maximo un 10 %, como maximo un
5 %, como maximo un 4 %, como maximo un 3 %, como maximo un 2 % o como maximo un 1 % de los niveles de
expresion de estos genes en una muestra de control. Si el agente que se une a y modula la actividad de IFN de tipo |
o IFNa es un agente biolégico, tal como un anticuerpo, el agente puede neutralizar la expresion de los receptores de
IFNa IFNAR1 o IFNAR2, o TNFa o IFNy, o receptores de IFNy IFNGR1 o IFNGR2 a dosis de 0,3 a 30 mg/kg, de 0,3
a 10 mg/kg, de 0,3 a 3 mg/kg, de 0,3 a 1 mg/kg, de 1 a 30 mg/kg, de 3 a 30 mg/kg, de 5 a 30 mg/kg, de 10 a
30 mg/kg, de 1 a 10 mg/kg, de 3 a 10 mg/kg, o de 1 a 5 mg/kg.

C. Muestras de pacientes

Las muestras también pueden obtenerse a partir de pacientes en los métodos de la divulgacion. Las muestras
incluyen cualquier fluido o tejido bioldgico, tal como sangre entera, saliva, orina, liquido sinovial, médula ésea,
liquido cefalorraquideo, secreciones nasales, esputos, liquido amniético, fluido de lavado broncoalveolar, células
mononucleares de sangre periférica, gldbulos blancos totales, células de ganglio linfatico, células de bazo, células
de amigdala o piel. Las muestras pueden obtenerse por cualquier medio conocido en la técnica.

VI. Métodos de supervision de la progresion de la enfermedad

En los métodos de supervision de la progresion de la enfermedad de un paciente, pueden obtenerse muestras del
paciente antes y después de la administracion de un agente, por ejemplo, un agente que se une a y modula la
actividad de IFN de tipo | o IFNa, o un agente que se une a y no modula la actividad de IFN de tipo | o IFNa, o una
combinacién de agentes que pueden o pueden no incluir un agente que se une a y modula la actividad de IFN de
tipo | o IFNa. En las muestras se obtienen perfiles de expresion de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o
IFNa (antes y después de la administracion del agente). Los perfiles de expresién de marcadores PD inducibles por
IFN de tipo | o IFNa en las muestras se comparan. La comparaciéon puede ser del nimero de marcadores PD
inducibles por IFN de tipo | o IFNa presentes en las muestras o puede ser de la cantidad de marcadores PD
inducibles por IFN de tipo | o IFNa presentes en las muestras o cualquier combinacion de éstas. Puede indicarse
una variacion que indique la eficacia del agente terapéutico si el nimero o nivel (o cualquier combinacién de los
mismos) de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa disminuye en la muestra obtenida después de la
administracion del agente terapéutico con respecto a la muestra obtenida antes de la administracion del agente
terapéutico. El nimero de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa regulados positivamente puede
reducirse en al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al
menos 9 o al menos 10 veces. El nivel de cualquier marcador PD inducible por IFN de tipo | o IFNa regulado
positivamente dado puede reducirse al menos un 10 %, al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al
menos un 35 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al
menos un 90 % o al menos un 95 %. El nimero de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa regulados
positivamente con niveles disminuidos puede ser al menos 1, al menos 2, al menos 3 o al menos 4. Cualquier
combinacién de ndmero disminuido y nivel disminuido de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa
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regulados positivamente puede indicar eficacia. Puede indicarse variacion que indique eficacia del agente
terapéutico si el numero o nivel (o cualquier combinacion de los mismos) de marcadores PD inducibles por IFN de
tipo | o IFNa regulados negativamente disminuye en la muestra obtenida después de la administracion del agente
terapéutico con respecto a la muestra obtenida antes de la administracion del agente terapéutico.

La muestra obtenida a partir del paciente puede obtenerse antes de una primera administracion del agente, es decir,
al paciente no se le ha administrado previamente el agente. Como alternativa, la muestra obtenida a partir del
paciente puede obtenerse después de la administracion del agente en el transcurso del tratamiento. Por ejemplo, el
agente puede haberse administrado antes del inicio del protocolo de supervision. Después de la administracién del
agente, puede obtenerse una muestra adicional del paciente y se comparan los marcadores PD inducibles por IFN
de tipo | o IFNa en las muestras. Las muestras pueden ser del mismo tipo o de un tipo diferente, por ejemplo, cada
muestra obtenida puede ser una muestra de sangre, o cada muestra obtenida puede ser una muestra de suero. Los
marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa detectados en cada muestra pueden ser iguales, o pueden
coincidir sustancialmente, o pueden ser similares.

Las muestras pueden obtenerse en cualquier momento antes y después de la administracién del agente terapéutico.
La muestra obtenida después de la administracion del agente terapéutico puede obtenerse al menos 2, al menos 3,
al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 12 o al menos 14
dias después de la administracion del agente terapéutico. La muestra obtenida después de la administracion del
agente terapéutico puede obtenerse al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7 o al
menos 8 semanas después de la administracion del agente terapéutico. La muestra obtenida después de la
administracion del agente terapéutico puede obtenerse al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5 o al menos 6
meses después de la administracion del agente terapéutico.

Pueden obtenerse muestras adicionales del paciente después de la administracion del agente terapéutico. Pueden
obtenerse al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al
menos 10, al menos 12, al menos 15, al menos 20 o al menos 25 muestras del paciente para supervisar la
progresion o regresion de la enfermedad o trastorno a lo largo del tiempo. La progresion de la enfermedad puede
supervisarse durante un periodo de tiempo de al menos 1 semana, al menos 2 semanas, al menos 3 semanas, al
menos 4 semanas, al menos 5 semanas, al menos 6 semanas, al menos 7 semanas, al menos 2 meses, al menos 3
meses, al menos 4 meses, al menos 5 meses, al menos 6 meses, al menos 1 ano, al menos 2 afios, al menos 3
afios, al menos 4 afos, al menos 5 afios, al menos 10 afios, o durante la vida del paciente. Pueden obtenerse
muestras adicionales del paciente a intervalos regulares tales como mensualmente, cada dos meses, una vez al
trimestre, dos veces al afio o a intervalos anuales. Las muestras pueden obtenerse del paciente después de la
administracion del agente a intervalos regulares. Por ejemplo, las muestras pueden obtenerse del paciente una
semana después de cada administracion del agente, o dos semanas después de cada administracion del agente, o
tres semanas después de cada administracion del agente, o un mes después de cada administracion del agente, o
dos meses después de cada administracion del agente. Como alternativa, pueden obtenerse multiples muestras del
paciente después de cada administracion del agente.

De forma similar, puede supervisarse la progresion de la enfermedad en un paciente en ausencia de administracion
de un agente. Pueden obtenerse periédicamente muestras del paciente que tiene la enfermedad o trastorno. La
progresion de la enfermedad puede identificarse si el numero o tipo de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o
IFNa aumenta en una muestra obtenida posteriormente con respecto a una muestra obtenida previamente. El
numero de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa puede aumentar en al menos 1, al menos 2, al menos
3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9 o al menos 10. La progresion de la
enfermedad puede identificarse si el nivel de cualquier marcador PD inducible por IFN de tipo | o IFNa regulado
positivamente dado aumenta en al menos un 10 %, al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al
menos un 35 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al
menos un 90 % o al menos un 95 %. La progresion de la enfermedad puede identificarse si el nivel de cualquier
marcador PD inducible por IFN de tipo | o IFNa regulado negativamente dado disminuye en al menos un 10 %, al
menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 35 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al
menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 % o al menos un 95 %. El nimero de
marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa regulados positivamente con niveles aumentados puede ser al
menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al
menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25, al menos 30 o al menos 35. El niumero de marcadores PD
inducibles por IFN de tipo | o IFNa regulados negativamente con niveles disminuidos puede ser al menos 1, al
menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al
menos 20, al menos 25, al menos 30 o al menos 35. Cualquier combinacién de un nimero aumentado y nivel
aumentado de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa regulado positivamente puede indicar progresion
de la enfermedad. Como alternativa, o en combinacion, cualquier combinacion de numero disminuido y nivel
disminuido de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa regulado negativamente puede indicar progresion
de la enfermedad. La regresidon de la enfermedad también puede identificarse en un paciente que tiene una
enfermedad o trastorno, no tratado por un agente. En este caso, puede identificarse regresion si el numero de
marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa disminuye en una muestra obtenida posteriormente con respecto
a una muestra obtenida previamente. EI nUmero de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa puede
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disminuir en al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al
menos 9 o al menos 10. La regresion de la enfermedad puede identificarse si el nivel de cualquier marcador PD
inducible por IFN de tipo | o IFNa regulado positivamente dado disminuye en al menos un 10 %, al menos un 20 %,
al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 35 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %,
al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 % o al menos un 95 %. Puede identificarse regresion de la
enfermedad si el nivel de cualquier marcador PD inducible por IFN de tipo | o IFNa regulado negativamente dado
aumenta en al menos un 10 %, al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 35 %, al
menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 % o al
menos un 95 %. El numero de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa regulados positivamente con
niveles disminuidos puede ser al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7,
al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25, al menos 30 o al menos 35. El
numero de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa regulados negativamente con niveles aumentados
puede ser al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al
menos 9, al menos 10, al menos 20, al menos 25, al menos 30 o al menos 35. La progresion de la enfermedad o la
regresion de la enfermedad puede supervisarse mediante la obtencion de muestras durante cualquier periodo de
tiempo y a cualquier intervalo. La progresion de la enfermedad o la regresion de la enfermedad puede supervisarse
mediante la obtencion de muestras durante el transcurso de al menos 1 semana, al menos 2 semanas, al menos 3
semanas, al menos 4 semanas, al menos 5 semanas, al menos 6 semanas, al menos 7 semanas, al menos 2
meses, al menos 3 meses, al menos 4 meses, al menos 5 meses, al menos 6 meses, al menos 1 ano, al menos 2
afios, al menos 3 afos, al menos 4 afios, al menos 5 afios, al menos 10 afios o a lo largo de la vida del paciente. La
progresion de la enfermedad o la regresion de la enfermedad puede supervisarse mediante la obtencién de
muestras al menos mensualmente, cada dos meses, una vez al trimestre, dos veces al ano o anualmente. No es
necesario obtener las muestras a intervalos estrictos.

VII. Kits y sondas

La divulgacion también incluye kits y sondas. Las sondas pueden ser cualquier molécula que detecte cualquier
expresion o actividad de cualquier gen que pueda incluirse en un perfil de expresion de marcadores PD inducibles
por IFNa.

VIII. Métodos de deteccion de la actividad de IFN

La divulgacion también incluye métodos para detectar la actividad de IFN. Estos métodos pueden emplear células
que comprenden una secuencia polinucleotidica que comprende un gen indicador bajo el control de un elemento de
respuesta estimulado por interferén. Las células que comprenden la secuencia polinucleotidica pueden ser cualquier
célula susceptible de transfeccion o transformacion con una secuencia polinucleotidica y que puede mantenerse en
cultivo. Estas células incluyen células animales, células bacterianas, células de levadura, células de insecto o células
vegetales. Estas células pueden ser adherentes o pueden crecer en suspension. Si las células son células animales,
pueden proceder de una linea celular conocida tal como HelLa, COS, NIH3T3, AGS, 293, CHO, Huh-7, HUVEC,
MCF-7, C6, BHK-21, BNL CL 2, C2C12, HepG2 y ATDCS5. Se conocen innumerables lineas celulares y pueden
obtenerse por los expertos en la materia. Las células, como alternativa, pueden ser células primarias que se han
inmortalizado o no.

Las células pueden comprender una secuencia polinucleotidica que comprende un gen indicador bajo el control de
un elemento de respuesta estimulado por interferén. La secuencia polinucleotidica puede estar integrada de forma
estable en el ADN de la célula o puede ser un elemento extracromosémico que esta de forma estable o transitoria en
la célula. El polinucleétido puede haberse introducido en la célula como una molécula de polinucleétido desnuda,
una molécula de polinucleétido complejada con lipidos u otras moléculas, o un polinucleétido en una particula de
virus.

Si el polinucleétido se introdujo como una molécula de polinucledtido desnuda, el polinucleétido puede haber sido
una molécula lineal o circular. Los ejemplos no limitantes de moléculas de polinucleétido circulares incluyen
plasmidos y cromosomas artificiales. Estos vectores pueden escindirse con enzimas, por ejemplo, para generar
moléculas de polinucleétido lineales.

Ademas, si el polinucledtido se introdujo como un polinucleétido desnudo, puede haberse introducido en las células
por cualquiera de muchas técnicas bien conocidas en este campo. Estas técnicas incluyen, pero sin limitacion,
electroporacion, microinyeccion y liberacion balistica de particulas. Véase también, por ejemplo, Loeffler y Behr,
1993, Meth. Enzymol. 217: 599-618; Cohen et al., 1993, Meth. Enzymol. 217: 618-644; Clin. Pharma. Ther. 29: 69-92
(1985), Sambrook, et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 22, ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y., 1989 y Ausubel ef al., ed. Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, Inc., N. Y., N. Y. (1987-2001).

Si el polinucledtido se introdujo como un complejo con lipidos o liposomas, también puede haberse introducido por

una de muchas técnicas conocidas por el experto en la materia. Los lipidos o liposomas comprenden una mezcla de
particulas de grasa o lipidos que se unen al ADN o ARN para proporcionar un vehiculo de liberaciéon recubierto
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hidréfobo. Los liposomas adecuados pueden comprender cualquiera de los materiales de liposomas fosfolipidos
sintéticos o naturales convencionales, incluyendo fosfolipidos de fuentes naturales tales como huevo, fuentes
vegetales o animales tales como fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol, esfingomielina,
fosfatidilserina o fosfatidilinositol. =~ También pueden usarse fosfolipidos sintéticos, por ejemplo,
dimiristoilfosfatidilcolina,  dioleoilfosfatidilcolina,  dioleoilfosfatidilcolina y  fosfatidiletanolaminas  sintéticas
correspondientes y fosfatidilgliceroles. También estan disponibles para el experto en la materia lipidos o liposomas
que pueden conjugarse con el vector. Los ejemplos de reactivos de transfeccion de lipidos o liposomas disponibles
en el mercado conocidos por los expertos en la materia incluyen LIPOFECTAMINE™ (Invitrogen), GENEJUICE®
(Novagen), GENEJAMMER® (Strata-gen), FUGENE®HD (Roche), MEGAFECTIN™ (Qbiogene), SUPERFECT®
(Qiagen) y EFFECTENE® (Qiagen).

Si el polinucledtido se introdujo como un complejo con otras moléculas, puede haberse compactado en una
nanosfera. Se describen complejos de polinucledtidos compactados en las Patentes de Estados Unidos 5.972.901,
6.008.336 y 6.077.835. Se describen nanoesferas en las Patentes de Estados Unidos n.° 5.718.905 y 6.207.195.
Estos complejos de polinucledtido compactados y nanoesferas que complejan acidos nucleicos utilizan cationes
poliméricos. Los cationes poliméricos tipicos incluyen gelatina, poli-L-lisina y quitosano. Como alternativa, el
polinucleétido puede haberse complejado con DEAE-dextrano, o transfectado usando técnicas tales como
coprecipitacion con fosfato calcico o coprecipitacion con cloruro calcico.

Si el polinucledtido se introdujo asociado con un virus, el virus puede ser cualquier virus adecuado bien conocido
para la liberacion de polinucledtidos. Los ejemplos de virus que pueden usarse como vectores incluyen adenovirus,
virus adenoasociado, lentivirus, retrovirus, herpes virus (por ejemplo, herpes virus simplex), vaccinia virus, papovirus,
virus Sendai, virus SV40, virus sincitial respiratorio, etc.

La secuencia polinucleotidica puede incluir un gen indicador y un elemento de respuesta estimulado por interferon.
El gen indicador puede ser uno cualquiera de luciferasa, cloranfenicol acetil transferasa, B-galactosidasa, proteina
fluorescente verde, B-glucuronidasa o fosfatasa alcalina placentaria secretada. Se conocen variaciones de muchos
de estos genes indicadores, por ejemplo, proteina fluorescente verde y luceriferasa, y pueden identificarse y/o
producirse faciimente por los expertos en la materia. Los expertos en la materia también conoceran otros genes
indicadores ademas de los indicados y se pueden obtener facilmente. Los expertos en la materia también conocen
elementos de respuesta estimulados por interferén. Pueden obtenerse a partir de vendedores comerciales tales
como Stratagene, Clonetech y Biomyx. También se han presentado, por ejemplo, en Alcantara et al. (Nuc. Acid Res.
30 (2002): 2068-2075 y Kirchhoff et al. (Oncogene 18 (1999): 3725-3736).

Las células empleadas en el ensayo pueden incubarse con una muestra. La muestra puede obtenerse a partir de un
paciente o a partir de un vendedor con muestras de pacientes, o puede usarse una muestra de control para la
calibracion o como control. Si la muestra se obtiene a partir de un paciente, puede ser cualquier fluido o tejido
bioldgico, tal como sangre entera, saliva, orina, liquido sinovial, médula ésea, liquido cefalorraquideo, secreciones
nasales, esputos, liquido amniético, fluido de lavado broncoalveolar, células mononucleares de sangre periférica,
gldébulos blancos totales, células de ganglios linfaticos, células de bazo, células de amigdala o piel.

La expresion del gen indicador se detecta por cualquier medio bien conocido en la técnica. La expresion, incluso si
es “0” indica actividad de IFN en la muestra. Un experto en la materia puede cuantificar adicionalmente cualquier
nivel de expresion del gen indicador que después puede correlacionarse con el nivel de actividad de IFN en la
muestra.

Los solicitantes proporcionan un conjunto de realizaciones no limitantes para describir algunos de los aspectos de la
divulgacion.

Realizaciones

Realizacién 1. Un método para tratar a un paciente que tiene una enfermedad o trastorno mediado por IFN de
tipo | o IFNa que comprende:

administrar un agente que se une a y modula la actividad de IFN de tipo | o IFNa;
en el que el paciente comprende un perfil de expresién de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa;

y en el que el agente neutraliza el perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa
del paciente.

Realizacién 2. Un método para tratar a un paciente con una enfermedad autoinmunitaria que comprende un perfil
de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa moderado o fuerte, que comprende:

administrar un agente que se une a y modula la actividad de IFN de tipo | o IFNa;
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en el que el agente neutraliza el perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa del
paciente.

Realizacién 3. Un método para neutralizar un perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o
IFNa en un paciente que tiene una enfermedad o trastorno, que comprende:

administrar un agente que se une a y modula la actividad de IFN de tipo | o IFNa en el paciente;

en el que el agente neutraliza el perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa del
paciente.

Realizacién 4. El método de una cualquiera de las realizaciones 1 a 3, que comprende ademas detectar la
neutralizacion del perfil de expresién de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa del paciente.

Realizacién 5. EI método de una cualquiera de las realizaciones 1 a 4, en el que el perfil de expresion de
marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa comprende transcritos de genes de marcadores PD.

Realizacién 6. EI método de una cualquiera de las realizaciones 1 a 4, en el que el perfil de expresion de
marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa comprende polipéptidos expresados a partir de genes de
marcadores PD.
Realizacién 7. EI método de una cualquiera de las realizaciones 1 a 6, en el que el perfil de expresion de
marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa comprende la expresién o actividad regulada positivamente
de un conjunto de genes elegidos entre:

(a) IF127, IF144, IFI44L, IFI6 y RSAD2;

(b) IFI44, IFI44L, IF16 y RSAD2;

(c) IF127, IF144L, IFI6 y RSAD2;

(d) IFI27, IFl44, IFI6 y RSAD2;

(e) IFI27, IFI44, IFI44L y RSAD2; y

(f) IFI127, IF144, IFI44L € IFI6.
Realizacién 8. EI método de una cualquiera de las realizaciones 1 a 6, en el que el perfil de expresion de
marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa consiste en la expresién o actividad regulada positivamente
de un conjunto de genes elegidos entre:

(a) IF127, IF144, IFI44L, IFI6 y RSAD2;

(b) IFI44, IFI44L, IF16 y RSAD2;

(c) IF127, IF144L, IFI6 y RSAD2;

(d) IFI27, IFl44, IFI6 y RSAD2;

(e) IF127, IFl44, IFI44L y RSAD2; y

(f) IFI127, IF144, IF144L e IFI6
Realizacion 9. El método de la realizacion 7 u 8 en el que la expresion o actividad regulada positivamente de un
conjunto de genes se calcula como un promedio de aumento en veces en la expresion o actividad del conjunto
de genes.
Realizaciéon 10. El método de la realizacion 9 en el que el promedio de aumento en veces en la expresion o
actividad del conjunto de genes esta comprendido entre al menos aproximadamente 3 y al menos
aproximadamente 15, entre al menos aproximadamente 3 y al menos aproximadamente 10 o entre al menos

aproximadamente 3 y al menos aproximadamente 5.

Realizacién 11. El método de la realizacién 9, en el que el promedio de aumento en veces en la expresion o
actividad del conjunto de genes es al menos aproximadamente 2, al menos aproximadamente 2,5, al menos
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aproximadamente 3, al menos aproximadamente 3,5, al menos aproximadamente 4, al menos aproximadamente
4.5, al menos aproximadamente 5, al menos aproximadamente 5,5, al menos aproximadamente 6, al menos
aproximadamente 6,5, al menos aproximadamente 7, al menos aproximadamente 8, al menos aproximadamente
9 o al menos aproximadamente 10.

Realizacion 12. El método de una cualquiera de las realizaciones 1 a 11 en el que el agente es un agente
bioldgico.

Realizacion 13. El método de la realizacion 12 en el que el agente es un anticuerpo.
Realizacion 14. El método de la realizacion 13, en el que el anticuerpo es MEDI-545.

Realizacion 15. El método de la realizacion 13, en el que el anticuerpo es especifico para uno o mas subtipos de
IFN de tipo | o IFNa, pero no es MEDI-545.

Realizacion 16. El método de una cualquiera de las realizaciones 1 a 15, en el que la administracion del agente
alivia uno o mas sintomas de la enfermedad o trastorno.

Realizacién 17. El método de una cualquiera de las realizaciones 13 a 16, en el que el anticuerpo se administra a
una dosis comprendida entre aproximadamente 0,03 y 30 mg/kg.

Realizaciéon 18. El método de la realizacion 17, en el que el anticuerpo se administra a una dosis comprendida
entre 0,3 y 3 mg/kg o entre 0,03 y 1 mg/kg.

Realizacion 19. El método de una cualquiera de las realizaciones 1 a 18, en el que el agente neutraliza el perfil
de expresion de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa del paciente en al menos un 10 %, en al
menos un 20 %, en al menos un 30 %, en al menos un 40 % o en al menos un 50 %.

Realizacion 20. El método de una cualquiera de las realizaciones 1 a 19, en el que la enfermedad o trastorno es
uno de lupus, nefritis lUpica, dermatomiositis, polimiositis, psoriasis, SSc, vasculitis, sarcoidosis, sindrome de
Sjogren o miositis inflamatoria idiopatica.

Realizacion 21. El método de la realizacion 20, en el que la enfermedad o trastorno es lupus.

Realizacién 22. El método de la realizacién 20, en el que la enfermedad o trastorno es psoriasis.

Realizacién 23. El método de una cualquiera de las realizaciones 1 a 22, en el que el perfil de expresién de
marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa comprende la expresién o actividad regulada positivamente

de al menos los subtipos de IFNa 1, 2, 8 y 14.

Realizaciéon 24. Un método para supervisar o pronosticar la progresion de una enfermedad autoinmunitaria de un
paciente que comprende:

obtener un primer perfil de expresiéon de marcadores PD inducibles por IFNa en una primera muestra de un
paciente.

Realizacién 25. El método de la realizacion 24, en el que el primer perfil de expresiéon de marcadores PD
inducibles por IFNa es un perfil fuerte y el prondstico del paciente es progresion de la enfermedad.

Realizacion 26. El método de la realizacion 25, en el que la enfermedad autoinmunitaria es LES y la progresion
es un brote de LES.

Realizacién 27. El método de la realizacion 26, en el que el primer perfil de expresiéon de marcadores PD
inducibles por IFNa es un perfil débil y el prondstico del paciente es regresion de la enfermedad.

Realizacién 28. El método de la realizaciéon 24, que ademas comprende:

obtener un segundo perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFNa en una segunda muestra de
un paciente;

en el que un aumento en el nimero o nivel de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa en el
segundo perfil de expresion con respecto al primero sirve de prondstico para la progresion de la enfermedad;
o]

en el que una reduccioén en el numero o nivel de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa en el
segundo perfil de expresion con respecto al primero sirve de prondstico de regresion de la enfermedad.
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Realizaciéon 29. El método de una cualquiera de las realizaciones 26 a 28, en el que el perfil de expresion de
marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa comprende transcritos de genes de marcadores PD.

Realizaciéon 30. El método de una cualquiera de las realizaciones 24 a 28, en el que el tipo de perfil de expresién
de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa comprende polipéptidos expresados a partir de genes de
marcadores PD.
Realizaciéon 31. El método de una cualquiera de las realizaciones 24 a 28, en el que el tipo de perfil de expresién
de marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa comprende la expresion o actividad de un conjunto de
genes elegidos entre:

(a) IF127, IFI44, IFI44L, IF16 y RSAD2;

(b) IFI44, IFI44L, IF16 y RSAD2;

(c) IF127, IF144L, IFI6 y RSAD2;

(d) IFI27, IFl44, IFI6 y RSAD2;

(e) IFI27, IFI44, IFI44L y RSAD2; y

(f) IFI127, IF144, IFI44L € IFI6.
Realizacién 32. El método de una cualquiera de las realizaciones 24 a 28, en el que el perfil de expresion de
marcadores PD inducibles por IFN de tipo | o IFNa consiste en la expresion o actividad de un conjunto de genes
elegidos entre:

(a) IF127, IF144, IFI44L, IFI6 y RSAD2;

(b) IFI44, IFI44L, IF16 y RSAD2;

(c) IF127, IF144L, IFI6 y RSAD2;

(d) IFI27, IFI44, IFI6 y RSAD2;

(e) IFI27, IFI44, IFI44L y RSAD2; y

(f) IFI127, IF144, IF144L e IFI6.
Realizacion 33. Un método para supervisar la progresion de la enfermedad de un paciente que recibe tratamiento
con un agente terapéutico que se une a y modula la actividad de IFNa, que comprende:

obtener un primer perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFNa en una primera muestra del
paciente;

administrar un agente terapéutico que se une a y modula la actividad del IFNa;

obtener un segundo perfil de expresién de marcadores PD inducibles por IFNa en una segunda muestra del
paciente; y

comparar el primer y el segundo perfiles de expresion de marcadores PD inducibles por IFNa,

en el que una variacion en el primer y el segundo perfiles de expresién de marcadores PD inducibles por
IFNa indica un nivel de eficacia del agente terapéutico que se une a y modula la actividad de IFNa.

Realizacién 34. El método de la realizacion 33, en el que el primer perfil de expresiéon de marcadores PD
inducibles por IFN de tipo | o IFNa comprende la expresion o actividad regulada positivamente de un conjunto de
genes elegidos entre:

(a) IF127, IF144, IF144L, IFI6 y RSADZ2;

(b) IF144, IF144L, IFI6 y RSAD2;

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 261305573

(c) IF127, IFI44L, IFI6 y RSAD2;

(d) IF127, IF144, IF16 y RSAD2;

(e) IF127, IF144, IF144L y RSAD2; y

(f) IFI27, IF144, IF144L e IFI6.
Realizacién 35. El método de la realizacion 33, en el que el primer perfil de expresiéon de marcadores PD
inducibles por IFN de tipo | o IFNa consiste en la expresion o actividad regulada positivamente de un conjunto de
genes elegidos entre:

(a) IF127, IF144, IF144L, IF16 y RSAD2;

(b) IF144, IF144L, IF16 y RSAD2;

(c) IF127, IFI44L, IFI6 y RSAD2;

(d) IF127, IF144, IFI6 y RSAD2;

(e) IF127, IF144, IF144L y RSAD2; y

(f) IF127, IFI44, IF144L e IFI6.

Realizacién 36. El método de la realizacion 34 o 35, en el que la variacién es una reduccién en la expresion
regulada positivamente de los niveles de actividad de los genes.

Realizacién 37. El método de una cualquiera de las realizaciones 33 a 35, en el que la enfermedad o trastorno es
uno de lupus, nefritis lUpica, dermatomiositis, polimiositis, psoriasis, SSc, vasculitis, sarcoidosis, sindrome de
Sjogren o miositis inflamatoria idiopatica.

Realizacién 38. El método de la realizacion 37, en el que la enfermedad es lupus.

Realizacion 39. El método de una cualquiera de las realizaciones 33 a 38, en el que el agente terapéutico es una
molécula pequefia o un agente bioldgico.

Realizacion 40. El método de la realizacion 39, en el que el agente bioldgico es un anticuerpo.

Realizacion 41. El método de la realizacion 40, en el que el anticuerpo es MEDI-545 y/o un anticuerpo especifico
para uno o mas subtipos de IFN de tipo | o IFNa, pero no es MEDI-545.

Realizacion 42. El método de una cualquiera de las realizaciones 33 a 41, en el que el primer perfil de expresién
de marcadores PD inducibles por IFNa se obtiene antes de la administracion del agente terapéutico.

Realizacion 43. El método de una cualquiera de las realizaciones 33 a 41, en el que el primer perfil de expresién
de marcadores PD inducibles por IFNa se obtiene en el momento de la administracion del agente terapéutico.

Realizacion 44. El método de una cualquiera de las realizaciones 33 a 43, en el que la primera y la segunda
muestra son sangre entera o suero.

Realizaciéon 45. El método de una cualquiera de las realizaciones 33 a 44, que comprende ademas obtener un
tercer perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFNa en una tercera muestra del paciente.

Realizacién 46. El método de la realizacion 45, que comprende ademas obtener un cuarto perfil de expresion de
marcadores PD inducibles por IFNa en una cuarta muestra del paciente.

Realizacion 47. El método de la realizacion 46, que comprende ademas obtener un quinto perfil de expresion de
marcadores PD inducibles por IFNa en una quinta muestra del paciente.

Realizacion 48. El método de la realizacion 47, que comprende ademas obtener un sexto perfil de expresion de
marcadores PD inducibles por IFNa en una sexta muestra del paciente.

Realizacion 49. El método de una cualquiera de las realizaciones 33 a 48, en el que la segunda muestra se

obtiene al menos una semana, al menos dos semanas, al menos tres semanas, al menos un mes o al menos dos
meses después de la administracion del agente terapéutico.
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Realizacion 50. El método de la realizacidn 45, en el que la tercera muestra se obtiene al menos 2 dias, al menos
5 dias, al menos una semana, al menos 2 semanas, al menos tres semanas, al menos un mes o al menos dos
meses después de obtener la segunda muestra.

Realizacién 51. El método de la realizacién 46, en el que la cuarta muestra se obtiene al menos dos dias, al
menos cinco dias, al menos una semana, al menos dos semanas, al menos tres semanas, al menos un mes o al
menos dos meses después de obtener la tercera muestra.

Realizacién 52. El método de la realizacion 47, en el que la quinta muestra se obtiene al menos dos dias, al
menos cinco dias, al menos una semana, al menos dos semanas, al menos tres semanas, al menos un mes o al
menos dos meses después de obtener la cuarta muestra.

Realizacién 53. El método de una cualquiera de las realizaciones 33 a 52, en el que la variacién es una
reduccion en la expresion o actividad regulada positivamente del gen.

Realizacién 54. El método de la realizacion 53, en el que la reduccion es al menos un 10 %, al menos un 20 %, al
menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 45 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %,
al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un
95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 %.

Realizacion 55. Un método para identificar a un paciente como candidato de un agente terapéutico que se une a
y modula la actividad de IFNa, que comprende:

detectar la presencia o ausencia de un perfil de expresiéon de marcadores PD inducibles por IFNa en una
muestra del paciente,

en el que la deteccién de la presencia del perfil de expresién de marcadores PD inducidos por IFNa identifica
al paciente como un candidato para el agente terapéutico que se une a y modula la actividad de IFNa.

Realizacion 56. El método de la realizacion 55, en el que el perfil de expresion de marcadores PD inducibles por
IFNa comprende la expresion o actividad regulada positivamente de un conjunto de genes elegidos entre:

(a) IF127, IF144, IF144L, IFI6 y RSAD2;
(b) IF144, IF144L, IFI6 y RSAD2;

(c) IFI27, IFI44L, IF16 y RSAD2;

(d) IF127, IF144, IF16 y RSAD2;

(e) IF127, IF144, IFI44L y RSAD2; y

(f) IF127, IF144, IF144L e IFI6.

Realizacion 57. El método de la realizacion 55, en el que el perfil de expresion de marcadores PD inducibles por
IFNa consiste en la expresion o actividad regulada positivamente de un conjunto de genes elegidos entre:

(a) IF127, IF144, IF144L, IF16 y RSAD2;

(b) IF144, IF144L, IF16 y RSADZ2;

(c) IF127, IFI44L, IFI6 y RSAD2;

(d) IF127, IF144, IFI6 y RSAD2;

(e) IFI27, IF144, IF144L y RSAD2; y

(f) IFI27, IF144, IF144L e IFI6.
Realizacion 58. EI método de la realizacion 56 o 57, en el que la expresion o actividad regulada positivamente de
un conjunto de genes se calcula como un promedio de aumento en veces en la expresidon o actividad del
conjunto de genes.
Realizaciéon 59. El método de la realizacion 58, en el que el promedio de aumento en veces en la expresion o

actividad del conjunto de genes es al menos aproximadamente 2, al menos aproximadamente 3 y al menos
aproximadamente 4.
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Realizacién 60. EI método de la realizacion 59, en el que el promedio de aumento en veces en la expresion o
actividad del conjunto de genes es al menos aproximadamente 2, al menos aproximadamente 2,5, al menos
aproximadamente 3, al menos aproximadamente 3,5, al menos aproximadamente 4, al menos, al menos
aproximadamente 5, al menos aproximadamente 5,5, al menos aproximadamente 6, al menos aproximadamente
6,5, al menos aproximadamente 7, al menos aproximadamente 7,5, al menos aproximadamente 8, al menos
aproximadamente 9, al menos aproximadamente 10.

Realizacién 61. El método de una cualquiera de las realizaciones 55 a 60, en el que al paciente se le ha
diagnosticado un trastorno elegido entre lupus, nefritis lapica, dermatomiositis, polimiositis, psoriasis, SSc,
vasculitis, sarcoidosis, sindrome de Sjogren o miositis inflamatoria idiopatica.

Realizacién 62. El método de la realizacién 61, en el que el trastorno es lupus.

Realizacion 63. EI método de una cualquiera de las realizaciones 55 a 62, en el que el agente terapéutico es una
molécula pequefia o un agente bioldgico.

Realizacion 64. El método de la realizacion 63, en el que el agente bioldgico es un anticuerpo.
Realizacién 65. El método de la realizacién 64, en el que el anticuerpo es MEDI-545.

Realizacion 66. El método de la realizacion 64, en el que el anticuerpo es especifico para uno o mas subtipos de
IFN de tipo | o IFNa, pero no es MEDI-545.

Realizacion 67. EI método de una cualquiera de las realizaciones 55 a 66, en el la expresion o actividad regulada
positivamente comprende un aumento en los niveles de ARNm de uno o mas de los genes.

Realizacién 68. El método de una cualquiera de las realizaciones 55 a 66, en el que la expresién o actividad
regulada positivamente comprende un aumento en los niveles de proteina de uno o mas de los genes.

Realizacién 69. El método de una cualquiera de las realizaciones 55 a 66, en el que la expresién o actividad
regulada positivamente comprende un aumento en la actividad enzimatica de una proteina expresada a partir de
uno o mas de los genes.

Realizacion 70. El método de una cualquiera de las realizaciones 55 a 69, en el que la muestra es sangre entera.

Realizacion 71. Un método para diagnosticar un trastorno asociado con un aumento de los niveles de IFNa en un
paciente, que comprende:

detectar la presencia o ausencia de un perfil de expresiéon de marcadores PD inducibles por IFNa en una
muestra del paciente,

en el que la deteccién de la presencia del perfil de expresién de marcadores PD inducidos por IFNa identifica
al paciente como un paciente que tiene un trastorno asociado con niveles aumentados de IFNa.

Realizaciéon 72. El método de la realizacion 71, en el que el perfil de expresion de marcadores PD inducibles por
IFNa comprende la expresion o actividad regulada positivamente de un conjunto de genes elegidos entre:

(a) IF127, IF144, IF144L, IFI6 y RSAD2;
(b) IF144, IF144L, IFI6 y RSAD2;

(c) IFI27, IFI44L, IF16 y RSAD2;

(d) IF127, IF144, IF16 y RSAD2;

(e) IF127, IF144, IFI44L y RSAD2; y

(f) IF127, IF144, IF144L e IFI6.

Realizacion 73. El método de la realizacion 71, en el que el perfil de expresion de marcadores PD inducibles por
IFNa consiste en la expresion o actividad regulada positivamente de un conjunto de genes elegidos entre:

(a) IF127, IF144, IF144L, IFI6 y RSADZ2;

(b) IF144, IF144L, IFI6 y RSAD2;
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(c) IF127, IF144L, IFI6 y RSAD2;

(d) IFI27, IFI44, IFI6 y RSAD2;

(e) IFI127, IFI44, IFI44L y RSAD2; y

(f) IFI127, IF144, IFI44L € IF16.
Realizacion 74. El método de la realizacion 72 o 73, en el que la expresion o actividad regulada positivamente de
un conjunto de genes se calcula como un promedio de aumento en veces en la expresidon o actividad del
conjunto de genes.
Realizaciéon 75. El método de la realizacién 74, en el que el promedio de aumento en veces en la expresion o
actividad del conjunto de genes esta comprendido entre al menos aproximadamente 2, al menos
aproximadamente 3 y al menos aproximadamente 4.
Realizaciéon 76. EI método de la realizacion 74, en el que el promedio de aumento en veces en la expresion o
actividad del conjunto de genes es al menos aproximadamente 2, al menos aproximadamente 2,5, al menos
aproximadamente 3, al menos aproximadamente 3,5, al menos aproximadamente 4, al menos aproximadamente
4.5, al menos aproximadamente 5, al menos aproximadamente 5,5, al menos aproximadamente 6, al menos
aproximadamente 6,5, al menos aproximadamente 7, al menos aproximadamente 8, al menos aproximadamente
9 o al menos aproximadamente 10.
Realizacién 77. El método de una cualquiera de las realizaciones 72 a 76, en el que la enfermedad o trastorno es
uno de lupus, nefritis lUpica, dermatomiositis, polimiositis, psoriasis, SSc, vasculitis, sarcoidosis, sindrome de
Sjogren o miositis inflamatoria idiopatica.

Realizacién 78. El método de la realizacién 77, en el que el trastorno es lupus.

Realizacién 79. El método de una cualquiera de las realizaciones 72 a 78, en el que la expresién o actividad
regulada positivamente comprende un aumento en los niveles de ARNm de uno o mas de los genes.

Realizacién 80. El método de una cualquiera de las realizaciones 72 a 78, en el que la expresién o actividad
regulada positivamente comprende un aumento en los niveles de proteina de uno o mas de los genes.

Realizacién 81. El método de una cualquiera de las realizaciones 72 a 78, en el que la expresién o actividad
regulada positivamente comprende un aumento en la actividad enzimatica de una proteina expresada a partir de
uno o mas de los genes.

Realizaciéon 82. Un método para identificar un agente terapéutico candidato para tratar trastornos mediados por
IFNa, que comprende:

poner en contacto células que comprenden un perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFNa con
un agente; y

detectar la presencia o ausencia de un cambio en el perfil de expresién de marcadores PD inducibles por
IFNa de las células,

en el que la presencia de un cambio que comprende una reduccion en la regulacion positiva de los genes del
perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFNa indica que el agente es un agente terapéutico
candidato.

Realizacion 83. El método de la realizacion 82, en el que el perfil de expresion de marcadores PD inducibles por
IFNa comprende la expresion o actividad regulada positivamente de un conjunto de genes elegidos entre:

(a) IF127, IF144, IF144L, IFI6 y RSADZ2;
(b) IF144, IF144L, IFI6 y RSAD2;

(c) IF127, IFI44L, IFI6 y RSAD2;

(d) IF127, IF144, IFI6 y RSAD2;

(e) IFI27, IF144, IFI44L y RSAD2; y
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(f) IFI27, IF144, IF144L e IFI6.

Realizacion 84. El método de la realizacion 82, en el que el perfil de expresion de marcadores PD inducibles por
IFNa consiste en la expresion o actividad regulada positivamente de un conjunto de genes elegidos entre:

(a) IF127, IF144, IFI44L, IF16 y RSAD2;

(b) IFI44, IFI44L, IF16 y RSAD2;

(c) IF127, IF144L, IFI6 y RSAD2;

(d) IFI27, IFl44, IFI6 y RSAD2;

(e) IFI27, IFI44, IFI44L y RSAD2; y

(f) IFI127, IF144, IFI44L € IF16.
Realizacion 85. El método de la realizacion 83 u 84, en el que la expresion o actividad regulada positivamente de
un conjunto de genes se calcula como un promedio de aumento en veces en la expresidon o actividad del
conjunto de genes.
Realizacién 86. EI método de la realizacion 85, en el que el promedio de aumento en veces en la expresion o
actividad del conjunto de genes esta comprendido entre al menos aproximadamente 3 y al menos
aproximadamente 15, entre al menos aproximadamente 3 y al menos aproximadamente 10 o entre al menos
aproximadamente 3 y al menos aproximadamente 5.
Realizacién 87. El método de la realizacion 85, en el que el promedio de aumento en veces en la expresion o
actividad del conjunto de genes es al menos aproximadamente 2, al menos aproximadamente 2,5, al menos
aproximadamente 3, al menos aproximadamente 3,5, al menos aproximadamente 4, al menos aproximadamente
4.5, al menos aproximadamente 5, al menos aproximadamente 5,5, al menos aproximadamente 6, al menos
aproximadamente 6,5, al menos aproximadamente 7, al menos aproximadamente 8, al menos aproximadamente

9 o al menos aproximadamente 10.

Realizacién 88. El método de una cualquiera de las realizaciones 83 a 87, en el que las células se obtienen a
partir de un paciente que comprende un trastorno asociado con niveles aumentados de IFNa.

Realizacién 89. El método de una cualquiera de las realizaciones 83 a 87, en el que las células son células
tratadas con IFNa para inducir el perfil de expresion de marcadores PD inducibles por IFNa.

Realizacion 90. El método de una cualquiera de las realizaciones 83 a 89, en el que la regulacion positiva de los
genes del perfil de expresién de marcadores PD inducibles por IFNa comprende un aumento en los niveles de
ARNmM de uno o mas de los genes.

Realizacion 91. El método de una cualquiera de las realizaciones 83 a 89, en el que la regulacion positiva de los
genes del perfil de expresién de marcadores PD inducibles por IFNa comprende un aumento en los niveles de
proteina de uno o mas de los genes.

Realizacion 92. El método de una cualquiera de las realizaciones 83 a 89, en el que la regulacion positiva de los
genes del perfil de expresién de marcadores PD inducibles por IFNa comprende un aumento en la actividad
enzimatica de una proteina expresada a partir de uno o mas de los genes.

Realizaciéon 93. Un conjunto de cebadores que comprende polinucledtidos que amplifican y detectan
especificamente la expresion de uno cualquiera de los siguientes conjuntos de genes:

(a) IF127, IF144, IF144L, IFI6 y RSAD2; o
(b) IFI44, IF144L, IFI6 y RSAD2; o

(c) IF127, IFI44L, IFI6 y RSAD2; o

(d) IFI27, IF144, IFI6 y RSAD2; o

(e) IF127, IF144, IFI44L y RSAD2; o

(f) IFI127, IF144, IF144L e IF16.
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Realizacién 94. El conjunto de cebadores de la realizacién 93 que comprende ademas cebadores para amplificar
y detectar 18S, ACTB y GAPDH.

Realizacion 95. Un conjunto de cebadores que consiste en polinucledtidos que detectan especificamente la
expresion de uno cualquiera de los conjuntos de genes:

(a) IF127, IF144, IF144L, IFI6 y RSAD2; o
(b) IF144, IF144L, IFI6 y RSAD2; o

(c) IF127, IFI44L, IFI6 y RSAD2; o

(d) IFI27, IF144, IFI6 y RSAD2; o

(e) IF127, IF144, IFI44L y RSAD2; o

(f) IFI27, IF144, IF144L e IFI6.

Realizacion 96. Las realizaciones 93 y 94, en las que el conjunto de cebadores tiene secuencias de SEQ ID NO
1-24.

Realizacion 96. Cualquiera de las realizaciones 1-95, en las que IFI27, IFl44, IFI44L, IFI6 y RSAD2 tienen las
secuencias de SEQ ID NO: 25-32.

Realizacién 97. Un kit que comprende los cebadores de las realizaciones 93-96.

Realizacion 98. Cualquiera de las realizaciones 1-96, en las que la expresiéon aumentada es la media o mediana
de la expresion aumentada en los niveles de ARNm de IFI127, IF144, IFI44L, IFI6 y RSAD2.

Realizacion 99. Un método para identificar a un sujeto adecuado para el tratamiento con un agente terapéutico
que modula la actividad del interferon de tipo 1, que comprende detectar niveles aumentados de ARNm de al
menos cuatro de IFI127, IFI44, IF144L, IFI6 y RSAD2 en una muestra del sujeto, en el que un aumento en el
ARNmM de al menos aproximadamente cuatro veces indica un sujeto adecuado para el tratamiento con el agente.

Realizaciéon 100. El método de la realizacion 99, en el que el ARNm esta aumentado con respecto al ARNm de al
menos cuatro de IF127, IFI44, IFI44L, IFI6 y RSAD2 en muestras reunidas procedentes de pacientes sanos.

Realizacion 101. El método de cualquiera de las realizaciones 99 o 100, en el que el nivel aumentado de ARNm
esta aumentado con respecto al ARNm de uno o mas genes de control presentes en la muestra.

Realizacion 102. El método de cualquiera de las realizaciones 99-101, en el que dichos uno o mas genes de
control se eligen entre ACTB, GAPDH y ARNr 18S.

Realizacion 103. El método de cualquiera de las realizaciones 99-102, en el que se detecta un nivel aumentado
de ARNm de IF127, IF144, IF144L y RSAD2.

Realizacion 104. El método de cualquiera de las realizaciones 99-103, en el que el agente se elige entre un
anticuerpo anti-interferén alfa y un anticuerpo anti-receptor de interferén alfa.

Realizacion 105. El método de la realizaciéon de cualquiera de 99 a 104, en el que el anticuerpo anti-interferén es
sifalimumab.

Realizacién 106. El método de la realizacién de cualquiera de 99-105, en el que el anticuerpo anti-interferén no
es sifalimumab.

Realizacién 107. El método de la realizacion de cualquiera de 99-106, en el que la deteccion del ARNm de al
menos IFI127, IF144, IFI44L, IFI6 y RSAD2 comprende

1) aislar ARN a partir de una muestra obtenida del sujeto;
2) sintetizar ADNc a partir del ARN;

3) hibridar el ADNc con oligonucleétidos que hibridan con secuencias de acido nucleico de las SEQ ID NO:
25-32;y

4) amplificar el ADNc y detectar los productos amplificados.
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Realizacion 108. El método de la realizacion de cualquiera de 99-107, en el que los oligonucleotidos se eligen
entre oligonucledtidos que tienen las secuencias de SEQ ID NO: 13-24.

Realizacion 109. Un método para identificar a un sujeto adecuado para el tratamiento con un agente terapéutico
que modula la actividad del interferén de tipo 1, que comprende detectar un nivel aumentado de ARNm de al
menos cuatro de IFI127, IFI44, IF144L, IFI6 y RSAD2 en una muestra del sujeto, en el que el nivel aumentado de
ARNmM se calcula de acuerdo con el siguiente algoritmo:

(Clipyy — Clpge Y (Clipypgsr — Clpgp Y4 (Clipyyy — Clpge Y+ (Cliggyps — Cliggr)
4

ACty =

en el que

_ CIACTB + CtG_{PDH + CrISS
ACt gy = :

y en el que un ACty de aproximadamente 7,6 indica un sujeto adecuado para el tratamiento con el agente.

Realizacion 110. El método de la realizacion de cualquiera de 99-109, en el que el agente se elige entre un
anticuerpo anti-interferén alfa y un anticuerpo anti-receptor de interferén alfa.

Realizacién 111. El método de la realizacion de cualquiera de 99-110, en el que el anticuerpo anti-interferén es
sifalimumab.

Realizacién 112. El método de la realizacién de cualquiera de 99-111, en el que el anticuerpo anti-interferén no
es sifalimumab.

Realizacién 113. El método de la realizacion de cualquiera de 99-112, en el que la deteccion del ARNm de al
menos IFI127, IFl144, IFI44L, IFI6 y RSAD2 comprende:

1) aislar ARN a partir de una muestra obtenida del sujeto;

2) sintetizar ADNc a partir del ARN;

3) hibridar el ADNc con oligonucleétidos que hibridan con secuencias de acido nucleico de las SEQ ID NO:
25-35;y

4) amplificar el ADNc y detectar los productos amplificados.

Realizacion 114. El método de la realizacion de cualquiera de 99-113, en el que los oligonucleotidos se eligen
entre oligonucledtidos que tienen las secuencias de SEQ ID NO: 1-24.

Realizacién 115. Un método para tratar a un sujeto con un agente terapéutico que modula la actividad del
interferén de tipo 1 que comprende:

a) identificar un sujeto adecuado para el tratamiento mediante la deteccion de niveles aumentados de ARNm
de al menos cuatro de IFI27, IFI44, IFI44L, IFI6 y RSAD2 en una muestra del sujeto, en el que un aumento en
el ARNm de al menos 4 veces indica un sujeto adecuado para el tratamiento; y

b) administrar el agente terapéutico.

Realizacién 116. El método de la realizacién de cualquiera de 99-115, en el que el aumento de ARNm es con
respecto al ARNm de al menos cuatro de IFI127, IFI44, IFI44L, IFI6 y RSAD2 en muestras reunidas procedentes
de pacientes sanos.

Realizacién 117. El método de la realizacién de cualquiera de 99-116, en el que el aumento de ARNm es con
respecto al ARNm de uno o mas genes de control presentes en la muestra.

Realizacion 118. El método de la realizacion de cualquiera de 99-117, en el que dichos uno o mas genes de
control se eligen entre ACTB, GAPDH y ARNr 18S.

Realizacién 119. El método de la realizacién de cualquiera de 99-118, en el que se detecta un aumento de
ARNm de IFI127, IF144, IFI44L y RSAD2.

Realizacion 120. El método de la realizacion de cualquiera de 99-119, en el que el agente se elige entre un
anticuerpo anti-interferdn alfa y un anticuerpo anti-receptor del interferén alfa.
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Realizacién 121. El método de la realizacion de cualquiera de 99-120, en el que el anticuerpo anti-interferén es
sifalimumab.

Realizacién 122. El método de la realizacion de cualquiera de 99-121, en el que el anticuerpo anti interferén no
5 es sifalimumab.

Realizacién 123. El método de la realizacion de cualquiera de 99-122, en el que la deteccion del ARNm de al
menos IFI127, IF144, IFI44L, IFI6 y RSAD2 comprende

10 1) aislar ARN a partir de una muestra obtenida del sujeto;
2) sintetizar ADNc a partir del ARN;

3) hibridar el ADNc con oligonucleétidos que hibridan con secuencias de acido nucleico de las SEQ ID NO:
15 25-32;y

4) amplificar el ADNc y detectar los productos amplificados.

Realizacion 124. El método de la realizacion de cualquiera de 99-123, en el que los oligonucleotidos se eligen
20 entre oligonucledtidos que tienen las secuencias de SEQ ID NO: 13-24.

Realizacion 125. Un método para identificar un sujeto adecuado para el tratamiento con un agente terapéutico
que modula la actividad del interferén de tipo 1 que comprende

25 a) detectar un aumento de ARNm de al menos cuatro de IFI127, IFI44, IFI44L, IFI6 y RSAD2 en una muestra
del sujeto, en el que el aumento del ARNm se calcula de acuerdo con el siguiente algoritmo

- (Ctm« - Ctm) + (Cfmur. - Ctm) + (Ctm:ﬂ - Ctm) + (C‘mz - Ctnsr)
ACt ., = REF Ll &

4 .
L]
30 en el que
ACH - Ctscm + CtGA.PDH +Ct18.‘.‘
REF — -
3
y en el que un ACtrn de aproximadamente 7,6 indica un sujeto adecuado para el tratamiento con un agente
35 terapéutico que modula la actividad de IFNa; y

b) administrar el agente terapéutico.

Realizacion 126. El método de la realizacion de cualquiera de 99-125, en el que el agente se elige entre un
anticuerpo anti-interferdn alfa y un anticuerpo anti-receptor del interferén alfa.

40
Realizacién 127. El método de la realizacion de cualquiera de 99-126, en el que el anticuerpo anti-interferén es
sifalimumab.

Realizacién 128. El método de la realizacién de cualquiera de 99-127, en el que el anticuerpo anti-interferén no
45 es sifalimumab.

Realizaciéon 129. El método de la realizacion de cualquiera de 99-128, en el que la deteccion del ARNm de al
menos IFI127, IF144, IF144L, IFI6 y RSAD2 comprende:

50 1) aislar ARN a partir de una muestra obtenida del sujeto;
2) sintetizar ADNc a partir del ARN;
3) hibridar el ADNc con oligonucledtidos que hibridan con secuencias de acido nucleico de la SEQ ID NO: 25-
35y
4) amplificar el ADNc y detectar los productos amplificados.
55
Realizacion 130. El método de la realizacion de cualquiera de 99-129, en el que los oligonucleotidos se eligen
entre oligonucledtidos que tienen las secuencias de SEQ ID NO: 1-24.

El conjunto de ejemplos que se presentan a continuacion se proporcionan solo con fines ilustrativos y la divulgacion
60 no debe considerarse limitada por estos ejemplos.
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Ejemplos
IX. Ejemplo 1: desarrollo de un ensayo de diagndstico para agentes terapéuticos anti-IFN alfa
A. Antecedentes

Se uso el perfilado de expresion génica para identificar genes farmacodinamicos (PD) cuyos transcritos satisfacen
tres criterios de seleccion. Especificamente, son 1) inducibles por subtipos de IFN de tipo 1, 2) estan reprimidos en
el suero de pacientes con LES por MEDI-545 y 3) estan sobreexpresados en pacientes con LES en comparacion
con donantes sanos normales. Dichos genes incluyen los presentados en la Solicitud Internacional n.°
PCT/US2007/024947, presentada el 6 de diciembre de 2007, en la Solicitud Internacional n.° PCT/US2008/062646,
presentada el 5 de mayo de 2008, en la Solicitud Internacional n.° PCT/US2009/033407, presentada el 6 de febrero
de 2009 (que se refiere a perfiles de marcadores de miARN y perfiles de marcadores PD inducidos por IFN de tipo 1
o IFNa en enfermedades inflamatorias o autoinmunitarias) y en la Solicitud Internacional n.° PCT/US2009/048028,
presentada el 19 de junio de 2009.

Los estudios previos permitieron la identificacion de grupos de genes que pueden usarse como “firmas” de
enfermedades, tales como LES. Por ejemplo, previamente se identificé una firma de 21 genes para LES y otras
enfermedades autoinmunitarias. Véase la Solicitud Internacional n.° PCT/US2007/024947, presentada el 6 de
diciembre de 2007. Se quiso determinar si podria usarse de manera fiable un subconjunto de los 21 genes para
identificar pacientes que padezcan enfermedades autoinmunitarias, tales como LES. Ademas, se quiso determinar si
podria usarse un subconjunto de los 21 genes como firma para determinar si un paciente responderia a un agente
terapéutico que modula el interferén de tipo 1, tal como, por ejemplo, anticuerpos anti-interferén alfa o anticuerpos
anti-receptor de interferon.

Para determinar si podria usarse un subconjunto de los 21 genes para identificar pacientes, se analizaron datos de
expresion génica de pacientes implicados en ensayos clinicos en curso de MEDI-545. Se administr6 MEDI-545 a
pacientes con LES siguiendo protocolos clinicos convencionales. El resultado clinico se evalué usando métodos de
evaluacion de LES convencionales tales como los indices Safety of Estrogens in Lupus Erythematosus-Systemic
Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SELENA-SLEDAI), the British Isles Lupus Activity Group y el Physician
Global Assessment (MDGA). El perfilado de expresion génica de las muestras de los pacientes se realizé usando
genoma humano de Affymetrix U133 mas 2.0 GeneChips® para identificar genes candidatos.

Como se analiza mas adelante, este analisis condujo a la identificacion de un conjunto de genes de diagnéstico (por
ejemplo, un ensayo basado en 4 o 5 genes) para la identificacion de pacientes (por ejemplo, pacientes con LES o
miositis) para su tratamiento con un agente terapéutico anti-IFN alfa o anti interferén de tipo |. Especificamente, se
selecciond el conjunto de genes de diagndstico por su capacidad para predecir la respuesta a sifalimumab (MEDI-
545) en pacientes con LES. Como resultado, la medicion de la expresion de estos cuatro genes puede usarse para
predecir pacientes con LES que se beneficiaran o no del tratamiento con sifalimumab. Como se detalla mas
adelante, puede usarse la expresion de los cuatro genes en una diversidad de situaciones y para identificar
pacientes adecuados para el tratamiento con terapias dirigidas contra esas enfermedades. Un grupo de cinco genes
adecuados para el ensayo de diagnodstico consiste en IFI44, IFI44L, IFI127, RSAD2 e IFI6. Pueden ser adecuados 4
genes cualesquiera seleccionados de este grupo para un ensayo de diagnéstico. El grupo de genes para el que se
proporcionan los datos analiticos en la Tabla 1y en las Figuras 1y 2 consisten en IF127, IF144, IFI44L y RSAD2.

B. Principio del Ensayo

El ensayo de diagnéstico se basa en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcripcion Inversa
Cuantitativa (QRT-PCR). Este ensayo amplifica y detecta transcritos que proceden de cuatro genes diana: IFl44,
IF144L, IF127 y RSAD2. El ensayo de diagndstico también amplifica y detecta un conjunto de moléculas de ARN
enddgenas como controles (“genes constitutivos”): ACTB, GAPDH y ARNr 18S. Los genes transcritos se amplifican
a partir de muestras de ARN total obtenidas de muestras de sangre entera recogidas de pacientes usando el
sistema de ARN en sangre PAXgene™ aclarado (Qiagen, n.° de Cat. del kit 762164; Becton Dickinson, tubos de
recogida n.° de Cat. 762165; K042613). El ARN se aisla usando los procedimientos especificados en el kit de ARN
en sangre PAXgene™. Los transcritos diana se amplifican usando dos cebadores directo e inverso especificos de la
secuencia (no marcados). Cada diana amplificada se detecta usando una sonda especifica de secuencia que se
marca con un resto indicador fluorescente, FAM, y un resto de inactivador de la fluorescencia, BHQ1. Cada diana se
amplifica y se detecta en pocillos individuales de una placa de 96 pocillos. Se realiza una determinacion cuantitativa
de la cantidad de cada transcrito en una muestra basandose en la deteccion de fluorescencia en el instrumento de
PCR en Tiempo Real 7500 Fast Dx de Applied Biosystems, un sistema de ensayo clinico multiplex (Applied
Biosystems, Foster City, CA, n.° de Cat. 4406985; K082562) con la version de software SDS 1.4.

La medicion cuantitativa da como resultado la determinacion de un valor de ciclo umbral (Ct) para cada diana que
corresponde a la abundancia relativa del transcrito en la muestra de ARN. El Ct se determina midiendo el aumento
geométrico en la sefal de fluorescencia que resulta de la liberacion de la proximidad del indicador-inactivador por la
actividad exonucleasa 5'-3' de la polimerasa durante la fase de elongacion de cada ciclo de amplificacion. Los
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valores Ct cuantitativos para cada gen y control se usan para calcular el nivel de sobreexpresion de genes diana en
sujetos que padecen enfermedades autoinmunitarias con respecto a sujetos sanos. El nivel de sobreexpresion
puede expresarse como un cambio medio en veces en el nivel de ARNm de los genes diana en un sujeto que
padece una enfermedad autoinmunitaria con respecto al nivel medio de los genes en un sujeto sano o puede
expresarse como una puntuacion de la sobreexpresion de los genes inducibles por Interferon de Tipo |.

Especificamente, la puntuacion (ACtin) (“delta Ct”) se calcula como la diferencia entre el valor medio de Ct para los
cuatro genes diana y el valor medio de Ct de los tres genes de control de acuerdo con el siguiente algoritmo.

(Ctm.m — CIREF ) + (C!muu — CtREF) + (Ctmzr — CIREF } + (Ctgng — CtREF)
4

ACt e =

donde

ACI — CIACTB + CIGAPDH + CIISS
REF — 3

Después se usa esta puntuacion para determinar un resultado de ensayo cualitativo en el que una puntuacién mayor
o igual a un limite es un resultado de ensayo positivo y una puntuacion menor que un limite es un resultado de
ensayo negativo. Un resultado negativo indica que no es probable que un paciente responda al tratamiento con
sifalimumab (No Respondedor) y un resultado positivo indica que es probable que un paciente responda al
tratamiento con sifalimumab (Respondedor).

C. Etapas de ensayo
1. Preparacion del ARN

Se prepara ARN total a partir de sangre entera, usando el Sistema de ARN en sangre PAXgene™ aclarado (Qiagen,
n.° de Cat. del kit 762164, Becton Dickinson, tubos de recogida n.° de Cat. 762165; K042613) y proporciona el molde
para la sintesis de ADNc. Se ensayan el rendimiento y la calidad del ARN por espectrofotometria midiendo la
absorbancia a longitudes de onda de 260 nm y 280 nm. El rendimiento de ARN se calcula usando la formula C
(mg/ml) = A280/0,025. Ademas, se evalla la pureza del ARN usando la relacién de la absorbancia a 260 nm y a
280 nm. El intervalo aceptable de la relaciéon A260/A280 es = 1,6.

2. Sintesis de ADNc y amplificacion de la diana

Se sintetiza ADNc a partir de ARN total purificado usando la Mezcla de Enzima RT liquida y el Tampon RT que
contiene los cebadores de RT y nucleétidos. La sintesis de ADNc usa una estrategia de cebado aleatorio usando
cebadores de RT que son una mezcla de hexadecameros aleatorios que hibridan con las moléculas de ARN vy sirven
como sustrato para las Enzimas RT. EI ADNc resultante contiene una mezcla proporcional de ADN que representa
las secuencias presentes en la muestra de ARN.

Los transcritos diana se amplifican y detectan simultaneamente usando el tampén de gPCR, el cebador y sondas de
genes y polimerasa AmpliTaq Gold de calidad clinica. Durante cada ciclo de amplificacion, dos cebadores directo e
inverso especificos de secuencia (no marcados) hibridan con moldes de ADNc complementarios durante la fase de
hibridacién y sirven como sustrato para la polimerasa AmpliTaq Gold durante la fase de alargamiento, dando como
resultado la produccion de una nueva cadena de ADN complementaria a la diana. Cada uno de los cebadores
directo e inverso hibridan con una cadena con sentido o antisentido diferente. La deteccion de cada diana
amplificada se realiza usando una sonda especifica de secuencia que estd marcada con un resto indicador
fluorescente, FAM, y un resto inactivador de la fluorescencia, BHQ1, que hibrida con la secuencia diana
complementaria durante la fase de hibridacion. Cada diana se amplifica y detecta en pocillos individuales de una
placa de 96 pocillos.

Protocolo de ciclos Térmicos

37 °C durante 15 min

95 °C durante 10 min

95 °C durante 15 s 50 ciclos

60 °C durante 1 min

27



10

15

20

25

30

35

ES 261305573

Protocolo de ciclos Térmicos

modo de ensayo del aparato de ciclos
térmicos 7500: estandar

3. Deteccion de la sefial

Se realiza una determinacion cuantitativa de la cantidad de cada transcrito en una muestra basandose en la
deteccion de fluorescencia en el instrumento de PCR de Tiempo Real 7500 Fast Dx de Applied Biosystems (Applied
Biosystems, Foster City, CA, n.° de Cat. 4406985; K082562) con la version de software SDS 1.4, lo cual da como
resultado la determinacion de un valor de ciclo umbral (Ct) para cada diana que corresponde a la abundancia
relativa del transcrito en la muestra de ARN. El instrumento determina el Ct midiendo el aumento geométrico en la
sefial de fluorescencia que resulta de la liberacion de proximidad de indicador-inactivador por la actividad
exonucleasa 5-3' de la polimerasa durante la fase de alargamiento de cada ciclo de amplificacién. Los valores Ct
cuantitativos para cada gen y control se usan para calcular una puntuacion de sobreexpresion de los genes
inducibles por Interferén de Tipo .

4. Controles de ensayo

Los controles de ARN de transcrito in vifro (IVT) (cada uno de los cuatro genes diana y los controles del gen
constitutivos) opcionalmente incluidos con cada ensayo estan disefiados para detectar posibles errores del usuario,
contaminacion, reacciones cruzadas y/o fallos del ensayo durante las etapas de transcripcion inversa, sintesis de
ADNCc, PCR, hibridacion y/o deteccion. Los resultados del control se usan como controles de validez para validar o
invalidar un ensayo dado. No se usan para validar el aislamiento de ARN, que se realiza con el Sistema de ARN de
sangre PAXgene™ aclarado y se controlan mediante una comprobacién de la calidad del ARN. Puede incluirse un
control negativo y un control bajo positivo, proximo al limite.

5. Software

Se usa un software para calcular el delta Ct usando la ecuaciéon descrita anteriormente. Después, se usa el delta Ct
para determinar un resultado de ensayo cualitativo en el que una puntuacién mayor o igual a un limite es un
resultado de ensayo positivo y una puntuacién menor que el limite es un resultado de ensayo negativo. Un resultado
negativo indica que no es probable que un paciente responda al tratamiento con sifalimumab (No Respondedor) y un
resultado positivo indica que es probable que un paciente responda al tratamiento con sifalimumab (Respondedor).

6. Componentes del kit de ensayo

Uso Componentes

Tampén de RT

Reactivos de RT Mezcla de enzima RT

Diluyente

Tampoén de gPCR

Reactivos de Cebadores oligonucleotidicos y sondas para IFl44, IFI44L, IFI27 RSAD2 y cebadores
Amplificacién de ADN |oligonucleotidicos y sondas para Tres Genes de Control Genes (18S, ACTB y GAPDH)

Polimerasa AmpliTaq Gold

Control Positivo

Controles Control Negativo

NTC

7. Oligonucleodtidos para amplificar y detectar simultaneamente genes diana

Nombre del Oligo |Diana SEQ ID NO: Secuencia

MEDI_0001-F 18S SEQIDNO:1 |GCTACCACATCCAAGGAAGG
MEDI_0001-P SEQIDNO:2 |CGCAAATTACCCACTCCCGAC CC
MEDI_0001-R SEQIDNO:3 |GCCTCGAAAGAGTCCTGTATT
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Nombre del Oligo |Diana SEQ ID NO: Secuencia

MEDI_0002-F ACTB SEQ ID NO: 4 ACAGAGCCTCGCCTTTG
MEDI_0002-P SEQIDNO:5 |AGCTGGCGGCGGGTGTGG
MEDI_0002-R SEQ ID NO: 6 CCTTGCACATGCCGGAG
MEDI_0003_A-F GAPDH |SEQIDNO:7 ACATCGCTCAGACACCATG
MEDI_0003_A-P SEQID NO: 8 CCGTTGACTCCGACCTTCACC TT
MEDI_0003_A-R SEQIDNO:9 |ACCAGAGTTAAAAGCAGCCC
MEDI_0003_B-F GAPDH |[SEQID NO: 10 |TGGGTGTGAACCATGAGAAG TATG
MEDI 0003 B-P SEQIDNO: 11 | SOLTAAGATCATCAGCAATGE
MEDI 0003 B-R SEQ ID NO: 12 |CAGGGGTGCTAAGCAGTTGG
MEDI_0004-F IF127 SEQ ID NO: 13 |CTCTCACCTCATCAGCAGTG
MEDI_0004-P SEQ ID NO: 14 |CCAGAGGCCACCCTGACCAC
MEDI_0004-R SEQ ID NO: 15 |TCACAACTGTAGCAATCCTGG
MEDI_0005-F IF144 SEQ ID NO: 16 |GATGCGAAGATTCACTGGATG
MEDI_0005-P SEQID NO: 17 |AGTTCTCAAGGCAGACAGTA AGCTCTTC
MEDI_0005-R SEQ ID NO: 18 |TGTTGAACCAGGGATCCATAT
MEDI_0006-F IF144L SEQ ID NO: 19 |AAGCCGTAGTGGGGTCT
MEDI_0006-P SEQID NO: 20 |TATACCGCTCGGTTATGCTGG TG
MEDI-0006-R SEQ ID NO: 21 |AACATAAATGGCAGAGATTTT CCA
MEDI_0007-F RSAD2 SEQ ID NO: 22 |AAAGACTCCTACCTTATTCTG GATG
MEDI_0007-P SEQ ID NO: 23 |CTGAACTGTAGAAAGGGACG GAAGGAC
MEDI_0007-R SEQ ID NO: 24 |CTTCTACACCAACATCCAGGA

8. Secuencia de genes diana

Nombre de la Diana |SEQ ID NO

IF127 variante 1 SEQ ID NO: 25
IF127 variante 2 SEQ ID NO: 26
IF144 SEQ ID NO: 27
IF144L SEQ ID NO: 28
IF16 variante 1 SEQ ID NO: 29
IF16 variante 2 SEQ ID NO: 30
IF16 variante 3 SEQ ID NO: 31
RSAD2 SEQ ID NO: 32
18S SEQ ID NO: 33
ACTB SEQ ID NO: 34
GAPDH SEQID NO: 35
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X. Ejemplo 2: una diversidad de analisis demuestra que la respuesta a MEDI-545 se correlaciona con la firma de
cuatro genes

El valor umbral usado para designar un sujeto de diagnéstico positivo frente a negativo se determind usando dos
métodos primarios. En primer lugar, se evalué la distribucion de la puntuacion del cambio en veces de diagnoéstico
de cuatro genes de 202 sujetos con LES con respecto a la presencia de modas mas alla de una sola moda. Dicha
distribucion multimoda implicaria la presencia de mas de una poblacién de puntuacion. A partir de esta distribucion,
se identificaron dos modas distintas y el centroide de la region que discriminaba esas dos modas se encontré a un
valor de aproximadamente 4. La distribucién muestra que puede usarse un intervalo de aproximadamente 2 a
aproximadamente 8 para discriminar las dos modas vy, por lo tanto, un limite de cambio en veces medio adecuado
puede estar comprendido entre aproximadamente 2 y aproximadamente 8.

En segundo lugar, se evalud la distribucion de puntuacion de cambio en veces de diagndstico de 24 genes de 24
donantes sanos normales con respecto a los limites superiores en comparacién con la distribuciéon de puntuacion de
LES. La puntuacion de cambio en veces de diagnéstico promedio de los 24 donantes sanos es 1,34 con el limite
superior (media +2*SD) de 2,91. Como el recuento de sujetos en la poblacién de donantes sanos normales era
mucho menor que el recuento de sujetos en nuestra poblacion de enfermedad, se us6 una estimacién conservativa
de la puntuacion de diagndstico de limite superior en los donantes sanos normales que coincidia con los resultados
de la distribuciéon de puntuacién LES bimodal. De esta manera, se selecciondé un punto de corte de = 4 para
estratificar a los pacientes con LES en grupos positivos para el diagndstico y negativos para el diagndstico.

Para la poblacion positiva para el diagnodstico, se estratificaron 147 sujetos con LES en este grupo y la media,
mediana y desviacion tipica para las puntuaciones son 36,13, 63,76 y 2,71, respectivamente. Para la poblacion
negativa para el diagnéstico, se estratificaron 55 sujetos con LES en este grupo y la media, mediana y desviacion
tipica para las puntuaciones son 0,95, 0,89 y 2,00, respectivamente. Un ensayo t modificado de Welch bilateral de
dos muestras indica una diferencia significativa entre los dos grupos a un valor de p de 1,62 x 107,

Se generaron curvas de caracteristicas operativas del receptor (ROC) usando el criterio de valoracion clinico
SLEDAI usando la firma de cuatro genes (es decir, firma de IF127, IF144, IFI44L y RSAD2) obtenida a partir de los
datos del ensayo clinico basado en el calculo del cambio en veces. La curva se muestra en la Figura 1 usando una
caida de SLEDAI de al menos 4 puntos desde el punto de referencia como criterio de valoraciéon, evaluado en los
dias 182, 196 y 210 después del tratamiento. Basandose en la curva ROC, se selecciond un punto limite de la media
de cambio en veces de = 4 en la expresion para IF127, IF144, IFI144L y RSAD2.

Con un punto limite de la medida de cambio en veces = 4, la sensibilidad y especificidad del ensayo es del 87,0 % y
del 32,9 %, respectivamente, basandose en los datos obtenidos a partir de muestras de sangre recogidas el dia 182
después del tratamiento. EI ABC para los datos del dia 182 es de 0,59. Con un punto de corte de la medida de
cambio en veces = 4, la sensibilidad y especificidad del ensayo es del 85,7 % y 32,8 %, respectivamente, basandose
en los datos obtenidos a partir de muestras de sangre recogidas el dia 196 después del tratamiento. El ABC para los
datos del dia 196 es de 0,57. Finalmente, cuando se usa el mismo punto limite, la sensibilidad, especificidad y
valores de ABC obtenidos al dia 210 después del tratamiento son del 86,0 %, 33,8 % y 0,56, respectivamente.

Cuando se usa la media de sobreexpresion mostrada como cambio en veces para cada uno de los cuatro genes
como clasificador para repartir los pacientes con LES en el estado Positivo al Diagnéstico (Respondedor) frente a
Negativo al Diagnostico (No Respondedor), existe una clara separacion entre grupos. La distribucion de las
puntuaciones medias de los cuatro genes en una escala log2 presenta claramente dos modos aparentes, cayendo
pocos valores entre ellos. Las Figuras 2A y B muestran la distribucion de pacientes en grupos de ensayo positivos y
negativos para el diagnostico usando el diagnostico de cuatro genes (IFI127, IF144, IF144, IFI44L y RSAD2) con un
limite de la medida de cambio en veces 24.

A. SLENA-SLEDAI 2 4

Se reunieron todos los grupos de dosificacion de sifalimumab a través de MI-CP 152 y usaron el criterio de
valoracion clinico de reduccion en SELENA-SLEDAI = 4 puntos respecto del punto de referencia (Respondedor
SELENA-SLEDAI) para calcular en el dia 182 un valor predictivo positivo del 46,6 % (PPV; porcentaje de sujetos que
responden entre sujetos Positivos para el Diagndstico [Dx+]). De forma similar, se calculé un valor predictivo
negativo en el dia 182 del 82,1 % (NPV, porcentaje de sujetos no respondedores entre sujetos Negativos para el
Diagnéstico [Dx-]). Para este mismo criterio de valoracion clinico, los valores de sensibilidad y especificidad fueron
del 87,0 % y del 32,9 %.

Como se observo una tasa de respuesta al placebo de aproximadamente un 20 % a un 40 %, se considero
adecuado calcular el “delta PPV” y “delta NPV” para calcular un factor en el efecto del placebo sobre las tasas de
precision. El valor delta PPV es la diferencia entre el PPV para los sujetos tratados con sifalimumab (basandose
principalmente en los datos de 0,3 y 1,0 mg/kg disponibles en el momento del analisis intermedio) y el PPV para los
sujetos tratados con placebo. De forma similar, para el delta NPV, este calculo consistia en la diferencia entre el
NPV para los sujetos tratados con sifalimumab (de nuevo, principalmente los datos de los grupos de 0,3 y 1,0 mg/kg)
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y el NPV para los sujetos tratados con placebo. Estos parametros estadisticos delta PPV/NPV son estimaciones
conservativas del PPV y NPV y demuestran el porcentaje de pacientes que responden habiendo recibido un
farmaco, en el contexto de los pacientes que responden habiendo recibido placebo. De esta manera, estos
parametros estadisticos muestran el nivel de “interferencias” intrinseco en el estado respondedor. Sin embargo,
incluso con estos valores de PPV/NPV ajustados, aun se observa una fuerte tasa de respuesta para los pacientes
positivos a Dx tratados con Sifalimumab en comparacion a los pacientes negativos a Dx tratados con Sifalimumab.

En la Tabla 1 se muestra un resumen de los resultados
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Las Figuras 3A y B muestran datos de un estudio de aumento de la dosis, controlado con placebo, con doble
enmascaramiento, aleatorio, multicéntrico de fase 1b, para evaluar multiples dosis intravenosas de MEDI-545 en
pacientes con LES de moderado a gravemente activo. Todos los sujetos con LES tienen una puntuacion SLEDAI = 6
antes de la seleccion. Las Figuras 3A y B muestran el area bajo la curva con ajuste de tiempo menos la puntuacion
inicial SLEDAI en pacientes con LES positivos 0 negativos para la firma de cuatro genes (IFI127, IFl44, IFI144L y
RSAD2) en cohortes de placebo o de 0,3/1/3/10 mg/kg de MEDI-545. Figura 3A positivo para la firma, Figura 3B
negativo para la firma.

No hay patrones de correlacion importantes entre el diagndstico de cuatro genes (es decir la firma de IFI127, IF144,
IFI44L y RSAD2) y las variables demograficas/clinicas primarias de los sujetos en los ensayos clinicos. En la Tabla 2
se proporcionan coeficientes de correlacion de Pearson para estas variables primarias.

Tabla 2. Coeficientes de correlacion de Pearson para la firma de cuatro genes (es decir, la firma de IF127, IF144,
IFI44L y RSAD2) y las variables demograficas/clinicas primarias. El dia 182 y el dia 196 representan patrones de
expresion de genes obtenidos a partir de sangre recogida el dia 182 y 196, respectivamente, después de la
administracion de MEDI545.

Variables Demograficas/Clinicas Dia 182 Dia 196
Edad -0,04 -0,04
Peso 0,11 0,07
Sexo 0,11 0,10
Raza -0,09 -0,09
Etnia -0,14 -0,14
Pais -0,11 -0,11
Uso de esteroides inicial 0,17 0,13

B. Correlacion positiva en respuestas a SELDAI, reducciéon (mejoria) = 4 puntos.

Los datos proceden del ensayo CP152. Se estratificaron sujetos con LES de moderada a gravemente activo
mediante la seleccion de la firma de IFN de tipo | y después se expusieron a placebo o sifalimumab los dias 0-182.
Se muestra una respuesta SLEDAI, que es una reduccion SLEDAI (mejoria en la actividad de la enfermedad) = 4
puntos. Los cuadrados rellenos/lineas continuas representan sujetos expuestos a sifalimumab y los cuadrados
blancos/lineas discontinuas representan pacientes con placebo. Las lineas cortas en los dias 182-210 solo son
valores medios para los dias 182-210, la linea continua sin simbolos representa el valor medio para sujetos con
sifalimumab y las lineas discontinuas sin simbolos representan valores medios para sujetos con placebo. Se
incluyen sujetos que recibieron al menos una dosis de placebo o sifalimumab y que tuvieron una puntuacion SLEDAI
basal inicial = 6, mostrandose los datos para los sujetos que recibieron 1, 3 o 10 mg/kg de sifalimumab o placebo.
Los sujetos que requirieron corticosteroides de rescate a niveles mayores que los permitidos en el protocolo para un
aumento en la actividad de la enfermedad en o antes del dia 196, se consideran no respondedores en este analisis.

La Figura 4A incluye sujetos con un ensayo de diagndstico positivo en la seleccion, con un promedio de respuesta
SLEDAI (%) en los dias 182-210 del 52,5 % para sujetos con sifalimumab (n = 88) y del 33,9 % para sujetos con
placebo (n = 22). La Figura 4B incluye sujetos con un ensayo de diagnostico negativo en la seleccion, con una
respuesta compuesta promedio en los dias 182-210 del 25,7 % para los sujetos con sifalimumab (n = 22) y del
22,2 % para los sujetos con placebo (n = 6).

C. Correlacion positiva en la reduccion de la respuesta a la firma y SLEDAI. Respuestas de SLEDAI, reduccion
(mejoria) = 4 puntos, en sujetos Dx+ con = 50 % reduccion frente a <50 % reduccion después del punto de
referencia Dx.

Figuras 5A y B. Los datos proceden del ensayo CP152. Se estratificaron sujetos con LES de moderada a
gravemente activa segun la firma de IFN de tipo | en la seleccion y después se expusieron a placebo o sifalimumab
en los dias 0-182. Se muestra una respuesta SLEDAI, que es una reduccién SLEDAI (mejoria en la actividad de la
enfermedad) = 4 puntos. Los cuadrados negros/linea continua representan sujetos expuestos a sifalimumab y los
cuadrados blancos/lineas discontinuas representan pacientes con placebo. Las lineas cortas en los dias 182-210
solo son valores promedio para los dias 182-210, la linea continua sin simbolos representa el valor medio para los
sujetos con sifalimumab y las lineas discontinuas sin simbolos representan los valores medios para los sujetos con
placebo. Se incluyen sujetos que recibieron al menos una dosis de placebo o sifalimumab y una puntuacion inicial
SLEDAI > 6, mostrandose los datos para los sujetos que recibieron 1, 3 o 10 mg/kg de sifalimumab o placebo. Los
sujetos que requirieron corticosteroides de rescate a niveles mayores que los permitidos en el protocolo para un
aumento en la actividad de la enfermedad en o antes del dia 196, se consideran no respondedores en este analisis.

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 261305573

La Figura 5A incluye sujetos con un ensayo de diagndstico positivo en la seleccion vy, si se tratan con sifalimumab,
tenian una mediana de la reduccion > 50 % en la puntuacion de la firma de diagnostico en el punto de referencia
después de los dias de dosificacion 28-210, con una respuesta promedio SLEDAI (%) en los dias 182-210 del
66,3 % para los sujetos con sifalimumab (n = 23) y del 33,9 % para los sujetos con placebo (n = 22). La Figura B
incluye sujetos con un ensayo de diagndstico positivo en la seleccion y, si se tratan con sifalimumab, tenian una
mediana de la reduccion < 50 % en la puntuacion de la firma de diagndstico en el punto de referencia después de los
dias de dosificacion 28-210, con una respuesta SLEDAI promedio en los dias 182-210 del 48,0 % para los sujetos
con sifalimumab (n = 23) y del 33,9 % para los sujetos con placebo (n = 22).

D. Correlacion positiva en respuesta compuesta y firma

Como se muestra en las Figuras 6A y B, la respuesta compuesta de los sujetos se correlaciona con una puntuacion
de firma de cuatro genes positiva. Los datos proceden del ensayo CP 152. Se estratificaron sujetos con LES de
moderada a gravemente activo por la firma de IFN de tipo | en la selecciéon y después se expusieron a placebo o
sifalimumab a dosis de 0,3, 1, 3 0 10 mg/kg IV cada dos semanas, en los dias 0-182. Se muestra una respuesta
compuesta, que es una reduccion SLEDAI (mejoria) = 4 puntos + no mas de 1 nueva puntuacion BILAG B (una
medida de un brote al menos moderado) + ausencia de empeoramiento en la evaluacién fisica global > 0,76
centimetros (0,3 pulgadas) en una escala visual analoga de 7,62 centimetros (3 pulgadas). Los cuadrados
negros/linea continua representan sujetos expuestos a sifalimumab y los cuadrados blancos/lineas discontinuas
representan pacientes con placebo. Las lineas cortas en los dias 182-210 solo son los valores promedio para los
dias 182-210, representando la linea continua sin simbolos el valor promedio para los sujetos con sifalimumab y
representando las lineas discontinuas sin simbolos los valores medios para los sujetos con placebo. Se incluyen
sujetos que recibieron al menos una dosis de placebo o sifalimumab y que tuvieron una puntuacién SLEDAI en el
punto de referencia = 6. Los sujetos que requirieron corticosteroides de rescate a niveles mayores que los permitidos
en el protocolo para un aumento en la actividad de la enfermedad en o antes del dia 196 se consideran no
respondedores en este andlisis. La Figura 6A incluye sujetos con un ensayo de diagndstico positivo en la seleccion,
con respuesta compuesta promedio (%) en los dias 182-210 del 46,4 % para los sujetos con sifalimumab (n = 88) y
del 36,1 % para los sujetos con placebo (n = 29). La Figura 6B incluye sujetos con un ensayo de diagnodstico
negativo en la seleccion, con una respuesta compuesta promedio los dias 182-210 del 19,1 % para los sujetos con
sifalimumab (n = 28) y del 14,8 % para los sujetos con placebo (n = 9).

E. Correlacion positiva en area bajo la curva SLEDAI menos el punto de referencia

Como se muestra en las Figuras 7A y B, la reduccion en el area bajo la curva SLEDAI menos el punto de referencia
se correlaciona con una puntuacién de firma de cuatro genes positiva. Los datos proceden del ensayo CP152. Se
estratificaron sujetos con LES de moderada a gravemente activo por firma de IFN de tipo | basal y después se
expusieron a placebo o sifalimumab a dosis de 0,3, 1, 3 o0 10 mg/kg IV cada dos semanas, en los dias 0-182. Se
muestra el area bajo la curva menos el punto de referencia para la puntuacion SLEDAI (una medida de la actividad
de la enfermedad), indicando los valores negativos mayores una mayor reduccion en la actividad de la enfermedad.
Los cuadrados negros/linea continua representan sujetos expuestos a sifalimumab y los cuadrados blancos/lineas
discontinuas representan pacientes tratados con placebo. Las lineas cortas en los dias 182-210 solo son valores
promedio para los dias 182-210, representando la linea continua sin simbolos el valor promedio para los sujetos con
sifalimumab y representando las lineas discontinuas sin simbolos valores medios para los sujetos tratados con
placebo. Se incluyen sujetos que recibieron al menos una dosis de placebo o sifalimumab. La Figura 7A incluye
sujetos con un ensayo de diagndstico positivo en la seleccion, con un area bajo la curva SLEDAI promedio menos el
punto de referencia en los dias 182-210 de -2,34 para sujetos con sifalimumab (n = 92) y de -1,14 para sujetos con
placebo (n = 30). La Figura 7B incluye sujetos con un ensayo de diagndstico negativo en la seleccién, con un area
bajo la curva SLEDAI promedio menos el punto de referencia en los dias 182-210 de -0,46 para los sujetos con
sifalimumab (n = 29) y de -0,88 para los sujetos con placebo (n = 10).

F. Correlacion positiva en el cambio SLEDAI desde el punto de referencia y firma

Como se muestra en las Figuras 8A y B, la reduccion en SLEDAI desde el punto de referencia se correlacionaba con
una puntuacion de firma de cuatro genes positiva. Los datos proceden del ensayo CP152. Se estratificaron sujetos
con LES de moderada a gravemente activo por firma de IFN de tipo | en la seleccién y después se expusieron a
placebo o sifalimumab a dosis de 0,3, 1, 3 0 10 mg/kg IV cada dos semanas, desde los dias 0-182. Se muestra una
respuesta SLEDAI, que es una reduccion SLEDAI (mejoria en la actividad de la enfermedad) = 4 puntos, en sujetos
con SLEDAI = 6 en el punto de referencia. Los cuadrados negros/linea continua representan sujetos expuestos a
sifalimumab y los cuadrados blancos/lineas discontinuas representan pacientes con placebo. Las lineas cortas en
los dias 168-210 solo son valores promedio para los dias 168-210, representando la linea continua sin simbolos el
valor medio para sujetos con sifalimumab y representando las lineas discontinuas sin simbolos los valores promedio
para los sujetos con placebo. Sujetos que recibieron al menos una dosis de placebo o sifalimumab. Los sujetos que
requirieron corticosteroides de rescate a niveles mayores que los permitidos en el protocolo para un aumento en la
actividad de la enfermedad en o antes del dia 196 se consideran no respondedores en este analisis. Se muestran
sujetos con un ensayo de diagnoéstico positivo en el punto de referencia y con una reduccién mediana en la firma de
IFN de tipo | = 50 % después de la dosificacion de los dias 28-210. La Figura 8A incluye sujetos que recibieron
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sifalimumab a 1 mg/kg IV con una respuesta promedio SLEDAI en los dias 168-210 del 53 % para los sujetos con
sifalimumab (n = 10) y del 21 % para los sujetos con placebo de la misma cohorte (n = 7). La Figura 8B incluye
sujetos que recibieron sifalimumab a 3 mg/kg IV con respuesta SLEDAI promedio los dias 168-210 del 63 % para
sujetos con sifalimumab (n = 6) y del 33 % para sujetos con placebo de la misma cohorte (n = 6).

G. Inhibicién de la firma, respuesta SLEDAI y dosis

Figuras 9 A-C. Los datos proceden del ensayo CP152. Se estratificaron sujetos con LES de moderada a gravemente
activo por firma de IFN de tipo | en la seleccién y después se expusieron a placebo o sifalimumab a dosis de 0,3, 1,
3 0 10 mg/kg IV cada dos semanas, en los dias 0-182. Se muestra una respuesta SLEDAI, que es una reduccion
SLEDAI (mejoria en la actividad de la enfermedad) = 4 puntos, en sujetos con SLEDAI = 6 en el punto de referencia.
Los cuadrados negros/linea continua representan sujetos expuestos a sifalimumab y los cuadrados blancos/lineas
discontinuas representan pacientes con placebo. Las lineas cortas en los dias 168-210 solo son valores promedio
para los dias 168-210, representando la linea continua sin simbolos el valor medio para los sujetos con sifalimumab
y representando las lineas discontinuas sin simbolos los valores promedio para los sujetos con placebo. Sujetos que
recibieron al menos una dosis de placebo o sifalimumab. Los sujetos que requirieron corticosteroides de rescate a
niveles mayores que los permitidos en el protocolo para un aumento en la actividad de la enfermedad en o antes del
dia 196 se consideran no respondedores en este analisis. Se muestran los sujetos con un ensayo de diagndstico
positivo en el punto de referencia y con una reduccién mediana en la firma de IFN de tipo | = 50 % después de la
dosificacion de los dias 28-210. La Figura 9A incluye sujetos que recibieron sifalimumab a 1 mg/kg IV con una
respuesta SLEDAI promedio en los dias 168-210 del 53 % para los sujetos con sifalimumab (n = 10) y del 21 % para
los sujetos con placebo de la misma cohorte (n = 7). La Figura 9B incluye sujetos que recibieron sifalimumab a
3 mg/kg IV con respuesta SLEDAI promedio en los dias 168-210 del 63 % para sujetos con sifalimumab (n = 6) y del
33 % para sujetos con placebo de la misma cohorte (n = 6). La Figura 9C incluye sujetos que recibieron sifalimumab
a 10 mg/kg IV con una respuesta SLEDAI promedio en los dias 168-210 del 75 % para sujetos con sifalimumab (n =
9) y del 45 % para sujetos con placebo de la misma cohorte (n = 9).

Los datos proceden del ensayo CP152. Se estratificaron sujetos con LES de moderada a gravemente activo por
firma de IFN de tipo | en la seleccion y después se expusieron a placebo o sifalimumab a dosis de 0,3, 1, 3 o
10 mg/kg IV cada dos semanas, en los dias 0-182. Se muestra una respuesta SLEDAI, que es una reduccion
SLEDAI (mejoria en la actividad de la enfermedad) = 4 puntos, en sujetos con SLEDAI basal = 6. Los cuadrados
negros/linea continua representan sujetos expuestos a sifalimumab y los cuadrados blancos/lineas discontinuas
representan pacientes con placebo. Las lineas cortas en los dias 168-210 solo son valores promedio para los dias
168-210, representando la linea continua sin simbolos el valor medio para sujetos con sifalimumab y representando
las lineas discontinuas sin simbolos valores promedio para sujetos con placebo. Sujetos que recibieron al menos
una dosis de placebo o sifalimumab. Los sujetos que requirieron corticosteroides de rescate a niveles mayores que
los permitidos en el protocolo para un aumento en la actividad de la enfermedad en o antes del dia 196 se
consideran no respondedores en este analisis. Se muestran los sujetos con un ensayo de diagndstico positivo en el
punto de referencia y con una reduccion mediana en la firma de IFN de tipo | < 50 % después de la dosificacion de
los dias 28-210. La Figura 10A incluye sujetos que recibieron sifalimumab a 1 mg/kg IV con una respuesta SLEDAI
promedio en los dias 168-210 del 37 % para sujetos con sifalimumab (n = 10) y del 21 % para sujetos con placebo
de la misma cohorte (n = 7). La Figura 10B incluye sujetos que recibieron sifalimumab a 3 mg/kg IV con una
respuesta SLEDAI promedio en los dias 168-210 del 42 % para sujetos con sifalimumab (n = 12) y del 33 % para
sujetos con placebo de la misma cohorte (n = 6). La Figura 10C incluye sujetos que recibieron sifalimumab a
10 mg/kg IV con una respuesta SLEDAI promedio en los dias 168-210 del 45 % para sujetos con sifalimumab (n =
15) y del 45 % para sujetos con placebo de la misma cohorte (n = 9).

H. Delta Ct con respecto al cambio en veces con respecto a donantes sanos

En los estudios iniciales, se calcularon los cambios en veces usando un grupo de 24 donantes sanos normales como
referencia para cada paciente con LES. Sin embargo, se ha descubierto que esta referencia puede tener algunos
problemas de confusion, especificamente: 1) podria introducir variacion en el ensayo y 2) la fabricacion de una
referencia artificial con el mismo intervalo dinamico de forma consistente es problematica.

Se realizaron analisis para evaluar la necesidad de esta referencia normal y se descubrié que cuando se
comparaban valores de delta Ct con valores de cambio en veces, existe una correlacion mayor del 99 % entre los
dos (ambos transformados en log2). Por lo tanto, es posible usar el valor delta Ct con los genes constitutivos de las
muestras de los pacientes con LES como referencia, y no existe la necesidad de medir o comparar con donantes
sanos. Este enfoque puede mejorarse cuando el resultado primario del ensayo de diagnostico es un resultado
cualitativo de positivo o negativo, a diferencia de una puntuacién cuantitativa. Nuestros resultados muestran que un
limite = 4 en la escala de cambio en veces se traduce en un limite 27,6 en la escala de delta Ct.
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XI. Ejemplo 3. Relacion entre actividad de la enfermedad y expresion de genes inducibles por interferon de tipo 1y
por otras citocinas en sangre en dermatomiositis y polimiositis

A. Antecedentes

Se sometid sangre periférica de 42 pacientes con DM o PM a perfilado de expresion génica usando el genoma
humano de Affymetrix U133 mas 2.0 GeneChips® en un estudio inicial para identificar la prevalencia de pacientes
que presentaban sobreexpresion periférica de genes inducibles por IFN de tipo 1. Para obtener una perspectiva
cientifica adicional sobre el IFN de tipo 1 como diana terapéutica potencial para DM y PM, después se incluyeron
prospectivamente 24 pacientes con DM o PM y se sometieron a seguimiento durante hasta 6 afios (media de 1,9
afos) mientras recibian un cuidado clinico convencional.

B. Metodologia

Se evaluaron cursos clinicos que incluian la puntuacion MITAX (indice de actividad de Intencion de Tratamiento de
Miositis) de la actividad de la enfermedad a lo largo de 150 visitas de pacientes. Este indice se basa en 6 sistemas u
6rganos que usa el médico, para cada 6rgano o sistema, que trataria con altas dosis de esteroides y/o farmacos
inmunosupresores. Se usaron muestras de sangre periférica recogidas en 80 visitas de pacientes para el analisis de
micromatriz de la expresion de genes inducidos por citocinas para las rutas de sefializacion de IFN de tipo 1, TNF-q,
IL-18, GM-CSF, IL-10 e IL-13.

C. Resultados

35 de los 42 (87 %) pacientes de DM y PM tuvieron una sobreexpresién moderada/fuerte de genes inducibles por
IFN de tipo 1 en sangre periférica. En el estudio longitudinal durante el transcurso de tratamiento, 21 de los 24
pacientes mostraron sobreexpresion de una firma de genes inducibles por IFN de tipo 1 en sangre periférica.
Especificamente, la sobreexpresion de IFI27, IFl44, IFI44L y RSAD2 y de una firma compuesta de 13 genes
inducibles por IFN de tipo 1 (IFI127, RSAD2, IFI44L, ISG15, OAS3, HERC5, MX1, ESPTI1, IFIT3, IFl44, OAS1, IFIT1
e IF16) se correlacionaron en gran medida con la actividad de la enfermedad durante el tratamiento. En el caso de 3
pacientes, la sobreexpresion de genes inducibles por IFN de tipo 1 durante el tratamiento precedia a una recaida de
la enfermedad en aproximadamente 1 mes. Las firmas de genes inducibles de TNF-a, IL-13, GM-CSF, IL-10 e IL-13
también se sobreexpresaban en pacientes DM y PM, pero no se correlacionaron con la actividad de la enfermedad.

La determinacién como diana del IFN de tipo 1 puede proporcionar efectos clinicos beneficiosos en las poblaciones
de pacientes de DM y PM con sobreexpresion de genes inducibles por IFN de tipo 1 en la periferia. La
sobreexpresion de genes inducibles por IFN de tipo 1 en sangre periférica merece un estudio adicional para su uso
como biomarcador farmacodinamico y predictivo para el desarrollo de una terapia anti-IFN de tipo 1 para estos
pacientes. Especificamente, los resultados descritos anteriormente con LES indican que el diagnéstico con cuatro
genes permitiria la identificacion de pacientes de DM y PM que responderan a la terapia anti-interferén alfa.

XIl. Ejemplo 4: uso de una firma de cuatro o cinco genes para evaluar la presencia y magnitud de la sobreexpresion
de genes inducibles por IFN de tipo 1 en sangre entera de pacientes que padecen LES, DM, PM, SScy AR

A. Antecedentes

Se emprendieron estudios para determinar si hay un efecto comun de activacion de la ruta de interferén de tipo |
(IFN) en sujetos con lupus eritematoso sistémico (LES), dermatomiositis (DM), polimiositis (PM), artritis reumatoide
(AR) y esclerodermia sistémica (SSc).

Se identificaron transcritos sobreexpresados en sangre entera (SE) de 262 sujetos con LES, 44 con DM, 33 con PM,
38 con SSc y 89 con AR y se compard la expresion con 24 sujetos sanos usando Affymetrix U133 Plus 2.0
Genechip®. La activacion de la ruta de IFN de tipo | en SE se evalud individualmente para cada sujeto usando la
firma de cinco genes de IFN de tipo | (IFI127, IF144, IFI44L, IFI6 y RSAD2), asi como en piel lesionada de 16 sujetos
con LES y 22 con SSc, biopsias de musculo de 37 sujetos con DM y 36 con PM, y tejido sinovial de 20 sujetos con
AR. También se evaluaron otras firmas de genes de citocinas tales como TNF-qa, IL13, IL-10, IL-13, IL-17 y GM-CSF
para la activacion de rutas en la SE de estos sujetos. Ademas, se realizé una clasificacion molecular de sujetos
enfermos y sanos con un método de agrupamiento usando perfiles de expresion de transcritos tanto inducibles por
IFN de tipo | como no inducibles por IFN de tipo I.

Este panel de 5 genes usado para evaluar la activacion de la ruta de IFN de tipo | en sujetos se identifico a partir del
conjunto de 21 genes inducibles por IFN de tipo | usados para medir la farmacodinamica de un mAb anti-IFN-a en
sujetos con DM, PM y LES, como se describe en Yao et al., 2009. Se descubrié que los 5 genes eran los que mas
se sobreexpresaban entre estos 21 genes en sujetos con LES, DM, PM, SSc, AR y enfermedad de Sjogren en
comparacion con donantes sanos normales (Tabla 3). Los genes de la Tabla 3 se clasifican en orden descendente
para cada bloque de 21 genes (dentro de cada enfermedad individual), para ilustrar la clasificacion de los 5 genes
entre los 21 genes.
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Sonda

Gen

Simbolo Valor p

cambio en
veces

prevalencia

enfermedad

202411_at

proteina 27 inducible
por interferén alfa

IFI127 0

30,065

0,767

LES

204415 _at

proteina 6 inducible
por interferén alfa

IFI6 0

16,465

0,882

LES

214059_at

Proteina 44 inducida
por interferén

IFl144 0

13,855

0,779

LES

213797 _at

dominio que contiene
radical de S-adenosil
metionina 2

RSAD2 0

13,232

0,763

LES

204439_at

similar a proteina 44
inducida por interferén

IFI144L 0

10,532

0,748

LES

219211_at

peptidasa 18
especifica de
ubiquitina /// similar a
peptidasa 18
especifica de
ubiquitina /// similar a
peptidasa 18
especifica de
ubiquitina /// similar a
peptidasa 18
especifica de
ubiquitina 18

USP18 0

7,271

0,679

LES

44673 _at

lectina 1 de tipo Ig que
se une a acido sialico,
sialoadhesina

SIGLECA1 0

6,348

0,656

LES

202145 _at

complejo 6 de
antigeno de linfocitos,
locus E

LYGE 0

6,186

0,683

LES

202869_at

2',5’-oligoadenilato
sintetasa 1, 40/46 kDa

OAS1 0

6,181

0,729

LES

205569_at

proteina 3 asociada a
lisosomas

LAMP3 0

5,189

0,725

LES

218400_at

3’-5’-oligoadenilato
sintetasa 3, 100 kDa

OAS3 0

5,053

0,706

LES

219863 _at

dominio hecty RLD 5

HERC5

o

4,841

0,729

LES

203153 _at

proteina inducida por
interferon con
repeticiones de
tetratricopéptido 1 ///
proteina inducida por
interferon con
repeticiones de
tetratricopéptido 1

IFIT1 0

4,840

0,729

LES

205483 _s_at

modificador de tipo
ubiquitina ISG15

ISG15 0

4,633

0,702

LES

227609_at

interaccion con
estroma epitelial 1
(mama)

EPSTH 0

4,519

0,706

LES

202086_at

resistencia a mixovirus
(virus de la gripe) 1,
proteina p78 inducible
por interferdn (ratén) ///
resistencia a mixovirus
(virus de la gripe) 1,
proteina p78 inducible
por interferén (ratén)

MX1 0

4,142

0,725

LES

204972_at

2’-5’-oligoadenilato
sintetasa
2,69/71 kDa

OAS2 0

4,094

0,683

LES
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Sonda

Gen

Simbolo Valor p

cambio en
veces

prevalencia

enfermedad

204747 _at

proteina inducida por
interferon con
repeticiones de
tetratricopéptido 3

IFIT3 0

3,992

0,702

LES

219684_at

proteina
transportadora de
receptor
(quimiosensorial) 4

RTP4 0

3,928

0,649

LES

241916_at

Fosfolipido
escramblasa 1

PLSCR1 0

3,297

0,687

LES

241812_at

Proteina 6
transactivada por ADN
polimerasa

DNAPTP6 0

3,217

0,561

LES

204415_at1

proteina 6 inducible
por interferén alfa

IFI6 0

12,253

0,932

DM

214059 _at1

Proteina 44 inducida
por interferén

IFl144 2,21E-11

9,736

0,750

DM

213797 _atl

dominio que contiene
radical de S-adenosil
metionina 2

RSAD2 5,63E-10

9,423

0,750

DM

202411_at1

proteina 27 inducible
por interferén alfa

IFI127 6,86E-06

8,796

0,682

DM

204439 _at1

similar a proteina 44
inducida por interferén

IFI144L 3,13E-08

5,800

0,659

DM

202869_at1

2',5’-oligoadenilato
sintetasa 1, 40/46 kDa

OAS1 2,91E-08

4,149

0,727

DM

203153_at1

proteina inducida por
interferon con
repeticiones de
tetratricopéptido 1 ///
proteina inducida por
interferon con
repeticiones de
tetratricopéptido 1

IFIT1 3,68E-06

3,883

0,682

DM

219863_at1

dominio hect y RLDS

HERC5 3,03E-08

3,753

0,614

DM

205569 _at1

proteina 3 de
membrana asociada
con lisosomas

LAMP3 2,11E-06

3,366

0,591

DM

204747 _atl

proteina inducida por
interferon con
repeticiones de
tetratricopéptido 3

IFIT3 3,66E-09

3,263

0,682

DM

218400_at1

2’-5’-oligoadenilato
sintetasa 3, 100 kDa

OAS3 4,34E-06

3,191

0,591

DM

227609 _at1

interaccion con el
estroma epitelial 1
(mama)

EPSTH 1,86E-06

3,096

0,568

DM

202086_at1

resistencia a mixovirus
(virus de la gripe) 1,
proteina p78 inducible
por interferdn (ratén) ///
resistencia a mixovirus
(virus de la gripe) 1,
proteina p78 inducible
por interferén (ratén)

MX1 1,60E-06

3,058

0,636

DM
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Sonda

Gen

Simbolo

Valor p

cambio en
veces

prevalencia

enfermedad

219211_at1

peptidasa 18
especifica de
ubiquitina /// similar a
peptidasa 18
especifica de
ubiquitina /// similar a
peptidasa 18
especifica de
ubiquitina /// similar a
peptidasa 18
especifica de
ubiquitina

USP18

5,25E-05

3,044

0,568

DM

241916_at1

Fosfolipido
escramblasa 1

PLSCR1

3,81E-08

2,939

0,705

DM

44673_at1

lectina 1 de tipo Ig que
se une al acido sialico,
sialoadhesina

SIGLECA1

2,87E-07

2,841

0,432

DM

205483 _s_at 1

modificador de tipo
ubiquitina ISG15

ISG15

6,13E-06

2,722

0,568

DM

202145_at1

Complejo de antigeno
6 de linfocitos, locus E

LYGE

3,07E-05

2,685

0,500

DM

204972-at1

2’-5’-oligoadenilato
sintetasa 2, 69/71 kDa

OAS2

1,59E-06

2,545

0,500

DM

219684 _at1

proteina 4 del
transportador del
receptor
(quimiosensorial)

RTP4

3,84E-05

2,528

0,568

DM

241812_at1

Proteina 6
transactivada por ADN
polimerasa

DNAPTP6

0,001397 833

1,624

0,318

DM

204415 _at2

proteina 6 inducible
por interferén alfa

IFI6

0

11,500

1,000

PM

213797 _at2

dominio que contiene
radical de S-adenosil
metionina 2

RSAD2

8,53E-08

6,775

0,727

PM

214059 _at2

Proteina 44 inducida
por interferén

IFl144

4,66E-07

6,283

0,727

PM

202411_at2

proteina 27 inducible
por interferén alfa

IFI127

0,000334 1

5,652

0,667

PM

204439 _at2

Similar a proteina 44
inducida por interferén

IFI144L

2,87E-06

4,470

0,667

PM

202869_at2

2’,5’-oligoadenilato
sintetasa 1, 40/46 kDa

OAS1

3,08E-08

4,431

0,697

PM

219863 _at2

dominio hect y RLDS

HERC5

1,65E-06

3,102

0,576

PM

203153 _at2

proteina inducida por
interferon con
repeticiones de
tetratricopéptido 1 ///
proteina inducida por
interferon con
repeticiones de
tetratricopéptido 1

IFIT 1

0,000223 959

2,922

0,576

PM

227609_at2

interaccion con
estroma epitelial 1
(mama)

EPSTH

2,60E-06

2,846

0,606

PM

205569_at2

proteina de membrana
3 asociada con
lisosomas

LAMP3

6,22E-05

2,831

0,576

PM

241916_at2

Fosfolipido
escramblasa 1

PLSCR1

3,24E-07

2,753

0,697

PM
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204747 _at2

proteina inducida por
interferon con
repeticiones de
tetratricopéptido 3

IFIT3

2,25E-06

2,684

0,606

PM

218400_at2

2’-5’-oligoadenilato
sintetasa 3, 100 kDa

OAS3

0,000152 771

2,644

0,424

PM

44673 _at2

lectina 1 de tipo Ig que
se une a acido sialico,
sialoadhesina

SIGLECA1

5,34E-05

2,620

0,424

PM

202145 _at2

complejo 6 de
antigeno de linfocitos,
locus E

LYGE

0,000183 714

2,406

0,394

PM

205483 _s_at 2

modificador de tipo
ubiquitina ISG15

ISG15

9,97E-05

2,369

0,485

PM

202086_at2

resistencia a mixovirus
(virus de la gripe) 1,
proteina p78 inducible
por interferdn (ratén) ///
resistencia a mixovirus
(influenza virus) 1,
proteina p78 inducible
por interferén (ratén)

MX1

0,000540 479

2,342

0,515

PM

219684 _at2

proteina 4
transportadora de
receptor
(quimiosensorial)

RTP4

8,87E-05

2,218

0,455

PM

219211_at2

peptidasa 18
especifica de
ubiquitina /// similar a
peptidasa 18
especifica de
ubiquitina /// similar a
peptidasa 18
especifica de
ubiquitina /// similar a
peptidasa 18
especifica de
ubiquitina

USP18

0,003664 023

2,195

0,364

PM

204972_at2

2’-5’-oligoadenilato
sintetasa 2. 69/71 kDa

OAS2

0,000106 864

2,082

0,364

PM

241812_at2

Proteina 6
transactivada por ADN
polimerasa

DNAPTP6

0,016913 8

1,533

0,242

PM

204415 _at3

proteina 6 inducible
por interferén alfa

IFI6

0

6,235

0,865

Artritis
Reumatoide

214059 _at3

Proteina 44 inducida
por interferén

IF144

1,60E-07

3,393

0,596

Artritis
Reumatoide

202411_at3

proteina 27 inducible
por interferén alfa

IFI127

0,000442781

2,866

0,539

Artritis
Reumatoide

213797 _at3

dominio que contiene
radical de S-adenosil
metionina 2

RSAD2

9,28E-06

2,783

0,494

Artritis
Reumatoide

202869_at3

2’,5’-oligoadenilato
sintetasa 1, 40/46 kDa

OAS1

9,98E-08

2,391

0,528

Artritis
Reumatoide

204439 _at3

similar a proteina 44
inducida por interferén

IFI144L

5,15E-05

2,235

0,461

Artritis
Reumatoide

202145 _at3

complejo 6 de
antigeno de linfocitos,
locus E

LYGE

5,88E-12

2,139

0,438

Artritis
Reumatoide

241916_at3

Fosfolipido
escramblasa 1

PLSCR1

1,66E-06

2,041

0,438

Artritis
Reumatoide
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44673 _at3 lectina 1 de tipo Ig que | SIGLEC1 6,83E-08 1,908 0,326 Artritis
se une a acido sialico, Reumatoide
sialoadhesina

227609 at3 interacciéon con EPSTIM 6,66E-06 1,825 0,360 Artritis
estroma epitelial 1 Reumatoide
(mama)

204972_at3 2’-5’-oligoadenilato OAS2 1,23E-09 1,761 0,315 Artritis
sintetasa 2. 69/71 kDa Reumatoide

202086_at3 resistencia a mixovirus MX1 0,000342238 1,739 0,371 Artritis
(virus de la gripe) 1, Reumatoide
proteina p78 inducible
por interferdn (ratén) ///
resistencia a mixovirus
(virus de la gripe) 1,
proteina p78 inducible
por interferén (ratén)

218400_at3 2’-5’-oligoadenilato OAS3 0,000277383 1,739 0,371 Artritis
sintetasa 3, 100 kDa Reumatoide

219863_at3 dominio hect y RLD5 HERC5 0,000175256 1,692 0,303 Artritis

Reumatoide

205569 at3 proteina de membrana LAMP3 0,0029278 1,630 0,303 Avrtritis
3 asociada con Reumatoide
lisosomas

219684 _at3 proteina 4 RTP4 0,00252807 1,544 0,281 Artritis
transportadora de Reumatoide
receptor
(quimiosensorial)

204747 at3 proteina inducida por IFIT3 0,005459384 1,445 0,348 Avrtritis
interferén con Reumatoide
repeticiones de
tetratricopéptido 3

205483_s_at 3 |modificador de tipo ISG15 0,009827494 1,393 0,292 Artritis
ubiquitina ISG15 Reumatoide

219211_at3 peptidasa 18 USP18 0,079726231 1,274 0,236 Artritis
especifica de Reumatoide
ubiquitina /// similar a
peptidasa 18
especifica de
ubiquitina /// similar a
peptidasa 18
especifica de
ubiquitina /// similar a
peptidasa 18
especifica de
ubiquitina

241812_at3 Proteina 6 DNAPTP6 | 0,121840941 1,137 0,124 Artritis
transactivada por ADN Reumatoide
polimerasa

203153 _at3 proteina inducida por IFIT1 0,654268059 1,093 0,270 Artritis
interferén con Reumatoide
repeticiones de
tetratricopéptido 1 ///
proteina inducida por
interferén con
repeticiones de
tetratricopéptido 1

204415 _at4 proteina 6 inducible IFI6 0 15,488 1,000 Escleroderma
por interferén alfa

213797 _at4 dominio que contiene RSAD2 1,92E-08 5,758 0,711 Escleroderma

radical de S-adenosil
metionina 2

41




ES 261305573

Sonda

Gen

Simbolo

Valor p

cambio en
veces

prevalencia

enfermedad

214059 _atd

Proteina 44 inducida
por interferén

IFl144

2,52E-07

4,494

0,658

Escleroderma

202411_atd

proteina 27 inducible
por interferén alfa

IFI127

0,001868066

4,096

0,579

Escleroderma

202869 _at4

2',5’-oligoadenilato
sintetasa 1, 40/46 kDa

OAS1

1,43E-08

3,581

0,711

Escleroderma

204439 _at4

similar a proteina 44
inducida por interferén

IFI144L

1,98E-05

3,105

0,553

Escleroderma

203153 _atd

proteina inducida por
interferon con
repeticiones de
tetratricopéptido 1 ///
proteina inducida por
interferon con
repeticiones de
tetratricopéptido 1

IFIT1

2,36E-05

2,919

0,632

Escleroderma

219863 _atd

dominio hect y RLDS

HERC5

2,37E-08

2,860

0,632

Escleroderma

202086_at4

resistencia a mixovirus
(virus de la gripe) 1,
proteina p78 inducible
por interferdn (ratén) ///
resistencia a mixovirus
(virus de la gripe) 1,
proteina p78 inducible
por interferén (ratén)

MX1

9,86E-06

2,308

0,474

Escleroderma

218400_atd

2’-5’-oligoadenilato
sintetasa 3, 100 kDa

OAS3

3,26E-05

2,300

0,474

Escleroderma

204747 _at4

proteina inducida por
interferon con
repeticiones de
tetratricopéptido 3

IFIT3

8,63E-07

2,280

0,526

Escleroderma

202145 _atd

complejo 6 de
antigeno de linfocitos,
locus E

LYGE

2,38E-05

2,229

0,421

Escleroderma

205569 _at4

proteina de membrana
3 asociada con
lisosomas

LAMP3

0,0001192

2,206

0,500

Escleroderma

205483_s_at4

modificador de tipo
ubiquitina ISG15

ISG15

1,45E-05

2,177

0,447

Escleroderma

227609_at4

interaccion con
estroma epitelial 1
(mama)

EPSTH

2,54E-05

2,177

0,553

Escleroderma

219684 _atd

proteina 4
transportadora de
receptor
(quimiosensorial)

RTP4

0,000226923

1,943

0,395

Escleroderma

204972_at4

2’-5’-oligoadenilato
sintetasa 2, 69/71 kDa

OAS2

3,34E-06

1,909

0,368

Escleroderma

44673 _atd

lectina 1 de tipo Ig que
se une a acido sialico,
sialoadhesina

SIGLECA1

0,000242727

1,831

0,342

Escleroderma
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219211 _atd

peptidasa 18
especifica de
ubiquitina /// similar a
peptidasa 18
especifica de
ubiquitina /// similar a
peptidasa 18
especifica de
ubiquitina /// similar a
peptidasa 18
especifica de
ubiquitina

USP18

0,002152959

1,815

0,316

Escleroderma

241916_atd

Fosfolipido
escramblasa 1

PLSCR1

0,000483597

1,793

0,395

Escleroderma

241812_atd

Proteina 6
transactivada por ADN
polimerasa

DNAPTP6

0,303084481

0,913

0,079

Escleroderma

202411_at

Proteina 27 inducible
por interferén alfa

IFI127

0,00094654

25,635

1,000

Sindrome de
Sjogren

204439_at

tipo de proteina 44
inducida por interferén

IFI144L

0,008982765

5,742

1,000

Sindrome de
Sjogren

219211_at

peptidasa 18
especifica de
ubiquitina /// similar a
peptidasa 18
especifica de
ubiquitina /// similar a
peptidasa 18
especifica de
ubiquitina /// similar a
peptidasa 18
especifica de
ubiquitina

USP18

0,002566614

5,079

1,000

Sindrome de
Sjogren

213797 _at

dominio que contiene
radical de S-adenosil
metionina 2

RSAD2

0,003104168

4,705

1,000

Sindrome de
Sjogren

203153_at

proteina inducida por
interferon con
repeticiones de
tetratricopéptido 1 ///
proteina inducida por
interferon con
repeticiones de
tetratricopéptido 1

IFIT1

0,0104006

4,142

1,000

Sindrome de
Sjogren

204747 _at

proteina inducida por
interferon con
repeticiones de
tetratricopéptido 3

IFIT3

0,003638823

3,857

1,000

Sindrome de
Sjogren

44673 _at

lectina 1 de tipo Ig que
se une a acido sialico,
sialoadhesina

SIGLECA1

0,007125541

3,755

1,000

Sindrome de
Sjogren

205483 _s_at

modificador de tipo
ubiquitina ISG15

ISG15

0,000690576

3,657

1,000

Sindrome de
Sjogren

219863 _at

dominio hect y RLDS

HERC5

0,007639108

3,499

1,000

Sindrome de
Sjogren

227609_at

interaccion con
estroma epitelial 1
(mama)

EPSTH

0,001244694

3,060

1,000

Sindrome de
Sjogren

204415 _at

proteina 6 inducible
por interferén alfa

IFI6

0,000905658

2,912

1,000

Sindrome de
Sjogren
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218400 _at 2’-5’-oligoadenilato OAS3 0,009517756 2,764 1,000 Sindrome de
sintetasa 3, 100 kDa Sjogren
202086_at resistencia a mixovirus MX1 0,003908144 2,722 1,000 Sindrome de
(virus de la gripe) 1, Sjogren
proteina p78 inducible
por interferdn (ratén) ///
resistencia a mixovirus
(virus de la gripe) 1,
proteina p78 inducible
por interferén (ratén)
204972 _at 2’-5’-oligoadenilato OAS2 0,00753208 2,590 1,000 Sindrome de
sintetasa 2, 69/71 kDa Sjogren
214059 at Proteina inducida por IFl144 0,039282229 2,477 0,750 Sindrome de
interferon 44 Sjogren
202145 at complejo 6 de LYGE 0,01319652 2,418 0,750 Sindrome de
antigeno de linfocitos, Sjogren
locus E
202869 at 2',5’-oligoadenilato OAS1 0,022562072 1,796 0,250 Sindrome de
sintetasa 1, 40/46 kDa Sjogren
219684 at proteina 4 RTP4 0,231709806 1,749 0,250 Sindrome de
transportadora de Sjogren
receptor
(quimiosensorial)
241916_at Fosfolipido PLSCR1 0,472321498 1,284 0,000 Sindrome de
escramblasa 1 Sjogren
241812_at Proteina 6 DNAPTP6 | 0,529363363 0,917 0,000 Sindrome de
transactivada por ADN Sjogren
polimerasa
205569 at proteina de membrana LAMP3 0,318182147 0,905 0,000 Sindrome de
3 asociada con Sjogren
lisosomas

Se descubrio que la proporcion de sujetos con LES, DM, PM, SSc y AR que eran positivos para la activacion de la
ruta de IFN de tipo | en SE era del 72 % para LES, del 66 % para DM, del 61 % para PM, del 50 % para SScy del
33 % para AR. Se observé la sobreexpresion concordante de transcritos inducibles con IFN de tipo | tanto en el
tejido implicado como en SE.

A partir de estos estudios, se observé de forma consistente la activacion de la ruta del IFN de tipo | en una poblacion
de sujetos con LES, DM, PM, SSc y AR. Los subgrupos de sujetos con PM y AR también mostraron activacion de la
ruta de TNF-a y un subgrupo de sujetos con SSc mostréd una fuerte activacion de la ruta de IL-17. Un conjunto
comun de 36 transcritos inducibles por IFN de tipo | se encontraba entre los transcritos mas sobreexpresados en la
SE de los sujetos. De esta manera, estos estudios muestran que es posible clasificar a todos los sujetos con
diferentes manifestaciones de enfermedad por caracteristicas moleculares, en lugar de que se presente la
nomenclatura clasica LES, DM, PM, SScy AR.

B. Resultados

En la Figura 11A se muestran las puntuaciones para las firmas de genes inducibles por IFN de tipo | calculadas
usando los cinco genes inducibles por IFN de tipo | en la SE de sujetos individuales con LES, DM, PM, SScy ARy
sujetos sanos. Las puntuaciones compuestas de la expresion relativa de mdltiples genes pueden proporcionar una
medicién fiable de la actividad de la ruta. Los pacientes con las puntuaciones compuestas de mas de 4 se
consideraron positivos para la firma de genes inducibles por IFN de tipo I. El umbral para el estado positivo/negativo
para la firma de genes de IFN de tipo | usando el panel de 5 genes se determind usando la distribucion de valores de
firma de los donantes sanos normales. Como el tamafio de muestra para estos 24 donantes sanos normales es
modesto, se construy6 una estimacion conservativa para un umbral de estado de firma. EI maximo de los valores de
firma de genes de IFN de tipo | en los donantes sanos normales es 3. Un limite de 4 permite una variacion adicional
que probablemente esté mas alineada con la poblacién general. Las puntuaciones para la sobreexpresion de firmas
de genes inducibles por IFN de tipo | en la SE de estos sujetos fueron significativas cuando se compararon con las
de los sujetos sanos (las medianas de las puntuaciones para sujetos normales sanos, con LES, DM, PM, ARy SSc
son 1,1, 34,5, 12,4, 5,3, 2,3 y 4,3, respectivamente; los valores de p son 7,831047, 7,5310'7, 6,63104, 4,7310'5 y
5,23104, para sujetos con LES, DM, PM, AR y SSc, respectivamente).
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Para cada enfermedad autoinmunitaria, el porcentaje de sujetos que recibieron una puntuacion que hizo que se
clasificaran como “positivos para la firma” para la activacion de las rutas de IFN de tipo | se obtuvo usando la
puntuacion de firma de IFN de tipo | de 5 genes (Tabla 4). Los pacientes que son positivos para la firma para la
activacion de la ruta de IFN de tipo 1 dentro de cada enfermedad autoinmunitaria son: 73 % LES, 66 % DM, 61 %
PM 'y 50 % SSc, 33 % AR. Este método para identificar sujetos similares con una firma positiva (o firma negativa)
sugiere una soélida presencia de sobreexpresion de genes de IFN de tipo | en un subgrupo especifico de estas
enfermedades autoinmunitarias.

Tabla 4. Porcentajes de sujetos con una firma positiva de genes inducibles por IFN de tipo | en controles sanos
normales y en las enfermedades LES, DM, PM, ARy SSc en la SE

Firma Donantes LES DM PM AR SSc
normales

Firma de IFN de 0,0 % 72,5 % 65,9 % 60,6 % 32,6 % 50,0 %

tipo |

Tamafo de 24 262 44 33 89 38

muestra

También se evalud la sobreexpresion de genes inducibles por IFN de tipo | en tejidos de sujetos con enfermedad
(piel lesionada de sujetos con LES y SSc, muestras de musculo de sujetos con DM y PM, y tejido sinovial de sujetos
con AR). Se us6 la estimulacion in vitro de un modelo humano primario de queratinocitos/fibroblastos y la linea
celular muscular de mioblastos (SkMC) con IFN-a o IFN-f para identificar los posibles transcritos inducibles por IFN
de tipo | en células caracteristicas de la piel y musculo. La mayoria de los transcritos inducidos por IFN de tipo | en
las células de piel o lineas de células musculares residentes también fueron inducibles en la SE (los datos de piel se
describieron en Yao Y, Jallal J, et al. Type | IFN as a potential therapeutic target for psoriasis. PLoS ONE 2008; 3(7):
€2737. doi:10.1371/journal.pone.0002737). En los siguientes tamafos de muestras, 16 LES, 37 DM, 36 PM, 22 SSc
y 20 AR, se observo una alta sobreexpresion de genes inducibles por IFN de tipo | en los sitios de enfermedad en un
gran subgrupo de sujetos con LES, SSc, DM, PM y AR que se evaluaron (valores de p <0,01 para sujetos con LES,
SSc, DM y PM, respectivamente; las medianas de las puntuaciones de firma de IFN de tipo | de 5 genes son 0,8,
13,6, 4,5 en piel de donantes sanos normales, sujetos con LES y SSc; 0,9, 15,3 y 5 en muestras de musculo de
donantes sanos normales, sujetos con DMy PM; 1,0 y 7,1 en tejidos sinoviales y donantes sanos normales y sujetos
con AR (la comparacion de AR tuvo un tamafio de muestra del control normal demasiado pequefio como para
evaluarse); Figura 11 B).

En un andlisis entre los pacientes que tienen firmas de genes inducibles por IFN de tipo | positivas (usando la firma
de 5 genes) en SE correspondiente y muestras de tejidos enfermos, 13 de 16 sujetos con LES mostraron
puntuaciones de firma de genes inducibles por IFN de tipo | comparables en SE y piel lesionada (P <0,05 usando el
ensayo exacto de Fisher). Para los 10 sujetos con DM y 9 sujetos con PM con muestras de SE y musculo
emparejadas, 2 muestras de musculo con DM, 1 musculo con PM y 1 muestra de SE de PM (del mismo paciente)
fueron negativas para una firma de genes inducibles por IFN de tipo I. Para los 10 sujetos con SSc con muestras
emparejadas de SE y piel, 7 sujetos demostraron puntuaciones de firma de genes inducibles por IFN de tipo |
comparables. Estas observaciones muestran una fuerte tendencia de expresién concordante de genes inducibles
por IFN de tipo | en SE y tejidos enfermos de sujetos con LES, DM, PM y SSc.

En un analisis adicional, se estudié la firma de cuatro genes (IFI27, IFl44, IFI44L y RSAD2) y se determind si
también muestra una fuerte tendencia de expresion concordante de los cuatro genes inducibles por IFN de tipo | en
SE y tejidos enfermos de sujetos con LES, DM, PM y SSc. Véanse las Figuras 12A y B.
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<210> 6

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 6
ccttgcacat gccggag 17
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<210>7

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400>7
acatcgctca gacaccatg 19

<210> 8

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 8
ccgttgactc cgaccttcac ctt 23

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 9
accagagtta aaagcagccc 20

<210> 10

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 10
tgggtgtgaa ccatgagaag tatg 24

<210> 11

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda sintética

<400> 11
cctcaagatc atcagcaatg cctcctgea 29

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 12
caggggtgct aagcagttgg 20
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<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 13
ctctcacctc atcagcagtg 20

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 14
ccagaggcca ccctgaccac 20

<210> 15

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 15
tcacaactgt agcaatcctg g 21

<210> 16

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 16
gatgcgaaga ttcactggat g 21

<210> 17

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda sintética

<400> 17
agttctcaag gcagacagta agctcttc 28

<210> 18

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 18
tgttgaacca gggatccata tg 22
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<210> 19

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 19
aagccgtagt ggggtct 17

<210> 20

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 20
tataccgctc ggttatgctg gtg 23

<210> 21

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 21
aacataaatg gcagagattt tcca 24

<210> 22

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 22
aaagactcct accttattct ggatg 25

<210> 23

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda sintética

<400> 23
ctgaactgta gaaagggacg gaaggac 27

<210> 24

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 24
cttctacacc aacatccagg a 21
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<213> Homo sapiens

<400> 25

<210> 26
<211> 656
<212> ADN

gegaacacaf ccaagctiaa gacggtgage tcageficac attctcagga actetectic 60
tttggetetg getgaagttg aggatctett actctetagg ccacggaatt aacecgagea 120
ggealggage celelgelel caccelealca geagigacea glglggeeaa aglggicagg 180
gtggeetetg getetgecgt agttttgece ctggecagga ttgetacagt tgtgatigga 240

geagtiglge cealggegge lglgecealg glgeteagtg ccalgggell caclgeggeg 300

ggaatcgect cgiceiccat agcagecaag atgaigiceg cggeggecat tgecaatggg 360
ggtggagttg ceteggacag cetigtggct actetgeagt cactgggage aactggacte 420
tceggattga ccaagticat cetgggctce attgggtetg ceattgegge tgteattgeg 480
aggtictact agcteectge cecicgecct gecagagaaga gaaccatgee aggggagaag 540
geacccagee atectgaccee agegaggage caactateee aaatatacct ggggtgaaat 600
ataccaaatt ctgeatctee agaggaaaat aagaaataaa gatgaattgt tgcaactett 660

caaaa 665

<213> Homo sapiens

<400> 26

50
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gpeaacacat ccaagettaa gacggteagy tcagettcac attctcagga actctecttc 60
ttiggglcig gelgaagllg aggalcictl aclclclagg ccacggaall aaccegagea 120
ggeatggage cetctgetct caccteatca geagtgacea gigtggecaa agtggtcagg 180
gtgpeetctg gotctgecgt agttitgece clggecagpa tigetacagt tgtgatteea 240
ggagligige clglgeecal gglgeleagl gecalggecl leacigegge gggaalcgee 300
tcgtcctcea tageagecaa gatgatgice geggeggceca tigecaatgg gggtggagtt 360
gectogggea gectigigge tactotgeag teactgggag caactggact ctecggattg 420
accaagttca teetgggete cattgggtet gecattgegg ctgteatige gaggttctac 480
tagelecelg ceeclegeee lgeagagaag agaaccalge caggggagaa ggeacccage 540
catcctgace cagegaggag ccaactatce caaatatace tggggotpaaa tataccaaat 600
tetgeatete cagaggaaaa taagaaataa agatgaatlg ttgeaactet teaaaa 656

<210> 27

<211> 1742

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27
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teliigaage Heaaggelg clgaataall lecticlece altligigee tgectageta 60
Iceagacaga geagetacee teagetelag cigatactac agacagtaca acagatcaag 120
aagtatggea gigacaacic gilgacalg gltgeacgaa aagalcelge aaaateatit 180
tggagepaag cggellagee telclataa ggglaglgle calggatlce glaatggagt 240
tigeligac agalgitgla atcaagggee faciclaaca gigalttata gigaagatca 300
tatlaligga gealatgeag aagagagtia ccaggaagoa aagtatgelt cealcatcet 360
tttigeactt caagatacta aaatticaga atggaaacta ggactatgta caccagaaac 420
aclgitttgt tglgatgtia caaaatataa clecccaact aattiecaga tagatggaag 480
aaalagaaaa glgaltalgg actlaaagac aaiggaaaal ctiggacitg cicaaaaitlg 540
taclatcict aticaggat! atgaaglilt tegalgegaa galtcactgg algasagaaa 600
gataaaagee steattgage teaggaagag ctiactgtot gectigagaa cttatgaace 660
atatggatee ciggticaac aaatacgaat tetgetgelg gglccaatig gagetggeaa 720
gtceagettl ttcaaclcag 1gaggtetet thiccaagey calgtaacge atcaggettt 780
getggocact aatacaactg geatalciga gaagtatagg acatacicta ttagagacgg 840
gaaagalgge aaataccige cgiitattel gtglgacica clggggetga glgagaaaga 900
agecgeecte tgcagepalg acataticta tatcttgaac getaacatic gigatagata 960
ceagitiaal cecatggaal caatcaaatt agatcateal gactacatg attceccate 1020
gctgaageac agaaticatt aigtopcatt tgtatitgat pecageteta ticaalactt 1080
ctecteteag atgatagtaa agatcaaaag aaltcgaagg gagtigataa acgetggtgt 1140
gotacatglg octitgcica cteatglgga lagealggat ltgaltacaa aaggigacet 1200
tatagaaata gagagatets ageelgigag giccaageta gaggaagice aaagaaaact 1260
tggaitiget citictgaca icteggtogl tageaattat lecieigagt gggagetgga 1320
cectptaaag gatgtictaa tetttetge tetgagacga atectatppe clgeagatga 1380
citcttagag gatitgcett tigagcaaat agggaatcla aggeagpaaa ttatcaactg 1440

tpcacaagpa aaaaaalaga latgtgaaag gltcacgtaa atitecteac atcacagaag 1500
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attaaaatic agaaaggaga aaacacagac caaagagaag tatctaagac caaagggatg 1560
tgtttratta atgictagga tgaagaaatg catagaacat tgtagtactt gtaaataact 1620
agaaataaca (gatllaglc ataaligiga aaaalaataa laatliiict iggatitalg 1680
ttctgtatct gtpaaaaaat aaatttctta taaaactcgg gtctaaaaaa aaaaaaaaaa 1740

aa 1742

<213> Homo sapiens

<400> 28
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getgeeagcet gagtrttitt getgcttiga gtetcagtit retttetite ctagagtcte 60
tgaagccaca gatctcitaa gaacttictg tetccaaace gtggctgcte gataaatcag 120
acagaacagl faalcetcaa ittaagectg atclaaceee lagaaacaga latagaacaa 130
tggaagtgac aacaagattg acatggaatg atgaaaatca tctgegeaag ctgettggaa 240
atgtttettt gagtcticte tataagicta gigticatgg aggtagceatt gaagatatgg 300
llgaaagalg cageegteag ggatglacta taacaalgge ltacatigat tacaatalga 360
ttgtagectt tatgettgga aattatatta atttacatga aagttctaca gagecaaatg 420
allccetalg glitfcact! caaaagaaaa algacaccac tgaaalagaa acltlactet 480
taaatacage accaaaaalt allgalgage aaclggigle teglilatcg aaaacggata 540
ttilcatlat atgtcgagal aataaaallt alctagataa aalgataaca agaaacttga 600
aactaaggtt ttatggceac cgteagtatt tggaatgtga agttittega gttgaaggaa 660
ttaaggalaa cctagacgac alaaagagga taallaaage cagagageac agaaatagge 720
ttctageaga catcagagac tataggeect atgeagactt ggtttcagaa attegtattc 780
ttttgetees tecagttgey tctggaaagt coagttittt caattcagtc aagtetattt 844
ttcatggeca tgtgactgge caageegtag tggggtetga tatcaccage ataaccgage 900
golataggal atatictgtt aaagatggaa agaatggaaa atetetgeca titatgtigt 960

gtgacactat gggoctagat ggggeagaag gageaggact gtgcatggat gacattccee 1020
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acatcttaaa agoitgtatg ccagacagat atcagtttaa ttecccgtaaa ccaattacac 1080
clgageatic lactitiate acctetecat ctetgaagga caggaticac tgigtggett 1140
atgtettaga catcaactel atigacaale telaciclaa aatgliggea aaagigaage 1200
aagticacaa agaagtalta aactgiggla tageatatgt ggeeligett actaaagtgg 1260
atpattgcag tgagattett caagacaact tttaaacat gagtagatet atgacttete 1320
aaagceggget calgaatglc cataaaatge taggeatice tattiecaat atttigargg 1380
ttggaaacta tgettcagat ltggaactgg acceeatgaa geatattete atectetetg 1440
caclgaggea algelgcge oclgcagaly alllittaga agaitteccl ctigaggaaa 1500
ctgglpcaat tgagagageg ttacagecct geattigaga taagttgect teattctgac 1560
alllggecea geelglactg glglgecgen algagagtca atelclatlg acageetgel 1620
tcagattttg ctittgticg ttigeetic tetecttgga acagicatat ctcaagitca 1680
aaggccaaaa cotgagaage getggectaa gataggtect aclgcaaace aceccteeat 1740
atttccgtac catttacaat teagtttety tgacatettt ttaaaccact geaggaaaaa 1800
tgagatatic tctaatitat teftclataa cactctatat agagetatgt gagtactaat 1860
cacaltgaal aatagtiata aaattattgt atagacatct gottettana cagattptga 1920
gticlitgag aaacageglg gatttlactl alcigtgtat icacagagel tageacagtg 1980
cctgetaatg ageaageata cttgecatia ctittectte ccacietete caacatcaca 2040
ttcactilaa attttictgt atatagaaag gaaaactage ctgggeaaca tgatgaaace 2100
ceatctecac tgcaananna aaaaaaaada alaagaaaga acaasacaad ccccacaaaa 2160
attagctpeg tatgatgoca cgtgeclpta gteceagtita ctecaggatga ttgattgage 2220
cliggaggty gaggctacag tgageigaga tigigecact gtactetage caggpagaaa 2280
gagtgagale ctggcteaaa aaaaccaadt aagacaaaac aaacaaacga dasacagaaa 2340
ggaagactga angagaatga aaagetggre agaggaaala aaaalaaaga aggaagagty 2400
tticalttat atcigaatga aaatatgaat gactctaagt aattgaatta attagaatga 2460

gceaaclttt 1titaacaat ttacatitta (tictatgge aaaaaataaa (attectelt 2520
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ctaacaaacc calgeltgat Ittcallaal 1gaatlccaa alcalectag ceatgiglee 2580
ttccatttag gitactggeg caaatcagta agaaagtict talatitatg ctecaaataa 2640
ftelganste etettactag clgtgaaage tagtactatt aagaaagaaa acaaaattce 2700
caaaagalag cittcactit llititicel taaagaciic claatielct iciccaaalt 2760
cltaglelle llcaaaalaa tatgelitgp ticaatagll atecacalle tgacagicta 2820
atttagtttl aatcagaatt atactcatet ttigggtagt catagatatt aagaaageaa 2880
capttictta igtccagtta 1ggaatatt! cctaaageaa ggctgcaget gaagttetee 2940
fecaagtgaat gltcagpaga cacaatteag tegaagaaal faagtettta aaaaagacet 3000
aggaatagga gaaccatgga aattgaggag gtaggectac aagtagatat tgggaacaaa 3060
allagagagg caaccagaaa aaglialtit aggelcacea gagligtict latigeacag 3120
laacacaccs atataccaaa acageaggta ttgeagtaga gaaagagttt aalaattgaa 3180
tggcagaaan atgaggaage ttgaggaaac cteaaatcla cotecctget gaglctaagt 3240
ttaggattit taagagaaag geaggaagg toctgaagst ctgpagetae toatttgttg 3300
goatataggg aatganatga aacalacaga gatgaaaact ggaagtittt tittgtitet 3360
ftigtitttt ttitgttott gttt tttttgtte ditgeteag teaattectt 3420

geaggegelc ticagaclga ciggtgicag cagaccealg ggaitccaag alciggaaaa 3480
ctitttagat agaaacttga tgiticttaa cgttacatal attatcttal agaaataact 3540
aaggraaglt agtaccigt gaccacatel atgtgactit taggeagtaa gasactalaa 3600
goaaaggage taacagteat gotgtaagta getacaggga attggecttaa agggeaagtt 3660
gottagtact tagetetett ttattcaaa gictacattt tatgtagtes ttaatattte 3720
cigiicatia ggatggltic acagttacca tacaaatgta gaageaacag gtccaaaaag 3780
taggecatga tittetceal gtaatceagg gagaaaacaa gecatgacea ttgttggtte 3840
geagacigaa gglgatigaa ggticaccat catecleace aacliliggg ceataatica 3900
cccaacectt tggtegagce tgaaaaaaat ctgggcagaa 1gtaggactt ctttattttg 3960

fttaaaggpe taacacagag tpeccttatg aagpagtigp agalcctgca agpaagagaa 4020
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goagtpaage agagatcaag agagagaaac aatgaggaac attteatttg acceaacate 4080
ctitagpagc ataaatgttg acactaagtt atcectittg tectaaaaty gacagtattg 4140
gcaaaatgal accacaactt cttattetet ggelctatat tgcitizgaa acacttaaac 4200
atcaaalgga ghiaaalaca taltigaaat [taggllagg aaatallggl gaggaggect 4260
cangaaggog gasacatelt tgtctggga ggatalltle catittglgg atticeetga 4320
tetttttcta ccaccetgag peptgotoeo aattatcatl tigctacatt ttagagptca 4380
tccaggatit ttgaaacttt acaticttta cggttaagea agatgtacag cteagtcaaa 4440
gacaclanat tettcttaga aaaatagtge taaggagtat agcagatgac ctatatgtat 4500
attggectgos agaatatcat cttaaagtea gagtgatgtt gtgeagacag ttgaaatgte 4560
aalgelagag celelglggl gigaalggee acgllagall gtigealtag asaglgactg 4620
1ticigacag aaaltiglag clilglgeaa acteacccae caletacele aataaaatal 4680
agagaaaage asaatagage agiitgagtt ctatgageta tgeaggeeca gagagacata 4740
agtatgttee ttragtettg cticctgtgt gecacactge coctecacaa ceatagergy 4800
gagcaatigt ttaaagical titgticecg actagelgec tigeacatia tettcattt 4360
cctggaattt gatacagaga geaatttata gceaattgat agettatget gittcaatgt 4920
adaatlcglge taaataacll aggaacigee 1Cliciitil citigaaaac ctacliataa 4980
ctgttgctaa taagaatgty tattgttcag gacaacttgt ctecatacag ttgegtteta 5040
acceleatpe tiggeccaaa taaacietet acttatatea gtittteeta cacttetice 5100
ttttaggtca acaataccaa gagggatiac tglectggat aatgtataaa ctigtetett 5160
gtitagaaag ataaatttaa agactatcac aitgctitit cataaaacaa gacaggteta 5220
caattaatit attttgacge aaatigatag gggggccaag taageeeeat atgettaalg 5280
alcagelgal gaalaateal cleclageaa cataactcaa lelaalgela agglacceae 5340
aagatggeaa ggelgatcaa agleglealg gaateelgea accaaaagee atgggaaltt 5400
gaaageccte aaatcecatt cotaatclga tgagtetalg gaccaattty tggaggacag 5460

tagattaaat agatctgatt titgecatca atgtaaggag gataaaaact tgcalaccaa 5520
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ttgtacacce ttgeaaaate tttctetgat gttggagaaa atgggecagt gagatcatgg 5580
atatagaagt acagtcaalg ticagcigta ccoicccaca aicecactic cticctcaac 5640
acaattcaaa caaatagact cagactgttt caggetceag gacaggaagt geagtgtagg 5700
caaaatigca aaaatigagg geacaggggt geaggtegeg gggtigaata acaageigtg 5760
ctaaataatt acgtgtaaat atattttttc atttttaaaa attgatttct ttigcacatt 5820
ccatgacaat atatgicaca (ttitaaaat aaatgcaaag aagcatacat ccaaaaaaaa 5880

aaaaaaaaa 5889

<213> Homo sapiens

<400> 29

<210> 30
<211> 848

ccagecttca geeggagaac cgittacteg ctgetgtgee catctatcag caggetecgg 60
getgaagatt gettetetic tetectceaa ggtetagtga cggageeege gegeggegee 120
accatgegge agaaggeggt atcgetttte ttgtgctace tgetgetett cacttgeagt 180
gegeetgeage caggtaagaa aaagtgoteg gagagelegg acageggete cgggtictgg 240
aaggceectga cotteatgge cgicggagga ggactegeag tegeegggcet geeegegetg 300
ggcttcaceg gegeeggeat cgeggecaac teggtggetg cetegetgat gagetggict 360
gegatectga atgggegegg cgtgcccgee gggeggctag tggecacget geagagecte 420
ggoectgele gcageagegt cgtcataggt aafattggte cectgatgge ctacgecace 480
cacaagtatc tcgatagtga ggaggatgag gagtagecag cageteceag aacctettet 540
tecttettgg cotaactett ccagttagga tetagaactt tgecttitt tettttettt 600

tttttttgag atgggticte actatattgt ccaggetaga gtgeagtgge tattcacaga 660
tgcgaacata gtacacigea gectecaact cctagectca agtgatecic cigicicaac 720
cteccaagta ggattacaag catgegecga cgatgeccag aatccagaac tttgtetate 780

actetcecca acaacctaga tgtgaaaaca gaataaactt cacccagaaa acactt 836
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<213> Homo sapiens

<400> 30

<210> 31

<211> 860
<212> ADN

ccagecltea geeggagaac cgtitacicg clgetgtace catclaleag caggelcecgg 60
getgaagatt gettetettc tefcctceaa ggtetagiga cggageecge gegeggegee 120
accalgegge agaaggeggt ategelitic ltglgelace tgetgetell cactigeagt 180
geeptepagp caggtgagaa tgcggetaag aaaaagiget cggagagete ggacagegge 240
lecgggiiel ggaaggecet gaceticalg geegleggag gaggactege aglegeeggg 300
clgeeegege tgggetteac cggegeegge alegeggeea aclegglgge 1geclegelg 360
algagetggl ctgegatect gaalggaaec ggeglgeceg cegggegact agtggecacg 420
ctgcagagee teggggctgg tggcageage gtegteatag gtaatattgg tecectgatg 480
ggelacgeca cecacaagla telegatagl gaggaggatg aggaglagee ageageleee 540
agaacctctt ctcettett ggectaacte ttecagttag gatctagaac tttgeetttt 600

tettttettt tittttrttg agatgggtic teactatatt gtccaggeta gagtgeagtg 660
getaltcaca galgegaaca taglacactg cagecteeaa ctectageet caagtgatee 720
tcetgtetea acctcccaag taggattaca agcatgegee gacgatgeee agaatccaga 780
actttgtcta tcactetece caacaaceta gatgtgaaaa cagaataaac ttcacccaga 840

aaacactt 848

<213> Homo sapiens

<400> 31

ccageetica geceggagaac cgtitacicg cigetgtgee catctaicag caggetcegg 60
getgaagatt gettetette teteetceaa ggtetagtga cggageeege gegeggegee 120

accatgegec agaaggeggt ategetttte ttgtgetace tgetgetett cacttgeagt 180
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ggeglggage cagglgagaa lgeggglaag galgeaggla agaaaaaglg cicggagage 240
teggacageg geleegggtt clggaaggee ctgacctica tggecgtegg aggaggacte 300
geagtcgecg geelgeccge getgggetic accggegeeg geatcgegge caacteggtg 360
gelgeelege tgalgagelg glelgegale clgaalgggg gegpeglgee cgeegggege 420
ctagtggeca cgetgeagag coteggggct getggcagea gogtegteat aggtaatatt 480
getgceotga tgggectacge cacccacaag fatctcgata gtgageagea tgaggagtag 540
ccageagete ccagaaccte tcttectte ttggectaac tettccagtt aggatctaga 600
acltigectt (LELteu teuenitu tgagalgggt telcaclata tgtceagge 660

tagagtgcag tggctattca cagatgegaa catagtacac tgcagectee aactectage 720
clecaagtgat celeelglet caaccteeca aglaggatia caageatgeg cegacgalge 780
ccagaalcea gaactltgte tatcactele cecaacaacc tagatgtgaa aacagaataa 840

acltcaccca gaaaacaclt 860

<213> Homo sapiens

<400> 32
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aactcagcty agtgttagtc aaagaaggty tgtectgcte cccaatgaca ggttgetcag 60
agactgetga tttccatece tatataaaga gagtcectgg catacagaga ctgetetget 120
ccaggcatet gocacaatgt gggtecttac acctgetget titgetggga agetettgag 130
giglicagg caaccictga geteletgtg gaggagectg gteeegelgl letgetgget 240
gagggcaacc ttctggetge tagetaccaa gaggagaaag cageagetgg tectgagage 300
gecagatgag accaaagagg aggaagagga ceelectelg eccaccacee caaccagegt 360
caactalcac ttcactegee agtgeaacta caaatgegge ttelgtitce acacagecaa 420
aacateclll gigelgecee ilgaggaage aaagagagga tigettttge ttaaggaage 480
tegtatgoag aagatcaact tttcaggtgg agageeatit citcaagace ggggagaata 540

celgggeaag ttgatoagat tetgeaaagt agagttgege ctgeccageg tgageategt 600
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gageaatgga agectgalee gggagaggtg gitceagaal talggtgagi attiggacat 660
tctcgetate tectgipaca getttgacga gpaagicaat ptecttattg geeglggeca 720
ageaaagaag aaccalgtpe aaaacciica asageteagg agglegetota gegattatag 780
agiegettic aagataaall cigtcattaa (cgtitcaac gtggaagage acatgacgga 840
acagalcaaa geaclaaace ctglecgelg gaaagigtic cagtgeclcl laatlgaggg 00
tgagaallgl ggagaagatg clclaagaga agcagaaaga lltgitattg glgatgaaga 960
alligaaaga Ucliggage gecacaaaga aglglecige Hgglgectg aalctaacca 1020
gaagatgaaa gactcclace tlattctega tgaalatalg cgetttctga actgiagaaa 1080
gooacEEang gaceeticea aglecalect ggatgligpt stagaagaag clatagaatt 1140
cagtggalit galgaaaaga (gtitclgaa gegageagga aaalacalat ggagtaagge 1200
tgatctgaag clggatiggt agageggaaa giggaacgag aclicaacac accaglggga 1260
aaactcelag aglaacigee attgtetgea atactateee gliggtaltl cecagtgeel 1320
gaaaacctoa tittetact cacgtggcat ctgattacet gtpatcactg aacacacgaa 1380
taactlggat ageaaatecl gagacaatgg aaaaccatla aclilactle attggeltal 1440
dacctighig tialtgaaac ageacticty ttittgagtt tglittaget aaaaagaagg 1500
aatacacaca ggaataatga ccccaaaaat geotiagataa goccectata cacaggacct 1560
gacalttage tcaatgalge glligtaaga aataagetct agigatalel glgggggeaa 1620
aatitaattt ggatitgatt tittanaaca algtitactg cgattictat atitccatit 1680
tgaaacialt tetiglleca gatitglica lilgacagag teaglatlil ligecaaala 1740
tccagataac cagtiltcac alclgagaca tlacaaagia felgecicaa tatticige 1800
tggttataal gottttditt teedgectit atgecattge agictigtac tfitactgl 1860
galgtacaga aalagtcaac agalgittce aagaacatal gatalgataa teclaccaat 1920
tticaagaag (cictagaaa gagataacac atggaaagac ggtgtgptee ageceagece 1980
acgglggetg liccatgaat gelggetace latglglglg glacctgltg totecettic 2040

tclicaaaga lcelgageaa aacaaagala cgetticeal tigalgalgg agtigacatg 2100
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gaggcagtec ttgcattget ttgttcgect atcatctgge cacatgagge tgtcaageaa 2160
aagaalagga gtatagiiga gtagelgelt ggceclacal cictgagaag igacggeaca 2220
ctgeettpec ataagatatc ctaaaatcac getggaacet tggpcaagga agaatgtgag 2280
caagagtaga gagaglgecl ggatticatg icaglgaage caagteacca latcataltt 2340
tteaatgaac tetgagtcag ttgaaatagg gtaccaicta getcagtita agaagagica 2400
gcleagagaa ageaageala agggaaaalg lcacgtaaac lagatcaggg aacaaaalce 2460
tctecttgty gaaatatece atgeagfttg ttgatacaac tagtatett attgeetaaa 2520
aaaaaalllc lalcatigl ticaaaaaag caaaatcalg gaaaatiitl gltgtecagg 2580
caaalaaaag gtcatlltaa ttlagelgea allteaglgt tecleactag glggeatita 2640
aalglcgect gatglcalla ageaccalee aaaaaglelg clicatasic tatttcaag 2700
acttgptgat tetgaaagtt tigottittg tgactitgtt tetcaggaaa aaaaatatte 2760
clactiaaal tlaagteta taattcaatl lanatalglg tgtgicteal ccaggatagg 2820
ataggttete tiotatttte cattttacct atttactttt tirgtaagaa aagagaaaaa 2880
tgaaftctaa agargticce caigggtilt gattgtgict aagetatgal gaccticata 2940
taalcageat aaacalaaaa caaatttit acttaacatg agtgeacttt actaatecic 3000
atggcacagt ggetcacgee tgtaatceea geacttggga ggacaatgte gotggatcac 3060
gaggteagga gttegagaac agectggeca acatggtgaa acccogtcte cactaaaaat 3120
acaaaaatta gceaggeatg giggcgtaca ctiglaaite cagetactca agaggetgag 3180
geaggagaal tgellgaace ctgaaggceag aggttacaga gecaagalag cgecactgea 3240
ctecageetg gatgacagag caagactceg tetcaaaaaa aaaaaaaaaa aaaageaaga 3300
gagltcaact aagaaaggte acatatgtga aageccaagg acactgtilg atatacagea 3360
golattcaat caglgttatt tgaaaccaaa tetgaatttg aagtttgaat ctictgagtt 3420
gaaalgaatt Ittictage tgagggaaac tgtatittte ticcecana gaggaatgta 3480

atgtaaagte aaataaaact ataagctatg tt 3512

<213> Homo sapiens
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<400> 33

gaattcgget tiggtgacte tagataacct cgggecgate geacgeecce cgtggeggeg 60
acgacccait cgaacgictg ccctatcaac titcgatggt agtegecgtg cetaccatgg 120
tgaccacggt gacggggaat cagggticga ttccggagag ggageeigag aaacggetee 180
acatccaagg aaggcageag gegegeaaat tacecactee cgaceegggg aggtagigac 240
gaaaaataac aatcaggact ctttcgagge cctgtaattg gaatgagtee actttaaatc 300
ctttacgagg atccatigga gggeaagict ggtgccagea geegeggtaa ttccageice 360
aatagcgtat attaaagtte tgcagttaaa aagetegtag ttggatettg ggagegggeg 420

ggeggtecge cggaggegag cecaccgeceg teceegecee ttgeetcteg gegeeceete 480

gatgetetta getgagtete anacagagga ttacccatgt aagett 526

<210> 34

<211> 551

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 34
gaattcaccg ccgagacege glecgececy cgageacaga geetegectt tgecgateeg 60
ccgeeegtee acacccgecy ceagetcace atggatgatg atatcgecge getegtegte 120
gacaacgcte cggeatgige aaggeegget tegcgggcga cgatgeecee cgggeegttt 180
ceeclecale glggggegee ceaggeacea gggeglgalg glgggralgg gteagaagga 240
ttcctatgtg ggcacgagge ccagageaag agaggeatee teaccctgaa gtaceccate 300
gagcaggeal cgtcaccaac 1gggacgaca tggagaaaat clggeaceac acctictaca 360
atgagelgeg tgtgectecg aggageacee cglgelgetg acegaggecee cectgaacce 420
caaggecaac cggagaagat gacccagate algtitgaga cettcaacac cecageeatg 480
tacgttgeta tecaggetgt getateetgt acgectetgg cogtaaacat gaggattace 540
catgtaaget t 551

<210> 35

<211> 684

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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gaattcaaat tgagcecgea gecteocget tegetetetg ctectectgt tegacagtca 60
gecgeatctt cittigegte gecagecgag ceacalcget cagacaccat ggggaaggte 120
aaggtcgagt caacggattt ggtogtattg gecgeetggt caccagggct gettitaace 180
tggtaaagtg gatattgttg ccatcaatga ceecticatt gacctcaact acatggttta 240
catgttccaa tatattccac ccatggeaaa ticcatggea cegtcaagge tgagaacggg 300
aagctigtca tcaatggaaa feccatcace atcticcagg agegagatee ctccaaaatc 360
aagtggggcg atgetggege agtacgtegt ggagtecact ggegtettea ccaccatgga 420
gaaggcetggg getcatttge aggggggage caaaagggte atcatetetg ceccctetge 480
tgatgcecee atgtiegtea tgggtggace atgagaagta tgacaacage ctcaagatca 540
tcagcaatge ctectgeace accaactget tagcaccect ggecaaggtc atecatgaca 600
actttggtat cgtggaagga ctcatgacca catcatgeca teactgecac ccagaagaaa 660

catgaggatt acccatgtgg atce 684
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REIVINDICACIONES

1. Un método para identificar un sujeto adecuado para el tratamiento de lupus con un anticuerpo anti-interferén alfa o
un anticuerpo anti-receptor de interferon alfa que modula la actividad del interferén de tipo 1, que comprende
detectar el ARNm aumentado de un grupo de genes que consisten en IF127, IFI44, IFI44L y RSAD2 en una muestra
del sujeto, en el que una media de cambio en veces en el ARNm del grupo de genes de al menos cuatro veces
indica un sujeto adecuado para el tratamiento de lupus con el anticuerpo, en el que el aumento es relativo a

a) el de una muestra de un tejido o persona que no tiene la enfermedad, o
b) la expresion de uno o mas genes de control.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo anti-interferén es sifalimumab.
3. El método de la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo anti-interferén no es sifalimumab.
4. El método de la reivindicacion 1, en el que la deteccion de ARNm de IFI127, IFI44, IFI44L y RSAD2 comprende

a) aislar ARN de una muestra obtenida del sujeto;

b) sintetizar ADNc a partir del ARN;

c) hibridar el ADNc con oligonucleétidos que hibridan con secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 25a 28 y
32y

d) amplificar el ADNc y detectar los productos amplificados.

5. El método de la reivindicacién 4, en el que los oligonucledtidos se eligen entre oligonucledtidos que tienen las
secuencias de SEQ ID NO: 13 a 24.

6. Un anticuerpo anti-interferén alfa o un anticuerpo anti-receptor de interferén alfa que modula la actividad del
interferén de tipo 1 para uso en el tratamiento de lupus en un sujeto adecuado, en el que el sujeto adecuado para el
tratamiento se identifica detectando un nivel aumentado de ARNm de un grupo de genes que consiste en IFI27,
IF144, IFI44L y RSAD2 en una muestra del sujeto, en el que una media del cambio en veces en el ARNm del grupo
de genes de al menos 4 veces indica un sujeto adecuado para el tratamiento de lupus, en el que el aumento es
relativo a

a) el de una muestra de un tejido o persona que no tiene la enfermedad, o
b) la expresion de uno o mas genes de control.

7. El anticuerpo para uso de la reivindicacién 6, en el que el anticuerpo anti-interferén es sifalimumab.
8. El anticuerpo para uso de la reivindicacion 6, en el que el anticuerpo anti-interferén no es sifalimumab.

9. El anticuerpo para uso de la reivindicacion 6, en el que la deteccion del ARNm de IFI127, IF144, IFI44L y RSAD2
comprende

a) aislar ARN de una muestra obtenida del sujeto;

b) sintetizar ADNc a partir del ARN;

c) hibridar el ADNc con oligonucleétidos que hibridan con secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 25a 28 y
32y

d) amplificar el ADNc y detectar los productos amplificados.

10. El anticuerpo para uso de la reivindicacion 9, en el que los oligonucledtidos se eligen entre oligonucledtidos que
tienen las secuencias de SEQ ID NO: 13 a 24.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o el anticuerpo para uso de una cualquiera de las
reivindicaciones 6 a 10, en el que el aumento de ARNm es relativo a muestras reunidas de pacientes sanos.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 b) 0 2 a 5 u 11, en la medida en que las reivindicaciones 2
a 5y 11 remiten a la reivindicacion 1 b), o el anticuerpo para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 6b) 0 7 a
11, en la medida en que las reivindicaciones 7 y 11 remiten a la reivindicacion 6b), en el que los genes de control se
seleccionan entre ACTB, GAPDH y ARNr 188S.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, 11 0 12, o el anticuerpo para uso en una cualquiera
de las reivindicaciones 6 a 12, en el que la muestra es sangre entera o suero.

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 u 11 a 13, o el anticuerpo para uso de una cualquiera
de las reivindicaciones 6 a 13, en el que el sujeto necesita tratamiento de lupus eritematoso sistémico.
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Cambio SLEDAI desde el punto basal

ES 261305573

SLEDAICFB, Dx +

= O =Placebo
el \EDI-545
-4 | | . . ‘ . . |

0 28 56 84 112 140 168 196 224
Dia

Figura 8 A

80
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Puntuaciones de firma de genes inducibles por IFN de tipo | en sangre entera
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Puntuaciones de firma de genes inducibles por IFN de tipo | en el tejido

ES 261305573

1024+
2564 R
]
L A
B N : S
64+ % A
m o A A
8 ¥
16+ . 00 v
Ooo Aa %:?\‘ww?
o Y
4 Sa N
#g LI, Aaa \‘
[ o A4 ) ‘?f\v
. 0 \4 v A RN
Sot 3 y‘ FoF
s o ey mh vl —
* " '*’ Y A
8
0,25 T T T T T T
> v > »
2 <
<& \6 N (‘o \)\ o & &
> @ R o o N R\
N N ) 2
¢ Q S S W &P
& RN g 2
é\) 6_;\ (o]
o?
Tipo de enfermedad
Figura 11 B

89



Puntuaciones de firma de genes inducibles por IFN de tipo | en sangre entera
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Puntuaciones de firma de genes inducibles por IFN de tipo | en el tejido
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