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DESCRIPCION
Procedimientos para supervisar la capacidad de respuesta al tratamiento anti-SMAD7
Antecedentes

La enfermedad inflamatoria del intestino (Ell) es un trastorno inflamatorio crénico del tracto gastrointestinal que padece
aproximadamente un millén de pacientes en Estados Unidos. Las dos formas mas habituales de la Ell son la
enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU). Aunque la EC puede afectar a todo el tracto gastrointestinal,
afecta principalmente el ileon (parte distal o inferior del intestino delgado) y al intestino grueso. La CU afecta
principalmente al colon y al recto. El tratamiento actual tanto de la CU como la EC incluyen aminosalicilatos (por
ejemplo, acido 5-aminosalicilico, sulfasalazina y mesalamina), antibidticos (por ejemplo, ciprofloxacina y
metronidazol), corticosteroides (por ejemplo, budesonida o prednisona), inmunosupresores (por ejemplo, azatioprina o
metotrexato) y antagonistas del factor de necrosis tumoral (TNF) (por ejemplo, infliximab (Remicade®)). La respuesta
del paciente a estos tratamientos varia con la gravedad de la enfermedad y puede variar a lo largo de ciclos de
inflamacion activa y remision. Ademas, muchos de los tratamientos actuales para la Ell estan asociados con efectos
secundarios indeseables.

Aunque las etiologias de la EC y CU son desconocidas, ambas se consideran enfermedades inflamatorias de la
mucosa intestinal. Estudios recientes han demostrado que el TGF-$1 actua como un potente inmunorregulador capaz
de controlar la inflamacién de la mucosa intestinal. TGF-B1 se une a un receptor heterodimérico transmembrana
serina/treonina quinasa que contiene dos subunidades, R1 de TGF-f1 y R2 de TGF-B1. Tras la unién del ligando, el
receptor R1 de TGF-B1 receptor se fosforila mediante el receptor R2 de TGF-31 activado constitutivamente y la sefal
se propaga al nucleo mediante proteinas que pertenecen a la familia SMAD. El R1 de TGF-B1 activado fosforila
directamente las proteinas SMAD2 y SMAD3, que a continuacion interactian con SMAD4. El complejo de
SMAD2/SMAD3/SMAD4 se transloca al nicleo y modula la transcripcién de ciertos genes.

Estudios adicionales han demostrado que la otra proteina SMAD, SMAD?7, tiene también un papel en la inflamacion.
SMAD?7, una proteina intracelular, ha demostrado interferir con la unién de SMAD2/SMAD3 al R1 de TGF-B1 evitando
la fosforilacion y la activacion de estas proteinas. Adicionalmente, un aumento en la expresion de la proteina SMAD7
esta asociada con la inhibicién de la sefializacion mediada por TGF-B1. Las muestras de mucosa de pacientes con Ell
se caracterizan por niveles altos de SMAD?7 vy niveles reducidos de SMAD3 fosforilada, lo que indica la sefalizacion
mediada por TGF-B1 esta alterada en dichos pacientes.

Estudios recientes se han centrado en SMAD7 como diana para el tratamiento de los pacientes que padecen Ell.
Dichos tratamientos incluyen tratamientos de sentido contrario dirigidos contra SMAD7. Fanitini y col.
(Gastroenterology 2009) se refiere al problema de determina la respuesta a un tratamiento con linfocitos T dirigidos
contra SMAD?7 de pacientes de Ell y divulgan que, el tratamiento con anti-SMAD7 reduce los linfocitos T que expresan
CD4 en muestras de la mucosa. De este modo, sigue existiendo una necesidad de procedimientos basados en
biomarcadores predictivos que se pueda usar para identificar pacientes que probablemente responderan (o no
responderan) al tratamiento con terapias anti-SMAD?.

Sumario

La invencién esta basada, en parte, en el descubrimiento de que la modulacién de determinadas poblaciones de
linfocitos T (por ejemplo, aumento de los linfocitos T CCR9+ FoxP3+, reduccion de los linfocitos T CCR9+ IFN-gamma
positivo (IFN-y+), reduccioén de los linfocitos T CCR9+ IL17A+, reduccion de los linfocitos T FoxP3+, reduccion de los
linfocitos T IFN-y+ y/o reduccion de los linfocitos T IL17A+) en una muestra de sangre periférica de un sujeto (por
ejemplo, un paciente humano) que padece enfermedad inflamatoria del intestino (Ell) (por ejemplo, enfermedad de
Crohn o colitis ulcerosa) se correlaciona con la capacidad de respuesta al tratamiento con una terapia dirigida contra
SMAD?.

Se apreciara que supone una ventaja poder predecir por adelantado, o poco después de comenzar el tratamiento, si es
probable que un paciente de Ell se responda al tratamiento con una terapia dirigida contra SMAD7. La modulacién de
las poblaciones celulares como se describe en el presente documento es predictiva de la eficacia del tratamiento de un
sujeto de Ell con una terapia dirigida contra SMAD7. De manera ventajosa, los procedimientos de la invencion
ayudaran definitivamente a los médicos para seleccionar tratamientos eficaces, y conducira a mejoras en la patologia
del paciente, una mejor atencion sanitaria y la reduccion global del coste del paciente.

De acuerdo con ello, en un primer aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para determinar la capacidad de
respuesta de un sujeto que tiene enfermedad inflamatoria del intestino (Ell) al tratamiento con al menos una terapia
dirigida contra SMAD7, comprendiendo el procedimiento:

determinar la cantidad de al menos una poblacion celular seleccionadas entre el grupo que consiste en: linfocitos T
CCR9+ FoxP3+, linfocitos T CCR9+ IFN-gamma+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos T FoxP3+, linfocitos T
IFN-gamma y linfocitos T IL17A+, en al menos una muestra obtenida del sujeto,

en el que, mayores cantidades de la poblacion celular de linfocitos T CCR9+ FoxP3+, y/o menores cantidades de al
menos una de las poblaciones celulares de linfocitos T CCR9+ IFN-gamma+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos
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T FoxP3+, linfocitos T IFN-gamma y linfocitos T IL17A+, en el al menos una muestra con respecto a un nivel de
control conocido de la al menos una poblacion celular es predictivo de la capacidad de respuesta del sujeto que
padece Ell a una terapia dirigida contra SMAD?7.

Se debe apreciar que "determinar la capacidad de respuesta de un sujeto"” incluye la prediccion o el seguimiento de la
eficacia o la capacidad de respuesta de un sujeto que padece Ell al tratamiento con al menos una terapia dirigida
contra SMAD?.

La muestra es una muestra de sangre periférica.

En una realizacion preferida del procedimiento de la invencién, la identificacién de la modulacién de dos o mas de los
siguientes puede ayudar a determinar la capacidad de respuesta del sujeto al tratamiento:

un aumento en la cantidad de linfocitos T CCR9+ FoxP3+, indica que es probable que el sujeto responda, o tenga
capacidad de respuesta, a la terapia dirigida contra SMAD7;

una disminucion en la cantidad de linfocitos T CCR9+ IFN-gamma+ indica que es probable que el sujeto responda,
o tenga capacidad de respuesta, a la terapia dirigida contra SMAD7;

una disminucién en la cantidad de linfocitos T CCR9+ IL17A+, indica que es probable que el sujeto responda, o
tenga capacidad de respuesta, a la terapia dirigida contra SMAD?7;

una disminucién en la cantidad de linfocitos T FoxP3+, indica que es probable que el sujeto responda, o tenga
capacidad de respuesta, a la terapia dirigida contra SMAD7;

una disminucion en la cantidad de linfocitos T IFN-gamma+ indica que es probable que el sujeto responda, o tenga
capacidad de respuesta, a la terapia dirigida contra SMAD7; y

una disminucion en la cantidad de linfocitos T IL17A+, indica que es probable que el sujeto responda, o tenga
capacidad de respuesta, a la terapia dirigida contra SMAD?.

En una primera realizacion preferida, la poblacion celular son linfocitos T CCR9+ FoxP3+. En una segunda realizacion
preferida, la poblacion celular son linfocitos T CCR9+ IFN-gamma-+. En una tercera realizacion preferida, la poblacién
celular son linfocitos T CCR9+ IL17A+. En una cuarta realizacion preferida, la poblacion celular preferida son linfocitos
T FoxP3+. En una quinta realizacion preferida, la poblacion celular son linfocitos T IFN-gamma+. En una sexta
realizacion preferida, la poblacion celular son linfocitos T IL17A+. Otras poblaciones celulares preferidas son
cualquiera de linfocitos T FoxP3+ CD103+, linfocitos T CD103+ o linfocitos T integrina a4p7+.

De forma adecuada, los procedimientos de la presente invencién se pueden llevar a cabo in vitro.

La etapa de determinacion de la cantidad puede ir precedida de una etapa de obtencion de la muestra de un sujeto que
padece Ell. La muestra se puede obtener mediante extraccion de sangre periférica.

De forma adecuada, el sujeto puede recibir al menos una terapia dirigida contra SMAD7 en el momento en que al
menos una muestra se obtiene del sujeto.

Preferentemente, en el procedimiento de la invencion, la identificacion de un aumento en la cantidad de linfocitos T
CCR9+ FoxP3+, una disminucion en la cantidad de linfocitos T CCR9+ IFN-gamma, una disminucion en la cantidad de
linfocitos T CCR9+ IL17A, una disminucion en la cantidad de linfocitos T FoxP3, una disminucién en la cantidad de
linfocitos T IFN-y+ o una disminucion en la cantidad de linfocitos T IL17A+ indica que es probable que el sujeto inicie
una remision.

De forma adecuada, la cantidad de la al menos una poblacion celular se puede determinar mediante citometria de flujo,
con inmunohistoquimica (por ejemplo, ELISA) y/o mediante analisis de ARN/ADN utilizando reactivos/procedimiento
conocidos por el experto en la técnica.

Se apreciara que la citometria de flujo y/o la inmunohistoquimica se pueden llevar a cabo usando un anticuerpo
seleccionadas entre el grupo que consiste en: un anticuerpo dirigido contra CCR9, un anticuerpo dirigido contra FoxP3,
un anticuerpo dirigido contra IFN-gamma y un anticuerpo dirigido contra anti-IL17A.

Como alternativa, la determinacién de la cantidad de linfocitos se puede llevar a cabo midiendo la cantidad de ARN que
codifica al menos un marcador seleccionado entre el grupo que consiste en: CCR9, FoxP3, IFN-gamma, e IL17A.

Preferentemente, el control significa un nivel de control, que es un nivel inicial de las cantidades de la al menos una
poblacién celular obtenida del paciente (de Ell) antes de administrar al menos una terapia dirigida contra SMAD7 u
obtenida inmediatamente después de administrar al menos una terapia dirigida contra SMAD7. Por inmediatamente
después de la administracion se entiende en el primer/mismo dia tras iniciarse al tratamiento.

En un aspecto relacionado, se divulga en el presente documento un procedimiento para el seguimiento de un sujeto
que padece Ell que esta en tratamiento con una terapia dirigida contra SMAD7 para determinar si el sujeto es sensible
a la terapia, y/o determinar si la terapia deberia continuar. El procedimiento incluye: (a) determinar las cantidades de la
menos uno de linfocitos T CCR9+ FoxP3+, linfocitos T CCR9+ IFN-y+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos T FoxP3+,
linfocitos T IFN-y+ y linfocitos T IL17A+ en una muestra obtenida de un sujeto de Ell y que esta en tratamiento con una



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2617200 T3

terapia dirigida contra SMAD?7; y (b) comparar las cantidades de la muestra con un nivel de control de al menos uno de
linfocitos T CCR9+ FoxP3+, linfocitos T CCR9+ IFN-y+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos T FoxP3+, linfocitos T
IFN-y+ y linfocitos T IL17A+, respectivamente. Un sujeto se puede identificar como sensible (por ejemplo, susceptible)
al tratamiento, y/o que probablemente continuara siendo sensible al tratamiento con una terapia dirigida contra SMAD7
si se produce un aumento en la cantidad de linfocitos T CCR9+ FoxP3+ en la muestra obtenida del sujeto, en
comparacion con el control, o si se produce una disminucion en las cantidades de al menos uno de los linfocitos T
CCR9+ IFN-y+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos T FoxP3+, linfocitos T IFN-y+ y linfocitos T IL17A+, en una
muestra obtenida de un sujeto en comparacion con el control. Como alternativa, un sujeto se puede identificar como no
sensible (por ejemplo, resistente) al tratamiento y/o que probablemente no seguira siendo sensible al tratamiento con
una terapia dirigida contra SMADY si se produce una disminucién en la cantidad de linfocitos T CCR9+ FoxP3 en la
muestra obtenida del sujeto, en comparacion con el control, o si se produce un aumento en las cantidades de al menos
uno de los linfocitos T CCR9+ IFN-y+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos T FoxP3+, linfocitos T IFN-y+ y linfocitos T
IL17A+ en una muestra obtenida de un sujeto en comparacion con el control.

En otro aspecto, se divulga en el presente documento un procedimiento para identificar sujetos que padecen Ell que
probablemente sean sensibles, o vayan a ser sensibles, al tratamiento con una terapia dirigida contra SMAD7 (por
ejemplo, un oligonucleoétido de sentido contrario dirigido contra SMAD?7). El procedimiento incluye: (a) determinar las
cantidades de la menos uno de linfocitos T CCR9+ FoxP3+, linfocitos T CCR9+ IFN-y+, linfocitos T CCR9+ IL17A+,
linfocitos T FoxP3+, linfocitos T IFN-y+ y linfocitos T IL17A+ en una muestra obtenida de un sujeto que padece Ell; y (b)
comparar las cantidades de la muestra con un nivel de control de al menos uno de linfocitos T CCR9+ FoxP3+,
linfocitos T CCR9+ IFN-gamma+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos T FoxP3+, linfocitos T IFN-y+ y linfocitos T
IL17A+, respectivamente. Un sujeto se puede identificar como probablemente sensible, o sensible (por ejemplo,
susceptible), al tratamiento con una terapia dirigida contra SMAD7 si se produce un aumento en la cantidad de
linfocitos T CCR9+ FoxP3 en la muestra obtenida del sujeto en comparacion con el control, o si se produce una
disminucién en las cantidades de al menos uno de los linfocitos T CCR9+ IFN-y+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos
T FoxP3+, linfocitos T IFN-y+ y linfocitos T IL17A+ en una muestra obtenida de un sujeto en comparacién con el
control. Como alternativa, un sujeto se puede identificar como probablemente no sensible, o no sensible (por ejemplo,
resistente), al tratamiento con una terapia dirigida contra SMAD?7 si se produce una disminucion en la cantidad de
linfocitos T CCR9+ FoxP3+ en la muestra obtenida del sujeto en comparacion con el control, o si se produce un
aumento en las cantidades de al menos uno de los linfocitos T CCR9+ IFN-y+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos T
FoxP3+, linfocitos T IFN-y+ y linfocitos T IL17A+ en una muestra obtenida de un sujeto en comparacién con el control.

En otras palabras, se proporciona un procedimiento para determinar la capacidad de respuesta de un sujeto que
padece la enfermedad inflamatoria del intestino (Ell) al tratamiento con al menos una terapia dirigida contra SMAD?7,
comprendiendo el procedimiento:

(a) determinar una cantidad de linfocitos T CCR9+ FoxP3+ en una muestra obtenida de un sujeto que padece ElI;
(b) comparar la cantidad de linfocitos T CCR9+ FoxP3+ en la muestra con un nivel de control de linfocitos T
CCR9+ FoxP3+,

en el que un aumento en la cantidad de linfocitos T CCR9+ FoxP3+, indica que es probable que el sujeto responda, o
tenga capacidad de respuesta, a la terapia dirigida contra SMAD7; y/o

(a) determinar una cantidad de linfocitos T CCR9+ IFN-gamma en una muestra obtenida de un sujeto que padece
Ell;

(b) comparar la cantidad de linfocitos T CCR9+ IFN-gamma+ en la muestra con un nivel de control de linfocitos
CCR9+ IFN-gamma+,

en el que una disminucion en la cantidad de linfocitos T CCR9+ IFN-gamma+ indica que es probable que el sujeto
responda, o tenga capacidad de respuesta, a la terapia dirigida contra SMAD7; y/o

(a) determinar una cantidad de linfocitos T CCR9+ IL17A+ en una muestra obtenida de un sujeto que padece ElI;
(b) comparar la cantidad de linfocitos T CCR9+ IL17A+ en la muestra con un nivel de control de linfocitos T
CCR9+ IL17A+,

en el que una disminucién en la cantidad de linfocitos T CCR9+ IL17A+, indica que es probable que el sujeto responda,
o tenga capacidad de respuesta, a la terapia dirigida contra SMAD7; y/o

(a) determinar una cantidad de linfocitos T FoxP3+ en una muestra obtenida de un sujeto que padece Ell;
(b) comparar la cantidad de linfocitos T FoxP3+ en la muestra con un nivel de control de linfocitos T FoxP3+,

en el que una disminucion en la cantidad de linfocitos T FoxP3+, indica que es probable que el sujeto responda, o
tenga capacidad de respuesta, a la terapia dirigida contra SMAD7; y/o

(a) determinar una cantidad de linfocitos T IFN-gamma+ en una muestra obtenida de un sujeto que padece Ell;
(b) comparar la cantidad de linfocitos T IFN-gamma+ en la muestra con un nivel de control de linfocitos
IFN-gamma-+,
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en el que una disminucioén en la cantidad de linfocitos T IFN-gamma+ indica que es probable que el sujeto responda, o
tenga capacidad de respuesta, a la terapia dirigida contra SMAD7; y/o

(@) determinar una cantidad de linfocitos T IL17A+ en una muestra obtenida de un sujeto que padece ElI;
(b) comparar la cantidad de linfocitos T IL17A+ en la muestra con un nivel de control de linfocitos IL17A+,

en el que una disminucion en la cantidad de linfocitos T IL17A+, indica que es probable que el sujeto responda, o tenga
capacidad de respuesta, a la terapia dirigida contra SMAD?.

En un aspecto relacionado, se proporciona al menos un anticuerpo contra marcadores celulares de al menos uno de
linfocitos T CCR9+ FoxP3+, linfocitos T CCR9+ IFN-gamma+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos T FoxP3+,
linfocitos T IFN-gamma y linfocitos T IL17A+, y linfocitos T FoxP3+ CD103+, linfocitos T CD103+ y linfocitos T integrina
a4f37+, para su uso en un procedimiento diagndstico realizado en un organismo humano o animal.

De forma adecuada, el procedimiento diagnostico se puede usar para predecir o vigilar la capacidad de respuesta de
un sujeto que tiene enfermedad inflamatoria del intestino (Ell) al tratamiento con al menos una terapia dirigida contra
SMAD7 o para determinar la idoneidad de un sujeto que tiene enfermedad inflamatoria del intestino (Ell) para el
tratamiento con al menos una terapia dirigida contra SMAD?7, para determinar si el probable que el sujeto responda, o
tenga capacidad de respuesta, a la terapia dirigida contra SMAD?7.

Un kit que comprende determinados componentes para llevar a cabo los procedimientos de la invencién comprende al
menos un anticuerpo dirigido contra CCR9, anticuerpo dirigido contra FoxP3, anticuerpo dirigido contra IFN-gamma
y/o anticuerpo dirigido contra IL17A para identificar poblaciones celulares o reactivos para detectar la expresiéon de un
ARN que codifica una marcadores de proteinas celulares para al menos uno de linfocitos T CCR9+ FoxP3+, linfocitos
T CCR9+ IFN-gammat+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos T FoxP3+, linfocitos T IFN-gamma-+ y linfocitos T IL17A+.

De forma adecuada, el kit comprende ademas al menos uno de tampones, reactivos e instrucciones detalladas para
identificar, clasificar, y contar células, usando tecnologia FACS.

De forma deseable, en el kit, el anticuerpo es un anticuerpo primario dirigido contra una proteina CCR9, un anticuerpo
primario dirigido contra una proteina FoxP3, y un anticuerpo secundario conjugado con una enzima indicadora, y el kit
comprende opcionalmente ademas al menos tampones, reactivos e instrucciones detalladas para identificar,
poblaciones celulares usando tecnologia IFIC.

De forma adecuada, en el kit, se incluye un anticuerpo de captura dirigido contra una proteina CCR9, un anticuerpo de
deteccion dirigido contra una proteina FoxP3, y/o un anticuerpo secundario conjugado con una enzima indicadora; y
opcionalmente comprende ademas tampones, reactivos e instrucciones detalladas para identificar poblaciones
celulares usando la tecnologia ELISA.

En el presente documento se contempla que los procedimientos, usos y kits divulgados se puedan usar para
personalizar el tratamiento con terapias dirigidas contra SMAD7 para sujetos que sean sensibles o vayan a responder
a dichas terapias.

También se contempla en el presente documento que los procedimientos, usos, y kits divulgados se puedan usar para
determinar si es probable que un sujeto inicie una remision tras padecer Ell. Por ejemplo, se puede identificar que un
sujeto inicie probablemente una remision si se produce un aumento en la cantidad de linfocitos T CCR9+ FoxP3 en la
muestra obtenida del sujeto, en comparacion con el control, y/o si existe una disminucién en las cantidades de
linfocitos T CCR9+ IFN-y+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos T FoxP3+, linfocitos T
IFN-y+ y linfocitos T IL17A+ en una muestra obtenida del sujeto, en comparacion con el control.

Tal como se ha mencionado anteriormente, la muestra obtenida del sujeto es una muestra de sangre periférica, tal
como una muestra de células mononucleares aisladas de sangre periférica.

El control, o la muestra de nivel de control puede incluir una muestra de sangre obtenida del sujeto antes del
tratamiento con una terapia dirigida contra SMADY. La muestra de control proporciona un nivel inicial de las cantidades
de al menos una de las poblaciones celulares de la invencion presentes antes del tratamiento y que se puede usar para
seguir la respuesta del sujeto al tratamiento. Un control, o la muestra de nivel de control se puede obtener del sujeto el
mismo dia en que se administra por primera vez la terapia dirigida contra SMAD7 (por ejemplo, el Dia 1 de un régimen
de tratamiento). En otras realizaciones, un control, o la muestra de nivel de control se puede obtener del sujeto al
menos un dia antes de iniciar una terapia dirigida contra SMAD7 (por ejemplo, el Dia 0 de un régimen de tratamiento).

En determinadas realizaciones, las cantidades de al menos uno de linfocitos T CCR9+ FoxP3+, linfocitos T CCR9+
IFN-y+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos T FoxP3+, linfocitos T IFN-y+ y linfocitos T IL17A+ en una muestra se
determinan mediante citometria de flujo. En otras realizaciones, la determinacion se lleva a cabo mediante
inmunohistoquimica o mediante un ensayo ELISA. Los ensayos FACS, de inmunohistoquimica y ELISA se pueden
llevar a cabo usando anticuerpos seleccionados entre el grupo que consiste en al menos un anticuerpo dirigido contra
CCR@9, un anticuerpo dirigido contra FoxP3, un anticuerpo dirigido contra IFN-gamma, y un anticuerpo dirigido contra
IL17A. En otra realizacién, la cantidad de una poblacién de células se determina midiendo la cantidad de ARN que
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codifica al menos un marcador seleccionado entre el grupo que consiste en CCR9, FoxP3, IFN-gamma, e IL17A. En
determinadas realizaciones, la terapia dirigida contra SMAD?7 es un oligonucleétido de sentido contrario dirigido contra
SMADY. La terapia con un oligonucleétido de sentido contrario dirigido contra SMAD7 puede ser un oligonucleétido de
sentido contrario dirigido contra SMAD7 seleccionado entre el grupo que consiste en la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 y la SEQ ID NO: 9. En una realizacion ilustrativa, el oligonucledtido de
sentido contrario SMAD7 comprende la SEQ ID NO: 6.

Los aspectos y realizaciones anteriores de la invencion se entenderan mejor con referencia a las siguientes figuras,
descripcion detallada y reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 (A) proporciona la secuencia de acidos nucleicos de SMAD7 (SEQ ID NO: 1) y (B) proporciona la
secuencia de aminoacidos de SMAD7 (SEQ ID NO: 2).

La Fig. 2 es un diagrama de flujo que muestra los resultados del cribado de solicitantes y la division de pacientes
inscritos en cohortes. La Fig. 3 muestra datos demograficos y clinicos relacionados con los pacientes inscritos en el
ensayo clinico.

La Fig. 4 ilustra diferentes tipos de eventos adversos, su frecuencia durante el ensayo clinico, y su asociacion con
GEDO0301. La Fig. 5 (A y B) son fotografias de analisis inmunohistoquimicos que muestran que SMAD7 se expresa
en los foliculos del intestino humano y en las placas de Peyer de un sujeto que padece la enfermedad de Crohn. En
B, la flecha muestra la expresién de SMAD7 en el nucleo y el citoplasma. Panel A, aumento del 100x; Panel B,
aumento del 200x.

La Fig. 6 muestra el efecto de PBMC aisladas de pacientes de EC sin estimular (NoT) o tratados con SMAD7 de
sentido directo (Directo) u oligonucledtidos GED0301 (AS) sobre el porcentaje de linfocitos IFN-y o IL-17A en las
poblaciones (A) CCR9+ o (B) B7+.

La Fig. 7 muestra la fraccion de linfocitos T que dan un valor positivo en el ensayo de varios marcadores al principio
y los dias 8 y 28 del ensayo clinico.

La Fig. 8 muestra graficos que muestran el porcentaje de linfocitos T (A) IFN-y+, (B) IFN-y+ CCR9+, (C) IL-17A+,
(D) CCR9+ IL-17A+, (E) FoxP3+, y (F) FoxP3+ CCR9+ T después de 0, 8, 28 y 84 dias.

La Fig. 9 muestra los valores CDAI promedio al principio, dia 8, y dia 28 del ensayo clinico para cada cohorte, asi
como los valores CDAI promedio en cada punto temporal para la totalidad del grupo de pacientes.

Descripcion detallada

Se divulgan procedimientos para determinar si un sujeto sera sensible (por ejemplo, susceptible o resistente) al
tratamiento con una terapia dirigida contra SMAD7. Los procedimientos se basan, en parte, en el descubrimiento de
que la modulacion de determinadas poblaciones de linfocitos T (por ejemplo, aumento de los linfocitos T CCR9+
FoxP3+, reduccion de los linfocitos T CCR9+ IFN-gamma positivo (IFN-y+), reduccion de los linfocitos T CCR9+
IL17A+, reduccion de los linfocitos T FoxP3+, la reduccion de los linfocitos IFN-y+ y/o linfocitos IL17A+T) en una
muestra de sangre de un sujeto que padece Ell, por ejemplo, la enfermedad de Crohn o la colitis ulcerosa, se
correlacionan con la capacidad de respuesta al tratamiento con una terapia dirigida contra SMAD?7.

Como se describe en el presente documento, una o mas poblaciones de linfocitos T de un sujeto que padece Ell y se
ha tratado o esta en tratamiento con una terapia dirigida contra SMAD7 se vigilan para determinar si el sujeto es
sensible al tratamiento y/o para determinar si debe continuar con el tratamiento. En un aspecto, el procedimiento
comprende (a) determinar las cantidades de linfocitos T CCR9+ FoxP3+, linfocitos T CCR9+ IFN-y+, linfocitos T
CCR9+ IL17A+, linfocitos T FoxP3+, linfocitos T IFN-y+ y/o linfocitos T IL17A+ en una muestra obtenida de un sujeto
de Ell y que esta en tratamiento con una terapia dirigida contra SMAD7; y (b) comparar las cantidades de la muestra
con un nivel de control de linfocitos T CCR9+ FoxP3+, linfocitos T CCR9+ IFN-y+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos
T FoxP3+, linfocitos T IFN-y+ y/o linfocitos T IL17A+, respectivamente. Un sujeto se puede identificar como sensible
(por ejemplo, susceptible) al tratamiento y/o que probablemente contintie respondiendo al tratamiento con una terapia
dirigida contra SMAD?Y si existe un aumento en la cantidad de linfocitos T CCR9+ FoxP3+ en la muestra obtenida del
sujeto, en comparacion con el control y/o si hay una disminucion en las cantidades de linfocitos T CCR9+ IFN-y+,
linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos T FoxP3+, linfocitos T IFN-y+ y/o linfocitos T IL17A+ en una muestra obtenida del
sujeto, en comparacion con el control.

Como alternativa, un sujeto se puede identificar como no sensible (por ejemplo, resistente) al tratamiento y/o que
probablemente no seguira siendo sensible al tratamiento con una terapia dirigida contra SMAD7 si se produce una
disminucion en la cantidad de linfocitos T CCR9+ FoxP3 en la muestra obtenida del sujeto, en comparacion con el
control, o si existe un aumento en las cantidades de linfocitos T CCR9+ IFN-y+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos T
FoxP3+, linfocitos T IFN-y+ y/o linfocitos T IL17A+ en una muestra obtenida del sujeto, en comparacién con el control.

En otro aspecto, Una o mas poblaciones de linfocitos T de un sujeto que padece Ell se vigilan para determinar si es
probable que el sujeto responda al tratamiento con una terapia dirigida contra SMAD7. El procedimiento incluye: (a)
determinar las cantidades de linfocitos T CCR9+ FoxP3+T, linfocitos T CCR9+ IFN-y+, linfocitos T CCR9+ IL17A+,
linfocitos T FoxP3+, linfocitos T IFN-y+ y/o linfocitos T IL17A+ en una muestra obtenida de un sujeto que padece Ell; y
(b) comparar las cantidades de la muestra con un nivel de control de linfocitos T CCR9+ FoxP3+, linfocitos T CCR9+
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IFN-gamma+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos T FoxP3+, linfocitos T IFN-y+ y/o linfocitos T IL17A+,
respectivamente. Un sujeto se puede identificar como probablemente sensible, o sensible (por ejemplo, susceptible),
al tratamiento con una terapia dirigida contra SMAD7 si se produce un aumento en la cantidad de linfocitos T CCR9+
FoxP3 en la muestra obtenida del sujeto en comparacion con el control, y/o si existe una disminucion en las cantidades
de linfocitos T CCR9+ IFN-y+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos T FoxP3+, linfocitos T
IFN-y+ y/o linfocitos T IL17A+ en una muestra obtenida del sujeto, en comparacion con el control.

Como alternativa, un sujeto se puede identificar como probablemente no sensible, o no sensible (por ejemplo,
resistente), al tratamiento con una terapia dirigida contra SMAD?7 si se produce una disminucion en la cantidad de
linfocitos T CCR9+ FoxP3+ en la muestra obtenida del sujeto en comparacion con el control, y/o si existe un aumento
en las cantidades de linfocitos T CCR9+ IFN-y+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos T FoxP3+, linfocitos T IFN-y+ y/o
linfocitos T IL17A+ en una muestra obtenida del sujeto, en comparacion con el control.

En determinadas realizaciones, la cantidad de linfocitos T FoxP3+ CD103+, linfocitos T CD103+ y/o linfocitos T
integrina a4f37+, también se puede medir. Los sujetos que son sensibles al tratamiento muestran una cantidad
constante de estas poblaciones celulares durante el tratamiento, en comparaciéon con los niveles anteriores al
tratamiento.

En otras realizaciones, los procedimientos divulgados se pueden usar para determinar si es probable que un sujeto
inicie una remision tras padecer Ell. Por ejemplo, se puede identificar que un sujeto inicie probablemente una remision
si se produce un aumento en la cantidad de linfocitos T CCR9+ FoxP3 en la muestra obtenida del sujeto, en
comparacion con el control, y/o si existe una disminucion en las cantidades de linfocitos T CCR9+ IFN-y+, linfocitos T
CCR9+ IL17A+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos T FoxP3+, linfocitos T IFN-y+ y/o linfocitos T IL17A+ en una
muestra obtenida del sujeto, en comparacion con el control.

Por comodidad de uso, algunos términos de la memoria descriptiva, ejemplos, y reivindicaciones adjuntas, se recogen
en esta seccion.

Como se usa en el presente documento, "CCR9" (receptor 9 de quimiocina (motivo C-C) también conocida como
CDw199, GPR-9-6, GPR28, CKR-9 C-C, receptor 28 acoplado a la proteina G) significa la proteina humana codificada
por el gen identificado por mediante el n.° ID Entrez Gene 10803 y variantes alélicas de la misma.

Como se usa en el presente documento, "FoxP3"(secuencia P3 de forkhead también conocida como JM2, AND,
DIETER, IPEX, MGC141961, MGC141963, PIDX, XPID) significa la proteina humana codificada por el gen identificado
por mediante el n.° ID Entrez Gene 50943 y variantes alélicas de la misma.

Como se usa en el presente documento, "IFN-gamma" o "IFN-y" (interferén gamma también conocida como IFNG,
IFG, IFI) significa la proteina humana codificada por el gen identificado por mediante el n.° ID Entrez Gene 3458 y
variantes alélicas de la misma.

Como se usa en el presente documento, "IL17A" (interleucina 17A también conocida como CTLAS, IL-17, IL-17A, IL17,
antigeno 8 asociado a linfocitos T citotdxicos; proteina 8 asociada a linfocitos T citotdxicos; serina esterasa 8 asociada
a linfocitos T citotdxicos) significa la proteina humana codificada por el gen identificado por mediante el n.° ID Entrez
Gene 3605 y variantes alélicas de la misma.

Como se usa en el presente documento, "CD103" (antigeno CD103 también conocido como integrina, alfa e; antigeno
1 del linfocito de la mucosa, péptido alfa; HUMINAE, integrina alfa-IEL; integrina alfa-E; antigeno HML-1; vy
MGC141996) significa la proteina humana codificada por el gen identificado por mediante el n.° ID Entrez Gene 3682 y
variantes alélicas de la misma.

Como se usa en el presente documento, "a4f7" (integrina, alfa 4 beta 7 también conocida como subunidad beta del
receptor de direccion intestinal ITGB7) significa el gen humano codificado por el gen identificado por mediante el n.° ID
Entrez Gene 3695 y variantes alélicas de la misma.

Como se usa en el presente documento, "SMAD7" (también conocido como CRCS3, FLJ16482, MADH7, MADHS,
homologo 7 de MAD (mothers against decapentaplegic, Drosophila), homdélogo 8 de MAD, SMAD, homdlogo 7 de
madres contra DPP, homdlogo 8 de madres contra DPP) significa la proteina humana codificada por el gen identificado
por mediante el n.° ID Entrez Gene 4092 y variantes alélicas de la misma.

Como se usa en el presente documento, "indice de actividad de la enfermedad de Crohn" o "CDAI" se refiere a una
medida o indice utilizado para evaluar el progreso de los pacientes que padecen EC como se describe en Best y col.,
GASTROENTEROLOGY, 70:439-44 (1976). Puntuaciones CDAI de 150 o menores estan generalmente asociadas
con la enfermedad inactiva, y son indicativas de mejores prondsticos que puntuaciones mas altas. Los valores
mayores de 150 estan generalmente asociados con una enfermedad mas activa, y valores por encima de 450 estan
asociados con una enfermedad muy grave. Las puntuaciones CDAI se pueden utilizar para determinar lo bien que un
paciente responde a un tratamiento, y se puede utilizar para identificar pacientes en remision. En determinadas
realizaciones, una respuesta clinica de referencia significa que el sujeto muestra una disminucién en la puntuacion
CDAI de al menos 100 puntos. En un ensayo clinico, una puntuacion de 150 o menos esta generalmente asociada con
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la remision.

Como se usa en el presente documento, "indice de actividad de la colitis ulcerosa" o "UCDAI" se refiere a una medida
o indice utilizado para evaluar el progreso de los pacientes que padecen CU como se describe en Sutherland y col.,
Gastroenterology, 92:1894-98 (1987). EI UCDAI es una serie de calificadores relacionados con los sintomas de la CU
incluyendo frecuencia de deposicion, sangrado rectal, el aspecto del revestimiento del colon, y una puntuacion del
médico de la actividad de la enfermedad. Cada uno de estos calificadores recibe un nimero del 0 al 3, donde 3 es la
actividad patolégica mas elevada. En un ensayo clinico, la remision se define frecuentemente como una puntuacion
UCDAI de 1 0o menos, y la mejora es una reduccién en 3 o mas puntos de la puntuacion obtenida al principio del ensayo
clinico. EI UCDAI se puede utilizar en ensayos clinicos para determinar lo bien que un paciente responde a un
tratamiento, y se puede utilizar para identificar pacientes en remision. Otros indices habitualmente utilizados para
medir la gravedad de la CU en pacientes incluyen los indices Truelove y Witts, el indice de St. Mark, el indice de
actividad de colitis ulcerosa simple (SCCAI), el indice Lichtiger, la puntuacién de sintomas de colitis ulcerosa (UCSS),
y el indice de la clinica Mayo.

Como se usa en el presente documento, "respuesta” o "capacidad de respuesta” al tratamiento significa que un sujeto
que tiene enfermedad de Crohn muestra: (a) una disminucién en la puntuacién CDAI, por ejemplo, una disminucién en
la puntuacion CDAI de 20 puntos, 30 puntos, 40 puntos, 50 puntos, 60 puntos, 70 puntos, 80 puntos, 90 puntos, 100
puntos o0 mas; (b) una puntuacién CDAI de menos de 150; y/o (c) la induccion de la remisién. Con respecto a un sujeto
con CU, "respuesta" o "capacidad de respuesta” al tratamiento significa que el sujeto muestra (a) una disminucién en la
puntuacion UCDAI, por ejemplo, una disminucion en la puntuacion UCDAI de 1 punto, 2 puntos o mas; (b) una
puntuacion CDAI de 1 o menos; y/o (c) la induccion de la remision.

Terapia dirigida contra SMAD7

El tratamientos anti-SMAD7 incluye terapias dirigidas contra SMAD7 (por ejemplo, terapias de sentido contrario
dirigidos contra SMAD7 y anticuerpos dirigidos contra SMAD7). Los oligonucleétidos de sentido contrario son
secuencias de oligonucledtidos cortas complementarias del ARNm mensajero (ARNm), que codifica la proteina diana
(por ejemplo, SMAD?7). Las secuencias de oligonucledtidos de sentido contrario se hibridan con el ARNm produciendo
un hibrido bicatenario que puede llevar a la activacion de enzimas cataliticas ubicuas, tal como RNasa H, que degrada
las hebras hibridas ADN/ARN evitando de esta forma la traduccién de proteinas.

En determinadas realizaciones, un oligonucleétido de sentido contrario dirigido contra SMAD7 puede dirigirse al sitio
de destino 403, 233, 294, 295, 296, 298, 299, y/o 533 (es decir, los nucledtidos 403, 233, 294, 295, 296, 298, 299, y
533, respectivamente) del ARNm humano SMAD?7 (por ejemplo, SEQ ID NO: 1).

En determinadas realizaciones, un oligonucleétido de sentido contrario se puede derivar del siguiente oligonucleétido
de sentido contrario dirigido contra SMAD7 5-GTCGCCCCTTCTCCCCGCAGC-3’ (SEQ ID NO: 3).

Se contempla en el presente documento que un oligonucleétido de sentido contrario dirigido a SMAD7 puede
comprender una estructura mixta en la que los restos citosina de un par CpG se sustituye por una 5-metilcitosina
(abreviada como Me-dC). También se pueden situar enlaces metilfosfonato en los extremos 5 y/o 3’ de un
oligonucledtido de sentido contrario (abreviado como MeP).

Las terapias con un oligonucledtido de sentido contrario dirigido a SMAD7Y incluyen, pero no se limita a
5-GTXYCCCCTTCTCCCXYCAG-3 (SEQ ID NO: 4), en la que X es un nucledtido que comprende una base
nitrogenada seleccionada entre el grupo que consiste en citosina y 5-metilcitosina o un nucledsido de
2’-O-metilcitosina, y en la que Y es un nucleétido que comprende una base nitrogenada seleccionada entre el grupo
que consiste en guanina y 5-metilguanina o un nucledsido de 2’-O-metilguanina, siempre que al menos uno de los
nucledtidos X o Y comprenda una base nitrogenada metilada;

5-GTXGCCCCTTCTCCCXGCAG-3' (SEQ ID NO: 5), en la que X es 5-metil 2’-desoxicitidin 5’-monofosfato;
5-GTXGCCCCTTCTCCCXGCAGC-3' (SEQ ID NO: 6), en la que X es 5-metil 2’-desoxicitidin 5’-monofosfato;
5-ZTXGCCCCTTCTCCCXGCAZ-3 (SEQ ID NO: 7), en la que X es 5-metil 2’-desoxicitidin 5’-monofosfato y Z es
metilfosfonato de 2’-desoxiguanosina;

5-ZTXGCCCCTTCTCCCXGCAZ-3 (SEQ ID NO: 8), en la que X es 5-metil 2’-desoxicitidin 5’-monofosfato y Z es
metilfosfonato de 2’-desoxiguanosina;

5-GTXGCCCCTTCTCCCXGCAG-3’ (SEQ ID NO: 9), en la que X es 5-metil 2’-desoxicitidin 5’-monofosfato.
(Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos con numeros 7.807.818 y 6.159.697).

En una realizacion ilustrativa, la terapia dirigida contra SMAD7 de sentido contrario se puede formular en un
transportador farmacéuticamente aceptable y se puede administrar por via oral a un sujeto que padece ElI.

Muestra de sangre

Se puede obtener una muestra de sangre periférica de un sujeto usando técnicas bien conocido en la materia. Las
muestras de sangre pueden incluir células mononucleares de sangre periférica (PMBC) o sangre completa con
agotamiento de RBC. PBMC se puede aislar a partir de muestras de sangre completa usando procedimientos de
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centrifugacion con densidad diferente (por ejemplo, gradiente de densidad en Ficoll). Por ejemplo, sangre completa
(por ejemplo, sangre completa anticoagulada) se distribuye sobre el medio de separacioén y se centrifuga. Al finalizar la
etapa de centrifugacion, las siguientes capas aparecen a la vista, observadas de arriba abajo: plasmal/plaquetas,
PBMC, medio de separacion y eritrocitos/granulocitos. La capa PBMC se puede recoger y lavar para eliminar
contaminantes.

Muestra de tejido

Una muestra de tejido de un sujeto (por ejemplo, una muestra de tejido obtenida del intestino delgado y/o del intestino
grueso de un sujeto, por ejemplo, un sujeto que padece EC o CU), se puede usar como fuente de células, fuente de
ARN, fuente de proteinas, o una fuente de secciones finas para inmunohistoquimica (IHQ) para medir la cantidad de
linfocitos T CCR9+ FoxP3+, linfocitos T CCR9+ IFN-y+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos T FoxP3+, linfocitos T
IFN-y+ y/o linfocitos T IL17A+ en la muestra. La muestra de tejido se puede obtener usando instrumentos y
procedimientos de biopsia convencionales. La biopsia endoscopica, la biopsia con escision y la biopsia con incision
son ejemplos de procedimientos médicos reconocidos que puede usar el experto en la técnica para obtener muestras
de tejido gastrointestinal. La muestra de tejido debe ser lo suficientemente grande como para proporcionar un nimero
suficiente de células, ARN, proteina, o secciones finas para medir el nivel de expresion del gen marcador (por ejemplo,
CCR9, FoxP3, IFN-y, y/o IL17A) o visualizar las células individuales mediante citometria de flujo, IHC, o ELISA, por
ejemplo, el nivel de expresion de linfocitos T CCR9+ FoxP3+, linfocitos T CCR9+ IFN-y+, linfocitos T CCR9+ IL17A+,
linfocitos T FoxP3+, linfocitos T IFN-y+ y/o IL17A+.

La muestra de tejido puede estar en cualquier forma suficiente para clasificacion celular, extraccion de ARN, extraccion
de proteinas, o preparacion de secciones finas. De acuerdo con ello, la muestra de tejido puede ser reciente, estar
conservada mediante técnicas criogénicas adecuadas, o conservada mediante técnicas no criogénica. Un
procedimiento normalizado para manipular especimenes de biopsia clinica es fijar la muestra de tejido en formalina y,
a continuacion, incluirla en parafina. Las muestras de esta forma se conocen normalmente con tejido fijado con
formalina e incluido en parafina (FFPE). Las técnicas adecuadas de preparacion de tejidos para analisis posterior son
bien conocidas del experto en la técnica.

Citometria de flujo

Las poblaciones de células se pueden clasificar en funcion de marcadores superficiales mediante citometria de flujo
(por ejemplo, analisis de clasificacion celular activada por fluorescencia (FACTS)). Los procedimientos para clasificar y
contar células mediante analisis FACS estan bien descritas y son conocidas del experto en la técnica. Véase, por
ejemplo, Robinson "Current Protocols in Cytometry" John Wiley & Sons Inc., Nueva York. En general, las células
obtenidas a partir de una muestra de sangre se pueden preparar en una suspension monocelular. A continuacion las
muestras se marcan con una etiqueta fluorescente (por ejemplo, un anticuerpo marcado de forma fluorescente con un
marcador de la superficie celular presente en la poblacion o poblaciones de células a identificar). La fluorescencia
puede ser un director indirecto. Para la fluorescencia directa, una etiqueta fluorescente (por ejemplo, fluoresceina,
rodamina, u otro fluorocromo) esta unido covalentemente unido a un anticuerpo primario. Para la fluorescencia
indirecta, el anticuerpo primario que se une a un marcador presente en la superficie celular no esta mercado con una
etiqueta fluorescente. El anticuerpo primario se une a la superficie de la célula de la poblacién celular diana. El
anticuerpo no unido se elimina en un paso de lavado. Se afiade un anticuerpo secundario marcado de forma
fluorescente que se une al anticuerpo primario, y cualquier anticuerpo no unido se elimina en un paso de lavado.

El analisis FACS se puede llevar a cabo sobre células vivas o fijadas. Los instrumentos FACS estan disponibles para
los expertos en la técnica e incluyen FACScan, FACStar Plus, y FACSCalibur (Becton-Dickinson). Programas
informaticos de analisis FACS estan disponibles para los expertos en la técnica e incluyen FlowJo, CellQuest Pro
(Becton-Dickinson), y WinMDI (interfaz de documento multiple de Windows para citometria de flujo).

Un experto en la técnica apreciara que el analisis FACS se puede llevar a cabo con un solo anticuerpo o con multiples
anticuerpos para identificar, contar, y clasificar diferentes poblaciones celulares. Por ejemplo, se puede detectar una
marca de poblacion celular y clasificarse a partir de las células que no expresan el marcador especificado (por ejemplo,
se pueden identificar poblaciones de linfocitos T FoxP3+ mediante un anticuerpo especifico de FoxP3; se pueden
identificar poblaciones de linfocitos T IFN-y+ mediante un anticuerpo especifico de IFN-y; y se pueden identificar
poblaciones de linfocitos T IL17A+ mediante un anticuerpo especifico de IL17A).

Un instrumento FACS provisto de multiples laseres y detectores de fluorescencia permite el uso de etiquetas de
anticuerpos multiples y pueden identificar con precision una poblacion de células diana. Para conseguir la deteccion,
las células se pueden marcar con multiples anticuerpos, cada uno de ellos marcados con una etiqueta fluorescente
diferente. Por ejemplo, una muestra de sangre se puede marcar simultdneamente con un anticuerpo de ratdbn marcado
con APC dirigido contra CCR9 humana y un anticuerpo marcado con PE dirigido contra FoxP3 humana para la
deteccién de poblaciones de linfocitos T CCR9+ FoxP3+.

Los anticuerpos ilustrativos que se pueden usar para determinar poblaciones de linfocitos T CCR9+ FoxP3+,
poblaciones de linfocitos T CCR9+ IFN-y+, y/o poblaciones de linfocitos T CCR9+ IL17A+ mediante analisis FACS
incluyen anticuerpos con marca fluorescente dirigidos contra CCR9 humana, tales como anticuerpo de ratéon marcado
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con aloficocianina (APC) dirigido contra CCR9 humana (R&D Systems, nimeros de catalogo FAB179A y FAB1791A),
anticuerpo de ratén marcado con Alexa Fluor® 647 dirigido contra CCR9 humana (BD Pharmigen, numero de catalogo
557975), anticuerpo de raton marcado con fluoresceina dirigido contra CCR9 humana (R&D Systems, ndmero de
catalogo FAB 179F), y anticuerpo de ratén marcado con ficoeritrina (PE) dirigido contra CCR9 humana (R&D Systems,
numero de catalogo FAB 179P).

Los anticuerpos ilustrativos que se pueden usar para determinar poblaciones de linfocitos T FoxP3+ y poblaciones de
linfocitos T CCR9+ FoxP3+ mediante analisis FACS incluyen anticuerpos con marca fluorescente dirigidos contra
FoxP3 humana, tales como anticuerpo marcado con ficoeritrina (PE) dirigido contra FoxP3 humana (Miltenyi Biotec,
numero de catalogo 130-093-014), anticuerpo marcado con aloficocianina (APC) dirigido contra FoxP3 humana
(Miltenyi Biotec, numero de catalogo 130-093-013), anticuerpo de ratébn marcado con Alexa Fluor® 647 dirigido contra
FoxP3 humana (BD Pharmigen, nimero de catalogo 560045), anticuerpo de raton marcado con Alexa Fluor® 488
dirigido contra FoxP3 humana (AbD Serotec, numero de catalogo MCA2376A488), y anticuerpo de ratén marcado con
FITC dirigido contra FoxP3 humana (Abeam, nimero de catalogo ab93512).

Los anticuerpos ilustrativos que se pueden usar para determinar poblaciones de linfocitos T IFN-gamma+ y
poblaciones de linfocitos T CCR9+ IFN-gamma+ mediante analisis FACS incluyen anticuerpos con marca fluorescente
dirigidos contra IFN-gamma humana tal como anticuerpo de raton marcado con FITC dirigido contra IFN-gamma
humana (Abeam, numero de catalogo ab47344), anticuerpo de ratén marcado con ficoeritrina (PE) dirigido contra
IFN-gamma humana (Abeam, nimero de catalogo ab47345, y R&D Systems, nimero de catalogo IC285P), y
anticuerpo de ratén marcado con fluoresceina dirigido contra IFN-gamma humana (R&D Systems, nimero de catalogo
IC285F).

Los anticuerpos ilustrativos que se pueden usar para determinar poblaciones de linfocitos T IL17A+ y poblaciones de
linfocitos T CCR9+ IL17A+ mediante analisis FACS incluyen anticuerpos con marca fluorescente dirigidos contra
IL17A humana tales como anticuerpo de ratén marcado con Alexa Fluor 647 dirigido contra IL17A humana
(eBioscience, numero de catalogo 51-7179-42), anticuerpo de ratén marcado con ficoeritrina (PE) dirigido contra IL17A
humana (R&D Systems, numero de catalogo IC3171P), y anticuerpo de ratén marcado con aloficocianina (APC)
dirigido contra IL17A humana (R&D Systems, numero de catalogo IC3171A).

Los anticuerpos ilustrativos que se pueden usar para determinar poblaciones de linfocitos T CD103+ y poblaciones de
linfocitos T FoxP3+ CD103+ mediante analisis FACS incluyen anticuerpos con marca fluorescente dirigidos contra
CD103 humana tales como anticuerpo de ratén marcado con ficoeritrina dirigido contra el anticuerpo monoclonal E
dirigido contra integrina alfa humana (Abeam, nimero de catalogo ab33267) y anticuerpo monoclonal de ratdn
marcado con FITC dirigido CD103 humana (AbD Serotec, nimero de catalogo MCA1416FT).

Los anticuerpos ilustrativos que se pueden usar para determinar poblaciones de linfocitos T a437+ mediante analisis
FACS incluyen anticuerpos con marca fluorescente dirigidos contra a4f7 humana, todos disponibles de BD
Biosciences.

En otra realizacion, la cantidad de una poblacion de células se determina clasificando las células mediante citometria
de flujo y midiendo a continuacion la cantidad de ARN que codifica al menos un marcador seleccionado entre el grupo
que consiste en CCR9, FoxP3, IFN-gamma, e IL17A a partir de la poblacion clasificada. Los procedimientos para el
aislamiento y cuantificacion del ARN son bien conocidos en la técnica.

Inmunohistoquimica

También se pueden determinar diferentes poblaciones celulares mediante inmunohistoquimica (IHC).
Especificamente, el nimero de linfocitos T CCR9+ FoxP3+, linfocitos T CCR9+ IFN-y+, linfocitos T CCR9+ IL17A+,
linfocitos T FoxP3+, linfocitos T IFN-y+ y/o linfocitos T IL17A+ en una poblacion de células dada se puede determinar
(por ejemplo, visualizarse) mediante IHC. Por ejemplo, someter a ensayo una poblacion de linfocitos T CCR9+ FoxP3+
mediante IHC requiere, por ejemplo, al menos un anticuerpo dirigido contra una proteina CCR9, por ejemplo, al menos
un anticuerpo contra CCR9, al menos un anticuerpo dirigido contra un anticuerpo de FoxP3, por efemplo, al menos un
anticuerpo contra FoxP3. El anticuerpo dirigido contra CCR9 y el anticuerpo dirigido contra FoxP3+ se pueden marcar
con etiquetas diferentes, por ejemplo, diferentes etiquetas fluorescentes. El anticuerpo dirigido contra CCR9 y el
anticuerpo dirigido contra FoxP3+ pueden ser anticuerpos diferentes, por ejemplo, raton, rata, un conejo, efc., asi,
permitiendo la deteccioén diferencial mediante anticuerpos secundarios marcados, por ejemplo, fluorescentes.

Para los estudios IFIC, por ejemplo, las muestras de tejidos fijados con formalina e incluidos en parafina se pueden
cortar en secciones, por ejemplo, secciones de 5 micrometros. Normalmente, los cortes de tejidos se tratan
inicialmente de tal forma como medio de recuperar la estructura antigénica de las proteinas que se fijaron en el
procedimiento inicial de recogida y conservacion del material tisular. A continuacion, los cortes se bloquean para
impedir la unién no especifica con los anticuerpos de deteccion. La presencia de, por ejemplo, las proteinas CCR9,
FoxP3, IFN-gamma, y/o IL17A, se detecta a continuacion por la unién de los anticuerpos anti-CCR9, anti-FoxP3,
anti-IFN-gamma, y/o anti-IL17A a las correspondientes proteinas. El anticuerpo de deteccion (primario) esta unido a
una etiqueta fluorescente, de forma tanto directa como indirecta, por ejemplo, mediante un anticuerpo o polimero
secundario que reconoce especificamente el anticuerpo de deteccion (primario). Normalmente, los cortes de tejido se
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lavan y se bloquean con una proteina no especifica como la albumina de suero bovino entre etapas. Las muestras se
pueden contratefiir con hematoxilina y/o eosina.

Los anticuerpos dirigidos contra CCR9 adecuados para IFIC estan comercialmente disponibles, tales como, por
ejemplo, un anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra CCR9 humana de Enzo Life Sciences (nUmero de catalogo
ALX-210-847-C200), un anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra CCR9 humana de GenWay Biotech (nimero de
catalogo 18-461-10269-0.05 ml), un anticuerpo CCR9 de Novus Biologicals (nimero de catalogo NBP1-44201), y un
anticuerpo policlonal de ratén dirigido contra CCR9 humana de R&D Systems (niumero de catalogo MAB179).

Los anticuerpos dirigidos contra FoxP3 adecuados para IFIC estan comercialmente disponibles, tales como, por
ejemplo, un anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra FoxP3 de Abbiotec (numero de catalogo 250655), un
anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra FoxP3 humana de Abgen (nimero de catalogo AF1438a), un anticuerpo
policlonal de ratédn dirigido contra FoxP3 humana de LifeSpan BioSciences (numero de catalogo LS-C51576-40), y un
anticuerpo policlonal de ratén dirigido contra FoxP3 humana de MBL International (nimero de catalogo M120-3).

Los anticuerpos dirigidos contra IFN-gamma adecuados para IFIC estan comercialmente disponibles, tales como, por
ejemplo, un anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra IFN-gamma de Abbiotec (nimero de catalogo 250707), un
anticuerpo monoclonal de ratén dirigido contra IFN-gamma humana de BioLegend (nimero de catalogo 506512), un
anticuerpo monoclonal de cabra dirigido contra IFN-gamma humana de R&D Systems (ndmero de catalogo
AF-285-NA), y un anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra IFN-gamma humana de Cell Sciences (numero de
catalogo CP2008).

Los anticuerpos dirigidos contra ILI7A adecuados para IFIC estan comercialmente disponibles, tales como, por
ejemplo, un anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra IL17A humana de Proteintech Group (numero de catalogo
13082-1-AP) y un anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra IL17 humana de R&D Systems (nimero de catalogo
AF-317-NA).

Los anticuerpos dirigidos contra CD103 adecuados para IFIC estan comercialmente disponibles, tales como, por
ejemplo, un anticuerpo monoclonal E de raton dirigido contra integrina alfa humana de Abeam (numero de catalogo
ab33266) y un anticuerpo monoclonal de ratén dirigido contra CD103 humana de AbD Serotec (nimero de catalogo
P38570).

Los anticuerpos dirigidos contra integrina 047 estan comercialmente disponibles de BD Biosciences.

Enzimoinmunoanalisis de adsorcion

En algunas realizaciones, las poblaciones de células se pueden identificar mediante enzimoinmunoanalisis de
adsorcion (ELISA). Especificamente, linfocitos T CCR9+ FoxP3+, linfocitos T CCR9+ IFN-y+, linfocitos T CCR9+
IL17A+, linfocitos T FoxP3+, linfocitos T IFN-y+ y/o linfocitos T IL17A+ de una poblacion de células dada se puede
determinar mediante, por ejemplo, un ELISA celular. Por ejemplo, someter a ensayo una poblacion de linfocitos
CCR9+ FoxP3+ mediante ELISA requiere al menos un anticuerpo contra una proteina CCR9, por gjemplo, al menos un
anticuerpo contra CCR9, al menos un anticuerpo dirigido contra una proteina FoxP3, por ejemplo, al menos un
anticuerpo contra FoxP3, y/o al menos un anticuerpo secundario, por ejemplo, al menos un anticuerpo secundario
marcado. En realizaciones ilustrativas, el anticuerpo dirigido contra CCR9 y el anticuerpo dirigido contra FoxP3 puede
estar no marcados o bien estar marcados con etiquetas diferentes, por gjemplo, diferentes etiquetas fluorescentes. En
determinadas realizaciones, el anticuerpo dirigido contra CCR9 y el anticuerpo dirigido contra FoxP3+ son anticuerpos
diferentes, por ejemplo, raton, rata, un conejo, efc., asi, permitiendo la deteccion diferencial mediante anticuerpos
secundarios marcados, por ejemplo, fluorescentes o unidos a enzimas.

La realizacion de una prueba ELISA, por ejemplo, un ELISA celular, requiere al menos un anticuerpo de captura, al
menos un anticuerpo de deteccion, y/o al menos un anticuerpo secundario unido a una enzima o marcado
fluorescente. Por ejemplo, someter a ensayo una poblacion de linfocitos CCR9+ FoxP3+ mediante la prueba ELISA
celular puede requerir un anticuerpo policlonal dirigido contra CCR9 como el anticuerpo de captura. El anticuerpo
policlonal dirigido contra CCR9 se inmoviliza sobre un soporte sélido tal como una placa de microtitulacion de
poliestireno. Las células obtenidas a partir de una muestra de sangre se afiaden a continuacion, y se deja formar el
complejo con el anticuerpo unido. Las células no unidas se eliminan con un lavado. Un anticuerpo de deteccion, por
efemplo, un anticuerpo monoclonal dirigido contra FoxP3, se afiade a lo anterior y se deja unir a las células. El
anticuerpo de deteccion esta unido a una enzima, de forma tanto directa como indirecta, por ejemplo, mediante un
anticuerpo secundario que reconoce especificamente el anticuerpo de deteccion. Normalmente, entre cada una de las
etapas, la placa, con las células unidas, se lava con un tampén de lavado, por gjemplo, una solucién detergente suave.
Los protocolos ELISA también incluyen una o mas etapas de bloqueo, que implican el uso de una proteina de unién no
especifica tal como una albumina de suero bovino para bloquear la uniéon no especifica de reactivos proteicos a la
placa. Tras una etapa de lavado final, la placa se revela mediante la adicién de un sustrato enzimatico adecuado, para
producir una sefial visible, que indica la cantidad de linfocitos CCR9+ FoxP3+ de la muestra. El sustrato puede ser, por
efemplo, un sustrato cromogénico o un sustrato fluorogénico.

Los procedimientos ELISA, los reactivos y los equipos, son bien conocidos en la técnica y estan comercialmente
disponibles.
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Estan comercialmente disponibles muchos anticuerpos dirigidos contra CCR9 adecuados para ELISA, tales como, por
ejemplo, un anticuerpo policlonal dirigido contra CCR9 de Abeam (numero de catdlogo ab38567), un anticuerpo
policlonal de cabra dirigido contra CCR9 humana de Enzo Life Sciences (numero de catalogo ALX-210-847-C200), y
un anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra CCR9 humana de Novus Biologicals (numero de catalogo
H00010803-D01P).

Estan comercialmente disponibles muchos anticuerpos dirigidos contra FoxP3 adecuados para ELISA, tales como, por
ejemplo, un anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra FoxP3 de Abbiotec (numero de catalogo 250655), un
anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra FoxP3 humana de Abgen (numero de catalogo AF1438a), y un
anticuerpo policlonal de ratéon dirigido contra FoxP3 humana de LifeSpan BioSciences (nimero de catalogo
LS-C82119-100).

Estan comercialmente disponibles muchos anticuerpos dirigidos contra IFN-gamma adecuados para ELISA, tales
como, por ejemplo, un anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra IFN-gamma de Abbiotec (numero de catalogo
250707), un anticuerpo monoclonal de ratén dirigido contra IFN-gamma humana de BioLegend (niumero de catalogo
507502), y un anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra IFN-gamma humana de Cell Sciences (numero de
catalogo CP2008).

Los anticuerpos dirigidos contra IL17A adecuados para ELISA estan comercialmente disponibles, tales como, por
ejemplo, un anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra IL17A humana de Proteintech Group (numero de catalogo
13082-1-AP) y un anticuerpo monoclonal de cabra dirigido contra IL17A humana de R&D Systems (numero de
catalogo MAB317).

Los anticuerpos dirigidos contra CD103 adecuados para ELISA estan comercialmente disponibles, tales como, por
ejemplo, un anticuerpo E de conejo dirigido contra integrina alfa humana de Novus Biologicals (numero de catalogo
36520002).

Los anticuerpos dirigidos contra integrina 047 estan comercialmente disponibles de BD Biosciences.

En otra realizacion, la cantidad de una poblacion de células se determina clasificando las células mediante citometria
de flujo y midiendo a continuacion la cantidad de ARN que codifica al menos un marcador seleccionado entre el grupo
que consiste en CCR9, FoxP3, IFN-gamma, e IL17A a partir de la poblacion clasificada. Los procedimientos para el
aislamiento y cuantificacion del ARN son bien conocidos en la técnica.

Muestras de control

Una muestra de control puede incluir una muestra de sangre obtenida del sujeto antes del tratamiento con una terapia
dirigida contra SMAD7. La muestra de control proporciona un nivel inicial para seguir la evolucion de un sujeto en
tratamiento. Una muestra de control se puede obtener del sujeto el mismo dia en que se administra por primera vez la
terapia dirigida contra SMAD7 (por ejemplo, el Dia 1 de un régimen de tratamiento). En otras realizaciones, una
muestra de control se puede obtener del sujeto al menos un dia antes de iniciar una terapia dirigida contra SMAD7 (por
ejemplo, el Dia 0 de un régimen de tratamiento). Como alternativa, una muestra de control se puede obtener de un
sujeto 2, 3, 4, 5, 6, 7 dias o mas antes de iniciar una terapia dirigida contra SMAD7. Por ejemplo, la regulacion en
exceso o defecto de determinadas muestras celulares se puede medir antes del tratamiento (por ejemplo, una muestra
del control), durante el tratamiento, y/o después del tratamiento para seguir la respuesta del sujeto al tratamiento, por
ejemplo, una terapia dirigida contra SMAD?.

En algunas realizaciones, se puede establecer un nivel de control para un sujeto basandose en la vigilancia a largo
plazo de determinadas poblaciones de células en el sujeto. En tales casos, se contempla que un sujeto puede
someterse a varios ciclos de tratamiento con una terapia dirigida contra SMAD7. La cantidad de una determinada
poblacién de células detectada después de multiples ciclos de tratamiento se puede comparar con un nivel de control
anterior para el sujeto para determinar si el sujeto ha respondido al tratamiento y/o es probable que responda a un
tratamiento posterior con una terapia dirigida contra SMADY. En otras realizaciones, se puede establecer un nivel de
control o inicial para un sujeto basandose en una medicién promedio de una determinada poblacion de células
determinada a partir de multiples muestras iniciales obtenidas con el tiempo (por ejemplo, obtenidas durante varias
semanas, meses, o afios). De acuerdo con ello, cualquier prueba o ensayo realizado como se divulga en el presente
documento se puede comparar con un nivel de control anterior o establecido, y puede que no sea necesario obtener
una nueva muestra de control de un sujeto para la comparacion, por ejemplo, si el sujeto esta recibiendo mas de un
ciclo de tratamiento con una terapia dirigida contra SMAD7.

Interpretacion de datos

La capacidad de respuesta de un sujeto al tratamiento con una terapia dirigida contra SMAD7 se puede interpretar con
respecto a la muestra del control obtenida del sujeto antes del tratamiento. un sujeto se puede identificar como
sensible al tratamiento (por ejemplo, susceptible o con respuesta probable) al tratamiento con una terapia dirigida
contra SMAD?7 si se produce un aumento en la cantidad de linfocitos T CCR9+ FoxP3+ en la muestra obtenida del
sujeto, o una disminucién en las cantidades de linfocitos T CCR9+ IFN-gamma+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos
T FoxP3+, linfocitos T IFN-y+ y/o linfocitos T IL17A+ en la muestra obtenida del sujeto, en comparacién con la muestra
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del control. La muestra se puede obtener en el dia 8 o posterior al inicio de la terapia para determinar la capacidad de
respuesta al tratamiento. En algunas realizaciones, la muestra se puede obtener a 28, 56, y/o 84 dias y/o mas. En otras
realizaciones, la muestra se puede obtener después del dia 8, por ejemplo, una semana, dos semanas, un mes, dos
meses, tres meses, seis meses, y/o un afio o mas después del inicio de la terapia para controlar la capacidad de
respuesta al tratamiento.

Como alternativa, un sujeto se puede identificar como resistente al tratamiento (por ejemplo, incapacidad de respuesta
0 sin respuesta probable) al tratamiento con una terapia dirigida contra SMAD?7 si se produce una disminucion en la
cantidad de linfocitos T CCR9+ FoxP3+ en la muestra obtenida del sujeto, o un aumento en las cantidades de linfocitos
T CCR9+ IFN-y+, y/o linfocitos T CCR9+ IL17A+ en la muestra obtenida del sujeto, en comparacién con la muestra del
control. La muestra se puede obtener en el dia 8 o posterior al inicio de la terapia para determinar la resistencia al
tratamiento. En algunas realizaciones, la muestra se puede obtener el dia 28, 56, 84 o mas dias después del
tratamiento inicial. En otras realizaciones, la muestra se puede obtener después del dia 8, por ejemplo, una semana,
dos semanas, un mes, dos meses, tres meses, seis meses, y/o un afio o mas después del inicio de la terapia para
controlar la capacidad de respuesta al tratamiento.

Kits de ensayo

Se describe un kit de ensayo que comprende determinados componentes para llevar a cabo los procedimientos
divulgados en el presente documento. Un kit de ensayo puede aumentar la comodidad, velocidad y reproducibilidad
del comportamiento de los ensayos divulgados. Por ejemplo, un kit de ensayo basado en FACS ilustrativo puede incluir
anticuerpos para identificar, clasificar, y contar células, por ejemplo, anticuerpos dirigidos contra CCR9, anticuerpos
dirigidos contra FoxP3, anticuerpos dirigidos contra anti-IFN y/o anticuerpos dirigidos contra anti-IL17A. El kit de
ensayo puede contener no solamente anticuerpos, sino también tampones, reactivos e instrucciones detalladas para
identificar, clasificar, y contar células, usando tecnologia FACS. El kit puede incluir también un protocolo de ensayo y
todos los componentes fungibles necesarios para el ensayo, salvo la muestra o muestras de células y tejidos.

un kit de ensayo basado en IHC ilustrativo puede contener materiales para determinar las poblaciones celulares
mediante IHC. Un kit de IHC, por ejemplo, puede contener un anticuerpo primario dirigido contra una proteina CCR9,
por ejemplo, un anticuerpo de ratén dirigido contra CCR9 humana, y un anticuerpo primario dirigido contra una
proteina FoxP3, por ejemplo, un anticuerpo de ratén dirigido contra FoxP3 humana, y un anticuerpo secundario
conjugado con una enzima indicadora, por ejemplo, peroxidasa de rabano picante. El kit de ensayo puede contener no
solamente anticuerpos, sino también tampones, reactivos e instrucciones detalladas para identificar, poblaciones
celulares usando tecnologia IHC.

un kit de ensayo basado en ELISA ilustrativo puede contener materiales para determinar las poblaciones celulares
mediante ELISA. Un kit para prueba ELISA celular, por ejemplo, puede contener un anticuerpo de captura dirigido
contra una proteina CCR9, por ejemplo, un anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra CCR9 humana, y un
anticuerpo de deteccion contra una proteina FoxP3, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal de ratén dirigido contra
FoxP3 humana, y/o un anticuerpo secundario conjugado con una enzima indicadora, por ejemplo, peroxidasa de
rabano picante. En otras realizaciones, el kit de ensayo contiene no solamente anticuerpos, sino también tampones,
reactivos e instrucciones detalladas para identificar poblaciones celulares usando la tecnologia ELISA.

Ejemplos

La invencion se ilustrara adicionalmente mediante los siguientes Ejemplos. Los ejemplos se proporcionan solo con
fines ilustrativos, y no deben considerarse como limitantes del alcance o el contenido de la invencion en forma alguna.

Ejemplo 1: Ensayo Clinico en fase | para evaluar la seguridad y eficacia de un tratamiento con una molécula
de sentido contrario dirigida contra SMAD7 en pacientes con EC

Quince pacientes con EC activa se inscribieron en un ensayo clinico en fase | para evaluar la seguridad y eficacia de
una terapia con una molécula de sentido contrario dirigida contra SMAD?7 para el tratamiento de la EC. Los pacientes
se seleccionaron inicialmente entre un grupo de 21 solicitantes y los inscritos se asignaron a una de tres cohortes de
igual tamafio (Fig. 2). No habia diferencias significativas en las caracteristicas demograficas o clinicas entre los
pacientes inscritos. Sin embargo, los pacientes de la cohorte 1 tenian una duracion de la enfermedad mas prolongada,
en comparacion con los pacientes de las otras dos cohortes, y los pacientes de las cohortes 1 y 2 se habian sometido
con mayor frecuencia a reseccion intestinal en comparacion con los pacientes de la cohorte 3 (Fig. 3). Los pacientes
recibieron 40 mg/dia (N= 5; Cohorte I); 80 mg/dia (N=5; Cohorte 2); o 160 mg/dia (N=5; Cohorte 3) de GED-0301, un
oligonucledtido de sentido contrario Smad7 (GTXGCCCCTTCTCCCXGCAGC, en la que X es 5-metil-2’-desoxicitidin
5’ monofosfato (5-Me-dC) (SEQ ID NO: 6)) durante 7 dias.

Los pacientes que cumplen todos los criterios siguientes fueron candidatos para su inclusion: 1.) Consentimiento
informado por escrito, firmado y fechado personalmente por el paciente antes de cualquier procedimiento relacionado
con el estudio; 2.) Pacientes de sexo masculino o femenino entre 18-45 afos de edad; 3.) Pacientes femeninas no en
edad fértil; las pacientes femeninas en edad fértil con un resultado negativo en la prueba de embarazo durante la
seccion inicial, y que utilicen un procedimiento anticonceptivo eficaz durante el estudio; 4.) Los pacientes con EC activa
en el momento de la visita de seleccion, definida como una puntuacion CDAI >220 y <400 durante al menos una
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semana antes de la inscripcion; 5.) EC limitada al ileon final y/o colon derecho; 6.) sin tratamiento con anti TNF-q, otras
sustancias biolégicas, inmunosupresores (por ejemplo, azatioprina, mercaptopurina, metotrexato), en los 90 dias
anteriores a la inscripcion; 7.) Pacientes con resistencia a esteroides o corticodependencia; y 8.) Capacidad para
comprender y cumplir con los procedimientos y restricciones del estudio.

Los sujetos se excluyeron del estudio si cumplian alguno de los siguientes criterios: 1.) Mujeres embarazadas o
lactantes; 2.) Pacientes con EC en estdmago y/o intestino delgado proximal, o pacientes con lesiones confinadas al
colon transversal y/o izquierdo; 3.) Uso en los 90 dias anteriores a la primera dosis de inmunomoduladores y
sustancias bioldgicas (por ejemplo, azatioprina, mercaptopurina, metotrexato, infliximab, adalimumab natalizumab); 4.)
Presencia de complicaciones locales (por ejemplo, abscesos, estructuras y fistulas), displasias y neoplasias, y
manifestaciones extraintestinales; 5.) Dilatacion endoscoépica con globo anterior, estricturaplastia o reseccion
quirdrgica de constricciones por EC; 6.) Pacientes sometidos a proctocolectomia; 7.) Cualquiera de las siguientes
alteraciones en valores de laboratorio: APTT > 1,5 x limite superior normal del laboratorio clinico (ULN); recuento de
plaquetas <100.000/mm3; creatinina sérica >1,5 x ULN; bilirrubina total >1,5 x ULN (salvo el sindrome de Gilbert); AST
y ALT >1,5 x ULN; intervalo QTc >450 ms para hombres y >470 ms para mujeres; 8.) Antecedentes médicos actuales
o relevantes de enfermedad fisica o psiquiatrica grave, severa o inestable (aguda o progresiva), incluidas las
infecciones, neoplasias, trastornos médicos que pueden requerir tratamiento (por ejemplo, insuficiencia renal o
hepatica) o que hace que el sujeto probablemente no pueda completar el estudio en su totalidad, o cualquier dolencia
que suponga un riesgo indebido derivado de la medicacion o los procedimientos del estudio; 9.) Pacientes que fuman
o que consumen productos de tabaco de cualquier otra forma; 10.) Antecedentes de alcoholismo o drogodependencia
en el ultimo afio; 11.) Pacientes que presentan potencialmente poca fiabilidad (por ejemplo, alteraciones mentales);
12.) Hipercapacidad de respuesta conocida a oligonucleétidos o cualquier ingrediente de los productos del estudio;
13.) Pacientes que usaron otro agente en investigacion, o que participaron en un ensayo clinico en los 12 meses
anteriores a la aleatorizacion.

La seguridad del GED-0301 se evaluo6 diariamente teniendo en cuenta los siguientes puntos: exploraciones fisicas,
peso corporal (kg), signos vitales (presion arterial sistélica y diastolica, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria,
temperatura corporal), ECG (12 puntas), recopilacion de EA y EAG. Las muestras de sangre se analizaron para
determinar: hemoglobina, hematocrito, volumen corpuscular medio, recuento de glébulos rojos, recuento de glébulos
blancos, total y diferencial, MCH, recuento de plaquetas, tiempo de protrombina, tiempo de tromboplastina parcial
activada, creatinina, BUN, glucosa, acido urico, proteinas, bilirrubinas, fosfatasa alcalina, CPK, AST, ALT, y-GT, Na, K,
colesterol vy triacilglicéridos, activacion del complemento (mediante la supervision de BB, C5a y C3a). También se
realizé un analisis de orina (pH, cetonas, leucocitos, proteina, glucosa, exploracion citobacterioldgica).

No se observaron anomalias en los valores de laboratorio ni cambios en los signos vitales de ningun paciente durante
el estudio. No se documentd un aumento significativo en los niveles séricos de los factores del complemento. Todas
las muestras de las tres cohortes proporcionaron valores por debajo del limite de cuantificacion inferior, salvo una
muestra de un solo paciente de la cohorte 1 (paciente 5, dia 7, 6 horas), que proporciona un resultado de 11,2 ng/ml de
GEDO301.

No se registraron eventos adversos graves. Se registraron veinticinco efectos adversos (EA) en 11 pacientes, y los
eventos mas normales se calificaron como leves (Fig. 4). Los investigadores clasificaron los EA como no relacionados
con el tratamiento en 14 (56 %) de los casos. Once de estos 14 EA, incluidas anomalias en valores de laboratorio, se
registraron en 8 pacientes antes de la administracion del farmaco. Se consideré que era improbable que los EA
estuvieran relacionados con el farmaco del estudio en 12 casos (48 %), y probablemente relacionados con el farmaco
del estudio en un caso (4 %). Este fue un aumento en el recuento ter triacilglicéridos séricos durante la administracion
del farmaco del estudio. No se aprecié una relacion aparente entre la dosis y la respuesta en los EA derivados del
tratamiento. Un paciente de la cohorte 2 tuvo una leve recaida de la enfermedad en el dia 84, mientras que otro
paciente de la cohorte 3 experimentd dos episodios de dolor abdominal y vomitos, que requirieron tratamiento diario
con esteroides. Un paciente tratado con 80 mg/dia experimenté una elevada presion diastdlica en el dia 1, pocos
minutos después de la administracion de GED0301 y una inversion de la onda T (en puntas precordiales) el dia 84.
Después de un cuidadoso examen por cardidlogos, ambos EA se consideraron secundarios al tratamiento con
budesonida recibido por el paciente durante los ultimos meses. El dia 31 un paciente con antecedentes de enfermedad
alérgica registré una rinitis alérgica. Este EA se resolvio muy rapidamente después de la administracion de un
compuesto antihistaminico.

Un comité de seguridad independiente (con experiencia en toxicologia, farmacovigilancia y enfermedad inflamatoria
del intestino clinica) se reunié para supervisar y evaluar los parametros de seguridad. También se tomaron muestras
de sangre el dia 1y el dia 7 alas 0, 2, 6, 12 y 24 horas después de la dosificacion, para analisis farmacocinético y
aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMC). La eficacia del tratamiento se establecié mediante
la evaluacion en diferentes puntos temporales (por ejemplo, dia 8, 28, 60, y 90) el nimero de pacientes que cumplieron
los criterios de remision (CDAI <150) o consiguieron una respuesta clinica definida como una disminucién de 70 puntos
0 mas, desde el valor inicial de la puntuacion CDAI.

Ejemplo 2: SMAD7 se expresa en los foliculos del intestino humano y en las placas de Peyer

Se dispuso de muestras intestinales de cuatro pacientes de EC que se han sometido a reseccién quirtrgica de la
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enfermedad crénicamente activa y que respondieron mal al tratamiento médico. Estas muestras se usaron para el
analisis de SMAD7 por inmunohistoquimica.

Se cortaron secciones de tejido de pacientes con EC, se desparafinizaron, y se deshidrataron en xileno y etanol. Con el
fin de la recuperacion del antigeno, los cortes se incubaron en un horno microondas durante 10 minutos en tampoén
citrato 0,01 M, pH 6. Para bloquear la peroxidasa enddgena, los cortes se incubaron a continuacion en H,0; al 2 %
durante 20 minutos a temperatura ambiente. La incubacién con un anticuerpo de ratén dirigido contra SMAD7 humana
se llevod a cabo a temperatura ambiente durante 1 hora. Tras lavar con suero salino tamponado con Tris, los cortes se
incubaron con un anticuerpo de conejo dirigido contra el anticuerpo de ratén conjugado con peroxidasa de rabano
picante durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las células inmunorreactivas se visualizaron mediante adicion de
diaminobenzadina como sustrato, y se contratifieron levemente con hematoxilina. Como control negativo los cortes de
tejido se procesaron usando antisuero de conejo normal purificado en lugar del anticuerpo primario contra SMAD?.

Estos estudios mostraron que SMAD7 se expresa en los foliculos del intestino humano y en las placas de Peyer (Fig.
5). Estas observaciones sugieren que la regulacion por defecto o la inactivacion génica de SMAD?7 con la SEQ ID NO:
6 puede permitir que TGF-beta 1 actue en dichas estructuras, asi, reduciendo la fraccién de linfocitos T que expresan
citoquinas inflamatorias (por ejemplo, IFN-gamma) y mejorando el porcentaje de linfocitos T reguladores (que se
denominan en el presente documento como Tregs).

Ejemplo 3: El tratamiento con un oligonucleétido de sentido contrario dirigido contra SMAD7 modula la
expresion de citoquinas inflamatorias en linfocitos T cultivados

Se investigo el efecto de GED0301 sobre la expresion de citoquinas inflamatorias en linfocitos positivos para CCR9.
Para determinar el efecto de la exposicion a GED0301 en linfocitos positivos para CCR9, PBMC, aisladas de cinco
pacientes con EC activa corticodependiente que no estaban inscritos en el ensayo clinico, se suspendieron en medio
de cultivo sin suero X-vivo (Lonza, Verviers, Bélgica), suplementado con penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100
U/ml), y cultivado en presencia o ausencia de oligonucleétido contra Smad7 de sentido contrario (GED0301) o de
sentido directo (2 pg/ml) durante 48 horas. Los oligonucledtidos contra Smad7 tanto de sentido directo como de
sentido contrario se combinaron con Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para facilitar la transfeccion eficaz
de las células cultivadas. Las células se tifieron y se analizaron mediante citometria de flujo utilizando anticuerpos
dirigidos contra CCR9, B7, IFN-y, e IL17A para determinar el porcentaje de linfocitos T que expresan bien IFN-y o
IL17A en las poblaciones CCR9+ o 37+ en cada condicién de tratamiento.

La expresion de IFN-y e IL17A en las poblaciones CCR9+ and 7+ de las PBMC cultivadas anteriores se analiz6 para
determinar si GEDO0301 inhibe directamente la expresiéon de citoquinas inflamatorias en linfocitos CCR9+. El
tratamiento de las PBMC con EC con GED0301 (Smad7 de sentido contrario) redujo significativamente los porcentajes
de linfocitos CCR9+ que expresan IFN-y e IL-17A (Fig. 6A), mientras que la fraccion de linfocitos T 37+ que expresan
citoquinas permanece inalterada (Fig. 6B). Por ejemplo, el porcentaje de linfocitos CCR9+ que expresan IFN-y fue 78,9
+ 7,3 en las células no tratadas; 78,3 £+ 7,3 en las células tratadas con la hebra de sentido directo; y 54 + 7,2 en las
células tratadas con GED0301. De manera similar, el porcentaje de linfocitos CCR9+ que expresan IL-17A fue 77,4 +
7,3 en las células no tratadas; 74,3 + 6,4 en las células tratadas con la hebra de sentido directo; y 53,9 + 5,7 en las
células tratadas con GEDO0301. Por el contrario, los porcentajes de linfocitos 37+ que expresan IFN-y no tratados,
tratados con la hebra directa, y con GED0301 fueron 13,1 + 1,2; 11,7 £ 0,7, y 11 + 0.8, respectivamente, y los
porcentajes de linfocitos B7+ que expresan IL-17A no tratados, tratados con la hebra directa, y con GED0301 fueron
12,1+1,5; 10,4+ 1,2,y 10,6 £1,1. Por lo tanto, la exposicion directa de PBMC de EC cultivadas CCR9+ a GED0301 da
como resultado una disminucion en la expresion de citoquinas inflamatorias.

Ejemplo 4: El tratamiento con un oligonucleétido de sentido contrario dirigido contra SMAD7 modula la
expresion de poblaciones de linfocitos T

En este ejemplo se describe un estudio que investiga la fraccion circulante de linfocitos T CCR9+ FoxP3+, linfocitos T
CCR9+ IFN-y+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos T FoxP3+, linfocitos T IFN-y+, linfocitos T IL17A+, linfocitos T
FoxP3+ CD103+ y linfocitos T integrina a437+ ya que el estado de activacion de estas poblaciones de linfocitos Treg
reflejan la respuesta inmunitaria que se produce en los foliculos y en las placas de Peyer del intestino. En los estudios
descritos a continuacion, para cada cohorte sometida a ensayo, las poblaciones de linfocitos T se midieron en el Dia 0
para determinar una medida inicial para cada paciente. Se administré GED-0301 como se ha descrito anteriormente en
el Ejemplo 1 durante 7 dias, y las poblaciones de linfocitos T se volvieron a medir el Dia 8, Dia 28, y para algunas
poblaciones de células, en el Dia 84.

La manipulacion de la combinacion periférica de linfocitos Treg ha sido una diana particular para el tratamiento de las
enfermedades inmunomediadas y el trasplante. Estudios anteriores habian demostrado que el nimero de linfocitos
Treg de sangre periféricas se podia aumentar mediante anticuerpos dirigidos contra TNF alfa, y dicho aumento
solamente se observaba en pacientes que respondian a las terapias dirigidas contra TNF alfa. El efecto de una terapia
contra TNF alfa sobre los linfocitos Treg se puede mediar con TGF-beta1.

El efecto de la terapia con el oligonucleétido de sentido contrario SMAD7 se investigd para determinar si terapia con el
oligonucledtido de sentido contrario SMADY regula positivamente el nimero de linfocitos Treg como resultado de una
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mayor actividad de TGF-beta 1. El efecto de la terapia con el oligonucleétido de sentido contrario SMAD7 también se
estudio para determinar si un tratamiento de ese tipo conduce a cambios en el numero de linfocitos Treg FoxP3+ y si
este efecto esta asociada con cambios en los porcentajes de los linfocitos efectores Th1/Th17.

Ademas, los linfocitos T CCR9+ se enriquecen en la circulacion periférica de pacientes con enfermedad de Crohn y
tienen caracteristicas de células T de la mucosa, incluyendo un fenotipo de activacién, capacidad de respuesta a la
activacion de CD2, y la capacidad de fabricar citoquinas tanto inflamatorias (por ejemplo, IFN-gamma) como
reguladoras (por ejemplo, MO). El efecto de la terapia con el oligonucleétido de sentido contrario SMAD7 también se
estudié para determinar si un tratamiento de ese tipo conduce a cambios en el nimero de linfocitos CCR9+ en
circulacion.

Para el aislamiento de PBMC y el analisis mediante citometria de flujo, se recogieron muestras de sangre (10 mg) en
tubos que contenian heparina, se diluyeron con RPM11640(1:1) y se separaron mediante centrifugacion en gradiente
de densidad usando Ficoll-Paque. Con este fin, los tubos se centrifugaron a 1800 rpm durante 30 minutos, y las PBMC
resultantes se recogieron y se lavaron en RPMI1640 dos veces.

Las PBMC se resuspendieron en RPMI 1640 suplementado con FBS al 10 % inactivado, penicilina (100 U/ml), y
estreptomicina (100 mg/ml). Se caracterizd el fenotipo de las células mediante citometria de flujo utilizando los
siguientes anticuerpos: anticuerpo marcado con APC dirigido contra CCR9 humana y anticuerpo marcado con PE
dirigido contra Foxp3 humana. Todos los anticuerpos se usaron a una dilucion final 1:50.

Las PBMC se sembraron también en placas de cultivo de 96 pocillos con fondo en U, y se estimularon con Forbol
12-miristato 13-acetato (PMA, 10 ng/ml), ionomicina (1 mg/ml), y brefeldina A (10 mg/ml). Después de 5 horas, las
células se tifieron para determinar la expresion de CCR9 usando los anticuerpos anteriores, asi como para
IFN-gamma e IL-17A usando los siguientes anticuerpos: anticuerpo para FITC dirigido contra IFN-gamma humana,
anticuerpo marcado con Alexa Fluor® 647 dirigido contra IL-17A humana, y anticuerpo marcado con PE dirigido contra
IL17A humana. Todos los anticuerpos se usaron a una dilucion final 1:50. Se incluyeron controles adecuados
emparejados por isotipo en todos los experimentos. El anticuerpo para FITC dirigido contra IFN-gamma humana se
obtuvo de Beckton Dickinson y el resto de los anticuerpos usados en el presente documento se obtuvieron de
EBiosciences.

Los valores se expresan como promedio, y las diferencias entre grupos se compararon usando la prueba U de Mann
Whitney. La significancia estadistica (p < 0,05) se determind usando la prueba de pares coincidentes de Wilcoxon.

Se investigo el efecto del tratamiento con GED0301 sobre la fraccion de linfocitos inflamatorios/contrarreguladores. El
tratamiento con GED0301 no alterd significativamente el porcentaje de linfocitos CD3+, CD4+, CD8+, CD25+, CD161
+, CD62L+, a4B7+, o CCR9+ en circulacién, segun se controla los dias 8 y 28 del ensayo clinico (Fig. 7). De manera
similar, no se observaron cambios significativos en la fracciéon de linfocitos interleucina (IL)-17A+, linfocitos IL-10+,
linfocitos FoxP3+, interferon (IFN)-y- y linfocitos a437+ que expresan IL-17A, o linfocitos CD103+ que expresan FoxP3
después del tratamiento con GED0301.

Las Tablas | y la muestran los resultados de la Cohorte 1, que recibié 40 mg de GED-0301/dia durante 7 dias. La Tabla
| muestra el porcentaje de una poblacion dada de linfocitos T sobre la poblacién total de células los dias 0, 8, 28. La
Tabla la muestra el porcentaje de linfocitos T CCR9+ FoxP3+, linfocitos T FoxP3+ y linfocitos T CD103+ FoxP3+ en el
total de la poblacion celular los dias 0, 8, 28 y 84.

La Tabla Il muestra los resultados de la Cohorte 2, que recibié 80 mg de GED-0301/dia durante 7 dias. La Tabla Il
muestra el porcentaje de una poblacion dada de linfocitos T sobre la poblacion total de células los dias 0, 8, y 28. La
Tabla lla muestra el porcentaje de linfocitos T CCR9+ FoxP3+, linfocitos T FoxP3+ y linfocitos T CD103+ FoxP3+ en el
total de la poblacion celular los dias 0, 8, 28 y 84.

La Tabla Ill muestra los resultados de la Cohorte 3, que recibié 160 mg de GED-0301/dia durante 7 dias. La Tabla lll
muestra el porcentaje de una poblacion dada de linfocitos T sobre la poblacién total de células los dias 0,8, y 28. La
Tabla Ill muestra el porcentaje de linfocitos T CCR9+ FoxP3+, linfocitos T FoxP3+ y linfocitos T CD103+ FoxP3+ en el
total de la poblacion celular los dias 0, 8, 28 y 84.

La Tabla IV muestra los resultados combinados del total de pacientes procedentes de las Cohortes 1-3. La Tabla IV
muestra el porcentaje de una poblacion dada de linfocitos T sobre la poblacion total de células los dias 0, 8, y 28. La
Tabla IVa muestra el porcentaje de linfocitos T CCR9+ FoxP3+, linfocitos T FoxP3+ y linfocitos T CD103+ FoxP3+ en
el total de la poblacion celular los dias 0, 8, 28 y 84.
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Tabla |
Dia 0 Dia 8 Dia 28

Poblacion celular  |Mediana |Max. Min. Mediana [Max. Min. Mediana [Max. Min.

CCR9+IFN-g+ 1,5% 325% |0,70% (0,3 % 1,6 % 0,13% |0,80% |0,85% |0,40 %
CCRO+IL-17A+ 0,28% [2,8% 002% [0,44% (2,7 % 0,05% [015% |0,90% |0,00 %
CCR9+FoxP3+ 0,07% 1[0,20% [0,01% 1(0,25% [0,70% [0,02% 1(0,18% [0,21% [0,10 %
IFN-g+ 145% [2299% 6,29% [7,97% |(13,82% 3,5% [11,00% (27,00% (4,95 %
IL-17A+ 1,4 % 250% [04% [1,2% 280% |064% (1,02% |4,70% 0,30 %
FoxP3+ 080% [220% [0,19% 1(0,90% 250% [021% [1,50% (3,20% [0,20 %
FoxP3+ CD103+ [0,18% |460% [0,03% 1[0,30% [0,40% [0,07% 1(0,28% |0,80% [0,10 %
integrina 0437+ 270% [290% [230% 1,35% [240% [051% [0,99% |260% [0,73%
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Tabla Il
Dia 0 Dia 8 Dia 28
Poblacion celular  [Mediana |Max. Min. Mediana |Max. Min. Mediana [Max. Min.
CCR9+IFN-g+ 1,40 %| 14,00%| 0,40 % 1,00 % 5,20 %| 0,50 % 9,40 %| 20,00%| 0,56 %
CCRO9+IL-17A+ 0,80 % 9,80 %| 0,28 % 0,3% 5,20 %| 0,09 % 1,21 % 4,50%| 0,40 %
CCR9+FoxP3+ 0,50 % 0,60 %| 0,20%| 0,40 % 0,50 %| 0,20 % 0,40 % 0,50 %| 0,16 %
IFN-g+ 9,80 %| 20,90 % | 4,80%| 5,70% | 34,00%| 1,70%| 14,95%| 34,00% | 4,50 %
IL-17A+ 0,70 % 580%| 0,20%| 0,19 % 4,60 %| 0,00 % 1,00 % 4,60 %| 0,22 %
FoxP3+ 1,70 % 2,30 % | 0,60 % 1,10 % 1,60 %| 0,80 % 0,80 % 1,60 % | 0,60 %
FoxP3+ CD103+ 0,20 % 0,40 %| 0,12%| 0,23 % 0,34 %| 0,14 % 0,34 % 0,06 %| 0,07 %
integrina a4p7+ 2,40 % 4,20%| 0,92%| 3,29% 7,00%| 1,40 % 3,38 % 4.80%| 1,10 %
Tabla lla
Dia 0 Dia 8 Dia 28 Dia 84
Pob. Med. |[Max. [Min. |Med. [Max. |[Min. [Med. [Max. |[Min. [Med. [Max. [Min.
celular
gg(%%i 0,50 %| 0,60 %| 0,20 %| 0,40 % 0,50 %| 0,20 %| 0,40 % 0,50 %| 0,16 %| 0,60 % 5,00 %| 0,10 %)
FoxP3+ 1,70 %| 2,30 %| 0,60 %| 1,10 %| 1,60 %| 0,80 %| 0,80 %| 1,60 %| 0,60 %| 1,80 % 4,00 %| 0,15 %
FoxP3+
CD103+ 0,20 %| 0,40 %| 0,12 %| 0,23 % 0,34 %| 0,14 %| 0,34 %| 0,06 %| 0,07 %| 0,20 % 1,10 %| 0,10 %)
Tabla lll
Dia 0 Dia 8 Dia 28
Poblacion celular  |[Mediana [Max. Min. Mediana |Max. Min. Mediana [Max. Min.
CCR9+IFN-g+ 14,00% [3500% [2,80% (8,00% [16,00% [0,40% [10,30% [31,00 % 1,30 %
CCRO9+IL-17A+ 4,40 % 7,80 % 3,50% 4,00% (8,00 % 0,30% |1,50% 280,00 % 1,00 %
CCR9+FoxP3+ 0,80 % 1,20 % 0,10% (1,30% (1,90 % 0,70% 10,70 % 1,5 % 0,28 %
IFN-g+ 10,80% [26,00% (3,60% (8,50% [15,00% [1,70% (13,00 % [29,00 % 3,40 %
IL-17A+ 2,10 % 3,60 % 1,00% [1,20% |5,30 % 1,10% (1,50 % 5,60 % 0,80 %
FoxP3+ 2,80 % 3,30 % 1,70% 2,10% 4,60 % 1,60% (1,50% 4,40 % 0,80 %
FoxP3+ CD103+ (0,80 % 1,20 % 0,20% (0,70% (1,80 % 0,50 % 10,70 % 1,40 % 0,24 %
integrina a4p7+ 2,80 % 6,30 % 250% [1,10% 6,80 % 0,60 % (3,50 % 5,20 % 0,90 %
Tabla llla
Dia 0 Dia 8 Dia 28 Dia 84
Pob. Med. [Max. |[Min. |Med. [Max. [Min. |Med. [Max. |[Min. |Med. |[Max. [Min.
celular
CCR9+ o % % o % % o 9 % o % 9
FoxP3+ 0,80 % 1,20 % |0,10 % |1,30 % |1,90 % [0,70 % 0,70 % |1,5% 0,28 % (0,40 % (0,8 % (0,12 %
FoxP3+ (2,80 % [3,30% (1,70 % (2,10 % 4,60 % (1,60 % (1,50 % 4,40 % |0,80 % |0,40 % |8,49 % (0,23 %
FoxP3+ o % 3 o % % o % % o % 9
CD103+ 0,80 % |1,20 % |0,20 % |0,70 % |1,80 % [0,50 % [0,70 % |1,40 % |0,24 % (0,20 % (1,40 % [0,10 %
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Tabla IV
Dia 0 Dia 8 Dia 28
Poblacion celular  |Mediana [Max. Min. Mediana |Max. Min. Mediana [Max. Min.

CCR9+IFN-g+ 2,8 % 35,00% [0,40% [1,0% 16,00% [0,13% [5,056% [31,00% |0,40 %

CCRO+IL-17A+ 2,8 % 9,8 % 0,02% (0,44% 8,00% (0,05% [1,00% |280,00% (0,00 %

CCR9+FoxP3+ 0,20% (1,20% [0,01% [0,50% [1,90% [0,02% [0,40% (4,00 % 0,10 %

IFN-g+ 10,60 % [26,00% [3,60% (7,2% 34,00% [1,70% [13,00% (34,00% (3,40 %
IL-17A+ 1,4 % 580% 0,20% [1,0% [530% [0,00% [1,06% [5,60 % 0,22 %
FoxP3+ 1,70% 330% [019% (1,23% |460% (021% (1,25% [4,40% 0,20 %

FoxP3+ CD103+ 1(0,20% [4,60% [0,03% (0,34% (1,80% (0,07% [0,34% |1,40% 0,07 %

integrina 47+ 2,70% 6,30% [092% (2,00% |[7,00% [0,51% [2,60% [5.2% 0,073 %

Tabla IVa
Dia 0 Dia 8 Dia 28 Dia 84
Pob. Med. Max. Min. Med. Max. Min. Med. Max. Min. Med. Max. Min.
celular
CCR9+

FoxP3+ 0,20 % (1,20 % [0,01 % (0,50 % |1,90 % |0,02 % |0,40 % (4,00 % |0,10 % |0,46 % |5,00 % [0,01 %

FoxP3+ (1,70 % (3,30 % [0,19% (1,23 % 4,60 % (0,21 % |1,25% (4,40 % |0,20 % (1,06 % |8,49 % |0,50 %

FoxP3+
CD103+ (0,20 % (4,60 % [0,03 % (0,34 % |1,80 % |0,07 % (0,34 % |1,40 % (0,07 % (0,20 % |1,40 % |0,02 %

Como se muestra en cada una de las tablas anteriores, se observé una disminucion significativa en las poblaciones de
linfocitos T que expresan CCR9+ IFN-y+ en el dia 8 (por ejemplo, la Tabla IV muestra una expresion del 2,8 % el dia 0
y una expresion del 1,0 % el dia 8; véase la Fig. 8B).

También se observé una disminucion en las poblaciones de linfocitos T CCR9+ IL 17A+ (por ejemplo, la Tabla IV
muestra una expresion del 2,8 % el dia 0 y una expresion del 0,44 % el dia 8; véase la Fig. 8D). También se observo
una disminucién significativa desde el dia 0 al dia 28 para las poblaciones de linfocitos T CCR9+ IL17A+ (por ejemplo,
la Tabla IV muestra una expresion del 1,00 % el dia 28; véase la Fig. 8D). La disminucion seguia estando presente el
dia 84 (median expresion 1 %; intervalo 0,08 %-4,8 %).

Se observo un aumento en las poblaciones de linfocitos T CCR9+ FoxP3+ entre el dia 8 y el dia 84 (por ejemplo, la
Tabla IV muestra una expresion del 0,2 % el dia 0 y una expresion del 0,5 % el dia 8; véase la Fig. 8F).

Se observo una disminucion significativa en las poblaciones de linfocitos T IFN-y+ en el dia 8 (por ejemplo, la Tabla IV
muestra una expresion del 10,6 % el dia 0 y una expresion del 7,2 % el dia 8; véase la Fig. 8A).

También se observé una disminucion en las poblaciones de linfocitos T IL17A+ (por ejemplo, la Tabla IV muestra una
expresion del 1,4 % el dia 0 y una expresion del 1,1 % el dia 8; véase la Fig. 8C).

También se observé una disminucion en las poblaciones de linfocitos T FoxP3+ en el dia 8 (por ejemplo, la Tabla IV
muestra una expresion del 1,7 % el dia 0 y una expresion del 1,23 % el dia 8; véase la Fig. 8E).

No se observaron cambios en las poblaciones de linfocitos T FoxP3+ CD103+ (por ejemplo, la Tabla IV muestra una
expresion del 0,2 % el dia 0 y una expresién del 0,34 % el dia 8) y en las poblaciones de linfocitos T integrina a437 (por
ejemplo, la Tabla IV muestra una expresion del 2,7 % el dia 0 y una expresion del 2 % el dia 8).

Los resultados mostrados en las Tablas |-V demuestran que la inhibicion de SMAD7 con GED-0301 en pacientes de
EC modula la expresion de las poblaciones de linfocitos T especificos. En particular, los inventores observaron una
regulacion por defecto en las poblaciones de linfocitos T CCR9+ IFN-y+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos T
FoxP3+, linfocitos T IFN-y+, e IL17A+ después del tratamiento con GED-0301 en el dia 8 y una regulacion en exceso
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en las poblaciones de linfocitos T CCR9+ FoxP3+ después del tratamiento con GED-0301 en el dia 8. Las poblaciones
de linfocitos T CCR9+ IL17A+ también se regularon por defecto después del tratamiento con GED-301 el dia 28 (por
ejemplo, cuando se compara con el dia 0). Los resultados mostrados en las Tablas I-1V sugieren que la inhibicién de
SMAD7 con GED-0301 en pacientes de EC reduce la sintesis de citoquinas Th1 y restaura la susceptibilidad de los
linfocitos T efectores hacia la inmunosupresion mediada por linfocitos T reguladores (Tregs). Esto es coherente con la
demostracion de que TGF-betal es un potente inhibidor de las respuestas de linfocitos Th1, y un mediador clave en la
diferenciacion periférica y actividad de los linfocitos Treg.

También se midieron las puntuaciones CDAI de los pacientes incluidos en cada una de las tres cohortes analizadas
anteriormente. Las puntuaciones CDAI iniciales se midieron en el dia 0, y se volvieron a medir de nuevo los dias 1, 4,
8, 28, y 84 del tratamiento. Las Tablas V-VII proporcionan las puntuaciones CDAI de pacientes representativos para
cada una de las cohortes 1-3, respectivamente. X. Como se muestra en la Tabla V siguiente, los pacientes de la
Cohorte 1, que recibieron 40 mg de GED-0301 durante 7 dias, mostraron una disminucion en la puntuacion CDAI en el
dia 4 de tratamiento, que se mantuvo durante el periodo de seguimiento (dia 84).

Tabla V
Pacientes (Cohorte 1)Valor inicial Dia1 |Dia4 |Dia8 |Dia28 |Dia84
Paciente 1-01 289 278 154 42 119 89
Paciente 1-02 253 257 181 86 93 154,4
Paciente 1-03 221 204 138 89 45 35
Paciente 1-04 302 294 203 41 18 81
Paciente 1-05 306 331 275 163 144 167

Como se muestra en la Tabla VI siguiente, los pacientes de la Cohorte 2, que recibieron 80 mg de GED-0301 durante
7 dias, mostraron una disminucién en la puntuacién CDAI en el dia 4 de tratamiento, que se mantuvo durante el
periodo de seguimiento (dia 84).

Tabla VI
Pacientes (Cohorte 2)Valor inicial |Dia 1 Dia4 |Dia8 |Dia28 |Dia84
Paciente 2-08 299 293 224 70 119,4 73
Paciente 2-09 400 401 3222 215 301 339
Paciente 2-10 268 330 213 126 213,5 225
Paciente 2-11 287 299,8 207 95,6 52 46
Paciente 2-12 252 226 194 154 133 185

Como se muestra en la Tabla VIl siguiente, los pacientes de la Cohorte 3, que recibieron 160 mg de GED-0301 durante
7 dias, mostraron una disminucién en la puntuacién CDAI en el dia 4 de tratamiento, que se mantuvo durante el
periodo de seguimiento (dia 84).

Tabla Vi
Pacientes (Cohorte 3)Valor inicial Dia1 |Dia4 |Dia8 |Dia28 |Dia 84
Paciente 3-15 230 210 168,6 |44 31 145
Paciente 3-16 260 217 133 53 71 94
Paciente 3-17 292 279 219 113 88 184
Paciente 3-18 290 280 242 95 71 118
Paciente 3-19 257 240 155 37 49 134

Los resultados de las Tablas V-VIl demuestran que el tratamiento con GED-0301 reduce las puntuaciones CDAI de los
pacientes que padecen la enfermedad de Crohn. En la inscripcién, la mediana de la puntuacién en el indice de
actividad de la enfermedad de Crohn (CDAI) para todos los pacientes fue de 287 (221-400) (Fig. 9). La mediana de la
puntuacion CDAI era de 289 (intervalo 221-306) para los pacientes de la cohorte 1, 287 (intervalo 252-400) para los
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pacientes de la cohorte 2 y 287 (intervalo 221-400) para los pacientes de la cohorte 3. En las tres cohortes, los
pacientes respondieron al tratamiento (por ejemplo, se observé para cada paciente una disminucion de 70 puntos o
mas desde la puntuacion CDAI inicial), de tal forma que, en el dia 8, los 15 pacientes mostraron una disminucién en la
puntuacion CDAI y 12/15 pacientes de las Cohortes 1-3 entraron en remision (es decir, puntuacion CDAI < 150). (Tabla
V-VII). Especificamente, 4/5 pacientes de la cohorte 1, 3/5 pacientes de la cohorte 2 y 5/5 pacientes de la cohorte 3
tenian una puntuacion CDAI <150 (Tablas V-VII). En el dia 28, la respuesta clinica fue evidente también en los 15
pacientes (Tabla V-VII) y hubo una disminucién significativa en la puntuacion CDAI comparada con el valor inicial (P <
0,0001). La remision clinica en el dia 28 se registr6 en 13/15 pacientes (86 %) (5/5 de la cohorte 1, 3/5 de la cohorte 2
y 5/5 de la cohorte 3) (Tabla V-VII). En el dia 84, la puntuacion CDAI total fue significativamente menor que la medida
al principio (Tabla V-VII, P < 0,0001) y 9/15 (60 %) pacientes seguian en remision. En particular, esto se observé en 3
pacientes de la cohorte 1, 2 pacientes de la cohorte 2, y 4 pacientes de la cohorte 3 (Tabla V-VII). Se observé una
disminucion significativa en la puntuacion CDAI desde el valor inicial hasta el dia 8, 28 y 84 incluso cuando el analisis
se realizd en cada cohorte (Fig. 9). Los resultados sugieren que existe una correlacion entre la induccién de la remision
y/o la mejora en el resultado y las subpoblaciones de linfocitos T. Ademas, las puntuaciones CDAI observadas el dia
84 muestran un aumento en comparacion con los puntos temporales anteriores (por ejemplo, dias 8 y 28), que era
coherente con las correspondientes fluctuaciones en determinadas poblaciones de linfocitos T a dia 84 (por ejemplo,
las poblaciones de linfocitos T CCR9+ FoxP3+ aumentaron entre el dia 0 y el dia 8, pero el dia 84, parece que esta
poblacién de linfocitos T disminuye).

Las realizaciones anteriores deben considerarse ilustrativas en lugar de limitantes de la invencién descrita en el
presente documento. El alcance de la invencion se indica mediante las reivindicaciones adjuntas y no segun la
descripcion anterior, y se pretende que todos los cambios que estan incluidos en el significado y gama de las
reivindicaciones estén abarcados por las mismas.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para determinar la capacidad de respuesta de un sujeto que tiene enfermedad inflamatoria del
intestino (Ell) al tratamiento con al menos una terapia dirigida contra el homdlogo 7 de mothers against
decapentaplegic (anti-SMAD7), comprendiendo el procedimiento:

determinar la cantidad de al menos una poblacion celular seleccionadas entre el grupo que consiste en: linfocitos T
Receptor de quimiocina 9 C-C+ (CCR9+) secuencia Forkhead P3+ (FoxP3+), linfocitos T CCR9+
Interferon-gamma+ (IFN-gamma-+), linfocitos T CCR9+ interleucina-17A+ (IL17A+), linfocitos T FoxP3+, linfocitos T
IFN-gamma y linfocitos T IL17A+, en al menos una muestra de sangre periférica obtenida del sujeto,

en el que, mayores cantidades de la poblacion celular de linfocitos T CCR9+ FoxP3+, y/o menores cantidades de al
menos una de las poblaciones celulares de linfocitos T CCR9+ IFN-gamma+, linfocitos T CCR9+ IL17A+, linfocitos
T FoxP3+, linfocitos T IFN-gamma-+ vy linfocitos T IL17A+, en la al menos una muestra de sangre periférica con
respecto a un nivel de control conocido de la al menos una poblacién celular es predictivo de la capacidad de
respuesta del sujeto que padece Ell a la terapia dirigida contra SMAD?7.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1 en el que la modulacién de dos o mas de lo siguiente se identifica como
ayuda para determinar la capacidad de respuesta del sujeto:

un aumento en la cantidad de linfocitos T CCR9+ FoxP3+, indica que es probable que el sujeto responda, o tenga
capacidad de respuesta, a la terapia dirigida contra SMAD7;

una disminucion en la cantidad de linfocitos T CCR9+ IFN-gamma+ indica que es probable que el sujeto responda,
o tenga capacidad de respuesta, a la terapia dirigida contra SMAD7;

una disminucién en la cantidad de linfocitos T CCR9+ IL17A+, indica que es probable que el sujeto responda, o
tenga capacidad de respuesta, a la terapia dirigida contra SMAD?7;

una disminucién en la cantidad de linfocitos T FoxP3+, indica que es probable que el sujeto responda, o tenga
capacidad de respuesta, a la terapia dirigida contra SMAD7;

una disminucion en la cantidad de linfocitos T IFN-gamma+ indica que es probable que el sujeto responda, o tenga
capacidad de respuesta, a la terapia dirigida contra SMAD7;

una disminucion en la cantidad de linfocitos T IL17A+, indica que es probable que el sujeto responda, o tenga
capacidad de respuesta, a la terapia dirigida contra SMAD?.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 o 2 llevado a cabo in vitro.

4. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la muestra procede de un sujeto que esta
recibiendo al menos una terapia dirigida contra SMAD7 en el momento en que se obtiene la al menos una muestra de
sangre periférica.

5. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la enfermedad inflamatoria del
intestino (Ell) es la enfermedad de Crohn (EC) y/o la colitis ulcerosa (CU).

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que al menos uno de: un aumento en la
cantidad de linfocitos T CCR9+ FoxP3+, una disminucion en la cantidad de linfocitos T CCR9+ IFN-gamma+, una
disminucion en la cantidad de linfocitos T CCR9+ IL17A+, una disminucioén en la cantidad de linfocitos T FoxP3+, una
disminucioén en la cantidad de linfocitos T IFN-y+ o una disminucion en la cantidad de linfocitos T IL17A+ indica que es
probable que el sujeto inicie una remision.

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la cantidad de la al menos una poblacién
celular se determina mediante citometria de flujo, mediante inmunohistoquimica y/o mediante analisis de ARN/ADN.

8. El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que la citometria de flujo y/o la inmunohistoquimica se lleva a cabo
usando un anticuerpo seleccionado entre el grupo que consiste en: un anticuerpo dirigido contra CCR9, un anticuerpo
dirigido contra FoxP3, un anticuerpo dirigido contra IFN-gamma y un anticuerpo dirigido contra IL17A.

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el nivel de control es un nivel inicial de al
menos una poblacién celular obtenida del paciente antes de administrar al menos una terapia dirigida contra SMAD7 u
obtenida inmediatamente después de administrar la al menos una terapia dirigida contra SMAD7.

10. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que la al menos una terapia dirigida contra SMAD7 es una terapia de
sentido contrario dirigida contra SMAD?.

11. El procedimiento de la reivindicacién 10, en el que la terapia de sentido contrario dirigida contra SMAD7 es un
oligonucledtido de sentido contrario dirigido contra SMAD7 seleccionado entre el grupo que consiste en la SEQ ID NO:
4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9.
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1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
26471
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061

ggcacgagcg
gcccecceeateo
ggogcatgeca
ctgctgtege
gtcatgtteg
caggaccaaa
ggacgacgag
gacggacagc
gggcaacgcy
cggeocgecgec
actgaacgag
caccgeolge
cggogeoccaq
gttcagctgg
ttacggcaag
cgaactagaqg
tgcagactgt
cectggoggy
cgtggtegca
ctctctegat
ttcggacaac
gctgacgegyg
caagtccgec
cggtttctcc
ccacgactto
ctggggteag
cttcaacage
caaactactt
gtegtttttt
ttgtttcget
gygggcacgta
caccaaacac
gtgtgactg:z
gctetttotc
tgtetecteoet
ggctggegtce
coccocteocotot
ctagtgcccy
ctgocattgt
tccocaacyge
agcctctece
agcactcecct
tcecectgecaqg
acccaacgta
cactegtata
agctatttto
agcattctag
aaaaaaatgt
tataagcatc
tgcactttge
gattggtecto
tgttccatta

(SEQ ID NO:1}

Fig. 1A
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gagacccgcyg
cetygceyugc
acggagcgcc
ctgcececctge
ctcecttagea
cgatctgege
gaggccgeag
cgagcocatg
gtogccaggty
ggggcecgecg
eggcagetgyg
ctcetgotge
cotgegocaga
ccggatctea
atcaacceocog
tcteeccccece
ccagatgcetyg
ctttcagatt
tactgggagyg
atcttctatg
aagactcagc
gaggtggatg
acactggaca
atcaaggctt
atgcagcage
tgoctacacce
cggtagooge
toctoctaat
ttttetttgt
ctttcagaaa
tgateggeag
agtgtatgaa
gcggcetgtgt
ttgtctetet
gceceecttgga
ccagcagety
cootecatecaa
aaccagaacc
agegteottte
tgoeeggyca
ctgcctgecee
gcteccecatec
cogacatgett
ccatcctagg
atacttecgac
ctaactacaa
tgotttgaga
attttatgtt
attatttatg
tttaatataa
ttttcctatg
aacgattttt

cagggcgcgy
gocooccogogo
cotogggecy
tgccccaact
ggcaaacgac
tegtecggegy
ggggaggtgy
gggceggtgg
ccaaaggtca
aggcggatct
agetgotget
cegycegeelk
cgeoctogta
ggcatteccto
agctgoteotyg
ctcecttacte
tgcecttecete
ceccaacttet
agaagacgag
atctaccetea
tgoctgcacaa
gtgtgtgggt
acccggacte
tcgactacga
cgtggacggy
gecagtteat
gtgcggaggy
attttectes
tggttggttt
tageottatga
gacaccctga
ggggggceggt
gtgcacgcecgt
tatggatgto
cacgctecagt
ccaggageac
ggacacgggs
aattatttte
ttttttgoan
goceoecteac
tggtgacatc
tgtgtgtta=z
agcagtcccs
ctgacaccta
actgttetta
aggtttaaat
gagaaaggac
atatataaat
tattgtgcaa
atgcaaatasa
ggtgttatca
aazatgtaca
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gccgegegge
cccocgcgcgco
cogeoogeteco
cggcgcccga
tttteteccte
tectetggage
aggaggaggc
cggeggeocee
ccaccateocece
caaggogetco
coaggoagto
ggactgeagy
ctactogotco
cgaagtcaac
ctgcaaccocec
cagatacccy
cgctgaaaca
tctggagect
agtggggage
cgggaatggc
cgtgeggage
ctacaaccgco
caggacgctg
caaggcgtac
ctttaccgte
cagcagctge
cacagagegt
tgagtgctoo
tettettete
aaagaattgt
taggaagageg
catcatttca
ctgcaggagc
cccagcagag
ggggcagagy
ggctetgtec
ctgtcoccacag
atccttgtet
atectgeteoet
agtattgetce
aggtttttecc
cctetgetat
ttcecetecaa
actcttcttt
coctcaatgac
gaacaagaga
tcoctgaaaaa
atattattac
tgtgtataaa
caaatgccaa
cctagcectgaa
cttgaaaaaa

g-ggggcagc
gcecoggect
tgcceggeoea
c-tcttecatg
geccteotege
agccgtgege
gagctgeegy
ggcagggctg
cacccgocay
acgcactcgg
gagtcoooeg
c-ggycccyy
cocacotooctgo
aggctgtott
catcacctta
azggatttte
gggggaacga
ggggatoogt
c-ctacteotyg
t-ttgeceteg
aaaatcgcocct
agcagttacc
tzggtacaca
agcctgcagce
cagatcacct
cecotgoctogo
gagctgacca
cttttcatge
gzootugttt
tgggggtttt
ggaagcacaa
cztgtcacga
ggcagatggg
aggtttgcag
cagtacctgg
ccagcectoegy
gecttotgage
tattccctte
ggatcteocet
acccagtgcec
cggacttaga
taggccacca
gaaggatttg
catttcttect
catgtttaga
agcattcteca
aaacctgaga
tZgtaaatat
caagaaaaat
a-taaaaaaqg
tgtttttcta
aaaaaaaaaa

cggagogeag
ccgggagact
cctgetgetyg
gtgtgcggag
ccogeatgtt
ccggeggega
gagaaggggc
gatgctgect
cegogggcgc
tgctcaagaa
gegggacgeg
gygegoceygce
tgtgcaaagt
gctgtgaatc
gcogactetg
tcaaaccaac
attatctgcec
cacactggtag
tccaggageo
gacagctcaa
gcggcatccea
ccatcttcat
aggtgttcec
ggcccaatga
ttgtgaaggg
tagaggtcat
ggocacactt
aaactctttg
gtgttetgtt
tttggaagaa
atccaagecac
gtgtgtgtga
gagacaacgt
tcocccaagegg
gcaagctgoe
aaagccccty
agcgagectg
ctgocagecee
gagatgggot
ctctccececte
aaaccagctc
agcggggatg
gtccgtcata
acaactcata
ctttaacata
ttggaaattt
tttattaaag
daagacgttt
aaagaaaaga
ataaacacaa
aaggagttta
a
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MERTKRSALVRRLWRSRAPGGEDEEEGAGGGGGGGELRGEGATD
SRAHGAGGGGPGRAGCCT.GKAVRGAKGHHHPHPPAAGAGAAGGAFADT KAT THSVT KK
LKERQLELLLQAVESRGGTRTACLLLPGRLDCRLGPGAPAGAQPAQPPSSYSLPLLLC
KVFRWPDLRHSSEVKRLCCCESYGKINPELVCCNPHHLSRLCELESPPPPYSRYPMDE
LKPTADCPDAVPSSAETGGTNYLAPGGLSDSQLLLEPGDRSHWCVVAYWEEKTRVGRL
YCVQEPSLDIFYDLPQGNGFCLGQLNSDNKSQLVOKVRSKIGCGIQLTREVDGVWVYN
RSSYPIFIKSATLDNPDSRTLLVHKVEFPGEFSIKAFDYEKAYSLORPNDHEFMQOPWTG
FIVQISEFVKGWGQCYTRQFISSCPCWLEVIFNSR

(SEQ ID NO:2)

Fig. 1B
21 Pacientes seleccionados
6 Pacientes no pasaron la
seleccion
N Motivo de exclusion:
4 CDAI <220
1 Antecedente cancer testicular
1 Epilepsia
W
15 Pacientes asignados
a recibir GED0301
Vv Vv v
5 pac, recibieron 40 5 pac, recibieron 80 5 pac, recibieron 160,
mg GEDO0301 mg GEDO0301 mg GED0301
5 pacientes 5 pacientes 5 pacientes
completaron completaron completaron
Fig. 2
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40 mg 80 mg 180 mg Global
N=5 N=5 N=5B N= 15
Cohorte 1 Cohorte 2 Cohorte 3
Sexo, varén n (%) 30 4 {80 4 {80} 11({73)
Edad: mediana {intervaio) 38 {32-41) 84 (31-42) 38{24-458) 37 (24-45)
Dracidn de EC: aftos 6 (1-29) 2 (1-5) 1(1-9) 4(1-29)
mediana {intervalo)
Resecacidon -O anterion n (%) 4 {80 4{B0) 1{20) g8
LibicacidnEC: n {%)
fleon terminal 1(20) 1(20) 4 (80} 6 (40)
Preanastomdtico 480 480 200 8 (B60)
C riamiento EC n {%
Comportamienta £C: a (%) 5(100) 5(100) 5(100)  15(100)
inflamatorio
Medicacion paralela n (%)
Corticosstercides
sistémicos a0 o 1 {20} 1{8,8}
Budesonida 4 {80 21403 380 880
Wesalamina 30 4 {BO) 50100 12 {80
intolerancia o insensibilidad n (%)
Farmacos inmunosupresores 1{20) 2 {40 2 {40 5{33.3)
Anti-TNF 1 {20} 240 Z{40 5333

Abrevisturas: EC, enfermedad de Crohn; TRF, Factor de necrosis tumoral,

Fig. 3
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Lohorte 1 Cohorte 2 Coborte 1

Asooiacidnoon el
KO de N® e NP de tarmaco del
astudic
gventos BVEtos aventos Grado
Recaida B0 g 1 g Lave LN
Dolor abdominal 4] o 2 Bevero UM {23
Wémito o o 2 Severn UN 23
Aumento en triglicéridos i 0 3 lLave NT (3
yo colesterol 2 o 0 Leve UN {2y
1 Leve PR{1}

Aumento bilirubing 3 e 0 Leve HT (3}
?nmgnta reCusto o o 1 Lave NT (1)
infocitos
Disminucién polasio sérico 3 o D Leve NT {1}
Aumento recuento £ g o Leve NT {1}
isucochto urinario o o g Leve UN Y
Aurmento recuento
esterasas leucociio 3 g 0 Leve NT {1}
winarnio
Infeccidn racto uringrio 1 2 i Leve NT {3}
Hiperiension g 1 g Leve NT {1}
Alteracion ECG{ i

- (e 0 1 0 Leve UN {1)
de ondas T}
Hinitis £ 4] 0 Leve UN {1

Losdatos indican e nimers de pacientes con gl menos un avento adverso (ndmern de pagientes con

asociacién documentada,
Abrevistures: EC, enfermedad de Crohn, BECG, electrocardiograma; NT, no relacionado con &l

farmaco del estudio; PR, probablemente relacionado con el firmaco del estudio; UN, improbable que
auté ralacionado con el férmaco del estudio

Fig. 4
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Inicial Dia g Dia 28
Linfociios
CDy* 66,8%  12,5% 70.8%+12,5%  70,4%% 10,3%
co4 44,8% & 14,2% 504%:12.8%  50,7%% 12,6%
cosr 16,6% £ 6,6% 200%+62%  19.8%+54%
co25* 44.2% + 15.5% 302%+£11.6%  39.4%% 13.8%
co161° 4,9% +2,8% 4.3%+2,7% 4.7%+4,8%
co 62L* 50,3% % 13.7% 54.9%:11,6%  54,9%% 12,9%
CCRY* 2,.9%+ 1,6% 3,8%3,1% 3,8%12,8%
adg7* 3,0%+ 1.6% 2.7% £2.1% 2.4% % 1.3%
Fig. 7
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20 b a2
P = 0,041
pr——

o

P= 0,008

151

104

Poreentaje de linfocitos
que expresan IFM-y
f_llll

expresan IFN+ CCRS
T

Porcentaje de linfocitos que

Dia o Dia s pia 28 Dia B4 Dia O Dias pia2s  Dia 83

0
o

P =10,028
2= 0007

Porcentaje de linfocitos
que expresan IL1TA
Z
Porcentaje de linfocitos que
expresan IL1TA+CCRY
b

Dia0 Diag Dia : Diap Dia8 D Dia 84

]
]
1
-
i
&
=3

1,0-

0,5

Porcentaje de linfozitos
que expresan Fox3+CCRY

Porcentaje de linfocitos
que expresan Foxpl

0.0
Dia 0 Dia8 Dia26 Dia8d Diad Dia% pijp2s Diasd

Fig. 8

40 myg 80 mg 160 mg Global

N =3 N = N=23 N= 135

Cohorte 1 Cohorte 2 Cohorte 3

COAl
Inicial 280 (221-306) 287 (252-400) 287 (221-400) 287(221-400)
Dia 8 26 (41-163) 126 (70-215) 53(37-113) 28 (37-215)
Dia 28 93 (18-144) 133 (52-301) 71(31-88) 88 (18-301)

Fig. &
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