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DESCRIPCION
Método de estadificacion de la fibrosis hepética en pacientes con EHNA
ANTECEDENTES

[0001] La EHNA constituye una importante necesidad médica no cubierta que va en aumento y que actualmente
no cuenta con ninguna terapia aprobada. Se calcula que 16 millones de adultos estadounidenses padecen EHNA.
Aproximadamente el 25 % de los pacientes diagnosticados con EHNA presentan fibrosis hepatica avanzada, que se
asocia con un aumento de la morbilidad y la mortalidad.

[0002] La biopsia se considera un procedimiento estandar para evaluar la salud del higado, incluida la EHNA. No
obstante, la biopsia es una técnica invasiva que no resulta ideal para numerosos pacientes. Los métodos no
invasivos pueden proporcionar ventajas para diagnosticar, monitorizar o predecir la EHNA. En el presente
documento se describen diversos marcadores no invasivos asociados con la EHNA o una presentacién relacionada.

[0003] EI documento WO 2012/105590 A1 desvela un marcador de determinaciéon que comprende a YKL-40 y que
puede usarse para distinguir entre la esteatosis simple y la EHNA en un paciente con enfermedad del higado graso
no alcohélico (EHGNA). El documento WO 2005/039397 A2 desvela un método para diagnosticar la presencia o la
gravedad de la fibrosis tisular en un individuo detectando a2-macroglobulina (a2-MG) en una muestra del individuo,
detectando acido hialurénico (AH) en una muestra del individuo, detectando inhibidor tisular de metaloproteinasa-1
(TIMP-1) en una muestra del individuo y diagnosticando la presencia o la gravedad de la fibrosis tisular en el
individuo baséndose en la presencia o el nivel de a2-MG, AH y TIMP-1. El documento WO 2017/139254 A1 desvela
diversos métodos, composiciones y kits para determinar si un sujeto tiene EHGNA, y también desvela diversos
métodos, composiciones y kits para determinar si un sujeto tiene EHNA. El documento WO 2017/167934 A1 desvela
un método para diagnosticar la EHNA y para clasificar a un sujeto como receptor potencial de un tratamiento para la
EHNA.

RESUMEN

[0004] La invencién se especifica en las reivindicaciones anexas. La presente divulgacién se basa en la evaluacion
de marcadores de proteinas y &cidos biliares, cuyos niveles se correlacionan con el estadio, el estado o el resultado
del tratamiento de enfermedades o afecciones hepéticas. En una realizacién, se proporciona un método para
clasificar a un paciente con esteatohepatitis no alcohélica (EHNA) con fibrosis grave, que incluye medir los niveles
proteicos de colectina renal 1 (CL-K1), espondina-1 (RSPO1), metalopeptidasa de matriz 7 (MMP-7), componente
del complemento 7 (C7), proteina de unidn al factor de crecimiento similar a la insulina 7 (IGFBP7), subunidad alfa
del receptor de interleucina 5 (IL-5Ra) y trombospondina-2 (TSP2) en una muestra de suero aislada del paciente con
EHNA,; determinar si el estadio de fibrosis hepatica de la Red de Investigacion Clinica (CRN) de la esteatohepatitis
no alcohélica en el paciente con EHNA es un estadio 3 0 4 basandose en los niveles proteicos medidos y en
diversos valores de referencia predeterminados, de manera que los valores de referencia predeterminados incluyen
los niveles proteicos de referencia para la colectina renal 1 (CL-K1), la espondina-1 (RSPO1), la metalopeptidasa de
matriz 7 (MMP-7), el componente del complemento 7 (C7), la proteina de unién al factor de crecimiento similar a la
insulina 7 (IGFBP7), la subunidad alfa del receptor de interleucina 5 (IL-5Ra) y la trombospondina-2 (TSP2) en los
estadios de fibrosis de la CRN de 0 a 4; y clasificar al paciente con EHNA con fibrosis grave si el estadio de fibrosis
de la CRN determinado es 3 0 4.

BREVE DESCRIPCION DE LAS ILUSTRACIONES
[0005]

La Figura 1 (FIG. 1) muestra diversas proteinas cuyos niveles de expresion en el suero se correlacionan de
manera significativa con la gravedad de la enfermedad de EHNA.

La Figura 2 es un diagrama de Venn que muestra los solapamientos entre el estadio de la fibrosis y los
componentes de la EHNA para los marcadores proteicos.

La Figura 3 muestra que la capacidad de diagnéstico del estadio de la fibrosis en el punto de referencia usando
biomarcadores combinados aumenta en comparacién con los mejores marcadores individuales.

Las Figuras 4-7 muestran el rendimiento de los marcadores proteicos multivariantes para monitorizar la mejora
de los parametros clinicos, el estadio de fibrosis de la CRN (Figura 4), la esteatosis (Figura 5), la inflamacién
lobular (Figura 6) y el abombamiento hepatico (Figura 7).

La Figura 8 (no conforme a la invencién) muestra un gréafico que muestra que los perfiles de acidos biliares en el
suero estan alterados de manera significativa en sujetos con EHNA con diferentes estadios de fibrosis.

La Figura 9 (no conforme a la invencién) muestra que los niveles de C4 sérico (7a-hidroxi-4-colesten-3-ona)
aumentan en los sujetos con EHNA de F2/F3, pero disminuyen en los sujetos de F4 y los sujetos
descompensados. **p<0,01, ***p<0,001, ***p<0,0001.

La Figura 10 muestra el potencial Unico y solapado secretadoffiltrado de multiples bases de datos.
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Figura 11. Flujo de trabajo del secretoma de la EHNA.

Figura 12. Diagnoéstico de fibrosis grave o cirrosis usando los niveles de ARN hepatico de los principales
secretomas candidatos combinados e individuales.

Figura 13. Los secretomas candidatos demostraron una asociacién significativa entre los niveles de proteinas
circulantes y la fibrosis hepética en 1497 muestras y muestras de estudio sim (F2-4).

Las Figuras 14-15 (no conformes a la invenciéon) muestran la correlacion significativa entre las proteinas
circulantes GDF-15 y determinados estadios y caracteristicas de la EHNA.

Las Figuras 16-18 (no conformes a la invenciéon) muestran la correlacion significativa entre las proteinas
circulantes CD 163 y determinados estadios y caracteristicas de la EHNA.

La Figura 19 es un diagrama de Venn que muestra diversos marcadores de metabolitos superpuestos para
diferentes fenotipos de EHNA.

[0006] Debe entenderse que algunas o la totalidad de las figuras son representaciones esquematicas con fines
ilustrativos.

DESCRIPCION DETALLADA
Definiciones

[0007] A menos que se especifique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente
documento tienen el mismo significado que entiende habitualmente una persona con conocimientos comunes en el
campo al que pertenece la presente invencidn. Los titulos del presente documento se proporcionan Unicamente por
conveniencia y no implican limitacién alguna.

[0008] A lo largo de la presente especificacién, y a menos que el contexto indique lo contrario, debe entenderse
que los términos «comprende», «comprenden» y «que comprende(n)» implican la inclusién de un paso o elemento o
grupo de pasos o elementos indicados, pero no la exclusién de cualquier otro paso o elemento o grupo de pasos o
elementos. La expresién «que consta de» incluye -y se limita a- lo que sigue a la expresién «que consta de». Asi, la
expresidn «que consta de» indica que los elementos enumerados son necesarios u obligatorios, y que no pueden
estar presentes otros elementos. La expresién «que consta basicamente de» incluye cualquier elemento enumerado
después de dicha expresién, y restringe el resto de elementos que no interfieren con o contribuyen a la actividad o la
accidn especificada en la divulgacién para los elementos enumerados. Asi, la frase «que consta basicamente de»
indica que los elementos enumerados son necesarios U obligatorios, pero que los demas elementos son opcionales
y que pueden estar presentes -0 no- dependiendo de si afectan o no a la actividad o la accién de los elementos
enumerados.

[0009] A lo largo de la presente especificacién, la referencia a «algunas realizaciones», «una realizacién», «otra
realizacién», «una realizacién particular», «una realizacién relacionada», «una realizacién determinada», «una
realizacién adicional» u «otra realizacién adicional» -o combinaciones de las mismas- indica que un rasgo, estructura
o caracteristica particular descrita en relacién con la realizacién esta incluida en al menos una realizacién de la
presente invencién. Por consiguiente, las diferentes apariciones de las frases anteriores en diversos lugares a lo
largo de la presente especificacidén no se refieren necesariamente a la misma realizacién. Asimismo, los rasgos,
estructuras o caracteristicas particulares pueden combinarse de cualquier manera adecuada en una o mas
realizaciones.

[0010] Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "muestra" se refiere de manera general a un
fluido de un ser humano. Los ejemplos no limitativos de una muestra incluyen los siguientes: bilis, sangre, plasma
sanguineo, suero, leche materna, heces, pus, saliva, sebo, semen, sudor, lagrimas, orina y vémito. En algunas
realizaciones, la muestra es suero.

[0011] Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "sujeto" se refiere a un mamifero. Los sujetos
ejemplares incluyen -pero no se limitan a- humanos, monos, perros, gatos, ratones, ratas, vacas, caballos, cabras y
ovejas. En algunas realizaciones, el sujeto tiene una enfermedad o afeccién hepética y puede ser tratado tal y como
se describe en el presente documento.

[0012] Tal y como se utiliza en el presente documento, cuando se hace referencia a un paciente, el término
"sospechoso" se refiere a la posibilidad de que un paciente tenga una determinada enfermedad o afeccién hepatica
baséndose en una correlacién.

[0013] Tal y como se utilizan en el presente documento, los términos "tratamiento”, "tratar" u otro Iéxico similar se
refieren a un proceso para (1) retrasar la aparicién de una enfermedad que estd causando sintomas clinicos; (2)
inhibir una enfermedad, es decir, detener el desarrollo de los sintomas clinicos; y/o (3) aliviar la enfermedad, es
decir, causar la regresién de los sintomas clinicos o de la gravedad de los mismos.

[0014] Tal y como se utiliza en el presente documento, la expresidén "enfermedad o afeccién hepatica" se refiere a
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una o mas de las siguientes: fibrosis hepatica, hepatitis alcohdlica, esteatohepatitis C7 (EHNA), enfermedad del
higado graso no alcohélico (EHGNA) o inflamacién del higado.

[0015] Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "NAS" hace referencia a la puntuacién de
actividad de la EHGNA, que es un sistema de puntuacion para la EHGNA.

Identificacion y tratamiento de las afecciones o enfermedades hepaticas

[0016] Los ejemplos experimentales de la presente divulgacién identificaron diversos marcadores no invasivos a
partir de muestras de suero que pueden usarse para diagnosticar enfermedades o afecciones hepaticas, como la
fibrosis hepatica, la esteatohepatitis no alcohélica (EHNA), la enfermedad del higado graso no alcohélico (EHGNA) y
la inflamacién hepatica. Més concretamente, los autores de la presente invencién demostraron que los niveles de
expresion de determinados marcadores proteicos, individualmente o en combinacién, se correlacionaban de manera
significativa con el estadio o estado de la enfermedad o afecciéon hepatica. Ademés, los niveles de C4 sérico (7a-
hidroxi-4-colesten-3-ona), que se midieron para mostrar la biosintesis de acidos biliares hepaticos, se
correlacionaban con los estadios de fibrosis y el desarrollo de cirrosis.

[0017] Debe entenderse que la informacidén obtenida mediante los ensayos de diagnéstico descritos en el presente
documento puede usarse sola 0 en combinacién con otra informacién, como, por ejemplo, los genotipos o niveles de
expresion de otras proteinas, los parametros quimicos clinicos, los pardmetros histopatoldgicos, o la edad, el sexo y
el peso del sujeto. Cuando se usa sola, la informacién obtenida mediante los ensayos diagnésticos aqui descritos
resulta util para determinar o identificar el resultado clinico de un tratamiento, seleccionar a un paciente para un
tratamiento, o tratar a un paciente, etc. Por otro lado, cuando se usa en combinacién con otra informacién, la
informacién obtenida mediante los ensayos de diagnéstico descritos en el presente documento resulta Gtil para
ayudar a determinar o identificar el resultado clinico de un tratamiento, ayudar a seleccionar a un paciente para un
tratamiento o ayudar a tratar a un paciente, etc. En un aspecto particular, los genotipos o niveles de expresién de
una o mas proteinas tal y como se desvelan en el presente documento se usan en un panel de proteinas, de manera
que cada uno de ellos contribuye al diagnéstico, el pronéstico o el tratamiento final.

[0018] También se han identificado marcadores proteicos que se correlacionan con las mejoras clinicas
posteriores a un tratamiento. Por consiguiente, estos marcadores pueden usarse para monitorizar el tratamiento de
los pacientes. Por ejemplo, cuando los marcadores muestran que un tratamiento ha sido eficaz en un paciente, se le
puede indicar al paciente que continde con el tratamiento. Por el contrario, si los marcadores muestran que no se
han obtenido las mejoras deseadas con el tratamiento, se puede utilizar un nuevo tratamiento (por ejemplo, un
nuevo medicamento o una dosis mas alta).

[0019] Por consiguiente, de acuerdo con la invencidén, se proporciona un método para determinar el estadio o
estado de una enfermedad o afeccién hepatica en un sujeto humano, por ejemplo uno que se sospecha que tiene
una enfermedad o afeccién hepética. El método incluye medir los niveles de expresién de diversas proteinas/genes,
seleccionados de la Tabla 1A, presentes en una muestra biolégica aislada del sujeto humano y determinar el estadio
de fibrosis hepética en el sujeto humano baséndose en los niveles de expresién. Mas especificamente, la invencién
proporciona un método para clasificar a un paciente con esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) con fibrosis grave,
que incluye medir los niveles proteicos de la colectina renal 1 (CL-K1), la espondina-1 (RSPO1), la metalopeptidasa
de matriz 7 (MMP-7), el componente del complemento 7 (C7), la proteina de unidn al factor de crecimiento similar a
la insulina 7 (IGFBP7), la subunidad alfa del receptor de interleucina 5 (IL-5Ra) y la trombospondina-2 (TSP2) en
una muestra de suero aislada del paciente con EHNA; determinar si el estadio de fibrosis hepatica de la Red de
Investigacion Clinica (CRN) de la esteatohepatitis no alcohdlica en el paciente con EHNA es un estadio 3 o 4
basandose en los niveles proteicos medidos y en diversos valores de referencia predeterminados, de manera que
los valores de referencia predeterminados incluyen los niveles proteicos de referencia para la colectina renal 1 (CL-
K1), la espondina-1 (RSPO1), la metalopeptidasa de matriz 7 (MMP-7), el componente del complemento 7 (C7), la
proteina de unién al factor de crecimiento similar a la insulina 7 (IGFBP7), la subunidad alfa del receptor de
interleucina 5 (IL-5Ra) y la trombospondina-2 (TSP2) en los estadios de fibrosis de la CRN de 0 a 4; y clasificar al
paciente con EHNA con fibrosis grave si el estadio de fibrosis de la CRN determinado es 3 o 4. La determinacion
incluye comparar los niveles proteicos medidos con los niveles de referencia. En algunas realizaciones, los niveles
de referencia se obtienen de un sujeto humano que no padece fibrosis hepética.

[0020] Por ejemplo, la Tabla 1A muestra que el marcador proteico “colectina renal 1” tiene los niveles de expresion
5987.2, 4903.3, 8174.95, 11267.55 y 15604.5 (unidad: unidad fluorescente relativa [RFU]) en los estadios de fibrosis
de la CRN 0-4, respectivamente, en la muestra de prueba. Cuando se evalla a un nuevo sujeto y el nivel de
expresion de la colectina renal 1 es de 11000 (RFU, normalizada), se puede determinar que este nuevo sujeto
probablemente tiene una fibrosis hepatica en el estadio de fibrosis 3 de la CRN.

[0021] En la presente invencién, las proteinas se seleccionan de la Tabla 1A o la Tabla 2A. En este aspecto, la
variable de diagnéstico es un estadio de fibrosis de la CRN. En otras divulgaciones que no forman parte de la
presente invencidn, las proteinas se seleccionan de la Tabla 1B o 2B, y la variable de diagnéstico es un estadio de
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fibrosis de Ishak; las proteinas se seleccionan de la Tabla 1C o 2C, y la variable de diagnéstico es una puntuacién
NAS; las proteinas se seleccionan de la Tabla 1D o 2D, y la variable de diagnéstico es una esteatosis; las proteinas
se seleccionan de la Tabla 1E o 2E, y la variable de diagnéstico es una inflamacién lobular (LI); o las proteinas se
seleccionan de la Tabla 1F o 2F, y la variable de diagnéstico es un abombamiento hepatico (HB).

[0022] En las tablas se puede observar que algunos marcadores proteicos estdn asociados con multiples variables
de diagnéstico, mientras que algunos son exclusivos de una variable en particular (ver el resumen de la Tabla A).
Por ejemplo, 6Ckina, BSSP4, IL-8, LIF sR, LTBP4, MIC-1, SAP, SEM6B, SLAF7 y espondina-1 son exclusivos de la
fibrosis de la CRN y HSP 70 es comun a los cinco parametros de la Tabla 5. Por consiguiente, un nivel de expresién
adecuado de 6Ckina puede indicar un estadio de fibrosis de CRN particular, mientras que un nivel de expresién
adecuado de HSP 70 implica un estadio o estado particular para las cinco variables.

[0023] Tal y como se muestra en el analisis multivariante del Ejemplo 1, cuando se usan de manera combinada, un
grupo de siete marcadores proteicos tienen una capacidad de diagnéstico incluso mayor. Estos siete marcadores
proteicos incluyen a C7 (Componente del complemento 7), CL-K1 (Colectina renal 1), IGFBP7 (Proteina de unién al
factor de crecimiento similar a la insulina 7), Espondina 1 (RSPO1), IL-5Ra (UniProt: Q01344; Subunidad alfa del
receptor de interleucina 5), MMP-7 (Metalopeptidasa de matriz 7) y TSP2 (Trombospondina-2). En la invencidén se
utilizan los siete marcadores.

[0024] Tal y como se demuestra en el Ejemplo 2 (no conforme a la invencién), los niveles séricos de C4 (7a-
hidroxi-4-colesten-3-ona) también se correlacionan con el estadio y el estado de las enfermedades hepéticas, de
manera que pueden usarse -individualmente o en combinaciéon con otros marcadores como los desvelados en el
presente documento- para llevar a cabo el diagnéstico de enfermedades o afecciones hepaticas.

[0025] De manera adicional o independiente, la evaluacién de la enfermedad puede realizarse con informacion
obtenida a través de métodos convencionales 0 no convencionales. En una divulgacion, se proporciona un método
(no conforme a la invencidn) para identificar a un paciente con esteatohepatitis no alcohélica (EHNA) como probable
paciente con fibrosis avanzada. El método incluye medir el nivel de AST, el nivel de ALT y el recuento de plaquetas
para el paciente con EHNA y calcular un indice de fibrosis-4 (FIB-4), medir las concentraciones séricas del inhibidor
tisular de metaloproteinasas 1 (TIMP-1), el propéptido amino-terminal de procolageno tipo Il (PIIINP) y el acido
hialurénico (HA) para el paciente con EHNA y calcular una puntuacién de fibrosis hepatica mejorada (ELF), o realizar
una elastografia transitoria (Fibroscan) del paciente con EHNA para determinar una puntuacién de Fibroscan, y
comparar el indice FIB-4 y uno o ambos de entre la puntuacién ELF y la puntuacién de Fibroscan con los valores de
referencia, e identificar al paciente con EHNA como probable paciente con fibrosis avanzada basandose en la
comparacién.

[0026] En algunas divulgaciones, se determinan el indice FIB-4 y la puntuacién ELF. En algunas divulgaciones, se
determinan el indice FIB-4, la puntuacién ELF y la puntuaciéon Fibroscan. En algunas divulgaciones, no se realizan
mediciones invasivas al paciente con EHNA. En una divulgacién, se realiza una evaluacién de la puntuacién FIB-4 o
la puntuacién ELF y se trata a un paciente con uno o mas agentes terapéuticos seleccionados de entre un inhibidor
de ASKA1, un inhibidor de ACC o un agonista de FXR. En una divulgacién, se realiza una evaluacién de la puntuacién
FIB-4 o la puntuacién ELF y se trata a un paciente con selonsertib.

[0027] Como se demuestra en el Ejemplo 6 (no conforme a la invencién), los metabolitos medidos en muestras de
suero de un individuo también pueden usarse como biomarcadores para evaluar las etapas de la enfermedad. Por
consiguiente, la presente divulgacién desvela un método para determinar el estadio o el estado de la enfermedad o
afeccién hepatica en un sujeto humano, por ejemplo uno que se sospecha que tiene una enfermedad o afeccién
hepatica. El método incluye medir los niveles de uno o méas metabolitos (seleccionados de las Tablas 15-27)
presentes en una muestra biolégica (por ejemplo, suero) obtenida del sujeto humano y determinar el estadio de
fibrosis hepatica en el sujeto humano en funcién de dichos niveles. En algunas divulgaciones, la determinacién
incluye comparar los niveles con los niveles de referencia. En algunas divulgaciones, los niveles de referencia se
obtienen de un sujeto humano que no padece fibrosis hepética.

[0028] En algunas divulgaciones, los metabolitos se seleccionan de la Tabla 15. En este aspecto, la variable de
diagnostico es un estadio de fibrosis de CRN. En otras divulgaciones que no forman parte de la presente invencion,
los metabolitos se seleccionan de la Tabla 16, y la variable de diagndstico es una puntuacién NAS; los metabolitos
se seleccionan de la Tabla 17, y la variable de diagnéstico es una esteatosis; los metabolitos se seleccionan de la
Tabla 19, y la variable de diagnéstico es una inflamacién lobular (LI); o los metabolitos se seleccionan de la Tabla
18, y la variable de diagnéstico es un abombamiento hepético (HB).

[0029] En algunas realizaciones, la determinacién de una enfermedad o afeccién hepatica en un paciente es
seguida por un tratamiento, tal y como se describe en el presente documento. En oftras realizaciones, la
determinacién de una enfermedad o afeccién hepética se lleva a cabo durante el tratamiento.

[0030] Tal y como se demuestra en el Ejemplo 6 y en la Figura 19, los diferentes paneles de biomarcadores
5
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pueden diferenciar a pacientes con diferentes presentaciones de la enfermedad. En una divulgacién, un panel de
biomarcadores como el descrito en el Ejemplo 6 puede usarse para distinguir a pacientes con las siguientes
presentaciones: FO0-2 versus F3-4, NAS>=5 versus NAS<5, cirréticos criptogénicos versus cirréticos no
criptogénicos, y pacientes F4 versus pacientes FO-3. Una vez que se determina la presentacién de un paciente a
partir de la obtencién de una muestra biolégica que incluye el panel descrito en el Ejemplo 6, el paciente puede
tratarse con uno o més agentes terapéuticos, tal y como se describe en el presente documento.

Monitorizacién de las mejoras clinicas

[0031] Tal y como se muestra en el Ejemplo 1, se han identificado diversos marcadores proteicos que se
correlacionan bien con la mejora de determinados criterios de valoracién clinicos. Por consiguiente, estos
marcadores proteicos pueden usarse para monitorizar la eficacia de un tratamiento en un paciente.

[0032] La presente divulgacion también desvela un método para evaluar el efecto de un tratamiento en un paciente
que padece una enfermedad o afeccién hepatica y que ha recibido el tratamiento. En algunas realizaciones, el
método incluye medir los niveles de expresion de una o més proteinas (seleccionadas de las Tablas 3A-D y 12)
presentes en una muestra biolégica aislada del paciente; y evaluar el efecto del tratamiento comparando los niveles
de expresién con los niveles de expresion de referencia obtenidos de los pacientes antes del tratamiento.

[0033] Por ejemplo, para un paciente que tiene fibrosis hepética, si los niveles de KYNU bajan un 30 % después
del tratamiento, es probable que el paciente esté respondiendo al tratamiento, ya que este cambio sugiere una
mejora de la esteatosis. Por el contrario, si la disminucién de los niveles de KYNU es solo de aproximadamente un
5%, es probable que este paciente no esté respondiendo al tratamiento y esté justificada una nueva opcién de
tratamiento (por ejemplo, un medicamento diferente, un tratamiento mas prolongado o una dosis mas alta).

[0034] Cada uno de los criterios de valoracién clinicos/variables clinicas (esteatosis, inflamacién lobular,
abombamiento hepético y estadio de fibrosis de CRN) tiene la correspondiente lista de marcadores proteicos para
monitorizar su mejora. Cuando el criterio de valoracidn clinico es la mejora de la esteatosis, el marcador proteico se
selecciona de la Tabla 3A, la Tabla 4A o la Tabla 12. Cuando el criterio de valoracién clinico es la mejora de la
inflamacién lobular, el marcador proteico se selecciona de la Tabla 3B, la Tabla 4B o la Tabla 12. Cuando el criterio
de valoracién clinico es la mejora del abombamiento hepatico, el marcador proteico se selecciona de la Tabla 3C, la
Tabla 4C o la Tabla 12. Cuando el criterio de valoracidén clinico es la mejora del estadio de fibrosis de CRN, el
marcador proteico se selecciona de la Tabla 3D o la Tabla 4D.

[0035] También se identifican diversos grupos de marcadores multivariantes para cada criterio de valoracion
clinico, los cuales se resumen en la Tabla B. Cuando el criterio de valoracién clinico es la mejora del estadio de
fibrosis de CRN, los marcadores proteicos son dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 més, o los siete marcadores proteicos
seleccionados de entre pTEN (P60484), CD70 (P32970), Caspasa-2 (P42575), Catepsina H (P09668), LAG-1
(Q8NHW4), PDXK (000764) y GITR (Q9Y5US).

[0036] Cuando el criterio de valoracién clinico es la mejora de la esteatosis, los marcadores proteicos son dos,
tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once o més, o los doce marcadores proteicos seleccionados de
entre Integrina a1b1 (P56199, P05556), proteina similar a nectina 2 (Q9BY67), PDGF Rb (P09619), LRP8 (Q14114),
Ligando CD30 (P32971), Lumican (P51884), SAP (P02743), YKL-40 (P36222), sTie-2 (Q02763), HSP 90a/b
(P07900 P08238), TSP2 (P35442) y YES (P07947).

[0037] Cuando el criterio de valoracidn clinico es la mejora de la inflamacién lobular, los marcadores proteicos son
dos, tres, cuatro, cinco o mas, o los cinco marcadores proteicos seleccionados de entre HSP 90a/b (P07900
P08238), Aminoacilasa-1 (Q03154), FCG3B (075015), M-CSF R (P07333) y Queratina 18 (P05783).

[0038] Cuando el criterio de valoracién clinico es la mejora del abombamiento hepatico, los marcadores proteicos
son dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 mas, o los siete marcadores proteicos seleccionados de entre fibronectina
(P02751), globulina de unidén a la tiroxina (P05543), FGF23 (Q9GZV9), LG3BP (Q08380), cofactor de heparina |l
(P05546), proteina C (P04070) y STAT3 (P40763).

Kits y paneles

[0039] La presente divulgacién también proporciona kits, paquetes y paneles de diagndstico para su uso en el
método de la invencién. Por ejemplo, los kits pueden incluir anticuerpos, sondas de nucleétidos o cebadores y otros
reactivos para medir la expresién de proteinas o ARNm de varias listas de proteinas (por ejemplo, las Tablas 1A-1F,
2A-2F, 3A-3D, 4A-4D, 11A-11D, 12, Ay B), tal y como se desvela en el presente documento. En otra realizacion, el
kit o paquete también incluye una terapia adecuada.

Evaluacién de los paneles
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[0040] Diversas realizaciones desveladas anteriormente incluyen multiples marcadores proteicos cuya medicion se
puede realizar de forma conjunta (simultaneamente o secuencialmente). Estas pruebas proporcionaran informacion
para un diagndstico, un pronéstico y un seguimiento clinico adecuados, sin limitaciones.

[0041] Se desvela un método para proporcionar informacién bioldgica para diagnosticar una enfermedad o
afeccién hepatica en un sujeto humano, que comprende medir los niveles de expresién de dos, tres, cuatro, cinco,
seis, siete, ocho, nueve, diez, cincuenta, veinte 0 méas proteinas (seleccionadas de las Tablas 1A-1F, las Tablas 2A-
2F o las Tablas 11A-11D) presentes en una muestra bioldgica aislada del sujeto humano. En algunas realizaciones,
las proteinas se seleccionan de entre el componente del complemento 7 (C7), la colectina renal 1 (CL-K1), la
proteina de unién al factor de crecimiento similar a la insulina 7 (IGFBP7), la espondina-1 (RSPO1), la subunidad
alfa del receptor de interleucina 5 (IL5-Ra), la metalopeptidasa de matriz (MMP-7) y la trombospondina-2 (TSP2). En
algunas divulgaciones, la medicién se lleva a cabo para no més de 20, 25, 30, 35, 40 o 50 proteinas.

[0042] Se desvela otro método para proporcionar informacién biolégica para determinar el estadio de fibrosis de la
CRN (la red de investigacién clinica de la esteatohepatitis no alcohélica) en un sujeto humano, que incluye medir los
niveles de expresién de dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, cincuenta, veinte o méas proteinas
(seleccionadas de las Tablas 1A, 2A u 11A) presentes en una muestra biolégica aislada del sujeto humano. En
algunas divulgaciones, la medicién se lleva a cabo para no més de 20, 25, 30, 35, 40 o 50 proteinas.

[0043] Se desvela otro método para proporcionar informacién biolégica para determinar el estadio de fibrosis de
Ishak en un sujeto humano, que comprende medir los niveles de expresién de dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete,
ocho, nueve, diez, cincuenta, veinte o mas proteinas (seleccionadas de las Tablas 1B o 2B) presentes en una
muestra biolégica aislada del sujeto humano. En algunas divulgaciones, la medicidn se lleva a cabo para no més de
20, 25, 30, 35, 40 o 50 proteinas.

[0044] Se desvela otro método para proporcionar informacién biolégica para determinar la NAS (la puntuacién de
la actividad de la enfermedad del higado graso no alcohdlico [EHGNA]) en un sujeto humano, que comprende medir
los niveles de expresion de dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, cincuenta, veinte 0 mas proteinas
(seleccionadas de las Tablas 1C, 2C u 11B) presentes en una muestra bioldgica aislada del sujeto humano. En
algunas divulgaciones, la medicién se lleva a cabo para no més de 20, 25, 30, 35, 40 o 50 proteinas.

[0045] Se desvela otro método para proporcionar informacién bioldgica para caracterizar la esteatosis en un sujeto
humano, que comprende medir los niveles de expresién de dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez,
cincuenta, veinte o mas proteinas (seleccionadas de las Tablas 1D o 2D) presentes en una muestra biol6gica
aislada del sujeto humano. En algunas divulgaciones, la medicidén se lleva a cabo para no més de 20, 25, 30, 35, 40
o 50 proteinas.

[0046] Se desvela otro método para proporcionar informacién bioldégica para caracterizar la inflamacién lobular en
un sujeto humano, que comprende medir los niveles de expresién de dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho,
nueve, diez, cincuenta, veinte o mas proteinas (seleccionadas de las Tablas 1E, 2E u 11C) presentes en una
muestra biolégica aislada del sujeto humano. En algunas divulgaciones, la medicidn se lleva a cabo para no més de
20, 25, 30, 35, 40 o 50 proteinas.

[0047] Se desvela otro método para proporcionar informacién biolégica para caracterizar el abombamiento
hepéatico en un sujeto humano, que comprende medir los niveles de expresién de dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete,
ocho, nueve, diez, cincuenta, veinte 0 mas proteinas (seleccionadas de las Tablas 1F, 2F u 11D) presentes en una
muestra biolégica aislada del sujeto humano. En algunas divulgaciones, la medicidn se lleva a cabo para no més de
20, 25, 30, 35, 40 o 50 proteinas.

[0048] En algunas divulgaciones, el método también comprende realizar un diagnéstico baséndose en la
informacién biolégica. En algunas divulgaciones, el método también comprende prescribir o administrar al sujeto
humano una terapia de acuerdo con el diagnéstico.

[0049] Una divulgacidén proporciona un método para proporcionar informacién bioldgica para evaluar el efecto de
un tratamiento en un paciente que padece una enfermedad o afeccion hepética y que ha recibido el tratamiento, de
manera que el método incluye medir los niveles de expresién de dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve,
diez, cincuenta, veinte o mas proteinas (seleccionadas de las Tablas 3A-3D y 12) presentes en una muestra
biolégica aislada del paciente. En algunas divulgaciones, las proteinas se seleccionan de entre la fosfatasa y el
homdélogo de tensina (PTEN), CD70, caspasa 2, catepsina H (CTSH), esfingosina N-aciltransferasa (LAG-1),
piridoxal quinasa (PDXK) y proteina relacionada con TNFR inducida por glucocorticoides (GITR). En algunas
divulgaciones, la medicién se lleva a cabo para no mas de 20, 25, 30, 35, 40 o 50 proteinas.

[0050] Otra divulgacién proporciona un método para proporcionar informacion biolégica para evaluar si un paciente
con una enfermedad o afeccién hepética presenta una mejoria en la esteatosis después de un tratamiento, de
manera que el método incluye medir los niveles de expresién de dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve,
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diez, cincuenta, veinte o mas proteinas (seleccionadas de las Tablas 3A, 4A o 12) presentes en una muestra
biolégica aislada del sujeto humano. En algunas divulgaciones, las proteinas se seleccionan de entre Integrina a1b1
(P56199, P05556), proteina similar a nectina 2 (Q9BY67), PDGF Rb (P09619), LRP8 (Q14114), Ligando CD30
(P32971), Lumican (P51884), SAP (P02743), YKL-40 (P36222), sTie-2 (Q02763), HSP 90a/b (P07900 P08238),
TSP2 (P35442) y YES (P07947). En algunas divulgaciones, la medicidn se lleva a cabo para no mas de 20, 25, 30,
35, 40 o0 50 proteinas.

[0051] Otra divulgacién proporciona un método para proporcionar informacién bioldgica para evaluar si un paciente
con una enfermedad o afeccién hepética presenta una mejoria en la inflamacién lobular después de un tratamiento,
de manera que el método incluye medir los niveles de expresién de dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve,
diez, cincuenta, veinte o mas proteinas (seleccionadas de las Tablas 3B, 4B o 12) presentes en una muestra
bioloégica aislada del sujeto humano. En algunas divulgaciones, las proteinas se seleccionan de entre HSP 90a/b
(PO7900 P08238), Aminoacilasa-1 (Q03154), FCG3B (075015), M-CSF R (P07333) y Queratina 18 (P05783). En
algunas divulgaciones, la medicién se lleva a cabo para no més de 20, 25, 30, 35, 40 o 50 proteinas.

[0052] Otra divulgacién proporciona un método para proporcionar informacion biolégica para evaluar si un paciente
con una enfermedad o afeccion hepatica presenta una mejoria en el abombamiento hepatico después de un
tratamiento, de manera que el método incluye medir los niveles de expresiéon de dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete,
ocho, nueve, diez, cincuenta, veinte 0 mas proteinas (seleccionadas de las Tablas 3C, 4C o 12) presentes en una
muestra biolégica aislada del sujeto humano. En algunas divulgaciones, las proteinas se seleccionan de entre
fibronectina (P02751), globulina de unién a tiroxina (P05543), FGF23 (Q9GZV9), LG3BP (Q08380), cofactor de
heparina Il (P055486), proteina C (P04070) y STAT3 (P40763). En algunas divulgaciones, la medicidn se lleva a cabo
para no mas de 20, 25, 30, 35, 40 o 50 proteinas.

[0053] Otra divulgacién proporciona un método para proporcionar informacién biolégica para evaluar si un paciente
con una enfermedad o afeccién hepatica presenta una mejoria en el estadio de fibrosis de CRN después de un
tratamiento, de manera que el método incluye medir los niveles de expresiéon de dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete,
ocho, nueve, diez, cincuenta, veinte o méas proteinas (seleccionadas de las Tablas 3D o 4D) presentes en una
muestra biolégica aislada del sujeto humano. En algunas divulgaciones, las proteinas se seleccionan de entre pTEN
(P60484), CD70 (P32970), Caspasa-2 (P42575), Catepsina H (P09668), LAG-1 (Q8NHW4), PDXK (000764) y GITR
(Q9Y5US). En algunas divulgaciones, la medicion se lleva a cabo para no mas de 20, 25, 30, 35, 40 o 50 proteinas.

[0054] En algunas divulgaciones, el método también incluye realizar una evaluacién del tratamiento basandose en
la informacién bioldgica. En algunas divulgaciones, el método también incluye prescribir o administrar al sujeto
humano una terapia de acuerdo con el diagnéstico.

Usos y métodos de tratamiento

[0055] Tras obtener informacidén relacionada con el diagnéstico de una enfermedad o afeccién hepatica, o la
confirmacion de la eficacia de un tratamiento, la presente divulgacién proporciona ademas diversos usos o métodos
de tratamiento adecuados para el paciente. En algunas divulgaciones, se ha analizado al paciente debidamente
(usando cualquier realizacién de la presente divulgacién) con uno o mas marcadores proteicos, y opcionalmente con
otros marcadores o pruebas clinicas. En algunas divulgaciones, el tratamiento utiliza uno o més de los siguientes
agentes terapéuticos.

Agentes terapéuticos

[0056] En algunas divulgaciones, los uno o0 mas agentes terapéuticos incluyen -pero no se limitan a- un compuesto
desvelado en el presente documento que se administra en combinacién con uno o més agentes terapéuticos
adicionales para tratar o prevenir una enfermedad o afeccién desvelada en el presente documento. En algunas
divulgaciones, los uno o méas agentes terapéuticos adicionales son un inhibidor de la ECA, un inhibidor de la acetil
CoA carboxilasa, un agonista del receptor A3 de la adenosina, un agonista del receptor de la adiponectina, un
inhibidor de la proteina cinasa AKT, proteinas cinasas activadas por AMP (AMPK), un agonista del receptor de la
amilina, un antagonista del receptor AT-1 de la angiotensina Il, inhibidores de la autotaxina, un Lipido bioactivo, un
Agonista de la calcitonina, un Inhibidor de la caspasa, un Estimulador de la caspasa 3, un Inhibidor de la catepsina,
un Inhibidor de la caveolina 1, un Antagonista de la quimiocina CCR2, un Antagonista de la quimiocina CCR3, un
Antagonista de la quimiocina CCRS, un Estimulador del canal de cloruro, un Inhibidor de la CNR1, un Inhibidor de la
ciclina D1, un Inhibidor del citocromo P450 7A1, un Inhibidor de la DGAT1/2, un Inhibidor de la dipeptidil peptidasa
IV, un Modulador de la endosialina, un Inhibidor del ligando de la eotaxina, un Modulador de las proteinas de la
matriz extracelular, un Agonista del receptor X farnesoide, Inhibidores de la sintasa de acidos grasos, un Agonista
del receptor del FGF1, Ligandos del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-15, FGF-19, FGF-21), un Inhibidor de
la galectina 3, un Agonista del receptor del glucagén, un Agonista del péptido 1 similar al glucagén, un Agonista del
receptor 1 de acidos biliares acoplado a proteina G, un Modulador Hedgehog (Hh), un Inhibidor de la proteasa NS3
del virus de la hepatitis C, un Modulador del factor nuclear 4 alfa de los hepatocitos (HNF4A), un Modulador del
factor de crecimiento de los hepatocitos, un Inhibidor de la HMG CoA reductasa, un Agonista de la IL-10, un
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Antagonista de la IL-17, un Inhibidor del cotransportador ileal sédico de acidos biliares, un Sensibilizador a la
insulina, un Modulador de la integrina, un inhibidor de la cinasa 4 asociada al receptor de intereucina 1 (IRAK4), un
inhibidor de la tirosina cinasa Jak2, un estimulador de Klotho beta, inhibidores de la cetohexocinasa como PF-
06835919, un inhibidor de la 5-lipoxigenasa, un inhibidor de la lipoproteina lipasa, un receptor del higado X, un
estimulador del gen LPL, un antagonista del receptor de lisofosfatidato 1, un inhibidor de la lisil oxidasa homéloga 2,
un Inhibidor de las metaloproteinasas de la matriz (MMP), un Inhibidor de la proteina cinasa MEKK-5, un Inhibidor de
la amina oxidasa de cobre de membrana (VAP-1), un Inhibidor de la metionina aminopeptidasa-2, un Modulador de
la proteina 2 de unién a metil CpG, un Inhibidor del microARN-21 (miR-21), un Desacoplador mitocondrial como la
nitazoxanida, un Estimulador de la proteina basica de la mielina, un Inhibidor de la proteina 3 del dominio PYD de
NACHT LRR (NLRP3), un estimulador de la sirtuina deacetilasa dependiente de NAD, un inhibidor de la NADPH
oxidasa (NOX), un agonista del receptor 1 del 4cido nicotinico, un estimulador del purinoceptor P2Y13, un inhibidor
de la PDE 3, un inhibidor de la PDE 4, un inhibidor de la PDE 5, un modulador del receptor beta del PDGF, un
inhibidor de la fosfolipasa C, un agonista del PPAR alfa, un agonista del PPAR delta, un agonista del PPAR gamma,
un modulador del PPAR gamma, un Antagonista del receptor 2 activado por proteasa, un Modulador de la proteina
cinasa, un Inhibidor de la proteina cinasa asociada a Rho, un Inhibidor del transportador 2 de glucosa sédica, un
Inhibidor del factor de transcripcion SREBP, un Inhibidor de STAT-1, un Inhibidor de la estearoil CoA desaturasa-1,
un estimulador del supresor de la sefializacién de citoquinas-1, un estimulador del supresor de la sefializacién de
citoquinas-3, un factor de crecimiento transformante B (TGF-B), una quinasa 1 activada por el factor de crecimiento
transformante B (TAK1), un agonista beta del receptor de la hormona tiroidea, un antagonista de TLR-4, un inhibidor
de la transglutaminasa, un modulador del receptor tirosina quinasa, un modulador de GPCR, un modulador del
receptor de la hormona nuclear, moduladores de WNT o un modulador de YAP/TAZ.

[0057] Los ejemplos no limitativos de los uno o mas agentes terapéuticos adicionales incluyen los siguientes:

Inhibidores de la ECA, como el enalapril;

Inhibidores de la acetil CoA carboxilasa (ACC), como DRM-01, gemcabene, PF-05175157 y QLT-091382;
Agonistas del receptor de adenosina, como CF-102, CF-101, CF-502 y CGS21680;

Agonistas del receptor de adiponectina, como ADP-355;

Agonistas del receptor de amilina/calcitonina, como KBP-042;

Estimuladores de la proteina quinasa activada por AMP, como O-304;

Antagonistas del receptor AT-1 de la angiotensina Il, como el irbesartan;

Inhibidores de la autotaxina, como PAT-505, PAT-048, GLPG-1690, X-165, PF-8380 y AM-063;

Lipidos bioactivos, como DS-102;

Inhibidores del receptor cannabinoide tipo 1 (CNR1), como namacizumab y GWP-42004;

Inhibidores de la caspasa, como emricasan;

Inhibidores de la pan-catepsina B, como VBY-376;

Inhibidores de la pan-catepsina, como VBY-825;

Antagonistas de la quimiocina CCR2/CCRS5, como el cenicriviroc;

Antagonistas de la quimiocina CCR2, como el propagermanio;

Antagonistas de la quimiocina CCR3, como el bertilimumab;

Estimuladores de los canales de cloruro, como la cobiprostona;

Inhibidores de la diglicérido aciltransferasa 2 (DGAT2), como IONIS-DGAT2RX;

Inhibidores de la dipeptidil peptidasa 1V, como la linagliptina;

Inhibidores del ligando de la eotaxina, como el bertilimumab;

Moduladores de proteinas de la matriz extracelular, como CNX-024;

Inhibidores de la sintasa de acidos grasos, como TVB-2640;

Inhibidores del factor de crecimiento de fibroblastos 19 (rhFGF19)/citocromo P450 (CYP)7A1, como NGM-282;
Ligando del factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF-21), como BMS-986171, BMS-986036;
Agonistas del factor de crecimiento de fibroblastos 21(FGF-21)/péptido similar al glucagdén 1 (GLP-1), como YH-
25723,

Inhibidores de la galectina 3, como GR-MD-02;

Agonistas del péptido 1 similar al glucagén (GLP1R), como AC-3174, liraglutida, semaglutida;

Agonistas del receptor de acidos biliares 1 acoplado a proteina G (TGR5), como RDX-009, INT-777;
Inhibidores de la proteina de choque térmico 47 (HSP47), como ND-L02-s0201;

Inhibidores de la HMG CoA reductasa, como atorvastatina, fluvastatina, pitavastatina, pravastatina, rosuvastatina
y simvastatina;

Agonistas de la IL-10, como la peg-ilodecakina;

Inhibidores del cotransportador ileal de sodio y acido biliar, como A-4250, etanolato potasico hidratado de
volixibat (SHP-262) y GSK2330672;

Sensibilizadores a la insulina, como KBP-042, MSDC-0602K, Px-102, RG-125 (AZD4076) y VVP-100X;
Agonistas de beta Klotho (KLB)-FGF1¢, como NGM-313;

Inhibidores de la cetohexocinasa, como PF-06835919;

Inhibidores de la 5-lipoxigenasa, como tipelukast (MN-001);

Inhibidores de la lipoproteina lipasa, como CAT-2003;

Estimuladores del gen LPL, como alipogene tiparvovec;
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Moduladores del receptor X hepético (LXR), como PX-L603, PX-L493, BMS-852927, T-0901317, GW-3965 y SR-
9238;

Antagonistas del receptor de lisofosfatidato-1, como BMT-053011, UD-009, AR-479, ITMN-10534, BMS-986020 y
KI-16198;

Inhibidores del homdlogo 2 de la lisil oxidasa, como simtuzumab;

Inhibidores de la amina oxidasa sensible a la semicarbazida/proteina de adhesién vascular-1 (SSAO/VAP-1),
como PXS-4728A,;

Inhibidores de la metionina aminopeptidasa-2, como ZGN-839;

Moduladores de la proteina 2 de unién a metil CpG, como la mercaptamina;

Desacopladores mitocondriales, como el 2,4-dinitrofenol o la nitazoxanida;

Estimuladores de la proteina basica de la mielina, como la olesoxima;

Inhibidores de la NADPH oxidasa 1/4, como GKT-831;

Agonistas del receptor 1 del acido nicotinico, como ARI-3037MO;

Inhibidores de la proteina 3 de dominio NACHT LRR PYD (NLRP3), como KDDF-201406-03, y NBC-6;
Moduladores de receptores nucleares, como DUR-928;

Estimuladores de purinoceptores P2Y13, como CER-209;

Inhibidores de la PDE 3/4, como tipelukast (MN-001);

Inhibidores de la PDE 5, como el sildenafilo;

Moduladores del receptor beta de PDGF, como BOT-191, BOT-509;

Agonistas de PPAR, como elafibranor (GFT-505), MBX-8025, enantidmero R de pioglitazona deuterada,
pioglitazona, DRX-065, saroglitazar e IVA-337;

Antagonistas del receptor-2 activado por proteasa, como PZ-235;

Moduladores de la proteina cinasa, como CNX-014;

Inhibidores de la proteina cinasa asociada a Rho (ROCK), como KD-025;

Inhibidores del transportador sédico de glucosa-2 (SGLT2), como ipraglifiozina, remogliflozina etabonato,
ertuglifiozina, dapagliflozina y sotagliflozina;

Inhibidores del factor de transcripcién SREBP, como CAT-2003 y MDV-4463;

Inhibidores de la estearoil CoA desaturasa-1, como el aramchol;

Agonistas beta del receptor de la hormona tiroidea, como MGL-3196, MGL-3745, VK-2809;

Antagonistas de TLR-4, como JKB-121;

Moduladores del receptor tirosina quinasa, como CNX-025;

Moduladores de GPCR, como CNX-023; y

Moduladores de receptores de hormonas nucleares, como Px-102.

[0058] En algunas divulgaciones especificas, los uno o mas agentes terapéuticos adicionales se seleccionan de
entre A-4250, AC-3174, acido acetilsalicilico, AK-20, AKN-083, alipogene tiparvovec, aramchol, ARI-3037MO, ASP-
8232, atorvastatina, bertilimumab, betaina anhidra, BAR-704, BI-1467335, BMS-986036, BMS-986171, BMT-
053011, BOT-191, BTT-1023, BWD-100, BWL-200, CAT-2003, cenicriviroc, CER-209, CF-102, CGS21680, CNX-
014, CNX-023, CNX-024, CNX-025, cobiprostona, colesevelam, dapaglifiozina, 16-dehidro-pregnenolona,
enantibmero R de pioglitazona deuterada, 2,4-dinitrofenol, DRX-065, DS-102, DUR-928, EDP-305, elafibranor (GFT-
505), emricasan, enalapril, EP-024297, ertugliflozina, evogliptina, EYP-001, F-351, fexaramina, GKT-831, GNF-5120,
GR-MD-02, hidroclorotiazida, éster etilico de icosapento, IMM-124-E, INT-767, IONIS-DGAT2Rx, INV-33,
ipraglifiozina, Irbesarta, propagermanio, IVA-337, JKB-121, KB-GE-001, KBP-042, KD-025, M790, M780, M450,
metformina, sildenafilo, LC-280126, linagliptina, liraglutida, LJN-452, LMB-763, MBX-8025, MDV-4463,
mercaptamina, MET-409, MGL-3196, MGL-3745, MSDC-0602K, namacizumab, NC-101, ND-L02-s0201, NFX-21,
NGM-282, NGM-313, NGM-386, NGM-395 NTX-023-1, acido norursodesoxicolico, O-304, acido obeticodlico,
25HC3S, olesoxime, PAT-505, PAT-048, peg-ilodecakin, pioglitazona, pirfenidona, PRI-724, PX20606, Px-102, PX-
L603, PX-L493, PXS-4728A, PZ-235, RDX-009, RDX-023, etabonato de remogliflozina, tricaprilina reutilizada, RG-
125 (AZD-4076), saroglitazar, semaglutida, simtuzumab, SIPI-7623, solitromicina, sotagliflozina, estatinas
(atorvastatina, fluvastatina, pitavastatina, pravastatina, rosuvastatina, simvastatina), TCM-606F, TERN-101, TEV-
45478, tipelukast (MN-001), TLY-012, tropifexor, TRX-318, TVB-2640, UD-009, acido ursodesoxicélico, VBY-376,
VBY-825, VK-2809, vismodegib, hidrato de etanolato de potasio de volixibat (SHP-626), VVP-100X, WAV-301, WNT-
974 y ZGN-839.

[0059] En algunas divulgaciones, el -uno o mas- agente terapéutico es un inhibidor de ACC descrito en el
documento WO2013/071169. En algunas divulgaciones, el -uno o mas- agente terapéutico es un inhibidor de ASK1
descrito en el documento WO2013/112741. En algunas divulgaciones, el -uno o mas- agente terapéutico es un
agonista de FXR como el que se describe en el documento W02013/007387. En algunas divulgaciones particulares,
los dos agentes terapéuticos son un inhibidor de ASK1 y un inhibidor de ACC. En algunas divulgaciones particulares,
los agentes terapéuticos son un agonista de FXR y un inhibidor de ASK1. En otras divulgaciones, los dos agentes
terapéuticos son un agonista de FXR y un inhibidor de ACC. En otra divulgacién, se utilizan tres agentes
terapéuticos: un inhibidor de ASK1, un inhibidor de ACC y un agonista de FXR.

Composiciones farmacéuticas y modos de administracién
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[0060] Los compuestos proporcionados en el presente documento suelen administrarse en forma de
composiciones farmacéuticas. Asi, también se proporcionan composiciones farmacéuticas que contienen uno o mas
de los compuestos descritos en el presente documento o una sal, tautémero, estereoisémero, mezcla de
estereoisémeros, profadrmaco o anélogo deuterado farmacéuticamente aceptable de los mismos y uno o mas
vehiculos farmacéuticamente aceptables seleccionados de entre portadores, adyuvantes y excipientes. Los
vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados pueden incluir, por ejemplo, diluyentes y rellenos sélidos
inertes, diluyentes, incluida una solucidén acuosa estéril y diversos solventes orgénicos, potenciadores de la
permeacion, solubilizantes y adyuvantes. Dichas composiciones se preparan de un modo bien conocido en la
técnica farmacéutica. Ver, por ejemplo, ‘Remington's Pharmaceutical Science’s, Mace Publishing Co., Philadelphia,
Pensilvania, Estados Unidos, 172 Ed. (1985); y ‘Modern Pharmaceutics’, Marcel Dekker, Inc., 32 Ed. (G.S. Banker &
C.T. Rhodes, Eds.).

[0061] Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse en dosis Unicas o multiples. La composicién
farmacéutica puede administrarse usando diversos métodos, por ejemplo por via rectal, bucal, intranasal y
transdérmica. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica puede administrarse mediante inyeccion
intraarterial, por via intravenosa, intraperitoneal, parenteral, intramuscular, subcutanea, oral o tdpica o como
inhalante.

[0062] Uno de los modos de administracion es el parenteral, por ejemplo mediante inyeccién. Las formas en las
que las composiciones farmacéuticas aqui descritas pueden incorporarse para su administracién mediante inyeccién
incluyen, por ejemplo, las suspensiones acuosas u oleosas, o emulsiones, con aceite de sésamo, aceite de maiz,
aceite de semilla de algodén o aceite de cacahuete, asi como los elixires, el manitol, la dextrosa o una solucién
acuosa estéril, y otros vehiculos farmacéuticos similares.

[0063] La administraciéon oral puede ser otra via de administracién de los compuestos descritos en el presente
documento. La administracién puede realizarse, por ejemplo, mediante capsulas o comprimidos con recubrimiento
entérico. En la elaboracién de las composiciones farmacéuticas que incluyen al menos un compuesto descrito en el
presente documento o una sal, tautdmero, esterecisémero, mezcla de estereoisémeros, profarmaco o analogo
deuterado farmacéuticamente aceptable del mismo, el principio activo suele diluirse con un excipiente y/o
introducirse en un soporte que puede tener forma de cédpsula, saquito, papel u otro recipiente. Cuando el excipiente
sirve como diluyente, puede tener la forma de un material sélido, semisélido o liquido que actda como vehiculo,
portador o medio para el principio activo. Asi, las composiciones pueden presentarse en forma de comprimidos,
pildoras, polvos, pastillas, bolsitas, sellos, elixires, suspensiones, emulsiones, soluciones, jarabes, aerosoles (como
sélido o en un medio liquido), unglentos que contienen, por ejemplo, hasta un 10% en peso del compuesto activo,
capsulas de gelatina blandas y duras, soluciones inyectables estériles y polvos envasados estériles.

[0064] Algunos ejemplos de excipientes adecuados incluyen los siguientes: lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol,
manitol, almidones, goma acacia, fosfato de calcio, alginatos, tragacanto, gelatina, silicato de calcio, celulosa
microcristalina, polivinilpirrolidona, celulosa, agua esterilizada, jarabe y metilcelulosa. Asimismo, las formulaciones
pueden incluir agentes lubricantes como talco, estearato de magnesio y aceite mineral, agentes humectantes;
agentes emulsionantes y de suspensién; agentes conservantes como metil y propilhidroxibenzoatos; agentes
edulcorantes; y agentes aromatizantes.

[0065] Las composiciones que incluyen al menos un compuesto descrito en el presente documento o una sal,
tautémero, esterecisémero, mezcla de estereocisémeros, profarmaco o analogo deuterado farmacéuticamente
aceptable del mismo pueden prepararse para proporcionar una liberacidn rapida, sostenida o retardada del principio
activo tras su administracién al sujeto mediante el empleo de procedimientos conocidos en la técnica de este campo.
Los sistemas de liberacion controlada de farmacos para su administraciéon oral incluyen los sistemas de bomba
osmotica y los sistemas de disolucién que contienen depdésitos recubiertos de polimeros o formulaciones de matriz
de farmaco-polimero. Se ofrecen diversos ejemplos de sistemas de liberacién controlada en las patentes de EE. UU.
n® 3,845,770; 4,326,525, 4,902,514; y 5,616,345. Otra formulacién que puede usarse en los métodos aqui
desvelados emplea dispositivos de administracién transdérmica (“parches”). Estos parches transdérmicos pueden
usarse para proporcionar una infusién continua o discontinua de los compuestos descritos en el presente documento
en cantidades controladas. La fabricaciéon y el uso de parches transdérmicos para la administracién de agentes
farmacéuticos son bien conocidos en la técnica de este campo. Ver, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n°s
5,023,252, 4,992,445 y 5,001,139. Estos parches pueden fabricarse para una administracién continua, pulsatil o
seglin sea necesario de los agentes farmacéuticos.

[0066] Para preparar composiciones sélidas como comprimidos, el principio activo principal puede mezclarse con
un excipiente farmacéutico para formar una composiciéon sélida de preformulacién que contenga una mezcla
homogénea de un compuesto descrito en el presente documento o una sal, tautémero, esterecisémero, mezcla de
estereoisémeros, profarmaco o analogo deuterado farmacéuticamente aceptable del mismo. Cuando nos referimos a
estas composiciones de preformulacion como homogéneas, el ingrediente activo puede estar disperso
uniformemente por toda la composicién, de modo que esta puede subdividirse facilmente en formas de dosificacién
unitarias igualmente eficaces, como comprimidos, pildoras o capsulas.
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[0067] Los comprimidos o pildoras de los compuestos aqui descritos pueden estar recubiertos 0 mezclados de otro
modo para proporcionar una forma de dosificacién que ofrezca la ventaja de una accién prolongada, o para
protegerlos de las condiciones &cidas del estémago. Por ejemplo, el comprimido o pildora puede incluir un
componente de dosificacién interno y otro externo, este ultimo en forma de envoltura sobre el primero. Los dos
componentes pueden estar separados por una capa entérica que sirve para resistir a la desintegracién en el
estobmago y permite que el componente interno pase intacto al duodeno o que se retrase su liberacién. Pueden
usarse diversos materiales para estas capas o recubrimientos entéricos, entre los que se incluyen diversos &cidos
poliméricos y mezclas de acidos poliméricos con materiales como la goma laca, el alcohol cetilico y el acetato de
celulosa.

[0068] Las composiciones para inhalaciéon o insuflacién pueden incluir soluciones y suspensiones en solventes
acuosos u organicos farmacéuticamente aceptables, o mezclas de los mismos, y polvos. Las composiciones liquidas
o sélidas pueden contener excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados, tal y como se describe en el
presente documento. En algunas realizaciones, las composiciones se administran por via respiratoria oral o nasal
para obtener un efecto local o sistémico. En otras realizaciones, las composiciones en solventes farmacéuticamente
aceptables pueden nebulizarse usando gases inertes. Las soluciones nebulizadas pueden inhalarse directamente
desde el dispositivo de nebulizacién o bien el dispositivo de nebulizacién puede conectarse a una tienda de
campafia con mascarilla(s) 0 a una maquina de respiraciéon con presién positiva intermitente. Las composiciones en
solucién, en suspensién o en polvo pueden administrarse -preferiblemente por via oral o nasal- desde dispositivos
que administran la formulaciéon de una manera adecuada.

EJEMPLOS

[0069] Los siguientes ejemplos se incluyen para mostrar realizaciones especificas de la divulgacién. Las personas
versadas en la técnica de este campo comprenderan que las técnicas desveladas en los ejemplos que siguen a
continuacién son técnicas que funcionan correctamente en la practica de la divulgacién y, por lo tanto, puede
considerarse que constituyen modos especificos para su puesta en practica. No obstante, a la luz de la presente
divulgacidon, los expertos en la materia comprenderan que pueden realizarse numerosos cambios en las
realizaciones especificas que se desvelan y aun asi obtener un resultado similar sin apartarse por ello del espiritu y
el alcance de la divulgacién.

Ejemplo 1: Evaluacién de SOMAscan como plataforma de descubrimiento para identificar biomarcadores
proteicos no invasivos en pacientes con EHNA tratados con selonsertib

[0070] En este ejemplo se emple6 SOMAscan para identificar biomarcadores proteicos candidatos para el
diagndstico y la monitorizacién de la enfermedad en sujetos con EHNA F2-F3. SOMAscan es una plataforma de
descubrimiento de biomarcadores protedmicos y se ha utilizado para identificar biomarcadores proteicos asociados a
la enfermedad en sangre y otros fluidos biol6gicos.

Método:

[0071] Setenta y dos sujetos con esteatohepatitis no alcohélica (EHNA) (NAS = 5) y fibrosis F2-3 fueron tratados
con selonsertib (SEL, un inhibidor de la quinasa 1 reguladora de la sefial de apoptosis (ASK1)), con 6 mg 0 18 mg
por via oral cada dia, solo 0 en combinacién con simtuzumab (SIM, 125 mg SQ semanales) o SIM solo durante 24
semanas. Se analizaron con SOMAscan (SOMAlogic, Inc., Boulder, Colorado, Estados Unidos) muestras de suero
de referencia y de la semana 24 de estos sujetos de estudio, junto con las muestras de referencia adicionales FO, F1
y F4. Se examinaron las asociaciones de 1300 proteinas con los estadios de fibrosis y los componentes del NAS al
inicio y después de 24 semanas.

Resultados:

[0072] El andlisis univariante identificé 28 proteinas que estan asociadas significativamente (p<0,001 tanto para la
prueba de Kruskal-Wallis como para la prueba de Jonckheere-Terpstra; en las tablas siguientes sélo se muestran los
valores p de la prueba de Kruskal-Wallis; los marcadores proteicos representativos para los estadios de fibrosis de
CRN se muestran en la Figura 1) con el estadio de fibrosis de CRN, 18 proteinas que estan asociadas
significativamente con el estadio de fibrosis Ishak, 34 proteinas que estdn asociadas significativamente con la
puntuacién NAS, 7 proteinas que estan asociadas significativamente con la esteatosis, 39 proteinas que estan
asociadas significativamente con la inflamacién lobular y 53 proteinas que estan asociadas significativamente con el
abombamiento hepético al inicio del estudio. Entre estas proteinas, varios marcadores (ACY1, HSP90a/b e Integrina
a1b1) estan asociados con el estadio de fibrosis, la esteatosis, la inflamacién lobular y el abombamiento hepatico.
Los resultados univariantes se presentan a continuacién en la Tabla 1A-F (los niveles de expresién proteica se
muestran en unidades de fluorescencia relativa [RFU], que es lo que lee el instrumento).

Tablas 1A-F: Marcadores proteicos para el diagnéstico
12
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[0073]
Tabla 1A. Marcadores proteicos para estadios de fibrosis de la CRN (CRN)
Nombre del UniProt Valor p Estadio de | Estadio de | Estadio de | Estadio de | Estadio de
marcador Fibrosis de | Fibrosis de | Fibrosis de | Fibrosis de | Fibrosis de
CRN O CRN 1 CRN 2 CRN 3 CRN 4
Colectina Q9BWPS8 2.21E-09 5087.2 4903.3 8174.95 11267.55 15604.5
renal 1
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(continuacién)

Nombre del UniProt Valor p Estadio de | Estadio de | Estadio de | Estadio de | Estadio de
marcador Fibrosis de | Fibrosis de | Fibrosis de | Fibrosis de | Fibrosis de
CRN O CRN 1 CRN 2 CRN 3 CRN 4
C7 P10643 4.14E-09 2173.6 1930.4 2330.55 2590.2 3379.95
IGFBP-7 0.16270 1.09E-07 5898.4 6361.5 7167.65 8593.2 9992.25
MMP-7 P09237 2.21E-07 1220.8 1321.9 1577.3 2013.65 2684.1
Espondina-1| Q9HCB6 1.53E-06 1600.8 1760.5 1825.3 2131.55 3023.9
TSP2 P35442 2.29E-06 575.9 879.3 1396.65 1761.05 1791.45
sE-Selectina P16581 3.18E-05 23557.3 25301.3 294247 36202.85 49398.9
IL-1 sRI P14778 4.52E-05 3858.3 39423 4198.55 5472.45 7327.05
6Ckina 000585 4.25E-05 51527 4733.2 5371.65 6293.8 7693.5
LTBP4 Q8N281 5.35E-05 935.5 1033.7 1098.4 1210.85 1467
MIC-1 Q99988 3.48E-05 569.4 657 917 1046.05 1246.8
XPNPEP1 QINQW7 8.45E-05 2285.1 2688.5 3077.95 3519.55 4201.25
IL-18 BPa 095998 1.14E-05 6253.3 7763.5 8939.8 8942.1 12208.5
SHP-2 Q06124 0.00014999 24447 2746.1 3160.2 3676.75 4811.5
IL-19 QOUHDO | 0.00054898 6650.8 6412 7286.7 8225.55 9611.05
ERAB Q99714 0.00024364 915.8 1030.6 1101 1340.2 1274.2
BSSP4 Q9GZN4 | 0.00019407 816.3 900.9 974.95 1073.35 1316.85
HSP 70 PODMV8 | 0.00084118 5665 6574.1 7380.75 8344.75 10561.55
SEM6B QYH3T3 0.00013854 3329.4 4060.3 44526 4726.25 6304.8
SLAF7 QONQ25 | 0.00052829 46254.9 45233.4 48063.25 56140.5 74638.2
CD48 P09326 0.00075613 623.6 660 6725 747.35 758.55
FSTL3 095633 0.00088627 3254.9 3410 3497.55 3948.25 44031
sCD163 Q86vB7 0.00058386 2026.6 2190.2 2614.75 27456 3265.25
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(continuacién

Nombre | UniProt Valor p Estadio Estadio Estadio | Estadio Estadio
del de de de de de
marcador Fibrosis | Fibrosis | Fibrosis | Fibrosis | Fibrosis

de CRNO|deCRN1|de CRN2|de CRN 3| de CRN4
NADPH- P16435 |0.0004397 5941 6559.3 9070.3 10918.25 | 11295.15
P450 2
Oxidorred
uctasa
LIF sR P42702 |0.0008401| 3449.2 3827 3873.75 41427 5350.85
6
IL-8 P10145 |0.0008414| 1456.2 1572.7 1836.55 1895.75 2405.2
7
Ligando P32971 |0.0002216| 2017.3 23414 2410.75 2459.35 2877.35
de CD30
SAP P02743 |0.0003583| 34662 31095.8 | 29256.95 | 28337.7 | 23256.35
3
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Tabla 1D. Marcadores proteicos de esteatosis (no conforme a la invencién)

Nombre del UniProt Valorde p | Estadiode | Estadio de | Estadio de | Estadio de
marcador esteatosis 0 | esteatosis 1 | esteatosis 2 | esteatosis 3
HSP 90b P08238 0.000218 14145.9 19107.9 22238.45 26074
HSP 90a/b P07900 0.000221 33734 4670.85 5334.6 6426.6
P08238
HSP 70 PODMVS8 0.000354 5647.5 8043.75 8569.6 7897.6
CAMK2D Q13557 0.000453 2680.4 3298.3 3753.95 3728.9
Integrina a1b1 | P56199, 0.000688 866.5 1478.55 1602.65 1464.8
P05556
Aminoacilasa-1| Q03154 0.000779 6993 13331 15128.35 184321

Tabla 1E. Marcadores proteicos de inflamacién lobular (LI) (no conforme a la invencién)

Nombre del UniProt Valor de p Estadio de Estadio de Estadio de
marcador inflamacién inflamacién inflamacién
lobular 0 lobular 1 lobular 2
NADPH-P450 P16435 3.03E-11 5303.25 7040 12303.55
Oxidorreductasa
Aminoacilasa-1 Q03154 2.63E-11 6042.6 11085.1 19724.4
Integrina a1b1 | P56199, P05556 2.75E-11 869.1 1233.25 2041.7
KYNU Q16719 2.69E-10 1400.15 1837.35 3042.45
HSP 90b P08238 3.87E-10 14336.65 17853.9 25489.65
HSP 90a/b P07900, P08238 2.36E-09 3646.55 4192.55 6228.25
FTCD 095954 1.62E-08 5909.3 14891.15 32845.3
ERAB Q99714 2.01E-08 911.15 1083 1386.65
HSP 70 PODMV8 4.56E-08 5751.85 7117.95 9299.45
XPNPEP1 QINQW7 2.09E-07 2446.55 2814.9 3918.35
PHI P06744 1.73E-07 4721 592.95 861.4
Colectina renal 1 Q9BWP8 3.68E-07 4675.05 7928.35 12412.75
sE-Selectina P16581 5.63E-07 18974.2 29030.55 38522.55
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Nombre del UniProt Valor de p Estadio de Estadio de Estadio de
marcador inflamacién inflamacién inflamacién
lobular 0 lobular 1 lobular 2
TSP2 P35442 7.19E-07 647.3 1112.8 1953.2
AK1A1 P14550 1.95E-06 1572.15 17841 2571.85
Dopa P20711 5.65E-06 335.95 341.85 415.3
descarboxilasa
HTRA2 043464 1.73E-05 4398.7 4940.3 5524.3
YES P07947 2.33E-05 1178.4 1335.15 1612.3
ApoM 095445 2.90E-05 4449.85 37732 3155.35
AMPM?2 P50579 3.23E-05 11354.55 13312.3 16787.55
IGFBP-7 Q16270 3.56E-05 6824.55 7146.1 8682.05
Inhibidor de C1- P05155 7.05E-05 7848.45 6795.4 5911.95
Esterasa
C7 P10643 0.000127 2111.25 2284.6 2665.55
PIK3CA/PIK3R1 | P42336 P27986 0.000174 7771 826.75 922
HSP70 proteina 8 P11142 0.000131 2903.05 2959.65 3370.4
PIGR P01833 7.61E-05 2946 3806.8 48011
Ligando de CD30 P32971 5.74E-05 2126.05 2395.3 2611.6
IGFBP-5 P24593 0.000147 1792.4 1881.85 1671.25
NAGK Q9UJ70 0.000234 816.05 931.05 1051.2
PLXB2 015031 0.000303 2789.9 3417.55 3817.1
IL-19 Q9UHDO 0.000307 5868.8 7329.4 8338.8
sCD163 Q86vB7 0.000396 2001.7 2413.4 2846.25
MDHC P40925 0.0006 10621.8 12866.5 15239.55
PLXCA1 060486 0.000462 801.4 863.9 973.3
IL-1 sRII P27930 0.000441 7385.85 8902.45 10079.9
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(continuacién)

Nombre del UniProt Valor de p Estadio de Estadio de Estadio de
marcador inflamacion inflamacion inflamacion
lobular 0 lobular 1 lobular 2
HEMK2 QOY5N5 0.000244 9389.7 8514.75 7863.05
Testican-1 Q08629 0.000375 9543.6 8546.45 7860.5
NSE P09104 0.000543 1103.55 1001.9 929
Catepsina D P07339 0.00084 806.9 959.85 1153.2

Tabla 1F. Marcadores proteicos para el abombamiento hepético (HB) (no conforme a la invencién)

Nombre del UniProt Valor de p Estadio de Estadio de Estadio de
marcador abombamiento | abombamiento | abombamiento
hepatico 0 hepatico 1 hepatico 2
TSP2 P35442 3.86E-12 767.6 1105.2 1973.2
Aminoacilasa-1 Q03154 5.85E-10 9112.9 11498.3 17923.1
ERAB Q99714 1.85E-09 985.9 1062.8 1364.45
Integrina a1b1 |P56199, P05556 4.79E-09 9491 1291.2 2006.25
HSP 90a/b P07900 P08238 7.19E-09 3648.6 44651 5581.3
NADPH-P450 P16435 7.22E-09 5941 8104.5 11520.7
Oxidorreductasa
HSP 90b P08238 1.28E-08 15659.5 18730.6 23601.1
C7 P10643 1.07E-08 2100.3 2173.8 2706.1
Colectina renal 1 Q9BWP8 3.82E-09 5987.2 8714.3 11197.75
KYNU Q16719 2.94E-08 1596.4 1796.6 2883.4
PHI P06744 3.31E-08 472.7 5771 789.65
XPNPEP1 QINQW7 1.26E-07 2404.7 3127.6 3706.4
Catepsina D P07339 5.34E-07 778.3 924.5 1214.15
FTCD 095954 3.47E-07 8873.4 16470.2 30715.2
HSP 70 PODMV8 6.08E-07 6129.5 7057.1 9118.35

23




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2986 647 T3

(continuacién)

Nombre del UniProt Valor de p Estadio de Estadio de Estadio de
marcador abombamiento | abombamiento | abombamiento
hepatico 0 hepatico 1 hepatico 2
AK1A1 P14550 2.99E-07 1582.5 1757.3 2286.8
sCD163 Q86vB7 1.68E-07 1966.1 2472.6 2863.15
HEMK2 Q9Y5NS 8.82E-07 9257 8618.6 7700.3
ApoM 095445 2.58E-07 44772 3640 3174.15
sE-Selectina P16581 1.23E-06 25015.8 299495 36832.25
Testican-1 Q08629 2.69E-06 9409.3 8911.2 7820.55
HSP70 grotel’na P11142 9.96E-06 28441 2991.3 3343
Citocromo ¢ P99999 9.56E-06 1369.4 1317.6 1205.7
SHP-2 Q06124 8.69E-06 2489.8 2969.1 3735.45
Ligando de P32971 3.86E-06 2123.2 2429.3 2611.6
CD30
Inhibidor de C1- P05155 2.92E-05 7494.9 6866.2 6074.35
Esterasa
YES P07947 3.45E-05 1219.3 1348.4 1569
PIGR P01833 3.58E-05 3612.4 3694.2 4973.5
PLXCA1 060486 3.54E-05 801.1 898.8 964.3
IL-1 sRI P14778 6.90E-05 3581.3 4558 .4 5651.75
M-CSF R P07333 7.07E-05 2834 324.8 371.55
CAMK2D Q13557 5.51E-05 2931.9 31275 3711.65
FABPL P07148 9.97E-05 4770.5 5401.5 6909.6
HSP 60 P10809 0.000107 1757 1693.8 1972.3
IGFBP-7 Q16270 0.000172 6612.2 7445 8525.65
Gelsolina P06396 0.000172 553.7 520.1 464.05
CD48 P09326 0.000204 657.9 688.7 753.05
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(continuacién)

Nombre del UniProt Valor de p Estadio de Estadio de Estadio de
marcador abombamiento | abombamiento | abombamiento
hepatico 0 hepatico 1 hepatico 2
PSA P07288 0.000237 1664.7 14354 1245
IGFBP-5 P24593 0.000229 1999.2 1787 1700.5
MMP-7 P09237 0.00022 1365.3 1604.2 2048.9
IL-19 Q9UHDO 0.000303 6650.8 7034.5 8107.95
AMPM?2 P50579 0.000336 12818.4 13425.9 16362.15
Proteina tipo Q9BY67 0.000463 1700.5 1818.9 1997.55
nectina 2
Glutamato Q9BKP4 0.000262 47456 4343 4036.1
carboxipeptidasa
CATZ Q9UBR2 0.000709 4278.7 4655.3 5183.05
ENPP7 QBUWVE 0.000121 3489.3 6355.8 7882.05
PLXB2 015031 0.000752 3023.5 3310.8 3786
IL-18 BPa 095998 0.000771 7737.2 8266.1 9431.35
Dopa P20711 0.000963 337.7 366.2 404.55
descarboxilasa
STAT1 P42224 0.000756 713.3 800.6 918.45
FSTL3 095633 0.000891 3377.9 3393.1 4021.05
IL-18 Ra Q13478 0.00034 1010.8 965.4 1109.1
IL-1 R AcP QY9NPH3 0.00022 16533.8 13461.7 12779.85

25

[0074] Los marcadores de las Tablas 1A-F se filtraron manualmente con sus actividades y otra informacién, de
manera que las listas filtradas se presentan en las Tablas 2A-F de més abajo.
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Tablas 2A-F: Marcadores proteicos para diagnéstico, filtrados

[0075]
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Tabla 2A. Marcadores proteicos para estadios de fibrosis de CRN,; filtrados

Nombre del marcador UniProt
MMP-7 P09237
Espondina-1 Q9HCB6
sE-Selectina P16581
IL-1 sRI P14778
6Ckina 000585
LTBP4 Q8N281
MIC-1 Q99988
XPNPEP1 QINQW7
IL-18 BPa 095998
SHP-2 Q06124
IL-19 Q9UHDO
ERAB Q99714
BSSP4 Q9GZN4
HSP 70 PODMVS
SEM6B Q9H3T3
SLAF7 QI9NQ25
CD48 P09326
FSTL3 095633
sCD163 Q86VB7
LIF sR P42702
IL-8 P10145
Ligando de CD30 P32971
SAP P02743
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Tabla 2B. Marcadores proteicos para estadios de fibrosis de Ishak; filtrados (no conforme a la invencién)

Nombre del marcador UniProt
MMP-7 P09237
sE-Selectin a P16581
LTBP4 Q8N281
MIC-1 Q99988
IL-1 sRI P14778
6Ckina 000585
Espondina-1 Q9HCB6
XPNPEP1 QINQW7
ERAB Q99714
BSSP4 Q9GZN4
SAP P02743
IL-19 Q9UHDO
IL-8 P10145
SEM6B Q9H3T3

Tabla 2C. Marcadores proteicos para puntuaciones NAS; filtrados (no conforme a la invencién)

Nombre del marcador UniProt
HSP 90b P08238

ERAB Q99714

PHI P06744

FTCD 095954

HSP 70 PODMVS
sE-Selectina P16581
Testican-1 Q08629
ApoM 095445
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(continuacién)

Nombre del marcador UniProt
XPNPEP1 QINQW7
HEMK2 Q9Y5N5
ENPP7 QBUWVE
AK1A1 P14550
Inhibidor de C1-Esterasa P05155
HSP70 proteina 8 P11142
Citocromo ¢ P99999
Catepsina D P07339
Ligando de CD30 P32971
YES P07947
PIGR P01833
QORL1 095825
AMPM?2 P50579
IL-19 Q9UHDO
BMP-1 P13497
CAMK2D Q13557
sCD163 Q86VB7

Tabla 2D. Marcadores proteicos de esteatosis; filtrados (no conforme a la invencién)

Nombre del marcador UniProt
HSP 70 PODMV8
CAMK2D Q13557

28
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Tabla 2E. Marcadores proteicos de inflamacién lobular; filtrados (no conforme a la invencién)
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Nombre del marcador UniProt
HSP 90b P08238
FTCD 095954
ERAB Q99714
HSP 70 PODMVS
XPNPEP1 QINQW7
PHI P06744
sE-Selectina P16581
AK1A1 P14550
HTRA2 043464
YES P07947
ApoM 095445
AMPM?2 P50579
Inhibidor de C1-Esterasa P05155
HSP70 proteina 8 P11142
PIGR P01833
Ligando de CD30 P32971
IGFBP-5 P24593
PLXB2 015031
IL-19 Q9UHDO
sCD163 Q86VB7
MDHC P40925
PLXCA1 060486
IL-1 sRII P27930
HEMK2 Q9Y5N5
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(continuacién)

Nombre del marcador UniProt
Testican-1 Q08629

NSE P09104
Catepsina D P07339

Tabla 2F. Marcadores proteicos de abombamiento hepatico; filtrados (no conforme a la invencién)

Nombre del marcador UniProt
ERAB Q99714
PHI P06744
XPNPEP1 QINQW7
Catepsina D P07339
FTCD 095954
HSP 70 PODMVS
AK1A1 P14550
sCD163 Q86VB7
HEMK2 Q9Y5N5
ApoM 095445
sE-Selectina P16581
Testican-1 Q08629
HSP70 proteina 8 P11142
Citocromo ¢ P99999
SHP-2 Q06124
Ligando de CD30 P32971
Inhibidor de C1-Esterasa P05155
YES P07947
PIGR P01833
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(continuacién)

Nombre del marcador UniProt
PLXCA1 060486
IL-1 sRI P14778
CAMK2D Q13557
FABPL P07148
HSP 60 P10809
Gelsolina P06396
CD48 P09326
PSA P07288
IGFBP-5 P24593
MMP-7 P09237
IL-19 Q9UHDO
AMPM?2 P50579
Proteina similar a la nectina 2 Q9BY67
Glutamato carboxipeptidasa Q96KP4
CATZ Q9UBR2
ENPP7 QBUWVE
PLXB2 015031
IL-18 BPa 095998
STAT1 P42224
FSTL3 095633
IL-18 Ra Q13478
IL-1 R AcP QINPH3

[0076] La Figura 2 muestra que los marcadores proteicos comunes estan presentes entre diferentes variables de
diagnéstico (FIBSG: estadios de fibrosis de CRN; STEATOSI: esteatosis; NASLI: inflamacién lobular de NAS;
NASHB: abombamiento hepéatico de NAS; NASCGRP: puntuacién de NAS). En la Tabla A de mas abajo se resumen
algunos solapamientos:

31
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Tabla A. Marcadores proteicos comunes entre grupos

Grupo Marcadores
Unico para la fibrosis de CRN (10) 6Ckina, BSSP4, IL-8, LIF sR, LTBP4, MIC-1, SAP, SEM6B,
SLAF7, Espondina-1
Unico para HB (10) CATZ, FABPL, gelsolina, glutamato carboxipeptidasa, HSP
60, IL-1 R AcP, IL-18 Ra, proteina similar a la nectina 2,
PSA, STAT1
Unico para L (6) HTRAZ2, IL-1 sRIl, MDHC, NAGK, NSE, PIK3CA / PIK3R1
Comun a las 5 variables de respuesta HSP 70
(1)
Comun a la fibrosis de CRN/HB (6) CD48, FSTL3, IL-1 sRI, IL-18 BPa, MMP-7, SHP-2
Comuin a la fibrosis de CRN/HS/LI (1) IGFBP-7
Comun a la fibrosis de C7, ligando CD30, colectina renal 1, ERAB, IL-19,
CRN/NAS/HBI/LI (10) oxidorreductasa NADPH-P450, sCD163, sE-Selectina TSP2,
XPNPEP1
Comun a NAS/HBJ/LI/esteatosis (4) Aminoacilasa-1, HSP 90a/b, HSP 90b, Integrina a1b
Comun a NAS/HB (3) Citocromo ¢, ENPP7, M-CSF R
Comun a HB/LI(4) Dopa descarboxilasa, IGFBP-5, PLXB2, PLXC
Comun a NAS/HB/esteatosis (1) CAMK2D
Comun a NAS/HBI/LI (13) AK1A1, AMPM2, ApoM, inhibidor de la esterasa C1,
catepsina D, FTCD, HEMK?2, proteina 8 de HSP70, KYNU,
PHI, PmGR, Testican-1, YES

[0077] EI analisis multivariante también identific6 un panel de 7 marcadores proteicos (C7, CL-K1, IGFBP7,
Espondina 1, IL-5Ra [UniProt: Q01344], MMP-7 y TSP2) que poseen un buen valor diagnéstico para clasificar a los
sujetos con EHNA con fibrosis grave (FO-1 frente a F3-4; AUROC: 0,83; Figura 3). Los cambios en los niveles
circulantes de los biomarcadores se reflejaron generalmente en la expresién de sus ARN correspondientes mediante
RNAseq de secciones de higado fijadas en formol e incluidas en parafina (FFPE).

[0078] Los cambios longitudinales de varios marcadores proteicos (KYNU, Integrina a1b1, CL-K1, C7, ACY1 y
TSP2) que estédn asociados con el estadio de fibrosis o la puntuacion NAS al inicio del estudio también se
correlacionan significativamente con la mejora de una 0 més caracteristicas clinicas de la EHNA (fibrosis, esteatosis
e inflamacién lobular). En las Tablas 3A-D de mas abajo se proporciona la lista detallada de marcadores proteicos
para monitorizar las caracteristicas clinicas de mejora.

Tablas 3A-D: Marcadores proteicos para monitorizar las mejoras clinicas

[0079]

Tabla 3A. Biomarcadores proteicos para monitorizar la mejoria de la esteatosis (no conforme a la invencién)

Nombre del | UniProt % medio de CHG en la semana % medio de CHG en la sem. Valor p
marcador 24 en personas que no mejoran | 24 en personas que mejoran

KYNU Q16719 -6.785 -30.97 6.57E-05




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2986 647 T3

(continuacién)

Nombre del UniProt Porcentaje medio de CHG | Porcentaje medio de CHG Valor de p
marcador en la semana 24 en en la semana 24_ en
personas que no mejoran personas que mejoran
Proteina similar | Q9BY67 7,925 -7,93 0,000107
a la nectina 2

Ligando CD30 P32971 0.81 -9.18 0.000215
YKL-40 P36222 13.28 -14.29 0.000368
TSP2 P35442 21.215 -25.59 0.000493
PCSK7 Q16549 7.995 -3.57 0.000522

IR P06213 0.875 -13.12 0.000576
AK1A1 P14550 -8.95 -28.48 0.000586
FLRT3 Q9NZUO0 3.09 -10.72 0.000586

TIMD3 Q8TDQO 4615 -8.75 0.00062
SAP P02743 -1.14 544 0.000695
YES P07947 -0.1 -11.71 0.000706
Integrina a1b1 P56199, -5.025 -41.26 0.000724

P05556

CNTN2 Q02246 3.91 -6.28 0.000821
sTie-2 Q02763 -0.925 -8.34 0.000821
Lumican P51884 4.69 -6.81 0.000821
HSP 70 PODMV8 -0.875 -27.05 0.000868

Tabla 3B. Biomarcadores proteicos para monitorizar la mejoria de la inflamacién lobular (no conforme a la invencién)

Nombre del UniProt Porcentaje medio de CHG | Porcentaje medio de Valor de p
marcador en la semana 24 en CHG en la semana 24 en
personas que no mejoran | personas que mejoran
M-CSF R P07333 5.72 -12.625 4.58E-05
ACE2 Q9BYF1 -2.05 2.605 0.000138
FCG3B 075015 -1.44 -14.29 0.000191
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(continuacién)

Nombre del UniProt Porcentaje medio de Porcentaje medio de Valor de p
marcador CHG en la semana 24 en | CHG en la semana 24
personas que no en personas que
mejoran mejoran
IL24 Q13007 2.03 -3.985 0.00038
ERAB Q99714 2.01 -26.665 0.000429
Queratina 18 P05783 -0.96 41 0.000515
Aminoacilasa-1 Q03154 -11.97 -37.08 0.000727
PHI P06744 -5.37 -30.06 0.000862
c4 pPOCOL4, -2.53 7.51 0.001019
POCOL5
HSP 90a/b P07900 -4.98 -21.04 0.001202
P08238
CHST2 Q9Y4C5 1.67 -5.34 0.001291
Integrina a1b1 P56199, -5.31 -34.885 0.00195
P05556
PIK3CA/PIK3R1 P42336 -2.3 -13.095 0.001996
P27986
Catepsina D P07339 4.99 -14.74 0.002711
NADPH-P450 P16435 -8.01 -37.395 0.002777
Oxidorreductasa
CBG P08185 -2.61 1.495 0.003557
MDM2 Q00987 1.43 -3.26 0.004668
c7 P10643 5.79 -7.535 0.004745
CD5L 043866 6.76 -6.625 0.00581
IL-8 P10145 -4.72 -15.795 0.005992
LYVE1 QOY5Y7 4.61 -4.21 0.008661
Eotaxina P51671 4.34 15.185 0.007197
AlbUumina P02768 -0.65 13.88 0.007351
Histona H2A z POC0S5 10.31 -8.545 0.007519
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(continuacién)

Nombre del UniProt Porcentaje medio de Porcentaje medio de Valor de p
marcador CHG en la semana 24 | CHG en la semana 24
en personas que no en personas que
mejoran mejoran

KIF23 Q02241 -2.64 2.93 0.007519
ALT P24298 -0.07 -9.27 0.008514
EPO-R P19235 -1.13 22 0.008591

STX1a Q16623 3.03 -2.59 0.00906
MED-1 Q15648 -2.61 11.545 0.009378

Tabla 3C. Biomarcadores proteicos para monitorizar la mejoria del abombamiento hepatico (no conforme a la

invencién)

Nombre del UniProt Porcentaje medio de Porcentaje medio de Valor de p
marcador CHG en lasemana 24 | CHG en la semana 24 en
en personas que ho personas que mejoran
mejoran
Proteina C P04070 -0.09 9.69 0.000589
LG3BP Q08380 7.44 -7.56 0.006607
Catepsina D P07339 495 -15.96 0.01054
Factor de coagulacién P00742 0,825 6,52 0,010541
Xa
Globulina fijadora de P05543 -1.5 -7.58 0.014594
tiroxina
XEDAR Q9HAVS -0.875 1.66 0.014887
CBG P08185 -2.655 1.44 0.015188
HGF P14210 -4.445 9.9 0.015802
LTBP4 Q8N2S1 2.525 -5.93 0.017776
Eotaxina-2 000175 -0.04 4.07 0.018122
B7-H2 075144 -5.27 -12.52 0.01921
JAG1 P78504 26 0.16 0.019963
STAT3 P40763 -4.58 -8.59 0.020743
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(continuacién)

Nombre del marcador UniProt Porcentaje medio de Porcentaje medio de Valor de p
CHG en lasemana24 | CHG en la semana 24
en personas que no en personas que
mejoran mejoran
VEGF sR2 P35968 -1.275 4.03 0.020744
Laminina P25391, 2.15 -8.68 0.021551
P07942,
P11047

Topoisomerasa | P11387 6.47 -13.48 0.021551
IGFBP-5 P24593 -0.695 6.44 0.023245
Cofactor Il de heparina P05546 -1,345 3,88 0,024135
Osteopontina P10451 -1.54 1.79 0.024585
BAFF Q9Y275 2.16 -7.94 0.026002

IL-13 Ra1 P78552 -0.565 5.91 0.026002

PH P01298 6.14 -3.88 0.026004

EphA1 P21709 1.83 8.65 0.026984
HINT1 P49773 -10.655 -30.56 0.026984
Calicreina 12 Q9UKRO -1,51 3,44 0,026984
M2-PK P14618 -3.615 -22.55 0.026984
Linfotoxina b R P36941 -0,575 3,35 0,027996
C3 P01024 -3.82 -24.36 0.029041

pTEN P60484 -0.705 -5.01 0.029041
Fucosiltransferasa 3 P21217 3.205 -1.89 0.031232
Mieloperoxidasa P05164 -9.61 -17.96 0.031232
Tropomiosina 2 P07951 -0.98 4.09 0.032377
ARMEL Q49AHO 1.91 10.94 0.032379

PKB beta P31751 -0.495 -7.77 0.032379

[-309 P22362 -2.48 7.66 0.03356
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(continuacién)

Nombre del UniProt Porcentaje medio de | Porcentaje medio de Valor de p
marcador CHG en la semana 24 | CHG en la semana 24
en personas que no en personas que
mejoran mejoran
GDF2 Q9UKO5 -10.91 -21.82 0.033562
TrkA P04629 -2.235 574 0.033562
PLXB2 015031 324 -3.7 0.03478
Proteinasa-3 P24158 -14.585 -26.62 0.034782
S100A7 P31151 1.06 -1.99 0.03604
ARGI1 P05089 -6.98 -19.27 0.037336
sCD163 Q86vB7 2.88 -4.88 0.037995
Adrenomedulina P35318 1,22 -5,44 0,038672
MAPK14 Q16539 -0.58 -5.45 0.040046
TMA P07202 -0.93 2.55 0.040048
Epo P01588 18.195 1.25 0.041464
Anexina | P04083 2,89 -12,32 0,042189
BPI P17213 -20.905 -39.76 0.044429
Colectina renal 1 Q9BWP8 -1.64 -13.64 0.044429
IL-17F Q96PD4 -1.62 4.93 0.044429
JAM-B P57087 -0.86 6.48 0.044429
Integrina aVb5 P067586, 1.765 -5.42 0.045976
P18084
MP2K2 P36507 1.985 10.3 0.045976
SLIK1 Q96PX8 -0.975 5.51 0.045976
SP-D P35247 -7.39 -30.86 0.045976
CD63 P08962 -1.285 4.6 0.048379
KEAP1 Q14145 -0.79 5.74 0.049202
Calgranulina B P06702 -11,515 -28,5 0,049204
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(continuacién)

Nombre del UniProt | Porcentaje medio de | Porcentaje medio de Valor de p
marcador CHG en la semana | CHG en la semana 24
24 en personas que en personas que
no mejoran mejoran
pPSD7 P51665 1.45 -0.75 0.049204
RNasa H1 0860930 0.585 -4.06 0.049204
GNS P15586 3.03 -6.64 0.049207

Tabla 3D. Biomarcadores proteicos para monitorizar la mejoria del estadio de fibrosis de CRN

Nombre del UniProt Porcentaje medio de | Porcentaje medio de Valor de p
marcador CHG en la semana 24 | CHG en la semana 24
en personas que no en personas que
mejoran mejoran
GITR QOY5US -1.84 -7.67 0.00178
Catepsina H P09668 -3.02 -13.86 0.0038
DcR3 095407 -2.01 1.1 0.005199
LAG-1 Q8NHW4 -4.56 -11.84 0.00619
PDXK 000764 -2.82 -13.7 0.00766
RNasa H1 060930 -2.6 2.2 0.007865
GP1BA P07359 -4.35 1.52 0.009824
IL-1a P01583 -0.12 -4.67 0.011627
GIB P04054 2.12 -12.9 0.012548
Anhidrasa carbdnica [l PO0918 -2 459 0,01301
Caspasa-2 P42575 -2,27 2,84 0,015708
Cistatina-S P01036 -1,78 3,35 0,016421
Troponina |, P48788 6,48 -1,77 0,018398
esquelética, de
contraccién rapida
IF4A3 P38919 -1.61 2.58 0.02063
PSMA Q04609 1.42 -6.53 0.021352
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(continuacién)

Nombre del UniProt Porcentaje medio de | Porcentaje medio de Valor de p
marcador CHG en la semana CHG en la semana
24 en personas que 24 en personas que
no mejoran mejoran
Dtk Q06418 232 -1.06 0.022546
LY9 Q9HBG7 3.6 -6.33 0.022975
MK13 015264 -4.33 0.54 0.024616
KI3L2 P43630 -1.21 1.92 0.024702
TrkC Q16288 3.16 -4.72 0.026387
PCI P05154 12.19 1.79 0.026539
TNFSF15 095150 2.31 -2.49 0.026539
Factor de P00740 6,7 0,35 0,0275
coagulacién IX
MMP-3 P08254 12.69 2.97 0.027786
INGR2 P38484 -1 2.76 0.028756
C3a P01024 -19.78 15.9 0.029511
LRP8 Q14114 1.37 -2.81 0.029511
17-beta-HSD 1 P14061 -4.14 2.186 0.029753
MP2K3 P46734 -3.46 -0.97 0.030562
CD70 P32970 -1.88 3.16 0.031303
CPNE1 Q99829 -4.36 2.87 0.031645
NEUREGULINA-1 Q02297 -0,69 6,86 0,031645
PCSK9 Q8NBP7 -2.85 8.12 0.031645
pTEN P60484 -4.94 2.32 0.031645
K-ras P01116 0.27 -3.79 0.033907
ATS15 Q8TES8 -0.15 4.2 0.036304
Efrina-A5 P52803 5,39 -0,13 0,036304
Endoglina P17813 1.62 -3.86 0.037555
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(continuacién)

Nombre del UniProt Porcentaje medio Porcentaje medio Valor de p
marcador de CHGen la de CHGen la
semana 24 en semana 24 en
personas que no personas que
mejoran mejoran
AFP P02771 -0.39 1.07 0.037603
FTCD 095954 -6.71 -42.29 0.037603
Granzima B P10144 -1,2 2,74 0,038842
Activina RIB P36896 -2,91 0,64 0,038856
TGF-b3 P10600 -0.94 2.97 0.040146
DSC3 Q14574 1.23 6.37 0.040165
WFKN2 Q8TEUS 0.47 -2.98 0.042148
c-Myc P01106 -2.91 0.18 0.043526
b-Endorfina P01189 -0,56 2,33 0,043529
MICA Q29983 1.73 -5.58 0.044362
ART 000253 9.05 -1.82 0.04584
Ligando CD30 P32971 -0.44 -4.89 0.047903
GV P39877 0.22 3.21 0.048664
CLC7A Q9BXN2 -3.19 3.23 0.048918
IL-17D Q8TAD2 0.85 -1.33 0.048918
KYNU Q16719 -8.6 -26.22 0.048918
SLAF5 QoUIB8 -4.04 -0.59 0.048918
SSRP1 Q08945 -1.51 -0.48 0.049438

[0080] Los marcadores se filtraron manualmente
presentan en las Tablas 4A-D de més abajo.

40

con sus actividades y otra informacién; las listas filtradas se
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Tablas 4A-D: Marcadores proteicos para monitorizar las mejoras clinicas; filtrados

[0081]

Tabla 4A. Biomarcadores proteicos para monitorizar la mejora de la esteatosis; filtrados (no conforme a la invencién)

Tabla 4B. Biomarcadores proteicos para monitorizar la mejoria de la inflamacién lobular; filtrados (no conforme a la

Nombre del marcador UniProt
Proteina similar a la nectina 2 Q9BY67
Ligando CD30 P32971
YKL-40 P36222

TSP2 P35442

PCSK7 Q16549

IR P06213

AK1A1 P14550

FLRT3 QONZUO0

TIMD3 Q8TDQO

SAP P02743

YES P07947

CNTN2 Q02246

sTie-2 Q02763
Lumican P51884

HSP 70 PODMVS

invencién)

Nombre del marcador UniProt
ACE2 Q9BYF1

IL24 Q13007

ERAB Q99714
Queratina 18 P05783

PHI P06744
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Takg?ofn%rcadores proteicos para monitorizar la mejoria del abombamiento hepatico; filtrados (no conforme a la
invencién)
Nombre del marcador UniProt
Proteina C P04070
LG3BP Q08380
Catepsina D P07339
Factor de coagulacién Xa P00742
Globulina fijadora de tiroxina P05543
XEDAR Q9HAVS

Nombre del marcador UniProt
c4 POCOL4, POCOLS
CHST2 Q9Y4C5
Catepsina D P07339
CBG P08185
MDM2 Q00987
CD5L 043866
IL-8 P10145
LYVE1 Q9Y5Y7
Eotaxina P51671
AlbUmina P02768
Histona H2A .z POCO0S5
KIF23 Q02241
ALT P24298
EPO-R P19235
STX1a Q16623
MED-1 Q15648
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(continuacién)

Nombre del marcador UniProt

CBG P08185

HGF P14210

LTBP4 Q8N281

Eotaxina-2 000175

B7-H2 075144

JAG1 P78504

STAT3 P40763

VEGF sR2 P35968
Laminina P25391, P07942, P11047

Topoisomerasa | P11387

IGFBP-5 P24593

Cofactor Il de heparina P05546

Osteopontina P10451

BAFF Q9Y275

IL-13 Ra1 P78552

PH P01298

EphA1 P21709

HINT1 P49773

Calicreina 12 Q9UKRO

M2-PK P14618

Linfotoxina b R P36941

C3 P01024

pTEN P60484

Fucosiltransferasa 3 P21217

Mieloperoxidasa P05164
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(continuacién)

Nombre del marcador UniProt
Tropomiosina 2 P07951
ARMEL Q49AHO
PKB beta P31751
[-309 P22362
GDF2 Q9UKO5
TrkA P04629
PLXB2 015031
Proteinasa-3 P24158
S100A7 P31151
ARGI1 P05089
sCD163 Q86VB7
Adrenomedulina P35318
MAPK14 Q16539
TMA P07202

Epo P01588
Anexina | P04083
BPI P17213
IL-17F Q96PD4
JAM-B P57087

Integrina aVb5

P06756, P18084

MP2K2 P36507
SLIK1 QO6PX8
SP-D P35247
CDe63 P08962

KEAP1 Q14145
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(continuacién)

Nombre del marcador UniProt
Calgranulina B P06702
PSD7 P51665

RNasa H1 060930

GNS P15586

Tabla 4D. Biomarcadores proteicos para monitorizar la mejora del estadio de fibrosis de CRN,; filtrado

Nombre del marcador UniProt
GITR Q9Y5U5
Catepsina H P09668
DcR3 095407
LAG-1 Q8NHW4
PDXK 000764
RNasa H1 060930
GP1BA P07359
IL-1a P01583
GIB P04054
Anhidrasa carbénica Il P00918
Caspasa-2 P42575
Cistatina-S P01036
Troponina |, esquelética, contraccion P48788
rapida
IF4A3 P38919
PSMA Q04609
Dtk Q06418
LY9 Q9HBG7
MK13 015264
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(continuacién)

Nombre del marcador UniProt
KI3L2 P43630

TrkC Q16288

PCI P05154
TNFSF15 095150
Factor de coagulacién IX P00740
MMP-3 P08254
INGR2 P38484

C3a P01024

LRP8 Q14114
17-beta-HSD 1 P14061
MP2K3 P46734
CD70 P32970
CPNE1 Q99829
NEURREGULINA-1 Q02297
PCSK9 Q8NBP7
pTEN P60484

K-ras P01116
ATS15 Q8TES58
Efrina-A5 P52803
Endoglina P17813
AFP P02771

FTCD 095954
Granzima B P10144
Activina RIB P36896
TGF-b3 P10600
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(continuacién)

Nombre del marcador UniProt
DSC3 Q14574
WFKN2 Q8TEUS
c-Myc P01106
b-Endorfina P01189
MICA Q29983
ART 000253
Ligando CD30 P32971
GV P39877
CLC7A Q9BXN2
IL-17D Q8TAD2
SLAF5 QoUIB8
SSRP1 Q08945

[0082] EI analisis multivariante de los marcadores de monitorizacién también identifica unos pocos grupos de
marcadores que, cuando se utilizan colectivamente, poseen mejores capacidades de monitorizaciéon. Estos grupos

de marcadores multivariantes se enumeran en la Tabla B de mas abajo.

Tabla B. Marcadores proteicos multivariantes para monitorizar el tratamiento

Criterio de valoracién | Marcadores proteicos Figura
Estadio de fibrosis de Marcador (UniProt) |FIG. 4
CRN

pTEN (P60484)

CD70 (P32970)

Caspasa-2 (P42575)

Catepsina H (P09668)

LAG-1 (Q8NHW4)

PDXK (000764)

GITR (Q9Y5US5)
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(continuacién)

Criterio de valoracién Marcadores proteicos Figura
Esteatosis Marcador (UniProt) FIG. 5
Integrina a1b1 (P56199, P05556)
Proteina similar a la nectina 2 (QOBY67)
PDGF Rb (P098619)
LRP8 (Q14114)
Ligando CD30 (P32971)
Lumican (P51884)
SAP (P02743)
YKL-40 (P36222)
sTie-2 (Q02763)
HSP 90a/b (PO7900 P08238)
TSP2 (P35442)
YES (P07947)
Inflamacién lobular Marcador (UniProt) FIG. 6
HSP 90a/b (PO7900 P08238)
Aminoacilasa-1 (Q03154)
FCG3B (075015)
M-CSF R (P07333)
Queratina 18 (P05783)
Abombamiento hepético Marcador (UniProt) FIG. 7
Fibronectina (P02751)
Globulina fijadora de tiroxina (P05543)
FGF23 (Q9GZV9)
LG3BP (Q08380)
Cofactor de heparina Il (P05546)
Proteina C (P04070)
STAT3 (P40763)

[0083] En este ejemplo se identifican nuevos biomarcadores proteicos candidatos para la estadificacién de la
fibrosis, la esteatosis, la inflamacién lobular y el abombamiento hepatico en sujetos con EHNA mediante SOMAscan.
Ademas, en sujetos con EHNA F2-3 tratados con selonsertib, también se identifican diversos marcadores que
muestran caracteristicas de monitorizacion de la respuesta al tratamiento.

48



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2986 647 T3

Ejemplo 2. Los niveles séricos de acidos biliares se regulan reciprocamente con los niveles de C4 en todo el
espectro de gravedad de la enfermedad en pacientes con esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) (no
conforme a la invencién)

[0084] Los perfiles de acidos biliares (AB) séricos se alteran en pacientes con EHNA. Los datos que describen las
asociaciones entre la composicién de los AB y el estadio de fibrosis son limitados. Este ejemplo se llevé a cabo para:
1) caracterizar los AB circulantes y su intermediario, 7a-hidroxi-4-colesten-3-ona (C4), en pacientes de todo el
espectro de la EHNA y en controles sanos; y 2) determinar las asociaciones entre los AB séricos y el estadio de
fibrosis en la EHNA.

Métodos:

[0085] Se cuantificaron los niveles séricos en ayunas de 15 AB en controles sanos (n = 118), EHNA F2/3 (n=72)y
cirrosis por EHNA (n = 29) mediante LC-MS/MS (Agilent 1290/Sciex, Metabolon). Se usé suero procedente de
estudios clinicos de controles sanos en estudios farmacocinéticos del Compuesto A (un agonista selectivo no
esteroideo del receptor farnesoide X), simtuzumab en fibrosis F2/3 y cirrosis. El andlisis de los niveles séricos de AB
de pacientes con cirrosis se realizé antes y después de la descompensacidn clinica. Se midieron los niveles séricos
de C4 para mostrar la biosintesis hepatica de acidos biliares. Se usé ANOVA unidireccional para evaluar las
diferencias en los niveles de AB y C4 entre los grupos. Los datos se presentan como mediana (IQR).

Resultados:

[0086] Los niveles séricos totales de AB en ayunas en controles sanos fueron de 877ng/mL (582, 1298) y
aumentaron de forma escalonada con la fibrosis progresiva: F2, 1483 (937, 2356); F3, 1825 (1226, 2848); F4,
12.161 (5614, 22.112). El aumento de ~14 veces de los AB séricos totales en la cirrosis de EHNA consistié
principalmente en un aumento de los AB conjugados 11.518 (4737, 17.572) en comparacién con la EHNA F2, 1141
(431, 1714). Los acidos biliares conjugados primarios [glicocolato (GCA), taurocolato (TCA), glicodesoxicolato
(GCDCA) y taurodesoxicolato (TCDCA)] fueron los principales compuestos de AB primarios elevados en EHNA F4
frente a EHNA F2. GCA y TCA fueron ~15 y 35 veces mas altos, respectivamente, en F4 en comparaciéon con F2.

[0087] La descompensacién clinica de los sujetos con cirrosis de EHNA produjo una disminucién de los niveles de
AB, pero a niveles todavia ~10 veces superiores a los controles (Figura 8). Por el contrario, la sintesis de AB
reflejada en los niveles séricos de C4 disminuyd con el desarrollo de la cirrosis y disminuyé aln mas con la
descompensacion clinica (Figura 9). Los niveles de C4 en los pacientes F2/F3, 28,4 ng/mL (21,5, 54,1), fueron
significativamente superiores a los de los controles, 17,4 (7,3, 30,0). El desarrollo de cirrosis dio lugar a niveles de
C4 un 63% inferiores a los de los pacientes F2/F3, 10,5 (6,6, 32,8) y disminuyeron alin més con la descompensacion
clinica, 4,3 (1,3, 17,6).

[0088] En la EHNA F2/F3 se produce un aumento de los AB en general y de los AB primarios conjugados en
comparacién con los controles sanos, que va acompafiado de niveles elevados de C4. En la cirrosis de EHNA, se
produce un aumento pronunciado de los AB a pesar de que los niveles de C4 son inferiores a los encontrados en la
EHNA F2/F3. Estos resultados indican que los mecanismos responsables de la homeostasis de los AB se pierden en
la cirrosis, y se desregulan ain més con la descompensacién clinica.

Ejemplo 3. Analisis de proteomas extracelulares y RNAseq para identificar biomarcadores no invasivos de
fibrosis de EHNA

[0089] En este ejemplo se us6é una combinacién de andlisis transcriptomicos derivados de biopsias de EHNA y
algoritmos  bioinforméticos predictivos para identificar 100 transcritos que podrian producir proteinas
secretadasf/filtradas (el denominado secretoma de EHNA). Estos transcritos mostraron perfiles de expresién
dependientes del estadio de fibrosis y son relevantes para la biologia de la EHNA. Los transcritos individuales o
combinados son buenos discriminadores (AUROC > 0,86) para clasificar a los sujetos con EHNA con cirrosis (F4) o
fibrosis grave (F3/F4).

[0090] Se seleccionaron y calificaron ensayos ELISA para los 30 candidatos principales. 11 proteinas (YKL-40,
FAP, ITGB6, EMILIN1, FNDC1, IGDCC4, MASP2, SCF, LTBP2, ADAMTS12 y MCM2) mostraron una asociacién
significativa con la fibrosis de CRN en las muestras de FO0-F4. FNDC1 y MCM2 (AUROCC = 0,80 y 0,76,
respectivamente) son buenos discriminadores de la fibrosis grave (F = 3). Los cambios longitudinales de los 11
marcadores no estan asociados con la mejoria o el empeoramiento de la fibrosis. Los cambios en YKL-40, FAP y
SCF (AUROC = 0,70, 0,67 y 0,72, respectivamente) son buenos marcadores para monitorizar la mejoria de la
esteatosis. Los niveles de referencia de FAP, SCF y LTBP2 son buenos marcadores (AUROC = 0,78, 0,71 y 0,70,
respectivamente) para el pronéstico de la mejoria de la fibrosis en sujetos F4.

[0091] En el Ejemplo 1 se emplearon ensayos para dianas proteicas selectivas (LOXL2, Lumican, TGFBI, CK- 18s,
Pro-C3), y también una plataforma proteémica de alto contenido (SOMAscan), como parte de los métodos
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protedmicos integrales para identificar y evaluar nuevos marcadores proteicos para la EHNA. A pesar de que estos
dos métodos abarcaron aproximadamente 1350 proteinas, aln hay muchas proteinas circulantes potenciales que no
estan incluidas. Como método protedmico complementario, el analisis transcriptémico derivado de biopsias de la
EHNA se combiné con algoritmos bioinformaticos predictivos para identificar otras proteinas secretadas/filtradas
adicionales (denominadas secretoma de Ila EHNA) del higado para su posterior exploracién.

[0092] Las proteinas en circulacién pueden proceder de 1) una “secrecién clasica” a través de exocitosis, 2) una
“secrecion no clasica” a través de la translocacién, la secrecioén lisosomal o los exosomas, o 3) las fugas tisulares
debido a la muerte celular o los dafios celulares.

[0093] A fin de predecir los cambios en las posibles proteinas circulantes, se utiliza la informacién transcriptémica
de los tejidos de interés para predecir posibles proteinas secretadas o filtradas. En este ejemplo se desarrollaron
algoritmos bioinforméticos para predecir genes que 1) demostraran una expresiéon diferencial dependiente del
estadio de fibrosis en sujetos con EHNA y 2) codificaran proteinas secretadas. Estos secretomas de EHNA serén
posibles candidatos selectivos de tejidos y posibles candidatos dependientes de la gravedad de la enfermedad como
biomarcadores proteicos circulantes. Una vez identificados estos candidatos, se generaron datos de cuantificacién
de proteinas mediante ELISA o se obtuvieron de SOMAscan, si estaban disponibles.

Muestras
[0094] Para la extraccion de ARN y RNAseq se utilizaron las muestras de higado FFPE enumeradas en la Tabla 5.

Tabla 5. Muestras obtenidas para RNAseq

Sano F1 F2 F3 F4

Fase 1: piloto (completada) 6* 4 14 11 1

Fase 2: segundo conjunto de datos (iniciada, los 21 46 27 5 10
datos se esperan para mayo)

Total 27 50 41 16 11

Pruebas ELISA para los candidatos seleccionados

[0095] Las muestras de suero obtenidas se usaron para los experimentos iniciales de deteccion con ELISA a fin de
identificar candidatos para pruebas posteriores que utilizan muestras de estudios clinicos.

Métodos bioinformaticos para la selecciéon de candidatos

[0096] Se identificaron genes con evidencia experimental/MS de secrecién en bases de datos y conjuntos de datos
publicos. En conjunto, se identificaron unas 3886 proteinas secretadas o filtradas potenciales; las proteinas
solapadas o Unicas de cada conjunto de datos se ilustran en la Figura 10.

[0097] Después se compild una lista de candidatos a biomarcadores circulantes no invasivos para la progresién de
la EHNA usando datos de ARN-seq y bases de datos/conjuntos de datos publicos, usando para ello un flujo de
trabajo bioinformético.

Flujo de trabajo experimental del secretoma de la EHNA

[0098] Se seleccionaron aproximadamente 100 genes tras los procedimientos de filtrado mencionados
anteriormente. Estas proteinas secretadas, potenciales dependientes del estadio de fibrosis y selectivas para el
higado, se sometieron a validacién experimental mediante SOMAscan (dependiendo de la disponibilidad) o pruebas
ELISA (Figura 11).

Objetivos

[0099] Como método proteémico complementario, se emplearon algoritmos biocinforméticos para predecir las
potenciales proteinas hepaticas secretadas/filtradas de los sujetos con EHNA. Los niveles circulantes de los
candidatos prometedores se miden usando ensayos ELISA o bien SOMAscan (dependiendo de la disponibilidad)
para examinar la relacién entre: los niveles de estos marcadores proteicos y los estadios de fibrosis al inicio; los
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[0101] Evaluar el rendimiento del panel de marcadores del secretoma para monitorizar los cambios de estadio de
fibrosis de CRN.

[0102] Evaluar el rendimiento del panel de marcadores del secretoma para pronosticar los cambios de estadio de
fibrosis de CRN (mejoria y empeoramiento).

[0103] Evaluar el rendimiento del panel de marcadores del secretoma para monitorizar la mejoria en los
componentes de NAS (abombamiento hepatico, inflamacién lobular y esteatosis).

[0104] Evaluar el rendimiento del panel de marcadores del secretoma para diagnosticar EHNA versus no-EHNA en
un conjunto de datos combinado de los estudios SEL1497, SIM 0105 y 0106, de manera que el no-EHNA se evalla
usando las siguientes cuatro definiciones: 1) 0 en cualquier subpuntuacién de NAS (inflamacién lobular,
abombamiento hepatico y esteatosis), 2) sin inflamacién o con una inflamaciéon leve (NASLI < 1), 3) sin
abombamiento (NASHB = 0), 4) sin EHNA activa (NASLI <1y NASHB = 0).

Métodos estadisticos

[0105] Para calcular el AUROC de los criterios de valoracién binarios, se us6 el método de validacién cruzada
repetida. Mas especificamente, los datos se dividen aleatoriamente en 5 grupos, de manera que se usan 4 de los
grupos para el modelado (es decir, una regresién logistica) y la prediccién se realiza para el grupo restante, y de
manera que se lleva a cabo el proceso de modelado/prediccién para cada uno de los 5 grupos hasta que se
obtienen las predicciones para los 5 grupos (es decir, todo el conjunto de datos). Se obtiene la métrica de
rendimiento de AUROC. Después, el procedimiento de validacién cruzada se repite 100 veces con 5 grupos
diferentes divididos aleatoriamente cada vez, y se proporciona la media y el IC del 95% para el AUROC a lo largo de
las 100 repeticiones. En el modelado, se usé la regresidn logistica para modelar el criterio de valoracién binario (por
ejemplo, F4 de referencia versus F0-3), con el biomarcador o biomarcadores como covariables.

[0106] Se proporcionan diversos analisis adicionales para el estadio de fibrosis de CRN inicial. En particular, se
proporcionan diagramas de caja de los niveles iniciales en pruebas convencionales especificas segln el estadio de
fibrosis de CRN inicial. Se realizé la prueba de tendencia de Jonckheere-Terpstra para evaluar la tendencia
(creciente o decreciente) de los niveles de biomarcadores segln el estadio de la fibrosis.

Datos
[0107] Una vez aplicados los filtros bioinforméticos, se generaron 100 genes candidatos del secretoma de la
EHNA. Entre estos 100 objetivos, muchos codifican proteinas que tienen funciones relacionadas con la biologia de la

EHNA (Tabla 6).

Tabla 6. Los candidatos del secretoma participan en vias biolégicas relevantes para la EHNA

ECM Receptores |Relacionado |Neuroendocrino |Inmunoglobulina |Relacionados |Enzima/ |Otros

de con la miosina en cito/ con plaquetas/ | TF

membrana |y el quimioquina complemento

citoesqueleto
Col1A1 EPHA3 MYH10 TENM4 IGDCC4 THBS2 PLCE1 |FAM
129 B

Co13A1 |EPHB2 MYO5A SYTL2 IGSF3 C4BPB FUBP1 |FNDC1
Co14A1 |FGFR2 TPM1 TANC1 PRTG C4BPA AEBP1 |HPX
Col4A2 |FGFR3 LIMA1 NEO1 SCF MASP2 ZNF671 |GC
Co15A1 |DDR1 CALD1 ROBO1 CCL14 TEPI PTGDS |AGT
Col6A3 | TLRY PGDN UNC5B ZNF101 |CPN2
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(continuacién)

ECM Receptores |Relacionado |Neuroendocrino |Inmunoglobulina |Relacionados |Enzima/ | Otros
de con la miosina en cito/ con TF
membrana |y el quimioquina plaquetas/
citoesqueleto complemento
Col14A1 |LTBP2 SPTAN1 THY1 LUZP1 |CLEC3
B
CHI3L1 |[MRC2 KIF23 NAV3 ATP5J2 |APOC3
LOXLA1 ITGB6 DPYSL3 PCLO FAP APOH
LAMC2 |MARCO TNS3 LRRC4B CPB2 |APCS
EMILINT1 |LYVE1 UTRN CADPS ALDH6
A1l
CDHe AHNAK PCBD1
PCDH18 PRDX6
ADAMTS PON3
L2
ADAMS1 SMPDL
2 3A
AGRN GLO1
DNAH7 PSMB2
CCDC80 CTH
YKL-40 MOCS2
FCN3 SERPIN
F2
FCN2 KIAA11
61
* en negrita y subrayado: los niveles disminuyeron con el aumento del estadio de fibrosis; en caso contrario, los
niveles disminuyeron con el aumento del estadio de fibrosis.

[0108] Después, en este ejemplo se realizaron diversos anélisis para determinar si las expresiones hepéticas de
estos genes se pueden usar como clasificadores para la fibrosis grave y/o la cirrosis. Se observd que tanto los genes
individuales (FAP o CDH6) como los genes combinados (panel de 15 para F3, panel de 5 para F4) son buenos
clasificadores para la fibrosis grave o la cirrosis (Figura 12).

[0109]

No obstante, utilizar ARN hepatico como biomarcador de la EHNA no resulta préactico; asi, los niveles de

proteinas circulantes de estos candidatos se analizan mas a fondo para ser candidatos para marcadores de
diagndstico y/o monitorizacién de enfermedad para la fibrosis de la EHNA.

[0110]

52
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[0111] Hay 23 candidatos de secretoma incluidos en la plataforma SOMAscan.

Tabla 7. Candidatos de secretoma incluidos en SOMAscan

Proteina Gen Nombre completo
TSP2 THBS2 Trombospondina
MRC2 MRC2 Receptor de manosa tipo C 2
SAP APCS Componente P amiloide sérico
EPHB2 EPHB2 Receptor 2 de efrina de tipo B
SPTA2 SPTAN1 Cadena alfa de espectrina, no eritrocitica 1
A2AP SERPINF2 Alfa 2-antiplasmina
CDH8 CDH8 Cadherina-6
CCDC80 (URB) CCDC80 Proteina 80 que contiene dominios en espiral
CCL14 (HCC-1) CCL14 Quimiocina 14 con motivo C-C
CPB2 (TAFI) CPB2 Carboxipeptidasa B2
DDR1 DDR1 Receptor epitelial 1 con dominio de discoidina
EPHA3 EPHA3 Receptor 3 de efrina tipo A
FCN2 FCN2 Ficolina-2
FCN3 FCN3 Ficolina-3
FGFR2 FGFR2 Receptor 2 del factor de crecimiento de fibroblastos
FGFR3 FGFR3 Receptor 3 del factor de crecimiento de fibroblastos
HPX HPX Hemopexina
KIF23 KIF23 Miembro de la familia de kinesina 23 proporcionado
LYVE1 LYVE1 Receptor 1 del acido hialurénico endotelial de los vasos
linfaticos
PRDX6 PRDX6 Peroxiredoxina 6
ASM3A SMPDL3A Fosfodiesterasa 3a similar a la esfingomielinasa &cida
TPM1 TPM1 Cadena alfa de tropomiosina 1
TFPI TFPI Inhibidor de la via del factor tisular
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Los niveles circulantes de las proteinas codificadas para estos 23 genes se examinaron a partir del conjunto de
datos l6gicos SOMA del ejemplo 1 y se descubrid que:

- TSP2, MRC2, SAP, EPHB2, SPTA2 y SEPR se asociaron significativamente (p < 0,05) con el estadio de fibrosis de
CRN.

- No se identificaron asociaciones significativas entre los cambios en estos marcadores y las mejoras en el estadio
de fibrosis; no obstante, el cambio en A2AP mostré caracteristicas potenciales de monitorizacién de la enfermedad.
- Los cambios en TSP2, MRC2, SAP, EPHB2, HPX y LYVE1 se asociaron con la mejora de la esteatosis (Tabla 8).

Tabla 8. Cambios en los marcadores candidatos del secretoma con las mejoras en la fibrosis 0 en los componentes
de NAS en el conjunto de datos de SOMAscan (1497, al inicio/en la semana 24)

Fibrosis Esteatosis LI HB
THBS2(TSP2) P=0.47 P<0.001 P<0.05 P=0.085
MRC2 P=0.84 P<0.05 P=0.67 P=0.41
APCS(SAP) P=0.44 P<0.001 P=0.25 P=0.63
EPHB2 P=0.62 P<0.05 P=0.66 P=0.67
CPB2(TAFI) P=0.52 P=0.59 P<0.05 P=0.55
DDR1 (receptor de P =051 P=063P <0,05P =0,87
dominio de discoidina
1)
HPX (hemopexina) P=0.72 P<0.005 P=0.28 P=0.24
KIF23 P=0.14 P=0.30 P<0.01 P=0.93
LYVE1 P=0.41 P<0.005 P<0.01 P=0.38

2. Ensayos ELISA

[0112] Se desarrollaron y se calificaron ensayos ELISA para candidatos del secretoma que no estaban incluidos
en el SOMAscan (ITGB8, FNDC1, MCM2, EMILIN1, IGDCC4, MASP2, SCF, LTBP2, ADAMTS12), y también para
aquellos (TSP2, A2AP, MRC2, SAP, CTSH, IGFBP7, C7, MAC2BP) que estaban en la plataforma SOMAscan y
demostraron resultados preliminares prometedores en las asociaciones de estadificacion de la fibrosis (Tabla 9).

Tabla 9. Ensayos ELISA desarrollados para candidatos a secretoma

Proteina Gen Nombre Completo Funcién biolégica

CHI3L1 (YKL-40) CHI3L1 Proteina 1 similar a la quitinasa-3 Glicoproteina de la matriz
extracelular

FAP FAP Proteina de activacion de fibroblastos Proteasa unida a membrana
ITGB6 ITGB6 Integrina, beta 6 Receptor de membrana
FNDCA1 FNDCA1 Dominio de fibronectina tipo Ill que contiene Sefalizacién de proteina G

1
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(continuacién)

Proteina Gen Nombre Completo Funcién biolégica
MCM2 MCM2 Proteina de mantenimiento de Replicacién del genoma/
minicromosomas 2 regeneracién hepética
EMILINA EMILINA Interfaz de microfibrillas de elastina 1 Glicoproteina de la matriz
extracelular
IGDCC4 IGDCC4 Miembro 4 de la subclase DCC de la Inmunoglobulina
superfamilia de inmunoglobulinas
MASP2 MASP2 Lectina serina proteasa 2 que se une a Proteasa para escindir el
manano complemento (C4/C2)
SCF(Kit de KITLG Kit ligando Citocina
ligando)
LTBP2 LTBP2 Proteina de unién al factor de ECM; se une al TGF
crecimiento transformante latente beta 2
ADAMTS12 | ADAMTS12 | Una desintegrina y metaloproteinasa con Proteasa extracelular;
motivos de trombospondina 12 promueve la fibrogénesis
TSP2 THBS2 Trombospondina-2; Glicoproteina; media las
interacciones entre células y
entre células y matrices
A2AP SERPINF2 Alfa 2-antiplasmina Inhibidor de la serina proteasa
MRC2 MRC2 Receptor de manosa tipo C 2 Receptor endocitico; internaliza
ligandos glicosilados
SAP APCS Componente P amiloide sérico Proteinas de fase aguda (APP)
CTsSH CTsSH Catepsina H Cisteina proteinasa lisosomal
IGFBP7 IGFBP7 Proteina de unién al factor de Controla la disponibilidad de
crecimiento similar a la insulina 7 IGF para los tejidos y las
células
C7 C7 Complemento C7 Glicoproteina sérica,
componente del complejo del
complemento
MAC2BP LGALS3BP Proteina de unién a galectina-3 Modula las interacciones célula-
célula y célula-matriz
Resultados

Asociacién de los candidatos circulantes del secretoma con los estadios de fibrosis

[0113] Los ensayos ELISA se realizaron por lotes; se probaron los primeros 11 candidatos (CHI3L1, FAP, ITGBS,
FNDC1, MCM2, EMILIN1, IGDCC4, MASP2, SCF, LTBP2, ADAMTS12) y 6 de los 11 candidatos demostraron una
asociacion significativa con el estadio de fibrosis (Figura 13).
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[0114] Debido a la limitacién en 1497 muestras de estudio, se examinaron 8 candidatos de secretoma adicionales
(TSP2, A2AP, MRC2, SAP, CTSH, IGFBP7, C7, MAC2BP) usando muestras adicionales tanto al inicio como en la
semana 48. 5 de 8 candidatos demostraron una asociacién significativa con el estadio de fibrosis, incluidos TSP2,
A2AP, SAP, IGFBP7 y C7.

[0115] Estos resultados mostraron que el algoritmo bioinforméatico predictivo desarrollado aqui identificé con éxito
potenciales proteinas hepaticas secretadas/fugadas que se correlacionan con la gravedad de la enfermedad EHNA y
que podrian tener potencial para diagnosticar y monitorizar la fibrosis en la EHNA.

Diagnéstico del estadio de fibrosis de CRN (fibrosis avanzada [F3, 4] y cirrosis [F4])

[0116] Para evaluar el rendimiento de estas novedosas proteinas candidatas en la estadificacion de la fibrosis en
sujetos con EHNA, se usaron analisis univariantes y multivariantes para identificar los marcadores individuales o los
conjuntos de marcadores que pueden clasificar a los sujetos con fibrosis avanzada (F=3) o con cirrosis, de manera
que los resultados se resumen a continuacién.

[0117] Se observé un AUROC de = 0,7 para el diagnéstico de fibrosis avanzada para IGFBP7 y TSP2, y para el
diagndéstico de cirrosis para SAP, A2AP e IGFBP7, utilizando los datos de referencia y los de la semana 48 [Tabla
16.8.2.1]. C7 tuvo una AUROC de 0,65 para el diagnéstico de cirrosis.

[0118] Se observaron diferencias en el AUROC para el diagnéstico de la fibrosis avanzada inicial y la cirrosis
avanzada inicial usando los datos de referencia y los de fallo de cribado, y los datos de referencia, los de fallo de
cribado y los de la semana 48, debido al pequefio tamafio de la muestra en FO-2 en cuanto a los datos de referencia
y los de fallo de cribado (Tabla 10).

Tabla 10. Evaluacién del panel del secretoma para el diagndstico de la fibrosis avanzada inicial (F3-4 versus F0-2) y
la cirrosis (F4 versus F0-3) en datos de pacientes inscritos, pacientes que no pasaron la prueba de cribado y de la
semana 48 (datos de estudios combinados)

AUC (IC 95%)*
BL + SF (3 | BL + SF (3 | Semana24 | Sem. 48 Sem. 48 BL/SF + BL/SF +
Prueba estudios) | estudios) (1497) (105/106) | (105/106) | Sem. 48 (3 | Sem. 48 (3
F3,4vs.FO,| F4vs.FO, (F3vs.F1,2| F3,4vs. F4 vs. FO, | estudios)** | estudios)**
1,2 1,23 FO,1, 2 1,2,3 F3,4 vs. F4 vs. FO,
FO,1, 2 1,2,3
ADAMTS12| 0.54 (0.49, | 0.53(0.49, | 0.52 (0.47, | 0.58 (0.52, | 0.53(0.48, | 0.51 (0.48, | 0.54 (0.52,
0.57) 0.55) 0.62) 0.65) 0.55) 0.55) 0.55)
CHI3L1 0.66 (0.64, | 0.55(0.49, | 0.52(0.47, | 0.59(0.56, | 0.63(0.61, | 0.63 (0.6, 0.6 (0.59,
0.68) 0.57) 0.59) 0.62) 0.64) 0.64) 0.61)
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(continuacién)

AUC (IC 95%)*

BL + SF (3 |BL + SF (3| Semana Sem. 48 Sem. 48 BL/SF + BL/SF +
Prueba | estudios) | estudios) | 24 (1497) | (105/106) | (105/106) | Sem. 48 (3 | Sem. 48 (3
F3,4 F4vs.FO, | F3vs.F1, | F3,4vs. | F4vs. FO, | estudios)* | estudios)*
vs.F0, 1, 2 1,23 2 FO,1, 2 1,2,3 *F3,4vs. | *F4vs.
F0,1,2 | F0,1,2,3
EMILIN1 | 0.53 (0.45, | 0.62 (0.61, | 0.58 (0.44, | 0.59 (0.57, | 0.56 (0.54, | 0.57 (0.54, | 0.6 (0.59,
0.58) 0.62) 0.67) 0.61) 0.57) 0.59) 0.6)
FAP 0.55(0.48, | 0.51 (0.48, | 0.66 (0.63, | 0.64 (0.62, | 0.71 (0.69, | 0.54 (0.51, | 0.58 (0.57,
0.6) 0.57) 0.68) 0.65) 0.71) 0.56) 0.58)
FNDCA1 0.81 (0.8, | 0.57 (0.51, | 0.58 (0.56, | 0.58 (0.48, | 0.54 (0.47, | 0.56 (0.53, | 0.55 (0.52,
0.81) 0.59) 0.61) 0.66) 0.61) 0.59) 0.57)
IGDCC4 |0.57 (0.54, |0.52(0.48,| 0.6 (0.51, | 0.53(0.47,|0.52(0.47, | 0.51 (0.48, | 0.52 (0.48,
0.62) 0.58) 0.69) 0.58) 0.56) 0.56) 0.55)
ITGB6 0.56(0.48,| 0.54 (0.5, | 0.55(0.46, | 0.51 (0.44, | 0.57 (0.54, | 0.52 (0.48, | 0.56 (0.54,
0.68) 0.57) 0.67) 0.55) 0.59) 0.59) 0.57)
MASP2 | 0.59 (0.56, | 0.53 (0.48, | 0.59 (0.47, | 0.53 (0.48, | 0.52 (0.48, | 0.52 (0.49, | 0.52 (0.49,
0.65) 0.58) 0.69) 0.58) 0.56) 0.57) 0.55)
SCF 0.55(0.47, | 0.63 (0.62, | 0.55 (0.46, | 0.59 (0.5, | 0.6 (0.57, | 0.57 (0.52, | 0.63 (0.62,
0.64) 0.64) 0.66) 0.66) 0.61) 0.63) 0.63)
LTBP2 0.62 (0.6, | 0.65(0.63, | 0.59 (0.53, | 0.53 (0.47, | 0.54 (0.48, | 0.58 (0.53, | 0.53 (0.48,
0.63) 0.67) 0.63) 0.59) 0.61) 0.61) 0.58)
MCM2 0.76 (0.74,| 0.58 (0.56, | 0.52 (0.45, | 0.51 (0.48, | 0.56 (0.54, | 0.57 (0.55, | 0.59 (0.58,
0.77) 0.59) 0.64) 0.56) 0.58) 0.58) 0.59)
FNDC1 + | 0.84 (0.83,| 0.6 (0.57, | 0.54 (0.43, | 0.55(0.51, | 0.53 (0.47, | 0.57 (0.55, | 0.59 (0.58,
MCM2 0.86) 0.61) 0.61) 0.6) 0.56) 0.59) 0.6)
FNDC1 + | 0.86 (0.83,|0.77 (0.75, | 0.65 (0.59, | 0.78 (0.75,| 0.8 (0.77, | 0.72(0.7, | 0.8(0.79,
MCM2 + 0.87) 0.78) 0.7) 0.8) 0.82) 0.74) 0.81)
BA + NFS
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AUC (IC 95%)*

BLF3,4vs.| BLF4vs. Sem.24 BL+Sem.48 | BL+Sem.48
Prueba F2 F3 (1497) F3 F3,4 vs. F4 vs. FO,
vs. F1, 2 FO,1, 2 1,2,3
TSP2 0.63 (0.61, 0.7 (0.69, 0.71 (0.7, | 0.71(0.69, | 0.67 (0.66,
0.64) 0.72) 0.72) 0.72) 0.67)
A2AP 0.71 (0.7, 0.67 (0.65, | 0.72(0.71, | 0.66 (0.64, | 0.71 (0.71,
0.72) 0.68) 0.72) 0.66) 0.72)
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(continuacién)

AUC (IC 95%)*
BLF3,4vs. |BLF4vs.F3 Sem.24 BL+Sem48 | BL+Sem48
Prueba F2 (1497) F3 vs. F3,4vs.FO, | F4vs.FO, 1,
F1,2 1,2 2,3
MRC2 0.58 (0.47, 0.59 (0.47, 0.52 (0.47, 0.58 (0.47, 0.52 (0.47,
0.65) 0.65) 0.58) 0.65) 0.58)
SAP 0.78 (0.77, 0.62 (0.59, 0.77 (0.786, 0.59 (0.56, 0.77 (0.77,
0.78) 0.63) 0.77) 0.61) 0.78)
CTSH 0.5 (0.48, 0.55 (0.52, 0.52 (0.43, 0.52 (0.47, 0.51 (0.46,
0.53) 0.58) 0.57) 0.55) 0.55)
IGFBP7 0.63 (0.6, 0.76 (0.75, 0.78 (0.77, 0.75 (0.74, 0.71 (0.7,
0.64) 0.77) 0.78) 0.76) 0.71)
c7 0.72 (0.71, 0.54 (0.5, 0.56 (0.53, 0.53 (0.49, 0.65 (0.64,
0.73) 0.56) 0.57) 0.58) 0.65)
MAC2BP 0.54 (0.49, 0.6 (0.58, 0.61 (0.59, 0.59 (0.56, 0.55 (0.53,
0.59) 0.62) 0.62) 0.61) 0.56)
* Indica la media y el correspondiente IC del 95 % para una validacidén cruzada de 5 grupos repetida 100 veces. * *
BL/SF de los 3 estudios, pero los valores de la semana 48 sélo de SIM 105/106 (analizando todos los datos juntos).

Monitorizaciéon del cambio de estadio de la fibrosis de CRN (mejora o empeoramiento)

[0119] Después, en este ejemplo se examinaron los cambios longitudinales de estos nuevos marcadores proteicos
y se comprobé si estos marcadores pueden tener valores potenciales para monitorizar los cambios en el estadio de
la fibrosis; los resultados se resumen mas adelante.

[0120] Usando sélo el porcentaje (%) de cambio respecto al inicio como predictor, varios marcadores tienen un
AUROC de 0,60-0,70 para monitorizar los cambios en el estadio de la fibrosis, pero ninguno de los marcadores del
panel del secretoma tiene un rendimiento de AUROC = 0,7 para monitorizar la mejora de la fibrosis de CRN o el
empeoramiento de la fibrosis de CRN.

[0121] En general, el rendimiento del AUROC mejora cuando se usan como predictores tanto el valor de referencia
inicial como el porcentaje (%) de cambio con respecto al valor de referencia inicial en comparacién con el uso
exclusivo del cambio con respecto al valor de referencia inicial. FAP, LTBP2, SAP, IGFBP7 y MAC2BP tienen un
AUROC>0,70 para monitorizar la mejora de la fibrosis de CRN o el empeoramiento de la fibrosis de CRN (SIM 105).

Prondstico del cambio de estadio de la fibrosis de CRN (mejora o empeoramiento en la semana 48) usando
los niveles iniciales de biomarcadores

[0122] Este ejemplo también llevé a cabo un andlisis para comprobar si los niveles iniciales de estos marcadores
tienen valores de pronéstico para predecir cambios en el estadio de la fibrosis en la semana 48 en muestras de
estudio SIM, ya que estos estudios se consideran una progresién natural debido a la falta de eficacia de SIM. Los
resultados se resumen mas adelante.

[0123] Diversos marcadores (usando los niveles de referencia iniciales) tienen un rendimiento de AUROC = 0,7 para
predecir.

[0124] Mejora de la fibrosis de CRN: IGFBP7 (F3 a menos en la semana 48 en SIM105, F4 a menos en la semana
48 en SIM106, F4/3 a menos en la semana 48), FAP y SCF (F4 a menos en la semana 48).
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[0125] Empeoramiento de la fibrosis de CRN (F3 a F4 en la semana 48): IGFBP7 y SAP.

Monitorizacién de los cambios (mejora o empeoramiento) en los componentes de la puntuacién NAS (no
conforme a la invencién)

[0126] Usando como predictor el % de cambio con respecto al valor inicial de referencia, varios marcadores tienen
un AUROC de 0,60-0,70 para monitorizar la mejora en el componente de NAS (abombamiento hepatico, inflamacion
lobular o esteatosis).

[0127] En general, el rendimiento del AUROC para monitorizar la mejoria en el componente de NAS mejora
cuando se usan como predictores tanto el valor inicial como el cambio con respecto al valor inicial. Se observd un
AUROC 2 0,7 para FAP para monitorizar la mejora de la inflamacién lobular (Grado 3 a menos en la semana 48), y
ADAMTS 12 para monitorizar la mejora de la esteatosis (Grado 2/3 a menos en la semana 48).

Diagnéstico de EHNA vs. no EHNA en los estudios SEL 1497, SIM 0105 y 0106 (no conforme a la invencion)

[0128] Usando los datos de referencia iniciales y de la semana 48, el TSP2 tuvo un AUROC de 0,66/0,68/0,7/0,71
para diagnosticar EHNA vs. no EHNA [4 definiciones de no EHNA: 1) O para cualquier subpuntuacion de NAS
(inflamacién lobular, abombamiento hepético o esteatosis); 2) sin inflamacién o con inflamacién leve; 3) sin
abombamiento; 4) sin EHNA activa (sin inflamacién o con inflamacién leve y sin abombamiento)]. Se observé un
AUROC similar cuando se usaron Unicamente los datos de referencia iniciales de los pacientes incluidos en los
estudios combinados SIM105/106.

Conclusiones

[0129] En este ejemplo se adopté un nuevo enfoque para generar potenciales biomarcadores proteicos selectivos
del higado y dependientes del estadio de fibrosis utilizando datos transcriptomicos derivados de biopsias y
algoritmos bioinformaticos para predecir las proteinas secretadas/fugadas. Esta estrategia demostré ser fructifera y
arroj6 los siguientes hallazgos clave: (1) los genes candidatos codifican proteinas implicadas en la biologia de la
fibrosis; (2) los perfiles de expresidn hepatica de estos genes (panel Unico o selectivo) tienen buenas caracteristicas
de clasificacién (AUROC de 0,8-0,9) para la identificaciéon de fibrosis graves (F3) o cirrosis (F4); y (3) los niveles
circulantes de los candidatos selectivos se evaluaron mediante SOMAscan (dependiendo de la disponibilidad) o
ensayos ELISA.

[0130] Se observé un AUROC 2 0,7 para diagnosticar una fibrosis avanzada en el caso de IGFBP7 y TSP2, y para
diagnosticar una cirrosis en el caso de SAP, A2AP e IGFBP7 utilizando los datos de referencia iniciales, de fallo de
cribado y de la semana 48. C7 tuvo un AUROC de 0,65 para el diagnéstico de cirrosis.

[0131] Ninguno de los marcadores del panel del secretoma (usando el % de cambio con respecto al valor de
referencia inicial) tuvo un AUROC = 0.7 para monitorizar los cambios de la fibrosis de CRN (mejoria o
empeoramiento) y la mejoria en el componente de NAS (abombamiento hepdatico, inflamacién lobular y esteatosis).
En general, el rendimiento de AUROC mejora cuando se utiliza fanto el valor de referencia inicial como el % de
cambio con respecto al valor de referencia inicial.

[0132] Usando los niveles de referencia iniciales, diversos marcadores tenian un AUROC = 0,7 para predecir:

La mejora de la fibrosis de CRN: IGFBP7 (F3 a menos en la semana 48, F4 a menos en la semana 48, F4/3 a
menos en la semana 48), FAP y SCF (F4 a menos en la semana 48); y

El empeoramiento de la fibrosis (de F3 a F4 en la semana 48): IGFBP7 y SAP.

[0133] Usando los datos de referencia iniciales y los de la semana 48 en los estudios SIM105/106 combinados, el
TSP2 tuvo un AUROC de ~0,7 para diagnhosticar EHNA vs. no EHNA en las 4 definiciones.

Ejemplo 4. Datos adicionales de SOMAscan para GDF-15 y CD163 (no conforme a la invencion)

[0134] Este ejemplo reporta datos adicionales de SOMAscan (recopilados con el método del Ejemplo 1) para las
proteinas circulantes GDF-15 y CD163. Los datos resumidos se presentan en los graficos de las Figuras 14-18.

[0135] Tal y como se muestra en la FIG. 14, los niveles circulantes de GDF-15 se asociaron significativamente con
la etapa de fibrosis en sujetos con EHNA; p<0.0001 (prueba de Kruskal-Wallis). Asimismo, tal y como se muestra en
la FIG. 15, los niveles circulantes de GDF-15 se asociaron significativamente con la inflamacién lobular (panel
izquierdo; p<0,05 (prueba de Kruskal-Wallis)) y el abombamiento hepatico en los sujetos con EHNA (panel derecho;
p<0,005 (prueba de Kruskal-Wallis)). Sin embargo, los niveles circulantes de GDF-15 no se asociaron con la
esteatosis o las puntuaciones de NAS en los sujetos con EHNA.
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[0136] EI gréafico de la FIG. 16 muestra que los niveles circulantes de CD163 se asociaron significativamente con
los estadios de fibrosis en sujetos con EHNA, p<0,001 (prueba de Kruskal-Wallis). Los niveles circulantes de CD163
también se asociaron significativamente con la inflamacion lobular (FIG. 17, panel izquierdo, p<0,0005 (prueba de
Kruskal-Wallis)) y el abombamiento hepético (FIG. 17, panel derecho, p<0,0001 (prueba de Kruskal-Wallis)) en los
sujetos con EHNA. Los niveles circulantes de CD163 también se asociaron significativamente con las puntuaciones
de NAS (FIG. 18, p<0,001 (prueba de Kruskal-Wallis)), pero no con la esteatosis en los sujetos con EHNA.

[0137] Los resultados de los Ejemplos 3 y 4 se resumen en las siguientes tablas, complementarias a las Tablas 1-

4,

Tablas 11A-D: Marcadores proteicos para el diagnéstico

[0138]
Tabla 11A. Marcadores proteicos para los estadios de fibrosis de CRN (CRN)
Nombre del UniProt Valor de p Estadio de Estadio de Estadio de Estadio de Estadio de
marcador fibrosis de | fibrosisde | fibrosisde | fibrosisde | fibrosis de
CRN O CRN 1 CRN 2 CRN 3 CRN 4
YKL-40 P36222 <0.01 N/A N/A 63100 124716 129864
FAP Q12884 0.606 N/A N/A 50761 44068 44705
ITGB6 P18564 0.202 N/A N/A 14.5 14.0 17.1
EMILIN1 Q9Y6C2 <0.005 N/A N/A 16802 16818 14941
FNDCA1 Q4ZHG4 <0.0005 N/A N/A 0.4 1.0 1.2
IGDCC4 Q8TDY8 0.076 N/A N/A 321.2 274.1 262
MASP2 000187 0.127 N/A N/A 718.8 579.5 591.8
SCF P21583 <0.005 N/A N/A 732.3 693.7 798.8
LTBP2 Q14767 <0.0005 N/A N/A 1.5 1.9 2.6
ADAMTS12 P58397 0.199 N/A N/A 15825.8 19191 25317.7
MCM2 P49736 <0.0005 N/A N/A 12.1 16.1 18.1
GDF-15 Q99988 <0.0001 569.4 657 917 1046 1247
CD163 Q86VB7 <0.001 2027 2190 2615 2746 3265
Tabla 11B. Marcadores proteicos para puntuaciones de NAS (NAS) (no conforme a la invencién)
Nombre | UniProt | Valor Estadios de Nas
del de p
marcador
CD163 | Q86VB7 | <0.001 | 2429 1943 2363 2258 2676 2817 2918 3033
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Tabla 11C. Marcadores proteicos de inflamacién lobular (IL) (no conforme a la invencién)

Nombre del UniProt Valor de p Estadio de Estadio de Estadio de
marcador inflamacion inflamacion inflamacion
lobular 0 lobular 1 lobular 2
GDF-15 Q99988 <0.05 623.2 858.6 1024
CD163 Q86VB7 <0.001 2002 2413 2846

Tabla 11D. Marcadores proteicos de abombamiento hepético (HB) (no conforme a la invencién)

Nombre del UniProt Valor de p Estadio de Estadio de Estadio de
marcador abombamiento | abombamiento | abombamiento
hepatico 0 hepatico 1 hepatico 2
GDF-15 Q99988 <0.005 630.9 774.7 1039
CD163 Q86VB7 <0.0001 1966 2473 2863

Tabla 12: Marcadores proteicos para monitorizar las mejoras clinicas (no conforme a la invencién)
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[0139]
Tabla 12. Biomarcadores proteicos para monitorizar las mejoras en los criterios de valoracién clinicos relacionados
con la EHNA
Nombre del UniProt Criterios de Porcentaje Porcentaje Valor de p
marcador valoracién medio de CHG medio de CHG
clinicos en la semana 24 | en la semana 24
en personas que | en personas que
no mejoran mejoran
YKL-40 P36222 Puntuacién de 0.5 -23.9 <0.05
NAS
YKL-40 P36222 Esteatosis 10.8 -22.9 <0.05
FAP Q12884 Esteatosis 24 -6.2 <0.05
MCM2 P49736 Esteatosis 4.3 -11.8 0.08
SCF P21583 Abombamiento 1.9 7.4 <0.05
YKL-40 P36222 Inflamacién 4.3 -22 <0.05
FAP Q12884 Inflamacién 1.5 -12.6 <0.05
MCM2 P49736 MRE 4.3 -7.9 0.06
YKL-40 P36222 MRIPDFF 6.5 -22 <0.05
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(continuacién)

Nombre del UniProt Criterios de Porcentaje Porcentaje Valor de p
marcador valoracién medio de CHG | medio de CHG
clinicos en la semana en la semana
24 en personas | 24 en personas
que no mejoran | que mejoran
EMILINA1 Q9Y6C2 MRIPDFF -2.8 -16.6 <0.05
FAP Q12884 MRIPDFF 1.2 -17.5 <0.05

Ejemplo 5. Los algoritmos que utilizan pruebas no invasivas pueden identificar con precisién a los pacientes con
fibrosis avanzada debida a la EHNA: datos de los ensayos clinicos STELLAR (no conforme a la invencién)

[0140] Existe una gran necesidad -no cubierta- de pruebas no invasivas (NIT), precisas y facilmente disponibles
para identificar a los pacientes con fibrosis avanzada (F3-F4) debida a la EHNA. El objetivo de este ejemplo era
evaluar las NIT secuenciales para minimizar la necesidad de realizar biopsias y mejorar la precisién en el uso de
pruebas individuales.

[0141] Métodos: En los estudios STELLAR (NCT03053050 y NCT03053063) se inscribieron pacientes con EHNA
con fibrosis en puente (F3) o cirrosis compensada (F4). Las biopsias hepéticas de referencia se leyeron de forma
centralizada utilizando la clasificacién de fibrosis de EHNA de la CRN y se midieron diversos marcadores de fibrosis
no invasivos, incluidos el indice de Fibrosis-4 (FIB-4), la prueba de Fibrosis Hepatica Mejorada (ELF) y FibroScan®
(FS). El rendimiento de estas pruebas para discriminar la fibrosis avanzada se evalué mediante AUROC con una
validacién cruzada x5 repetida 100 veces. Los umbrales se obtuvieron maximizando la especificidad, dado 285% de
sensibilidad (y viceversa). La cohorte se dividié (80%/20%) en conjuntos de evaluacién/validacion. El conjunto de
evaluacion se estratificé 250 veces mas en conjuntos de entrenamiento y prueba (66%/33%). Los umbrales 6ptimos
se derivaron como el promedio entre los conjuntos de entrenamiento y se aplicaron secuencialmente (FIB-4 seguido
de ELF y/o FS) al conjunto de validacién.

[0142] Resultados: Todos los pacientes cribados e inscritos con histologia hepatica (N=3202, 71% F3-F4) y
resultados de NIT disponibles se incluyeron en el andlisis. Utilizando los umbrales derivados de los datos del estudio
STELLAR, la prueba FIB-4 seguida de la prueba FS o ELF en aquellos con valores de FIB-4 indeterminados (1,23 a
2,1) demostr6 unas buenas caracteristicas de rendimiento al tiempo que minimizaba la frecuencia de valores
indeterminados hasta un 13% (ver Tabla). El uso de los umbrales de NIT publicados arrojé unos hallazgos similares
(datos no mostrados). La adicién de una tercera prueba (FIB-4, luego ELF y luego FS) redujo la tasa de resultados
indeterminados al 8%. Los errores de clasificacién se produjeron en porcentajes similares a los de la biopsia (15-
21%). La mayoria de las clasificaciones erréneas (63-81%) fueron falsos negativos; entre los casos de falsos
positivos (19-27% de las clasificaciones erréneas) hasta el 70% tenian fibrosis F2.

[0143] Conclusidn: En estos grandes ensayos globales de fase 3 con umbrales recién derivados y optimizados
para los ensayos STELLAR, FIB-4 seguido de ELF y/o FS casi elimind la necesidad de una biopsia hepatica e
identificé con precisién a los pacientes con fibrosis avanzada debida a la EHNA, con tasas de clasificacién errénea
similares a las de la biopsia hepatica. Esta prevista la validacién de estos hallazgos en otras cohortes adicionales.

Tabla 13. Rendimiento diagnéstico de las pruebas NIT para discriminar la fibrosis avanzada (F3-F4)

Prueba* Cohorte Tamafio de | Sensibilidad | Especificidad | Indeterminado Mal
la muestra clasificado**
FIB-4 (1.23, | Entren.+Test 2496 85% 85% 32% 15%
2.1)

Validacién 627 83% 89% 32% 15%

ELF (9.35, Entren.+Test 2536 85% 85% 29% 15%

10.24)

Validacién 637 85% 85% 29% 15%
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(continuacién)

Prueba* Cohorte Tamafio de | Sensibilidad | Especificidad | Indeterminado Mal
la muestra clasificado**
FS (9.6kPa, | Entren.+Test 1408 85% 86% 28% 15%
14.53kPa)
Validacién 357 82% 88% 25% 17%
FIB-4(1.23, | Entren.+Test 2542 79% 81% 13% 20%
2.1), después
ELF(9.35 | validacion 638 78% 82% 13% 21%
10.24)
FIB-4 (1.23, | Entren.+Test 2509 82% 85% 20% 17%
2.1), después
FS (9.6kPa, | ygjigacion 632 78% 87% 20% 19%
14.53kPa)
*El valor méas bajo representa el umbral éptimo para excluir |a fibrosis avanzada, el valor més alto para
diagnosticar la fibrosis avanzada y los valores intermedios se clasifican como indeterminados
**Proporcién de pacientes mal clasificados con respecto al tamafio total de la muestra, incluida la zona
indeterminada

Ejemplo 6. Identificacion de metabolitos séricos asociados a la EHNA y de biomarcadores de diagnédstico
mediante una plataforma metabolémica OWLiver® (no conforme a la invencién)

[0144] Este ejemplo se llevé a cabo para identificar metabolitos séricos correlacionados con la gravedad de la
enfermedad EHNA, y para evaluar el rendimiento de los paneles de metabolitos seleccionados como clasificadores
de la fibrosis avanzada, la cirrosis, la EHNA activa y la cirrosis criptogénica. La tecnologia aqui utilizada,
denominada metabolomica OWLiver®, esta disponible comercialmente de la mano de OWL Metabolomics (Bizkaia,
Espafia) y se describe en Barr et al, J Proteome Res., 2010, Sep 3;9(9):4501-12, y Mayo et al, Hepatol Commun.,
2018, May, 4;2(7):807-820.

[0145] Disefio del estudio: Muestras: En el presente estudio se incluyeron 279 muestras de suero de individuos
sanos o de sujetos con EHGNA/EHNA con diversos grados de fibrosis hepatica confirmada mediante biopsia (FO-F4)
(Tabla 14).

Tabla 14. Muestras de suero incluidas en el estudio

Estadio de Sano FO F1 F2 F3 F4 Total
fibrosis
N.° de muestras 30 39 45 55 52 58 279

[0146] Plataforma de ensayo: Los perfiles metabolémicos en suero se realizaron utilizando un método basado en
la espectrometria de masas (EM) de OWL Metabolomics.

[0147] Analisis de datos: Se realizé un analisis de tendencias para los parametros categéricos de la EHNA
(fibrosis, NAS y componentes) y se llevé a cabo un anélisis de correlacién para las variables continuas (MQC, ELF,
MRE y MRI-PDFF). Para seleccionar los marcadores con un AUROC>=0,7 se utilizé la regresién logistica
univariante (LR) con validacién cruzada x5 en 100 veces. Se usé la prueba de suma de rangos de Wilcoxon para
seleccionar los marcadores con un valor p ajustado a BH de <0,05. Los marcadores superpuestos de los dos analisis
se seleccionaron como clasificadores.
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[0148] El analisis incluyd metabolitos de las familias que se muestran en la Tabla 15.

Familia Numero
Fosfoetanolamina (PE) MEMAPE 6
MAPE 18
MEPE 2
DAPE 8
Fosfocolinas (PC) MAPC 35
MEPC 12
DAPC 27
MEMAPC 18
Fosfoinositol (Pl) DAPI 2
MAPI 5
TAG 50
DAG 6
FFA 21
Acidos biliares 8
Acilcarnitinas 2
Ceramidas 3
Esteres de colesterol 10
Esfingolipidos 22
Aminoécidos 24
TAG 50

MEMAPE (1-éter, 2-acilglicerofosfoetanolamina), MAPE (monoacilglicerofosfoetanolamina), MEPE (1-
monoéterglicerofosfoetanolamina), DAPE (diacilglicerofosfoetanolaminas), MAPC (1-monoacilglicerofosfocolina),
MEPC (1-monoéterglicerofosfocolina), DAPC (diacilglicerofosfocolinas), MEMAPC (1-éter, 2-acilglicerofosfocolina),
DAPI (diacilglicerofosfoinositol), MAPI (monoacilglicerofosfoinositol), TAG (triglicéridos); DAG (diacilglicéridos); FFA
(4cidos grasos libres).

[0149] Los metabolitos asociados significativamente con uno o0 més de los estadios de la fibrosis se enumeran en
las tablas de mas abajo.
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Tabla 15. Metabolitos asociados significativamente (p<0,01) con el estadio de fibrosis de CRN en sujetos con

EHNA (no coforme a la invencién)
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Aminoacidos

Valina

Taurina
Leucina
Glutamina
Lisina
Histidina
Sarcosina
Phe-Phe

Acido glutamico
Fenilalanina

SM{d18:1/17:0)
SM(d18:1/18:0)
SM{(d18:1/22:0)
SM{(d18:1/23:0)
SM(d18:2/14:0)

eaaldaa.2l10.mn)

DIVI!UJ.ﬁZLl J.DZU!
SM(31:1)
SM(36:2)
sM(38:1)

SM(39:1)
SM({42:1)

Fosfocolinas (PC) Fosfoetanol
o ; amina (PE)

PC(0:0/14:0) PC(O- PE{0:0/16:0)
PC(16:0/0:0) 16:0/0:0) PE(0:0/18:0)
PC(17:0/0:0) PC(O- PE(P-16:1/0:0)
PC(18:0/0:0) 18:1/0:0) PE(P-18:2/0:0)
PC(14:0/20:4) | Pc(O- LPE(20:5)
PC{15:0/20:4) | 20:0/0:0) PE{16:0/18:2)
PC(16:0/20:5) | Pc{o- PE(18:1/18:2)
PC(18:2/20:4) | 20:1/0:0) PE(22:5/0:0)
PC(18:3/18:3) | Pc(o- PE(22:5/0:0)
PC(0:0/18:2) 20:2/0:0) 7 S
pC(18:2/00) | Pclo- Fosfoinosito
PC(0:0/20:2) | 22:0/0:0 - (PD)
PC(0:0/22:4) | PC(O- LP1(18:0)
PC(22:4/0:0) | 22:1/0:0 LPI(18:2)
PC(0:0/22:5) | PC(O- LPI(20:3)
PC(0:0/22:5) | 24:2/0:0 LPI(20:4)
PC(22:5/0:0) | PC(P- LPI(22:6)
PC(22:5/0:0) 16:0/0:0) PI(18:0/18:2)
PC(40:5) PC(P-

18:0/0:0)

PC(P-

18:1/0:0) =

PC(P-  Esteres de

20:2/0:0) .~ colesterol

PC(O- ‘

16:0/22:4)

PC(O-

20:0/20:4)

PC(O-

22:0/20:4)

PC(0-34:0)

PC(16:0/16:0)

PC(16:0/18:0)

PC(18:0/18:2)

TG(53:0)

riacilglicéridos

T1G(44:2)

ChoE(20:3)
ChoE(20:4)
ChoE(20:5)
ChoE(22:6)

Ceramidas

Cer(d18:1/22:0)
Cer(d18:1/24:0)

| sm(a2:3)

Cer(d18:1/16:0)

Acidos
grasos libres

| Acidos biliares

Acido

quenodesoxicdlico

| Acido glicocélico

Acido taurocdlico
Acido
taurodesoxicolico
Acido
tauroquenodesoxicolico

>Subrayado y en negrita: correlacion negativa; en caso contrario, correlaciéon positiva.
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Tabla 16. Metabolitos asociados significativamente (p<0,001) con la puntuacion NAS (no conforme a la

invencién)

_.fFosfocolinas (PC)

PC(16:0/16:0) PC{0-16:0/14:0)

PC(16:0/18:0) PC{0-16:0/16:0)
PC(20:0/18:2) PC(0-34:1)
PC(40:8) PC(P-16:0/20:4)
PC{0:0/20:0) PC(0-16:0/22:4)
PC{20:0/0:0) PC(0-18:0/20:4)
PC(0:0/20:1) PC(0-20:0/20:4)
PC{20:1/0:0) PC{0-22:1/20:4)
PC(19:0/0:0) PC(0-22:0/20:4)
PC{0-24:1/20:4)

Fostoetanolamina (PE)

~ I

PE(0:0/16:1)

id

fingol

SM(d18:0/18:0)

minoacidos

Valina
Metionina

Cer{d18:1/16:0)

>Subrayado y en negrita: correlacion negativa; en caso contrario, correlaciéon positiva.

Tabla 17. Metabolitos asociados sianificativamente (p<0,001) con la esteatosis (no conforme a la invencién)

Fosfocolinas (PC)

Fosfoetanolamina (PE) Aminoacidos

PC(16:0/16:0) PC(0-16:0/14:0) Valina
PC(16:0/18:0) | PC(0-16:0/16:0) 1| Taurina
PC(18:0/18:2) PC(P-16:0/18:2) Leucina
PC(20:0/18:2) | PC(P-16:0/20:4) | pi(18:0/20:4) Metionina
PC(19:0/0:0) | PC(0-16:0/22:4) |- Tirosina
PC(0:0/20:0) | Pc(P-17:0/20:4) | Esfingolipidos L-Citrulina
PC(20:0/0:0) | PC(O-18:0/20:4) o
PC(0:0/20:1) | PC(P-18:0/20:4) ﬁswdl&l/ 16:0)
PC(20:1/0:0) | PC(0-20:0/20:4) | Esteres de colesterol
PC(0-34:0) | PC(0-22:1/20:4) [
PC(0-34:1) | PC(0-22:0/20:4) | ChoE(18:3) ik =
PC(40:8) PC(0-24:1/20:4) Cer(d18:1/16:0)
PC(14:0/20:4)  |—
PC(0:0/14:0)

Acido glicocolico
Acido taurocolico
Acido tauroquenodesoxicélico| DG(32:2)

iacilglicéridos |
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Tabla 18. Metabolitos asociados significativamente (p<0,001) con el abombamiento de los hepatocitos (no
conforme a la invencién)

10

15

20

25

Fosfocolinas (PC)

PC(0-22:1/20:4)

PC(20:0/18:2)

PC(0-24:1/20:4)

PC(0-16:0/14:0)

PC(19:0/0:0)

PC(40:8)

PC(0-34:1)

PC(0:0/20:0)

PC(0-22:0/20:4)

PC(0-16:0/20:4)

PC(0-20:0/20:4)

PC(0-18:0/20:4)

PC(0-16:0/16:0)

PC(16:0/18:0)

PC(P-16:0/20:4)

>Subrayado y en negrita: correlacion negativa; en caso contrario, correlaciéon positiva.

Tabla 19. Metabolitos asociados significativamente (p<0,01) con la inflamacién lobular (no conforme a la

35

40

45

50

55

60

65

inven
cién)

>Subrayado y en negrita: correlacion negativa; en caso contrario, correlaciéon positiva.

Esfingolipidos

SM(38:0)
SM(d18:0/18:0)
SM(d18:0/22:0)
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Tabla 20. Metabolitos asociados significativamente (p<0,001) con la cuantificacion morfométrica del
colageno (MQC) (no conforme a la invencién)

Fosfoetanolamina
(PE)

Fosfocolinas

- (PC) cidos Billares

Acido taurocdlico

PC(16:0/16:0) PE(22:5/0:0) A
PC(18:0/18:1) PE{22:6/0:0) Acido

taurcquenodesoxicélico

PC(0-16:0/14:0) <
Acido glicocdlico

PC(0-16:0/16:0)
PC(0-16:0/22:4)
PC(0-18:0/20:4)

PE(18:1/18:2)

| Aminoacidos cidos grasos libres

PC(0-20:0/20:4) Taurina 20:3n-3
PC(0-22:0/20:4) Lisina 20:4n-6
PC(0-22:1/20:4) Metionina — —
PC(0-24:1/20:4) Fenilatanina  Esfingolipidos
Tirosina '

PC(0-34:0)

- SM(36:2
PC(0-34:1) Phe-Phe SM(36:2)

SM(d18:1/18:0

>Subrayado y en negrita: correlacion negativa; en caso contrario, correlaciéon positiva.

Tabla 21. Metabolitos asociados significativamente (p<0,001) con la fibrosis hepéatica aumentada (ELF) (no
conforme a la invencién)

- Fosfocolinas (PC)

PC{14:0/20:4)
PC(0:0/20:1)
PC(16:0/16:0)
PC(16:0/18:0)
PC(18:0/18:1)
PC(18:0/18:2)
PC(18:2/0:0)
PC(20:0/18:2)
PC(20:1/0:0)
PC(0-16:0/14:0)
PC(0-16:0/16:0)

eramidas

Cer(d18:1/16:0)

PC(0-16:0/18:2)
PC(0-16:0/20:4)
PC(0-16:0/22:4)
PC(0-18:0/20:4)
PC(0-20:0/20:4)
PC(0-22:0/20:4)
PC(0-22:1/20:4)
PC(0-24:1/20:4)
PC(0-34:0)
PC(0-34:1)
PC(0-38:4)

PE(0:0/22:6)
PE(22:6/0:0)

 Aminoacidos

Metionina
Fenilalanina
Tirosina

cidos biliares

Acido taurocélico

Acido taurodesoxicolico
Acido taurogquenodesoxicdlicg

Acido glicocdlico
Acido glicodesoxicoélico

>Subrayado y en negrita: correlacion negativa; en caso contrario, correlacién positiva
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Tabla 22. Metabolitos asociados significativamente (p<0,05) con la elastografia por resonancia magnética
(ERM) (no conforme a la invencién)

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Fosfocolinas (PC)

PC(0:0/14:0) PC(0-34:1) PE(0:0/16:0) TG(44:0) | TG(50:0) | DG(32:1)
PC{14:0/20:4) | PC(O- PE(0:0/16:1) TG(44:1) TG(50:1) DG(32:2)
PC(16:0/16:0) 16:0/18:2) PE(0:0/20:3) TG(46:0) TG(50:2) DG(34:1)
PC(16:0/18:0) PC(P- PE(20:3/0:0) TG(46:1) TG(52:0) DG(34:2)
PC(20:0/20:4) 16:0/18:2) PE(20:4/0:0) TG(48:0) TG(52:1)
PC(0:0/20:0) PC(P- | TG(48:1) | TG(54:0)
PC(20:0/0:0) 16:0/20:4) TG(48:2) TG(54:1)
PC(0:0/20:1) | PC(P- TG(49:0) | TG(56:1)
PC(O- 18:0/20:4) TG(49:1) | TG(56:2) |Acido glutamico
16:0/16:0) PC(O- _ Valina
20:0/20:4) | CHOE(16:0) Acido aspartico
PC(O- ChoE(18:1) L-Citrulina
22:1/20:4) ChoE(18:3)
Esﬂngohptdos
SM(38:0)

. Fosfoetanolamina

>Subrayado y en negrita: correlacion negativa; en caso contrario, correlaciéon positiva.

Tabla 23. Metabolitos significativamente (p<0,05) asociados con la resonancia magnética/fraccién grasa de
densidad de protones (MRI-PDFF) (no conforme a la invencién)

Fosfocolinas (PC)
TG(44:0) PC(18:0/0:0) Glicina
TG(46:0) PC(18:1/0:0) Serina
1G(47:1) PC(0:0/20:1) ﬁ%&i"g—;rﬁco
TG(48:0) PC(20:1/0:0) Glutamina
TG(48:1) PC{22:6/0:0) Valna
TG(49:0) PC(17:0/0:0)
TG(49:1) PC(0:0/17:1)
TG(50:0) PC(18:3/0:0)
TG(50:1)
TG(51:1)
TG(52:0) sfingolipidos
TG(52:1) 0/16- 0/16:
T6(56:1) PE(0:0/16:1) SM(d18:0/16:0)

>Subrayado y en negrita: correlacion negativa; en caso contrario, correlaciéon positiva.
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Tabla 24. Metabolitos significativamente (p<0,01) diferentes en el suero de los sujetos con cirrosis

ES 2986 647 T3

criptogénica en comparacién con los sujetos con cirrosis con EHNA (no conforme a la invencién)

PC(16:0/16:0)
PC(16:0/18:0)
PC(20:0/20:4)
PC(0:0/20:0)
PC(20:0/0:0)
PC(0:0/20:1)
PC(O-
16:0/16:0)

- Fosfocolinas (PC)

PC(0:0/14:0)
PC(14:0/20:4)

PC(0-34:1)
PC(O-
16:0/18:2)
PC(P-
16:0/18:2)
PC(P-
16:0/20:4)
PC(P-
18:0/20:4)
PC(O-
20:0/20:4)
PC(O-
22:1/20:4)

Esfingdiyyi'pid'os&
SM(38:0)

Triacilglicéridos

Diaciiglicéridosfzi

Acido glutamico|

PE{0:0/16:0) TG(44:0) TG(50:0) DG(32:1)
PE(0:0/16:1) TG(44:1) TG(50:1) DG(32:2)
PE(0:0/20:3) TG(46:0) TG{(50:2) DG(34:1)
PE(20:3/0:0) TG(46:1) | TG(52:0) | DG(34:2)
PE(20:4/0:0) TG(48:0) TG(52:1) T

TG(48:1) TG(54:0)

TG(48:2) TG(54:1)

TG(49:0) | TG(56:1)

TG(49:1) | TG(56:2)

— Valina
ChoE(16:0) At
ChoE(18:1) L-Citrulina
ChoE(18:3)

Acido aspartico

>Subrayado y en negrita: correlacion negativa; en caso contrario, correlaciéon positiva.

[0150] La Figura 19 muestra que los marcadores de metabolitos comunes estan presentes entre los distintos
fenotipos de la EHNA. Fibrosis avanzada (F>=3) sola: 17 metabolitos; cirrosis (F=4) sola: 30 metabolitos; cirrosis

criptogénica (F=4, sin esteatosis) sola: 34 metabolitos; EHNA activa, puntuacién NAS>=5 sola: 29 metabolitos.

Tabla 25. Clasificadores para el diagnéstico de cirrosis y/o fibrosis avanzada (no conforme a la invencién)

Fibrosis avanzada (

(

F3/4 vs FO-2); AUROC>=0.70; p<0.05

PC) Fosfoetanolamina (PE)

PC(0:0/22:5)
PC{0-16:0/0:0)

PC(0-18:1/0:0)

PC(0-20:0/0:0)

PC(O-20:1/0:0)

PC(O-20:2/0:0)

PC(0-22:0/0:0)

PC{0-22:1/0:0)

PC(P-16:0/0:0)

PE(P-16:1/0:0)

|Acidos billares |

| LPI(18:2)

PC(P-18:0/0:0)

PC(P-18:1/0:0)

_ Aminoacidos

Taurina

>Subrayado y negrita: méas bajo en F3/4; de lo contrario, mas alto en F3/4.
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Cirrosis (F4 vs F0-3); AUROC>=0.70; p<0.05

%Fosfocoiinas
(PC)

PC(0-16:0/0:0)
PC(P-16:0/0:0)
PC(16:0/16:0)
PC(16:0/18:0)
PC(0-16:0/16:0)
PC(0-16:0/22:4)
PC(0-18:0/20:4)
PC(0-20:0/20:4)
PC(0-22:0/20:4)
PC(0-22:1/20:4)
PC(0-34:0)
PC(0-34:1)

PC(14:0/20:4)

 Esfingolipidos

PE(P-16:1/0:0)
PE(18:1/18:2)

Acidos biliares

GCA. Acido glicoctlico
TCA. Acido taurocdlico

Acido tauroguenodesoxicolico

SM(36:2)
SM(38:1)
SM{d18:1/18:0)
SM{d18:1/22:0)

Cer (d18:1/16:0)

Lisina
Taurina
Fenilalanina
Phe-Phe
Tirosina

eramidas

- Acidos grasos libres |

20:3n-3
20:4n-6

>Subrayado y en negrita: mas bajo en F3/4; de lo contrario, mas alto en F3/4.

Tabla 26. Clasificadores para cirrosis criptogénica (cirrosis criptogénica (CC) versus EHNA con cirrosis

(NC); AUROC>=70; p<0,05) (no conforme a la invencién)

PC({14:0/20:4)
PC(0:0/20:0)
PC(0:0/20:1)
PC(16:0/16:0)
PC(20:0/0:0)
PC(20:0/20:4)
PC(0-16:0/16:0)
PC(0-16:0/18:2)
PC(0-20:0/20:4)
PC(0-22:1/20:4)
PC(0-34:1)
PC(P-16:0/18:2)
PC(P-16:0/20:4)
PC(P-18:0/20:4)

osfocolinas (PC)
PC(0:0/14:0)

 Diacilglicéridos

Fosfoetanolamina

PE{0:0/20:3)
PE{20:3/0:0)

DG(32:1)
DG(32:2)
DG(34:1)
DG(34:2)

Acido aspartico
Acido glutamico
Valina

L-Citrulina

Triacilglicéridos

TG{46:0)
TG({46:1)
TG(48:0)

| TG(48:1)

TG(48:2)
TG(50:0)
TG(50:1)
TG(50:2)
TG(52:1)

ster de colester

ChoE(16:0)
ChoE(18:1)
ChoE(18:3)

>Subrayado y en negrita: mas bajo en CC; de lo contrario, mas alto en CC.
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PC(0:0/20:0)

PC(0:0/20:1)

PC(16:0/16:0)

PC(16:0/18:0)

PC(19:0/0:0)

PC(20:0/0:0)

PC(0-16:0/14:0)

PC{0-18:0/20:4)

Tabla 27. Clasificadores para EHNA activa (NAS>=5; AUROC>=0,70; p<0,05) (no conforme a la invencién)

PC{0-20:0/20:4)

PC(0-22:0/20:4)

PC(0-22:1/20:4)

PE{18:1/18:2)

PE(22:6/0:0)
PE(P-16:0/18:2)

PC(0-24:1/20:4)

PC(0-34:0)
PC(O-34:1)

PC(0-16:0/16:0)

PC(P-16:0/18:2)

PC(0-16:0/18:2)

PC(P-16:0/20:4)

PC(0-16:0/20:4)

PC(P-17:0/20:4)

PC(0-16:0/22:4)

PC(P-18:0/20:4)

Metionina
Tirosina

Cer{d18:1/16:0)

>Subrayado y en negrita: mas bajo en NAS >=5; de lo contrario, mas alto en NAS >=5

[0151] A menos que se indique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente
documento tienen el mismo significado que entiende habitualmente una persona con conocimientos comunes en la
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técnica a la que pertenece la presente invencién.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para clasificar a un paciente con esteatohepatitis no alcohélica (EHNA) con fibrosis grave, de manera
que el método incluye:

medir los niveles proteicos de colectina renal 1 (CL-K1), espondina-1 (RSPO1), metalopeptidasa de matriz 7
(MMP-7), componente del complemento 7 (C7), proteina de unién al factor de crecimiento similar a la insulina 7
(IGFBPT7), subunidad alfa del receptor de interleucina 5 (IL-5Ra) y trombospondina-2 (TSP2) en una muestra de
suero aislada del paciente con EHNA;

determinar si el estadio de fibrosis hepatica de la Red de Investigacién Clinica (CRN) de la Esteatohepatitis No
Alcohdlica en el paciente con EHNA es un estadio 3 o0 4 basandose en los niveles proteicos medidos y en
diversos valores de referencia predeterminados, de manera que los valores de referencia predeterminados
incluyen los niveles proteicos de referencia para la colectina renal 1 (CL-K1), la espondina-1 (RSPO1), la
metalopeptidasa de matriz 7 (MMP-7), el componente del complemento 7 (C7), la proteina de unién al factor de
crecimiento similar a la insulina 7 (IGFBP7), la subunidad alfa del receptor de interleucina 5 (IL-5Ra) y la
trombospondina-2 (TSP2) en los estadios de fibrosis de laCRN de 0 a 4;y

clasificar al paciente con EHNA con fibrosis grave si el estadio de fibrosis de la CRN determinado es 3 o0 4.

74



icial

Ia mn

de referenci

ISIS

Anal

ES 2986 647 T3

FIGURAS

, ) o
2y ) .
< ks < s
; i i ; b : : 3 i F
H s
s !
Lo
o P
X Pt
. sy s o0 : ... {6_‘
/,/1/0%’4’({’#4”#&’(1’(0,; PRRTAPS. b o M g P E I LS LIS OIS A Py mr o s a &2
%, v %,
t o %
7 e e o v v e e o vwﬂmumirf";\,”ﬁﬂv‘nm““\nnv ?"“"
s %
M ; o o~ ? 4: é b 8
& 4 ™ % : N7 g,
e E ; Z i
% H
b7 P : z
g ¢ = i Z
- 5w ® = y % e
4 T ? {?'As
[ %o / Py
; ’lf’ 9’///{II//III//II//III//III/// /
% '
e § “ i S
1 L] L
s ;-' P \Q:‘(
S |
5 “ :
~ % 3 : o 2
: ,’/){/////I////I////////I/////I ~ : 5(
Y &
LI
+
i
PR
- [ SO
4 s £ £
A 0:37 /(II/I//I/III//II//III/”{I’ ’," -4 4
e %.3’“..“,,““ e e i e e o e
W, J
- b ¢ A
s e)) By
? ey [o0] i o bt S,
- 7 %y — F
E 7z i §
Z
o 7o ” o 5
Z "‘-};‘19
Z s :
Z N %
L S » P
7 >
) 7 .
- Z . o 4
4?, ' B L) %
i %%II/II/I/III//III/III// - bl
st
o HE
. )
ki 14 A’
[
g
'
LI
| -4,
{/I/////I//I///I/I///I/%r e 7 ":: - £
B, s m s [ JPS. u\...»u»..--a.wﬁyauuwyu»uﬂuwyyfu.
o o 00 ® m
oo o~ P 1§ [Tp
7 % 7 P e
§ %, 15 ! e
“ ¥ i = 5
B RTM ‘ y —~
! i %. T
[ "“Q ‘
13 ' Yon
t i i »
. § ! b 7 )
¥ i
¢ R i ®
%, ¢ i - £
? ’l’)/III/I/II//II/I/I/I/II/I i i
n it g - 8
FRRY i Ve s,
H H i t i H i ¥ H A

&

.
&
LN

e

sieAN-IEYSNY op d 1o

75

Valor p de Jonckheere-Terpstra

FIG. 1



ES 2986 647 T3

FISVYN

SisOlv3is3

¢ 9N

SR

gHSVN

dHOISYN

76



ES 2986 647 T3

€ 'Oid

(1000 > d 8p 1012n)
OISIU} {2 SISO.UqY ap opeisT

(gi=u}r (fFo=wg  {op=ulz  {iZ=ul} LG=uig
L I _ L L .
—_— —
-
»

—a e - o
il 0 == Q
" ; - 3
9 b -~ B
T Ao
mf n:-‘l * |I.m0| -~ W..
" > = 5
8- _Cn "’ N Ww«
se —— 8
P — lm =
] e
» » &

sm A_. — &

' ei— oloiul je unwos opunfuoc)
(3]
i~ e . am g g . {saiopeoisud /)
(¢6°0 '08°0) 980 (68°0 '22°0) €80 UnWos o3uNfUos
(880 ‘'G2L'0) 18°0 (e2'0'L2'0) 220 LD tiopesiews iofspy
1D %06 ony 1D %06 ony iopediey
b-Zd "SA T-0d (210l sisoiqid| p-€d "SA Z-0d 1etolut sisolaid

77



ES 2986 647 T3

{100°0 > d ap lojen)
$Z BUBLUISS B} US %G| B} op BinkYy

ge=u} 18 {£F=) oN
| !
e
*
»g
.
®
£,
]
iy o %
e [X]
[ ] -
» '
* an un,tu
- ,
% g ”
LN |
e e
I PR

$Z UBLISS Bf Ud SOPRUCIIINAS S3I0pLIIBWOIG )

(£1899.X) SSICPETIRWOIY ap UQIORLIGUIDD)

¥ 'Ol

{  (86'0°28°0) €6°0 [Veosoitid + OSWBLMD + SOPLLOIS9D|aS Saiopediely] 3
(66'0‘L6"0) G6'0 | JMW + 0SNBIND + SOPEUOIIVIJAS SAIOPERIIEY
(68'0'89°0) 6.0 ueosolqld + 0EN8IND
(¢6'0'920) | $80 T4 + 0SNBIND
(¢8'0'65°0) | 020 OEWN8IMO
(€g0'090) | 2.0 Ueagouql4
(680 ‘89°0) 6.0 el
(06°0'120) 080 (¢ doy) sopeuoiooejes wﬂovmﬁmz_
(¥6°0'08°0) .80 {¢ do}} sopeuoidosjas saiopeaiely|
(96'0 '¥8°0) 060 (; do}) sopeuoiodsjes saiopeoiep
(58°0'59°0) 6.0 N31d :1opessew sofapy

10 %06 anv lopesiepy

iS04 €] ap eLofaly

78



ES 2986 647 T3

S "OIid

(100°0 > d 2p 1ojeA)

7 BUBLLSS B] UD 1SD1B91S~ op eiolspy

{(8L=u} 15
|

(gy=u) oN

r
-_‘!__

; ¥ B9
.

(e32g,X) S2i0pEOIEUIOI] B UOISBUIGIOD

$Z BURLUSS 2] U3 SOPBRUCIODD}aS Salopediewiolq Zt

(66°0 ‘¢6°0) S6°0 {21 dol) SOprUQIDDS|DS SaIopEIIBIA |
(9670 ‘€8'0) 68°0 sSopeoe}sSap sewl saiopedsiewd G SO
(L6'0 ‘22 °0) 18°0 LqLe ubsju] :ropessewd tolop
1D %06 onv lopeoie
sisojeo}sa e| ap eiofop

79



ES 2986 647 T3

9 "OId

{L00'0 > d 2p 1ojer)}

7 BUBUISS B] US [TISWYN 2P eiofaipy

(gL=w) IS {(6H=u) ON
_ |
® L ¥
! £
B
. Wu
- 2 =4
& L 2 W
lb. m
- ¥ o
Tt ad = i M.
' » % o
' o
L. % w
: - % ]
: - S I 8
_ ¥ S8
! - o
- l“ “‘H * Hu/
- | >3
» , o
» . @
] i ID.V
l% - |
|
v . - L =
|.|
'_“

{yz rURWISS B| UD SOIOPERDIRWOIG G S3I0oIN

(96°0 ‘08°0) 880 {saiopesiew saiofawl g) olunfuos iofal
(#6'0 ‘22°0) S8°0 q 206 JSSH iopeEaseit jofapl
1D %06 onv iopeorep

uoloeuieyul ef ap erofapy

80



ES 2986 647 T3

(L00'0 > d sp solen)

pZ euewss B| us gHSVYN  2p eiofepy

(Z1=w) 18
_

{og=u) oN

2 PULLUSS B] UD SOPLBUOCIDDD|SS Salopeatewolq £

el

(1L ‘e6'0) 160 {2 dol) sopeuojooajoas salopesielp
(¢6'0 '29°0) 080 BURDSUOIGIS (J0pedIei t0feIy
1D %06 onv iopesiey

ojuslriegquioqge [op RIOfaN

(e300, X) SRIOPLIIEWICIY BP UQIDBUIGWO?

81



ES 2986 647 T3

YOONL®  VOUS YOOL S YOONDR® yoos

8 'OId

FYE YQds YOOLLY VOLEVIOODS  yioE yagos

¥

€d

ousuiid opebnfucs syg g

ouepunoss opebnlucosyg

¥oa9 . voan®

You

oooy
0009

" o003

(lw/Bu) otens (o us Jeljig opioy

82



Suero C4

ek

* kK%

ES 2986 647 T3

% %
P 4} ,///// ,////// F/a g
Ay 22" 7, v g4
7 % % 4 " Y
" 5 2 7/,

% PES
v %% ., %%__%
X “ 4.t
*
*
L L ”'/4; f}
it
~F 2L 7
X
* Ay /;// 4
W’ ’/x %-z—?-f/
L % / /, 27
“r/,/ /// /,/,/ ut ,/a’/f
I 1 T T 1 L] T Ll T
© 0 < N © 0 <G N -
N N O 0 -
[2 B

83

0.5

F2/F3 F4 Descompensado

Controles

sancs

FIG. 9



ES 2986 647 T3

28 26 258 28
84—4 S S O%F 5

0T "Sid

jeuoiotodoid eade un op uusp odn sp Leweibeiqg

ooyjewsed ~ ewsserd op
ewosjoid ‘ m.EOm.m oJ v
ap oyoahdold i

cogedey Y
BLIo}alosg X
/euio9iold

o SERYINNES

sejepipued SajuRINoID seuisjold ap elsy e} us sauab goge

{saiopBoiew Ucd)
ouswny 1aougod
3P BULIOIRI0DG

84



ES 2986 647 T3

1T 'Ol

YNHI & ap
salapeosieiolg
g euewag/Tg 1904/501 'q e sojepipues
g eURLLSS/E 6Pl B

sofeuipnuBuol soleq sguaB O0E ~
S
\ ssiejul 8p uoissidxe
tered) ap ugied un LoD saus
jeuipnyiBiuc; bz BUEWSS/IE 2 P uoq S
{48 NS + opiuelgo ‘QZ=u} (g} oo e $4-0 L

(sared +9 ‘gp‘0= > saied iod d ap lojea)
X [RIOUSIS}IP RIBUEW 8D SDPESaICXa Sausn

F4-AH Sp ugidoesyipelsg UeoSEWIDS Bp SCIEp

ap soniuoo Je4L
Sp soyep seuiexd

// 90-9Z= > VAONY 3p d iojep
X

esifojolg
BIOUBADIS
A Bupues
sod gg dot

saush gnn‘t

ewseld 9P sIUBIN0ID
sai0pesieociq ap ejsil

UROSELLOS Bp Blst) m@m@m @wwm
ueoseWOoy op se ou enb e US SOJepIpUED ©F

eISH B} US SOJEPIPUED £/

(p4-NH) Id44 op opeauep
YNHI =°p NC\_ONQ._._QMCML._:

(z4/c 4 ered gx osad)
sonbayd us soiquies

1od seoseln

[euipnyBuo} SepepsuLI9jUs 9D UDIJEZLIONUOW  « seofjewdojuiolq seibsjenss uoo o4 ¢
|esisAsURY SISCICY S UDIDBIYIPEIST - SiSOql ap oipelss jop susipusdsap oojeday ewolduosuelf
{o1ens) jpjuswiiadxs uotoepliep g ‘YNH3 op BUUIOIDIDIS {SP UOIDBIBSUSY -y

85



PR wm. F38 w SOHY

ES 2986 647 T3

O
N
X

o
P
gs
% 7 “
4 e
o3 % I

o
Lor

e
4

AUC 0108

Un Gnico marcador selectivo

Marcadores combinados

FE2 ¥R F3E » FEF

FO@ ws. Fg o Top 18 e

]
; 3
4 %, H ’a
H ", % ;
; ) 1%z g 24
4, . Y Y ” ., e
s, g
) ¥
? e ¥ 7
4 s )
; g & i i
- Fovsy, -
g//(t?‘
[t Y
""”"_"f;;;@m,@,,,'}; £
=
A .5 we T Py 2
% 7 = A o k4
” - 7 X 3 [
s %33

e 2
£ W
S o]
@ # S
; 2 &, y
:~f% 3 ¢
3 &, (5
: | 2
3 ol 3
12 &
A P
»
ko d 5
G
£
s
rriees "'7,4
;/////J' _13

B pas % A
o L B 74 (43
B )
2 “*
4, s o
4
H
: » <
p v 2 & ;
% 7 2 ¥
5 & - s
) e ‘3 {:, <
H &
< 4
H
y u5 %
: b H ¢
E o ’ ",
el B “,
d £ % “,
‘ %
o 3
% > f >, %
x4 %, it
cg iy
- £ .
"-"4!1. k g SRS A SIS LTSS,
f e L L 2 W Yy v o
3 2ocit 3 L2
B
¢ 2 ¥ -
s W i e % 4 < o’ 4
i b4 7 v B4 [ o % 73
2 5 u A a5 22 o <% w2
$hik B,

(¢=4) eneib sIsoiqi4

86

(¥=4) sisou1d

FIG. 12



ES 2986 647 T3

€T 'Ol

NN,

¥

FR .,

vy
%,
24
55

$0-9| = aieapouor
ap d iojea

b

FXCCEETEEN 141.#

SnarARARARE AR

reseeeeTeRc LY

Ry e
AN ///4/////////”

1000 = alssypjouop
ap d Jojep

87



ES 2986 647 T3

Br
<.

(uoioenuyuoo) €T Ol

bl
%

S AR

1 6200'0 =208y

FETPRY PN

H
H
H
H
H
3

o
3
H
H
H
H
H
H
H
N
b
b
B
i
i
i
i
i
H
:,
S
B
H
i
i
i
i
i
i
B
b
b
H
H
H
H
H

,

auop
ap diojeA

X S ¥i
¥ W A

WAy

s ¥
: AEY
: 2 kd % &ﬁ
| S

ko

AR SR A

(-89 = al9ayyouos
ap diojep

88



ES 2986 647 T3

(ugroenunuod) €T "D

ke d
-
P
2
£2

u

e

s, 8

5
t

SR E————————————— ap d Jojep

9200°0 = su8sLpouor

e

QANIIAIIY:

SINRN

sy
RN
3 ; LA Y
PRV L7 SN NIV

RECRRVE TN '

= a19ayyauor ap d Jojep

89




ES 2986 647 T3

1 'Old

NdD ©p sisoliql) ap oipejsy
AV ﬂcV A.‘V I.V

S

. ity
vy W¥m
IS at 444
A

A A
|

> >

AA

SiL-4d5 °p sisouqi4

-0001

-0002

-000€

=000V

L

90



ES 2986 647 T3

ST "Old

sojioojeday ap ojusitequioqy Jejnqoj uoidewe|juj
1 N N % 1 N
1 1 1 o 1 1 1 c
v v [
v ‘ 5
-0001 0001
\A 4 v
v v H H
Yy -000Z M v -0002 M
vy - c vy o (=
.. 44
vy v °
-000€ -000¢
v v
-000¥ - 000¥
gH-G1-409 I7-G1-409

91



ES 2986 647 T3

9T "Ol4d

NYO 9p sisoiqy op olpejs3
<> > D> O

v
A A

A v
v
A,

A

€91dD °9p sisoiqid

A - -
)” SV —
m L.
V{7 a"m
v
*

- 0002

- 000F

- 0009

- 0008

d

d

n

92



ES 2986 647 T3

sojivojeday ap ojusiwequIoqy

LT 'Ol

ie|ngoj ugioeieju]

4 N % 1 ~
| ] [ 1 o 1 1 1 c
|
v <<< oooo
vy - 0002 - 0002
|
v H ® [ H
v -000v T v % . 0007 T
v v v o
M vv c <<< c
v * v ®
¢ L0009 ¢ L 6009
[ ] v
L0008 L0008
gH-€91a9d IT7-€91AD

93



ES 2986 647 T3

D

A%

8T "Old

SVN op uoioenjund
) < < 7] 4

m i1

SVN-€91QD

-0002

-000¥

-0009

-0008

d

Ll

n

94



ES 2986 647 T3

61 'Ol

uoSuNjjip op sobuel ap ewns ap eqganid gj
us g0‘0>Hg e opejsnfe d ap JojeA g ajueLiBAIUN
eonsiboj uoisaibal eun ua J'9=<oNVY

5%%

¢-04 'SAp-¢4

¥

€-04'SApd N

IN 'SA DD G>SVN SA G=<SVN
Jopeotew 0jos un ap sisijeue
un Ud SOPEUCIDII|SS SO}Ijogelall 9P OJaWNN

95



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - DESCRIPTION
	Page 27 - DESCRIPTION
	Page 28 - DESCRIPTION
	Page 29 - DESCRIPTION
	Page 30 - DESCRIPTION
	Page 31 - DESCRIPTION
	Page 32 - DESCRIPTION
	Page 33 - DESCRIPTION
	Page 34 - DESCRIPTION
	Page 35 - DESCRIPTION
	Page 36 - DESCRIPTION
	Page 37 - DESCRIPTION
	Page 38 - DESCRIPTION
	Page 39 - DESCRIPTION
	Page 40 - DESCRIPTION
	Page 41 - DESCRIPTION
	Page 42 - DESCRIPTION
	Page 43 - DESCRIPTION
	Page 44 - DESCRIPTION
	Page 45 - DESCRIPTION
	Page 46 - DESCRIPTION
	Page 47 - DESCRIPTION
	Page 48 - DESCRIPTION
	Page 49 - DESCRIPTION
	Page 50 - DESCRIPTION
	Page 51 - DESCRIPTION
	Page 52 - DESCRIPTION
	Page 53 - DESCRIPTION
	Page 54 - DESCRIPTION
	Page 55 - DESCRIPTION
	Page 56 - DESCRIPTION
	Page 57 - DESCRIPTION
	Page 58 - DESCRIPTION
	Page 59 - DESCRIPTION
	Page 60 - DESCRIPTION
	Page 61 - DESCRIPTION
	Page 62 - DESCRIPTION
	Page 63 - DESCRIPTION
	Page 64 - DESCRIPTION
	Page 65 - DESCRIPTION
	Page 66 - DESCRIPTION
	Page 67 - DESCRIPTION
	Page 68 - DESCRIPTION
	Page 69 - DESCRIPTION
	Page 70 - DESCRIPTION
	Page 71 - DESCRIPTION
	Page 72 - DESCRIPTION
	Page 73 - DESCRIPTION
	Page 74 - CLAIMS
	Page 75 - CLAIMS
	Page 76 - DRAWINGS
	Page 77 - DRAWINGS
	Page 78 - DRAWINGS
	Page 79 - DRAWINGS
	Page 80 - DRAWINGS
	Page 81 - DRAWINGS
	Page 82 - DRAWINGS
	Page 83 - DRAWINGS
	Page 84 - DRAWINGS
	Page 85 - DRAWINGS
	Page 86 - DRAWINGS
	Page 87 - DRAWINGS
	Page 88 - DRAWINGS
	Page 89 - DRAWINGS
	Page 90 - DRAWINGS
	Page 91 - DRAWINGS
	Page 92 - DRAWINGS
	Page 93 - DRAWINGS
	Page 94 - DRAWINGS
	Page 95 - DRAWINGS

