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Descripcion
Titulo de la invencion: Método de obtencion de datos ittiles para

predecir la respuesta al tratamiento de la Hepatitis C.
[1] CAMPO DE LA INVENCION

[2] La presente invencion se encuentra dentro de la medicina y la biologia molecular, y
se refiere a un método de obtencion de datos utiles para evaluar la respuesta al tra-
tamiento de la hepatitis C, y en concreto, al empleo del gen KIR3DS| para predecir la

respuesta al tratamiento de la hepatitis C con interferén pegilado mas andlogos de ri-

bavirina.
[3] ANTECEDENTES DE LA INVENCION
(4] El tratamiento de la hepatitis crénica causada por VHC genotipo 1 ha experimentado

un notable avance en los tltimos meses. La disponibilidad de farmacos de accién
directa (FAD) frente al VHC ha permitido construir nuevos regimenes de tratamiento
que han superado ampliamente en eficacia a los regimenes anteriores basados en la
asociacion de interferon pegilado (PEG) mas ribavirina (RBV). Sin embargo el uso de
FAD supone algunos inconvenientes que pueden llegar a limitar su uso, especialmente
entre pacientes coinfectados por el VIH. En primer lugar las formulaciones disponibles
en la actualidad incrementan el nimero de comprimidos que un paciente infectado por
el VIH necesita tomar para tratar simultdneamente ambas infecciones, lo que puede di-
ficultar la adherencia a ambos tratamiento. En segundo lugar los FAD disponibles en la
actualidad tienen un alto potencial de interacciones con los farmacos antirretrovirales
(FAR) que van a limitar las posibilidades de tratamiento simultdneo de ambas in-
fecciones. En tercer lugar el uso simultaneo de FAD y FAR supone un incremento
potencial de la incidencia de efectos adversos. Por dltimo el alto coste de los FAD
supone una importante limitacién a su uso en momentos como el actual, de graves difi-
cultades econémicas. Por otro lado los ensayos clinicos de desarrollo de FAD han de-
mostrado una eficacia de los regimenes basados en PEG/RBV en pacientes coin-
fectados por VIH y VHC superiores a los obtenidos en los ensayos clinicos iniciales de
desarrollo de la combinacion PEG/RBV. Esta mayor eficacia puede obedecer tanto al
uso mas adecuado de los FAR, como a la mayor experiencia en el tratamiento del VHC
que supone un mejor manejo de los efectos adversos provocados por el mismo.

[5] La posibilidad de identificar una poblacion de pacientes coinfectados por VIH/VHC
con alta probabilidad de respuesta al tratamiento del VHC genotipo 1 sin el uso de
FAD supondria evitar el incremento del riesgo de efectos adversos e interacciones y
permitiria un importante ahorro econémico sin merma en la eficacia. Este hecho, de-

mostrado al menos en el caso de pacientes que alcanzan RVR, justifica en la actualidad
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[9]
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la indicacion de PEG/RBV como tratamiento electivo del VHC-genotipo 1 en un
subgrupo de pacientes.

Tratamiento del VHC genotipo 1 con PEG/RBV

En pacientes monoinfectados por VHC diversos ensayos clinicos demostraron la su-
perioridad de PEG-a 2a y 2b sobre Interferon-a 2a y 2b, y que era posible obtener
mayores tasas de respuesta al utilizar PEG en combinacién con RBV. Aunque algunos
estudios sugirieron mayor eficacia de PEG-a 2a, ensayos clinicos randomizados en los
que se enfrentaron head to head ambas formas de PEG no demostraron diferencias sig-
nificativas en la eficacia entre ambas (McHutchison er al., 2009. P N Engl J Med.
361:580-93). La dosis utilizada y seleccionada como 6ptima para el tratamiento del
VHC genotipo 1 en los ensayos clinicos de desarrollo de PEG-a 2a fue de 180 mg/
semana y en los de PEG-a 2b de 1,5 mg/kg/semana.

En pacientes coinfectados, la combinacién de PEG/RBV también ha obtenido
mejores resultados que Interferon-a 2a y 2b, tanto con PEG-a 2a a dosis de 180 mg/
semana, como con PEG-a 2b a dosis de 1,5 mg/kg/semana. Tampoco en pacientes
coinfectados se ha demostrado diferencias significativas en la eficacia entre ambas
formas de PEG.

En pacientes monoinfectados por VHC, dosificar la RBV ajustdndola al peso del
paciente (1.000 6 1.200 mg/dia respectivamente para pacientes con <75 kg 6 >75 kg)
obtiene mayores tasas de RVS en comparacién a dosis fijas de 800 mg/dia. La dosis de
RBYV utilizada en los ensayos clinicos de pacientes coinfectados no ha sido uniforme.
En algunos ha sido de 800 mg por temor a mayores tasas de efectos adversos que en
monoinfectados y/o al desarrollo de interacciones medicamentosas. En otros en cambio
se han utilizado dosis mayores alcanzando los 1.000 mg/d o ajustando la dosis al peso
del paciente peso (<60 kg: 800 mg/d, 60-75 kg: 1.000 mg/d y >75 kg: 1.200 mg/d). En
los ensayos clinicos en los que se ha usado RBV ajustada a peso, se han obtenido tasas
de RVS mids altas, por ello es la estrategia recomendada.

Dosis mds elevadas de RBV o PEG como estrategia de induccién durante las
primeras semanas del tratamiento no han obtenido tasas de respuesta mds altas.

La duracién del tratamiento en pacientes monoinfectados por VHC genotipo 1 habi-
tualmente se programa para 48 semanas, aunque en pacientes que alcanzan RVR
algunos estudios sugieren que se podria acortar la duracién del tratamiento a 24
semanas sin comprometer la eficacia. En pacientes coinfectados por VIH/VHC se
desconoce la duracion 6ptima del tratamiento de la hepatitis crénica causada por VHC
genotipo 1. Los ensayos clinicos se han disefiado habitualmente para una duracién del
tratamiento de 48 semanas. Diversos estudios han sugerido que la duracién del tra-
tamiento podria estar condicionada por la respuesta al mismo. De tal forma que se ha

sugerido en respondedores lentos (pacientes que no alcanzan RVR o pacientes que no
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consiguen una RVP completa) deberia extenderse el tratamiento hasta completar 72
semanas.

La ausencia de RVP (reduccién 32 log10 respecto a la basal 6 viremia negativa a las
12 semanas de tratamiento) tiene un alto valor predictivo negativo sobre RVS por lo
que, en esta situacion, se recomienda la interrupcion del tratamiento.

Tratamiento del VHC genotipo 1 con PEG/RBV mas Telaprevir o Boceprevir en mo-
noinfectados.

Los primeros farmacos disponibles con accién directa anti-VHC son Boceprevir
(BOC) y Telaprevir (TEL) (Liu et al., 2012. Ann Intern Med. 156:279-290.). Ambos
farmacos son potentes inhibidores de la proteasa NS3 del VHC. Los ensayos clinicos
de desarrollo de ambos farmacos se han llevado a cabo con distintas estrategia de tra-
tamiento. En el caso de los ensayos clinicos de BOC se ha utilizado la llamada es-
trategia lead-in, en la cual los pacientes son tratados durante las 4 primeras semanas
del tratamiento con PEG/RBYV anadiéndose BOC a partir de la cuarta semana de tra-
tamiento. En cambio en los ensayos clinicos de desarrollo de TEL se utilizé desde el
inicio del tratamiento la combinacion PEG/RBV/TEL.

La dosis de boceprevir es de 800 mg (4 cdpsulas) cada 8 horas, administrados con
comida. La dosis de telaprevir es de 750 mg (2 comprimidos) cada 8 horas, admi-
nistrados con comida. En ambos farmacos los pacientes deben tragar los comprimidos
enteros (sin masticar, triturar o disolver).

Boceprevir y telaprevir no estdn actualmente indicados en el tratamiento de la
hepatitis crénica por el VHC causada por otros genotipos distintos al genotipo 1.

Evidencias en pacientes ‘Naive':

En pacientes monoinfectados por VHC genotipo 1 se han llevado a cabo diversos
ensayos clinicos para evaluar la eficacia y seguridad de BOC (SPRINT-1 y SPRINT-2)
y TEL (ILLUMINATE) en pacientes naive (Poordad et al., 2011. N Engl J Med 364:
1195-206, Jacobson et al., 2011. N Engl J Med 364: 2405-16).

En los ensayos clinicos de desarrollo de BOC las tasas de RVS fueron significa-
tivamente superiores en cada uno de los grupos tratados con la asociacién PEG/
RBV/BOC [63% en grupo de pacientes con terapia guiada por respuesta (TGR=
tiempo de tratamiento establecido en 24 o 48 semanas segin se obtuviera o no RVR
extendida definida como carga viral del VHC indetectable desde la semana § ala 24) y
66% en el grupo de pacientes con tratamiento de 48 semanas] que en los pacientes que
recibieron terapia estdndar con PEG/RBYV (38%). En relacién al polimorfismo de
IL28B, no se observaron diferencias en términos de RVS entre los grupos experi-
mentales y el grupo control en los pacientes con genotipo CC. Sin embargo si se ob-
servaron diferencias significativas en pacientes con genotipos no-CC. Por dltimo no se

observaron diferencias entre los grupos experimentales y la terapia estdndar en



WO 2014/102439 PCT/ES2013/070938

[20]

[21]
[22]

[23]

[24]

[25]
[26]

[27]

aquellos pacientes que alcanzaron RVR (Poordad et al., 2011. N Engl J Med 364:
1195-206).

En los ensayos clinicos de desarrollo de TEL las tasas de RVS fueron significa-
tivamente superiores en los grupos tratados con la asociacién PEG/RBV/TEL que en
los que recibieron PEG/RBV (75% en el grupo de pacientes que recibieron TEL
durante 8 meses, 69% en el que recibieron TEL durante 12 meses vs. 44% en el grupo
control). La tasa de RVS aumento6 de forma significativa a favor de los grupos que re-
cibieron TEL tanto en pacientes con polimorfismo CC como no-CC de IL28. Por
tltimo en pacientes que alcanzaron RVR, el tratamiento con PEG/RBYV se alcanzaron
tasas superiores de RVS que en los que recibieron TEL (94% y 84% respectivamente)
(Jacobson et al., 2011. N Engl J Med 364: 2405-16).

Evidencias en Pacientes con tratamiento previo

En pacientes monoinfectados por VHC genotipo 1 se han llevado a cabo diversos
ensayos clinicos para evaluar la eficacia y seguridad de BOC (RESPOND-2) y TEL
(ADVANCE y REALIZE) en pacientes pretratados (Bacon et al., 2011. N Engl J Med
364:1207-17; Zeuzem et al., 2011. N Engl J Med 364:2417-28).

En el estudio RESPOND-2, las tasas de RVS fueron significativamente superiores en
los pacientes (tanto recidivas como respondedores parciales) tratados con boceprevir.
Las tasas de RVS en pacientes con recidiva fueron 59% (terapia guiada por respuesta),
66% (tratamiento 48 semanas) vs. 21% (PEG/RBV). Las tasas de RVS en res-
pondedores parciales fueron 40% (terapia guiada por respuesta), 52% (tratamiento 48
semanas) vs. 7% (PEG/RBV). Se observaron diferencias estadisticamente signi-
ficativas en términos de RVS entre el grupo experimental (tratamiento 48 semanas) y
el grupo PEG/RBY en pacientes con fibrosis FO/F1 (70% vs 25%), F2 (64% vs 15%) y
F3/F4 (68% vs. 13%). En este ensayo clinico no se incluyeron pacientes con respuesta
nula (null responders) al tratamiento previo.

En el estudio REALIZE las tasas de RVS fueron significativamente superiores en los
pacientes tratados con TEL (administrado durante 12 semanas), tanto en recidivas
(83% vs 24%), como en respuestas parciales (59% vs. 15%) y en no respondedores
(29% vs. 5%). Estas diferencias se observaron con independencia del polimorfismo
genético IL28B y del grado de fibrosis (fibrosis minima: 85% vs. 35%, fibrosis portal:
81% vs. 28% y fibrosis en puentes/cirrosis: 84% vs. 13%).

Reglas de Parada

En el caso de tratamiento con PEG/RBV + TEL se debera parar todo el tratamiento
del VHC si la determinacion de ARN-VHC en semana 4 6 12 es > 1000 UI/mL.

En el caso de tratamiento con PEG/RBV + BOC se debera parar todo el tratamiento
del VHC si la determinacion de ARN-VHC en semana 12 es > 100 UI/mL 6 si

permanece detectable en semana 24.
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Si por cualquier razon se tuviera que suspender el tratamiento con PEG/RBYV,
también se deberd suspender el tratamiento con BOC 6 TEL.

Tratamiento de la hepatitis Cronica por VHC con TEL 6 BOC en pacientes coin-
fectados por VIH/VHC genotipo 1

Evidencias. Boceprevir y telaprevir han sido autorizados por la Comisién Europea
mediante un procedimiento centralizado para su uso en pacientes monoinfectados por
VHC genotipo 1. En la actualidad no esta aprobada su indicacion pacientes infectados
por el VIH. En Espafia el acceso a los medicamentos en condiciones diferentes a las
autorizadas estd regulado por el Real Decreto 1015/2009, de 19 de junio. Esta re-
gulacioén, establece que la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios
(AEMPS) «podrd elaborar recomendaciones de uso de medicamentos en condiciones
no contempladas en la ficha técnica cuando el uso del medicamento en estas con-
diciones suponga un impacto asistencial relevante». De este modo la AEMPS ha
elaborado unas recomendaciones que regula y permite el uso de Bocepreviry Te-
laprevir en pacientes coinfectados por VIH/VHC. La experiencia en ensayos clinicos
con ambos fdrmacos es limitada.

En un ensayos clinico, randomizado (2:1) doble ciego, controlado con placebo se
compar6 la eficacia y seguridad de BOC mas PEG/RBV versus PEG/RBV en pacientes
coinfectados por VIH/VHC genotipo 1. Se incluyeron en el estudio 98 pacientes naive
de los que 34 recibieron PEG/RBYV y 64 BOC/PEG/RBV. Los pacientes que recibieron
BOC presentaron una tasas de RVS (medida en semana + 12 de tratamiento) superiores
a los que recibieron PEG/RBV (60,7% vs 26.5%, p<0.01). Conviene destacar que en el
estudio de los pacientes que recibieron TAR basado en IP/r (Atazanavir, Darunavir 6
Lopinavir), el 67% alcanzaron RVS. El porcentaje de pacientes que abandonaron el
estudio por efectos adversos fue superior en la rama de BOC (20% vs. 9%).

En un ensayos clinico, randomizado, doble ciego, controlado con placebo se compard
la eficacia y seguridad de TEL mas PEG/RBV versus PEG/RBV en pacientes coin-
fectados por VIH/VHC genotipo 1. Se incluyeron en el estudio 60 pacientes naive de
los que 22 recibieron PEG/RBV y 38 TEL/PEG/RBV. Los pacientes que recibieron
TEL presentaron una tasas de RVS (medida en semana + 12 de tratamiento) superiores
a los que recibieron PEG/RBV (74% vs 45%). El porcentaje de pacientes que
abandonaron el estudio por efectos adversos fue superior en la rama de TEL (8% vs.
0%).

Indicacion de tratamiento en pacientes coinfectados por VIH/VHC

Para la utilizaciéon de BOC o TEL en pacientes coinfectados por el VIH se requieren
los siguientes criterios (10):

Criterios dependientes del VHC
A.- Infeccion por VHC genotipo 1, independientemente de que el paciente haya
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recibido o no tratamiento previo para el VHC

B.- Fibrosis F3 y F4 confirmada por biopsia hepdtica o rigidez hepatica medida por
Fibroscan >9.5 Kilopascales. Independientemente del grado de fibrosis, se podra
considerar iniciar tratamiento con BOC o TEL en pacientes con manifestaciones ex-
trahepaticas graves de la infeccion por VHC como por ejemplo aquellas derivadas de
la crioglobulinemia mixta policlonal.

C.- Hepatopatia cronica compensada (Child-Pugh grado A)

D.- Concentracion de hemoglobina >11 g/dl en mujeres y >12 g/dl en hombres

Criterios dependientes del VIH

E.- Linfocitos CD4+ totales en sangre periférica >100 /ml o porcentaje de linfocitos
CD4+>12%

F.- Carga viral plasmatica de VIH <1000 copias/ml (pacientes en TAR)

Estrategia de tratamiento segun la realizacién o no de tratamiento previo y de la
respuesta a este.

a) Enfermos naive:

Se recomienda considerar el inicio del tratamiento par el VHC genotipo 1 en todo
paciente con un grado de fibrosis F3-F4. Con independientemente del genotipo de la
ILB28 y de otras caracteristicas basales del paciente se recomienda iniciar el tra-
tamiento con PEG/RBV a dosis estandar durante 4 semanas actuando posteriormente
en funcién de la respuesta obtenida. Aquellos pacientes que alcancen RVR
(ARN-VHC indetectable en semana 4) podrian continuar el tratamiento con PEG/RBV
sin necesidad de afiadir TEL o BOC. Aquellos pacientes que no alcancen al menos una
disminucién del ARN-VHC de 1 log en la semana 4 del tratamiento con PEG/RBV
presentan una baja probabilidad de alcanzar RVS. Por ello en estos casos se actuard en
funcién del grado de fibrosis de los pacientes. En aquellos pacientes con alto riesgo de
progresion de la hepatopatia (Fibroscan > 40 kPa) se continuara tratamiento afiadiendo
TEL o BOC ya que esta terapia es la tinica opcion de evitar, aunque sea con muy baja
probabilidad de éxito, la descompensacion de la hepatopatia. En aquellos pacientes con
menor probabilidad de progresion de la hepatopatia (F3 6 rigidez hepatica inferior a 40
kPa) se suspendera el tratamiento en espera de futuras opciones terapéuticas. En
aquellos pacientes con descenso del ARN-VHC mayor de 1 log en semana 4 pero que
no alcanzan RVR, se continuari el tratamiento afnadiendo TEL o BOC.

El grupo HEPAVIR recomienda considerar el uso de PEG/RBV sin FAD en
pacientes con genotipo CC de /L28 y carga viral del VHC baja (inferior a 600.000
copias/mL).

b) Recidivas tras un tratamiento con PEG/RBYV.

En estos casos también se requerird un grado de fibrosis F3 6 F4, ¢ rigidez hepatica >

9.5 kPa para considerar iniciar el tratamiento. En caso de recidiva se recomienda
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iniciar el tratamiento siguiendo las recomendaciones de ficha técnica de cada uno de
los medicamentos sin que sea necesario valorar la respuesta a la cuarta semana del tra-
tamiento.

c¢) Respondedores parciales a un tratamiento con PEG/RBV

Se recomienda iniciar el tratamiento con PEG/RBV a dosis estdndar durante 4
semanas actuando posteriormente en funcién de la respuesta obtenida. Para la toma de
decisiones se utilizardn los mismos criterios expresados para el paciente naive.

d) Respondedores nulos a un tratamiento con PEG/RBV

Se consideran respondedores nulos a aquellos que no han alcanzado un descenso del
ARN-VHC superior a 2 log a las 12 semanas de un tratamiento previo con PEG/RBV.
La probabilidad de alcanzar RVS con un nuevo tratamiento con un régimen que
incluya BOC 6 TEL es muy baja. Por esta razon en esos pacientes se actuard segun el
riesgo de progresion de su hepatopatia. En caso de pacientes cirréticos con muy alta
probabilidad de descompensacion a corto plazo (rigidez hepatica > 40 kPa) se re-
comienda iniciar tratamiento ya que el tratamiento con BOC 6 TEL es la tinica opcién
de evitar, aunque sea con muy baja probabilidad de éxito, la descompensacion de la he-
patopatia. En el resto de paciente se considerara diferir el inicio del tratamiento con
estrecha monitorizacién de los pacientes en espera de nuevas opciones de tratamiento.

e) Pacientes con terapia subéptima o respuesta al tratamiento previo desconocida.

En pacientes con tratamiento previo subdptimo (monoterapia con PEG, terapia
combinada con Interferon no pegilado mas RBV), abandono del tratamiento sin causa
médica, retirada del tratamiento por toxicidad que pudiera ser manejada con €xito en la
actualidad (anemia sin uso de Eritropoyetina, reduccion de dosis de ribavirina o tras-
fusiones, neutropenia sin uso de factores estimulantes de colonias de granulocitos,
toxicidad por el uso concomitante de DDI, D4T 6 AZT, depresion sin tratamiento ni
profilaxis...), o respuesta al tratamiento previo desconocida, se recomienda actuar
como en ¢l caso de pacientes naive.

Tratamiento antirretroviral compatible con BOC 6 TEL

BOC y TEL presenta interacciones con fdrmacos antiretrovirales que limitan su uso
conjunto. En la actualidad se encuentra permitido el uso de BOC con los siguientes
farmacos antiretrovirales: Andlogos de nucledsidos (Abacavir; Emtricitabina, La-
mivudina y Tenofovir) e inhibidores de la integrasa (raltegravir). No estd permitido el
uso de BOC con no Andlogos de los nucledsidos, Inhibidores de la proteasa (existen
discrepancia entre los estudios de interacciones farmacocinéticas realizados en vo-
luntarios sanos y los resultados de ensayos clinicos que han demostrado altas tasas de
RVS con ATV/r, DRV/r y LPV/r), Inhibidores del correceptor CCRS e inhibidores de
la entrada.

En la actualidad se encuentra permitido el uso de TEL con los siguientes fairmacos
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antiretrovirales: Andlogos de nucledsidos (Abacavir; Emtricitabina, Lamivudina y
Tenofovir), inhibidores de la integrasa (raltegravir), No Andlogos de los nucledsidos
(Efavirenz, incrementando la dosis de telaprevir a 1.125 mg/8, Etravirina y Rilpivirina)
e inhibidores de la proteasa (Atazanavir/ritonavir). No esta permitido el uso de TEL
con Inhibidores del correceptor CCRS e inhibidores de la entrada (10).

Prediccion de la Respuesta al tratamiento

La respuesta al tratamiento frente al VHC se asocia con una menor progresion de la
fibrosis hepdtica y, por lo tanto, con una menor probabilidad de la muerte por he-
patopatia en el paciente coinfectado por el VIH y el VHC. En la tltima década, el tra-
tamiento estdndar frente al VHC ha sido la biterapia con interferén pegilado (IFN-Peg)
mads ribavirina (RBV). Sin embargo, las tasas de respuesta viroldgica sostenida (RVS)
que se alcanzan con este régimen son subdptimas (Neukam ez al., 2009. Exp Opin
Pharmacother 10: 417-433), obteniéndose unas tasas de RVS del 27-50%. Ademas, el
tratamiento no estd exento de efectos adversos, que pueden llegar incluso a ser graves.
En pacientes coinfectados por el VIH, ademas, existen interacciones con el tratamiento
antirretroviral (TAR), que supone una limitacién de gran relevancia clinica. Por todo
ello, la estimacion de la probabilidad de la respuesta al tratamiento frente al VHC tiene
una importante implicacién clinica de modo que la identificacién de pacientes con una
probabilidad muy baja de alcanzar RVS podria ayudar a mejorar el manejo de este tra-
tamiento. Asi, se podria posponer el tratamiento en pacientes sin fibrosis hepdtica
avanzada potenciales no respondedores al tratamiento, hasta que se aprueben los
nuevos antivirales de accidn directa para el paciente coinfectado por VIH/VHC, a fin
de conseguir mayor eficacia. Por el contrario, individuos con una probabilidad muy
alta de alcanzar RVS con IFN-Peg mds RBV, podrian no beneficiarse del uso de los
nuevos antivirales y por este motivo podrian ser tratados con biterapia.

Entre los factores predictores pre-tratamiento de RVS descritos en pacientes coin-
fectados por el VIH y el VHC, aquellos con mayor valor predictivos son el genotipo
del VHC, la carga viral basal del VHC y las variaciones genéticas del huésped. Asfi,
mientras que la tasa de respuesta al tratamiento con IFN-Peg mds RBV observada en
pacientes infectados por el genotipo 2 6 3 oscila entre un 44-72%, en los pacientes in-
fectados por el genotipo 1 6 4, las tasas de RVS se encuentran entre el 17-35%. Del
mismo modo, una carga viral plasmética basal menor de 600-800 kUI/ml se asocia con
una mayor tasa de RVS en esta poblacién.

Por otro lado, recientemente se han descrito varios marcadores genéticos del huésped
con alto valor predictivo para respuesta al tratamiento. En este sentido, el polimorfismo
(single nucleotide polymorphism, SNP) 1512979860 del nucleé6tido tnico situado en el
cromosoma 19, en las proximidades del gen de la interleuquina 28B (/L28B), esta

asociado estrechamente con el aclaramiento del VHC inducido por el tratamiento con
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IFN-Peg mas RBV (12-14). Asi, un 71% de los portadores del genotipo CC (definido
como genotipo favorable) de IL28B alcanzan RVS frente un 34% observado en
portadores del genotipo no-CC. No obstante, las tasas de respuesta observadas en la
poblacion infectada por el genotipo 1 6 4, portadores del genotipo de la IL28B
favorable, son de un 50% entre los pacientes, por lo cual, una importante proporcion de
pacientes queda mal clasificada. Del mismo modo, se ha identificado el SNP rs14158
en el gen del receptor de la lipoproteina de baja densidad (LDL) como un importante
predictor de la respuesta al tratamiento con IFN-Peg mas RBV en pacientes coin-
fectados por VIH/VHC (Pineda ez al., 2011. AIDS 25:1415-1420). No obstante, la gran
importancia de este marcador radica en su efecto sinérgico con el genotipo de IL28B en
pacientes infectados por el genotipo 1 6 4 del VHC. En este sentido, pacientes coin-
fectados portadores de ambos genotipos favorables de la IL28B y de rs14158 (CC/CC)
presentan una tasa de RVS del 70%, mientras que solamente un 14% de los pacientes
portadores de los ambos genotipos desfavorables (no-CC/no-CC) alcanzan RVS
(15-17).

Por dltimo, la cinética viral en respuesta al tratamiento del VHC es de gran utilidad
tanto para predecir la probabilidad de respuesta al tratamiento como para individualizar
la duracion, régimen de tratamiento, y su necesidad de discontinuacion. En este
sentido, la respuesta en semana 4 tras inicio del tratamiento es el factor mejor factor
predictivo tanto al tratamiento estdndar como a la triple terapia (Jacobson et al., 2011.
N Engl J Med 364: 2405-16). Por otro lado, se ha observado que la cinética viral en los
primeros dias del tratamiento del VHC es una herramienta muy 1til en la evaluacion de
factores predictivos de respuesta y en la comparacion de la eficacia de distintos
regimenes de tratamiento (Rivero-Judrez et al., 2012. J Antimicrob Chemother.
Jan;67(1):202-5,).

Las c€lulas NK juegan un papel importante en la respuesta inmune innata y a la vez
son los linfocitos mas predominantes en el higado [Borrego et al., 2002. Mol Immunol.
38: 637-60]. Se ha informado que una disminucién de células NK intrahepatica y en
sangre periférica la infeccion por el VHC [Neukam et al., 2099. Exp Opin Phar-
macother 10: 417-433] conduce a deficiencias en la activacion de las células NK que
podria favorecer la cronificacién de la enfermedad. El tratamiento del VHC, sin
embargo, parece conducir a una activacién masiva de la respuesta inmune innata
[Rivero-Judrez et al., 2012. J Antimicrob Chemother. Jan;67(1):202-5] y de las células
NK debido al hecho de que el IFN-a es un potente activador de estas células[Pineda et
al., 2010. Clin Infect Dis. Oct 1; 51(7):788-95]. Los receptores de células Natural
Killer (receptores KIR) son receptores que se encuentran en su superficie asociados ya
sea con la activacion de estas células (S-KIR o con su inhibicién L-KIR [Pineda et al.,
AIDS 2011, 25:1415-1420]. La presencia de varios receptores KIR (2DL2, 2DL3,
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2DS1 2DS2 y 3DL1) se ha asociado con el grado de eficiencia del tratamiento del
virus HCV [Neukam et al., 2011. J Acquir Immune Defic Syndr. Dec 1;58(4):e115-7].
Asfi, la expresion de S-KIR en la superficie de la célula NK promueve la citolisis y la
produccion de IFN-gamma contra células diana que expresan especificamente ligandos
del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I [Borrego et al., 2002. Mol
Immunol. 38: 637-60]. Esto indica que la accion KIR esta condicionada por la
presencia de un ligando especifico en la célula diana, por ello y, con el fin de evaluar la
posible influencia de los KIR en la respuesta al tratamiento, es necesario determinar la
presencia de su ligando especifico.

El receptor KIR3DS1, que sabemos tiene accion activante de las células NK, se ha
descrito como poseedor de un papel protector contra el desarrollo del carcinoma hepa-
tocelular en pacientes infectados por el VHC [Borrego et al., 2002. Mol Immunol. 38:
637-60]. Sin embargo, su impacto sobre el resultado del tratamiento del VHC no se ha
descrito.

Es importante, por tanto, encontrar nuevos biomarcadores que puedan emplearse para

predecir la respuesta al tratamiento del VHC.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona un método de obtencion de datos utiles para
predecir o pronosticar la respuesta al tratamiento del HCV, y especificamente, al tra-
tamiento con Peg-IFN/RBV. Los autores de la presente invencion han encontrado un
biomarcador util para predecir la respuesta al tratamiento de la hepatitis C, que es una
caracteristica clave de la practica clinica para determinar el tratamiento en pacientes
VHC del genotipo 1 co-infectados con VIH, y que podrian conducir a los médicos a
detectar aquellos pacientes con una probabilidad mayor a responder a la terapia Peg-
IFN/RBV.

Por tanto, un primer aspecto de la invencion se refiere al uso del gen KIR3DSIpara
predecir la respuesta de un individuo al tratamiento del VHC con IFN-Peg mas un
andlogo de guanosina. En una realizacion preferida, el analogo de la guanosina es la ri-
bavirina (RBV).

En otra realizacién preferida de este aspecto de la invencioén, el individuo esta
coinfectado por el VIH y el VHC. En otra realizacién preferida, el VHC es del
genotipo 1.

La terapia antiviral va dirigida basicamente a lograr unos objetivos virolégicos, bio-
quimicos e histologicos. La evaluacion de la respuesta al tratamiento, se basa en el
efecto del mismo sobre el estado virolégico, no sélo al terminar el tratamiento sino, 1o
que es mds importante, en su seguimiento después de finalizado el mismo. Tal y como

se entiende en esta memoria, se denomina 'respuesta viroldgica sostenida’ o 'respuesta
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viral sostenida’ (RVS) la negativizacién de la viremia (ARN viral negativo mediante
técnicas de reaccién en cadena de la polimerasa -PCR-) que se mantiene al menos 24
semanas después de finalizado el tratamiento; o dicho de otra manera, la ausencia en el
suero del ARN-VHC a los 6 meses de finalizado el tratamiento.

La negativizacion de la viremia al final del tratamiento, con reaparicién del ARN una
vez terminado el mismo, define la 'respuesta viroldgica con recaida’. La ausencia de
negativizacion de la viremia al final del tratamiento define la 'no respuesta virolégica'
al tratamiento.

El 'interferén alfa' (IFN-a) es una citocina inmunomoduladora que posee actividad
antiviral, propiedades antiangiogénicas y antiproliferativas. El IFN-Peg se obtiene
mediante la unién fisicoquimica de polietilenglicol (PEG) al interferén alfa
(peginterferén a-2a y a-2b) recombinante, lo que aumentan su permanencia en la
sangre requiriendo menor frecuencia de inyecciones.

Actualmente existen dos tipos de interferones pegilados comerciales cuya aplicacién
se ha extendido: peginterferén alfa-2a (Pegasys®, Roche) y peginterferén alfa-2b
(Pegintron®, Schering-Plough). Estos dos productos son semejantes con respecto a su
eficacia y seguridad pero sus regimenes de dosificacion difieren levemente.

La ribavirina (1-f3-D-ribofuranosil-1H-1 ,2,4-triazol-3-carboxamida) es un nucleétido
sintético andlogo de la guanidina, con propiedades antivirales y actividad inmunorre-
guladora. Fue una de las primeras drogas que demostré su eficacia para reducir la
capacidad de reproduccién de virus. Estd descrita en el Indice Merck, compuesto N °
8199, undécima edicion. Su fabricacion y formulacion se describen en la patente de
EE.UU. n. No. 4.211.771.

La rdpida captacion eritrocitaria de la ribavirina y su fosforilacion son responsables
de la importante anemia hemolitica dependiente de la dosis. Con el fin de evitar este
efecto indeseado, el disefio de los nuevos farmacos contempla que no sean captados o
fosforilados por los eritrocitos o que sean captados rdpidamente y fosforilados en el
higado. Ambos enfoques tienen la desventaja potencial de que pueden anular pasos
fundamentales que contribuyen con la eficacia terapéutica de la ribavirina.

Otros derivados, profdrmacos o andlogos de la ribavirina son la viramidina y la le-
vovirina.

La viramidina es un profarmaco de la RBV, en el higado se convierte en RBV por
accion de la adenosindeaminasa hepatica. La RBV y viramidina son rdpidamente
eliminadas, sus moléculas y los metabolitos son excretados por el rifién y tienen una
Tmax de 1,5-3 h. Experimentalmente, la retencidn hepatica de la RBV derivada de una
dosis oral de viramidina es 3 veces mayor que la RBV oral. En cambio, la con-
centracion de fosfatos de RBV en los hematies es mucho menor, de ahi que se pueda

mantener una concentraciéon mas estable de hemoglobina. Es un fdrmaco seguro y se
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tolera bien. Los efectos adversos con dosis de 200, 600 y 1.200 mg fueron: 0, 26 y
50%, respectivamente; la mayoria leves y desaparecieron sin secuelas.

La levovirina es la L-enantiomero de la RBV y no origina anemia hemolitica. Tiene
una actividad inmunomoduladora similar a la RBV, pero no tiene actividad antiviral
directa.

Otros posibles analogos se describen, por ejemplo, pero sin limitarnos, en la patente
WO 2010/135520.

La ribavirina por si sola no es eficaz contra el VHC, pero cuando se la combina con
interferdn, los indices de erradicacién viral son mucho mejores comparados con
aquellos logrados solamente con interferon.

El 'genotipo del VHC', o 'cepa viral' se determina por una prueba de sangre. El virus
de la hepatitis C se ha clasificado en seis genotipos distintos en base a diferencias en
sus genomas, estos genotipos a su vez se subdividen. La preponderancia y distribucién
de dichos genotipos varfa de modo global. Por ejemplo, en Norte América predomina
el genotipo 1, seguido de 2 y 3. En Europa predomina el genotipo 1 seguido de 3,4 y
2. Los genotipos 4 predomina en Egipto, 5 se da casi exclusivamente en Africa y
genotipo 6 en el sudeste asiatico.

El genotipo tiene importancia clinica ya que determina la respuesta potencial de la
terapia actual y la duracién que va a requerir la misma. Los genotipos 1 y 4 responden
menos a dicho tratamiento que los otros (genotipos 2, 3, 5 y 6). La duracién de la
terapia estdndar basada en el interferdn para los genotipos 1 y 4 es de 48-72 semanas,
mientras que para los genotipos 2 y 3 es solo de 12-24 semanas. En resumen, algunos
genotipos del VHC, tales como los tipos 2 y 3, son mds féciles de erradicar que el tipo
1.

Se denomina 'carga viral plasmdtica basal de ARN del VHC', a la cantidad de ARN
del VHC en la sangre (suero). Su presencia es indicativa de una infeccién activa con
reproduccion viral en curso. La carga viral suele expresarse en unidades logaritmicas
[log10 IU/ml].

Para el prondstico se considera que a mayor carga viral basal, menor probabilidad de
una respuesta sostenida. La respuesta al tratamiento antiviral se evalda con una carga
viral basal (pre-tratamiento) y al menos una carga viral al término de éste y a las 24
semanas post tratamiento. Se considera una respuesta al tratamiento antiviral si se
obtiene una carga viral indetectable al término del tratamiento y una carga viral inde-
tectable y/o ARN cualitativo negativo a las 24 semanas (respuesta viral sostenida).
Igualmente se ha determinado que una caida de la carga viral temprana (respuesta viral
precoz), con descenso de 2 log10 Ul/ml o mds a las 12 semanas intra-tratamiento,
permite evaluar anticipadamente la probabilidad de obtener una respuesta virolégica

sostenida al término de la terapia.
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Otro aspecto de la invencion se refiere al uso simultdneo de los genes KIR3DSlIe
IL28Bpara predecir o pronosticar la respuesta de un individuo al tratamiento del VHC
con IFN-Peg mds un andlogo de guanosina.

El genotipaje del gen 'IL28B' se puede obtener, preferiblemente, pero sin limitarnos,
secuenciando el gen completo pero ain mds preferiblemente, se obtiene analizando el
polimorfismo de nucleétido tnico (single nucleotide polymorphism, SNP) rs12979860
(SEQ ID NO: 5) situado en el cromosoma 19, en las proximidades del gen de la in-
terleucina 28B (IL28B).

La secuencia nuleotidica de SEQ ID NO: 6 es:

CTGAACCAGGGAGCTCCCCGAAGGCG[C/TIGAACCAGGGTTGAATTGCAC
TCCGC

METODO DE OBTENCION DE DATOS UTILES, METODO DE PRONOSTICO Y
PREDICCION DE LA RESPUESTA VIRAL SOSTENIDA AL TRATAMIENTO DEL
VHC CON QUIMIOTERAPIA

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de obtencion de datos utiles para

predecir o pronosticar la RVS al tratamiento del VHC con IFN-Peg mas un andlogo de

guanosina, de ahora en adelante primer método de la invencién, que comprende:

a) obtener una muestra bioldgica aislada de un individuo, y

b) determinar el genotipo del gen KIR3DS!y de su ligandoBw4en la muestra aislada
de (a).

La presencia en un paciente del gen KIR3DS1 favorece la respuesta al tratamiento
con Interferén pegilados (IFN-PEG) y Ribavirina (o andlogos). Ademas, los autores de
la presente invencién han determinado que:

1. 1. La presencia conjunta del gen KIR3DS1 y su ligando HLA-Bw4 supone un
factor de mejor respuesta que cuando se presenta sélo el KIR3DS1.

1. 2. La presencia conjunta del gen KIR3DS]1 sin el ligando HLA-Bw4 y de la
variante polimoérfica de IL28B CC responden mejor que aquellos enfermos
que poseen solo bien el gen KIR3DS! o bien la variante IL28B CC.

1. 3. En todo caso la mejor combinacion predictiva de buena respuesta se
presenta en aquellos enfermos que presentan simultidneamente los genes
KIR3DS1, HLA-Bw4 y ademas IL28B CC.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método para predecir o pronosticar la
RVS al tratamiento del VHC con IFN-Peg mds un analogo de guanosina, de ahora en
adelante segundo método de la invencidn, que comprende los pasos (a) y (b) del primer
método de la invencién, y ademds comprende:

¢) clasificar a los individuos que presentan el genotipo KIR3DSI, en el grupo de
pacientes buenos respondedores al tratamiento o con un mejor pronostico.

En una realizacion preferida, el método permite clasificar a los individuos que
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presentan el genotipo KIR3DS1 y su ligando funcional Bw4, en el grupo de pacientes
buenos respondedores al tratamiento o con un mejor prondstico.

En otra realizacion preferida, el andlogo de la guanosina es la ribavirina (RBV).

En otra realizacién preferida de este aspecto de la invencioén, el individuo esta
coinfectado por el VIH y el VHC. En otra realizacién preferida, el VHC es del
genotipo 1.

Los pasos (b) y/o (c) de los métodos descritos anteriormente pueden ser total o par-
cialmente automatizados, por ejemplo, por medio de un equipo robético sensor para la
deteccion de la cantidad en el paso (b) o la comparaciéon computerizada en el paso (c).

El término 'muestra biolégica aislada' incluye, pero sin limitarnos a, células, tejidos
y/o fluidos biolégicos de un organismo, como sangre, suero, orina, saliva, fluido cere-
broespinal, 0 a una muestra sélida o semisélida, como tejidos, heces, y similar, o alter-
nativamente, un tejido sélido tales como aquellos usados habitualmente en diagndstico
histolégico, obtenidos mediante cualquier método conocido por un experto en la
materia.

Existen mas de 100 métodos distintos de genotipado de SNPs, siendo cualquiera
aplicable en la presente invencion. Por ejemplo, sin limitarnos, puede detectarse
empleando desde enzimas de restriccion o por secuenciacion simple mediante PCR,
sondas ASO e hibridacion en Micromatrices de ADN o esferas. Asi, por ejemplo,
como métodos de amplificacion de SNPs se encuentran la PCR, el método Invader, la
amplificacién por ADN de circulo rodante, etc. Como métodos de discriminacion
alélica, pueden emplearse, pero sin limitarnos, hibridacién especifica de alelo, li-
gamiento de oligonucle6tidos especificos de alelo, minisecuenciacion o extension de
sondas (SBE, Single Base Extension), rotura invasiva especifica de alelo (Invader), etc.
Segtn el formato de deteccién, podemos citar, también sin limitarnos, el uso de sondas
Tagman, de molecular beacons, scorpion, etc. Respecto a reacciones en un soporte
s6lido, tenemos, por ejemplo, biochips y microarrays de ADN, u otros métodos que
emplean particulas, como por ejemplo, Luminex 100, BeadArray, etc. También existen
métodos de deteccién masiva, como la pirosecuenciacion, o la miniaturizacion.

En otra realizacion preferida, el genotipado de KIR3DS1 se realiza mediante PCR, y
mds preferiblemente, con los cebadores de secuencia SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 5,
o con los cebadores SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5.

En una realizacién preferida de la presente invencion, el genotipado de KIR3DSI se
ha realizado siguiendo el método descrito en Vilches et al., 2007. Tissue Antigens.
Nov; 70(5):415-22.

En una realizacién particular, en cada reaccién 100 ng de ADN gendmico son am-
plificados en 10 m 1 de buffer de PCR (67 mM Tris-HCL pH 8.8, 16 mM (NH4), SO.,
2 mM MgCl,, 0.01% Tween 20, 100 uM dNTP conteniendo 0.3 u de Taq polimerasa
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(ECO Taq, Ecogen SRL, Barcelona, Espafa).

Las condiciones de PCR fueron:

2 min a 95° de desnaturalizacién seguidos de 10 ciclos de 10 s a 94°C,40sa 65°Cy
20 ciclos de 20 s a 94°C, 20 s a 61°C y 30s a 72°C. 5 m 1 del producto de amplificacion
se corrieron en un gel de agarosa al 3% con distancia de migracién de 3 cm.

En otra realizacién preferida, el paso (b) de cualquiera de los métodos de la
invencion, ademds comprende determinar el genotipo del gen/L28B. Mds preferi-
blemente, la determinacion del genotipo de /L28Bse realiza analizando las variaciones
en el SNP rs12979860.

El gen KIR3DS1,0 también killer cell immunoglobulin-like receptor, three domains,
short cytoplasmic tail, 1 (KIR-G1; NKAT10; CD158E2; KIR-123FM) pertenece a los
genes de la familia KIR, killer cell immunoglobulin-like receptors (KIRs), y son glico-
proteinas transmembranales expresadas por las células natural killer y subconjuntos de
células T. Los genes KIR son polimérficos y altamente homélogos, y se encuentran en
un cluster en el cromosoma 19(19q13.4) en el complejo del receptor de leucocitos
(LRO).

En el contexto de la presente invencién, KIR3DS1 se define también por una
secuencia de nucledtidos o polinucledtido, que constituye la secuencia codificante de la
proteina recogida en la SEQ ID NO: 1, y que comprenderia diversas variantes pro-
cedentes de:

a) moléculas de 4cido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la
secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 1,

b) moléculas de dcido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia
polinucleotidica de a),

c¢) moléculas de 4cido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido ala dege-
neracion del cédigo genético,

d) moléculas de dcido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la
secuencia aminoacidica con una identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un
98% o un 99% con la SEQ ID NO: 1, y en las que el polipéptido codificado por dichos
acidos nucleicos posee la actividad y las caracteristicas estructurales de la proteina
KIR3DS]I. Entre dichas moléculas de 4cido nucleico se encuentra la recogida en la
SEQ ID NO: 2.

En la presente invencién 'prondstico’ se entiende como la evolucion esperada de una
enfermedad y se refiere a la valoracion de la probabilidad segiin la cual un sujeto
padece una enfermedad asi como a la valoracion de su inicio, estado de desarrollo,
evolucion, o de su regresion, y/o el prondstico del curso de la enfermedad en el futuro.
Como entenderdn los expertos en la materia, tal valoracién, aunque se prefiere que sea,

normalmente puede no ser correcta para el 100% de los sujetos que se vaa diag-
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nosticar. El término, sin embargo, requiere que una parte estadisticamente significativa
de los sujetos se pueda identificar como que padecen la enfermedad o que tienen pre-
disposicion a la misma. Si una parte es estadisticamente significativa se puede de-
terminar sin mds por el experto en la materia usando varias herramientas de evaluacién
estadistica bien conocidas, por ejemplo, determinacién de intervalos de confianza, de-
terminacion de valores p, prueba t de Student, prueba de Mann-Whitney, etc. Los in-
tervalos de confianza preferidos son al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el
70%, al menos el 80%, al menos el 90%, al menos el 95%. Los valores de p son, prefe-
riblemente, 0,2, 0,1, 0,05.

Por 'prediccion de la respuesta’ se entiende, en el contexto de la presente invencion,
la determinacion de la probabilidad de que el paciente responda de forma favorable o
desfavorable a una terapia o a un tratamiento determinado. Especialmente, el término
‘prediccién’, como se usa aqui, se refiere a una evaluacion individual de cualquier
pardmetro que pueda ser ttil en determinar la evolucion de un paciente. Como en-
tenderdn los expertos en la materia, la prediccién de la respuesta clinica al tratamiento,
aunque se prefiere que sea, no necesita ser correcta para el 100% de los sujetos a ser
diagnosticados o evaluados. El término, sin embargo, requiere que se pueda identificar
una parte estadisticamente significativa de los sujetos como que tienen una pro-
babilidad aumentada de tener una respuesta positiva. El experto en la materia puede
determinar facilmente si un sujeto es estadisticamente significativo usando varias he-
rramientas de evaluacion estadistica bien conocidas, por ejemplo, determinacién de in-
tervalos de confianza, determinacién de los valores de p, prueba t de Student, prueba
de Mann Whitney, etc. Los intervalos de confianza preferidos son al menos del 50%>,
al menos del 60%>, al menos del 70%>, al menos del 80%>, al menos del 90%), al
menos del 95%>. Los valores de p son, preferiblemente, 0,2, 0,1 6 0,05. La prediccién
de la respuesta clinica se puede hacer utilizando cualquier criterio de valoracién usado
en oncologia y conocido por el experto en la materia.

A su vez, atendiendo al método de la presente invencion, se podrian establecer otras
subclasificaciones dentro de esta principal, facilitando, por tanto, la eleccion y el esta-
blecimiento de regimenes terapéuticos o tratamiento adecuados. Esta discriminacion tal
y como es entendida por un experto en la materia no pretende ser correcta en un 100%
de las muestras analizadas. Sin embargo, requiere que una cantidad estadisticamente
significativa de las muestras analizadas sean clasificadas correctamente. La cantidad
que es estadisticamente significativa puede ser establecida por un experto en la materia
mediante el uso de diferentes herramientas estadisticas, por ejemplo, pero sin limitarse,
mediante la determinacion de intervalos de confianza, determinacién del valor signi-
ficacion P, test de Student o funciones discriminantes de Fisher, medidas no para-

métricas de Mann Whitney, correlacién de Spearman, regresion logistica, regresion
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lineal, drea bajo la curva de ROC (AUC). Preferiblemente, los intervalos de confianza
son al menos del 90%, al menos del 95%, al menos del 97%, al menos del 98% o al
menos del 99%. Preferiblemente, el valor de p es menor de 0,1, de 0,05, de 0,01, de
0,005 o de 0,0001. Preferiblemente, la presente invencion permite detectar co-
rrectamente la enfermedad de forma diferencial en al menos el 60%, mas preferi-
blemente en al menos el 70%, mucho mas preferiblemente en al menos el 80%, o atin
mucho mas preferiblemente en al menos el 90% de los sujetos de un determinado
grupo o poblacién analizada.

El término 'individuo’, tal y como se utiliza en la descripcion, se refiere a animales,
preferiblemente mamiferos, y mds preferiblemente, humanos. El término 'individuo' no
pretende ser limitativo en ningtn aspecto, pudiendo ser éste de cualquier edad, sexo y

condicion fisica.

KIT O DISPOSITIVO DE DIAGNOSTICO. MICROARRAY Y USOS

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a un kit o dispositivo, de aqui en

adelante kit o dispositivo de la invencién, que comprende los elementos necesarios
para analizar el genotipo del gen KIR3DS]

En otra realizacién preferida el kit puede contener oligonucle6tidos disefiados a partir
de una secuencia conocida o un ARNm del gen KIR3DSI(SEQ ID NO: 1).

Mas preferiblemente, el kit de la invencién comprende los oligonucle6tidos de se-
cuencias SEQ ID NO: 3 a SEQ ID NO: 5
[Table 1]

Iniciador o cebador directo Iniciador o cebador reverso

cat cgg ttc cat gat gcg (SEQ ID NO: 3) cca cga tgt cca gggga (SEQ ID NO: 5)

cat cag ttc cat gat gcg (SEQ ID NO: 4)

Dicho kit puede contener todos aquellos reactivos necesarios para analizar el
genotipo del gen KIR3DS1 por medio de cualquiera de los métodos descritos ante-
riormente en este documento. El kit ademds puede incluir, sin ningin tipo de li-
mitacién, tampones, agentes para prevenir la contaminacion, inhibidores de la de-
gradacion de las proteinas, etc. Por otro lado el kit puede incluir todos los soportes y
recipientes necesarios para su puesta en marcha y optimizacion. Preferiblemente, el kit
comprende ademads las instrucciones para llevar a cabo cualquiera de los métodos de la
invencion.

Es también posible que el (los) oligonucle6tido(s) o sondas estén inmovilizados en
manchas sobre una superficie (preferiblemente sé6lida). En una de sus realizaciones, el

kit comprende una micromatriz, o micromatriz de la invencion. Una micromatriz de
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ARN es una matriz sobre un sustrato sélido (normalmente un porta de vidrio o una
celda de una pelicula fina de silicio) que evalda grandes cantidades de diferentes ARN
que son detectables mediante sondas especificas inmovilizadas sobre manchas sobre un
sustrato sélido. Cada mancha contiene una secuencia especifica de dcido nucleico, que
normalmente corresponde a una secuencia concreta de ADN,. Aunque el nimero de
manchas no estd limitado de manera alguna, existe una realizacion preferida en la que
la micromatriz se personaliza para los procedimientos de la invencion.

Por tanto, otro aspecto de la invencidn se refiere a un microarray, de ahora en
adelante microarray de la invencion, que comprende al menos una sonda para detectar
el genotipo del gen KIR3DS] .

Asi, por ejemplo, las secuencias de oligonucle6tidos son construidas en la superficie
de un chip mediante el elongamiento secuencial de una cadena en crecimiento con un
s6lo nucledtido utilizando fotolitografia. Asi, los oligonucleétidos son anclados por el
extremo 3' mediante un método de activacion selectiva de nucleétidos, protegidos por
un reactivo fotoldbil, mediante la incidencia selectiva de luz a través de una fo-
tomdscara. La fotomdscara puede ser fisica o virtual.

Asi, las sondas oligonucledtidos pueden ser de entre 10 y 100 nucleétidos, mds prefe-
riblemente, de entre 20 y 70 nucledtidos, y ain mds preferiblemente, de entre 24 y 30
nucleétidos. Para la cuantificacion de la expresion génica, preferiblemente se emplean
aproximadamente unos 40 oligonucledtidos por gen.

La sintesis in situ sobre un soporte sélido (por ejemplo, vidrio), podria hacerse
mediante tecnologia chorro de tinta (ink-jet), lo que requiere sondas mas largas. Los
soportes podrian ser, pero sin limitarse, filtros 0 membranas de NC o nylon (cargadas),
silicio, o Portas de vidrio para microscopios cubiertos con aminosilanos, polilisina,
aldehidos o epoxy. La sonda es cada una de las muestras del chip. El target es la
muestra a analizar: RNA mensajero, RNA total, un fragmento de PCR, etc.

Mas preferiblemente, el kit o dispositivo, y/o el microarray ademds comprende una o
varias sondas necesarias para detectar el haplotipo del gen IL28B

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del kit o dispositivo, la micromatriz, o
el microarray de la invencidn, para predecir o pronosticar la respuesta de un individuo
al tratamiento del VHC con IFN-Peg mas un andlogo de guanosina. En una realizacion
preferida, el andlogo de la guanosina es la ribavirina (RBV).

Otro aspecto de la invencion se refiere a un medio de almacenamiento legible por un
ordenador que comprende instrucciones de programa capaces de hacer que un
ordenador lleve a cabo los pasos de cualquiera de los métodos de la invencién (del
primer o del segundo método de la invencién).

Otro aspecto de la invencion se refiere a una sefial transmisible que comprende ins-

trucciones de programa capaces de hacer que un ordenador lleve a cabo los pasos de
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cualquiera de los métodos de la invencion.

Los términos 'polinucleétido’ y 'dcido nucleico’ se usan aqui de manera inter-
cambiable, refiriéndose a formas poliméricas de nucledtidos de cualquier longitud,
tanto ribonucleétidos (ARN 6 RNA) como desoxirribonucleétidos (ADN 6 DNA). Los
términos 'secuencia aminoacidica’, 'péptido’, 'oligopéptido’, ‘polipéptido’ y ‘proteina’ se
usan aqui de manera intercambiable, y se refieren a una forma polimérica de ami-
nodcidos de cualquier longitud, que pueden ser codificantes o no codificantes, quimica
o bioquimicamente modificados.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra '‘comprende' y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencién se desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de la practica de la
invencion. Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracién, y
no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Declive viral del HCV para KIR3DS1 y sus ligandos en pacientes portadores
de los genotipos IL28B-CC (1A) o IL28B no-CC (1B).

Fig. 2. La HCV viral desciende significativamente en enfermos que poseen €l gen
KIR3DS1 y su ligando HLA-Bw4 en pacientes que poseen el genotipo IL28B-CC (2A)
o IL28B non-CC genotipos (2B) durante las primeras horas del tratamiento con Peg-
IFN/RBV

EJEMPLOS DE LA INVENCION

A continuacién se ilustrard la invencién mediante la exposicion de los resultados
obtenidos por los inventores. Estos ponen de manifiesto la especificidad y eficacia de
la invencidn para obtener datos itiles en la prediccion de la respuesta al tratamiento de
individuos coinfectados con VIH y HCV.

Pacientes

En el estudio prospectivo se han incluido pacientes con hepatitis C cronica, del
genotipo 1, recibiendo terapia combinada de Peg-IFN/RBV. El criterio empleado para
determinar la terapia de la hepatitis fue el seguido por las directrices internacionales
(20). Se recogieron las caracteristicas clinicas, virologicas y del hospedador. El estado
de fibrosis se determiné se determiné mediante biopsia o elastografia hepatica
transitoria (FibroScan ®, Echosen, Parfs). La fibrosis significativa se define como una
fibrosis F3-F4 puntuacién de METAVIR en la biopsia hepética o un valor de rigidez
hepética de > 11 kPa.

Regimenes de tratamiento

Todos los individuos fueron tratados con Peg-IFN a2 a dosis de 180 ug, combinada

con una dosis de ribavirina ajustada al peso (1000 mg/dia para <75 kg, 1200 mg/dia
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para > 75 kg), en concordancia con las directrices internacionales (20), y completado
al menos 4 meses de tratamiento.

[149] Evaluacion virologica y la definicion de la respuesta al tratamiento

[150] Las cargas plasmdticas de ARN VHC ARN se midieron al inicio del estudio y en las
semanas 1, 2 y 4, usando un ensayo de PCR cuantitativa (Cobas TagMan, Roche
Diagnostic Systems Inc., Pleasanton, CA, EE.UU.), con un limite de deteccion de 15
UI/ ml

[151] La respuesta virologica sostenida (SVR RVS) se define como un nivel indetectable
de ARN del VHC en suero 24 semanas después de la finalizacion de la terapia del
VHC. ARN del VHC indetectable en plasma del en la semana 4 se considera una
respuesta virolégica rapida (RVR).

[152] Genotipado de polimortismos de nucleédtido tinico (SNP)

[153] Se extrajo el ADN utilizando el método de extraccién de ADN automatizado MagNA
Pure (Roche Diagnostics Corporation. Indianapolis, IN 46250, EE.UU.). Se genotip6 el
SNP 15129679860, ubicado a 3 kilobases upstream de la IL28B y en linkage dise-
quilibrium con una variante codificante no-sinénimo del gen IL28B (213A> G, K70R;
rs8§1031142). El genotipado se llevé a cabo utilizando el acostumbrado ensayo
TagMan (Applied Biosystems, Foster City, California, EE.UU.), en ADN aislado a
partir de las muestras de sangre total, utilizando un termociclador con Stratagene
MX3005 MxPro software (Stratagene, La Jolla, California, EE.UU.), segin ins-
trucciones del fabricante. Los investigadores responsables de genotipado no tuvieron

acceso a los datos de los pacientes. El genotipo IL28B se definié como CC o no-CC

(TT/CT).
[154] Genotipado KIR
[155] El genotipado KIR se realiz6 con cebadores especificos de secuencia capaces de

detectar la presencia de 16 genes KIR diferentes utilizados previamente por Gémez-
Lozano et al [21]. Este método proporciona un alto grado de resolucion, ya que cada
pareja de cebadores identifica dos sitios polimérficos vinculados, cis-ubicados
(Invitrogen Corporation).

[156] Genotipado antigeno leucocitario humano (HLA )-B

[157] La genotipificacién HLA-B se realiz6 con el INNO-LiPA HLA-B Kit Multiplex
(Innogenetics NV), utilizando primers miltiplex HLA-B para amplificacion de dcido
nucleico de los exones segundo a cuarto del locus HLA-B, y los primers HLA-Bw4
para el ex6én 2 de los alelos HLA-BW4. Este procedimiento estd basado en el método
de PCR-SSO reversa. Siguiente alelos HLA-B y BW4 o Bw6 especificidades se de-
terminaron con LIRASTM software para INNOLIPA HLA. Los pacientes portadores
de la KIR3DSI1 se definieron sobre la base de ligandos especificos Bw4
(KIR3DS1/Bw4) o Bw6 (KIR3DS1/Bw6) [22].
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Analisis estadistico

Las variables continuas se expresaron como media + desviacién estdndar o la
mediana y los cuartiles (Q1-Q3) y se analizaron mediante el test de la t de Student, la
prueba de Mann-Whitney U-test o el test de Kruskal-Wallis. Las variables categoricas
se expresaron como nimero de casos (en porcentaje). Las frecuencias se compararon
mediante la prueba de %2 o la prueba exacta de Fisher. La significacion se fijé a un
valor de p menor de 0,05. Las reducciones en plasma de ARN del VHC fueron
analizadas por IL28B y KIR3DS1 entre el inicio y la semana 1, semana 2 y a las 4
semanas. Las tasas de RVS y RVR se analizaron en términos de los genotipos
KIR3DS1 y IL28B. Para los fines de este andlisis, se evalud la SVR en el enfoque del
tratamiento, con exclusion de aquellos que voluntariamente abandonaron o inte-
rrumpieron el tratamiento debido a eventos adversos. Se realizé un modelo de
regresion lineal de la disminucion viral del VHC desde el inicio hasta semanas 1, 2 y 4.

El andlisis se realiz6 con el paquete estadistico SPSS versién 18.0 (IBM Corporation,
Somers, NY, EE.UU.).

Aspectos éticos

El estudio se disefid y llevd a cabo de acuerdo a la Declaracion de Helsinki y
aprobado por el comité ético del Hospital Reina Soffa, Cérdoba, Espafia. Todos los
pacientes dieron su consentimiento informado antes de participar en el estudio.

RESULTADOS

Caracteristicas basales de los pacientes

Sesenta pacientes coinfectados por VIH / VHC de genotipo 1 fueron incluidos en
este estudio prospectivo. Las caracteristicas basales se muestran en la Tabla 1. 21
(35%) pacientes portaban el genotipo IL28B-CC y 39 (65%), el genotipo IL28B no
CC.

Veinticuatro (40%) pacientes tuvieron KIR3DS1, y 36 (60%) no. Entre los pacientes
con KIR3DS1, 13 (54,1%) tenian ligando especifico Bw4 y

11 (45,9%) Bw6. La distribucion de KIR3DS1 y su ligandos por genotipo IL28B se
muestra en la Tabla 2. En nuestro estudio, todos los pacientes IL28B-CC con
KIR3DS]1 tenido el ligando especifico Bw4, mientras que solo el 38,8% IL28B de no-
CC pacientes portadores de KIR3DS1 tenia este ligando (p = 0,016).

Influencia de KIR3DS1 y IL28B en descenso viral del VHC

Como se muestra en la Figura 1, los pacientes con KIR3DS1 y ligando especifico
Bw4 mostraron una mayor disminucién viral del VHC que aquellos que no lleva
KIR3DS1 o con KIR3DS1/Bw6 en la semana 1 (KIR3DS1/Bw4: 1,47 +0,49;
KIR3DS1/Bwé6: 0,508 + 0,41; No KIR3DS1: 0,48 + 0,37 Ul logl0/ml, p=0,01), la
semana 2 (KIR3DS1/Bw4: 1,82 + 0,47; KIR3DS1/Bw6: 1,29 + 0,61; No KIR3DS1:
0,77 £ 0,49 Ul log10/ml, p = 0,038) y la semana 4 (KIR3DS1/Bw4: 2,53 + 0,56;
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KIR3DS1/Bwé6: 1,71 £ 0,74; No KIR3DS1: 1,47 £ 0,81 Ul log10/ml, p = 0,03). Un
punto clave de los resultados es que no se encontraron diferencias en ninguno de los
puntos de tiempo analizados entre los pacientes portadores de KIR3DS1/Bw6 y los que
no tienen KIR3DS1 (semanal: p =0,527; Semana2: p = 0,173; 4 semanas: p = 0.358)
(Fig. 1).

Los portadores del genotipo IL28-CC mostraron una mayor reduccién de los niveles
plasmaticos de ARN del VHC que los no portadores del genotipo CC en cada
momento analizado (semana 1: 0,98 + 0,72 frente a 0,39 + 0,51 Ul log10/ml, p =
0,017; semana 2: 1,67 £ 0,81 frente a 0,83 + 0,77 Ul log10/ml, p = 0,028; 4 semanas:
2,28 £ 0,62 frente a 1,47 £ 1,06 Ul log10/ml, p = 0,037).

Influencia del genotipo tanto IL28B como KIR3DS1 en el aclaramiento viral del
VHC

Entre los portadores del genotipo IL28B-CC, los que tienen KIR3DS1/Bw4 tenian
mayores tasas de aclaramiento viral del VHC que aquellos que KIR3DS1 no eran
portadoras (semana 1: 2,51 + 0,67 frente a 0,501 + 0,41 Ul log10/ml, p <0,001, semana
2:2,82 £0,73 frente a 1,39 + 0,72 Ul log10/ml, p = 0,01; 4 semanas: 3,62 + 0,78
frente a 1,98 + 0,98 Ul log10/ml, p = 0,02) (Fig. 2A). Sin embargo, entre los pacientes
de genotipo IL28B no-CC, se hubo diferencias de aclaramiento viral del VHC entre los
que llevan a KIR3DS1/Bw4 y los que no estdn llevando KIR3DS1/Bw4 (semana 1:
0,78 £ 0,57 frente a 0,41 + 0,39 Ul log10/ml, p = 0,476; semana 2: 1,01 + 0,67 frente a
1,03 £ 0,82 Ul logl0/ml, p = 0,699; 4 semanas: 1,97 + 0,86 frente a 1,51 + 0,84 UI
log10/ml, p = 0,755) (Fig. 2B)

Cuando la eliminacién del virus HCV se compar6 en pacientes portadores
KIR3DS1/Bw4, aquellos con el genotipo IL28B-CC tenian tasas mds altas de dis-
minucion viral que aquellos con la IL28B no genotipo CC (semana 1: p < 0,001,
semana 2: p = 0,03; 4 semanas: p = 0,037). Por otro lado, cuando se comparé a
pacientes que no portaban KIR3DS1/Bw4, no hubo diferencias en la eliminacién del
virus VHC en las primeras semanas de tratamiento en el base de genotipo IL28B
(semana 1: p =0,827; semana 2: p = 0,725; 4 semanas: p = 0.429).

Los modelos de regresion lineal de disminucion viral del VHC desde el inicio hasta
las semanas 1, 2 y 4 se muestran en la Tabla 3.

Tratamiento de la tasa de respuesta

Once (18,3%) pacientes abandonaron el tratamiento debido al abandono de la terapia
o un acontecimiento adverso. Los pacientes portadores de KIR3DS1/Bw4 lograron
mayores tasas de RVR y de RVS que los que no portaban KIR3DS1/Bw4 (RVR: 6
[46.15%] frente a 8 [17,02%], p=0,012; SVR: 7 [63,6%] frente a 13 [26,5%], p =
0,031). Los pacientes con el genotipo IL28B-CC mostraron tasas mds altas de RVR y
RVS que los que tienen el IL28B no genotipo CC (RVR: 8 [38.01%] versus 5 [12,8%],
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p=0,03; SVR: 10 [55,5%] frente a 10 [32,2%], p = 0,027) RVR y las tasas de RVS
segin el genotipo IL28B y la presencia de KIR3DS1 se muestran en la Tabla 4.
Texto libre de lista de secuencias

Sequence List Text
<110> UNIVERSIDAD DE CORDOBA
SERVICIO ANDALUZ DE SALUD
<120> Método de obtencion de datos itiles para predecir la respuesta
al tratamiento de la Hepatitis C.
<130> FIBICO-72
<160> 6
<170> Patentln version 3.5
<210>1
<211>382
<212>PRT
<213> Homo sapiens
<400> 1
Met Leu Leu Met Val Val Ser Met Ala Cys Val Gly Leu Phe Leu Val
151015
Gln Arg Ala Gly Pro His Met Gly Gly Gln Asp Lys Pro Phe Leu Ser
2025 30
Ala Trp Pro Ser Ala Val Val Pro Arg Gly Gly His Val Thr Leu Arg
354045
Cys His Tyr Arg His Arg Phe Asn Asn Phe Met Leu Tyr Lys Glu Asp
505560
Arg Ile His Val Pro Ile Phe His Gly Arg Ile Phe Gln Glu Gly Phe
657075 80
Asn Met Ser Pro Val Thr Thr Ala His Ala Gly Asn Tyr Thr Cys Arg
859095
Gly Ser His Pro His Ser Pro Thr Gly Trp Ser Ala Pro Ser Asn Pro
100 105 110
Met Val Ile Met Val Thr Gly Asn His Arg Lys Pro Ser Leu Leu Ala
115120 125
His Pro Gly Pro Leu Val Lys Ser Gly Glu Arg Val Ile Leu Gln Cys
130 135 140
Trp Ser Asp Ile Met Phe Glu His Phe Phe Leu His Lys Glu Trp Ile
145 150 155 160
Ser Lys Asp Pro Ser Arg Leu Val Gly Gln Ile His Asp Gly Val Ser
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[210]
[211]
[212]
[213]
[214]
[215]
[216]
[217]
[218]
[219]
[220]
[221]
[222]
[223]
[224]
[225]
[226]
[227]
[228]
[229]
[230]
[231]
[232]
[233]
[234]
[235]
[236]
[237]
[238]
[239]
[240]
[241]
[242]
[243]
[244]
[245]
[246]
[247]

24

165170 175

Lys Ala Asn Phe Ser Ile Gly Ser Met Met Arg Ala Leu Ala Gly Thr
180 185 190

Tyr Arg Cys Tyr Gly Ser Val Thr His Thr Pro Tyr Gln Leu Ser Ala
195 200 205

Pro Ser Asp Pro Leu Asp Ile Val Val Thr Gly Leu Tyr Glu Lys Pro
210215 220

Ser Leu Ser Ala Gln Pro Gly Pro Lys Val Gln Ala Gly Glu Ser Val
225230 235 240

Thr Leu Ser Cys Ser Ser Arg Ser Ser Tyr Asp Met Tyr His Leu Ser
245 250 255

Arg Glu Gly Gly Ala His Glu Arg Arg Leu Pro Ala Val Arg Lys Val
260 265 270

Asn Arg Thr Phe Gln Ala Asp Phe Pro Leu Gly Pro Ala Thr His Gly
275 280 285

Gly Thr Tyr Arg Cys Phe Gly Ser Phe Arg His Ser Pro Tyr Glu Trp
290 295 300

Ser Asp Pro Ser Asp Pro Leu Leu Val Ser Val Thr Gly Asn Pro Ser
305310 315 320

Ser Ser Trp Pro Ser Pro Thr Glu Pro Ser Ser Lys Ser Gly Asn Leu
325330 335

Arg His Leu His Ile Leu Ile Gly Thr Ser Val Val Lys Ile Pro Phe

340 345 350

Thr Ile Leu Leu Phe Phe Leu Leu His Arg Trp Cys Ser Asn Lys Lys
355360 365

Lys Cys Cys Cys Asn Gly Pro Arg Ala Cys Arg Glu Gln Lys

370 375 380

<210>2

<211> 1741

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 2

ccggeagceac catgltgete atggtcgtca geatggegtg tgtigggttg ticttggtee 60
agagggccgg tccacacatg ggtggtcagg acaagecctt cetgtetgee tggeeccageg 120
ctgtggtgce tcgeggagga cacgtgacte ttcggtgica ctatcgtcat aggtitaaca 180
atttcatgct atacaaagaa gacagaatcc acgttcccat cttccatgge agaatattce 240
aggagggclt caacatgagce cctgtgacca cagcacatge agggaactac acatgtcggg 300
gltcacaccc acactcecece actgggtggt cggeacceag caaccccatg gtgatcatgg 360
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[248] tcacaggaaa ccacagaaaa ccttccetee tggeccacce aggteceetg gtgaaatcag 420
[249] gagagagagt catcctgcaa tgttggtcag atatcatgtt tgagcacttc tttctgecaca 480
[250] aagagtggat ctctaaggac ccctcacgece tegttggaca gatccatgat ggggteteca 540
[251] aggccaattt ctccatcggt tecatgatge gtgeecttge agggacctac agatgetacg 600
[252] gttctgttac tcacaccece tatcagttgt cagetceccag tgatcecctg gacatcgtgg 660
[253] tcacaggtct atatgagaaa ccttctetet cageccagee gggecccaag gttcaggeag 720
[254] gagagagcgtl gacctigtee tgtagetcee ggagcetecta tgacatgtac catctatcca 780
[255] gggagggggeg ageccatgaa cgtaggetee ctgeagtgeg caaggtcaac agaacattce 840
[256] aggcagattt ccctetggge cetgecacee acggagggac ctacagatge tteggetett 900
[257] tccgteacte tecctacgag tggtcagace cgagtgacee actgettgtt tetgtcacag 960
[258] gaaaccctlc aagtagttgg ccttcaccca cagaaccaag ctccaaatet ggtaacctca 1020
[259] gacacclgca cattctgatt gggacctcag tggtcaaaat cectttcacc atcctectet 1080
[260] tettictect tcatcgetgg tgetccaaca aaaaaaaatg ctgetgtaat ggaccaagag 1140
[261] cctgcaggga acagaagiga acagcgagga ttetgatgaa caagaccate aggaggtgte 1200
[262] atacgcataa ttggaacact gtgttitcac acagagaaaa atcactcgcc ctictcagag 1260
[263] gcccaagaca cccccaacag ataccageat gtacatagaa cttccaaatg ctgageccag 1320
[264] atccaaagtt gtcttctgtc cacgagcacc acagtcagge ctigagggga tettctaggg 1380
[265] agacaacagc cctgictcaa aactgggttg ccagetccca tgtaccagea getggaatet 1440
[266] gaaggcatca gicttcatct tagggcateg ctettectea caccacaaat ctgaatgtge 1500
[267] ctctcacttg cttacaaatg tctaaggtcce ccactgectg ctggagaaaa aacacactce 1560
[268] tttgcttage ccacagttct ccatttcact tgacccctge ccacctctee aacctaactg 1620
[269] gcttacttce tagtctactt gaggetgeaa tcacactgag gaactcacaa ttccacacat 1680
[270] acaagaggct ccgtcttaac gecagceactta gacacgtgcet gttccacctt ccctcatget 1740
[271] g 1741
[272] <210> 3
[273] <211>18
[274] <212> DNA
[275] <213> Artificial Sequence
[276] <220>
[277] <223> iniciador o cebador directo
[278] <400> 3
[279] catcggttcc atgatgeg 18
[280] <210>4
[281] <211>18
[282] <212> DNA
[283] <213> Artificial Sequence
[284] <220>

|

[285 <223> Iniciador o cebador directo
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[286
[287
[288
[289
[290
[291
[292
[293
[294
[295
[296
[297
[298
[299
[300

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
[301]

26

<400> 4

catcagttcc atgatgeg 18
<210>5

<211>17

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Iniciador o cebador indirecto
<400> 5

ccacgatgtc cagggga 17
<210>6

<211>52

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 6

PCT/ES2013/070938

ctgaaccagg gagctccecg aaggegygaa ccagggttga attgeactee ge 52
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Reivindicaciones

El uso del gen KIR3DS1para predecir o pronosticar la respuesta de un
individuo al tratamiento del VHC con IFN-Peg mds un andlogo de
guanosina.

El uso del gen KIR3DS1segun la reivindicacién anterior, donde el
andlogo de guanosina es la ribavirina (RBV).

El uso del gen KIR3DS1segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
donde el individuo esta coinfectado por el VIH y el VHC.

El uso del gen KIR3DS1segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3,
donde el VHC es del genotipo 1.

El uso del gen KIR3DS1segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4,
en combinacion con el gen/L28B.

Un método de obtencién de datos ttiles para predecir o pronosticar la
RVS al tratamiento del VHC con IFN-Peg mds un andlogo de
guanosina, de ahora en adelante primer método de la invencidn, que
comprende:

a) obtener una muestra bioldgica aislada de un individuo, y

b) detectar el genotipo del gen KIR3DS/,en la muestra aislada de (a).
El método segun la reivindicacién anterior, que comprende detectar el
genotipo del gen KIR3DS1, y ademads el de su ligando Bw4 , en la
muestra aislada de (a).

Un método para predecir o pronosticar la Respuesta Viral Sostenida
(RVS) al tratamiento del VHC con IFN-Peg mds un analogo de
guanosina, que comprende los pasos (a) y (b) cualquiera de las reivindi-
caciones 6-7, y ademds comprende:

c) clasificar a los individuos que presentan el genotipoK/IR3DS/,en el
grupo de pacientes buenos respondedores al tratamiento o con un mejor
prondstico.

Un método para predecir o pronosticar la Respuesta Viral Sostenida al
tratamiento del VHC con IFN-Peg mds un andlogo de guanosina, que
comprende los pasos (a) y (b) cualquiera de las reivindicaciones 6-7, y
ademas comprende:

c) clasificar a los individuos que presentan el genotipoK/IR3DS/,0y su
ligando Bw4, en el grupo de pacientes buenos respondedores al tra-
tamiento o con un mejor pronostico.

El método segin cualquiera de las reivindicaciones 6-9, donde el

andlogo de la guanosina es la ribavirina (RBV).
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El método segin cualquiera de las reivindicaciones 6-10, donde el
individuo esta coinfectado por el VIH y el VHC.

El método segiin cualquiera de las reivindicaciones 6-11, donde el
VHC es del genotipo 1.

El método segin cualquiera de las reivindicaciones 6-12, que ademas
comprende determinar el genotipo del gen/L28B.

El método segin cualquiera de las reivindicaciones 6-13, donde la de-
terminacion del genotipo de KIR3DSse realiza mediante PCR.

El método segin la reivindicacion anterior, donde la PCR se lleva a
cabo empleando los cebadores de secuencias SEQ ID NO: 3 y SEQ ID
NO: 5.

El método segin la reivindicacién 14, donde la PCR se lleva a cabo
empleando los cebadores de secuencias SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO:
5.

El métodosegtin cualquiera de las reivindicaciones 13-16, donde la de-
terminacion del genotipo de IL28Bse realiza analizando el SNP
rs12979860.

El método segin cualquiera de las reivindicaciones 6-17, donde el
andlogo de la guanosina es la ribavirina (RBV).

El método segin cualquiera de las reivindicaciones 6-18, donde la
muestra biol6gica es o se obtiene de sangre periférica.

Un kit o dispositivo que comprende una o varias secuencias nu-
cleotidicas necesarias para detectar el genotipo del gen KIR3DS].

El kit o dispositivo segin la reivindicacién anterior, que comprende los
cebadores de secuencia SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4, o los
cebadores de secuencia SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 5.

El kit o dispositivo segtin cualquiera de las reivindicaciones 20-21, que
ademds comprende una o varias sondas necesarias para detectar el
genotipo del gen IL28B.

El uso de un kit o dispositivo segtin cualquiera de las reivindicaciones
20-22, para predecir o pronosticar la respuesta de un individuo al tra-
tamiento del VHC con IFN-Peg mds un analogo de guanosina.

El uso de un kit o dispositivo segin la reivindicacién anterior, donde el

andlogo de la guanosina es la ribavirina (RBV).
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