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DESCRIPCION
Polimorfismos de un solo nucleétido que predicen los resultados del tratamiento del VHC

La presente invencion se refiere a métodos que resultan Utiles para predecir la respuesta de los pacientes infectados
por virus de la hepatitis C (VHC) al tratamiento farmacolégico.

Antecedentes de la invencién

El estandar de cuidado para la hepatitis C cronica es la combinacion de peginterferon mas ribavirina’. Las tasas
globales de respuesta V|rolog|ca sostenida (RVS) tras el tratamiento con el estandar de cuidado son de
aproximadamente 50%°* , aunque resulta dificil predecir si un paciente individual presentara una RVS.

La probabilidad de conseguir una RVS varia segun el paciente y algunos factores viricos. Por ejemplo, los pacientes
jovenes, los pacientes caucésicos y asiaticos, y Ios individuos con fibrosis hepética avanzada es méas probable que
eliminen la infeccién por VHC tras el tratamiento®®. De manera similar, los pacientes infectados por VHC genotipos 2
6 3, pero no genotipo 1, y aquellos con niveles de ARN del VHC de linea base en el suero presentan la mejor
probabilidad de curacion®™"

Actualmente resulta posible una prediccion més precisa de la RVS sdlo tras el inicio del tratamiento. Con
independencia del genotipo del VHC, los individuos que eliminan el ARN del VHC tras 4 6 12 semanas de
tratamlento presentan una probabilidad mucho mayor de alcanzar una RVS que aquellos que presentan viremia
per5|stente La respuesta virolégica rapida (RVR, ARN del VHC indetectable en la semana 4) es un factor predictivo
fuerte de RVS; a la inversa, la no consecucion de una respuesta viroldgica temprana (RVT, una caida superior a dos
log del ARN del VHC en la semana 12) es un factor predictivo fuerte de no respuesta, con independencia de las
caracteristicas previas al tratamiento™®

La capacidad de diferenciar prospectivamente entre respondedores potenciales y no respondedores al estandar de
cuidado podria presentar un gran impacto sobre el cuidado de los pacientes con hepatitis C cronica. Las decisiones
de tratamiento podrian personalizarse basandose en la probabilidad de los pacientes de respuesta al estandar de
cuidado. Por ejemplo, los pacientes con la probabilidad més baja de producir una RVS con el estdndar de cuidado
actual podrian retrasar el tratamiento hasta disponer de agentes antiviricos de accion directa. A la inversa, los
pacientes con una probabilidad elevada de producir una RVS podrian preferir el inicio inmediato de la terapia con un
régimen de tratamiento que sea una entidad conocida.

Ademas de factores del huésped y vmcos la diversidad genética del huésped también influye sobre la respuesta al
tratamiento con el estandar de cuidado™. Los Ultimos datos de estudios de asociacién genémica sugieren que los
polimorfismos de un solo nucleétido (PSN) en la region promotora del gen IL-28b ejercen una fuerte influencia sobre
la probabilidad de RVS en pacientes tratados con peginterferon mas ribavirina*? Los objetivos del presente
andlisis eran explorar los PSN asociados tanto a una respuesta virolégica temprana (RVT) y la RVS en una cohorte
diversa de pacientes que incluia individuos nunca tratados y no respondedores a un curso previo de peginterferéon
alfa-2b (12KD) mas ribavirina que recibieron monoterapia de peginterferén alfa-2a (40KD) o terapia de combinacién
con peginterferén alfa-2a (40KD) o interferén convencional mas ribavirina.

Referencia: Rauch Andri et al., "Genetic variation in IL28B is associated with chronic hepatitis C and treatment
failure: a genome-wide association study", Gastroenterology, ELSEVIER; PHILADELPHIA, PA, vol. 138, no. 4, 1 de
abril de 2010 (2010-04-01), paginas 1338 a 1345 informa de un estudio de asociacion gendmica para el cribado de
una respuesta sostenida a terapia de interferon alfa pegilado y ribavirina. El estudio identificd, por ejemplo, la
influencia del PSN rs8099917 sobre el control natural e inducido por tratamiento de la infeccion por el VHC.

Descripcién resumida de la invencién

La presente invencion se basa en el descubrimiento de una asociacion entre el PSN rs10023606 sobre el
cromosoma humano cuatro y la RVS en pacientes tratados con regimenes basados en interferon. En una
realizacién, la invencién proporciona un método para predecir una respuesta viroldgica sostenida de un sujeto
humano infectado por el VHC al tratamiento de interferén, que comprende proporcionar una muestra de dicho sujeto
humano, detectar la presencia del polimorfismo de un solo nucleétido dentro del cromosoma 4 y determinar que
dicho sujeto presenta una elevada probabilidad de respuesta virolégica sostenida al tratamiento de interferén en el
caso de que se encuentre presente dicho polimorfismo de un solo nucleétido, en el que el polimorfismo de un solo
nucleétido es una G en rs10023606.
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Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Resultados de asociacion genomica para (a) RVS, (b) RVT y (c) RVS tras el ajuste para rs12979860
segun cromosoma en la poblacién global de genotipo 1.

Figura 2. Gréfico cuantil-cuantil de la distribucién de estadisticos de ensayo para (a) RVS y (b) RVT. Los circulos
grises indican los valores de p esperados y los circulos azules muestran los valores de p observados.

Figura 3. Desequilibrio de ligamiento de PSN significativos (p<10'5) en la region de IL-28 de la poblacion
caucasica de genotipo 1.

Descripcion detallada de la invencién

Definiciones

Con el fin de facilitar la comprension de la invencién, se definen varios términos a continuacion. Los términos
definidos en la presente memoria presentan los significados entendidos cominmente por el experto ordinario en la
materia en las areas relevantes a la presente invencion. Algunos términos tales como "un”, "una" y "el" y "la" no
pretenden referirse a Unicamente una entidad singular, sino que incluyen la clase general del que puede utilizarse un
ejemplo especifico como ilustracion. La terminologia en la presente memoria se utiliza para describir realizaciones
especificas de la invencion, aunque su uso no delimita la invencién, excepto tal como se indica de manera general
en las reivindicaciones.

El término "respuesta” al tratamiento con interferdn es una respuesta deseable a la administracion de un agente. Los
puntos finales viroldgicos incluyen "respuesta viroldgica temprana" (RVT), definida como una caida =2-log del ARN
del VHC sérico respecto a la linea base hasta la semana 12 (segun el ensayo Cobas Amplicor HCV Monitor, v2.0,
limite de cuantificacion: 600 1U/ml), definida la RVT (RVTc) como ARN del VHC indetectable en el suero (segun el
ensayo Cobas Amplicor HCV v2.0, limite de deteccién: 50 1U/ml) y "respuesta virolégica sostenida" (RVS), definida
como ARN del VHC no detectable (<50 IU/ml) al final de un periodo de seguimiento sin tratamiento de 24 semanas.

Las expresiones "muestra” o "muestra bioldgica" se refieren a una muestra de tejido o liquido aislado de un
individuo, que incluye, aunque sin limitarse a ellos, por ejemplo, biopsia de tejido, plasma, suero, sangre completa,
liquido espinal, liquido linfatico, las secciones externas de la piel, tractos respiratorios, intestinales y genitourinarios,
lagrimas, saliva, leche, células sanguineas, tumores y 6rganos. También se encuentran incluidas muestras de
constituyentes de cultivo celular in vitro (incluyendo, aunque sin limitarse a ellos, medio condicionado resultante del
crecimiento de células en medio de cultivo, células putativamente infectadas por virus, células recombinantes y
componentes celulares).

Las expresiones "interferén" e "interferon-alfa" se utilizan intercambiablemente en la presente memoria y se refieren
a la familia de proteinas especificas de especie altamente homdlogas que inhiben la replicaciéon virica y la
proliferacion celular y modulan la respuesta inmunolégica. Entre los interferones adecuados tipicos se incluyen,
aunque sin limitarse a ellos, interferén recombinante alfa-2b, tal como interferén Intron® A dlsponlble de Schering
Corporation, Kenilworth, N.J., interferon alfa-2a recombinante, tal como interferén Roferon ©A, disponible de
Hoffmann-La Roche, Nutley, N.J., interferén alfa-2C recombinante, tal como interferén Berofor® alfa 2, disponible de
Boehringer Ingelheim Pharmaceuhcal Inc., Rldgeﬂeld Conn., interferén alfa-nl, una mezcla purificada de alfa-
mterferones naturales, tales como Sumlferon disponibles de Sumitomo, Jap6n, o como interferon alfa-nl
Wellferon® (INS), disponible de Glaxo-Wellcome Ltd., London, Reino Unido, o un alfa-interferén de consenso, tal
como los indicados en las patentes US n° 4.897.471 y n° 4.695.623 (especialmente los Ejemplos 7, 8 6 9 de las
mismas) y el producto especifico disponible de Amgen, Inc., Newbury Park, Calif., o interferén alfa-n3, una mezcla
de alfa-interferones natural preparada por Interferon Sciences y disponible de the Purdue Frederick Co., Norwalk,
Conn., bajo el nombre comercial Alferon. Resulta preferente la utilizacion de interferén alfa-2a o alfa-2b. Entre los
interferones pueden incluirse los interferones pegilados definidos posteriormente.

Las expresiones "interferén pegilado”, "interferon-alfa pegilado" y "peginterferén” se utilizan intercambiablemente en
la presente memoria y se refieren a conjugados modificados con polietilenglicol de interferén alfa, preferentemente
mterferon alfa-2a'y alfa 2b. Entre los interferones alfa pegilados adecuados se incluyen, aunque sin limitarse a ellos,
Pegasys y Peg- Intron®.

El término "ribavirina" se refiere al compuesto amida de acido 1-((2R,3R,4S,5R)-3,4-dihidroxi-5-hidroximetil-
tetrahidro-furan-2-il)-1H-[1,2,4]triazol-3-carboxilico, que es un analogo de nucle03|do antivirico sintético, no inductor
de interferén, de amplio espectro y disponible bajo los nombres Virazole® y Copegus

Los "gentes antiviricos de accién directa" ejercen efectos antiviricos especificos independientes de la funcién

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 525300 T3

inmunolégica. Entre los ejemplos de agentes antiviricos de accion directa para el VHC se incluyen, aunque sin
limitarse a ellos, los inhibidores de proteasa, los inhibidores de polimerasa, los inhibidores de NS5A, los inhibidores
de IRES y los inhibidores de helicasa.

El tratamiento de primera linea recomendado actualmente para pacientes con hepatitis C crénica es el interferon alfa
pegilado en combinacién con ribavirina durante 48 semanas en pacientes que portan virus de genotipo 1 6 4 y
durante 24 semanas en los pacientes que portan virus de genotipo 2 6 3. El tratamiento combinado con ribavirina se
encontré que resultaba mas eficaz que la monoterapia con interferén alfa en pacientes con recaida tras uno o0 mas
cursos de terapia de interferén alfa, asi como en pacientes previamente no tratados. Sin embargo, la ribavirina
ejerce efectos secundarios significativos, incluyendo teratogenicidad y carcinogenicidad. Ademas, la ribavirina causa
anemia hemolitica que requiere reduccién de la dosis o interrupcion de la terapia de ribavirina en aproximadamente
10% a 20% de los pacientes, que puede relacionarse con la acumulacion de la ribavirina trifosfato en los eritrocitos.
Por lo tanto, para reducir el coste del tratamiento y la incidencia de sucesos adversos, resulta deseable ajustar el
tratamiento a una duracion mas corta sin comprometer la eficacia. Una "duracién de tratamiento” acortada para los
pacientes de genotipo 1 con interferén alfa pegilado con ribavirina podria ser, por ejemplo de 24 semanas. Una
duracion acortada del tratamiento para los pacientes de genotipo 1 con interfer6n alfa pegilado con ribavirina en
combinaciéon con un agente antivirico de accion directa podria ser de tan sélo 8 semanas, 12 semanas 0 16
semanas.

Tal como se utiliza en la presente memoria, las expresiones "alelo" y "variante alélica" se refieren a formas
alternativas de un gen, incluyendo intrones, exones, uniones de intron/exén y regiones 3' y/o 5' no traducidas que se
encuentran asociadas a un gen o partes del mismo. Generalmente los alelos ocupan el mismo locus o posicion en
cromosomas homélogos. En el caso de que un sujeto presente dos alelos idénticos de un gen, se dice que el sujeto
es homocigotico para el gen o alelo. En el caso de que un sujeto presente dos alelos diferentes de un gen, se dice
gue el sujeto es heterocig6tico para el gen. Los alelos de un gen especifico pueden diferir entre si en un Unico
nucleétido, o en varios nucleétidos, y pueden incluir sustituciones, deleciones e inserciones de nucledétidos.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "polimorfismo" se refiere a la coexistencia de mas de uan
forma de acido nucleico, incluyendo exones e intrones, 0 una parte (por ejemplo una variante alélica) de los mismos.
Una parte de un gen del que existen por lo menos dos formas diferentes, es decir, dos secuencias de nucleétidos
diferentes, se denomina regién polimérfica del gen. Una regién polimdrfica puede ser un Gnico nucleétido, es decir,
un "polimorfismo de un solo nucleétido”, o "PSN", la identidad del cual difiere en diferentes alelos. Una regién
polimérfica también puede presentar una longitud de varios nucleoétidos.

Se conocen numerosos métodos para la deteccion de polimorfismos y pueden utilizarse conjuntamente con la
presente invencion. Generalmente incluyen la identificacion de una o mas mutaciones en la secuencia de acidos
nucleicos subyacente, directamente (por ejemplo hibridacion in situ) o indirectamente (identificacion de cambios en
una molécula secundaria, por ejemplo secuencia de proteina o unién de proteina).

Un método bien conocido para detectar polimorfismos es la hibridacion especifica de alelo utilizando sondas que
solapan la mutacion o sitio polimérfico y que presentan aproximadamente 5, 10, 20, 25 6 30 nucledtidos circundando
la mutacion o region polimdrfica. Para la utilizacion en un kit se proporcionan, por ejemplo, varias sondas capaces de
hibridarse especificamente con variantes alélicas, tales como polimorfismos de un solo nucleétido, para el usuario, o
incluso se unen a un soporte de fase sélida, por ejemplo una perla o chip.

El polimorfismo de un solo nucleétido "rs12979860" se refiere a un PSN identificado por su nimero de acceso en la
base de datos de PSN (bdPNS, www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) y se localiza en el cromosoma humano 19 en la region
promotora del gen 1L28b.

Los resultados de este analisis de los datos de dos estudios multinacionales de gran tamafio (descritos en la seccion
de Ejemplos) confirman y extienden la notable asociacion entre los PSN en la regién IL-28 y RVS tras el tratamiento
con peginterferén mas ribavirina informada en primer lugar en Ge et al.'?. En el presente andlisis, el PSN superior
(rs1297980) se encontraba asociado tanto a RVT (p=5,0x10?%) y RVS (p=1,4x10?"). La inclusion de los pacientes
que consiguieron una RVS tras el tratamiento no sélo con peginterferén alfa-2a (40KD) mas ribavirina, sino también
bajo monoterapia con peginterferén alfa-2a (40KD) y la combinacion convencional de interferén mas ribavirina, asi
como la buena seleccion del gran subgrupo de no respondedores son fortalezas Unicas de este estudio.

El presente estudio permite generar varias sugerencias Unicas. En primer lugar, los presentes inventores sugieren
que el efecto de rs12979860 se ejerce mas probablemente sobre la RVT que sobre la RVS. Se observé una
asociacion con RVT, pero no con RVS, en no respondedores anteriores a la terapia y en pacientes tratados
mediante monoterapia con peginterferon alfa-2a (40KD) o interferon mas ribavirina convencional. Los presentes
inventores interpretan lo anterior en el sentido de que el mecanismo por el que actia este PSN se asocia a la rapida
caida en una primera fase de los niveles séricos de ARN del VHC y no con la caida mas lenta en una segunda fase
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o la renovacién de los hepatocitos. La caida en la primera fase del ARN del VHC es un fenémeno bien descrito que
se produce poco después del inicio de la terapia basada en interferén y se ha sugerido que es un indicador de la
sensibilidad de un paciente particular al interferon™®.

A continuacién, el chip particular utilizado en el presente estudio permitié clasificar la significancia de una serie de
PSN ademas de rs12979860, la totalidad de los cuales habian sido identificados en estudios anteriores®?*2%2,
Aunque se identificaron varios marcadores altamente significativos en la regiéon IL28b, ninguno de ellos se
encontraba significativamente asociado a la RVS tras el ajuste para rs1297980. S6lo un PSN (rs8099917) se
encontraba asociado de manera estadisticamente significativa con la RVT tras el ajuste para rs12979860; sin
embargo, la asociacion era tal que no se consideraria significativa tras el ajuste para comparaciones multiples.

Ademas, mediante el ajuste para rs12979860, los presentes inventores pudieron empezar a explorar las potenciales
interacciones entre genes que podrian afectar a la probabilidad de producir una respuesta virolégica. Tal como se ha
indicado anteriormente, no se retuvo ninguno de los demas PSN altamente significativos en la region 1L28b
identificados en el andlisis primario después de dicho procedimiento; sin embargo, se descubrié una serie de PSN
previamente no identificados, situados en el cromosoma 4.

Unos resultados consistentes obtenidos en varios estudios retrospectivos'***?>?3 incluyendo el presente, permiten
afirmar con confianza a los presentes inventores que los PSN en la regidon promotora de IL28b se encuentran
altamente asociados al resultado del tratamiento con terapia basada en interferén. Se ha sugerido que los cambios
en uno de los multiples promotores en esta region alteran la expresion hepética del interferén lambda. El interferén
lambda es un interferén de tipo Ill que induce una ruta de sefializacion que se solapa con la ruta Jak/Stat de
interferones de tipo | (incluyendo interferén alfa)24'26. Los presentes inventores han planteado la hipétesis de que en
pacientes con un PSN "permisivo"”, la infeccion por el VHC induce la produccion local de interferones, incluyendo los
interferones de tipo Il (tal como IL28). Lo anterior resulta en la expresion génica inducida por interferén en el higado.
Dicha hipétesis es consistente con informes anteriores de que los no respondedores a la terapia basada en
interferon han incrementado la expresion hepatica de los genes estimulados por interferon (GEI) en el higado antes
del inicio de la terapia y se encuentran en un aparente estado "pre-activado"27. Esta aparentemente paraddjica
relacion entre el nivel de induccién de GEI enddégeno y la posterior sensibilidad a la terapia basada en interferén no
ha sido explicada con claridad. Algunos investigadores han conjeturado que algunos de los efectos posteriores de la
induccién de GEI en un eje similar a la proteina quinasa PKR podrian suprimir la producciéon endégena de proteinas
mediante la fosforilacion del factor 2 alfa eucaridtico de inicio (IF2a_e) y resultar en hepatocitos que, al ser
refractarios a la estimulacion adicional por interferon exdgeno, son incapaces de atenuar adicionalmente la
produccion de proteinaszs. El ARN del VHC se traduce mediante un sitio interno de entrada ribosémica y es
parcialmente independiente de IF2a_e. De esta manera, la replicacién del ARN del VHC y el ensamblaje de viriones
adicionales puede continuar constantemente a pesar del estado "pre-activado"?®. Esta hipétesis explica por qué un
genotipo GWAS de baja sensibilidad se asocia a una carga virica mas baja que el genotipo mas tratable en el
andlisis de los presentes inventores, a pesar de los andlisis anteriores que sugieren que una carga virica de linea
base creciente es un indicador de resultados de tratamiento pobres”. La produccién enddgena de interferén
perjudica parcialmente la replicacion virica, pero simultdneamente altera la sintesis de proteinas de la célula
hdesped en estos pacientes. Podria existir un umbral por encima del cual las células huésped no pueden reducir
adicionalmente la produccién de proteinas o incrementar la estimulacion de GEI. De esta manera, el interferon
exogeno no puede incrementar la respuesta del huésped. Paradéjicamente, la administracion de interferon pegilado
exdgeno puede, sin embargo, "rescatar" pacientes que son menos sensibles al interferon enddégeno. El polimorfismo
genético podria desempefiar un papel en la expresion de GEl. Ello lleva a los presentes inventores a conjeturar que
finalmente podria resultar posible un tratamiento selectivo de la ruta del interferén para producir un perfil de GEI méas
favorable que resulte en la erradicacion del VHC.

Resulta todavia mas dificil explicar el posible mecanismo por el que un PSN en el cromosoma 4 se asocia a la RVS,
aunque no con la RVT. La explicacién mas sencilla podria requerir la participacion de un gen de esta regiéon en un
fendbmeno que se asocia exclusivamente a la RVS, tal como la renovacion de los hepatocitos. Podria participar
interacciones génicas adicionales huésped-huésped o huésped-virus en el mecanismo por el que ambos loci ejercen
sus efectos, y requieren una evaluacion cuidadosa adicional.

El descubrimiento de un locus de susceptibilidad al tratamiento de interferén en la regién IL28b presenta
implicaciones para la terapia con el estandar de cuidado (EDC) actual, es decir, peginterferén mas ribavirina. En el
futuro proximo, podria contemplarse que en algunos pacientes el genotipo IL28b se determine antes de iniciar la
terapia y que los pacientes se clasifiquen no sélo segun el genotipo del VHC, tal como se recomienda actualmente®,
sino también segun el genotipo humano. En contraste con el paradigma de tratamiento actual, el régimen de
tratamiento inicial se basa tanto en el genotipo virico como en el genotipo humano. El papel putativo de la ribavirina
en el presente contexto debera investigarse en futuros ensayos prospectivos.

Este descubrimiento también presenta implicaciones para los programas de desarrollo actualmente en marcha de
5
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agentes antiviricos de accién directa para la terapia del VHC. Los agentes antiviricos de accion directa ejercen
efectos antiviricos especificos que son independientes de la funcién inmunoldgica, pero se cree que por lo menos
algunas de las clases farmacoldgicas en desarrollo podria beneficiarse de un efecto inmunomodulador innato aditivo
(si no sinérgico). En efecto es probable que la terapia basada en interferén siga siendo el esqueleto del tratamiento
debido a que resulta necesaria para evitar la emergencia de VHC resistentes °_ El ARN del VHC codifica proteinas
especificas que podrian inhibir la induccién de interferones de tipo I. Por ejemplo, la proteasa NS3-4A del VHC
bloquea la produccién de interferon inducida por ARNdc mediante la interferencia con la fosforilacion del factor-3
regulador del interferon (FRI-3)3°. De esta manera, la proteasa NS3-4A es una diana terapéutica doble, cuya
inhibicion puede bloquear la replicacion virica y restaurar el control de FRI-3 de la replicacion del ARN del VHC.
Algunos inhibidores de proteasa, tales como el telaprevir, que presentan robustos efectos antiviricos en el caso de
gue se administren en combinacién con una segunda molécula pequefia o el estandar de cuidado, también inhiben
Isa funciones de proteasa por las que el VHC altera la respuesta de interferén del huésped. Es importante observar
si los resultados de tratamiento son similares al combinar agentes antiviricos de accion directa con peginterferon
mas ribavirina en pacientes con fenotipos de IL28b refractarios al interferon y sensibles al interferon. Posiblemente
los pacientes refractarios al interferon responderan a la triple terapia (agente antivirico de accién directo mas
peginterferon mas ribavirina) tal como si estuvieron bajo monoterapia con el agente antivirico de accion directa
Unicamente. Si éste es el caso, los pacientes con el fenotipo de 1L28b refractario al interferon podrian ser mucho
mas susceptibles a la seleccién de mutaciones de resistencia durante el tratamiento con un farmaco tal como
telaprevir®. Estas posibilidades sugieren escenarios en los que los pacientes con el PSN susceptible al interferén
(rs12979860) podrian beneficiarse del tratamiento abreviado con peginterferon y ribavirina, y aquellos con un
genotipo refractario al interferén podrian ser candidatos a duraciones de tratamiento extendidas y/o a regimenes de
tratamiento mas intensivos. Alternativamente, los regimenes de combinacion sin interferén de agentes antiviricos de
accion directa podrian resultar mas apropiados para pacientes con un genotipo refractario al interferén.

La base de datos Unica de los presentes inventores, que incluye una prueba de registro de terapia de peginterferén
alfa-2a mas ribavirina para los pacients que previamente habian sido no respondedores al estandar de cuidado con
un interferén pegilado, subraya la correlacion del PSN rs12979860 con la RVT y no con la RVS. En otras palabras,
este PSN define la sensibilidad del paciente al interferén y no la respuesta final a la terapia y, de esta manera, ayuda
a identificar los pacientes que con una u otra probabilidad produciran una RVS debido a su probabilidad de producir
una RVT. Es improbable que predigan una RVS independientemente de una RVT. Lo anterior presenta tremendas
implicaciones para la utilizacion de agentes antiviricos de accidn directa conjuntamente con interferén.

La utilizacion de factores predictivos genéticos de linea base para la sensibilidad del interferén permite personalizar
las terapias antiviricas de accion directa, asi como el estandar de cuidado con interferén. Los pacientes definidos
como de baja sensibilidad al interferén, es decir, dos alelos T en rs12979860, podrian ser candidatos pobres a
terapéuticos de molécula pequefia que se basan en los efectos aditivos o sinérgicos de rutas medidas por interferon
enddégeno o exdgeno, en particular en el caso de que estos se proporcionen en forma de agente Unico
conjuntamente con EDC. EIl problema podria ser que estos pacientes presentasen un riesgo incrementado de
desarrollar mutaciones de resistencia farmacoldgica como resultado de una monoterapia eficaz.

A la inversa, los pacientes con un fenotipo sensible al interferén, es decir, dos alelos C en rs12979860, serian
candidatos mejores a cursos mas cortos de terapia con Unicamente EDC, o en combinacion con moléculas
pequefias. La predisposicion genética de sensibilidad al interferén permite la "personalizacion” de la combinacion
con agentes antiviricos de accién directa. Los pacientes en los que se predice una sensibilidad aceptable al
interferon enddgeno podrian ser candidatos excelentes a farmacos que presentan su diana en funciones viricas,
tales como los inhibidores de proteasa, los cuales también presentan una funcién como inhibidores de la respuesta
al interferon endégeno, y peores candidatos para farmacos que reducen las cantidades de PAMP virico (patron
molecular asociado a patégeno, por ejemplo inhibidores de polimerasa), ya que estos podrian servir para alterar la
capacidad del paciente de facilitar su propia curacion mediante la sensibilidad al interferon endégeno. De manera
similar, los pacientes en los que se predice que presentan una baja sensibilidad al interferon podrian ser candidatos
para la terapia "quad" como primera linea de terapia (2 agentes antiviricos de accién directa, afiadidos a
peginterferon mas ribavirina), en comparacién con un agente antivirico de accion directa Gnicamente, o triple terapia
(EDC méas un AAD).

Ejemplos
Métodos

Recoleccién de muestras del paciente y criterios de valoracién virolégicos

Se analizaron muestras de un subgrupo de pacientes con hepatitis C crénica incluidos en dos ensayos de fase Il
multinacionales aleatorizados de gran tamano®'®. En un estudio, se asignaron aleatoriamente pacientes no
expuestos a interferén, a 48 semanas de tratamiento con peginterferon alfa-2a (40KD) solo 0 en combinacién con
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ribavirina, o a interferén alfa-2b convencional mas ribavirina®. Sélo los no respondedores a un curso previo de 12
semanas de peginterferon alfa-2b (12KD) mas ribavirina eran elegibles para el segundo ensayo, en el que se
asignaron aleatoriamente los pacientes a 48 6 72 semanas de tratamiento con un régimen de dosificacion estandar o
de induccién de peginterferén alfa-2a (40KD) (todos los pacientes recibieron una dosis estandar de ribavirina) 15. El
disefio del estudio, los criterios de inclusion y exclusion y los resultados principales de estos ensayos han sido
publicados en otros sitios**°.

Se almacenaron en el repositorio de muestras clinicas de Roche muestras de sangre de pacientes que habian
consentido en participar en analisis genéticos. Se extrajo el ADN en el repositorio de muestras clinicas de Roche y
se normalizé a 50 ng/ml. Las muestras inicialmente se sometieron a una comprobacion de calidad utilizando un
ensayo TagMan especifico del cromosoma Y (Applied Biosystems, Foster City, CA) con el fin de evaluar tanto la
calidad del ADN como la concordancia de género con los datos clinicos.

Los puntos finales virolégicos incluian la "respuesta viroldgica temprana” (RVT), definida como ARN del VHC
indetectable en suero (segun el ensayo Cobas Amplicor HCV Monitor, v2.0, limite de cuantificacion: 50 IU/ml), o una
caida >2-log en el nivel sérico de ARN del VHC entre la linea base y la semana 12 (segun el ensayo Cobas Amplicor
HCV v2.0, limite de deteccion: 600 1U/ml) y una "respuesta viroldgica sostenida" (RVS), definida como ARN del VHC
no detectable (<50 1U/ml) al final de un periodo de seguimiento sin tratamiento de 24 semanas.

En el andlisis de GWAS para la RVS, el grupo respondedor estaba compuesto de todos los pacientes de genotipo 1
con RVS de la poblacién de estudio nunca expuestos a interferén. El grupo de no respondedores estaba compuesto
de: 1) todos los pacientes de genotipo 1 sin RVS de la poblacion de estudio retados nuevamente con tratamiento de
interferon pegilado, 2) los pacientes de genotipo 1 no RVS de la poblacion de estudio nunca expuestos a interferon
tratados con interferén pegilado con ribavirina.

Por lo tanto, se excluyeron del andlisis de los presentes inventores todos los respondedores de la poblacion de
estudio retados nuevamente con interferén pegilado.

En el andlisis de GWAS para la RVT, el grupo con RVT estaba compuesto de todos los pacientes de genotipo 1 con
RVT de la poblacion de estudio nunca expuesta a interferén. El grupo sin RVT estaba compuesto de: 1) todos los
pacientes de la poblacion de pacientes retada nuevamente con interferén pegilado, y 2) por los pacientes de
genotipo 1 sin RVT tratados con interferon pegilado + ribavirina de la poblacién de estudio nunca tratados.

Se llevaron a cabo analisis exploratorios adicionales en el PSN de la region IL28b de origen caucasico segun
informacién de los propios pacientes en pacientes que no eran de genotipo 1, y en cada ensayo separadamente (ver
mas informacion en la seccion de resultados).

Andlisis de datos genotipicos

Se genotiparon las muestras para 1.016.423 marcadores en el Infinium® HD Assay Super lllumina®, utilizando chips
HumanOmnil Quad (v1.0) y un escaner iScan. Se llevo a cabo un control de calidad inicial para calibrar a cero los
PSN corrigiendo los resultados discordantes entre réplicas, el exceso de heterocigosidad, la baja tasa de respuesta
(<0,95), la separacion de agrupaciones, la puntuacién GenTrain, las intensidades y la anchura de agrupacion. Un
total de 25 muestras no pasaron las comprobaciones de calidad iniciales o los posteriores intentos de genotipado.
Tras el control de calidad, se generaron 1.002.139 PSN con resultados de genotipo. Se calcul6 niumero de PSN por
cada cromosoma, la distribuciéon de frecuencias alélicas y el equilibrio de Hardy-Weinberg para la poblacién de
origen caucasico segun propia informacién del paciente.

Andlisis estadistico

Se evaluaron en un modelo univariante de regresion logistica las asociaciones entre la respuesta virologica (RVT o
RVS) y variables de linea base (edad, indice de masa corporal [IMC], nivel de ARN del VHC y cociente ALT,
introducidos como variables continuas, y sexo, genotipo del VHC, diagndstico histolégico [presencia o ausencia de
cirrosis] y raza, introducidos como variables categoricas).

Se utilizé la regresion logistica (PROC LOGISTIC, SAS v.9.2) para las asociaciones entre PSN individuales y la
respuesta/no respuesta tras el ajuste para IMC, sexo, edad, carga virica, cociente ALT y componentes de analisis de
componentes principales (PCA) de linea base.

El analisis de la ascendencia se bas6 en la PCA tal como proponen Purcell et al.’®, utilizando una base de datos de
ascendientes creada utilizando la poblacion global ("pgt"). Se suplementé la poblacién global con fundadores del
HapMap de fase lll procedentes de 11 grupos de sujetos étnicamente diversos y se analizaron en SAS JMP
Genomics (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Se compararon los componentes de PCA con y sin valores atipicos.
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Se definieron los valores atipicos como los individuos con ascendencia que se encontraba alejada por lo menos en 6
desviaciones estandares de la media en uno de los diez ejes principales de variacion inferidos.

Los PSN que se encontraban en los cromosomas X e Y o en ADN mitocondrial fuero excluidos conjuntamente con
los PSN que no se encontraban genotipados en los fundadores HapMap de fase Il (nimero de version 27) o que se
encontraban en regiones con un desequilibrio de ligamiento conocidamente elevado (Chr5, 44-51.5Mb, Crom. 6, 24
a 36 Mb; Crom. 8, 8 a 12 Mb; Crom. 11, 42 a 58 Mb; Crom. 17, 40 a 43 Mb). Los PSN restantes se adelgazaron
utilizando PLINK'® con un tamafio de ventana de 1.000, r’<0,25 y un desplazamiento de ventana de 100.

La asociacién entre respuesta virolégica (RVT y RVS) y los PSN individuales se sometié a ensayo mediante analisis
de regresion logistica. Se llevaron a cabo ajustes para las caracteristicas de linea base (IMC, sexo, edad, nivel de
ARN del VHC de linea base, cociente ALT y componentes de la PCA). Se evalué la significancia mediante pruebas
de cociente de probabilidad (PCP).

Se definio el modelo nulo de la manera siguiente:

Respuesta virolégica=IMC + sexo + edad + nivel de ARN del VHC + cociente ALT +
componentes de PCA

En el modelo nulo se supuso que el efecto genético de los PSN era cero.

Se definio el modelo alternativo de la manera siguiente:

Respuesta virolégica=IMC + sexo + edad + nivel de ARN del VHC + cociente ALT +
componentes de PCA + PSN

Se compararon las estimaciones de maxima probabilidad para cada modelo alternativo (es decir, con PSN) con el
modelo nulo correspondiente (es decir, sin PSN) utilizando las PCP, que presenta una distribucién chi cuadrado y
grados de libertad iguales al nimero de pardmetros diferentes. Se introdujeron los PSN en el modelo como variables
continuas (0, 1 y 2). Los componentes de la PCA representaban los cinco componentes principales en las
poblaciones analizadas. Se analizaron modelos similares en la poblacion de origen caucéasico segun propia
informacién y en la poblacion que no presentaba genotipo 1.

Se calcul6 el desequilibrio de ligamiento (DL) de PSN significativos (p<10) en la regién de IL-28 de la poblacién
caucasica "pgt". Se gener6 un gréfico de DL de r’ en Haploview v4.1"", infiriendo los bloques de DL mediante el
método de Gabriel et al.*®

Resultados

Se disponia de muestras para un total de 406 pacientes nunca expuestos a tratamiento y 426 pacientes que no
habian respondido a un curso anterior de tratamiento con peginterferon alfa-2b (12KD). El analisis de la RVT se
basé en datos de 800 pacientes, incluyendo 363 individuos (45%) que habian producido una RVT y 437 individuos
(55%) que no habian producido una RVT. El andlisis de la RVS se basé en datos de 663 pacientes, incluyendo 245
individuos (37%) que habian producido una RVT y 418 individuos (63%) que no habian producido una RVS. Las
caracteristicas de linea base de los pacientes incluidos en el andlisis de la RVT y la RVS se muestran en la Tabla 1.

Los modelos univariantes de regresion logistica de los factores de linea base mostraron que el genotipo del VHC
(p=1,50x10%), la edad (5,80x10®), el cociente LAT (p=7,50x10"°), la raza (p=9,20x107), el IMC (p=4,70x107) y el
diagndstico histolc'JTqico (p:1,30x10'5) se encontraban significativamente asociados a la RVT, y que el genotipo del
VHC (p:4,30x10'2 ), la edad (p:5,50x10'18), el cociente ALT (p:2,10x10‘8), la raza (p:2,10x10'8), el diagnostico
histologico (p:5,40x10'7), la IMC (p:7,20x10'6) y el nivel de ARN del VHC (p=0,0022) se encontraban
significativamente asociados a la RVS. Cabe indicar que sexo no se encontraba significativamente asociado a RVT
ni a RVSy el nivel de ARN del VHC no se encontraba significativamente asociado al RVS.

Resultados de GWAS en la poblacidén global de genotipo 1

Se excluyé un total de 4 muestras analizadas para genotipo debido a los elevados coeficientes de parentesco
(indicativos de un grado de parentesco elevado). El analisis de los datos de los pacientes de genotipo 1 incluyé 627
pacientes con estado de RVT conocido (215 respondedores [34,3%] y 412 no respondedores [65,7%]) y 516
pacientes con estado de RVS conocido (128 respondedores [24,8%] y 388 no respondedores [75,2%)]).

Los resultados de asociacion genoémica para la RVS y la RVT se presentan segin cromosoma en la figura 1. Se
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identificé una serie de valores de p altamente significativos en la regién de IL-28 en el cromosoma 19. Los graficos
de cuantil-cuantil demostraron que los valores de p esperados y observados concuerdan estrechamente, con la
excepcion de unas cuantas desviaciones grandes de los valores de p asociados al cromosoma 19 (figura 2). El
andlisis de regresion logistica de la RVS y la RVT reveld 12 y 19 PSN, respectivamente, con p<10~ (Tabla 2).

Los 6 PSN superiores asociados a RVS y RVT, respectivamente, eran idénticos y se encontraban dentro de la
region de IL-28 del cromosoma 19. Los dos PSN suPerlores para RVS y RVT eran rs12979860 (p=1, 4x107° y
p=5,0x10 2 , respectivamente) y rs12980275 (p=5,8x10"" y p=4, 9x1072 respectlvamente) De los seis PSN restantes
asociados a la RVS (Tabla 2), ninguno se encontraba asociado a la RVT ninguno se localizada en el cromosoma 19
y cuatro (rs943897, rs17671102, rs4961441 y rs1892723) eran asociaciones espurias debido al nimero reducido de
observaciones en la rara clase de homocigotos (BB<10 individuos). De los 13 PSN restantes asociados a la RVT
(Tabla 2), ninguno se encontraba asociado a la RVS, s6lo uno (rs4803223) se encontraba situado en el cromosoma
19, y dos (rs1189800 y rs4975629) podrian ser asociaciones espurias.

Los andlisis de regresion logistica de todos los PSN con p<10'5 para cualquier modelo de RVS y RVT se muestran
en la Tabla 3 para la poblacion total y para el subgrupo de origen caucésico segin informacion del propio paciente.
Al repetir los andlisis tras el ajuste para el efecto de rs12979860, ninguno de los marcadores se encontraba
significativamente asociado a la RVS y sélo un marcador se encontraba significativamente asociado a la RVT
(rs8099917, p=0,0130).

La posterior investigacion del desequilibrio de ligamiento entre PSN en la region de IL-28 presentada en la Tabla 3
demuestra una agrupacion con un grado elevado de desequilibrio de ligamiento (entre rs12979860 y rs12980275,
r’=0 ,98) y una segunda agrupacion de PSN posteriores que comprendia rs12980275, rs12979860, rs8109886 y
rs8099917 (figura 3).

Los resultados gendmicos para la RVS tras el ajuste para rs12979860 se muestran en la figura 1c. Los resultados
del analisis de regresion logistica para la RVS tras eI ajuste para rs12979860 y la inclusiéon de no respondedores
adicioanles revelé 10 PSN adicionales con p<10 (Tabla 4). Resulta interesante que tres de los cinco mas
prominentes (rs10009948, rs10023606 y rs7673763) se encuentran situados en el cromosoma 4. Curiosamente
estos se asociaban exclusivamente a la RVS y no a la RVT.

Andlisis exploratorio de rs12979860 en la poblacién de origen caucasico segun informacién del propio paciente

Con el fin de caracterizar y entender mejor la asociacion entre IL28b, los presentes inventores en primer lugar
exploraron la asociacion entre rs12979860 en no genotipo 1 en la poblacion de origen caucasico segun informacion
del propio paciente. Con el mismo modelo de regresion logistica que en GWAS, se observd una asociacion
marginalmente significativa entre RVS y el niumero de alelos C de rs12979860 (OR=1,88, IC al 95%=[0,97, 3,67],
p=0,06) con un error nominal de tipo 1 de 5%. De manera similar, se observo una asociacién significativa entre RVT
y el nimero de alelos C de rs12979860 (OR=2,27, IC al 95% [1,12, 4,70], p=0,02).

Ademas, los presentes inventores describen la asociacion entre rs12979860 en los dos ensayos separadamente. En
la poblaciéon nunca tratada, se observé una asociacién entre RVT y el alelo C de rs12979860, con una OR de
practicamente 5 (OR=4,98, IC al 95% [2,35, 10,53], p=2,6x10° ) La asociacion se observa constantemente en los
tres estratos de tratamiento.

En la poblacion de pacientes en los que fracaso la terapia de interferon pegilado, no se encontrd ninguna asociacion
con la respuesta virica sostenida. Sin embargo, persistia una asociaciéon con rs12979860 al comparar RVT (N=185)
y no RVT (N=154) (OR=1,91, [1,22, 2,96], p=0,003). La asociacién era independiente de: la carga virica en la linea
base, el género, la edad, el tratamiento y el cociente ALT.
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TABLA 1
Andlisis de RVT (N=800) Andlisis de RVS (N=663)
No RVT (N=437) | RVT (N=363) | No RVS (N=418) | RVS (N=245)

Sexo Femenino, N (%) 144 (33,0) 107 (29.5) 132 (31,6) 78 (31,8)

Masculino, N (%) 293 (67,0) 256 (70.5) 286 (68,4) 167 (68,2)
Edad media + SD, afios 48,14 + 8,89 41,97 £ 9,54 48,07 + 9,03 40,87 £ 9,51
IMC medio + SD, kg/m” 28,12+54 26,51 +5,41 28,16 + 5,21 26,15 + 5,64
Raza/etnicidad, n (%)
Caucésico 392 (89,7) 288 (79,3) 369 (88.3) 196 (80,0)
Negro 39 (8,9) 10 (2,8) 37 (8,9 5(2,0)
Oriental 5(1,1) 38 (10,5) 6 (1,4) 31(12,7)
Otro 1(0,2) 27 (71,4 6(1,4) 13 (5,3
Cociente ALT media + SD 2,21+1,48 3,09 +2,25 2,29+1,49 3,25+25
Diagnostico histologico, n (%)°
Sin cirrosis 324 (74,1) 316 (87,1) 307 (73,4) 222 (90,6)
Cirrosis 111 (25,4) 47 (12,9) 109 (26,1) 23 (9,4
Genotipo del VHC, n (%)
1 412 (94,3) 215 (59,2) 388 (92,8) 128 (52,2)
No 1 25 (5,7) 148 (40,8) 30 (7,2) 117(47,8)
ARN del VHC sérico, IU/ml x 10° 48+58 6,3 +8,0 50+6,0 6,2+8,38
a. Diagndstico histologico ausente para 2 no respondedores de RVT/RVS
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TABLA 2

Resultados del andlisis de regresion logistica de RVS y RVT en la poblacién global de genotipo 1 que muestra todos
los PSN con p<10'5 en el andlisis primario

Cromosoma; RVS RVT
’ o . o . a
PSN gen N° de pacientes Alelo valor [ OR;a95 N° de pacientes Alelo valor ?CRai
(localizacién) | AA | AB | BB | (MAF) | dep | %Cl | AB | AB | BB | (MAF) | dep | gio
rs129 19; 1L28B . 1,4 x 0,11; . 0,15;
7986 (UTR 5 102 341 100 (%'Q) 10- 0,07- 139 317 171 (é;fé) 518,(_),3( 0,1-
0 flanqueante) ! 21" 0,19 ! 0,23
rs129 1 19; IL288B 31 AG |581x | 215 37 | 10| AG | 490x | 218
8027 (UTR 3 116 7 83 ©0.47) | 10-18 0,09- 156 1 0 (0,46) 1023 0,12-
5 flanqueante) ’ 0,24 ’ 0,26
19; ) .
rs810 LOC441849 169 27 73 A.C 2,22 X g’ggi 200 32 | 10 A.C 1,55 g’éi
9886 (UTR 3 4 (0,41) | 10-14 : 7 | 0| (42| 10" :
7,44 5,85
flanqueante)
19; 0,20; 0,23;
rs809 LOC441849 26 A:C 5,75 x e 30 A:C 4,92 x o
9917 | (UTR3 | 2¥® | 0o 3| (020) | 1023 | %12 | 282} 5 | 43 ] 031y | 107 | O
0,32 0,33
flanqueante)
rs129 19; 1L28B . 0,26; . 0,22;
7299 (UTR 3 201 247 41 (66\'3C4) i’OO-?.())( 0,17- 260 381 49 (OAIB%) 1]:328 0,15-
1 flanqueante) ' 0,41 ’ 0,31
19;
y 0,36; 0,37;
rs955 LOC728942 23 G:A 2,19 x P 27 GA 9,77 X P
155 utrRs | 20| 3 | ¥ | o3y | 107 | 2B 300 4 193 03 | 10" | %%
0,53 0,52
flanqueante)
rso49 | © IEL(J)'IC':I;MSZ'Gl soa | 0] o | GA | 107x g’gg
3897 flanqueante) 3 (0.12) | 10-6 5,51
rs176 17; MS12 . 4,26;
7110 (UTR 3 443 | 68 4 (Cc);t)A7) 1]’_](')8_;6)( 2,36-
2 flanqueante) ' 7,68
rs986 3; SUMF1 308 19 18 A.C 2,49 x i’ggi
4595 (intrén) 0 (0,22) | 10-6 ’
4,07
rs496 |  9; COorf39 Ac |262x| 99%
v 479 | 34 3 : ' 0,00-
1441 (intrén) (0,04) 10-6 17.25
rs189 22; PIWIL3 AG 6,72 x 4.63;
2723 | (codificante) | 4% [ %1 | 1 | (0,05) | 10-6 é’%%‘
s11s | VUTENR | g 28 12| As | esex | oo
8442 flanqueante) 6 | 6| ©4n | 106 0,67
19; 0,36;
rs480 LOC441849 372 22 29 AG 1,35 x 0’25:
3223 (UTR &' 6 (0,23) | 107 ’
0,53
flanqueante)
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Tabla 2 (continuacion)

Resultados del andlisis de regresion logistica de RVS y RVT en la poblacion global de genotipo 1 que muestra todos los

PSN con p<10'5 en el andlisis primario

RVS RVT
Cromoso
ma; gen 5 - T S .
PSN (localizac N® de pacientes Alelo valor %Rai N® de pacientes Alelo \rhzlg OR? IC
., 0,
ion) A | AB | BB (MAF) | dep 95% A B BB (MAF) o al 95%
15;
C150rf32 338 | 043
rsstéig (UTR 3' 418 | 184 | 24 (()Ai%) X 0,29-
flanquea ’ 10°® 0,63
nte)
8 , 484 | 1,88
rszzgf TACC1 227 | 303 | 97 (g'f) X 1,43-
(coding) ‘ 10° 2,48
14;
LOC4401 .
rs1898 | 80 (UTR ac | 20| 005
0 5 581 | 42 4 | oon | X 0,01-
’ 10°® 0,39
flanquea
nte)
3;
LOC6436
, 670 | 0,52:
rs:fgz 34 (SL,JTR 206 | 250 | 72 (()Aég) x | 038
: 10°® 0,69
flanquea
nte)
7 7.03
rs5015 ' CA ’ 2,29;
ZCWPW 455 | 159 | 13 X €95
755 | 1 (introm) (015) | 5o | 15933
10, . 706 | 045
rs:jfo ADAM12 411 | 191 | 25 ((/?'1%) x1 | 031
(intron) ’ 0° 0,65
16; ) 7,26 1,92;
rs;‘:gs CNTNAP 203 | 264 | 60 ((?éAl) X 1,44-
4 (UTR) ’ 10° | 256
8 729 187;
r52183275 TACC1 237 | 208 | 92 ((()3'3A8) X 1,41-
(intron) ’ 10°® 2,46
16, 796 | 187;
rzllfg‘ CNTNAP 275 | 276 | 76 (0C'3A4) x10° | 1,41-
4 (intron) ’ 8 2,46
5, 532 | 92 3 836 ,
4975 | o orio cA | 20| 028
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629 (cds- (0,08) 6 0,13-0,5
synon)
7 8,74
rs3807 | ZCWPW 160 12 GA ’x 2,29;
475 1(5 (0.15) | ;o6 | 1.59-3.3
UTR)

Tabla 2 (continuacién)

Resultados del anaI|S|s de regresion logistica de RVS y RVT en la poblacion global de genotipo 1 que muestra todos los

PSN con p<10 en el andlisis primario

RVS RVT
Cromosoma,; NC de
SNP gen . N° de pacientes a
(localizacion) pacientes Alelo | valor | OR% IC al Alelo | valor %Raf
(MAF) | dep | 95% (MAF) | dep | g2y
AA | AB | BB AA | AB | BB 0
) ) 0,41,
157597795 | 21 COLBA3 425 | 182 | 20 | NG | 210X 1 557
(intrén) (0.18) | 10 0,62

IC al 95%-=intervalo de confianza al 95%; MAF=frecuencia alélica menor; OD=cociente de probabilidades;
PSN=polimorfismo de un solo nucleétido a. Un OR>1 indica que la probabilidad de RVS o RVT se incrementa a medida
gue se incrementa el niumero de copias del alelo menor. A la inversa, una OR<1 indica que la probabilidad de RVS o RVT

se reduce a medida que se reduce el nimero de copias del alelo m

enor.

TABLA 3

Resultados del andlisis de regresion logistica en la poblacion global de genotipo 1 que muestra todos los PSN en la region

IL28 con p<10 para RVS o RVT en el analisis primario

RVS RVT
Nueva definicion . Nueva .

Andlisis primario | de no f;]tljgtgz;dgo%opara Andlisis primario | definicion de no ,r’-\sjtljgtgz;dgo%gara
PSN respondedores respondedores

Todo Todo Todo Todo Todo Todo

s los | Caucds | s los | Caucas | s los | Caucds | s los | Caucas | s los | Caucéds | s los | Caucé

pacie | ico pacie | ico pacie | ico pacie | ico pacie | ico pacie | sico

ntes ntes ntes ntes ntes ntes

5,00 3,13

rs12979 14 x|182 x|[695x]| 209 x ! _ | 8,78 x ’ - 3,32 x
860 102 10°%° 1010 107 NA NA %(6 10 102 1(6 10 102 NA NA
rs12980 ig?llsx 666 x|133x|170 x|0898 | oo 3'9(1)0. 7.05 x fz’sfo. 254 x| 0,477 | 0,603
275 s 1076 10" | 10™ 0 : 23 102 2 10% 0 3
rs81098 | 2,22x | 1,45 x|160x | 4,84 x| 0,939 05251 )1(‘5?0. 1,76 X )2(’710. 161 x| 0,372 | 0,235
86 10 | 10™ 10" | 10" 6 : 1 10 1 10" 2 4
580999 | 575x | 555 x [ L71x | 1,70 x | 0,123 | (oo i'gfo. 1,89 x i’ofo. 444 x| 0013 | 0,037
17 102 | 10™ 10 | 10™° 8 : 17 10" 17 107 0 9
rs12972 | 2,05x | 8,40 x| 8,76 x| 1,30 x | 0,646 0.6463 )1(‘4ir>0. 7,50 X i’ggo. 1,44 x| 0,044 | 0,094
991 10" | 10™ 107 10°® 4 : 18 108 18 10" 9 9
rs95515 | 2,19 | 622 x [ 1,04x [ 144 x | 0967 | [ oo NPT 08 x|131 [1,03 x|0622 | 0647
5 107 107 10° 10°® 7 ’ 10 10° x10° | 10° 4 1
rs48032 | 2,06 x | 8,67 x| 7,38 x | 8,77 x | 0,903 0.9058 1,35 155 x| 2,23 7,14 x| 0,165 | 0,164
23 10° | 10° 10° | 10° 5 ’ x10° | 10° x10° | 107 0 8
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rs12974 | 0,002 | 0,0019 | 0,002 | 0,0013 | 0,774 | o <on | 661 | 272 x|237 | 113 x |0305 |0316

792 51 06 6 2 : x10° | 10° x10° | 10° 7 9

rs11672 | 0,001 | 0,0010 | 0,000 | 0,0007 | 0,649 | joo0e | 462|301 x|156 |123 x |0271 |0,306

479 17 94 3 0 : x10° | 10° x10° | 10° 8 8
TABLA 4

Resultados principales (PSN con p<10~) de la regresién logistica de RVS en la poblacién global de genotipo 1 utilizando el
modelo complementario que incluia el ajuste para rs12979860 en la poblacién con no respondedores adicionales.

Cro Localizaci valor Cocie N
PSN Posicién Gen?® < _a Alelos nte de | MAF | NAA | NAB
m. on dep N BB
prob.
2.06E- | 387
rs10009948 | 4 | 88555708 | - - AG ' @3, |o013 |401 |101 |14
07
6,51)
9,76e- | 934
rs6950645 | 7 | 103360672 | RELN | intron AG o ©021, |027 279 |193 |a1
0,54)
1,408- | 985
rs10908429 |1 | 152977528 | KCNN3 | intrén GA |2 022, | 028 |263 |214 |39
0,56)
234E- | 332
rs10023606 | 4 | 88538319 | - - AC ' 202 |014 [382 |123 |11
06
5,47)
393e- | 321
1s7673763 |4 | 88568046 | NUDT9 | intrén CA o (1,96, | 014 |384 |117 |15
5,27)
UTR3 o, | 044
rs11158442 | 14 | 62198792 | KCNH5 | flanqueant | A:G o ©3 |047 |153 |236 |126
e 0,64)
UTR 3 0,41
1s1552243 |5 | 125872994 | CRAMD | fonqueant | A:G 565E- | 028 | 043 |184 |221 |111
3 06
e 0,62)
6.20e- | 931
1s2299219 |7 | 86255781 | GRM3 | intron AG o ©18 |02 |[333 |162 |21
0,53)
6,78E- | %34
1s2646130 | 16 | 83510852 | - - AG ! 021, | 025 |289 |197 |30
06
0,56)
UTR 3 0.43
rs11953659 |5 | 125893989 ﬁ"DHm flanqueant | A:G géggE‘ 029, | 046 |168 |226 | 122
e 0,64)

*OR>1 indica que, a medida que el numero de copias del alelo menor se incrementa, un individuo presentara una
probabilidad incrementada de respuesta *OR<1 indica que, a medida que el nimero de copias del alelo menor se
incrementa, un individuo presentara una probabilidad reducida de respuesta a. Los valores de gen faltante y de localizacién
no se encontraban en la base de datos del NCBI
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<212> ADN
<213> Homo Sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (27) .. (27)
<223>rindicaaog

<400> 1
ctgtatcaaa aaaaaaagca agtattraga atccagtacc ctgatcccac ac 52

<210>SECIDn°2
<211>52

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (27).. (27)
<223>kindicagot

<400> 1
gtttcaatga taacttccta gaaaatkaat aactatgata ccactttaag aa 52

<210>SECIDn°3
<211>52

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (27) .. (27)
<223>kindicagot

<400> 1
ttaaaatttt gctttitaaa acacctkaag tctgttgct aattttgata aa 52
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REIVINDICACIONES

1. Método para predecir la respuesta virolégica sostenida de un sujeto humano infectado por VHC al
tratamiento de interferén, que comprende: proporcionar una muestra de dicho sujeto humano, detectar la presencia
de un un polimorfismo de un solo nucledtido en el cromosoma 4 y determinar que dicho sujeto presenta una elevada
probabilidad de respuesta virolégica sostenida al tratamiento de interferén en el caso de que se encuentre presente
dicho polimorfismo de un solo nucleétido, en el que dicho polimorfismo de un solo nucleétido es una G en
rs10023606, que presenta la secuencia ilustrada en SEC ID n° 2.

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicho sujeto se encuentra infectado por VHC de genotipo 1.
3. Método segun las reivindicaciones 1 y 2, en el que dicho tratamiento de interferén comprende un

tratamiento seleccionado de entre el grupo que monoterapia con peginterferén alfa-2a, peginterferén alfa-2a con
ribavirina o interferén alfa-2b con ribavirina.
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Fig. 1B
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Fig. 1C

RVS tras el ajuste para rs12979860
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Fig. 2A
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Fig, 2B
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