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DESCRIPCION
Método de prondstico de la enfermedad intestinal inflamatoria
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La enfermedad intestinal inflamatoria (Ell), que se observa en todo el mundo y afecta a millones de personas, es la
expresion colectiva para referirse a tres trastornos gastrointestinales de etiologia desconocida: enfermedad de Crohn
(EC), colitis ulcerosa (CU) y colitis indeterminada (Cl). La Ell, conjuntamente con el sindrome del intestino irritable
(SIl), afectara a la mitad de los estadounidenses a lo largo de su vida, con un coste superior a 2600 millones de
dolares para la Ell y de mas de 8.000 millones de dolares para el Sll. Un determinante principal de estos elevados
costes médicos es la dificultad para diagnosticar las enfermedades digestivas y el progreso de las mismas. El coste
de la Ell y el SlI se ve incrementado por la productividad perdida, ya que las personas que sufren estos trastornos
faltan al trabajo por lo menos 8 dias mas anualmente que la media nacional.

La enfermedad intestinal inflamatoria presenta muchos sintomas en comudn con el sindrome del intestino irritable,
entre ellos el dolor abdominal, la diarrea crénica, la pérdida de peso y los célicos, dificultando en extremo el
diagnostico definitivo. De los 5 millones de personas que se sospecha que sufren de Ell, sélo se diagnostica Ell en 1
millén. La dificultad del diagnéstico diferencial de la Ell y la determinacion de su resultado dificulta el tratamiento
precoz y efectivo de estas enfermedades. De esta manera, existe una necesidad de métodos de ensayo rapidos y
sensibles para pronosticar la gravedad de la Ell.

El documento n® WO 2010/056682 describe métodos para la prediccion de la enfermedad intestinal inflamatoria (Ell)
utilizando marcadores séricos.

El documento n® WO 2008/109782 da a conocer métodos para diagnosticar y predecir la progresion de la
enfermedad de Crohn utilizando marcadores genéticos.

El documento n°® WO 2008/141148 se refiere a métodos de diagnéstico o prediccion de la susceptibilidad a la
enfermedad de Crohn mediante la determinacion de la presencia o ausencia de variantes genéticas.

El articulo de Konstantinos P. et al. informa de asociaciones fenotipicas y genéticas de la anti-flagelina (CBirl) con la
enfermedad de Crohn (Inflammatory Bowel Diseases 13(5):524,530, 1 de mayo de 2007).

Mow et al. informan de la asociacion de respuestas de anticuerpos a antigenos microbianos y complicaciones de la
enfermedad de Crohn en el intestino delgado (Gastroenterology 126(2):414-424, 1 de febrero de 2004).

En un articulo por el Western Regional Pediatric IBD Research Alliance se informa de que una reactividad
inmunolégica incrementada predice una enfermedad Crohn complicada agresiva en nifios (Clinical Gastroenterology
and Hepatology 6(10):1105-1111, 1 de octubre de 2008).

El articulo de Devlin et al. informa de variantes de NOD2 (por el inglés "Nucleotide-binding Oligomerization Domain
2") y la respuesta de anticuerpos a antigenos microbianos en pacientes de enfermedad de Crohn y sus parientes no
afectados (Gastroenterology 132(2):576-586, 19 de febrero de 2007).Landers C.J. et al. informan de que la pérdida
de tolerancia seleccionada puede ponerse de manifiesto en respuestas inmunolégicas asociadas a la enfermedad de
Crohn frente a autoantigenos y antigenos microbianos (Gastroenterology 123:689-699, 1 de enero de 2002).

Targan S.R. et al. informan de que los anticuerpos contra la flagelina CBirl definen una respuesta Unica que se
encuentra independientemente asociada a enfermedad de Crohn complicada (Gastroenterology 128(7):2020-2028, 7
de junio de 2005).

El documento n°® US 2008/131439 se refiere a métodos, sistemas y cédigo para clasificar con exactitud si una
muestra de un individuo se asocia a la enfermedad intestinal inflamatoria (Ell) o a un subtipo clinico de la misma.

El documento n® WO 2006/063093 da a conocer una respuesta sérica elevada a flagelina CBirl en los pacientes de
enfermedad de Crohn.

El documento n® US2006/154276 se refiere a métodos de diagnéstico de enfermedad intestinal inflamatoria (Ell) o
de diferenciacion entre la enfermedad de Crohn (EC), la colitis ulcerosa (CU) y la colitis indeterminada (Cl) en un
individuo mediante la utilizacion de una combinacién de aprendizaje de clasificadores estadisticos basados en la
presencia o nivel de uno o mas marcadores de Ell en un muestra del individuo. Dubinsky M.C. et al. informan de que
las respuestas inmunoldgicas séricas predicen una progresion rapida de la enfermedad en nifios con enfermedad de
Crohn y que las respuestas inmunoldgicas predicen la progresién de la enfermedad (The American Journal of
Gastroenterology 101(2):360-367, febrero de 2006).

Aunque se han realizado avances en el diagnostico preciso de subtipos clinicos de Ell, en la actualidad no existen
métodos para determinar su pronoéstico. De esta manera, existe una necesidad de métodos de prondstico mejorados
para individuos diagnosticados de Ell, de la gravedad de la enfermedad y de si el individuo respondera a la terapia.
Debido a que el 70% de los pacientes de EC finalmente necesitaran una operacion quirdrgica Gl, es importante la
capacidad de prediccién de aquellos pacientes que necesitaran cirugia en el futuro. La presente invencion satisface
esta necesidad y también proporciona ventajas relacionadas.

BREVE DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un método para ayudar en el pronéstico de la enfermedad de Crohn (EC) en un
individuo diagnosticado de EC, comprendiendo dicho método:
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(a) analizar una muestra obtenida de dicho individuo para determinar la presencia, el nivel o el genotipo de una
combinacién de marcadores séricos y marcadores genéticos, en el que dichos marcadores séricos comprenden
inmunoglobulina A anti-Saccharomyces cerevisiae (IgA-AASC), inmunoglobulina G anti-Saccharomyces
cerevisiae (IgG-AASC), un anticuerpo anti-proteina C de la membrana externa (anti-OmpC, 'OmpC' por el inglés
"Outer-membrana porin C"), un anticuerpo anti-CBir-1, un anticuerpo anti-I2 y un anticuerpo perinuclear anti-
neutrdfilo citoplasmatico (ANACPp) y en el que dichos marcadores genéticos comprenden SNP8 (R702W), SNP12
(G908R) y SNP13 (3020InsC) en el gen NOD2,
(b) aplicar un analisis de cuartiles a dichos marcadores séricos con el fin de obtener una puntuacién de suma de
cuartiles (PSC) para dicho individuo mediante:

(b1) la conversion del nivel de los marcadores séricos IgA-AASC, 1gG-AASC, anti-OmpC, un anticuerpo anti-

CBir-1 y un anticuerpo anti-12 en una puntuacion de cuartil,

(b2) la conversion del estado del marcador sérico ANACp en una puntuacion de cuartil invertida, en la que un

estado positivo de este marcador se convierte en un "1" y un estado negativo de este marcador se convierte

enun"4"y

(b3) la suma de dicha puntuacion de cuartil para cada uno de dichos marcadores séricos, y
(c) ayudar en el pronoéstico de la EC mediante la determinacion del riesgo de que dicho individuo desarrolle una
complicacién de EC durante el tiempo, seleccionando dicha complicacion de EC de entre el grupo que consiste
de enfermedad estenosante interna, enfermedad penetrante interna y una combinacion de las mismas, en la que
dicho riesgo se determina comparando dicho PSC y el genotipo de dichos marcadores genéticos para dicho
individuo con un modelo serogenético que proporciona una probabilidad acumulada de desarrollo de una
complicacion de EC durante el tiempo, en el que dicho modelo serogenético se deriva mediante la aplicacion de
un andlisis de regresion logistica a las puntuaciones de suma de cuartiles obtenidas de la presencia o nivel de
dichos marcadores séricos y el genotipo de dichos marcadores genéticos determinado en una cohorte
retrospectiva con resultados conocidos de EC.

La muestra puede seleccionarse de entre el grupo que consiste de suero, plasma, sangre completa y heces.

Los marcadores séricos utilizados en el método comprenden ademas un anticuerpo antineutréfilo, un anticuerpo
anti-Saccharomyces cerevisiae, un anticuerpo antimicrobiano, una proteina de fase aguda, una apolipoproteina, una
defensina, un factor de crecimiento, una citoquina, una cadherina y una combinacién de los mismos.

El anticuerpo anti-neutrofilo puede comprender un anticuerpo anti-citoplasma de neutréfilo (ANAC).

El anticuerpo antimicrobiano puede comprender un anticuerpo antiflagelina.

La presencia o el nivel de cada uno de dichos marcadores séricos puede detectarse con un ensayo de hibridacion,
un ensayo basado en la amplificacién, un inmunoensayo o un ensayo inmunohistoquimico.

El marcador genético utilizado en el método puede comprender ademds por lo menos uno de los genes indicados en
las Tablas 1A-1E.

El genotipo de dichos marcadores genéticos puede detectarse mediante genotipado para la presencia o la ausencia
de dicho polimorfismo de un solo nucleétido (PSN).

El modelo serogenético puede construirse con PSC, duracion de la enfermedad y la mutacion SNP 13 como factores
predictivos y estado de complicacion como el resultado, en el que dicho modelo serogenético preferentemente se
ilustra en la figura 38b.

El modelo serogenético puede comprender una tabla de consulta o grafico.

La tabla o gréafico de consulta puede proporcionar una probabilidad acumulada de que dicho individuo desarrolle o
no dicha complicacién de EC durante el tiempo.

La tabla o grafico de busqueda puede proporcionar una probabilidad acumulada de que dicho individuo necesite
cirugia o no necesite cirugia durante el tiempo, en el que dicha cirugia preferentemente es cirugia del intestino
delgado.

El método de la invencion puede comprender ademas la recomendacion de un curso de terapia para dicho individuo
basada en dicha comparacion de dicho PSC y el genotipo de dichos marcadores genéticos de dicho individuo con
dicho modelo serogenético.

Otros objetivos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion resultaran evidentes para el experto en la materia
a partir de la descripcion detallada y figuras siguientes.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 ilustra un diagrama de la fisiopatologia de la Ell.

La FIG. 2 ilustra un arbol de decision ejemplar de Ell en el que se utiliza el panel pronéstico de Ell descrito en la
presente memoria (1) para predecir el curso de la enfermedad y (2) para realizar un seguimiento y predecir la
respuesta a la terapia.

La FIG. 3 ilustra un sistema de clasificacion de enfermedades (SCE).

La FIG. 4 ilustra un informe de laboratorio ejemplar que utiliza una escala de grises o de color para la
visualizacién y magnitud del comportamiento y/o pronéstico de enfermedad.

La FIG. 5 ilustra otro informe de laboratorio ejemplar que utiliza una escala de grises o de color para la
visualizacion y magnitud del comportamiento y/o pronéstico de enfermedad.

La FIG. 6 ilustra un informe de laboratorio ejemplar con potencial de adicién de caracteristicas de la enfermedad
asi como marcadores de ensayo, genéticos y de resultado predictivo, que mejora las capacidades diagndsticas y
prondsticas.

La FIG. 7 ilustra un grafico radial para la visualizacion de la magnitud a modo de un indicador de comportamiento
y/o pronéstico de enfermedad.

La FIG. 8 ilustra mediciones de biomarcador cuantitativas en serie (MBCS) en combinacién con la 'ponderacion’
en la determinacion del curso de la enfermedad en respuesta al tratamiento.

La FIG. 9 ilustra la separacion de muestras en normales, EC y CU basandose en la concentracion de ASA.

La FIG. 10 ilustra la separacion de muestras en normales, EC y CU basandose en la concentracion de PCR.

La FIG. 11 ilustra la distribucién de los pacientes de EC en subgrupos con PSC.

La FIG. 12 ilustra el analisis de Kaplan-Meier basado en los niveles de biomarcadores séricos.

La FIG. 13 ilustra el analisis de Kaplan-Meier basado en PSC de actividad sérica.

La FIG. 14 ilustra una curva de titulacion anti-CBirl ejemplar.

La FIG. 15 ilustra una curva de titulacion anti-OmpC ejemplar.

La FIG. 16 ilustra una curva de calibracion ejemplar para 2.

La FIG. 17 ilustra una curva de calibracion ejemplar para 12 con estandares.

La FIG. 18 ilustra un patron ejemplar de los estandares utilizando una curva de calibracién nominal.

La FIG. 19 ilustra un diagrama del porcentaje de complicaciones.

La FIG. 20 ilustra un diagrama del porcentaje de cirugias.

La FIG. 21 ilustra que la identificacion precoz de marcadores reduce el riesgo.

La FIG. 22 ilustra un diagrama que muestra las complicaciones mostradas con un Unico marcador.

La FIG. 23 ilustra un diagrama que muestra las cirugias mostradas con un Gnico marcador.

La FIG. 24 ilustra un diagrama que muestra el porcentaje de cirugias.

La FIG. 25 ilustra un gel desnaturalizante con tres preparaciones de antigeno GST-I2.

La FIG. 26 ilustra un diagrama que muestra la distribucion de valores de PSC para todas las muestras evaluadas
en el Ejemplo 16.

La FIG. 27 ilustra un diagrama que muestra la distribucion de valores de PSC para todas las muestras con
fenotipos no complicados tal como se indica en el Ejemplo 16.

La FIG. 28 ilustra un diagrama que muestra la distribucion de valores de PSC para todas las muestras con
fenotipos complicados tal como se indica en el Ejemplo 16.

La FIG. 29 ilustra un diagrama que muestra la distribucién de duraciones para todas las muestras evaluadas en
el Ejemplo 16.

La FIG. 30 ilustra un diagrama que muestra las duraciones de las muestras con un fenotipo de complicacién tal
como se indica en el Ejemplo 16.

La FIG. 31 ilustra un diagrama que muestra las duraciones de las muestras con un fenotipo de no complicacion
tal como se indica en el Ejemplo 16.

La FIG. 32 ilustra un modelo de regresion logistica de tipo salvaje que muestras las probabilidades predichas por
el modelo para un abanico de valores de PSC y de duracion tal como se indica en el Ejemplo 16.

La FIG. 33 ilustra un modelo de regresion logistica serogenético que muestra las probabilidades predichas por el
modelo para un abanico de valores de PSC y de duracién tal como se indica en el Ejemplo 16.

La FIG. 34 ilustra la correspondencia de complicaciones predichas (en el eje Y) y complicaciones reales (en el
eje X) tal como se indica en el Ejemplo 16.

La FIG. 35 ilustra una curva de COR ejemplar generada utilizando las probabilidades informadas mediante los
célculos de validacién cruzada tal como se indican en el Ejemplo 16.

La FIG. 36 ilustra una curva de COR ejemplar con lineas trazadas en 73% de sensibilidad y especificidad tal
como se indica en el Ejemplo 16.

La FIG. 37 ilustra las distribuciones de puntuacion de suma de cuartiles (PSC) segun estado de complicacion:
enfermedad complicada y no complicada.

La FIG. 38 ilustra las predicciones de los modelos de regresion logistica séricos y serogenéticos.

(A) El modelo de regresion logistica sérico se construyé con PSC y duracion de la enfermedad como factores
predictivos y estado de complicacién como el resultado. Se utilizd este modelo para predecir la probabilidad de
complicacién para un abanico de PSC (6-24) y de duraciones (1-40).

(B) El modelo de regresion logistica serogenético se construyé con PSC, duracion de la enfermedad y mutacion
SNP13 como factores predictivos y estado de complicacion como el resultado. Se utiliz6 este modelo para
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predecir la probabilidad de complicacién para un abanico de PSC (6-24) y de duraciones (1-40), en presencia de
mutacion SNP13.

La FIG. 39 ilustra una comparacion entre las tasas predichas y observadas de complicacién segun categoria
(decil). Las predicciones se agruparon en categorias y se compararon con las tasas observadas de complicacion
para cada categoria. El nimero de pacientes en cada grupo de categoria de prediccién fue: O en la categoria O-
10%; 13 en la categoria >10-20%; 49 en la categoria >20-30%; 54 en la categoria >30-40%; 64 en la categoria
>40-50%; 74 en la categoria >50-60%; 83 en la categoria >60-70%; 85 en la categoria >70-80%; 112 en la
categoria >80-90%; 76 en la categoria >90-99%, y 9 en la categoria >99%.

La FIG. 40 ilustra una curva caracteristica de operador-receptor (COR) para predicciones de validacion cruzada.
Se generaron probabilidades utilizando una validacion cruzada dejando uno fuera para generar repetidamente
una regresion logistica sérica y serogenética.

La FIG. 41 ilustra un diagrama que muestra la velocidad de la puntuacién de suma de cuartiles durante el tiempo.
La FIG. 42A ilustra un gel que confirma la expresion del antigeno GST-I2. La FIG. 42B ilustra un gel que confirma
la presencia del antigeno GST-12 en la muestra desnaturalizada (DEN). La FIG. 42C ilustra un gel que confirma
la presencia del antigeno GST-I2 en la muestra filtrada (FIL).

La FIG. 43 ilustra un gréafico de una curva de estandares para muestras con controles tal como se indica en el
Ejemplo 20.

La FIG. 44A ilustra un ELISA anti-I2 que utiliza un anticuerpo monoclonal (McAb) contra GST y un antigeno
GSTI2 replegado. La FIG. 44B ilustra un ELISA anti-12 que utiliza neutravidina y un antigeno GSTI2 replegado
biotinilado.

DESCRIPCION DETALLADA
I. Introduccién

La presente exposicion se basa, en parte, en el inesperado descubrimiento de que la precisién del diagndstico o
pronostico de la Ell o de la prediccion de una respuesta a una agente terapéutico de la Ell puede mejorarse
sustancialmente mediante la deteccion de la presencia, nivel o genotipo de determinados marcadores en una
muestra bioldgica de un individuo. De esta manera, se dan a conocer plataformas diagndsticas y prondsticas
basadas en un panel sérico y/o genético de marcadores.

La figura 1 es una ilustracion de la fisiopatologia de la Ell, que ilustra que en determinados casos, un paciente
presenta una predisposicion genética, un defecto mucosal del sistema inmunoldgico, una inflamaciéon luminal
(respuesta inmunoldgica incrementada a antigenos microbianos entéricos), una funcién de barrera que se encuentra
comprometida, o una combinacion de los mismos. La figura 2 es una ilustracion de un arbol de decision de la Ell.

Se dan a conocer métodos y sistemas para mejorar el diagnéstico y pronéstico de la CU y la EC. En determinados
casos, los métodos en la presente memoria predicen con exactitud "CU similar a EC", una enfermedad que es
conocido que resulta muy dificil de diagnosticar y de predecir su resultado. En un aspecto, los métodos descritos en
la presente memoria utilizan multiples marcadores serolégicos, de proteinas y/o genéticos, solos 0 en combinacion
con uno 0 mas algoritmos u otros tipos de analisis estadistico, para proporcionar a los médicos informacién
diagnostica o prondstica valiosa. En algunos aspectos los métodos y sistemas proporcionan una indicacién de la
respuesta proyectada de un paciente a la terapia biolégica. En otros aspectos, los métodos y sistemas utilizan
multiples marcadores (por ejemplo serolégicos, de proteinas y/o genéticos) conjuntamente con andlisis estadisticos
(por ejemplo andlisis de cuartiles) para proporcionar un valor prondstico mediante la identificacion de los pacientes
con una enfermedad complicada o un riesgo de desarrollar complicaciones de la enfermedad (por ejemplo
enfermedad estenosante interna o penetrante interna) y/o una necesidad de intervencién quirirgica, ayudando
simultaneamente en la evaluacion de la tasa de progresion de la enfermedad. En determinados otros casos, los
métodos permiten la clasificacion de la gravedad de la enfermedad a lo largo de un continuo de subgrupos de Ell, y
no meramente como EC o CU. Ademas, los métodos guian en las decisiones terapéuticas de los pacientes que
presentan una enfermedad avanzada. En aspectos adicionales, la utilizacién de mdltiples marcadores (por ejemplo
séricos, proteicos y/o genéticos) proporciona la capacidad de distinguir los respondedores de los no respondedores
y guia en las opciones terapéuticas iniciales (por ejemplo si prescribir o no un tratamiento agresivo), con el potencial
de modificar el comportamiento de la enfermedad.

En determinados casos, los métodos y sistemas comprenden una etapa que presenta una "transformacion” o
"aparato” asociado a la misma. Por ejemplo, puede llevarse a cabo una técnica de ELISA para medir la presencia o
el nivel de concentracion de muchos de los marcadores descritos en la presente memoria. Un ELISA incluye la
transformacion del marcador, por ejemplo un autoanticuerpo, en un complejo entre el marcador (por ejemplo el
autoanticuerpo) y un agente de union (por ejemplo antigeno), que seguidamente puede medirse con un anticuerpo
secundario marcado. En muchos casos, el marcaje es un enzima que transforma un sustrato en un producto
detectable. La medicion del producto detectable puede llevarse a cabo utilizando un lector de placas, tal como un
espectrofotometro. En otros casos se determinan marcadores genéticos utilizando diversas técnicas de
amplificacion, tales como la PCR. Las etapas del método, incluyendo la amplificacion, tal como la PCR, resultan en
la transformacion de cadenas sencillas o dobles cadenas de acidos nucleicos en multiples cadenas para la
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deteccién. La deteccion puede incluir la utilizacion de un fluoréforo, la cual se lleva a cabo utilizando un aparato tal
como un fluorimetro.

Il. Definiciones

Tal como se utiliza en la presente memoria, los términos y expresiones siguientes presentan los significados
asignados a los mismos, a menos que se indique lo contrario.

El término "clasificar" incluye "asociar" o "categorizar" una muestra o un individuo con un estado de enfermedad o
pronostico. En determinados casos, "clasificar" se basa en la evidencia estadistica, la evidencia empirica, o en
ambas. Se da a conocer que los métodos y sistemas de clasificacion utilizando un conjunto de muestras
denominado de entrenamiento de los individuos con estados de enfermedad o prondsticos conocidos. Tras su
establecimiento, el grupo de datos de entrenamiento sirve de base, modelo o plantilla frente a la que se comparan
las caracteristicas de una muestra desconocida de un individuo, a fin de clasificar el estado de enfermedad
desconocido o proporcionar un pronostico del estado de enfermedad del individuo. En algunos casos, "clasificar" es
igual a diagnosticar el estado de enfermedad y/o diferenciar el estado de enfermedad de otro estado de enfermedad.
En otros casos, "clasificar" es igual a proporcionar un prondstico del estado de enfermedad en un individuo
diagnosticado con el estado de enfermedad.

La expresion "enfermedad intestinal inflamatoria” o "EIlI" incluye trastornos gastrointestinales tales como, por
ejemplo, la enfermedad de Crohn (EC), la colitis ulcerosa (CU) y la colitis indeterminada (Cl). Las enfermedades
intestinales inflamatorias (por ejemplo EC, CU e CI) se distinguen de todas los demas trastornos, sindromes y
anormalidades del tracto gastroentérico, incluyendo el sindrome del intestino irritable (Sll). Se hace referencia a la
publicacion de patente US n° 2008/0131439, titulada "Methods of Diagnosing Inflammatory Bowel Disease" [Métodos
de diagnéstico de enfermedad intestinal inflamatoria].

El término "muestra” incluye cualquier espécimen biolégico obtenido de un individuo. Entre las muestras adecuadas
se incluyen, aunque sin limitacion, sangre completa, plasma, suero, saliva, orina, heces, lagrimas, cualquier otro
liquido corporal, muestras de tejido (por ejemplo biopsia) y extractos celulares de las mismas (por ejemplo un
extracto celular de globulos rojos). Se da a conocer que la muestra es una muestra de suero. La utilizacién de
muestras, tales como suero, saliva y orina es bien conocida de la técnica (ver, por ejemplo, Hashida et al., J. Clin.
Lab. Anal. 11:267-86, 1997). El experto en la materia apreciara que pueden diluirse muestras tales como muestras
de suero, antes del andlisis de los niveles de marcador.

El término “marcador” incluye cualquier marcador bioquimico, marcador sérico, marcador genético u otra
caracteristica clinica o ecografica que pueda utilizarse en el diagnéstico de la Ell, en la prediccion del curso probable
y resultado de la Ell, y/o en la prediccion de la probabilidad de recuperacion de la enfermedad. Entre los ejemplos no
limitativos de dichos marcadores se incluyen marcadores séricos tales como un anticuerpo anti-neutréfilo, un
anticuerpo anti-Saccharomyces cerevisiae, un anticuerpo antimicrobiano, una proteina de fase aguda, una
apolipoproteina, una defensina, un factor de crecimiento, una citoquina, una cadherina, una molécula de adhesién
celular; marcadores genéticos tales como NOD2/CARD15, y combinaciones de los mismos. Se da a conocer que los
marcadores se utilizan en combinacién con un andlisis estadistico para proporcionar un diagnéstico o prondstico de
la Ell en un individuo. En determinados casos, el diagnéstico puede ser Ell o un subtipo clinico de la misma, tal
como la enfermedad de Crohn (EC), la colitis ulcerosa (CU) o la colitis indeterminada (CI). En determinados otros
casos, el prondstico puede ser la necesidad de cirugia (por ejemplo la probabilidad o el riesgo de requerir cirugia del
intestino delgado), el desarrollo de un subtipo clinico de EC o CU (por ejemplo la probabilidad o el riesgo de ser
susceptible de una EC o CU de un subtipo clinico particular, tal como el subtipo de EC estenosante, penetrante o
inflamatoria), el desarrollo de uno o mas factores clinicos (por ejemplo la probabilidad o el riesgo de ser susceptible a
un factor clinico particular), el desarrollo de cancer intestinal (por ejemplo la probabilidad o el riesgo de ser
susceptible a cancer intestinal) o la recuperacion de la enfermedad (por ejemplo la probabilidad de remisién).

La expresién “perfil de marcadores” incluye uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas
marcadores diagndsticos y/o pronésticos, en la que los marcadores pueden ser marcadores séricos, marcadores
proteicos, marcadores genéticos y similares. El perfil de marcadores conjuntamente con un analisis estadistico
puede proporcionar a los médicos y profesionales del cuidado de la salud informacion diagnéstico y prondstica
valiosa. Se da a conocer que el perfil de marcadores con opcionalmente un analisis estadistico proporciona una
respuesta proyectada a la terapia biolégica. Mediante la utilizacién de mdultiples marcadores (por ejemplo séricos,
proteicos, genéticos, etc.) conjuntamente con andlisis estadisticos, los ensayos descritos en la presente memoria
proporcionan un valor diagndstico, prondstico y terapéutico mediante la identificacion de los pacientes con Ell o un
subtipo clinico de la misma, la prediccion del riesgo de desarrollar una enfermedad complicada, la asistencia en la
evaluacion de la tasa de progresion de la enfermedad (por ejemplo la tasa de progresién a enfermedad o cirugia
complicada) y la asistencia en la seleccion de la terapia.

La expresion “perfil prondstico” incluye uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas marcadores

de un individuo, en la que los marcadores pueden ser marcadores séricos, marcadores proteicos, marcadores

genéticos y similares. Un analisis estadistico transforma el perfil de marcadores en un perfil pronéstico. Un analisis
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estadistico preferente es una puntuacion de cuartiles y la puntuacion de cuartiles para cada uno de los marcadores
puede sumarse para generar una puntuacion de suma de cuartiles.

La expresion “modelo prondstico” incluye modelos séricos, modelos genéticos, modelos serogenéticos y una
combinacion de los mismos. En un aspecto preferente, se lleva a cabo un andlisis retrospectivo en una cohorte de
resultados de enfermedad conocidos con complicaciones conocidas y se llevan a cabo procedimientos quirdrgicos.
En un aspecto, puede llevarse a cabo un analisis de regresion (por ejemplo regresion logistica) de la presencia o
nivel de concentracién de uno o mas marcadores séricos y/o del genotipo de uno 0 mas marcadores genéticos para
desarrollar un modelo prondéstico. El modelo puede ilustrarse o representarse en, por ejemplo, una tabla de consulta,
grafico u otro medio de visualizacién. A continuacion, puede compararse un perfil pronéstico de un individuo con un
modelo prondstico y determinarse el pronéstico (por ejemplo el riesgo o la probabilidad de desarrollar una
complicacion con el tiempo).

La expresion “perfil terapéutico” incluye uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas marcadores
de un individuo, en la que los marcadores pueden ser marcadores séricos, marcadores proteicos, marcadores
genéticos y similares. Un analisis estadistico transforma el perfil de marcadores en un perfil terapéutico. Un analisis
estadistico preferente es una puntuacion de cuartiles y la puntuacion de cuartiles para cada uno de los marcadores
puede sumarse para generar una puntuacion de suma de cuartiles.

La expresion “modelo terapéutico” incluye modelos séricos, modelos genéticos, modelos serogenéticos y una
combinacién de los mismos. En un aspecto preferente, se lleva a cabo un andlisis retrospectivo en una cohorte de
resultados terapéuticos conocidos con terapias conocidas, entre las que se incluyen agentes biolégicos, esteroides,
farmacos convencionales y procedimientos quirdrgicos realizados. En un aspecto, puede llevarse a cabo un andlisis
de regresion (por ejemplo regresion logistica) de la presencia o nivel de concentracién de uno o mas marcadores
séricos y/o del genotipo de uno o mas marcadores genéticos para desarrollar un modelo terapéutico. EI modelo
puede ilustrarse o representarse en, por ejemplo, una tabla de consulta, grafico u otro medio de visualizacion. A
continuacién puede compararse un perfil terapéutico de un individuo con un modelo terapéutico y determinarse la
terapia (por ejemplo estrategias ascendentes (“step up”), o descendentes o (“top down”)).

La expresion “perfil de eficacia” incluye uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas marcadores
de un individuo, en la que los marcadores pueden ser marcadores séricos, marcadores proteicos, marcadores
genéticos y similares, y en la que cada uno de los marcadores cambia con la administracion terapéutica. En
determinados casos, se compara el perfil de marcadores con el perfil de eficacia con el fin de evaluar la eficacia
terapéutica. En determinados aspectos, el perfil de eficacia es equivalente al perfil de marcadores, pero en el que los
marcadores se miden posteriormente en el tiempo. En determinados otros aspectos, el perfil de eficacia corresponde
a un perfil de marcadores de pacientes de Ell que respondieron a un agente o farmaco terapéutico particular. En
estos aspectos, las similitudes o diferencias entre el perfil de marcadores de ensayo y el perfil de eficacia de
referencia indican si ese farmaco particular resulta adecuado o inadecuado para el tratamiento de la Ell. En
determinados casos, uno o mas marcadores son mas indicativos de eficacia que el diagndstico o el prondéstico. De
esta manera, puede existir una correlacion uno-a-uno de los marcadores diagnéstico o prondsticos en el perfil de
marcadores en comparacion con los marcadores en el perfil de eficacia, aunque ello no resulta necesario.

El término "individual”, "sujeto", o "paciente" tipicamente incluye seres humanos, aunque incluye también otros
animales, tales como, por ejemplo, otros primates, roedores, caninos, felinos, equinos, ovinos, porcinos y similares.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos”
incluye una secuencia de aminoacidos que es similar, aunque no idéntica, a la secuencia de aminoacidos natural.
Por ejemplo, una secuencia de aminoacidos, es decir, un polipéptido, que presenta sustancialmente la misma
secuencia de aminoacidos que una proteina 12 puede presentar una o0 mas modificaciones, tales como adiciones,
deleciones o sustituciones de aminoacidos respecto a la secuencia de aminoacidos de la proteina I2 natural, con la
condicion de que el polipéptido modificado conserve sustancialmente por lo menos una actividad bioldgica de 12, tal
como la inmunorreactividad. La comparaciéon para similitud sustancial entre las secuencias de aminoacidos
habitualmente se lleva a cabo con secuencias de entre aproximadamente 6 y 100 residuos, preferentemente de
entre aproximadamente 10 y 100 residuos, y mas preferentemente de entre aproximadamente 25 y 35 residuos. Una
modificacién particularmente Gtil de un polipéptido, o de un fragmento del mismo, es una modificaciéon que confiere,
por ejemplo, una estabilidad incrementada. La incorporacion de uno o mas D-aminoacidos es una modificacién util
para incrementar la estabilidad de un polipéptido o fragmento de polipéptido. De manera similar, la delecién o la
sustitucion de residuos de lisina puede incrementar la estabilidad mediante la proteccion del polipéptido o fragmento
de polipéptido frente a la degradacion.

La expresion “factor clinico” incluye un sintoma en un individuo que se asocia a la Ell. Entre los ejemplos de factores
clinicos se incluyen, aunque sin limitacién, diarrea, dolor abdominal, célicos, fiebre, anemia, pérdida de peso,
ansiedad, depresion y combinaciones de los mismos. Se da a conocer que un diagndéstico o pronéstico de la Ell se
basa en una combinacion del analisis de una muestra obtenida de un individuo para determinar la presencia, el nivel
0 el genotipo de uno o mas marcadores mediante la aplicacion de uno o mas analisis estadisticos y la determinacién
de si el individuo presenta uno o mas factores clinicos.
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Se da a conocer que los métodos se utilizan tras diagnosticar Ell en el individuo. Sin embargo, en otros casos, los
métodos pueden utilizarse para diagnosticar la Ell o pueden utilizarse como una “segunda opinién” en el caso de
que, por ejemplo, se sospeche de Ell o haya sido previamente diagnosticada utilizando otros métodos. La expresién
“diagnéstico de EII” incluye la utilizacion de los métodos y sistemas descritos en la presente memoria para
determinar la presencia o la ausencia de EIll en un individuo. La expresion incluye ademas evaluar el nivel de
actividad de la enfermedad en un individuo. Se da a conocer que se utiliza un analisis estadistico para diagnosticar
una forma leve, moderada, grave o fulminante de Ell basandose en los criterios desarrollados por Truelove et al., Br.
Med. J. 12:1041-1048, 1955. Se da a conocer que se utiliza un analisis estadistico para diagnosticar una forma leve,
moderada a grave, o grave a fulminante de Ell basandose en los criterios desarrollados por Hanauer et al., Am. J.
Gastroenterol. 92:559-566, 1997. El experto en la materia conocera otros métodos para evaluar la gravedad de la Ell
en un individuo.

En determinados casos, los métodos se utilizan para pronosticar la progresion de la Ell. Los métodos pueden
utilizarse para monitorizar la enfermedad, tanto la progresién como la regresion. La expresion "monitorizar la
progresion o regresion de la EIllI" incluye la utilizaciéon de los métodos y perfiles de marcadores para determinar el
estado de la enfermedad (por ejemplo la presencia o la gravedad de la Ell) de un individuo. En determinados casos
se comparan los resultados de un andlisis estadistico con los resultados obtenidos para el mismo individuo en un
tiempo anterior. En algunos aspectos, los métodos, sistemas y codigo también pueden utilizarse para predecir la
progresion de la Ell, por ejemplo determinando una probabilidad de que la Ell progrese rapidamente o lentamente en
un individuo basandose en la presencia o el nivel de por lo menos un marcador en una muestra. En otros aspectos,
los métodos, sistemas y cédigo también pueden utilizarse para predecir la progresién de la Ell, por ejemplo
determinando una probabilidad de que la Ell progrese rapidamente o lentamente en un individuo basandose en la
presencia o el nivel de por lo menos un marcador en una muestra.

La expresion “monitorizacion de la eficacia de un farmaco en un individuo que recibe un farmaco Gtil para tratar la
Ell” incluye la determinacién de un perfil de marcadores, solo o en combinacién con la aplicacién de un analisis
estadistico, con el fin de determinar el estado de la enfermedad (por ejemplo la presencia o la gravedad de la Ell) de
un individuo tras la administracion de un agente terapéutico para tratar la Ell.

La expresion “terapia optimizadora en un individuo que presenta Ell” incluye la utilizacién de los métodos y un perfil
de marcadores para determinar el curso de la terapia para un individuo antes de administrar un agente terapéutico
(por ejemplo un farmaco para la Ell) o para ajustar el curso de la terapia para un individuo después de administrar un
agente terapéutico, con el fin de optimizar la eficacia terapéutica del agente terapéutico. En determinados casos se
comparan los resultados de un analisis estadistico con los resultados obtenidos para el mismo individuo en un
tiempo anterior durante el curso de la terapia. De esta manera, una comparacion de los resultados proporciona una
indicacion de la necesidad de cambiar el curso de la terapia o una indicacion de la necesidad de incrementar o
reducir la dosis del curso actual de terapia.

La expresién “curso de terapia” incluye cualquier enfoque terapéutico administrado para alivar o prevenir uno o mas
sintomas (es decir, factores clinicos) asociados a la Ell. La expresién “curso de terapia” comprende administrar
cualquier compuesto, farmaco, procedimiento o régimen util para mejorar la salud de un individuo con Ell e incluye
cualquiera de los agentes terapéuticos (por ejemplo agentes biolégicos y farmacos convencionales para la Ell)
indicados en la presente memoaria, asi como la cirugia. El experto en la materia apreciara que el curso de la terapia o
la dosis del curso actual de terapia pueden modificarse, por ejemplo basandose en los resultados obtenidos
mediante la aplicacion de un andlisis estadistico.

La expresion “cantidad o dosis terapéuticamente eficaz” incluye una dosis de un farmaco (por ejemplo un agente
biolégico o farmaco convencional para la Ell) que es capaz de conseguir un efecto terapéutico en un sujeto que lo
requiere. Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente eficaz de un farmaco til para tratar la Ell puede ser la
cantidad que es capaz de prevenir o aliviar uno 0 mas sintomas asociados a la Ell. La cantidad exacta puede ser
determinable por un experto en la materia utilizando técnicas conocidas (ver, por ejemplo, Lieberman,
Pharmaceutical Dosage Forms (vols. 1-3, 1992); Lloyd, The Art, Science and Technology of Pharmaceutical
Compounding, 1999; Pickar, Dosage Calculations, 1999, y Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20a
edicién, 2003, Gennaro, Ed., Lippincott, Williams & Wilkins).

El término “gen” se refiere al segmento de ADN que participa en la produccién de una cadena polipeptidica; incluye
regiones que preceden o siguen a la region codificante, tales como el promotor y la regiéon 3' no traducida,
respectivamente, asi como secuencias intermedias (intrones) entre los segmentos codificantes individuales (exones).

El término “genotipo” se refiere a la composicion genética de un organismo, incluyendo, por ejemplo, si un
organismo diploide es heterocigético u homocigético para una o mas alelos variantes de interés.

El término “polimorfismo” se refiere a la incidencia de dos o mas secuencias alternativas determinadas

genéticamente o alelos en una poblacién. Un “sitio polimérfico” se refiere al locus en el que se produce la

divergencia. Los sitios polimérficos preferentes presentan por lo menos dos alelos, observandose cada uno a una
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frecuencia particular en una poblacion. Un locus polimérfico puede ser de tan sélo un par de bases (es decir, un
polimorfismo de un solo nucleétido o PSN). Entre los marcadores polimérficos se incluyen polimorfismos de longitud
de fragmentos de restriccion, un nimero variable de repeticiones en tandem (NVRT), regiones hipervariables,
minisatélites, repeticiones dinucledtidas, repeticiones trinucledtidas, repeticiones tetranucleétidas, repeticiones de
secuencia simple y elementos de insercién tales como Alu. El primer alelo identificado se considera arbitrariamente
el alelo de referencia y los otros alelos se consideran los alelos alternativos, “alelos variantes” o “varianzas”. El alelo
observado con mayor frecuencia en una poblacién seleccionada en ocasiones se denomina alelo “de tipo salvaje”.
Los organismos diploides pueden ser homocigéticos o heterocigéticos para los alelos variantes. El alelo variante
puede producir 0 no una caracteristica bioquimica o fisica observable ("fenotipo™) en un individuo que porta el alelo
variante. Por ejemplo, un alelo variante puede alterar la actividad enzimatica de una proteina codificada por un gen
de interés.

Los términos “ARNmiI”, “microARN” o “miR” se utilizan intercambiablemente e incluyen moléculas de ARN de cadena
sencilla de 21 a 23 nucle6tidos de longitud, que regulan la expresion génica. Los ARNmi estan codificados por genes
a partir de cuyo ADN son transcritos, aunque los ARNmi no se traducen a proteinas (ARN no codificante); por el
contrario, cada transcrito primario (un ARNprimi) es procesado para formar una estructura corta de tallo-bucle
denominada pre-ARNmi y finalmente en un ARNmi funcional. Los miR maduros son parcialmente complementarios a
una o mas moléculas de ARN mensajero (ARNm) y su funcién principal es regular negativamente la expresién
génica. Se dan a conocer aplicaciones tanto diagndsticas como terapéuticas.

En el andlisis de cuartiles, existen tres nimeros (valores) que dividen un rango de datos en cuatro partes iguales. El
primer cuartil (también denominado ‘cuartil inferior’) es el nimero por debajo del cual se encuentra el 25 por ciento
de los datos inferiores. El segundo cuartil (la ‘mediana’) divide el rango por la mitad y presenta el 50 por ciento de los
datos por debajo del mismo. El tercer cuartil (también denominado ‘cuartil superior’) presenta el 75 por ciento de los
datos debajo del mismo y el 25 por ciento superior de los datos por encima del mismo. A modo de ejemplo no
limitativo, el analisis de cuartiles puede aplicarse al nivel de concentracién de n marcador, tal como un anticuerpo u
otro marcador proteico indicado en la presente memoria, de manera que a un nivel de marcador en el primer cuartil
(<25%) se le asigna un valor de 1, a un nivel de marcador en el segundo cuartil (25-50%) se le asigna un valor de 2,
a un nivel de marcador en el tercer cuartil (51%-<75%) se le asigna un valor de 3 y a un nivel de marcador en el
cuarto cuartil (75%-100%) se le asigna un valor de 4.

Tal como se utiliza en la presente memoria, “puntuacién de suma de cuartiles” o "PSC" incluye la suma de
puntuaciones de cuartiles para todos los marcadores de interés. A modo de ejemplo no limitativo, una puntuacién de
suma de cuartiles para un panel de 6 marcadores (por ejemplo séricos, proteicos y/o genéticos) puede encontrarse
comprendida entre 6 y 24, en la que a cada uno de los marcadores individuales se le asigna una puntuacion de
cuartil de entre 1 y 4 basandose en la presencia o la ausencia del marcador, el nivel de concentracion del marcador
o el genotipo del marcador.

lIl. Descripciones

Se dan a conocer métodos y sistemas para mejorar el diagnostico de la enfermedad intestinal inflamatoria (Ell) y
para mejorar el pronéstico de la progresién y complicaciones de la Ell. Mediante la identificacién de los pacientes
con enfermedad complicada y la asistencia en la evaluacion de la tasa de progresion de enfermedad, los métodos y
sistemas descritos en la presente memoria proporcionan informacion valiosa para evaluar la gravedad de la
enfermedad y las opciones de tratamiento. En determinados otros casos, los métodos y sistemas permiten la
clasificacion de la gravedad de la enfermedad a lo largo de un continuo de subgrupos de Ell, y no meramente como
EC, CU o ClI. En otros aspectos, la utilizacion de multiples marcadores (séricos, proteicos y/o genéticos) proporciona
la capacidad de distinguir los respondedores de los no respondedores frente a determinadas terapias. Se da a
conocer que la aplicacion de un analisis estadistico a un perfil de marcadores séricos, proteicos y/o genéticos mejora
la exactitud de la prediccion de la progresion de la Ell y de las complicaciones de la enfermedad, y que también
permite la seleccidn de las opciones de tratamiento apropiadas, incluyendo la terapia, tal como la terapia biol6gica,
convencional o quirdrgica, o alguna combinacién de las mismas. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, resulta
posible predecir el resultado de la enfermedad y los pacientes que presentan un riesgo particular de complicaciones
de la enfermedad y/o la progresion hasta la cirugia.

Se da a conocer un método para ayudar en el pronéstico de la enfermedad intestinal inflamatoria (Ell) en un
individuo en el que se ha diagnosticado la Ell, comprendiendo el método:

(a) analizar una muestra obtenida del individuo para determinar la presencia, el nivel o el genotipo de uno o mas
marcadores seleccionados de entre el grupo que consiste de un marcador sérico, un marcador genético y una
combinacion de los mismos en la muestra con el fin de obtener un perfil de marcadores,

(b) aplicar un andlisis estadistico al perfil de marcadores con el fin de obtener un perfil pronostico para el
individuo, y

(c) comparar el perfil pronoéstico para el individuo con un modelo pronéstico para ayudar en el pronoéstico de la
Ell.
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Se da a conocer que el marcador sérico se selecciona de entre el grupo que consiste de un anticuerpo antineutrdfilo,
un anticuerpo anti-Saccharomyces cerevisiae, un anticuerpo antimicrobiano, una proteina de fase aguda, una
apolipoproteina, una defensina, un factor de crecimiento, una citoquina, una cadherina y una molécula de adhesién
celular y una combinacion de los mismos. Se da a conocer que el anticuerpo antineutréfilo comprende un anticuerpo
anticitoplasma de neutréfilo (AACN), tal como AACN detectado mediante un inmunoensayo (por ejemplo ELISA), un
anticuerpo anticitoplasma de neutréfilo perinuclear (AACNp), tal como AACNp detectado mediante un ensayo
inmunohistoquimico (por ejemplo IFA) o un ensayo inmunohistoquimico sensible a la ADNasa, 0 una combinacion
de los mismos. Se da a conocer que el anticuerpo anti-Saccharomyces cerevisiae comprende una inmunoglobulina
A anti-Saccharomyces cerevisiae (IgA-ASCA), inmunoglobulina G anti-Saccharomyces cerevisiae (IgG-ASCA) o una
combinacion de los mismos.

Se da a conocer que el anticuerpo antimicrobiano comprende un anticuerpo de proteina C de la membrana externa
(anti-OmpC), un anticuerpo anti-I2, un anticuerpo anti-flagelina o una combinacién de los mismos. En determinados
casos, el anticuerpo antiflagelina comprende un anticuerpo antiflagelina Cbir-1, un anticuerpo antiflagelina X, un
anticuerpo antiflagelina A, un anticuerpo antiflagelina B o una combinaciéon de los mismos. Se da a conocer que la
proteina de fase aguda es la proteina C reactiva (PCR). Se da a conocer que la apolipoproteina es amiloide sérico A
(ASA). En todavia otra, la defensina es la defensina 3 (por ejemplo la defensina 1 (DB1) y/o la defensina 32 (DB2)).
Se da a conocer que el factor de crecimiento es el factor de crecimiento epidérmico (FCE). Se da a conocer que la
citoquina comprende inductor débil de la apoptosis relacionado con TNF (TWEAK, del inglés TNF-related weak
inducer of apoptosis), IL-13, IL-6 0 una combinacién de los mismos. Se da a conocer que la cadherina es cadherina
E. Se da a conocer que la molécula de adhesién celular comprende MAIC-1, MACV-1 o una combinacién de los
mismos.

Se da a conocer que el marcador sérico comprende o consiste de IgA-ASCA, IgG-ASCA, anticuerpo anti-OmpC,
anticuerpo anti-CBir-1, anticuerpo anti-12, ANACp (por ejemplo IFA ANACp y/o IFA ANACp sensible a ADNasa) o
una combinacion de los mismos.

La presencia o nivel (de concentracién) del marcador sérico puede detectarse (por ejemplo determinarse, medirse,
analizarse, etc.) con un ensayo de hibridacién, ensayo basado en la amplificacion, inmunoensayo, ensayo
inmunohistoquimico o una combinacién de los mismos. Se describen ejemplo no limitativos de ensayos, técnicas y
kits para detectar o determinar la presencia o el nivel de uno o mas marcadores séricos en una muestra en la
Seccion VI, posteriormente.

Se da a conocer que el marcador genético es por lo menos uno de los genes indicados en las Tablas 1A-1E (por
ejemplo la Tabla 1A, 1B, 1C, 1D y/o 1E). Se da a conocer que el marcador genético es NOD2. El genotipo del
marcador genético puede detectarse (por ejemplo determinarse, analizarse, etc.) mediante el genotipado de un
individuo para la presencia o la ausencia de uno o mas alelos variantes, tales como, por ejemplo, uno o mas
polimorfismos de un solo nucleétido (PSN) en uno o mas marcadores genéticos. Se da a conocer que el PSN es por
lo menos uno de los PSN indicados en las Tablas 1B-1E (por ejemplo la Tabla 1B, 1C, 1D y/o 1E). Se describen
ejemplo no limitativos de técnicas para detectar o determinar el genotipo de uno o mas marcadores genéticos en una
muestra en la Seccion VI, posteriormente. Se da a conocer que el marcador genético es NOD2 y el PSN es PSN8
(R702W), PSN12 (G908R) y/o PSN13 (1007fs). En determinados casos, la presencia o la ausencia de uno 0 mas
PSN de NOD2 se determina en combinacion con la presencia o el nivel de uno o0 mas marcadores séricos, por
ejemplo IgA-ASCA, IgG-ASCA, anticuerpo anti-OmpC, anticuerpo anti-CBir-1, anticuerpo anti-12, ANACp (por
ejemplo IFA ANACp y/o IFA ANACp sensible a ADNasa) o una combinacion de las mismas.

En los métodos, el perfil de marcadores puede determinarse mediante la deteccion la presencia, el nivel o el
genotipo de por lo menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez marcadores. Se da a conocer que
la muestra es de suero, plasma, sangre completa y/o heces. Se da a conocer que se diagnostica en el individuo
enfermedad de Crohn (EC), colitis ulcerosa (CU) o colitis indeterminada (CI).

El analisis estadistico aplicado en el perfil de marcadores puede comprender cualquiera de entre una diversidad de
métodos estadisticos, modelos y algoritmos descritos en la Seccion IX, posteriormente. Se da a conocer que el
andlisis estadistico es un andlisis de cuartiles. En algunos casos, el andlisis de cuartiles convierte la presencia, el
nivel o el genotipo de cada marcador en una puntuacion de cuartiles. A modo de ejemplo no limitativo, el perfil
pronéstico puede corresponder a una puntuacion de suma de cuartiles (PSC) para el individuo que se obtiene
sumando la puntuacién de cuartiles para cada uno de los marcadores. Se da a conocer que el marcador biolégico
ANACp es una variable binaria y no cuantitativa, ya que adopta valor positivo o negativo. Tal como se indica en el
Ejemplo 16 de la presente memoria, un estado positivo para ANACp se asocia a una tasa y/o riesgo mas bajo de
complicaciones (por ejemplo enfermedad estenosante interna, enfermedad penetrante interna y/o cirugia). En
algunos casos, la puntuacion de cuartiles para ANACp se invierte, de manera que un estado positivo se puntla
como “1" y un estado negativo se puntla como “4”.

Se da a conocer que el modelo pronéstico se establece utilizando una cohorte retrospectiva con resultados

conocidos de un subtipo clinico de Ell (por ejemplo EC, CU o CI). Se da a conocer que el modelo pronéstico se

selecciona de entre el grupo que consiste de un modelo sérico, un modelo serogenético, un modelo genético y una
10
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combinacién de los mismos. Se da a conocer que el modelo sérico se deriva mediante la aplicacion de un andlisis de
regresion logistica a la presencia o nivel de uno o mas marcadores séricos determinados en la cohorte retrospectiva
(ver, por ejemplo, los Ejemplos 16 y 17). Se da a conocer que el modelo serogenético se deriva mediante la
aplicacién de un analisis de regresion logistica a la presencia o nivel de uno o mas marcadores séricos y el genotipo
de uno o mas marcadores genéticos determinados en la cohorte retrospectiva (ver, por ejemplo, los Ejemplos 16 y
17). Se da a conocer que el modelo pronéstico es una escala de riesgo estandarizada (ver, por ejemplo, Ejemplo
16). Se da a conocer que la escala de riesgo estandarizada convierte un perfil pronéstico, tal como una puntuacion
de suma de cuartiles (PSC) para el individuo en un nimero de escala estandarizado, que puede corresponder a la
probabilidad de un fenotipo de complicacion (por ejemplo enfermedad estenosante interna, enfermedad penetrante
interna, necesidad de cirugia de intestino delgado) alcanzado un afio especifico (por ejemplo el afio 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, etc.) tras el diagnostico.

Se da a conocer que el modelo prondstico comprende una visualizacién, impresién y/o informe, tal como una tabla
de consulta o grafico. Se da a conocer que la tabla de consulta o grafico proporciona una probabilidad acumulada de
que el individuo desarrolle o no una complicacién de enfermedad de Crohn (EC) durante el tiempo. Se da a conocer
que la tabla de consulta o gréafico proporciona una probabilidad acumulada de que el individuo requiera cirugia o de
que no requiera cirugia durante el tiempo. La tabla de consulta o grafico puede proporcionar una probabilidad
acumulada de que dicho individuo desarrolle o no dicha complicacién de colitis ulcerosa (CU) durante el tiempo.

En determinados casos, la complicacion de EC se selecciona de entre el grupo que consiste de enfermedad
estenosante interna, enfermedad penetrante interna y una combinacién de las mismas. En determinados otros
casos, la complicacion de EC se selecciona de entre el grupo que consiste de un subtipo fibroestenoético de EC, EC
caracterizada por enfermedad del intestino delgado, EC caracterizada por enfermedad fistulizante perianal, EC
caracterizada por enfermedad perforante interna, EC caracterizada por la necesidad de cirugia del intestino delgado,
EC caracterizada por la presencia de caracteristicas de la CU, EC caracterizada por la ausencia de caracteristicas
de la CU, y una combinacion de las mismas. En todavia otros casos, la cirugia es cirugia del intestino delgado. En
otros casos, la complicacion de CU se selecciona de entre el grupo que consiste de proctitis ulcerosa,
proctosigmoiditis, colitis del lado izquierdo, pancaolitis, colitis fulminante y una combinacion de las mismas.

Se da a conocer que el perfil pronéstico es una puntuacion de suma de cuartiles (PSC) para el individuo y la PSC se
compara con un modelo prondstico (por ejemplo un modelo sérico, un modelo serogenético, una escala de riesgos
estandarizada, etc.). En determinados casos, el modelo pronéstico comprende el modelo sérico ilustrado en la figura
38a. En otros casos, el modelo pronéstico comprende el modelo serogenético ilustrado en la figura 38b. En casos
adicionales, el modelo pronéstico comprende la escala de riesgos estandarizada mostrada en la Tabla 53.

Se da a conocer que los métodos descritos en la presente memoria proporcionan una prediccion de que las
complicaciones de EC y/o progresion a cirugia se produciran a una tasa de (por lo menos) aproximadamente 5%,
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% (o cualquier intervalo en los
mismos) alcanzado un afio especifico (por ejemplo el afio 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, etc.) tras el diagnéstico basado en
el perfil pronéstico de un individuo, por ejemplo en el PSC del individuo, opcionalmente en combinacién con la
presencia 0 ausencia de uno o mas alelos variantes en uno o mas marcadores genéticos, por ejemplo NOD2 (ver,
por ejemplo, Ejemplos 16 a 17, figuras 38a-38b, y la Tabla 53).

Los métodos pueden comprender ademas recomendar un curso de terapia para el individuo basado en la
comparacion entre el perfil pronéstico y el modelo pronéstico. Los métodos pueden comprender ademas enviar los
resultados de la comparacion a un médico.

Se da a conocer un método para predecir la probabilidad de que un individuo en el que se ha diagnosticado
enfermedad intestinal inflamatoria (Ell) respondera a un agente terapéutico de la Ell, comprendiendo el método:

(a) analizar una muestra obtenida del individuo para determinar la presencia, el nivel o el genotipo de uno o mas
marcadores seleccionados de entre el grupo que consiste de un marcador sérico, un marcador genético y una
combinacion de los mismos en la muestra con el fin de obtener un perfil de marcadores,

(b) aplicar un analisis estadistico al perfil de marcadores con el fin de obtener un perfil terapéutico para el
individuo, y

(c) comparar el perfil terapéutico del individuo con un modelo terapéutico para ayudar en la prediccion de la
probabilidad de que un individuo en el que se ha diagnosticado Ell respondera a un agente terapéutico para la
Ell.

Se da a conocer un método para seleccionar un farmaco adecuado para el tratamiento de la enfermedad intestinal
inflamatoria (Ell) en un individuo, comprendiendo el método:
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(a) analizar una muestra obtenida del individuo con el fin de determinar la presencia, el nivel o el genotipo de uno
0 mas marcadores en la muestra a fin de obtener un perfil de marcadores,

(b) aplicar un analisis estadistico al perfil de marcadores con el fin de obtener un perfil terapéutico para el
individuo, y

(c) comparar el perfil terapéutico para el individuo con un modelo terapéutico para ayudar en la seleccién de un
farmaco adecuado para el tratamiento de la EI.

Los métodos encuentran utilizada en la prediccion de si un individuo respondera a un agente biol6gico particular y/o
farmaco convencional, incluyendo, aunque sin limitacion, la terapia anti-factor de necrosis tumoral (FNT) (por
ejemplo monoclonales quiméricos (por ejemplo infliximab), monoclonales humanizados (por ejemplo CDP571 y
CDP870 PEGilado) y monoclonales humanos (por ejemplo adalimumab)), proteinas de fusiéon de p75 (por ejemplo
etanercept), receptores solubles de p55 (por ejemplo onercept), moléculas pequefas tales como inhibidores de la
MAP quinasa y una combinacién de las mismas. Los métodos también encuentran utilidad en la seleccion de un
farmaco adecuado para el tratamiento de la Ell, tal como un agente bioldgico particular y/o farmaco convencional
indicado en la presente memoria.

Se da a conocer que el marcador sérico se selecciona de entre el grupo que consiste de un anticuerpo antineutrdfilo,
un anticuerpo anti-Saccharomyces cerevisiae, un anticuerpo antimicrobiano, una proteina de fase aguda, una
apolipoproteina, una defensina, un factor de crecimiento, una citoquina, una cadherina, una molécula de adhesién
celular y una combinacion de los mismos. Se da a conocer que el anticuerpo antineutréfilo comprende un anticuerpo
anticitoplasma de neutréfilo (AACN), tal como AACN detectado mediante un inmunoensayo (por ejemplo ELISA), un
anticuerpo anticitoplasma de neutréfilo perinuclear (AACNp), tal como AACNp detectado mediante un ensayo
inmunohistoquimico (por ejemplo IFA) o un ensayo inmunohistoquimico sensible a la ADNasa, o una combinacion
de los mismos. Se da a conocer que el anticuerpo anti-Saccharomyces cerevisiae comprende una inmunoglobulina
A anti-Saccharomyces cerevisiae (IgA-ASCA), inmunoglobulina G anti-Saccharomyces cerevisiae (IgG-ASCA) o una
combinacion de los mismos.

Se da a conocer que el anticuerpo antimicrobiano comprende un anticuerpo anti-proteina C de la membrana externa
(anti-OmpC), un anticuerpo anti-12, un anticuerpo antiflagelina o una combinacién de los mismos. En determinados
casos, el anticuerpo antiflagelina comprende un anticuerpo antiflagelina Cbir-1, un anticuerpo antiflagelina X, un
anticuerpo antiflagelina A, un anticuerpo antiflagelina B o una combinaciéon de los mismos. Se da a conocer que la
proteina de fase aguda es la proteina C reactiva (PCR). Se da a conocer que la apolipoproteina es amiloide sérico A
(ASA). Se da a conocer que la defensina es la defensina B (por ejemplo la defensina 31 (DB1) y/o la defensina 32
(DB2)). Se da a conocer que el factor de crecimiento es el factor de crecimiento epidérmico (FCE). Se da a conocer
que la citoquina comprende inductor débil de la apoptosis relacionado con TNF (TWEAK, del inglés TNF-related
weak inducer of apoptosis), IL-1B, IL-6 0 una combinacion de los mismos. Se da a conocer que la cadherina es
cadherina E. Se da a conocer que la molécula de adhesién celular comprende MAIC-1, MACV-1 o una combinacién
de los mismos.

Se da a conocer que el marcador sérico comprende o consiste de IgA-ASCA, IgG-ASCA, anticuerpo anti-OmpC,
anticuerpo anti-CBir-1, anticuerpo anti-12, ANACp (por ejemplo IFA ANACp y/o IFA ANACp sensible a ADNasa) o
una combinacion de los mismos.

La presencia o nivel (de concentracién) del marcador sérico puede detectarse (por ejemplo determinarse, medirse,
analizarse, etc.) con un ensayo de hibridacién, ensayo basado en la amplificacion, inmunoensayo, ensayo
inmunohistoquimico o una combinacién de los mismos. Se describen ejemplo no limitativos de ensayos, técnicas y
kits para detectar o determinar la presencia o el nivel de uno o mas marcadores séricos en una muestra en la
Seccidn VI, posteriormente.

Se da a conocer que el marcador genético es por lo menos uno de los genes indicados en las Tablas 2A-1E (por
ejemplo la Tabla 1A, 1B, 1C, 1D y/o 1E). Se da a conocer que el marcador genético es NOD2. El genotipo del
marcador genético puede detectarse (por ejemplo determinarse, analizarse, etc.) mediante el genotipado de un
individuo para la presencia o la ausencia de uno o mas alelos variantes, tales como, por ejemplo, uno o mas
polimorfismos de un solo nucleétido (PSN) en uno o mas marcadores genéticos. Se da a conocer que el PSN es por
lo menos uno de los PSN indicados en las Tablas 1B-1E (por ejemplo la Tabla 1B, 1C, 1D y/o 1E). Se describen
ejemplo no limitativos de técnicas para detectar o determinar el genotipo de uno o mas marcadores genéticos en una
muestra en la Seccion VI, posteriormente. Se da a conocer que el marcador genético es NOD2 y el PSN es PSN8
(R702W), PSN12 (G908R) y/o PSN13 (1007fs). En determinados casos, la presencia o la ausencia de uno 0 mas
PSN de NOD2 se determina en combinacion con la presencia o el nivel de uno o0 mas marcadores séricos, por
ejemplo IgA-ASCA, IgG-ASCA, anticuerpo anti-OmpC, anticuerpo anti-CBir-1, anticuerpo anti-12, ANACp (por
ejemplo IFA ANACp y/o IFA ANACp sensible a ADNasa) o una combinacion de las mismas.

En los métodos, el perfil de marcadores puede determinarse mediante la deteccién de la presencia, el nivel o el
genotipo de por lo menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez marcadores. Se da a conocer que
la muestra es de suero, plasma, sangre completa y/o heces. Se da a conocer que se diagnostica en el individuo
enfermedad de Crohn (EC), colitis ulcerosa (CU) o colitis indeterminada (CI).
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El analisis estadistico aplicado en el perfil de marcadores puede comprender cualquiera de entre una diversidad de
métodos estadisticos, modelos y algoritmos descritos en la Seccion IX, posteriormente. En algunos casos, el analisis
estadistico predice de que el individuo presenta una determinada probabilidad (por ejemplo alta o baja) de responder
0 no responder al agente terapéutico de la Ell. En otros casos, el analisis estadistico predice si un determinado
farmaco (por ejemplo un agente terapéutico para la Ell) resulta adecuado para el tratamiento de la Ell. Se da a
conocer que el analisis estadistico es un analisis de cuartiles. En algunos casos, el andlisis de cuartiles convierte la
presencia, el nivel o el genotipo de cada marcador en una puntuacion de cuartiles. A modo de ejemplo no limitativo,
el perfil terapéutico puede corresponder a una puntuacion de suma de cuartiles (PSC) para el individuo que se
obtiene sumando la puntuacion de cuartiles para cada uno de los marcadores.

Se da a conocer que el modelo terapéutico se establece utilizando una cohorte retrospectiva de resultados
terapéuticos conocidos con terapias conocidas, incluyendo agentes biolégicos, esteroides, farmacos convencionales
y/o procedimientos quirdrgicos. Se da a conocer que el modelo terapéutico se selecciona de entre el grupo que
consiste de un modelo sérico, un modelo serogenético, un modelo genético y una combinacién de los mismos. Se da
a conocer que el modelo terapéutico es un modelo sérico que se deriva mediante la aplicacion de un analisis de
regresion logistica respecto a la presencia o nivel de uno 0 mas marcadores séricos determinados en la cohorte
retrospectiva. Se da a conocer que el modelo terapéutico es un modelo serogenético que se deriva mediante la
aplicacion de un analisis de regresion logistica respecto a la presencia o el nivel de uno o mas marcadores séricos y
el genotipo de uno o mas marcadores genéticos determinados en la cohorte retrospectiva. Se da a conocer que el
modelo terapéutico es una escala de riesgos estandarizada. Se da a conocer que la escala de riesgo estandarizada
convierte un perfil terapéutico, tal como una puntuacion de suma de cuartiles (PSC) para el individuo en un nimero
de escala estandarizado, que puede corresponder a la probabilidad de respuesta a un agente terapéutico de la Ell
alcanzado un afio especifico (por ejemplo el afio 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, etc.) tras el diagndstico.

Se da a conocer que el modelo terapéutico comprende una visualizacion, impresién y/o informe, tal como una tabla
de consulta o grafico. Se da a conocer que la tabla de consulta o grafico proporciona una probabilidad acumulada de
gue el individuo responda o no al agente terapéutico para la Ell durante el tiempo.

Se da a conocer que el perfil terapéutico es una puntuacioén de suma de cuartiles (PSC) para el individuo y la PSC
se compara con un modelo terapéutico (por ejemplo un modelo sérico, un modelo serogenético, una escala de
riesgos estandarizada, etc.).

Se da a conocer que los métodos descritos en la presente memoria proporcionan una prediccién de que una
respuesta a un agente terapéutico para la Ell se producira a una tasa de (por lo menos) aproximadamente 5%, 10%,
15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% (o cualquier intervalo en los
mismos) alcanzado un afio especifico (por ejemplo el afio 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, etc.) tras el diagndstico basado en
el perfil terapéutico de un individuo, por ejemplo en el PSC del individuo, opcionalmente en combinacién con la
presencia o ausencia de uno o mas alelos variantes en uno o mas marcadores genéticos, por ejemplo NOD2.

Los métodos pueden comprender ademas recomendar un curso de terapia para el individuo basado en la
comparacion entre el perfil terapéutico y el modelo terapéutico. Los métodos pueden comprender ademas enviar los
resultados de la comparacién a un médico.

Se da a conocer un método para predecir una probabilidad de complicaciones de la enfermedad y/o cirugia en un
individuo en el que se ha diagnosticado la enfermedad de Crohn (EC), comprendiendo el método:

(a) analizar una muestra obtenida del individuo con el fin de determinar el nivel o el genotipo de uno o mas
marcadores en la muestra, y

(b) comparar el nivel o el genotipo de cada uno de los marcadores con un nivel o genotipo de referencia con el fin
de predecir la probabilidad de complicaciones de la enfermedad y/o cirugia en un individuo en que se ha
diagnosticado la Ell.

Se da a conocer que los marcadores se seleccionan de entre los marcadores séricos y/o genéticos descritos en la
presente memoria. A modo de ejemplo no limitativo, el marcador sérico se selecciona de entre el grupo que consiste
de un anticuerpo antineutréfilo, un anticuerpo anti-Saccharomyces cerevisiae, un anticuerpo antimicrobiano, una
proteina de fase aguda, una apolipoproteina, una defensina, un factor de crecimiento, una citoquina, una cadherina,
una molécula de adhesion celular y una combinacién de los mismos. Se da a conocer que el anticuerpo
antineutrofilo comprende un anticuerpo anticitoplasma de neutréfilo (AACN), tal como AACN detectado mediante un
inmunoensayo (por ejemplo ELISA), un anticuerpo anticitoplasma de neutréfilo perinuclear (AACNp), tal como
AACNp detectado mediante un ensayo inmunochistoquimico (por ejemplo IFA) o un ensayo inmunohistoquimico
sensible a la ADNasa, o una combinaciéon de los mismos. Se da a conocer que el anticuerpo anti-Saccharomyces
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cerevisiae comprende una inmunoglobulina A anti-Saccharomyces cerevisiae (IgA-ASCA), inmunoglobulina G anti-
Saccharomyces cerevisiae (IgG-ASCA) o una combinacién de los mismos.

Se da a conocer que el anticuerpo antimicrobiano comprende un anticuerpo de proteina C de la membrana externa
(anti-OmpC), un anticuerpo anti-I2, un anticuerpo anti-flagelina o una combinacién de los mismos. En determinados
casos, el anticuerpo antiflagelina comprende un anticuerpo antiflagelina Cbir-1, un anticuerpo antiflagelina X, un
anticuerpo antiflagelina A, un anticuerpo antiflagelina B o una combinacién de los mismos. Se da a conocer que la
proteina de fase aguda es la proteina C reactiva (PCR). Se da a conocer que la apolipoproteina es amiloide sérico A
(ASA). Se da a conocer que la defensina es la defensina B (por ejemplo la defensina 31 (DB1) y/o la defensina 32
(DB2)). Se da a conocer que el factor de crecimiento es el factor de crecimiento epidérmico (FCE). Se da a conocer
gue la citoquina comprende inductor débil de la apoptosis relacionado con TNF (TWEAK, del inglés TNF-related
weak inducer of apoptosis), IL-1B, IL-6 0 una combinacion de los mismos. Se da a conocer que la cadherina es
cadherina E. Se da a conocer que la molécula de adhesién celular comprende MAIC-1, MACV-1 o una combinacién
de los mismos.

Se da a conocer que los marcadores comprenden o consisten de IgA-ASCA, IgA-ASCA, anticuerpo anti-OmpC,
anticuerpo anti-CBir-1, anticuerpo anti-12 o una combinacion de los mismos.

Se da a conocer que el marcador genético es por lo menos uno de los genes indicados en las Tablas 1A-1E (por
ejemplo la Tabla 1A, 1B, 1C, 1D y/o 1E). Se da a conocer que el marcador genético es NOD2. El genotipo del
marcador genético puede detectarse mediante el genotipado de un individuo para la presencia o la ausencia de uno
0 mas alelos variantes, tales como, por ejemplo, uno o mas PSN en uno o mas marcadores genéticos. Se da a
conocer que el PSN es por lo menos uno de los PSN indicados en las Tablas 1B-1E (por ejemplo la Tabla 1B, 1C,
1D y/o 1E). Se da a conocer que el marcador genético es NOD2 y el PSN es PSN8 (R702W), PSN12 (G908R) y/o
PSN13 (1007fs). En determinados casos, la presencia o la ausencia de uno o mas PSN de NOD2 se determina en
combinacién con la presencia o el nivel de uno 0 mas marcadores séricos.

En los métodos, puede determinarse la presencia, el nivel o el genotipo de por lo menos dos, tres, cuatro, cinco,
seis, siete, ocho, nueve o diez marcadores. Se da a conocer que la muestra es de suero, plasma, sangre completa
y/o heces.

En determinados casos, se predice que el individuo presenta una probabilidad mas alta de complicaciones de la
enfermedad y/o de cirugia en el caso de que el nivel (de concentracion) de por lo menos uno de los marcadores sea
mas alta que un nivel (concentracion) de referencia. En determinados otros casos, se predice que el individuo
presenta una probabilidad mas alta de complicaciones de la enfermedad y/o de cirugia en el caso de que el genotipo
de por lo menos uno de los marcadores sea un alelo variante de un genotipo de referencia. Entre los ejemplos no
limitativos de complicaciones de enfermedad se incluyen la enfermedad estenosante interna y/o la enfermedad
penetrante interna, asi como cualquiera de entre las otras complicaciones de EC indicadas en la presente memoria.

Se da a conocer que el nivel (concentracién) de referencia corresponde a un nivel (concentracién) de uno de los
marcadores en una muestra de un individuo que no presenta EC (por ejemplo un individuo sano, un individuo sin
EC, un individuo sin Ell, un individuo con EC, etc.). Se da a conocer que el genotipo de referencia corresponde a un
genotipo de tipo salvaje (por ejemplo un alelo no variante 0 PSN) de uno de los marcadores genéticos.

Se da a conocer que los métodos descritos en la presente memoria proporcionan una prediccion de que las
complicaciones de enfermedad y/o cirugia se produciran a una tasa de (por lo menos) aproximadamente 5%, 10%,
15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% (o cualquier intervalo en los
mismos) alcanzado un afio especifico (por ejemplo el afio 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, etc.) tras el diagnostico basado en
los niveles de marcador y/o genotipos de un individuo. En algunos casos, se predice que el individuo presenta una
probabilidad de complicaciones de enfermedad y/o cirugia de entre aproximadamente 40% y aproximadamente 70%
(por ejemplo de entre aproximadamente 40% y aproximadamente 60%, de entre aproximadamente 50% y
aproximadamente 70%, etc.) pasados aproximadamente 10 afios del diagnéstico de EC. En otros casos, se predice
que el individuo presentard una probabilidad de complicaciones de enfermedad y/o de cirugia de entre
aproximadamente 70% y aproximadamente 90% aproximadamente 20 afios después de diagnosticarle EC. En otros
casos, se predice que el individuo presentara una probabilidad de complicaciones de enfermedad y/o de cirugia de
entre aproximadamente 80% y aproximadamente 100% aproximadamente 30 afios después de diagnosticarle EC.

Los métodos pueden comprender ademas recomendar un curso de terapia para el individuo basandose en la
comparacion entre el nivel o el genotipo de cada uno de los marcadores y un nivel o genotipo de referencia. Los
métodos pueden comprender ademas enviar los resultados de la comparacién a un médico.

Se da a conocer un método para predecir una probabilidad de complicaciones de la enfermedad y/o cirugia en un
individuo en el que se ha diagnosticado la enfermedad de Crohn (EC), comprendiendo el método:
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(a) analizar una muestra obtenida del individuo con el fin de determinar la presencia, el nivel o el genotipo de uno
0 mas marcadores en la muestra a fin de obtener un perfil de marcadores,

(b) aplicar un andlisis estadistico al perfil de marcadores con el fin de obtener un perfil pronostico para el
individuo, y

(c) comparar el perfil pronéstico para el individuo con un modelo pronéstico con el fin de predecir la probabilidad
de complicaciones de la enfermedad y/o de cirugia en un individuo en el que se ha diagnosticado la EC.

Se da a conocer que los marcadores se seleccionan de entre los marcadores séricos y/o genéticos descritos en la
presente memoria. A modo de ejemplo no limitativo, el marcador sérico se selecciona de entre el grupo que consiste
de un anticuerpo antineutréfilo, un anticuerpo anti-Saccharomyces cerevisiae, un anticuerpo antimicrobiano, una
proteina de fase aguda, una apolipoproteina, una defensina, un factor de crecimiento, una citoquina, una cadherina,
una molécula de adhesion celular y una combinacién de los mismos. Se da a conocer que el anticuerpo
antineutrofilo comprende un anticuerpo anticitoplasma de neutréfilo (AACN), tal como AACN detectado mediante un
inmunoensayo (por ejemplo ELISA), un anticuerpo anticitoplasma de neutréfilo perinuclear (AACNp), tal como
AACNp detectado mediante un ensayo inmunochistoquimico (por ejemplo IFA) o un ensayo inmunohistoquimico
sensible a la ADNasa, o una combinaciéon de los mismos. Se da a conocer que el anticuerpo anti-Saccharomyces
cerevisiae comprende una inmunoglobulina A anti-Saccharomyces cerevisiae (IgA-ASCA), inmunoglobulina G anti-
Saccharomyces cerevisiae (IgG-ASCA) o una combinacién de los mismos.

Se da a conocer que el anticuerpo antimicrobiano comprende un anticuerpo de proteina C de la membrana externa
(anti-OmpC), un anticuerpo anti-12, un anticuerpo anti-flagelina o una combinacién de los mismos. En determinados
casos, el anticuerpo antiflagelina comprende un anticuerpo antiflagelina Cbir-1, un anticuerpo antiflagelina X, un
anticuerpo antiflagelina A, un anticuerpo antiflagelina B o una combinaciéon de los mismos. Se da a conocer que la
proteina de fase aguda es la proteina C reactiva (PCR). Se da a conocer que la apolipoproteina es amiloide sérico A
(ASA). Se da a conocer que la defensina es la defensina B (por ejemplo la defensina 31 (DB1) y/o la defensina 32
(DB2)). Se da a conocer que el factor de crecimiento es el factor de crecimiento epidérmico (FCE). Se da a conocer
que la citoquina comprende inductor débil de la apoptosis relacionado con TNF (TWEAK, del inglés TNF-related
weak inducer of apoptosis), IL-1B, IL-6 0 una combinacion de los mismos. Se da a conocer que la cadherina es
cadherina E. Se da a conocer que la molécula de adhesién celular comprende MAIC-1, MACV-1 o una combinacién
de los mismos.

Se da a conocer que los marcadores comprenden o consisten de IgA-ASCA, IgA-ASCA, anticuerpo anti-OmpC,
anticuerpo anti-CBir-1, anticuerpo anti-12 o una combinacion de los mismos.

Se da a conocer que el marcador genético es por lo menos uno de los genes indicados en las Tablas 1A-1E (por
ejemplo la Tabla 1A, 1B, 1C, 1D y/o 1E). Se da a conocer que el marcador genético es NOD2. El genotipo del
marcador genético puede detectarse mediante el genotipado de un individuo para la presencia o la ausencia de uno
0 mas alelos variantes, tales como, por ejemplo, uno o mas PSN en uno o mas marcadores genéticos. Se da a
conocer que el PSN es por lo menos uno de los PSN indicados en las Tablas 1B-1E (por ejemplo la Tabla 1B, 1C,
1D y/o 1E). Se da a conocer que el marcador genético es NOD2 y el PSN es PSN8 (R702W), PSN12 (G908R) y/o
PSN13 (1007fs). En determinados casos, la presencia o la ausencia de uno o mas PSN de NOD2 se determina en
combinacién con la presencia o el nivel de uno 0 mas marcadores séricos.

En los métodos, puede determinarse la presencia, el nivel o el genotipo de por lo menos dos, tres, cuatro, cinco,
seis, siete, ocho, nueve o diez marcadores. Se da a conocer que la muestra es de suero, plasma, sangre completa
y/o heces.

El andlisis estadistico aplicado en el perfil de marcadores puede comprender cualquiera de entre una diversidad de
métodos estadisticos, modelos y algoritmos descritos en la Seccion IX, posteriormente. Se da a conocer que el
analisis estadistico es un andlisis de cuartiles. En algunos casos, el andlisis de cuartiles convierte la presencia, el
nivel o el genotipo de cada marcador en una puntuacion de cuartiles. A modo de ejemplo no limitativo, el pefrfil
pronostico puede corresponder a una puntuacion de suma de cuartiles (PSC) para el individuo que se obtiene
sumando la puntuacion de cuartiles para cada uno de los marcadores.

Se da a conocer que el modelo prondstico comprende una visualizacién, impresién y/o informe, tal como una tabla
de consulta o grafico. Se da a conocer que la tabla de consulta o grafico proporciona una probabilidad acumulada de
que el individuo desarrolle o no una complicacién de enfermedad de Crohn (EC) durante el tiempo. Se da a conocer
que la tabla de consulta o gréafico proporciona una probabilidad acumulada de que el individuo requiera cirugia o de
que no requiera cirugia durante el tiempo. Entre los ejemplos no limitativos de complicaciones de enfermedad se
incluyen la enfermedad estenosante interna y/o la enfermedad penetrante interna, asi como cualquiera de entre las
otras complicaciones de EC indicadas en la presente memoria.

Se da a conocer que el perfil pronéstico es una puntuacion de suma de cuartiles (PSC) para el individuo y la PSC se
compara con un modelo prondstico (por ejemplo un modelo sérico, un modelo serogenético, una escala de riesgos
estandarizada, etc.). Se da a conocer que se predice que el individuo presenta una probabilidad de complicaciones
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de enfermedad y/o de cirugia mas elevadas en el caso de que el PSC sea superiora 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, etc. (por ejemplo preferentemente superior a 10).

Se da a conocer que los métodos descritos en la presente memoria proporcionan una prediccion de que se
produzcan complicaciones de enfermedad y/o cirugia a una tasa de (por lo menos) aproximadamente 5%, 10%,
15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% (o cualquier intervalo en los
mismos) alcanzado un afio especifico (por ejemplo el afio 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, etc.) tras el diagnostico basado en
el perfil prondstico de un individuo, tal como, por ejemplo, el PSC del individuo, opcionalmente en combinacién con
la presencia o ausencia de uno o mas alelos variantes en uno o mas marcadores genéticos, por ejemplo NOD2. En
algunos casos, se predice que el individuo presentara una probabilidad de complicaciones de enfermedad y/o de
cirugia de entre aproximadamente 40% y aproximadamente 70% (por ejemplo entre aproximadamente 40% y
aproximadamente 60%, entre aproximadamente 50% y aproximadamente 70%, etc.) pasados aproximadamente 10
afos del diagnéstico de EC en el caso de que la PSC sea superior a 10. En otros casos, se predice que el individuo
presenta una probabilidad de complicaciones de enfermedad y/o de cirugia de entre aproximadamente 70% y
aproximadamente 90% pasados aproximadamente 20 afios desde el diagnéstico de EC en el caso de que la PSC
sea superior a 10. En casos adicionales, se predice que el individuo presentara una probabilidad de complicaciones
de enfermedad y/o de cirugia de entre aproximadamente 80% y aproximadamente 100% pasados aproximadamente
30 afios del diagnostico de EC en el caso de que la PSC sea superior a 10.

Los métodos pueden comprender ademas recomendar un curso de terapia para el individuo basado en la
comparacion entre el perfil prondstico y el modelo pronéstico. Los métodos pueden comprender ademas enviar los
resultados de la comparaciéon a un médico.

Se da a conocer un método para ayudar en el diagnéstico de enfermedad intestinal inflamatoria (Ell),
comprendiendo el método:

(a) analizar una muestra obtenida del individuo con el fin de determinar el nivel o el genotipo de uno o mas
marcadores en la muestra, y

(b) comparar el nivel o el genotipo de cada uno de los marcadores con un nivel o genotipo de referencia con el fin
de ayudar en el diagnostico de la Ell.

Se da a conocer que los marcadores se seleccionan de entre los marcadores séricos y/o genéticos descritos en la
presente memoria. A modo de ejemplo no limitativo, el marcador sérico se selecciona de entre el grupo que consiste
de un anticuerpo antineutrdéfilo, un anticuerpo anti-Saccharomyces cerevisiae, un anticuerpo antimicrobiano, una
proteina de fase aguda, una apolipoproteina, una defensina, un factor de crecimiento, una citoquina, una cadherina,
una molécula de adhesion celular y una combinacién de los mismos. Se da a conocer que el anticuerpo
antineutrofilo comprende un anticuerpo anticitoplasma de neutréfilo (AACN), tal como AACN detectado mediante un
inmunoensayo (por ejemplo ELISA), un anticuerpo anticitoplasma de neutréfilo perinuclear (AACNp), tal como
AACNp detectado mediante un ensayo inmunohistoquimico (por ejemplo IFA) o un ensayo inmunohistoquimico
sensible a la ADNasa, o una combinacion de los mismos. Se da a conocer que el anticuerpo anti-Saccharomyces
cerevisiae comprende una inmunoglobulina A anti-Saccharomyces cerevisiae (IgA-ASCA), inmunoglobulina G anti-
Saccharomyces cerevisiae (IgG-ASCA) o una combinacién de los mismos.

Se da a conocer que el anticuerpo antimicrobiano comprende un anticuerpo de proteina C de la membrana externa
(anti-OmpC), un anticuerpo anti-I2, un anticuerpo anti-flagelina o una combinacién de los mismos. En determinados
casos, el anticuerpo antiflagelina comprende un anticuerpo antiflagelina Cbir-1, un anticuerpo antiflagelina X, un
anticuerpo antiflagelina A, un anticuerpo antiflagelina B o una combinacién de los mismos. Se da a conocer que la
proteina de fase aguda es la proteina C reactiva (PCR). Se da a conocer que la apolipoproteina es amiloide sérico A
(ASA). Se da a conocer que la defensina es la defensina B (por ejemplo la defensina 31 (DB1) y/o la defensina 32
(DB2)). Se da a conocer que el factor de crecimiento es el factor de crecimiento epidérmico (FCE). Se da a conocer
gue la citoquina comprende inductor débil de la apoptosis relacionado con TNF (TWEAK, del inglés TNF-related
weak inducer of apoptosis), IL-1B, IL-6 0 una combinacion de los mismos. Se da a conocer que la cadherina es
cadherina E. Se da a conocer que la molécula de adhesién celular comprende MAIC-1, MACV-1 o una combinacién
de los mismos.

Se da a conocer que el marcador genético es por lo menos uno de los genes indicados en las Tablas 1A-1E (por
ejemplo la Tabla 1 A, 1B, 1C, 1D y/o 1E). Se da a conocer que el marcador genético es NOD2. El genotipo del
marcador genético puede detectarse mediante el genotipado de un individuo para la presencia o la ausencia de uno
0 mas alelos variantes, tales como, por ejemplo, uno o mas PSN en uno o mas marcadores genéticos. Se da a
conocer que el PSN es por lo menos uno de los PSN indicados en las Tablas 1B-1E (por ejemplo la Tabla 1B, 1C,
1D y/o 1E). Se da a conocer que el marcador genético es NOD2 y el PSN es PSN8 (R702W), PSN12 (G908R) y/o
PSN13 (1007fs). En determinados casos, la presencia o la ausencia de uno o mas PSN de NOD2 se determina en
combinacién con la presencia o el nivel de uno 0 mas marcadores séricos.
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En los métodos, puede determinarse la presencia, el nivel o el genotipo de por lo menos dos, tres, cuatro, cinco,
seis, siete, ocho, nueve o diez marcadores. Se da a conocer que la muestra es de suero, plasma, sangre completa
y/o heces.

Se da a conocer que el nivel (concentracion) de referencia corresponde a un nivel (concentracion) de uno de los
marcadores en una muestra de un individuo que no presenta EC (por ejemplo un individuo sano, un individuo sin Ell,
un individuo sin EC, un individuo con CU, etc.). Se da a conocer que el genotipo de referencia corresponde a un
genotipo de tipo salvaje (por ejemplo un alelo no variante o PSN) de uno de los marcadores genéticos.

Se da a conocer que los métodos descritos en la presente memoria proporcionan una probabilidad de EIl (o un
subtipo clinico de la misma) de (por lo menos) aproximadamente 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% (o cualquier intervalo en los mismos) basado en los niveles de marcador
y/o genotipos del individuo.

Los métodos pueden comprender ademas recomendar un curso de terapia para el individuo basandose en la
comparacion entre el nivel o el genotipo de cada uno de los marcadores y un nivel o genotipo de referencia. Los
métodos pueden comprender ademas enviar los resultados de la comparacién a un médico.

Se da a conocer un método para ayudar en el diagnéstico de enfermedad intestinal inflamatoria (Ell),
comprendiendo el método:

(a) analizar una muestra obtenida del individuo con el fin de determinar la presencia, el nivel o el genotipo de uno
0 mas marcadores en la muestra a fin de obtener un perfil de marcadores, y
(b) aplicar un analisis estadistico al perfil de marcadores con el fin de ayudar en el diagnéstico de la Ell.

Se da a conocer que los marcadores se seleccionan de entre los marcadores séricos y/o genéticos descritos en la
presente memoria. A modo de ejemplo no limitativo, el marcador sérico se selecciona de entre el grupo que consiste
de un anticuerpo antineutréfilo, un anticuerpo anti-Saccharomyces cerevisiae, un anticuerpo antimicrobiano, una
proteina de fase aguda, una apolipoproteina, una defensina, un factor de crecimiento, una citoquina, una cadherina,
una molécula de adhesion celular y una combinacién de los mismos. Se da a conocer que el anticuerpo
antineutroéfilo comprende un anticuerpo anticitoplasma de neutréfilo (AACN), tal como AACN detectado mediante un
inmunoensayo (por ejemplo ELISA), un anticuerpo anticitoplasma de neutréfilo perinuclear (AACNp), tal como
AACNp detectado mediante un ensayo inmunohistoquimico (por ejemplo IFA) o un ensayo inmunohistoquimico
sensible a la ADNasa, o una combinaciéon de los mismos. Se da a conocer que el anticuerpo anti-Saccharomyces
cerevisiae comprende una inmunoglobulina A anti-Saccharomyces cerevisiae (IgA-ASCA), inmunoglobulina G anti-
Saccharomyces cerevisiae (IgG-ASCA) o una combinacién de los mismos.

Se da a conocer que el anticuerpo antimicrobiano comprende un anticuerpo de proteina C de la membrana externa
(anti-OmpC), un anticuerpo anti-12, un anticuerpo anti-flagelina o una combinacion de los mismos. En determinados
casos, el anticuerpo antiflagelina comprende un anticuerpo antiflagelina Cbir-1, un anticuerpo antiflagelina X, un
anticuerpo antiflagelina A, un anticuerpo antiflagelina B o una combinacién de los mismos. En un caso adicional, la
proteina de fase aguda es la proteina C reactiva (PCR). Se da a conocer que la apolipoproteina es amiloide sérico A
(ASA). Se da a conocer que la defensina es la defensina B (por ejemplo la defensina 31 (DB1) y/o la defensina 32
(DB2)). Se da a conocer que el factor de crecimiento es el factor de crecimiento epidérmico (FCE). Se da a conocer
que la citoquina comprende inductor débil de la apoptosis relacionado con TNF (TWEAK, del inglés TNF-related
weak inducer of apoptosis), IL-1B, IL-6 0 una combinacion de los mismos. Se da a conocer que la cadherina es
cadherina E. Se da a conocer que la molécula de adhesién celular comprende MAIC-1, MACV-1 o una combinacién
de los mismos.

Se da a conocer que el marcador genético es por lo menos uno de los genes indicados en las Tablas 1A-1E (por
ejemplo la Tabla 1A, 1B, 1C, 1D y/o 1E). Se da a conocer que el marcador genético es NOD2. El genotipo del
marcador genético puede detectarse mediante el genotipado de un individuo para la presencia o la ausencia de uno
0 mas alelos variantes, tales como, por ejemplo, uno o mas PSN en uno o mas marcadores genéticos. Se da a
conocer que el PSN es por lo menos uno de los PSN indicados en las Tablas 1B-1E (por ejemplo la Tabla 1B, 1C,
1D y/o 1E). Se da a conocer que el marcador genético es NOD2 y el PSN es PSN8 (R702W), PSN12 (G908R) y/o
PSN13 (1007fs). En determinados casos, la presencia o la ausencia de uno o mas PSN de NOD2 se determina en
combinacién con la presencia o el nivel de uno 0 mas marcadores séricos.

En los métodos, puede determinarse la presencia, el nivel o el genotipo de por lo menos dos, tres, cuatro, cinco,
seis, siete, ocho, nueve o diez marcadores. Se da a conocer que la muestra es de suero, plasma, sangre completa
y/o heces.

El andlisis estadistico aplicado en el perfil de marcadores puede comprender cualquiera de entre una diversidad de

métodos estadisticos, modelos y algoritmos descritos en la Seccién IX, posteriormente. Se da a conocer que el

analisis estadistico es un andlisis de cuartiles. En algunos casos, el andlisis de cuartiles convierte la presencia, el
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nivel o el genotipo de cada marcador en una puntuacion de cuartiles. A modo de ejemplo no limitativo, el pefrfil
pronostico puede corresponder a una puntuacion de suma de cuartiles (PSC) para el individuo que se obtiene
sumando la puntuacién de cuartiles para cada uno de los marcadores. Se da a conocer que el andlisis estadistico
comprende uno o mas sistemas clasificadores estadisticos de aprendizaje tal como se indica en la presente
memoria. Se da a conocer que el analisis estadistico comprende una combinacién de por lo menos dos sistemas
clasificadores estadisticos de aprendizaje. Un ejemplo no limitativo de dicha combinacion incluye un arbol de
decision/clasificacién (por ejemplo un arbol de clasificacion y regresion (ACyR), un bosque aleatorio, etc.) y una red
neural, por ejemplo aplicada en tandem. En determinados casos, los métodos comprenden aplicar un primer analisis
estadistico (por ejemplo un arbol de decision/clasificacion) a la presencia, nivel o genotipo determinado para cada
uno de los marcadores con el fin de generar una prediccion o valor de probabilidad, y después aplicar un segundo
andlisis estadistico (por ejemplo una red neural) a la predicciéon o valor de probabilidad y a la presencia, nivel o
genotipo determinado para cada uno de los marcadores con el fin de ayudar en el diagnéstico de Ell (por ejemplo
mediante la clasificaciéon de la muestra como muestra de Ell o muestra no de Ell).

Se da a conocer que los métodos comprenden ademas comparar los resultados del analisis estadistico (es decir, el
perfil diagnostico) con una referencia (es decir, un modelo diagnéstico) con el fin de ayudar en el diagnéstico de la
Ell. En algunos casos, el modelo diagnoéstico comprende una visualizacion, impresion y/o informe, tal como una tabla
de consulta o gréafico. En otros casos, el perfil diagnéstico es una puntuacién de suma de cuartiles (PSC) para el
individuo y la PSC se compara con un modelo diagndstico. Se da a conocer que se predice que el individuo presenta
una probabilidad mas elevada de presentar Ell en el caso de que la PSC sea superior a 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, etc.

Se da a conocer que los métodos descritos en la presente memoria proporcionan una probabilidad de Ell (o un
subtipo clinico de la misma) de (por lo menos) aproximadamente 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% (o cualquier intervalo en los mismos) basado en el perfil diagnéstico del
individuo, tal como, por ejemplo, la PSC del individuo, opcionalmente en combinacién con la presencia o la ausencia
de uno o mas alelos variantes en uno o mas marcadores genéticos, por ejemplo NOD2.

Los métodos pueden comprender ademas recomendar un curso de terapia para el individuo basado en el andlisis
estadistico o la comparacion entre el perfil diagnostico y el modelo diagnéstico. Los métodos pueden comprender
ademas enviar los resultados del analisis estadistico o comparacion a un médico.

IV. Subtipos clinicos de Ell

La enfermedad intestinal inflamatoria (Ell) es un grupo de condiciones inflamatorias del intestino grueso y el intestino
delgado. Las formas principales de Ell son la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU). Entre otras
formas menos comunes de Ell se incluyen, por ejemplo, la colitis indeterminada (Cl), la colitis colagenosa, la colitis
linfocitica, la colitis isquémica, la colitis de diversion, el sindrome de Behget, la colitis infecciosa y similares. Se hace
referencia a la publicacion de patente US n° 2008/0131439, titulada "Methods of Diagnosing Inflammatory Bowel
Disease" [Métodos de diagndstico de la enfermedad intestinal inflamatoria].

A. Enfermedad de Crohn

La enfermedad de Crohn (EC) es una enfermedad de inflamacién crénica que puede implicar cualquier parte del
tracto gastrointestinal. Cominmente resulta afectada la parte distal del intestino delgado, es decir, el ileo, y el ciego.
En otros casos, la enfermedad se confina al intestino delgado, colon o regién anorrectal. La EC ocasionalmente
implica al duodeno y al estdmago, y mas raramente al eséfago y a la cavidad oral.

Las manifestaciones clinicas variables de la EC son un resultado, en parte, de la localizacién anatomica variable de
la enfermedad. Los sintomas mas frecuentes de la EC son el dolor abdominal, la diarrea y la fiebre recurrente. La EC
se asocia cominmente a obstruccién intestinal o fistula, un paso anormal entre asas intestinales enfermas. La EC
incluye ademas complicaciones tales como la inflamacion ocular, de las articulaciones y de la piel, enfermedad
hepatica, célculos renales y amiloidosis. Ademas, la EC se asocia a un riesgo incrementado de cancer intestinal.

Son caracteristicas varios elementos de la patologia de la EC. La inflamacién asociada a la EC, conocida como
inflamacién transmural, implica todas las capas de la pared intestinal. El engrosamiento y el edema, por ejemplo,
tipicamente aparecen también en toda la pared intestinal, con presencia de fibrosis en las formas antiguas de la
enfermedad. La inflamacion caracteristica de la EC es discontinua en el aspecto de que los segmentos de tejido
inflamado, conocidos como "lesiones discontinuas”, se encuentran separados por intestino de apariencia normal.
Ademas, las ulceraciones lineales, edema e inflamacion del tejido intermedio conducen a una apariencia
"parcheada" de la mucosa intestinal, que es signo distintivo de la EC.

Una caracteristica distintiva de la EC es la presencia de agregaciones discretas de células inflamatorias, conocidas

como granulomas, que se observan generalmente en la submucosa. Algunos casos de EC muestran granulomas

discretos tipicos, mientras que otros muestran una reaccion granulomatosa difusa o una inflamacion transmural no
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especifica. Como resultado, la presencia de granulomas discretos es indicativa de EC, aunque la ausencia de
granulomas también es consistente con la enfermedad. De esta manera, la inflamacién transmural o discontinua, y
no la presencia de granulomas, es un indicador diagndstico preferente de EC (Rubin y Farber, Pathology (segunda
edicién), Philadelphia, J.B. Lippincott Company, 1994).

La enfermedad de Crohn puede clasificarse segun el comportamiento de la enfermedad a medida que progresa. Ello
fue formalizado en la clasificaciéon de Viena de la enfermedad de Crohn. Ver Gasche et al., Inflamm. Bowel Dis. 6:8-
15, 2000. Existen tres categorias de la presentacién de la enfermedad de Crohn: (1) estenosante, (2) penetrante e
(3) inflamatoria. La enfermedad estenosante provoca el estrechamiento del intestino, lo que puede conducir a la
obstruccidn del intestino o a cambios en el calibre de las heces. La enfermedad penetrante crea pasos anormales
(fistulas) entre el intestino y otras estructuras, tales como la piel. La enfermedad inflamatoria (también conocida
como enfermedad no penetrante no estenosante) provoca inflamacion sin causar estenosis o fistulas.

De esta manera, la enfermedad de Crohn representa varios subtipos heterogéneos de enfermedad que afectan al
tracto gastrointestinal y que pueden producir sintomas similares. Tal como se utiliza en la presente memoria en
referencia a la EC, la expresion "subtipo clinico" incluye una clasificacion de la EC definida por un conjunto de
criterios clinicos que distinguen una clasificacion de la EC de otra. A modo de ejemplos no limitativos, los sujetos con
EC pueden clasificarse como que presentan enfermedad estenosante (por ejemplo estenosis interna), penetrante
(por ejemplo penetrante interna) o inflamatoria tal como se indica en la presente memoria, 0 estos sujetos pueden
clasificarse adicional o alternativamente como que presentan enfermedad fibroestenoética, enfermedad del intestino
delgado, enfermedad perforante interna, enfermedad fistulizante perianal, enfermedad similar a la CU, la necesidad
de cirugia del intestino delgado, la ausencia de caracteristicas de la CU o combinaciones de las mismas.

En determinados casos, los sujetos con EC pueden clasificarse como que presentan EC complicada, que es un
subtipo clinico caracterizado por fenotipos estenosantes o penetrantes. En determinados otros casos, los sujetos
con EC pueden clasificarse como que presentan EC caracterizada por una o mas de las complicaciones siguientes:
fibroestenosis, enfermedad perforante interna y la necesidad de cirugia del intestino delgado. En casos adicionales,
los sujetos con EC pueden clasificarse como que presentan una forma agresiva de enfermedad fibroestenética que
requiere de cirugia del intestino delgado. Los criterios referentes a dichos subtipos han sido descritos en, por
ejemplo, Gasche et al., Inflamm. Bowel Dis. 6:8-15, 2000; Abreu et al., Gastroenterology 123:679-688, 2002;
Vasiliauskas et al., Gut 47:487-496, 2000; Vasiliauskas et al., Gastroenterology 110:1810-1819, 1996; y Greenstein
et al., Gut 29:588-592, 1988.

El "subtipo fibroestendéstico” de la EC es una clasificacion de la EC caracterizada por una 0 mas caracteristicas
aceptadas de la enfermedad fibroestenosante. Entre dichas caracteristicas de la enfermedad fibroestenosante se
incluyen, aunque sin limitarse a ellas, la obstruccién intestinal persistente documentada o una reseccion intestinal
por una obstruccion intestinal. El subtipo fibroestenoético de la EC puede verse acompafiada de otros sintomas, tales
como perforaciones, abscesos o fistulas, y puede caracterizarse ademas por sintomas persistentes de blogueo
intestinal, tales como nauseas, vomitos, distensién abdominal e incapacidad de ingerir alimentos solidos. Las
radiografias intestinales de los pacientes con el subtipo fibroestenético de EC pueden mostrar, por ejemplo,
distension del intestino antes del punto de bloqueo.

La necesidad de cirugia del intestino delgado en un sujeto con el subtipo fibroestenético de EC puede indicar una
forma mas agresiva de este subtipo. También se conocen de la técnica subtipos adicionales de EC y pueden
identificarse utilizando criterios clinicos definidos. Por ejemplo, la enfermedad perforante interna es un subtipo clinico
de EC definido por pruebas actuales o previas de fistulas entero-entéricas o entero-vesiculares, abscesos
intraabdominales o perforacion del intestino delgado. La enfermedad perforante perianal es un subtipo clinico de la
EC definida por evidencia actual o previa de fistula o abscesos perianales o fistula rectovaginal. El subtipo clinico
similar a la CU de la EC puede definirse por la evidencia actual o previa de participacion colénica del lado izquierdo,
sintomas de sangrado o urgencia, y abscesos en criptas en biopsias coldnicas. La localizacién de la enfermedad
puede clasificarse basandose en uno o mas estudios endoscépicos, radiolégicos o patoldgicos.

El experto en la materia entendera que puede existir un solapamiento entre subtipos clinicos de la EC y que un
sujeto que presenta EC puede presentar mas de un subtipo clinico de EC. Por ejemplo, un sujeto que presenta EC
puede presentar el subtipo fibroestenético de EC y también puede cumplir los criterios clinicos de un subtipo clinico
caracterizado por la necesidad de cirugia del intestino delgado o el subtipo de enfermedad perforante interna. De
manera similar, los marcadores descritos en la presente memoria pueden estar asociados a mas de un subtipo
clinico de EC.

B. Colitis ulcerosa

La colitis ulcerosa (CU) es una enfermedad del intestino grueso caracterizada por diarrea crénica con coélicos, dolor
abdominal, sangrado rectal, descargas poco compactas de sangre, pus y moco. Las manifestaciones de la CU
pueden variar ampliamente. Un patrén de exacerbaciones y remisiones tipifica el curso clinico de aproximadamente
el 70% de los pacientes de CU, aunque se presentan sintomas continuos sin remisién en algunos pacientes de CU.
Entre las complicaciones locales y sistémicas de la CU se incluyen artritis, inflamacion ocular, tal como uveitis,
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Ulceras de la piel y enfermedad hepatica. Ademas, la CU, y especialmente la forma extensiva de larga duracion de la
enfermedad, se asocia a un riesgo incrementado de carcinoma de colon.

La CU es una enfermedad difusa que habitualmente se extiende desde la parte mas distal del recto durante una
distancia variable proximalmente. La expresion "colitis del lado izquierdo" describe una inflamacién que implica la
parte distal del colon, extendiéndose hasta incluso el angulo esplénico. La no afectacién del recto o la afectacién del
lado derecho (parte proximal) del colon solamente es poco habitual en la CU. El proceso inflamatorio de la CU se
encuentra limitado al colon y no afecta, por ejemplo, al intestino delgado, estbmago o es6fago. Ademas, la CU se
distingue por una inflamacion superficial de la mucosa que generalmente no afecta a las capas mas profundas de la
pared intestinal. Los abscesos en las criptas, en las que las criptas intestinales degeneradas se llenan de neutrdfilos,
también son tipicas de la CU (Rubin y Farber, supra).

En determinados casos, con respecto a la CU, la variabilidad de los sintomas refleja diferencias en la extension de la
enfermedad (es decir, la cantidad del colon y del recto que se encuentra inflamada) y en la intensidad de la
inflamacién. La enfermedad se inicia en el recto y se desplaza "hacia arriba" del colon, afectando a una mayor
proporcion del 6érgano. La CU puede clasificarse segun la cantidad de colon afectada. Tipicamente, los pacientes
con inflamacién confinada al recto y a un segmento corto del colon contiguo al recto presentan sintomas mas leves y
un mejor prondstico que los pacientes con una inflamacién mas extendida del colon.

En comparacion con la EC, que es una enfermedad parcheada que frecuentemente no afecta al recto, la CU se
caracteriza por una inflamacién continua del colon que habitualmente es méas grave distalmente que proximalmente.
La inflamacién en la CU es superficial en el aspecto de que habitualmente se encuentra limitada a la capa mucosal y
se caracteriza por un infiltrado inflamatorio agudo con neutrdéfilos y abscesos en las criptas. En contraste, la EC
afecta al grosor completo de la pared intestinal con presencia frecuentemente de granulomas, aunque no en todos
los casos. La enfermedad que termina en la valvula ileocecal, o en el colon distal a la misma, es indicativa de CU,
mientras que la afectacion del ileo terminal, una apariencia parcheada, Ulceras discretas o fistulas sugiere EC.

Los diferentes tipos de colitis ulcerosa se clasifican segin la localizacion y la extension de la inflamacion. Tal como
se utiliza en la presente memoria en referencia a la EC, la expresién "subtipo clinico” incluye una clasificacion de la
EC definida por un conjunto de criterios clinicos que distinguen una clasificacion de la EC de otra. A modo de
ejemplos no limitativos, los sujetos con CU puede clasificarse como presentando proctitis ulcerosa, proctosigmoiditis,
colitis del lado izquierdo, pancolitis, colitis fulminante y combinaciones de las mismas. Los criterios referentes a
dichos subtipos han sido descritos en, por ejemplo, Kornbluth et al., Am. J. Gastroenterol. 99:1371-85, 2004.

La proctitis ulcerosa es un subtipo clinico de la CU definida por inflamacion que se encuentra limitada al recto. La
proctosigmoiditis es un subtipo clinico de la CU que afecta al recto y al colon sigmoide. La colitis del lado izquierdo
es un subtipo clinico de la CU que afecta al lado izquierdo completo del colon, desde el resto hasta el sitio en el que
el colon se une proximalmente al colon y empieza a recorrer el abdomen superior (el angulo esplénico). La pancolitis
es un subtipo clinico de la CU que afecta a todo el colon. La colitis fulminante es una forma rara aunque grave de
pancolitis. Los pacientes con colitis fulminante se encuentra extremadamente enfermos, con deshidratacion, dolor
abdominal severo, diarrea prolongada con sangrado e incluso choque.

Se da a conocer que la clasificacion del subtipo clinico de CU es importante en la planificacién de un curso eficaz de
tratamiento. Aunque la proctitis ulcerosa, proctosigmoiditis y colitis del lado izquierdo pueden tratarse con agentes
locales que se introducen por el ano, incluyendo los basados en esteroides u otros enemas y espumas, la pancolitis
debe tratarse con medicacion oral de manera que los ingredientes activos pueden alcanzar la totalidad de las partes
afectadas del colon.

El experto en la materia entendera que puede existir un solapamiento entre subtipos clinicos de la EC y que un
sujeto que presenta EC puede presentar mas de un subtipo clinico de EC. De manera similar, los marcadores
pronosticos descritos en la presente memoria pueden estar asociados a mas de un subtipo clinico de EC.

C. Colitis indeterminada

La colitis indeterminada (Cl) es un subtipo clinico de la Ell que incluye ambas caracteristicas de la EC y la CU. Dicha
solapamiento de los sintomas de ambas enfermedades puede producirse temporalmente (por ejemplo en los
primeros estadios de la enfermedad) o persistentemente (por ejemplo durante toda la progresion de la enfermedad)
en pacientes con Cl. Clinicamente, la Cl se caracteriza por dolor abdominal y diarrea con o sin sangrado rectal. Por
ejemplo, se observa colitis con mltiples ulceraciones intermitentes separadas por mucosa normal en los pacientes
que presentan la enfermedad. Histoldgicamente existe un patrén de ulceracion grave con inflamacién transmural. El
recto tipicamente esté libre de la enfermedad y las células inflamatorias linfoides no muestran agregacién. Aunque
se observan fisuras de tipo hendidura profundas con focos de miocitolisis, la mucosa intermedia tipicamente
presenta una congestion minima, con conservacion de las células caliciformes en los pacientes con CI.

V. Marcadores de la Ell
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Una diversidad de marcadores de la Ell, incluyendo marcadores bioquimicos, marcadores séricos, marcadores
proteicos, marcadores genéticos y otras caracteristicas clinicas o ecograficas, resulta adecuada para la utilizaciéon en
los métodos de diagndstico de la Ell, pronosticando el resultado futuro de la enfermedad y prediciendo la respuesta
a la terapia con agentes terapéuticos tales como agentes bioldgicos. En determinados aspectos, los métodos
diagndsticos y pronosticos descritos en la presente memoria utilizan la aplicacién de un algoritmo (por ejemplo el
andlisis estadistico) a la presencia, nivel de concentracién o genotipo determinado para uno o mas marcadores de la
Ell con el fin de ayudar o asistir en el diagnéstico de la Ell o con el fin de proporcionar un prondstico referente a la
progresion de la enfermedad (por ejemplo la probabilidad de desarrollar una EC complicada o la necesidad de
cirugia del intestino delgado en un momento posterior).

Entre los ejemplos no limitativos de Ell se incluyen: (i) marcadores bioquimicos, séricos y proteicos, tales como, por
ejemplo, citoquinas, factores de crecimiento, anticuerpos antineutréfilos, anticuerpos anti-Saccharomyces cerevisiae,
anticuerpos antimicrobianos, proteinas de fase aguda, apolipoproteinas, defensinas, cadherinas, moléculas de
adhesion celular y combinaciones de los mismos, e (ii) marcadores genéticos tales como, por ejemplo, cualquiera de
los genes indicados en las Tablas 1A-1E (por ejemplo NOD2) y los ARNmi en la Tabla 2.

A. Citoquinas

La determinacion de la presencia o del nivel de por lo menos una citoquina en una muestra resulta particularmente
util. Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "citoquina” incluye cualquiera de entre una diversidad de
polipéptidos o proteinas secretados por células inmunolégicas que regulan un abanico de funciones del sistema
inmunolégico y comprende citoquinas pequefias tales como las quimoquinas. El término "citoquina” incluye ademas
las adipocitoquinas, que comprenden un grupo de citoquinas secretadas por adipocitos que funcionan, por ejemplo,
en la regulacién del peso corporal, la hematopoyesis, la angiogénesis, la cicatrizacién de heridas, la resistencia a la
insulina, la respuesta inmunoldgica y la respuesta inflamatoria.

En determinados aspectos, se determina la presencia o el nivel de por lo menos una citoquina, incluyendo, aunque
sin limitarse a ellos, TNF-a, inductor débil relacionado con TNF de apoptosis (TWEAK), osteoprotegerina (OPG),
IFN-a, IFN-B, IFN-y, IL-1a, IL-13, antagonista de receptores de IL-1 (IL-1ra), IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, receptor soluble de
IL-6 (sIL-6R), IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, IL-23 e IL-27. En determinados otros aspectos, se
determina en una muestra la presencia o el nivel de por lo menos una quimoquina, tal como, por ejemplo,
CXCL1/GRO1/GROa, CXCL2/GRO2, CXCL3/GR0O3, CXCL4/PF-4, CXCL5/ENA-78, CXCL6/GCP-2, CXCL7/NAP-2,
CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10, CXCL11/I-TAC, CXCL12/SDF-1, CXCL13/BCA-1, CXCL14/BRAK, CXCL15, CXCL186,
CXCL17/DMC, CCL1, CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-1B8, CCL5/RANTES, CCL6/C10, CCL7/MCP-3,
CCL8/MCP-2, CCL9/CCL10, CCL1l/Eotaxina, CCL12/MCP-5, CCL13/MCP-4, CCL14/HCC-1, CCL15/MIP-5,
CCL16/LEC, CCL17/TARC, CCL18/MIP-4, CCL19/MIP-33, CCL20/MIP-3a, CCL21/SLC, CCL22/MDC,
CCL23/MPIF1, CCL24/Eotaxina-2, CCL25/TECK, CCL26/Eotaxina-3, CCL27/CTACK, CCL28/MEC, CL1, CL2 y
CX3CL1. En determinados aspectos adicionales, se determina en una muestra la presencia o el nivel de por lo
menos una adipocitoquina, incluyendo, aunque sin limitarse a ellos, la leptina, la adiponectina, la resistina, el
inhibidor 1 del activador del plasmindgeno activo o total (PAI-1), visfatina y proteina 4 de unién a retinol (PUR4).
Preferentemente se determina la presencia o el nivel de IL-6, IL-13 y/o TWEAK.

En determinados casos, la presencia o el nivel de una citoquina particular se detecta al nivel de la expresion de
ARNmM con un ensayo tal como, por ejemplo, un ensayo de hibridacién o un ensayo basado en la amplificacion. En
determinados otros casos, la presencia o el nivel de una citoquina particular se detecta al nivel de la expresion de
proteinas utilizando, por ejemplo, un inmunoensayo (por ejemplo ELISA) o un ensayo inmunohistoquimico. Los kits
de ELISA adecuados para determinar la presencia o el nivel de una citoquina tal como IL-6, IL-18 o TWEAK en una
muestra de suero, plasma, saliva u orina se encuentran disponibles de, por ejemplo, R&D Systems, Inc.
(Minneapolis, MN), Neogen Corp. (Lexington, KY), Alpco Diagnostics (Salem, NH), Assay Designs, Inc. (Ann Arbor,
MI), BD Biosciences Pharmingen (San Diego, CA), Invitrogen (Camarillo, CA), Calbiochem (San Diego, CA),
CHEMICON International, Inc. (Temecula, CA), Antigenix America Inc. (Huntington Station, NY), QIAGEN Inc.
(Valencia, CA), Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules, CA) y/o Bender MedSystems Inc. (Burlingame, CA).

La secuencia del polipéptido IL-6 humano se proporciona en, por ejemplo, GenBank n° de acceso NP_000591 (SEC
ID n° 1). La secuencia (codificante) del ARNm de IL-6 humano se proporciona en, por ejemplo, GenBank n° de
acceso NM_000600 (SEC ID n° 2). El experto en la materia apreciara que IL-6 también es conocida como interferén
beta 2 (IFNB2), FCH, FCT y FECB2.

La secuencia del polipéptido IL-1B humano se proporciona en, por ejemplo, GenBank n® de acceso NP_000567
(SEC ID n° 3). La secuencia (codificante) del ARNm de IL-18 humano se proporciona en, por ejemplo, GenBank n°
de acceso NM_000576 (SEC ID n° 4). El experto en la materia apreciara que IL-1f3 también es conocido como IL1F2
e IL-1beta.

La secuencia del polipéptido TWEAK humano se proporciona en, por ejemplo, GenBank n°® de acceso NP_003800

(SEC ID n°® 5) y AAC51923. La secuencia (codificante) del ARNm de TWEAK humano se proporciona en, por

ejemplo, GenBank n° de acceso NM_003809 (SEC ID n° 6) y BC104420. El experto en la materia apreciara que
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TWEAK también es conocido como el elemento 12 de la superfamilia de ligandos del factor de necrosis tumoral
(TNFSF12), ligando APO3 (APO3L), CD255, ligando de DR3, ligando 14 inducible por factor de crecimiento (Fn14) y
UNQ181/PR0207.

B. Factores de crecimiento

La determinacion de la presencia o del nivel de uno o mas factores de crecimiento en una muestra también resulta
util. Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresién "factor de crecimiento” incluye cualquiera de entre una
diversidad de péptidos, polipéptidos o proteinas que son capaces de estimular la proliferacién celular y/o la
diferenciacion celular.

En determinados aspectos, se determina en una muestra la presencia o el nivel de por lo menos un factor de
crecimiento, incluyendo, aunque sin limitarse a ellos, factor de crecimiento epidérmico (FCE), factor de crecimiento
epidérmico de union a heparina (FCE-UH), factor de crecimiento endotelial vascular (FCEV), factor derivado de
epitelio pigmentado (FDEP, también conocido como SERPINF1), anfirregulina (AREG, también conocida como factor
de crecimiento derivado de schwannoma (FCDS)), factor de crecimiento fibroblastico basico (FCFb), factor de
crecimiento de hepatocitos (FCH), factor a de crecimiento transformante (FCT-a), factor B de crecimiento
transformante (FCT-B), proteinas morfogenéticas dseas (por ejemplo PMO1-PMQO15), factor de crecimiento derivado
de plaquetas (FCDP), factor de crecimiento nervioso (FCN), factor de crecimiento nervioso 3 (FCN-B), factores
neurotréficos (por ejemplo factor neurotréfico derivado de cerebro (FNDC), neurotrofina 3 (NT3), neurotrofina 4
(NT4), etc.), factor 9 de diferenciacion del crecimiento (FDC-9), factor estimulante de colonias de granulocitos (FEC-
G), factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (FEC-GM), miostatina (GDF-8), eritropoyetina (EPO) y
trombopoyetina (TPO). Preferentemente se determina la presencia o el nivel de FCE.

En determinados casos, la presencia o el nivel de un factor de crecimiento particular se detecta al nivel de la
expresion de ARNm con un ensayo tal como, por ejemplo, un ensayo de hibridacion o un ensayo basado en la
amplificacién. En determinados otros casos, la presencia o el nivel de un factor de crecimiento particular se detecta
al nivel de la expresion de proteinas utilizando, por ejemplo, un inmunoensayo (por ejemplo ELISA) o un ensayo
inmunohistoquimico. Se encuentran disponibles kits de ELISA adecuados para determinar la presencia o el nivel de
un factor de crecimiento tal como FCE en una muestra de suero, plasma, saliva u orina de, por ejemplo, Antigenix
America Inc. (Huntington Station, NY), Promega (Madison, WI), R&D Systems, Inc. (Minneapolis, MN), Invitrogen
(Camarillo, CA), Chemicon International, Inc. (Temecula, CA), Neogen Corp. (Lexington, KY), PreproTech (Rocky
Hill, NJ), Alpco Diagnostics (Salem, NH), Pierce Biotechnology, Inc. (Rockford, IL) y/o Abazyme (Needham, MA).

La secuencia polipeptidica del factor de crecimiento epidérmico (FCE) humano se proporciona en, por ejemplo,
GenBank n° de acceso NP_001954 (SEC ID n° 7). La secuencia (codificante) del ARNm del FCE humano se
proporciona en, por ejemplo, GenBank n°® de acceso NM_001963 (SEC ID n° 8). El experto en la materia apreciara
gue el FCE también se conoce como beta-urogastrona, URG y HOMG4.

C. Anticuerpos antineutréfilos

La determinacion de los niveles de ANAC y/o la presencia o la ausencia de ANACp en una muestra también resulta
atil. Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresién "anticuerpo citoplasmatico antineutréfilos" o "ACAN"
incluye anticuerpos dirigidos contra componentes citoplasmaticos y/o nucleares de los neutrdéfilos. La actividad de
ACAN puede dividirse en varias categorias amplias basandose en el patron de tincion de ACAN en los neutrdfilos:
(2) tinciéon de neutrdfilos citoplasmaticos sin marcado perinuclear (ANACc), (2) tincidon perinuclear en torno al borde
exterior del ndcleo (ANACpP), (3) tincién perinuclear en torno al borde interior del ntcleo (NSNA), y (4) tincion difusa
con manchas en todo el neutréfilo (SAPPA). En determinados casos, la tincion ANACp es sensible al tratamiento de
ADNasa. El término ANAC comprende todas las variedades de reactividad antineutréfilos, incluyendo, aunque sin
limitacion, ANACc, ANACp, NSNA y SAPPA. De manera similar, el término ANAC comprende todos los isotipos de
inmunoglobulina, incluyendo, aunque sin limitarse a ellas, las inmunoglobulinas Ay G.

Los niveles de ANAC en una muestra de un individuo pueden determinarse utilizando, por ejemplo, un
inmunoensayo tal como un ensayo de inmunosorcién ligada a enzima (ELISA) con neutréfilos fijados con alcohol
(ver, por ejemplo, el Ejemplo 1). La presencia o la ausencia de una categoria particular de ANAC, tal como ANACp,
puede determinarse, por ejemplo, utilizando un ensayo inmunochistoquimico tal como un ensayo de anticuerpos
fluorescentes indirectos (AFl). Se da a conocer que la presencia o la ausencia de ANACp en una muestra se
determina utilizando un ensayo de inmunofluorescencia con neutréfilos fijados y tratados con ADNasa (ver, por
ejemplo, el Ejemplo 2). Ademas de neutrdéfilos fijados, pueden utilizarse para la deteccidon anticuerpos dirigidos
contra anticuerpos humanos. Los antigenos especificos para ANAC también resultan adecuados para determinar los
niveles de ANAC, incluyendo, aunque sin limitaciéon, extractos de neutréfilos no purificados o parcialmente
purificados, proteinas purificadas, fragmentos de proteinas o péptidos sintéticos, tales como histona H1 6
fragmentos reactivos con ANAC de los mismos (ver, por ejemplo, patente US n° 6.074.835), antigenos de tipo
histona H1, antigenos porina, antigenos de Bacteroides o fragmentos reactivos con ANAC de los mismos (ver, por
ejemplo, la patente US n° 6.033.864), antigenos de vesiculas secretorias o fragmentos reactivos con ANAC de los

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2553415713

mismos (ver, por ejemplo, solicitud de patente US n° 08/804.106) y anticuerpos idiotipicos anti-ANAC. El experto en
la materia apreciara la utilizacion de antigenos adicionales especificos para ANAC.

D. Anticuerpos anti-Saccharomyces cerevisiae

La determinacién de la presencia o del nivel de ASCA (por ejemplo IgA-AASC, IgG-AASC, IgM-AASC, etc.) en una
muestra también resulta Util. La expresion "inmunoglobulina A anti-Saccharomyces cerevisiae" o "AASC-IgA" incluye
anticuerpos del isotipo inmunoglobulina A que reaccionan especificamente con S. cerevisiae. De manera similar, la
expresion "inmunoglobulina G anti-Saccharomyces cerevisiae" o "AASC-IgG" incluye anticuerpos del isotipo
inmunoglobulina G que reaccionan especificamente con S. cerevisiae.

La determinacién de si una muestra es positiva para AASC-IgA o AASC-IgG se lleva a cabo utilizando un antigeno
especifico para las secuencias de anticuerpo humanas o un antigeno especifico para AASC. Dicho antigeno puede
ser cualquier antigeno 0 mezcla de antigenos que se une especificamente a AASC-IgA y/o AASC-IgG. Aunque los
anticuerpos AASC se caracterizaron inicialmente por su capacidad de unirse a S. cerevisiae, el experto en la materia
entendera que un antigeno que se une especificamente a AASC puede obtenerse a partir de S. cerevisiae o de una
diversidad de otras fuentes con la condicion de que el antigeno sea capaz de unirse especificamente a los
anticuerpos de AASC. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, entre las fuentes ejemplares de un antigeno
especifico para AASC que pueden utilizarse para determinar los niveles de AASC-IgA y/o AASC-IgG en una muestra
se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, células de levadura muertas enteras, tales como células de Saccharomyces
o de Candida, manano de pared celular de levadura, tal como fosfopeptidomanano (PPM), oligosacaridos tales como
oligomanésidos, neoglucolipidos, anticiuerpos idiotipicos anti-AASC y similares. Resultan adecuadas diferentes
especies y cepas de levadura, tales como S. cerevisiae cepas Sul, Su2, CBS 1315 6 BM 156, o Candida albicans
cepa VW32, para la utilizacion como antigeno especifico para AASC-IgA y/o AASC-IgG. También resultan
adecuados antigenos purificados y sintéticos especificos para AASC en la determinacion de los niveles de AASC-
IgA y/o AASC-IgG en una muestra. Entre los ejemplos de antigenos purificados se incluyen, aunque sin limitarse a
ellos, antigenos oligosacaridos purificados, tales como oligomanésidos. Entre los ejemplos de antigenos sintéticos
se incluyen, aungue sin limitarse a ellos, oligomandsidos sintéticos tales como los descritos en la publicacion de
patente US n°® 2003/0105060, por ejemplo D-Man 3(1-2) D-Man B(1-2) D-Man B(1-2) D-Man-OR, D-Man a(1-2) D-
Man a(1-2) D-Man a(1-2) D-Man-OR y D-Man a(1-3) D-Man a(1-2) D-Man a(1-2) D-Man-OR, en donde R es un
atomo de hidrégeno, un alquilo C; a C2, 0 un grupo conector opcionalmente marcado.

Las preparaciones de mananos de pared celular de levadura, por ejemplo PPM, pueden utilizarse para determinar
los niveles de AASC-IgA y/o AASC-IgG en una muestra. Dichos antigenos de superficie solubles en agua pueden
prepararse mediante cualquier técnica de extraccion apropiada conocida de la técnica, incluyendo, por ejemplo, el
autoclavado, o pueden obtenerse comercialmente (ver, por ejemplo, Lindberg et al., Gut 33:909-913, 1992). La
fraccion estable frente a acidos de PPM también resulta til en los algoritmos estadisticos (Sendid et al., Clin. Diag.
Lab. Immunol. 3:219-226, 1996). Un PPM ejemplar que resulta Util para determinar los niveles de AASC en una
muestra se deriva de S. uvarum cepa de la ATCC n° 38926. El Ejemplo 3 describe la preparacién de manano de la
pared celular de levadura y un andlisis de los niveles de AASC en una muestra utilizando un ensayo ELISA.

Los antigenos oligosacéaridos purificados, tales como oligomanésidos, también pueden resultar Utiles para
determinar los niveles de AASC-IgA y/o AASC-IgG en una muestra. Los antigenos oligomandsido purificados
preferentemente se convierten en neoglucolipidos tal como se describe en, por ejemplo, Faille et al., Eur. J.
Microbiol. Infect. Dis. 11:438-446, 1992. El experto en la materia entenderd que la reactividad de dicho antigeno
oligomandsico con AASC puede optimizarse modificando la longitud de cadena del manosilo (Frosh et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82:1194-1198, 1985), la configuracion anomérica (Fukazawa et al., en: "Immunology of Fungal
Disease", E. Kurstak (ed.), Marcel Dekker Inc.., New York, paginas 37-62, 1989; Nishikawa et al., Microbiol.
Immunol. 34:825-840, 1990; Poulain et al., Eur. J. Clin. Microbiol. 23:46-52, 1993; Shibata et al., Arch. Biochem.
Biophys. 243:338-348, 1985 Trinel et al., Infect. Immun., 60:3845-3851, 1992); o la posicion del enlace (Kikuchi et
al., Planta 190:525-535, 1993).

Entre los oligomanésidos adecuados para la utilizacién en los métodos se incluyen, aunque sin limitacion, un
oligomanésido que presenta la manotetraosa Man(1-3) Man(1-2) Man(1-2) Man. Dicho oligomandsido puede
purificarse a partir de PPM tal como se describe en, por ejemplo, Faille et al., supra. Un neoglucolipido ejemplar
especifico para AASC puede construirse liberando el oligomanésido de su PPM respectivo y posteriormente
acoplando el oligomandésido liberado con 4-hexadecil-anilina o similar.

E. Anticuerpos antimicrobianos

La determinacion de la presencia o del nivel de anticuerpo anti-OmpC en una muestra también resulta Gtil. Tal como
se utiliza en la presente memoria, la expresién "anticuerpo anti-proteina C de membrana externa" o "anticuerpo anti-
OmpC" incluye anticuerpos dirigidos contra una porina de membrana externa bacteriana tal como se describe en,
por ejemplo, la publicaciéon de patente PCT n°® WO 01/89361. La expresion "proteina C de membrana externa” o
"OmpC" se refiere a una porina bacteriana que es inmunorreactiva con un anticuerpo anti-OmpC.

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2553415713

El nivel de anticuerpo anti-OmpC presente en una muestra de un individuo puede determinarse utilizando una
proteina OmpC o un fragmento de la misma, tal como un fragmento inmunorreactivo de la misma. Entre los
antigenos OmpC adecuados que resultan (tiles para determinar los niveles de anticuerpo anti-OmpC en una
muestra se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, una proteina OmpC, un polipéptido OmpC que presenta
sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos que la proteina OmpC, o un fragmento de la misma, tal como
un fragmento inmunorreactivo de la misma. Tal como se utiliza en la presente memoria, un polipéptido OmpC
generalmente describe los polipéptidos que presentan una secuencia de aminoacidos con una identidad superior a
aproximadamente 50%, preferentemente superior a aproximadamente 60%, mas preferentemente superior a
aproximadamente 70%, todavia mas preferentemente superior a aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% 06 99% respecto a una proteina OmpC, determinando la identidad de aminoacidos con un programa de
alineacion de secuencias tal como CLUSTALW. Dichos antigenos pueden prepararse mediante, por ejemplo,
purificacién a partir de bacterias entéricas, tales como E. coli, mediante expresion recombinante de un acido
nucleico, tal como GenBank n° de acceso K00541, por medios sintéticos, tal como la sintesis peptidica en solucién o
en fase s6lida, o mediante la utilizacion de expresion fagica. El Ejemplo 4 describe la preparacion de proteina OmpC
y un analisis de los niveles de anticuerpo anti-OmpC en una muestra utilizando un ensayo ELISA.

La determinacion de la presencia o del nivel de anticuerpo anti-I2 en una muestra también resulta util. Tal como se
utiliza en la presente memoria, la expresién "anticuerpo anti-12" incluye los anticuerpos dirigidos contra un antigeno
microbiano que comparte homologia con reguladores transcripcionales bacterianos, tal como se describe en, por
ejemplo, la patente US n° 6.309.643. El término "12" se refiere a un antigeno microbiano que es inmunorreactivo con
un anticuerpo anti-12. La proteina 12 microbiana es un polipéptido de 100 aminoacidos que comparte cierta débil
homologia con la proteina 4 predicha de C. pasteurianum, Rv3557c de Mycobacterium tuberculosis y un regulador
transcripcional de Aquifex aeolicus. Las secuencias de acidos nucleicos y proteica de la proteina 12 se describen en,
por ejemplo, la patente US n° 6.309.643.

El nivel de anticuerpo anti-12 presente en una muestra de un individuo puede determinarse utilizando una proteina 12
o un fragmento de la misma, tal como un fragmento inmunorreactivo de la misma. Entre los antigenos 12 adecuados
que resultan utiles para determinar los niveles de anticuerpo anti-I12 en una muestra se incluyen, aunque sin limitarse
a ellos, una proteina 12, un polipéptido 12 que presenta sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos que la
proteina I2, o un fragmento de la misma, tal como un fragmento inmunorreactivo de la misma. Dichos polipéptidos 12
muestran una similitud de secuencia superior respecto a la proteina 12 que respecto a la proteina 4 de C.
pasteurianum e incluyen variantes de isotipo y homoélogos de los mismos. Tal como se utiliza en la presente
memoria, un polipéptido 12 generalmente describe los polipéptidos que presentan una secuencia de aminoacidos
con una identidad superior a aproximadamente 50%, preferentemente superior a aproximadamente 60%, mas
preferentemente superior a aproximadamente 70%, todavia mas preferentemente superior a aproximadamente 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% & 99% respecto a una proteina |2 natural, determinando la identidad de
aminoacidos con un programa de alineacion de secuencias tal como CLUSTALW. Dichos antigenos I12 pueden
prepararse mediante, por ejemplo, purificacion a partir de microbios, mediante expresion recombinante de un acido
nucleico codificante de un antigeno 12, por medios sintéticos, tal como la sintesis peptidica en solucién o en fase
sélida, o mediante la utilizacion de expresién fagica. La determinacion de los niveles de anticuerpo anti-I2 en una
muestra puede llevarse a cabo mediante la utilizacién de un ensayo ELISA (ver, por ejemplo, los Ejemplos 5, 20 y
22) o0 un ensayo histolégico.

La determinacion de la presencia o del nivel de anticuerpo antiflagelina en una muestra también resulta util. Tal
como se utiliza en la presente memoria, la expresion "anticuerpo antiflagelina” incluye anticuerpos dirigidos contra un
componente proteico de los flagelos bacterianos, tal como se describe en, por ejemplo, la patente US n°® 7.361.733 y
en la solicitud publicada de patente PCT n°® WO 03/053220. El término "flagelina" se refiere a una proteina de flagelo
bacteriano que es inmunorreactiva con un anticuerpo antiflagelina. Las flagelinas microbianas son proteinas
presentes en el flagelo bacteriano que se disponen en un cilindro hueco formando el filamento.

El nivel de anticuerpo antiflagelina presente en una muestra de un individuo puede determinarse utilizando una
proteina flagelina o un fragmento de la misma, tal como un fragmento inmunorreactivo de la misma. Entre los
antigenos flagelina adecuados que resultan Gtiles para determinar los niveles de anticuerpo anti-flagelina en una
muestra se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, la flagelina Cbir-1, la flagelina X, la flagelina A, la flagelina B,
fragmentos de las mismas, y combinaciones de las mismas, un polipéptido flagelina que presenta sustancialmente la
misma secuencia de aminoacidos que la proteina flagelina, o un fragmento de la misma, tal como un fragmento
inmunorreactivo de la misma. Tal como se utiliza en la presente memoria, un polipéptido flagelina generalmente
describe los polipéptidos que presentan una secuencia de aminoacidos con una identidad superior a
aproximadamente 50%, preferentemente superior a aproximadamente 60%, mas preferentemente superior a
aproximadamente 70%, todavia mas preferentemente superior a aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% 06 99% respecto a una proteina flagelina natural, determinando la identidad de aminoacidos con un
programa de alineacién de secuencias tal como CLUSTALW. Dichos antigenos flagelina pueden prepararse
mediante, por ejemplo, purificacion a partir de una bacteria tal como Helicobacter bilis, Helicobacter mustelae,
Helicobacter pylori, Butyrivibrio fibrisolvens, y una bacteria presente en el ciego, mediante expresion recombinante
de un &cido nucleico codificante de un antigeno flagelina, por medios sintéticos, tales como la sintesis peptidica en
solucion o en fase sodlida, o mediante la utilizacion de expresion fagica. La determinacion de los niveles de
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anticuerpo antiflagelina (por ejemplo anti-Chir-1) en una muestra puede llevarse a cabo mediante la utilizacion de un
ensayo ELISA o un ensayo histoldgico.

F. Proteinas de fase aguda

La determinacion de la presencia o del nivel de uno o més proteinas de fase aguda en una muestra también resulta
util. Las proteinas de fase aguda son una clase de proteinas cuyas concentraciones plasmaticas se incrementan
(proteinas de fase aguda positivas) o se reducen (proteinas de fase aguda negativas) en respuesta a la inflamacién.
Esta respuesta se denomina reaccién de fase aguda (también denominada respuesta de fase aguda). Entre los
ejemplos de proteinas de fase aguda positivas se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, la proteina C reactiva (PRC),
la proteina dimero D, la proteina de uniébn a manosa, alfa l-antitripsina, alfa 1-antiquimotripsina, alfa 2-
macroglobulina, fibrinégeno, protrombina, factor VIII, factor de von Willebrand, plasminégeno, factores del
complemento, ferritina, componente P del amiloide sérico, amiloide sérico A (ASA), orosomucoide (glucoproteina
acida alfa 1, GPA), ceruloplasmina, haptoglobina y combinaciones de los mismos. Entre los ejemplos no limitativos
de proteinas de fase aguda negativas se incluyen albumina, transferrina, transtiretina, transcortina, proteina de unién
a retinol y combinaciones de las mismas. Preferentemente se determina la presencia o el nivel de PRC y/o ASA.

En determinados casos, la presencia o el nivel de una proteina de fase aguda particular se detecta al nivel de la
expresion de ARNm con un ensayo tal como, por ejemplo, un ensayo de hibridacion o un ensayo basado en la
amplificaciéon. En determinados otros casos, la presencia o el nivel de una proteina de fase aguda particular se
detecta al nivel de la expresion de proteinas utilizando, por ejemplo, un inmunoensayo (por ejemplo ELISA) o un
ensayo inmunohistoquimico. Por ejemplo, puede utilizarse un ensayo ELISA colorimétrico de tipo sandwich
disponible de Alpco Diagnostics (Salem, NH) para determinar el nivel de PRC en una muestra de suero, plasma,
orina o heces. De manera similar, puede utilizarse un kit de ELISA disponible de Biomeda Corporation (Foster City,
CA) para detectar los niveles de PRC en una muestra. Otros métodos para determinar los niveles de PRC en una
muestra se describen en, por ejemplo, las patentes US n° 6.838.250 y n° 6.406.862, y las publicaciones de patente
US n° 2006/0024682 y n° 2006/0019410. Entre los métodos adicionales para determinar los niveles de PRC se
incluyen, por ejemplo, los ensayos de inmunoturbidimetria, los ensayos de inmunodifusion rapida y los ensayos de
aglutinacion visuales.

La proteina C reactiva (PRC) es una proteina presente en la sangre en respuesta a la inflamacién (una proteina de
fase aguda). PRC es tipicamente producida por el higado y por las células grasas (adipocitos). Es un elemento de la
familia de proteinas de la pentraxina. La secuencia del polipéptido PRC humano se proporciona en, por ejemplo,
GenBank n° de acceso NP_000558 (SEC ID n° 9). La secuencia (codificante) del ARNm del PRC humano se
proporciona en, por ejemplo, GenBank n° de acceso NM_000567 (SEC ID n° 10). El experto en la materia apreciara
gue PRC también es conocido como PTX1, MGC88244 y MGC149895.

G. Apolipoproteinas

La determinacion de la presencia o del nivel de una o mas apolipoproteinas en una muestra también resulta util. Las
apolipoproteinas son proteinas que se unen a grasas (lipidos). Forman lipoproteinas, las cuales transportan grasas
ingeridas por el flujo sanguineo. Las grasas ingeridas son digeridas en el intestino y transportadas hasta el higado.
Las grasas también son sintetizadas en el higado mismo. Las grasas se almacenan en las células grasas
(adipocitos). Las grasas son metabolizadas segun los requisitos energéticos del muisculo esquelético, corazén y
otros drganos y son secretadas en la leche materna. Las apolipoproteinas sirven también como cofactores
enzimaticos, ligandos de receptores y portadores de transferencia de lipidos que regulan el metabolismo de las
lipoproteinas y su incorporacién en los tejidos. Entre los ejemplos de apolipoproteinas se incluyen, aunque sin
limitarse a ellos, ApoA (por ejemplo, ApoA-I, ApoA-ll, ApoA-IV, ApoA-V), ApoB (por ejemplo, ApoB48, ApoB100),
ApoC (por ejemplo, ApoC-l, ApoC-ll, ApoC-Illl, ApoC-IV), ApoD, ApoE, ApoH, amiloide A sérico (AAS) y
combinaciones de los mismos. Preferentemente se determina la presencia o el nivel de AAS.

En determinados casos, la presencia o el nivel de una apolipoproteina particular se detecta al nivel de la expresion
de ARNm con un ensayo tal como, por ejemplo, un ensayo de hibridacion o un ensayo basado en la amplificacién.
En determinados otros casos, la presencia o el nivel de una apolipoproteina particular se detecta al nivel de la
expresion de proteinas utilizando, por ejemplo, un inmunoensayo (por ejemplo ELISA) o un ensayo
inmunohistoquimico. Los kits de ELISA adecuados para determinar la presencia o el nivel de AAS en una muestra,
tal como suero, plasma, saliva, orina o heces, se encuentran disponibles de, por ejemplo, Antigenix America Inc.
(Huntington Station, NY), Abazyme (Needham, MA), USCN Life (Missouri City, TX) y/o U.S. Biological (Swampscott,
MA).

Las proteinas del amiloide A sérico (AAS) son una familia de apolipoproteinas asociadas a lipoproteina de alta
densidad (HDL, por el inglés "High Density LipoPROTEINA") en el plasma. Se expresan constitutivamente diferentes
isoformas de AAS (ASS constitutivas) a niveles diferentes o en respuesta a estimulos inflamatorios (AAS de fase
aguda). Estas proteinas son producidas predominantemente por el higado. La conservacién de estas proteinas en
todos los invertebrados y vertebrados sugiere que las AAS desempefian una funcién absolutamente esencial en
todos los animales. Las proteinas de amiloide A sérico de fase aguda (AAS-A) son secretadas duarnte la fase aguda
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de la inflamacién. La secuencia del polipéptido AAS humano se proporciona en, por ejemplo, GenBank n° de acceso
NP_000322 (SEC ID n° 11). La secuencia (codificante) del ARNm del AAS humano se proporciona en, por ejemplo,
GenBank n° de acceso NM_000331 (SEC ID n° 12). El experto en la materia apreciard que AAS también es
conocido como PIG4, TP5314, MGC111216 y AAS1.

H. Defensinas

La determinacion de la presencia o del nivel de una o mas defensinas en una muestra también resulta Gtil. Las
defensinas son proteinas catiénicas ricas en cisteinas pequefias presentes tanto en vertebrados como
invertebrados. Son activos contra bacterias, hongos y muchos virus con cubierta y sin cubierta. Tipicamente
consisten de 18 a 45 aminodcidos, incluyendo 6 (en vertebrados) a 8 residuos de cisteina conservados. Las células
del sistema inmunoloégico contienen dichos péptidos para ayudar en la eliminacién de las bacterias fagocitadas, por
ejemplo en granulocitos neutréfilos y practicamente todas las células epiteliales. La mayoria de defensinas funcionan
mediante la unién a membranas celulares microbianas, y una vez incluidas, formando defectos similares a poros en
la membrana que permiten el flujo de salida de iones esenciales y nutrientes. Entre los ejemplos no limitativos de las
defensinas se incluyen las a-defensinas (por ejemplo, DEFA 1, DEFA1A3, DEFA3, DEFA4), B-defensinas (por
ejemplo, la B-defensina-1 (DEFBL1), la B-defensina-2 (DEFB2), DEFB103A/DEFB103B a DEFB107A/DEFB107B,
DEFB110 a DEFB133), y las combinaciones de los mismos. Preferentemente se determina la presencia o el nivel de
DEFB1 y/o DEFB2.

En determinados casos, la presencia o el nivel de una defensina particular se detecta al nivel de la expresion de
ARNmM con un ensayo tal como, por ejemplo, un ensayo de hibridacién o un ensayo basado en la amplificacion. En
determinados otros casos, la presencia o el nivel de una defensina particular se detecta al nivel de la expresion de
proteinas utilizando, por ejemplo, un inmunoensayo (por ejemplo ELISA) o un ensayo inmunohistoquimico. Los kits
de ELISA adecuados para determinar la presencia o el nivel de DEFB1 y/o DEFB2 en una muestra, tal como suero,
plasma, saliva, orina o heces, se encuentran disponibles de, por ejemplo, Alpco Diagnostics (Salem, NH), Antigenix
America Inc. (Huntington Station, NY), PreproTech (Rocky Hill, NJ) y/o Alpha Diagnostics Intl. Inc. (San Antonio, TX).

Las B-defensinas son péptidos antimicrobianos implicados en la resistencia de las superficies epiteliales a la
colonizacién microbiana. Son las mas ampliamente distribuidas de entre todas las defensinas, siendo secretadas por
leucocitos y células epiteliales de muchos tipos. Por ejemplo, pueden encontrarse en la lengua, la piel, la cérnea, las
glandulas salivares, los rifiones, el eséfago y el tracto respiratorio. La secuencia pollipeptidica de DEFB1 humano se
proporciona en, por ejemplo, GenBank n® de acceso NP_005209 (SEC ID n° 13). La secuencia (codificante) del
ARNm del DEFB1 humano se proporciona en, por ejemplo, GenBank n° de acceso NM_005218 (SEC ID n° 14). El
experto en la materia apreciara que DEFB1 también es conocido como BD1, HBD1, DEFB-1, DEFB101 y
MGC51822. La secuencia pollipeptidica de DEFB2 humano se proporciona en, por ejemplo, GenBank n° de acceso
NP_04933 (SEC ID n° 15). La secuencia (codificante) del ARNm del DEFB2 humano se proporciona en, por ejemplo,
GenBank n° de acceso NM_004942 (SEC ID n° 16). El experto en la materia apreciara que DEFB2 también es
conocido como SAP1, HBD-2, DEFB-2, DEFB102 y DEFBA4.

|. Cadherinas

La determinacion de la presencia o del nivel de una o mas cadherinas en una muestra también resulta Gtil. Las
cadherinas son una clase de proteinas transmembranales de tipo 1 que desempefian funciones importantes en la
adhesion celular, garantizando que las células dentro de los tejidos se unen entre si. Para funcionar son
dependientes de los iones calcio (Ca2+). La superfamilia de la cadherina incluye cadherinas, protocadherinas,
desmogleinas y desmocolinas, y otras. En la estructura comparten repeticiones de cadherina, que son dominios
extracelulares de unién a Ca®". Entre las cadherinas adecuadas para la utilizacion en el presente método se
incluyen, aunque sin limitacion, CDH1 -Cadherina-E (epitelial), CDH2 -N-cadherina (neural), CDH12 -cadherina 12,
tipo 2 (N-cadherina 2), CDH3 -Pcadherina (placentaria), CDH4 -R-cadherina (retiniana), CDH5 -VCadherina-E
(vascular endotelial), CDH6-K-cadherina (renal), CDH7 -cadherina 7, tipo 2, CDH8 -cadherina 8, tipo 2, CDH9 -
cadherina 9, tipo 2 (Tl1l-cadherina), CDH10 -cadherina 10, tipo 2 (T2-cadherina), CDH11l -OB-cadherina
(osteoblasto), CDH13 -T-cadherina -H-cadherina (corazén), CDH15 -M-cadherina (miotlbulo), CDH16 -KSP-
cadherina, CDH 17 -LI cadherina (higado-intestino), CDH18 -cadherina 18, tipo 2, CDH 19 cadherina 19, tipo 2,
CDH20 -cadherina 20, tipo 2 y CDH23 -cadherina 23, (epitelio neurosensorial). Preferentemente se determina la
presencia o el nivel de cadherina E.

En determinados casos, la presencia o el nivel de una defensina particular se detecta al nivel de la expresién de
ARNmM con un ensayo tal como, por ejemplo, un ensayo de hibridaciéon o un ensayo basado en la amplificacién. En
determinados otros casos, la presencia o el nivel de una cadherina particular se detecta al nivel de la expresién de
proteinas utilizando, por ejemplo, un inmunoensayo (por ejemplo ELISA) o un ensayo inmunohistoquimico. Los kits
de ELISA adecuados para determinar la presencia o el nivel de cadherina E en una muestra, tal como suero,
plasma, saliva, orina o heces, se encuentran disponibles de, por ejemplo, R&D Systems, Inc. (Minneapolis, MN) y/o
GenWay Biotech, Inc. (San Diego, CA).
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La cadherina E es una cadherina clasica de la superfamilia de las cadherinas. Es una glucoproteina de adhesion
célula-célula dependiente del calcio comprendida de cinco repeticiones extracelulares de cadherina, una regién
transmembranal y una cola citoplasmatica altamente conservada. El ectodominio de la cadherina E media en la
adhesién bacteriana a las células de mamifero y se requiere el dominio citoplasmatico para la internalizacion. La
secuencia polipeptidica de la cadherina E humana se proporciona en, por ejemplo, GenBank n° de acceso
NP_004351 (SEC ID n° 17). La secuencia (codificante) del ARNm de la cadherina E humana se proporciona en, por
ejemplo, GenBank n° de acceso NM_004360 (SEC ID n° 18). El experto en la materia apreciara que la cadherina E
también es conocida como UVO, CDHE, ECAD, LCAM, Arc-1, CD324 y CDH1.

J. Moléculas de adhesion celular (MAC IgSF)

La determinacion de la presencia o del nivel de una o mas moléculas de adhesion celular de la superfamilia de
inmunoglobulinas en una muestra también resulta atil. Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion
"molécula de adhesion celular de la superfamilia de las inmunoglobulinas" (MAC IgSF) incluye cualquiera de entre
una diversidad de polipéptidos o proteinas situadas sobre la superficie de una célula que presenta uno o mas
dominios plegados de tipo inmunoglobulina, y que funcionan en la adhesion intercelular y/o en la transdusccion de
sefiales. En muchos casos, las MAC IgSF son proteinas transmembranales. Entre los ejemplos no limitativos de
MAC IgSF se incluyen las moléculas de adhesion a células neuronales (MACN, por ejemplo MACN-120, MACN-125,
MACN-140, MACN-145, MACN-180, MACN-185, etc.), moléculas de adhesion intercelular (MAIC, por ejemplo MAIC-
1, MAIC-2, MAIC-3, MAIC-4 y MAIC-5), molécula 1 de adhesién celular vascular (MACV-1), molécula 1 de adhesion
a células endoteliales-plaquetas (MAPCE-1), molécula de adhesion celular L1 (MACL1), molécula de adhesion
celular con homologia con MACL1 (homdlogo préximo de L1) (HPL1), lectinas de tipo Ig de union a acido sialico
(LIUAS, por ejemplo LIUAS-1, LIUAS-2, LIUAS-3, LIUAS-4, etc.), nectinas (por ejemplo nectina-1, nectina-2, nectina-
3, etc.) y moléculas de tipo nectina (por ejemplo Necl-1, Necl-2, Necl-3, Necl-4 y Necl-5). Preferentemente se
determina la presencia o el nivel de MAIC-1 y/o MACV-1.

1. Molécula 1 de adhesién intercelular (MAIC-1)

La MAIC-1 es una proteina de adhesion celular transmembranal que se encuentra continuamente presente a bajas
concentraciones en las membranas de los leucocitos y las células endoteliales. Con la estimulacién de las
citoquinas, las concentraciones se incrementan mucho. La MAIC1 puede ser inducida por IL-1 y TNF-a y es
expresada por el endotelio vascular, los macrofagos y los linfocitos. En la Ell, las citoquinas proinflamatorias causan
la inflamacién mediante la regulacién positiva de la expresion de las moléculas de adhesion, tales como MAIC1 y
MACV-1. La expresion incrementada de las moléculas de adhesién recluta mas linfocitos al tejido infectado,
resultando en la inflamacioén del tejido (ver Goke et al., J. Gastroenterol. 32:480, 1997, y Rijcken et al., Gut. 51:529,
2002). MAIC1 esta codificada por el gen de la molécula 1 de adhesion intercelular (MAIC1, Entrez ID génico 3383,
GenBank n° de acceso NM_000201) (SEC ID n° 19) y es producida tras el procesamiento del polipéptido precursor
de la molécula 1 de adhesion intercelular (GenBank n° de acceso SNP_000192 (SEC ID n° 20)).

2. Molécula 1 de adhesion de células vasculares (MACV-1)

MACV-1 es una proteina de adhesion celular transmembrana que media en la adhesion de los linfocitos, monocitos,
eosindfilos y basdfilos al endotelio vascular. La regulacién positiva de MACV-1 en las células endoteliales por las
citoquinas se produce como resultado de una transcripcién génica incrementada (Por ejemplo en respuesta al factor
alfa de necrosis tumoral (TNF-q) y la interleuquina-1 (IL-1)). La MACV-1 esta codificada por el gen de la molécula 1
de adhesion celular vascular (MACV-1, Entrez ID génico 7412) y es producida tras el procesamiento diferencial del
transcrito (GenBank n° de acceso NM_001078 (variante 1, SEC ID n° 21) o NM_080682 (variante 2)) y el
procesamiento de la isoforma de procesamiento del polipéptido precursor (GenBank n° de acceso NP_001069
(isoforma a, SEC ID n°® 22) o NP_542413 (isoforma b)).

En determinados casos, la presencia o el nivel de una MAC IgSF se detecta al nivel de la expresion de ARNm con
un ensayo tal como, por ejemplo, un ensayo de hibridacibn o un ensayo basado en la amplificacion. En
determinados otros casos, la presencia o el nivel de una MAC IgSF se detecta al nivel de la expresion de proteinas
utilizando, por ejemplo, un inmunoensayo (por ejemplo ELISA) o un ensayo inmunohistoquimico. Los anticuerpos y/o
kits de ELISA adecuados para determinar la presencia o el nivel de MAIC-1 y/o MACV-1 en una muestra, tal como
una muestra de tejido, biopsia, suero, plasma, saliva, orina o heces se encuentran disponibles de, por ejemplo,
Invitrogen (Camarillo, CA), Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA) y/o Abcam Inc. (Cambridge, MA).

K. Marcadores genéticos

La determinacion de la presencia o ausencia de variantes alélicas en uno o mas marcadores genéticos en una
muestra también resulta Gtil. Entre los ejemplos no limitativos de marcadores genéticos se incluyen, aunque sin
limitarse a ellos, cualquiera de los genes indicados en las Tablas 1A-1E (por ejemplo un gen NOD2/CARD15, un gen
de la ruta IL12/IL23, etc.). Preferentemente, se determina la presencia o la ausencia de por lo menos un
polimorfismo de un solo nucleétido (PSN) en el gen NOD2/CARD15 y/o uno o mas genes en la ruta IL12/I1L23. Ver,
por ejemplo, Barrett et al., Nat. Genet. 40:955-62, 2008, y Wang et al., Amer. J. Hum. Genet. 84:399-405, 2009.
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La Tabla 1A proporciona una lista ejemplar de genes de Ell, CU y EC, en la que el genotipado para la presencia o
ausencia de una o mas variantes alélicas (por ejemplo PSN) en el mismo resulta Gtil en los métodos diagnésticos y
pronésticos. La Tabla 1B proporciona marcadores genéticos ejemplares adicionales y PSN correspondientes que
pueden genotiparse de acuerdo con los métodos diagndsticos y prondsticos de la Ell. Las Tablas 1C-1E
proporcionan marcadores genéticos ejemplares adicionales de Ell, CU y EC y los PSN correspondientes que pueden
genotiparse de acuerdo con los métodos diagnosticos y prondsticos descritos en la presente memoria.

Tabla 1A. Genes de Ell, ECy CU

Genes de Ell (EC Genes de Ell Genes de
CU) (FCy coldnica CuU Genes de EC
IL23R Regiones HLA ECM1 NOD2
IL12B/p40 IL10 ATG16L1
JAK2 IFNg IRGM
STAT3 IL22 NLRP3
NKX2.3 IL26 5p13/PTGER4
3p21/MST1 OTUD3 PTPN2
CCNY PLA2G2E TNFSF15 (TL1A)
ILI8RAP ARPC2 IBD5/5931
LYRM4 ZNF365
CDKAL4 PTPN22
TNFRSF6B CCR6
PSMG1 LRRK2
ICOSLG
ITLN1
ORMDL3
Tabla 1B. Genes de Ell, ECy CU y PSN
Gen PSN
NOD2/CARD15 rs2066847
IL23R rs11465804
ATG16L1 rs3828309
MST1 rs3197999
PTGER4 rs4613763
IRGM rs11747270
TNFSF15 rs4263839
ZNF365 rs10995271
NKX2-3 rs11190140
PTPN2 rs2542151
PTPN22 rs2476601
ITLN1 rs2274910
IL12B rs10045431
CDKAL1 rs6908425
CCR6 rs2301436
JAK2 rs10758669
C110rf30 rs7927894
LRRK2, MUC19 rs11175593
ORMDL3 rs2872507
STAT3 rs744166
ICOSLG rs762421
GCKR rs780094
BTNL2, SLC26A3, HLA-DRB1, HLA-DQA1 rs3763313
PUS10 rs13003464
CCL2, CCL7 rs991804
LYRMA4 rs12529198
SLC22A23 rs17309827
ILIBRAP rs917997
IL12RB2 rs7546245
IL12RB1 rs374326
CD3D rs3212262
CD3G rs3212262
CD247 rs704853
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JUN rs6661505
CD3E rs7937334
IL18R1 rsl035127
CCR5
MAPK14 rs2237093
IL18 rs11214108
IFNG rs10878698
MAP2K6 rs2905443
STAT4 rs1584945
IL12A rs6800657
TYK2 rs12720356
ETV5 rs9867846
MAPK8 rs17697885

Tabla 1C. Genes de EC y PSN

Gen PSN
NOD2 (R702W) rs2066844
NOD2 (G908R) rs2066845

NOD?2 (3020insC) rs5743293
ATG16L1 (T300A) rs2241880
ATG16L1 rs3828309

IRGM rs13361189

IRGM rs4958847

IRGM rs1000113

IRGM rs11747270
TL1A/TNFSF15 rs6478109
TL1A/TNFSF15 rs6478108
TL1A/TNFSF15 rs4263839

PTN22 rs2476601
CCR6 rs1456893
CCR6 rs2301436
5p13/PTGER4 rs1373692
5pl3/PTGER4 rs4495224
5p13/PTGER4 rs7720838
5p13/PTGER4 rs4613763

ITLN1 1s2274910

ITLN1 rs9286879

ITLN1 rs11584383

IBD5/5931 1s2188962
IBD5/5931 rs252057
IBD5/5031 rs10067603
GCKR rs780094
TNFRSF6B rs1736135
ZNF365 1s224136
ZNF365 rs10995271
C110orf30 rs7927894
LRRK2;MUC19 rs1175593

DLG5 1s2165047

IL-27 rs8049439

TLR2 rs4696480

TLR2 rs3804099

TLR2 rs3804100

TLR2 rs5743704

TLR2 rs2405432
TLR4 (D299G) rs4986790

TLR4 (T399)) rs4986791
TLR4 (S360N) rs4987233

TLR9 rs187084

TLR9 rs352140

NFC4 rs4821544

KIF21B rs11584383
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IKZF1 rs1456893
C110rf30 1s7927894
CCL2,CCL7Y rs991804
ICOSLG 1s762421
TNFAIP3 rs7753394
FLJ45139 1s2836754
PTGER4 rs4613763

Tabla 1D. Genes de EC y PSN

Gen PSN

ECUM1 rs7511649
ECM1 (T130M) rs3737240

ECM1 (G290S) rs13294
GLI1 (G933D) 1$2228224
GLI1 (Q1100E) 1s2228226
MDR1 (3435C>T) rs1045642
MDR1 (A893S/T) rs2032582
MAGI2 rs6962966
MAGI2 rs2160322
IL26 rs12815372
IFNG,IL26 rs1558744

IFNG,IL26 rs971545
IL26 rs2870946
ARPC2 rs12612347
IL10,IL19 rs3024493
IL10,IL19 rs3024505
IL23R rs1004819
IL23R rs2201841
IL23R rs11209026
IL23R rs11465804
IL23R rs10889677
BTLN2 rs9268480
HLA-DRB 1 rs660895
MEP1 rs6920863
MEP1 rs2274658
MEP1 rs4714952
MEP1 rs1059276
PUS10 rs13003464
PUS10 rs6706689
RNF186 rs3806308
RNF186 rs1317209
RNF186 rs6426833
FCGR2A,C rs10800309
CEP72 rs4957048
DLD,LAMB1 rs4598195
CAPN10,KIF1A rs4676410

Tabla 1E. Genes de EC y PSN

Gen PSN
IL23R (R381Q) | rs11209026
IL23R rs11805303
IL23R rs7517847
IL12B/p40 rs1368438
IL12B/p40 rs10045431
IL12B/p40 rs6556416
IL12B/p40 rs6887695
IL12B/p40 rs3212227
STAT3 rs744166
JAK?2 rs10974914
JAK?2 rs10758669
NKX2-3 rs6584283

30




10

15

20

25

30

35

ES 2553415713

NKX2-3 rs10883365
NKX2-3 rs11190140
IL18RAP rs917997
LYRM4 rs12529198
CDKAL11 rs6908425
MAGI2 1s2160322
TNFRSF6B 1s2160322
TNFRSF6B rs2315008
TNFRSF6B rs4809330
PSMG1 1s2094871
PSMG1 1s2836878
PTPN2 rs2542151
MST1/3p21 rs9858542
MST1/3p21 rs3197999
SLC22A23 rs17309827
MHC rs660895
XBP1 rs35873774
ICOSLG1 15762421
BTLN2 rs3763313
BTLN2 rs2395185
BTLN2 rs9268480
ATG5 rs7746082
CUL2,CREM rs17582416
CARD9 rs4077515
ORMDL3 rs2872507
ORMDL3 1s2305480

Entre los PSN adicionales utiles se incluyen, por ejemplo, rs2188962, rs9286879, rs11584383, rs7746082,
rs1456893, rs1551398, rs17582416, rs3764147, rs1736135, rs4807569, rs7758080 y rs8098673. Ver, por ejemplo,
Barrett et al., Nat. Genet. 40:955-62, 2008.

1. NOD2/CARD15

La determinacién de la presencia o la ausencia de variantes alélicas tales como los PSN en el gen NOD2/CARD15
resulta particularmente util. Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "variante de NOD2/CARD15" o
"variante de NOD2" incluye una secuencia de nucleétidos de un gen NOD2 que contiene uno o0 mas cambios en
comparacion con el gen NOD2 de tipo salvaje 0 una secuencia de aminoacidos de un polipéptido NOD2 que
contiene uno 0 mas cambios en comparacion con la secuencia del polipéptido NOD2 de tipo salvaje. NOD2, también
conocido como CARD15, se ha sido localizado en el locus IBD1 del cromosoma 16 y ha sido identificado mediante
clonacién posicional (Hugot et al., Nature 411:599-603, 2001), asi como una estrategia de gen candidato posicional
(Ogura et al., Nature 411:603-606, 2001; Hampe et al., Lancet 357:1925-1928, 2001). El locus IBD1 presenta una
puntuacion elevada de ligamiento de puntos multiples (LPM) para la enfermedad intestinal inflamatoria (LPM=5,7 en
el marcador D16S411 en 16q12). Ver, por ejemplo, Cho et al., Inflamm. Bowel Dis., 3:186-190, 1997; Akolkar et al.,
Am. J. Gastroenterol. 96:1127-1132, 2001; Ohmen et al., Hum. Mol. Genet. 5:1679-1683, 1996; Parkes et al., Lancet
348:1588, 1996; Cavanaugh et al., Ann. Hum. Genet. 62:291-8, 1998; Brant et al., Gastroenterology 115:1056-1061,
1998; Curran et al., Gastroenterology 115:1066-1071, 1998; Hampe et al., Am. J. Hum. Genet. 64:808-816, 1999; y
Annese et al., Eur. J. Hum. Genet. 7:567-573, 1999.

Las secuencias de ARNm (codificante) y polipeptidica de NOD2 humana se proporcionan en, por ejemplo, GenBank
n° de acceso NM_022162 (SEC ID n° 23) y NP_071445 (SEC ID n° 24), respectivamente. Ademas, la secuencia
completa del clon RP11-327F22 del cromosoma 16 humano, que incluye NOD2, se proporciona en, por ejemplo,
GenBank n° de acceso AC007728. Ademas, la secuencia de NOD2 de otras especies puede encontrarse en la base
de datos GenBank.

La proteina NOD2 contiene dominios amino-terminales de reclutamiento de caspasa (DRCA) que pueden activar NF-
kappa B (NF-kB) y varios dominios repetidos ricos en leucinas carboxi-terminales (Ogura et al., J. Biol. Chem.
276:4812-4818, 2001). NOD2 presenta homologia estructura con el regulador de apoptosis Apaf-1/CED-4 y una
clase de productos génicos resistentes a enfermedades vegetales (Ogura et al., supra). De manera similar a los
productos génicos resistentes a enfermedades vegetales, NOD2 presenta un dominio efecto aminoterminal, un
dominio de unién a nucledtidos y repeticiones ricas en leucinas (RRL). NOD2 de tipo salvaje activa el factor nuclear
NF-kappa B, sensibilizandolo frente a lipopolisacaridos bacterianos (LPS, Ogura et al., supra; Inohara et al., J. Biol.
Chem. 276:2551-2554, 2001). NOD2 puede funcionar como receptor intercelular para LPS, requiriéndose las
repeticiones ricas en leucinas para la sensibilidad.
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Se han descrito previamente variaciones en tres polimorfismos de un solo nucleétido en la region codificante de
NOD2. Estos tres PSN, denominados R702W ("PSN 8"), GO908R ("PSN 12") y 1007fs ("PSN 13") se encuentran
situados en la regién carboxi-terminal del gen NOD2 (Hugot et al., supra). Una descripcion adicional de PSN 8, PSN
12 y PSN 13, asi como PSN adicionales en el gen NOD2 adecuados para la utilizacion en el método, pueden
encontrarse en, por ejemplo, las patentes US n°® 6.835.815, n°® 6.858.391 y n°® 7.592.437 y en las publicaciones de
patente US n°® 20030190639, n° 20050054021 y n° 20070072180.

Se da a conocer que una variante de NOD2 se localiza en una region codificante del locus NOD2, por ejemplo
dentro de una region codificante de varias repeticiones ricas en leucinas en la parte carboxi-terminal del polipéptido
NOD2. Entre dichas variantes de NOD2 situadas en la region repetida rica en leucinas de NOD2 se incluyen, aunque
sin limitarse a ellas, R702W ("PSN 8") y G908R ("PSN 12"). Una variante de NOD2 util en el método también puede
codificar un polipéptido NOD2 con capacidad reducida de activar NF-kappa B en comparacion con la activacion de
NF-kappa B por un polipéptido NOD2 de tipo salvaje. A titulo de ejemplo no limitativo, la variante de NOD2 1007fs
("PSN 13") resulta en un polipéptido NOD2 truncado que presenta una capacidad reducida de inducir NF-kappa B en
respuesta a la estimulaciéon con LPS (Ogura et al., Nature 411:603-606, 2001).

Una variante de NOD2 puede ser, por ejemplo, R702W, G908R 6 1007fs. R702W, G908R y 1007fs se encuentran
localizados dentro de la regién codificante de NOD2. Se da a conocer que un método puede ponerse en practica con
la variante R702W de NOD2. Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "R702W" incluye un
polimorfismo de un solo nucleétido dentré del exdon 4 del gen NOD2, que aparece dentro de un triplete codificante
del aminoacido 702 de la proteina NOD2. El alelo de NOD?2 de tipo salvaje contiene un residuo de citosina (c) en la
posicion 138.991 de la secuencia AC007728, que se encuentra dentro de un triplete codificante de una arginina en el
aminoacido 702. La variante R702W de NOD2 contiene un residuo de timina (t) en la posicion 138.991 de la
secuencia AC007728, resultando en una sustitucién de arginina (R) por triptéfano (W) en el aminoacido 702 de la
proteina NOD2. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, dicha variante de NOD2 se denomina "R702W" o
"702W" y también puede denominarse "R675W" basandose en el sistema anterior de numeracion de Hugot et al.,
supra. Ademas, la variante R702W también es conocida como alelo "PSN 8" o un alelo "2" en PSN 8. El nimero ID
de PSN del NCBI para R702W o PSN 8 es rs2066844. Tal como se da a conocer en la presente memoria y se
describe en mayor detalle posteriormente, la presencia de la variante R702W de NOD?2 y otras variantes de NOD2
pueden detectarse convenientemente mediante, por ejemplo, ensayos de discriminacién alélica o analisis de
secuencias. Pueden encontrarse cebadores y sondas especificos para la variante R702W de NOD2 en las Tablas 3
y 4 en el Ejemplo 6.

También puede ponerse en practica un método con la variante G908R de NOD2. Tal como se utiliza en la presente
memoria, el término "G908R" incluye un polimorfismo de un solo nucleétido dentro del exén 8 del gen NOD2, que
aparece dentro de un triplete codificante del aminoacido 908 de la proteina NOD2. El aminoacido 908 se encuentra
localizado dentro de una region repetida rica en leucinas del gen NOD2. El alelo de NOD2 de tipo salvaje contiene
un residuo de guanina (g) en la posicion 128.377 de la secuencia AC007728, que se encuentra dentro de un triplete
codificante de glicina en el aminoacido 908. La variante G908R de NOD2 contiene un residuo de citosina (c) en la
posicion 128.377 de la secuencia AC007728, resultando en una sustitucién de glicina (G) por arginina (R) en el
aminoacido 908 de la proteina NOD2. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, dicha variante de NOD2 se
denomina "G908R" o "908R" y también puede denominarse "G881R" basandose en el sistema anterior de
numeracion de Hugot et al., supra. Ademas, la variante G908R también es conocida como alelo "PSN 12" o un alelo
"2" en PSN 12. El nimero ID de PSN del NCBI para G908R o PSN 12 es rs2066845. Pueden encontrarse cebadores
y sondas especificos para la variante G908R de NOD2 en las Tablas 3 y 4 en el Ejemplo 6.

También puede ponerse en practica un método con la variante 1007fs de NOD2. Esta variante es una insrecion de
un solo nucledtido que resulta en un desplazamiento de marco en la décima repeticion rica en leucinas de la
proteina NOD2 y le sigue un coddén de parada prematuro. El truncado resultante de la proteina NOD2
aparentemente evita la activacion de NF-kappaB en respuesta a lipopolisacaridos bacterianos (Ogura et al., supra).
Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "1007fs" incluye un polimorfismo de un solo nucleétido dentro
del ex6n 11 del gen NOD2, que se encuentra dentro de un triplete codificante del aminoacido 1007 de la proteina
NOD2. La variante 1007fs contiene una citosina que ha sido afiadida a la posicién 121.139 de la secuencia
AC007728, resultando en una mutacion de desplazamiento de marco en el aminoacido 1007. De acuerdo con lo
anterior, dicha variante de NOD2 se denomina "1007fs" y también puede denominarse "3020insC" o "980fs"
basandose en el sistema de numeracion anterior de Hugot et al., supra. Ademas, la variante 1007fs de NOD2
también es conocida como alelo "PSN 13" o un alelo "2" en PSN 13. El nimero ID de PSN del NCBI para 1007fs o
PSN 13 es rs2066847. Pueden encontrarse cebadores y sondas especificos para la variante 1007fs de NOD2 en las
Tablas 3y 4 en el Ejemplo 6.

El experto en la materia reconoce que un alelo variante particular de NOD2 u otro alelo polimérfico puede definirse
convenientemente, por ejemplo en comparacién con un individuo de referencia del Centre d'Etude du
Polymorphisme Humain (CEPH), tal como el individuo designado 1347-02 (Dib et al., Nature 380:152-154, 1996)
utilizando ADN de referencia disponible comercialmente, obtenido, por ejemplo, de PE Biosystems (Foster City, CA).
Ademas, puede obtenerse informacion especifica sobre las PSN obtenidas de la dbPSN del National Center for
Biotechnology Information (NCBI).
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También puede localizarse una variante de NOD2 en una regién no codificante del locus NOD2. Entre las regiones
no codificantes se incluyen, por ejemplo, secuencias de intron, asi como secuencias 5' y 3' no traducidas. Un
ejemplo no limitativo de un alelo variante de NOD2 situado en una region no codificante del gen NOD?2 es la variante
JW1, que se describe en Sugimura et al., Am. J. Hum. Genet. 72:509-518, 2003, y en la publicacién de patente US
n® 2007/0072180. Entre los ejemplos de alelos variantes de NOD2 situados en la regién 3' no traducida del gen
NOD2 se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, los alelos variantes JW15 y JW16, que se describen en la
publicacion de patente US n° 2007/0072180. Entre los ejemplos de alelos variantes de NOD2 situados en la regién 5'
no traducida (por ejemplo la regién promotora) del gen NOD2 se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, los alelos
variantes JW17 y JW18, los cuales se describen en la publicacién de patente US n°® 2007/0072180.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "alelo variante JW1" incluye una variacion genética en el
nucleétido 158 de la secuencia intermedia 8 (intrén 8) del gen NOD2. En relacion a la secuencia AC007728, el alelo
variante JW1 se encuentra situado en la posicién 128.143. La variacion genética en el nucleétido 158 del intrén 8
puede ser, aunque sin limitacion, una sustitucién de un solo nucleétido, sustituciones de mdltiples nucleétidos o una
delecion o insercidn de uno o mas nucleétidos. La secuencia de tipo salvaje del intron 8 presenta una citosina en la
posicion 158. A titulo de ejemplos no limitativos, un alelo variante JW1 puede presentar una sustitucion de citosina
(c) por adenina (a), citosina (c) por guanina (g) o de citosina (c) por timina (t) en el nucleé6tido 158 del intrén 8. El
alelo variante JW1 puede ser un cambio de una citosina (c) por una timina (t) en el nucleétido 158 del intrén 8 de
NOD?2.

La expresion "alelo variante JW15" incluye una variacién genética en la regién 3' no traducida de NOD2 en la
posicion nucledtida 118.790 de la secuencia AC007728. La variacion genética en el nucleétido 118.790 puede ser,
aunque sin limitacion, una sustitucién de un solo nucleétido, sustituciones de mdltiples nucleétidos, o una delecion o
inserciéon de uno 0 mas nucledtidos. La secuencia de tipo salvaje presenta una adenina (a) en la posicion 118.790. A
titulo de ejemplos no limitativos, un alelo variante JW15 puede presentar una sustitucién de adenina (a) por citosina),
de adenina (a) por guanina (g) o de adenina (a) por timina (t) en el nucleétido 118.790. Se da a conocer que el alelo
variante JW15 es un cambio de una adenina (a) por citosina (c) en el nucleétido 118.790.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresién "alelo variante JW16" incluye una variacion genética en la
region 3' no traducida de NOD2 en la posicion nucledtida 118.031 de la secuencia AC007728. La variacion genética
en el nucledtido 118.031 puede ser, aunque sin limitaciéon, una sustitucion de un solo nucleétido, sustituciones de
multiples nucledtidos, o una delecién o insercion de uno o mas nucleétidos. La secuencia de tipo salvaje presenta
una guanina (g) en la posicién 118.031. A titulo de ejemplos no limitativos, un alelo variante JW16 puede presentar
una sustituciéon de guanina (g) por citosina (c), de guanina (g) por adenina (a) o de guanina (g) por timina (t) en el
nucleétido 118.031. Se da a conocer que el alelo variante JW16 puede ser un cambio de una guanina (g) por
adenina (a) en el nucleétido 118.031.

La expresion "alelo variante JW17" incluye una variacién genética en la regién 5' no traducida de NOD2 en la
posicion nucledtida 154.688 de la secuencia AC007728. La variacion genética en el nucleétido 154.688 puede ser,
aunque sin limitacion, una sustitucién de un solo nucleétido, sustituciones de multiples nucleétidos, o una delecién o
inserciéon de uno o mas nucledtidos. La secuencia de tipo salvaje presenta una citosina (c) en la posicién 154.688. A
titulo de ejemplos no limitativos, un alelo variante JW17 puede presentar una sustitucion de citosina (c) por guanina
(9), de citosina (c) por adenina (a) o de citosina (c) por timina (t) en el nucleétido 154.688. El alelo variante JW17
puede ser un cambio de una citosina (c) por timina (t) en el nucleétido 154.688.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresién "alelo variante JW18" incluye una variacion genética en la
region 5' no traducida de NOD2 en la posicion nucledtida 154.471 de la secuencia AC007728. La variacion genética
en el nucledtido 154.471 puede ser, aunque sin limitaciéon, una sustitucion de un solo nucleétido, sustituciones de
multiples nucleétidos, o una delecién o insercion de uno o mas nucleétidos. La secuencia de tipo salvaje presenta
una citosina (c) en la posicion 154.471. A titulo de ejemplos no limitativos, un alelo variante JW18 puede presentar
una sustitucién de citosina (c) por guanina (g), de citosina (c) por adenina (a) o de citosina (c) por timina (t) en el
nucleétido 154.471. Se da a conocer que el alelo variante JW18 puede ser un cambio de una citosina (c) por timina
(t) en el nucledtido 154.471.

Se entiende que los métodos pueden ponerse en practica con dichos alelos variantes u otros alelos variantes de
NOD2 situados en una regién codificante o una region no codificante (por ejemplo intrén o regién promotora) del
locus NOD2. Se entiende ademas que los métodos pueden implicar la determinacién de la presencia de una, dos,
tres, cuatro o mas variantes de NOD2, incluyendo, aunque sin limitarse a ellas, los alelos PSN 8, PSN 12 y PSN 13,
y otras variantes de regién codificante, asi como de no codificante.

2. ARNmi

Generalmente, los microARN (ARNmi) son moléculas de ARN de cadena sencilla de aproximadamente 21 a 23

nucleétidos de longitud que regulan la expresién génica. Los ARNmi estan codificados por genes a partir de cuyo

ADN son transcritos, aunque los ARNmi no se traducen en proteinas (ARN no codificante). Por el contrario, cada
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transcrito primario (un ARNmi-pri) es procesado para formar una estructura corta de tallo-bucle denominada pre-
ARNmi y finalmente en un ARNmi maduro funcional. Las moléculas de ARNmi maduras son parcial o
completamente complementarias a una o mas moléculas de ARN mensajero (ARNm) y su funcién principal es
regular negativamente la expresion génica. La identificacion de los ARNmi se describe en, por ejemplo, Lagos-
Quintana et al., Science 294:853-858; Lau et al., Science 294:858-862, y Lee et al., Science 294:862-864.

Los ARNmi de mamifero habitualmente son complementarios a un sitio en la RNT 3' de la secuencia diana de
ARNmM. La hibridacion del ARNmi con el ARNm diana inhibe la traduccién en proteinas mediante el bloqueo de la
magquinaria de traduccion en proteinas o facilita la escision y degradacion del ARNm diana mediante un proceso
similar a la interferencia de ARN (ARNi). Los ARNmi también pueden focalizar la metilacién de sitios genémicos que
corresponden a ARNm diana.

Se da a conocer que el marcador pronéstico de Ell comprende por lo menos una secuencia de ARNmi (por ejemplo
pre-ARNmi o ARNmi maduro). Se da a conocer que la secuencia de ARNmi presenta como diana la expresion de
cualquiera de los marcadores bioquimicos, séricos o genéticos indicados en la presente memoria, por ejemplo
citoquinas, factores de crecimiento, proteinas de fase aguda, apolipoproteinas, defensinas, cadherinas, o cualquiera
de los genes indicados en las Tablas 1A-1E (por ejemplo NOD2). Generalmente, la presencia o el nivel de la
secuencia de ARNmi de interés se detecta en la muestra de un individuo y se incluye en el perfil de marcadores
pronosticos para ayudar en el pronéstico de la Ell y en la prediccién de la respuesta a la terapia. Las secuencias
ejemplares de ARNmi adecuadas para la deteccion como marcadores diagnosticos y/o pronésticos se listan en la
Tabla 2.

Tabla 2

Gen diana Nombres de ARNmi diana (n° de acceso)
Proteina C reactiva (PCR) hsa-miR-142-5p (MIMAT0000433); hsa-miR-939 (MIMAT0004982); hsa-miR-
323-5p (MIMAT0004696); hsa-miR-550* (MIMAT0003257); hsa-miR-920
(MIMAT0004970); hsa-miR-7 (MIMAT0000252); hsa-miR-424
(MIMAT0001341); hsa-miR-135a* (MIMAT0004595); hsa-miR130b*
(MIMAT0004680); hsa-miR-503 (MIMAT0002874); hsa-miR-16
(MIMAT0000069); hsa-miR15b (MIMAT0000417); hsa-miR-20b*
(MIMAT0004752); hsa-miR-30c-1* (MIMAT0004674); hsamiR-578
(MIMAT0003243); hsa-miR-195 (MIMAT0000461); hsa-miR-141*
(MIMAT0004598); hsamiR-220c (MIMAT0004915); hsa-miR-362-5p
(MIMAT0000705); hsa-miR-30c-2* (MIMAT0004550); hsa-miR-186
(MIMAT0000456); hsa-miR-497 (MIMAT0002820); hsa-miR-15a
(MIMAT0000068); hsa-miR-873 (MIMAT0004953); hsa-miR-657
(MIMAT0003335); hsa-miR-10a (MIMAT0000253); hsa-miR-379*
(MIMAT0004690); hsa-miR-371-5p (MIMAT0004687); hsa-miR-150
(MIMAT0000451); hsa-miR-890 (MIMAT0004912); hsa-miR-518f
(MIMAT0002842); hsa-miR-624 (MIMAT0004807); hsa-miR-518a-3p
(MIMAT0002863); hsa-miR-517* (MIMAT0002851); hsa-miR943
(MIMAT0004986); hsa-miR-27a (MIMAT0000084); hsa-miR-27b
(MIMAT0000419); hsa-miR500 (MIMAT0004773); hsa-miR-30a*
(MIMAT0000088); hsa-miR-30d* (MIMAT0004551); hsa-miR411*
(MIMAT0004813); hsa-miR-27b (MIMAT0000419); hsa-miR-518d-3p
(MIMAT0002864); hsamiR-518e (MIMAT0002861); hsa-miR-10b
(MIMAT0000254); hsa-miR-551b (MIMAT0003233); hsamiR-518c
(MIMAT0002848); hsa-miR-934 (MIMAT0004977); hsa-miR-200c*
(MIMAT0004657); hsa-miR-542-5p (MIMAT0003340); hsa-miR-299-5p
(MIMAT0002890); hsa-miR-299-3p (MIMAT0000687)
Amiloide A sérico (AAS) hsa-miR-339-5p (MIMAT0000764); hsa-miR-660 (MIMAT0003338); hsa-miR-
18a* (MIMAT0002891); hsa-miR-125b (MIMAT0000423); hsa-miR-125a-5p
(MIMAT0000443); hsa-miR937 (MIMAT0004980); hsa-miR-874
(MIMAT0004911); hsa-miR-502-5p (MIMAT0002873); hsamiR-526b
(MIMAT0002835); hsa-miR-339-3p (MIMAT0004702); hsa-miR-643
(MIMAT0003313); hsa-miR-496 (MIMAT0002818)
B defensina-1 (DEFB1) hsa-miR-186* (MIMAT0004612); hsa-miR-548d-5p (MIMAT0004812); hsa-
miR-202 (MIMAT0002811); hsa-miR-548b-5p (MIMAT0004798); hsa-miR-198
(MIMAT0000228); hsa-miR186 (MIMAT0000456); hsa-miR-335
(MIMAT0000765); hsa-miR-223* (MIMAT0004570); hsa-miR196b
(MIMAT0001080); hsa-miR-653 (MIMAT0003328); hsa-miR-668
(MIMAT0003881)
B defensina-2 (DEFB2) hsa-miR-593 (MIMAT0004802); hsa-miR-299-5p (MIMAT0002890); hsa-miR-
518c* (MIMAT0002847); hsa-miR-511 (MIMAT0002808); hsa-miR-646
(MIMAT0003316); hsa-miR-129-3p (MIMAT0004605); hsa-miR-767-5p
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(MIMAT0003882); hsa-miR-129* (MIMAT0004548); hsamiR-588
(MIMAT0003255); hsa-miR-187 (MIMAT0000262)

Factor de crecimiento
epidérmico (FCE)

hsa-miR-625 (MIMAT0003294); hsa-miR-29a* (MIMAT0004503); hsa-miR-
499-5p (MIMAT0002870); hsa-miR-335* (MIMAT0004703); hsa-miR-17*
(MIMAT0000071); hsa-miR-199b-5p (MIMAT0000263); hsa-miR-7-2*
(MIMAT0004554); hsa-miR-134 (MIMAT0000447); hsa-miR-890
(MIMAT0004912); hsa-miR-93* (MIMAT0004509); hsa-miR-7-1*
(MIMAT0004553); hsa-miR-302b* (MIMAT0000714); hsa-miR-548¢c-3p
(MIMAT0003285); hsa-miR-135b* (MIMAT0004698); hsa-miR-19b-2*
(MIMAT0004492); hsa-miR-200a (MIMAT0000682); hsa-miR-26b
(MIMAT0000083); hsamiR-199a-5p (MIMAT0000231); hsa-miR-632
(MIMAT0003302); hsa-miR-644 (MIMAT0003314); hsa-miR-142-3p
(MIMAT0000434); hsa-miR-518c (MIMAT0002848); hsa-miR-369-5p
(MIMAT0001621)

TWEAK

hsa-miR-620 (MIMAT0003289); hsa-miR-939 (MIMAT0004982); hsa-miR-498
(MIMAT0002824); hsa-miR-452* (MIMAT0001636); hsa-miR-623
(MIMAT0003292); hsa-miR-21* (MIMAT0004494); hsa-miR-886-3p
(MIMAT0004906); hsa-miR-423-5p (MIMAT0004748); hsa-miR-609
(MIMAT0003277); hsa-miR-27b* (MIMAT0004588); hsa-miR-222
(MIMAT0000279); hsa-miR-619 (MIMAT0003288); hsa-miR-585
(MIMAT0003250); hsa-miR-221 (MIMAT0000278); hsa-miR-654-3p
(MIMAT0004814); hsa-miR-524-3p (MIMAT0002850); hsa-miR-199b-5p
(MIMAT0000263); hsa-miR-566 (MIMAT0003230); hsa-miR-525-3p
(MIMAT0002839); hsa-miR-598 (MIMAT0003266); hsa-miR-887
(MIMAT0004951); hsa-miR-551a (MIMAT0003214); hsa-miR-585
(MIMAT0003250)

IL-1B

hsa-miR-888 (MIMAT0004916); hsa-miR-616* (MIMAT0003284); hsa-miR-
548d-3p (MIMAT0003323); hsa-miR-211 (MIMAT0000268); hsa-miR-587
(MIMAT0003253); hsa-miR-296-3p (MIMAT0004679); hsa-miR-548b-3p
(MIMAT0003254); hsa-miR-595 (MIMAT0003263); hsa-miR-204
(MIMAT0000265); hsa-miR-578 (MIMAT0003243); hsa-miR-208
(MIMAT0000241); hsa-miR-208b (MIMAT0004960); hsa-miR-330-5p
(MIMAT0004693); hsa-miR-26b* (MIMAT0004500); hsa-miR-495
(MIMAT0002817); hsa-miR-616 (MIMAT0004805); hsa-miR-590-5p
(MIMAT0003258); hsa-miR-943 (MIMAT0004986); hsa-miR-135a*
(MIMAT0004595); hsamiR-361-5p (MIMAT0000703); hsa-miR-299-3p
(MIMAT0000687); hsa-miR-603 (MIMAT0003271); hsa-miR-518e
(MIMAT0002861); hsa-miR-556-3p (MIMAT0004793)

IL-6

hsa-miR-548b-5p (MIMAT0004798); hsa-miR-335* (MIMAT0004703); hsa-
miR-126* (MIMAT0000444); hsa-miR-376b (MIMAT0002172); hsa-miR-146a*
(MIMAT0004608); hsa-miR571 (MIMAT0003236); hsa-miR-153
(MIMAT0000439); hsa-miR-760 (MIMAT0004957); hsa-miR106a*
(MIMAT0004517); hsa-miR-371-5p (MIMAT0004687); hsa-miR-376a
(MIMAT0000729); hsamiR-144 (MIMAT0000436); hsa-miR-518c*
(MIMAT0002847); hsa-miR-548d-5p (MIMAT0004812); hsa-miR-365
(MIMAT0000710); hsa-miR-548c-5p (MIMATO0004806); hsa-miR-587
(MIMAT0003253); hsa-miR-33a* (MIMAT0004506); hsa-miR-574-3p
(MIMAT0003239); hsa-miR568 (MIMAT0003232); hsalet-7i (MIMAT0000415);
hsa-miR-148b* (MIMAT0004699); hsa-miR-655 (MIMAT0003331); hsa-miR-
548a-5p (MIMAT0004803); hsa-miR-148a* (MIMAT0004549); hsa-miR613
(MIMAT0003281); hsa-miR-146b-3p (MIMAT0004766); hsa-miR-149
(MIMAT0000450); hsamiR-217 (MIMAT0000274); hsa-miR-196b
(MIMAT0001080); hsa-miR-22* (MIMAT0004495); hsamiR-137
(MIMAT0000429); hsa-miR-498 (MIMAT0002824); hsalet-7g
(MIMAT0000414); hsa-miR155 (MIMAT0000646); hsa-miR-383
(MIMAT0000738); hsa-miR-576-3p (MIMAT0004796); hsamiR-183*
(MIMAT0004560); hsa-miR-555 (MIMAT0003219); hsa-miR-589
(MIMAT0004799); hsamiR-338-5p (MIMAT0004701); hsa-miR-522
(MIMAT0002868); hsa-miR-643 (MIMAT0003313); hsa-miR-369-3p
(MIMAT0000721); hsa-miR-552 (MIMAT0003215); hsa-miR-499-5p
(MIMAT0002870); hsa-miR-137 (MIMAT0000429); hsa-miR-338-5p
(MIMAT0004701); hsa-miR374b (MIMAT0004955); hsa-miR-376¢
(MIMAT0000720); hsa-miR-588 (MIMAT0003255); hsa-miR212
(MIMAT0000269); hsa-miR-132 (MIMAT0000426)

Cadherina-E

hsa-miR-143* (MIMAT0004599); hsa-miR-544 (MIMAT0003164); hsa-miR-
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920 (MIMAT0004970); hsa-miR-635 (MIMAT0003305); hsa-miR-340*
(MIMAT0000750); hsa-miR-665 (MIMAT0004952); hsa-miR-217
(MIMAT0000274); hsa-miR-9* (MIMAT0000442); hsa-miR-612
(MIMAT0003280); hsamiR-920 (MIMAT0004970); hsa-miR-382
(MIMAT0000737); hsa-miR-340 (MIMAT0004692); hsamiR-34c-3p
(MIMAT0004677); hsa-miR-1 (MIMAT0000416); hsa-miR-571
(MIMAT0003236); hsamiR-499-3p (MIMAT0004772); hsa-miR-708*
(MIMAT0004927); hsa-miR-220b (MIMAT0004908); hsa-miR-206
(MIMAT0000462); hsa-miR-92a (MIMAT0000092); hsa-miR-92b
(MIMAT0003218); hsa-miR-217 (MIMAT0000274)

NOD2 hsa-miR-671-5p (MIMAT0003880); hsa-miR-20a* (MIMAT0004493); hsa-miR-
124 (MIMAT0000422); hsa-miR-122 (MIMAT0000421); hsa-miR-192
(MIMAT0000222); hsa-miR-215 (MIMAT0000272); hsa-miR-495
(MIMAT0002817); hsa-miR-342-5p (MIMAT0004694); hsa-miR-512-5p
(MIMAT0002822); hsa-miR-453 (MIMAT0001630); hsa-miR-215
(MIMAT0000272); hsamiR-192 (MIMAT0000222)

Los n° de acceso para las secuencias de ARNmi maduro corresponden a entradas que pueden encontrarse en
la base de datos de secuencias miRBase del Instituto Sanger. La base de datos de secuencias miRBase es una
base de datos abierta a busquedas de secuencias y anotaciones de ARNmi publicadas. Se hace referencia en
la presente memoria a los n° de acceso de la base de datos de secuencias miRBase.

Se da a conocer que el miR indicado en la Tabla 2 presenta una longitud de entre aproximadamente 17 y 25
nucleétidos y comprende una secuencia que es por lo menos 90% idéntica a un ARNmi indicado en el n°® de acceso
listado para la secuencia de ARNmi maduro. Se da a conocer que un ARNmi presenta una longitud de 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24 o 25 nucledtidos, o cualquier intervalo derivable de los mismos. Ademas, un miR puede presentar
una secuencia que es por lo menos 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, 99,5, 99,6, 99,7,
99,8, 99,9 0 100% idéntica al ARNmi en la Tabla 2.

Se da a conocer que el complemento del miR indicado en la Tabla 2 resulta Gtil. Lo anterior se conoce como un
inhibidor de ARNmi. Un inhibidor de ARNmi presenta una longitud de entre aproximadamente 17 y 25 nucleétidos y
comprende una secuencia 5' a 3' que es por lo menos 90% complementaria a la secuencia 5' a 3' de un ARNmi
maduro. Se da a conocer que una molécula inhibidora de ARNmi presenta una longitud de 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24 o 25 nucleodtidos, o cualquier intervalo derivable de los mismos. Ademas, un inhibidor de miR puede presentar
una secuencia (de 5' a 3') que es por lo menos 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, 99,5,
99,6, 99,7, 99,8, 99,9 0 100% complementaria, o cualquier intervalo derivable de los mismos, a la secuencia 5' a 3'
de un ARNmi maduro.

L. Otros marcadores diagnoésticos y pronésticos

Entre los marcadores diagnosticos y/o pronosticos adicionales adecuados para la utilizacién en el presente método
se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, lactoferrina, anticuerpos antilactoferrina, elastasa, calprotectina,
hemoglobina y combinaciones de los mismos.

La determinacion de la presencia o del nivel de lactoferrina en una muestra también resulta Gtil. En determinados
casos, la presencia o el nivel de lactoferrina se detecta al nivel de la expresion de ARNm con un ensayo tal como,
por ejemplo, un ensayo de hibridacion o un ensayo basado en la amplificacién. En determinados otros casos, la
presencia o el nivel de una lactoferrina particular se detecta al nivel de la expresion de proteinas utilizando, por
ejemplo, un inmunoensayo (por ejemplo ELISA) o un ensayo inmunohistoquimico. Puede utilizarse un kit de ELISA
disponible de Calbiochem (San Diego, CA) para detectar la lactoferrina humana en una muestra de plasma, orina,
lavado broncoalveolar o liquido cerebroespinal. De manera similar, puede utilizarse un kit de ELISA disponible de
U.S. Biological (Swampscott, MA) para detectar los niveles de PRC en una muestra. De manera similar, pueden
utilizarse kits de ELISA disponibles de TECHLAB, Inc. (Blacksburg, VA) para determinar el nivel de lactoferrina en
una muestra de heces. Ademas, la publicacién de patente US n° 2004/0137536 describe un ensayo ELISA para
determinar la presencia de niveles elevados de lactoferrina en una muestra de heces, y la publicacién de patente US
n® 2004/0033537 describe un ensayo ELISA para determinar la concentracién de lactoferrina endégena en una
muestra de heces, moco o bilis. La presencia o el nivel de anticuerpos antilactoferrina puede detectarse en una
muestra utilizando, por ejemplo, proteina lactoferrina o un fragmento de la misma.

Ademas, la sangre hemoculta, oculta en heces, con frecuencia es indicativa de enfermedad gastrointestinal y se han
desarrollado diversos kits para monitorizar el sangrado gastrointestinal. Por ejemplo, Hemoccult SENSA, un producto
de Beckman Coulter, es una ayuda diagnoéstica para el sangrado gastrointestinal, deficiencia de hierro, Ulceras
pépticas, colitis ulcerosa y, en algunos casos, en el cribado para el cancer colorrectal. Este ensayo particular se basa
en la oxidacion del guaiac por peréxido de hidrégeno para producir color azul. Un ensayo colorimétrico similar se
encuentra disponible comercialmente de Helena Laboratories (Beaumont, TX) para la deteccién de sangre en
muestras de heces. Otros métodos para detectar sangre oculta en una muestra de heces mediante la determinacion
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de la presencia o el nivel de hemoglobina o actividad de heme se describen en, por ejemplo, las patentes US n°
4.277.250, n° 4.920.045, n° 5.081.040 y n° 5.310.684.

La calprotectina es una proteina de unién a calcio y cinc observada en todas las células, tejidos y liquidos en el
cuerpo. La calprotectina es una proteina importante en los granulocitos y macréfagos neutréfilos y constituye hasta
60% de las proteinas totales en la fraccion citosolica de estas células. Por lo tanto, es un marcador sustitutivo de la
produccién de neutréfilos. Su concentracion en las heces se correlaciona con la intensidad de la infiltracion de los
neutrofilos en la mucosa intestinal y con la gravedad de la inflamacién. La calprotectina puede medirse con un ELISA
utilizando muestras fecales pequefas (50 a 100 mg) (ver, por ejemplo, Johne et al., Scand. J. Gastroenterol. 36:291-
296, 2001).

VI. Ensayos

Puede utilizarse cualquiera de entre una diversidad de ensayos, técnicas y kits conocidos de la técnica con el fin de
detectar o determinar la presencia o el nivel de uno o mas marcadores de Ell en una muestra para diagnosticar la
Ell, para clasificar el diagnostico de la Ell (por ejemplo EC o CU), para clasificar el pronéstico de Ell (por ejemplo el
riesgo o probabilidad de un prondstico mas grave (por ejemplo la probabilidad de desarrollar complicaciones de la
enfermedad y/o progresion a cirugia y/o susceptibilidad de desarrollar un subtipo clinico particular de EC o CU) o
para predecir la probabilidad de respuesta a terapia con uno o mas agentes terapéuticos (por ejemplo terapia
biologica).

El presente método se basa, en parte, en la determinacion de la presencia o el nivel de por lo menos un marcador
en una muestra obtenida de un individuo. Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "detectar la
presencia de por lo menos un marcador" incluye determinar la presencia de cada marcador de interés mediante la
utilizacién de cualquier ensayo cuantitativo o cualitativo conocido por el experto en la materia. En determinados
casos, los ensayos cualitativos que determinan la presencia o la ausencia de un caracter, variable o sustancia
bioquimica o sérica particular (por ejemplo proteina o anticuerpo), resultan adecuados para detectar cada marcador
de interés. En determinados otros casos, los ensayos cuantitativos que determinan la presencia o la ausencia de
ARN, proteinas, anticuerpos o actividad resultan adecuados para detectar cada marcador de interés. Tal como se
utiliza en la presente memoria, la expresion "detectar el nivel de por lo menos un marcador" incluye determinar la
presencia de cada marcador de interés mediante la utilizaciéon de cualquier ensayo cuantitativo o cualitativo conocido
por el experto en la materia. En determinados casos, los ensayos cuantitativos que determinan, por ejemplo, la
cantidad relativa o absoluta de ARN, proteinas, anticuerpo o actividad resultan adecuados para detectar cada
marcador de interés. El experto en la materia apreciara que cualquier ensayo Util para detectar el nivel de un
marcador también resulta Util para detectar la presencia o la ausencia del marcador.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "anticuerpo” incluye una poblacién de moléculas de
inmunoglobulina que pueden ser policlonales o monoclonales y de cualquier isotipo, o de un fragmento
inmunolégicamente activo de una molécula de inmunoglobulina. Dicho fragmento inmunolégicamente activo contiene
las regiones variables de las cadenas pesada y ligera, que constituyen la parte de la molécula de anticuerpo que se
une especificamente a antigeno. Por ejemplo, un fragmento inmunolégicamente activo de una molécula de
inmunoglobulina conocida de la técnica, tal como Fab, Fab' F(ab"), se encuentra comprendida dentro del significado
del término anticuerpo.

Puede utilizarse la citometria de flujo para detectar la presencia o el nivel de uno o0 mas marcadores en una muestra.
Dichos ensayos de citometria de flujo, incluyendo los inmunoensayos basados en perlas, pueden utilizarse para
determinar, por ejemplo, los niveles de marcador de anticuerpo de la manera indicada para detectar anticuerpos
séricos contra Candida albicans y proteinas del VIH (ver, por ejemplo, Bishop and Davis, J. Immunol. Methods
210:79-87, 1997; McHugh et al., J. Immunol. Methods 116:213, 1989; Scillian et al., Blood 73:2041, 1989).

La tecnologia de expresion fagica para expresar un antigeno recombinante especifico para un marcador también
puede utilizarse para detectar la presencia o el nivel de uno o mas marcadores en una muestra. Las particulas
fagicas que expresan un antigeno especifico para, por ejemplo, un marcador anticuerpo pueden anclarse, si se
desea, a una placa multipocillo utilizando un anticuerpo tal como un anticuerpo monoclonal antifago (Feliciet et al.,
"Phage-Displayed Peptides as Tools for Characterization of Human Sera", en Abelson (ed.), Methods in Enzymol.
267, San Diego: Academic Press, Inc., 1996).

Puede utilizarse una diversidad de técnicas de inmunoensayo, incluyendo inmunoensayos competitivos y no
competitivos, para detectar la presencia o el nivel de uno o mas marcadores en una muestra (ver, por ejemplo, Self y
Cook, Curr. Opin. Biotechnol. 7:60-65, 1996). El término inmunoensayo comprende técnicas que incluyen, aunque
sin limitarse a ellas, inmunoensayos enzimaticos (EIA), tales como la técnica de inmunoensayo de enzimas
multiplicados (TIEM), el ensayo de inmunosorcién ligada a enzima (ELISA, por el inglés Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay), el ELISA de captura de antigeno, el ELISA de tipo sandwich, la ELISA de captura de
anticuerpos IgM (ELISA CAM) y el inmunoensayo enzimatico de microparticulas (IEEM), los inmunoensayos de
electroforesis capilar (IEEC), los radioinmunoensayos (RIE), los ensayos inmunorradiométricos (EIRM), los
inmunoensayos de polarizacion de fluorescencia (IEPF) y los ensayos de quimioluminiscencia (EQ). Si se desea,
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dichos inmunoensayos pueden automatizarse. Los inmunoensayos también pueden utilizarse conjuntamente con
fluorescencia inducida por laser (ver, por ejemplo, Schmalzing y Nashabeh, Electrophoresis 18:2184-2193, 1997;
Bao, J. Chromatogr. B. Biomed. Sci. 699:463-480, 1997). Los inmunoensayos de liposomas, tales como los
inmunoensayos de liposomas de inyeccion de flujo y los inmunosensores de liposomas, también resultan adecuados
(ver, por ejemplo, Rongen et al., J. Immunol. Methods 204:105-133, 1997). Ademas, resultan adecuados los ensayos
nefelométricos, en los que la formacion de complejos de proteina/anticuerpo resulta en una dispersion incrementada
de la luz que se convierte en una sefial de tasa pico como funcion de la concentracion de marcador. Los ensayos de
nefelometria se encuentran disponibles comercialmente de Beckman Coulter (Brea, CA, kit n® 449430) y pueden
llevarse a cabo utilizando un analizador nefelométrico Behring (Fink et al., J. Clin. Chem. Clin. Biol. Chem. 27:261-
276, 1989).

Puede resultar util el ELISA de captura de antigeno para detectar la presencia o el nivel de uno o mas marcadores
en una muestra. Por ejemplo, en un ELISA de captura de antigenos, un anticuerpo dirigido contra un marcador de
interés se une a una fase sélida y se afiade la muestra de manera que el marcado se une al anticuerpo. Tras
eliminar mediante lavado las proteinas no unidas, puede cuantificarse la cantidad de marcador unido utilizando, por
ejemplo, un radioinmunoensayo (ver, por ejemplo, Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, New York, 1988). Un ELISA de tipo sandwich también puede resultar adecuado para la
utilizacién en el presente método. Por ejemplo, en un ensayo de tipo sandwich de dos anticuerpo, se une un primer
anticuerpo a un soporte sélido y se permite la unién del marcador de interés al primer anticuerpo. La cantidad del
marcador se cuantifica mediante la medicién de la cantidad de un segundo anticuerpo que se une al marcador. Los
anticuerpos pueden inmovilizarse en una diversidad de soportes sdlidos, tales como particulas magnéticas o de
matriz cromatografica, la superficie de una placa de ensayo (por ejemplo pocillos de microtitulacion), trozos de un
material o membrana de sustrato sélido (por ejemplo plastico, nilén y papel) y similares. Puede prepararse una tira
de ensayo mediante el recubrimiento del anticuerpo o de una pluralidad de anticuerpos en una matriz sobre un
soporte sélido. A continuacion, la tira puede sumergirse en la muestra de ensayo y procesarse rapidamente
mediante lavados y etapas de deteccion con el fin de generar una sefial medible, tal como un punto de color.

Un radioinmunoensayo que utilice, por ejemplo, un anticuerpo secundario marcado con yodo 125 (125I) (Harlow y
Lane, supra) también resulta adecuado para detectar la presencia o el nivel de uno o mas marcadores en una
muestra. Un anticuerpo secundario marcado con un marcador quimioluminiscente también puede resultar adecuado
para la utilizacion en el presente método. Un ensayo de quimioluminiscencia que utilice un anticuerpo secundario
quimioluminiscente resulta adecuado para la deteccién no radioactiva sensible de los niveles de marcador. Dichos
anticuerpos secundarios pueden obtenerse comercialmente de diversas fuentes, por ejemplo de Amersham
Lifesciences, Inc. (Arlington Heights, IL).

Los inmunoensayos indicados anteriormente resultan particularmente Utiles para detectar la presencia o el nivel de
uno o mas marcadores en una muestra. A modo de ejemplo no limitativo, resulta Gtil un ELISA de neutréfilos fijados
para determinar si una muestra es positiva para ANAC o para determinar los niveles de ANAC en una muestra. De
manera similar, un ELISA que utilice fosfopeptidomanano de las paredes celulares de levadura resulta util para
determinar si una muestra es positiva para IgA-AASC o para determinar los niveles de IgA-AASC y/o IgG-AASC en
una muestra. Un ELISA que utilice la proteina OmpC o un fragmento de la misma resulta util para determinar si una
muestra es positiva para anticuerpos anti-OmpC o para determinar los niveles de anticuerpo anti-OmpC en una
muestra. Un ELISA que utilice la proteina 12 o un fragmento de la misma resulta Gtil para determinar si una muestra
es positiva para anticuerpos anti-I2 o para determinar los niveles de anticuerpo anti-12 en una muestra. Un ELISA
que utilice la proteina flagelina (por ejemplo la flagelina Chir-1) o un fragmento de la misma resulta atil para
determinar si una muestra es positiva para anticuerpos antiflagelina o para determinar los niveles de anticuerpo
antiflagelina en una muestra. Ademas, los inmunoensayos indicados anteriormente resultan particularmente (tiles
para detectar la presencia o el nivel de uno o mas marcadores en una muestra.

La unién inmunoldgica especifica del anticuerpo al marcador de interés puede detectarse directa o indirectamente.
Entre los marcajes directos se incluyen las etiquetas fluorescentes o luminiscentes, los metales, los pigmentos, los
radionucleidos y similares, unidos al anticuerpo. Un anticuerpo marcado con yodo 125 (125I) puede utilizarse para
determinar los niveles de uno o mas marcadores en una muestra. Un ensayo de quimioluminiscencia que utilice un
anticuerpo quimioluminiscente especifico para el marcador resulta adecuado para la deteccion no radioactiva
sensible de los niveles del marcador. Un anticuerpo marcado con fluorocromo también resulta adecuado para
determinar los niveles de uno o mas marcadores en una muestra. Entre los ejemplos de fluorocromos se incluyen,
aunque sin limitarse a ellos, DAPI, fluoresceina, Hoechst 33258, R-ficocianina, B-ficoeritrina, R-ficoeritrina, rodamina,
rojo Texas y lisamina. Pueden obtenerse comercialmente anticuerpos secundarios unidos a fluorocromos, por
ejemplo, F(ab"), de cabra anti-IgG humano-FITC se encuentra disponible de Tago Immunologicals (Burlingame, CA).

Entre los marcajes indirectos se incluyen diversos enzimas bien conocidos de la técnica, tales como la peroxidasa de
rabano picante (PRP), la fosfatasa alcalina (FA), la B-galactosidasa, la urea y similares. Puede utilizarse un sistema
de deteccién de peroxidasa de rabano picante, por ejemplo con el sustrato cromogénico tetrametilbencidina (TMB),
que rinde un producto soluble en presencia de peréxido de hidrogeno que es detectable a 450 nm. Puede utilizarse
un sistema de deteccion de fosfatasa alcalina con el sustrato cromogénico fosfato de p-nitrofenilo, por ejemplo, que
rinde un producto soluble facilmente detectable a 405 nm. De manera similar, puede utilizarse un sistema de
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deteccién de B-galactosidasa con el sustrato cromogénico o-nitrofenil-B-D-galactopiranésido (ONPG), que rinde un
producto soluble facilmente detectable a 410 nm. Puede utilizarse un sistema de deteccion de ureasa con un
sustrato tal como urea-violeta bromocresol (Sigma Immunochemicals, St. Louis, MO). Puede obtenerse un
anticuerpo secundario Util unido a un enzima a partir de varias fuentes comerciales, por ejemplo F(ab"), de cabra
anti-lgG humana-fosfatasa alcalina puede obtenerse de Jackson ImmunoResearch (West Grove, PA).

Puede analizarse una sefial procedente del marcaje directo o indirecto utilizando, por ejemplo, un espectrofotometro
para detectar el color de un sustrato cromogénico; un contador de radiacion para detectar la radiacién, tal como un
contador gamma para la deteccién de 125 "o un fluorimetro para detectar la fluorescencia en presencia de luz de una
determinada longitud de onda. Para la deteccién de anticuerpos unidos a enzima, puede llevarse a cbo un analisis
cuantitativo de los niveles de marcador utilizando un espectrofotometro, tal como un lector de microplacas EMAX
(Molecular Devices, Menlo Park, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Si se desea, los ensayos descritos
en la presente memoria pueden automatizarse o ejecutarse roboticamente, y puede detectarse simultaneamente la
sefial de multiples muestras.

También puede utilizarse la transferencia western cuantitativa para detectar la presencia o el nivel de uno o mas
marcadores en una muestra. Las transferencias western pueden cuantificarse mediante métodos bien conocidos
tales como la densitometria de barrido o la obtencién de imagenes en placas de fosforo. A modo de ejemplo no
limitativo, se someten a electroforesis muestras de proteinas en geles de SDS-PAGE Laemmli al 10%. Se hacen
reaccionar anticuerpos monoclonales murinos primarios con la membrana de transferencia, y puede confirmarse que
la union de anticuerpo es lineal utilizando un experimento preliminar de transferencia en ranura ("slot blot"). Se
utilizan anticuerpos de cabra antiraton acoplados a peroxidasa de rabano picante (BioRad) a modo de anticuerpo
secundario y se lleva a cabo la deteccidn de las sefiales utilizando quimioluminiscencia, por ejemplo con el kit de
quimioluminiscencia Renaissance (New England Nuclear, Boston, MA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Las autorradiografias de las membranas de transferencia se analizan utilizando un densitometro de barrido
(Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA) y se normalizan respecto a un control positivo. Los valores se informan, por
ejemplo, como una proporcion entre el valor real y el control positivo (indice densitométrico). Dichos métodos son
bien conocidos de la técnica, tal como se indica en, por ejemplo, Parra et al., J. Vasc. Surg. 28:669-675, 1998.

Alternativamente puede utilizarse una diversidad de técnicas de ensayo inmunohistoquimico para detectar o
determinar la presencia o el nivel de uno o mas marcadores en una muestra. La expresion "ensayo
inmunohistoquimico" comprende las técnicas que utilizan la deteccidn visual de pigmentos fluorescentes o enzimas
acoplados (es decir, conjugados) con anticuerpos que reaccionan con el marcador de interés utilizando microscopia
fluorescente o microscopia 6ptica e incluye, aunque sin limitacién, un ensayo directo de anticuerpos fluorescentes,
un ensayo indirecto de anticuerpos fluorescentes (IAF), inmunofluorescencia anticomplemento, inmunofluorescencia
de avidina-biotina y ensayos de inmunoperoxidasa. Un ensayo IAF resulta Gtil, por ejemplo, para determinar si una
muestra es positiva para AANC, el nivel de AANC en una muestra, si una muestra es positiva para AANCp, el nivel
de AANCp en una muestra y/o un patrén de tincion de AANC (por ejemplo AANCc, AANCp y/o un patron de tincién
SAPPA). La concentracion de AANC en una muestra puede cuantificarse, por ejemplo, mediante titulacion de punto
final o mediante la medicion de la intensidad visual de la fluorescencia en comparaciéon con un estandar de
referencia conocido.

Alternativamente, la presencia o el nivel de un marcador de interés puede determinarse mediante la deteccién o la
cuantificacion de la cantidad de marcador purificado. La purificacion del marcador puede llevarse a cabo, por
ejemplo, mediante cromatografia liquida de alta presion (HPLC), sola o en combinacién con espectrometria de
masas (MALDI/EM, MALDI-TOF (por sus siglas en inglés Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time Of
Flight)/EM, SELDI-TOF/EM, EM en tandem, etc.). La deteccién cualitativa o cuantitativa de un marcador de interés
también puede determinarse mediante métodos bien conocidos, incluyendo, aunque sin limitacion, ensayos de
Bradford, tincion de azul de Coomassie, tincion de plata, ensayos para proteina marcada radioactivamente y
espectrometria de masas.

El andlisis de una pluralidad de marcadores puede llevarse a cabo separadamente o simultdneamente con una
muestra de ensayo. Para el ensayo separado o secuencial de marcadores, entre los aparatos adecuados se
incluyen los analizadores de laboratorio clinico, tales como los sistemas de inmunoensayo ElecSys (Roche), el
AxSym (Abbott), el Access (Beckman), el ADVIA®, el CENTAUR® (Bayer) y el NICHOLS ADVANTAGE® (Nichols
Institute). Los aparatos o chips de proteinas preferentes llevan a cabo ensayos simultdneos de una pluralidad de
marcadores en una Unica superficie. Los formatos fisicos particularmente Utiles comprenden superficies que
presentan una pluralidad de sitios discretos localizables para la deteccion de una pluralidad de marcadores
diferentes. Entre dichos formatos se incluyen micromatrices de proteinas o "chips de proteinas" (ver, por ejemplo Ng
et al., J. Cell Mol. Med., 6:329-340, 2002) y determinados dispositivos capilares (ver, por ejemplo, la patente US n°
6.019.944). Cada sitio superficial discreto puede comprender anticuerpos para inmovilizar uno o mas marcadores
para la deteccién en cada sitio. Las superficies pueden comprender alternativamente una o mas particulas discretas
(por ejemplo microparticulas o nanoparticulas) inmovilizadas en sitios discretos de una superficie, en la que las
microparticulas comprenden anticuerpos para inmovilizar uno o mas marcadores para la deteccion.
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Ademas de los ensayos anteriormente indicados para detectar la presencia o nivel de diversos marcadores de
interés, también se da a conocer el analisis de los niveles de ARNm de marcador utilizando técnicas rutinarias tales
como el analisis northern, la reaccién en cadena de la polimerasa-transcriptasa inversa (RT-PCR) o cualesquiera
otros métodos basados en la hibridacién con una secuencia de acidos nucleicos que es complementaria a una parte
de la secuencia codificante del marcador (por ejemplo la hibridacion en ranura). Se describen técnicas de
amplificacién por PCR aplicables en, por ejemplo, Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley
& Sons, Inc. New York, 1999, capitulo 7 y suplemento 47; Theophilus et al., "PCR Mutation Detection Protocols”,
Humana Press, 2002; e Innis et al., PCR Protocols, San Diego, Academic Press, Inc., 1990. Los métodos generales
de hibridacién de acidos nucleicos se describen en Anderson, "Nucleic Acids Hybridization", BIOS Scientific
Publishers, 1999. La amplificacién o hibridacién de una pluralidad de secuencias de acidos nucleicos transcritas (por
ejemplo ARNm o ADNc) también puede llevarse a cabo a partir de secuencias de ARNm o ADNc dispuestas en una
micromatriz. Los métodos de micromatriz se describen de manera general en Hardiman, "Microarrays Methods and
Applications: Nuts & Bolts", DNA Press, 2003; y Baldi et al., "DNA Microarrays and Gene Expression: From
Experiments to Data Analysis and Modeling", Cambridge University Press, 2002.

Pueden combinarse varios marcadores dei nterés en un ensayo para el procesamiento eficientes de una
multiplicidad de muestras. Ademas, el experto en la materia reconocera el valor de someter a ensayo multiples
muestras (por ejemplo en puntos temporales consecutivos, etc.) del mismo sujeto. Dicho ensayo de muestras
seriadas puede permitir la identificacion de cambios en los niveles de marcador durante el tiempo. Los incrementos o
reducciones de los niveles de marcadores, asi como la ausencia de cambio en los niveles de marcador, también
pueden proporcionar informacién prondstica y predictiva Util para facilitar el tratamiento de la Ell.

Puede construirse un panel para medir uno o mas de los marcadores anteriormente indicados con el fin de
proporcionar informacion relevante relacionada con el enfoque de diagnéstico de la Ell, para predecir el curso y
resultado probables de la Ell, y para predecir la probabilidad de respuesta a la terapia de la Ell. Dicho panel puede
construirse con el fin de detectar o determinar la presencia o el nivel de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40 o mas marcadores individuales. El analisis de un Gnico marcador o subgrupos de
marcadores también puede ser llevado a cabo por el experto en la materia en diversos contextos clinicos. Entre ellos
se incluyen, aunque sin limitacion, los contextos ambulatorio, atencion urgente, cuidados criticos, cuidados
intensivos, unidad de seguimiento, intrahospitalario, consulta externa, consulta médica, clinica médica y de cribado
de salud.

El analisis de marcadores podria llevarse a cabo también en una diversidad de formatos fisicos. Por ejemplo,
podrian utilizarse placas de microtitulacion o la automatizacion con el fin de facilitar el procesamiento de un gran
numero de muestras de ensayo. Alternativamente, podrian desarrollarse formatos de una sola muestra para facilitar
el tratamiento, diagnéstico y pronostico a tiempo.

En vista de lo anteriormente expuesto, el experto en la materia es consciente de que los métodos para proporcionar
informacién diagnéstica con respecto a la Ell o subtipos clinicos de la misma, para proporcionar informacion
pronostica y predictiva respecto al resultado y curso de progresion de la Ell y para proporcionar informacion sobre la
seleccién de un régimen terapéutico adecuado para el tratamiento de la Ell (por ejemplo mediante la determinacién
de la presencia o nivel de concentracién de uno o mas marcadores de Ell tal como se indica en la presente
memoria) puede ponerse en practica utilizando uno o cualquier combinacion de los ensayos bien conocidos
indicados anteriormente u otros ensayos conocidos de la técnica.

VII. Métodos de genotipado

Puede utilizarse una diversidad de medios para genotipar un individuo en un sitio polimérfico en el gen NOD2 o
cualquier otro marcador genético indicado en la presente memoria con el fin de determinar si una muestra (por
ejemplo una muestra de acidos nucleicos) contiene un alelo variante o haplotipo especifico. Por ejemplo, puede
utilizarse convenientemente la amplificacion enzimatica de acidos nucleicos de un individuo a fin de obtener acidos
nucleicos para el analisis posterior. La presencia o ausencia de un alelo variante o haplotipo especifico en uno o
mas marcadores genéticos de interés también puede determinarse directamente de los acidos nucleicos del
individuo sin amplificacion enzimatica. Se da a conocer que se genotipa un individuo en el locus NOD2.

El genotipado de acidos nucleicos de un individuo, amplificado o no, puede llevarse a cabo utilizando cualquiera de
entre diversas técnicas. Entre las técnicas utiles se incluyen, aunque sin limitacion, el andlisis basado en la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), el analisis de secuencias y el andlisis electroforético, los cuales pueden utilizarse
solos 0 en combinacién. Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "acido nucleico" se refiere a un
polinucleétido, tal como una molécula de ADN o ARN de cadena sencilla o de doble cadena, por ejemplo ADN
gendmico, ADNc y ARNm. Dicha expresion comprende moléculas de acidos nucleicos de origen tanto natural como
sintético, asi como moléculas de configuracion lineal, circular o ramificada que representan la cadena de sentido o
antisentido, o ambas, de una molécula nativa de acidos nucleicos. Se entiende que dichos acidos nucleicos pueden
estar no purificados, purificados o unidos, por ejemplo, a un material sintético, tal como una perla o matriz de
columna.
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El material que contiene acidos nucleicos se obtiene rutinariamente de individuos.Dicho material es cualquier
material biolégico a partir del cual pueden prepararse acidos nucleicos. Como ejemplos no limitativos, el material
puede ser sangre completa, suero, plasma, saliva, raspado bucal, esputo u otro liquido o tejido corporal que
contenga acidos nucleicos. Se da a conocer que se pone en practica un método con sangre completa, que puede
obtenerse facilmente por medios no invasivos y utilizarse para preparar ADN gendémico. Se da a conocer que el
genotipado implica la amplificacién de los acidos nucleicos de un individuo utilizando la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). La utilizacion de PCR para la amplificacion de acidos nucleicos es bien conocida de la técnica
(ver, por ejemplo, Mullis et al. (editores), The Polymerase Chain Reaction, Birkhduser, Boston, 1994. Se da a
conocer que la amplificacion por PCR se lleva a cabo utilizando uno o mas cebadores marcados fluorescentemente.
Se da a conocer que la amplificacion por PCR se lleva a cabo utilizando uno o mas cebadores marcados o0 no
marcados que contienen un ligante de surco menor de ADN.

Puede utilizarse cualquiera de entre una diversidad de diferentes cebadores para amplificar el acido nucleico de un
individuo por PCR con el fin de determinar la presencia o la ausencia de un alelo variante en el gen NOD2 u otro
marcador genético en un método. Por ejemplo, los cebadores de PCR listados en la Tabla 3 (SEC ID n°® 25 a n° 32)
pueden utilizarse para amplificar regiones especificos del locus NOD2. A modo de ejemplos no limitativos, la regién
circundante a R702W ("SNP8") puede amplificarse utilizando SEC ID n° 27 y n°® 28, G908R ("SNP12") puede
amplificarse utilizando las SEC ID n° 29 y n° 30, y la regién circundante a 1007fs ("SNP13") puede amplificarse
utilizando las SEC ID n® 31 y n® 32. Tal como entendera el experto en la materia, pueden disefiarse cebadores
adicionales para el andlisis de PCR basandose en la secuencia flanqueante del sitio o sitios polimorficos de interés
en el gen NOD2 u otro marcador genético. A modo de ejemplo no limitativo, un cebador de secuencia puede
contener entre aproximadamente 15 y aproximadamente 30 nucleétidos de una secuencia antes o después del sitio
polimérfico de interés en el gen NOD2 u otro marcador genético. Dichos cebadores generalmente se disefian para
que presenten un contenido suficiente de guanina y citosina para alcanzar una temperatura de fusion elevada que
permita una etapa de hibridacion estable en la reaccién de amplificacién. Se encuentran disponibles varios
programas informaticos, tales como Primer Select, para ayudar en el disefio de los cebadores de PCR.

Un ensayo de discriminacion alélica Tagman® disponible de Applied Biosystems puede resultar util para el
genotipado de un individuo en un sitio polimérfico y para determinar de esta manera la presencia o ausencia de un
alelo variante o haplotipo particular en el gen NOD2 u otro marcador genético indicado en la presente memoria. En
un ensayo de discriminacion alélica Tagman®, se construye una sonda especifica marcada con pigmento
fluorescente para cada alelo. Las sondas contienen diferentes pigmentos informadores fluorescentes, tales como
FAM y VIC, para diferenciar la amplificacion de cada alelo. Ademas, cada sonda presenta un pigmento inhibidor en
un extremo que inhibe la fluorescencia mediante transferencia de energia de resonancia fluorescente. Durante la
pCR, cada sonda se hibrida especificamente con secuencias complementarias en el acido nucleico del individuo. La
actividad de 5'-nucleasa de la polimerasa Taq se utiliza para cortar Gnicamente la sonda que se hibrida con el alelo.
El corte separa el pigmento informado del pigmento inhibidor, resultando en una fluorescencia incrementada del
pigmento informador. De esta manera, la sefial de fluorescencia generada mediante la amplificacién por PCR indica
gué alelos se encuentran presentes en la muestra. Las no correspondencias entre una sonda y un alelo reducen la
eficiencia de tanto la hibridacion de la sonda como el corte por la polimerasa Taq, resultando en una sefial
fluorescente reducida o nula. El experto en la materia entendera que puede conseguirse una especificidad mejorada
en los ensayos de discriminacion alélica mediante la conjugacion de un ligante de surco menor (LSM) de ADN a una
sonda de ADN tal como se indica en, por ejemplo, Kutyavin et al., Nuc. Acids Research 28:655-661, 2000. Entre los
ligantes de surco menor se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, compuestos tales como el tripéptido
dihidrociclopirroloindol (DPI3). Las sondas Tagman® ejemplares adecuadas para detectar las variantes alélicas
PSN8, PSN12 y PSN13 en el gen NOD?2 se indican en la Tabla 4 (SEC ID n® 33 a n°® 42).

Un andlisis de las secuencias también puede resultar Gtil para el genotipado de un individuo segin los métodos
descritos en la presente memoria para determinar la presencia o ausencia de un alelo variante o haplotipo particular
en el gen NOD2 u otro marcador genético. Tal como es conocido por el experto en la materia, puede detectarse un
alelo variante de interés mediante andlisis de secuencias utilizando los cebadores apropiados, que se disefian
basandose en la secuencia flanqueante del sitio polimérfico de interés en el gen NOD2 u otro marcador genético.
Por ejemplo, puede detectarse un alelo variante de NOD2 mediante analisis de secuencias utilizando los cebadores
dados a conocer en la presente memoria, por ejemplo los cebadores de PCR indicados en la Tabla 3 (SEC ID n° 25
a n° 32). Los cebadores de secuencia adicional o alternativa pueden contener entre aproximadamente 15 y
aproximadamente 30 nucledtidos de una secuencia que corresponde a una secuencia entre aproximadamente 40 y
aproximadamente 400 pares de bases antes o después del sitio polimérfico de interés en el gen NOD2 u otro
marcador genético. Dichos cebadores generalmente se diseflan para que presenten un contenido suficiente de
guanina y citosina para alcanzar una temperatura de fusion elevada que permita una etapa de hibridacion estable en
la reaccion de secuenciacion.

La expresion "andlisis de secuencias” incluye cualquier procedimiento manual o automatizado mediante el que se
determina el orden de los nucleétidos en un acido nucleico. A titulo de ejemplo, el andlisis de secuencias puede
utilizarse para determinar la secuencia de nucleétidos de una muestra de ADN. La expresion analisis de secuencias
comprende, sin limitacion, algunos métodos quimicos y enzimaticos tales como los métodos enzimaticos dideoxi,
incluyendo, por ejemplo, la secuenciacién de Maxam-Gilbert y de Sanger, asi como variaciones de los mismos. La
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expresion andlisis de secuencias comprende ademas, aunque sin limitacion, la secuencia de ADN en matriz capilar,
que se basa en la electroforesis capilar y la deteccién de fluorescencia inducida por laser y puede llevarse a cabo
utilizando instrumentos tales como MegaBACE 1000 o ABI 3700. A titulo de ejemplos no limitativos adicionales, la
expresion andlisis de secuencias comprende la secuenciacion de ciclo térmico (ver Sears et al., Biotechniques
13:626-633, 1992), la secuenciacion de fase sdlida (ver Zimmerman et al., Methods Mol. Cell Biol. 3:39-42, 1992,y la
secuenciacion con espectrometria de masas, tal como la espectrometria de masas de desorcion/ionizacion laser
asistida por matriz y tiempo de vuelo (ver EM MALDI-TOF; Fu et al., Nature Biotech. 16:381-384 (1998)). La
expresion andlisis de secuencias incluye ademas, aunque sin limitacion, la secuenciacion mediante hibridacién
(SMH), basada en un abanico de todos los posibles oligonucledétidos cortos con el fin de identificar un segmento de
secuencia (ver Chee et al., Science 274:610-614, 1996; Drmanac et al., Science 260:1649-1652, 1993; y Drmanac et
al., Nature Biotech. 16:54-58, 1998). El experto en la materia entendera que dicha variaciones y variaciones
adicionales se encuentran comprendidas en la expresion analisis de secuencias tal como se define en la presente
memoria.

El andlisis electroforético también puede resultar Gtil para el genotipado de un individuo segin los métodos para
determinar la presencia o ausencia de un alelo variante o haplotipo particular en el gen NOD2 u otro marcador
genético. La expresion "analisis electroforético” tal como se utiliza en la presente memoria en referencia a uno o mas
acidos nucleicos, tales como fragmentos amplificados, incluye un procedimiento en el que las moléculas con carga
se desplazan a través de un medio estacionario bajo la influencia de un campo eléctrico. La migracion electroforética
separa los acidos nucleicos principalmente basandose en su carga, que es proporcional a su tamafio, migrando las
moléculas mas pequefias con mayor rapidez. La expresion andlisis electroforético incluye, sin limitacion, el analisis
con electroforesis de placa de gel, tal como electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida, o electroforesis capilar.
El andlisis mediante electroforesis capilar generalmente se produce en el interior de un capilar de cuarzo de
diametro reducido (50 a 100 um) en presencia de voltajes de separacion elevados (orden de kilovoltios) con tiempos
de separacion de unos cuantos minutos. Mediante la utilizacion del analisis de electroforesis capilar se detectan
convenientemente acidos nucleicos mediante absorciéon de UV o marcaje fluorescente y puede obtenerse una
resolucion de bases individuales en fragmentos de hasta varios cientos de pares de bases. Dichos métodos de
andlisis electroforético y variaciones de los mismos son bien conocidos de la técnica, tal como se indica, por
ejemplo, en Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, capitulo 2 (suplemento 45), John Wiley & Sons,
Inc., New York, 1999.

El analisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (PLFR) también puede resultar Gtil para el
genotipado de un individuo segun los métodos para determinar la presencia o ausencia de un alelo variante o
haplotipo particular en el gen NOD2 u otro marcador genético (ver Jarcho et al., en Dracopoliet et al., Current
Protocols in Human Genetics, paginas 2.7.1-2.7.5, John Wiley & Sons, New York; Innis et al., ed., PCR Protocols,
San Diego Academic Press, Inc., 1990). Tal como se utiliza en la presente memoria, "analisis de polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccion” incluye cualquier método para distinguir los alelos polimérficos utilizando un
enzima de restriccion, que es una endonucleasa que cataliza la degradacién de los acidos nucleicos tras el
reconocimiento de una secuencia de bases especifica, generalmente un palindromo o repeticion invertida. El experto
en la materia entendera que la utilizacion del analisis de PLFR depende de un enzima que puede diferenciar un alelo
variante de un alelo de tipo salvaje u otro alelo en un sitio polimorfico.

Ademas, la hibridacion de oligonucleodtidos especifica de alelo puede resultar Gtil para el genotipado de un individuo
en los métodos descritos en la presente memoria para determinar la presencia o ausencia de un alelo variante o
haplotipo particular en el gen NOD2 u otro marcador genético. La hibridacion de oligonucleétidos especifica de alelo
se basa en la utilizaciébn de una sonda oligonucledtida marcada que presenta una secuencia perfectamente
complementaria, por ejemplo, respecto a la secuencia que comprende el alelo variante. Bajo las condiciones
apropiadas, la sonda especifica de alelo variante se hibrida con un acido nucleico que contiene el alelo variante pero
que no se hibrida con otro u otros alelos, que presentan una 0 mas no correspondencias de nucle6tidos en
comparacion con la sonda. Si se desea, también puede utilizarse una segunda sonda oligonucleétida especifica de
alelo que se corresponda con un alelo alternativo (por ejemplo de tipo salvaje). De manera similar, puede utilizarse la
técnica de amplificacion de oligonucleétidos especifica de alelo para amplificar selectivamente, por ejemplo, un alelo
variante mediante la utilizacion de un cebador oligonucleétido especifico de alelo que es perfectamente
complementario a la secuencia de nucleétidos del alelo variante pero que presenta una o mas no correspondencias
en comparacién con otros alelos (Mullis et al., supra). El experto en la materia entendera que una o0 mas no
correspondencias de nucleétidos que distinguen entre el alelo variante y otros alelos con frecuencia se localizan en
el centro de un cebador oligonucleétido especifico de alelo que debe utilizarse en la hibridacion de oligonucleétidos
especifica de alelo. En contraste, un cebador oligonucleétido especifico de alelo que debe utilizarse en la
amplificaciéon por PCR generalmente contiene la no correspondencia o no correspondencias de nucleétidos que
distinguen entre el alelo variante y otros alelos en el extremo 3' del cebador.

El andlisis de movilidad de heterodiplex (EMH) es otro ensayo bien conocido que puede utilizarse para el
genotipado en los métodos para determinar la presencia o ausencia de un alelo variante o haplotipo particular en el
gen NOD2 u otro marcador genético. El EMH resulta (til para detectar la presencia de un alelo variante ya que un
diplex de ADN que porta una no correspondencia presenta una movilidad reducida en un gel de poliacrilamida en
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comparacion con la movilidad de un diplex con perfecto apareamiento de las bases (ver Delwart et al., Science
262:1257-1261, 1993; White et al., Genomics 12:301-306, 1992).

La técnica de polimorfismos conformacionales de cadena sencilla (PCCS) también puede resultar util para el
genotipado de un individuo segin los métodos descritos en la presente memoria para determinar la presencia o
ausencia de un alelo variante o haplotipo particular en el gen NOD2 u otro marcador genético (ver Hayashi, Methods
Applic. 1:34-38, 1991). Esta técnica se utiliza para detectar alelos variantes basandose en diferencias de la
estructura secundaria del ADN de cadena sencilla que producen una movilidad electroforética alterada en la
electroforesis en gel no desnaturalizante. Se detectan los alelos variantes mediante la comparacién del patrén
electroforético del fragmento de ensayo con fragmentos estandares correspondientes que contienen los alelos
conocidos.

La electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (EGGD) también puede resultar Util en los métodos para
determinar la presencia o ausencia de un alelo variante o haplotipo particular en el gen NOD2 u otro marcador
genético. En la EGGD, el ADN de doble cadena se somete a electroforesis en un gel que contiene una
concentracion creciente de desnaturalizante; los fragmentos de doble cadena constituidos por alelos no
correspondientes presentan segmentos que se separan mas rapidamente, provocando que dichos fragmentos
migren de manera diferente a las secuencias perfectamente complementarias (ver Sheffield et al., "Identifying DNA
Polymorphisms by Denaturing Gradient Gel Electrophoresis”, en: Innis et al., supra, 1990).

Se da a conocer que la presencia o0 ausencia de uno o mas alelos variantes de NO2 (por ejemplo PSN8, PSN12 y/o
PSN13) se determina utilizando el ensayo NOD2/CARD15 disponible de Prometheus Laboratories Inc. (San Diego,
CA, n° de cat. 6000).

Otros métodos moleculares Utiles para el genotipado de un individuo son conocidos de la técnica y resultan Gtiles en
los métodos. Entre dichos enfoques bien conocidos de genotipado se incluyen, aunque sin limitacion, la
secuenciacion automatizada y las técnicas de no correspondencias de ARNasa (ver Winter et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. 82:7575-7579, 1985). Ademas, el experto en la materia entendera que, en el caso de que deba determinarse la
presencia o ausencia de multiples alelos variantes, podran detectarse alelos variantes individuales mediante
cualquier combinacién de métodos moleculares. Ver, en general, Birren et al., (editores) Genome Analysis: A
Laboratory Manual, volumen 1 (Analyzing DNA), Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, 1997. Ademas, el
experto en la materia entendera que pueden detectarse mdltiples alelos variantes en reacciones individuales o en
una unica reaccién (un ensayo "multiplex™).

En vista de lo anteriormente expuesto, el experto en la materia entendera que los métodos para pronosticar el
resultado futuro de la Ell y para predecir la probabilidad de respuesta a agentes terapéuticos para la Ell, tales como
agentes bioldgicos (por ejemplo mediante la determinacién de la presencia o ausencia de uno o mas alelos variantes
de NOD2) puede ponerse en practica utilizando uno o cualquier combinacién de los bien conocidos ensayos de
genotipado indicados anteriormente u otros ensayos conocidos de la técnica.

VIII. Extraccién, purificacion y enriquecimiento de ARNmi

Para los métodos que utilizan ARNmi, se aislan las células y se lisan para producir un extracto celular; las especies
de ARN pequefias, tales como ARNmi, pueden extraerse, purificarse y/o enriquecerse del extracto celular mediante
cualquier técnica conocida.

En algunos casos, puede afadirse, mezclarse o incubarse con el lisado o extracto celular una solucion alcohdlica,
previamente a la extraccion de los ARNmi. La solucién alcohdlica puede comprender por lo menos un alcohol y
tipicamente presenta una concentracion de alcohol comprendida en el intervalo de entre aproximadamente 5% y
aproximadamente 100%. Se da a conocer que la cantidad de solucién de alcohol afiadida al lisado le proporciona
una concentracion alcohdlica de entre aproximadamente 35% y aproximadamente 70%, o de entre
aproximadamente 50% y aproximadamente 60%. Se da a conocer que la cantidad de solucién alcohdlica afiadida al
lisado le proporciona una concentracion alcohdlica de aproximadamente 55%. Entre los alcoholes adecuados se
incluyen, aunque sin limitarse a ellos, etanol, propanol, isopropanol, metanol y mezclas de los mismos. Se contempla
ademas que pueda utilizarse una solucion alcohdlica en etapas adicionales en métodos para precipitar el ARN.

En determinados aspectos, los ARNmi pueden extraerse del lisado o extracto celular con una solucién de extraccion
que comprende un solvente organico no alcohdlico antes de aplicar el lisado o extracto celular a un soporte sélido.
Se da a conocer que la solucién de extraccion contiene un solvente organico no alcohdlico, tal como fenol y/o
cloroformo. La solucion de solvente organico no alcohdlico se entiende que contiene por lo menos un solvente
organico no alcéholico, aunque puede contener también un alcohol. Las concentraciones indicadas anteriormente
con respecto a las soluciones alcohdlicas son aplicables a las concentraciones de soluciones que presentan
solventes organicos no alcoholicos. En determinados casos se mezclan cantidades iguales del lisado y fenol y/o
cloroformo. Se da a conocer que la solucién alcohdlica se afiade al lisado antes de la extraccion con un solvente
organico no alcohdlico.

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2553415713

Se da a conocer que la extraccion de los ARNmi del lisado o extracto celular incluye utilizar un soporte sélido, tal
como un soporte mineral o de polimero. Un "soporte sélido" incluye una estructura fisica que contiene un material
gue entra en contacto con el lisado y que no reacciona irreversiblemente con las macromoléculas en el lisado,
particularmente con moléculas de ARN pequefias, tales como ARNmi. Se da a conocer que el soporte solido se une
a moléculas de ARN pequefias; en casos adicionales, se une a moléculas de ARN pequefias pero no se une a otro u
otros tipos de macromoléculas en la muestra. El material en el soporte sélido puede incluir un mineral o polimero, en
cuyo caso el soporte se denomina "soporte mineral o de polimero". Entre los soportes minerales o de polimero se
incluyen los soportes que incluyen silice. Se da a conocer que el silice es vidrio. Entre los soportes adecuados se
incluyen, aunque sin limitacion, perlas, columnas vy filtros. Se da a conocer que el soporte mineral o de polimero es
un filtro o columna de fibra de vidrio (GFF).

El soporte mineral o de polimero puede incluir polimeros o no polimeros con grupos electronegativos. En algunos
casos, el material comprende poliacrilato, poliestireno, latex, poliacrilonitrilo, cloruro de polivinilo, metacrilato y/o
metacrilato de metilo.

Un lisado que puede haberse mezclado o no con una solucién alcohdlica o de solvente organico no alcohdlico se
aplica a un soporte sélido y se eluye el ARN (que contiene ARNmi) del soporte.

Tras aplicar o mezclar un lisado con un soporte sélido, el material puede mezclarse con una solucién. Se da a
conocer que un soporte mineral o de polimero se lava con una primera solucién de lavado tras aplicar el lisado al
soporte mineral o de polimero. Se da a conocer que una solucién de lavado comprende un agente caotrépico o
reductor. El agente caotrépico es guanidinio en algunas soluciones de lavado. Una solucién de lavado puede incluir
alcohol, y en algunos casos, puede presentar tanto alcohol como guanidinio. Se contempla adicionalmente que la
etapa de extraccion incluya 1, 2, 3, 4, 5 o mas lavados con una solucién de lavado. La solucién de lavado utilizada
en el caso de que se aplique mas de un lavado puede ser igual o diferente. Se da a conocer que las soluciones de
lavado presentan los mismos componentes, aunque en diferentes concentraciones. Se entiende generalmente que
las moléculas que atraviesan el material en un ciclo de lavado son descartadas.

Las moléculas de ARN deseadas tipicamente se eluyen del soporte sélido. Se da a conocer que las moléculas de
ARN pequeiias (por ejemplo ARNmi) son eluidas de un soporte sélido, tal como un soporte mineral o de polimero, a
una temperatura de entre aproximadamente 60°C y aproximadamente 100°C. La temperatura a la que se eluyen las
moléculas de ARN puede ser de aproximadamente o por lo menos entre aproximadamente 5°C y aproximadamente
100°C o0 mas, o cualquier intervalo de los mismos. Las moléculas pueden eluirse con cualquier solucion de elucién.
Se da a conocer que la solucién de elucion es una solucién idnica. Se da a conocer que la solucion de elucién
incluye hasta aproximadamente 10 mM de sal (por ejemplo aproximadamente 0,1, 0,5, 1,5, 10 o mas mM de sal). Se
da a conocer que la sal consiste de una combinacién de Li*, Na", K" o NH4" como el cation y CI', Br, I', tetraacetato
de etilendiamina o citrato como el anién.

Entre las etapas adicionales se incluyen pasar las moléculas de ARN pequefias a través de un filtro de fibra de vidrio
(GFF), uniéndose unicamente los ARN de mayor tamafio. Se da a conocer que las moléculas de ARN pequefias
pasadas son capturas en un segundo GFF y después eluidas. El material que no es capturado sobre el segundo
filtro GFF puede descartarse o no utilizarse.

Se da a conocer que la extraccion de los ARNmi se lleva a cabo de la manera siguiente: se afiade una solucion de
extraccion a un lisado celular que contiene los ARNmi; se afiade una solucién alcohdlica a la muestra extraida; se
aplica la muestra a un soporte mineral o de polimero; y se eluye el ARN que contiene los ARNmi del soporte mineral
o de polimero con una solucién ionica. Se da a conocer que la muestra eluida esta enriquecida por lo menos
aproximadamente 10 veces en ARNmi en masa.

A modo de ejemplo no limitativo, la extraccién, purificacién y enriquecimiento de los ARNmi puede llevarse a cho
siguiendo el protocolo siguiente. Se afladen 60 ml de acetato de Na 2 M, pH 4,0, a un lisdo celular, seguido
inmediatamente de 0,6 ml de &cido fenol-cloroformo. En determinados casos, se afiade etanol al lisado celular antes
de la extraccion con fenol-cloroformo a fin de proporcionar una concentracion final de aproximadamente 55% de
etanol. Tras 30 s de agitacion vigorosa, se separa la fase acuosa mediante centrifugacion a 16.000xg durante 5 min.
Se utilizan cuatro alicuotas de 100 ml de esta fase acuosa en cuatro separaciones independientes. A las cuatro
alicuotas se han afiadido 100 ml de etanol al 40%, 50%, 60% y 70%, y después se pasan a través de filtros de fibra
de vidrio, tal coo en el procedimiento RNaqueous (Ambion, Inc.; Austin, TX). Las soluciones de etanol al 20%, 25%,
30% y 35% que habian sido pasadas por estos filtros (el eluido) seguidamente se ajustan a 55% de etanol,
concentracion final, mediante la adicién de 156, 133, 111 y 88,9 ml de etanol, respectivamente. Se pasan las cuatro
muestras por columnas independientes de filtracién de fibra de vidrio. A continuacién, se lavan los filtros con 0,7 ml
de isocianato de guanidinio 4 M (GuSCN)/etanol al 70%, seguido de dos lavados con 0,5 ml de alcohol al 80%/NacCl
0,1 M/EDTA 4,5 mM/Tris-HCI 10 mM, pH 7,5. Tras pasar cada lavado por el filtro, se vacia y se sustituye el tubo de
recoleccién. Cada lavado se pasa por el filtro mediante centrifugacion, de la misma manera que en el protoclo
RNAgueous (Ambion, Inc.). A continuacion se eluye la muestra separandola del filtro con 100 ml de EDTA 0,1 mM,
pH 8,0, que se aplica directamente en el filtro a temperatura ambiente y se centrifuga hasta el interior de un tubo de
recoleccién nuevo.
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Se describen métodos adicionales para extraer, purificar y enriquecer ARNmi en, por ejemplo, la publicacién de
patente US n°® 2005/0059024, y en el protocolo del kit de aislamiento de ARNmi mirvana™ (Ambion, Inc.; Austin,
TX).

IX. Analisis estadistico

Se dan a conocer métodos, sistemas y codigo para diagnosticar la Ell, para clasificar el diagnoéstico de la Ell (por
ejemplo la EC o la CU), para clasificar el pronéstico de la Ell (por ejemplo el riesgo o probabilidad de un pronéstico
mas grave (por ejemplo la probabilidad de desarrollar complicaciones de enfermedad y/o progresién a cirugia y/o
susceptibilidad de desarrollar un subtipo clinico particular de EC o CU)) o para predecir la probabilidad de respuesta
a la terapia para Ell (por ejemplo la terapia con agentes bioldgicos). Se da a conocer que se aplica el analisis de
cuartiles a la presencia, nivel y/o genotipo de uno o mas marcadores de Ell determinados mediante cualquiera de los
ensayos indicados en la presente memoria para diagnosticar la Ell, pronosticar la Ell o predecir la respuesta a la
terapia de Ell. Se da a conocer que se aplica uno o mas sistemas clasificadores estadisticos de aprendizaje a la
presencia, nivel y/o genotipo de uno o mas marcadores de Ell determinados mediante cualquiera de los ensayos
indicados en la presente memoria para diagnosticar la Ell, pronosticar la Ell o predecir la respuesta a la terapia de
Ell. Tal como se indica en la presente memoria, los analisis estadisticos proporcionan ventajosamente una
sensibilidad, especificidad, valor predictivo negativo, valor predictivo positivo y/ precisién global mejorados en el
diagndstico de la Ell, el prondstico de la Ell y la prediccion de respuestas a la terapia de la Ell.

La expresion "analisis estadistico" o "algoritmo estadistico” o "procedimiento estadistico" incluye cualquiera de entre
una diversidad de métodos y modelos estadisticos utilizados para determinar las relaciones entre variables. Se da a
conocer que las variables son la presencia, el nivel o el genotipo de por lo menos un marcador de interés. Puede
analizarse cualquier nimero de marcadores utilizando el analisis estadistico descrito en la presente memoria. Por
ejemplo, puede incluirse en un analisis estadistico la presencia o el nivel de 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 o0 mas marcadores individuales. Se da a conocer que se utiliza la
regresion logistica. Se da a conocer que se utiliza la regresion lineal. Se da a conocer que los analisis estadisticos
comprenden una medicidn de cuartiles de uno o mas marcadores, por ejemplo dentro de una poblacién dada, como
variable. Los cuartiles se fijan en "puntos de corte" que dividen una muestra de datos en grupos que contienen (en la
medida de lo posible) un nimero igual de observaciones. Por ejemplo, los cuartiles son valores que dividen una
muestra de datos en cuatro grupos que contienen (en la medida de lo posible) un nimero igual de observaciones. El
cuartil inferior es el valor de datos un cuarto hacia arriba dentro del conjunto ordenado de datos; el cuartil superior es
el valor de datos un cuarto hacia abajo dentro del conjunto ordenado de datos. Los quintiles son valores que dividen
una muestra de datos en cinco grupos que contienen (en la medida de lo posible) un ndmero igual de
observaciones. El presente método puede incluir ademas la utilizacion de intervalos percentiles de niveles de
marcadores (por ejemplo terciles, cuartiles, quintiles, etc.) o sus indices acumulativos (por ejemplo sumas de
cuartiles de niveles de marcados con el fin de obtener puntuaciones de suma de cuartiles (PSC), etc.) como
variables en los analisis estadisticos (exactamente de la misma manera que con variables continuas).

Se da a conocer que el presente método implica la deteccion o la determinacién de la presencia, nivel (por ejemplo
magnitud) y/o genotipo de uno o mas marcadores de interés utilizando el andlisis de cuartiles. En este tipo de
analisis estadistico, el nivel de un marcador de interés se define como dentro del primer cuartil (<25%), segundo
cuartil (25-50%), tercer cuartil (51%-<75%) o cuarto cuartil (75-100%) en relacion a una base de datos de referencia
de muestras. A estos cuartiles se les puede asignar una puntuacion de cuartil de 1, 2, 3 y 4, respectivamente. En
determinados casos, a un marcador que no se detecta en una muestra se le asigna una puntuacion de cuartil de 0 o
1, mientras que a un marcador que se detecta (por ejemplo que se encuentra presente) en una muestra (por ejemplo
la muestra es positiva para el marcador) se le asigna una puntuacién de cuartil de 4. Se da a conocer que el cuartil 1
representa las muestras con los niveles de marcador mas bajos, mientras que el cuartil 4 representa la muestras con
los niveles de marcador mas altos. Se da a conocer que el cuartil 1 representa muestras con un genotipo de
marcador particular (por ejemplo alelo de tipo salvaje), mientras que el cuartil 4 representa muestras con otro
genotipo de marcador particular (por ejemplo variante alélica). La base de datos de referencia de las muestras
puede incluir un gran espectro de pacientes de Ell (por ejemplo de EC y/o de CU). A partir de dicha base de datos
pueden fijarse valores de corte de cuartiles. Un ejemplo no limitativo de andlisis de cuartiles se describe en, por
ejemplo, Mow et al., Gastroenterology 126:414-24, 2004.

Se da a conocer que los analisis estadisticos comprenden uno 0 mas sistemas clasificadores estadisticos de
aprendizaje. Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "sistema clasificador estadistico de
aprendizaje” incluye una maquina que aprende técnica algoritmica que es capaz de adaptar grupos complejos de
datos (por ejemplo un panel de marcadores de interés) y de tomar decisiones basandose en dichos grupos de datos.
Se da a conocer que se utiliza un Unico sistema clasificador estadistico de aprendizaje, tal como un arbol de
decisién/clasificacion (por ejemplo un bosque aleatorio (BA) o un arbol de clasificacién y regresién (ACyR)). Se da a
conocer que se utiliza una combinacién de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas sistemas clasificadores estadisticos de
aprendizaje, preferentemente en tandem. Entre los ejemplos de sistemas clasificadores estadisticos de aprendizaje
se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, aquellos que utilizan el aprendizaje inductivo (por ejemplo arboles de
decision/clasificacién tales como bosques aleatorios, arboles de clasificacion y regresion (ACyR), arboles ampliados,
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etc.), aprendizaje probablemente aproximadamente correcto (PAC), aprendizaje conexionista (por ejemplo redes
neuronales (RN), redes neuronales artificiales (RNA), redes neurodifusas (RND), estructuras de redes, perceptrones
tales como perceptrones multicapa, redes unidireccionales multicapa, aplicaciones de redes neuronales, aprendizaje
bayesiano en redes de creencia, etc.), aprendizaje por refuerzo (por ejemplo aprendizaje pasivo en un entorno
conocido, tal como el aprendizaje naive, el aprendizaje dindmico adaptativo y el aprendizaje por diferencia temporal,
el aprendizaje pasivo en un entorno desconocido, el aprendizaje activo en un entorno desconocido, las funciones de
accion-valor de aprendizaje, las aplicaciones de aprendizaje por refuerzo, etc.), y algoritmos genéticos y la
programacion evolutiva. Entre otros sistemas clasificadores estadisticos de aprendizaje se incluyen las maquinas de
vectores soporte (por ejemplo los métodos de nucleo), las curvas de regresién adaptativa multivariante (MARS, por
el inglés Multivariant Adaptative Regression Splines), algoritmos de Levenberg-Marquardt, algoritmos de Gauss-
Newton, mezclas de gausianos, algoritmos de descenso de gradiente y cuantizacion de vector de aprendizaje (CVA).

Los bosques aleatorios son sistemas clasificadores estadisticos de aprendizaje que se construyen utilizando un
algoritmo desarrollado por Leo Breiman y Adele Cutler. Los bosques aleatorios utilizan un gran ndmero de arboles
de decision individuales y deciden la clase mediante la seleccién de la moda (es decir, el valor méas frecuente) de las
clases segun se determina mediante los arboles individuales. El analisis de bosques aleatorios puede llevarse a
cabo, por ejemplo, utilizando el software RandomForests disponible de Salford Systems (San Diego, CA). Ver, por
ejemplo, Breiman, Machine Learning 45:5-32, 2001, y http://stat-www.berkeley.edu/users/breiman/Random-
Forests/cc_home.htm, para una descripcion de los bosques aleatorios.

Los arboles de clasificacion y regresion representan una alternativa de computacion intensiva al ajuste de modelos
de regresion clasica y se utilizan tipicamente para determinar el mejor modelo posible para una respuesta categérica
0 continua de interés basandose en uno o mas factores predictivos. El analisis de arboles de clasificacion y
regresion puede llevarse a cabo, por ejemplo, utilizando el software ACyR disponible de Salford Systems o el
software de analisis de datos Statistica, disponible de StatSoft, Inc. (Tulsa, OK). Se encuentra una descripcion de los
arboles de clasificacion y regresion en, por ejemplo, Breiman et al., "Classification and Regression Trees", Chapman
and Hall, New York, 1984; y Steinberg et al., "CART: Tree-Structured Non-Parametric Data Analysis", Salford
Systems, San Diego, 1995.

Las redes neuronales son grupos interconectados de neuronas artificiales que utilizan un modelo matematico o
computacional para el procesamiento de informacion basado en un enfoque conexionista a la computacion.
Tipicamente las redes neuronales son sistemas adaptativos que modifican su estructura basandose en informacion
externa o interna que fluye a través de la red. Entre los ejemplos especificos de redes neuronales se incluyen las
redes neuronales unidireccionales, tales como perceptrones, perceptrones de una sola capa, perceptrones
multicapa, redes de retropropagacion, redes ADALINE, redes MADALINE, redes Learnmatrix, redes de funcién de
base radial (FBR) y mapas autoorganizados o redes autoorganizantes de Kohonen; redes neuronales recurrentes,
tales como redes recurrentes simples y redes de Hopfield; redes neuronales estocasticas, tales como maquinas de
Boltzmann; redes neuronales modulares, tales como conjunto de maquinas y redes neuronales asociativas, y otros
tipos de redes, tales como redes neuronales instantaneamente entrenadas, redes neuronales de impulsos, redes
neuronales dinamicas y redes neuronales en cascada. Puede llevarse a cabo el andlisis de redes neuronales, por
ejemplo utilizando el software de andlisis de los datos Statistica, de StatSoft, Inc. Ver, por ejemplo, Freeman et al.,
en: "Neural Networks: Algorithms, Applications and Programming Techniques", Addison-Wesley Publishing
Company, 1991; Zadeh, Information and Control, 8:338-353, 1965; Zadeh, "IEEE Trans. on Systems, Man and
Cybernetics", 3:28-44, 1973; Gersho et al., en: "Vector Quantization and Signal Compression", Kluywer Academic
Publishers, Boston, Dordrecht, London, 1992; y Hassoun, "Fundamentals of Artificial Neural Networks", MIT Press,
Cambridge, Massachusetts, London, 1995, para una descripcion de redes neuronales.

Las maquinas de vectores soporte son un grupo de técnicas de aprendizaje supervisado relacionadas para la
clasificacion y regresion y se describen, por ejemplo, en Cristianini et al., "An Introduction to Support Vector
Machines and Other Kernel-Based Learning Methods", Cambridge University Press, 2000. El andlisis de maquinas
de vectores soporte puede llevarse a cabo, por ejemplo, utilizando el software SVM"" desarrollado por Thorsten
Joachims (Cornell University) o utilizando el software LIBSVM desarrollado por Chih-Chung Chang y Chih-Jen Lin
(National Taiwan University).

Los diversos métodos y modelos estadisticos indicados en la presente memoria pueden entrenarse y someterse a
ensayo utilizando una cohorte de muestras (por ejemplo muestras séricas y/o gendémicas) procedentes de individuos
sanos y pacientes de Ell (por ejemplo de EC y/o CU). Por ejemplo, las muestras de pacientes diagnosticados por un
médico, y preferentemente por un gastroenterélogo, como de Ell o un subtipo clinico de la misma utilizando una
biopsia, colonoscopia o un inmunoensayo tal como se indica en, por ejemplo, la patente US n° 6.218.129, resultan
adecuadas para la utilizacion en el entrenamiento y ensayo de los métodos y modelos estadisticos. Las muestras de
pacientes diagnosticados con Ell también pueden estratificarse en enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa utilizando
un inmunoensayo tal como el descrito en, por ejemplo, las patentes US n°® 5.750.355 y n°® 5.830.675. Las muestras
de individuos sanos pueden incluir aquellos que no han sido identificados como muestras de Ell. El experto en la
materia conocera técnicas y criterios diagnosticos adicionales para obtener una cohorte de muestras de pacientes
que pueden utilizarse en el entrenamiento y ensayo de los métodos y modelos estadisticos.
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Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "sensibilidad" se refiere a la probabilidad de un método,
sistema o codigo diagndstico, prondstico o predictivo proporcione un resultado positivo en el caso de que la muestra
sea positiva, por ejemplo que presenta el diagndéstico predicho, el resultado pronéstico o la respuesta a la terapia de
Ell. La sensibilidad se calcula como el nimero de resultados positivos verdaderos dividido por la suma de los
positivos verdaderos y los falsos negativos. La sensibilidad esencialmente es una medida de lo bien que el presente
método identifica correctamente aquellos que presentan el diagndstico, resultado prondéstico o respuesta a terapia de
la Ell predichos separandolos de aquellos que no presentan el diagndstico, prondstico o respuesta terapéutica
predichos. Los métodos y modelos estadisticos pueden seleccionarse de manera que la sensibilidad sea de por lo
menos aproximadamente 60%, y puede ser, por ejemplo, de por lo menos aproximadamente 65%, 70%, 75%, 76%,
77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% 0 99%.

El término "especificidad" se refiere a la probabilidad de un método, sistema o codigo diagnéstico, prondstico o
predictivo proporcione un resultado negativo en el caso de que la muestra no sea positiva, por ejemplo que no
presenta el diagndstico, resultado prondstico o respuesta a la terapia de Ell predichos. La especificidad se calcula
como el nimero de resultados negativos verdaderos dividido por la suma de los negativos verdaderos y los falsos
positivos. La especificidad esencialmente es una medida de lo bien que el presente método excluye aquellos que no
presentan el diagndstico, resultado prondstico o respuesta a terapia de la Ell predichos separandolos de aquellos
que si presentan el diagnéstico, prondstico o respuesta terapéutica predichos. Los métodos y modelos estadisticos
pueden seleccionarse de manera que la especificidad sea de por lo menos aproximadamente 60%, y puede ser, por
ejemplo, de por lo menos aproximadamente 65%, 70%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "valor predictivo negativo" o "VPN" se refiere a la
probabilidad de que un individuo identificado como que no presenta el diagnéstico, resultado pronéstico o respuesta
a la terapia de la Ell predichos realmente no presente el diagndstico, prondstico o respuesta terapéutica predicho. El
valor predictivo negativo puede calcularse como el nimero de negativos verdaderos dividido por la suma de los
negativos verdaderos y los falsos negativos. El valor predictivo negativo se determina a partir de las caracteristicas
del método, sistema o cédigo diagnéstico o prondstico, asi como la prevalencia de la enfermedad en la poblacién
analizada. Los métodos y modelos estadisticos pueden seleccionarse de manera que el valor predictivo negativo en
una poblaciéon que presenta una prevalencia de enfermedad se encuentre comprendida en el intervalo de entre
aproximadamente 70% y aproximadamente 99% y puede ser de, por ejemplo, por lo menos aproximadamente 70%,
75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% 0 99%.

La expresion "valor predictivo positivo" o "VPP" se refiere a la probabilidad de que un individuo identificado como que
no presenta el diagnostico, resultado prondstico o respuesta a la terapia de la Ell predichos realmente no presente el
diagndstico, prondstico o respuesta terapéutica predicho. El valor predictivo positivo puede calcularse como el
namero de positivos verdaderos dividido por la suma de los positivos verdaderos y los falsos positivos. El valor
predictivo positivo se determina a partir de las caracteristicas del método, sistema o cddigo diagnéstico o prondstico,
asi como la prevalencia de la enfermedad en la poblacién analizada. Los métodos y modelos estadisticos pueden
seleccionarse de manera que el valor predictivo positivo en una poblacion que presenta una prevalencia de
enfermedad se encuentre comprendida en el intervalo de entre aproximadamente 70% y aproximadamente 99% y
puede ser de, por ejemplo, por lo menos aproximadamente 70%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%,
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%.

Los valores predictivos, incluyendo los valores predictivos negativos y positivos, se ven influidos por la prevalencia
de la enfermedad en la poblacién analizada. Los métodos y modelos estadisticos pueden seleccionarse para
producir un parametro clinico deseado para una poblacién clinica con una prevalencia de Ell particular. Por ejemplo,
los métodos y modelos estadisticos pueden seleccionarse para una prevalencia de Ell de hasta aproximadamente
1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65% o0 70%,
que puede observarse, por ejemplo, en la consulta médica, tal como la consulta del gastroenterélogo o la consulta
de un médico generalista.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresiéon "concordancia global" o "exactitud global" se refiere a la
exactitud con la que un método, sistema o codigo diagnostica la Ell, pronostica la Ell o predice la respuesta a una
terapia de Ell particular. La exactitud global se calcula como la suma de los positivos verdaderos y los negativos
verdaderos dividido por el ndmero total de resultados de muestra y se ve afectada por la prevalencia de la
enfermedad en la poblacion analizada. Por ejemplo, los métodos y modelos estadisticos pueden seleccionarse de
manera que la exactitud global en una poblacion de pacientes que presenta una prevalencia de enfermedad sea de
por lo menos aproximadamente 40%, y puede ser, por ejemplo, de por lo menos aproximadamente 40%, 41%, 42%,
43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%,
63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%,
83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%.

X. Sistema de clasificacion de enfermedades
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La figura 3 ilustra un sistema de clasificacién de enfermedades (SCE) (300). Tal como se muestra en el mismo, un
SCE incluye un modelo de inteligencia de SCE (305), tal como un ordenador, que presenta un procesador (315) y un
médulo de memoria (310). EI médulo de inteligencia incluye ademas mdédulos de comunicaciéon (no mostrados) para
transmitir y recibir informacién en una o mas conexiones directas (por ejemplo USB, Firewire u otra interfaz) y una o
mas conexiones de red (por ejemplo incluyendo un médem u otro dispositivo de interfaz de red). El médulo de
memoria puede incluir dispositivos de memoria internos y uno o mas dispositivos de memoria externos. El médulo de
inteligencia incluye ademas un médulo de visualizaciéon (325), tal como un monitor o impresora. En un aspecto, el
moédulo de inteligencia recibe datos, tales como los resultados de ensayo del paciente desde un moédulo de
adquisicion de datos, tal como un sistema de ensayo (350), mediante una conexion directa o a través de una red
(340). Por ejemplo, el sistema de ensayo puede configurarse para realizar ensayos multianalito en una o mas
muestras de pacientes (355) y proporcionar automaticamente los resultados de ensayo al médulo de inteligencia.
Los datos también pueden proporcionarse al médulo de inteligencia mediante entrada directa por parte del usuario o
pueden descargarse de un medio portatil, tal como un disco compacto (CD) o un disco versatil digital (DVD). El
sistema de ensayo puede integrarse en el médulo de inteligencia, acoplado directamente al médulo de inteligencia, o
puede acoplarse remotamente con el médulo de inteligencia a través de la red. El modulo de inteligencia también
puede comunicar datos hacia y desde uno o mas sistemas cliente (330) a través de la red, tal como es bien
conocido. Por ejemplo, un médico o profesional sanitario peticionario puede obtener y visionar un informe del médulo
de inteligencia, que puede ser residente en un laboratorio u hospital, utilizando un sistema cliente (330).

La red puede ser una red LAN (red de area local), WAN (red de area amplia), red inalambrica, red punto a punto, red
en estrella, red en anillo, red de nodos u otra configuraciéon. Debido a que el tipo mas comin de red en uso
actualmente es una red TCP/IP (por el inglés Transfer Control Protocol and Internet Protocol, o protocolo de control
de transferencia y protocolo de internet), tal como la red global de redes con frecuencia denominada "Internet”, con
una "I' mayuscula que serd utilizada en muchos de los ejemplos en la presente memoria, pero debe entenderse que
las redes no se encuentran limitadas de esta manera, aunque TCP/IP es actualmente el protocolo preferido.

Entre varios elementos en el sistema mostrado en la figura 3 pueden incluirse elementos bien conocidos
convencionales que no requieren mayor explicacion en la presente memoria. Por ejemplo, el médulo de inteligencia
podria implementarse como un ordenador personal de sobremesa, una estacion de trabajo, ordenador central,
ordenador portatil, etc. Cada sistema cliente podria incluir un ordenador personal de sobremesa, estacion de trabajo,
ordenador portatil, PDA, teléfono movil o cualquier dispositivo con la funcion WAP o cualquier otro dispositivo de
computacion capaz de establecer una interfaz directa o indirectamente con Internet u otra conexion de red. Un
sistema cliente tgp'camente opera un cliente HTTP, por ejemplo un programa de blsqueda, tal como un buscador
Internet Explorer M de Microsoft, un buscador Netscape NavigatorTM, buscador Opera o un buscador con WAP en el
caso de un movil, PDA u otro dispositivo inalambrico, o similar, permitiendo al usuario del sistema cliente el acceso,
procesamiento y visionado de informacion y paginas disponibles desde el moédulo de inteligencia a través de la red.
CAda sistema cliente tipicamente incluye ademas uno o mas dispositivos de interfaz de usuario, tales como teclado,
un raton, pantalla tactil, lapiz o similar, para interactuar con una interfaz grafica de usuario (IGU) proporcionada por
el buscador en una pantalla (por ejemplo monitor, pantalla LCD, etc.) (335) conjuntamente con péaginas, formularios
y otra informacion proporcionada por el modulo de inteligencia. Tal como se ha comentado anteriormente, el
presente método resulta adecuado para la utilizacién en Internet, que se refiere a una red global especifica de redes.
Sin embargo, debe entenderse que pueden utilizarse otras redes en lugar de Internet, tal como una intranet, una
extranet, una red privada virtual (VPN, por el inglés Virtual Private Network), una red no basada en TCP/IP, cualquier
LAN o WAN, o similar.

Se da a conocer que cada sistema cliente y todos sus componentes son configurables por el operador utilizand
aplicaciones tales como un buscador, incluyendo coédigo informatico operado utilizando una unidad central de
procesamiento, tal como un procesador Intel® Pentium® o similar. De manera similar, el modulo de inteligencia y
todos sus componentes pueden ser configurables por el operador utilizando una o mas aplicaciones, incluyendo
cédigo informatico operado utilizando una unidad central de procesamiento (315), tal como un procesador Intel
Pentium o similar, o multiples unidades de procesamiento. El cédigo informatico para operar y configurar el médulo
de inteligencia para el procesamiento de los datos y resultados de ensayo tal como se indica en la presente memoria
preferentemente se descarga y se almacena en un disco duro, aunque el codigo informatico entero, o partes del
mismo, también pueden almacenarse en cualquier otro medio o dispositivo de memoria volatil o no volatil, tal como
es bien conocido, tal como un medio ROM o RAM, o proporcionado en cualquier otro medio legible por ordenador
(160) capaz de almacenar cédigo informatico, tal como un medio disco compacto (CD), medio disco versatil digital
(DVD), un disquete, ROM, RAM y similar.

El cddigo informatico para implementar diversos aspectos del presente método puede implementarse en cualquier
lenguaje de programacion que puede ejecutarse en un sistema informatico, tal como, por ejemplo, en lenguaje C,
C++, C#, HTML, Java, JavaScript, o cualquier otro lenguaje de secuencia de comandos, tal como VBScript. Ademas,
el cédigo informatico entero, o partes del mismo, pueden realizarse en forma de una sefial portadora, que puede
transmitirse y descargarse de una fuente de software (por ejemplo un servidor) por Internet, o cualquier otra
conexién de red convencional, tal como es bien conocido (por ejemplo extranet, VPN, LAN, etc.) utilizando cualquier
medio y protocolos de comunicacion (por ejemplo TCP/IP, HTTP, HTTPS, Ethernet, etc.), tal como se conoce bien.
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Se da a conocer que el mddulo de inteligencia implementa un procedimiento de clasificacion de enfermedades para
analizar los resultados de ensayo de pacientes con el fin de determinar un diagnéstico de la Ell o el pronéstico de la
Ell (por ejemplo el riesgo o probabilidad de un pronéstico méas grave (por ejemplo la probabilidad de desarrollar
complicaciones de la enfermedad y/o progresion a cirugia y/o la susceptibilidad de desarrollar un subtipo clinico
particular de EC o CU)). Se da a conocer que el modulo de inteligencia implementa un procedimiento de clasificacion
de las enfermedades para analizar los resultados de ensayo de los pacientes con el fin de predecir la probabilidad
de respuesta a la terapia de la Ell con uno o mas agentes terapéuticos (por ejemplo la terapia con agentes
bioldgicos). Los datos pueden almacenarse en una o mas tablas de datos u otras estructuras de datos légicas en la
memoria (310) o en un sistema independiente de almacenamiento o de base de datos acoplado al médulo de
inteligencia. Tipicamente se aplica uno o mas analisis o procedimientos estadisticos a un conjunto de datos,
incluyendo datos de ensayos para un paciente particular. Por ejemplo, los datos de ensayo podrian incluir un perfil
de marcadores diagnésticos o prondsticos, que comprenda datos que indiquen la presencia, nivel y/o genotipo de
por lo menos un marcador en una muestra del paciente. Se da a conocer que un analisis estadistico, tal como un
andlisis de cuantiles (por ejemplo cuartiles) se aplica a los datos de ensayo para un paciente particular, en el que los
datos de ensayo comprenden la presencia, nivel y/o genotipo de por lo menos un marcador determinado en una
muestra del paciente. La decision o decisiones derivadas estadisticamente pueden visionarse en un dispositivo de
visualizacién asociado o acoplado al médulo de inteligencia, o la decision o decisiones pueden proporcionarse y
visionarse en un sistema independiente, por ejemplo un sistema cliente (330). La decision o decisiones derivadas
estadisticamente pueden visionarse en forma de un informe o impresion, que opcionalmente puede incluir una tabla
de consulta, diagrama, grafico o modelo que permite que el médico compare e interprete los resultados visualizados
a fin de realizar un diagndstico, prondstico o prediccién de la respuesta terapéutica razonado de la Ell.

Xl. Terapia y seguimiento terapéutico

Tras la clasificacion del diagnéstico o pronostico de la Ell o tras la prediccion de la probabilidad de respuesta a un
agente terapéutico de la Ell en un individuo diagnosticado de Ell segin los métodos descritos en la presente
memoria, el presente método puede comprender ademas la recomendacion de un curso de terapia basado en la
clasificacion o prediccion. Se da a conocer que el presente método puede comprender ademas la administracion en
el individuo de una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente terapéutico de la Ell que resulta Gtil para tratar
uno o mas sintomas asociados a la Ell, EC, CU o subtipos clinicos de EC o CU. Para aplicaciones terapéuticas, el
agente terapéutico de la Ell puede administrarse solo o coadministrarse en combinacién con uno o mas agentes
terapéuticos de la Ell adicionales y/o uno o mas farmacos que reducen los efectos secundarios asociados al agente
terapéutico para la Ell. Entre los ejemplos de agentes terapéuticos de la Ell se incluyen, aunque sin limitacion,
agentes bioldgicos, farmacos convencionales y combinaciones de los mismos. De esta manera, el presente método
permite ventajosamente que un médico clinico ponga en practica una "medicina personalizada" mediante el guiado
de las decisiones de tratamiento y que informe la seleccion de terapia para la Ell de manera que se administre el
farmaco correcto al paciente correcto en el momento correcto.

Los agentes terapéuticos para la Ell pueden administrarse con un excipiente farmacéutico adecuado segun resulte
necesario y la administracion puede llevarse a cabo mediante cualquiera de los modos de administracion aceptados.
De esta manera, la administracién puede ser, por ejemplo, intravenosa, tdpica, subcutanea, transcutanea,
transdérmica, intramuscular, oral, bucal, sublingual, gingival, palatal, intraarticular, parenteral, intraarteriolar,
intradérmica, intraventricular, intracraneal, intraperitoneal, intralesional, intranasal, rectal, vaginal o mediante
inhalacion. El término "coadministrar" se refiere a que un agente terapéutico para la EIl se administra
simultaneamente, justo antes o justo después de la administraciéon de un segundo farmaco (por ejemplo otro agente
terapéutico para la Ell, un farmaco util para reducir los efectos secundarios del agente terapéutico para la Ell, etc.).

Una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente terapéutico para la Ell puede administrarse repetidamente, por
ejemplo por lo menos 2, 3, 4,5, 6, 7, 8 6 mas veces, o0 la dosis puede administrarse mediante infusion continua. La
dosis puede adoptar la forma de sélido, semisélido, polvos liofilizados o formas de dosificacion liquida tales como,
por ejemplo, tabletas, pildoras, pellets, capsulas, polvos, soluciones, suspensiones, emulsiones, supositorios,
enemas de retencion, cremas, pomadas, lociones, geles, aerosoles, espumas o similares, preferentemente en
formas de dosificacion unitaria adecuadas para la administracion simple de dosis exactas.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "forma de dosificacion unitaria" se refiere a unidades
fisicamente discretas que resultan adecuadas como dosis unitarias para sujetos humanos y otros mamiferos,
conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de un agente terapéutico para la Ell calculada para producir
el inicio, tolerabilidad y/o efectos terapéuticos deseados, asociada a un excipiente farmacéutico adecuado (por
ejemplo una ampolla). Ademas, pueden prepararse formas de dosificacion concentrada a partir de la que pueden
producirse las formas de dosificacién unitaria mas diluidas. De esta manera, las formas de dosificacion mas
concentradas contendran sustancialmente mas de, por ejemplo, por lo menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 6 mas veces
la cantidad del agente terapéutico para la Ell.

Los métodos para preparar dichas formas de dosificacion son conocidos por el experto en la materia (ver, por
ejemplo, REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, 18a edicion, Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990).

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2553415713

Entre las formas de dosificacion tipicamente se incluyen un portador o excipiente farmacéutico convencional y
adicionalmente puede incluir otros agentes medicinales, portadores, adyuvantes, diluyentes, intensificadores de la
permeacion en tejidos, solubilizadores y similares. Pueden adaptarse excipientes apropiados a la forma de
dosificacion particular y a la via de administracién mediante métodos bien conocidos de la técnica (ver, por ejemplo,
REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, supra).

Entre los ejemplos de excipientes adecuados se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, lactosa, dextrosa, sacarosa,
sorbitol, manitol, almidones, goma acacia, fosfato de calcio, alginatos, tragacanto, gelatina, silicato de calcio,
celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona, celulosa, agua, soluciéon salina, jarabe, metilcelulosa, etilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa y acidos poliacrilicos, tales como carbopoles, por ejemplo Carbopol 941, Carbopol 980,
Carbopol 981, etc. Entre las formas de dosificacion pueden incluirse adicionalmente agentes lubricantes tales como
talco, estearato de magnesio y aceite mineral; agentes humectantes; agentes emulsionantes; agentes de
suspension; agentes conservantes tales como metilhidroxibenzoatos, etilhidroxibenzoatos y propilhidroxibenzoatos
(es decir, los parabenos); agentes de ajuste del pH tales como acidos y bases inorganicos y organicos; agentes
edulcorantes y agentes saborizantes. Las formas de dosificacion pueden comprender ademas perlas de polimero
biodegradable, dextrano y complejos de inclusién con ciclodextrina.

Para la administracién oral, la dosis terapéuticamente eficaz puede encontrarse en forma de tabletas, capsulas,
emulsiones, suspensiones, soluciones, jarabes, sprays, pastillas, polvos y formulaciones de liberacion sostenida.
Entre los excipientes adecuados para la administracion oral se incluyen grados farmacéuticos de manitol, lactosa,
almidon, estearato de magnesio, sacarina soédica, talco, celulosa, glucosa, gelatina, sacarosa, carbonato de
magnesio y similares.

Se da a conocer que la dosis terapéuticamente eficaz adopta la forma de una pildora, tableta o capsula, y de esta
manera, la forma de dosificacién puede contener, conjuntamente con un agente terapéutico para la Ell, cualquiera
de los siguientes: un diluyente tal como lactosa, sacarosa, fosfato dicalcico y similares; un desintegrante tal como
almidén o derivados del mismo; un lubricante tal como estearato de magnesio y similares; y un ligante tal como
almidon, goma acacia, polivinilpirrolidona, gelatina, celulosa y derivados de los mismos. También puede formularse
un agente terapéutico para la Ell en forma de supositorio dispuesto, por ejemplo, en un portador de polietilenglicol
(PEG).

Las formas de dosificacién liquidas pueden prepararse mediante disolucion o dispersién de un agente terapéutico
para la Ell y opcionalmente uno o mas adyuvantes farmacéuticamente aceptables en un portador tal como, por
ejemplo, solucién salina acuosa (por ejemplo cloruro sédico al 0,9% p/v), dextrosa acuosa, glicerol, etanol y
similares, para formar una solucién o supsension, por ejemplo, para la administraciéon oral, tépica o intravenosa.
También puede formularse un agente terapéutico para la Ell en un enema de retencién.

Para la administracion topica, la dosis terapéuticamente eficaz puede encontrarse en forma de emulsiones, lociones,
geles, espumas, cremas, gelatinas, soluciones, suspensiones, pomadas y parches transdérmicos. Para la
administracion mediante inhalacién, puede administrarse un agente terapéutico para la Ell en forma de polvos secos
o en forma liquida mediante un nebulizador. Para la administracion parenteral, la dosis terapéuticamente efectiva
puede encontrarse en forma de soluciones inyectables estériles y de polvos empaquetados estériles.
Preferentemente, las soluciones inyectables se formulan a un pH de entre aproximadamente 4,5 y aproximadamente
7,5.

La dosis terapéuticamente eficaz también puede proporcionarse en una forma liofilizada. Entre dichas formas de
dosificacion pueden incluirse un tampon, por ejemplo bicarbonato, para la reconstitucion antes de la administracion,
o el tampén puede incluirse en la forma de dosificacion liofilizada, para la reconstitucion con, por ejemplo, agua. La
forma de dosificacion liofilizada puede comprender ademas un vasoconstrictor adecuado, por ejemplo epinefrina. La
forma de dosificacion liofilizada puede proporcionarse en una jeringa, opcionalmente empaquetada en combinacion
con el tampon para la reconstitucion, de manera que la forma de dosificacién reconstituida pueda administrarse
inmediatamente en un sujeto.

Durante el uso terapéutico para el tratamiento de la Ell o un subtipo clinico de la misma, puede administrarse un
agente terapéutico de la Ell a la dosis inicial de entre aproximadamente 0,001 mg/kg y aproximadamente 1.000
mg/kg diarios. Puede utilizarse un intervalo de dosis diarias de entre aproximadamente 0,01 mg/kg vy
aproximadamente 500 mg/kg, de entre aproximadamente 0,1 mg/kg y aproximadamente 200 mg/kg, de entre
aproximadamente 1 mg/kg y aproximadamente 100 mg/kg, o de entre aproximadamente 10 mg/kg y
aproximadamente 50 mg/kg. Sin embargo, las dosis pueden modificarse dependiendo de los requisitos del individuo,
la gravedad de los sintomas de la Ell, y el agente terapéutico de la Ell que se esta utilizando. Por ejemplo, las dosis
pueden determinarse empiricamente considerando el tipo y gravedad de los sintomas de la Ell en un individuo
clasificado como paciente de un subtipo clinico particular de EC o CU segun los métodos descritos en la presente
memoria. La dosis administrada en el individuo deberia ser suficiente para dar lugar a una respuesta terapéutica
beneficiosa en el individuo durante el tiempo. El tamafio de la dosis también puede determinarse a partir de la
existencia, naturaleza y extension de cualesquiera efectos secundarios adversos que acompafian a la administracion
de un agente terapéutico particular de la Ell en un individuo. La determinacién de la dosis correcta para una
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situacion particular se encuentra dentro de los conocimientos del profesional. Generalmente el tratamiento se inicia
con dosis mas pequefias que son inferiores a la dosis éptima del agente terapéutico de la Ell. A continuacién, se
incrementa la dosis en incrementos pequefios hasta alcanzar el efecto optimo bajo las circunstancias. Por
comodidad la dosis diaria total puede dividirse y administrarse en partes durante el dia, si se desea.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "agente terapéutico para la Ell" incluye todas las formas
farmacéuticamente aceptables de un farmaco que resulta Util para tratar uno 0 mas sintomas asociados a la Ell. Por
ejemplo, el agente terapéutico de la Ell puede encontrarse en una mezcla racémica o isomérica, un complejo sélido
unido a una resina de intercambio i6nico, o similar. Ademas, el agente terapéutico de la Ell puede encontrarse en
una forma solvatada. El término también pretende incluir todas las sales, derivados y analogos farmacéuticamente
aceptables del agente terapéutico para la Ell que se describe, asi como las combinaciones de los mismos. Por
ejemplo, entre las sales farmacéuticamente aceptables de un agente terapéutico para la Ell se incluyen, aunque sin
limitarse a ellos, las formas salinas tartrato, succinato, tartarato, bitartarato, dihidrocloruro, salicilato, hemisuccinato,
citrato, maleato, hidrocloruro, carbamato, sulfato, nitrato y benzoato, asi como las combinaciones de los mismos y
similares. Cualquier forma de un agente terapéutico para la Ell resulta adecuado para la utilizacion en los métodos,
por ejemplo una sal farmacéuticamente aceptable de un agente terapéutico para la Ell, una base libre de un agente
terapéutico para la Ell o una mezcla de los mismos. Entre los ejemplos de agentes terapéuticos de la Ell adecuados
se incluyen, aunque sin limitacién, agentes biolégicos, farmacos convencionales y combinaciones de los mismos.

Entre los agentes biolégicos se incluyen, por ejemplo, anticuerpos anticitoquina y de quimoquina, tales como
anticuerpos anti-factor alfa de necrosis tumoral (FNTa). Entre los ejemplos no limitativos de anticuerpos anti-FNTa
se incluyen: anticuerpos monoclonales quiméricos, tales como infliximab (Remicade®) (Centocor, Inc.; Horsham,
PA), que es un anticuerpo monoclonal quimérico IgG1 anti-FNTa; anticuerpos monoclonales humanizados, tales
como CDP571 y CDP870 PEGilado; anticuerpos monoclonales totalmente humanos, tales como adalimumab
(Humira®) (Abbott Laboratories; Abbott Park, IL); proteinas de fusién p75, tales como etanercept (Enbre|®) (Amgen;
Thousand Oaks, CA; Wyeth Pharmaceuticals Inc.; Collegeville, PA), moléculas pequefias (por ejemplo, inhibidores
de quinasa MAP), y combinaciones de los mismos. Ver Ghosh, Novartis Found Symp., 263:193-205, 2004.

Entre otros agentes bioldgicos se incluyen, por ejemplo, anticuerpos antiadhesion celular, tales como natalizumab
(Tysabri®) (Elan Pharmaceuticals, Inc.; Dublin, Irlanda; Biogen Idec; Cambridge, MA), que es un anticuerpo
monoclonal humanizado contra la molécula de adhesidn celular a4-integrina y MLN-02 (Millennium Pharmaceuticals;
Cambridge, MA), que es un anticuerpo monoclonal humanizado IgG1 anti-integrina a4f7; agentes anti-células T;
anticuerpos anti-CD3, tales como visilizumab (Nuvion®) (PDL BioPharma; Incline Village, NV), que es un anticuerpo
monoclonal humanizado 1gG2M3 anti-CD3; anticuerpos anti-CD4, tales como priliximab (cM-T412) (Centocor, Inc.;
Horsham, PA), que es un anticuerpo monoclonal anti-CD4; anticuerpos anti-IL-2 receptor alfa (CD25), tales como
daclizumab Zenapax®) (PDL BioPharma; Incline Village, NV; Roche; Nutley, NJ), que es un anticuerpo monoclonal
humanizado IgG1 anti-CD25 y basiliximab (Simulect™) (Novartis; Basel, Suiza), que es un anticuerpo monoclonal
guimérico IgG1 anti-CD25, y combinaciones de los mismos.

Ademas de los agentes biolégicos anteriormente indicados, los miR de la Tabla 2 o un inhibidor de los miR de la
Tabla 2 resultan Gtiles. De esta manera, el presente método proporciona tratamiento o prevencién de la Ell mediante
la introduccién o provisién para el paciente que presenta Ell de una cantidad eficaz de i) una molécula inhibidora de
ARNmMI, o ii) una molécula de ARNmi que corresponde a una secuencia de ARNmi indicada en la Tabla 2.

Una formulacion util para la adminitracion de los miR son los liposomas. Los liposomas y emulsiones son ejemplos
bien conocidos de vehiculos de administracién que pueden utilizarse para administrar los acidos nucleicos. Un acido
nucleico puede administrarse en combinacion con un portador o lipido para incrementar la incorporacion celular. Por
ejemplo, el oligonucledtido puede administrarse en combinacion con un lipido cationico. Entre los ejemplos de lipidos
catiénicos se incluyen, aunque sin limitacién, lipofectina, DOTMA, DOPE y DOTAP. La publicacién n°® WO00/71096
describe diferentes formulaciones, tales como una formulacion de DOTAP:colesterol o de un derivado de colesterol
que puede utilizarse eficazmente para la terapia génica. Otras exposiciones comentan también diferents
formulaciones de lipidos o liposomas, incluyendo nanoparticulas, y métodos de administracion; entre ellos se
incluyen, aunque sin limitacién, las publicaciones de patente US n° 2003/0203865, n° 2002/0150626, n°
2003/0032615 y n° 2004/0048787. Los métodos utilizados para formar particulas también se dan a conocer en las
patentes US n° 5.844.107, n° 5.877.302, n° 6.008.336, n° 6.077.835, n° 5.972.901, n° 6.200.801 y n° 5.972.900. Los
acidos nucleicos también pueden administrarse en combinacion con una amina cationica tal como poli(L-lisina).

Entre los ejemplos de farmacos convencionales se incluyen, aunque sin limitaciéon, aminosalicilatos (por ejemplo
mesalazina, sulfasalazina y similares), corticoesteroides (por ejemplo prednisona), tiopurinas (por ejemplo
azatioprina, 6-mercaptopurina y similares), metotrexato, bases libres de los mismos, sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos, derivados de los mismos, analogos de los mismos y combinaciones de los mismos.

El experto en la materia conocera agentes terapéuticos para la Ell adicionales adecuados para la utilizacion en el
presente método (ver, por ejemplo, Sands, Surg. Clin. North Am. 86:1045-1064, 2006; Danese et al., Mini Rev. Med.
Chem. 6:771-784, 2006; Domenech, Digestion 73(Supl.1):67-76, 2006; Nakamura et al., World J. Gastroenterol.
12:4628-4635, 2006; y Gionchetti et al., World J. Gastroenterol. 12:3306-3313, 2006).
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También puede realizarse un seguimiento de un individuo a intervalos de tiempo periédicos con el fin de evaluar la
eficacia de un determinado régimen terapéutico tras obtener informacion diagndstica, prondstica y/o predictiva de la
muestra del individuo. Por ejemplo, la presencia o nivel de determinados marcadores puede cambiar segun el efecto
terapéutico de un tratamiento, tal como un farmaco. Puede realizarse un seguimiento del paciente con el fin de
evaluar la respuesta y comprender los efectos de determinados farmacos o tratamientos en un enfoque
personalizado. Ademas, algunos pacientes pueden no responder a un farmaco, aunque los marcadores pueden
cambiar, lo que sugiere que estos pacientes pertenecen a una poblacién especial (no sensible) que puede
identificarse a partir de sus niveles de marcadores. Estos pacientes pueden interrumpir su terapia actual y
prescribirse tratamientos alternativos.

También puede realizarse un seguimiento del individuo a intervalos de tiempo peridédicos con el fin de evaluar las
concentraciones o niveles de diversos marcadores. Los niveles de marcadores en diversos puntos temporales, asi
como la tasa de cambio de los niveles de marcadores durante el tiempo, son significativos. En determinados casos,
la tasa de incremento de uno o mas marcadores en un individuo sobre un nivel umbral indica que el individuo
presenta un riesgo significativamente superior de desarrollar complicaciones o riesgo de someterse a cirugia. La
informacién obtenida del ensayo en serie en forma de un marcador velocidad (es decir, el cambio del nivel de
marcador durante un periodo de tiempo) esta significativamente asociada a la gravedad de la enfermedad, el riesgo
de complicaciones de la enfermedad y el riesgo de someterse a un tratamiento quirdrgico.

En determinados casos, se calcula la velocidad de por lo menos un marcador, por lo menos dos marcadores, por lo
menos tres marcadores, por lo menos cuatro marcadores, por lo menos cinco marcadores, por lo menos seis
marcadores, por lo menos siete marcadores, etc., o el agregado de velocidad de marcador, y se prepara un analisis
para proporcionar un pronostico. En determinados casos se utiliza la velocidad agregada de los marcadores para
evaluar la progresién de la enfermedad.

Puede dibujarse un gréfico de puntuacion de suma de cuartiles (PSC) (por ejemplo 6 marcadores) durante el tiempo.
Un cuartil es cualquiera de las cuatro categorias que dividen el grupo de datos en cuatro partes iguales, de manera
gue cada parte representa un cuarto de la poblacion muestreada. Para cada marcador resulta posible presentar un
valor de 0 a 4 o de 1 a 4 (por ejemplo cero 0 1 en el caso de no hallarse presente el marcador). Para seis
marcadores, puede calcularse la puntuacion de suma de cuartiles puede ser de 0 a 24 o de 6 a 24. La puntuacion de
suma de cuartiles durante varios afios (por ejemplo 2 a 80) de la velocidad agregada de los marcadores en varios
individuos con enfermedad de Crohn. En otros aspectos los marcadores individuales y sus velocidades también son
significativos.

En un caso, la velocidad de determinados marcadores tal como se indica en la presente memoria se pondera segun
el agregado de velocidad de marcador. En otras palabras, la velocidad de determinados marcadores es mas
significativa en el analisis o en el pronéstico de determinadas complicaciones. Estos marcadores significativos
reciben mas peso ya que sus velocidades son mas significativas en la velocidad agregada.

En todavia otro aspecto, una vez el individuo se encuentra en un régimen terapéutico, se realiza un seguimiento
durante el tiempo de las velocidades y/o niveles de los marcadores iniciales y/o el agregado de marcadores. A
medida que dichas velocidades y/o niveles se reducen durante el tiempo, se consigue informacién con respecto a la
eficacia de las terapias. Tras obtener informacién prondéstica y/o predictiva de la muestra individual, puede obtenerse
el efecto del régimen terapéutico mediante el seguimiento de los marcadores. Por ejemplo, la presencia o nivel y/o
velocidad de determinado marcador o marcadores puede cambiar segun el efecto terapéutico de un tratamiento, tal
como un farmaco. Puede realizarse un seguimiento del paciente con el fin de evaluar la respuesta y comprender los
efectos de determinados farmacos o tratamientos en un enfoque personalizado. Ademas, algunos pacientes pueden
no responder a un farmaco, aunque los marcadores pueden cambiar, o que sugiere que estos pacientes pertenecen
a una poblacién especial (no sensible) que puede identificarse a partir de sus niveles de marcadores. Estos
pacientes pueden interrumpir su terapia actual y prescribirse tratamientos alternativos.

La velocidad de los marcadores puede combinarse ademas con otros marcadores séricos, tales como PCR, AAS
(marcadores inflamatorios) o con FCE, FCT-alfa, heregulina u otros factores de crecimiento que participan en la
reparacion mucosal. La combinacion de los marcadores conjuntamente con el andlisis estadistico, tal como un
algoritmo, pueden predecir adicionalmente la agresividad de la enfermedad. En determinados casos, por ejemplo, la
velocidad a menos de los marcadores puede combinarse ademas con PCR, AAS (marcadores inflamatorios) o con
FCE, FCT-alfa, heregulina u otros factores de crecimiento (positivos) que participan en la reparaciéon mucosal. Un
algoritmo combinado con un panel de marcadores puede predecir o pronosticar la cicatrizacion mucosal o la
respuesta a terapéuticos.

XIl. Ejemplos
Los ejemplos siguientes se ofrecen a titulo ilustrativo, aunque no limitativo, de la invencidn reivindicada.

Ejemplo 1. Determinacion de los niveles de ANAC.
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El presente ejemplo ilustra un analisis de los niveles de ANAC en una muestra utilizando un ensayo ELISA.

Puede utilizarse un ensayo de inmunosorcion ligada a enzima (ELISA) de neutrdfilos fijados para detectar ANAC tal
como se indica en Saxon et al., J. Allergy Clin. Immunol., 86:202-210, 1990. Brevemente, se recubrieron placas de
microtitulacion con 2,5x10° neutréfilos en cada pocillo procedentes de sangre humana periférica purificada mediante
centrifugacion Ficoll-Hypaque y se trataron con metanol al 100% durante 10 minutos para fijar las células. Las
células se incubaron con albumina de suero bovino (ASB) al 0,25% en solucion salina tamponada con fosfato para
bloquear la unidn no especifica de anticuerpos durante 60 minutos a temperatura ambiente en una camara
humidificada. A continuacidon se afadieron sueros de control y codificados a una dilucién 1:100 al suero
bovino/solucién salina tamponada con fosfato tampdn de bloqueo y se incubaron durante 60 minutos a temperatura
ambiente en una camara humidificada. Se afiadi6 anticuerpo F(ab"), de cabra anti-inmunoglobulina G humana
conjugada con fosfatasa alcalina (especifica de cadena y; Jackson Immunoresearch Labs, Inc.; West Grove, Pa.) a
una dilucién 1:1.000 para marcar el anticuerpo unido a neutréfilos y se incubé durante 60 minutos a temperatura
ambiente. Se afiadié una solucién de sustrato fosfato de p-nitrofenol y se dejé que se produjese el desarrollo de
color hasta alcanzar la absorbancia a 405 nm en los pocillos de control positivo 0,8 a 1,0 unidades de densidad
Optica mas que la absorbancia en los pocillos de blanco.

Los niveles de ANAC pueden determinarse respecto a un estandar que consiste de sueros agrupados obtenidos de
pacientes de colitis ulcerosa (CU) positiva para ANACp bien caracterizada. Los resultados se expresan en unidades
de ELISA. Los sueros con niveles circulantes de ANAC superiores al valor del intervalo de referencia también
pueden denominarse positivos para ANAC, mientras que los valores numéricos inferiores al intervalo de referencia
también pueden denominarse negativos para ANAC.

Ejemplo 2. Determinacion de la presencia o ausencia de ANACp.

El presente ejemplo ilustra un analisis de la presencia o ausencia de ANACp en una muestra utilizando un ensayo
de inmunofluorescencia, tal como se indica en, por ejemplo, las patentes US n° 5.750.355 y n° 5.830.675. En
particular, la presencia de ANACp se detecta sometiendo a ensayo la pérdida de un valor positivo (por ejemplo la
pérdida de un marcador de anticuerpo detectable y/o un patron de tincién celular especifico en comparacioén con un
control) tras el tratamiento de neutréfilos con ADNasa.

Los neutréfilos aislados de una muestra, tal como suero, se inmovilizan en un portaobjetos de vidrio siguiendo el
protocolo siguiente:

1. Resuspender neutréfilos en un volumen suficiente de 1X solucién salina equilibrada de Hank (SSEH) para
alcanzar aproximadamente 2,5x10° células por ml.

2. Utilizar una centrifuga Cytospin3 (Shandon, Inc., Pittsburgh, PA) a 500 rpm durante 5 minutos para aplicar
0,01 ml de los neutréfilos resuspendidos a cada portaobjetos.

3. Fijar neutréfilos al portaobjetos mediante la incubacion de los mismos durante 10 minutos en un volumen
suficiente de metanol al 100% para cubrir la muestra. Dejar secar al aire. Los portacbjetos pueden almacenarse
a -20°C.

Los neutrdfilos fijados inmovilizados seguidamente se tratan con ADNasa, de la manera siguiente:

1. Preparar una solucién de ADNasa mediante la combinacién de 3 unidades de ADNasa Promega RQ1™
(Promega, Madison, WI) por ml de tamp6n que contiene Tris-HCI 40 mM (pH 7,9), cloruro sédico 10 mM, cloruro
de magnesio 6 mM y cloruro de calcio 10 mM.

2. Enjuagar los portaobjetos preparados utilizando el protocolo anterior con aproximadamente 100 ml de solucién
salina tamponada con fosfato (pH 7,0 a 7,4) durante 5 minutos. Incubar los neutréfilos inmovilizados en 0,05 ml
de solucibn de ADNasa en cada portaobjetos durante aproximadamente 30 minutos a 37°C. Lavar los
portaobjetos tres veces con aproximadamente 100 a 250 ml de solucién salina tamponada con fosfato a
temperatura ambiente. La reaccion de ADNasa llevada a cabo tal como se indica en la presente memoria causa
una digestion sustancialmente completa del ADN celular si alterar significativamente la morfologia de los
neutrdéfilos nucleares o celulares.

A continuacion, se lleva a cabo un ensayo de inmunofluorescencia en los neutréfilos fijados y tratados con ADNasa
siguiendo el protocolo siguiente:

1. Aiadir 0,05 ml de una dilucién 1:20 de suero humano en solucién salina tamponada con fosfato a portaobjetos
tratados con ADNasa y a portaobjetos no tratados. Afiadir 0,05 ml de solucién salina tamponada con fosfato a
portaobjetos limpios a modo de blancos. Incubar durante aproximadamente 0,5 a 1,0 horas a temperatura
ambiente en humedad suficiente para minimizar la pérdida de volumen.

2. Enjuagar el suero mediante inmersién en un recipiente con 100 a 250 ml de solucién salina tamponada con
fosfato.

3. Sumergir el portaobjetos en solucién salina tamponada con fosfato durante 5 minutos. Seca ligeramente.
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4. Afiadir 0,05 ml de F(ab"), de cabra anti-lgG(m) humano-FITC (Tago Immunologicals; Burlingame, CA) a una
dilucién de anticuerpo:solucion salina tamponada con fosfato de 1:1.000, a cada portaobjetos. Incubar durante 30
minutos a temperatura ambiente en humedad suficiente para minimizar la pérdida de volumen. 5. Desprender
mediante enjuague el anticuerpo utilizando 100 a 250 ml de solucién salina tamponada con fosfato. Sumergir los
portaobjetos durante 5 minutos en 100 a 250 ml de solucion salina tamponada con fosfato, seguido del secado al
aire.

6. Leer el patron de florescencia en un microscopio de fluorescencia a 40X.

7. Si se desea, puede tefiirse cualquier ADN con yoduro de propidio enjuagando bien los portaobjetos con
solucion salina tamponada con fosfato a temperatura ambiente y tincion durante 10 segundos a temperatura
ambiente. Lavar los portaobjetos tres veces con 100 a 250 ml de solucién salina tamponada con fosfato a
temperatura ambiente y montar el cubreobjetos.

El ensayo de inmunofluorescencia indicado anteriormente puede utilizarse para determinar la presencia de ANACp
en neutréfilos fijados y tratados con ADNasa, por ejemplo por la presencia de una reaccion de ANACp en neutréfilos
de contorl (es decir, neutréfilos fijados que no han sido tratados con ADNasa) que resulta anulada con el tratamiento
de ADNasa o con la presencia de una reaccion de ANACp en neutréfilos de control que se convierte en
citoplasmatica con el tratamiento de ADNasa.

Ejemplo 3. Determinacion de los niveles de AASC.

El presente ejemplo ilustra la preparacién de manano de pared celular de levadura y un andlisis de los niveles de
AASC utilizando un ensayo ELISA.

El manano de paredes celulares de levadura puede prepararse tal como se describe en Faille et al., Eur. J. Clin.
Microbiol. Infect. Dis. 11:438-446, 1992, y en Kocourek et al., J. Bacteriol. 100:1175-1181, 1969. Brevemente, se
obtuvo un pellet liofilizado de la levadura Saccharomyces uvarum de la American Type Culture Collection (n° 38926).
Se reconstituyeron levaduras en 10 ml de 2x medio YT, preparado siguiendo Sambrook et al., en: "Molecular
Cloning", Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. Se cultivo S. uvarum durante dos a tres dias a 30°C. El cultivo
terminal de S. uvarum se inocul6 en una placa de 2 x YT agar y seguidamente se cultivdé durante dos a tres dias a
30°C. Se utiliz6 una colonia individual para inocular 500 ml de medio 2 x YT y se cultivd durante dos a tres dias a
30°C. Se prepar6 medio de fermentacion (pH 4,5) mediante la adicion de 20 g de glucosa, 2 g de extracto de bacto-
levadura, 0,25 g de MgSO4 y 2,0 ml de H3PO4 al 28% por litro de agua destilada. Se utilizé el cultivo de 500 ml para
inocular 50 litros de medio de fermentacién y el cultivo se fermenté durante tres a cuatro dias a 37°C.

Se prepar6 extracto de manano de S. uvarum mediante la adicién de 50 ml de tampon citrato 0,02 M (5,88 g/l de
citrato sdédico, pH 7,0 £ 0,1) a cada 100 g de pasta celular. La mezcla de células/citrato se autoclavé a 125°C durante
noventa minutos y se dejo enfriar. Tras centrifugar a 5.000 rpm durante 10 minutos, se separé el sobrenadante y se
reservé. A continuacion, las células se lavaron con 75 ml de tampdn citrato 0,02 M y la mezcla de células/citrato se
autoclavé nuevamente a 125°C durante noventa minutos. La mezcla de células/citrato se centrifugd a 5.000 rpm
durante 10 minutos y se reservo el sobrenadante.

Con el fin de precipitar los complejos de cobre/manano, se afiadié un volumen igual de solucion de Fehling a los
sobrenadantes agrupados bajo agitaciéon. La solucion de Fehling completa se prepar6 mediante la mezcla de la
solucién de Fehling A con la solucién de Fehling B en una proporcion 1:1 inmediatamente antes de la utilizacion. Se
dejo que los complejos de cobre sedimentaran y se decantd cuidadosamente el liquido del precipitado. A
continuacion, los complejos de precipitado de cobre/manano se disolvieron en 6 a 8 ml de HCI 3 N por cada 100
gramos de pasta de levadura.

La solucién resultante se vertid bajo agitacion vigorosa en 100 ml de 8:1 metanol: acido acético y se dejo que el
precipitado sedimentase durante varias horas. Se decant6 el sobrenadante y se descartd, después se repitio el
procedimiento de lavado hasta que el sobrenadante de torné incoloro, aproximadamente dos a tres veces. Se
recolect6 el precipitado en un embudo de vidrio sinterizado, se lavé con metanol y se secé al aire durante la noche.
En algunas ocasiones el precipitado puede recolectarse mediante centrifugaciéon a 5.000 rpm durante 10 minutos
antes del lavado con metanol y el secado al aire durante la noche. El manano seco en polvo se disolvié en agua
destilada hasta una concentracién de aproximadamente 2 g/ml.

Puede utilizarse un ELISA del manano de S. uvarum para detectar AASC. Las placas de ELISA de manano de S.
uvarum se saturaron con antigeno de la manera siguiente. Se diluy6 el manano de S. uvarum purificado, preparado
tal como se ha indicado anteriormente, hasta una concentracion de 100 ug/ml con solucién salina tamponada con
fosfato/azida sodica al 0,2%. Utilizando un pipeteador multicanal, se afiadieron 100 yl de manano de S. uvarum 100
pg/ml por cada pocillo de una placa Costar de 96 pocillos de alta union (n° de catalogo 3590; Costar Corp.,
Cambridge, Mass.). Se dejo que el antigeno recubriese la placa a 4°C durante un minimo de 12 horas. Se compar6
cada lote de placas con un lote previo antes de la utilizacién. Las placas se almacenaron a una temperatura de entre
2°C y 8°C durante un maximo de un mes.
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Los sueros de los pacientes pueden analizarse por duplicado para la reactividad de IgA-AASC o IgG-AASC. Las
placas de microtitulacion saturadas con antigeno tal como se ha indicado anteriormente se incubaron con solucién
salina tamponada con fosfato/Tween-20 al 0,05% durante 45 minutos a temperatura ambiente para inhibir la unién
no especifica de anticuerpo. A continuacion se afiadieron los sueros de paciente a una dilucién de 1:80 para el
andlisis de IgA-AASC y 1:800 para el analisis de IgG-AASC y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente.
Los pocillos se lavaron tres veces con PBS/Tween-20 al 0,05%. A continuacion, se afiadié una dilucién 1:1000 de
anticuerpo de cabra anti-lgA humana conjugado con fosfatasa alcalina (Jackson Immunoresearch; West Grove, Pa.)
0 una dilucién 1:1.000 de F(ab'), de cabra anti-IlgG humana conjugado con fosfatasa alcalina (Pierce, Rockford, IL), y
las placas de microtitulacién se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Se afiadié una solucién de fosfato
de p-nitrofenol en tampon de sustrato de dietanolamina y se dejé que se desarrollase el color durante 10 minutos. Se
analizo la absorbancia a 405 nm utilizando un lector de placas EMAX automatizado (Molecular Devices; Sunnyvale,
Calif.).

Los niveles de AASC (por ejemplo IgG, IgA o ambos) pueden determinarse respecto a un estandar consistente de
sueros agrupados obtenidos de pacientes con un diagnostico establecido de enfermedad de Crohn (EC). Los
resultados de muestras de ensayo de pacientes se expresan como unidades de ELISA y pueden expresarse como
porcentaje de la union estandar de los sueros de pacientes de EC de referencia. Los sueros con niveles circulantes
de AASC superiores al valor del intervalo de referencia también pueden denominarse positivos para AASC, mientras
que los valores numéricos inferiores al intervalo de referencia también pueden denominarse negativos para AASC.

Ejemplo 4. Determinacién de los niveles de anticuerpo anti-OmpC.

El presente ejemplo ilustra la preparacion de proteina OmpC y un andlisis de los niveles de anticuerpo anti-OmpC en
una muestra utilizando un ensayo ELISA.

El protocolo siguiente describe la purificacién de proteina OmpC utilizando la lisis de esferoplastos. Se inocularon E.
coli mutantes OmpF/OmpA procedentes de un cultivo parental en glicerol, en 10 a 20 ml de caldo de Luria-Bertani
complementado con 100 pg/ml de estreptomicina (LB-Strep; Teknova, Half Moon Bay, CA) y se cultivaron
vigorosamente a 37°C durante aproximadamente 8 horas hasta la fase logaritmica, seguido de la expansién a 1 litro
en LB-Strep durante 15 horas a 25°C. Se recolectaron las células mediante centrifugacion. En caso necesario, las
células se lavaron dos veces con 100 ml de Tris-Cl 20 mM helado, pH 7,5. Las células se resuspendieron
posteriormente en tampodn formador de esferoplastos helado (Tris-Cl 20 mM, pH 7,5, sacarosa al 20%, EDTA 0,1 M,
pH 8,0; 1 mg/ml de lisozima), seguido de la incubacion de las células resuspendidas sobre hielo durante
aproximadamente 1 hora con mezcla ocasional mediante inversién. En caso necesario, los esferoplastos se
centrifugaron y se resuspendieron en un volumen menor de tampdén formador de esferoplastos (TFE). El pellet de
esferoplastos se congel6 opcionalmente antes de la resuspension con el fin de mejorar la eficiencia de la lisis. Se
evitd utilizar tampén hipoténico a fin de evitar que estallasen los esferoplastos y liberasen el ADN cromos6mico, lo
gue reduciria significativamente la eficiencia de la lisis.

La preparaciéon de esferoplastos se diluyd 14 veces en Tris-Cl 10 mM helado, pH 7,5, que contenia 1 mg/ml de
ADNasa | y se agitd con vOrtex vigorosamente. La preparacion se sonicd sobre hielo 4x30 segundos a 50% de
potencia en el dial 4, con un tiempo de pulso de 1 segundo, sin espumado o sobrecalentamiento de la muestra. Se
peletizaron los residuos celulares mediante centrifugacion y se separ6 el sobrenadante y se clarific6 mediante
centrifugacién una segunda vez. Se separ6 el sobrenadante sin recolectar nada del pellet y se introdujo en tubos de
ultracentrifuga. Se llenaron los tubos hasta 1,5 mm desde el tope con Tris-Cl 20 mM, pH 7,5. La preparacion de
membranas se peletizé mediante ultracentrifugacién a 100.000 x g durante 1 h a 4°C en un rotor flotante Beckman
SW 60. Se resuspendid el pellet mediante homogeneizacion en Tris-Cl 20 mM, pH 7,5, utilizando una punta de
pipeta de 1 ml removiendo el pellet antes de pipetear arriba y abajo durante aproximadamente 10 minutos por tubo.
Se extrajo el material durante 1 h en Tris-Cl 20 mM, pH 7,5, que contenia SDS al 1%, con rotacion a 37°C. La
preparacion se transfirié a tubos de ultracentrifugacion y las membranas se peletizaron a 100.000 x g. El pellet se
resuspendié mediante homogeneizacion en Tris-Cl 20 mM, pH 7,5, tal como anteriormente. La preparacion de
membranas se dej6 opcionalmente a 4°C durante la noche.

Se extrajo OmpC durante 1 h con rotacién a 37°C en Tris-Cl 20 mM, pH 7,5, que contenia SDS al 3% y NaCl 0,5 M.
Se transfirié el material a tubos de ultracentrifugacion y las membranas se peletizaron mediante centrifugacion a
100.000 x g. El sobrenadante que contenia OmpC extraido seguidamente se dializé frente a mas de 10.000
volimenes con el fin de eliminar el contenido elevado de sales. Se elimindé el SDS mediante intercambio de
detergente frente a Triton al 0,2%. Se elimind el Triton mediante dialisis adicional frente a Tris-Cl 50 mM. OmpC
purificado, que funciona como una porina en su forma trimérica, se analiz6 mediante SDS-PAGE. La electroforesis a
temperatura ambiente resulta en una escalera de bandas de aproximadamente 100 kDa, 70 kDa y 30 kDa. El
calentamiento durante 10 a 15 minutos a 65-70°C disocia parcialmente el complejo y resulta en Gnicamente dimeros
y monoémeros (es decir, bandas de aproximadamente 70 kDa y 30 kDa). La ebullicion durante 5 minutos resulta en
monomeros de 38 kDa.

Los ensayos de ELISA directos de OmpC pueden llevarse a cabo esencialmente de la manera siguiente. Las placas
(USA Scientific, Ocala, FL) se recubrieron durante la noche a 4°C con 100 ul/pocillo de OmpC a una concentracién
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de 0,25 pg/ml en solucién salina tamponada con borato, pH 8,5. Tras tres lavados en Tween-20 al 0,05% en solucién
salina tamponada con fosfato (PBS, por el inglés Phosphate Buffered Saline), las placas se bloquearon con 150
pl/pocillo de albumina de suero bovino al 0,5% en PBS, pH 7,5 (BSA-PBS) durante 30 minutos a temperatura
ambiente. A continuacion, la solucion de bloqueo se sustituyd por 100 pl/pocillo de suero de enfermedad de Crohn o
suero de control normal, diluida 1:100. Seguidamente las placas se incubaron durante 2 horas a temperatura
ambiente y se lavaron tal como anteriormente. Se afiadio anticuerpo de cabra anti-IgA (especifico de la cadena a) o
IgG (especifico de la cadena y) humana conjugado con fosfatasa alcalina (Jackson ImmunoResearch, West Grove,
Pa.) a las placas a una dilucién de 1:1.000 en BSA-PBS. Las placas se incubaron durante 2 horas a temperatura
ambiente antes de lavar tres veces con Tween-20 al 0,05%/PBS, seguido de otros tres lavados con solucion salina
normal tamponada con Tris, pH 7,5. Se afiadio solucién de sustrato (1,5 mg/ml de fosfato de p-nitrofenol disédico
(Aresco, Solon, Ohio) en MgCl, 2,5 mM, Tris 0,01 M, pH 8,6) a razén de 100 pl/pocillo y se dejo que se desarrollase
el color durante una hora. A continuacioén, se analizaron las placas a 405 nm.

Los niveles de anticuerpo anti-OmpC pueden determinarse respecto a un estandar consistente de sueros agrupados
obtenidos de pacientes con un diagndstico establecido de enfermedad de Crohn (EC). Los sueros con niveles
circulantes de anticuerpo anti-OmpC superiores al valor del intervalo de referencia también pueden denominarse
positivos para anticiuerpo anti-OmpC, mientras que los valores numéricos inferiores al intervalo de referencia
también pueden denominarse negativos para anticuerpo anti-OmpC. En determinados casos, la reactividad positiva
para anticuerpo anti-OmpC puede definirse como la reactividad superior a dos desviaciones estandares sobre la
reactividad media obtenida con sueros de control (normales) analizados simultaneamente a las muestras de ensayo.

Ejemplo 5. Determinacién de los niveles de anticuerpo anti-12.

El presente ejemplo ilustra la preparacion de proteina 12 recombinante y un analisis de los niveles de anticuerpo anti-
12 en una muestra utilizando un ensayo ELISA o un ensayo histolégico.

La secuencia de acidos nucleicos codificante de 12 de longitud completa puede clonarse en el vector de expresién de
GST pGEX. Tras la expresion en E. coli, la proteina se purificé en una columna GST. Puede demostrarse que la
proteina purificada presenta el peso molecular esperado mediante tincion de plata y peude demostrarse que
presenta reactividad anti-GST con el andlisis de transferencia western. La secuencia de acidos nucleicos codificante
de 12 de longitud completa también puede clonarse en un vector de expresién Hex-His6, expresado en E. coli, y
purificarse la proteina resultante.

Los anticuerpos IgA e IgG humanos que se unen al polipéptido de fusidn GST-12 pueden detectarse mediante
ensayos de ELISA directo esencialmente de la manera siguiente. Las placas (Immulon 3; Dynex Technologies;
Chantilly, VA) se recubrieron durante la noche a 4°C con 100 pl/pocillo de polipéptido de fusion GST-I2 (5 pg/ml en
solucién salina tamponada con borato, pH 8,5). Tras tres lavados en Tween-20 al 0,05% en solucion salina
tamponada con fosfato (PBS), las placas se bloquearon con 150 pl/pocillo de albumina de suero bovino al 0,5% en
PBS, pH 7,4 (BSA-PBS) durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, la solucion de blogueo se
sustituyd por 100 pl/pocillo de suero de EC, suero de colitis ulcerosa (CU) o suero de control normal, diluido 1:100.
Seguidamente las placas se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente y se lavaron tal como anteriormente.
Se afadié anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa alcalina (de cabra anti-lgA humana (especifico de la
cadena a); Jackson ImmunoResearch, West Grove, Pa.) a las placas de IgA a una dilucién de 1:1.000 en BSA-PBS.
Para la reactividad de IgG, se afiadié anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa alcalina (de cabra anti-IgG
humana (especifico de la cadena y); Jackson ImmunoResearch). Las placas se incubaron durante 2 horas a
temperatura ambiente antes de lavar tres veces con Tween-20 al 0,05%/PBS, seguido de otros tres lavados con
solucién salina normal tamponada con Tris, pH 7,5. Se afiadié soluciéon de sustrato (1,5 mg/ml de fosfato de p-
nitrofenol disédico (Aresco, Solon, Ohio) en MgCl, 2,5 mM, Tris 0,01 M, pH 8,6) a razén de 100 pl/pocillo y se dejo
que se desarrollase el color durante una hora. A continuacién, se analizaron las placas a 405 nm. Se rest6 la unién
no especifica de los sueros a la proteina GST de control (tipicamente <0,1) de los valores en bruto de unién de 12
con el fin de obtener las absorbancias especificas de 2.

Los niveles de anticuerpo anti-I2 pueden determinarse respecto a un estandar consistente de sueros agrupados
obtenidos de pacientes con un diagndstico establecido de enfermedad de Crohn (EC). Los sueros con niveles
circulantes de anticuerpo anti-I2 superiores al valor del intervalo de referencia también pueden denominarse
positivos para anticuerpo anti-12, mientras que los valores numéricos inferiores al intervalo de referencia también
pueden denominarse negativos para anticuerpo anti-12. En determinados casos, la reactividad positiva para
anticuerpo anti-I12 puede definirse como la reactividad superior a dos desviaciones estandares sobre la reactividad
media obtenida con sueros de control (normales) analizados simultaneamente a las muestras de ensayo.

Para el analisis histologico, pueden prepararse anticuerpos de conejo anti-I2 utilizando proteina de fusion GST-I2
purificada a modo de inmundégeno. Los anticuerpos de union a GST se separaron mediante adherencia a GST unido
a un soporte de agarosa (Pierce; Rockford, IL) y los sueros de conejo se validaron para inmunorreactividad anti-12
mediante analisis ELISA. Los portaobjetos se prepararon a partir de especimenes de biopsia incluidos en parafina
procedentes de EC, CU y controles normales. Se llevé a cabo la tincion de hematoxilina y eosina, seguido de la
incubacién con anticuerpo especifico de 12. La union de anticuerpos se detectd con anticuerpos secundarios
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anticonejo marcados con peroxidasa (Pierce; Rockford, Ill.). El ensayo puede optimizarse con el fin de maximizar la
proporcion de sefial a fondo y la diferenciacion entre poblaciones de EC y de control.

Ejemplo 6. Genotipado de tres variantes de NOD2 asociadas a la enfermedad de Crohn.

El presente ejemplo muestra un ensayo de genotipado que puede utilizarse para detectar la presencia o ausencia de
una variante de NOD2.

El genotipado puede llevarse a cabo utilizando un ensayo de genotipado utilizando tecnologia de 5'-exonucleasa, el
ensayo TagMan MGB™ (PE Biosystems, Foster City, CA). Pueden disefiarse cebadores utilizando el software
PrimerExpress 1.5™ (PE Biosystems) y puede encontrarse informaciéon de secuencia en dbSNP para las variantes
de NOD2 R702W ("PSN8"), G908R ("PSN12") y 1007fs ("PSN13"). El disefio MGB™ afiade un "ligante de surco
menor" al extremo 3' de las sondas TaqManTM, incrementando de esta manera la temperatura de unién de la sonda
y permitiendo la utilizacion de sondas mas cortas que en los ensayos TaqManTM convencionales (Kutyavin et al.,
Nucleic Acids Res. 25:3718-3723, 1997). Lo anterior presenta el efecto de incrementar la discriminacién entre los
alelos en el ensayo (Kutyavin et al., Nucleic Acids Res. 28:655-661, 2000). Los ensayos pueden llevarse a cabo
siguiendo las recomendaciones del fabricante (PE Biosystems Bulletin 4317594) en un instrumento ABI 7900. El
genotipado se lleva a cabo tipicamente en ciego respecto al estado clinico de los sujetos. En las Tablas 3y 4 se
muestran cebadores y sondas ejemplares adecuados para la utilizacién en el ensayo de genotipado de NOD2.

Tabla 3
Cebadores para la utilizacién en el ensayo Tagman MGB'" para los PSN 5, 8, 12 y 13
PSN Cebador directo Cebador inverso SEC ID n°
PSN5 [ 5 GGTGGCTGGGCTCTTCT 3 5" CTCGCTTCCTCAGTACCTATGATG 3’ Dir.: 25
Inv.: 26
PSN8 [ 5' CTGGCTGAGTGCCAGACATCT 3 5" GGCGGGATGGAGTGGAA 3 Dir.: 27
Inv.: 28
PSN12 [ 5 CCACCTCAAGCTCTGGTGATC 3’ 5 GTTGACTCTTTTGGCCTTTTCAG 3’ Dir.: 29
Inv.: 30
PSN13 [ 5 CCTTACCAGACTTCCAGGATGGT 3' | 5 TGTCCAATAACTGCATCACGTACCT 3 Dir.: 31
Inv.: 32
Tabla 4
SONDAS TAQMAN
Alelo detectado Secuencia de la sonda SEC ID n°
PSNS5 alelo de tipo salvaje 6FAM-CATGGCTGGACCC-MGBNFQ 33
("1
PSNS5 alelo variante ("2") TET-CATGGCTGGATCC-MGBNFQ 34
PSN8 alelo de tipo salvaje 6FAM-TGCTCCGGCGCCA-MGBNFQ 35
("1
PSN8 alelo variante ("2") TET-CTGCTCTGGCGCCA-MGBNFQ 36
PSN12 alelo de tipo salvaje | 6FAM-CTCTGTTGCCCCAGAA-MGBNFQ 37
("1")
PSN12 alelo variante ("2") TET-CTCTGTTGCGCCAGA-MGBNFQ 38
PSN13 alelo de tipo salvaje | TET-CTTTCAAGGGCCTGC-MGBNFQ 39
("1")
PSN13 alelo variante ("2") 6FAM-CCTTTCAAGGGGCCT-MGBNFQ 40
JW1 alelo de tipo salvaje 6FAM-AAGACTCGAGTGTCCT-MGBNFQ 41
JW1 alelo variante VIC-AGACTCAAGTGTCCTC-MGBNFQ 42

Ejemplo 7. Matriz basada en cuartiles para el pronéstico de la Ell.

El presente ejemplo ilustra la utilizacién de un informe de laboratorio de un método que comprende un "mapa
térmico" correspondiente a las puntuaciones de cuartil de un panel de marcadores prondsticos para ayudar en el
prondstico de la Ell.

Se da a conocer una visualizacién detallada en un formato facil de entender. La figura 4 es un informe de laboratorio.
Tal como puede observarse en el mismo, se utiliza una escala de grises o de color para la visualizacion y la
magnitud del comportamiento/pronéstico de la enfermedad Ell. En particular, se utiliza una escala de grises o matriz
de color de cuartiles para "ordenar y agrupar" los marcadores prondsticos individuales. Este "mapa térmico"
proporciona una comprension practicamente instantanea del nivel de cada uno de los marcadores en la matriz y
proporciona una guia para un prondéstico mas exacto del estado de la enfermedad Ell. El informe de laboratorio
ejemplar proporciona ventajosamente un pronéstico mas claro debido a que el panel de marcadores prondsticos
proporcionado en el "mapa térmico" asocia la puntuacién de cuartiles asignada a cada marcador a un subtipo clinico
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particular de EC, tal como, por ejemplo, enfermedad inflamatoria, fibroestenética, fistulizante o perforante interna. La
combinacién de puntuaciones de cuartil para el panel de marcadores prondsticos puede utilizarse para visualizar
patrones, lo que proporciona una indicacion prondstica del comportamiento de la enfermedad Ell. En algunos casos,
el informe de laboratorio proporciona predicciones mas exactas con asociaciones de biomarcadores crecientes y es
indicativo de la presencia o ausencia de un estado de enfermedad Ell dado. En otros casos, el informe de laboratorio
proporciona informacién prondstica sobre si el individuo presenta un riesgo elevado o bajo de requerir cirugia, tal
como cirugia del intestino delgado. En el informe de laboratorio ejemplar mostrado en la figura 4, al riesgo de cirugia
se le asigna una puntuacién de cuartil de 1, lo que implica un pronéstico correspondiente a un riesgo bajo de cirugia.
Ademas de los marcadores pronésticos mostrados en el presente informe de laboratorio ejemplar, pueden incluirse
otros marcadores, tales como marcadores genéticos (por ejemplo NOD2) para ayudar en el pronoéstico de la Ell.

La figura 5 es otro informe de laboratorio obtenido de un paciente pediatrico. En el presente informe de laboratorio
ejemplar, al riesgo de cirugia se le asigna una puntuaciéon de cuartii de 0, lo que significa un prondstico
correspondiente a un riesgo nulo de cirugia (por ejemplo la no necesidad de cirugia del intestino delgado). Sin
embargo, dependiendo de las puntuaciones de cuartiles asignadas a cada uno de los marcadores prondsticos en el
panel, el paciente puede presentar un riesgo o susceptibilidad de desarrollar un subtipo clinico de EC, tal como
enfermedad inflamatoria, fibroestendtica, fistulizante o perforante interna. Ademas de los marcadores pronésticos
mostrados en el presente informe de laboratorio ejemplar, pueden incluirse otros marcadores, tales como
marcadores genéticos (por ejemplo NOD2) para ayudar en el prondstico de la Ell en pacientes pediatricos. De esta
manera, las matrices o modelos basados en cuartiles descritos en la presente memoria resultan Utiles para
proporcionar informacion pronéstica para los pacientes pediatricos diagnosticados de ElI.

La figura 6 es un informe de laboratorio adicional. Tal como se muestra en el mismo, el informe puede expandirse
afiadiendo informacion respecto a las caracteristicas de la enfermedad, ensayos, informacién genética y marcadores
predictivos, que podrian mejorar la capacidad diagndstica y predictiva.

Ademas de los métodos de "mapa térmico", la figura 7 es un informe de laboratorio que es un grafico radial. Tal
como se muestra en el mismo, el grafico radial o diagrama puede utilizarse para la visualizacion de la magnitud de
los marcadores como indicador del comportamiento y/o prondstico de la enfermedad Ell. Por ejemplo, el grafico
radial utiliza la concentracion real de niveles de marcador o datos de area bajo la curva (ABC). Ademas, la forma y
tamafio de la ABC pueden utilizarse para proporcionar un prondstico y puede afiadirse la clasificacion en bandas
para mostrar los limites de los intervalos. Puede afiadirse una escala de color o de grises para la visualizacién e
identificacion inmediata de la informacion.

En referencia a la figura 8, esta figura ilustra un gréafico de columnas que muestra mediciones de biomarcador
cuantitativas en serie (MBCS) en combinacién con la 'ponderacion’ en la determinacién del curso de la enfermedad
en respuesta, por ejemplo, al tratamiento. La presente figura muestra una serie de extracciones frente a un paciente
gue esta recibiendo tratamiento. El grafico muestra la historia del paciente como funcién del tiempo y proporciona
vistas longitudinales de los efectos del tratamiento en el paciente, alejandose de la ‘instantanea' Unica de los
ensayos mas actuales.

Ejemplo 8. Contribucién del FCE a un algoritmo diagndstico de la Ell.

En una cohorte de 527 muestras se evaluaron los efectos contributivos de la concentracion de FCE en un algoritmo
inteligente. En el presente caso, se construyeron algoritmos comparativos de bosque aleatorio, que incluian o
excluian (con y sin) los valores de concentracion del FCE. Los otros marcadores medidos fueron ANAC, IgA AASC,
IgG AASC, CBir-1, OmpC y ANACp. Ver la solicitud de patente US n° 11/565.544 (publicacion de patente US n°
2008/0131439), titulada "Methods of Diagnosing Inflammatory Bowel Disease" [Métodos de diagndstico de la
enfermedad intestinal inflamatoria].

La Tabla 4 a continuacién muestra que el FCE incrementd la sensibilidad de la EC y la especificidad de la EC. En un
aspecto, el FCE resulta util en muestras en las que el valor de corte de ANAC se encuentra en el limite (8 a 12
unidades). En estos casos, mediante la inclusién de FCE resulta posible incrementar la sensibilidad y/o especificidad
de la Ell (por ejemplo la CU). De esta manera, estos resultados indican que el FCE puede incrementar el
rendimiento de prediccion diagnoéstica de la Ell. En determinados otros casos, el FCE resulta Util para determinar la
agresividad de la Ell.

Tabla 5
SIN FCE CON FCE
EC SEN 70,89% 73,42%
EC SPE 86,38% 85,49%
EC PPV 47,86% 47,15%
EC NPV 94,39% 94,80%
CU SEN 67,63% 71,94%
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CU SPE 86,08% 87,63%
CU PPV 63,51 % 67,57%
CU NPV 88,13% 89,71%
Ell SEN 80,73% 86,70%
Ell SPE 71,20% 73,46%
Ell PPV 66,42% 69,74%
Ell NPV 83,97% 88,67%

La Tabla 6 a continuacion ilustra la magnitud de la importancia del FCE para un algoritmo de bosque aleatorio (ver la
solicitud de patente US n° 11/565.544 (publicacion de patente US n° 2008/0131439), titulada "Methods of Diagnosing
Inflammatory Bowel Disease" [Métodos de diagndstico de la enfermedad intestinal inflamatoria].

Tabla 6
Variable Puntuacion
ANACp 100 LOCOECOEEOEOERERER DR
IgA-AASC 57,51 TR,
OmpC 49,88 T
FCE 29,91 T
IgG-AASC 29,87 T
CBir-I 17,89 (1

Ejemplo 9. Contribucién de la defensina a un algoritmo diagnéstico de la Ell.

En una cohorte de 51 muestras, se determiné la concentracién de la defensina humana (DHB1 y DHB2) y sus
efectos contributivos evaluados en un algoritmo diagnéstico. En el presente caso, la cohorte contenia las muestras
siguientes: CU=26; EC=18 y Sano=7. Ademas, 7 de las 18 muestras de EC eran de EC similar a CU.

El ensayo incluia los marcadores siguientes: ANAC >12; ANACp (sensible a ADNasa) y defensina > media + 2SD en
la comparacion con los controles sanos. Los resultados indican que una combinacion de DHB1 y 2, ANAC y ANACp
sensibilidad a ADNasa incrementa el rendimiento de prediccidn diagnéstica de la CU. Por ejemplo, en las Tablas 7A-
B, la Evaluacion 1 muestra que DHB1 y 2, ANAC y ANACp sensibilidad a ADNasa pueden utilizarse para predecir la
CU en 23/26 muestras. En vista de estos resultados resulta evidente que la defensina es un buen marcador de la
CuU.

Evaluacioén 1, Tabla 7A

Prediccion
Total CU No CU
CU 26 23 3
No CU 25 14 11
Evaluacion 2, Tabla 7B
Prediccion
Total | CU | No CU
CuU 26 23 3
EC similar a CU? 7 7 0
No CU 18 6 12

Ejemplo 10. Contribucién de la cadherina-E a un algoritmo diagnéstico de la Ell.

En una cohorte de 157 muestras, se determinaron los valores de concentracion de la cadherina-E. Se construyeron
modelos comparativos de bosque aleatorio que incluian y excluian la cadherina-E (con o sin cadherina-E). Ver la
solicitud de patente US n° 11/565.544 (publicacion de patente US n° 2008/0131439), titulada "Methods of Diagnosing
Inflammatory Bowel Disease" [Métodos de diagnéstico de la enfermedad intestinal inflamatoria]. Otros marcadores
incluidos: ANAC, IgA AASC, IgG AASC, CBirl y OmpC. Se muestran los resultados en las Tablas 8A-B. Los datos
indican que la cadherina-E incrementa la prediccion diangostica de la EC en aproximadamente +6%.

I. Modelo de bosque aleatorio sin cadherina-E (Tabla 8A)

Clase real | Total de casos | Porcentaje correcto 0 1 2
N=54 [ N=45 [ N=58

0 64 64,063 41 10 13

1 48 47,917 6 23 19
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| 2 | 45 | 57,778 | 7 | 12 | 26 |

Il. Modelo de bosque aleatorio con cadherina-E (Tabla 8B)

Clase real | Total de casos | Porcentaje correcto 0 1 2
N=56 [ N=46 [ N=55
0 64 64,063 41 9 14
1 48 54,167 7 26 15
2 45 57,778 8 11 26

Ejemplo 11. Contribuciéon de PCR y AAS a un algoritmo diagndéstico de la Ell.

En una cohorte de 768 muestras, se determinaron los valores de concentracién de la proteina C reactiva (PCR) y el
amiloide A sérico (AAS). A continuacion, se evaluaron los efectos contributivos de PCR y AAS mediante la
comparaciéon de modelos construidos con o sin PCR y AAS en un algoritmo de bosque aleatorio. Ver la solicitud de
patente US n° 11/565.544 (publicacién de patente US n° 2008/0131439), titulada "Methods of Diagnosing
Inflammatory Bowel Disease" [Métodos de diagnoéstico de la enfermedad intestinal inflamatoria]. Otros marcadores
incluidos: ANAC, IgA AASC, IgG AASC, CBirl y OmpC. Se muestran los resultados en las Tablas 9A-B. Los datos
indican que la PCR y el AAS incrementan la prediccion diangostica de la EC en aproximadamente +5%. Ademas, las
figuras 9 y 10 muestran que AAS y PCR se encuentran, cada uno independientemente, elevados en las muestras de
pacientes de EC y CU comparado con las muestras de control normal.

I. Modelo de bosque aleatorio sin PCR/AAS (Tabla 9A)

Clase real | Total de casos | Porcentaje correcto 0 1 2
N=398 | N=185 [ N=185
0 544 63,787 347 101 96
1 115 56,522 26 65 24
2 109 59,633 25 19 65

Il. Modelo de bosque aleatorio con PCR/AAS (Tabla 9B)

Clase real | Total de casos | Porcentaje correcto 0 1 2
N=422 | N=171 | N=175

0 544 69,118 376 86 82

1 115 61,739 21 71 23

2 109 64,220 25 14 70

Ejemplo 12. Contribucién de marcador sérico a un algoritmo diagnostico de la Ell.

La Tabla 10 es un resumen de los efectos de la contribuciéon de FCE, DHB1 y 2, cadherina-E, PCR y AAS a un
algoritmo de bosque aleatorio (ver la solicitud de patente US n° 11/565.544 (publicacion de patente US n°
2008/0131439), titulada "Methods of Diagnosing Inflammatory Bowel Disease" [Métodos de diagndstico de la
enfermedad intestinal inflamatoria].

Tabla 10
Prediccion Prediccion de No

Marcador NUmero Método de evaluacion prediccién

de EC Ccu de Ell
FCE 527 FR +2,5% +4,3% +2,3%

Valor de corte 23/26 predichos

DHB1Yy 2 51 (ANAC, ADNasa y DHB1y 2+) ) correctamente j
Cadherina-E 157 FR +6,3% - -
PCRy AAS 768 FR +5,2% +4,6% +5,4%

Ejemplo 13. La respuesta de anticuerpos séricos elevados frente a componentes microbianos en pacientes de
enfermedad de Crohn predice una probabilidad elevada de cirugia.

RESUMEN

Obijetivo: debido a que el 70% de los pacientes de enfermedad de Crohn (EC) finalmente requeriria una intervencién
quirdrgica, la capacidad de predecir qué pacientes progresaran a cirugia resultaria extremadamente valiosa. El
objetivo del presente andlisis era derivar un método que pueda utilizarse para predecir qué pacientes de EC
presentan un riesgo de futura cirugia gastrointestinal (GI).
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Métodos: se recogieron muestras de sangre y datos clinicos previamente de 200 pacientes adultos de EC cuya
enfermedad habia sido confirmada mediante biopsia. Todos los pacientes habian recibido el diagnéstico de EC por
lo menos 1 afios antes de la extraccion de sangre. Se obtuvo el consentimiento informado de todos los pacientes. En
el presente andlisis retrospectivo, se midieron los niveles de 4 marcadores séricos de Ell (IgG-AASC, IgA-AASC,
anti-OmpC y anti-CBirl). Para cada paciente se puntué cada marcador en 1 de entre 4 cuartiles (1-4) y se sumaron
las puntuaciones de cuartiles de los 4 marcadores (intervalo: 4 a 16) para producir una puntuaciéon de suma de
cuartiles (PSC). Los pacientes fueron definidos como de alto o bajo riesgo utilizando 2 parametros diferentes: un
numero de marcadores elevados (riesgo elevado: 1+ marcadores) o un puntuacion de suma de cuartiles (riesgo
elevado: PSC 11+). Para cada uno de dichos parametros se llevd a cabo un andlisis de Kaplan-Meier con el fin de
comparar el tiempo hasta la cirugia en pacientes de alto vs. bajo riesgo.

Resultados: los pacientes que habian sido sometidos a cirugia Gl se encontré que presentaban niveles
estadisticamente significativamente méas elevados de marcadores de Ell que los pacientes que no habian sido
sometidos a cirugia Gl. Ademas, el 74% de los pacientes con sumas de cuartiles elevadas (11-16) presentaba por lo
menos 1 cirugia Gl comparado con 28% de los pacientes con sumas de cuartiles bajas (4-10). El analisis de Kaplan-
Meier también demostrd que los pacientes seropositivos de por lo menos 1 biomarcador positivo presentaban una
tasa significativamente mas alta de progresion a cirugia que los que no presentaban biomarcadores biopositivos
(P=0,0014). Unos analisis similares que comparaban los pacientes con una PSC de 11-16 con pacientes con una
PSC de 4-10 demostraron que los pacientes con una PSC mas alta también presentaban una probabilidad
significativamente mas elevada de necesidad de cirugia (P=0,0010). Diez afios después del diagndstico, el 59% de
los pacientes con PSC elevada habian sido sometidos a cirugia, comparado con 24% de los pacientes con PSC
bajo.

Conclusién: El presente estudio demuestra que la inmunorreactividad incrementada hacia los antigenos microbianos
se asocia a un riesgo incrementado de cirugia en pacientes con EC. El presente estudio sugiere ademas que los
marcadores séricos podrian presentar utilidad clinica en la prediccién de la progresion de la enfermedad y la
necesidad posterior de cirugia.

INTRODUCCION

La enfermedad de Crohn (EC) comprende un grupo heterogéneo de enfermedades cuya etiopatogénesis consiste de
inmunorreactividad contra bacterias luminales en individuos genéticamente susceptiblesl. La reactividad de los
anticuerpos a los antigenos, incluyendo anti-Saccharomyces cerevisiae (AASC), la secuencia bacteriana 12 (anti-12),
la porina C de la membrana externa (OmpC)2 y la flagelina bacteriana (CBirl) han sido descritas en la EC’. La
inmunorreactividad de dichos antigenos se ha asociado a diversos fenotipos de enfermedad en la EC**°. Debido a
que el 70% de los pacientes de EC en Ultima instancia requerird de una intervencién quirargica, la capacidad de
predecir dicha progresion de la enfermedad resultaria extremadamente valiosa.

OBJETIVO

El presente andlisis se llevd a acbo en un esfuerzo por obtener un método para predecir el riesgo futuro de cirugia
en los pacientes de EC.

METODOS

Se analizaron datos clinicos y muestras de sangre previamente recogidos de 200 pacientes adultos de EC
confirmados mediante biopsia, diagnosticados por lo menos 1 afios antes del muestreo de sangre, para 4
biomarcadores séricos de Ell (IgG-AASC, IgA-AASC, anti-OmpC y anti-CBirl) y se compararon con pacientes que
habian sido sometidos a cirugia frente a aquellos que no habian sido sometidos.

La respuesta inmunoldgica sérica para cada biomarcador se clasific6 como "Positiva" (superior a un valor de
referencia) y "Negativa" (inferior a un valor de referencia).

Para cada paciente se puntué cada marcador en 1 de entre 4 cuartiles (1-4) y se sumaron las puntuaciones de
cuartiles de los 4 marcadores (intervalo: 4 a 16) para producir una puntuacion de suma de cuartiles (PSC).

Con el fin de cuantificar la respuesta de anticuerpos antimicrobianos en los pacientes, la cohorte se dividié en 13
subgrupos (4-16) basandose en su PSC:

- PSC=4: |a totalidad de los 4 valores de biomarcador se encontraba comprendido dentro del intervalo del cuartil
percentil 25.
- PSC=16: la totalidad de los 4 valores de biomarcador era superior al intervalo del cuartil percentil 75.

Se determiné si los pacientes seropositivos presentaban un riesgo mayor de someterse a cirugia que los pacientes
seronegativos basandose en 2 métodos analiticos:
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- Andlisis basado en la utilizacién de valores de referencia de biomarcador de EEI:
« Seropositivo: 1 0 mas valores de biomarcador de Ell (IgA-AASC, 1gG-AASC, anti-OmpC y anti-CBirl)
5 superiores a los valores de referencia.
¢ Seronegativo: todos los valores de marcador de Ell inferiores al valor de referencia.
- Andlisis basado en la utilizacién del PSC:

10 ¢ Subgrupos con PSC>10.
¢ Subgrupos con PSC<10.

Para cada uno de dichos parametros se llevé a cabo un andlisis de Kaplan-Meier con el fin de comparar el tiempo
hasta la cirugia en pacientes de alto vs. bajo riesgo.

15
RESULTADOS:
1. Las caracteristicas clinicas demostraron un comportamiento de la enfermedad diferente en pacientes de EC con y
sin cirugia (Tabla 11).
Mediana de edad, afios (rango) | 49 (18~78)
Com lenta de '
la mmedad, n (o)
Inflamatoria BT (B4%)
Fibroestendtica 6 [6%)
Penetrants g;’gl 1 {10%}
20
2. Aquellos pacientes que habian sido sometidos a cirugia Gl se encontr6 que mostraban una respuesta sérica de
anticuerpos significativamente mas alta a componentes microbianos, tales como AASC y CBirl, que los pacientes
gue no habian sido sometidos a cirugia Gl (Tabla 12).
25

Tabla 12: Correlacion entre la respuesta inmunolégica a antigenos microbianos y un autoanti-

geno en pacientes de EC que habian sido sometidos v que no habian sido sometidos a cirugia GI

62



10

15

20

25

30

35

ES 2553415713

00t

Somatido a cirugia
No sometido a cirugia 5O -]

Se determinaron los anticuerpos séricos contra los antigenos microbianos 1gG-AASC, IgA-AASC, OmpC, CBirl vy el
autoantigeno ANAC en los pacientes de EC que habian sido y que no habian sido sometidos a cirugia Gl. La
respuesta inmunoldgica sérica para cada biomarcador se clasific6 como "Positiva” (superior a un valor de referencia)
y "Negativa" (inferior a un valor de referencia). Los resultados del andlisis de chi-cuadrado sugieren que los valores
de IgA-AASC, IgG-AASC, anti-CBirl y ANAC son estadisticamente diferentes en cohortes de EC que habian sido
frente a los que no habian sido sometidos a cirugia.

[0367] 3. El setenta y cuatro por ciento de los pacientes con PSC elevada (11-16) habia sido sometido a por lo
menos 1 cirugia Gl, comparado con 28% de los pacientes con PSC baja (4-10) [P<0,001] (figura 11).

Tabla 13: cuartiles de biomarcadores
IgA-AASC UE/m IgG-AASC UE/ml  Anti-OmpC UE/ml Anti-CBirl UE/mI

Cuartil percentil 25 6,20 4,68 9,18 13,28
Cuartil percentil 50 11,20 15,35 21,05 22,95
Cuartil percentil 75 19,93 43,88 53,75 45,78

Con el fin de cuantificar la respuesta de anticuerpos antimicrobianos en los pacientes, la cohorte se dividié en 13
subgrupos (4-16) basandose en su PSC: el subgrupo de PSC=4 presentaba los 4 biomarcadores dentro del intervalo
del 1° cuartil y el subgrupo de PSC=16 presentaba los 4 biomarcadores sobre el intervalo del cuartil percentil 75:

- los resultados indican que el porcentaje de pacientes que habia sido sometido a cirugia Gl se encontraba
entre los subgrupos con PSC elevada.

La probabilidad de cirugia en los pacientes de EC puede predecirse mediante el analisis de Kaplan-Meier:
- Andlisis basado en la utilizacién de valores de referencia de biomarcador de EEI:
« Seropositivo: 1 0 mas valores de biomarcador de Ell (IgA-AASC, 1gG-AASC, anti-OmpC y anti-CBirl)
superiores a los valores de referencia.
« Seronegativo: todos los valores de marcador de Ell inferiores al valor de referencia.
- Pacientes que habian sido sometidos a cirugia (N=56):
« Mas de 1 respuesta de marcador positiva: n=52.
¢ Todas las respuestas de marcador negativas: n=4.

¢ Lapso de tiempo promedio entre diagnoéstico y primera cirugia GI1=9,0 afios.
« Tiempo medio de seguimiento sérico tras primera cirugia GI=12,2 afios.
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- Pacientes no sometidos a cirugia (controles) basados en los dUltimos datos colonoscopicos
disponibles (N=53):

¢ Mas de 1 respuesta de marcador positiva: n=31.

e Todas las respuestas de marcador negativas: n=22.

¢ Lapso de tiempo promedio entre diagnoéstico y Ultima colonoscopia=7,0 afos.
« Tiempo medio de seguimiento sérico tras la Ultima colonoscopia=1,9 afos.

El analisis de Kaplan-Meier demostr6 que los pacientes seropositivos de por lo menos 1 biomarcador positivo
presentaban una probabilidad de historia de cirugia significativamente méas alta que los que no presentaban
biomarcadores biopositivos (P=0,0014) (figura 12).

Los pacientes de EC con todos los valores de biomarcador de Ell negativos presentaban un riesgo mas bajo de
progresar a cirugia en el futuro que los pacientes que presentaban por lo menos 1 valor de biomarcador de Ell
superior al valor de referencia. La figura 13 muestra un analisis de Kaplan-Meier que compara los pacientes con
PSC>10 (11-16) con aquellos con PSC<10 (4-10).

El estudio demostré que los pacientes con PSC mas alta también presentaban una probabilidad significativamente
mas alta de haber sido sometidos a cirugia (P=0,0010). Diez afios después del diagnoéstico, el 59% de los pacientes
con PSC mas alta habian sido sometidos a cirugia, comparado con 24% de los pacientes con PSC bajo. Los
pacientes de EC en los subgrupos con PSC<10 presentan menos riesgo de progresar a cirugia que los pacientes en
los subgrupos con PSC superior a 10.

CONCLUSION

El presente estudio confirmé que los marcadores séricos elevados presentan asociaciones significativas con cirugia
en los pacientes de EC. Los estudios prospectivos futuros expandiran adicionalmente la utilidad clinica de los
marcadores séricos en la prediccion de la progresion y gravedad de la enfermedad en los pacientes de EC.
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Ejemplo 14. Seleccién de pacientes para la terapia de tratamiento precoz ("top-down"): Disefio de estudio prondstico.

El presente ejemplo describe el disefio de un estudio de prondstico de la Ell consistente de los tres estudios
siguientes (N total=1.172):

1. N=200 procedentes de 25 centros secundarios (ver el Ejemplo 13).
2. N=451 muestras adicionales procedentes de la Institucion A.
3. N=521 muestras adicionales procedentes de la Institucion B.

El presente ejemplo ilustra un estudio transversal en el que se analizaron dos resultados prondsticos: (1)
complicaciones de enfermedad (estenosante/penetrante), y (2) necesidad de cirugia. La preparacion y
caracterizacion de los antigenos fue robusta, conteniendo cada ensayo curvas de calibracién de mdltiples puntos y
una automatizacion completa de todas las etapas del ensayo.

Se gener6 antisuero de conejo para CBir-1 (figura 14) y OmpC (figura 15) con un titulo muy elevado. Se
desarrollaron paneles que contenian un gran nimero de sueros de pacientes con enfermedad bien caracterizada y
perfiles de autoanticuerpos bien definidos, asi como sueros normales que no contenian autoanticuerpos detectables.
La Tabla 14 proporciona una lista de los marcadores séricos y genéticos analizados en el presente estudio
prondstico.

Tabla 14
Marcadores Gen Il de Ell
IgA-AASC Anticuerpos IgA anti-Saccharomyces cerevisiae
IgG-AASC Anticuerpos IgG anti-Saccharomyces cerevisiae
Anti-OmpC Porina C de membrana externa de E. coli
Anti-CBirl Flagelina bacteriana
ANACp Anticuerpos citoplasmaticos perinucleares antineutrofilicos
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Anti-12 (replegado) Secuencia bacteriana 12 de Pseudomonas fluorescens
PRC Proteina C reactiva
AAS Amiloide A sérico
FCE Factor de crecimiento epidérmico
MAC-V1 Molécula 1 de adhesién celular vascular
MAC-I1 Molécula 1 de adhesién celular intracelular
NOD2 Dominio de oligomerizacién de unién a nucleétidos 2
rs5743293 PSN13 -(3020insC)
rs2066845 PSN12 -(G908R)
rs2066844 PSN8 -(R702W)

En el presente ejemplo, se estudiaron 1.172 muestras de multiples instituciones. Cada placa presentaba 5 a 6
calibradores/estandares. El protocolo de prondstico comprendia andlisis de proteinas séricas y de genotipado.
Todos los ensayos para anti-OmpC, anti-I2, IgG-AASC, IgA-AASC, CBirl y ANAC se llevaron a cabo a dos
diluciones del suero (1:100 y 1:200). Se determinaron los niveles de los anticuerpos y se expresaron los resultados
como unidades de ELISA (UE/ml), que son relativos a un estandar que se deriva de una agrupacion de sueros de
pacientes con enfermedad bien caracterizada.

El nivel del analito en las muestras desconocidas se determiné utilizando por lo menos los dos estandares mas
proximos. El CV para los duplicados se fijé en 15%.

El andlisis de genotipado incluia tres polimorfismos de un solo nucleétido (PSN) de NOD2/CARD15: rs5743293
PSN13 -(3020insC); rs2066845 PSN12 -(G908R) y rs2066844SNP8 -(R702W).

La figura 16 ilustra una curva de calibracion ejemplar para I12. La figura 17 ilustra una curva de calibraciéon ejemplar
para 12 con estandares. La figura 18 muestra las tendencias de los estandares utilizando una curva de calibracion
nominal.

En determinados aspectos, basandose en el nimero de marcadores elevados, se evalla el riesgo de cada paciente
de complicaciones y cirugia. En determinados aspectos, se mide y analiza un panel de biomarcadores (séricos,
genéticos y proteicos). En un aspecto, se utilizan doce biomarcadores y por lo menos uno, por lo menos dos, por lo
menos tres, por lo menos cuatro, por lo menos cinco, por lo menos seis, por Io menos siete, por lo menos ocho, por
lo menos nueve, por lo menos diez, por lo menos once o por lo menos doce marcadores. En un aspecto, cada
biomarcador se considera elevado en el caso de que sea superior a la mediana.

Se da a conocer que se calcula el nimero de marcadores elevados y todos los marcadores contribuyen igualmente.
Los marcadores pueden ser una media ponderada, o pueden ser una puntuacion de andlisis de cuartiles (por
ejemplo PSC), un andlisis de percentiles, o en determinados casos, se pondera la interacciéon entre determinados
marcadores (sinergia).

Tabla 15. Tablas de contingencia - Complicaciones

Co No Co Valor de P Co NoO Co Valor de P
NoCo | mp co | MP de la prueba NoC | mp co | MP de la prueba
mp. . m . exacta de omp. . m . exacta de
P Fisher P Fisher
IgA- | B 295 25 54 46 0,0000 AA | Ba | 260 30 46 54 0,0001
AA | @ 1 % % S ja 2 % %
SC | as S
Al
39 29 71 Alt 36 35 65
b 196 19 | o | % as | ¥ | 6 | % | %
No Co No Co No Co No Co
Comp | mp | Co | mp Com | mp | Co | mp
. . mp. . p. . mp. .
IgG- | B 297 27 52 48 0,0000 MAI | Ba [ 258 30 46 54 0,0004
AA | @ 1 % % Cl | ja 3 % %
SC | as S
Al
40 29 71 Alt 36 35 65
Wl % | % as | 0 2| w | %
No Co No | Co No Co No | Co
Comp | mp | Co | mp Com | mp | Co | mp
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. . mp. . p. . mp. .
CBir | B 271 27 50 50 0,0000 MA | Ba | 259 29 47 53 0,0000
1 aj 0 % % CV | ja 2 % %
as 1 S
'éll 174 36 32 68 Alt 189 36 34 66
S 8 % % as 3 % %
No Co No Co No Co No Co
Comp | mp | Co | mp Com | mp | Co | mp
. . mp. . p. . mp. .
Om B 25 50 50 FC Ba 30 45 55
nC aj 251 3 % % 0,0000 E ja 251 9 % % 0,0074
as S
Al
35 30 70 Alt 35 37 63
b B4y o | w as | 2% | 4| % | %
No Co No Co No Co No Co
Comp | mp | Co | mp Com | mp | Co | mp
. . mp. . p. . mp. .
B 26 45 55 PC Ba 31 45 55
12 aj 219 3 % % 0,0159 R ja 256 1 % % 0,0025
as S
Al
30 37 63 AA | Alt 36 36 64
tsa 181 6 % % 0,0000 S as 205 > % %

En la Tabla 15 se muestran diez marcadores. Para cada marcador se dividen las muestras en superiores e inferiores
a la mediana ("Altas" y "Bajas"). Cada muestra se clasific6 también como con complicaciones (por ejemplo
fenotipo/comportamiento de enfermedad estenosante, penetrante) o sin complicaciones. Para cada marcador se
muestran los recuentos de muestras en una tabla 2x2 (bajas vs. altas y complicaciones vs. sin compl.). Para los diez
marcadores la poblaciéon con niveles "Altos" presentd un porcentaje significativamente mas alto de personas con
complicaciones que la poblacion con niveles "Bajos" de marcador, tal como muestran los porcentajes que pueden
leerse directamente a la derecha de los recuentos de cada marcador. Se muestra la significancia estadistica; todos
los valores son <0,05.

Table 16. Tablas de contingencia - Cirugia

Valo Valo
r de rde
P de P de
la la
NO Ciru NO Ciru prue NO Ciru No Ciru prue
ciru ciru ba ciru ciru ba
gia 9 gia 9 exac gia 9: gia 9: exac
ta ta
de de
Fish Fish
er er
I9A- | g4 40 0,00 Baj 55 0,40
AAS 329 | 217 | 60% | ! AAS 251 | 311 | 45% | § i
c as % 00 as % 21
Ale | 182 | 364 | 339 | O Ala | 66 | 206 | 4706 | 2
(] S %
NO Ciru NO Ciru NO Ciru No Ciru
ciru ciru ciru ciru
gia 9- gia 9- gia 9. gia 9.
I9G- | By 41 0,00 MAI | Baj 55 076
éAS as 337 | 231 | 59% % 00 c1 as 255 | 306 | 45% % 46
Aga 188 | 380 | 33% §/7 At | 561 | 300 | 4796 | 32
(] S %

66



10

15

ES 2553415713

S.'n Ciru S_|n Ciru NO Ciru NO Ciru
ciru ciru ciru ciru
gia 9- gia 9- gia 9. gia 9.
CBir | Baj o 49 0,00 MAC | Baj o 51 0,03
1 as 277 | 264 | 51% % 23 V1 as 271 | 280 | 49% % 45
Alta | 557 | 315 | 4206 | 28 Alta | 5a6 | 316 | 43% | 27
S % S %
S.'n Ciru S.'n Ciru NO Ciru NO Ciru
ciru ciru ciru ciru
gia 9- gia 9- gia 9. gia 9.
Oom | Baj o | 43 0,00 Baj o | 59 0,00
pC as 287 | 217 | 57% % 00 FCE as 231 | 329 | 41% % 12
Altal 174 | 331 | 349 | 66 Alta | 586 | 274 | 5196 | 49
S % S %
S.'n Ciru S.m Ciru NO Ciru No Ciru
ciru ciru ciru ciru
gia 9- gia 9- gia 9. gia 9.
Baj o | 52 0,27 Baj o | 55 0,43
12 as 234 | 253 | 48% % 46 PCR as 254 | 313 | 45% % 86
Alta | 516 | 271 | 449 | 26 Alta | 568 | 299 | 479 | 23
S % S %

En la Tabla 16, anteriormente, se muestran diez marcadores. Para cada marcador se dividen las muestras en
superiores e inferiores a la mediana ("Altas" y "Bajas"). En ésta las muestras se clasifican como sometidas a cirugia
0 no, y no con complicaciones o sin complicaciones (tal como en la Tabla 15). Seis de diez marcadores mostraban
significancia, es decir, IgA-AASC, IgG-AASC, anti-CBirl, anti-OmpC, MACV1y FCE.

Tabla 17. Bajas/Altas=inferiores/superiores a la mediana de la poblacion de EC

Numero Elevado | Porcentaje de complicaciones Recuento | Porcentaje del recuento
0 6% 16 2%
1 38% 37 5%
2 39% 88 12%
3 33% 92 12%
4 62% 132 18%
5 66% 138 19%
6 73% 106 14%
7 78% 81 11%
8 80% 45 6%
9 90% 10 1%

Total: 745

En la Tabla 17 los marcadores se consideran "todos simultaneamente” en lugar de individualmente. Los marcadores
eran los siguientes: IgA-AASC, IgG-AASC, anti-CBirl, anti-OmpC, anti-12, MACV1, MAIC, AAS y FCE. Cada uno de
dichos nueve marcadores se clasificd6 como "bajo" o "alto" (frente a la mediana) para cada muestra. Ademas, se
sumo el numero de marcadores que eran "altos" para cada muestra. Es decir, el nUmero de marcadores elevados,
que fueron 0-9 (ya que se incluyeron nueve marcadores en total en el presente ejemplo). Finalmente, para cada
subgrupo de muestras (muestras con 0, 1, 2... 9 marcadores elevados), se muestra el porcentaje que presentd
complicaciones. La figura 19 proporciona una ilustracion grafica del porcentaje de complicaciones basado en el
namero de marcadores elevados.

Tabla 18. Cirugia - n° de marcadores elevados (de entre 9)

Numero Elevado Porcentaje Cirugia | Recuento | Porcentaje del recuento
0 44% 16 2%

1 32% 37 5%

2 40% 88 12%

3 41% 92 12%

4 57% 132 18%

5 51% 138 19%

6 64% 106 14%

7 62% 81 11%
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8 67% 45 6%
9 70% 10 1%
Total: 745

En la Tabla 18 los marcadores se consideran "todos simultaneamente" en lugar de individualmente. Los marcadores
eran los siguientes: IgA-AASC, IgG-AASC, anti-CBirl, anti-OmpC, anti-12, MACV1, MAIC, AAS y FCE. Cada uno de
dichos nueve marcadores se clasificd6 como "bajo" o "alto" (frente a la mediana) para cada muestra. Ademas, se
sumé el nimero de marcadores que eran "altos" para cada muestra. Es decir, el nUmero de marcadores elevados,
que fueron 0-9 (ya que se incluyeron nueve marcadores en total en el presente ejemplo). Finalmente, para cada
subgrupo de muestras (muestras con 0, 1, 2... 9 marcadores elevados), se muestra el porcentaje de los sometidos a
cirugia. La figura 20 proporciona una ilustracién gréafica del porcentaje de cirugias basado en el nimero de
marcadores elevados.

Tabla 19A. Complicaciones - nimero de marcadores (% de complicaciones)

'E'Il“;\rl‘aeég IgA-AASC | IgG-AASC | CBirl | ompC | 12 AAS | MAIC | MACV | FCE | PRC

0 46% 43% 34% 28% 24% | 22% | 18% 14% 6% 8%

1 71% 62% 55% 47% 44% | 33% | 31% 35% 38% | 34%

2 73% 71% | 67% 54% | 52% | 43% | 40% 39% | 39%

3 76% | 74% 69% | 63% | 53% | 40% 33% | 37%

4 78% 72% | 70% | 72% 70% 62% | 53%

5 85% | 75% | 69% 71% 66% | 65%

6 90% | 82% | 70% 73% | 64%

7 87% | 81% 78% | 73%

8 87% 80% | 84%

9 90% | 79%

10 88%

Tabla 19B. Recuentos

Numero Elevado IgA-AASC | IgG-AASC | CBirl | OmpC | 12 AAS | MAIC [ MACV [ FCE | PRC
0 546 435 255 151 71 | 45 34 28 16 12
1 546 226 277 206 153 | 106 | 67 51 37 35
2 425 249 195 157 | 149 120 102 88 70
3 249 218 172 | 152 146 110 92 89
4 143 148 | 168 | 163 151 132 | 97
5 78 | 103 | 127 121 138 | 124
6 48 76 105 106 | 114
7 30 58 81 95
8 23 45 63
9 10 33
10 8
Total: 1092 1086 1030 | 913 779 | 771 | 763 749 745 | 745

En las Tablas 19A/B, leidas de izquierda a derecha, la primera columna muestra qué ocurre con exactamente un
marcador - IgA-AASC. Cada muestra puede ser "alta" o "baja" con respecto a IgA-AASC. Entre las personas
caracterizadas con un nivel "bajo" para IgA-AASC, el 46% presentd complicaciones (tal como se muestra); entre
aquéllas con nivel "alto", el 71% presenté complicaciones (tal como se muestra). En la siguiente columna los
presentes inventores consideraron un ensayo con dos marcadores: IgA-AASC y IgG-AASC. A continuacion cada
muestra se clasific6 como "alta" o "baja" para dos marcadores, y cada muestra presenta un recuento de cuantos
marcadores presentan valores elevados (que en el presente ejemplo pueden ser 0 a 2). Para esos dos marcadores,
entre las muestras que presentaban cero elevadas, el 43% presentd complicaciones. Las muestras que presentaban
un marcador elevado (de entre dos, podia ser cualquiera de los dos), presenté complicaciones el 62%. Las muestras
gue presentaban ambos marcadores elevados el 73% presentd complicaciones. La tercera columna muestra qué
ocurre con tres marcadores (el tercer marcadores era CBirl, tal como se muestra en la primera fila). Cada columna
(de izquierda a derecha) afiade un marcador adicional, segmenta la poblacion segun cuantos marcadores
presentaban valores elevados (en ese subgrupo) y muestra, dentro de cada segmento de la poblacion, qué
porcentaje presentd complicaciones. Observar que el orden de los marcadores (izquierda a derecha, fila superior) se
ha "seleccionado manualmente" - diferentes érdenes habrian generado diferentes gréaficos (aunque la columna de
mas a la derecha seria la misma en todos los casos, ya que la columna de mas a la derecha es "todos los
marcadores").
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Tabla 20. NOD2

RECUENTOS DE MUTACIONES

Mutaciones | PSNS TPsNIZ PSN13 Mutaciones | PSN12Z, Mutaciones | PSNS,
13 12,13
o 249 270 FLE] ¥ 244 [ 193
1 X 27 26 1 3B 1 a7
2 3 4 7 2 17 2 22
3 | 3 1
3 i 3 4]
5 [
& i}

PORCENTAJES DE MUTACIONES

PSME PSN12 PSNI3
Tipo salvajc homocigotico R7A4% B9, T34 8000
Mutacion heterocigatica 11.6% 2.0% £.6%
Mutacion homocigatica 1.1% 1.3% 2.3%

RECUENTOS AGRUPADOS

Mutaciones| PSNS PSNI2 PSN13 Mutaciones| PSN12, Mutadones | PSNG
13 12,13
o 249 270 268 o 244 o 193
1+ 36 ET] 13 1 ET] 1 &7
2+ 18 2+ 23

La Tabla 20 muestra cuantas personas presentaban mutaciones de NOD2. Para tres sitios dentro del gen NOD2
(PSN8, PSN12 y PSN13), lo anterior muestra cuantas muestras presentaba cero, una o dos mutaciones. Las tablas
sugieren que, debido a que hay pocas personas con 2 mutaciones, es mejor agruparlas en "cero mutaciones" o "una
o dos" mutaciones.

Tabla 21. Complicaciones - NOD2

Prueb Prueb
a a
exact exact
ade ade
Fishe Fishe
r r
Sin Com Sin Com valor PSN1 Sin Com Sin Com valor
PSN8 | com com com com
D p. D p. deP 2,13 0 p. 0 p. de P
Peso 10 149 40% | 60% 0,858 Wt 10 138 43% | 57% 0,070
,\ﬁ:t 15 | 21 | 42% | 58% IMut | 11 | 27 | 20% | 71%
2+ 0, 0,
Mut 4 14 22% | 78%
Prueb
a
exact
ade
Fishe
r
PSN1 Sin Com Sin Com valor Prueb
com com a
2 p. p. de P
p. p. exact
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ade
Fishe
r
Peso 109 161 40% | 60% 1 PSNS8, Sin Com Sin Com valor
12,13 | com p. com p. de P
p p
l\xt 12 19 39% | 61% Peso 85 108 44% | 56% 0,039
1 Mut 26 41 39% | 61%
2+ 0, 0,
Mut 4 19 17% | 83%
Prueb
a
exact
ade
Fishe
r
PSN1 Sin Com Sin Com valor
com com
3 p. p. de P
p. p.
Peso 11 153 43% | 57% 0,008
1+ 0, 0,
Mut 6 27 18% | 82%

La Tabla 21 muestra tablas 2x2, (a la izquierda) divide a las personas en "cero mutaciones" y "una o dos
mutaciones”. Para cada uno de dichos grupos se dividieron las personas en "Presentaron complicaciones" o "No
presentaron complicaciones". S6lo PSN13 fue significativo. Para PSN13, entre las personas con mutacion en
PSN13, un porcentaje mayor presentd complicaciones (82%) que la poblacion sin mutaciones en PSN13 (de ellos,
s6lo 57% presenté complicaciones).

Tabla 22. Cirugia - NOD2

Prueba Prueba
exacta de exacta de
Fisher Fisher
ps | NO | ciru | NO | cir PSN | No i | NO oy,
N8 ciru P ciru . valor de P 12, | cirug . cirug . valor de P
gia gia gia gia
g. g. 13 .
Pes | g | 167 | 33 | 67 0,574 Pes | g7 | 157 | 36% | 64% 0,006
0 % % 0
1+ 28 | 72 1 . .
Mut 10 26 % % Mut 8 30 21% | 79%
2+ 0, 0,
Mut 1 17 6% 94%
Prueba
exacta de
Fisher
PS NO Ciru NO Ciru Prueba
ciru p ciru p valor de P exacta de
N12 gia gia .
g. g. Fisher
Pes 89 181 33 67 0,310 PSN Ciru Ciru valor de P
No . No p
o] % % 8, . gia . gia
cirug cirug
12,
13
1+ 23 77 Pes 0 0
Mut 7 24 % % o 73 120 38% | 62% 0,005
1 0, 0,
Mut 17 50 25% | 75%
2+ 0, 0,
Mut 2 21 9% | 91%
PS No | Ciru | No | Ciru valor de P
N13 | ciru | gia | ciru | gia
g g
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Pes 35 65
o 93 175 % % 0,002
1+ o 91
Mut 3 30 9% %

La Tabla 22 muestra tablas 2x2 con "Cirugia" vs. "No cirugia”, y no "Complicaciones" vs. "Sin complicaciones".
Nuevamente s6lo PSN13 resultd ser significativo (considerado individualmente).

El gen NOD2 codifica un receptor intracelular de reconocimiento de patrones que participa en la inmunidad innata.
Tres mutaciones especificas en este gen resultan en una pérdida de funcién y se asocian a aproximadamente un
tercio de los casos de enfermedad de Crohn. Ademas, estas variantes de NOD2 podrian presentar valor prondstico,
ya que se han asociado a enfermedad ileal, al desarrollo de estenosis intestinales y a la progresion temprana a
cirugia.

Se genotiparon tres polimorfismos de un solo nucledtido (PSN8/R702W, PSN12/G908R y PSN13/3020insC) en
pacientes (N=301) con enfermedad de Crohn. Se construyeron tablas de contingencia para mutaciones vs.
complicaciones (comportamiento-fenotipo estenosante o penetrante) y para mutaciones vs. necesidad de cirugia
(cirugias gastrointestinales excluyendo las cirugias perianales). Se evaluaron las asociaciones mediante la prueba
exacta de Fisher. Debido al reducido nimero de muestras con mutaciones homocigéticas, aquellos con mutaciones
heterocig6ticas u homocigéticas fueron agrupados en una Unica categoria y después comparados con los genotipos
de tipo salvaje. Se construyeron tablas de contingencia para ambos PSN individuales.

Para PSNS, la distribucién genética fue: 87,4% de tipo salvaje, 11,6% mutante heterocigético y 1,1% mutante
homocigético. Para PSN12, la distribucion era: 89,7%, 9,0% y 1,3%, respectivamente; y para PSN13, la distribucién
era: 89%, 8,6% y 2,3%. Para la combinacién de los tres PSN, la distribucion era: 81% de tipo salvaje, 13% con una
mutacion y 6% con dos 0 mas mutaciones.

Para la combinacion de los tres PSN, la proporcion con complicaciones era de 56%, 61% y 83% para aquellos con
cero, una o dos 0 mas mutaciones, respectivamente (p<0,05) y con respecto a la proporcion que progreso a cirugia,
las tasas fueron de 62%, 75% y 91%, respectivamente (p<0,01).

Las mutaciones en NOD2/CARD15 se encontraban significativamente asociadas a tasas elevadas de
comportamiento de la enfermedad complicante y progresion a cirugia para los pacientes con enfermedad de Crohn,
sugiriendo que el genotipado de NOD2/CARD15 presenta valor pronoéstico en el control clinico de la enfermedad de
Crohn.

Ejemplo 15. Andlisis estadistico de marcadores y progresién de la enfermedad de Crohn.

El presente ejemplo ilustra diversos analisis estadisticos de los datos de marcadores obtenidos del estudio
transversal descrito en el Ejemplo 14 para ayudar o asistir en la prediccion del riesgo de complicaciones de la
enfermedad (estenosantes/penetrantes) y/o la necesidad de cirugia en pacientes con la enfermedad de Crohn. En
particular, el presente ejemplo demuestra que los pacientes con un nimero mas alto de marcadores y un nivel mas
alto de marcadores presentan una probabilidad méas alta de comportamiento de la enfermedad complicante y/o
progresion a cirugia.

En el presente estudio, se midié un panel de biomarcadores (séricos, genéticos y/o proteicos). Se convirtié cada
puntuacién de biomarcador en un percentil (0-100%). Se calculé el percentil promedio. Se da a conocer que todos
los marcadores contribuyen igualmente. Se da a conocer que ademas se utiliza un promedio ponderado (por
ejemplo para mejorar la utilidad). Basandose en el percentil promedio, se asigna cada paciente a una de cinco
categorias de riesgo posibles: (1) muy bajo; (2) bajo; (3) medio; (4) alto; o (5) muy alto. Las Tablas 23 a 25 muestran
los resultados para 773 (66%) pacientes en el estudio.

Tabla 23: Complicaciones de enfermedad (Estenosante/Penetrante)

Basado en una media de percentiles (ocho marcadores)

C . Percentil | Recuento Porcentaje con
ategoria . L

promedio complicaciones

Muy bajo 0% -20% 53 17%

Bajo 20% -40% 218 42%

Medio 40% -60% 303 60%

Alto 60% -80% 168 69%

Muy alto 80% -100% 31 87%

Total 773
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La Tabla 23 muestra que los pacientes con un nimero mas alto de marcadores elevados (y, por lo tanto, en un
grupo de percentil promedio mas alto y asignados a una categoria de riesgo mas alta) presentan un riesgo mas alto
de desarrollar complicaciones y, de esta manera, presentan un pronostico de la enfermedad pobre. La figura 21
ilustra que la identificacion precoz de marcadores en combinacién con un tratamiento apropiado reduce el riesgo,
aunque también que un nimero mas alto de marcadores elevados se asocia a una probabilidad mas alta de un
suceso tal como comportamiento de enfermedad complicante.

Tabla 24A: Complicaciones de enfermedad - Porcentaje durante el tiempo

Categoria | Percentil promedio Global [ 0-5afios | 0-10 afios | 11+ afos

Muy bajo | 0% - 20% 0,19 0,06 0,11 0,24

Bajo 20% -40% 0,43 0,34 0,40 0,45

Medio 40% -60% 0,60 0,53 0,56 0,62

Alto 60% -80% 0,70 0,56 0,60 0,79

Muy alto 80% -100% 0,88 0,67 0,86 0,89

Tabla 24B: Complicaciones de enfermedad - recuentos de muestras

Categoria | Percentil promedio | Afios conoc. | 0-5 afios [ 0-10 afios | 11+ afios
Muy bajo | 0% -20% 48 16 19 29
Bajo 20% -40% 188 59 93 95
Medio 40% -60% 257 73 110 147
Alto 60% -80% 149 45 68 81
Muy alto 80% -100% 26 3 7 19
Total 668 196 297 371

Las Tablas 24A/B muestran un promedio no ponderado de percentiles de 8 biomarcadores. En particular, la Tabla
24A ilustra que los pacientes con un nimero mas alto de marcadores elevados (y, por lo tanto, en un grupo de
percentil promedio méas alto y asignados a una categoria de riesgo mas alta) presentan un riesgo mas alto de
desarrollar complicaciones durante el tiempo. De esta manera, los métodos descritos en la presente memoria
pueden identificar dichos pacientes tempranamente en el curso de su enfermedad y permitir al médico considerar
una terapia mas agresiva.

Tabla 25A: Progresion a cirugia - Porcentaje durante el tiempo

Categoria | Percentil promedio Global [ 0-5afios | 0-10 aflos | 11+ afios
Muy bajo 0% -20% 0,23 0,13 0,11 0,31
Bajo 20% - 40% 0,46 0,34 0,44 0,47
Medio 40 -60% 0,64 0,37 0,45 0,78
Alto 60% - 80% 0,68 0,44 0,53 0,81
Muy alto 80% -100% 0,81 0,33 0,57 0,89
Tabla 25B: Progresion a cirugia - recuentos de muestras
Categoria Percent_|| Global 0-5 afios 0-10 afios 11+ afos
promedio
Muy bajo 0% -20% 48 16 19 29
Bajo 20% -40% 188 59 93 95
Medio 40 -60% 257 73 110 147
Alto 60% -80% 45 68 81
Muy alto 80% -100% 26 3 7 19
Total 668 196 297 371

Las Tablas 25A/B muestran un promedio no ponderado de percentiles de 8 biomarcadores. En particular, la Tabla
25A ilustra que los pacientes con un numero mas alto de marcadores elevados (y, por lo tanto, en un grupo de
percentil promedio mas alto y asignados a una categoria de riesgo mas alta) presentan una probabilidad mas alta de
progresion a cirugia durante el tiempo. De esta manera, los métodos descritos en la presente memoria pueden
identificar dichos pacientes tempranamente en el curso de su enfermedad y permitir al médico considerar una terapia
mas agresiva.

Tabla 26. Complicaciones - Analisis de cuartiles de marcadores individuales

Cuartil 1 Cuartil 2 Cuartil 3 Cuartil 4
IgA-AASC 38% 54% 68% 74%
19G-AASC 43% 53% 69% 73%
CBirl 45% 55% 65% 71%
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OmpC 43% 57% 65% 74%
12 50% 60% 65% 60%
PRC 53% 56% 60% 68%
AAS 46% 61% 63% 67%
MAIC1 51% 57% 65% 63%
MACV1 53% 53% 64% 67%
FCE 51% 59% 61% 65%

La Tabla 26 muestra la asociacion entre la puntuaciéon de cuartiles y el porcentaje de riesgo de complicaciones de
enfermedad para un solo marcador. De manera similar, la Tabla 22 proporciona un diagrama que muestra la
asociacion entre la puntuacion de cuartiles y el porcentaje de riesgo de desarrollar un comportamiento de
enfermedad complicante para un solo marcador. En particular, una puntuaciéon de cuartiles mas alta para cada
marcador individuo se asocid tipicamente a un porcentaje de riesgo mas alto de complicaciones de enfermedad,
tales como enfermedad estenosante interna y/o penetrante interna.

Tabla 27. Cirugia - Andlisis de cuartiles de marcadores individuales

Cuartil 1 Cuartil 2 Cuartil 3 Cuartil 4
IgA-AASC 32% 48% 64% 69%
19gG-AASC 31% 50% 63% 70%
CBirl 46% 52% 55% 61%
OmpC 40% 46% 62% 69%
12 47% 57% 60% 52%
PRC 54% 56% 54% 52%
AAS 53% 58% 49% 56%
MAIC1 51% 58% 57% 50%
MACV1 51% 51% 62% 52%
FCE 58% 60% 48% 50%

La Tabla 27 muestra la asociacion entre la puntuacion de cuartiles y el porcentaje de riesgo de cirugia para un solo
marcador. De manera similar, la Tabla 23 proporciona un diagrama que muestra la asociacién entre la puntuacion de
cuartiles y el porcentaje de riesgo de progresion a cirugia para un solo marcador. En particular, una puntuacion de
cuartiles mas alta para muchos de los marcadores individuales se asocié a un porcentaje de riesgo mas alto de
necesidad de cirugia.

Tabla 28. Cirugia - n° de marcadores elevados (de entre 5)

Nimero Elevado | Porcentaje Cirugia | Recuento Porcentaje del
recuento

0 38% 71 9%

1 32% 153 20%

2 46% 157 20%

3 65% 172 22%

4 66% 148 19%

5 76% 78 10%

Total: 779

La Tabla 28 muestra la asociacion entre el nimero de marcadores elevados y el porcentaje de riesgo de cirugia. Los
marcadores eran los siguientes: IgA-AASC, IgG-AASC, anti-CBirl, anti-OmpC y anti-I2. La Tabla 24 proporciona un
diagrama que muestra la asociacién entre el nimero de marcadores elevados y el porcentaje de riesgo de
progresion a cirugia. En particular, un nimero mas alto de marcadores elevados se asoci6 a un porcentaje de riesgo
mas alto de necesidad de cirugia.

En conclusién, el presente ejemplo demuestra la utilidad pronéstica de los métodos para predecir con exactitud el
riesgo (por ejemplo la probabilidad, etc.) de complicaciones de la enfermedad (por ejemplo estenosante interna y/o
penetrante interna) y/o de la progresion a cirugia en pacientes con enfermedad de Crohn.

Ejemplo 16. Un nuevo ensayo prondstico para predecir el curso clinico de la enfermedad de Crohn.

I. INTRODUCCION

1. Descripcion general

La enfermedad intestinal inflamatoria (Ell) es un trastorno inflamatorio crénico del tracto gastrointestinal. La causa

exacta de la Ell no se conoce con exactitud, aunque estd generalmente aceptado que la susceptibilidad a la
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enfermedad implica factores genéticos y ambientales que conducen a la desregulacién de la respuesta inmunolégica
(Strober et al., J. Clin. Invest. 117:514-521, 2007). La Ell se presenta principalmente como enfermedad de Crohn
(EC) o colitis ulcerosa (CU). La EC puede encontrarse presente en cualquier parte del tracto gastrointestinal, aunque
se observa mas frecuentemente en el intestino delgado distal y colon proximal y el proceso inflamatorio se extiende
transmuralmente. En la CU, la inflamacion se restringe al colon y se encuentra limitada a la mucosa.
Aproximadamente 1,4 millones de personas en los E.E.U.U., incluyendo adultos y fifios, sufre de Ell, presentando
un numero igual EC y CU (Loftus, Gastroenterology 126:1504-1517, 2004).

El curso de la Ell no es predecible. Algunos pacientes solo presentan unos cuantos episodios de enfermedad activa
durante su vida, con periodos prolongados de remision entre ellos; para otros, la enfermedad activa es persistente e
incluso debilitante. Los estudios de historia natural de la EC han demostrado que en muchos pacientes se produce
una progresion significativa del comportamiento de la enfermedad durante el tiempo (Louis et al., Gut 49:777-782,
2001). En un estudio, este cambio resulté evidente en menos de un afio, y tras 10 afios, el 50% de los pacientes
habia progresado a un fenotipo de enfermedad complicada marcado por la presencia de estenosis y perforaciones
intestinales. Existe evidencia creciente de que los biomarcadores séricos proporcionen conocimientos clinicos para
predecir el comportamiento agresivo de la enfermedad, en particular en pacientes con EC. Claramente la capacidad
de estratificar los pacientes en pacientes de bajo o alto riesgo en el diagnostico ayudara al méidco a desarrollar
planes de control apropiados. Lo anterior resulta especialmente importante ya que los Ultimos datos sugieren que la
utilizacién precoz de terapias bioldgicas, tales como infliximab, puede alterar la historia natural de la enfermedad,
reduciendo las hospitalizaciones y la incidencia de cirugias (Schnitzler et al., Gut 58:492-500, 2009). Una decision
clave a la que con frecuencia se enfrenta el médico es como determinar, basandose en el pronéstico de la
enfermedad, qué pacientes se beneficiaran de una utilizacién precoz y potencialmente cronica de estas terapias
agresivas, arriesgadas y mas caras.

Actualmente puede utilizarse un numero limitado de factores clinicos, entre ellos la edad en el momento del
diagnostico, la presencia de enfermedad perianal y la necesidad de esteroides en la primera presentacién, para
predecir qué pacientes de EC experimentaran un curso de la enfermedad dificil (Beaugerie et al., Gastroenterology
130:650-656, 2006). Utilizando biomarcadores séricos y genéticos, el presente ejemplo describe el desarrollo de un
ensayo basado en sangre que ayudara al médico en la prediccion del curso clinico de la EC. Este ensayo ha sido
desarrollado y validado utilizando muestras en bancos que han confirmado el diagnostico de EC y también historia
médica extensiva que describe el fenotipo de la enfermedad. La capacidad de poder predecir el curso probable de la
EC utilizando un ensayo basado en sangre simple resulta beneficiosa tanto para el médico como para el paciente
debido a que el médico podra controlar y tratar mejor los pacientes, mientras que el paciente dispondra de mas
informacién con la que evaluar los riesgos y beneficios de sus opciones terapéuticas.

2. Objetivo y descripcién del ensayo

2.1. Ensayo de pronostico de la enfermedad de Crohn de Prometheus

El presente ejemplo describe el desarrollo y validacion del ensayo pronéstico de la enfermedad de Crohn de
Prometheus, un analisis de sangre que puede utilizarse para evaluar el riesgo de que la EC progrese a un tipo de
enfermedad complicada. Se define la EC complicada como presentando una enfermedad estenosante o penetrante
interna, mientras que "no complicada” indica una enfermedad no estenosante, no penetrante.

El ensayo pronostico de la enfermedad de Crohn de Prometheus contiene un total de 9 marcadores, entre ellos:

Analito Formato de ensayo
IgA-AASC ELISA
IgG-AASC ELISA
Anti-OmpC ELISA
Anti-CBirl ELISA
ANACp Inmunofluorescencia indirecta
Anti-12 ELISA
NOD2 PCR de genotipado para identificar tres mutaciones del gen NOD2: (1) R702 W; (2)
G908R; (3) 3020InsC

El ensayo anti-12 utiliza una placa de ELISA de formato estandar de tipo sandwich de 96 pocillos. Se captura sobre
la placa una proteina con etiqueta de GST replegado que consiste de una secuencia de 12 de 100 aminoacidos,
utilizando un anticuerpo monoclonal anti-GST que recubre la superficie de los pocillos. Las muestras de suero del
paciente se diluyen 1:100 para llevar la concentracion del anticuerpo al intervalo de la curva estandar. Tras la
incubacién de las muestras de suero en los pocillos, se llevé a cabo la deteccion de los anticuerpos anti-12 utilizando
reactivo de anti-IlgA humana conjugado con enzima fosfatasa alcalina. La reaccion se revelo utilizando una solucion
de sustrato quimioluminiscente.
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El rendimiento analitico del ensayo de PCR de genotipado de NOD2 consiste del ensayo de tres polimorfismos de
un solo nucledtido (PSN) no sinénimos. PSN8 es un 2104C-T en el exdn 4 que resulta en una sustituciéon R702W
(rs2066845); PSN12 es un 2722 G-C en el exén 8 que resulta en una sustitucion G908R (rs2066844) y PSN13 es
una insercion de C en el exdn 11 (3020InsC) que resulta en un desplazamiento de marco (1007fs) (rs5743293). El
método de PCR de discriminacion alélica incluye dos secuencias oligonucleétidas especificas con dos pigmentos
fluorescentes diferentes en el extremo 5' de la secuencia (es decir, una sonda fluorogénica con pigment oFAM o
pigmento VIC), presentando cada uno un inhibidor no fluorescente en el extremo 3' de la secuencia unida a un
ligante de surco menor (intensificador de la temperatura de fusion). Durante la amplificacion por PCR, cada sonda se
hibrida especificamente con su secuencia complementaria entre un cebador directo y uno inverso en el ADN diana.
Debido a que la ADN polimerasa presenta una actividad de 5'-nucleasa intrinseca, se produce un corte selectivo de
las sondas que se hibridan con la secuencia genémica. Lo anterior resulta en una fluorescencia incrementada
debido a la separacion del pigmento informador respecto del inhibidor. Por lo tanto, el incremento selectivo de un
pigmento frente a otro (FAM vs. VIC) indica los alelos que se encuentran presentes en el ADN gendémico
considerado. Puede determinarse un genotipo de muestra mediante el examen de la intensidad relativa de
fluorescencia del pigmento de cada sonda. Utilizando el software SDS 7000 de ABI, puede generarse un grafico de
las intensidades de los dos pigmentos.

El ensayo pronéstico de la enfermedad de Crohn de Prometheus incluye ademas un algoritmo de analisis de los
datos. El resultado de ensayo final es una puntuacion de probabilidad que refleja la probabilidad tedrica de que el
paciente progrese a un fenotipo de EC complicado.

2.2 Ventajas del ensayo pronostico de la enfermedad de Crohn de Prometheus

El ensayo pronostico de la enfermedad de Crohn de Prometheus proporciona ventajosamente datos tanto séricos
como genéticos que ayudan al médico a estratificar el riesgo (probabilidad) de que sus pacientes de Crohn
desarrollen complicaciones de la enfermedad durante el tiempo. Es el primer y Unico ensayo en el mercado que
utiliza serogenética para evaluar la probabilidad de desarrollar complicaciones de la enfermedad en pacientes de
Crohn durante el tiempo. Utiliza 6 biomarcadores séricos y 3 mutaciones de NOD2/CARDS para evaluar el perfil de
riesgo del paciente. Proporciona resultados completos que ayudan al médico, en combinacién con resultados
clinicos adicionales, a tomar las decisiones mas informadas posibles para el control de sus pacientes. Proporciona
ademas una vista general rapida del perfil de riesgos serogenético del paciente de Crohn en un informe de ensayo
de facil lectura.

Il. METODOLOGIA
1. Validez clinica

Para el ensayo pronéstico de la enfermedad de Crohn de Prometheus descrito en el presente ejemplo, se utilizd un
subgrupo de 619 muestras de pacientes de EC (51% mujeres y 49% hombres) en el desarrollo y validacién del
ensayo. Los pacientes fueron diagnosticados de EC basandose en una combinacion de criterios que pueden incluir
sintomas clinicos, endoscopia, histopatologia, capsula videografica o estudios radiograficos. Se utilizoé dicha cohorte
debido a que se dispone de informacion médica extensiva para estos pacientes, incluyendo la fecha de diagndstico,
el nimero vy tipo de cirugias relacionadas con la EC, localizacién de la enfermedad y fenotipo de la enfermedad. Los
pacientes fueron clasificados como en enfermedad no penetrante/no estenosante (enfermedad no complicada) o
estenosante o penetrante (enfermedad complicada), (1) por personal médico en origen basandose en los datos del
historial médico, o (2) por personal médico de Prometheus basandose en datos sobre los procedimientos quirdrgicos
realizados para tratar complicaciones especificas. Los pacientes con enfermedad penetrante perianal se clasificaron
en enfermedad complicada; los pacientes con exclusivamente enfermedad perianal no complicada no fueron
incluidos en la cohorte.

La totalidad de las muestras de suero fueron sometidas a ensayo mediante ELISA para anti-CBirl, anti-OmpC, anti-
12, IgA-AASC e IgG-AASC y mediante IFA para ANACp. Se aislo el ADN de 157 muestras de suero y éstas se
genotiparon para NOD2.

ll. PROCEDIMIENTOS DE VALIDACION

1. Objetivo del ensayo de anti-12

Se utiliz6 el ELISA de anti-12 para determinar el nivel de anticuerpos anti-I2 en el suero de los pacientes. Se utilizé el
ensayo de anti-12 conjuntamente con los deméas marcadores para el pronéstico de la enfermedad de Crohn.

2. Formato del ensayo de anti-12

El ensayo anti-12 utiliza una placa de ELISA de formato estandar de tipo sandwich de 96 pocillos. Se capturé sobre

la placa una proteina con etiqueta de GST replegado que consistia de 100 aminoacidos de la secuencia de 12

utilizando un anticuerpo monoclonal anti-GST que recubria la superficie de los pocillos. Las muestras de suero del
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paciente se diluyeron 1:100 y/o 1:200 para llevar la concentracion del anticuerpo al intervalo de la curva estandar.
Tras la incubacién de las muestras de suero en los pocillos, se llevé a cabo la deteccion de los anticuerpos anti-12
utilizando reactivo de anti-lgA humana conjugado con enzima fosfatasa alcalina. La reaccién se revel6 utilizando una
solucién de sustrato quimioluminiscente.

El Ejemplo 19 describe la purificcién del antigeno GST-I12. El Ejemplo 20 describe el procedimiento de ensayo de
ELISA de anti-12.

3. Requisitos de los especimenes

Se extrajo sangre completa del paciente en tubos separadores de suero (TSS). Los tubos se enviaron dentro de los
primeros 7 dias a Prometheus Laboratories, bajo condiciones de temperatura ambiente o utilizando Cold-pack. Antes
de enviar los tubos se almacenaron bajo condiciones de refrigeracion.

4. Rendimiento del ensayo de validacion

Se llevd a cabo una serie de ensayos ELISA de anti-12 siguiendo el protocolo de validaciéon descrito en el Ejemplo
21. El rendimiento del ensayo fue evaluado por tres analistas que llevaron a cabo el ensayo en cinco dias diferentes
(15 ensayos en total). La validacion se llevo a cabo utilizando tres lotes de preparaciones de antigeno. El estudio
distinguio entre los efectos de operador y de lote. Cada uno de los tres operadores utilizd un lote diferente por lo
menos una vez durante la validacion de cinco dias.

Los resultados del presente estudio permitieron evaluar las caracteristicas de rendimiento del ELISA de anti-12 para
(i) el rendimiento de la curva de estandares, (ii) la concentracién minima detectable (CMD), (iii) el intervalo de
referencia, (iv) precisidon/exactitud, (v) linealidad de dilucién, (vi) estudios de estabilidad e (vii) interferencia.

4.1 Curvas de estandares

La curva de estandares se obtuvo a partir de siete calibradores asignados a 100 unidades de ELISA (UE), 53,3 UE,
40 UE, 20 UE, 10 UE, 2,5 UE, 0,625 UE y un estandar cero. Se utilizd el software SoftMax para ajustar una curva de
4 parametros a los estandares. Se generaron las curvas de estandares por duplicado en una serie de 15 ensayos.
Se muestran los resultados en la Tabla 29:

Tabla 29: Curva de estandares
100 UE | 53,3UE | 40UE | 20UE | 10UE | 2,5 UE | 0,625 UE
Estandar Est. 7 Est. 6 Est. 5 Est. 4 Est. 3 Est. 2 Est. 1
CV medio (%) | 4,93% 3,75% 2,59% | 2,95% | 3,25% | 7,80% 23,13%
SD 0,04 0,02 0,02 0,03 0,03 0,09 0,28

El valor de R® medio para el ajuste de curva de 4 parametros (n=15) era de 0,999. Basandose en los criterios de
aceptacion de CV<10%, el intervalo informable se fija entre el estandar 2 (2,5 UE) y el estandar 7 (100 UE) con un
intervalo de CV de entre 2,59% y 7,8%. El estandar 1 (0,625 UE) no se utilizara como valor informable inferior debido
al CV de 23,13%.

4.2. Limites de deteccién y cuantificacion
Se determiné la concentracion minima detectable (CMD) utilizando un total de 20 réplicas de los estandares cero
(blanco) en cada uno de los 15 ensayos. Se calculé la absorbancia media mas dos desviaciones estandares (+2SD)
para cada ensayo y se convirtid en las concentraciones apropiadas utilizando la ecuacion de la curva logistica de 4
parametros generada para cada ensayo.

Tabla 30: Limites de deteccién minimos

CMD
n=12*
media 0,57 UE
SD 0,59 UE
Min. 0,00 UE
Max. 1,68 UE
Media + 2SD 1,75 UE
*Se excluyeron tres ensayos del calculo de la CMD

Conclusién: La sensibilidad analitica del ensayo, definida como la CMD, era de 1,75 UE.

4.3 Intervalo de referencia
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Se determiné el intervalo de referencia utilizando 40 controles sanos. Las muestras se diluyeron 1/100 para el
ensayo. Los resultados muestran la concentracion ajustada. Los intervalos de confianza de noventa y cinco por
ciento (media +/- 1,96 desviaciones estandares) se definen como el intervalo normal.

Tabla 31: Intervalo de referencia

n=40
Conc. media 185,04 UE
SD 93,25 UE

Media+1,96xSD 367,80 UE
Media-1,96xSD 2,27 UE

Conclusién: Las muestras con valores superiores a 367,80 UE se consideran positivas para anti-12.
4.4 Precisién/Exactitud

Se determind la precision intraensayo (precision dentro del ensayo) utilizando 16 réplicas de tres controles diferentes
(Alto, Medio y Bajo preparados a partir de una agrupacion de sueros humanos) en una Unica placa analizada por
tres analistas en cada uno de los ensayos. Las muestras se diluyeron 1/10 para el ensayo. Los resultados muestran
la concentracion ajustada. En la Tabla 32 se resumen la concentracién media de las réplicas, la desviacién estandar
y el CV (%) para cada control.

Tabla 32: Precision intraensayo

Media UE SD CV (%)

Analista 1 Bajo 71,68 4,34 6,1%
Medio 155,02 12,18 | 7,9%

Alto 510,56 38,78 | 7,6%

Analista 2 Bajo 62,71 4,95 7,9%
Medio 135,81 9,98 7,3%

Alto 471,59 37,44 | 7,9%

Analista 3 Bajo 58,22 9,05 15,5%
Medio 107,56 9,03 8,4%

Alto 311,94 2518 | 8,1%

Se determiné la reproducibilidad inter-ensayo (precision entre ensayos) sometiendo a ensayo tres controles
diferentes en quince placas diferentes. En la Tabla 33 se resumen la concentracion media de las réplicas, la
desviacion estandar y el CV (%) para cada control.

Tabla 33: Reproducibilidad inter-ensayo
Media UE SD CV (%)
BAJO 77,50 7,95 9,85%
MED. 147,82 11,98 6,73%
ALTO 500,12 49,81 | 9,18%

Conclusién: la precision dentro del ensayo (intraensayo) se encontraba comprendida entre 6,1% y 8,4% de CV, con
la excepcion de la muestra de control Bajo del analista 3, con un CV (%) de 15,5%. Globalmente la precision
intraensayo se encontraba dentro de los limites aceptables. La precision entre ensayos (reproducibilidad inter-
ensayo) se encontraba comprendida entre 6,73% y 9,85% CV y también se encontraba dentro de los limites
aceptables.

4.5 Linealidad de dilucion

Para que un ensayo sea cuantitativo, las muestras deben diluirse linealmente y en paralelo con la curva de
estandares. Se evalud la linealidad de dilucién utilizando cinco diluciones de dos veces en serie de los controles alto,
medio y bajo (Neat), partiendo de 1/2. Las muestras se diluyeron 1/10 para el ensayo. Los resultados muestran la
concentracion ajustada. Se determin el porcentaje de recuperacion. También se calculé la regresion lineal (R%) para
confirmar que la dilucion de la muestra se correlacionaba linealmente con las unidades de ELISA calculadas. Se
sometid a ensayo la linealidad de dilucion cinco veces para cada control y se representa a continuacion (Tabla 34).

Tabla 34: Linealidad de dilucién

Control alto
Media intraensayo (n=5)
UE UE % de
esperadas reales recuperacion
1;1 567,49 97%
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1.2 283,75 276,21
1:4 141,87 141,51 100%
1:8 70,94 66,01 93%
1:16 35,47 32,42 91%
1:32 17,73 18,81 106%
R°= 0,9994

Control medio
Media intraensayo (n=5)

UE % de
UE reales L,
esperadas recuperacion

1;1 158,47
1;2 79,23 74,86 94%
14 39,62 37,69 95%
1;8 19,81 18,79 95%
1;16 9,90 11,39 115%
1;32 4,95 6,50 131%
R®= 0,9994
Control bajo
Media intraensayo (n=5)

UE % de

UE reales L,
esperadas recuperacion

1;1 100,63
1;2 50,31 52,16 104%
1,4 25,16 30,10 120%
1;8 12,58 14,72 117%
1;16 6,29 7,81 124%
1;32 3,14 4,37 139%
R*= 0,9946

El porcentaje de recuperacion era aceptable. Los valores de UE reales para la dilucion mas alta del control medio y
las dos diluciones mas altas del control bajo eran inferiores a la concentracién minima detectable del ensayo no
deberian considerarse. Todas las muestras de control presentaban valores de R? de entre 0,993 y 0,999, y la
linealidad se considera aceptable.

4.6 Estudios de estabilidad

Tres analistas llevaron a cabo ensayos de estabilidad el mismo dia (3 placas). Se prepar6 cada ensayo de muestra y
se almaceno a -80°C. Los controles alto, medio y bajo se incubaron a temperatura ambiente o a 2-8°C durante 1, 2,
4 0 7 dias. Los controles tratados se sometieron a ensayo y se compararon con los controles no tratados (Tabla 35).
Los resultados se expresan como porcentaje (%) de recuperacion de la concentracidn calculada inicial.

Tabla 35: Estabilidad a temperatura ambiente (TA) y a 2-8°C de los controles de anti-12

% de recuperacion
Bajo Medio Alto
TAdia 1l 93% 86% 94%
TA dia 2 90% 88% 93%
TAdia4 92% 86% 87%
TA dia7 87% 96% 80%
4°Cdial 97% 107% 85%
4°C dia 2 94% 104% 110%
4°C dia 4 101% 97% 113%
4°Cdia7 103% 93% 88%

Conclusién: Basandose en el valor de % de recuperacion, los anticuerpos anti-12 son estables hasta un maximo de 7
dias a temperatura ambiente o a 2-8°C.
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Los controles alto, medio y bajo se sometieron a cinco ciclos de congelacion y descongelaciéon. Los controles
tratados se sometieron a ensayo y se compararon con los controles no tratados (Tabla 36). Los resultados se
expresan como porcentaje (%) de recuperacion de la concentracion calculada inicial.

Tabla 36: Estabilidad de congelacién y descongelacion (CD) de los controles de anti-12

% de recuperacion
Alto Intermedio Bajo
CD1 106% 88% 81%
CD2 94% 95% 102%
CD3 94% 90% 124%
CD4 96% 91% 93%
CD5 108% 106% 110%

Conclusién: Soélo un valor caia fuera de un intervalo de porcentaje de recuperacion de entre 80% y 120%: el control
bajo sometido a ensayo tras tres ciclos de congelaciéon-descongelaciéon (124%). El analisis posterior del control bajo
tras 4 y 5 ciclos de congelacion/descongelacién resulté en una recuperacion de 93% y 110%, respectivamente.
Basandose en los valores de % de recuperacion, las muestras de suero que contenian anticuerpos anti-I2 eran
estables durante 1 a 5 ciclos de congelacién/descongelacion.

Se sometieron alicuotas de antigeno GST-12 a uno, tres y cinco ciclos de congelacion-descongelacion y se
sometieron a ensayo y compararon con muestras que se habian mantenido congeladas. Las placas con controles de
GST-12 se sometieron a ensayo y se compararon con los GST-12 tratados (Tabla 37). Los resultados se expresan
como porcentaje (%) de recuperacion de los controles alto, medio y bajo de la concentracién calculada inicial.

Tabla 37: Estabilidad de congelacion y descongelacion (CD) del antigeno GST-12

% de recuperacion
CD1 CD3 CD5
89% 105% 101%
Bajo Medio Alto 107% 110% 116%
101% 97% 118%

Conclusién: el antigeno GST-I2 era estable durante un maximo de 5 ciclos de congelacion/descongelacion.

Se evalué la estabilidad de los estandares. Se dividié la solucion madre de estandares en dos alicuotas y se
almacenaron a 2-8°C durante 7 dias y durante 14 dias. Los estandares tratados se sometieron a ensayo y se
compararon con los estandares no tratados (Tabla 38). Los resultados se expresan como porcentaje (%) de

recuperacion de la concentracién calculada inicial.

Tabla 38: Estabilidad de los estandares a 2-8°C

% de recuperacion

Dia 7 Dia 14
Est. 7 93% 97%
Est. 6 79% 88%
Est. 5 110% 97%
Est. 4 99% 120%
Est. 3 95% 105%
Est. 2 98% 92%
Est. 1 85% 88%

Conclusién: Los estandares pueden almacenarse a 4°C durante 14 dias.
4.7 Interferencia

Para determinar si el factor reumatoide (FR) o el suero hemolizado interfiere en el ensayo, se sometieron a ensayo
controles alto, medio y bajo en presencia de suero positivo para FR (muestra obtenida de Aalto Scientific) o muestra
hemolizada. En primer lugar los resultados de linea base de cada uno de los compuestos analizados individualmente
como dilucién 1/10 en diluyente se muestran en la Tabla 39. El resultado de anti-12 con sangre hemolizada solo se
encuentra sobre el valor de control bajo. El suero positivo para FR solo mostraba una sefial positiva elevada. En
segundo lugar, se afiadié a los controles alto, medio y bajo un volumen igual de suero hemolizado o FR. Se
compararon las recuperaciones de anti-12 de los controles con adicién, con las recuperaciones de cada una de las
muestras de suero solo (Tabla 39). Los resultados mostrados en la Tabla 39 se expresan como porcentaje (%) de
recuperacion de la concentracion calculada inicial.
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Por ejemplo % de recuperacion= _Control alto con FR x 100
Control alto selo + FR solo

Tabla 39: Interferencia

Media UE %de
recuperacion
Alto 233,28
Med. 115,62
Bajo 76,21
Hemo 91,38
FR 572,39
Alto+Hemo 229,38 71%
Med+Hemo 145,06 70%
Bajo+Hemo 116,89 70%
Alto+FR 726,35 90%
Med+FR 619,55 90%
Bajo+FR 582,77 90%

Al someter a ensayo los controles alto, medio y bajo en presencia de suero hemolizado y suero positivo para FR,
sélo el suero hemolizado mostré una reduccion significativa del % de recuperacion.

Basandose en los resultados indicados en la presente memoria, tanto el suero hemolizado como el suero positivo
para FR interfieren con la deteccion exacta de anti-12. Para mitigar el efecto de dicha interferencia sobre el ensayo,
se rechazaran las muestras con sangre hemolizada visible. La mitigacion de la interferencia con FR no puede
conseguirse mediante el rechazo de muestras especificas. Sin embargo, la literatura médica sugiere que no existe
ninguna asociacién entre la enfermedad de Crohn y estados de enfermedad en los que el FR se expresa en el suero
(principalmente la artritis reumatoide). Por el contrario, puede esperarse que la frecuencia de artritis reumatoide en
los pacientes de EC sea similar a la observada en la poblacion general; la prevalencia mundial de AR se estima en
0,8% (Rindfleisch et al., Am. Fam. Physician 72:1037-1047, 2005). Ademas, s6lo aproximadamente 80% de los
pacientes de AR expresan FR. De esta manera, los presentes inventores estiman que sélo aproximadamente 0,64%
(0,008 x 0,8=0,0064) de las muestras recibidas resultara afectado por la interferencia por FR.

Se determinaron los efectos de diversas sustancias sobre el rendimiento del ensayo de anti-12. Se afiadieron a los
controles alto, medio y bajo, bilirrubina (400 pg/ml), colesterol (5 mg/ml), heparina (80 U/ml), EDTA (1,8 mg/ml) o
hemoglobina (5 mg/ml). Se calcul6 el porcentaje (%) de anti-12 recuperado en el control con adicién (Tabla 40). Los
resultados se expresan como porcentaje (%) de recuperacion de la concentracion calculada inicial.

Tabla 40: Interferencia con el ensayo de anti-I2 de diversas sustancias

Media UE %de
recuperacion

Alto 386,11

Med. 135,78

Bajo 67,05
Alto+Bil. 345,59 90%
Med+Bil. 127,38 94%
Bajo+Bil. 75,39 112%
Alto+Col. 344,65 89%
Med+Col. 121,51 89%
Bajo+Col. 95,37 142%
Alto+Hep. 372,03 96%
Med+Hep. 142,19 105%
Bajo+Hep. 86,99 130%
Alto+EDTA 469,69 122%
Med+EDTA 171,01 126%
Bajo+EDTA 75,44 113%
Alto+Hemog. 404,38 105%
Med+Hemog. 162,05 119%
Bajo+Hemog. 113,08 169%

Conclusién: la deteccion de anti-I2 se encuentra dentro de un intervalo aceptable, con la excepcion de los controles
bajos con adicién de colesterol, heparina y hemoglobina. Estas tres sustancias incrementaron el % de recuperacion
(142%, 130% y 169%, respectivamente) en el caso de que la cantidad de anti-12 en el suero fuese baja.
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IV. REPRODUCIBILIDAD DE LA PREPARACION DE ANTIGENO GST-I2

Se generaron tres preparaciones de antigenos utilizando el mismo protocolo y 3 lotes diferentes de tampones. Se
separaron dos (2) ug de cada preparacion purificada de antigeno en un gel desnaturalizante y se tifieron con azul
brillante de Coomassie, tal como se muestra en la figura 25. Para cada preparacion de antigeno 12, se detecté una
Unica banda consistente en el peso molecular predicho (37 kDa). También se observé una banda de mas peso, 70
kDa, que mostraba la presencia de dimero de antigeno en la preparacion.

Conclusién: el método para la preparacion de antigeno 12 es reproducible.
V. ANALISIS ESTADISTICO

El ensayo pronéstico de la enfermedad de Crohn de Prometheus predice la probabilidad de desarrollar un fenotipo
de enfermedad estenosante (fibroestenosante) o penetrante (fistulizante), colectivamente denominado fenotipo de
enfermedad complicada. En la practica, el ensayo pronoéstico de enfermedad de Crohn de Prometheus es un modelo
de regresion logistica; la variable dependiente es la probabilidad deseada de complicacion.

En las secciones siguientes se analizaron en primer lugar los biomarcadores de manera individual. A continuacion se
describe la puntuacion del compuesto (PSC o puntuacién de suma de cuartiles). A continuacién se presenta en
detalle el modelo de regresion logistica completo. Finalmente, el rendimiento del modelo de regresion logistica se
describe en la seccién siguiente, Validacion del algoritmo.

1. Biomarcadores individuales

Tal como se ha indicado anteriormente, hay nueve biomarcadores: cinco ELISA, una inmunofluorescencia indirecta y
tres PCR de genotipado. Para los biomarcadores de ELISA y de inmunofluorescencia, se sometieron a ensayo 619
muestras. Para los biomarcadores de genotipado, se sometié a ensayo un subgrupo de 159 muestras.

1.1 Marcadores de ELISA

Para cada uno de los cinco biomarcadores de ELISA (IgA-AASC, 1IgG-AASC, anti-CBirl, anti-OmpC y anti-12), la
puntuacién numérica de biomarcador (en unidades de ELISA estandarizadas) se convirti6 en una puntuacion de
cuartil. Concretamente, el cuarto inferior de puntuaciones numéricas se convirti6 en una puntuacién de "1", el
siguiente 25% de puntuaciones se convirtid en una puntuacion de "2", el tercer cuartil se convirtié en "3" y el cuartil
superior se convirtié en "4". La Tabla 41 muestra los valores de corte para los cuartiles de cada uno de los cinco
biomarcadores de ELISA:

Tabla 41: valores de corte de cuartiles

Cuartl1  Cuartil2  Cuartil3  Cuartil 4
IgA-AASC <62 | 62-180 | 18,1-50,9 | 60,0+
IgG-AASC <117 |11,7-293 | 29,4-71,9 | 72,0+
Anti-CBirl <17,0 |17,0-353 | 354-69,8 | 69,9+
Anti-OmpC <78 7,8-12,8 | 12,9-24,0 | 24,1+
Anti-I2 <206 | 206-330 | 331-488 | 489+

Las tablas siguientes muestran el nimero de pacientes con y sin complicaciones de enfermedad para cada
biomarcador, en las que los resultados de ELISA se estratificaron segun cuartil.

Tabla 42: Stratificacién segin Complicacién vs. No complicacion

IgA-AASC Q1 Q2 Q3 Q4
No complicacion 96 64 39 28
Complicacién 59 90 116 127
IgG-AASC Q1 Q2 Q3 Q4
No complicacién 83 70 41 33
Complicacién 72 84 114 122
Anti-CBirl Q1 Q2 Q3 Q4
No complicacién 79 62 46 40
Complicacion 76 92 109 115
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Anti-OmpC 01 Q2 Q3 Q4
No complicacién 87 64 48 28
Complicacion 68 90 107 127
Anti-12 Q1 Q2 Q3 Q4
No complicacién 79 61 41 46
Complicaciéon 76 93 114 109

La tabla a continuacion resume las tasas de complicaciones para cada biomarcador, estratificadas segun cuartil.

Tabla 43: Tasas de complicaciones
% Compl. Q1 Q2 Q3 Q4
IgA-AASC 38,1% 58,4% 748% 81,9%
IgG-AASC 46,5% 545% 73,5% 78,7%
Anti-CBirl 49,0% 59,7% 70,3% 74,2%
Anti-OmpC 43,9% 58,4% 69,0% 81,9%
Anti-12 49,0% 60,4% 735% 70,3%

La tabla siguiente muestra los valores de p calculados mediante la prueba de independencia Chi-cuadrado de
Pearson para cada una de las tablas de contingencia (recuentos) mostradas anteriormente, en las que la hipétesis
nula es que la incidencia de estos resultados es estadisticamente independiente. Todos los valores son altamente
significativos, lo que demuestra una asociaciéon entre cuadrantes de biomarcador y complicaciones. En otras
palabras, para todos los marcadores, aquellos en los cuartiles mas altos presentaban tasas de complicaciones mas
altas. (Los dos cuartiles superiores de anti-12 son la Gnica excepcion, aunque incluso ellos son aproximadamente
comparables).

Tabla 44: valores de p

valor de p
IgA-AASC < 0,001
IgG-AASC < 0,001
Anti-CBirl < 0,001
Anti-OmpC < 0,001
Anti-12 <0,001

1.2 Inmunofluorescencia indirecta

El biomarcador de inmunofluorescencia indirecta ANACp es una variable binaria y no cuantitativa, ya que adopta
valor positivo 0 negativo. Las tablas siguientes muestran los recuentos de complicaciones (Tabla 45) y las tasas de
complicaciones (Tabla 46), estratificadas segun el estado de ANACp.

Tabla 45: recuentos de complicaciones

ANACp Negativa  Positiva
No compl. 169 58
Complicacién 323 69

Tabla 46: Tasas de complicaciones
% Compl. Negativa  Positiva
ANACp | 65,7% 54,3%

Para la tabla de recuentos (de contingencia) de ANACp mostrada anteriormente, el valor de p calculado mediante la
prueba de Chi-cuadrado de Pearson es de 0,024 (estadisticamente significativo, p<0,05).

Debido a que los datos indican que el estado de positivo para ANACp se asocia a una tasa mas baja de
complicaciones, la puntuaciéon para ANACp se encuentra invertida, tal como se indica en la seccién de PSC.

1.3 Genotipado de NOD2

Los tres biomarcadores de genotipado eran todos polimorfismos de un solo nucleétido de NOD2: PSN8, PSN12 y
PSN13. La tabla a continuacién muestra los recuentos de genotipos de pacientes:

Tabla 47: genotipos de pacientes
PSN8 PSN12 PSN13 |
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Tipo salvaje homocigo6tico 141 146 138
Mutante heterocigético 18 13 17
Mutante homocigético 0 0 4

Las tablas siguientes muestran los recuentos de genotipos especificos estratificados segun condicién de
complicacion:

Tabla 48: PSN8

No compl.  Complicaciones
Tipo salvaje 44 97
Mutante 5 13

Tabla 49: PSN12
No compl.  Complicaciones

Tipo salvaje 44 102
Mutante 5 8

Tabla 50: PSN13
No compl.  Complicaciones

Tipo salvaje 48 90
Mutante 1 20

La tabla a continuacién muestras las tasas de complicaciones estratificadas segun genotipo:

Tabla 51: tasas de complicaciones segun genotipo
PSN8 PSN12 PSN13

Tipo salvaje 68,8% 69,9% 65,2%

Mut. 72,2% 61,5% 95,2%

La tabla a continuacién muestra los valores de p calculados mediante la prueba exacta de Fisher para cada una de
las tablas de contingencia (recuentos) mostradas anteriormente, en las que la hipétesis nula es que la incidencia de
estos resultados es estadisticamente independiente.

Tabla 52: valores de p

valor de p
PSN8 N.S.
PSN12 N.S.
PSN13 0,0044

Para mutaciones individuales, sélo PSN13 era estadisticamente significativo con p<0,05. (Se utiliz6 la prueba exacta
de Fisher y no la prueba Chi-cuadrado de Pearson debido a la presencia de células con recuentos<5; los valores de
p para las pruebas de Chi-cuadrado eran similares).

El modelo también incorpora dobles mutaciones, que pueden ser dobles mutaciones homocigéticos en un Gnico
PSN, o multiples mutaciones heterocigoéticas en tres PSN. Existe amplia evidencia (Lesage et al., Am. J. Hum.
Genet. 70:845-857, 2002; Abreu et al., Gastroenterology 123:679-688, 2002; Annese et al., Am. J. Gastroenterol.
100:84-92, 2005) que demuestra que los genotipos con multiples mutaciones presentan un riesgo significativamente
elevado. Los datos presentados en la presente memoria consistian de 9 muestras que presentaban dos mutaciones
de NOD2 (cuatro con dobles mutaciones PSN13, cinco con dos mutaciones entre PSN8, PSN12 y PSN13). Las
nueve muestras (100%) presentaba un fenotipo de complicacion. Aunque este tamafio de muestra es excesivamente
pequefio para demostrar significancia estadistica, es consistente con la literatura, que indica fuertemente que los
genotipos con multiples mutaciones presentan un riesgo significativamente elevado.

2. Puntuaciones de compuesto: puntuaciones de suma de cuartiles
La puntuacion de suma de cuartiles (PSC) es una suma de seis puntuaciones individuales de cuartiles. Debido a que
cada puntuacion individual de cuartil puede encontrarse comprendida entre 1 y 4, el total puede estar comprendido

entre 6 y 24. Los seis biomarcadores que proporcionan las puntuaciones de cuartiles son: IgA-AASC, IgG-AASC,
anti-CBirl, anti-OmpC, anti-I12 y ANACp.
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El biomarcador ANACp puede ser positivo 0 negativo; debido a que la condicion de positivo es protectora, la
puntuacién de cuartil para ANACp es un caso especial, en el que una condicion de positivo se puntda como "1"y
una condicién de negativo se puntia como "4". Este sistema de puntuacién proporciona consistencia con los otros
cinco marcadores, que también se encuentran comprendidos entre 1y 4.

La figura 26 muestra la distribucion de los valores de PSC para las 619 muestras. Se muestra la puntuacién de PSC
en el eje X y el nUmero de pacientes se muestra en el eje Y. La figura 27 muestra la distribucion de los valores de
PSC para las muestras con fenotipos no complicados. La figura 28 muestra la distribucion de los valores de PSC
para las muestras con fenotipos complicados.

3. Modelo completo de regresion logistica
3.1 Duracién de la observacion

Debido a que el presente estudio utiliza un disefio transversal, la totalidad de las 619 muestras presenta duraciones
variables de la enfermedad, definida como el intervalo de tiempo entre el diagnéstico y la extraccién de sangre. La
figura 29 muestra la distribucion de las duraciones en todas las muestras. Se muestra el tiempo en afos en el eje X
y el nUmero de pacientes se muestra en el eje Y. La figura 30 muestra las duraciones para muestras con un fenotipo
de complicacion. La figura 31 muestra las duraciones para muestras con un fenotipo de no complicacion.

Intuitivamente una duracién mayor de la observacion implica una probabilidad mas alta de observar un fenotipo de
complicacion. Al construir un modelo de regresion logistica, resulta evidente que la duracién de la observacion debe
incorporarse como covariable. A continuacién, puede utilizarse el modelo resultante para realizar predicciones en
todo el abanico de duraciones, generando de esta manera un conjunto de probabilidades durante el tiempo.

3.2 Covariables de genotipo - modelos séricos y serogenéticos

La incorporacién de informacion de genotipos en el modelo de regresion logistica se ve complicada por el hecho de
gue la condicién de PSN solo se encuentra disponible para 159 muestras, y no para la cohorte completa de 619
muestras. Se generaron dos modelos de regresion: un modelo "sélo sérico" que se construyé con la totalidad de las
619 muestras, pero que no incorpora el genotipo como covariable, y un modelo "serogenético” que se construyd con
un subgrupo de 159 muestras y que no incluye los genotipos como covariable. Para muestras con mutaciones, se
proporciona la probabilidad del modelo "s6lo sérico”, mientras que para muestras con mutaciones, se proporciona la
probabilidad del modelo "serogenético”.

3.3 Regresion logistica sérica

En el modelo de regresion logistica sérico, las covariables son PSC y duracion de la enfermedad. La figura siguiente
muestra los pardmetros, conjuntamente con sus errores estandares y valores de p.

Coeficientes:

Estimacidn Error est. valor z Pri»|z|}
{Corte eje) -3.5&703 0. 42806 =8.333 <« 2a=1F **+*
duracidn 0. 06038 0.01043 S5.788 7.13e-09 www
EsC 0.21833 0. 026389 8.142 3.Bhe-1g **~*

Codigos signif.:0 **+** 0001 *=v* 0,01 *** 0,05 " 0.1 ** 1
Tanto la duracion como PSC eran altamente significativas (p<0,001).

Mediante la utilizaciéon de este modelo la figura 32 muestra las probabilidades (en el eje Y) predichas por el modelo
para un abanico de valores de PSC y duracion (en el eje X).

3.4 Regresion logistica serogenética
En el modelo de regresion logistica serogenético, las covariables son PSC, duracion y mutaciones PSN13. La

covariable mut. 13 es una variable categérica que es positiva en el caso de que se encuentre presente la mutacion
PSN13. La figura siguiente muestra los parametros, conjuntamente con sus errores estandares y valores de p.
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Coeficientes:

Estimacidén Error est.valor z Frix|zl}
{Corte eje) -3.10037 0.859270 -3.,473 0.0QQ0515 ***
duracidn 0.03465 Q.02360 1.468 0.142101
PSC 0.21200 0.05643 J.UST 0.000172 www
mat. 13 2.04744 1.06346 1.925 0.0541%86 .

Codigos sign.: 0 ‘**%* 0,001 *w++* 0,01 '** 0.0 .7 0.1 * " 1

Ademas, la presencia de dos mutaciones (cross PSN8, 12 y 13, incluyendo tanto las heterocigdticas como las
homaocigéticas) se tratd como un caso especial con un riesgo fijo altamente elevado (99%).

Mediante la utilizaciéon de este modelo de mutacién (para muestras con mutaciones PSN13), la figura 33 muestra las
probabilidades predichas por el modelo para un abanico de valores de PSC y duracion.

3.5 Escala de riesgo estandarizada

La escala de PSC va de 6 a 24, y no un mas convencional 1 a 10. Ademas, la interpretacion de una puntuacion de
PSC dada es diferente para pacientes con y sin mutaciones PSN13. Se construy6 una Unica escala comuan de riesgo
con valores entre 1y 10.

La tabla a continuacion muestra como se llevo a cabo lo anterior. La probabilidad de un fenotipo de complicacion
dentro de los diez afios de duracién se toma como referencia. El nimero de la escala estandarizada es simplemente
el primer digito (el situado mas a la izquierda) de la probabilidad. La escala resultante presenta valores del modelo
sérico comprendidos entre 1 y 9 y valores serogenéticos comprendidos entre 6 y 10. (La puntuacién de 10 se
reserva para las dobles mutaciones, no mostrada).

Tabla 53: Escala de riesgo estandarizada

Escala estandarizada PSC de regresion sérica Prob. afio 10 PSC, . Prob. mut. afio 10
serogenético
1 QSS 6 16%
1 QSs7 19%
2 QSS 8 23%
2 QSS9 27%
3 QSS 10 32%
3 QSS 11 36%
4 QSss 12 42%
4 QSs 13 47%
5 QSs 14 53%
5 QSS 15 58%
6 QSS 16 63% QSS 6 64%
6 QSS 17 68% QSS 7 69%
7 QSS 18 73% QSS 8 73%
7 QSS 19 7% QSS9 7%
8 QSS 20 80% QSS 10 80%
8 Qss 21 84% QSs 11 84%
8 QSSs 22 86% QSS 12 86%
8 Qss 23 89% QSs 13 89%
9 QSS 24 91% QSs 14 91%
9 QSS 15 92%
9 QSS 16 94%
9 QSS 17 95%
9 QSS 18 96%
9 QSS 19 97%
9 QSS 20 97%
Tabla 53 (continuacién)

9 QSS 21 98%

9 QSS 22 98%

9 QSs 23 98%

9 QSS 24 99%

VI. VALIDACION DE ALGORITMOS
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1. Disefio de validacién cruzada

Con el fin de validar el modelo, se utilizé un procedimiento de validacién cruzada dejando uno fuera para generar
estimaciones no sesgadas de rendimiento y evitar el sobreajuste. En este bien conocido disefio de validacion, se
evalud indirectamente el rendimiento del modelo final de regresion logistica mediante la generacion de 619
submodelos. Para cada una de las 619 muestras se generd un modelo separado utilizando los otros 618 muestras
como conjunto de entrenamiento y evaluando después la muestra "excluida” en el submodelo generado.

Para cada uno de los 619 submodelos generados de esta manera se utilizé6 exactamente el mismo procedimiento
para generar el modelo que para generar el modelo final. De esta manera, para cada iteracion, se genero tanto el
modelo de tipo salvaje como el de mutacion, etc. Es computacionalmente caro pero garantiza que la muestra que se
utiliza para validar no se observa nunca al entrenar los modelos.

2. Evaluacion de las probabilidades vs. los resultados

La tabla siguiente compara las probabilidades (predicciones) con los resultados (tasas reales de fenotipos de
complicacion).

Tabla 54: Probabilidades y resultados

Categoria (prediccién)  Puntuacién  Recuento Prediccién media Tasa de complicaciones
10-20% 1 13 16% 31%
20-30% 2 49 25% 16%
30-40% 3 54 35% 39%
40-50% 4 64 45% 44%
50-60% 5 74 55% 45%
60-70% 6 83 65% 67%
70-80% 7 85 76% 84%
80-90% 8 112 85% 85%
90-99% 9 76 95% 88%
> 99% 10 9 99% 100%

La correlacién entre las predicciones medias y las tasas observadas de complicaciones (las dos columnas de la
derecha) es de 0,964.

Observar que el punto mas bajo (10-20%) se basa en significativamente menos muestras (n=13), lo que podria
haber conducido a un intervalo de confianza mas amplio para ese resultado.

La figura 34 muestra la correspondencia entre complicaciones predichas (en el eye Y) y complicaciones reales (en el
eje X).

3. Evaluacién de la exactitud de las predicciones binarias

Aunque el presente ensayo proporciona una probabilidad como un resultado, también resulta posible convertir las
probabilidades en predicciones binarias (complicacion vs. no complicaciéon). Lo anterior permite evaluar el
rendimiento del ensayo en términos mas tipicamente asociados a ensayos diagndsticos que pronésticos, tales como
la exactitud, las curvas caracteristicas de operador-receptor (COR), la sensibilidad y la especificidad.

La curva COR mostrada en la figura 35 se generé utilizando las probabilidades informadas mediante los calculos de
validacién cruzada. llustra las combinaciones de sensibilidad y especificidad que resultan posibles. EI ABC (area
bajo la curva) era de 0,787, con un intervalo de confianza al 95% de (0,749-0,824).

El punto operativo optimo es un valor de corte de 0,58; en este punto la exactitud es de 75% (465/619), la
sensibilidad es de 79% (309/392) y la especificidad es de 69% (156/227). En el caso de que el objetivo sea una
sensibilidad y especificidad equilibradas, y no la maxima exactitud, puede seleccionarse un punto operativo de
0,615, resultando en una exactitud de 73% (451/619), una sensibilidad de 73% (286/392) y una especificidad de
73% (165/227). Observar que dichos puntos de corte se seleccionan de una manera no ciega, después de realizar
las predicciones: es el equivalente a seleccionar un punto en la curva COR. La figura 36 muestra la curva COR con
lineas dibujadas a un 73% de sensibilidad y especificidad.

VIl. CONCLUSIONES
El ensayo pronéstico de enfermedad de Crohn de Prometheus ha sido disefiado para asistir al médico en el control

clinico de la enfermedad de Crohn proporcionando informacién pronéstica valiosa relacionada con los fenotipos de
enfermedad estenosante y penetrante.
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El ensayo se construy6 y validé en un estudio robusto que incorporaba 619 muestras de diversos pacientes de EC.
Ademas, el ensayo se disefio cuidadosamente utilizando un enfoque estadistico robusto basado en el modelado de
regresion logistica para maximizar tanto la facilidad de interpretacion como el potencial beneficio clinico para los
pacientes de enfermedad de Crohn.

Ejemplo 17. Una nueva herramienta pronéstica que combina marcadores genéticos y séricos para predecir el
comportamiento de la enfermedad de Crohn complicada.

El presente ejemplo ilustra aspectos adicionales relacionados con el desarrollo y validacién del ensayo pronéstico de
la enfermedad de Crohn descrito en el Ejemplo 16.

RESUMEN

Antecedentes: existe evidencia de que el tratamiento precoz con una terapia biolégica puede alterar la progresion de
la enfermedad y dar lugar a menos complicaciones. Sin embargo, estos medicamentos son caros y se asocian a
riesgos médicos. De esta manera, resulta valioso conocer qué pacientes progresaran a enfermedad complicada y se
beneficiarian de dicho tratamiento. Los estudios previos sugieren que los biomarcadores pueden predecir la
gravedad o agresividad de la enfermedad en pacientes con enfermedad de Crohn (EC). El presente estudio
transversal presenta como objetivo identificar un conjunto de biomarcadores que prevean el riesgo incrementado de
un curso de enfermedad mas agresivo.

Métodos: se analiz6 sangre procedente de 619 pacientes bien caracterizados con EC (seguimiento medio: 13 afios)
para seis biomarcadores séricos (IgA-AASC, IgG-AASC, anti-CBirl, anti-OmpC, anti-I2 y ANACp). En un
subconjunto de pacientes (n=159), se llevaron a cabo analisis genéticos para tres variantes de NOD2 (PSN8, PSN12
y PSN13). Las complicaciones evaluadas fueron la presencia de enfermedad estenosante interna o penetrante
interna. Se evaluaron los biomarcadores individualmente y colectivamente; esta Ultima evaluacion incluy6
puntuaciones de suma de cuartiles y analisis de regresion logistica multivariante. Se construyé un modelo de
regresion logistica con submodelos séricos y serogenéticos y se evalué mediante validacion cruzada.

Resultados: para cada marcador, se estratificaron las tasas de complicacion segun cuartil. Todos los marcadores
presentaban diferencias significativas entre cuartiles (prueba exacta de Fisher, p<0,003). Los pacientes con
mutaciones NOD2-PSN13 heterocigdticas presentaron tasas de complicacién incrementadas (p=0,004). Para el
modelo prondéstico de regresion logistica, las predicciones medias agrupadas segun categoria se correlacionaron
con las tasas de complicacion observadas (R=0,964). El analisis de la curva caracteristica de operador-receptor
(COR) de las predicciones demostré una clara utilidad diagnostica (ABC=0,787; IC al 95%: 0,749-0,824).

Conclusiones: la combinacion de marcadores séricos y genéticos se asocia a complicaciones de enfermedad,
proporcionando al médico una herramiento para optimizar las decisiones de tratamiento.

INTRODUCCION

La enfermedad intestinal inflamatoria (Ell) es un trastorno inflamatorio crénico del tracto digestivo que consiste de
colitis ulcerosa (CU) y enfermedad de Crohn (EC), que conjuntamente afectan a aproximadamente 1,4 millones de
pacientes en los Estados Unidos'. Actualmente no existe cura para la EC; de esta manera, el objetivo principal del
tratamiento es suprimir la respuesta inflamatoria y conseguir la rem|S|on clinica e histolégica. Aproximadamente el
50% de los pamentes con EC experimentara un curso clinico benigno®. Los pacientes restantes se enfrentaran a una
enfermedad croénica, intermitente y progresiva que conduce al desarrollo de complicaciones tales como la
enfermedad estenosante interna y penetrante interna, que se asocian a morbilidad y mortalidad S|gn|f|cat|vas . Se
ha demostrado que la necesidad de corticoesteroides es un marcador de progresién de la EC; una vez se utlllzan los
corticoesteroides, la mayoria de los pacientes experimenta una aceleracién del curso de la enfermedad, recibiendo
aproximadamente 35% de los pacientes cirugia del intestino delgado dentro del afio®. Ademas, 25% a 33% de los
pacientes con enfermedad sin complicaciones se ha informado de que pasan a enfermedad estenosante interna o
penetrante interna tras 5 afios, sugiriendo que la mayoria de pacientes pasaran de enfermedad sin complicaciones a
enfermedad complicada si se les realiza un seguimiento durante tiempo suficiente”.

Un corpus creciente de pruebas sugiere que con la terapia apropiada puede minimizarse la progresion a
complicaciones de la enfermedad®. D'Haens y colegas han demostrado recientemente que los pacientes recién
diagnosticados tratados precozmente con un régimen agresivo de agentes biol6gicos e inmunomoduladores
presentaron tasas S|gn|f|cat|vamente superiores de remision que los pacientes tratados con un enfoque de control
convencional de corticoesteroides®. Este régimen de tratamiento utilizé infliximab, un anticuerpo anti-factor a de
necrosis tumoral (FNTa) y azatioprina, un agente inmunomodulador que funciona parcialmente mediante el bloqueo
de la sintesis del ADN, y de esta manera de la proliferacion de los linfocitos, y también mediante induccion de la
apoptosis de las células mononucleares. Ademas, el mismo grupo demostré en un estudio clinico prospectivo en
paC|entes con EC de estadio temprano que el tratamiento de combinacion también resultaba en la cicatrizacion
mucosal’. Conjuntamente estos datos proporcionan evidencia de que la terapia precoz y agresiva (el enfoque "top
down") podria beneficiar a los pacientes de EC. Sin embargo, dichas medicaciones son caras y se asocian a
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sucesos adversos raros aunque graves y en ocasmnes fatales, incluyendo el riesgo de infecciones tales como la
tuberculosis y el linfoma de células T hepatoesplenlco Por lo tanto, con el fin de maximizar el equilibrio riesgo-
beneficio inherente a la utilizacion de este enfoque, resultaria muy ventajoso para el médico poder identificar, en el
momento del diagnéstico, aquellos pacientes adecuados para el tratamiento agresivo precoz.

Existen pruebas claras que sugieren que la respuesta inmunoldgica a los antlgenos de microorganismos intestinales
es indicativa de progresion de la enfermedad y de la necesidad de C|rug|a El riesgo de desarrollar complicaciones
en la EC y/o la necesidad de cirugia del intestino delgado se asocia a una respuesta autoinmunolégica frente a
antigenos microbianos especificos tales como 12, OmpC, CBirl y AASC®*. Muchos de estos marcadores séricos ya
se utilizan en la practica clinica como herramienta diagndstica para d|ferenC|ar entre la EC y la CU, pero su valor de
prediccion de la gravedad de la enfermedad s6lo se ha puesto de manifiesto en los Gltimos afios”. Multiples estudios
han demostrado que tanto la presencia como el nivel de los marcadores |nd|V|duaIeszy de combinaciones de
marcadores se correlacionan con fenotipos especificos y con la presencia de C|rug|a89111 En un reciente estudio
pediatrico prospectivo, se ha demostrado que la magnitud de la respuesta |nmunolog|ca contra antlgenos
microbianos se correlacionaba estrechamente con los fenotipos de EC agresivos y progresion de la enfermedad*®
Estas observaciones sugieren que las respuestas a los antigenos microbianos se encuentran estrechamente
asociados a caracteristicas de la enfermedad clinica y pueden utilizarse para predecir los fenotipos de la
enfermedad y la progresion a enfermedad complicada.

También se ha demostrado que la genética desempefia un papel importante en la determinacién del fenotipo de
enfermedad en la EC. Aunque hasta el momento se han identificado varios loci de susceptibilidad a la EC, el gen de
inmunidad innata NOD2 (por el inglés "Nucleotide Oligomeric Domain 2", o dominio ollgomerlco de nucleétidos 2)
aparentemente presenta la mayor influencia sobre el fenotipo de enfermedad**. NOD2 es una proteina
citoplasmatica que se une al dipéptido muramilo (DPM), un componente conservado del peptidoglicano observado
cominmente en las bacterias Gram’y Gram®. NOD2 es responsable de la activacién de diversas rutas inflamatorias
y se expresa restrictivamente en macroéfagos, células dendriticas y células de Paneth presentes en la cripta de la
mucosa del intestino delgado . Aunque se han caracterizado por lo menos 27 variantes de NOD2, tres
polimorfismos de un solo nucleétido (PSN) mayores: PSN8, PSN19 y PSN13 se asocian al desarrollo de enfermedad
complicada'**°.

Aunque se ha demostrado independientemente que marcadores séricos y variantes de NOD2 predicen la gravedad
de la enfermedad, algunos estudios prevenios no han determinado si un enfoque combinatorial al analisis de estos
marcadores podra predecir el curso de la enfermedad clinica. El objetivo del presente estudio es integrar los
marcadores séricos y genéticos clave que es conocido que estan asociados a un fenotipo de EC complicada y
desarrollar un algoritmo para la utilizacién clinica en la prediccion del comportamiento de enfermedad complicada en
pacientes con EC.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio: la cohorte inicial consistia de 770 muestras. Se excluyd un conjunto de 151 muestras debido a
la inadecuada documentacion clinica, resultando en una cohorte final de 619 muestras de pacientes de EC (51%
mujeres y 49% hombres). Las muestras de los pacientes se obtuvieron de (1) Cedars Sinai Medical Center, Los
Angeles (n=298), (2) Hospital Mt. Sinai, Toronto, Canada (n=237), y (3) un estudio multicéntrico de Prometheus
(n=84). Ademas, se recogieron 159 muestras de ADN de los pacientes en la poblacion del Hospital Mt. Sinai para el
genotipado de NOD2. Se aprobaron protocolos de estudio para cada sitio.

Los pacientes fueron diagnosticados de EC basandose en una combinacién de criterios que incluyeron sintomas
clinicos, endoscopia, histopatologia, capsula videografica y/o estudios radiograficos. Se utilizé dicha cohorte debido
a que se disponia de informacidon médica extensiva para estos pacientes, incluyendo la fecha de diagndstico, el
numero y tipo de cirugias relacionadas con la EC, localizacién de la enfermedad y fenotipo de la enfermedad. Los
pacientes fueron clasificados como de enfermedad no penetrante/no estenosante (enfermedad no complicada) o
enfermedad estenosante interna o penetrante interna (enfermedad complicada), por personal médico en origen
basado en el historial médico, o por personal médico de Prometheus basandose en datos de procedimientos
quirdrgicos realizados para tratar complicaciones especificas (Tabla 55). Los pacientes con enfermedad penetrante
perianal se clasificaron como de enfermedad complicada. Los pacientes diagnosticados exclusivamente de
enfermedad perianal no complicada no fueron incluidos en la cohorte.

Tabla 55. Caracteristicas clinicas de la cohorte de enfermedad de Crohn

Caracteristicas clinicas n=619

Sexo 51% mujeres

Edad media en el momento del diagnéstico 26 afos (intervalo de 0 a 68)
Edad media en el momento de la extraccion de sangre 38 afios (intervalo de 10 a 91)
Duracion media de la enfermedad 13 afios (intervalo de 1 a 59)
Comportamiento de la enfermedad

Enfermedad complicada* 390 (63%)
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Estenosante 180 (29%)
Penetrante 210 (34%)
Enfermedad no complicada (inflamatoria) 229 (37%)
Cirugia 223 (36%)
Localizacion de la enfermedad

fleo 149 (24%)
Colon 118 (19%)
fleo y colon 285 (46%)
Tramo gastrointestinal alto 62 (10%)

*Fenotipos estenosante o penetrante definido como enfermedad de Crohn complicada.

Genotipado de NOD2: el genotipado de NOD?2 consistié del ensayo de tres PSN: PSN8 es un 2104C-T en el exén 4
que resulta en una sustitucion R702W (rs2066845); PSN12 es un 2722 G-C en el ex6n 8 que resulta en una
sustitucion G908R (rs2066844) y PSN13 es una insercion de C en el exdén 11 (3020InsC) que resulta en un
desplazamiento de marco (1007fs) (rs5743293). Brevemente, el genotipado de NOD2 consistid6 de un método de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de discriminacién alélica que incluy6é dos secuencias oligonucleétidas
especificas y dos sondas TagMan para cada ensayo (Applied Biosystems, Foster City, CA). Los ensayos de
genotipado se llevaron a cabo en un sistema de PCR en tiempo ABI 7000 (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Deteccion de anti-12: un ensayo de inmunosorcion ligada a enzima (ELISA) de anti-12 fue desarrollado originalmente
por Sutton y colegas y modificado en Prometheus Laboratories para detectar concentraciones de anti-12 en la
sangrem. Brevemente, el ensayo de anti-12 utilizé una placa estandar de formato ELISA de tipo sandwich de 96
pocillos. Se captur6 sobre la placa una proteina con etiqueta de GST replegada que consistia de 100 aminoacidos
de la secuencia de 12 utilizando un anticuerpo monoclonal anti-GST que recubria la superficie de los pocillos
(Genscript, Piscataway, NJ). Las muestras de suero humano del paciente se diluyeron 1:100 para llevar la
concentracion del anticuerpo a un valor dentro del intervalo de la curva de estandares. Tras la incubacion de las
muestras de suero en los pocillos, se llevé a cabo la deteccion de los anticuerpos anti-12 utilizando reactivo de anti-
IgA humana conjugado con enzima fosfatasa alcalina (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove,
PA). Las reacciones se revelaron utilizando una solucion de sustrato quimioluminiscente (Applied Biosystems, Foster
City, CA) y se expresaron en unidades de ELISA respecto a estandares preparados a partir de una agrupacion de
sueros de pacientes reactivos.

Otros andlisis séricos: se midieron mediante ELISA las concentraciones séricas de los anticuerpos anti-Chirl, anti-
OmpC, IgA-AASC e IgG-AASC. El ensayo para ANACp (anticuerpos anticitoplasma de neutréfilos de tincion
protoplasmica) se llevé a cabo mediante tincion inmunofluorescente de los neutréfilos, con el objetivo de visualizar la
localizacién perinuclear y un patrén de tinciéon alterado que se asocia al tratamiento con desoxirribonucleasa
(ADNasa). Todos los ensayos se llevaron a cabo en Prometheus Laboratories utilizando un ensayo comercial (IBD-
S7, Prometheus Laboratories, San Diego, CA). Para el ELISA, las mediciones se expresaron en unidades de ELISA,
respecto a estandares preparados a partir de una agrupacion de sueros reactivos de pacientes. El ELISA de
anticuerpos anti-Saccharomyces cerevisiae (ANAC) se basé en un método disefiado por Sendid y colaboradores®’.
Se utilizaron dos ELISA de AASC (AASC-A y AASC-G) para medir los anticuerpos IgA e IgG, respectivamente. Se
disefi6 un procedimiento de ELISA anti-CBirl para medir los anticuerpos IgG contra un antigeno flagelina bacteriano,
mientras que se disefié un procedimiento de ELISA anti-OmpC para medir anticuerpos IgA contra el antigeno porina
de membrana externa (OmpC), purificada a partir de la bacteria entérica Escherichia coli. Se llevé a cabo el ensayo
para ANACp utilizando inmunofluorescencia indirecta sobre leucocitos polimorfonucleares (LPMN) que no se habian
tratado o que se habian digerido con ADNasa. Los LPMN tratados y no tratados se fijaron a portaobjetos de vidrio y
se afiadio suero diluido de paciente. Tras la incubacioén y el lavado, se afiadié a los portaobjetos anticuerpo de cabra
anti-lgG humana fluoresceinado. Se utilizé6 la microscopia epifluorescente para confirmar el patron de tinién
perinuclear caracteristico de las células no tratadas. En el caso de que se presentase el patron perinuclear, se
evalué la reactividad de las células digeridas con ADNasa.

Métodos estadisticos: los resultados de ensayo de los marcadores séricos se convirtieron a una variable categérica
(cuartiles). Se evalué la independencia de las dos variables categoéricas, cuartil y condicién de complicacion,
utilizando la prueba Chi-cuadrado de Pearson. Sin embargo, debido a que los resultados variables de ANACp y
genéticos ya eran binarios, no resulté necesaria ninguna transformacién y se aplicé de manera similar la prueba Chi-
cuadrado de Pearson.

Con el fin de evaluar la respuesta de los seis marcadores séricos combinados, se aplicé la técnica de puntuacion de
suma de cuartiles (PSC). De esta manera, la puntuaciéon minima de 6 representa un paciente con cada marcador
sérico en el cuartil mas bajo y una puntuacion maxima de 24 representa cada marcador en el cuartii mas alto.
Debido a que los resultados de ANACp eran de naturaleza dicotémica y estaban correlacionados negativamente con
complicacién de la enfermedad, los pacientes con ANACp positiva fueron asignados una puntuacion de 1 y aquellos
con una puntuacion negativa fueron asignados una puntuacion de 4.
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Se construyeron dos modelos de regresion logistica, ambos con funciones de enlace logit. El modelo sérico se
obtuvo utilizando datos séricos y PSC incorporada y duracién de la enfermedad a modo de factores predictivos. De
manera similar, se obtuvo el modelo serogenético utilizando un subconjunto de pacientes con datos tanto séricos
como de NOD2-PSN13, conjuntamente con PSC y duraciéon de la enfermedad como factores predictivos. Los
parametros de los multiples modelos de regresion logistica se evaluaron utilizando una prueba de Wald. Las
predicciones del modelo de regresion logistica se evaluaron utilizando una validacion cruzada dejando uno fuera,
con dos evaluaciones estadisticas complementarias. El resultado del modelo de regresion logistica se transformé en
una variable categoérica, mediante una discretizacion simple, en 10 categorias. Dentro de cada categoria se computo
la tasa de complicacion verdadera y se evalud la concordancia entre las tasas de complicacion predichas y
observadas mediante la correlacion de Pearson. Ademas, se evalud la exactitud de las predicciones utilizando una
curva caracteristica de operador-receptor (COR). Bajo esta evaluacion, se informé del rendimiento del ensayo
mediante el estadistico ABC (area bajo la curva) con intervalos de confianza. Todos los resultados estadisticos se
computaron utilizando el paquete de cédigo abierto R, version 2.8.1 (R Development Core Team, 2008). R: A
language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-
900051-07-0, URL http://www.R-project.org).

RESULTADOS:

El cincuenta y un por ciento de los pacientes eran mujeres y la edad media en el momento de la extraccion de
sangre era de 38 afos. La duracién media de la enfermedad era de 13 afios y el intervalo de seguimiento era de 1 a
59 afios. El sesenta y tres por ciento de los pacientes presentaba complicaciones en el momento de la extraccion de
sangre. Las caracteristicas clinicas de la cohorte de pacientes se muestran en la Tabla 55.

Correlacién entre marcadores séricos y genéticos y el comportamiento de la enfermedad

En la Tabla 56 se muestra un resumen de la condicion del marcador sérico de los pacientes. Se calcularon las
puntuaciones de cuartiles de la poblacion de estudio de 619 pacientes de EC basandose en intervalos de referencia
derivados de las poblaciones sanas. La proporcion de pacientes con complicaciones de la enfermedad se
incrementaba significativamente con cada cuarti mas grande (Tabla 57A) (prueba exacta de Fisher, p<0,003).
Resulta interesante que se observase diferencias significativas entre la enfermedad complicada y no complicada
para cada marcador en el cuartii mas alto (p<0,001). El resultado de ANACp fue diferente del de los otros
marcadores séricos en el aspecto de que la presencia de ANACp se encontraba negativamente correlacionada con
las complicaciones de la EC (Tabla 57B) (p=0,004).

Tabla 56. Pacientes con marcadores séricos elevados

Marcador NUmero total de pacientes con marcadores séricos elevados
IgA-AASC 291 (47%)
IgG-AASC 254 (41%)
OmpC 235 (38%)
CBirl 415 (67%)
12 260 (42%)
0 marcadores 66(11%)
1 marcador 137 (22%)
2 marcadores 132 (21%)
3 marcadores 137 (22%)
4 marcadores 86 (14%)
5 marcadores 61 (10%)

Se definieron los marcadores séricos elevados como aquellos con valores superiores a las
concentraciones del intervalo de referencia sano.

Tabla 57A. Porcentaje de enfermedad complicada dentro de cada cuartil de marcador sérico

Marcador Comportamiento de la Ql(y Q2 % Q3 % Q4 %

sérico enfermedad n 0 n 0 n 0 n 0
comp. comp. comp. comp.
Complicada 59 90 116 127 "

ASCA-IgA No complicada 96 38,1 64 58,4 39 74,8 28 81.9
Complicada 72 84 114 122 "

ASCA-lgG No complicada 83 46,5 70 54,5 41 73,5 33 8.7
s D Complicada 76 92 109 115 .

Anti-CBirl No complicada 79 49,0 62 59,7 16 70,3 20 74,2
. Complicada 68 90 107 127 "

Anti-OmpC No complicada 87 43,9 64 58,4 48 69,0 28 81.9
. Complicada 76 93 114 109 "

Anti-12 No complicada 79 49,0 61 60.4 41 73,5 46 703

*p<0,001 enfermedad de Crohn complicada vs. no complicada
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Tabla 57B. Correlacion de marcador pANAC negativo e incidencia de enfermedad complicada.

Negativo Positivo
PANAC n % comp. n % comp.
Complicada 323 " 69
No complicada 169 65,7 58 54.3
*p=0,004 enfermedad de Crohn complicada vs. ho complicada.

Debido a que cada marcador sérico individual era significativo en la prediccion de la enfermedad mediante la
diferenciacion de complicaciones de enfermedad basada en el andlisis de cuartiles, se utilizaron las puntuaciones de
suma de cuartiles (PSC) para evaluar la respuesta de los seis marcadores séricos agrupados (intervalo: 6-24) como
enfermedad complicada y no complicada. La PSC mas comun de 19 fue obtenida por 46 pacientes con enfermedad
complicada, estando la PSC comprendida entre 10 y 22 en la mayoria de pacientes (figura 37). En comparacion, la
PSC bimodal mas comun de 11 y 16 fue obtenida por 27 pacientes con enfermedad no complicada (cada uno), en
una distribucion mas uniforme en la que la mayoria de pacientes presentdé una PSC de entre 9 y 17 (figura 37). La
mediana de PSC de pacientes con enfermedad complicada era de 17, en comparacion con una PSC de 14 para
pacientes con enfermedad no complicada. La mediana de tiempo de seguimiento de diagndstico a extraccion de
sangre para pacientes sin complicaciones fue de 5 afios, comparado con 13 afios para los pacientes con
complicaciones.

Asociacion entre marcadores NOD2 y enfermedad complicada y no complicada. Se evaluaron tres variantes de
NOD2 para su asociacién con la incidencia de complicaciones de enfermedad (Tabla 58). Se observo un total de 18
mutaciones (heterocigoéticas), 13 (heterocigéticas) y 21 (17 heterocigéticas, 4 homocigoéticas) para los polimorfismos
PSN8, PSN12 y PSN13 en estos pacientes, respectivamente. Las complicaciones de enfermedad de Crohn estaban
fuertemente asociadas a pacientes con mutaciones homocigéticas o mutaciones heterocigéticas de compuesto.
Aunque el nimero de pacientes con mutaciones de NOD2 era pequefio, se observo una inesperada asociacion entre
complicaciones de enfermedad y la presencia de una mutacion para PSC13; 20/21 pacientes que eran
heterocig6ticos u homocigéticos presentaban enfermedad complicada (95%, p=0,004) (Tabla 58). Aunque no se
demostr6 significancia con las mutaciones heterocigéticas en la cohorte, se demostr6 independientemente que eran
significativas en los casos de mutaciones homocigoéticas 0 mutaciones heterocigéticas de compuesto en multiples
PSN de NOD2. En dicha cohorte s6lo se observaron nueve muestras en el modelo serogenético con dobles
mutaciones entre las tres PSN. Se observé que la totalidad de estas nueve muestras presentaba complicaciones.
Este tamafio de muestra era excesivamente pequefio para evaluar la significancia estadistica, aunque significativas
investigaciones anteriores han demostrado una fuerte asociacién entre multiples mutaciones y un fenotipo de
enfermedad complicada”‘ls. Por lo tanto, en este modelo, los pacientes con mdltiples mutaciones PSN de NOD2
fueron asignados a una probabilidad elevada (>99%) de complicaciones. No se observé una asociacién significativa
entre una Unica mutacion heterocigoética para PSN8 o PSN12 y enfermedad complicada.

Tabla 58. Porcentaje de enfermedad complicada y no complicada segun el estatus
de PSN de NOD2

PSN NOD2 Estatus No complicada Complicada

. _ n % n %
S -
ot | @ @ w7
et | ® 5w

*p=0,004 enfermedad de Crohn complicada vs no complicada.

Modelado de regresion logistica

Los parametros y predicciones para los modelos sérico y serogenético se muestran en la Tabla 59 y se ilustran en
las figuras 38A y 38B, en las que se muestran para diversas PSC la probabilidad acumulada de complicaciones
durante el tiempo. En ambos modelos se presenta la condicion de complicacion como la variable de resultado.
Existe una gran variabilidad en términos de complicaciones precoces al utilizar sélo la serologia (figura 38A) y la
probabilidad de complicacion se incrementa mas rapidamente durante el tiempo en aquellos con PSC mas baja. A
titulo de ejemplo, la curva mas baja en la figura 38A corresponde a PSC 6, que predice que las complicaciones se
producirian a una tasa de aproximadamente 10% el afio 1, 16% el afio 10 y 26% el afio 20. En contraste, para un
paciente con PSC 20, las complicaciones se producirian a una tasa de aproximadamente 70% el afio 1, 80% el afio
10 y 88% el afio 20. Al aplicar genética de NOD2, se produce una transformacion significativa a una probabilidad
mas alta de complicacion en todos los pacientes, incluso en estadios tempranos del curso de la enfermedad (figura
38B).

Tabla 59. Modelos de regresion sérico y serogenético - Prediccion del riesgo de enfermedad de Crohn complicada
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Modelo de regresion sérico (n=619)

Estimacién Errorest. Valorde z valorde p Cociente de probabilidades
Corte con el eje -3,567 0,428 -8,333 <0,001 -
Duracion 0,060 0,010 5,788 <0,001 1,06 (1,04 -1,08)/afio
PSC 0,219 0,027 8,143 <0,001 1,24 (1,18 -1,31)/punto
PSN13 - - - - -

Modelo de regresién serogenético (n=159)

Estimacién Errorest. Valordez valordep Cociente de probabilidades
Corte con el eje -3,100 0,893 -3,473 0.001
Duracion 0,035 0,024 1,468 0.142 1,04 (0,99 -1,09)/afio
PSC 0,212 0,056 3,757 <0.001 1,24 (1,11 -1,39)/punto
PSN13 2,047 1,063 1,925 0.054 7,74 (1,43 -1,44) si mutacion

Utilizacion de modelos de regresién sérico y serogenético estratificados para predecir el desarrollo de enfermedad
de Crohn complicada

La exactitud del ensayo global se demuestra por la correlacion de esta comparacion (R=0,964), que indica que el
modelo predice con exactitud la tasa de complicaciones de la enfermedad en cada categoria (figura 39). También se
evaluaron mediante andlisis COR las probabilidades de validacién cruzada. En este andlisis, el area bajo la curva
COR era de 0,787 (IC al 95%: 0,749-0,824), confirmando de esta manera la exactitud del modelo en la
discriminacion entre EC complicada y no complicada (figura 40).

COMENTARIO

El presente ejemplo presenta datos en apoyo de un nuevo ensayo prondstico, disefiado para asistir al médico en el
control clinico de la enfermedad Crohn mediante la integraciéon de datos de siete biomarcadores, con el objetivo de
predecir las poblaciones de pacientes que es probable que sufran formas complicadas de EC, tales como los
fenotipos de enfermedad estenosante interna y penetrante interna.

El ensayo ha sido disefiado utilizando el modelaje de regresién logistica y ha sido validado en un estudio que
incorporaba 619 muestras de diversos pacientes de EC. Incluye siete biomarcadores: IgA-AASC, IgG-AASC, anti-
OmpC, anti-CBirl, anti-12 y ANACp, y mutaciones del gen NOD2. Varios estudios han establecido una relacién entre
las variantes de NOD2 y la serorreactividad frente a antigenos de microorganismos. Se han descrito mas de 27
mutaciones del gen NOD2, aunque la susceptibilidad a la EC se ha atribuido consistentemente a tres mutaciones
principales“. Concretamente estas son dos PSN no sinénimas (en el exon 4, que resultan en la sustitucion de
aminoacido R702W y en el exdn 8, resultante en la sustitucion de aminoacido G908R). La tercera mutacion es una
insercidn de nucleétido (3020InsC) en el exdn 11 que resulta en el desplazamiento de marco 1007fs. Los pacientes
que portan la sustitucion de desplazamiento de marco o dos alelos de riesgo tanto homocig6ticos como
heterocigoticos presentan un riesgo incrementado de desarrollar EC™®". Los pacientes que portan variantes de
NOD2 presentan una respuesta inmunologica adaptativa incrementada g varios estudios han demostrado la
asociacion entre variantes de NOD2 y la concentracion sérica de AASC'****®_ 12 es una clase de super-antigeno de
células T asociado a la EC y algunos informes han demostrado que 12, derivado del gen pfiT de Pseudomonas
fluorescens, explica la actividad antigénica detectada en la EC??', Se ha informado de gue la seroprevalencia de
anti-12 es de 50% en la EC*. Resulta interesante que el nivel sérico elevado de anti-I2 se haya asociado a una
prevalencia incrementada de enfermedad estenosante y cirugia del intestino delgadog. Los pacientes que presentan
niveles elevados de reactividad sérica hacia AASC, 12 y OmpC presentan significativamente mas complicaciones,
tales como enfermedad estenosante y penetrante, con una mayor probabilidad de cirugia del intestino delgadog'lo.

Un aspecto de un estudio transversal que podria ser relevante es la estabilidad de la respuesta sérica en la EC. En
el caso de que el patron de marcadores cambie drasticamente durante el curso de la enfermedad, las muestras
obtenidas posteriormente en el estado de enfermedad podrian no ser representativas de las muestras tomadas en el
momento del diagnostico. Aunque aparentemente no existe ninguna asociacion entre presencia de marcador y nivel
de respuesta respecto a la duracién de la enfermedad®, varios estudios sugieren que existe una estabilidad basica
en la condicién del marcador a pesar de los cambios en la actividad de la enfermedad?, o durante el curso de la
enfermedad®?. En el presente estudio se tomaron muestras de suero después del diagnéstico y en algunos casos
después de producirse las complicaciones. Lo anterior es similar a otros estudios transversales que han demostrado
una correlaciéon entre marcadores séricos y el fenotipo de la enfermedad®'"*?. Resulta especialmente importante
observar que los datos de recientes estudios prospectivos han demostrado que los marcadores séricos evaluados
en el diagnéstico o en un momento préximo son capaces de identificar los pacientes que es mas probable que
presenten complicaciones, apoyando de esta manera las conclusiones basadas en datos transversales'®?*,

El control de la enfermedad de Crohn esta controlado clinicamente y el curso de la enfermedad es practicamente
impredecible. Algunos pacientes solo presentan unos cuantos episodios de enfermedad activa durante su vida, con
periodos prolongados de remisién entre ellos; para otros, la enfermedad activa es persistente. Para muchos
pacientes de EC, se produce una progresion significativa del comportamiento de la enfermedad durante el tiempo. El

92



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2553415713

cambio con frecuencia es evidente dentro del afio y a los 10 afios mas de 50% de los pacientes progreso a fenotipo
de enfermedad complicada®?.

El control de la EC genera un debate clinico intenso, ya que se encuentran disponibles los dos enfoques
terapéuticos principales, las estrategias en pauta ascendente ("step up") y descendente ("top down"). La estrategia
"step up" es el enfoque terapéutico clasico, consistente en incrementar la intensidad del tratamiento a medida que
progresa la enfermedad. Con frecuencia, el paciente iniciara el tratamiento con corticosteroides; un aspecto negativo
de esta estrategia es gue la exposicion prolongada a corticoesteroides puede generar dependencia y otras
complicaciones gravesze' ’. El tratamiento "top down" se refiere a un enfoque terapéutico mas agresivo, en el que se
introduce una terapia intensiva, tal como agentes bioldgicos e inmunosupresores, precozmente durante el curso de
la enfermedad. Recientemente se ha demostrado que una combinacion precoz de infliximab e inmunosupresor
resultd mas beneficiosa para el paciente que el tratamiento clasico, apoyando los corticoesteroides como terapia de
primera linea®. Sin embargo, los estudios epidemioldgicos sugieren que el 50% de los pacientes de EC no
desarrollan enfermedad gravezg, y en consecuencia no requeriran terapia agresiva. Ademas, inquieta la seguridad a
largo plazo y el coste de los agentes biolégicos como tratamientos de primera linea. A la luz de dichas
observaciones, existe una clara necesidad clinica de herramientas pronésticas que puedan ayudar a predecir el
comportamiento de la EC y por lo tanto ayudar a clasificar los pacientes que presentan un riesgo alto y bajo de
desarrollar enfermedad complicada. El cumplimiento del paciente con la medicacion de tratamiento generalmente es
pobre. Por lo tanto, mediante la identificacion de los pacientes con un mal pronéstico precozmente otra utilidad
clinica potencial del ensayo prondstico descrito en la presente memoria es mejorar el cumplimiento del paciente al
enfatizar los beneficios de la terapia 6ptima en la prevencion de la progresion de la enfermedad.

El modelo utilizado en el presente estudio demuestra tasas incrementadas de complicaciones al estratificar en
cuartiles. El analisis de cuartiles implica la clasificacion de los niveles de marcador en puntuaciones de cuartiles
individuales, que seguidamente se combinaron en una puntuacién de suma de cuartiles (PSC). En particular, la
prediccion de la puntuacion de PSC agregada presentd un rendimiento sustancialmente superior a modelos
equivalentes con marcadores individuales (comparando ABC de las curvas COR), reflejando la superioridad de una
puntuacion agregada. Finalmente, las PSC son informativas por si mismas, aunque al utilizarlas como factor
predictivo en un modelo de regresion logistica, resulta posible cuantificar mas concretamente, en términos
probabilisticos, el riesgo esperado de complicaciones para un intervalo de tiempos de observacion. El modelo
ajustado incorporaba duracién de la enfermedad como factor predictivo explicito.

El presente ejemplo demuestra que los presentes datos transversales constituyen un modelo valido para predecir la
progresion de la EC. Durante el tiempo, pueden afadirse covariables clinicas tales como la localizacion de la
enfermedad, el tabaquismo, la estabilidad de los biomarcadores durante el tiempo, la abundancia relativa de los
biomarcadores en el momento del diagndstico, asi como otros marcadores serogenéticos adicionales, con el fin de
refinar adicionalmente el modelo.

El presente ejemplo demuestra ademas que la utilizacion combinatorial de marcadores séricos y genéticos
proporciona un potente ensayo pronostico para predecir el curso clinico de la enfermedad de Crohn. El presente
concepto genera una nueva plataforma de prondéstico para ayudar en la identificacion precoz de los pacientes en
riesgo de fenotipos de enfermedad complicada, proporcionando al médico y al paciente la opcion de iniciar una
terapia agresiva precoz.
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Ejemplo 18. Analisis de puntuaciones de suma de cuartiles de marcadores de la enfermedad de Crohn durante el
tiempo.

El presente ejemplo muestra un analisis de puntuaciones de suma de cuartiles (PSC) de 6 marcadores durante el
tiempo. Un cuartil es cualquiera de las cuatro categorias que dividen el grupo de datos en cuatro partes iguales, de
manera que cada parte representa un cuarto de la poblacion muestreada. Para cada marcador resulta posible
presentar un valor de 0 a 4 (es decir, cero en el caso de no hallarse presente el marcador). Para seis marcadores la
puntuacién de suma de cuartiles puede ser de entre 0 y 24. La figura 41 muestra la puntuacion de suma de cuartiles
durante 40 afios de la velocidad agregada de 6 marcadores en 619 individuos con enfermedad de Crohn.

Ejemplo 19. Protocolo para la purificacién y replegamiento de GST-I2.

1.0 OBJETIVO

El presente ejemplo describe un procedimiento para la purificaciéon y replegamiento del antigeno GST-12 a partir de
una solucioén estandar bacteriana en glicerol congelada. Este procedimiento tarda ocho dias en completarse.

2.0 AMBITO

La prep. de antigeno rGST-12 es el antigeno utilizado para capturar anticuerpos de péptido relacionado con
Pseudomonas fluorescens en el suero de pacientes con enfermedad de Crohn (EC), tal como se indica en el
Ejemplo 20.

3.0 PRINCIPIO
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El objetivo del procedimiento de la prep. de antigeno rGST-I2 es purificar y replegar GST-12 de manera que pueda
purificarse adicionalmente a partir de contaminantes bacterianos. El procedimiento de replegado permite purificar el
antigeno y permite que interactlie correctamente con anticuerpos anti-GST en el ELISA de 2.

4.0 DEFINICIONES

GST-I2. Glutatién-S-transferasa fusionada con péptido relacionado con Pseudomonas fluorescens.

5.0 PROCEDIMIENTO

5.1. DIA 1
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5.1.1. Preparar el cultivo durante la noche. Se inicia con 60 ml de medio LB que ha sido esterilizado mediante
autoclavado en un matraz Erlenmeyer de 250 ml. Marcar dicho matraz con "cultivo de durante la noche de
antigeno 12" y la fecha actual.

5.1.2. Precalentar dicho medio en el agitador-incubador configurado a 37°C. Se calentdé el medio durante 30
minutos.

5.1.3. Mientras se incuba el medio, sacar una alicuota de ampicilina (50 mg/ml) del congelador a -70°C y
descongelarla a temperatura ambiente.

5.1.4. Adnadir 60 pl de ampicilina 50 mg/ml al medio precalentado. Dejar mezclando el medio en el incubador
durante 5 minutos a 200 rpm.

5.1.5. Sacar la solucién estandar de GST-I2 en glicerol del congelador a -70°C e introducirla directamente en un
cubo de hielo seco. No dejar que se descongele la solucién estandar de glicerol.

5.1.6. Inocular en el medio de LB/ampicilina la solucion estandar congelada de GST-12 en glicerol. Desactivar el
incubador/agitador. Mientras se mantiene todavia la solucion estandar de glicerol sobre hielo seco, abrir la tapa
del tubo de solucién estandar de glicerol. Utilizando un asa de inoculacion raspar la superficie de la solucién
estandar congelada de GST-12 en glicerol. Destapar ligeramente la hoja de aluminio de la parte superior del
matraz de 250 ml que contiene el medio de LB/ampicilina. Sélo abrir la hoja de aluminio suficiente para que
pueda introducirse el asa de inoculacion en el interior. Introducir el asa de inoculacion (con raspados de glicerol)
en el matraz y remover lentamente durante unos cuantos segundos. Retirar el asa de inoculacion y fijar la hoja
de aluminio sobre el matraz.

5.1.7. Activar el agitador y dejar el cultivo en incubacion durante la noche a 200 rpm y a 37°C.

5.1.8. Utilizar este tiempo para preparar el medio LB que se utilizara el dia siguiente. Extraer dos volimenes de
500 ml de medio LB que ha sido esterilizado mediante autoclavado en matraces Erlenmeyer de 2 | e introducirlos
en un incubador a 37°C durante la noche sin agitacion. Asegurarse de que se introducen en un incubador que no
se esta utilizando para el cultivo durante la noche de la solucion estandar de glicerol. Lo anterior se lleva a cabo
para garantizar que el medio precalentado estara listo para la utilizacion al dia siguiente.

5.2. DIA 2

5.2.1. Comprobar los dos volimenes de 500 ml de medio LB que han estado bajo calentamiento durante la
noche. Deberia seguir transparentes, sin crecimiento visible.

5.2.2. A continuacion, comprobar la DO 600 del cultivo de durante la noche utilizando el espectrofotémetro
Nanospec. Utilizar 1 ml de medio LB como el blanco. Utilizar 1 ml de cultivo de durante la noche para comprobar
la DO 600. La DO 600 del cultivo de durante la noche debe ser de aproximadamente 1,9 a 2,3. En el caso de que
no se encuentre dentro de dicho intervalo, descartar el cultivo y empezar nuevamente.

5.2.3. Introducir los dos volimenes de 00 ml de medio LB precalentado en el mismo incubador-agitador que
contiene el cultivo de durante la noche. A continuacion, extraer dos alicuotas de ampicilina (50 mg/ml) del
congelador a -70°C y descongelarlas a temperatura ambiente.

5.2.4. Afadir 500 ml de ampicilina a cada uno de los volumenes de 500 ml de medio LB. Dejar bajo agitacion
estos matraces en el incubador durante 5 minutos a 37°C y 200 rpm.

5.2.5. A continuacion, realizar una dilucién 1:20 del cultivo de durante la noche en ambos voliumenes de 500 ml
de medio LB/Amp. Lo anterior se lleva a cabo afiadiendo 25 ml del cultivo de durante la noche a 500 ml del
medio LB/Amp. En este punto cada cultivo de 500 ml se denominara cultivo A o B. Etiquetar ambos cultivos con
la fecha actual. Ademas, etiquetar cada cultivo como "cultivo A de GST-12" o "cultivo B de GST-12".

5.2.6. Incubar dichos cultivos durante 1 h a 37°C y 200 rpm.

5.2.7. Tras 1 hora de incubacioén, comprobar la DO 600 de ambos cultivos. La DO 600 de los cultivos debe
alcanzar un valor de 0,6 a 0,9 antes de poder inducir la expresion de proteinas con isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG). En el caso de que la lectura inicial a 1 hora de DO 600 sea inferior a 0,6, continuar
comprobando la DO 600 del cultivo cada 15 min. hasta que la DO 600 alcance el intervalo de 0,6 a 0,9. Registrar
la DO 600 de cada cultivo en este punto.

5.2.8. Tras alcanzar la DO 600 de los cultivos el intervalo aceptado para la induccion con IPTG, se extrae una
alicuota de 1 ml de cada cultivo y se introduce en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Se etiqueta cada tubo
con la fecha actual, "cultivo A/B de GST-I12" y T=0. Dejar estas dos alicuotas T=0 sobre hielo. Es importante
extraer estas alicuotas antes de la induccién con IPTG ya que se utilizaran para el posterior analisis del gel.
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5.2.9. Inducir expresion del antigeno GST-12 utilizando IPTG 1 mM. Afadir 500 ml de soluciéon 1 M de IPTG a
cada cultivo de 500 ml. Anotar el tiempo en que se indujeron los cultivos.

5.2.10. Incubar dichos cultivos durante 4 h a 37°C y 200 rpm. Los procedimientos 5.2.11-5.2.14 siguientes deben
llevarse a cabo durante dicho procedimiento de incubacion.

5.2.11. Extraer las alicuotas de cultivo T=0 de 1 ml que estaban sobre hielo e introducirlas en una centrifuga
(centrifuga Eppendorf 5402). Centrifugar las alicuotas a 5.000xg durante 10 min. a 4°C. Separar el sobrenadante
cuidadosamente sin perturbar el pellet bacteriano. Almacenar los pelletes a -70°C.

5.2.12. Etiquetar dos botellas de centrifuga de 500 ml con la fecha actual y "Pellet bacteriano A/B de GST-I2".
Pesar cada botella y registrar su masa en gramos.

5.2.13. Dejar las botellas pesadas sobre hielo inmediatamente antes de finalizar el periodo de incubacién de 4
horas.

5.2.14. Etiquetar dos tubos de microcentrifuga con la fecha actual y "Cultivo A/B de GST-I12"y T=4 h. Dejar estos
dos tubos T=4 h sobre hielo.

5.2.15. Alcanzado el punto temporal de 4 h, desactivar el incubador. Registrar la DO 600 de cada cultivo.

5.2.16. Extraer una alicuota de 1 ml de cada cultivo e introducirla en un tubo de microcentrifuga correctamente
etiquetado. Dejar las alicuotas sobre hielo.

5.2.17. Verter el volumen restante de cada cultivo en una botella de centrifuga de 500 ml correctamente
etiquetada. Introducir dichas botellas en la centrifuga Sorvall RC-3B con rotor H-6000.

5.2.18. Centrifugar los cultivos durante 10 minutos a 5.000xg y 4°C.

5.2.19. Extraer las botellas de la centrifuga y dejarlas sobre hielo. Vaciar el sobrenadante en los matraces
Erlenmeyer de 2 | que se utilizaron para el cultivo. Estos seran utilizados como recipientes para los desechos.
Separar todo el sobrenadante manteniendo el pellet bacteriano intacto en el fondo de la botella. Dejar las botellas
nuevamente sobre hielo.

5.2.20. Pesar las botellas para determinar la masa de las botellas mas los pellets bacterianos. Utilizar un
Kimwipe para limpiar el exceso de humedad de la superficie externa de las botellas. Lo anterior permitira una
determinacion mas exacta de la masa.

5.2.21. Determinar el peso del pellet bacteriano mediante la resta de los valores determinados en la etapa 5.2.12
de los valores en la etapa 5.2.20.

5.2.22. Escribir el peso del pellet sobre cada una de las botellas y almacenarlas a -70°C.

5.2.23. Introducir las alicuotas de 1 ml de la etapa 5.2.16 en una centrifuga (centrifuga Eppendorf 5402).
Centrifugar las alicuotas a 5.000xg durante 10 min. a 4°C. Separar el sobrenadante cuidadosamente sin
perturbar el pellet bacteriano. Almacenar los pellets a -70°C.

5.3.DIA3

5.3.1. Las etapas 5.3.9 a 5.3.51 requeriran la preparacion de reactivos nuevos y requerirdn aproximadamente 6
horas para completarse.
5.3.2. Debe activarse un gel de proteinas SDS-PAGE para confirmar que la expresion de proteinas del antigeno
GST-I2 ha sido inducida. Lo anterior debe llevarse a cabo antes de que pueda realizarse ninguna etapa mas.
5.3.2.1. Sacar los pellets bacteriano de 1 ml de los puntos temporales (T=0, 4 h) del congelador de -70°C y
dejarlos sobre hielo.
5.3.2.2. Suspender los pellets en H,O destilada Nanopure, de la manera siguiente: La cantidad de H,O que
se utilizara para la suspensién se basa en la DO 600 de cada punto temporal.
5.3.2.3. Para determinar la cantidad de H,O que debe afiadirse al pellet en cada punto temporal, introducir
el valor de DO 600 de cada punto temporal en la ecuacion siguiente:

Agua a adiadir al pellet= ((DOG00 )/0,418)*192)/2
Anotard volumen de HLO aiadido para suspender cada uno

Anotar el volumen de H,0 afadido para suspender cada pellet bacteriano de cada punto temporal.
5.3.3. Etiquetar 4 nuevos tubos de microcentrifuga de 1,5 ml con los puntos temporales mostrados
anteriormente, en 10.3.2.3. Estos nuevos tubos se utilizaran para preparar las muestras para el andlisis de gel.
5.3.4. En cada nuevo tubo de microcentrifuga introducir 29 pl de su suspensién de pellet bacteriano respectiva. A
continuacion, introducir 10 pl de 4x tampén para muestras en cada tubo de microcentrifuga. Seguidamente
introducir 1 pl de beta-mercaptoetanol al 2,5%. Mezclar cada tubo y después incubarlos en un bloque térmico a
90°C durante 5 minutos.
5.3.5. Preparar el gel de Bis-Tris al 4-12%. Consultar las instrucciones de la minicelda XCell SureLock™
(Invitrogen -Part numero EI0001) para preparar el gel.
http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/surelock _man.pdf
5.3.5.1. Manual pags. 9 a 13, 17. El tampdn de migracion que se utiliza en este procedimiento es tampon de
migracion MES SDS.
5.3.6. Introducir 30 pl de cada muestra en pocillos separados. Introducir 10 pl de la escalera de proteinas en un
pocillo separado. Activar el gel durante 35 minutos a 200 voltios.
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5.3.7. Sacar el gel de su molde e introducirlo en un recipiente de fondo plano. Vaciar la caja de puntas de pipeta

utilizadas también. Lavar brevemente el gel durante 15 segundos con 50 ml de H,O destilada Nanopure. A

continuacion afiadir 100 ml de tincion Simply Blue SafeStain e incubar el gel en un agitador oscilante durante 50

min.

5.3.8. Decantar la tincion Simply Blue SafeStain y afiadir 100 ml de H,O destilada Nanopure. Introducir el gel

nuevamente en un agitador oscilante e incubarlo durante 1 hora. Dentro de los 10 minutos iniciales de esta etapa

de incubacién podra confirmar que se habia expresado el antigeno GST-12 (figura 42A). Tras confirmar las

bandas pasar a la etapa siguiente.

5.3.9. Utilizar este tiempo para preparar 50 ml de tampén A de 12-Tris-Cl 50 mM, EDTA 0,5 mM, glicerol al 5%,

DTT 5 mM, pH 8,0.

5.3.10. Utilizar este tiempo para preparar 50 ml de tampén desnaturalizante de 12 - TrisCl 10 mM, NaH,PO4 0,1

M, urea 8 M, DTT 5 mM, pH 8,0. Esta solucidn se almacena a temperatura ambiente hasta la utilizacion.

5.3.11. Utilizar este tiempo para preparar 400 ml de tampén de replegamiento de 12 -Tris-Cl 25 mM, NaCl 100

mM, glicerol al 10%, urea 0,2 M, glutatién oxidado 0,5 mM (GSSG), glutatiéon reducido 1 mM (GSH), pH 9,0.

Dicha solucion se enfrié en un vaso de 1 | sobre hielo himedo hasta la utilizacion. Colocar parafilm sobre el vaso

para impedir que se contamine.

5.3.12. Preparar 20 ml de tampén de lisis bacteriana en un tubo cénico de 50 ml de plastico. Etiquetar el tubo

como "Tampdn de lisis bacteriana de 12" (etapas 5.3.13 a 5.3.16).

5.3.13. Afiadir 20 ml de tampdn A de 12 al tubo conico de 50 ml.

5.3.14. Afiadir 20 mg de lisozima al tubo cénico de 50 ml (concentracion final: 1 mg/ml).

5.3.15. Afiadir una tableta de inhibidor de proteasa completo (Roche) al tubo cénico de 50 ml.

5.3.16. Agitar con vortex el contenido del tubo cénico de 50 ml hasta que la lisozima y tableta de inhibidor de

proteasa se encuentren en solucion. A continuacion, dejar dicho tubo sobre hielo hiimedo hasta que se necesite.

Debe refrigerarse antes de ser utilizado.

5.3.17. Sacar el pellet o pellets bacterianos de 12 del congelador de -70°C y dejarlos sobre hielo. El peso himedo

del pellet o pellets bacterianos de 12 debe ser de entre 3 y 5 g. Pueden requerirse multiples pellets para

conseguir el intervalo de masa de 3 a 5 g. Descongelar el pellet o pellets sobre hielo durante 15 minutos.

5.3.18. Mientras se descongela el pellet bacteriano, preparar los 20 ml de reactivo de desoxicolato (DOC) al 2%.

Etiquetar un tubo cénico de plastico de 50 ml con "Reactivo DOC al 2% de 12". Afiadir lo siguiente al tubo cénico

de 50 ml.

5.3.19. Afiadir 20 ml de tampoén A de 12.

5.3.20. Afiadir 400 mg de desoxicolato sddico (DOC).

5.3.21. Agitar con vortex la solucidon brevemente y después mezclar los componentes por inversion hasta la

completa disolucién del DOC. Dicha solucién debe mantenerse a temperatura ambiente hasta la utilizacion.

5.3.22. Afadir 20 ml de tampén de lisis bacteriana de 12 al pellet bacteriano sobre hielo. Suspender el pellet

uniformemente sobre hielo con una pipeta sérica de 10 ml. La suspension se lleva a cabo en la botella de

centrifuga de 500 ml y se finaliza cuando ya no hay indicios de particulas visibles.

5.3.23. Incubar la suspensién sobre hielo durante 30 min.

5.3.24. Transferir la suspensién a un tubo cénico de 50 ml. Etiquetar dicho tubo con "Sonicado de lisado total de

12" y la fecha actual. Dejar dicho tubo sobre hielo.

5.3.25. Sonicar la preparacién en suspension sobre hielo.

5.3.26. Ajustar la amplitud a 40%.

5.3.27. Apretar el boton Recuperar y seleccionar el Programa ID n° 1. Después apretar Entrar. Este programa se

configura para llevar a cabo pulsos de 1 segundo en un ciclo de 10 s.

5.3.28. Insertar la sonda de punta pequefia en el tubo cénico de 50 ml. Asegurarse de que la sonda esta bien

insertada en la suspension de lisado. Asegurarse de que la punta no toca la superficie del tubo cénico de 50 ml.

5.3.29. Apretar Inicio para someter la suspensién a un ciclo de sonicacién. A continuacion dejar en reposo la

suspension durante 15 segundos para evitar el sobrecalentamiento de la muestra.

5.3.30. Repetir la etapa 5.3.29 cinco veces. A continuacion comprobar la suspension con una pipeta sérica de 10

ml. Hacer pasar la suspensién por la pipeta varias veces. La suspension debe salir fluidamente de la punta de la

pipeta sin cambios visibles de viscosidad o pegajosidad. En el caso de que la muestra presente una apariencia

pegajosa, el ADN gendémico no habra sido fragmentado suficientemente. En este caso, repetir la etapa 5.3.29

hasta que desaparezca este problema.

5.3.31. Transferir ~20 ml de la muestra sonicada a un tubo de centrifuga de 50 ml (Nalgene). Tras la

transferencia, reservar 50 ml del sonicado para el posterior analisis del gel. Este debe mantenerse en el tubo de

centrifuga de 50 ml original etiqguetado con "Sonicado de lisado total de 12" hasta que se necesite. Almacenar la

alicuota de 50 pl a 4°C.

5.3.32. Introducir la suspension sonicada en la centrifuga Beckman J2-21 y centrifugar la muestra a 12.000xg

(12.400 rpm en rotor JA-20) a 4°C durante 10 minutos.

5.3.33. Tras la centrifugaciéon, decantar el sobrenadante en un tubo cénico de 50 ml etiquetado con

"Sobrenadante sonicado S1" y la fecha actual. Este sobrenadante se utilizara para el posterior analisis del gel.

Almacenarlo a 4°C hasta que se necesite. En este punto el pellet insoluble se sometera a un procesamiento

posterior.

5.3.34. Suspender el pellet insoluble en 20 ml de reactivo DOC al 2% de 12 en el tubo de centrifuga de 50 ml.

Suspender el pellet uniformemente a temperatura ambiente con una pipeta sérica de 10 ml. La suspension no se

ha finalizado hasta desparecer cualquier signo de particulas. Esta etapa tardara aproximadamente 10 minutos.
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5.3.35. Incubar la suspensién de DOC al 2% durante 30 minutos a temperatura ambiente.
5.3.36. Introducir la suspension de DOC al 2% en la centrifuga Beckman J2-21 y centrifugar la muestra a
12.000xg (12.400 rpm en rotor JA-20) a 4°C durante 10 minutos.
5.3.37. Tras la centrifugacion, decantar el sobrenadante en un tubo conico de 50 ml etiquetado con
"Sobrenadante de lavado de DOC S2"y la fecha actual. Este sobrenadante se utilizara para el posterior analisis
del gel. Almacenarlo a 4°C hasta que se necesite. En este punto el pellet insoluble se someterd a un
procesamiento posterior.
5.3.38. Lavar suavemente el pellet insoluble con 20 ml de 1xPBS, pH 7,4. Lo anterior se llevara a cabo dos veces
con incrementos de 10 ml de 1xPBS, pH 7,4.
5.3.39. Afadir lentamente 10 ml de 1xPBS, pH 7,4 a la botella de centrifuga de 50 ml. No perturbar el pellet.
Tapar la botella y dejar la botella volcada. Hacer girar lentamente la botella varias veces.
5.3.40. Decantar el lavado de 1xPBS.
5.3.41. Repetir la etapa 5.3.39.
5.3.42. Decantar el lavado de 1xPBS.
5.3.43. Utilizar una pipeta de 1 ml (P1000) para eliminar cualquier liquido residual.
5.3.44. A continuacion se solubiliza el pellet con 20 ml de tamp6n desnaturalizante de 12 en el tubo de centrifuga
de 50 ml. Suspender el pellet uniformemente a temperatura ambiente con una pipeta sérica de 10 ml. Esta etapa
de solubilizacion tardara aproximadamente 15 minutos. Para solubilizar suficientemente dicho pellet, asegurarse
de que la punta de la pipeta se aprieta firmemente contra la pared del tubo de centrifuga durante la mezcla. Lo
anterior creara una gran fuerza de cizalla para fragmentar adicionalmente y solubilizar el pellet. No se podra
solubilizar por completo el pellet pero las particulas deberian romperse hasta el punto en que sus didmetros no
sean superiores a 1 milimetro.
5.3.45. A continuacién, dicha mezcla se agita a temperatura ambiente durante 30 minutos.
5.3.46. Introducir la mezcla solubilizada en la centrifuga Beckman J2-21 y centrifugar la muestra a 12.000xg
(12.400 rpm en rotor JA-20) a 4°C durante 15 minutos.
5.3.47. Decantar el sobrenadante en un tubo cénico de 50 ml etiquetado con "GST-12 desnaturalizado" y la fecha
actual. Reservar 50 pl de dicha solucién en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml para el posterior andlisis del gel
(almacenar a 4°C). Descartar el pellet. Los ~20 ml de GST-12 desnaturalizado pueden mantenerse a temperatura
ambiente hasta que se necesiten para la etapa siguiente.
5.3.48. Diluir el GST-I2 desnaturalizado 20 veces lentamente en tamp6n de replegamiento de 12 helado. Las
etapas siguientes se llevan a cabo a 4°C en una nevera. Se utiliza una bomba peristaltica para afiadir lentamente
el sobrenadante al tampén de replegamiento helado que se esta agitando en una placa de agitacion magnética.
La tasa de flujo de la adicion del sobrenadante es de aproximadamente 0,5 ml/min. La tasa de flujo puede
cambiar con la condiciéon de que la gota de sobrenadante se disuelva totalmente en la solucién de replegamiento
antes de la adicién de la gota siguiente. Lo anterior se lleva a cabo para optimizar la dilucion de GST-I2 y para
evitar cualquier impedimento estérico que podria producirse durante el replegamiento debido a que las moléculas
de GST-12 se encuentran excesivamente proximas entre si.
5.3.49. Cebar la bomba (el cebado puede llevarse a cabo durante las etapas de incubacién de 30 min. en 5.3.35
y 5.3.45 para aprovechar el tiempo).
5.3.49.1. Introducir la bomba peristaltica con tubos de Tygon conectados en la nevera. Dejar la placa de
agitacion magnética al lado de la bomba. Utilizar una placa de agitacion con una pantalla electrénica de
manera que se pueda determinar con exactitud las rpm durante la etapa de dilucién.
5.3.49.2. Cebar la bomba con 40 ml de H,O destilada Nanopure. Introducir los tubos conectados al conector
"in" en un tubo cénico de 50 ml que contiene 40 ml de H,O. Asegurarse de que los tubos se encuentran al
fondo del tubo cénico. Introducir los tubos conectados al conector "out" en un vaso de 250 ml. Este vaso es
un recipiente de desechos para el procedimiento de cebado. Fijar el dial de la bomba peristaltica en 10 y
configurar la bomba en los ajustes de cebado. Apretar el botdn "Forward" para iniciar el cebado.
5.3.49.3. Tras finalizar el cebado con agua, cebar los tubos con 20 ml de tampdn desnaturalizante. Repetir
las instrucciones proporcionadas en la etapa 5.3.49.2, excepto en que se deben utilizar 20 ml de tampon
desnaturalizante de 12 en lugar de agua. Después de esta etapa la bomba esta lista para la introduccién de
GST-12 desnaturalizado.
5.3.50. Introducir GST-I12 desnaturalizado en la bomba y diluir posteriormente en tampén de replegamiento de 2.
5.3.50.1. Asegurarse de que la bomba se encuentra desactivada.
5.3.50.2. Introducir el tubo cénico de 50 ml que contiene GST-I12 desnaturalizado en la nevera al lado de la
bomba peristéltica. Insertar los tubos conectados al conector "in" de la bomba peristaltica. Asegurarse de
que los tubos alcanzan el fondo del tubo cénico de 50 ml.
5.3.50.3. Introducir una barra de agitacibn magnética en el vaso de 1 | que contiene el tampon de
replegamiento de 12. Retirar el vaso del hielo himedo e colocarlo sobre la placa de agitacién magnética en
la nevera. Activar la placa de agitacion y ajustar las rpm a 120.
5.3.50.4. Insertar los tubos conectados al conector "out" de la bomba en el vaso de 1 I. No insertar el tubo
en el tampén de replegamiento. Es necesario dejar un espacio (6 a 7 cm) entre el final del tubo y la
superficie del tampdn de replegamiento. Lo anterior permitira una formacién correcta de la gota al introducir
la muestra en el tampén de replegamiento. Asegurarse de que se ha sellado el vaso con parafilm.
5.3.50.5. Activar la bomba en configuracion lenta y después ajustar el dial a 0. Apretar el boton "Forward"
para iniciar la carga de GST-12 desnaturalizado.
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5.3.50.6. El tiempo de inicio del procedimiento de dilucién se inicia cuando la muestra alcanza el final del
tubo y empieza a
caer en el tampdn de replegamiento. En este punto comprobar que las gotas se estan disolviendo en la
solucién antes de afiadir la gota siguiente. En el caso de que las gotas no se disuelvan suficientemente
rapido, acelerar la velocidad de la barra de agitacién a 140 rpm.
5.3.50.7. Tras cargar todo el GST-I2 desnaturalizado en el vaso, desactivar la bomba peristaltica. Marcar
dicho vaso con "GST-I2 replegado” y la fecha actual. Reducir la velocidad de la placa de agitaciéon a 100
rpm y dejar la mezcla de dilucion bajo incubacion durante la noche a 4°C.

5.3.51. Preparar 10 litros de 1xPBS, pH 7,4 (2 volimenes de 5 litros).
5.3.51.1. Obtener dos vasos de 5 litros. Enjuagarlos con 200 ml de H,O destilada Nanopure antes de
utilizar. Etiquetar dicho vaso con "1xPBS, pH 7,4" y la fecha actual.
5.3.51.2. Afadir 250 ml de 20xPBS, pH 7,4, a cada vaso de 5 litros.
5.3.51.3. Anadir 4,75 | de H,O destilada Nanopure a cada vaso de 5 litros.
5.3.51.4. Mezclar cada solucién y cubrir cada vaso con hoja de aluminio. Almacenar cada solucién en una
nevera a 4°C durante la noche.

5.4.DIA4

5.4.1. Activar un gel de proteinas para determinar si GST-I2 ha sido procesado correctamente hasta el punto en
gue el GST-I2 ha sido desnaturalizado en el tampén desnaturalizante.
5.4.2. En este gel se aplicaron las muestras siguientes:

5.4.2.1. Sonicado de listado total de 12, etapa 5.3.31. -TLS

5.4.2.2. Sobrenadante sonicado S1, etapa 5.3.33. -S1

5.4.2.3. Sobrenadante de lavado de DOC S2, etapa 5.3.37. -S2

5.4.2.4. GST-12 desnaturalizado, etapa 5.3.47. -DEN
5.4.3. Preparacion de muestras: etiquetar cuatro tubos de microcentrifuga con TLS, S1, S2 y DEN. Afadir lo
siguiente a cada tubo:

5.4.3.1. 1 pyl de muestra

5.4.3.2. 10 pl de 4X tampdn para muestras

5.4.3.3. 1 pl de beta-mercaptoetanol al 2,5%

5.4.3.4 4. 28 yl de H,0O destilada Nanopure
5.4.4 Mezclar las muestras y después incubarlas en un bloque térmico a 90°C durante 5 minutos. Repetir las
etapas 5.3.5 a 5.3.7 para prepara y procesar el gel.
5.4.5. Decantar la tincién Simply Blue SafeStain y afiadir 100 ml de H,O destilada Nanopure. Introducir el gel
nuevamente en un agitador oscilante e incubarlo durante 1 hora. Dentro de los 10 minutos iniciales de esta etapa
de incubacion podra confirmar que se encuentra presente el antigeno GST-I12 en la muestra desnaturalizada
(DEN) (figura 42B). Tras confirmar las bandas pasar a la etapa siguiente.
5.4.6. Coger tres trozos de tubo de didlisis (6-8mwco) precortados a 36 cm de longitud y sumergirlos en 500 ml
de H,O destilada Nanopure. Dejar en remojo los tubos de didlisis durante 30 minutos.
5.4.7. Sacar el vaso "GST-12 replegado” de la nevera y dejarlo sobre hielo. La soluciéon en el vaso sera
transparente, sin precipitados visibles. Extraer una muestra de 50 pl de esta solucion para el andlisis en gel.
Etiquetar esta muestra con "rGST-I2 diluido" y la fecha actual.
5.4.8. Sacar uno de los vasos que contiene 5 litros de 1xPBS frio, pH 7,4, de la nevera. Asegurarse de que esta
solucién se mezcla antes de dejarla sobre hielo. Etiquetar este vaso con "Primer intercambio”.
5.4.9. Dejar tres tubos conicos de 50 ml sobre hielo. Estos tubos cénicos se utilizaran para transferir el GST-12
replegado a los tubos de didlisis. Utilizando una pipeta sérica de 25 ml, transferir aproximadamente 47 ml de
GST-I2 replegado a cada tubo conico de 50 ml.
5.4.10. Retirar uno de los trozos de tubo de dialisis del agua destilada y colocar una pinza en el fondo del tubo.
Asegurarse de que la pinza esta cerrada y cubre la anchura del tubo para garantizar un sellado firme.
5.4.11. Insertar un embudo de vidrio en el extremo abierto del tubo de didlisis. Asegurarse de que el embudo esta
insertado y de que la parte insertada esta sujeta firmemente al tubo de dialisis. Es importante llevar a cabo lo
anterior para evitar que resbale el tubo mientras se carga. Debido a la naturaleza resbaladiza de la muestra que
se carga, los tubos deben sujetarse firmemente desde la parte superior en todo momento.
5.4.12. Con el embudo sujeto en posicion, cargar con cuidado el GST-12 replegado en el embudo. Tras vaciar
cada tubo conico dejarlo nuevamente sobre hielo.
5.4.13. Tras cargar el ultimo tubo conico de GST-12 replegado, dejar el tubo cénico vacio sobre hielo. Con ambas
manos sujetar firmemente la parte superior del tubo de didlisis. Forzar la salida de todas las burbujas de aire del
tubo, utilizando un trapo Kimwipe para eliminar las burbujas. Asegurarse de que no queda aire en los tubos antes
de cerrar la pinza en la parte superior.
5.4.14. Cerrar la pinza en la parte superior del tubo. Este tubo se expandira después de finalizar la dialisis de
manera que asegurarse de que queda suficiente espacio en el tubo para la expansion. Dejar 6 cm de espacio
entre la pinza y la superficie de la muestra. Lo anterior permitird que se produzca la expansion. Nuevamente no
deberia quedar aire en el tubo. Asegurarse de que no hay fugas.
5.4.15. Introducir lentamente el tubo de dialisis lleno en el vaso de 5 litros de 1xPBS frio, pH 7,4.
5.4.16. Repetir las etapas 5.4.9 a 5.4.15 dos veces mas. Utilizar los mismos tres tubos conicos de 50 ml
utilizados previamente. Al final de esta etapa habra un total de tres tubos de didlisis llenos en el vaso de 5 litros.
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5.4.17. Colocar el vaso sobre una placa de agitacién magnética en una nevera a 4°C. Introducir una barra de
agitacion magnética en el vaso. Configurar la placa de agitacién para mezclar a 100 rpm. Asegurarse de que la
barra de agitacién no toca ninguno de los tubos de didlisis. Incubar dichos tubos de didlisis durante 4 h a 4°C.
5.4.18. Retirar lentamente los tubos de dialisis del vaso de 5 litros e introducirlos en el otro vaso de 5 litros de
1xPBS, pH 7,4, que ha sido almacenado a 4°C. Asegurarse de no mezclar o agitar la solucién en el interior del
tubo de dialisis. Introducir una barra de agitacion magnética en el vaso. Configurar la placa de agitacion para
mezclar a 100 rpm. Etiquetar este vaso con "Segundo intercambio”. Incubar dichos tubos de didlisis durante la
noche a 4°C.

5.4.19. Preparar 10 litros de 1xPBS, pH 7,4 (2 volimenes de 5 litros).

5.4.20. Obtener dos vasos de 5 litros. Enjuagarlos con 200 ml de H,O destilada Nanopure antes de utilizar.
Etiquetar dicho vaso con "1xPBS, pH 7,4" y la fecha actual.

5.4.21. Afadir 250 ml de 20xPBS, pH 7,4, a cada vaso de 5 litros.

5.4.22. Afadir 4,75 | de H,O destilada Nanopure a cada vaso de 5 litros.

5.4.23. Mezclar cada solucién y cubrir cada vaso con hoja de aluminio. Almacenar cada solucién en una nevera a
4°C durante la noche.

5.5.DIA5

5.5.1. Retirar lentamente los tubos de didlisis del vaso de 5 litros e introducirlos en el otro vaso de 5 litros de
1xPBS, pH 7,4, que ha sido almacenado a 4°C. Asegurarse de no mezclar o agitar la solucién en el interior del
tubo de didlisis. Pueden formarse algunos precipitados en este punto. Introducir una barra de agitacién
magnética en el vaso. Configurar la placa de agitacion para mezclar a 100 rpm. Etiquetar este vaso con "Tercer
intercambio”. Incubar dichos tubos de didlisis durante cuatro horas a 4°C.
5.5.2. Retirar lentamente los tubos de didlisis del vaso de 5 litros e introducirlos en el otro vaso de 5 litros de
1xPBS, pH 7,4, que ha sido almacenado a 4°C. Asegurarse de no mezclar o agitar la solucién en el interior del
tubo de didlisis. Pueden formarse algunos precipitados en este punto. Introducir una barra de agitacion
magnética en el vaso. Configurar la placa de agitacién para mezclar a 100 rpm. Etiquetar este vaso con "Cuarto
intercambio”. Incubar dichos tubos de didlisis durante cuatro horas a 4°C.
5.5.3. Acoplar una botella de sistema de filtracion de 1 litro a una bomba de vacio. Sacar el vaso de 5 litros que
contiene los tubos de dialisis de la nevera. De uno en uno vaciar cuidadosamente el contenido de los tubos de
dialisis en la parte superior del sistema de filtracion. Tras vaciar todos los tubos de didlisis en el reservorio
superior del filtro, asegurarse de que se reserva una alicuota de 50 ul de la solucién para el analisis en gel.
Etiquetar la alicuota como "rGST-I2 dializado prefiltrado" y almacenarla a 4°C hasta que se necesite.
5.5.4. Filtrar la solucion al interior de una botella del sistema de 1 litro. Tras completar la filtracion, reservar una
alicuota de 50 | de la solucién para el analisis en gel. Etiquetar la alicuota como "rGST-I2 dializado filtrado" y
almacenarla a 4°C hasta que se necesite.
5.5.5. El volumen de la solucién filtrada deberia ser de aproximadamente 550 ml después de la dialisis. Etiquetar
la botella con "rGST-12 dializado filtrado-Primera incubacion en agarosa" y la fecha actual. Introducir dicha botella
en la nevera a 4°C mientras se prepara la agarosa con glutation inmovilizado.
5.5.6. Afiadir la agarosa con glutation inmovilizado a la botella de rGST-I2 de la manera indicada en las etapas
siguientes 5.5.7 a 5.5.10.
5.5.7. Medir y equilibrar la agarosa con glutation inmovilizado (resina).
5.5.8. Colocar una columna cromatografica de 20 ml con una pinza en un soporte de anillo. Colocar un vaso de
250 ml bajo la columna para que haga de recipiente de desechos.
5.5.9. Mezclar la botella de agarosa previamente preparada y mezclar hasta que la agarosa se haya suspendido
uniformemente en la soluciéon de almacenamiento.
5.5.10. Utilizando una pipeta sérica de 10 ml, cargar dicha agarosa mezclada en la columna. Continuar cargando
la mezcla hasta sedimentar un lecho de 6 ml de la agarosa sobre el fondo de la columna. Dejar que la solucion
en la columna salga hasta que la superficie superior de la soluciéon de almacenamiento se encuentre 1 ml sobre
el lecho de agarosa. En este punto, tapar el fondo de la columna. (Mientras se trabaja con esta agarosa, no dejar
que se seque. Mantenerla himeda en todo momento).
5.5.10.1. Destapar la columna. Lavar la agarosa con 60 ml de 1xPBS desgasificado, pH 7,4. Tapar la
columna.
5.5.10.2. Sacar la botella de 1 litro que contiene los ~550 ml de solucién de rGST-12 de la nevera.
5.5.10.3. Cargar 10 ml de 1xPBS desgasificado, pH 7,4, en la columna. Utilizando una pipeta sérica de 10
ml, suspender la agarosa uniformemente y afiadirla a la botella de 1 litro de solucién de rGST-I2.
5.5.10.4. Cargar 10 ml de 1xPBS desgasificado, pH 7,4, en la columna. Mezclar dicho volumen de 10 ml
para recuperar la agarosa residual que se ha adherido a la columna. Afadir dicho volumen de 10 ml a la
botella de 1 litro de solucién de rGST-I2.
5.5.10.5. Tapar la botella y hacer girar lentamente la botella manualmente para mezclar la agarosa
uniformemente en la solucion.
5.5.10.6. Introducir la botella en la nevera a 4°C e incubar durante la noche.

5.6. DIA 6
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5.6.1. Activar un gel de proteinas para determinar si GST-I2 ha sido procesado correctamente hasta el punto en
que el GST-I2 ha filtrado en 1xPBS, pH 7,4.
5.6.2. En este gel se aplicaron las muestras siguientes:

5.6.2.1. GST-12 desnaturalizado, etapa 5.3.47. -DEN

5.6.2.2. GST-12 replegad diluido, etapa 5.4.7. -DIL

5.6.2.3. rGST-I2 prefiltrado en 1xPBS, pH 7,4, etapa 5.5.3. -PRE

5.6.2.4. rGST-I2 filtrado, etapa 5.5.4. -FIL
5.6.3. Preparacion de muestras: etiquetar cuatro tubos de microcentrifuga con DEN, DIL, PRE y FIL.
5.6.4. Para preparar la muestra DEN, afiadir lo siguiente al tubo:

5.6.4.1.1 yl de muestra

5.6.4.2.10 pl de 4X tampon para muestras

5.6.4.3.1 pl de beta-mercaptoetanol al 2,5%

5.6.4.4. 28 ul H,O destilada Nanopure
5.6.5. Para preparar las muestras DIL, PRE y FIL, afiadir lo siguiente a cada tubo:

5.6.5.1. 20 ul de muestra

5.6.5.2. 10 pl de 4X tampdn para muestras

5.6.5.3. 1 pl de beta-mercaptoetanol al 2,5%

5.6.5.4. 9 pl de H,O destilada Nanopure
5.6.6. Mezclar las muestras y después incubarlas en un bloque térmico a 90°C durante 5 minutos. Repetir las
etapas 5.3.5 a 5.3.7 para prepara y procesar el gel.
5.6.7. Decantar la tincion Simply Blue SafeStain y afiadir 100 ml de H,O destilada Nanopure. Introducir el gel
nuevamente en un agitador oscilante e incubarlo durante 1 hora. Dentro de los 10 minutos iniciales de esta etapa
de incubacion se podra confirmar que se encuentra presente el antigeno GST-12 en la muestra filtrada (FIL)
(figura 42C). Tras confirmar las bandas pasar a la etapa siguiente.
5.6.8. Primera ronda de purificacién del antigeno rGST-12.
5.6.9. Montar dos columna en un soporte de anillo. Etiquetar cada columna con n°® 1 o n® 2. Bajo cada columna
colocar un vaso de 250 ml que haga de recipiente de desechos. Romper el sello en el fondo de la columna para
abrirla. Preenjuagar cada columna con 50 ml de H,O destilada Nanopure. Colocar una botella estéril desechable
de 1 | bajo cada columna. Sacar la botella "rGST-12 dializado filtrado -Primera incubacion de agarosa" de la
nevera y mezclar lentamente la botella.
5.6.10. La mezcla dentro de la botella ahora se dividird uniformemente en dos columnas separadas. La solucién
se divide en las dos columnas debido a que los lechos de mayor volumen reducen el caudal. La division del
trabajo en la columna permite llevar a cabo este procedimiento de purificacion en aproximadamente dos horas.
5.6.11. Utilizando una pipeta sérica de 25 ml, empezar a cargar cada columna con la suspension de agarosa.
Llenar la columna hasta el tope con la suspension. A continuacion, dejar que caiga el volumen hasta la marca de
15 ml en la columna y en ese punto llenar la columna nuevamente hasta el tope. No es deseable dejar que el
volumen de suspension de agarosa caiga en exceso. Si ello ocurre, la adicién de la siguiente suspension de
agarosa podria perturbar la formacion del lecho de agarosa. Asegurarse de que se afiade la suspension
lentamente, a fin de reducir las perturbaciones al lecho de agarosa en formacion.
5.6.12. Continuar cargando la columna con la suspension de agarosa. Tras cargar toda la suspension de agarosa
en la columna, debe taparse. Se tapa cuando la fase liquida en la columna alcanza la marca de 10 ml en la
columna. Cada volumen de lecho sera de aproximadamente 3 ml. Utilizar este tiempo para preparar 1xPBS, pH
7,4 (1 litro). Desgasificar el PBS con argén durante 5 minutos antes de utilizar.
5.6.13. En este punto, retirar cada botella de 1 litro de debajo de la columna. Combinar los volimenes eluidos de
cada botella en una sola botella. Etiquetar esta botella como "rGST-I2 dializado filtrado-Segunda incubacion de
agarosa" con la fecha actual y almacenarla en la nevera hasta que se necesite.
5.6.14. Colocar vasos de 250 ml bajo cada columna para que hagan de recipientes de desechos.
5.6.15. Iniciar el lavado del lecho con 60 ml de 1xPBS desgasificado, pH 7,4, en incrementos de 2x30 ml en cada
columna. El PBS deberia desgasificarse durante 5 min. con argén inmediatamente antes de ser utilizado.
Asegurarse de que se carga el tampén de lavado muy lentamente.
5.6.16. Tras afadir el dltimo lavado, dejar que el volumen caiga hasta que el menisco se encuentre 1-2 mm sobre
el lecho. Tapar la columna en este punto. Ahora se desgasifica el tampon de eluciéon (1xPBS, pH 7,4 con
glutation reducido 100 mM). Este tampon de elucién se desgasifica con argén durante 2 minutos antes de utilizar.
5.6.17. Cargar 1,5 ml de tampén de elucion en cada columna tapada y dejar en reposo durante 5 minutos.
Destapar las columnas y recoger las eluciones en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Recoger la elucion hasta
que el volumen alcance aproximadamente 1,2 ml. Tapar las columnas. Estas son las primeras eluciones.
Etiquetar cada tubo con "n° de elucién, n° de columna" y la fecha actual.
5.6.18. El seguimiento de las eluciones se realiza en paralelo a este procedimiento de elucién con reactivo de
Bradford. Afiadir 5 pl de cada elucién a pocillos separados de una placa de 96 pocillos. A continuacion, afiadir
250 pl de reactivo de Bradford a cada pocillo. La presencia de proteina se identifica en este procedimiento
mediante el cambio del color del reactivo de marrén a azul. En el caso de que la elucién presente un color azul
Bradford, etiquetar el tubo de microcentrifuga respectivo con una "B".
5.6.19. Repetir las etapas 5.6.17 a 5.6.18 tres veces mas para recoger las eluciones 2 a 4. En este punto deberia
observarse que desaparece el color azul de la eluciéon n° 4 en la placa de 96 pocillos. En este punto habra un
total de 8 tubos de microcentrifuga.
5.6.20. Almacenar las eluciones a 4°C. Se utilizaran posteriormente al agrupar las eluciones.
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5.6.21. Lavar cada lecho de resina con 80 ml de 1xPBS desgasificado, pH 7,4.

5.6.22. Utilizando una pipeta sérica de 10 ml, suspender cada lecho en 10 ml de 1xPBS, pH 7,4, y afiadirlo a la
botella etiquetada con "rGST-I2 dializado filtrado -Segunda incubacién de agarosa".

5.6.23. Afiadir 10 ml adicionales de 1xPBS desgasificado, pH 7,4, a cada columna y mezclar la solucion bien
para recuperar cualquier agarosa residual. Afiadir dicho volumen a la botella etiqueta con "rGST-I2 dializada
filtrada- Segunda incubacién de agarosa". Hacer girar esta botella lentamente para mezclar la resina. Almacenar
la botella durante la noche a 4°C.

5.7.DIA7

5.7.1. Repetir las etapas 5.6.9 a 5.6.23. Lo anterior generar una botella de eluido etiquetada como "rGST-12
dializado filtrado -Tercera incubacién de agarosa" y produce un nuevo conjunto de 8 eluciones que se almacenan
durante la noche a 4°C.

5.8.DIA 8

5.8.1. Repetir las etapas 5.6.9 a 5.6.23. Lo anterior generar una botella de eluido etiquetada como "rGST-I2
dializado filtrado -Elucion final" y produce un nuevo conjunto de 8 eluciones que se almacenan a 4°C.
5.8.2. Agrupar las eluciones etiquetadas con una "B" en un volumen final. S6lo agrupar las eluciones que
muestran un color azul en el ensayo de Bradford.
5.8.2.1. Centrifugar los tubos de elucién en una microcentrifuga durante 1 minuto a 5.000xg para eliminar
cualquier precipitado.
5.8.2.2. Combinar las eluciones en un tubo cénico de 15 ml. Etiquetar el tubo como "rGST-12 eluciones
agrupadas".
5.8.3. Realizar un ensayo de Bradford para determinar la concentracién de la proteina utilizando el pigmento de
Bradford y un estandar de albumina preparado previamente.
5.8.3.1. El Estandar A viene en una ampolla sellada y se utiliza como solucion estandar. El diluyente estandar es
1xPBS, pH 7,4, con glutatién reducido 100 mM.
5.8.3.2. Seguir la tabla a continuacion para preparar la curva de estandares.

Preparacion de estandares de albimina diluida (BSA)
Vial Vg!umen de Volumen y origen de BSA Concentracion final de BSA
iluyente
A 0 300 pl de solucién estandar 2.000 pg/ml
B 125 ul 375 pl de solucién estandar 1.500 yg/ml
C 325 325 pl de solucién estandar 1.000 yg/ml
D 175 pl 175 pl de dilucién vial B 750 pg/ml
E 325 ul 325 pl de dilucién vial C 500 pg/ml
F 325 ul 325 pl de dilucién vial E 250 pg/mi
G 325 325 pl de dilucién vial F 125 pg/mi
H 400 pl 100 pl de dilucién vial G 25 pg/ml
[ 400 pl 0 0 yg/ml = Blanco

5.8.3.3. Cargar 5 pl de los estandares y la muestra de rGST-12 agrupada en una placa de 96 pocillos. Cargarlas
por duplicado.
5.8.3.4. Afadir 250 pl de reactivo de Bradford a cada pocillo. Golpear suavemente la placa para mezclar las
muestras. Incubar la placa durante 5 min. y después leer la placa a 595 nm en un lector de microplacas. No
sobreincubar la placa.
5.8.3.5. Dibujar el grafico de los datos en Excel. Dibujar el grafico de absorbancia a 595 nm (eje X) vs.
concentracién en mg/ml (eje y). Sélo un gréafico en el intervalo de 1.000 mg/ml a 25 mg/ml, ya que ésta es la
parte lineal de la curva. Determinar la formula de la curva mediante regresién lineal. Presentara el formato
y=mx+b. Utilizar esta férmula para determinar la concentracién de la muestra.
5.8.4. Tras determinar la concentracion, preparar alicuotas del antigeno y congelarlas en nitrégeno liquido.
Etiquetar las alicuotas. A continuacidn, almacenar el antigeno a -70°C. Reservar una alicuota para el analisis en
gel.
5.8.5. Activar un gel para determinar que GST-12 ha sido purificado.
5.8.5.1. Preparacion de muestras: Etiquetar tubos de microcentrifuga con GST-I2 replegado. Afadir lo
siguiente al tubo: cargar 2 ug de proteina en el pocillo. X=2,7 ug de GST-I2, en donde se cargaran 30 pl de
prep. de muestra de un volumen total de prep. de muestra de 40 pl.
5.8.5.1.1. X pl de muestra
5.8.5.1.2. 10 pl de 4X tampdn para muestras
5.8.5.1.3. 1 ul de beta-mercaptoetanol al 2,5%.
5.8.5.1.4. 29-X pl de H,0 destilada Nanopure.
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5.8.6. Mezclar las muestras y después incubarlas en un bloque térmico a 90°C durante 5 minutos. Repetir las
etapas 5.3.5 a 5.3.7 para preparar y procesar el gel.

5.8.7. Decantar la tincion Simply Blue SafeStain y afiadir 100 ml de H,O destilada Nanopure. Introducir el gel
nuevamente en un agitador oscilante e incubarlo durante 1 hora.

6.0 CONTROL DE CALIDAD

Cada lote de antigeno rGST-12 purificado se compara con dos lotes anteriores para garantizar la reproducibilidad de
la purificacién, tal como se muestra en la figura 23.

7.0 ANALISIS

Cada lote de antigeno rGST-I2 purificado se compara con estandares de BSA para determinar la concentraciéon
utilizando el ensayo de Bradford y regresion lineal.

8.0 REFERENCIAS

"Purification and characterization of recombinant extraxellular domain of human HER2 from Escherichia coli"
PROTEINA Expression and Purification X. Liu et al. 2007, paginas 247 a 254.

Ejemplo 20. Protocolo para la realizacion de inmunoensayos de anti-12.
1.0 OBJETIVO

El presente procedimiento de ELISA de tipo sandwich indirecto de anti-12 detalla las etapas necesarias para la
determinacién cuantitativa de anticuerpos séricos IgA humanos contra 12.

2.0 AMBITO
El inmunoensayo de 12 se utiliza para detectar concentraciones séricas de anti-12 en muestras de pacientes.
3.0 PRINCIPIO

El ensayo utiliza un formato de inmunoensayo de tipo sandwich indirecto en el que se utilizan anticuerpos de captura
para recubrir el fondo de los pocillos de una microplaca de 96 pocillos. A continuacion se bloquea la placa para
minimizar la unién no especifica y los niveles altos de ruido. Se afiade antigeno a la placa, que se une al anticuerpo
de captura. El exceso de antigeno se elimina mediante lavado tras la incubacién.

Los calibradores, controles y muestras de los pacientes se incuban en los pocillos apropiados y el biomarcador se
une al antigeno. A continuacion, se elimina mediante lavado el biomarcador no unido y el anticuerpo de deteccién
marcado con fosfatasa alcalina se incuba en los pocillos. La placa se lava nuevamente y se aflade una solucién de
sustrato quimioluminiscente. La placa se lee en un Spectramax M5° de Molecular Devices utilizando la deteccion
luminiscente.

4.0 DEFINICIONES

4.1.12: Péptido relacionado con Pseudomonas fluorescens.
4.2. ELISA: ensayo de inmunosorcion ligada a enzima

5.0 REQUISITOS DE LAS MUESTRAS

Se extrae sangre completa del paciente en tubos separadores de suero (TSS) y tubo Top EDTA/Lavender. Los tubos
se enviaron dentro de los primeros 7 dias a Prometheus Laboratories, bajo condiciones de temperatura ambiente o
utilizando Cold-pack. Antes de enviar los tubos se almacenaron bajo condiciones de refrigeracion.

6.0 PROCEDIMIENTO

6.1. Preparar tampdn de recubrimiento mediante la dilucion 20X de PBS a 1X con agua nanopura.

6.2. Diluir mAb a-GST de ratén a 5 mg/ml en 1X PBS. Recubrir las placas con 100 pl/pocillo. Almacenar durante
la noche a 4°C.

6.3. Afiadir suero de raton al 5% a un volumen de tampén de dilucién de 12 (1xPBS+BSA al 1%+PVA al
0,5%+PVP al 0,8%) necesario para la 1° y 2° diluciones para el dia a fin de crear el tampon de trabajo de 12. [por
ejemplo 2 ml de suero de raton a 38 ml de tampén de dilucién de 12].

6.4. Llevar las placas, el tampon de blogueo de histidina (histidina 20 mM + NaCl 0,5 M + BSA al 1%) y tamp6n
de trabajo de 12 a la temperatura ambiente antes de utilizarlos. Todos los demas reactivos, controles, estandares
y muestras deben mantenerse sobre hielo o a 4°C antes de utilizarlos.
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6.5. Preparar la curva de estandares mediante la dilucién de suero de conejo anti-His-12 en tampdn de trabajo de
12; la curva de estandares se dibuja por duplicado.
Diluciones propuestas para la curva de estandares (2 placas):

Dilucion Afadir a Tampén de trabajo de 12
Solucién estandar 1:500 2 pl de suero de conejo anti-His-12 998 ul

1 | 1:2.000 163 ul de Solucion estandar 1:500 489 ul

2 [1:3.750 85 ul de Solucién estandar 1:500 555 ul

3 | 1:5.000 65 ul de Solucién estandar 1:500 585 ul

4 | 1:10.000 32 ul de Solucién estandar 1:500 608 ul

5 | 1:20.000 16 ul de Solucion estandar 1:500 624 ul

6 | 1:80.000 160 pl de 1:20.000 480 pl

7 | 1:320.000 160 pl de 1:80.000 480 pl

8 | Blanco Nada 480 pl

6.6. Preparar tampén de lavado mediante la dilucion 20X de PBS-Tween a 1X con H2O dil.

6.7. Lavar pocillos 3 veces con 300 pl/pocillo de 1X PBS-Tween.

6.8. Durante la etapa de blogueo, prepara la dilucion de cada control positivo que debe someterse a ensayo [por
ejemplo 25 ul de muestra de control en 225 pl] de tampoén de trabajo de 12 para una dilucién 1:10; el control
negativo es una dilucion 1:100 [por ejemplo 2,5 ul de suero estabilizado en 250 pl de diluyente]; todas las
muestras de control se sembraron en placa por duplicado. Las muestras de diluyen 1:100 y 1:200 [por ejemplo
10 pl de muestra + 90 ul de tampon de trabajo de 12 para 1:10; 25 yl de 1:10 en 225 pl de tampdn de trabajo de
12 para 1:100; 15 pl de 1:10 en 285 pl de tampdn de trabajo de 12 para 1:200]. Todas las muestras se sembraron
en placa por duplicado. NOTA: incubar las muestras diluidas y los estandares en la mesa de laboratorio durante
toda la etapa del antigeno.

6.9. Bloquear los pocillos con 300 pl/pocillo de tampon de blogueo de histidina. Incubar durante 1 hora a
temperatura ambiente bajo agitacion (aprox. 300 rpm).

6.10. Desechar la solucién de bloqueo. No lavar la placa.

6.11. Diluir el rGST-12 en 1X PBS (segun la férmula a continuacion) inmediatamente antes del recubrimiento de
las placas a 5 pg/ml, 100 yl/pocillo. [Ve = volumen total requerido, es decir, 11 ml de volumen total = una placa]

Formula: Concentracion inicial desolucion madre deantigeno (ugiml) = Dy (Factor de dilucion) = I/F,
5 pg/ml (concentracion deseada final)

Ve/De = volumen de solucién estandar (Vs) necesaria para afiadir a 1XPBS
Ve- (VE/Dg) = Volumen de 1X PBS (Vp); Vs+ Vp= Ve a conc. de 5 mg/ml de antigeno, por ejemplo en el caso
de que la solucién de antigeno presenta una concentracion de 1.788 mg/ml, 1.788 mg/ml/5 mg/mI=357,6
(Dg); para una placa Vg =11 ml. 11 ml/357,6=0,031 ml de solucién de antigeno (es decir, 31 ml) 11 ml -0,031
ml=10,969 ml de 1X PBS
0,031 ml de solucién de antigeno + 10,969 ml de 1X PBS =11 ml a una concentracién de 5 mg/ml Incubar 1
hora bajo agitacion.
6.12. Lavar los pocillos 3 veces con 300 pl/pocillo de 1X PBS-Tween.
6.13. Diluir el tampdn de ensayo Tropix (10X) a 1X con H,O DDI para la utilizacion en la etapa 10.19. Mantener el
tampon a 4°C antes de utilizar y utilizar frio.
6.14. Afadir 100 pl/pocillo de calibradores y muestras por placa por duplicado. Incubar durante 1 hora a
temperatura ambiente en agitador orbital (aprox. 300 a 700 rpm).
6.15. Lavar los pocillos 3 veces con 300 pl/pocillo de 1X PBS-Tween.
6.16. Afiadir 100 pl/pocillo de anticuerpo secundario 1:5.000 diluido en tampdn de trabajo de 12. [por ejemplo 1,2
ul de IgG de cabra anticonejo a 6 ml de tampdn de trabajo de 12 para la curva de estandares; 2 ul de IgA de
cabra antihumano a 10 ml de tampén de trabajo de |2 para todas las muestras de pacientes y de control]. Incubar
1 hora a temperatura ambiente bajo agitacion.
6.17. Lavar los pocillos 3 veces con 300 pl/pocillo de 1X PBS-Tween.
6.18. Lavar pocillos 2 veces con 200 ul/pocillo de tamp6n de ensayo Tropix (1X).
6.19. Afadir 100 pl/pocillo de la solucién de sustrato quimioluminiscente [10 ml para una placa]. El sustrato debe
mantenerse a 4°C antes de utilizar y utilizar frio. Incubar durante 20 minutos, protegido de la luz, bajo agitacion.
6.20. Leer las placas inmediatamente en Spectramax M5° utilizando el protocolo de luminiscencia, placa de 96
pocillos opaca de lectura superior, con juego de integracién a 500.

7,0 CONTROL DE CALIDAD

7.1. El blanco para cada placa se determina dibujando la curva de estandares.

7.2. Pueden evaluarse los valores de control superior, medio y bajo generados en el ensayo.

7.3. La figura 43 muestra un grafico de una curva de estandares para las muestras con controles. Los datos de
estandares y de los controles se evaluaron y se graficaron utilizando Softmax.
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8.0 ANALISIS

8.1. El ensayo se mide en UE.
8.1.1. Intervalo de referencia: 367,80 UE. Las muestras con valores superiores a 367,80 UE se consideran
positivas para anti-12.
8.1.2. Concentracion minima detectable (CMD): 1,81 UE.
8.1.3. Intervalo informable: 2,5 UE a 100 UE.
8.1.4. Un valor del paciente inferior a 2,5 UE se informa como < 2,5 UE.
8.1.5. Un valor del paciente superior a 100 UE se informa como > 100 UE.
8.2. El ensayo debe repetirse en muestras con CV >15% entre las dos réplicas o si ambas réplicas son inferiores
al limite inferior del intervalo informable.

9.0 CALIBRACION

Se generd una curva de calibraciéon de 7 puntos con cada ensayo que debe cumplir los criterios esperados: cada
curva se compara con un conjunto de referencia de 30 ensayos anteriores con el fin de determinar su aceptabilidad.

10.0 LINEALIDAD

La linealidad del ensayo y el intervalo informable se verifican semestralmente utilizando los materiales de ensayo y
andlisis estadisticos apropiados.

11.0 INTERFERENCIA

El presente ensayo se sometié a ensayo para interferencia con el factor reumatoide, hemolisis y diversas sustancias
bilirrubina (400 pg/ml), colesterol (5 mg/ml), heparina (80 U/ml), EDTA (1,8 mg/ml) y hemoglobina (5 mg/ml). Se
observo que la deteccién de anti-I2 se encontraba dentro de un intervalo aceptable tras las adiciones de todas las
sustancias indicadas.

Ejemplo 21. Protocolo para la validacion de inmunoensayos de anti-12.
El presente ejemplo proporciona un protocolo para la validacion del ELISA de anti-I2 humano.
A. Intervalo de referencia

El intervalo de referencia es fijado por un analista que realiza el ensayo en un dia (dos placas). Se someten a
ensayo por duplicado cuarenta muestras de control sano. El intervalo de referencia se determina a partir de la
concentracion de anti-12. Se calculan el valor medio, la desviacién estandar, el valor minimo y el valor maximo. Los
intervalos de confianza al 95% (media + 1,96 desviaciones estandares) se consideran el intervalo normal.

B. Validacién

El rendimiento del ensayo es analizado por 3 analistas que llevan a cabo el ensayo en cinco dias diferentes (total de
15 ensayos). La validacion se lleva a cabo utilizando 3 lotes de preparaciones de antigeno. El estudio distingue entre
los efectos de operador y de lote. Cada uno de los tres operadores utiliza un lote diferente por lo menos una vez
durante la validacion de cinco dias.

B.1. Curva de estandares

La curva se obtiene de 7 estandares con diluciones comprendidas entre 1:2.000 y 1:320.000 y un blanco. La dilucion
en serie se lleva a cabo a partir de una solucién madre 1:500. La dilucién 1:500 de la solucion madre se prepara
mediante la adicion de 2 ml de suero de conejo anti-His a 998 ml de diluyente de ensayo. Para preparar la dilucion
inicial 1:2.000, se afiaden 163 ml de la solucion madre a un tubo que contiene 489 ml de diluyente de ensayo. La
dilucién posterior se lleva a cabo tal como se indica en la tabla a continuacion.

Diluciones propuestas para la curva de estandares (2 placas):

Dilucién Afadir a Diluyente de ensayo
Solucién estandar 1:500 2 pl de suero de conejo anti-His 998 ul

1 1:2.000 163 pl de soluciéon madre 1:500 489 pl

2 1:3.750 85 pl de solucién madre 1:500 555 ul

3 1:5.000 65 ul de solucién madre 1:500 585 pl

4 1:10,000 32 pl de solucién madre 1:500 608 pl

5 1:20.000 16 yl de solucién madre 1:500 624 pl
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6 1:80.000 4 ul de solucion madre 1:500 636 pl
7 1:320.000 1 pl de solucion madre 1:500 639
8 Blanco Nada 640 pl

Cada estandar se somete a ensayo por duplicado. La reproducibilidad de la curva de estandares se evalla
comparando para cada lote el valor esperado con el valor observado/calculado medio, la desviacién estandar y el
CV (%). El andlisis muestra la comparacion por parejas entre mdltiples lotes estandares. La reproducibilidad de
sefiales aceptable para los estandares 1 a 7 se define como una precisiéon (CV(%) inferior a 10%.

B.2. Sensibilidad

Se determiné la concentracion minima detectable (CMD) utilizando un total de 20 réplicas de los estandares cero
(blancos). Se utilizd la media y la desviacién estandar para calcular la CMD. La CMD se determind mediante la
adicion de dos desviaciones estandares al valor medio de densidad oOptica de las 20 réplicas de estandares cero.

B.3. Precision/Exactitud

La precision intra- e inter-ensayo se determind para los controles positivos alto, medio y bajo. Para la precision
intraensayo (precision dentro del ensayo), los controles positivos alto, medio y bajo se someten a ensayo en 16
réplicas en una Unica placa. Para la precision inter-ensayo (precision entre ensayos), los controles positivos alto,
medio y bajo se someten a ensayo en quince placas separadas. Cada muestra se evalla para cada ensayo. Se
calculan los valores asignados, medias, desviaciones estandares y CV (%). La precisidn analitica aceptable para las
muestras comprendidas en el intervalo dinamico de la curva de estandares se define como la precision (CV (%))
inferior a 10%.

B.4. Intervalo/linealidad informable

Se evalud la linealidad de dilucién utilizando cinco diluciones de dos veces en serie de los controles alto, medio y
bajo (Neat), partiendo de 1/2. Se evalu6 cada uno por duplicado. El rendimiento de concentracién de anti-I12 se
obtuvo multiplicando por el factor de dilucion. Se determiné el porcentaje de recuperacion. El rendimiento se
considera aceptable en el caso de que los resultados sean de entre 80% y 120% la concentracion esperada.
También se calculé la regresion lineal (RZ) para confirmar que la dilucion de las muestras se correlacionaba
linealmente con las unidades de ELISA calculadas.

C. Estudios de estabilidad

Tres analistas llevaron a cabo ensayos de estabilidad el mismo dia (3 placas). Cada ensayo de muestra se habia
preparado previamente y almacenado a -80°C.

C.1. Estabilidad a temperatura ambiente (TA)

Se incubaron controles alto, medio y bajo a temperatura ambiente durante 1, 2, 4 o 7 dias. Los controles tratados se
sometieron a ensayo y se compararon con los controles no tratados. Criterios de aceptabilidad 80% a 120% de la
concentracion de 12 calculada inicial.

C.2. Estabilidad a la temperatura de 4°C (4°C)

Se incubaron controles alto, medio y bajo a una temperatura de entre 2°C y 8°C durante 1, 2, 4 o 7 dias. Los
controles tratados se sometieron a ensayo y se compararon con los controles no tratados. Criterios de aceptabilidad
80% a 120% de la concentracion de 12 calculada inicial.

C.3. Preparaciones y muestras de antigeno GST-I2 purificadas mediante congelacién y descongelacién (C/D)

Los controles alto, medio y bajo se sometieron a 5 ciclos de congelacion y descongelacion. Los controles tratados se
sometieron a ensayo y se compararon con los controles no tratados. Criterios de aceptabilidad 80% a 120% de cero
congelacion-descongelacion.

Se sometieron alicuotas de antigeno GST-12 a 1-5 ciclos (IS-CDO, 1, 2, 3, 4, 5) de congelacion-descongelacion y se
sometieron a ensayo y compararon con muestras que se habian mantenido congeladas. Criterios de aceptabilidad

80% a 120% de cero congelacidon-descongelacion.

C.4. Estabilidad de los estandares
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Para la evaluacion de la estabilidad de los estandares, se dividio la solucion madre de estandares en dos alicuotas y
se almacenaron a 4°C durante 7 dias y durante 14 dias. El ensayo se llevé a cabo utilizando controles altos, medio y
bajos. Criterios de aceptabilidad 80% a 120% de cero congelacion-descongelacion.

D. Interferencia/Especificidad
Tres analistas llevaron a cabo ensayos de interferencia el mismo dia (3 placas).
D.1. Suero hemolizado

Se sometié a ensayo suero hemolizado para la interferencia de ensayo de anti-I2. Se recogié sangre completa de
tres donantes sanos con su consentimiento. La sangre se agitd con vortex vigorosamente para provocar una
hemolisis severa y después se dejé que coagulasen. Se recogié el suero. Los controles alto, medio y bajo se
diluyeron por duplicado con un volumen igual de NHS o muestra normal hemolizada. Criterios de aceptabilidad 80%
a 120% de la concentracion de anti-12 calculada inicial.

D.2. Suero de FR

Para determinar si el factor reumatoide (FR) interferia con el ensayo, se diluyeron por duplicado controles alto, medio
y bajo con un volumen igual de suero humano normal (NHS) o suero positivo para factor reumatoide (RF) (muestra
clinica obtenida de Aalto Scientific). La recuperacion de anti-12 de la adicién a controles de NHS se comparé con los
controles con adicién de suero positivo para FR. Criterios de aceptabilidad 80% a 120% de la concentracion de anti-
12 calculada inicial.

D.3. Especificidad

Se determinaron los efectos de diversas sustancias sobre el rendimiento del ensayo de anti-12. Se afadieron a los
controles alto, medio y bajo, bilirrubina (400 pg/ml), colesterol (5 mg/ml), heparina (80 U/ml), EDTA (1,8 mg/ml) o
hemoglobina (5 mg/ml). Se calcul6 el % de 12 recuperado en el control con adicion. Criterios de aceptabilidad 80% a
120% de la concentracion de anti-12 calculada inicial.

Ejemplo 22. Inmunoensayos de anti-I2 ejemplares que utilizan antigeno GST-I2 replegado.

El presente ejemplo describe dos inmunoensayos de anti-I2 que utilizan antigeno GST-I2 replegado (ver el Ejemplo
19) para detectar anticuerpos anti-I2 en una muestra biolégica. Ambos ensayos se llevaron a cabo en una placa de
microtitulaciéon de 96 pocillos con una proteina etiqueta con GST replegada que consistia de 100 aminoacidos de la
secuencia de 12. Sin embargo, el experto ordinario en la materia apreciara que un fragmento del polipéptido 12 que
es inmunorreactivo con un anticuerpo anti-12 resulta adecuado para la utilizacién en los inmunoensayos descritos en
la presente memoria.

El ensayo de anti-12 puede ser el ELISA ilustrado en la figura 44A y descrito en el Ejemplo 20. En particular, se
captura antigeno GST-12 replegado sobre la placa utilizando un anticuerpo monoclonal anti-GST recubriendo la
superficie de los pocillos. Tras la incubacién de las muestras de suero de los pacientes en los pocillos, se llevd a
cabo la deteccion de los anticuerpos IgA/IgG anti-12 utilizando reactivo de anti-IgA/G humana conjugado con enzima
fosfatasa alcalina. A continuacion, la reaccion se revel6 utilizando una solucion de sustrato quimioluminiscente.

Para evaluar el valor pronéstico del presente ensayo, se analizaron los valores séricos de anti-I2 para los pacientes
con complicaciones de la EC (por ejemplo enfermedad penetrante o fibroestenosante) y los pacientes de EC que
habian sido sometidos a un procedimiento quirdrgico. Los resultados mostraron que 64,6% de los pacientes con
niveles elevados de anti-I2 (por ejemplo niveles superiores al nivel de concentracidon de referencia) experimentan
comportamiento de enfermedad complicada, comparado con 52,5% de los pacientes con niveles bajos de anti-12
(p=0,002). De esta manera, la deteccién de anti-12 utilizando el presente ensayo robusto encuentra utilidad en la
prediccion de posibles resultados de comportamiento de la enfermedad para los pacientes de EC.

El ensayo de anti-I2 puede ser el ELISA ilustrado en la figura 44B. En particular, la placa se recubrié con 100
pl/pocillo de neutravidina en tampén de carbonato sddico, pH 9,5, a 4°C durante la noche. Tras lavar con PBST, la
placa se bloquedé son SuperBlock durante 30 minutos. Tras lavar con PBST, la mitad de la placa se incub6 con 100 p
de GST-I2 replegado biotinilado (Bio-GST-12; 100 ug/ml en SuperBlock), mientras que la otra mitad se incubd con
100 ul de SuperBlock (fondo) durante 1 hora a temperatura ambiente (TA) bajo agitacion suave. Como estandar se
utilizé suero agrupado de pacientes de Ell. La unidad arbitraria de los estandares se fijé en 160 U/ml para IgA GST-
12 y 146 U/ml para IgG GST-I2. Se llevaron a cabo diluciones en serie de los estandares para generar la curva de
estandares (3 U/ml y después diluciones 1:3). Se afiadieron a cada pocillo 100 pl/pocillo de los estandares y de las
muestras (dilucion 1:300 en SuperBlock) tras el lavado con PBST. Tras incubar a TA durante 1,5 horas bajo
agitacion suave, la placa se lavé y se incubd con 100 pl de anti-lgA humano marcado con PRP o 2° anticuerpo IgG
durante 1 hora a TA bajo agitacién. Se afiadié sustrato TMB a cada pocillo tras el lavado. La placa se incub6 en la
oscuridad bajo agitacién durante 15 minutos y se detuvo la reaccion con 50 ul/pocillo de acido fosférico 1 M. Se
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utilizé un lector de placas SpectraMax para leer la DO450. Para analizar la union especifica, se restd la DO450 de
fondo de los estandares y de las muestras de la DO450 correspondiente de los pocillos que contenian Bio-GST-12.
Los valores de IgA o IgG de GST-12 se calcularon a partir de la curva de estandares utilizando el programa Prism

graphPad.

5
LISTADO DE SECUENCIAS INFORMAL
SECIDn°1
N° DE ACCESO DE GENBANK NP_000591 )

10 PRECURSOR DE INTERLEUQINA 6 DE HOMO SAPIENS (PROTEINA)
1 mnsfestsafg pvafslglll vlpaafpapv ppgedskdva aphrgpltss eridkgiryi
61 1ldgisalrke tcnksnmces skealaennl nlpkmaekdg cfgsgfneet clvkiitgll
121 efevyleylg nrfesseega ravgmstkvl igflgkkakn ldaittpdpt tnaslltklg
181 agngwlgdmt thlilrsfke flgsslralr gm
SECIDn°2

15 N° DE ACCESO DE GENBANK NM_000600
INTERLEUQUINA 6 (IL-6) DE HOMO SAPIENS (ARNm)
1 aatattagag tctcaacccc caataaatat aggactggag atgtctgagg ctcattctge
61 cctecgagcecce accgggaacg aaagagaagc tctatctccce ctccaggage ccagcetatga
121 actccttcte cacaagcgec ttcecggtccag ttgeccttcecte cctggggetg cteectggtgt
181 tgcectgcetge cttceectgec ccagtacccce caggagaaga ttccaaagat gtagcecgecce
241 cacacagaca gccactcacc tcttcagaac gaattgacaa acaaattcgg tacatcctceg
301 acggcatctc agccctgaga aaggagacat gtaacaagag taacatgtgt gaaagcagca
361 aagaggcact ggcagaaaac aacctgaacc ttccaaagat ggctgaaaaa gatggatgct
421 tccaatctgg attcaatgag gagacttgcc tggtgaaaat catcactggt cttttggagt
481 ttgaggtata cctagagtac ctccagaaca gatttgagag tagtgaggaa caagccagag
541 c¢tgtgcagat gagtacaaaa gtcctgatcce agttcectgca gaaaaaggca aagaatctag
601 atgcaataac cacccctgac ccaaccacaa atgccagcct gctgacgaag ctgcaggcac
661 agaaccagtg gctgcaggac atgacaactc atctcattct gcgcagcttt aaggagttcc
721 tgcagtccag cctgagggct cttcggcaaa tgtagcatgg gcacctcaga ttgttgttgt
781 taatgggcat tccttettet ggtcagaaac ctgtccactg ggcacagaac ttatgttgtt
841 ctctatggag aactaaaagt atgagcgtta ggacactatt ttaattattt ttaatttatt
901 aatatttaaa tatgtgaagc tgagttaatt tatgtaagtc atatttatat ttttaagaag
961 taccacttga aacattttat gtattagttt tgaaataata atggaaagtg gctatgcagt
1021 ttgaatatce tttgtttcag agccagatca tttecttggaa agtgtaggcet tacctcaaat
1081 aaatggctaa cttatacata tttttaaaga aatatttata ttgtatttat ataatgtata
1141 aatggttttt ataccaataa atggcatttt aaaaaattca gcaaaaaaaa aaaaaaaaaa
1201 a
SEC ID n° 3,

20 N° DE ACCESO DE GENBANK NP_000567

PROPROTEINA INTERLEUQUINA 1, BETA DE HOMO SAPIENS (PROTEINA)

108



ES 2553415713

1 maevpelase

61
121

mmayysgned

mdklrkmlvp
gkslvmsgpy

ddkptlgles

dlffeadgpk gmkcsfgdld lcpldggigl risdhhyskg

frgaasvvva
slnctlrdsqg

cpgtfgendl stffpfifee epiffdtwdn eayvhdapvr
elkalhlggg dmeqgvvism sfvggeesnd kipvalglke

181 knlylscvlk vdpknypkkk mekrfvfnki einnklefes agfpnwyist

241 sgaenmpvil dftmgfvss

ggtkgggdit

10

15

SECIDn°4
N° DE ACCESO DE GENBANK NM_000576
INTERLEUQUINA 1, BETA DE HOMO SAPIENS (ARNm)

1 accaaacctc
61 ttcattgctc
121 atggcttatt
181 atgaagtgct
241 atctccgacc
301 gacaagctga
361 accttctttce
421 gcttatgtge
481 aaaagcttgg
541 atggagcaac
601 atacctgtgg
661 gataagccca
721 gaaaagcgat
781 cagttccccea
841 gggaccaaag
901 gagctgtacc
961 ggaacagaaa
1021 cccaactgcec
1081 agctctctcec
1141 tcctactcac
1201 tetgtcatte
1261 ttgtttgttt
1321 aaaagagcct
1381 taaatcaagt
1441 atttataaat
SECIDnNn°5

ttcgaggcac
aagtgtctga
acagtggcaa
ccttccagga
accactacag
ggaagatgct
ccttcatctt
acgatgcacc
tgatgtctgg
aagtggtgtt
ccttgggect
ctctacagcet
ttgtcttcaa
actggtacat
gcggccagga
cagagagtcc
ggtttttgag
tgcecttaggg
tttcagggce
ttaaagcccg
getcacagat
tattcattgg
agtttttaat
cctttaatta

gagcaaatat

aaggcacaac
agcagccatg
tgaggatgac
cectggaceta
caagggctte
ggttccectge
tgaagaagaa
tgtacgatca
tccatatgaa
cEeeabged
caaggaaaag
ggagagtgta
caagatagaa
cagcacctct
tataactgac
tgtgctgaat
tacggctata
tagtgctaag
aatcccecage
cctgacagaa
tctgatgage
tctaatttat
agctatggaa
agactgaaaa

catactgttc

N° DE ACCESO DE GENBANK NP_003800

INDUCTOR DEBIL DE APOPTOSIS RELACIONADO CON FNT DE HOMO SAPIENS (TWEAK) (PROTEINA)

1
6l
121
181
241

maarrsgrrr grrgepgtal

vaeedgdpse lnpgteesqgd

gagagvdgtv sgweearins

llvdgvlalr cleefsataa

tyfglfgvh

lvplalglgl
papflnrlvr
ssplrynrgi
sslgpglrlc

aggctgctet
gcagaagtac
ttgttctttg
tgcecctetag
aggcaggccg
ccacagacct
cctatcttcet
ctgaactgca
ctgaaagcte
tttgtacaag
aatctgtacc
gatcccaaaa
atcaataaca
caagcagaaa
ttcaccatgc
gtggactcaa
gcctggactt
aggatctcct
ccttttgttg
accacggcca
aaccgcttce
tcaaaggggg
tcaattcaat
tatataagct
aatggttctg

gggattctct
ctgagctcge
aagctgatgg
atggcggcat
cgtcagttgt
tccaggagaa
tcgacacatg
cgctccggga
tccacctcca
gagaagaaag
tgtcctgegt
attacccaaa
agctggaatt
acatgceccgt
aatttgtgtc
tcecectaggge
tcctgttgte
gtccatcagc
agccaggcct
catttggtte
eLatttattt
caagaagtag
ttggactggt
cagattattt

aaataaactt

tcagccaate
cagtgaaatg
ccctaaacag
ccagctacga
tgtggccatg
tgacctgage
ggataacgag
ctcacagcaa
gggacaggat
taatgacaaa
gttgaaagat
gaagaagatg
tgagtctgee
cttectggga
ttcctaaaga
tggcagaaag
tacaccaatg
caggacagtc
ctcteaccte
taagaaaccc
atttatttgt
cagtgtetgt
gtgctctctt
aaatgggaat

cactgaag

alaclgllla vvslgsrasl sagepageel

prrsapkgrk trarraiaah yevhprpggd

gefivtragl yylycgvhfd egkavylkld

gvsgllalrp gsslrirtlp wahlkaapfl

109



10

SECIDnNn°6
N° DE ACCESO DE GENBANK NM_003809
INDUCTOR DEBIL DE APOPTOSIS RELACIONADO CON FNT DE HOMO SAPIENS (TWEAK) (ARNm)

1 ctcteceecgg
61 gggggggcgyg
121 cggagggggc
181 ggcctggcege
241 tcgctgtceceg
301 tcggaactga
361 gttcecggectce
421 gcccattatg
481 acagtgagtg
541 cagatcgggg
601 tttgatgagg
661 ctgcgctgec
721 ctctgccagg
781 ctccecectggg
841 cactgagggg
o901 tctgggecacc
961 ccctctagag
1021 ccactcttat
1081 tgaccctttg
1141 gtgttcactg
1201 ggggctggac
1261 gtgaggggcyg
1321 agatattatt
1381 gtcataaaaa
SECIDn°7

ccecgatceccge
tgaggcaggc
gccgggggga
tggcctgect
cccaggagcc
atccccagac
gcagaagtgc
aagttcatcc
gctgggagga
agtttatagt
ggaaggctgt
tggaggaatt
tgtctgggcet
cccatctcaa
ccctggtetce
cggtccectc
gctgcecctggg
cttacaactc
aggccccecag
tactctgtgg
ctggcggcag
agaaacaaga
tttattatta

daaaaaaaaa

N° DE ACCESO DE GENBANK NP_001954 )
FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO DE HOMO SAPIENS (FCE)(PROTEINA)

ES 2553415713

ccgceggcetce
acagcccccce
gccgggceaccae
cggcctectg
tgcccaggag
agaagaaagc
acctaaaggce
acgacctgga
agccagaatc
cadoegggct
ctacctgaag
ctcagcecact
gttggccctg
ggctgeccccce
cccgcagteg
tgeegagaced
cctgttcacg
ccccaccgcece
tgatctcgac
gcaaggatgg
gaagccaaag
gaageteete
ttgtgacaaa

daaaaaa

110

cceccteeece
gccccecatgg
gccctgetgg
ctggeccgtgg
gagctggtgg
caggatcctyg
cggaaaacac
caggacggag
aacagctcca
gggctctact
ctggacttgce
gcggcgagtt
cggccagggt
ttcctcacct
tceccaggetyg
tcagccgetce
tgttttccat
cactctccac
tccceccectgg
gtccagaaga
agactgggcc
ccttgagaat
atgttgataa

gatccctegyg
ccgcecgteg
tccecgectege
tcagtttggg
cagaggagga
cgcctttect
gggctcgaag
cgcaggcagg
gccctectgeg
acctgtactg
tggtggatgg
ccotogggec
cctceoctgeg
acttcggact
cecggctecace
tbtgecktecag
cccacataaa
ctcactagct
ccacagaccc
coopacttea
taggccagga
tcecetgtgga
atggatatta

gtccecgggat
gagccagagyg
gctgggectyg
gagccgggca
ccaggacccyg
gaaccgacta
agcgatcgea
tgtggacggg
ctacaaccgc
tcaggtgcac
tgtgctggcecce
ccagctecge
gatccgcacc
cttccaggtt
tcgacagectc
aedtgeeedt
tacagtattc
ccccaatcce
ccagggcatt
ggcactaaga
gttcccaaat
tttttaaaac

aatagaataa



1 mlltliillp
6l tegtnyeqglv
121 mainwineev
181 slyradldgv
241 skhptghnlf
301 lagpkaeddt
361 afwnhgctlg
421 cfcpegsvile
481 pgpfllfans
541 mdgsgrerli
601 rgiavhpmak
661 akgsvieman
721 lggsmlkpss
781 laldghglla
841 smyarciseg
901 egyggdgihc
961 reddhhysvr
1021 elrhaghgqqg
1081 rrpadtedgm
1141 gteggcwipv
1201 hgmeltqg
SECIDn°8

vvskfsfvsl
vdagvsvimd
iwsnggegii
gvkalletse
amslfgdrif
wepegklckl
ckntpgsyyc
rdgktcsgcs
gdirhmhfdg
eegvdvpegl
rlfwtdtgin

ldgskrrrlt
1vvvhplakp
ggevdlkngv
edatcgclkg
ldidecglge
nsdsecplsh
gkvivvavcv
sscpgpwivv

ssdkgscpgv

ES 2553415713

sapghwscpe
fhynekriyw
tvtdmkgnns
kitavsldvl
ystwkmktiw
rkgncsstve
tcpvgtvllp
spdnggcsgl
tdygtllsqqg
avdwigrrfy

priessslqgg

andvghpfav
gadpclyang
tpldilsktr
fagdgklcsd
hscgenasct
dgyclhdgve
vvlivmlllls
ikehgdlkng

mersfhmpsy

N° DE ACCESO DE GENBANK NM_001963
FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO DE HOMO SAPIENS (FCE)(ARNm)

gtlagngnst
vdlerqgllqgr
hillsalkyp
dkrlfwigyn
iankhtgkdm
gagdlgshlcm
dgkrchglvs
cvplspvswe
mgmvyaldhd
wtdrgkslig

lgrlviassd

avifedyvwts
gcehickkrl
vsednitesqg
idecemgvpv
nteggytcmec
myiealdkya
lwgahyyrtqg
ggpvagedgq
gtgtleggve

111

cvgpapflif
vilngsrqger
anvavdpver
regsnslics
vrinlhssfv
caegyalsrd
cprnvsecsh
cdcfpgydlg
pvenkiyfah
rsdlngkrsk
liwpsgitid

dwampsvmrv
gtawcscreg
hmlvaeimvs
cppasskcin
agrlsepgli
cncvvgyige
kllsknpknp
aadgsmgpts
kphsllsanp

shgngifrid
vcnieknvsg
fifwssevag
cdydggsvhi
plgelkvvhp
rkycedvnec
dcvltsegpl
ldekscaasg
talkwieran
iitkenisgp
fltdklywcd

nkrtgkdrvr
fmkasdgktc
dgddcapvgc
teggyvecres
cpdstppphl
rcgyrdlkww
yeessrdvrs
wrgepglcgm
lwggraldpp



61
121
181
241
301
36l
421
481
541
6.0
661
721
781
841
901
96/l
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621

aaaaagagaa
caagggttgt
gccttgetet
cataagggtg
ctgtggcectte
ggacaacagc
ccgcatctgg
ttttcttttyg
cagtagttte
aaggtactct
tctecccatgg
tggtggatgc
gggtggattt
gagtatgtaa
ttatttggtc
gecacattet
ggtttatatt
tgggagtgaa
ttgataagcg
cctgtgatta
ttgcaatgtc
ggatagccaa
taccacttgg
cttgggagcece
gtgggcaaga
accggaagta
ggtgtaaaaa
ctgatgggaa

actgttggga
agctggaact
gtcacagtga
tcaggtattt
ccttggcagg
acaacaggag
ggtcaatcat
aaagttcaaa
aaaatttagt
cgcaggaaat
aaatagtatc
tggtgtctca
agaaagacaa
tatagagaaa
aaatcaacag
tttaagtgct
ttggtcttca
ggctctgttg
gctgttttgg
tgatggaggt
cetttttggt
caaacacact
tgaactgaaa
tgagcagaaa
cctccagtcea
ctgtgaagat
cacccctgga

acgatgtcat

ES 2553415713

gaggaatcgt
ttccatcagt
agtcagccag
cttactggct
ctgcattcag
agtaaaagat
actcaccttg
ctcatcaaga
tttgttagtc
gggaattcta
tttaggattg
gtgatcatgg
cttttgcaaa
aatgtttctg
gaaggaatca
ttaaaatatc
gaggtggctg
gagacatcag
attcagtaca
tctgtccaca
gaccgtatct
ggaaaggaca
gtagtgcatc
ctttgcaaat
cacttgtgca
gttaatgaat
tEEtaEt Lact
caacttgttt

atctccatat
tcttecttte
agcagggctg
tccaaagaaa
aaggtctcte
gcecccagggc
cccgggecat
ttatgctget
tctecagecace
cttgtgtggg
acacagaagg
dtttteoatta
gagtttttect
gaatggcaat
ttacagtaac
ctgcaaatgt
gaagccttta
agaaaataac
acagagaagg
ttagtaaaca
tetatbcaac
tggttagaat
cacttgcaca
tgaggaaagg
tgtgtgcaga
gtgctttttg
gcacgtgceccec

cctgtcecacyg

112

ttcttecttte
tttttectet
ttaaactctg
catagataaa
agttgaagaa
tgaggcctece
gctccagcaa
cactcttate
gcagcactgg
téctgcaces
aaccaattat
taatgagaaa
gaatgggtca
aaattggata
agatatgaaa
agcagttgat
tagagcagat
agctgtgtca
aagcaattct
tccaacacag
atggaaaatg
tadcctecat
acccaaggca
aaactgcagc
gggatacgcc
gaatcatggc
tgtaggattt
caatgtgtct

agccccaate
ctaagcettt
tgaaatttgt
gaaatctttc
agagcttgga
gctcaggcag
aatcaagctg
attctgttge
agctgtectg
tbettadbtt
gagcaattgg
agaatctatt
aggcaagaga
aatgaagaag
ggaaataatt
ccagtagaaa
ctcgatggtg
ttggatgtgc
cttatttgct
cataatttgt
aagacaattt
tcatcatttg
gaagatgaca
agcactgtgt
ctaagtcgag
tgtactcttg
gttetgette

gaatgcagcc



1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141

atgactgtgt
agagagatgg
tctgegttee
aactggatga
ctcaagatat
agatgggaat
atacagccct
ttgaggaagg
attggacaga
aaataatcac
agagattatt
gccttggecceg
acttcttaac
atctggatgg
tagcagtgtt
taaacaagag
cactggttgt
gaggctgtga
gttttatgaa
caggtggtga
gagtgtcaga
cagatcaaga
gagaggatgc
atatagatga
acaccgaagg
gtcttgatat
caaatacaga
tttgcecectga
gaaatagtga
gcatgtatat
agcgatgtca
agcagaaggt
gcectgtgggg
cttatgagga
tgtcectcttg
ggggtcaacc
catggaggca
tatccagtga
atgggacaca
cattatggca
tggaattaaa

aaaagtagag

tctgacatca
gaaaacatgt
tcttagecca
aaaaagctgt
tcgacacatg
ggtttatgce
gaagtggata
agtagatgtg
cagagggaaa
taaggagaac
ctggactgat
tctggttata
tgacaagttg
ttcaaaacgc
tgaggattat
gactggcaaa
ggttcatcca
acatatttge
agcctcagat
agttgatcta
agataacatt
tgactgtgct
cacatgtcag
atgtgagatg
tggttatgtc
tgatgagtgc
gggaggctat
ctctactcca
ctctgaatgt
tgaagcattg
gtaccgagac
catcgtggtyg
ggcccactac
gtcgagcaga
ccctcaacct
agtggctggt
ggagccccag
taagggctcc
gacccttgaa
acaaagggcc
aggaaagtca

caaaactata

ES 2553415713

gaaggtccct
agcggttgtt
gtatcctggg
gcagcttcag
cattttgatg
ctagatcatg
gagagagcta
ccagaaggtc
tctctgattyg
atctctcaac
acagggatta
gccagctctg
tactggtgcg
cgaagactta
gtgtggttet
gatagagtac
ttggcaaaac
aaaaagaggc
gggaaaacgt
aagaaccaag
acagaatctc
cctgtgggat
tgtttgaaag
ggtgtcccag
tgcecggtget
caactggggg
acctgcatgt
ccecectceace
ceecctgtoae
gacaagtatg
ctgaagtggt
gctgtctgcg
tacaggactc
gatgtgagga
tggtttgtag
gaggatggcc
ttatgtggaa
tgtcececcecagg
gggggtgtceg
ctggacccac
agaagaatga

ggttttggtt

tatgtttctg
cctcacccga
aatgtgattg
gaccacaacc
gaacagacta
accctgtgga
atatggatgg
ttgctgtgga
gaaggagtga
cacgaggaat
atccacgaat
atctaatcetg
atgccaagca
cccagaatga
cagattgggc
gtctccaagg
caggagcaga
ttggaactgc
gtctggctct
taacaccatt
aacacatgct
gcagcatgta
gatttgctgg
tgtgceeeae
cagaaggcta
agcacagctg
gtgctggacg
tcagggaaga
acgatgggta
catgcaactg
gggaactgcg
tggtggtgct
agaagctgct
gtcgcaggcec
ttataaaaga
aggcagcaga
tgggcacaga
taatggagcg
agaagcccca
cacaccaaat
actatgtcga

ccacaatctc

113

tcctgaaggce
taatggtgga
ctttcecctggg
atttttgetg
tggaactctg
aaataagata
ttcccagega
ctggattggce
tttaaatggg
tgctgttcat
tgaaagttct
gcccagtgga
gtctgtgatt
tgtaggtcac
tatgccatca
cagcatgctg
tceccectgetta
ttggtgttcg
ggatggtcat
ggacatcttg
agtggctgaa
tgctcggtgt
ggatggaaaa
tgeetectca
ccaaggagat
tggagagaat
cctgtctgaa
tgaccaccac
ctgeectcecat
tgttgttggc
ccacgectgge
tgtcatgctg
atcgaaaaac
tgctgacact
acaccaagac
tgggtcaatg
gcaaggctgce
aagctttcat
tEctetootd
ggagctgact
tgcacagtat

tacgactaat

tcagtgcttg
tgtagccagce
tatgacctac
tttgccaatt
ctcagccagce
tactttgeec
gaaaggctta
cgtagattct
aaacgttcca
ccaatggcca
tccecctceccaag
ataacgattg
gaaatggcca
ccatttgctg
gtaatgagag
aagcccteat
tatcaaaacg
tgtcgtgaag
cagctgttgg
tccaagacta
atcatggtgt
atttcagagg
ctatgttctg
aagtgcatca
gggattcact
gccagctgcea
ccaggactga
tattccgtaa
gatggtgtgt
tacatcggog
cacgggcagc
ctectectga
ccaaagaatc
gaggatggga
ctcaagaatg
caaccaactt
tggattccag
dtgeccateéet
tcagctaacc
cagtgaaaac
cttttcttte

cacctactca



10

4201
4261
4321
4381
44471
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861

atgcctggag
gtcttattte
tgggacaaca
tttttgttgt
ttggtcagtt
atgattggaa
tggtccatgc
gaaactgatt
tatttttaaa
ctacagaatt
attgtaagta

tttaaataaa

SECIDnNn°9
N° DE ACCESO DE GENBANK NP_000558 )
PROTEINA C REACTIVA DE HOMO SAPIENS (PCR) (PROTEINA)

1

61

acagatacgt
caagtaagag
gtgctttgta
tcctgcagec
acaaagtaat
tattacaata
tgatgatttt
tcttcagaat
atattacaca
ttccoctettg
aattgcctga

atcaccaaaa

ES 2553415713

agttgtgett
tactgggaga
aattgtgttg
ccagaagaaa
ttctttgatc
ccgttaagat
gcaaaatgag
tagatggctt
ggaggcttcg
gtgtgattge
ELttgttetea

acataaaaaa

ttgtttgctc
atcactaggt
tcttcagecag
ttaggggtta
tggacagaac
acagtgtagg
ttgtgatgaa
attttttaaa
gagtttctta
acagaatttg
ttatagacaa

dadaaaaaaa

ttttaagcag
aacttattag
tcaatacaaa
aagcagacag
atttatatca
catttaactc
tcaatgaaaa
atatttgaat
gtcattactg
tatgtatttt
cgatgaattt

daaacaaaaaa

tctcactgea
aaacccaaat
tagatttttg
tcacactggt
gtttcatgaa
ctcattggeg
atgtaattta
gaaaacattt
bectttteee
cagttacaag
cttetaatta

aaa

mekllcflvl tslshafggt dmsrkafvip kesdtsyvsl kapltkplka ftvclhfyte

lsstrgysif syatkrgdne ilifwskdig ysftvggsei lfevpevtva pvhictswes

121 asgivefwvd gkprvrkslk kgytvgaeas iilggegdsf ggnfegsgsl vgdignvnmw

181 dfvlspdein tiylggpfsp nvlnwralky evggevitkp glwp

SECID n° 10
N° DE ACCESO DE GENBANK NM_000567
PROTEINA C REACTIVA DE HOMO SAPIENS (PCR) (ARNm)

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

aaggcaagag

ggagtgaatt

gttteottggt

cttttgtgtt

agcctctcaa

ggtacagtat

ctaaggatat

aagtcacagt

agttctgggt

gggcagaage

gaagccagtc

atctaggact

caggcccttyg

cttgaccagc

tcccaaagag

agcctteact

tttotogtat

aggatacagt

agctccagta

agatgggaag

aagcatcatc

cctggtggga

tctagcccct

tatcactaggc

ctctetcatg

tcggatactt

gtgtgcctec

gccaccaaga

tttacagtgg

cacatttata

cccagggtga

ttggggcagg

gacattggaa

gaactttcag

agcaggacgt

cttttggcca

cctatgtate

acttctacac

gacaagacaa

gtgggtctga

caagctggga

ggaagagtct

agcaggattc

atgtgaacat

114

ccgaatacat

gaccatggag

gacagacatg

cctcaaagca

ggaactgtcc

tgagattctc

aatattattc

gtcegectca

gaagaaggga

ctteggtggg

gtgggacttt

cttttccaaa

aagctgttgt

tcgaggaagg

ccgttaacga

tcgaccegtyg

atattttggt

gaggttcctyg

gggatcgtgag

tacactgtgg

aactttgaag

gtgctgtcac



661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

cagatgagat

gggcactgaa

gcccagetgt

ctgtetetgyg

ctttgtteec

gtaaagtgtc

atttgaggtg

tacctcacat

ataaggcaag

cagaaagcag

tggccaggtyg

caggtctcct

cactggaaag

atgaagcact

tgcttgcagt

gaaccttgtyg

aagagtggac

teectatety

ccaaggattg

tgagaggacyg

gtgaggacag

tgaccacgtg

aggtctataa

SECIDn°11
N° DE ACCESO DE GENBANK NP_000322 ;
AMILOIDE Al SERICO DE HOMO SAPIENS (PROTEINA)

taacaccatc

gtatgaagtg

gggtcctgaa

tacctcecge

ctatatgcat

tggtctggga

ttttgttttce

agatgagaaa

agctgagaag

gagggcattg

tetggtttygg

gaaatgggaa

gccattagaa

aggtataaat

gctttettaa

gggctgtgaa

gtgaaccaca

gaggatagtt

agttatggac

tgaacctggg

aagccaaact

gagtctctga

gccaataaag

ES 2553415713

tatcttggcg

caaggcgaag

ggtacctccc

ttttttacac

tgcaggcctyg

gctcgttaac

atttttattt

actaacaccc

gaagcgctga

cccacattca

gtccagagtyg

gcccageaat

ttgccccage

atgttgttac

ttttatggcet

ttetttettc

gggtgtcctyg

ggatagttac

tttgggagtg

accaccagta

ggaagtggag

atcagccttyg

ccectgttta

ggccctteag

tgttcaccaa

ggttttttac

tgcatagttc

ctecacccete

tatgctggga

caagttggac

agaaaggaga

tcttctattt

cagggctctt

ctcatcatca

accacgcagt

agagcagatc

tgccaagaac

cttctgggaa

atcceccgeat

tcagaggagc

gtgttcctag

agacatcttc

gccatcttgt

gagccaaggg

tctggaacca

cttgaaaaaa

tcctaatgte

accccagctyg

accgcatggyg

ccacgtetcet

ctcagcegect

aacggtccaa

agatcttgga

aatgatgtta

aattccccac

cagtctcaga

tgtcatagaa

ccctcecactt

tgcttttttt

ttazatgact

actcctccce

tcccaatata

ccatctcececea

caggaccaac

ttgctgctag

ttgccacatg

attgacaaac

gatctacacc

aaaa

ctgaactggc

tggcectgag

ccccacgtcet

gtctctggge

gagaatggag

aagaatcaga

gabmsttiol

taaaaaactc

ccatgacccc

atcaggacac

ctgctgggec

tctcaaagca

ccagagcaaa

ggtttttgtt

ttttccacac

cccaggccac

tctceccoccage

tacagtcttc

atttccaagc

gagagagact

aacagagcct

tggactgccc

1 mklltglvfc slvlgvssrs ffsflgeafd gardmwrays dmreanyigs dkyfhargny

61 daakrgpgga waaevisdar enigrffghg aedsladgaa newgrsgkdp nhfrpaglpe

121 ky

115



10

15

SECIDn°12
N° DE ACCESO DE GENBANK NM_000331
AMILOIDE Al SERICO DE HOMO SAPIENS (ARNm)

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

ES 2553415713

aggctcagta taaatagcag ccaccgctcec

agcacagatc

tttcccaaca

accattctga

cctggtttte

cgaggctttt

ttacatcgagc

acctgggggt

ctttggccat

tggcaaagac

ttcactctge

agagggtaca

SECIDn° 13
N° DE ACCESO DE GENBANK NP_005209 .
DEFENSINA, BETA 1, DE HOMO SAPIENS (DEFB1) (PROTEINA)

aggtgaggag

agattatcat

aggtgtctta

tgctecttgg

gatggggctc

tcagacaaat

gcctgggcetyg

ggtgcggagg

cccaatcact

tctcaggaga

caatgggtat

cacaccaagg

ttcctttaaa

tctcoctetga

tcctgggtgt

gggacatgtg

acttccatgc

cagaagtgat

actcgctagc

tcecgacctgc

tctggctgtyg

ctaataaata

ctggcaggca

agtgattttt

aaaaatagtt

tctagagagce

cagcagccga

gagagcctac

tcgggggaac

cagcgatgec

tgatcaggct

tggcctgect

aggccctcag

cttaagaggt

gggacccgca

aaaacttact

atcctagagce

accatgaagc

agcttetttt

tctgacatga

tatgatgctg

agagagaata

gccaatgaat

gagaaatact

ggcagggata

ggaatttgtyg

gctcagctac

ctgttttcte

atacagccat

ttctecacggyg

cgttecttgg

gagaagccaa

ccaaaagggyg

tccagagatt

ggggcaggag

gagcttecte

Caaagcgggg

gaaact

1 mrteylllft 1lclllsemas ggnfltglgh rsdhyncvss gggclysacp iftkiggtcy

61 rgkakcck

SECID n° 14
N° DE ACCESO DE GENBANK NM_005218

DEFENSINA, BETA 1, DE HOMO SAPIENS (DEFB1) (ARNm)

1

61

121

181

241

301
361

421

481

tcecttcagt

ccagcctctyg

tgaaatcctg

ctctgettac

agatctgatc

atctttacca
gggagtgacc

taaaggaaaa

daada

tccgtcgacyg aggttgtgca atccaccagt

gaagcctctg

ggtgttgcct

ttttgtctga

attacaattg

aaattcaagg
agaagaaatg

ttgcottttga

tcagctcagc

gccagtcgec

gatggcctca

cgtcagcagt

cacctgttac
acgcagaagt

agtatacctc

116

ctccaaagga

atgagaactt

ggtggtaact

ggagggcaat

agagggaagg
gaaatgaact

ctttgggcca

cttataaata

gccagegtct

cctacettet

ttctcacagg

gtctctattce

ccaagtgctg
ttttataagc

daddaaaaaa

cagtgacgct

ccccagttec

gctgtttact

ccttggecac

tgcctgececeg

caagtgagct
attcttttaa

daadadaaaa



10

15

SEC ID n° 15

ES 2553415713

N° DE ACCESO DE GENBANK NP_004933 ’
DEFENSINA, BETA 2, DE HOMO SAPIENS (DEFB2) (PROTEINA)

1 mrvlyllfsf 1fiflmplpg viggigdpvt clksgaichp vicprrykgi gtcglpgtke

61 ckkp

SEC ID n° 16

N° DE ACCESO DE GENBANK NM_004942
DEFENSINA, BETA 2, DE HOMO SAPIENS (DEFB2) (ARNm)

1 agactcagct cctggtgaag

61 tcgttcctcet

121

181

241

gttacctgcec

caaattggca

gaagctgctyg

tcatattcct

ttaagagtgg

cctgtggtet

tggctgatgc

301 taaaccaaat taaactatgg

SECID n° 17

ctcccageca

gatgcctett

agccatatgt

ccctggaaca

ggattcagaa

tgtccaaaga

N° DE ACCESO DE GENBANK NP_004351 ’
CADHERINA-E DE HOMO SAPIENS (CDH1) (PROTEINA)

tcagccatga

ccaggtgttt

catccagtct

aaatgctgca

agggctccct

tacgca

117

gggatcttgta

ttggtggtat

tttgccctag

aaaagccatg

catcagagac

tctcectette

aggcgatcct

aaggtataaa

aggaggccaa

gtgcgacatg



61

121

181

241

30

6.

421

481

541

601

661

721

781

841

mgpwsrslsa
tgrgrtayfs
hhhrppphga
nkdkegkviy
avedpmeili
aytilsgdpe
avitvtdtnd
ggfvvttnpv

neapifvppe

aistraeldr
ffcernpkpg
gdykinlklm
1i1i11111F
evtrndvapt

eaaslsslns

SECID n° 18
N° DE ACCESO DE GENBANK NM_004360
CADHERINA-E DE HOMO SAPIENS (CDH1) (ARNm)

11111gvssw
ldtrfkvgtd
svegigaell
sitgggadtp
tvtdgndnkp
lpdknmftin
nppifnptty
nndgilktak

krvevsedfg

edfehvknst
viniidadlp
dngnkdgvtt
lrrravvkep
lmsvprylpr

sesdkdgdyd

ES 2553415713

lcgepepchp
gvitvkrplr
tfpnsspglr
pvgvfiiere
eftgevfkgs
rntgvisvvt
kggvpenean
gldfeakqgqgy

vggeitsyta

ytaliiatdn
pntspftael
levsvcdceg
1llppeddtrd
panpdeignf

ylnewgnrfk

gfdaesytft
fhnpgihflv
rgkrdwvipp
tgwlkvtepl
vmegalpgts
tgldresfpt
vvittlkvtd
ilhvavtnvv

gepdtfmegk

gspvatgtgt
thgasanwti
aagvcrkagp
nvyyydeegg
idenlkaadt

kladmyggge

118

vprrhlergr
yvawdstyrkf
iscpenekgp
dreriatytl
vmevtatdad
ytlvvgaadl
adapntpawe
pfevslttst

ityriwrdta

111ilsdwvnd
gyndptgesi
veaglgipai
geedgdfdls
dptappydsl

dd

vligrvnfedc
stkvtlntvg
fpknlvgiks
fshavssngn
ddvntynaai
ggeglsttat
avytilnddg
atvtvdvldv

nwleinpdtg

napipeprti
ilkpkmalev
lgilggilal
glhrgldarp

1lvfdyegsgs



61

121

181

241

301

36l

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

agtggcgtcg

gctccagecc

agccatgggce

ttggctetge

cacggtgccc

ttgcaccggt

agatggtgtyg

ggtctacgec

ggggcaccac

gctcacattt

tcccatcage

atccaacaaa

acccectgtt

tctggataga

gaatgcagtt

gcccgaatte

ctctgtgatg

catcgcttac

taacaggaac

tacgtatacc

gaactgcaaa

ggcccgaccec

ccttggagec

caggagccgg

cggcgcecacc

cgacaaagga

attacagtca

tgggactcca

caccgceeccece

cccaactccet

tgcccagaaa

gacaaagaag

ggtgtcttta

gaacgcattg

gaggatccaa

acccaggagyg

gaggtcacag

accatcctca

acaggagtca

ctggtagttc

ES 2553415713

gcacctgtga

gaccgcaccc

gcagcctcte

agccctgcca

tggagagagg

cagcctattt

aaaggcctet

cctacagaaa

cgccecatca

ctcctggect

atgaaaaagg

gcaaggtttt

ttattgaaag

ccacatacac

togagatttt

tctttaaggyg

ccacagacgc

gccaagatcc

tcagtgtggt

aagctgctga

gcttgcggaa

ggcgectgec

ggcgctgetyg

ccctggettt

ccgogtectyg

ttccectegac

acggtttcat

gttttccacc

ggcctcegtt

cagaagacag

cccatttcecet

ctacagcatc

agaaacagga

tctcttctet

gatcacggta

gtctgtcatg

ggacgatgat

tgagctcect

caccactggg

ccttcaaggt

119

gtcagttcag

ctcgetegge

ctgctactge

gacgccgaga

ggcagagtga

acccgattca

aacccacaga

aaagtcacgc

tctggaatcc

aagagagact

aaaaacctgyg

actggccaag

tggctgaagg

cacgctgtgt

accgatcaga

gaaggtgctc

gtgaacacct

gacaaaaata

ctggaccgag

gaggggttaa

actccagcec

gtcccecggec

aggtctectc

gctacacgtt

attttgaaga

aagtgggcac

tccatttctt

tgaatacagt

aagcagaatt

gggttattcc

ttcagatcaa

gagctgacac

tgacagagcc

catccaacgg

atgacaacaa

ttccaggaac

acaatgccgc

tgttcaccat

agagtttccc

gcacaacagc



1201

1261

1321

1381

1441

150

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

aacagctatg

gtacaagggt

tgatgctgat

tggtggacaa

aaagggcttg

ggtacctttt

tgtgaatgaa

tggcgtgggce

gaaaataaca

tggtgccatt

cacgtacaca

gacacttctg

tatattcttc

tcctcccaat

cattcagtac

ggtgggtgac

caccttagag

gcctgtecgaa

tttgctaatt

gcccttactg

aggcggagaa

gcctgaagtg

ccgeectgee

tactgacccc

ttccgaaget

tgactacttg

cgaggacgac

aaatcacgtt

aaagagactg

atcacagtca

caggtgcctg

gcccccaata

tttgtcgtca

gattttgagg

gaggtctcte

gcccecccecatcet

caggaaatca

tatcggattt

tccactcggg

gccctaatca

ctgatcctgt

tgtgagagga

acatctcecct

aacgacccaa

tacaaaatca

gtcagcgtgt

gcaggattgc

ctgattctgce

ccceccagagg

gaggaccagg

actcgtaacg

aatcccgatg

acagccccgc

gctagtctga

aacgaatggg

taggggactc

gctggtggtt

gttagtgatg

ES 2553415713

ctgacaccaa

agaacgaggc

ccccagegtyg

ccacaaatcc

ccaagcagca

tcaccaccte

ttgtgcctece

catcctacac

ggagagacac

ctgagctgga

tagctacaga

ctgatgtgaa

atccaaagcc

tcacagcaga

cccaagaatc

atctcaagct

gtgactgtga

aaattcctgce

tgctcttgcet

atgacacccg

actttgactt

acgttgcacc

aaattggaaa

cttatgatte

gctccecctgaa

gcaatcgctt

gagagaggcg

tttcagctec

cagttagtat

cgataatcct

taacgtcgta

ggaggctgta

agtgaacaac

gtacattcta

cacagccacc

tgaaaagaga

tgcccaggag

tgccaactgg

cagggaggat

caatggttct

tgacaacgcc

tcaggtcata

actaacacac

tatcattttg

catggataac

aggggccgcet

cattctgggg

gtttcttegg

ggacaacgtt

gagccagctg

aaccctcatg

ttttattgat

tctgctegtg

ctcctcecagag

caagaagctg

ggccccagac

cttececttga

agctttatac

120

ccgatcttcea

atcaccacac

tacaccatat

gatggcattt

cacgtagcag

gtcaccgtgg

gtggaagtgt

ccagacacat

ctggagatta

tttgagcacg

ccagttgcta

cccataccag

aacatcattg

ggggcgagtg

aagccaaaga

cagaataaag

ggcgtctgta

attcttggag

aggagagcgg

tattactatg

cacaggggcc

agtgtcccce

gaaaatctga

tttgactatg

tcagacaaag

gctgacatgt

ccatgtgctg

gatgagtttc

tctctecact

dticecaceas

tgaaagtgac

tgaatgatga

tgaaaacagc

tgacgaatgt

atgtgctgga

ccgaggactt

ttatggaaca

atccggacac

tgaagaacag

ctggaacagg

aacctcgaac

atgcagacct

ccaactggac

tggccttaga

accaagtgac

ggaaggcaca

gaattcttge

tggtcaaaga

atgaagaagg

tggacgctcg

ggtatcttcc

aagcggctga

aaggaagcgg

accaggacta

acggaggcgg

ggaaatgcag

tggggaaaaa

ttatagctct



2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

aataagtttg

actctttaca

ctttagcatc

ttttaaaaag

ttaaaaaaaa

ttttttttaa

gctcactgca

gctgggacca

tctcectatg

gcctceccaga

cctgccattt

atcatagctc

tttatttttt

cctcaagcaa

gtgcccagcc

gataggagtt

tgtctggcca

ttcatctcct

tgtgttcatt

agtgcctaaa

gcaggagagc

tgggtctacc

gacacaagat

tgtctacaga

aaccgagaat

aaagggggtt

taaatgtgaa

gtttctcaag

atttttcggc

tgttagaaaa

tggtggtgat

agaaggttca

aaggggagaa

tttgtgtget

gacagggtct

gcecttgtect

caggcatgca

ttacccaggc

gtattgggat

tttaagagac

actgtaacct

tgtacagatg

tccttetgece

tccatgtttt

ctctgatgca

catcttgact

gagtatgtaa

aatgtttatt

gtgctgcagce

ttgtcattga

tcatctctga

ccgtggtttg

aaatgctggc

attcaaaatt

agttgaggag

tttcaacttt

tgttttggag

agttcaagct

ES 2553415713

gtttegactt

gtccaaaaga

cccagcaccet

gtcagctact

tctgeteatt

cattctatcg

cccaggctea

ccactacgca

tggtctcaaa

tacagacatg

agtttcgectc

caaactctgg

gggtcttget

ttggcceceece

aatatcaact

gaaattattg

aggtattgtc

cttgcaatgg

tagctctgaa

caaagacaga

gcctggcaat

aaattctgga

tactcaaagc

tgagctgaac

ccaaattttt

tagggggtag

tgacaatcaa

aaaaaaatca

atatcgaata

atttcttaaa

tacccaaatt

tgcagatttt

ctagttctgt

actacactgg

gccaggctgg

agctatccett

tgactaattt

ctectggget

agccactgca

catcgcccag

ggctcaagca

atgttgccca

aaagtgctgg

ctcactcctg

ggctetttta

tactctgaag

gcagctatcc

gcaagagtga

gcggaactat

ttagcaaact

aggaatggag

ccagaatccc

acatttgccc

ttcttaggag

tgaggatctt

agaaaagact

accctgcaat

tagttctgtg

121

geEtttteer

ttaatattcc

cttaaggaat

tgttttgtgt

tgtgtcccte

agtgcagtgg

gcacctcagce

tttaaatatt

caagtgatcc

cctgcceccage

gcctgggatg

gttcteccac

agctggtett

gattgtgggc

aattcagttg

gggtaagaag

acctttaatg

agtgacttgt

tatactccag

gaaaagtggg

gatgctgagg

gagtctcaac

caagtgcctg

aattccaggt

caagaagaaa

gatttggatc

tttgttgaaa

cactttttgg

tagagaatgt

Ettteooate

agaagaacaa

tttgtctcac

atataatttt

Eguebi e

tgcaatcaca

ctcccaagta

tgagacgggg

tcccatcttg

tcceccaacte

cagtgatgtg

cagcctcectt

aaactcctgg

atgagctgct

ctttgcccaa

tttgtgtett

gcttceectet

tctgagtaag

gacttagaat

cttggagatg

atgattgagg

atgtgtttct

cttttgatga

gtgcacagaa

atgtggccect

tctttttatt

tagctttact

aattgtcttg

cactgtagtt



ES 2553415713

4681 ttgagtgtat acatgtgtgg gtgctgataa ttgtgtattt tcectttggggg tggaaaagga
4741 aaacaattca agctgagaaa agtattctca aagatgcatt tttataaatt ttattaaaca

4801 attttgttaa accat

SEC ID n° 19
N° DE ACCESO DE GENBANK NM_000201
Molécula de adhesion intercelular 1 de Homo sapiens (MAIC1) (ARNm)

1 caagcttagc ctggccggga aacgggaggc gtggaggccg ggagcagccc ccggggtcat
6l cgccctgcecca ccgccgccceg attgcectttag cttggaaatt ccggagctga agcggccagce
121 gagggaggat gaccctctcg gcccgggcac cctgtcagtc cggaaataac tgcagcattt
181 gttccggagg ggaaggcgcg aggtttccgg gaaagcagca ccgccccttg gcccccaggt
241 ggctagcgct ataaaggatc acgcgcccca gtcgacgctg agctcctcetg ctactcagag
301 ttgcaacctc agcctcecgceta tggcectcccag cagcccecccgg ccececgegetge ccgcactcecet
361 ggtcctgctc ggggctctgt tcccaggacc tggcaatgcc cagacatctg tgtcccccte
421 aaaagtcatc ctgcccecggg gaggctccegt getggtgaca tgcagcacct cctgtgacca
481 gcccaagttg ttgggcatag agaccccecgtt gecctaaaaag gagttgctcce tgcctgggaa
541 caaccggaag gtgtatgaac tgagcaatgt gcaagaagat agccaaccaa tgtgctattc
601 aaactgccct gatgggcagt caacagctaa aaccttcctc accgtgtact ggactccaga
661 acgggtggaa ctggcacccc tccecctcecttg gcageccagtg ggcaagaacce ttaccctacg
721 ctgccaggtg gagggtgggg caccccgggc caacctcacc gtggtgctgce tccecgtgggga
781 gaaggagctg aaacgggagc cagctgtggg ggagcccgct gaggtcacga ccacggtgcet
841 ggtgaggaga gatcaccatg gagccaattt ctcgtgccge actgaactgg acctgcggcec
901 ccaagggctg gagctgtttg agaacacctc ggccccecctac cagctccaga cctttgtect
961 gccagcgact cccccacaac ttgtcagececce ccgggtcecta gaggtggaca cgcaggggac
1021 cgtggtctgt tcecctggacg ggctgttccecce agtctcecggag geccaggtcecce acctggcact
1081 gggggaccag aggttgaacc ccacagtcac ctatggcaac gactccttcet cggccaaggce
1141 ctcagtcagt gtgaccgcag aggacgaggg cacccagcgg ctgacgtgtg cagtaatact
1201 ggggaaccag agccaggaga cactgcagac agtgaccatc tacagctttc cggcgcccaa
1261 cgtgattctg acgaagccag aggtctcaga agggaccgag gtgacagtga agtgtgaggce
1321 ccaccctaga gccaaggtga cgctgaatgg ggttccagece cagccactgg gcccgagggce

122



1.3

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

coagetoetyg

cctggaggtyg

tggccceccececga

gcagactcca

tggcactttc

ctacctctgt

gctcteeccec

cactgcaggc

acaacaggcc

ctatcccggg

gaacagagtg

cagggcattg

aacactaggc

ctcaagacat

gacatagccc

tatgctgagg

aaacacaaag

caacccttga

tttatgtagg

ttcaaggtca

gatcaaatgg

ttctatcgge

gtgaggcctt

cacatacatt

ccagggaata

ttgcactatg

ggccaaggta

gtgtatgtgt

ggttcactgc

ctgaaggcca

gccggecage

ctggacgaga

atgtgccagg

ccactgccca

cgggccagga

cggtatgaga

ctcagcacgt

caaaaaggga

acagggcctc

gaagacatat

tcctcagtcea

cacgcatctg

gattgatgga

caccatgagg

ccccacagac

gcccacactt

tgatatgtat

ctaaatgaac

ccaggtacag

ggctgggact

acaaaagcac

attcctcect

tctgccagtg

tgcccaagcet

cagctccagt

ttggaggact

agacaagctc

agtcttgacc

ES 2553415713

ccccagagga

ttatacacaa

gggattgtcc

cttgggggaa

tcggggaatc

gcactcaagg

ttgtcatcat

acctctataa

cccccatgaa

ttccteggee

gccatgcagce

gatacaacag

atctgtagtc

tgttaaagtc

acatacaact

ttacagaaga

cctgacggat

ttattcattt

ataggtctct

ttgtacaggt

tctcattgge

tatatggact

tccececcaaa

ttcacaatga

atgcecttgte

ttcctgecagt

ccctececcage

tcgectetgte

ttttgggctc

caacgggcgc

gaaccagacc

gggaaactgg

cccattgecec

agtgactgtc

ggaggtcacc

cactgtggta

ccgccagcgg

accgaacaca

ttccecatatt

tacacctacc

catttggggc

acatgactaa

tagcctgatyg

gggaaatact

agtggcccte

gccagcettgg

gttattttac

ggcctcacgg

tgtacactgc

caacctgcecet

ggtaatggtt

actgacacct

cactcagcgyg

ctcttgtect

gatcagggtc

tttggaagcc

acccaggctg

aagtgatcct

123

agcttctect

cgggagctte

acgtggccag

gagctcaagt

actcgagatc

cgcaaggtga

gcagccgcag

aagatcaaga

caagccacgc

ggtggcagtg

ggccctggga

catggtacct

gccaagagga

agaggggaag

gaaacttgct

catagacatg

gcactgctgt

cagctattta

agctcccagt

aggagagtgc

ttcceccagaa

acaggttcag

ttgttagcca

tcatgtctgg

gtttgcattt

ctgcaagcag

tcatcegegt

gagtgcagtg

cccacctcag

gctctgcaac

gtgtcctgta

aaaattccca

gtctaaagga

ttgagggcac

ccgtgaatgt

tcataatggg

aatacagact

ctcecctgaac

gtgccacact

cgccggagga

gcacacctaa

aggagcaaga

tggtggggga

gcctattggg

tgtagcatca

ctactgaccc

ttgagtgtct

cctaatcaca

ctggcaaaaa

ggagtgattt

agattaccca

ccteccecccacce

acatgagtgc

cactgggagc

tggggaaggg

gtgtgtgtgt

gtgcaatcat

cctectgagt



10

15

ES 2553415713

3121 agctgggacc ataggctcac aacaccacac ctggcaaatt tgattttttt tttttttcecca

3181 gagacggggt ctcgcaacat tgcccagact tcctttgtgt tagttaataa agcectttctceca

3241 actgccaaa

SECID n° 20
N° DE ACCESO DE GENBANK NP_000192 )
Precursor de la molécula de adhesion intercelular 1 de Homo sapiens (MAIC1) (PROTEINA)

1

61

121

181

241

301

361

421

481

mapssprpal
etplpkkell
lpswgpvgkn
ganfscrtel
glfpvseaqgv
tlgtvtiysf
tpedngrsfs
awgnplpelk

iviitvvaaa

SECIDn°21
N° DE ACCESO DE GENBANK NM_001078
Molécula de adhesion celular vascular 1 de Homo sapiens (MACV1), transcrito variante

pallvllgal
lpgnnrkvye
ltlrcgvegg
dlrpgglelf
hlalgdgriln
papnviltkp
csatlevagg
clkdgtfplp

vimgtaglst

fpgpgnagts wvspskvilpr ggsvlvtcst scdgpkllgi

lsnvgedsgp
apranltvvl
entsapyqglqg
ptvtygndst
evsegtevtv
lihkngtrel
igesvtvtrd

ylynrgrkik

mcysncpdgqg
lrgekelkre
tfvlipatppg
sakasvsvta
kceahprakv
rvlygprlde

legtylcrar

kyrlggagkg

staktfltvy
pavgepaevt
lvsprvlevd
edegtgrltc
tlngvpagpl
rdcpgnwtwp
stggevtrkv

tpmkpntgat

wtpervelap
ttvlvrrdhh
tggtvvesld
avilgngsge
gpraglllka
ensggtpmcg
tvnvlsprye

pp

1 (ARNm)

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

cgcggtatct

aggtgggaca

atgcctggga

gcttctcaag

gactccgtct

acccagatag

acaatgaatc

tctaggaaat

attcatttga

gatgtatacc

gcatcgggcc

caaataaggg

agatggtcgt

cttttaaaat

cattgacttg

atagtccact

ctgttagttt

tggaaaaagg

gtggcecctct

catttgacag

tcactggctt

ttttggaacc

gatccttgga

cgagaccacce

cagcaccaca

gaatgggaag

tgggaacgaa

aatccaggtg

ggaggctggg

gctggagata

124

caggagctga

actattttct

gcctcaaata

ccagaatcta

ggctgtgagt

gtgacgaatyg

cactcttacc

gagatctact

aagccgatca

gacttactga

ataccctccc

catcacgaca

tactttggat

gatatcttgc

ccocccecattttt

aggggaccac

tgtgcacagc

cttttcctaa

cagtcaagtg

aaggagatca

aggcacacac

gcaacttaaa

aatgtttgca

tcagattggt

ctcttggaga

atctacgctg

aacttgtgaa

ggatccagag

ttcagttgct

tctcatgaag



601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

agtcaggaat

acctttactc

attgatgaaa

atatcaccca

tctgtgacca

aaattagata

atgaggatgg

agaaaagagg

cceceggattg

gaatccccat

agtgagggga

tatctgtgca

tactcattcc

gtcactgtaa

cttaaggggg

ctagagaaca

cttgtttgtc

agtacgcaaa

tcctecatcece

gctccgaaaa

aatgcaactc

ggaattaacc

aaagacataa

atctcttgta

acaggagaca

aaggatgcgg

ttaacacttg

gtgctctatt

agaaaagcca

ttctggagga

ctgtcattga

tggattetgt

agaatacagt

tgacctgttc

atgggaatct

aagattctgg

tggaattaat

ctgctcagat

ctttctectyg

ccaattccac

cagtgacttg

ctagagatcc

gctgcaaggt

agactattct

aaagtttgga

aggctaagtt

cactttatgt

tggaggaagg

tcctgtggag

tcaccttaat

aggctggaag

aacttacagc

catgtggaaa

cagtactaaa

gagtatatga

atgttcaagg

ttgcatccte

acatgaaggg

ES 2553415713

tgcagacagg

ggatattgga

gcccacagta

tatttctgtg

cagcgagggt

acagcacctt

aatttatgtg

tgttcaagag

tggagactca

gagaacccag

gctgaccctyg

tggacataag

agaaatcgag

tcctagegtg

ggagaatata

aatgaccttc

acatattgat

caatgttgcc

cagttctgtg

caggcagctc

ttctacaaaa

aagcagaaag

Etttegtct

tgttccagaa

atctatagat

atgtgaatct

aagagaaaac

cttaataata

gtcatatagt

aagtccctgg

aaagttcttg

aggcaggctg

aatccatcca

ctaccagctc

tctggaaatg

tgtgaaggag

aaaccattta

gtcatgttga

atagacagcc

agccctgtga

aaactggaaa

atgagtggtg

tacccceccttyg

gagtttttgg

atccctacca

gacatggaat

cccagagata

aatatgacat

cctaacgggg

atggaagatt

gaagtggaat

gagagtgtca

acatggataa

ggcgcectata

aaaaacaaag

aacaaagact

cctgecattyg

cttgtagaag

125

aaaccaagag

tttgccgage

taaaagaatt

caaagctgca

cagagatttt

caactctcac

ttaatttgat

ctgttgagat

catgtagtgt

ctctgagcgg

gttttgagaa

agggaatcca

gcctcegtgaa

accggctgga

aggatacgga

ttgaagatac

tcgaacccaa

caaccgtcectt

gcttgagcca

agctacagcc

ctggggttta

taattatcca

aagaaggaga

tcctgaagaa

ccatccgaaa

ttggctcaca

atttttctce

gaatgataat

cacagaaatc

tttggaagta

taaattacac

gcaagtctac

agaaggtggc

ctggagtaag

cttaattgcet

tgggaaaaac

ctccectgga

catgggctgt

gaaggtgagg

cgaacactct

ggtggagctc

tgggagctct

gattgaatta

tatgaaatct

tggaaaagct

acaaaggcag

ggtcagcecct

gggctttcect

tctttctgag

tttatgtgaa

agttactcca

cactgtcatc

aaaagcggag

ggcccagttg

attaagaagt

tgagcttctce

ttactttgca

aaaagtgtag



2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

ctaatgcttyg

catcattcct

ggaaagaaat

cctgaagaac

tacaataaca

atagcaacac

taatgcatgt

cttctatttt

aggttttgta

ctgggttgac

tctgtatagt

gcaactttcc

aggttttttt

SEC ID n° 22
N° DE ACCESO DE GENBANK NP_001069 )
precursor de isforoma a de la proteina de adhesion celular vascular 1 de Homo sapiens (PROTEINA)

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

mpgkmvvilg
tgidsplngk
ihlsgpleag
tftpviedig
svtmtcsseg
rkevelivge
segtnstltl
vtvsckvpsv
lvcgaklhid
apkilwsrqgl
kdikltafps
kdagvyeces

rkanmkgsys

atatgttcaa

tgagaaaaac

gcccatctat

agtaactgcc

taatttgtac

tctatattta

taggaaaatt

attcccttte

aagatgccgg

tttcaggtac

actggcatgg

caatgtggcc

gtatagtaaa

asnilwimfa

ES 2553415713

ctggagacac

aatgagctga

gtccettget

atcaagatga

atatgtaaaa

gattgttaaa

tcacattaat

acaaaatttt

gttttatatt

taaatacctc

tacggagatg

taaaaatgca

gtgataattt

tatttatctg

gaggcagact

gtgagcaaga

gagaactgga

taaaattatg

ataactagtg

atttgctgac

attcctatat

tttatagaca

aacctatggt

tttcacgaag

acttcttttt

ctggaattag

dsvsltcstt

tgcaaatcct

tccctgaatyg

agtcaaagta

ggagttcctt

ccatagcaag

ttgcttggac

agctgacctt

agtttattgs

aataataagc

ataatggttg

tttgttcatc

attttctttt

daaaaaaaaa

tgatactgct

tattgaactt

aaacttgctyg

gatctgtata

attgcttaaa

tattataatt

tgtcatettt

caataatttc

aaagggagca

actgggtttc

agactcectgt

ghesstgttt

daaaaaaaaa

vtnegttstl
kpitvkcsva
kvlvcraklh
lpapeifwsk
kpftveispg
spvsfenehs
ypldrleiel
dmefepkqgrqg
pngelgplse
esvkegdtvi
knkvgsglrs

lveagkskv

asgafkiett
tmnpvsfgne
dvypfdrlei
idemdsvptv
kldngnlghl
priaagigds
ylctvtcghk
lkgetileni
stgtlyvnva
natltlistk
igctcgnvpe

ltldvggren

pesrylaqgig
hsylctatce
dllkgdhlmk
rgavkelgvy
sgnatltlia
vmltcsvmge
klekgigvel
efledtdmks
prdttvlvsp
medsgvylce
twiilkkkae

nkdyfspell

126

srklekgigv
sgefledadr
igpkntvisv
mrmedsgiyv
espsiswrtqg
ysfprdpeie
lenkslemtf
ssileegssv
gingagrsrk
tgdtvlkeid

vlyfasslii

gcespffswr
eiysfpkdpe
ksletkslev
npstklgegg
cegvnligkn
idsplsgkvr
msgglvngss
iptiedtgka
nmtclsqggfp
eveliigvtp
gaytirkaqgl

paigmiiyfa



SEC ID n° 23
N° DE ACCESO DE GENBANK NM_022162
Dominio de oligomerizacién de unién a nucleétidos 2 de Homo sapiens (NOD2) (ARNm)

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

gtagacagat

ctacccgcag

ggttcagcct

tgtgaaatgt

gtctcagggat

ctctectggyg

aggcgectte

gctgcccaag

cactecgctcec

cacagccatg

gaatgtgatg

gatcttgcca

ttaccagtcc

ctgaggacca

ctctgectygg

gctggacccc

ggccacctca

agcacgctcc

ctetttgtet

cggactctac

ttactccttyg

ttcaggttca

ctgctcttea

cgtcecggecyg

ggcttctety

ccaggctcac

atgccatgec

ctcacgatga

gctcgcagga

ccctggaagyg

aggactacga

tggacacegt

aagcccaggc

acccagcccg

tggagaacat

aaatcaggtt

cggtgaaagc

cattggccct

cggtgtetge

aggacatata

cgcagaagag

atgacgatgc

tgcagcgact

tcccattcag

tctttgagca

accaccctga

cggatcgtga

accttctgcea

ctgtgtegge

aacagggcat

ES 2553415713

cagtcctgatyg

tgctcececca

ggaggaaaga

ggcttttecag

cttcgagagt

gggcttecac

ctggaataag

cgacagccag

agacctgcag

gctggacctyg

gccgatctte

gaatggattyg

gcctttggaa

tcagtctcgc

cacagagaat

cccagcececacce

ggacactgtg

gcacttgctyg

ctgccggcag

ctgctattgyg

cegtgtdetyg

acgccactgc

gggcaacctyg

gttcctecagg

cgagctgtac

ccactgggct

gcctaatgag

gcaagtgtcc

gcacagagga

gtcctggact

ctcctaggec

ggtacttggg

tcccccaage

agtcaccggc

gcatgggagc

acaccgtecc

gctgecttec

gctgccacat

ttcctcagta

gtcctggagg

ctgggcecctgg

ctggtggtgg

tgggctgcag

ctgcagtgca

cctgatgttyg

ttaacctttg

tecedgacey

ctgaagaatg

aagtacatcc

ctgaggaagc

127

tttggegtte

ctttgatggg

tcecteggaca

gccagctggt

ggctgctgte

agcctctcte

cetgtcagaa

tgcatggctyg

cagccattgt

ggggtttcgt

agagggcaag

ttctacaaca

gcaagaagta

cctatgatgg

tctgggcaga

aggagctctt

gtgaggcggg

ggcaagactt

tggccaaacc

gtcaagaaga

atggctttga

agcccacete

cccgcaaggt

gcaccgagtt

gccatcatga

tgcacaaggc

ggaagagggt

ttctcececgggt

cgagctgctyg

ctgggaggtc

ccacttggcc

gcteategeg

ctgggacccc

caggaggctc

cagccagtat

aaggctgcett

tgttcaggaa

tatggccaag

agcagagacyg

tgtgggcatyg

cagcacccct

cagtggcaag

ccaggaattt

actctctgtg

catcttecag

cgagttcaag

tgtccagacc

ggtgaccagc

caacctcaag

gcceggggatyg



1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

gcggaccgec

cctgtettet

tccccaaaga

accccceccecag

accctcecctge

tcagcccage

gtgcgtgcca

ttccagtgcet

ctcagacacc

acgatgtgca

gccgagcecgce

cactggggcc

tgtgcceget

gcaccggatg

ctgtacgaga

cacctcaagt

ctgcagcacc

ggcgtggagce

aatatctcag

cagaagttag

ctcecttgeat

gcgggagccc

ttctggggca

caccagagct

gccttggeac

catctccagg

aaaatcctga

gcccttgaaa

gaggaggttg

teatizéegect

catggatggt

ccactacaga

actcagcttc

acctgggcag

agctccaggce

aaggtgtcgt

tctttgecge

tcttcaattg

tccaggectce

acaaccttca

tgctggctga

ggtgtctgge

aggccaagag

tgcaggagga

tgacattttg

tcecggeggec

agctgctgcece

accgaggcat

ctctattcaa

gcaggcagaa

aagtgctggce

acagagtggg

tgaggtggct

tgatgctggce

atgaaggtgt

agttgtccaa

ggaatgacac

acaagctcgg

ES 2553415713

gctccaagag

gtccaaatgc

tatgtacctg

ccaaggtctg

actggctcetg

agcacaggtc

gccagggagt

gttctacctg

tggcaggcca

ggagggaaag

gatcacagca

gtgccagaca

ccgeagecte

cgtgcatgec

gcggctggct

cagtgtgggc

cgtggeectg

ttgccttggt

ctgcaagctc

caacaaattg

cttettggea

cgaggggctc

tgacgagggg

cagcctggtg

aaagaacgtc

atgttctctc

taactgcatc

catcctggaa

ctgcagggac

acectoageee

caccaggaac

ctgattctge

ggacccagtc

tggggcctgg

agccctgatg

acggcgceccc

gcactcagtg

ggcaactcac

gacagcagcg

gccttecectgg

tctgagaagg

cgcaagcact

atgcccgggt

cggaaggctg

cccactgagt

cagctggact

gtctgcaagg

attgaatgtg

actgacggct

ttgaggctag

cgaggcaaca

gcccaggeca

gggaacaaca

atgctagaag

gcagaaggac

acctacctag

gtctggetce

accagactct

128

tgcacggttt

tgttgctgca

agcattttct

ttcttecgggg

gcatgtgctg

acatttctct

tggaattcct

ctgatgtgcc

caatggccag

tggcagcttt

cagggctgtt

ccetgeteeg

tccactccat

tcatctggcect

cacgtggcct

gtgctgcect

acaactctgt

ctctgtattt

ctcttcactg

gtgcacactc

ggaataacta

cctecttgea

tggctgaage

ttggcagtgt

aactctgcct

tgaagaaaaa

gggcagaagc

gagggaacac

tgctttgaag

gtgccacctg

9929999999

gctgcatgcece

ccgectceccece

ctacgtgttc

tggcttectg

tcacatcact

accagctttg

gctectgecc

gctgcagaag

gtcccgggag

gcgccaggec

cccgecaget

catccggagce

gaatgttggg

ggcetttgtg

gggtgacatt

gcgcgataac

cgagcaattg

catggctaag

catcactgcc

gttcctggga

cttgggtgat

gggtgcccaa

ggaggagaac

ttcaagtttg

cctectgeag

tttctctcta

tcteccgggag



3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

4261

4321

4381

44471

gatgttegtc

catgtgttgg

gggaacacca

agacttttcc

acaaggacag

gtgtgggtca

ccggectete

taattcagga

tggttcctec

aatattagtg

gtgggaaggg

ggacacgtga

cactccagct

aagcctttag

gggccagaat

acaacagact

tttaggatgt

aagcaaatgt

gatgctgtgc

taggtcactt

ttatactgta

SEC ID n° 24
N° DE ACCESO DE GENBANK NP_071445 ’
Dominio de oligomerizacién de unién a nucleétidos 2 de Homo sapiens (NOD2) (PROTEINA)

1

61

121

181

tcagtttgtt

cagcctette

taggtcacct

caagcctact

ccccectectea

gtggggccca

acaaaagacc

agcagctttc

cctcctectyg

acctcagctt

ctacacctta

cagcegtttyg

gggatcacat

aaacagctcg

ttcaaacggc

tctgaaatag

acagttatgg

cttecctgaat

asatgttatt

Lt taety

aataatcaga

ES 2553415713

tgtgagcagg

aaaatgagcc

ttattctgge

tttgccattg

atagtatggg

tggatgtgct

ccttaccact

cccatgtcetc

gactcctgcea

tgatatttoa

gcctgeecte

ttccoccaaga

gtggactttt

actttaaaaa
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REIVINDICACIONES

1- Método para ayudar en el pronoéstico de la enfermedad de Crohn (EC) en un individuo diagnosticado de EC,
comprendiendo dicho método:

(a) analizar una muestra obtenida de dicho individuo para determinar la presencia, el nivel o el genotipo de una
combinacién de marcadores séricos y marcadores genéticos,

en el que dichos marcadores séricos comprenden inmunoglobulina A anti-Saccharomyces cerevisiae (IgA-
AASC), inmunoglobulina G anti-Saccharomyces cerevisiae (IgG-AASC), un anticuerpo anti-proteina C de la
membrana externa (anti-OmpC), un anticuerpo anti-CBir-1, un anticuerpo anti-I2 y un anticuerpo perinuclear
anti-neutrdfilo citoplasmatico (ANACp) y

en el que dichos marcadores genéticos comprenden PSN8 (R702W), PSN12 (G908R) y PSN13 (3020InsC) en
el gen NOD2,

(b) aplicar un analisis de cuartiles a dichos marcadores séricos con el fin de obtener una puntuacién de suma
de cuartiles (PSC) para dicho individuo mediante:

(b1) la conversion del nivel de los marcadores séricos IgA-AASC, IgG-AASC, anti-OmpC, un anticuerpo anti-
CBir-1 y un anticuerpo anti-12 en una puntuacion de cuartil,

(b2) la conversién del estado del marcador sérico ANACp en una puntuacién de cuartil invertida,

en la que un estatus positivo de este marcador se convierte en un "1" y un estatus negativo de este marcador
se convierte en un "4",y

(b3) sumar dicha puntuacion de cuartiles para cada uno de dichos marcadores séricos, y

(c) ayudar en el pronostico de la EC mediante la determinacion del riesgo de que dicho individuo desarrolle una
complicacién de EC durante el tiempo, seleccionando dicha complicaciéon de EC de entre el grupo que consiste
de enfermedad estenosante interna, enfermedad penetrante interna y una combinacion de las mismas, en la
que dicho riesgo se determina comparando dicho PSC y el genotipo de dichos marcadores genéticos para
dicho individuo con un modelo serogenético que proporciona una probabilidad acumulada de desarrollo de una
complicacién de EC durante el tiempo, en el que dicho modelo serogenético se deriva mediante la aplicacion
de un analisis de regresion logistica a las puntuaciones de suma de cuartiles obtenidas de la presencia o nivel
de dichos marcadores séricos y el genotipo de dichos marcadores genéticos determinado en una cohorte
retrospectiva con resultados conocidos de EC.

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que la muestra se selecciona de entre el grupo que consiste de
suero, plasma, sangre completa y heces.

3. Método segun la reivindicacién 1, en el que dichos marcadores séricos comprenden ademas un anticuerpo,
una proteina de fase aguda, una apolipoproteina, una defensina, un factor de crecimiento, una citoquina, una
cadherina y una combinacion de las mismas.

4. Método segun la reivindicaciéon 3, en el que dicho anticuerpo antimicrobiano comprende un anticuerpo
antiflagelina.
5. Método segun la reivindicacion 1, en el que la presencia o el nivel de cada uno de dichos marcadores

séricos se detecta con un ensayo de hibridacion, un ensayo basado en la amplificaciéon, un inmunoensayo o0 un
ensayo inmunohistoquimico.

6. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicho marcador genético comprende ademas por lo menos uno
de los genes indicados en las Tablas 1A-1E.

7. Método segun la reivindicacion 1, en el que el genotipo de dichos marcadores genéticos puede detectarse
mediante genotipado para la presencia o la ausencia de dicho polimorfismo de un solo nucleétido (PSN).

8. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicho modelo serogenético se construye con PSC, duracién de
la enfermedad y la mutacion PSN13 como factores predictivos y estado de complicacion como el resultado, en el que
dicho modelo serogenético preferentemente se ilustra en la figura 38b.

9. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicho modelo serogenético comprende una tabla de consulta o
gréfico.
10. Método segun la reivindicacion 9, en el que dicha tabla de consulta o grafico proporciona una probabilidad

acumulada de que dicho individuo desarrolle o no dicha complicacién de EC durante el tiempo.
11. Método segun la reivindicacion 9, en el que dicha tabla de consulta o grafico proporciona una probabilidad

acumulada de que dicho individuo requiera cirugia o no requiera cirugia durante el tiempo, en el que dicha cirugia
preferentemente es cirugia del intestino delgado.
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12. Método segun la reivindicacion 1, que comprende ademas la recomendacién de un curso de terapia para
dicho individuo basada en dicha comparaciéon de dicho PSC y el genotipo de dichos marcadores genéticos de dicho
individuo con dicho modelo serogenético.
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Ensayos ELISA de anticuerpos IgA e IgG humanos contra 12

A. ELISA con antic. monocl.
contra GST y GST-I2

 Antic. monoc|
s CONtra GST

B. ELISA con neutravidina
y GST-I2 biotinilado

FIG. 44
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