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DESCRIPCIÓN

Gen IL22RA2 de sensibilidad a la fibrosis y sus usos

Campo de la invención

La presente invención se refiere en general a los campos de la genética y la medicina. La presente invención 
describe en particular la identificación de un gen de sensibilidad humana, que se puede usar para el diagnóstico o 5
pronóstico de un depósito anormal de proteínas de la matriz extracelular (ECMP) en tejidos, que podría producir
fibrosis, o para la detección de la predisposición a dicho depósito anormal de ECMP o fibrosis, que se presenta en 
enfermedades hepáticas, en cirrosis, queloides cutáneos, obesidad y cualquier enfermedad fibrótica y también en es
de otros tejidos como el corazón, los vasos o el cerebro. La invención más concretamente describe algunos alelos 
del gen IL22RA2 en el cromosoma 6 relacionados con la sensibilidad a la fibrosis y que representan nuevos 10
objetivos para la selección de fármacos terapéuticamente activos. La presente invención se refiere más 
específicamente a mutaciones concretas en el gen IL22RA2. Se describen también los productos de expresión del 
gen IL22RA2, así como herramientas y equipos de diagnóstico basados en estas mutaciones.

Antecedentes de la invención

La acumulación de proteínas de la matriz extracelular en el tejido puede tener efectos perjudiciales. El depósito 15
anormal de ECMP en el tejido puede producir fibrosis hística.

La fibrosis es un crecimiento excesivo de tejido conjuntivo fibroso en un órgano, cualquier parte o tejido del mismo, 
por ejemplo en un hígado, cualquier parte o tejido del mismo, especialmente en respuesta a una lesión.

La fibrosis anormal se produce en inflamaciones hepáticas crónicas de diversas etiologías, como en el virus de la 
hepatitis y las infecciones por esquistosomas. Anteriormente se demostró que algunos sujetos infectados por 20
esquistosomas son fibrosos lentos, mientras que otros son fibrosos rápidos y que esto depende en parte de un gen 
principal localizado en Chr 6q22-q23 (Dessein et al., 1999; Mohamed-Ali et al., 1999). La solicitud de patente
internacional WO2010/094740 identifica CTGF (CCN2) como un gen de sensibilidad a la fibrosis en esta región.

La esquistosomiasis es causada por helmintos que se desarrollan en el sistema vascular de sus huéspedes y ponen 
huevos que, en algunos casos, se transfieren al hígado, donde provocan una inflamación en el espacio 25
periportal. Dado que los gusanos viven durante años en su huésped humano, la inflamación crónica del hígado 
asociada a la destrucción de muchos tejidos es frecuente en los sujetos infectados. La reparación de tejidos requiere 
el depósito de ECMP en los tejidos dañados que luego se dan la vuelta y reemplazan por hepatocitos normales. En 
algunos pacientes, Las ECMP se acumulan en el espacio periportal formando depósitos de fibrosis que reducen el
flujo sanguíneo causando várices, ascitis. Después de meses o años de lesiones crónicas o repetidas, la fibrosis se 30
vuelve permanente e irreversible. Los sujetos mueren de las consecuencias de la fibrosis.

En los países del Sur, se estima que entre el 5 y el 10% de los 350 millones de sujetos infectados pueden desarrollar 
fibrosis hepática grave. No hay un buen marcador que permita predecir y seguir la evolución de la fibrosis hepática 
en sujetos infectados con esquistosoma.

El diagnóstico de la fibrosis hepática se basa principalmente en la biopsia hepática, la elastometría y el análisis por 35
ultrasonidos.

Las biopsias se obtienen por vía percutánea, transyugular, con aguja fina guiadas radiográficamente o vía 
laparoscópica, dependiendo del establecimiento clínico. El examen histopatológico permite al médico evaluar la 
gravedad de la necroinflamación y determinar el grado de fibrosis. El sistema de puntuación Metavir atribuye una 
puntuación a las etapas de la fibrosis en una escala de 1 a 4 de la siguiente manera: F0 = sin fibrosis, F1 = fibrosis 40
portal sin tabiques, F2 = fibrosis portal y pocos tabiques, F3 = numerosos tabiques sin cirrosis, F4 = cirrosis 
(Bedossa et al., 1996). La biopsia de hígado es un procedimiento invasivo y costoso, y toma muestras solo de una 
pequeña porción del hígado. Por lo tanto, no puede proporcionar una evaluación global de la fibrosis hepática y está 
sujeta a una variación de muestreo y un error inter e intraobservador. Además, la biopsia hepática está asociada a
una morbilidad significativa del 3% y una tasa de mortalidad del 0.03%. Las posibles complicaciones incluyen 45
hematoma local, infección y dolor relacionado con la biopsia.

También se usan pruebas no invasivas (es decir, marcadores serológicos, elastometría, análisis con ultrasonidos) 
pero aún no están listos para el uso clínico de rutina.

Se han analizado grupos de marcadores sanguíneos principalmente en pacientes con hepatitis C crónica o cirrosis 
debida a hepatitis C vírica. Estos estudios pusieron de manifiesto que los marcadores séricos pueden controlar o 50
descartar la fibrosis en aproximadamente el 35% de los pacientes (Sebastiani et al., 2006). Sin embargo, al observar 
a los pacientes individualmente, estos marcadores no pudieron diferenciar de manera confiable entre las distintas 
etapas de la fibrosis. Un estudio más reciente incorporó tres grupos de marcadores séricos para diseñar un enfoque 
algorítmico que mejorase la precisión diagnóstica (Parkes et al., 2006). Los tres grupos evaluados fueron el APRI 
(índice de relación aspartato transaminasa a plaquetas), el índice de Forns (plaquetas, 55
gammaglutamiltranspeptidasa, colesterol) y el Fibrotest (GGT, haptoglobina, bilirrubina, apolipoproteína A, alfa-2-
macroglobulina). Un algoritmo consistente en el APRI seguido de Fibrotest aumentó la precisión diagnóstica de la 
fibrosis a más del 90%. Este grupo estimó que el uso de este algoritmo podría obviar la necesidad de hasta el 50% 
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de las biopsias de hígado. Sin embargo, las etapas individuales de la fibrosis no son distinguibles usando este 
algoritmo. La limitación de estos marcadores séricos es la posibilidad de falsos positivos cuando hay una inflamación 
hepática muy activa.

Fibroscan es otro método para estadificar la fibrosis hepática, que se basa en la elastografía, que proporciona una 
medición rápida de la rigidez media del tejido hepático (Ziol et al., 2005). Se emplea una sonda para transmitir una 5
vibración de baja frecuencia y amplitud en el hígado. Esta onda de vibración desencadena una onda de corte 
elástica, cuya velocidad a través del hígado es directamente proporcional a la rigidez del tejido medida en 
kilopascales (kPa). La sensibilidad de la técnica Fibroscan osciló entre 79 y 95%, y la especificidad entre 78 y 95%, 
en comparación con la biopsia de hígado. Sin embargo, las limitaciones de esta técnica están relacionadas con la 
atenuación de las ondas elásticas en el tejido líquido o adiposo, lo que perjudicaría la evaluación de la fibrosis en los 10
pacientes. Además, Fibroscan es un instrumento muy caro.

La norma asistencial actual (SOC) para la erradicación del VHC del hígado consiste en el tratamiento con interferón
tipo I pegilado (PegIFN) y nucleósido sintético ribavirina (RBV) (Fried M.W. et al.; N. Engl. J. Med. 2002; 347 (13) : 
975-82; EASL Clinical Practice Guideline: Management of hepatitis C virus infection, J. Hepatol. 2011; 55:245-
264). Sin embargo, este tratamiento convencional tiene una eficacia limitada e impredecible, un extenso perfil de 15
toxicidad que frecuentemente conduce a la interrupción del tratamiento y es muy costoso. Menos de la mitad de los 
individuos infectados por el VHC de forma crónica del genotipo 1 y 4 responden al tratamiento a largo plazo (48 
semanas) de tratamiento convencional (PegIFN/RBV) (Testino G. et al.; Hepatogastroenterology 2011; 58 (106): 
536-8 ).

Por lo tanto, hay necesidad de un método para seleccionar pacientes que tengan mejores oportunidades de 20
responder a un tratamiento para optimizar el tratamiento, evitar los efectos secundarios para los que no responden al 
tratamiento y reducir los costos del tratamiento.

En conjunto, todavía hay necesidad de un método eficaz para pronosticar la evolución de la fibrosis y la eficacia del 
tratamiento.

Compendio de la invención25

El objeto de la presente invención es proporcionar un nuevo enfoque genético para el pronóstico y el tratamiento de 
la fibrosis. La presente invención ahora describe la identificación de otro locus del gen de la sensibilidad a la fibrosis 
humana, el locus del gen IL22RA2, que puede utilizarse para detectar predisposición a, diagnóstico y pronóstico de 
un depósito de ECMP anormal, especialmente fibrosis, especialmente fibrosis hepática, así como para la selección 
de fármacos terapéuticamente activos. La invención se encuentra, en particular, en un método que comprende 30
detectar en una muestra del sujeto la presencia de una alteración en el locus del gen IL22RA2, siendo la presencia 
de dicha alteración indicativa de la presencia o predisposición a un depósito anormal de ECMP o fibrosis.

Un objeto concreto de esta invención se encuentra en un método in vitro de detección de la predisposición a o el 
diagnóstico y/o el pronóstico de un depósito anormal de ECMP o fibrosis que ocurre en un sujeto, comprendiendo el 
método detectar la presencia de una alteración en el gen o polipéptido IL22RA2 en una muestra del sujeto, siendo la 35
presencia de dicha alteración indicativa de la presencia de un depósito de ECMP anormal o una fibrosis o la 
predisposición a un depósito anormal de ECMP o fibrosis. Un objeto concreto de esta invención reside en un método 
para la evaluación (predicción) de la evolución de un depósito anormal de ECMP o fibrosis.

En una realización preferida, dicha alteración está localizada dentro de 500 kb, preferiblemente 100 kb, 
preferiblemente 20 kb, corriente arriba del codón de inicio del gen IL22RA2 y dentro de 500 kb, preferiblemente 100 40
kb, preferiblemente 20 kb, corriente abajo del 3'UTR del gen IL22RA2.

Preferiblemente, la alteración se encuentra en las secuencias circundantes de la región de 10 kb, corriente arriba del 
codón de inicio del gen IL22RA2 y la región de 10 kb, corriente abajo de la región no traducida (3'UTR).

En otra realización preferida, dicha alteración es una mutación, una inserción o una eliminación de una o más 
bases. En una realización más preferida, dicha alteración es uno o varios polimorfismos de un solo nucleótido SNP o 45
un haplotipo de SNP relacionado con la fibrosis. Preferiblemente, dichos polimorfismos de un solo nucleótido son 
SNP que flanquean el gen IL22RA2, que son variantes alélicas cercanas al gen IL22RA2.

El método de la invención permite la detección y pronóstico de la fibrosis que aparece en una enfermedad fibrótica 
humana seleccionada de las enfermedades hepáticas, fibrosis, cirrosis, queloide cutáneo, cicatrices hipertróficas
y obesidad , alcoholismo o hepatotoxicidad por fármacos. Especialmente, la fibrosis hepática puede ser producida50
por infección por virus hepático A, virus hepático B, virus hepático C (VHC), Schistosoma japonicum (S. japonicum) o 
Schistosoma mansoni (S. mansoni).

En una realización concreta, el método comprende el genotipado de SNP en el locus del gen IL22RA2 en una 
muestra biológica de un sujeto, preferiblemente infectado con un virus o parásito de la hepatitis, en donde la 
presencia del genotipo GG en SNP rs6570136, TT en SNP rs7774663, TT, CT en SNP rs11154915 y/o CC en SNP 55
rs2064501, es indicativo de un riesgo de desarrollar un depósito anormal de ECMP como una fibrosis o del 
desarrollo de un depósito anormal de ECMP, como una fibrosis, o de un mal pronóstico de fibrosis en el sujeto. La 
fibrosis es más concretamente la fibrosis hepática.
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Alternativamente, el método puede comprender el genotipado de cualquier SNP en el desequilibrio de acoplamiento
(DA) con los mencionados en la presente memoria.

Preferiblemente, la alteración en el locus del gen IL22RA2 se determina realizando un ensayo de hidratación 
selectiva, un ensayo de secuenciación, un ensayo de microsecuenciación y/o un ensayo de amplificación específico 
para alelos.5

En otro aspecto de la invención, dicha alteración en el gen IL22RA2 se determina mediante digestión con enzimas 
de restricción, siendo la detección de al menos uno de dichos SNP una indicación de fibrosis.

En la presente memoria se describe un método para seleccionar un compuesto terapéutico para un sujeto que tiene 
o está predispuesto a desarrollar un depósito anormal de ECMP tal como fibrosis, comprendiendo dicho método 
poner en contacto un compuesto en estudio con un polipéptido o gen IL22RA2 o uno de sus fragmentos y determinar 10
la capacidad de dicho compuesto en estudio para aumentar o reducir la actividad biológica o la función de una ruta 
relacionada con el gen IL22RA2.

En la presente memoria se describe también un método in vitro para determinar la probabilidad de que un paciente
afectado con una infección vírica responda a un tratamiento con un agente antivírico y/o un interferón, método que 
comprende determinar la alteración en el locus del gen IL22RA2 o en la expresión proteica de IL22RA2 o en la 15
actividad en una muestra biológica del paciente.

El método descrito en la presente memoria comprende el genotipado de los SNP en el locus del gen IL22RA2 en 
una muestra biológica de un sujeto, en donde la presencia de un genotipo TT con respecto a SNP rs11154915, un 
genotipo AG o GG con respecto a SNP rs6570136, un genotipo CT con respecto a SNP rs2064501, y/o un genotipo 
AA con respecto a SNP rs1543509, está a favor de la respuesta positiva de un paciente al 20
tratamiento. Alternativamente, el método puede comprender el genotipado de cualquier SNP en el desequilibrio de 
acoplamiento (DA) con los mencionados en la presente memoria.

En un aspecto concreto, el tratamiento comprende un agente antivírico, opcionalmente con un interferón.

Preferiblemente dicho agente antivírico es un inhibidor de la replicación vírica, tal como ribavirina.

Leyendas de las figuras25

Las figuras 1A y 1B muestran los contenidos de IL-22 e IL-17 en cultivos de PBMC de sujetos endémicos de S.
japonicum. Los datos se obtienen en 144 horas de descanso y cultivos estimulados con huevos de 19 referencias y 
70 sujetos endémicos. La figura 1C muestra análisis por FACS de células IL22+ de la sangre de sujetos 
endémicos. Los datos son de un experimento representativo de cada 20.

La figura 2A muestra que los contenidos de IL-22 en los cultivos de PBMC varían con el número de tratamientos 30
contra la esquistosomiasis en los últimos diez años. Los sujetos de estudio tenían más de 30 años y menos de 65 
años y no tenían infecciones activas de VHB (HBS Ag-)

Tratamiento contra la esquistosomiasis: los sujetos han tomado Praziquantel durante los últimos diez años después 
de los regímenes siguientes: nunca, de 1 a 4 veces, de 5 a 10 veces, > 10 veces.

Las referencias son sujetos que no han sido expuestos a S. japonicum y nunca han sido tratados con 35
Praziquantel. Estrellas: Cultivos estimulados con huevos de S. japonicum; Círculos blancos: Cultivos en reposo: 
Número de sujetos por grupos: referencias (19), Tratamientos: sin tratamiento (9), 1-4 (30), 5-10 (23), <10 (8)

La figura 2B demuestra que los contenidos de IL-22 en los cultivos de PBMC varían con el grado de fibrosis 
hepática.

Los sujetos del estudio tenían más de 30 años y menos de 65 años y no tenían infecciones activas por VHB (HBS 40
Ag-). Las referencias eran sujetos que no habían estado expuestos a S. japonicum; Estrellas: Cultivos estimulados 
con huevos de S. japonicum; Círculos blancos: cultivos en reposo.

El grado de fibrosis se evaluó como se describe en Métodos y en su mayoría son grados de fibrosis central, solo se 
tuvo en cuenta la fibrosis periférica para dividir a los sujetos con fibrosis central leve en un grupo (CLL) sin fibrosis 
periférica o leve y un grupo (CLL, GNM) con fibrosis central leve y fibrosis periférica avanzada a grave (GNM, GNH). 45
Número de sujetos por grupo: referencias (19), CLL (23), CLL GNM (27), CLM (10), CLH (7), D, E, F (3)

La figura 2C muestra los contenidos de IL-22 en sujetos con diferentes grados de fibrosis hepática y diferentes 
tratamientos. Los sujetos del estudio tenían más de 30 años y menos de 65 años y no tenían infecciones activas por 
VHB (HBS Ag-). Las referencias son sujetos que no han sido expuestos a S. japonicum. Los sujetos han sido 
tratados de 0 a 4 veces (círculos blancos) o más de 5 a 20 veces (círculos negros). Número de sujetos por grupo: los 50
grupos de tratamientos se agruparon de la siguiente manera: 0 a 4 tratamientos y > 5 tratamientos a fin de aumentar 
el número de sujetos por punto

Referencias: 19; 0-4 tratamientos: 39; > 5 tratamientos: referencias: 31

La figura 3A muestra el impacto de los tratamientos contra la esquistosomiasis en los contenidos de IL-22, IL-6, IL-
1β o IL-23 en cultivos estimulados con huevos. Los sujetos del estudio tenían más de 30 años y menos de 65 años y 55
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no tenían infecciones activas por VHB (HBS Ag-). Las referencias eran sujetos que no habían estado expuestos a S.
japonicum. Las PBMC de los sujetos del estudio se estimularon con huevos y las citocinas se evaluaron en los 
sobrenadantes a las 24 h (IL-1b, IL-23, IL-6) ya las 144 h (IL-22). Los contenidos de IL-6 se multiplicaron por 0.1.

La figura 3B muestra los contenidos de IL-22, IL-6, IL-1β o IL-23 en PBMC estimuladas con huevos de las 
referencias y de sujetos con diversos grados de fibrosis hepática. Estudio y número de sujetos en cada grupo como 5
en la figura 2A.

La figura 4 es una cartografía que localiza los SNP y grupos de correlación en IL22RA2.

Descripción detallada de la invención 

Esta invención proporciona marcadores genéticos valiosos para predecir la evolución de la enfermedad en la 
fibrosis, especialmente en la fibrosis hepática, en seres humanos.10

La detección precoz de una acumulación anormal de ECMP o fibrosis, y el seguimiento regular de dicha 
acumulación o fibrosis, permitiría el inicio de tratamientos antifibróticos capaces de detener e incluso revertir este 
proceso. Esto, a su vez, evitaría la evolución a la enfermedad de la fibrosis humana, por ejemplo, la fibrosis hepática 
o la cirrosis hepática, y la morbilidad y la mortalidad que conlleva esta afección. El desarrollo de estas diversas 
técnicas de detección precoz de fibrosis es un buen augurio para el cuidado futuro de los pacientes con 15
enfermedades hepáticas.

Los inventores ahora han identificado un gen relacionado con la fibrosis humana. Han demostrado que la fibrosis en 
las cohortes chinas, sudanesas y brasileñas infectadas con Schistosoma japonicum y con Schistosoma mansoni, 
respectivamente, es notablemente dependiente de las variantes alélicas que se encuentran en el gen IL22RA2. El 
gen IL22RA2 (para "alfa-2 del receptor de interleucina-22"), también denominado IL22R-BP, codifica una forma 20
soluble del receptor de IL-22 que compite por la unión de IL-22 a su receptor.

Más concretamente, los inventores realizaron estudios de control de casos en muestras independientes de chinos 
(expuestos a S. japonicum), sudaneses y brasileños (expuestos a S. mansoni) que viven en regiones endémicas. La 
fibrosis hepática (FH) fue evaluada empleando ecografía por al menos dos observadores para cada muestra. Se 
analizaron todos los SNP Tag en IL22RA2 (Frecuencia de alelos menores > 10%). Para descartar si los SNP en 25
desequilibrio de acoplamiento con los SNP asociados podrían explicar las asociaciones observadas, los inventores 
evaluaron los SNP en las regiones de 500 Kb en 3' y 5' de IL22RA2.

La invención proporciona así un método para determinar el riesgo de desarrollar una fibrosis hepática o del 
desarrollo de una fibrosis hepática, o de un mal pronóstico de fibrosis hepática en un sujeto, comprendiendo el 
método detectar la presencia alelos de polimorfismo de un solo nucleótido (SNP) asociado al riesgo en el locus del 30
gen IL22RA2 en una muestra de dicho sujeto.

La invención más concretamente proporciona un método para determinar el riesgo de desarrollar una fibrosis 
hepática o del desarrollo de una fibrosis hepática, o de un mal pronóstico de fibrosis hepática, comprendiendo el 
método el genotipado de un SNP en el locus del gen IL22RA2 en una muestra de dicho sujeto.

Otro propósito del presente método es proporcionar un enfoque genético para predecir la respuesta al tratamiento de35
la infección vírica. El presente método ahora describe la identificación de un locus del gen de respuesta al 
tratamiento antivírico, el locus del gen IL22RA2, que se puede usar para predecir la respuesta al tratamiento 
antivírico de un paciente que padece una infección vírica, especialmente el VHC. En la presente memoria se 
describe en particular, en un método que comprende detectar en una muestra del sujeto la presencia de una 
alteración en el locus del gen IL22RA2, siendo la presencia de dicha alteración indicativa de la respuesta al 40
tratamiento, es decir, indicativa de un nivel de riesgo para el paciente que no responde al tratamiento.

El método permite la predicción de la respuesta al tratamiento con un agente antivírico tal como ribavirina, y un 
interferón administrado a un paciente que padece una infección vírica, especialmente la hepatitis C.

Este aspecto proporciona marcadores valiosos para predecir la respuesta al tratamiento antivírico, especialmente en 
la hepatitis C.45

La identificación precoz de sujetos que responden y no responden al tratamiento antivírico permitiría el inicio de un 
tratamiento individualizado (personalizado) basado en el genotipo de los pacientes. Esto, a su vez, ayudaría a los 
médicos a tomar una decisión más informada y evitaría gastos innecesarios y efectos secundarios innecesarios. El 
desarrollo de estas diversas técnicas de predicción precoz es un buen augurio para el cuidado futuro de los 
pacientes con infección vírica, especialmente la hepatitis C.50

Los inventores ahora han identificado un gen relacionado con la respuesta a un tratamiento antivírico. Han 
demostrado que la respuesta al tratamiento antivírico Ribavirina-IFN en varias cohortes infectadas con VHC 
depende de las variantes alélicas que se encuentran en el gen IL22RA2.

Aunque los datos experimentales recopilados por los inventores no permitieron confirmar la asociación de ciertos 
alelos, dependiendo de la población analizada, la presente invención no se limita a cada uno de los SNP que se 55
encontraron significativamente correlacionados con la fibrosis en todas las poblaciones analizadas. De hecho, varias 
razones podrían explicar el fracaso en la confirmación de la correlación significativa en algunas poblaciones, incluida 
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una cohorte insuficiente, la evaluación incompleta de las variables de confusión, una menor frecuencia de los SNP 
en dichas poblaciones, etc.

Definiciones

En el contexto de esta invención, la expresión "depósito anormal de proteínas de la matriz extracelular (ECMP)" se 
refiere a los componentes de la matriz extracelular (incluidos laminina, fibronectina EIIIA, colágeno I y IV, 5
procolágeno III, elastina, tenascina) que pueden acumularse en todos los tipos de tejidos humanos. Dicha
acumulación puede ser perjudicial, por ejemplo, cuando se produce en las arterias, el corazón o el cerebro. Cuando 
la deposición es masiva, la acumulación produce fibrosis del tejido.

En el contexto de esta invención, "fibrosis" designa todos los tipos de fibrosis humana que se producen en todas las 
enfermedades fibróticas humanas, por ejemplo en enfermedades hepáticas, cirrosis, queloide cutáneo, cicatrices 10
hipertróficas, esclerodermia, obesidad y cualquier enfermedad fibrótica. En el contexto de esta invención, "fibrosis 
hepática" o "FH" designa todos los tipos de fibrosis que ocurren en un hígado, su tejido o cualquier parte de su 
tejido. La fibrosis hepática se produce especialmente en respuesta a una lesión. La fibrosis hepática puede ser la 
respuesta normal a una lesión hepática crónica, que en última instancia conduce a cirrosis y sus complicaciones, 
hipertensión portal, insuficiencia hepática y carcinoma hepatocelular. La fibrosis hepática es una curación de heridas 15
demasiado exuberante en la que se acumula un exceso de tejido conectivo en el hígado. La matriz extracelular se
produce en exceso, se degrada deficientemente, o ambos. El desencadenante es una lesión crónica, especialmente 
si hay un componente inflamatorio. Varios tipos de daño hepático crónico pueden causar fibrosis, como fibrosis 
química (CCl4), bacteriana (es decir, brucelosis), parasitaria (es decir, esquistosomosis producida por especies de 
Schistosoma; o infecciones por equinococosis) o vírica (es decir, hepatitis producida por virus hepático A (VHA), 20
virus hepático B (VHB) o virus hepático C (VHC)). En el contexto de esta invención, el "queloide cutáneo" es un 
crecimiento excesivo de tejido cicatricial en la piel. Más concretamente, los queloides y las cicatrices hipertróficas 
(HSc) son trastornos dérmicos fibroproliferativos exclusivos de los seres humanos que se producen después de un 
traumatismo, inflamación, intervención quirúrgica, quemaduras y, a veces, de manera espontánea. Estos se 
caracterizan por una deposición excesiva de colágeno en la dermis y en los tejidos subcutáneos. Contrariamente a 25
las características de la cicatriz de línea fina de la reparación normal de la herida, la exuberante cicatrización de los 
queloides y la HSc generalmente produce desfiguración, contracturas, prurito y dolor. Los queloides se producen en 
individuos con una disposición familiar entre los negros, los hispanos y los orientales. A diferencia de la HSc, las 
cicatrices queloides se agrandan y se extienden más allá de los márgenes de la herida original y rara vez 
regresan. Estos trastornos representan aberraciones en los procesos fundamentales de la curación de heridas, que 30
incluyen la migración y proliferación celular, la inflamación, el aumento de la síntesis y la secreción de citocinas y las 
proteínas de la matriz extracelular (MEC) y la remodelación de la matriz recién sintetizada. Biológicamente, los 
queloides son tejidos fibróticos caracterizados por una colección de fibroblastos atípicos con una deposición 
excesiva de componentes de la matriz extracelular, especialmente colágeno, fibronectina, elastina y 
proteoglucanos. En general, los queloides contienen centros relativamente acelulares y haces gruesos y abundantes 35
de colágeno que forman nódulos en la parte dérmica profunda de la lesión. La liberación y activación de los factores 
de crecimiento durante la fase inflamatoria de la curación son requisitos previos para los procesos de cicatrización, 
incluida la angiogénesis, la reepitelización, la captación y proliferación de fibroblastos y la deposición de 
matriz. Entonces, la producción anormal de la actividad de la citocina reguladora, incluida la IL22RA2, podría 
contribuir al desarrollo de queloides.40

En el contexto de esta invención, "el locus del gen IL22RA2" designa todas las secuencias o productos en una célula 
u organismo, incluidas las secuencias codificantes IL22RA2, las secuencias no codificantes IL22RA2 (p. ej., los 
intrones), las secuencias reguladoras IL22RA2 que controlan la transcripción y/o la traducción (p. ej., activador, 
potenciador, terminador, etc.), todos los productos de expresión correspondientes, tales como los ARN del IL22RA2 
(p. ej., los ARNm) y polipéptidos de IL22RA2 (p. ej., una preproteína y una proteína madura); así como secuencias 45
circundantes de la región de 500 kb, preferiblemente de 100 kb, preferiblemente de la región de 20 kb, cadena arriba 
del codón de iniciación del gen IL22RA2 y de la región de 500 kb, preferiblemente de 100 kb, preferiblemente de la 
región de 20 kb, corriente abajo de la región no traducida (3'UTR). Por ejemplo, el locus del IL22RA2 comprende 
secuencias circundantes que comprenden los SNP de la tabla 1.

En el contexto de la presente invención, el término "pronóstico" incluye la detección, el seguimiento, la dosificación, 50
la comparación, etc., en varias etapas, que incluyen etapas iniciales, presintomáticas y etapas tardías, en adultos, 
niños y prematuros. El pronóstico generalmente incluye la evaluación (predicción) de la evolución de la fibrosis y la 
caracterización de un sujeto para definir el tratamiento más apropiado (farmacogenética), etc. La presente invención 
proporciona métodos de pronóstico para determinar la velocidad de la evolución de la fibrosis o de un trastorno 
relacionado resultante de una mutación o un polimorfismo en el locus del gen IL22RA2.55

La "muestra" puede ser cualquier muestra biológica procedente de un paciente o sujeto, que contenga ácidos 
nucleicos o polipéptidos. Los ejemplos de dichas muestras incluyen líquidos, tejidos, muestras de células, órganos, 
biopsias, etc. Las muestras más preferidas son de sangre, plasma, saliva, orina, fluido seminal, etc. La muestra 
puede recolectarse según técnicas convencionales y usarse directamente para diagnóstico o almacenarse.

El "paciente" puede ser cualquier mamífero, preferiblemente un ser humano, independientemente de su edad o 60
sexo. El paciente puede estar infectado con un virus, incluido un virus que se selecciona del grupo que consiste en 
virus de la familia de Arenavirus (p. ej., el virus de Lassa), Coronavirus (p. ej, virus del síndrome respiratorio agudo 
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grave), Flaviviridae (p. ej, virus de la hepatitis C o B) , virus del dengue, Virus del oeste del Nilo, virus de la fiebre 
amarilla, Virus de la encefalitis transmitida por garrapatas), Filovirus (p. ej, Ébola, Marburg), Herpesviridae (p. ej, 
virus del herpes simple, Citomegalovirus, virus de Epstein-Barr, virus zóster de la varicela), Orthomyxoviridae (p. ej. 
virus de la gripe A y B), Paramixovirus (p. ej., virus sincitial respiratorio, virus paragripal, PMV, sarampión), 
Poxviridae (p. ej., vacuna, viruela), Rhabdoviridae (p. ej., virus de la estomatitis vesicular, virus de la septicemia 5
hemorrágica vírica, de la rabia), Retroviridae (p. ej. VIH y otros retrovirus), Togaviridae (p. ej., Chikungunya, Sindbis, 
virus del bosque Semliki, virus del río Ross, virus de la encefalitis equina del Este). En una realización particular, el 
paciente está infectado con un virus de la hepatitis C, p. ej, el virus de la hepatitis C de genotipo 1.

En un método para determinar la probabilidad de que un paciente afectado con una infección vírica responda a un 
tratamiento con un agente antivírico y/o un interferón, el término "infección vírica" designa todos los tipos de 10
infección vírica humana que pueden tratarse con Ribavirina y/o IFN, por ejemplo, hepatitis C, hepatitis B, 
bronquiolitis por virus sincitial respiratorio (VSR), enfermedad por adenovirus, gripe y cualquier infección vírica
humana tratada con Ribavirina y/o IFN.

En el contexto de esta invención, "que responde" se refiere al fenotipo de un paciente que responde al tratamiento 
con un agente antivírico, especialmente Ribavirina, y/o un IFN, es decir, la carga vírica disminuye, al menos uno de 15
sus síntomas se alivia, o se detiene o ralentiza el desarrollo de la enfermedad.

En el contexto de esta invención, "que no responde" se refiere al fenotipo de un paciente que no responde al 
tratamiento con un agente antivírico, especialmente Ribavirina y/o un IFN, o que responde pero recae en uno o dos 
años. La falta de respuesta al tratamiento se refiere a una carga vírica que no disminuye sustancialmente y los 
síntomas del paciente no se alivian, o la enfermedad progresa. Los pacientes recidivantes responden al tratamiento 20
durante un corto período de tiempo, pero su carga vírica y los síntomas aumentan nuevamente en uno o dos años 
del final del tratamiento.

El término "tratamiento" o "tratamiento antivírico" se refiere a la administración de un agente antivírico y/o 
interferones (IFN).

Preferiblemente, el interferón es interferón gamma. Sin embargo, están englobados otros interferones, incluidos el 25
interferón alfa 2B, el interferón alfa pegilado, el interferón de consenso, el interferón alfa 2A y el interferón tau 
linfoblastoide. En una realización preferida, el interferón es interferón PEGilado, tal como interferón gamma 
PEGilado.

El "agente antivírico" puede ser cualquier compuesto que interfiera con la entrada del virus en una célula, o su 
replicación, o que inhiba la actividad de una proteína vírica. Por ejemplo, puede ser ARN interferente, ARN 30
complementario, Imiqimod, Ribavirina, un inhibidor de inosina 5'-monofosfato deshidrogenasa, amantadina o 
rimantadina. Más generalmente puede ser un inhibidor de la proteasa vírica.

Cuando el virus es el virus VHC, el agente vírico puede ser un inhibidor de VHC metaloproteasa, de VHC serina 
proteasa, de VHC polimerasa, de VHC helicasa, de la proteína NS4B del VHC, de entrada del VHC, de ensamblaje
del VHC, de salida del VHC o de la proteína NS5A del VHC.35

En un aspecto preferido, el interferón es interferón gamma, tal como el interferón gamma PEGilado. En otro aspecto 
preferido, el interferón es interferón alfa, tal como interferón alfa PEGilado. En una realización específica, el 
tratamiento comprende ribavirina e interferón gamma o alfa, preferiblemente interferón gamma o alfa PEGilado.

Alteraciones

La alteración se puede determinar en el ADN, ARN o polipéptido del IL22RA2. Opcionalmente, la detección se 40
realiza secuenciando todo o parte del locus del gen IL22RA2 o mediante hibridación o amplificación selectiva de 
todo o parte del locus del gen IL22RA2. Más preferiblemente, se lleva a cabo una amplificación específica del locus 
del gen IL22RA2 antes de la etapa de identificación de la alteración. Una alteración en el locus del gen IL22RA2 
puede ser cualquier forma de mutación, supresión, reordenamiento y/o inserciones en la región codificante y/o no 
codificante del locus, sola o en varias combinaciones. Las mutaciones más específicamente incluyen mutaciones 45
puntuales. Las eliminaciones pueden abarcar cualquier región de dos o más restos en una porción codificante o no 
codificante del locus genético, tal como desde dos restos hasta el gen o locus completo. Las eliminaciones típicas 
afectan a regiones más pequeñas, como dominios (intrones) o secuencias repetidas o fragmentos de menos de 
aproximadamente 50 pares de bases consecutivos, aunque también pueden ocurrir eliminaciones más grandes. Las 
inserciones pueden abarcar la adición de uno o varios restos en una porción codificante o no codificante del locus 50
del gen. Las inserciones pueden comprender normalmente una adición de entre 1 y 50 pares de bases en el locus 
del gen. El reordenamiento incluye la inversión de secuencias. La alteración del locus del gen IL22RA2 puede dar 
lugar a la creación de codones de parada, mutaciones de cambio de marco de lectura, sustituciones de 
aminoácidos, corte y empalme o procesamiento del ARN, inestabilidad del producto, producción de polipéptidos 
truncados, etc. La alteración puede dar como resultado la producción de un polipéptido del IL22RA2 con función, 55
estabilidad, orientación o estructura alteradas. La alteración también puede producir una reducción en la expresión 
de la proteína o, alternativamente, un aumento en dicha producción.

En una realización preferida, dicha alteración es una mutación, una inserción o una eliminación de una o más 
bases. En una realización particular del método según la presente invención, la alteración en el locus del gen 
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IL22RA2 se selecciona de una mutación puntual, una eliminación y una inserción en el gen IL22RA2 o el producto 
de expresión correspondiente, más preferiblemente una mutación puntual y una eliminación. La alteración se puede 
determinar en el ADN, ARN o polipéptido de IL22RA2.

En una realización más preferida, el método comprende el genotipado del gen IL22RA2, para determinar la 
presencia de un SNP en cualquiera de las posiciones indicadas en la tabla 1A.5

Tabla 1A: SNP asociados a la fibrosis en el locus del gen IL22RA2

MAF (HapMap)
Taqman

Grupo SNP Posición Número de ensayo SEQ ID CEU YRI CHB

I rs9376263 137489626 SEC ID nº: 1 0.41 (T) 0.13 (C) 0.34 (C) 10

rs6570136 137494622 C_2523610_10 SEC ID nº: 2 0.42 (A) 0.25 (G) 0.34 (G) 

rs6570137 137498645 SEC ID nº: 3 0.38 (C) 0.13 (T) 0.37 (T) 

rs6570138 137501914 SEC ID nº: 4 0.41 (T) 0.25 (G) 0.34 (G) 

rs6570139 137502056 SEC ID nº: 5 0.41 (A) 0.12 (G) 0.31 (G) 

rs6907167 137503761 SEQ ID nº: 6 0.41 (T) 0.25 (G) 0.33 (G) 15

rs9402876 137509025 SEQ ID nº: 7 0.41 (C) 0.09 (T) 0.32 (T) 

rs9402877 137509075 SEQ ID nº: 8 0.41 (A) 0.13 (T) 0.34 (T) 

rs9402878 137509292 SEC ID nº: 9 0.37 (G) 0.29 (T) 0.33 (T) 

rs7774663 137510893 C_ 30217943_10 SEC ID nº: 10 0.36 (C) 0.33 (T) 0.38 (T)

20

II rs13217897 137471327 SEQ ID nº: 11 0.18 (A) 0.26 (A) 0.44 (A) 

rs11154913 137474838 SEQ ID nº: 12 0.17 (G) 0.28 (G) 0.44 (G) 

rs12664889 137481612 SEQ ID nº: 13 0.18 (A) 0.30 (A)  0.46 (A) 

rs13197049 137491211 SEC ID nº: 14 0.18 (T) 0.26 (T) 0.44 (T) 

rs7749054 137500786 C_ 32241951_10 SEC ID nº: 15 0.19 (G) 0.26 (G) 0.43 (G)25

III rs202563 137461492 C_3010272_10 SEC ID nº: 16 0.49 (G) 0.42 (A) 0.26 (G) 

rs156751 137463294 SEC ID nº: 17 0.49 (T) 0.19 (T) 0.26 (T)

IV rs85462 137463154 SEC ID nº: 18 0.21 (G) 0.08 (G) 0.16 (G) 30

    rs276467 137464218 SEC ID nº: 19 0.20 (A) 0.07 (A) 0.16 (A) 

    rs276466 137466614 C_3010277_10 SEC ID nº: 20 0.21 (G) 0.07 (G) 0.14 (G) 

    rs28366         SEC ID nº: 21

V rs7750867 137470186 SEQ ID nº: 22 0.16 (T) 0.09 (T) 0.07 (T) 35

   rs9389475 137478484 SEQ ID nº: 23 0.17 (T) 0.07 (T) 0.06 (T)

   rs11154914 137480411 SEQ ID nº: 24 0.17 (G) 0.07 (G) 0.07 (G) 

   rs11154915 137482982 C_9800072_30 SEC ID nº: 25 0.16 (T) 0.07 (T) 0.05 (T)

   rs1040622 137483258 SEC ID nº: 26 0.16 (C) 0.08 (C) 0.07 (C ) 

   rs10457018 137484893 SEQ ID nº: 27 0.16 (A) 0.08 (A) 0.07 (A) 40
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rs10457019 137484979 SEQ ID nº: 28 0.17 (A) 0.07 (A) 0.07 (A) 

rs13441747 137488608 SEQ ID nº: 29 0.17 (C) 0.09 (C) 0.07 (C) 

rs9385786 137497052 SEC ID nº: 30 0.16 (T) 0.07 (T) 0.06 (T)

rs9402875 137498018 SEC ID nº: 31 0.18 (C) 0.08 (C) 0.06 (C) 

rs9385787 137500399 SEC ID nº: 32 0.17 (C) 0.08 (C) 0.07 (C) 5

rs9373180 137503455 SEC ID nº: 33 0.17 (G) 0.04 (G) 0.07 (G) 

rs9385789 137505172 SEC ID nº: 34 0.17 (A) 0.08 (A) 0.07 (A)

VI rs202567 137470844 SEQ ID nº: 35 0.48 (G) 0.06 (A) 0.22 (A) 

    rs7774349 137475858 SEQ ID nº: 36 0.48 (C) 0.06 (T) 0.21 (T)10

    rs2064501 137477823 C_11693858_10 SEQ ID nº: 37 0.48 (T ) 0.06 (C) 0.23 (C)

VII rs1543509 SEC ID nº: 38

    rs17066102 SEC ID nº: 39

Hapmap: Cohorte CEU europea, Cohorte YOR Africana (Yorubas), Cohorte CHB asiática (China)15

Preferiblemente, el método comprende genotipar un SNP seleccionado en el grupo que consiste en rs6570136, 
rs7774663, rs11154915 y rs2064501.

La presencia de un alelo G con respecto al SNP rs6570136, más concretamente de un genotipo GG, es perjudicial 
para el paciente, es decir, es indicativo de que es probable que un paciente desarrolle un depósito anormal de 20
ECMP o fibrosis, especialmente fibrosis hepática.

La presencia de un alelo T con respecto al SNP rs7774663, más concretamente de un genotipo TT, es perjudicial 
para el paciente, es decir, es indicativo de que es probable que un paciente desarrolle un depósito anormal de 
ECMP o fibrosis, especialmente fibrosis hepática.

La presencia de un alelo T con respecto al SNP rs11154915, más concretamente de un genotipo TT o CT, es 25
perjudicial para el paciente, es decir, es indicativo de que es probable que un paciente desarrolle un depósito 
anormal de ECMP o fibrosis, especialmente fibrosis hepática.

La presencia de un alelo C con respecto al SNP rs2064501, más concretamente de un genotipo CC, es perjudicial 
para el paciente, es decir, es indicativo de que es probable que un paciente desarrolle un depósito anormal de 
ECMP o fibrosis, especialmente fibrosis hepática.30

Los SNP en los mismos grupos están muy correlacionados (r2> 0.8) y tienen una utilidad similar en los métodos de 
la invención. Los SNP en un fuerte desequilibrio de acoplamiento (que produce r2> 0.6) también están incluidos.

Otro método de la invención puede comprender determinar si el paciente comprende un genotipo sin respuesta 
como se define en la tabla 1B.

El análisis se realizó en 123 sujetos (69 sujetos que responden y 54 sujetos que responden al tratamiento), todos 35
infectados con VHC.
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Tabla 1B: Alteraciones asociadas a la respuesta al tratamiento antivírico en el locus del gen IL22RA2

Preferiblemente, el método comprende genotipar un SNP seleccionado en el grupo que consiste en rs11154915, 
rs6570136, rs2064501 y rs1543509.

La presencia de un genotipo TT con respecto al SNP rs11154915 está a favor de la respuesta positiva del paciente 5
al tratamiento antivírico.

La presencia de un genotipo AG o GG con respecto a SNP rs6570136 está a favor de la respuesta positiva del
paciente al tratamiento antivírico.

La presencia de un genotipo CT con respecto a SNP rs2064501 está a favor de la respuesta positiva del paciente al 
tratamiento antivírico.10

La presencia de un genotipo AA con respecto a SNP rs1543509 está a favor de la respuesta positiva del paciente al 
tratamiento antivírico.

Los SNP en los mismos grupos están muy correlacionados (r2> 0.8) y tienen una utilidad similar en los métodos de 
la invención. También están comprendidos los SNP en desequilibrio de acoplamiento.

Las proporciones impares asociadas a cada genotipo se indican en la tabla 1B. Oscilan entre 1.9 y 4 cuando cada 15
SNP se evaluó solo; cuando todos los SNP se evaluaron juntos en el mismo modelo multifactorial (que tiene en 
cuenta los efectos de confusión entre los SNP), los OR oscilan entre 1.9 y 13, y los sujetos que lleven genotipos que 
responden al tratamiento para los cuatro polimorfismos será aproximadamente 50 a 300 veces más probable que 
respondan al tratamiento que los sujetos que llevan genotipos que no responden al tratamiento para todos los 
genotipos.20

El desequilibrio de acoplamiento (DA) se define como la asociación no aleatoria de alelos en diferentes locus a 
través del genoma. Los alelos en dos o más locus están en DA si su combinación se produce más o menos 
frecuentemente de lo esperado en la población.

Análisis unifactorial
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Cuando hay un locus causal en una región de ADN, debido al DA, es probable que uno o más SNP cercanos estén 
asociados con el rasgo también. Por lo tanto, cualquier SNP en DA fuerte (que produzca un r2> 0.6) con un primer 
SNP relacionado con un depósito anormal de ECMP se asociará con este rasgo.

La identificación de SNP adicionales en desequilibrio de acoplamiento con un SNP dado implica: (a) la amplificación 
de un fragmento de la región genómica que comprende o circunda un primer SNP de una pluralidad de 5
individuos; (b) la identificación de segundos SNP en la región genómica que alberga o rodeacircunda a dicho primer 
SNP; (c) la realización de un análisis de desequilibrio de acoplamiento entre dicho primer SNP y segundo SNP; y (d) 
seleccionar dichos segundos SNP en desequilibrio de acoplamiento con dicho primer marcador. También se 
contemplan subcombinaciones que comprenden las etapas (b) y (c).

Los métodos para identificar los SNP y para llevar a cabo el análisis del desequilibrio de acoplamiento pueden ser 10
realizados por el experto en la técnica sin experimentación indebida utilizando métodos bien conocidos.

Es bien sabido que muchos SNP tienen alelos que muestran DA fuerte con otros alelos SNP cercanos y en regiones 
del genoma con DA fuerte, una selección de SNP espaciados uniformemente, o los seleccionados en base a su DA
con otros SNP (los SNP proxy o SNP Tag), pueden capturar la mayor parte de la información genética de los SNP, 
que no están genotipados con solo una ligera pérdida de poder estadístico. En estudios de asociación, esta región 15
de DA está cubierta adecuadamente utilizando pocos SNP (los SNP Tag) y una asociación estadística entre un SNP 
y el fenotipo en estudio significa que el SNP es una variante causal o está en DA con una variante causal. Las dos 
métricas más utilizadas para medir DA son D' y r2 y pueden escribirse en términos de frecuencias entre si y 
alélicas. Es un consenso general que un SNP proxy (o Tag) se define como un SNP en DA (r2 ≥ 0.8) con uno u otros 
SNP más. El genotipo del SNP proxy podría predecir el genotipo del otro SNP a través de DA e inversamente. En 20
particular, cualquier SNP en DA con uno de los SNP utilizados en la presente memoria puede ser reemplazado por 
uno o más SNP proxy definidos según su DA como r 2 ≥ 0.8.

Estos SNP en desequilibrio de acoplamiento también se pueden usar en los métodos según la presente invención, y 
más concretamente en los métodos de diagnóstico según la presente invención.

Las alteraciones en el gen IL22RA2 pueden detectarse determinando la presencia de una expresión alterada del 25
ARN de IL22RA2. La expresión alterada del ARN incluye la presencia de una secuencia de ARN alterada, la 
presencia de un corte y empalme o procesamiento alterado de ARN, la presencia de una cantidad alterada de ARN, 
etc. Estos pueden detectarse por diversas técnicas conocidas, incluso mediante la secuenciación de todo o parte del 
ARN del IL22RA2 o por hibridación selectiva o amplificación selectiva de todo o parte de dicho ARN, por ejemplo.

En una variante adicional, el método comprende detectar la presencia de una expresión del polipéptido de IL22RA2 30
alterada. La expresión del polipéptido IL22RA2 alterada incluye la presencia de una secuencia polipeptídica alterada, 
la presencia de una cantidad alterada de polipéptido de IL22RA2, la presencia de una distribución hística alterada, 
etc. Estas pueden detectarse mediante diversas técnicas conocidas, incluso por secuenciación y o unión a ligandos 
específicos (como los anticuerpos), por ejemplo.

Como se indicó anteriormente, se pueden usar varias técnicas conocidas para detectar o cuantificar el gen IL22RA2 35
alterado o la expresión o secuencia de ARN, incluida la secuenciación, la hibridación, la amplificación y/o la unión a 
ligandos específicos (como los anticuerpos). Otros métodos adecuados incluyen oligonucleótido específico del alelo 
(ASO), amplificación específica del alelo, transferencia Southern (para ADN), transferencia Northern (para ARN), 
análisis de configuración monocatenaria (SSCA), PFGE, hibridación fluorescente in situ (FISH), migración en gel, 
electroforesis en gel desnaturalizante fijado, análisis de heterodúplex, protección de RNasa, escisión de desajustes 40
químicos, ELISA, radioinmunoanálisis (RIA) y ensayos inmunoenzimáticos (IEMA). Algunos de estos métodos (por 
ejemplo, SSCA y CGGE) están basados en un cambio en la movilidad electroforética de los ácidos nucleicos, como 
resultado de la presencia de una secuencia alterada. Según estas técnicas, la secuencia alterada se observa 
mediante un cambio en la movilidad de los geles. Los fragmentos pueden entonces secuenciarse para confirmar la 
alteración. Algunos otros se basan en la hibridación específica entre los ácidos nucleicos del sujeto y una sonda 45
específica para el gen o ARN de IL22RA2 natural o alterado. La sonda puede estar en suspensión o inmovilizada 
sobre un sustrato. La sonda suele estar marcada para facilitar la detección de híbridos. Algunos de estos métodos 
son especialmente adecuados para evaluar una secuencia de polipéptidos o nivel de expresión, tales como la 
inmunotransferencia Northern, ELISA y RIA. Estos últimos requieren el uso de un ligando específico para el 
polipéptido, más preferiblemente de un anticuerpo específico.50

En un aspecto adicional, el método comprende detectar la presencia de un perfil de expresión del gen IL22RA2 
alterado en una muestra del sujeto. Como se indicó anteriormente, esto se puede conseguirse más preferiblemente 
por secuenciación, hibridación selectiva y/o amplificación selectiva de ácidos nucleicos presentes en dicha muestra.

Secuenciación

La secuenciación puede llevarse a cabo usando técnicas bien conocidas, usando secuenciadores automáticos. La 55
secuenciación puede realizarse en el locus del gen IL22RA2 completo o, más preferiblemente, en sus dominios 
específicos, generalmente aquellos conocidos o que se sospecha que llevan mutaciones perjudiciales u otras 
alteraciones.

Amplificación

E12741356
17-06-2019ES 2 731 634 T3

 



12

La amplificación se basa en la formación de híbridos específicos entre secuencias de ácido nucleico 
complementarias que sirven para iniciar la reproducción del ácido nucleico. La amplificación se puede realizar según
diversas técnicas conocidas, como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), la reacción en cadena de la ligasa 
(LCR), la amplificación por desplazamiento de cadena (SDA) y la amplificación basada en la secuencia de ácido 
nucleico (NASBA). Estas técnicas se pueden realizar utilizando reactivos y protocolos disponibles en el 5
mercado. Las técnicas preferidas utilizan la PCR específica para el alelo o PCR-SSCP. La amplificación 
habitualmente requiere el uso de cebadores de ácidos nucleicos específicos para iniciar la reacción. Los cebadores 
de ácido nucleico útiles para amplificar secuencias del locus del gen IL22RA2 pueden hibridarse específicamente 
con una parte del locus del gen IL22RA2 que flanquea una región diana de dicho locus, alterándose dicha región 
diana en determinados sujetos con fibrosis o trastornos relacionados.10

Esta invención hace uso de cebadores de ácido nucleico útiles para amplificar secuencias del gen o locus IL22RA2, 
incluidas las regiones circundantes. Dichos cebadores son preferiblemente complementarios a secuencias de ácido 
nucleico y se hibridan específicamente con ellas en el locus del gen IL22RA2. Determinados cebadores pueden 
hibridarse específicamente con una parte del locus del gen IL22RA2 que flanquea una región objetivo de dicho 
locus, alterándose dicha región objetivo en algunos sujetos con fibrosis o trastornos asociados.15

Hibridación selectiva

Los métodos de detección de hibridación se basan en la formación de híbridos específicos entre secuencias de 
ácido nucleico complementarias que sirven para detectar alteraciones en la secuencia de ácido nucleico. Una 
determinada técnica de detección implica el uso de una sonda de ácido nucleico específica para el gen IL22RA2 o 
ARN natural o alterado, seguida de la detección de la presencia de un híbrido. La sonda puede estar en suspensión 20
o inmovilizada sobre un sustrato o soporte (como en una matriz de ácido nucleico o tecnologías de chips). La sonda 
suele estar marcada para facilitar la detección de híbridos. A este respecto, una realización concreta de esta 
invención comprende poner en contacto la muestra del sujeto con una sonda de ácido nucleico específica para un
locus del gen IL22RA2 alterado, y evaluar la formación de un híbrido. En una realización preferida concreta, el 
método comprende poner en contacto simultáneamente la muestra con un conjunto de sondas que son específicas, 25
respectivamente, para el locus del gen IL22RA2 natural y para varias formas alteradas del mismo. En esta 
realización, es posible detectar directamente la presencia de diversas formas de alteraciones en el locus del gen 
IL22RA2 en la muestra. Además, varias muestras de diversos sujetos pueden tratarse en paralelo.

En el contexto de esta invención, una sonda se refiere a una secuencia de polinucleótidos que es complementaria 
con una (parte objetivo de un) gen o ARN de IL22RA2 y capaz de hibridación específica con la misma, y que es 30
adecuada para detectar polimorfismos de polinucleótidos asociados con alelos de IL22RA2 que predisponen a la 
fibrosis o están asociados con ella. Las sondas preferiblemente son perfectamente complementarias al gen
IL22RA2, el ARN o la parte diana del mismo.

Las sondas generalmente comprenden ácidos nucleicos monocatenarios de entre 8 y 1000 nucleótidos de longitud, 
por ejemplo, entre 10 y 800, más preferiblemente entre 15 y 700, generalmente entre 20 y 500. Debe entenderse 35
que se pueden usar sondas más largas también. Una sonda preferida de esta invención es una molécula de ácido 
nucleico monocatenaria de entre 8 y 500 nucleótidos de longitud, que puede hibridarse específicamente con una 
región de un locus de gen IL22RA2 o ARN que lleva una alteración.

El método de la invención emplea una sonda de ácido nucleico específica para un gen IL22RA2 o su ARN alterado 
(p. ej., mutado), es decir, una sonda de ácido nucleico que se hibrida específicamente con dicho gen IL22RA2 o 40
ARN alterado y esencialmente no se hibrida con un gen IL22RA2 o su ARN carente de dicha alteración. La 
especificidad indica que la hibridación con la secuencia objetivo genera una señal específica que se puede distinguir 
de la señal generada por una hibridación no específica. Se prefieren secuencias perfectamente complementarias 
para diseñar sondas según esta invención. Debe entenderse, sin embargo, que se puede tolerar algún desajuste, 
siempre que la señal específica pueda distinguirse de la hibridación inespecífica. Ejemplos concretos de dichas 45
sondas son las secuencias de ácidos nucleicos complementarias con una porción objetivo de la región genómica 
incluido el locus del gen IL22RA2 o su ARN que lleva una mutación puntual como se lista en la tabla 1 anterior.

La secuencia de las sondas puede proceder de las secuencias del gen IL22RA2 y el ARN como se proporciona en la 
presente solicitud. Se pueden realizar sustituciones de nucleótidos, así como modificaciones químicas de la 
sonda. Dichas modificaciones químicas pueden realizarse para aumentar la estabilidad de los híbridos (p. ej., grupos 50
intercaladores) o para marcar la sonda. Los ejemplos típicos de marcadores incluyen, sin limitación, radioactividad, 
fluorescencia, luminiscencia, marcado enzimático, etc. La invención también se refiere al empleo de una sonda de 
ácido nucleico como se describió anteriormente en un método para detectar la presencia o predisposición a la
fibrosis o un trastorno relacionado en un sujeto o en un método para evaluar la respuesta de un sujeto a un 
tratamiento de fibrosis o un trastorno relacionado.55

Unión específica de ligandos

Como se indicó anteriormente, la alteración en el locus del gen IL22RA2 también se puede detectar al seleccionar 
alteraciones en la secuencia del polipéptido IL22RA2 o los niveles de expresión. A este respecto, también se 
describe la puesta en contacto de la muestra con un ligando específico para un polipéptido de IL22RA2 y la 
determinación de la formación de un complejo. Se pueden usar diferentes tipos de ligandos, tales como anticuerpos 60
específicos. En una realización específica, la muestra se pone en contacto con un anticuerpo específico para un 
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polipéptido de IL22RA2 y se determina la formación de un inmunocomplejo. Se pueden usar varios métodos para 
detectar un inmunocomplejo, como ELISA, radioinmunoanálisis (RIA) y análisis inmunoenzimáticos (IEMA). En el 
contexto de esta invención, un anticuerpo designa un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, así como 
fragmentos o derivados de los mismos que tienen sustancialmente la misma especificidad antigénica. Los
fragmentos incluyen Fab, Fab'2, regiones CDR, etc. Los derivados incluyen anticuerpos monocatenarios, anticuerpos 5
humanizados, anticuerpos multifuncionales, etc. Un anticuerpo específico para un polipéptido de IL22RA2 designa 
un anticuerpo que se une selectivamente a un polipéptido de IL22RA2, es decir, un anticuerpo producido contra un 
polipéptido IL22RA2 o un fragmento que contiene un epítopo del mismo. Aunque puede producirse una unión no 
específica hacia otros antígenos, la unión al polipéptido de IL22RA2 objetivo se produce con una mayor afinidad y 
puede ser discriminada de forma fiable de la unión no específica.10

También se describe un equipo de diagnóstico que comprende productos y reactivos para detectar en una muestra 
de un sujeto la presencia de una alteración en el locus o polipéptido del gen IL22RA2, en la expresión del gen o 
polipéptido de IL22RA2, y/o en la actividad de IL22RA2. Dicho equipo de diagnóstico comprende cualquier cebador,
cualquier par de cebadores, cualquier sonda de ácido nucleico y/o cualquier ligando, preferiblemente anticuerpo, 
descrito en la presente invención. Dicho equipo de diagnóstico puede comprender además reactivos y/o protocolos 15
para realizar una hibridación, amplificación o reacción inmunológica de antígeno-anticuerpo.

Detección de fármacos

También se describen nuevos métodos para la detección de fármacos experimentales o principales. Estos métodos 
incluyen ensayos de unión y/o ensayos funcionales, y pueden realizarse in vitro, en sistemas celulares, en animales, 
etc. En la presente memoria se describe también un método de selección de compuestos biológicamente activos, 20
comprendiendo dicho método poner en contacto in vitro un compuesto en estudio con un gen o polipéptido de 
IL22RA2 según la presente invención y determinar la capacidad de dicho compuesto en estudio para unirse a dicho 
gen o polipéptido de IL22RA2. La unión a dicho gen o polipéptido proporciona una indicación de la capacidad del 
compuesto para modular la actividad de dicho objetivo y, por lo tanto, para afectar una ruta que conduce a cualquier 
depósito anormal de ECMP o fibrosis en un sujeto. En una realización preferida, el método comprende poner en 25
contacto in vitro un compuesto en estudio con un gen o polipéptido de IL22RA2 o uno de sus fragmentos según la 
presente invención y determinar la capacidad de dicho compuesto en estudio para unirse a dicho polipéptido o 
fragmento IL22RA2. El fragmento comprende preferiblemente un punto de unión del polipéptido 
IL22RA2. Preferiblemente, dicho gen o polipéptido de IL22RA2 o uno de sus fragmentos es un gen o polipéptido de 
IL22RA2 alterado o mutado o uno de sus fragmentos que comprende la alteración o mutación. En la presente 30
memoria se describe también un método para seleccionar compuestos activos en cualquier depósito anormal de 
ECMP o fibrosis, comprendiendo dicho método poner en contacto in vitro un compuesto en estudio con un 
polipéptido de IL22RA2 según la presente invención o uno de sus fragmentos que contiene el punto de unión y 
determinar la capacidad de dicho compuesto en estudio para unirse a dicho polipéptido de IL22RA2 o uno de sus 
fragmentos. Preferiblemente, dicho polipéptido IL22RA2 o uno de sus fragmentos es un polipéptido de IL22RA2 35
alterado o mutado o uno de sus fragmentos que comprende la alteración o mutación. El método para la identificación 
de fármacos experimentales comprende poner en contacto una célula hospedadora biotecnológica que expresa un 
polipéptido de IL22RA2 según la presente invención con un compuesto en estudio, y determinar la capacidad de 
dicho compuesto en estudio para unirse a dicho IL22RA2 y modular la actividad del polipéptido de
IL22RA2. Preferiblemente, dicho polipéptido de IL22RA2 o uno de sus fragmentos es un polipéptido de IL22RA2 40
alterado o mutado o uno de sus fragmentos que comprende la alteración o mutación. La determinación de la unión 
puede realizarse por varias técnicas, tales como por marcaje del compuesto en estudio, por competición con un 
ligando marcado de referencia, etc. El método para seleccionar compuestos biológicamente activos también 
comprende poner en contacto in vitro un compuesto en estudio con un polipéptido de IL22RA2 y determinar la 
capacidad de dicho compuesto en estudio para modular la actividad de dicho polipéptido de 45
IL22RA2. Preferiblemente, dicho polipéptido de IL22RA2 o uno de sus fragmentos es un polipéptido de IL22RA2 
alterado o mutado o uno de sus fragmentos que comprende la alteración o mutación.

El método de selección, de compuestos biológicamente activos para un sujeto que tiene predisposición o está 
predispuesto a desarrollar cualquier depósito anormal de ECMP o fibrosis, comprende también poner en contacto in 
vitro un compuesto en estudio con un gen IL22RA2 según la presente invención y determinar la capacidad de dicho 50
compuesto en estudio para modular la expresión de dicho gen IL22RA2. Preferiblemente, dicho gen IL22RA2 o uno 
de sus fragmentos es un gen IL22RA2 alterado o mutado o uno de sus fragmentos que comprende la alteración o 
mutación.

El método de detección, selección o identificación de compuestos biológicamente activos, especialmente 
compuestos activos en cualquier depósito anormal de ECMP o fibrosis, también comprende poner en contacto un55
compuesto en estudio con una célula hospedadora biotecnológica que comprende un montaje indicador, 
comprendiendo dicho montaje indicador un gen indicador bajo el control de un activador del gen IL22RA2, y
seleccionar los compuestos en estudio que modulan (p. ej., activan o inhiben) la expresión del gen 
indicador. Preferiblemente, dicho activador del gen IL22RA2 o uno de sus fragmentos es un activador del gen 
IL22RA2 alterado o mutado o uno de sus fragmentos que comprende la alteración o mutación.60

Los ensayos de detección anteriores se pueden realizar en cualquier dispositivo adecuado, tales como placas, 
tubos, platos, matraces, etc. Normalmente, el ensayo se realiza en placas de múltiples pocillos. Varios compuestos 
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en estudio pueden analizarse en paralelo. Además, el compuesto en estudio puede ser de diversos orígenes, 
naturaleza y composición. Puede ser cualquier sustancia orgánica o inorgánica, tal como un lípido, péptido, 
polipéptido, ácido nucleico, pequeña molécula, etc., aislado o mezclado con otras sustancias. Los compuestos 
pueden ser todos o parte de una biblioteca combinatoria de productos, por ejemplo.

Otros aspectos y ventajas de la presente invención se describirán en el siguiente apartado experimental, que debe 5
considerarse ilustrativo y no restrictivo del alcance de la presente solicitud.

Ejemplos

Ejemplo 1: Producción y modulación de IL-22 en infecciones por esquistosomas humanos

Producción de IL-22 en infecciones por esquistosomas humanos

Los inventores han comparado los contenidos de IL-22 en cultivos de PBMC de 140 sujetos expuestos a infecciones 10
por S. japonicum con cultivos de 20 referencias que no habían estado expuestas previamente a infecciones por 
esquistosomas (figura 1A) pero vivían en la misma región en condiciones de vida comparables. La IL-22 se detectó 
en cultivos en reposo de sujetos expuestos a las 72 y 144 horas y se mejoró significativamente mediante la adición 
de huevos de esquistosoma en el tiempo 0 del cultivo. Se detectó IL-22 en cultivos de reposo de referencia solo a 
las 144 horas y no se mejoró mediante la adición de huevos. Los inventores detectaron cantidades significativas de 15
IL-17A en cultivos de 144 horas, pero los contenidos de IL-17 no aumentaron con estimulación de huevos (figura
1B). Por lo tanto, es poco probable que IL-22 en los cultivos fuera producida por Th17. El análisis por FACS de las 
células IL22+ en la sangre de pacientes expuestos demostró que IL-22 es producida por CD3+CD4+ y por CD3-
CD4-, ninguna de estas poblaciones de células produjo IL-17 (Fig. 1C). Las últimas probablemente sean células 
NK. El porcentaje de células T CD3+CD4+IL17-IL22+ y CD3-CD4-IL17-IL22 + en sujetos de referencia y endémicos 20
se muestran en la figura 1C.

Modulación de la producción de IL-22 se modifica por el tratamiento contra la esquistosomiasis y se modula según la 
fibrosis hepática

Las cantidades de IL-22 en cultivos estimulados con huevos variaron notablemente entre los sujetos 
expuestos. Dado que los tratamientos con Praziquantel contra la esquistosomiasis destruyen los gusanos y 25
suspenden la producción de huevos hasta que se produce la reinfección, los inventores evaluaron si las diferencias 
en los tratamientos con Praziquantel podrían haber modulado la producción de IL-22. Algunos pacientes habían sido 
tratados cada año durante al menos 10 años, otros nunca habían sido tratados y otros habían recibido de 1 a 10 
tratamientos en los últimos 10 años. La figura 2A demuestra que el número de tratamientos con Praziquantel tuvo un 
impacto significativo en la producción de IL-22 por las PBMC de los sujetos: IL-22 en cultivos estimulados con 30
huevos aumentó significativamente con el número de tratamientos en los últimos diez años (p = 0.005, covariable en 
el modelo de regresión fue de género p = 0.08); sin embargo, este efecto fue mucho menor para los sujetos que 
habían sido tratados al menos una vez al año cada año, probablemente porque estos sujetos no se volvieron a 
infectar (ver más adelante). Por lo tanto, la frecuencia de los tratamientos con Praziquantel en los últimos diez años 
tuvo un impacto significativo en la producción de IL-22 por parte de PBMC de sujetos expuestos.35

Los inventores evaluaron entonces si los contenidos de IL-22 en cultivos estaban relacionados con el grado de 
enfermedad hepática del paciente. La figura 2B muestra que la IL-22 fue baja en pacientes con enfermedad hepática 
leve, medida por los grados de fibrosis hepática y aumentada constantemente con grados de fibrosis aumentados 
que alcanzan contenidos máximos en sujetos con fibrosis periportal central avanzada. Esto sugiere que puede 
producirse un aumento de la producción de IL-22 en respuesta a/en relación con la enfermedad hepática grave. Sin 40
embargo, sorprendentemente, la IL-22 de pacientes con fibrosis hepática muy grave (grados de FH D, E, F) no 
produjo mucha IL-22.

El efecto del número de tratamientos con Praziquantel en esta configuración se muestra en la figura 2C. Los 
tratamientos con Praziquantel impactaron la IL-22 producida por las células de todos los grupos de fibrosis. Tres 
observaciones son las más relevantes para el estudio: en primer lugar, el aumento de la producción de IL-22 en la 45
fibrosis avanzada (CLH) se observa en diferentes regímenes de Praziquantel y no se debe a las diferencias en la 
frecuencia de tratamiento de estos pacientes; en segundo lugar, los tratamientos con Praziquantel mejoraron la 
producción de IL-22 en todos los cultivos, pero en cultivos de células de sujetos con grados de fibrosis grave;
en tercer lugar, los sujetos con los regímenes altos de Praziquantel (> 10, una vez al menos cada año) están en el 
grupo de fibrosis leve y explican el aumento de la producción de IL-22 observado en este grupo.50

En resumen, la IL-22 se ve afectada por dos factores independientes: los tratamientos con Praziquantel y el grado 
de enfermedad hepática. Además, los sujetos con enfermedad hepática muy grave no pueden producir mucha IL-22 
y esto no mejoró con los tratamientos con Praziquantel, mientras que los mismos tratamientos tuvieron un efecto de 
aumento notable en la producción de IL-22 en sujetos con fibrosis hepática leve a avanzada.

La IL-6 y posiblemente la IL-1β probablemente sean reguladores clave de la producción de IL-22 en sujetos con 55
diferentes grados de fibrosis hepática y diferentes regímenes de tratamiento.

Los inventores observaron que las citocinas IL-6, IL-1β e IL-23 mejoraron significativamente (IL-23 (p = 3.10-6), IL-6 
(p<10-6) e IL-1β (p<10-6) por estimulación con huevos en cultivos de PBMC de 24 horas de sujetos expuestos 
(figura 3A). Para determinar si alguna de estas 3 citocinas podría desempeñar un papel en la modulación de los 

E12741356
17-06-2019ES 2 731 634 T3

 



15

contenidos de IL-22, se realizó un análisis de regresión lineal con contenidos de IL-22 en cultivos estimulados por 
huevo, incluidas estas 3 citocinas, edad del paciente y sexo. Este análisis demostró una asociación muy significativa 
(p = 0.0002) entre IL-22 e IL-6 y una débil asociación (p = 0.06) con IL-1β. Se excluyó IL-23 del modelo de regresión. 
Este resultado se ilustra en las figuras 3B, 3C que muestran las variaciones de IL-6, IL-1β e IL-23 con tratamientos 
con Praziquantel (Fig. 3B) y con fibrosis hepática (Fig. 3C). Por lo tanto, la conexión entre los tratamientos con 5
Praziquantel e IL-22 y los grados de fibrosis e IL-22 es, al menos en parte, IL-6.

Los resultados presentados anteriormente son consistentes con la opinión de que la incorporación de una respuesta 
protectora de IL-22 aumentó con la lesión hepática y que la enfermedad hepática más grave puede resultar en parte 
de la incapacidad de incorporar dicha respuesta. Para probar más a fondo esta hipótesis, los inventores buscaron 
pruebas genéticas que indiquen que la IL-22 fue realmente crucial en el control de la fibrosis hepática y tuvo un 10
impacto significativo en la enfermedad hepática.

Ejemplo 2: Los polimorfismos en IL22RA2 que codifican IL22 BP están relacionados con la fibrosis hepática en dos 
muestras de pescadores y granjeros chinos que viven en un área endémica de S. japonicum

Materiales y métodos

Análisis estadístico15

Se utilizó la regresión logística multifactorial para analizar la relación entre la probabilidad de que un individuo 
desarrolle fibrosis y variantes genéticas, incluidas las principales covariables que se sabe afectan la evolución de la 
enfermedad en sujetos infectados con esquistosomas. Para este análisis se utilizó e programa informático
estadístico SPSS (versión 10.0). La edad, el sexo y la exposición a la infección se analizaron en los modelos de 
regresión y se mantuvieron cuando mostraron una asociación (p <0.05) con la enfermedad. Dado que las cohortes 20
se emparejaron por sexo y edad, estas covariables tuvieron pocos efectos sobre la asociación entre las variantes 
genéticas y la enfermedad. La infección por VHB y la exposición a la infección se incluyeron en los modelos de 
regresión cuando estas covariables pudieron evaluarse con precisión como en los pescadores chinos (exposición, 
número de tratamientos) o en los granjeros chinos (infección por VHB, lugar de nacimiento).

Extracción de ADN25

Se recogieron partes alícuotas de 5 a 15 ml de sangre en citrato de sodio y se mantuvieron a -20ºC. El ADN se 
extrajo utilizando el método normalizado de salado (Sambrook et al., 1989).

Amplificación de ADN

Todo el ADN purificado de la tarjeta FTA se amplificó previamente antes del genotipado. Las reacciones en cadena 
de la polimerasa (amplificaciones de todo el genoma) se realizaron en reacciones de 50 μl que contenían un punzón 30
de muestra biológica (ADN de células bucales unidas a FTA1) o 100 ng de ADN genómico, 1.5 OD de cebador 
aleatorio totalmente degenerado de 15 bases (Genetix, París, Francia), dNTP 200 mM, MgCl2 5 mM, 5 ml de 10x 
tampón de PCR y 0.5 unidades de Taq ADN polimerasa de alta fidelidad (BIOTAQ DNA Polymerase, Bioline, 
Londres, Inglaterra). Las muestras se amplificaron en un termociclador multibloque de la siguiente manera: una 
etapa de desnaturalización previa de 3 min a 94°C, 50 ciclos que consisten en 1 min a 94°C, 2 min a 37°C, 1 min de 35
rampa (37-55°C) y 4 min a 55°C. Etapa de prolongación final de 5 min a 72°C.

Secuenciación

Los productos purificados de PCR se secuenciaron utilizando el sistema de secuenciación de ciclo ABI Prism BigDye 
Terminator (PE Applied Biosystems, Foster City, EE. UU.) en el secuenciador automático ABI Prism. Se realizaron 
reacciones de secuenciación en ambas cadenas. Secuenciación por GATC biotech (GATC, Marsella, Francia).40

Genotipado de polimorfismos por PCR con sondas TaqMan específicas

La discriminación alélica se evaluó mediante ensayos con sonda TaqMan (Applied Biosystems, Lafayette 
EE.UU.). Cada reacción contenía 12.5 ng de ADN genómico, TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied 
Biosystems, Lafayette, EE. UU.), 900 nM de cada cebador y 200 nM de cada sonda de hibridación marcada con 
fluorescencia en un volumen total de 5 μl. La RT-PCR se realizó en un sistema de detección de secuencias ABI 45
Prism 7900 (Applied Biosystems, Lafayette, EE. UU.) utilizando las siguientes condiciones: 50°C durante 2 min, 95°C
durante 10 min y 40 ciclos de amplificación (desnaturalización a 95°C durante 15 s, recocidohibridación a 
60°C/ampliación durante 1 min).

Resultados

Los inventores han seleccionado en la base a los datos HapMap los SNP comprendidos en IL22RA2 (29.7 Kb) y 10 50
Kb en 3' y 5' del gen que tenía una frecuencia de alelo Minor en chinos mayor del 10%. Estos SNP se agruparon en 
seis grupos de correlación (r2 = 0.8) que contenían n = 10 (grupo I), 5 (II), 2 (III), 3 (IV), 13 (V) y 3 (VI), y 4 
singletones que se colocan como en la figura 4. Los inventores genotiparon uno o dos SNP de cada grupo en una 
muestra de pescadores chinos (n = 268, 176 sujetos con FH leve y 92 pacientes con FH grave) que han estado 
pescando durante al menos 20 años en el lago Dong Ting, donde S. japonicum ha sido endémico durante al menos55
40 años. Ellos encontraron que 3 SNP pertenecientes a dos grupos estaban relacionados con FH. SNP rs6570136 
GG (p = 0.007, OR = 2.7 (IC = 1.3-5.6)), rs7774663 TT (p = 0.006, OR = 2.5 (1.3-4.7)) ambos en el grupo I y 
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rs7749054 TT (p = 0.045, OR = 1.8 (1.1-3.1) mostró alguna relación con FH (Tabla 2). Las covariables significativas 
introducidas en el modelo estadístico fueron el género (p <10-3, OR = 6.9 (2.8-17)), la exposición (número de años 
de pesca) (p = 0.05, OR = 1.02 (1-1.05)), esplenectomía (p = 0.008, OR = 6.6 (1.6-27)). El análisis multifactorial que 
probó dos SNP simultáneamente en los mismos modelos en presencia de las mismas covariables indicó que el SNP
rs 11154915 TC estaba asociado (p = 0.04, OR = 1.9 (1-3.5) cuando se probó en presencia de rs 6570136 (p = 5
0.007 OR = 2.9 (1.4-6). Curiosamente (véase el estudio en sudaneses y brasileños) SNP resistencia 2064501 
mostró una tendencia a la asociación con FH que no se redujo cuando se introdujeron otros SNP en el modelo de 
regresión.

Por último, la asociación de rs7749054 probablemente se debió a su LD con los SNP en el grupo I, ya que la 
asociación de rs7749054 con FH se perdió totalmente en presencia de SNP rs6570136 o SNP rs7774663.10

Tabla 2. SNPs de IL22RA2 relacionados con la fibrosis hepática: análisis en pescadores chinos

Muestra de pescador chino

SNP Posición Grupo Genotipo Referencias Casos OR 95% 
CI

p

Análisis 
unifuncional

% %

rs6570136 137536315 I GG 13.0 22.1 2.7 1.3 -
5.6

0.007

rs7774663 137552586 I TT 18.1 28.4 2.5 1.3 -
4.7

0.006

rs7749054 137542479 II TT 32.8 41.1 1.8 1.0 -
2.9

0.045

rs202563 137503185 III AA 38.7 45.8 0.3

rs276466 137508307 IV AG + GG 24.3 30.2 > 0.5

rs11154915 137524675 V CT (sin TT) 97.2 99.1 0.16

rs2064501 137519516 VI CC + TT 55.4 62.5 0.17

Análisis 
polifuncional

Modelo 1

rs6570136 I GG 2.9 1.4 -
6.0

0.007

rs11154915 V CT (sin 
TT)

1.9 1.0 -
3.5

0.04

(n = 268, 92 casos y 176 referencias)

Los inventores luego intentaron replicar estos resultados en una segunda muestra china de granjeros de una región 
endémica para S. japonicum. Esta muestra difiere de la muestra de pescadores porque fue incorporada en un 
hospital de una clínica ambulatoria que atiende enfermedades hepáticas graves, incluidas ascitis, sangrado de 15
varices y cirrosis. El 92.2% de los pacientes incorporados vivían en una región donde S. japonicum aún era 
endémico, el 7.8% habían estado viviendo en una región endémica de esquistosoma, pero la transmisión en su 
región se había interrumpido hacía diez o quince años. Una fracción (86.5%) de estos sujetos tenían pruebas de 
infección previa por VBH (20.9% AgHBS+) un paciente había sido infectado con VHC. Por lo tanto, la enfermedad 
hepática en la mayoría de los granjeros de esta segunda muestra probablemente se debe a infecciones tanto por 20
esquistosoma como por VBH.

Todos los SNP probados en la muestra de pescadores fueron genotipados en la muestra de granjeros (298, 97 
sujetos con enfermedad hepática leve y 201 sujetos con enfermedad hepática grave). Se observó asociación con 
enfermedad hepática con 4 SNP de 3 grupos diferentes: SNP rs6570136 GG, GA (p = 0.009, OR = 2 (1.2-3.3)), 
rs7774663 TT, TC (p = 0.01, OR = 2 (1.2-3.3) ) ambos en el grupo I; SNP rs 276466 GA (p = 0.01, OR = 2.2 (1.2-4)) 25
en el grupo IV; SNP rs1114915 CC, CT (p = 0.04, OR = 5.7 (1.1-29.6)) en el grupo V (Tabla 3). También se 
observaron tendencias de asociación para SNP rs202563 AA, GG (p = 0.06) en el grupo III y SNP rs2064501 CT (p 
= 0.08). Las covariables en estas pruebas de asociación fueron la edad (p = 0.05, OR = 1.03 (1-1.06), el sexo (p = 
0.02, OR = 2.3 (1.1-4.8) y si el paciente estaba viviendo en una región endémica/no endémica (p = 0.09, OR = 2).

El análisis multifactorial realizado en los SNP de diferentes grupos indicó dos posibles modelos estadísticos: un 30
modelo incluía los SNP rs6570136 (o rs7774663) (p = .03, OR = 1.8 (1.1-3)) en el grupo I y SNP rs11154915 (p = 
0.1, OR = 4 (0.8-21.2) en el grupo V; el otro modelo incluía SNP rs 276466 (p = 0.02, OR = 2 (1.1-3.8)) y SNP 
rs11154915 (p = 0.05, OR = 9.2 (1.1-80)). El análisis no pudo discriminar entre estos dos modelos.
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Tabla 3: SNPs de IL22RA2 asociados a fibrosis hepática; análisis en granjeros chinos

Muestra de granjero chino

SNP Posición Grupo Genotipo Referencias Casos OR 95% CI p

Análisis 
unifuncional

% %

rs6570136 137536315 I GG + AG 53.6 67.8 2 1.2-3.3 0.009 

rs7774663 137552586 I CT + TT 58.8 72.3 2 1.2-3.3 0.01

rs7749054 137542479 II GG 15.1 18.9 0.5

rs202563 137503185 III AA + GG 46.9 57.3 1.6 0.98-2.7 0.06 

rs276466 137508307 IV AG (sin GG) 18.7 34.5 2.2 1.2-4.0 0.01 

rs11154915 137524675 V CC + CT 93.8 99.3 5.7 1.1-29.6 0.036 

rs2064501 137519516 VI CT 40.2 51.2 1.6 0.95-2.7 0.08

Análisis 
polifuncional

Modelo 1

rs6570136 I GG + AG 1.6 1-2.6 0.06 

rs11154915 V CT + TT 4.8 0.93-25 0.06

(n = 298, 201 casos y 97 referencias)

Ejemplo 3: Extensión de la asociación a poblaciones de Sudán y Brasil expuestas a Schistosoma mansoni

Para evaluar si nuestra observación pudiera extenderse a sujetos infectados con S. mansoni, probamos los mismos 
SNP en una muestra de Sudán y en una muestra de Brasil. Una vez más, una fracción significativa de los sujetos en 5
la muestra sudanesa que en el granjero chino también se había infectado con el VHB, mientras que muy pocos 
brasileños tenían infecciones por VBH.

El genotipado de la muestra sudanesa (n = 202, 144 FH leve y 58 FH grave) mostró que SNP rs6570136 GG (p = 
0.01, OR = 3.1 (1.3-7.2)), rs7774663 TT, TC (p = 0.01, OR = 1.7 ( 1-3.1), rs11154915 TT (p = 0.05, OR = 6.2 (1-
35.3)) mostró asociaciones con FH mientras que también se detectó una tendencia de asociación para 10
SNPrs7749054 TT (p = 0.07, OR = 2 (1-3.6) y para rs2064501 CC ( p = 0.06, OR = 2.7 1-7.3)). Véase la tabla 4.

Tabla 4. Extensión de las asociaciones detectadas en chinos a sudaneses infectados con S.mansoni

Muestra sudanesa

SNP Posición Grupo Genotipo Referencias Caso OR 95% CI p

Análisis 
unifuncional

% %

rs6570136 137536315 I GG 8.3 24.5 3.1 1.3 - 7.2 0.006

rs7774663 137552586 I CC + TT 45.5 66.7 1.7 1 - 3.1 0.04

rs7749054 137542479 II TT 0.2

rs202563 137503185 III GG 21.8 34 1.6 0.9 - 3.0 0.09

rs276466 137508307 IV AG + GG 0.25

rs11154915 137524675 V TT 0.8 5.7 6.2 1 - 35.3 0.07

rs2064501 137519516 VI CC + TT 5.3 17 2.6 1.2 - 5.7 0.02

Análisis 
polifuncional

Modelo 1

rs6570136 I GG 10 3 - 34 0.0002

Rs2064501

rs11154915

VI

V

TT 

TT

3.4

7.4

1.2 - 9.4

0.75 - 74

0.018

0.09

(n = 189, 53 casos y 133 referencias)
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Del mismo modo, la tipificación de estos mismos SNP en la muestra brasileña (n = 161, 119 FH leves y 42 FH
graves) mostró asociación con FH para SNP rs6570136 GG (p = 0.0001, OR = 6 (2.4-10 14.7)), rs7774663 TT ( p = 
0.03, OR = 3 (1.4-6.8) y SNPrs7749054 TT (p = 0.03, OR = 2.8 (1.2-5.6), además de rs11154915 TT, TC mostró una 
tendencia de asociación con FH (p = 0.14, OR = 2.4 (0.9-6.5)).

Véase la tabla 5:5

Tabla 5. Replicación de la asociación en brasileños infectados con S.mansoni

Muestra brasileña

SNP Posición Grupo Genotipo Referencias Caso OR 95% CI p

Análisis 
unifuncional

% %

rs6570136 137536315 I GG 11.5 35.6 4.2 1.8 - 10 0.001

rs7774663 137552586 I TT 24.5 44.2 2.4 1.2 - 5.1 0.02

rs7749054 137542479 II TT 45.5 67.4 2.5 1.2 - 5.1 0.01

rs202563 137503185 III AG + GG 73.5 86 0.13

rs276466 137508307 IV AG + GG 26.5 41.9 2 0.9 - 4.3 0.07

rs11154915 137524675 V CT + TT 74.3 87 2.3 0.9 - 6 0.09

rs2064501 137519516 VI CT + TT 52.8 66.7 0.15

Análisis 
polifuncional

rs6570136 I GG 24.8 3 - 205 0.003

rs2064501 VI CT + TT 10.1 1.1 - 93 0.04

rs11154915 V CT + TT 2.3 0.8 - 6.9 0.14

El análisis multifactorial realizado en la muestra sudanesa confirmó las asociaciones independientes de SNP 
rs6570136, 20564501 y 11154915. Lo más destacable fue que el alto OR relacionado con rs11154915 se confirmó 
en el modelo multifactorial. Además, los sujetos con genotipos agravantes para ambos SNP tuvieron en ambos 10
modelos OR para FH mayor de 25. El análisis multifactorial mostró que la asociación de los SNP rs7749054 se 
perdió en presencia de SNP rs6570136 confirmando que esta asociación no era independiente de SNP rs6570136

En resumen, los SNP rs6570136 GG y rs7774663 TT, que pertenecen al mismo grupo de correlación, se asociaron 
con FH, en las cuatro muestras analizadas. SNPrs11154915 TT, CT y rs2064501 CC mostraron una tendencia a la 
asociación con FH en todas las muestras; lo más importante es que estas tendencias se confirmaron por análisis 15
multifactorial que muestra que estos SNP estaban actuando independientemente de SNP rs6570136; teniendo en 
cuenta estos 2 SNP aumentaron la fuerza de la asociación de SNP rs6570136 con FH.

Ejemplo 4: Asociaciones entre los SNP en IL22RA2 y la respuesta al tratamiento anti-VHC.

Los inventores han realizado su análisis genético en 123 sujetos (69 que respondieron al tratamiento con ribavirina + 
IFN, 54 que no respondieron al tratamiento) que habían o han sido infectados con genotipos 1 o 4 del VHC. Ellos 20
probaron al menos un SNP en cada uno de los 7 grupos identificados en IL22RA2 utilizando datos de Hapmap. El 
análisis unifactorial mostró asociaciones con SNP rs2064501 (grupo VI, p = 0.013) y SNP rs1543509 (grupo VII, p = 
0.012), pero también sugirió posibles asociaciones con los SNP rs7774663, rs6570136 (grupo I, p <0.13), SNP 
rs77449054 (grupo II) , p = 0.1), SNP rs202563 (grupo III, p = 0.07), SNP rs28366 (grupo IV p = 0.15), y SNP 
rs2064501 (grupo VI, p = 0.2). Este alto número de SNP en posibles asociaciones con la respuesta al tratamiento 25
podría ser debido a las correlaciones entre los SNP probados, también sugirió que los diferentes SNP podrían 
ejercer efectos de confusión en cada uno. Luego se realizó un análisis multifactorial paso a paso.

Las pruebas de todos los SNP de dos en dos indicó que la asociación de SNP rs202563 y rs6570136 con la 
respuesta al tratamiento fueron equivalentes, pero que los SNP rs276466 y rs28366 estaban claramente excluidos 
del modelo de regresión por SNP rs6570136. Todas las pruebas mostraron que la asociación de SNP rs1154915 30
con la respuesta al tratamiento se mejoró por la presencia de otros SNP (como SNP rs6570136 o SNP rs2064501 o 
SNP rs1543509) en el modelo de regresión. La asociación de rs6570136 con la respuesta al tratamiento se perdió 
en presencia de los SNP rs2064501 o rs1543509, pero esta asociación se recuperó cuando se agregó SNP 
rs11154915 al modelo (3 SNP en el modelo). Esto se debe al fuerte desequilibrio de acoplamiento entre SNP 
rs11154915 y SNP rs6570136 (o cualquiera de los SNP en grupo I), como consecuencia, el genotipo SNP 35
rs1154915 TT que responde al tratamiento está 100% asociado con los genotipos que no responden al tratamiento
con el grupo I. Por lo tanto, el modelo debe incluir al menos 3 SNP (rs11154915 (p = 0.03), rs7774663 (o rs6570136, 
p = 0.03) y SNP rs2064501 (p = 0.001). Por último SNP rs1543509 y los SNP del grupo I (p = 0.15) también entran
en este modelo.
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En resumen, los inventores han constatado que los SNP que pertenecen a cuatro grupos diferentes en IL22RA2 
están asociados de forma independiente con la respuesta al tratamiento. Es importante destacar que estos 
resultados que se obtuvieron al probar los TagSNP se pueden extender a cualquier SNP en los mismos 
grupos. Entonces cabe esperar que la mayoría, si no todos los SNP en los grupos I, V, VI y VII son respuesta de los
marcadores genéticos al tratamiento con IFN + ribavirina. También se puede apreciar que 3 de estos grupos5
identificados se asociaron a la evolución de la fibrosis (los SNP en el grupo VII todavía no se han probado en la 
fibrosis). Curiosamente, la mayoría de los genotipos que agravan la fibrosis hepática están asociados a una mejor 
respuesta al tratamiento.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para determinar un riesgo de desarrollar fibrosis o cirrosis hepática en un sujeto infectado con 
virus de hepatitis o parásitos, comprendiendo el método detectar la presencia de un polimorfismo de un solo 
nucleótido (SNP) en el locus del gen IL22RA2 en una muestra biológica de dicho sujeto, en donde dicho SNP se 
selecciona del grupo que consiste en rs6570136, rs7774663, rs11154915 y rs2064501, en donde la presencia de un 5
alelo de G con respecto al SNP rs6570136, un alelo de T con respecto al SNP rs7774663, un alelo de T con 
respecto al SNP rs11154915 y/o un genotipo CC con respecto al SNP rs2064501 es indicativo de desarrollar fibrosis 
o cirrosis hepática.

2. El método según la reivindicación 1, en donde dicho sujeto está infectado con virus hepático A, virus hepático B, 10
virus hepático C, Schistosoma japonicum o Schistosoma mansoni.

3. El método según cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en donde la presencia del SNP se detecta por 
secuenciación, hibridación selectiva y/o amplificación selectiva o digestión por enzimas de restricción.

15
4. El método según cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3, en donde la presencia de genotipo GG con respecto al 
SNP rs6570136 es indicativa de un riesgo de desarrollar fibrosis o cirrosis hepática.

5. El método según cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3, en donde la presencia de genotipo TT con respecto al 
SNP rs7774663 es indicativa de un riesgo de desarrollar fibrosis o cirrosis hepática.20

6. El método según cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3, en donde la presencia de genotipo TT o CT con 
respecto al SNP rs11154915 es indicativa de un riesgo de desarrollar fibrosis o cirrosis hepática.
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