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DESCRIPCION

Meétodo para el diagnéstico de la fibrosis hepatica.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a los campos de la hepatologia y de la fibrosis hepatica. En particular hace refe-
rencia a un grupo de marcadores seroldgicos que se pueden utilizar para diagnosticar la fibrosis hepatica, utilizados
especialmente para diagnosticar la fibrosis hepética debida a la infeccién crénica por hepatitis C. Estos marcadores se
pueden usar para controlar el tratamiento terapéutico de la fibrosis hepdtica.

Fundamento de la invencion

La hepatopatia fibrética se encuentra clasificada como la octava causa mds frecuente de mortalidad, a la que se
atribuyen 1,3 millones de muertes al afio (Murray y Lopez, 1997, Lancet 349, 1269-1276). Los mecanismos celulares
de la fibrosis son complejos. Como respuesta a la lesién hepética, por ejemplo, causada por la infeccién crénica del
virus de la hepatitis C (VHC), la infeccién por el virus de la hepatitis B (VHB), la esteatosis hepética o hepatopatia
alcohdlica, la hepatopatia farmacdgena o medicamentosa o la cirrosis biliar idiopatica, células estrelladas hepéticas
normalmente quiescentes son activadas dando lugar a miofibroblastos. Estas células producen unas proteinas de matriz
extracelular y liberan inhibidores titulares de las metaloproteinasas que se enlazan e inactivan las metaloproteinasas
responsables de la degradacidn cicatricial. Como resultado de todo ello, la fibrosis y la cicatriz se pueden acumular
a través de una produccion elevada de tejido y de proteinas como el coldgeno y una degradacién reducida de estos
compuestos, de manera que la funcién del higado se ve alterada (McHutchinson 2004, CME Newsletter Tx Reporter
Gastroenterology, 2-4).

Mientras que la fibrosis hepética es un proceso reversible que da lugar a la acumulacién de matriz extracelular, la
cirrosis hepética es un proceso irreversible que se caracteriza por unas bandas gruesas de matriz que rodean por com-
pleto el parénquima para formar nédulos. Si no se trata, la fibrosis hepatica puede llevar a una cirrosis, posiblemente
céancer. Por esta raz6n, un diagndstico a tiempo y preciso de la fibrosis hepdtica es esencial para lograr un tratamiento
médico efectivo.

La biopsia hepatica habitual todavia se considera como el tratamiento de referencia para la evaluacién de la fi-
brosis y de la inflamacién. La biopsia hepética se recomienda para clasificar y estadificar la enfermedad, confirmar el
diagnéstico y establecer un valor de referencia para documentar la mejoria o la progresion de la enfermedad, ayudar a
determinar el prondstico y es necesaria para la terapia (McHutchinson, ver antes; para revision ver Gebo y cols.2002
Hepatology 36, 161-172).

Existen numerosos sistemas de clasificacion histologica que se han utilizado para semicuantificar el grado de
fibrosis hepatica y de inflamacién en pacientes con hepatitis C crénica. Uno de los sistemas de clasificacién que
mads se utiliza es el sistema METAVIR (Bedossa y cols., 1994, Hepatology, 20, 15-20). METAVIR clasifica la fibrosis
hepatica en 5 fases o estadios que oscilan desde el FO al F4. E1 FO equivale a fibrosis nula, F1 corresponde a fibrosis leve
(fibrosis portal sin tabiques). La fibrosis moderada a seria se clasifica como F2 a F4 (F2: poco tabique, F3: numerosos
tabiques sin cirrosis), estadio F4 corresponde al dltimo estadio de la cirrosis. La fibrosis se considera clinicamente
significativa a partir de F>=2.

Pero existen algunos inconvenientes en la aplicacion de la biopsia hepdtica para diagnosticar y estadificar la fibro-
sis. La fibrosis hepdtica estd sujeta a un error de muestreo de manera que la parte pequefia de la muestra podria no
reflejar la situacion real en todo el higado. Debido a ello no es un marcador preciso del proceso dindmico de degrada-
cion constante. Ademads los pat6logos a menudo no estan de acuerdo en sus lecturas de muestras histolégicas donde se
produce una variabilidad entre observadores y del propio observador en un 10 hasta un 20% de las biopsias (Cadranel
y cols., 2000, Hepatology 32, 477-481).

La biopsia hepdtica es un procedimiento doloroso y traumatico para el paciente. También estd asociado a un riesgo
de hemorragia y otras complicaciones después del muestreo. Ademas se trata de un procedimiento caro debido a las
complicaciones previstas que siguen a la hospitalizacién del paciente.

La fibrosis hepdtica es la complicacién principal de la infeccién crénica por VHC que lleva al desarrollo de una
cirrosis y de una enfermedad hepatica descompensada. Por lo tanto para el tratamiento eficaz de estos pacientes es
esencial realizar una investigacion dirigida que examine el desarrollo y la progresion de la fibrosis. La evaluacién
de la fibrosis progresiva se efectuard de la mejor manera con ensayos no traumadticos capaces de discriminar las
fases intermedias de la fibrosis. Se han publicado una serie de marcadores individuales y de algoritmos de un grupo
de marcadores, pero en la actualidad no se dispone de un biomarcador individual potente o de unas referencias de
biomarcadores que permitan una prediccion fiable de una fibrosis (Exactitud del diagnéstico > 80%). En el 2002 se
promovieron investigaciones adicionales en el desarrollo de medidas dindmicas no agresivas de la fibrosis hepatica por
parte de los National Institutes of Health Consensus Development Conference. En particular, los estudios acerca de las
alternativas a la biopsia hepdtica deberian aportar detalles suficientes sobre los métodos de biopsia (tamafio medio de
las piezas de biopsia; grupo o cuadro calificativo, bien caracterizado histolégicamente) para convencer a los lectores de
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la exactitud del patrén de referencia. La biopsia hepdtica depende considerablemente de los criterios de rendimiento
optimizados y puede conducir a una clasificacion errénea de las fases histoldgicas debidas a la variabilidad entre
observadores y a unos tamafios de muestra demasiado pequefios (<10 mm).

Ha habido una busqueda amplia de marcadores seroldgicos o bioquimicos que reflejen los procesos fibréticos en
la enfermedad del higado y que puedan servir como un sustituto de la biopsia hepdtica. En los dltimos afios se han
investigado un par de marcadores bioquimicos y seroldgicos no traumdticos o minimamente agresivos, que ayuden a
diagnosticar las enfermedades hepaticas. En particular, se han utilizado combinaciones de marcadores para categorizar
pacientes de acuerdo con su fase o grado de fibrosis.

La US 6.631.330 revela el uso de una combinacién de al menos 4 marcadores bioquimicos seleccionados del gru-
po formado por la @-2-macroglobulina, aspartatoaminotransferasa, y-glutamiltranspeptidasa, y-globulina, bilirrubina
total, albimina, «@,-globulina, a2-globulina, haptoglobina, S-globulina, apoAl, IL-10, TGF-81, apoA2 y ApoB. Los
valores obtenidos de 4 de estos marcadores se combinan matematicamente para determinar la presencia de la fibrosis
hepatica. Con este grupo de marcadores se pueden obtener una exactitud diagndstica de un 80%.

La solicitud de patente internacional WO 2003/073822 describe un método para diagnosticar la presencia o grave-
dad de la fibrosis hepdtica en un paciente. Este método utiliza la combinacién de al menos tres marcadores que son el
a-2-macroglobulina, el 4cido hialurénico y el inhibidor tisular de la metaloproteinasa 1 (TIMP-1). Con este método
se puede obtener una exactitud diagnéstica de un 80% (Mc Hutchinson, 2004, ver antes).

Existe la necesidad de desarrollar un método no traumético o minimamente agresivo para conseguir una exactitud
superior en el diagndstico a la hora de determinar la fibrosis hepdtica y clasificar y discriminar entre las diferentes
fases de fibrosis de un modo mads fidedigno que el que se conoce en la actualidad, de manera que sea posible el control
del avance de la fibrosis y su respuesta al tratamiento. Ademdas dicho método deberia ser adecuado para pruebas en
serie en analizadores automaticos.

Descripcion de la invencion

El problema se resuelve mediante un método conforme a la presente invencién. El método para la deteccién de la
presencia y/o gravedad de una enfermedad hepdtica en un paciente comprende las etapas siguientes:

a) medicién del TIMP-1 (inhibidor tisular de metaloproteinasa I) en una muestra obtenida de un paciente
b) medicion de A2M (alfa-2-macroglobulina) en dicha muestra

¢) medicién de PLT (niimero de plaquetas en sangre) en dicha muestra

d) medicion de PI (indice de protrombina) en dicha muestra

e) medicién opcional o bien determinacién de al menos un pardmetro adicional seleccionado del grupo for-
mado por urea y GGT (gama-glutamiltranspeptidasa) en dicha muestra

f) medicién opcional de al menos un pardmetro bioquimico o clinico adicional en dicha muestra

g) diagnostico de la presencia y/o gravedad de una enfermedad hepética basado en la presencia de los niveles
medidos de TIMP-1, A2M, PLT, PI y de los parametros medidos segin las etapas e) y f).

La presente invencidn permite una diferenciacion segura entre la fibrosis FO/F1 y las fases F2/F3/F4. Ademds se
puede llevar a cabo un control terapéutico como un control del tratamiento médico de las enfermedades hepaticas
siguiendo el método de la invencién.

El método de la presente invencidn estd altamente correlacionado con las fases Metavir bien caracterizadas de la
fibrosis hepatica. Una ventaja especial del método de la presente invencién en comparacién con los métodos conven-
cionales es el uso de un grupo calificador para minimizar errores de mala clasificacién de observacion patoldgica y de
los modelos estadisticos.

El método de la invencién comprende un método no agresivo intimamente correlacionado con la gravedad de
la fibrosis tal como ésta viene determinada por varios métodos: biopsia del higado y métodos adicionales como la
determinacion del drea de fibrosis.

El método de la presente invencién se basa en un grupo estadisticamente relevante de muestras de pacientes con
una fibrosis hepdtica bien caracterizada que abarca todo el campo de fases Metavir y de muestras de individuos sin
fibrosis hepatica debida a hallazgos histolégicos (puntuacién Metavir:0).Los criterios de seleccién iniciales de las
muestras es la puntuacién Metavir. Esta referencia viene confirmada en una doble evaluacion y de forma optimizada
ya que utiliza muestras con tamafios superiores a 15 mm.
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El método de la invencién actual permite una prediccién segura de la fibrosis con una exactitud en el diagndstico
(ED) de al menos un 85%, preferiblemente de al menos un 87%. Puesto que incluso el estdndar de referencia no es
un patrén o una referencia de la fibrosis hepatica con respecto a la clasificacién errénea opcional de fases de fibrosis
y conduce ademds a dolor y a riesgos en la salud del paciente, el método de la presente invencidn representa una
alternativa a la biopsia.

El método permite la investigacion del desarrollo y del avance de la fibrosis permitiendo un tratamiento eficaz de
los pacientes con VHC crénico. El control de la enfermedad de los pacientes con VHC crénico puede ser realizado
en un breve intervalo de tiempo en comparacion con la biopsia. El método permite controlar el éxito de la terapia
antifibrotica.

El método permite también la investigacion del desarrollo y del avance de la fibrosis en los individuos con una
lesion hepdtica cronica. Este es un trastorno relativamente frecuente con unos sintomas minimos, incluso con un
riesgo a largo plazo de morbididad y mortalidad significativas, que se define patolégicamente por una necrosis he-
pética que avanza y una inflamacién en el higado, a menudo acompafada por una fibrosis. E1 VHC es la forma mds
frecuente de lesion hepdtica crénica. El método se puede aplicar a otras formas de lesién hepatica crénica: esteato-
hepatitis alcohdlica (EHA), enfermedad del higado graso alcohdlico (EHGA), esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA)
o bien enfermedad del higado graso no alcohélico (EHGNA). Los métodos de la invencién se pueden utilizar para
controlar la gravedad de la EHNA y la EHGNA. Se pueden utilizar para diagnosticar la fibrosis hepdtica en un in-
dividuo con hepatitis virica como el virus de la hepatitis A, B, C o D o bien el virus de inmunodeficiencia humana
(VIH), hepatitis crénica persistente o cronica activa, enfermedad hepética autoinmunitaria, como la hepatitis autoin-
munitaria y la enfermedad hepdtica inducida por farmacos; la cirrosis biliar primaria, colangitis esclerosante primaria,
atresia biliar, enfermedad del higado resultante del tratamiento médico o de una enfermedad del higado congéni-
ta. La invencion puede ser utilizada para controlar el tratamiento con un farmaco con el riesgo de una enfermedad
hepatica.

De acuerdo con la presente invencion las combinaciones preferidas de los parametros son TIMP-1, A2M, PLT, PI
también llamada SNIFF 4c, siendo SNIFF la abreviacion francesa de store non-invasif de fibrose du foie; en inglés:
nivel no agresivo de fibrosis hepatica) con una exactitud del diagnéstico del 84%; TIMP-1, A2M, PLT, PI, urea (SNIFF
S5a ) con una exactitud del diagnéstico del 84%; y TIMP-1, A2M, PLT, PI, urea, GGT (SNIFF 6b) con una exactitud
del diagnéstico del 87,4%. Estas combinaciones preferidas se pueden ver también en la tabla 3.

En el sentido de la presente invencidn, los términos especificos y las expresiones se deberfan entender del modo
siguiente:

Exactitud del diagnéstico (ED) es la exactitud de la prueba en si. Esto significa el porcentaje de todas las pruebas
que son realmente positivas o realmente negativas. Cuanto mayor es la exactitud del diagndéstico mds seguros son los
resultados de la prueba. La ED se calcula como la suma de los verdaderos positivos y de los verdaderos negativos
dividida por el ndmero total de resultados de las muestras y este valor viene influido por la prevalencia de fibrosis en
la poblacién analizada.

El valor de corte es la concentracién aritmética calculada de un biomarcador individual o de una combinacién de
varios biomarcadores para la discriminacién de un estado sano o enfermo. En lo que se refiere al valor de corte de la
invencién se trata de un valor de 0,5. Si este valor es superior o igual a 0,5 (>=0,5) esto significa que se alcanza la
fase Metavir F2 para distinguir entre fibrosis leve o nula (fases Metavir FO o F1) y la fibrosis clinicamente significativa
FCS (fases Metavir F2, F3, F4).

El valor predictivo positivo (VPP) es el porcentaje de pruebas positivas que son verdaderos positivos.
El valor predictivo negativo (VPN) equivale al porcentaje de pruebas negativas que son verdaderos negativos.

La puntuacién o el valor equivalen a una combinacién aritmética de varios biomarcadores asociados a la fibrosis.
En particular, el valor que aqui se utiliza tiene un intervalo entre O (fibrosis minima) y 1 (FCS: fibrosis clinicamente
significativa).

AUROC equivale al drea bajo la curva de caracteristicas del operador receptor. En estas curvas, la sensibilidad se
representa graficamente frente al reciproco de la especificidad. Un drea bajo la curva ROC de 1.00 indicaria un ideal
de la sensibilidad del 100% y una especificidad del 100%. Cuanto mayor la pendiente al comienzo de la curva mejor
es la relacién entre sensibilidad y especificidad de una prueba.

La sensibilidad es la probabilidad de un resultado positivo de la prueba en un paciente con una enfermedad o con
un factor de riesgo o en otro estado de salud.

La especificidad es la probabilidad de un resultado de la prueba negativo en un paciente que no tiene la enfermedad.
TIMP-1 (inhibidor tisular de la metaloproteinasa I) es una sialoglucoproteina del aminodcido 184 con un peso
molecular de 28,5 kDA (ver por ejemplo, Murphy y cols., Biochem J. 1981, 195, 167-170) que inhibe las metalopro-

teinasas como la colagenasa intersticial MMP-1 o la estromelisina o gelatinasa B. En la comprensién de la presente
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invencién, el término TIMP-1 abarca una proteina con una homologia estructural significativa respecto al TIMP-1
humano, que inhibe la actividad proteolitica de las metaloproteinasas. La presencia de TIMP-1 humano se puede de-
tectar usando anticuerpos que detecten especificamente epitopos de TIMP-1. El TIMP-1 puede determinarse también
por deteccion de dcidos nucleicos afines como el mARN correspondiente.

La A2M (a-2-macroglobulina) es una proteina conservada, altamente abundante en plasma que sirve como una
proteina de enlace de la proteasa para purificar las proteasas activas de los fluidos tisulares. La A2M no inactiva la
actividad catalitica de una proteasa pero actiia mediante la compresion fisica de la proteasa de referencia doblandose
alrededor de la proteasa. Una proteasa comprimida por la A2M se encuentra impedida estéricamente para escindirse en
proteinas sustrato. En el sentido de la invencién, la A2M puede ser detectada mediante una valoracién inmunolégica
utilizando anticuerpos especificos segtin los formatos de prueba conocidos por un experto en la materia. La A2M
puede ser determinada también mediante la deteccién de acidos nucleicos afines como el mARN correspondiente.

El PLT (nimero de plaquetas en sangre) es el nimero de plaquetas en sangre y se determina mediante el recuento
de plaquetas usando un contador disponible en el comercio.

El PI (indice de protrombina) es util para detectar las interferencias en el sistema de coagulacién y se puede deter-
minar afiadiendo tromboplastina a la muestra de plasma y midiendo el tiempo de coagulacién en segundos (llamado
Quick-time). Este valor se correlaciona con un cociente normalizado internacional que contiene un factor de correccidén
que tiene en cuenta la sensibilidad de la tromboplastina usada.

De acuerdo con la invencién, se pueden determinar pardmetros bioquimicos o clinicos adicionales. El pardme-
tro bioquimico adicional puede ser cualquier pardmetro asociado directa o indirectamente con el metabolismo o la
estructura del higado como, por ejemplo, la ferritina, hialuronato, AST (aspartato-aminotransferasa), MMP-2 (ma-
triz metaloproteinasa-2), ALT (alanita-aminotransferasa), PIIINP (propéptido N-terminal del procoldgeno tipo III),
bilirrubina, haptoglobina, ApoAl. Se pueden determinar también la hepcidina o la adiponectina.

La hepcidina es una proteina hepdtica, identificada originalmente como un péptido antimicrobiano circulante. Se
trata del jugador central en la comunicacion de los almacenes de hierro del cuerpo con respecto a las células de
absorcién intestinal. La adiponectina es secretada por los adipocitas y circula en unas concentraciones sistémicas
relativamente elevadas para influir en la funcién metabdlica. Los niveles reducidos de adiponectina sérica indican un
riesgo elevado de enfermedades, por ejemplo, gravedad de la enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD) o
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH).

Se pueden determinar pardmetros clinicos adicionales como la edad, el sexo, el peso, los hdbitos nutricionales del
paciente.

La urea, GGT (gama-glutamiltransferasa), ferritina, hialuronato, AST (aspartato-aminotransferasa) y ALT (ala-
nino-aminotransferasa), ferritina, MMP-2, PIIINP bilirrubina, heptoglobma ApoAl, hepcidina y adiponectina son
determinadas mediante estuches de prueba disponibles en el comercio por medio de métodos inmunolégicos o foto-
métricos conocidos por el experto en el tema. En caso de que sea posible se usardn técnicas de hibridacién para la
deteccion de dcidos nucleicos que sean especificos para un andlito o pardmetro (como el mARN correspondiente) para
la determinacién de un pardmetro.

La invencidn utiliza la determinacién de una pluralidad de pardmetros. Por lo tanto la deteccion de esos pardmetros
bioquimicos y seroldgicos de la invencién que puede ser llevada a cabo en formatos de prueba usando una fase sélida
se lleva a cabo preferiblemente en sistemas de prueba miniaturizados a base de matrices tal como se describe en US
2003/0017616 o bien WO 99/67643. Estos sistemas de prueba tiene multiples dreas de prueba definidas en el espacio
y cada una de ellas se puede utilizar para detectar un andlito o pardmetro especifico tnico. Por consiguiente, en un
Unica serie analitica se pueden detectar una pluralidad de anélitos.

El término “areas o zonas de prueba definidas” sobre una fase sélida equivale a decir que las dreas de prueba
comprenden unas regiones definidas de la fase sélida que se encuentran preferiblemente separadas en el espacio de
otras dreas de prueba por unas regiones inertes. Las dreas de prueba definidas tienen preferiblemente un didmetro de
10 yum a 1 cm y en particular de 10 um a 5 mm. Las dreas de prueba miniaturizadas con un didmetro de 10 ym a 2
mm son las mds preferidas. Se prefieren las fases sélidas con varias dreas de prueba a las que se conoce también por
sistemas matriciales. Dichos sistemas matriciales se han descrito, por ejemplo, en Ekins y Chu (Clin. Chem. 37, 1995,
1955-1967) y en las patentes americanas nimeros 5.432.099, 5.516.635 y 5.126.276. Tal como se ha mencionado
antes, una ventaja de los sistemas matriciales es que se pueden realizar varias determinaciones de andlito y de control
simultdneamente en una muestra. El uso de dreas de control para detectar el enlace no especifico y/o muestras que
interfieren puede mejorar considerablemente la veracidad de los resultados especialmente con sistemas matriciales
miniaturizados.

En la invencién actual, la deteccién de TIMP-1 y A2M y posiblemente de otros pardmetros bioquimicos idéneos
para los métodos de deteccién que aplican una fase sdlida podria realizarse, por ejemplo, simultineamente usando
dicho sistema matricial.
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De acuerdo con la invencidn, la fase sélida es cualquier soporte convencional para los métodos de deteccion,
preferiblemente un soporte no poroso, por ejemplo, un soporte con una superficie de pldstico, vidrio, metal o bien
oxido metdlico. Los soportes porosos como las tiras de ensayo son también adecuados. Las regiones separadas en el
espacio (zonas de prueba) estdn situadas sobre este soporte. Los receptores de fase sdlida inmovilizados se aplican
a estas zonas de prueba. Los receptores de fase sélida son inmovilizados por los métodos conocidos, por ejemplo,
por un enlace de adsorcién directo, por un enlace covalente o por un acoplamiento a través de pares de enlace de
elevada afinidad, por ejemplo, estreptavidina (o avidina)/biotina, antigeno/anticuerpo o azticar/lectina. La presencia
o/y la cantidad de andlito en una muestra puede ser determinada por el enlace especifico de componentes del me-
dio de deteccién, por ejemplo, del andlito que se va a determinar o de un andlito andlogo al receptor de la fase
solida.

La deteccion de pardmetros sujetos a ensayos de fase sélida puede ser realizada naturalmente en sistemas conven-
cionales, no miniaturizados como los pocillos, tubos o microesferas.

La deteccién del andlito y en caso de necesidad la deteccion de la presencia de reacciones de interferencia se
consigue en el método conforme a la invencidn de forma conocida usando los grupos de marcadores adecuados, por
ejemplo, los grupos de marcadores fluorescentes. Alternativamente a las fases s6lidas adecuadas es posible detectar
también la interaccion de componentes del medio de deteccion con las dreas de prueba y de control opcionales de-
terminando el grosor de capa de cada una de las dreas, por ejemplo, mediante una espectroscopia de resonancia de
plasmoén.

Con sistemas matriciales en los cuales se detectan varios andlitos de una muestra al mismo tiempo, es preferible
utilizar un grupo de marcadores universal que permita una deteccién simultdnea de varios analitos diferentes respecto
a diferentes dreas de prueba. Un ejemplo de dichos grupos de marcadores universales son los grupos de marcadores
que llevar un receptor que puede interaccionar de forma especifica con un receptor complementario en un reactivo
de prueba, por ejemplo, un receptor soluble para un andlito que va a ser determinado o bien para un andlito andlogo
(como anticuerpo/antigeno o estreptavidina/biotina etc.).

El término muestra equivale a una muestra biol6gica que contiene o bien presumiblemente contiene al menos uno
de los marcadores conforme a la invencién. Por ejemplo, se puede utilizar como muestra sangre, suero, plasma, orina,
saliva, liquido sinovial o tejido hepético. Las muestras liquidas pueden diluirse antes del andlisis si es preciso.

Para obtener un resultado que ayude a diagnosticar la enfermedad se utilizan algoritmos matematicos conocidos
por el experto. Los datos obtenidos se combinardn y evaluardn mediante métodos estadisticos como la regresion binaria
logistica, dando lugar a unas puntuaciones.

La figura 1 muestra datos brutos como los medidos en 120 pacientes que padecen de una infeccion por hepatitis C.

La figura 2 muestra la distribucién de una de las puntuaciones preferidas (SNIFF 6b) y una combinacién actual
por Fibrotest en funcién del grado de Metavir F. Puede observarse que el método de la presente invencién tiene
menos pacientes mal clasificados en las fases Metavir F3 y F4 en comparacién con el método Fibrotest. En particular,
la SNIFF 6b clasifica erroneamente s6lo una muestra de fase F3 como negativa (por debajo de la puntuacién 0,5)
mientras que el Fibrotest clasifica erréneamente varias muestras.

Con mis detalle la puntuacién del Fibrotest combina A2M, haptoglobina, ApoAl, bilirrubina, GGT, edad y sexo
de un paciente. Estos siete pardmetros de Fibrotest alcanzan una exactitud de diagnéstico de aproximadamente un 80%
mientras que la puntuacién del SNIFF 6b alcanza una exactitud superior al 87% (ver también la tabla 3).

La figura 3 muestra unas curvas ROC para grupos de fibrosis significativos desde un punto de vista clinico de
acuerdo con el método de la invencién (SNIFF 6b) en comparacion con el método de US 6.631.330 (Fibrotest 7).
La curva ROC para la invencién da lugar a una mayor pendiente y un valor AUROC superior al del método actual:
AUROC 0,920 + 0,036 (SNIFF 6b) frente a 0,857+0,026 (Fibrotest 7).

La invencién se ilustra ademads en el ejemplo siguiente:

Ejemplo

Se utilizaban estuches de prueba disponibles en el comercio y todas las pruebas se realizaban de acuerdo con las
instrucciones dadas por los fabricantes que se indican a continuacion.
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TABLA 1

Biomarcador Método Proveedor
AST, ALT Andlisis bioguimico clinico de Roche Diagnostics GMBH

la sangre Mannheim, Alemania
GGT Analisis bioquimico clinico de Roche Diagnostics GMBH

la sangre Mannheim, Alemania
Bilirrubina | Andlisis bioquimico clinico de Roche Diagnostics GMBH

la sangre Mannheim, Alemania
Urea Analisis bioquimico clinico de Roche Diagnostics GMBH

la sangre Mannheim, Alemania
AZM Nefelometria Dade Behring Marburg GmbH
Apo Al Nefelometria Dade Behring Marburg GmbH
Plaquetas Recuento plaquetario Bayer Diagnostics
PI Tiempo de coagulacidn Diagnostica Stago
Hialuronato | Elisa Corgenix Inc.
PITINP RIA Cis Bio International
YKL-40 Elisa Quidel Corporation
TIMP1 Elisa Amersham Pharmacia
MMP2 Elisa Amersham Pharmacia

La figura 1 muestra los datos brutos tal como se han medido en muestras de 120 pacientes que padecen de una
infeccién por hepatitis C. Para obtener los datos se utilizaban los estuches de prueba indicados.

En la tabla 2, se mencionan la exactitud diagndstica y los valores AUROC. Puede verse que cada marcador indivi-
dual tiene una exactitud inferior al 80%.
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(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 2
5 Biomarcador | Exactitud de diagnéstico Correlacidn AUROC
% P T P c P
10 A2M 76,7 <107* 0,523 <10™ | 0,800 | <107*
TIMP 1 72,3 <107 0,663 <10™ ] 0,813 | <107
15 Ferritina 71,7 <107 0,433 <107 0,771 | <107
HA 71,7 0,002 0,561 <107t 0,762 { <10™*
20 Plaquetas 70,8 <1074 ~0,523 <107 0,259 | <107*
AST 69,2 <10™* 0,444 <10™ | 0,782 | <107
s Indice de 69,2 <10™ -0,444 <10™ | 0,265 | <107*
Protrombina
. GGT 67,5 0,002 0,229 0,012 0,721 <107t
MMP 2 67,2 <107 0,451 <10 | 0,711 | <107
ALT 66,7 0,002 0,311 0,001 0,696 <107
35
YKL 40 65,3 0,001 0,480 <107* 0,661 | 0,002
Edad 62,5 0,001 0,345 <10™ | 0,706 | <107
40
P3P 62,5 0,02 0,337 <107 0,626 | 0,019
Bilirrubina 61,7 0,02 0,107 0,247 0,628 | 0,017
® Haptoglobina 61,7 0,01 -0,285 0,002 0,356 0,007
ApoAl 60,0 0,03 -0,229 0,012 0,361 | 0,009
%0 Sexo 53,3 0,37 - - - -
Urea 51,7 0,28 ~0,058 0,527 0,470 | 0,572
55
La tabla 3 muestra una comparacién de ED/AUROC con los métodos actuales. Se observaba que los métodos de
la presente invencidn tenian una exactitud de diagnéstico (ED) superior de la fibrosis significativa desde un punto de
vista clinico por regresion logistica binaria en comparacién con los métodos de US 6.631.330 y W0O2003/073822.
60

65
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TABLA 3
Método Variables seleccionadas n n R? ED | AUROC
var Pts
PLT, PI, TIMP-1, AZ2M, 6 119 0,651 87,410,920
Urea, GGT
PLT, PI, TIMP-1, AZM, 5 118 0,624 [ 84,0 0,910
Urea
PLT, PI, TIMP-1, A2M 4 119 0,584 { 84,01 0,907
WO AZM, TIMP-1, HA 3 118 80,710,898
2003/073822
Us AZM, edad, Hapto, Apo, 7 120 0,518 | 80,8 | 0,857
6,631,330 Bili, GGT, sexo
(Fibrotest)
Uus AZM, edad, Apo, GGT 4 120 0,487 | 77,5 0,859
6,631,330

nvar es el nimero de variables analizadas de los pardmetros, nPts equivale al nimero de pacientes analizados.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para la deteccién de la presencia y/o gravedad de una hepatopatia en un paciente que comprende
a) medicién del TIMP-1 (inhibidor tisular de metaloproteinasa I) en una muestra obtenida de un paciente
b) mediciéon de A2M (alfa-2-macroglobulina) en dicha muestra
¢) medicién de PLT (nimero de plaquetas en sangre) en dicha muestra
d) medicion de PI (indice de protrombina) en dicha muestra

e) medicién opcional o bien determinacién de al menos un pardmetro adicional seleccionado del grupo for-
mado por urea y GGT (gama-glutamiltranspeptidasa) en dicha muestra

f) medicién opcional de al menos un parametro bioquimico o clinico adicional en dicha muestra

g) diagnéstico de la presencia y/o gravedad de una enfermedad hepatica basado en la presencia de los niveles
medidos de TIMP-1, A2M, PLT, PI y de los pardmetros medidos segtn las etapas e) y f).

2. Método conforme a la reivindicacion 1 utilizado par controlar el tratamiento terapéutico de la fibrosis hepética

3. Método conforme a la reivindicacién 1 para clasificar la fibrosis hepatica.

10
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