
19© OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

11© Número de publicación: 2 334 084
21© Número de solicitud: 200703415
51© Int. Cl.:

C12Q 1/68 (2006.01)

12© PATENTE DE INVENCIÓN B1

22© Fecha de presentación: 21.12.2007

43© Fecha de publicación de la solicitud: 04.03.2010

Fecha de la concesión: 12.01.2011

45© Fecha de anuncio de la concesión: 24.01.2011

45© Fecha de publicación del folleto de la patente:
24.01.2011

73© Titular/es:
Instituto Científico y Tecnológico de Navarra, S.A.
Avda. Pío XII, 53
31008 Pamplona, Navarra, ES
PROGENIKA BIOPHARMA, S.A.

72© Inventor/es: Villoslada Díaz, Pablo;
Martínez Martínez, Antonio;
Simón Buela, Laureano;
Palacios Urtasun, Ricardo y
Sepulcre Bernad, Jorge

74© Agente: Arias Sanz, Juan

54© Título: Marcadores genéticos para el pronóstico de la esclerosis múltiple.

57© Resumen:
Marcadores genéticos para el pronóstico de la esclerosis
múltiple.
La presente invención se relaciona con una serie de ge-
nes cuya expresión se ve alterada en sujetos que sufren
esclerosis múltiple con respecto a sujetos sanos o en su-
jetos que sufren esclerosis múltiple de buen pronóstico
con respecto a sujetos que sufren esclerosis múltiple de
mal pronóstico. A partir de un conjunto inicial de genes
que mostraban dicha expresión diferencial, se ha valida-
do un subconjunto formado por 13 genes y dos variables
clínicas que permite predecir la evolución de un paciente
con una alta fiabilidad. A partir de dichos valores de expre-
sión, la invención proporciona métodos para pronosticar
la evolución de un paciente diagnosticado de esclerosis
múltiple a partir de tablas de probabilidad condicionada
entre los niveles de expresión de un determinado gen o
grupo de genes y las probabilidades de que el paciente
tenga un buen o mal pronóstico de la enfermedad.
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ES 2 334 084 B1

DESCRIPCIÓN

Marcadores genéticos para el pronóstico de la esclerosis múltiple.

Campo técnico de la invención

La invención se relaciona con un método para el pronóstico de la esclerosis múltiple y, más concretamente, con un
método para predecir la evolución clínica de pacientes diagnosticados con esclerosis múltiple mediante el análisis de
los niveles de expresión de una serie de genes.

Antecedentes de la invención

La esclerosis múltiple (EM) tiene una prevalencia de alrededor de 70 casos cada 100.000 habitantes en España y en
el mundo occidental es la causa más común de discapacidad neurológica crónica en adultos jóvenes tras los accidentes
de tráfico. Aproximadamente, un 70% de casos debuta entre los 20 y 40 años de edad, con un pico en la edad de inicio
alrededor de los 25 o 30 años, por lo que resulta fácilmente comprensible el gran impacto que ocasiona sobre la vida
profesional, familiar y social de los afectados, así como el enorme gasto económico y social que genera, similar al de
la enfermedad de Alzheimer.

La esclerosis múltiple es una enfermedad heterogénea en su presentación y evolución en la que el 80-85% de los
pacientes presentan un curso clínico que evoluciona a brotes autolimitados que a medida que se repiten van ocasio-
nando un déficit residual funcional (forma remitente-recurrente; EM-RR). Tras 10-15 años de evolución el 50% de
ellos pasarán a tener un curso secundariamente progresivo de incremento de la discapacidad no relacionado con los
brotes (forma secundariamente progresiva; EM-SP), y tras 25 años el porcentaje alcanza al 90% de los pacientes. En
un 10% de los casos el curso es progresivo desde el inicio (forma primariamente progresiva; EM-PP). Un 10 a 20% de
los pacientes se mantendrán sin secuelas importantes 15 años después del inicio de la enfermedad (formas benignas) y
en un 1-3% de los casos, sin embargo, los pacientes evolucionarán acumulando una gran discapacidad en pocos meses
tras el debut de la enfermedad (formas agresivas o fulminantes).

El interferón beta (Betaferon®, RebifV, Avonex®) y el acetato de glatiramero o copolimero (Copaxone®) son
los primeros medicamentos que han mostrado efectos beneficiosos en la forma remitente recurrente de la esclerosis
múltiple. Estos medicamentos disminuyen la formación de placas y el número de brotes en un tercio comparado con
pacientes sin tratamiento. Recientemente se ha incluido el tratamiento con Natalizumab (Tysabri®) a la terapia de la
esclerosis múltiple, teniendo una eficacia mayor que los previos (previenen de brotes aproximadamente 60%), aunque
con potenciales efectos secundarios graves. Sin embargo, la respuesta individual al tratamiento es impredecible y
varia desde la excelencia a una total ineficacia. La falta de test biológicos que predigan la actividad y agresividad de
la enfermedad impiden prescribir el mejor tratamiento a cada paciente y obliga a realizar un tratamiento preventivo
y de por vida con el consiguiente coste en calidad de vida y económico. El poder contar con un test predictivo de
agresividad y actividad de la enfermedad permitiría realizar un tratamiento personalizado.

Métodos estándar de diagnóstico de la esclerosis múltiple incluyen determinación de los niveles de IgG en LCR,
imagen del cerebro mediante resonancia magnética y de la médula espinal y exclusión de otras enfermedades autoin-
munes mediante determinaciones en suero. Aunque recientemente se ha estudiado la utilidad de dichos test en predecir
el curso de la esclerosis múltiple, su capacidad predictiva es muy limitada y en la práctica clínica se emplean con fines
diagnósticos pero no pronósticos ni para decidir o monitorizar la terapia. Por tanto, sigue siendo problemático el llegar
a un diagnóstico y a un pronóstico adecuado.

Los diferentes estudios de historia natural de la esclerosis múltiple han permitido identificar algunas variables
clínicas asociadas con la evolución de la esclerosis múltiple. Los factores que mejor predicen un curso relativamente
benigno son pertenecer al género femenino, inicio de la enfermedad a temprana edad (menos de 30 años), ataques poco
frecuentes, un patrón remitente-recurrente y levedad de la enfermedad en los estudios mediante resonancia magnética
del sistema nervioso central. Por el contrario, los factores que predicen un curso mas agresivo son el sexo varón e
inicio tardío (por estar asociado con las formas progresivas), la recidiva del segundo brote en el primer año tras el
primer brote, acumular discapacidad de forma precoz, el inicio clínico con síntomas motores o de coordinación y la
persistencia de secuela tras el primer brote, y especialmente el alcanzar ciertos niveles de discapacidad (escala Kurtzke
Expanded Disability Status EDSS: 3.0, 4.0, 6.0) en edades tempranas.

Hasta la fecha se han intentado desarrollar métodos de diagnóstico y de pronóstico basados en la detección de
autoanticuerpos en suero (Bielekova,B. y, Martin R. Brain. 2004 Jul;127(Pt 7):1463-78.; Berger, T. y Reindl, M.,
2006, Disease Markers, 22:207-212). Por ejemplo, Berger, T. et al. (New England J. Medicine, 2003, 146:181-197)
han descrito que la presencia de anticuerpos anti-mielina (anti-MOG) son capaces de predecir el riesgo de primera
recaída en pacientes que sufre síndrome clínicamente aislado, sugestivo de esclerosis múltiple. Sin embargo estudios
bien diseñados posteriores no han podido confirmar su utilidad predictora (Kuhie J. et al., N Engl J Med. 2007,
356:371-8.; Pelayo R. et al. N. Engl. J. Med. 2007, 356:426-8).

Sin embargo, hasta la fecha no se ha identificado ningún anticuerpo que cumpla los requisitos de biomarcador
diagnóstico o pronóstico de esclerosis múltiple, como tampoco la determinación simultanea de varios autoanticuerpos
es de utilidad, así como las dificultades y alto coste que supone.
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Por otro lado, los estudios de expresión génica (transcriptoma) mediante chips de ADN permiten tener una visión
global de los genes que están participando en un proceso, por lo que este tipo de análisis podría convertirse en una
valiosa herramienta clínica para el diagnóstico o el pronóstico de MS.

Hasta la fecha se han descrito diferencias en los niveles de expresión de diversos genes en la esclerosis múltiple,
que podrían llegar a ser candidatos a biomarcadores de esclerosis múltiple (revisados en Goertsches, R. et al., 2006,
Current Pharmaceutical Design, 12:3761-3779). En estos estudios se compararon los patrones de expresión entre
pacientes con esclerosis múltiple y controles, pero no se llegó a estudiar de forma especifica la asociación entre dichos
patrones y el curso evolutivo y pronóstico de la enfermedad.

Ramanathan et al (J. Neuroimmunol., 2001, 116:213-219) han descrito 34 genes diferencialmente expresados en
pacientes de EM-RR en comparación con sujetos sanos, la mayoría de ellos relacionados con procesos inflamatorias e
inmunes.

Bomprezzi et al. (Human Molecular Genetics, 2003, 12:2191-2199) identificaron una serie de genes cuyos nive-
les de expresión en PBMCs permite distinguir pacientes de EM-RR y de EM-SP y de voluntarios sanos. Mediante
este abordaje, se pudieron identificar más de mil genes que permitían distinguir muestras de esclerosis múltiple de
controles. Los genes fuertemente dominantes incluyeron HSP70 y la CDC28 proteina kinasa CDC28 (CKS) 2, que
combinados con la histona H I de la familia (HIF) 2 y el PAFAH1B1, respectivamente, permitían una buena discrimi-
nación entre esclerosis múltiple y controles. Estos pares tenían valor de predicción del 80% para clasificar una muestra
independiente en la clase correcta. También se observó una correlación entre los pares más discriminatorios de genes
y vías biológicas relevantes de la esclerosis múltiple. Tales moléculas, que se encontraban altamente expresadas en
esclerosis múltiple incluían CD27, el receptor de TNF, el locus alfa del receptor de células T y su cadena asociada
ZAP70, y la proteína del dedo de zinc (ZNF) 148. Además, el receptor IL-7 (IL-7R), que se requiere para el desarrollo
de células T y B, estaba también fuertemente sobre-expresado. Los genes reprimidos en esclerosis múltiple fueron
HSP70 y CKS2, ambos implicados en la regulación de la apoptosis. Se ha sugerido previamente que HSP70 puede
ser un autoantígeno en esclerosis múltiple, pero puede también estar implicado en la degradación del mRNA en la via
ubiquitin-proteasoma. La activación de los procesos de remodelamiento de la matriz extracelular era evidente por la
sobre expresión de la metaloproteinasa de la matriz (MMP) - 19 y la represión de un inhibidor del TIMP 1.

Los patrones de expresión para esclerosis múltiple y la patofisiología de la enfermedad se han analizado en varios
estudios. Iglesias et al. (J. Neuroimmunol., 2004 150:163-77) identificaron un sistema de 553 genes diferencialmente
expresados en EM-RR comparado con los controles sanos, 87 de los cuales fueron altamente significativos. Entre
los genes diferencialmente expresados se pudieron identificar algunos implicados en la activación y coestimulación
de células T, entre los cuales se encontraban varios genes de respuesta a interferón, tales como IL-l2, CD40, antígeno
citotóxico 4 (CTLA4), receptores de la célula T, inmunoglobulinas, el receptor de IL-6, el receptor de IL-8, e integrinas,
por ejemplo VLA4 y VLA6, así como distintos genes de la vía de E2F (E2F2, E2F3, CDC25A, CDK2), la timopoyetina
(TMPO), y PRIM1. La importancia de la ruta de E2F en esclerosis múltiple fue validado en encefalitis autoinmune
experimental (EAE). Los ratones de E2F 1-deficientes manifestaron solamente un suave curso de la enfermedad de
EAE.

Los patrones génicos para la actividad de la enfermedad esclerosis múltiple también se han estudiado. En la solici-
tud de patente internacional WO03081201 se identificó un patrón de 1109 genes en PBMCs a partir de 26 pacientes de
esclerosis múltiple comparados con voluntarios sanos con independencia del estado de la activación de la enfermedad.
El patrón fue validado con el método LOOCV, que dio en la clasificación solamente dos errores, probando que los
patrones observados representan un fenómeno biológico verdadero. En estos genes se incluían aquellos relacionados
con la activación y expansión, estímulos inflamatorios de la célula T (citoquinas e integrinas), epitope que se separa, y
apoptosis. Comparación de los perfiles de la expresión en PBMCs de pacientes de esclerosis múltiple en brote reveló
un patrón de 721 genes. Protease L, CTSL1 y las proteínas MCP1 y MCP2, estaban sobre expresados durante el brote.
Por el contrario, varios genes relacionados con apoptosis como ciclina G1 y las caspasas (CASP) 2, 8 y 10 estaban
reprimidas.

En WO03023056 se describen métodos para el diagnóstico de y/o la susceptibilidad a la esclerosis múltiple me-
diante la determinación de variaciones en los niveles de expresión de 25 genes.

De manera individual, un gen (CX3CR1) que se ha identificado en análisis de expresión en subpoblaciones de
células de T se ha propuesto como marcador para la actividad de la enfermedad. CX3CR1 se encuentra reprimido en
pacientes EM-RR y EM-PP comparado con voluntarios sanos. Este hallazgo se ha validado por PCR en tiempo real
y por citometria de flujo en cohortes independientes. Las células NK son las responsables del fenotipo, mientras que
la expresión de CX3CR1 no está alterada en células citotóxicas CD8 en pacientes de esclerosis múltiple respecto a
controles sanos.

En US2004/0091915 se describe un método para predecir la tasa de supervivencia de pacientes diagnosticados de
esclerosis múltiple mediante la detección de una deleción en el gen CCR5.

En WO2005054810 se describe un método para predecir la tasa de supervivencia de pacientes diagnosticados de
esclerosis múltiple mediante la detección de una deleción en el gen CD24.
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En WO03001212 se describe un método para el diagnóstico de esclerosis múltiple basado en detectar en una
muestra aislada del sujeto la ausencia de la proteína wt-SARG-1 o del ARNm que lo codifica.

En US20050064483 se describe un método para la monitorización de la respuesta de un enfermo de esclerosis
múltiple al tratamiento con interferón-beta o con acetato de glatiramer mediante la detección de variaciones en la
expresión de al menos 4 genes seleccionados de un grupo de 34 genes.

En US20050089919 se describe un método para la detección de le esclerosis múltiple que comprende detectar
variaciones en la expresión de al menos un gen seleccionado de una serie de 31 genes.

En US20050164253 se describe un método para la detección de la esclerosis múltiple que comprende detectar
variaciones en la expresión de al menos un gen seleccionado del grupo de RIPK2, NFKBIE, TNFAIP3, DAXX,
TNFSFIO, BAG1, TOP1, ADPRT, CREB1, MYC, BAG4, RBBP4, GZMA, BCL2 y E2F5.

En US20060115826 se describe un método para el diagnóstico de la esclerosis múltiple que comprende detectar
variaciones en la expresión de al menos dos genes seleccionados de un conjunto de 107 genes asociados con procesos
inflamatorios.

En WO02079218 se describe un método para el diagnóstico de la esclerosis múltiple que comprende detectar
variaciones en la expresión de un panel de genes seleccionados porque muestran variaciones en su nivel de expresión
en un modelo animal de encefalitis autoinmune experimental. En este estudio, el análisis de la expresión de los distintos
genes se llevó a cabo mediante un chip de ADN humano en el que se encontraban representados unos 14000 genes
distintos.

En WO03081201 se describe un método para el diagnóstico de la esclerosis múltiple basado en detectar variaciones
en la expresión de un panel de genes representados en un chip de ADN humano que contenía 12625 genes humanos.

En WO03095618 se describen métodos para el diagnóstico de esclerosis múltiple, para el diagnóstico diferencial de
esclerosis múltiple con respecto a la esclerosis lateral amiotrófica, para predecir la respuesta de un sujeto diagnosticado
de esclerosis múltiple a un tratamiento con Avonex mediante la detección de variaciones de la expresión de una serie
de genes implicados en distintas vías de señalización.

Sin embargo, todos los métodos descritos hasta la fecha se dirigen a detectar diferencias entre enfermos que se sos-
pecha presentan esclerosis múltiple y sujetos controles, por lo que tienen una utilidad fundamentalmente diagnóstica,
pero no permiten predecir la evolución de la enfermedad en pacientes que ya han sido diagnosticados de esclerosis
múltiple. Por tanto, existe una necesidad de métodos que permitan predecir la evolución de la enfermedad en pacientes
ya diagnosticados.

Compendio de la invención

En un primer aspecto, la invención se relaciona con un método in vitro para determinar el pronóstico clínico de un
paciente afecto de esclerosis múltiple que comprende

(a) comparar

(i) el valor correspondiente a la expresión de un gen seleccionado del grupo de KLHDC5, CASP2, EMID1,
PRO1073, BTBD7, MGC2518, WDR20bis, NEK4, SYLT2. DOCK10, TTC10, PTPRC y CTLA4 con
una tabla de probabilidades condicionadas entre intervalos de valores modales de expresión de dichos
genes y valores de probabilidad de que la esclerosis múltiple sea de buen o de mal pronóstico y/o

(ii) el valor de una variable clínica seleccionada del grupo de EDSS y MSFC con una tabla de proba-
bilidades condicionadas entre intervalos de valores modales de dichas variables clínicas y valores de
probabilidad de que la esclerosis múltiple sea de buen o de mal pronóstico y

(b) asignar una probabilidad de mal y buen pronóstico correspondiente a la probabilidad asociada al intervalo en
el que se encuentra el valor de la expresión o de la variable clínica.

En otro aspecto, la invención se relaciona con un método in vitro para determinar el pronóstico clínico de un
paciente afecto de esclerosis que comprende

(a) comparar

(i) los valores correspondientes a la expresión de al menos dos genes seleccionados del grupo de KLHDC5,
CASP2, EMID1, PRO1073, BTBD7, MGC2518, WDR20bis, NEK4, SYLT2. DOCK10, TTC10, PT-
PRC y CTLA4 con una tabla de probabilidades condicionadas entre intervalos de valores modales de
expresión de dichos genes y valores de probabilidad de que la esclerosis múltiple sea de buen o de mal
pronóstico y/o
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(ii) los valores de las variables clínicas EDSS y MSFC con una tabla de probabilidades condicionadas entre
intervalos de valores modales de dichas variables clínicas y valores de probabilidad de que la esclerosis
múltiple sea de buen o de mal pronóstico y

(b) asignar una probabilidad de mal pronóstico correspondiente a la probabilidad condicionada de mal pronóstico
asociada a los intervalos de valores modales en los que se encuentran los valores de expresión de cada uno de
los genes cuya expresión se ha determinado y/o variables clínicas determinadas y asignar una probabilidad de
buen pronóstico correspondiente a la probabilidad condicionada de buen pronóstico asociada a los intervalos
de valores modales en los que se encuentra los valores de expresión para cada uno de los genes cuya expresión
se ha determinado y/o variables clínicas determinadas.

En otro aspecto, la invención se relaciona con un método para determinar el pronóstico clínico de un sujeto afecto
de esclerosis múltiple, para monitorizar el efecto de la terapia administrada a un sujeto afecto de esclerosis múltiple o
para asignar una terapia personalizada a un sujeto afecto de esclerosis que comprende

(a) determinar el nivel de expresión de uno o varios genes seleccionados del grupo de genes listados en las
posiciones 3, 5, 6, 7, 9, 11, 13, 16, 19, 20, 22, 24, 25, 26, 30, 31, 33, 34, 35, 37, 41 ó 43 de la tabla 3), o de
los polipéptidos codificados por dichos genes, en una muestra biológica aislada del paciente y

(b) comparar los niveles de expresión de dichos genes o de dichos polipéptidos con un valor de referencia calcu-
lado a partir de una o varias muestras obtenidas de un paciente sano,

en donde

(i) un aumento de la expresión de los genes en posición 6, 7, 9, 33, 35, 37 ó 43, o de los polipéptidos codificados
por dichos genes, o una disminución de la expresión de los genes en posición 3, 5, 11, 13, 16, 19, 22, 24, 25,
26, 30, 31, 34, 41, o de los polipéptidos codificados por dichos genes con respecto al valor de referencia, es
indicativo de un mal pronóstico de la esclerosis múltiple en dicho sujeto, de que la terapia es inefectiva o de
que el paciente es seleccionado para una terapia agresiva o

(ii) un aumento de la expresión de los genes en posiciones 3, 5, 11, 16, 20, 30, o de los polipéptidos codificados
por dichos genes, o una disminución de la expresión del gen en posición 43, o del polipéptido codificado por
dicho gen con respecto al valor de referencia, es indicativo de un buen pronóstico de la esclerosis múltiple
en dicho paciente, de que la terapia es efectiva o de que el paciente es seleccionado para no recibir terapia o
para recibir una terapia poco agresiva.

En otro aspecto, la invención se relaciona con un método para determinar el pronóstico clínico de un sujeto afecto
de esclerosis múltiple, para monitorizar el efecto de la terapia administrada a un sujeto afecto de esclerosis múltiple o
para asignar una terapia personalizada a un sujeto afecto de esclerosis que comprende

(a) determinar el nivel de expresión de uno o varios genes seleccionados del grupo de genes listados en las
posiciones 1 a 21 de la tabla 5, o de los polipéptidos codificados por dichos genes, en una muestra biológica
aislada del paciente y

(b) comparar los niveles de expresión de dichos genes o de dichos polipéptidos con un valor de referencia calcu-
lado a partir de una o varias muestras obtenidas de pacientes de buen pronóstico y con un valor de referencia
calculado a partir de una o varias muestras obtenidas de pacientes de mal pronóstico

en donde

(i) un aumento de la expresión de los genes en posición 1, 2, 3, 4, 5, 8, 9, 10, 14, 19, 20 ó 21 o de los polipéptidos
codificados por dichos genes con respecto a un valor de referencia obtenido de una o varias muestras de
pacientes diagnosticados de esclerosis múltiple de mal pronóstico es indicativo de un buen pronóstico de la
esclerosis múltiple en dicho sujeto, de que la terapia es efectiva o de que el paciente es seleccionado para no
recibir una terapia agresiva y

(ii) un aumento de la expresión de los genes en posiciones 6, 7, 11, 12, 13, 15, 16, 17 ó 18 o de los polipéptidos
codificados por dichos genes con respecto a un valor de referencia obtenido de una o varias muestras de
pacientes diagnosticados de esclerosis múltiple de buen pronóstico es indicativo de un mal pronóstico de la
esclerosis múltiple en dicho paciente, de que la terapia no es efectiva o de que el paciente es seleccionado
para recibir terapia o para recibir una terapia poco agresiva.
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En otro aspecto, la invención se relaciona con un método para determinar el pronóstico clínico de un sujeto afecto
de esclerosis múltiple, para monitorizar el efecto de la terapia administrada a un sujeto afecto de esclerosis múltiple o
para asignar una terapia personalizada a un sujeto afecto de esclerosis que comprende

(a) determinar el nivel de expresión de uno o varios genes seleccionados de la tabla 6), o de los polipéptidos
codificados por dichos genes, en una muestra aislada del paciente y

(b) comparar los niveles de expresión de dichos genes con un valor de referencia calculado a partir de una o
varias muestras obtenidas de un paciente sano

en donde un aumento de la expresión de los genes en posición 4, 8, 11, 13, 15, 18, 19, 20, 21, 24, 25, 28, 30 ó 32,
o de los polipéptidos codificados por dichos genes, o una disminución de los genes en posición 1, 2, 3, 5, 6, 7, 9, 10,
12, 14, 16, 17, 22, 23, 26, 27, 29 ó 31, o de los polipéptidos codificados por dichos genes, con respecto al valor de
referencia es indicativo de un mal pronóstico de la esclerosis múltiple, de que la terapia no es efectiva o de que de que
el paciente es seleccionado para una terapia agresiva.

En otro aspecto, la invención se relaciona con un método para determinar el pronóstico clínico de un sujeto afecto
de esclerosis múltiple, para monitorizar el efecto de la terapia administrada a un sujeto afecto de esclerosis múltiple o
para asignar una terapia personalizada a un sujeto afecto de esclerosis que comprende

(a) determinar el nivel de expresión de uno o varios genes seleccionados de la tabla 7, o de los polipéptidos
codificados por dichos genes, en una muestra aislada del paciente y

(b) comparar los niveles de expresión de dichos genes con un valor de referencia calculado a partir de una o
varias muestras obtenidas de un paciente sano

en donde un aumento de la expresión de los genes en posición 2, 5, 6, 7, 8 y 10, o de los polipéptidos codificados por
dichos genes, o una disminución de la expresión de los genes en posición 1, 3, 4 ó 9, o de los polipéptidos codificados
por dichos genes, con respecto al valor de referencia es indicativo de un buen pronóstico de la esclerosis múltiple o de
que la terapia administrada es efectiva o de que el paciente es seleccionado para no recibir terapia o para recibir una
terapia poco agresiva.

En otro aspecto, la invención se relaciona con un método para diagnosticar la esclerosis múltiple en un sujeto que
comprende

(a) determinar el nivel de expresión de uno o varios genes seleccionados del grupo de genes indicado en la tabla
8, o de los polipéptidos codificados por dichos genes, en una muestra aislada del sujeto y

(b) comparar los niveles de expresión de dichos genes con un valor de referencia calculado a partir de una o
varias muestras obtenidas de un paciente sano

en donde una disminución de la expresión de los genes en posición 1, 2, 6, 10, 15 ó 16, o de los polipéptidos
codificados por dichos genes, o un aumento en la expresión de los genes en posición 3, 4, 5, 7, 8, 9, 11, 12, 13 ó 14,
o de los polipéptidos codificados por dichos genes, con respecto al valor de referencia es indicativo de que el sujeto
sufre de esclerosis múltiple.

En otro aspecto, la invención se relaciona con un kit que comprende un conjunto de sondas en donde dicho conjunto
comprende una sonda específica para cada uno de los genes indicados en al menos una tabla seleccionada del grupo
de tablas 3, 5-8 y 11.

En otro aspecto, la invención se relaciona con el uso de un kit de la invención para la determinación del pronóstico
de un enfermo diagnosticado de esclerosis múltiple, para determinar la eficacia de un tratamiento para la esclerosis
múltiple o para diagnosticar la esclerosis múltiple en un paciente.

Breve descripción de las figuras

Figura 1: Distribución de GO de los 45 genes que presentaban diferencias significativas entre las tres clases.

Figura 2: Análisis de cluster de las muestras.

Figura 3: Análisis de cluster de los genes.

Figura 4: Análisis de cluster tanto de muestras como de genes obtenidos tras las comparaciones con p<0,001 de las
clases (A) buen y mal pronóstico, (B) control y mal pronóstico, (C) control y buen pronóstico, (D) control y esclerosis
múltiple y la comparación con p<0,005 de las tres clases (E).
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Figura 5: Representación gráfica en las 60 muestras estudiadas del comportamiento de los 25 genes que presentaron
diferencias significativas (p<0,01) entre las tres clases.

Figura 6: Red Bayesiana y matriz de confusión de la validación del clasificador utilizando las variables clínicas
EDSS (Kurtzke Expanded Disability Status) y MSFC (Multiple Sclerosis Functional Composite) y aquellos genes que
presentaban diferencias significativas (p<0.01) en los niveles de expresión de las tres clases.

Figura 7: Representación gráfica en las 40 muestras de pacientes del comportamiento de los 13 genes que presen-
taron diferencias significativas (p<0.05) entre buen y mal pronóstico.

Figura 8: Red Bayesiana y matriz de confusión de la validación del clasificador utilizando las variables clínicas
(EDSS y MSFC) y aquellos genes que presentaban diferencias significativas (p<0.05) en los niveles de expresión entre
buen y mal pronóstico.

Descripción detallada de la invención

Los autores de la presente invención, usando micromatrices de ADN, han identificado una serie de genes que se
expresan de forma diferencial en pacientes diagnosticados de esclerosis múltiple en los que la enfermedad es de buen
pronóstico con respecto a pacientes en los que la enfermedad muestra un mal pronóstico o a sujetos control.

Asimismo, los autores de la invención han identificado una serie de genes cuya expresión se modifica en pacientes
diagnosticados de esclerosis múltiple en los que la enfermedad es de mal pronóstico. A partir de un conjunto inicial de
genes identificados, se validó un subconjunto de 13 genes mediante PCR en tiempo real cuyas variaciones de expresión
permitían predecir el tipo de pronóstico de los pacientes de forma significativa (p<0.05).

Así, en un primer aspecto, la invención se relaciona con un método in vitro (en adelante el primer método de la
invención) para determinar el pronóstico clínico de un paciente afecto de esclerosis múltiple que comprende

(a) comparar

(i) el valor correspondiente a la expresión de un gen seleccionado del grupo de KLHDC5, CASP2, EMID1,
PRO1073, BTBD7, MGC2518, WDR20bis, NEK4, SYLT2, DOCK10, TTC10, PTPRC y CTLA4 con
una tabla de probabilidades condicionadas entre intervalos de valores modales de expresión de dichos
genes y valores de probabilidad de que la esclerosis múltiple sea de buen o de mal pronóstico y/o

(ii) el valor de una variable clínica seleccionada del grupo de EDSS y MSFC con una tabla de proba-
bilidades condicionadas entre intervalos de valores modales de dichas variables clínicas y valores de
probabilidad de que la esclerosis múltiple sea de buen o de mal pronóstico y

(b) asignar una probabilidad de mal y buen pronóstico correspondiente a la probabilidad asociada al intervalo en
el que se encuentra el valor de la expresión o de la variable clínica.

Adicionalmente, a partir de los niveles de expresión de estos 13 genes y tomando dos variables clínicas (ESSS y
MSFC), se obtuvo un clasificador que permitía predecir la evolución de la enfermedad con una precisión de un 95%.
Así, en otro aspecto, la invención se relaciona con un método in vitro (en adelante el primer método de la invención)
para determinar el pronóstico clínico de un paciente afecto de esclerosis que comprende

(a) comparar

(i) los valores correspondientes a la expresión de al menos dos genes seleccionados del grupo de KLHDC5,
CASP2, EMID1, PRO1073, BTBD7, MGC2518, WDR20bis, NEK4, SYLT2, DOCK10, TTC10,
PTPRC y CTLA4 con una tabla de probabilidades condicionadas entre intervalos de valores moda-
les de expresión de dichos genes y valores de probabilidad de que la esclerosis múltiple sea de buen o
de mal pronóstico y/o

(ii) los valores de las variables clínicas EDSS y MSFC con una tabla de probabilidades condicionadas entre
intervalos de valores modales de dichas variables clínicas y valores de probabilidad de que la esclerosis
múltiple sea de buen o de mal pronóstico y

(b) asignar una probabilidad de mal pronóstico correspondiente a la probabilidad condicionada de mal pronóstico
asociada a los intervalos de valores modales en los que se encuentran los valores de expresión de cada uno de
los genes cuya expresión se ha determinado y/o variables clínicas determinadas y asignar una probabilidad de
buen pronóstico correspondiente a la probabilidad condicionada de buen pronóstico asociada a los intervalos
de valores modales en los que se encuentra los valores de expresión para cada uno de los genes cuya expresión
se ha determinado y/o variables clínicas determinadas.
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Por “determinación del pronóstico clínico” según la presente invención, se entiende el emitir una opinión sobre el
estado futuro del paciente (discapacidad clínica (física y cognitiva)) tras un determinado número de años (ej. 2, 5, 10
años a partir del momento de la opinión). El pronóstico clínico se puede realizar tanto en pacientes recién diagnostica-
dos o tras el primer brote, así como en cualquier momento del curso de su enfermedad. El estado del paciente se puede
definir en base a los síntomas de la esclerosis múltiple incluyen disminución de la capacidad para controlar movimien-
tos pequeños, disminución en el periodo de atención, disminución de la coordinación, disminución de la capacidad de
discernir, disminución de la memoria, depresión, dificultad para hablar o entender el lenguaje, mareos, visión doble,
molestia en los ojos, dolor facial, fatiga, pérdida del equilibrio, problemas con el movimiento, lentamente progresivo y
comenzando en las piernas, atrofia muscular, espasmos musculares (especialmente en las piernas), espasticidad mus-
cular (espasmo incontrolable de grupos de músculos), entumecimiento o sensación anormal en cualquier área, dolor
en brazos y piernas, parálisis de uno o ambos brazos o piernas, mala pronunciación, hormigueo, temblor en uno o
ambos brazos o piernas, movimientos incontrolables y rápidos de los ojos, frecuencia urinaria aumentada, dificultad
para orinar, urgencia urinaria, incontinencia urinaria, vértigo, pérdida de visión, anomalías para caminar/marcha y
debilidad en uno o ambos brazos o piernas.

Por “valor modal” se entiende, en el contexto de la presente invención, un valor de la variable (en este caso, de
los niveles de expresión) que particiona el intervalo de valores de dicha variable en dos o más subintervalos. Métodos
adecuados para la determinación de dicho valor se han descrito en Dougherty, J. et al., (Proc. of the 12th International
Conference on Machine Learning; 1995. p. 194-202) y por Liu H. et al. (Data Mining and Knowledge Discovery, 2002,
6:393-423), cuyo contenido se incorpora en la presente solicitud en su totalidad. En una forma preferida de realiza-
ción, para obtener dicho valor modal se realiza una discretización de la variable mediante un algoritmo de aprendizaje
supervisado (computacional) de los umbrales de discretización más informativos con respecto a una variable de refe-
rencia (en la presente invención, el diagnóstico). Para el cálculo de los intervalos de discretización, si se parte de la
secuencia de valores ordenada Ai= {v1, v2, ..., vn}, se evalúa la ganancia de información con respecto a una variable
de referencia para todas las particiones posibles (n - 1). La partición que mayor ganancia de información tenga es la
que se usa para comparar con el resto de atributos. Las decisiones de los nodos serán [A[x] < vi] y [A[x] ≥ vi].

Posibles algoritmos de discretización adecuados para su utilización en la presente invención incluyen el árbol de
decisión, el algoritmo de igual frecuencia y el algoritmo de igual distancia. En una forma preferida de realización, el
algoritmo de discretización es el árbol de decisión.

Por “tablas de probabilidades condicionadas” se entiende, en el contexto de la presente invención, una tabla en la
que se representan los posibles valores modales de expresión de un determinado gen o variable clínica, y en la que cada
uno de los valores modales se correlaciona con una determinada probabilidad de que la enfermedad del paciente siga
un pronóstico positivo o negativo. En una forma preferida de realización, las tablas de probabilidades condicionadas
entre los valores modales de expresión de cada uno de los genes y los valores de probabilidad de que la esclerosis
múltiple sea de buen o de mal pronóstico y entre los valores modales de cada una de las variables clínicas y los valores
de probabilidad de que la esclerosis múltiple sea de buen o de mal pronóstico son las indicada en la tabla 14.

Por “gen KLHDC5” se entiende el gen que codifica la proteína “kelch domain containing 5” cuya variante humana
se encuentra descrita en la base de datos GenEMBL bajo el número de acceso BC108669.

Por “gen CASP2” se entiende el gen que codifica el precursor de la caspasa 2. La forma humana de dicho gen se
encuentra descrita en la base de datos GenEMBL bajo los números de acceso U13021 y U13022.

Por “gen EMID1” se entiende el gen que codifica el precursor de la proteína “EMI domain-containing protein
1”. La forma humana de dicho gen se encuentra descrita en la base de datos GenEMBL bajo el número de acceso
AJ416090.

Por “gen PRO1073” se entiende el gen descrito en la base de datos GenEMBL bajo el número de acceso AF113016.

Por “gen BTBD7” se entiende el gen que codifica la “BTB/POZ domain-containing protein 7”. La forma humana
de dicho gen se encuentra descrita en la base de datos GenEMBL bajo el número de acceso BX538231.

Por “gen MGC25181” se entiende el gen que codifica la proteína hipotética MGC25181. La forma humana de
dicho gen se encuentra descrita en la base de datos GenEMBL bajo el número de acceso AC114730.

Por “gen WDR20bis” se entiende el gen que codifica la “WD repeat-containing protein 20”. La forma humana de
dicho gen se encuentra descrita en la base de datos GenEMBL bajo el número de acceso BC028387.

Por “gen NEK4” se entiende el gen que codifica la “quinase de serina/treonina Nek4”. La forma humana de dicho
gen se encuentra descrita en la base de datos GenEMBL bajo el número de acceso L20321.

Por “gen SYLT2” se entiende el gen que codifica la “Synaptotagmin-like protein 2”. La forma humana de dicho
gen se encuentra descrita en la base de datos GenEMBL bajo el número de acceso AK000170.

Por “gen DOCK10” se entiende el gen que codifica la “dedicator of cytokinesis protein 10”. La forma humana de
dicho gen se encuentra descrita en la base de datos GenEMBL bajo el número de acceso AB014594.
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Por “gen TTC10” se entiende el gen que codifica la “Tetratricopeptide repeat protein 10”. La forma humana de
dicho gen se encuentra descrita en la base de datos GenEMBL bajo el número de acceso U20362.

Por “gen PTPRC” se entiende el gen que codifica el receptor tipo C de la proteína tirosina fosfatasa. La forma
humana de dicho gen se encuentra descrita en la base de datos GenEMBL bajo el número de acceso BC017863.

Por “gen CTLA4” se entiende el gen que codifica el precursor de “Cytotoxic T-lymphocyte protein 4”. La forma
humana de dicho gen se encuentra descrita en la base de datos GenEMBL bajo el número de acceso AF414120.

Por “EDSS” se entiende la escala expandida de estado de disabilidad de Kurtzke o “Kurtzke Expanded Disability
Status Scale”, tal y como se define en Kurtzke, J.F. (Neurology, 1983, 33:1444-1452).

Por “MSFC” se entiende el compuesto funcional de la esclerosis múltiple o “Multiple Sclerosis Functional Com-
posite”, tal y como se define en Fischer, J. S. et al. (National MS Society Clinical Outcomes Assessment Task Force.
Mult. Scler. 1999, 5:244-250).

La determinación de los valores de expresión de un ácido nucleico se efectúa mediante la medida relativa de los
niveles de expresión de un gen de interés frente a los niveles de expresión de un ácido nucleico de referencia. Dicha
medidas pueden llevarse a cabo por cualquier método conocido para el experto en la materia, tales como los recogidos
en Sambrook, J. et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2nd, ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1989)) y Ausubel et al. (Current Protocols in Molecular
Biology, eds. Ausubel et al, John Wiley & Sons (1992)). Procedimientos típicos para la detección del polinucleótido
resultante de la transcripción de un gen de interés incluyen la extracción del ARN de una célula o muestra de tejido,
hibridación de dicha muestra con una sonda marcada, esto es, con un fragmento de ácido nucleico de secuencia
complementaria a la molécula de ácido nucleico que se desea detectar, y detección de la sonda (por ejemplo, mediante
Northern blotting). La invención contempla también la detección de los niveles de expresión de un determinado gen
mediante el uso de cebadores en una reacción en cadena de la polimerasa (PCR), tales como PCR ancla, RACE PCR,
reacción en cadena de ligasa (LCR). En una forma preferida de realización, la determinación de los valores modales
de expresión se lleva a cabo mediante PCR en tiempo real.

Estos métodos incluyen las etapas de recoger una muestra de células de un sujeto, aislar los ARNm de dichas
muestras, convertir los ARNm presentes en la muestra a ADN complementario (ADNc), poner en contacto la prepara-
ción de ADNcs con uno o varios cebadores que hibriden específicamente con el gen diana en condiciones adecuadas
para la hibridación y amplificación de dicho ácido nucleico seguido de la detección de la presencia de un producto
de amplificación. Métodos alternativos de amplificación incluyen la replicación de secuencia autosostenida (Guatelli,
JC. et al., (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878), sistema de amplificación transcripcional Kwoh, D.Y. et
al., (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173-1177), replicasa Q-Beta (Lizardi, P.M. et al. (1988) BioTechnology
6:1197) o cualquier otro método de amplificación de ácidos nucleicos conocido, seguido por la detección de las molé-
culas amplificadas usando técnicas de sobra conocidas para el experto en la materia. Estos métodos de detección son
particularmente adecuados para la detección de ácidos nucleicos cuando dichas moléculas están presentes un número
muy reducido de copias.

En otras formas de realización, se pueden utilizar los genes per se como marcadores de la esclerosis múltiple. Por
ejemplo, el aumento de la expresión de un determinado gen puede ser debido a la duplicación del gen correspondiente,
de forma que la duplicación pueda usarse como diagnóstico de la enfermedad. La detección del número de copias de
un gen diana puede llevarse a cabo usando métodos de sobra conocidos para el experto en la materia. Típicamente, la
determinación del número de copias de un determinado gen se lleva a cabo mediante Southern blot en el que el ADN
total de una célula o de una muestra de tejido es extraída, hibridada con una sonda marcada y dicha sonda detectada.
El marcaje de la sonda puede ser mediante un compuesto fluorescente, mediante un enzima o un cofactor enzimático.
Otros métodos habituales para la detección/cuantificación de ADN incluyen secuenciación directa, cromatografia en
columna y PCR cuantitativa usando protocolos estándar.

La determinación de los niveles de expresión de un gen se puede llevar a cabo en cualquier muestra biológica de
un sujeto, incluyendo distintos tipos de fluidos biológicos, tales como sangre, suero, plasma, líquido cefalorraquídeo,
líquido peritoneal, heces, orina y saliva, así como muestras de tejidos. Las muestras de fluidos biológicos pueden ser
obtenidas por cualquier método convencional al igual que las muestras de tejidos; a modo ilustrativo dichas muestras
de tejidos pueden ser muestras de biopsias obtenidas por resección quirúrgica.

El segundo método de la invención contempla la determinación simultánea de los valores de expresión de un mayor
número de genes. Así, el segundo método de la invención puede incluir la determinación de los valores de expresión
de al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10 y al menos 11
genes.

En una forma preferida de realización, el segundo método de la invención requiere de la determinación de los
valores de expresión del gen KLHDC5 y de la variable clínica EDSS. En otra forma preferida de realización, el segun-
do método de la invención requiere determinar adicionalmente el valor de expresión del gen CASP2. En otra forma
preferida, se determina adicionalmente el valor de expresión del gen EMID1. En una forma aún más preferida, se
determina adiciona adicionalmente el valor de la variable clínica MSFC. En una forma de realización aún más prefe-
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rida, el método comprende, adicionalmente, la determinación del valor de expresión del gen PRO1073. En otra forma
preferida de realización, el segundo método de la invención incluye la determinación adicional del valor de expresión
del gen BTBD7. En una forma de realización aún más preferida, el método implica la determinación adicional el valor
de expresión del gen MGC2518. En otra forma de realización, el método invención implica la determinación adicional
del valor de expresión del gen WDR20bis. En una forma de realización aún más preferida, el método de la invención
implica la determinación adicional del valor de expresión del gen NEK4. En otra forma de realización, el método de
la invención implica la determinación adicional del valor de expresión del gen DOCK10. En otra forma preferida de
realización, el método de la invención implica la determinación adicional del valor de expresión del gen TTC10. En
una forma de realización aún más preferida, el método de la invención implica la determinación adicional del valor de
expresión del gen PTPRC. En otra forma preferida de realización, el método de la invención implica la determinación
adicional del valor de expresión del gen CTLA4.

Adicionalmente, los inventores han puesto de manifiesto la existencia de distintos genes que se expresan de forma
diferencial en pacientes diagnosticados con esclerosis múltiple de mal pronóstico con respecto a pacientes diagnos-
ticados con esclerosis múltiple de buen pronóstico y con respecto a sujetos control, lo que permite el desarrollo de
métodos pronósticos para predecir el desarrollo de la enfermedad. Adicionalmente, los autores de la presente inven-
ción han puesto de manifiesto la existencia de genes que se expresan diferencialmente en sujetos diagnosticados de
esclerosis múltiple con respecto a pacientes sanos, lo que permite el uso de dichos genes con propósitos diagnós-
ticos.

Así, en otro aspecto, la invención se relaciona con un método para determinar el pronóstico clínico de un sujeto
afecto de esclerosis múltiple, para monitorizar el efecto de la terapia administrada a un sujeto afecto de esclerosis
múltiple o para asignar una terapia personalizada a un sujeto afecto de esclerosis que comprende

(a) determinar el nivel de expresión de uno o varios genes seleccionados del grupo de genes listados en las
posiciones 3, 5, 6, 7, 9, 11, 13, 16, 19, 20, 22, 24, 25, 26, 30, 31, 33, 34, 35, 37, 41 ó 43 de la tabla 3, o de los
polipéptidos codificados por dichos genes, en una muestra biológica aislada del paciente y

(b) comparar los niveles de expresión de dichos genes o de dichos polipéptidos con un valor de referencia

en donde

(i) un aumento de la expresión de los genes en posición 6, 7, 9, 33, 35, 37 ó 43 o de los polipéptidos codificados
por dichos genes o una disminución de la expresión de los genes en posición 3, 5, 11, 13, 16, 19, 22, 24, 25,
26, 30, 31, 34, 41 o de los polipéptidos codificados por dichos genes es indicativo de un mal pronóstico de la
esclerosis múltiple en dicho sujeto, de que la terapia es inefectiva o de que el paciente es seleccionado para
una terapia agresiva o

(ii) un aumento de la expresión de los genes en posiciones 3, 5, 11, 16, 20, 30 o de los polipéptidos codificados
por dichos genes o una disminución de la expresión del gen en posición 43 o del polipéptido codificado por
dicho gen es indicativo de un buen pronóstico de la esclerosis múltiple en dicho paciente, de que la terapia es
efectiva o de que el paciente es seleccionado para no recibir terapia o para recibir una terapia poco agresiva.

En otro aspecto, la invención se relaciona con un método para determinar el pronóstico clínico de un sujeto afecto
de esclerosis múltiple, para monitorizar el efecto de la terapia administrada a un sujeto afecto de esclerosis múltiple o
para asignar una terapia personalizada a un sujeto afecto de esclerosis que comprende

(a) determinar el nivel de expresión de uno o varios genes seleccionados del grupo de genes listados en las
posiciones 1 a 21 de la tabla 5, o de los polipéptidos codificados por dichos genes, en una muestra biológica
aislada del paciente y

(b) comparar los niveles de expresión de dichos genes o de dichos polipéptidos con un valor de referencia calcu-
lado a partir de una o varias muestras obtenidas de pacientes de buen pronóstico y con un valor de referencia
calculado a partir de una o varias muestras obtenidas de pacientes de mal pronóstico

en donde

(i) un aumento de la expresión de los genes en posición 1, 2, 3, 4, 5, 8, 9, 10, 14, 19, 20 ó 21 o de los polipéptidos
codificados por dichos genes con respecto a un valor de referencia obtenido de una o varias muestras de
pacientes diagnosticados de esclerosis múltiple de mal pronóstico es indicativo de un buen pronóstico de la
esclerosis múltiple en dicho sujeto, de que la terapia es efectiva o de que el paciente es seleccionado para no
recibir una terapia agresiva y

(ii) un aumento de la expresión de los genes en posiciones 6, 7, 11, 12, 13, 15, 16, 17 ó 18 o de los polipéptidos
codificados por dichos genes con respecto a un valor de referencia obtenido de una o varias muestras de
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pacientes diagnosticados de esclerosis múltiple de buen pronóstico es indicativo de un mal pronóstico de la
esclerosis múltiple en dicho paciente, de que la terapia no es efectiva o de que el paciente es seleccionado
para recibir terapia o para recibir una terapia poco agresiva.

En otro aspecto, la invención se relaciona con un método para identificar el pronóstico clínico de un sujeto afecto
de esclerosis múltiple, para monitorizar el efecto de la terapia administrada a un sujeto afecto de esclerosis múltiple o
para asignar una terapia personalizada a un sujeto afecto de esclerosis que comprende

(a) determinar el nivel de expresión de uno o varios genes seleccionados de la tabla 6 en una muestra aislada del
paciente y

(b) comparar los niveles de expresión de dichos genes con un valor de referencia

en donde un aumento de la expresión de los genes en posición 4, 8, 11, 13, 15, 18, 19, 20, 21, 24, 25, 28, 30 ó 32
o una disminución de los genes en posición 1, 2, 3, 5, 6, 7, 9, 10, 12, 14, 16, 17, 22, 23, 26, 27, 29 ó 31 con respecto
al valor de referencia es indicativo de un mal pronóstico de la esclerosis múltiple, de que la terapia no es efectiva o de
que de que el paciente es seleccionado para una terapia agresiva.

En otro aspecto, la invención se relaciona con un método para determinar el pronóstico clínico de un sujeto afecto
de esclerosis múltiple, para monitorizar el efecto de la terapia administrada a un sujeto afecto de esclerosis múltiple o
para asignar una terapia personalizada a un sujeto afecto de esclerosis que comprende

(a) determinar el nivel de expresión de uno o varios genes seleccionados de la tabla 7 en una muestra aislada del
paciente

(b) comparar los niveles de expresión de dichos genes con un valor de referencia

en donde un aumento de la expresión de los genes en posición 2, 5, 6, 7, 8 y 10 o una disminución de la expresión
de los genes en posición 1, 3, 4 ó 9 con respecto al valor de referencia es indicativo de un buen pronóstico de la
esclerosis múltiple o de que la terapia administrada es efectiva o de que el paciente es seleccionado para no recibir
terapia o para recibir una terapia poco agresiva.

En otro aspecto, la invención se relaciona con un método para diagnosticar la esclerosis múltiple en un sujeto que
comprende

(a) determinar el nivel de expresión de uno o varios genes seleccionados del grupo de genes indicado en la tabla
8 en una muestra aislada del sujeto

(b) comparar los niveles de expresión de dichos genes con un valor de referencia

en donde una disminución de la expresión de los genes en posición 1, 2, 6, 10, 15 ó 16 o un aumento en la expresión
de los genes en posición 3, 4, 5, 7, 8, 9, 11, 12, 13 ó 14 con respecto a la muestra control es indicativo de que el sujeto
sufre de esclerosis múltiple.

La definición de “determinación del pronóstico clínico” se ha descrito anteriormente.

Por “monitorizar el efecto de la terapia administrada a un sujeto afecto de esclerosis múltiple” se entiende, según
la presente invención, el determinar si una terapia tiene alguna incidencia sobre el pronóstico.

Por “asignar una terapia personalizada a un sujeto afecto de esclerosis múltiple” se entiende el decidir en base al
pronóstico de un individuo el tipo de terapia más adecuada para impedir la aparición de los síntomas anteriormente
indicados. En casos de peor pronóstico, se aplica una terapia más agresiva desde el momento en que se detecta dicho
peor pronóstico. Así, terapias más agresivas incluyen moduladores inmunitarios para ayudar a controlar el sistema
inmunitario, incluyendo interferones (Avonex, Betaseron o Rebif), anticuerpos monoclonales (Tysabri) y acetato de
glatirámero (Copaxone) y quimioterapia.

Por “valor de referencia” se entiende una medida de la expresión de un determinado gen o polipéptido que puede
ser calculado o establecido a partir de una o varias muestras control. Estas pueden proceder de un sujeto sano, de un
sujeto con esclerosis múltiple, o de sujetos con buen o mal pronóstico, de acuerdo con el objetivo del método.

El experto en la materia apreciará que la determinación de los niveles de expresión de los genes recogidos en las
tablas 3, 5, 6, 7 y 8 puede llevarse a cabo usando técnicas conocidas para el experto en la materia.
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La determinación de los niveles de expresión de un ácido nucleico relativa a los niveles de un ácido nucleico de
referencia puede llevarse a cabo por cualquier método conocido para el experto en la materia, tal y como se ha descrito
anteriormente.

En otras formas de realización, se pueden utilizar los genes per se como marcadores de la esclerosis múltiple en
aquellos casos en los que el aumento de la expresión de un determinado gen puede ser debido a la duplicación del
gen correspondiente, de forma que la duplicación puede usarse como diagnóstico de la enfermedad. La detección del
número de copias de un gen diana puede llevarse a cabo usando los métodos descritos anteriormente.

Alternativamente, la invención contempla métodos para determinar el pronóstico clínico de un sujeto afecto de
esclerosis múltiple o para monitorizar el efecto de la terapia administrada a un sujeto afecto de esclerosis múltiple o
para asignar una terapia a un sujeto afecto de esclerosis múltiple en el que se determina el nivel de expresión de una o
varias proteínas codificadas por los genes que se indican en las tablas 1 a 4. En este aspecto, la invención requiere la
extracción de una muestra de proteínas de una muestra celular o de tejido seguido de la incubación de dicha muestra
con un reactivo marcado capaz de unir específicamente dicha muestra (por ejemplo, un anticuerpo) y detección de
dicho reactivo, en donde el marcador que incluye el reactivo se selecciona del grupo de un radioisótopo, un compuesto
fluorescente, una enzima o un cofactor enzimático.

Métodos típicos de inmunodetección incluyen ELISA, RIA, ensayo inmunoradiométrico, fluroinmunoensayo, en-
sayos quimioluminiscentes, ensayos bioluminiscentes y ensayos de Western blot.

En general, todos los inmunoensayos incluyen una etapa en la que una muestra que se sospecha contiene un
antígeno determinado o en la que se desea conocer la concentración de dicho antígeno se pone en contacto con un
primer anticuerpo en condiciones adecuadas para la formación de los complejos inmunes. Muestras adecuadas para la
determinación incluyen una sección o una biopsia de un tejido, un extracto de un tejido o un fluido biológico. Una vez
que se han formado los complejos antígeno anticuerpo, la preparación se somete a uno o varios lavados para eliminar
anticuerpos que no se han unido de forma específica.

A continuación, se procede a la detección de los complejos inmunes mediante métodos ampliamente conocidos
para el experto en la materia, tales como métodos radiactivos, fluorescentes, biológicos o basados en la determinación
de una actividad enzimática.

Con objeto de aumentar la sensibilidad, es posible el uso de un ligando adicional como por ejemplo un segundo
anticuerpo o un ligando acoplado a biotina. En esta situación, es necesaria una etapa adicional de incubación de los
complejos ligando anticuerpo obtenidos en la primera etapa con el segundo anticuerpo en condiciones adecuadas para
la formación de los complejos inmunes secundarios. Los complejos secundarios son sometidos a un ciclo de lavado
para eliminar anticuerpos secundarios que se hayan unido de forma inespecífica y, a continuación, se determina la
cantidad de complejo inmune secundario mediante determinación de la señal emitida por el anticuerpo secundario.

Métodos adicionales incluyen la detección de los complejos inmunes primarios mediante un procedimiento en
dos pasos. En este procedimiento, un ligando secundario (un anticuerpo), que tienen una afinidad de unión por el
anticuerpo que se encuentra formando parte de los complejos inmunes se pone en contacto con dichos complejos
para formar complejos inmunes secundarios, tal y como se describió anteriormente. Tras una etapa de lavado, los
complejos inmunes secundarios se ponen en contacto con un ligando terciario o anticuerpo que se une con alta afinidad
al anticuerpo secundario para dar lugar a la formación de los complejos terciarios. El tercer ligando o anticuerpo se
encuentra unido a un marcador detectable lo que permite la detección de los complejos inmunes terciarios.

Otros métodos de detección incluyen Western blotting, dot blotting, análisis mediante FACS y similares. En una
forma de realización, los anticuerpos dirigidos contra los antígenos de la invención se inmovilizan en una superficie que
muestra afinidad por las proteínas (por ejemplo poliestireno). A continuación se añade una composición en la que se
encuentra el antígeno a detectar. Tras una etapa de lavado para eliminar los complejos unidos de forma inespecífica, el
antígeno unido se puede detectar mediante un segundo anticuerpo que se encuentra acoplado a un marcador detectable.
Este tipo de ELISA se denomina ELISA sándwich. La detección también puede llevarse a cabo mediante la adición
de un segundo anticuerpo y un tercer anticuerpo que tiene afinidad por el segundo anticuerpo y que está unido a un
marcador detectable.

En otro tipo de ELISA, las muestras que contienen el antígeno se inmovilizan y se detectan mediante un método
competitivo en el que la muestra en la que se encuentra el antígeno que se desea detectar se mezcla con anticuerpos
marcados frente a dicho antígeno y se añade sobre la superficie en la que se encuentra el anticuerpo inmovilizado. La
presencia de antígeno en la muestra impide la unión del anticuerpo al antígeno inmovilizado de forma que la cantidad
de anticuerpo que se une al antígeno inmovilizado se encuentra en relación inversa con la cantidad de antígeno en la
muestra a analizar.

También es posible detectar el antígeno mediante inmunohistoquímica y microscopia confocal en secciones de
tejido obtenidas a partir de muestra congeladas, fijadas en formaldehído o embebidas en parafina usando técnicas
ampliamente conocidas para el experto en la materia.
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La muestra de referencia que se usa para determinar la variación de los niveles de expresión de los genes y proteínas
usadas en la presente invención. En una forma de realización, el valor de referencia se obtiene a partir de la señal
proporcionada usando una muestra de tejido obtenida de un individuo sano. Preferiblemente, se toman muestras del
mismo tejido de varios individuos sanos y se juntan, de forma que la cantidad de ARNm o de polipéptidos en la
muestra refleje el valor medio de dichas moléculas en la población.

El método de la presente invención puede ser combinado con otros métodos diagnósticos (ej. Bandas oligoclona-
les en el LCR, Neuroimagen (RM, OCT), variables clínicas (escalas de discapacidad, tasa de brotes, edad, sexo) o
marcadores biológicos: a) genéticos (polimorfismos, haplotipos); b) patrones patológicos en biopsia; c) anticuerpos,
etc.

Los métodos de la presente invención son particularmente útiles para establecer el pronóstico en pacientes que han
sufrido un único brote de esclerosis múltiple, de un paciente que sufre EM-RR o de un paciente que sufre EM-PP. Este
método se aplicaría por tanto una vez durante el trabajo de diagnostico de la enfermedad. También se podría aplicar a
pacientes con la enfermedad ya diagnosticada pero que dado la gran variabilidad de la enfermedad, desconocen si esta
estable o si va a progresar, nuevamente con carácter pronóstico y para decidir el tratamiento. Por tanto, la gran mayoría
de pacientes realizarían el test al menos una vez, excepto aquellos con la enfermedad muy evolucionada donde la mala
evolución ya es obvia y donde no hay posibilidades de elegir entre tratamientos. Un subgrupo de pacientes podrían
realizar el test en varias ocasiones si a lo largo de años parece que cambia el curso clínico de la enfermedad y se quiere
re-asegurar el pronóstico.

- En el caso de tener un pronóstico favorable, el medico podrá recomendar un seguimiento periódico y
valorar si aún así requiere algún tratamiento inmunomodulador, pudiendo elegir el mas conveniente o
cómodo para el paciente dado el carácter leve de su enfermedad. También esta información es critica para
el paciente porque puede tomar decisiones fundamentales para su vida como casarse, tener hijos, tipo de
trabajo, nivel de estrés y riesgos en su vida, seguro médico, seguro de vida, tipo de vivienda, etc.

- En el caso de que el pronóstico sea desfavorable, el medico recomendaría mas enérgicamente realizar
tratamientos inmunomoduladores y probablemente emplear ya de inicio los mas eficaces y de segunda
línea (por ejemplo el Tysabri) o realizar terapia combinada o quimioterapia. Por otro el paciente puede
decir de una forma mas informada los riesgos que puede asumir debido a la terapia más agresiva que se
plantea, así como decidir sobre su vida en los aspectos vitales: casarse, tener hijos, tipo de trabajo, nivel
de estrés y riesgos en su vida, seguro médico, seguro de vida, tipo de vivienda, etc.

En principio, cualquier muestra aislada de un paciente puede ser usada en los métodos de la invención. Así, la de-
terminación de los niveles de ARNm o polipéptidos puede efectuarse en una biopsia de tejido o en un fluido biológico
(suero, saliva, semen, esputo, LCR, lágrimas, mucosidades, sudor, leche y similares). La determinación puede llevarse
a cabo en homogenados de tejido o en fracciones más o menos clarificadas de los mismos. En una forma de realización
preferida, la determinación de los niveles de ARNm y de los polipéptidos de la invención se lleva a cabo a partir de
extractos de células mononucleares obtenidas de la sangre periférica.

En el caso de que se desee determinar simultáneamente los niveles de expresión de varios de los genes identificados
en la presente invención, resultan de utilidad composiciones que contienen al menos una copia de una sonda específica
para cada uno de los genes indicados en al menos una tabla seleccionada del grupo de las tablas 3, 5-8 y 11.

Así, en otro aspecto, la invención se relaciona con un kit que comprende una sonda específica para cada uno de los
genes indicados en al menos una tabla seleccionada del grupo de tablas 3, 5-8 y 11.

Por “kit” se entiende, en el contexto de la presente invención, un producto que contiene los distintos reactivos
necesarios para llevar a cabo los métodos de la invención empaquetados para permitir su transporte y almacena-
miento. Materiales adecuados para el empaquetado de los componentes del kit incluyen cristal, plástico (polietileno,
polipropileno, policarbonato y similares), botellas, viales, papel, sobres y similares. Adicionalmente, los kits de la
invención pueden contener instrucciones para el uso simultáneo, secuencial o separado de los distintos componentes
que se encuentran en el kit. Dichas instrucciones pueden encontrarse en forma de material impreso o en forma de
un soporte electrónico capaz de almacenar instrucciones de forma que puedan ser leídas por un sujeto, tales como
medios de almacenamiento electrónicos (discos magnéticos, cintas y similares), medios ópticos (CD-ROM, DVD) y
similares. Adicional o alternativamente, los medios pueden contener direcciones de Internet que proporcionen dichas
instrucciones.

En una forma preferida de realización, el kit de la invención consiste en una sonda específica para cada uno de los
genes indicados en al menos una tabla seleccionada del grupo de tablas 3, 5-8 y 11.

En una forma preferida de realización, los genes que forman parte de la matriz son los genes indicados en la tabla
11 y al menos un gen de referencia.
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En otra forma de realización preferida, las sondas o los anticuerpos que forman el kit de la invención se encuentran
acoplados a una matriz.

En el caso de que se desee determinar simultáneamente los niveles de expresión de varios de los genes identificados
en la presente invención, resulta de utilidad la inclusión sondas para todos los genes cuya expresión se desea determinar
en una micromatriz de hibridación.

Las micromatrices comprenden una pluralidad de ácidos nucleicos distribuidas espacialmente y asociadas de forma
estable a un soporte (por ejemplo, un biochip). Los ácidos nucleicos tienen una secuencia complementaria a subse-
cuencias particulares de los genes cuya expresión se desea detectar, por lo que son capaces de hibridar con dichos
ácidos nucleicos. En los métodos de la invención, se pone en contacto una micromatriz que comprende una matriz
de ácidos nucleicos con una preparación de ácidos nucleicos aislada del paciente objeto de estudio. La incubación de
la micromatriz con la preparación de ácidos nucleicos se lleva a cabo en condiciones adecuadas para la hibridación.
Posteriormente, tras la eliminación de los ácidos nucleicos que no han quedado retenidos en el soporte, se detecta el
patrón de hibridación lo que proporciona información sobre el perfil genético de la muestra analizada. Aunque las
micromatrices son capaces de proporcionar información tanto cualitativa como cuantitativa de los ácidos nucleicos
presentes en una muestra, la invención requiere el uso de matrices y metodologías capaces de proporcionar informa-
ción cuantitativa.

La invención contempla una variedad de matrices en cuanto al tipo de sondas como en cuanto al tipo de soporte
utilizado. Las sondas incluidas en las matrices que son capaces de hibridar con los ácidos nucleicos pueden ser ácidos
nucleicos o análogos de los mismos que mantienen la capacidad de hibridación como, por ejemplo, ácidos nucleicos en
los que el enlace fosfodiester se ha sustituido por un enlace fosforotioato, metilimino, metilfosfonato, forforamidate,
guanidina y similares, ácidos nucleicos en los que la ribosa de los nucleótidos se ha sustituido por otra hexosa, ácidos
peptidonucleicos (PNA). La longitud de las sondas puede ser de 7, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75,
100 nucleótidos y variar en el rango de 10 a 1000 nucleótidos, preferiblemente en el rango de 15 a 150 nucleótidos,
más preferiblemente en el rango de 15 a 100 nucleótidos y pueden ser ácidos nucleicos de cadena sencilla o de cadena
doble.

La selección de las sondas específicas para los distintos genes diana se lleva a cabo de forma que se unan de forma
específica al ácido nucleico diana con una hibridación mínima a genes no relacionados. Sin embargo, existen sondas
de 20 nucleótidos que no son únicas para un ARNm determinado. Por tanto, sondas dirigidas a dichas secuencias
mostrarán una hibridación cruzada con secuencias idénticas que aparecen en ARNm de genes no relacionados. Por
otro lado, existen sondas que no hibridan de forma específica con los genes diana en las condiciones utilizadas (a causa
de estructuras secundarias o de interacciones con el sustrato de la matriz). Este tipo de sondas no deben ser incluidas
en la matriz. Por lo tanto, el experto en la materia advertirá que las sondas que van a incorporarse en una matriz
determinada deberán ser optimizadas antes de su incorporación a la matriz. De forma general, la optimización de las
sondas se lleva a cabo generando una matriz que contiene una pluralidad de sondas dirigidas a las distintas regiones de
un determinado polinucleótido diana. Esta matriz se pone en contacto en primer lugar con una muestra que contiene
el ácido nucleico diana de forma aislada y, en segundo lugar, con una mezcla compleja de ácidos nucleicos. De esta
forma se seleccionan sondas que muestran una hibridación altamente específica con el ácido nucleico diana pero no
baja o ninguna hibridación con la muestra compleja son seleccionadas para su incorporación a las matrices de la
invención. Adicionalmente, es posible incluir en la matriz controles de hibridación para cada una de las sondas que va
a ser estudiada. En una forma preferida de realización, los controles de hibridación contienen una posición alterada en
la región central de la sonda. En el caso de que se observen altos niveles de hibridación entre la sonda estudiada y su
control de hibridación, la sonda no se incluye en la matriz.

En una forma preferida de realización, la matriz contiene una pluralidad de sondas complementarias a subsecuen-
cias del ácido nucleico diana de una longitud constante o de longitud variable en un rango de 5 a 50 nucleótidos. La
matriz puede contener todas las sondas específicas de un ARNm determinado de una determinada longitud o puede
contener sondas seleccionadas de distintas regiones de un ARNm. Cada sonda se ensaya en paralelo con una son-
da con una base cambiada, preferentemente en posición central de la sonda. La matriz se pone en contacto con una
muestra que contenga ácidos nucleicos con secuencias complementarias a las sondas de la matriz y se determina la
señal de hibridación con cada una de las sondas y con los correspondientes controles de hibridación. Se seleccionan
aquellas sondas en las que se observe una mayor diferencia entre la señal de hibridación con la sonda y su control
de hibridación. El proceso de optimización puede incluir una segunda ronda de optimización en el que la matriz de
hibridación se hibrida con una muestra que no contiene secuencias complementarias a las sondas de la matriz. Tras la
segunda ronda de selección se seleccionarán aquellas sondas que presenten señales de hibridación inferiores a un nivel
umbral. De esta forma, se seleccionan sondas que superan ambos controles, es decir, que muestran un nivel mínimo
de hibridación inespecífica y un nivel máximo de hibridación específica con el ácido nucleico diana.

Las micromatrices de la invención contienen no sólo sondas específicas para los polinucleótidos indicativos de una
determinada situación patofisiológica, sino que contienen también una serie de sondas control, que pueden ser de tres
tipos: controles de normalización, controles de niveles de expresión y controles de hibridación.

Controles de normalización son oligonucleótidos que son perfectamente complementarios a secuencias de refe-
rencia marcadas que se añaden a la preparación de ácidos nucleicos que se desea analizar. Las señales derivadas de
los controles de normalización tras la hibridación proporcionan una indicación de las variaciones en las condiciones
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de hibridación, intensidad del marcador, eficiencia de la detección y otra serie de factores que puede resultar en una
variación de la señal de hibridación entre distintas micromatrices. Preferiblemente, las señales detectadas a partir del
resto de sondas de la matriz se dividen por la señal emitida por las sondas control normalizando así las medidas.
Prácticamente se puede usar cualquier sonda como control de normalización. Sin embargo, es conocido que la eficacia
de la hibridación varia en función de la composición de nucleótidos y la longitud de la sonda. Por tanto, sondas de
normalización preferidas son aquellas que representan la longitud media de las sondas presentes en la matriz, aunque
pueden ser seleccionadas de forma que recojan un rango de longitudes que reflejen el resto de sondas presentes en la
matriz. Las sondas de normalización pueden ser diseñadas de forma que reflejen la composición media de nucleótidos
del resto de sondas presentes en la matriz. Preferiblemente, se utiliza un número limitado de sondas de normalización
seleccionadas de forma que hibridan adecuadamente, es decir, no presentar estructura secundaria y no muestran simili-
tud de secuencia con ninguna de las sondas de la matriz. Las sondas de normalización pueden localizarse en cualquier
posición en la matriz o en múltiple posiciones en la matriz para controlar de forma eficiente variaciones en la eficiencia
de hibridación relacionadas con la estructura de la matriz. Preferiblemente, los controles de normalización se localizan
en las esquinas de la matriz y/o en el centro de la misma.

Los controles de los niveles de expresión son sondas que hibridan de forma específica con genes que se expresan
de forma constitutiva en la muestra que se analiza. Los controles de nivel de expresión están diseñados para controla el
estado fisiológico y la actividad metabólica de la célula. El examen de la covarianza del control del nivel de expresión
con el nivel de expresión del ácido nucleico diana indica si las variaciones en los niveles de expresión son debidas
a cambios en los niveles de expresión o son debidas a cambios en la tasa transcripcional global en la célula o en
su actividad metabólica general. Así, en el caso de células que presentan deficiencias en un determinado metabolito
esencial para la viabilidad celular, se espera que se observe una disminución tanto en los niveles de expresión del
gen diana como en los niveles de expresión del control. Por otro lado, si se observa un aumento en la expresión de la
expresión del gen diana y del gen control, es probable que se deba a un aumento de la actividad metabólica de la célula
y no a un aumento diferencial en la expresión del gen diana. Se puede emplear cualquier sonda que corresponda a un
gen expresado de forma constitutiva tales como genes que codifican para proteínas que ejercen funciones esenciales de
las células tales como β-2-microglobulina, ubiquitina, proteína ribosomal 18S, ciclofilina A, receptor de transferían,
actina, GAPDH y similares. En una forma preferida de realización, los controles de los niveles de expresión son
GAPDH, proteína de activación de la tirosina 3-monooxigenasa/triptófano 5-monooxigenasa (YWHAZ), ubiquitina,
beta-actina y β-2-microglobulina.

Los controles de hibridación se pueden incluir tanto para las sondas dirigidas a los genes diana como para las sondas
dirigidas al nivel de expresión o a los controles de normalización. Los controles de error son sondas de oligonucleótidos
idénticas a las sondas dirigidas a los genes diana pero que contienen mutaciones en uno o varios nucleótidos, es
decir, que contienen nucleótidos en ciertas posiciones que no hibridan con el nucleótido correspondiente en el gen
diana. Los controles de hibridación se seleccionan de forma que, aplicando las condiciones adecuadas de hibridación,
el gen diana deberia hibridar con la sonda específica pero no con el control de hibridación o con una eficiencia
reducida. Preferiblemente, los controles de hibridación contienen una o varias posiciones modificadas en el centro de
la sonda. Los controles de hibridación proporcionan por tanto una indicación del grado de hibridación inespecifica o de
hibridación cruzada a un ácido nucleico en la muestra a una sonda distinta a la que contiene la secuencia exactamente
complementaria.

Las matrices de la invención pueden contener también controles de preparación de muestra y de amplificación que
son sondas complementarias a subsecuencias de genes controles seleccionados porque normalmente no aparecen en
la muestra biológica objeto de estudio, tales como sondas para genes bacterianos. La muestra de ARN se suplementa
con una cantidad conocida de un ácido nucleico que hibrida con la sonda control seleccionada. La determinación de
la hibridación a dicha sonda indica el grado de recuperación de los ácidos nucleicos durante su preparación así como
una estimación de la alteración causada en los ácidos nucleicos durante el procesamiento de la muestra.

Una vez que se dispone de un conjunto de sondas que muestran la especificidad adecuada y de un conjunto de
sondas controles, éstas se disponen en la matriz en una posición conocida de forma que, tras las etapas de hibridación
y de detección, sea posible establecer una correlación entre una señal positiva de hibridación y el gen particular a partir
de las coordenadas de la matriz en la que se detecte la señal de hibridación positiva.

Las micromatrices pueden ser matrices de alta densidad con miles de oligonucleótidos mediante métodos fotolito-
gráficos de síntesis in situ (Fodor et al., 1991, Science, 767-773). Este tipo de sondas son habitualmente redundantes,
es decir, incluyen varias sondas por cada ARNm que se desea detectar.

En una forma preferida de realización, las matrices son matrices de baja densidad o LDA que contienen menos de
10000 sondas en cada por centímetro cuadrado. En dichas matrices de baja densidad, las distintas sondas se aplican
manualmente con ayuda de una pipeta en distintas localizaciones de un soporte sólido (por ejemplo, una superficie de
cristal, una membrana). Los soportes usados para fijar las sondas pueden ser obtenidos a partir de una gran variedad
de materiales, incluyendo plástico, cerámica, metales, geles, membranas, cristales y similares. Las micromatrices se
pueden obtener usando cualquier metodología conocida para el experto en la materia.

Tras la hibridación, en los casos en los que el ácido nucleico no hibridado es capaz de emitir una señal en la etapa
de detección, es necesario un paso de lavado para eliminar dicho ácido nucleico no hibridado. La etapa de lavado se
lleva a cabo usando métodos y soluciones conocidas por el experto en la materia.
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En el caso de que el marcaje en el ácido nucleico no sea directamente detectable, es posible conectar la micromatriz
que comprende los ácidos nucleicos diana unidos a la matriz con los otros componentes del sistema necesarios para
producir la reacción que da lugar a una señal detectable, Por ejemplo, si los ácidos nucleicos diana están marcados
con biotina, se pone en contacto la matriz con estreptavidina conjugada con un reactivo fluorescente en condiciones
adecuadas para que se produzca la unión entre la biotina y la estreptavidina. Tras la incubación de la micromatriz con
el sistema que genera la señal detectable, es necesario efectuar una etapa de lavado para eliminar toda las moléculas
que se hayan unido de forma inespecífica a la matriz. Las condiciones de lavado serán determinadas por el experto en
la materia usando usando condiciones adecuadas en función del sistema que genera la señal detectable que haya sido
utilizado y que son de sobra conocidas por el experto en la materia.

El patrón de hibridación resultante se puede visualizar o detectar de distintas maneras, estando dicha detección
determinada por el tipo de sistema utilizado en la micromatriz. Así, la detección del patrón de hibridación puede lle-
varse a cabo mediante contaje de centelleo, autorradiografia, determinación de una señal fluorescente, determinaciones
calorimétricas, detección de una señal luminosa y similares.

Antes de la etapa de detección, es posible tratar las micromatrices con una endonucleasa específica para el ADN
de cadena sencilla, de forma que el ADN que se ha unido a la matriz de forma inespecífica se elimina mientras que el
ADN de doble cadena resultante de la hibridación de las sondas de la matriz con los ácidos nucleicos de la muestra
objeto de estudio permanece inalterada. Endonucleasas adecuadas para este tratamiento incluyen la nucleasa S1, la
nucleasa de frijol y similares. En el caso de que el tratamiento con endonucleasa se lleve a cabo en un ensayo en el que
al ácido nucleico diana no está marcado con una molécula directamente detectable (por ejemplo, en un ensayo en el
que el ácido nucleico diana se encuentra biotinilado), el tratamiento con endonucleasa se llevará a cabo antes de poner
en contacto la micromatriz con los otros miembros del sistema que produce la señal detectable.

Tras la hibridación y los eventuales procesos de lavado y tratamiento subsecuentes, el patrón de hibridación se
detecta y cuantifica, para lo que la señal correspondiente a cada punto de hibridación en la matriz se compara a
un valor de referencia correspondiente a la señal emitida por un número conocido de ácidos nucleicos marcados
terminalmente para obtener así un valor absoluto del número de copias de cada ácido nucleico que es hibridado en un
punto determinado de la micromatriz.

En el caso de que se desee determinar simultáneamente los niveles de expresión de varios de las proteínas identi-
ficadas en la presente invención, resultan de utilidad composiciones que contienen al menos un anticuerpo específico
para cada uno de los genes indicados en al menos una tabla seleccionada del grupo de tabla 1 a 4. Para este propósito,
resultan de utilidad las matrices de anticuerpos tales como los descritos por De Wildt et al. (2000) Nat. Biotechnol.
18:989-994; Lueking et al. (1999) Anal. Biochem. 270:103-111; Ge et al. (2000) Nucleic Acids Res. 28, e3, I-VII;
MacBeath and Schreiber (2000) Science 289:1760-1763; WO 01/40803 y WO 99/51773A1. Los anticuerpos de la
matriz incluyen cualquier agente inmunológico capaz de unirse a un ligando con alta afinidad, incluyendo IgG, IgM,
IgA, IgD e IgE, así como moléculas similares a anticuerpos que tienen un sitio de unión a antígeno, tales como Fab’,
Fab, F(ab’)2, anticuerpos de dominio único (single domain antibodies o DABS), Fv, scFv y similares. Las técnicas
para preparar dichos anticuerpos son de sobra conocidas para el experto en la materia e incluyen los métodos descritos
por Ausubel et al. ((Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et al, John Wiley & Sons (1992)).

Los anticuerpos de de la matriz se pueden aplicar a alta velocidad, por ejemplo, usando sistemas robóticos dispo-
nibles comercialmente (por ejemplo, los producidos por Genetic Microsystems o Biorobotics). El sustrato de la matriz
puede ser nitrocelulosa, plástico, cristal o puede ser de un material poroso como por ejemplo, archilamida, agarosa u
otro polímero. En otra forma de realización, es posible utilizar células que producen los anticuerpos específicos para
detectar las proteínas de la invención mediante su cultivo en filtros en matriz. Tras la inducción de la expresión de los
anticuerpos, éstos se inmovilizan en el filtro en la posición de la matriz donde se encontraba la célula productora.

Una matriz de anticuerpos puede ponerse en contacto con una diana marcada y determinar el nivel de unión de la
diana a los anticuerpos inmovilizados. Si la diana no se encuentra marcada, se puede utilizar un ensayo tipo sándwich
en el que se usa un segundo anticuerpo marcado específico para el polipéptido que se une al polipéptido que forma se
encuentra inmovilizado en el soporte.

La cuantificación de la cantidad de polipéptido presente en la muestra en cada punto de la matriz se puede alma-
cenar en una base de datos como un perfil de expresión. La matriz de anticuerpos puede producirse por duplicado y
utilizarse para comparar los perfiles de unión de dos muestras distintas.

En otro aspecto, la invención se relaciona con el uso de un kit de la invención para la determinación del pronóstico
de un enfermo diagnosticado de esclerosis múltiple, para determinar la eficacia de un tratamiento para la esclerosis
múltiple o para diagnosticar la esclerosis múltiple en un paciente.

La invención se describe a continuación mediante los siguientes ejemplos que deben ser considerados como ilus-
trativos y no limitativos del alcance de la invención.
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Ejemplos

Materiales y métodos

1. Screening con chips de ADN

Se reclutaron 6 pacientes de esclerosis múltiple, 3 de ellos diagnosticados como mal pronóstico y 3 como buen
pronóstico, y 3 controles sanos sin antecedentes de ninguna enfermedad autoinmune. El pronóstico de los pacientes se
determinó mediante datos clínicos asociados con la evolución de la esclerosis múltiple en estudios de historia natural
de la esclerosis múltiple como tipo de primer brote, tiempo hasta el segundo brote, número de brotes en los primeros
2 a 5 años y secuelas iniciales (Tabla 1).

TABLA 1

Marcadores clínicos de buen y mal pronóstico

Referencias bibliográficas

1.- M.A. Hernández Pérez. Factores pronósticos en la EM. Neurología 2001; 16 [supl 1]: 37-42.

2.- Scott TF, Schramke CJ, Novero J, Chieffe C. Short-term prognosis in early relapsing-remitting multiple
sclerosis. Neurology 2000 Sep 12; 55(5): 689-93.

3.- Brex PA, Ciccarelli O, O’Riordan JI, Sailer M, Thompson AJ, Miller DH. A longitudinal study of abnorma-
lities on MRI and disability from multiple sclerosis. N Engl J Med 2002 Jan 17; 346(3): 158-64.

4.- Weinshenker BG, Bass B, Rice GP, Noseworthy J, Carriere W, Baskerville J, Ebers GC. The natural history
of multiple sclerosis: a geographically based study. 2. Predictive value of the early clinical course. Brain 1989 Dec;
112 (Pt 6):1419-28.

5.- Weinshenker BG, Rice GP, Noseworthy JH, Carriere W, Baskerville J, Ebers GC. The natural history of
multiple sclerosis: a geographically based study. 3. Multivariate analysis of predictive factors and models of outcome.
Brain 1991 Apr; 114 (Pt 2):1045-56.

6.- Miller DH, Hornabrook RW, Purdie G.J. The natural history of multiple sclerosis: a regional study with some
longitudinal data. Neurol Neurosurg Psychiatry 1992 May; 55(5):341-6.

7.- Runmarker B, Andersen O. Prognostic factors in a multiple sclerosis incidence cohort with twenty-five years
of follow-up. Brain 1993 Feb; 116 (Pt 1):117-34.
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8.- Runmarker B, Andersson C, Oden A, Andersen O. Prediction of outcome in multiple sclerosis based on
multivariate models. J Neurol 1994 Oct; 241(10):597-604.

9.- Phadke JG. Clinical aspects of multiple sclerosis in north-east Scotland with particular reference to its course
and prognosis. Brain 1990 Dec; 113 (Pt 6):1597-628.

10.- Avasarala JR, Cross AH, Trotter JL. Oligoclonal band number as a marker for prognosis in multiple sclerosis.
Arch Neurol 2001 Dec; 58(12):2044-5.

11.- Lin X, Blumhardt LD. Inflammation and atrophy in multiple sclerosis: MRI associations with disease course.
J Neurol Sci 2001 Aug 15; 189(1-2):99-104.

12.- Simon JH. Brain and spinal cord atrophy in multiple sclerosis. Neuroimaging Clin N Am 2000 Nov; 10(4):753-
70, ix.

13.- Multiple sclerosis. McAlpine’s. Third edition. Alastair Compston. Churchill Livingstone.

14.- Kappos L, Moeri D, Radue EW, Schoetzau A, Schweikert K, Barkhof F, Miller D, Guttmann CR, Weiner
HL, Gasperini C, Filippi M. Predictive value of gadolinium-enhanced magnetic resonance imaging for relapse rate
and changes in disability or impairment in multiple sclerosis: a meta-analysis. Gadolinium MRI Meta-analysis Group.
Lancet 1999 Mar 20; 353(9157):964-9.

15.- Rovaris M, Filippi M. Contrast enhancement and the acute lesion in multiple sclerosis. Neuroimaging Clin N
Aun 2000 Nov; 10(4):705-16, viii-ix.

16.- Losseff NA, Miller DH, Kidd D, Thompson AJ. The predictive value of gadolinium enhancement for long
term disability in relapsing-remitting multiple sclerosis-preliminary results. Mult Scler 2001 Feb; 7(1):23-5.

17.- Esclerosis múltiple, Bases clínicas y patogénicas. Cedric S. Raine, Henry F. McFarland, Wallace W. Tour-
tellotte. Edimsa.

La purificación de RNA total se realizó a partir de sangre periférica utilizando el PAXgeneTM Blood RNA Kit
de PreAnalytiX. El use de este kit permite preservar el perfil de expresión de RNA nada más realizar la extracción
sanguínea. Durante la purificación de RNA total se realizó un tratamiento con DNasa para eliminar la posible con-
taminación de DNA. Las muestras se concentraron mediante Speed-vac y se estimó la calidad y cantidad del RNA
purificado mediante chequeo de una alícuota en un gel de agarosa y medida espectrofotométrica.

A partir de 6 µg de RNA total se sintetizó cDNA con el Kit SuperScript Choice System de Life Technologies,
siguiendo el protocolo del Expression Analysis Technical Manual de Affymetrix. De este cDNA se sintetizó cRNA
siguiendo el protocolo del Kit BioArray HighYield RNA Transcript Labeling (T7) de Enzo. El cRNA así sintetizado
se purificó con el Kit Clean-up module de Affymetrix, recuperándose en un volumen final de 22 µl de agua. Una vez
sintetizado y purificado, el cRNA se fragmentó (15 µg de cada muestra) para preparar las mezclas de hibridación.

Tanto la hibridación como el revelado y escaneo de los chips se realizaron siguiendo los protocolos y equipos
oficialmente recomendados por Affymetrix Inc. El chip utilizado fue el HG-U133 Plus 2.0. Los resultados del chip
fueron analizados utilizando el software Microarray Suite 5.0 (MAS 5.0; Affymetrix®) y Biometric Research Branch
(BRB) Array Tools 3.2.3 (Dr. Richard Simon y Amy Peng Lam).

2. Validación por PCR en tiempo real y construcción del clasificador

Se reclutaron 40 pacientes de esclerosis múltiple, 20 de ellos diagnosticados como mal pronóstico y 20 como buen
pronóstico, y 20 controles sanos sin antecedentes de ninguna enfermedad autoinmune empleando los criterios clínicos
antes descritos.

La purificación de RNA total se realizó a partir de células mononucleares de sangre periférica. Mediante cen-
trifugación con gradiente de densidad utilizando Ficoll-Paque de Pharmacia Biotech se purificaron los linfocitos y
monocitos y se sumergieron inmediatamente en RNAlater RNA Stabilization Reagent de Qiagen para preservar los
patrones de expresión génica. El ARN total se purificó utilizando el RNeasy Mini Kit de Qiagen y durante la purifi-
cación se eliminaron los restos de ADN mediante un tratamiento con ADNasa utilizando el RNase-Free DNase Set
de Qiagen. La síntesis de cDNA a partir del ARN total se realizó utilizando el High-Capacity cDNA Archive Kit de
Applied Biosystems.

El análisis de validación de genes se ha realizado utilizando la tecnología de Low Density Arrays (LDAs; Ap-
plied Biosystems). Las LDAs contienen 384 pocillos. Los pocillos contienen ensayos TaqMan validados por Applied
Biosystems y la distribución de los ensayos es configurable por el usuario. En este proyecto el diseño de las placas
elegido es el de 95 genes +1 control analizados por duplicado y con dos muestras estudiadas en cada placa.
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Teniendo en cuenta que para las LDAs sólo se pueden seleccionar aquellos ensayos que están inventariados por
Applied Biosystems, el proceso de selección de los ensayos más idóneos a partir de los genes que se quieren validar
siguió los siguientes criterios:

- La distancia del probe set de Affymetrix a la sonda de Applied Biosystems será la mínima posible.

- El ensayo no debería detectar ADN genómico.

- Se seleccionarán un mínimo de cuatro genes constitucionales para el proceso de normalización.

Como primer paso del análisis se descartaron aquellas muestras que presenten una desviación estándar entre re-
plicas del mismo ensayo de PCR mayor a 0,38. Se toma 0,38 como valor límite ya que esto indica que existe una
diferencia de 0,75 entre el mínimo y el máximo de las Ct. Como cada Ct equivale a un ciclo de la PCR y en cada ciclo
se duplica la cantidad de ADN, la desviación estándar de 0,38 indica que casi hay el doble de cantidad de ADN en un
pocillo que en el otro. A continuación y para calcular los valores de expresión de cada gen se aplica la fórmula 2exp
(Ctmin - Ctsample), donde Ctmin es el valor mínimo de Ct de cada gen en todas las muestras y Ctsample es el valor
de Ct de ese gen en esa muestra.

Tomando los valores de de expresión de los genes constitutivos tras el procesamiento (5 en este caso; GAPDH,
YWHAZ, UBC, ACTB, B2M) se calculó el factor de normalización de cada muestra mediante el programa geNorm
(http://medgen.ugent.be/∼jvdesomp/genorm/) que calculará la media geométrica del valor de expresión de un número
de genes constitutivos o controles internos. Estos genes controles internos se eligieron de acuerdo a aquellos genes que
se observó que en el experimento de análisis de expresión génica en chips de ADN anteriormente realizados menos
variaban su expresión entre las condiciones estudiadas. Una vez obtenido el factor de normalización de cada muestra
se normalizan los datos de cada gen en cada muestra respecto a este factor de normalización obtenido para dicha
muestra del programa geNorm.

Para el análisis estadístico los datos normalizados respecto de los genes control se transformaron a escala logarít-
mica (base 2). Para el cálculo de genes significativos se aplicó un test no paramétrico que dependerá de si se comparan
2 condiciones (U de Mann-Whitney) para 2 muestras independientes) o 3 (H de Kruskal Wallis para 3 muestras inde-
pendientes). En todos los casos los valores de p<0.05 fueron considerados diferencias significativas mientras que los
valores de p<0.01 fueron considerados diferencias muy significativas. El análisis estadístico se realizó utilizando el
programa SPSS 11.0 (SPSS Inc., Chicago, USA).

El clasificador Bayesiano se construyó utilizando el software de análisis bayesiano BayesiaLab 3.2 (Bayesia SA.
Laval Cedex, France). Para ello previamente se discretizaron las variables en un máximo de cuatro intervalos usando
el algoritmo de discretización “Decisión Tree” teniendo la variable diagnóstico como referencia. El aprendizaje se
realizó utilizando el algoritmo “Naive Bayes Aumentado”.

Resultados

1. Screening con chips de ADN

La Tabla 2 muestra las caracteristicas demográficas y clínicas de los pacientes de esclerosis múltiple y de los
controles sanos utilizados para realizar el screening con chips de ADN.

TABLA 2

Características demográficas y clínicas

19



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 334 084 B1

Tras normalizar los niveles de expresión utilizando MAS 5.0 se procedió a realizar el filtrado de las sondas (genes)
utilizando el BRB Array Tools 3.2.3 según los siguientes criterios:

1. A aquellos genes que presentaban un valor de intensidad menor de 10 se le asignó dicho valor.

2. Un gen era eliminado si menos del 20% de valores de los datos de expresión tenían por lo menos un cambio
de 1.5 veces en cualquier dirección del valor de la mediana.

3. Un gen era eliminado si el porcentaje de datos perdidos o filtrados superaba el 50%.

4. Un gen era eliminado si el porcentaje de valores de los datos de expresión ausentes superaba el 70%.

Tras el filtrado cumplieron los criterios 4.705 genes de los 54.675 iniciales. Con estos genes se realizó un test de
comparación de clases y se identificaron 45 de ellos que presentaban diferencias significativas entre las tres clases
(control, mal y buen pronóstico) con un valor de p<0,001 (Tabla 3).

TABLA 3

Genes que presentaban diferencias significativas entre las tres clases (control, mal y buen pronóstico)
con un valor de p<0,001

20



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 334 084 B1

21



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 334 084 B1

La distribución de estos genes en Gene Ontology (GO) no era significativamente diferente de la esperada por azar
(Figura 1).

Con estos 45 genes se realizó un análisis de cluster de las muestras y se observó que se formaban 3 clusters de
diagnóstico altamente reproducibles con un valor medio de correlación entre cada cluster de aproximadamente 0,6
(Figura 2).

También con estos 45 genes se realizó un análisis de cluster y se observó que se formaban 4 clusters con un valor
medio de correlación de aproximadamente 0,65 (Figura 3 y Tabla 4).
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TABLA 4

Listado de genes que conforman los 4 clusters

Con el fin de complementar el número de genes que permiten diferenciar entre cada diagnóstico, se realizó un test
de comparación de clases con un valor de p<0,001 entre las clases mal y buen pronóstico, control y mal pronóstico,
control y buen pronóstico y control y esclerosis múltiple (Tablas 5, 6, 7 y 8) así como un test de comparación de clases
entre los tres diagnósticos con un valor de p<0,005 (Tabla 9).
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TABLA 7

Genes que presentaban diferencias significativas entre las clases control y buen pronóstico con
un valor de p<0,001
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TABLA 9

Genes que presentaban diferencias significativas entre las tres clases (control, mal y buen pronóstico)
con un valor de p<0,005

32



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 334 084 B1

33



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 334 084 B1

34



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 334 084 B1

35



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 334 084 B1

36



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 334 084 B1

37



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 334 084 B1

38



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 334 084 B1

39



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 334 084 B1

Los resultados de los análisis de cluster tanto de muestras como de genes obtenidos tras estas comparaciones de
clases se muestran en la figura 5.

(Tabla pasa a página siguiente)
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2. Validación por PCR en tiempo real y construcción del clasificador

La Tabla 10 recoge el listado de los 95+1 genes y ensayos seleccionados para configurar las LDAs a partir de los
resultados obtenidos en el screening con chip de ADN.

TABLA 10

Listado de genes y ensayos seleccionados para configurar LDA
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El análisis estadístico identificó 25 genes que presentaban diferencias significativas (p<0,01) en los niveles de
expresión entre las tres clases (Figura 6).

Utilizando estos 25 genes y las variables clínicas de EDSS y MSFC al inicio de la enfermedad se construyó
un clasificador Bayesiano que mostró una precisión de un 91,66% entre los tres diagnósticos (Figuras 7 y 8). Este
clasificador tenía una precisión de un 87,5% al distinguir entre buen y mal pronóstico.

Con el fin de aumentar la precisión a la hora de distinguir entre buen y mal pronóstico se construyó un nuevo
clasificador utilizando las variables clínicas y únicamente aquellos genes que presentaban diferencias significativas
(p<0,05) en los niveles de expresión de ambas clases (Figuras 9, 10 y 11). El número de genes utilizados fue de 13
(Tabla 11) y la precisión que se obtuvo entonces fue de un 95%.
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TABLA 11

Genes que diferencian entre buen y mal pronóstico

La Tabla 12 presenta el análisis de la información aportada por cada variable para el establecimiento del pronós-
tico. El peso representa la cantidad relativa de información que aporta cada variable a la clasificación del pronóstico.
La lista de variables está ordenada en orden descendente según la información que aporta cada una. El valor modal
a priori describe el valor más probable que posee cada variable cuando el pronóstico es desconocido mientras que el
valor modal para cada pronóstico describe el valor más probable para ese pronóstico. Todos los valores modales se
acompañan de su probabilidad. La variación para cada pronóstico es una medida que indica la diferencia de probabi-
lidad entre el valor modal a priori y el valor modal para el pronóstico cuando se conoce el mismo. La fórmula usada
para su cálculo es: -log2 (P (valor modal para el pronóstico)) + log2 (P (valor modal para el pronóstico | valor obser-
vado). Los valores subrayados simple indican variaciones positivas (la probabilidad del valor modal para el pronóstico
es mayor que la del valor modal a priori) mientras que los valores en cursiva (Italicas) indican variaciones negativas.
Obviamente, no se indica ninguna variación si el valor modal para el pronóstico es diferente del valor modal a priori.
Entonces, el valor modal para el pronóstico se representa en negrita.

(Tabla pasa a página siguiente)
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La Tabla 13 presenta la precisión del clasificador a medida que se aumenta el número de variables que lo componen.
Las variables se introducen en orden según la información que aporta cada uno para el establecimiento del pronóstico.
Dentro de los pronósticos los valores se presentan como individuos clasificados correctamente (correcto) respecto a
los individuos clasificados incorrectamente (incorrecto).

TABLA 13

Precisión del clasificador a medida que se incorporan genes y variables clínicas
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La Tabla 14 presenta las probabilidades condicionadas al pronóstico de la enfermedad para cada variable utilizadas
por el clasificador.

TABLA 14

Probabilidades condicionadas al pronóstico de la enfermedad para cada variable utilizadas por el clasificador
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para determinar el pronóstico clínico de un paciente afecto de esclerosis múltiple que com-
prende

(a) comparar

(i) el valor correspondiente a la expresión de los genes KLHDC5, CASP2, EMID1, PRO1073, BTBD7,
MGC2518, WDR20bis, NEK4, SYLT2, DOCK10, TTC10, PTPRC y CTLA4 con una tabla de proba-
bilidades condicionadas entre intervalos de valores modales de expresión de dichos genes y valores de
probabilidad de que la esclerosis múltiple sea de buen o de mal pronóstico y/o

(ii) el valor de una variable clínica seleccionada del grupo de EDSS y MSFC con una tabla de proba-
bilidades condicionadas entre intervalos de valores modales de dichas variables clínicas y valores de
probabilidad de que la esclerosis múltiple sea de buen o de mal pronóstico y

(b) asignar una probabilidad de mal y buen pronóstico correspondiente a la probabilidad asociada al intervalo en
el que se encuentra el valor de la expresión o de la variable clínica.

2. Un método in vitro para determinar el pronóstico clínico de un paciente afecto de esclerosis que comprende

(a) comparar

(i) los valores correspondientes a la expresión de los genes seleccionados del grupo de KLHDC5, CASP2,
EMID1, PRO1073, BTBD7, MGC2518, WDR20bis, NEK4, SYLT2. DOCK10, TTC10, PTPRC y
CTLA4 con una tabla de probabilidades condicionadas entre intervalos de valores modales de expresión
de dichos genes y valores de probabilidad de que la esclerosis múltiple sea de buen o de mal pronóstico
y/o

(ii) los valores de las variables clínicas EDSS y MSFC con una tabla de probabilidades condicionadas entre
intervalos de valores modales de dichas variables clínicas y valores de probabilidad de que la esclerosis
múltiple sea de buen o de mal pronóstico y

(b) asignar una probabilidad de mal pronóstico correspondiente a la probabilidad condicionada de mal pronóstico
asociada a los intervalos de valores modales en los que se encuentran los valores de expresión de cada uno de
los genes cuya expresión se ha determinado y/o variables clínicas determinadas y asignar una probabilidad de
buen pronóstico correspondiente a la probabilidad condicionada de buen pronóstico asociada a los intervalos
de valores modales en los que se encuentra los valores de expresión para cada uno de los genes cuya expresión
se ha determinado y/o variables clínicas determinadas.

3. Método según la reivindicación 1 o 2 en donde la determinación de los valores de expresión de los distintos
genes se determina mediante PCR en tiempo real.

4. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en donde la tabla de probabilidades condicionadas entre
los niveles de expresión de cada uno de los genes y los valores de probabilidad de que la esclerosis múltiple sea de
buen o de mal pronóstico y entre los valores modales de cada una de las variables clínicas y los valores de probabilidad
de que la esclerosis múltiple sea de buen o de mal pronóstico son las indicada en la tabla 14.

5. Un kit que comprende un conjunto de sondas en donde dicho conjunto comprende una sonda específica para
cada uno de los genes indicados en al menos una tabla seleccionada del grupo de tablas 3, 5-8 y 11, en donde las
sondas específicas para los genes del grupo de tablas 3, 5-8 y 11 son las sondas mencionadas en dichas tablas.

6. Un kit según la reivindicación 5, en donde el conjunto de sondas consiste en una sonda específica para cada uno
de los genes indicados en al menos una tabla seleccionada del grupo de tablas 3, 5-8 y 11.

7. Un kit según la reivindicación 6 en donde el conjunto de sondas consiste en una sonda específica para cada uno
de los genes que se indica en la tabla 11.

8. Un kit según cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7 en donde el kit comprende, adicionalmente, al menos una
sonda específica para un gen de referencia de expresión constitutiva.

9. Un kit según la reivindicación 8 en donde el al menos un gen de referencia se selecciona del grupo de GABPA,
UBC, beta-actin y beta-microglobulina.
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10. Un kit según cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9 en donde las sondas se encuentran formando parte de una
matriz.

11. Un kit según la reivindicación 10 en donde la matriz es una LDA (low-density array).

12. Uso de un kit según cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11 para la determinación del pronóstico de un
enfermo diagnosticado de esclerosis múltiple, para determinar la eficacia de un tratamiento para la esclerosis múltiple
o para diagnosticar la esclerosis múltiple en un paciente.
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1. Documentos considerados:

A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la reali-
zación de esta opinión.
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Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación
D01 Iglesias AH. Journal of Neuroimmunology. 2004, Vol. 150, páginas
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2004
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páginas 35-541.

2003
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2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración

La presente solicitud divulga un método "in vitro" para determinar el pronóstico clínico de un paciente con esclerosis múltiple,
comparando el valor de la expresión de los genes: KLHDC5, CASP2, EMID1, PRO1073, BTBD7, MGC2518, WDR20bis, NEK4,
SYLT2, DOCK10, TTC10, PTPRC, CTLA4, con una tabla de probabilidades de buen o mal pronóstico de la enfermedad, junto
con el valor de una variable cínica del grupo de EDSS y MSFC con una tabla de probabilidades condicionadas y asignar
una probabilidad de pronóstico asociada a la expresión o variable (reivindicaciones 1-4). Se refiere también a un kit para
identificación de los genes indicados y a su uso para diagnóstico de esclerosis múltiple en un paciente o para determinar
el pronóstico de evolución de la enfermedad y/o eficacia en el tratamiento en un paciente afectado con esclerosis múltiple
(reivindicaciones 5-12)

El documento D01 divulga un método, utilizando microarrays de ADN, para detección de la activación de la vía E2F en células
mononucleares de sangre periférica de pacientes con esclerosis múltiple (ver todo el documento)

El documento D02 analiza, utilizando microarrays de ADN, la expresión de una serie de genes en lesiones cerebrales provo-
cadas por una esclerosis múltiple, identificando una serie de genes como posibles dianas terapéuticas (ver todo el documento)

El documento D03 divulga un método de identificación de marcadores biológicos asociados a la esclerosis múltiple, mediante
el análisis de los niveles de expresión de una serie de genes; así como el uso de los genes expresados para monitorización y
tratamiento de la esclerosis múltiple, además de la evaluación de la inflamación inducida o relacionada con la enfermedad (ver
página 3, línea 1 - página 4, línea 15)

El documento D04 divulga un método, utilizando microarrays de ADN, de evaluación de la eficacia del tratamiento con inter-
ferón B en un paciente con esclerosis múltiple, determinando los niveles de expresión de un cluster de genes específicos en
leucocitos derivados de sangre periférica de un paciente con dicha enfermedad (ver página 1, párrafos 0005-0009)

1. NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 6.1 y Art. 8.1 LP 11/1986)

1.1. REIVINDICACIONES 1-12

El objeto técnico de la invención de la presente solicitud es un método, utilizando microarrays de ADN, para determinar el
pronóstico clínico de un paciente con esclerosis múltiple comparando la expresión de los genes: KLHDC5, CASP2, EMID1,
PRO1073, BTBD7, MGC2518, WDR20bis, NEK4, SYLT2, DOCK10, TTC10, PTPRC, CTLA4, junto con el valor de una variable
cínica del grupo de EDSS y MSFC, asignando una probabilidad de pronóstico asociada a la expresión o a la variable; así como
un kit para diagnóstico y/o pronóstico de la enfermedad.

Aunque en el Estado de la Técnica se encuentran documentos de patente y publicaciones relacionadas con el diagnóstico,
pronóstico y evaluación de la esclerosis múltiple mediante técnicas con microarrays de ADN, evaluando la expresión de uno o
varios genes seleccionados, en los documentos citados no se hace referencia a la expresión del conjunto de genes KLHDC5,
CASP2, EMID1, PRO1073, BTBD7, MGC2518, WDR20bis, NEK4, SYLT2, DOCK10, TTC10, PTPRC, CTLA4, ni a su relación
con la esclerosis múltiple.

En consecuencia, la invención, tal y como se recoge en las reivindicaciones 1-12, cumple con los requisitos de novedad y
actividad inventiva (Art. 6.1 y Art. 8.1 LP 11/1986)
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