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ES 2367767 T3

DESCRIPCION
Gen de artritis reumatoide y método para diagnosticar artritis reumatoide
Campo técnico

La presente invencion se refiere al gen de enfermedad de la artritis reumatoide presente en cromosoma humano Xy
a un método in vitro para diagnosticar artritis reumatoide que detecta la presencia del gen de enfermedad o su
producto de expresion.

Antecedentes técnicos

Aunque se han aclarado aspectos, en particular el proceso patoldgico, de la artritis y artritis mutilante que causan
artritis reumatoide, a través de varias investigaciones, debido a que la mayoria de las enfermedades autoinmunes
asociadas con artritis reumatoide se desarrollan o empeoran en la enfermedad solo cuando coinciden varios factores
causantes, la interaccién misma de multiples factores se debe aclarar para entender la enfermedad y para
desarrollar métodos apropiados de tratamiento.

El nimero de pacientes con artritis reumatoide en el mundo es del 1% o menos (N. Engl. J. Med. 322: 1277-1289,
1990), pero entre hermanos de pacientes, mas del 8% desarrollan la enfermedad (Cell. 85: 311-318, 1996), lo que
lleva a la nocién de que debe estar implicado algun factor genético. Sin embargo, los procedimientos de genética
molecular y procesos de ingenieria genética usados convencionalmente para descubrir el factor genético de
enfermedades pueden no ser eficaces para enfermedades autoinmunes. Tal problema se produce por el hecho de
que las enfermedades autoinmunes no se desarrollan a través de mecanismos tan sencillos como los del cancer, en
donde se produce el crecimiento anormal de un gen mutado. Ademas, aunque los procedimientos genéticos clasicos
que buscan la base genética de una enfermedad revelaron que las enfermedades autoinmunes estan producidas por
multiples factores genéticos, no ha tenido éxito en el descubrimiento de sus entrafias o su cuerpo. Por tanto, no se
ha sabido casi nada sobre la entidad, o incluso el locus, de los genes asociados con artritis reumatoide.

Mediante la realizacion de andlisis de ligamiento usando marcadores de microsatélite en pacientes de artritis
reumatoide y sus familiares, los presentes inventores identificaron tres locus de genes de artritis reumatoide
(International Immunology 10(12): 1891-1895, 1998; Journal of Clinical Rheumatology 4 (3): 156-158, 1998) y
presentaron una solicitud de patente para los siguientes genes de enfermedad (PCT/JP98/01665).

(1) Un gen de enfermedad de artritis reumatoide localizado en la regién a + 1 centimorgan de una secuencia de ADN
en el cromosoma humano 1 con el que hibrida(n) el/los marcador(es) de microsatélite D1S214 y/o D1S253.

(2) Un gen de enfermedad de artritis reumatoide localizado en la regidn a + 1 centimorgan de una secuencia de ADN
en el cromosoma humano 8 con el que hibrida el marcador de microsatélite D8S556.

(3) Un gen de enfermedad de artritis reumatoide localizado en la regidn a + 1 centimorgan de una secuencia de ADN
en el cromosoma humano X con el que hibrida(n) el/los marcador(es) de microsatélite DXS1001, DXS1047,
DXS1205, DXS1227 y/o DXS1232.

Los presentes inventores identificaron, como resultado de estudios adicionales en cada uno de los genes de artritis
reumatoide especificados en la solicitud previa descrita anteriormente, el gen especifico respecto al gen de
enfermedad (3) descrito anteriormente y determinaron su estructura molecular.

Divulgacion de la invencion

Para resolver los problemas descritos anteriormente, la presente invencion proporciona un fragmento de ADN como
se reivindica en la reivindicacién 1 de un gen de enfermedad para artritis reumatoide que es un mutante del
protooncogén Db1, en donde la secuencia normal de nucleétidos 2679 a 2952 del protooncogén Db1 se muestra en
SEQ ID NO: 1, y en donde en dicho mutante la region desde el nucledtido 19 al 274 en SEQ ID NO: 1 se sustituye
con los nucledtidos de la secuencia de SEQ ID NO: 2.

La presente invencién también proporciona un ADN que consiste en una parte del ADN de la reivindicacién 1 en
donde dicha parte comprende la secuencia de bases de SEQ ID NO: 3 o un complemento de la misma y que se
puede usar como una sonda para el diagndéstico genético; una proteina que consiste en SEQ ID NO: 2; un péptido
que consiste en una parte de la proteina de SEQ ID NO: 2 donde dicho péptido comprende 5 residuos de
aminoacidos o mas de dicha secuencia y que se puede usar como un antigeno para preparar un anticuerpo; y un
anticuerpo contra tal péptido.

Ademas, la presente invencion proporciona un método in vitro para el diagndstico de artritis reumatoide que
comprende la deteccion del ARNm complementario al ADN de la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, o la proteina
de la reivindicacion 3 o el péptido de la reivindicacién 4 en una muestra bioldgica.
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Mejores maneras para llevar a cabo la invencion

De aqui en adelante, se describiran formas de realizacion de la presente invencién que tienen las caracteristicas
descritas anteriormente.

El gen de enfermedad de la artritis reumatoide divulgado aqui (de aqui en adelante denominado “gen de enfermedad
AR”) es una secuencia variante del protooncogén conocido gen Db1 (EMBO J. 7(8): 2463-5473, 1998; No. de
acceso de GenBank X12556) que se aisla del cromosoma humano X por el método descrito en los ejemplos
mencionados posteriormente. En otras palabras, este gen Db1 transcribe el ARNm que codifica el ADNc para el que
la secuencia de las bases 2679 a 2952 se representa en SEQ ID NO: 1, mientras que en el ADNc del gen variante,
la secuencia del lado 3’ de la base 241 en SEQ ID NO: 1 esta unida al lado posterior a la base 18 para inducir un
cambio en el marco de lectura en la traduccién de aminoacidos, lo que produce que las bases 19 a 274 en SEQ ID
NO: 1 se sustituyan por la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 2. La figura 1 muestra la secuencia de bases de las
bases 2679 a 2952 (las misma que en SEQ ID NO: 1) del ADNc del gen Db1 en un gen normal, la secuencia de
bases correspondiente del gen de enfermedad AR, y las secuencias de aminoacidos respectivas (notacion de una
letra) codificadas por estas secuencias.

Ademas, en general, con frecuencia se encuentra polimorfismo de diferencias individuales para genes humanos.

Los ADNCc divulgados en el presente documento se pueden aislar facilmente, por ejemplo, mediante el método
descrito en el ejemplo posteriormente mencionado. Ademas, los ADNc se pueden clonar de una genoteca de ADNc
por un método conocido (Mol. Cell. Biol. 2:161-170, 1982; J. Gene 25: 263-269, 1983; Gene 150: 243-250, 1994)
usando ARN poli(A)+ extraido de células de un paciente con artritis reumatoide. Tal clonacién se puede realizar
mediante, por ejemplo, sintesis de oligonucledtidos basados en la informacién de secuencia proporcionada en el
presente documento y cribado mediante hibridacién en colonia o placa por un método conocido usando los
oligonucledtidos resultante como sondas. Ademas, se pueden sintetizar oligonucleétidos que hibriden con ambos
extremos del fragmento de ADNc diana, y usandolos como cebadores, se puede producir el ADNc por el método de
RT-PCR a partir de los ARNm aislados de células de un paciente con artritis reumatoide.

El fragmento de ADN de la presente invencion comprende una parte del ADNc anteriormente mencionado y contiene
la secuencia de bases mostrada en SEQ ID NO: 3. En otras palabras, SEQ ID NO: 3 es la secuencia subrayada en
la figura 1 y es una region caracteristica, que no esta presente en el gen Db1 normal o sus ADNc. Ademas, el
fragmento de ADN incluye las hebras tanto sentido como antisentido. Estos fragmentos de ADN se pueden usar
como sondas para el diagnéstico genético.

La proteina de la presente invencidn es una parte de un producto de expresién resultante de los genes de
enfermedad AR divulgados en el presente documento y tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO:
2. Esta proteina se puede obtener por un método de sintesis quimica de péptidos basado en la secuencia de
aminoacidos proporcionada por la presente solicitud, o mediante técnicas de ADN recombinante usando los ADNc
divulgados en el presente documento. Por ejemplo, cuando se usa la técnica del ADN recombinante para obtener las
proteinas, se puede preparar el ARN mediante transcripcién in vitro usando un vector que contiene el ADNc
divulgado en el presente documento; usando este ARN como molde, las proteinas se pueden obtener mediante
traduccién in vitro. Ademas, la region codificante del ADNc se puede recombinar en un vector de expresion
apropiado por cualquier método conocido y el vector recombinante obtenido se puede usar para transformar células
de E. coli, Bacillus subtilis, levadura, animales o similares, por lo que seria posible la expresién de la proteina en
masa mediante el uso de estas células recombinantes.

Cuando se usa traduccion in vitro para producir la proteina de la presente invencion, parte de la regiéon codificante
del ADNc del divulgado en el presente documento se puede recombinar en un vector con el promotor de la ARN
polimerasa e introducir en el sistema de traduccién in vitro que contiene la ARN polimerasa correspondiente al
promotor, tal como lisado de eritrocitos reticulares de conejo o extractos de embriones de trigo. Se pueden enumerar
T7, T3y SP6 como ejemplos de promotores de ARN polimerasas. Los ejemplos de vectores que contienen
cualquiera de estos promotores de ARN polimerasas son pKA1, pCDMS8, pT3/T7 18, pT3/T7 19 y pBluescript II.

Ademas, cuando la proteina de la presente invencidn se expresa usando microorganismos tales como E. coli, se
puede preparar un vector de expresion recombinante incorporando parte de la region codificante del ADNc divulgado
aqui en un vector de expresién que contiene un origen de replicacion replicable en microorganismos, promotor, sitio
de unién a ribosomas, sitio de clonacién de ADNc, terminador y similares, que se usa después para transformar una
célula huésped e incubando la célula huésped. En tales casos, mediante la adicién de codones de iniciacién y
terminacion antes y después de una region codificante arbitraria, se pueden obtener fragmentos de proteina que
contengan la region arbitraria. De forma alternativa, la proteina se puede obtener como una proteina de fusion con
otra proteina. La proteina diana también se puede aislar mediante corte de la proteina de fusidon usando una
proteasa apropiada. Ejemplos del vector de expresion para E. coli son el sistema pUC, pBluescript I, sistema de
expresion pET y sistema de expresion pGEX.
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Cuando se expresa la proteina de la presente invencion en células eucariotas, parte de la region codificante del
ADNCc se puede incorporar en un vector de expresion para células eucariotas que contiene un promotor, una region
de ayuste, un sitio de adicion de poli(A) y similares, que se puede introducir en células eucariotas. Tales vectores de
expresion pueden ser pKA1, pCDM8, pSVK3, pMSG, pSVL, pBK-CMV, pBK-RSV, vector EBV, pRS y pYES2. En
general, se usan como células eucariotas células de mamifero en cultivo tales como células de rifion de mono COS7
o células de ovario de hamster chino CHO, levadura con reproduccién por gemacion, levadura con reproduccion por
fision, células de gusanos de seda y ovocitos de Xenopus laevis, pero en la presente invencién, no estan limitadas a
estos ejemplos. Para introducir el vector de expresion en células eucariotas, se puede usar cualquier método
conocido tal como electroporacion, método del fosfato de calcio, método del liposoma y método de DEAE dextrano.

Después de expresar las proteinas en células procariotas o eucariotas por los métodos descritos anteriormente, la
proteina de interés se puede separar del cultivo y purificar mediante el uso de combinaciones de métodos de
separacién/purificacién conocidos. Ejemplos son, tratamiento con agentes degenerantes tales como urea o
tensioactivos, ultrasonicacion, digestidon enzimatica, precipitacién con sal o solvente, dialisis, centrifugacion,
ultrafiltracion, filtracion en gel, SDS-PAGE, método de isoelectroenfoque, cromatografia de intercambio iénico,
cromatografia hidrofobica, cromatografia de afinidad, cromatografia de fase inversa y similares.

El péptido de la presente invencion es un fragmento peptidico, que contiene 5 residuos de aminoacidos o mas de la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2. Tal péptido se puede usar como un antigeno para preparar
un anticuerpo.

El anticuerpo de la presente invencién se puede obtener como un anticuerpo policlonal o monoclonal por cualquier
método conocido usando el péptido como antigeno.

El método para diagnosticar artritis reumatoide de la presente invencién se puede realizar, por ejemplo, mediante la
deteccion in vitro de la presencia de los ARNm complementarios a los ADN de las reivindicaciones 1 0 2 en una
muestra biolégica (liquido corporal, célula) obtenida de un sujeto. Tales ARNm se pueden detectar, por ejemplo,
mediante amplificacion por RT-PCR del ARNm que contiene la region caracteristica (por ejemplo, la regién
subrayada en la figura 1), o mediante analisis de hibridacioén in vitro o in situ usando cualquier regién de la secuencia
caracteristica del ARNm para el gen de enfermedad AR como sonda.

Ademas, el método para diagnosticar artritis reumatoide de la presente invencion también se puede realizar
mediante deteccion in vitro de la presencia de la proteina de la reivindicacion 3 expresada a partir del gen de
enfermedad AR en una muestra biolégica de un sujeto. Tal deteccion se puede realizar, por ejemplo, mediante
inmunoensayo enzimatico o radioinmunoensayo usando el anticuerpo de la presente invencion.

Ademas, la presencia de tal expresién génica o proteina se puede detectar mediante el uso de cualquier kit de
diagnéstico; por ejemplo, se puede usar un kit de analisis por hibridacién tal como un chip de ADN y similar o un kit
de inmunoensayo tal como un kit de ELISA.

El defecto de Db1 se puede complementar, por ejemplo, mediante proteina o compuestos de bajo peso molecular.
Ejemplos

De aqui en adelante, se describira en mayor detalle el gen de enfermedad AR divulgado en el presente documento a
través de los siguientes ejemplos; sin embargo, la presente invencion no esta limitada a estos ejemplos.

<Ejemplo 1> Identificacion del gen de enfermedad AR

Para el andlisis genético mediante el método de andlisis de parejas de hermanos afectados usando marcador de
microsatélite, se prepararon los ADN de sangre periférica recogida de una familia de dos pacientes de artritis
reumatoide y uno normal, mediante el método del tiocianato de guanidina (The Japan Society of Blood Transfusion
Report 40(2), 413). Ademas, se seleccionaron 11 marcadores (DXS1047, DXS8072, DXS8041, DXS8094, DXS1192,
DXS1205, DXS1227, DXS8106, DX8043, DX8028 y DXS1200) (Nature 360, 1996) como marcadores de
microsatélite con una heterocigosidad mayor de alrededor de 0,7, del intervalo de los locus genéticos candidatos
previamente divulgados por los presentes inventores (International Immunology 10 (12): 1891-1895; Journal of
Clinical Rheumatology 4 (3): 156-158, 1998), y se sintetizaron cebadores marcados con fluorescencia que pudieran
amplificar cada locus en Perkin Elmer Inc. Las secuencias de los cebadores se divulgan en la bibliografia anterior y
son conocidas. Cada region marcadora se aislé por PCR en las siguientes condiciones. La solucion de reaccion se
preparé mezclando 5 pmoles de cebador, aproximadamente 0,5 ug de ADN molde, 1,5 ug de tampén Il (Perkin
Elmer Inc.), 1,0 pyl de mezcla de dNTP 2 mM (Perkin Elmer Inc.), 0,12 pl de enzima Ampli Taq Gold (Perkin Elmer
Inc.) y 0,9 pl de MgClz 25 mM (Perkin Elmer Inc.) y afiadiendo agua esterilizada para obtener un volumen total de 15
pl. La reaccion se realizé en un ciclador térmico (PTC-200) de MJ Research Inc. Primero, se realizaron un ciclo de
activacion de enzima a 95°C durante 12 minutos, 10 ciclos de desnaturalizacion por calor a 94°C durante un minuto,
hibridacién del cebador a 47°C durante un minuto y extension a 72°C durante 2 minutos, después de lo cual se
realizaron 20 ciclos de desnaturalizacion por calor a 89°C durante un minuto, hibridacion del cebador a 47°C durante
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un minuto y extension a 72°C durante 2 minutos. Cada uno de los fragmentos resultantes de ADN se analizé en un
secuenciador de ADN (Perkin Elmer Inc., Tipo AB1377) sometiéndolos a electroforesis con marcadores de tamario
para Genescan (Perkin Elmer Inc.) de la especificacion del fabricante y se realizé el analisis de ADN usando las
aplicaciones informaticas adjuntas, Genescan y Genotyper. Los datos obtenidos se analizaron en sistema Unix
usando la aplicacion informatica Mapmaker Sibs (Am J Hum Genet, 57, 439-454, 1995), que esta disponible al
publico, para andlisis de ligamiento genético, y se calcul6 el valor maximo de Lod por andlisis de punto unico.

Como resultado, se determiné que el valor Lod maximo era 2,03 para DXS984, que esta situado en la regién a 1
centimorgan de DXS1232, uno de los locus genéticos candidato divulgado por los presentes inventores (International
Immunology 10(12): 1891-1895; Journal of Clinical Rheumatology 4(3): 156-158, 1998), que muestra una correlacion
significativa. Mediante busqueda en bases de datos internacionales en internet (Genemap98,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genemap98/) se determind que la localizacion fisica de DXS984 era 4259 cR10000 (F)
en el mapa hibrido de radiacion G3, y por tanto se demostré que el protooncogén Db1 estaba situado lo mas cerca a
DXS984.

<Ejemplo 2> Analisis del gen Db1 anormal

Para comparar los ADNc entre genes Db1, se sintetizé ADNc mediante transcripcion inversa, usando un kit de RT-
PCR (Perkin Elmer Inc.) a partir del ARN total obtenido de sangre periférica de pacientes de la enfermedad AR
recogida usando el agente Isogen (Nippongene Co. Ltd.), y se disolvié en 20 pl de agua esterilizada. Ademas, se
prepararon cebadores (SEQ ID NO: 4 y 5) usando la secuencia de ADNc de Db1 (No. de acceso de GenBank
X12556) (Amersham Pharmacia), y se aisl6 parte de la secuencia del ADNc de Db1 mediante el método de PCR. La
composicion de la solucién de reaccion para la PCR fue: 10 pmoles de cada uno del cebador directo (SEQ ID NO: 4)
y cebador inverso (SEQ ID NO: 5), aproximadamente 0,1 uyg de ADN molde, 2,5 pl de tampén LA-PCR (Takara
Shuzo Co. Ltd.), 4,0 pyl de mezcla de dNTP 2,5 mM, 0,25 ul de enzima LA Taq (Takara Shuzo Co. Ltd.) y 2,5 pl de
MgCl> 25 mM mezclado, después de lo cual se afiadioé agua esterilizada para obtener un volumen total de 25 pl. La
reaccion se realizé en un ciclador térmico (PTC-200) de MJ Research repitiendo 35 ciclos del proceso de
desnaturalizacion por calor a 94°C durante 30 segundos, hibridacién del cebador a 52°C durante 30 segundos y
extensién a 72°C durante 2 minutos. Los productos de PCR se sometieron a electroforesis de métodos
convencionales, en solucion tampoén TAE usando un gel de agarosa L al 1% (Nippongene Co. Ltd.) y marcadores de
peso molecular de ADN (escalera de 200 pb) de Promega Co., para confirmar las bandas amplificadas. Como
resultado, se determind que el tamario del ADN normal era 660 pb mientras que el tamafio de la cadena de ADN de
algunos pacientes era distintivamente mas corta (aproximadamente 440 pb).

A continuacion, después de cortar cada banda respectiva, los geles se fundieron a 65°C durante 10 minutos, y los
ADN se purificaron mediante métodos convencionales de extraccion con fenol y métodos de precipitacién con
etanol. Después, usando 100 ng de del ADN resultante como molde, se realizaron reaccién de secuencia de ciclo y
purificacion segun las especificaciones del fabricante del kit de secuenciacion por terminador de ciclo BigDye por
Perkin Elmer Inc., y se determiné la secuencia mediante un secuenciador de ADN de tipo AB1377 de Perkin Elmer
Inc. Como resultado, fue evidente que en el ADN anormalmente corte descrito anteriormente, como se muestra en la
figura 1, los 223 pb desde la base numero 2697 hasta la numero 2919 estan delecionadas, haciéndolo de 437 pb.
Este resultado indica que con la delecidon de aminoacidos codificada en la informacién genética posterior a la base
numero 2693, y mediante la inducciéon de un cambio de marco de lectura, se produce una cadena polipeptidica
anormal corta de 65 aminoacidos.

Aplicabilidad industrial

Como se ha descrito en detalle anteriormente, la divulgacion proporciona un gen de enfermedad para la artritis
reumatoide que se produce en el cromosoma humano X. La invencion permite el diagndstico facil y fiable de artritis
reumatoide. Ademas, esta invencion es util para el desarrollo de nuevos tratamientos y agentes terapéuticos para la
artritis reumatoide.
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<308> No. de acceso de GenBank X12556

<400> 1

t ctt cag cag aat gat gaa aag caa cag gga gct ttt ata agt act gag 49
Leu Gln Gln Asn Asp Glu Lys Gln Gln Gly Ala Phe Ile Ser Thr Glu

1 5
act gaa ttg
Thr Glu Leu

20
gtt
Val

gaa
Glu Glu His
teca
Ser

35
gta
val

att
Ile

gcg
Ala

cag
Gln

gca
Ala

tct
Ser

50
tac
Tyr

tet
Ser

caa
Gln

atcc
Ile

gaa
Glu

tte
Phe

65
aga
Arg

tatc
Tyr

ccc
Pro

act
Thr

gat
Asp

70
atg
Met

cct
Pro

gtg
Val

tcyg
Ser

gag
Glu
85

<210> 2

<211> 61

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<221> CDS
<222> (2)...(58)

<400> 2

Thx

gaa
Glu

gaa
Glu

55
gaa
Glu

get
Ala

gaa cac acc agc

Ser

gca
Ala

40
gaa
Glu

aat
Asn

ctc
Leu

act
Thr

25
aat
Asn

cct
Pro

gaa
Glu

cta
Leu

gtg
Val

aca
Thr

gcg
aAla

gaa
Glu

tat

Tyr
g0

10

15
gtg gag gtc tgt
Val Glu val Cys
30
gag
Glu

gag geca
Glu Ala

act
Thr

45
tca
Ser

tca
Ser

gtt
Val

tgg
Trp

gca
Ala

tat
Tyr

tgg
Trp

60
aat
Asn

aac
Asn

gaa
Glu

agc
Ser

ctc
Leu
80

gaa
Glu

75
tga

cecc
Pro

atg
Met

agg
Arg

a gac ctg tgt cgg aga tgg ctc tceo tat att gat gaa get act atg tca
Asp Leu Cys Arg Arg Trp Leu Ser Tyr Ile Asp Glu Ala Thr Met Ser

1 5
aat ggc aag tag
Asn Gly Lys
19

<210> 3

<211>10

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3
atgaagacct

<210> 4

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintetizado

10 15

10

37

145

193

241

274

49

61
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<400> 4
ggctagattc aaaccaatg

<210>5

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintetizado

<400> 5
gctacttgec atttgac

19

17
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REIVINDICACIONES
Un ADN que consiste en:
(a) los nucledtidos 1-18 de SEQ ID NO: 1,y
(b) la secuencia de nucleédtidos mostrada en SEQ ID NO: 2,
en donde el extremo 3’ de (a) esta unido al extremo 5’ de (b).
Un ADN que consiste en una parte del ADN de la reivindicacion 1 en donde dicha parte comprende la
secuencia de bases de SEQ ID NO: 3, o un complemento de la misma y que se puede usar como una sonda
para el diagndstico genético.
Una proteina que consiste en SEQ ID NO: 2.
Un péptido que consiste en una parte de la proteina de SEQ ID NO: 2 en donde dicho péptido comprende 5
residuos de aminoacidos o mas de dicha secuencia y que se puede usar como un antigeno para preparar un
anticuerpo.
Un anticuerpo contra el péptido de la reivindicacién 4.
Un método in vitro para el diagndstico de artritis reumatoide, que comprende la detecciéon del ARNm

complementario al ADN de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, o la proteina de la reivindicacion 3, o el
péptido de la reivindicacion 4, en una muestra biolégica.
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Figura 1
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