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DESCRIPCIÓN 
 

Biomarcadores para artritis reumatoide 
 
Campo de la invención 5 

 
La presente invención se refiere al diagnóstico de trastornos autoinmunitarios, más específicamente al diagnóstico 
de trastornos reumatoides, artritis autoinmunitaria crónica e incluso más específicamente al diagnóstico de artritis 
reumatoide. Se proporciona un panel de biomarcadores que se puede utilizar para detectar si un sujeto tiene una 
artritis reumatoide. También se describen métodos de identificación de dichos marcadores. 10 

 
Antecedentes de la invención 

 
La artritis reumatoide (AR) es la forma más frecuente de artritis autoinmunitaria crónica, que afecta al 0,5-1 % de la 
población adulta mundial (1). La enfermedad se caracteriza por dolor, hinchazón y rigidez articular debido a sinovitis 15 
y destrucción articular irreversible, que da lugar en último término a una incapacidad funcional. Actualmente, la AR 
se diagnostica basándose en el cumplimiento del grupo de criterios de clasificación del Colegio Americano de 
Reumatología (ACR) de 1987. Si se cumplen al menos 4 de estos 7 criterios clínicos primarios de clasificación, el 
paciente se diagnostica de AR (2). La presencia del factor reumatoide (FR) es el único criterio para el diagnóstico 
que se basa en hallazgos de laboratorio objetivos. El resultado de estos criterios de clasificación a menudo está lejos 20 
del óptimo, especialmente en la AR temprana. El curso de la enfermedad de AR temprana es muy heterogéneo y los 
pacientes con AR temprana a menudo no cumplen 4 de los 7 criterios (3). También, para cumplir los criterios del 
ACR, los síntomas deben durar 6 meses o más. Esto da como resultado un diagnóstico para la AR de baja 
sensibilidad que varía del 62 % al 90 %, y un retraso pronunciado del diagnóstico (3-6). Sin embargo, el tratamiento 
temprano de AR, es esencial para evitar la destrucción articular irreversible y mejorar el resultado de la enfermedad, 25 
por lo que el diagnóstico temprano de la enfermedad es de la máxima importancia (7-9). 

 
Para mejorar la eficacia del diagnóstico, actualmente se recomienda incorporar un ensayo de anticuerpos anti-CCP 
(anticuerpos anti-péptidos citrulinados cíclicos, ACPA) además del ensayo de FR en el trabajo diagnóstico, ya que 
se maximiza la sensibilidad al combinar los dos marcadores (3; 10; 11). Además de ser marcadores de AR 30 
tempranos y específicos, los anticuerpos anti-CCP predicen el desarrollo de AR en pacientes con artritis no 
diferenciada, y la presencia de estos marcadores en AR se asocia con un curso peor de la enfermedad (11-15). Sin 
embargo, de acuerdo con unos meta-análisis publicados recientemente con respecto al ensayo ACP y FR en la AR, 
la sensibilidad de los anticuerpos anti-CCP es solamente moderada (67-68 %) a pesar de tener una alta 
especificidad del 95 % (16; 17). Esto implicaría que un 33 % de los pacientes con AR son negativos a los 35 
anticuerpos anti-CCP (ACPA-). La sensibilidad del ensayo de ACPA que se ha publicado todavía es menor en la 
enfermedad temprana (16). Además, hallazgos recientes indican que la etiología y patogénesis son potencialmente 
diferentes en la AR negativa a ACPA y positiva a ACPA (18-20). Esta heterogeneidad implica la necesidad de un 
panel de diferentes marcadores para conseguir un diagnóstico preciso para la población completa de pacientes con 
AR. 40 

 
Sumario 

 
Por lo tanto, la identificación de marcadores adicionales de enfermedad de AR es crucial, particularmente para la AR 
temprana y la AR negativa a FR (FR-) y AR negativa a ACPA (ACPA-). En la presente memoria descriptiva, los 45 
inventores analizan los perfiles de autoanticuerpos en los pacientes con AR temprana FR- ACPA- con una técnica 
molecular de alto rendimiento que se llama Selección Serológica de Antígenos (SAS) para identificar (auto) 
antígenos diana adicionales de AR y los correspondientes autoanticuerpos que se puedan utilizar como marcadores 
serológicos. El procedimiento SAS se basa en fagos de expresión de una biblioteca de expresión de ADNc, que se 
produce a partir de tejido sinovial de AR, que se criba con sueros agrupados de pacientes con AR. Llevando a cabo 50 
varias rondas de selección por afinidad de la biblioteca de fagos ADNc de presentación de AR con inmunoglobulinas 
agrupadas (IgG) de pacientes con AR, se produce el enriquecimiento de clones ADNc diana asociados a AR. La 
presente memoria descriptiva proporciona un grupo de biomarcadores que son altamente específicos para los 
pacientes con AR, particularmente pacientes con AR con una duración de la enfermedad de menos de un año y 
cuyo suero es negativo a FR y/o negativos a ACPA. 55 

 
En consecuencia, en un primer aspecto, se proporcionan métodos para detectar específicamente la artritis 
reumatoide en un mamífero que comprende i) detectar la presencia o cantidad de al menos un anticuerpo en un 
fluido corporal derivado de dicho mamífero en el que dicho anticuerpo tiene una especificidad para un polipéptido 
que comprende una secuencia que se selecciona de entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-14 o un 60 
fragmento que comprende al menos 5 aminoácidos consecutivos derivados de SEQ ID NO: 1-14 y en el que ii) la 
presencia de dicho anticuerpo indica que dicho mamífero tiene artritis reumatoide. 
 
En realizaciones particulares, el mamífero que se va a diagnosticar es un ser humano. 
 65 
De acuerdo con realizaciones particulares, el fluido corporal derivado del mamífero es plasma sanguíneo, suero 
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sanguíneo o líquido sinovial. 
De acuerdo con realizaciones específicas, la detección es por medio de procesos inmunoenzimáticos tales como, 
pero sin limitarse a, ensayos de inmunoabsorción ligada a enzimas (ELISA), técnicas inmunofluorescentes, ensayo 
radioinmunológicos (RIA) e inmunotransferencia y transferencia LINE. De acuerdo con realizaciones alternativas la 
detección es por medio de citometría de flujo. 5 

 
La detección y/o cuantificación de al menos un anticuerpo específico de acuerdo con los métodos que se describen 
en el presente documento pueden ser indicativas de artritis reumatoide. De acuerdo con realizaciones particulares, 
la detección y/o cuantificación de al menos un anticuerpo específico son indicativas de artritis reumatoide con un 
estadio de enfermedad de menos de 1 año. De acuerdo con realizaciones específicas alternativas, la detección y/o 10 
cuantificación de al menos un anticuerpo específico son indicativas de artritis reumatoide en un paciente cuyo fluido 
corporal es seronegativo al factor reumatoide y/o anticuerpos anti-CCP. 

 
De acuerdo con realizaciones particulares, los métodos descritos en el presente documento comprenden además la 
detección del factor reumatoide. De acuerdo con realizaciones particulares alternativas, los métodos implican la 15 
detección de anticuerpos contra péptidos citrulinados cíclicos. Particularmente, los métodos pueden comprender la 
detección del factor reumatoide así como anticuerpos contra péptidos citrulinados cíclicos. 

 
De acuerdo con un segundo aspecto, se proporcionan polipéptidos (es decir, al menos un polipéptido) que se 
pueden utilizar como biomarcadores o para ayudar en el diagnóstico, por ejemplo, de artritis reumatoide. Dicho 20 
polipéptido consiste esencialmente en una secuencia que se selecciona de entre SEQ ID NO: 1-14 o un fragmento 
de la misma que comprende al menos 5 aminoácidos consecutivos derivados de SEQ ID NO: 1-14. Con la expresión 
‘que consiste esencialmente en’ se quiere decir que se pueden incluir otros aminoácidos, es decir, la secuencia 
puede ser parte de un polipéptido mayor; sin embargo se debería señalar que esta expresión también implica que la 
secuencia definida es la parte más importante de la molécula. Por lo tanto, un polipéptido que consiste 25 
esencialmente en una secuencia definida (SEQ ID NO: 1-14) es necesariamente menor que el doble de la longitud 
de la secuencia definida. El polipéptido consiste en una secuencia que se selecciona de entre SEQ ID NO: 1-14 o un 
fragmento de la misma que comprende al menos 5 aminoácidos consecutivos derivados de SEQ ID NO: 1-14. 

 
Se proporcionan composiciones que comprenden al menos un polipéptido que comprende una secuencia que se 30 
selecciona de entre SEQ ID NO: 1-14 o un fragmento de la misma que comprende al menos 5 aminoácidos 
consecutivos derivados de SEQ ID NO: 1-14. La composición consiste esencialmente en al menos un polipéptido. 
De acuerdo con otro ejemplo particular, se proporcionan composiciones que comprenden al menos dos polipéptidos 
diferentes que comprenden una secuencia representada por cualquiera de SEQ ID NO: 1-14 o un fragmento que 
comprende al menos 5 aminoácidos consecutivos derivados de SEQ ID NO: 1-14. Aquí también, se pretende que en 35 
realizaciones específicas, las composiciones consisten esencialmente en al menos dos polipéptidos diferentes. 

 
Como se ha mencionado, los polipéptidos se pueden utilizar como biomarcadores para ayudar al diagnóstico, por 
ejemplo, de artritis reumatoide. En consecuencia, en un aspecto adicional, los polipéptidos y composiciones 
descritos en el presente documento se conciben para su uso en el diagnóstico. 40 

 
De acuerdo con un aspecto más, se proporciona el uso (in vitro) de los polipéptidos o composiciones descritos en el 
presente documento para detectar la presencia y/o cantidad de anticuerpos específicos contra el polipéptido o contra 
al menos un polipéptido de dicha composición en un fluido corporal de un mamífero. 

 45 
De acuerdo con realizaciones específicas, el mamífero del que se ensaya el fluido corporal es un ser humano. De 
acuerdo con otras realizaciones específicas, el fluido corporal es plasma sanguíneo, suero sanguíneo o líquido 
sinovial. 

 
De acuerdo con realizaciones específicas, la detección se produce por medio de procesos inmunoenzimáticos que 50 
comprenden ensayos de inmunoabsorción ligada a enzimas (ELISA), técnicas de inmunofluorescencia, ensayos 
radioinmunológicos (RIA), inmunotransferencia y transferencia LINE. De acuerdo con realizaciones particulares 
alternativas, se utiliza la citometría de flujo para la detección. 

 
De acuerdo con realizaciones concebidas particularmente, la detección y/o cuantificación de al menos un anticuerpo 55 
específico son indicativas de artritis reumatoide. De acuerdo con realizaciones particulares, la detección y/o 
cuantificación de al menos un anticuerpo específico son indicativas de artritis reumatoide con un estadio de 
enfermedad de menos de 1 año. De acuerdo con realizaciones específicas alternativas, la detección y/o 
cuantificación de al menos un anticuerpo específico son indicativas de artritis reumatoide en un paciente cuyos 
fluidos corporales son seronegativos para el factor reumatoide y/o anticuerpos anti-CCP. 60 

 
De acuerdo con realizaciones particulares, los usos descritos en el presente documento comprenden además la 
detección del factor reumatoide. De acuerdo con realizaciones particulares alternativas, los usos implican la 
detección de anticuerpos contra péptidos citrulinados cíclicos. Particularmente, los usos pueden comprender la 
detección del factor reumatoide así como anticuerpos contra péptidos citrulinados cíclicos. 65 
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En un aspecto más, se proporcionan métodos para evaluar el pronóstico y/o gravedad de la enfermedad de artritis 
reumatoide en un paciente, que comprende i) detectar la disminución o aumento de al menos un anticuerpo en un 
fluido corporal derivado de dicho paciente, en el que dicho anticuerpo tiene una especificidad para un polipéptido 
que comprende una secuencia que se selecciona de entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-14 o un 
fragmento que comprende al menos 5 aminoácidos consecutivos derivados de SEQ ID NO: 1-14 y en el que ii) la 5 
presencia de una concentración disminuida/aumentada de dicho anticuerpo indica el pronóstico de artritis 
reumatoide en dicho paciente. 

 
De acuerdo con otro aspecto, se conciben métodos para seleccionar un paciente para un tratamiento terapéutico 
específico de artritis reumatoide o para evaluar el tratamiento terapéutico de artritis reumatoide en un paciente que 10 
comprende i) detectar la presencia o cantidad de al menos un anticuerpo en un fluido corporal derivado de dicho 
paciente en el que dicho anticuerpo tiene una especificidad por un polipéptido que comprende una secuencia que se 
selecciona de entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-14 o un fragmento que comprende al menos 5 
aminoácidos consecutivos derivados de SEQ ID NO: 1-14 y en el que ii) la concentración disminuida/aumentada de 
dicho anticuerpo da lugar a la elección de un tratamiento terapéutico específico para la artritis reumatoide en dicho 15 
paciente. 

 
De acuerdo con otro aspecto más, se proporcionan kits de diagnóstico para la detección de artritis reumatoide que 
comprenden al menos un polipéptido como se ha descrito en el presente documento, o una composición como se ha 
descrito en el presente documento, así como reactivos para producir un medio adecuado para que se produzca una 20 
reacción inmunológica y reactivos que sean capaces de detectar el complejo antígeno/anticuerpo que se produce 
por dicha reacción inmunológica. 

 
De acuerdo con un aspecto adicional, se proporcionan anticuerpos que se unen específicamente a un polipéptido 
que consiste esencialmente en una secuencia que se selecciona de entre SEQ ID NO: 1-14 o un fragmento de la 25 
misma que comprende al menos 5 aminoácidos consecutivos derivados de SEQ ID NO: 1-14. De acuerdo con una 
realización muy específica, los anticuerpos no se unen a las proteínas HLA-A de tamaño completo, proteína S6 
ribosómica y MCM2. De acuerdo con otras realizaciones adicionales más, los anticuerpos que se describen en el 
presente documento son específicos para polipéptidos que consisten esencialmente en una secuencia que se 
selecciona de entre SEQ ID NO: 1-14 o un fragmento de la misma que comprende al menos 5 aminoácidos 30 
consecutivos derivados de SEQ ID NO: 1-14 y no se unen a la proteína completa similar. 

 
Se proporciona un anticuerpo contra SEQ ID NO: 1. Como estará claro para un experto, las realizaciones descritas 
en el presente documento no son exclusivas y se pueden combinar unas con otras. 

 35 
Figuras 

 
Figura 1: Procedimiento de Selección Serológica de Antígeno. El procedimiento de selección conlleva la 
incubación de fagos que presentan la biblioteca de ADNc de AR con un agrupamiento de sueros AR (1), que da 
lugar a la formación de complejos de antígeno del fago-IgG (2). Estos complejos se capturan en un soporte 40 
sólido por un anticuerpo anti-IgG humana (3), y el fago no unido se lava (4). El fago unido se eluye y se amplifica 
mediante la infección de una bacteria huésped (5). Se produce el fago de nuevo y se utiliza como entrada en una 
ronda de selección posterior (6). 
 
Figura 2: Niveles de anticuerpo contra el clon UH-RA.21 (a) y clon UH-RA.10 (b) en pacientes con AR, otras 45 
enfermedades reumáticas y controles sanos (HC). Los gráficos de dispersión muestran la relación media entre la 
densidad óptica (DO) (clon-AR): DO (fago vacío) de 48 pacientes con AR, 30 pacientes con otras enfermedades 
reumáticas inflamatorias y 38 controles sanos. Cada símbolo representa la media de mediciones por duplicado o 
triplicado de cada muestra de suero. La línea horizontal constituye el valor de corte para una señal positiva, es 
decir, 3 desviaciones estándar (SD) por encima de la relación media DO (fago): DO (fago vacío) del grupo HC. 50 
 

a) Los niveles de anticuerpo contra UH-RA.21 eran significativamente mayores en pacientes con AR (media 
1,09; intervalo intercuartil (IQR) 1,04-1,15) que en controles reumáticos (media 0,97; IQR 0,93-1,08), 
controles sanos (media 0,94; IQR 0,91-0,98), y todos los controles combinados (media 0,96; IQR 0,92-0,99) 
(p<0,001). b) los niveles de anticuerpo contra UH-RA.10 eran significativamente mayores en pacientes AR 55 
(media 1,20; IQR 1,16-1,25) que en controles reumáticos (media 1,10; IQR 1,07-1,14), controles sanos 
(media 1,11; IQR 1,07-1,14), y todos los controles combinados (media 1,11; IQR 1,07-1,14) (p<0,001). 
 

Figura 3: Relación entre positividad a anticuerpos contra el panel de los inventores de 14 clones y duración de la 
enfermedad. La duración de la enfermedad de los pacientes con AR que eran positivos a anticuerpos contra el 60 
panel de los inventores se compara con la duración de la enfermedad de pacientes con AR negativos a 
anticuerpos. Los datos se representan como gráficos de dispersión. Se encontró una asociación significativa 
(p=0,0087) entre la positividad de anticuerpos contra al menos uno de los 14 clones y la duración de la 
enfermedad temprana en la población de estudio de AR de los inventores. 
 65 
Figura 4: Comparación de niveles de anticuerpos contra antígenos candidatos de AR identificados entre 
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pacientes con AR, pacientes de control con otras enfermedades reumáticas y controles sanos (HC). Los gráficos 
de dispersión muestran las relaciones medias de la DO (clon AR) / DO (fago vacío) de 48 pacientes con AR, 30 
pacientes con otras enfermedades reumáticas y 38 controles sanos. (A) UH-RA.9, (B) UH-RA.10, (C) UH-RA.13, 
(D) UH.RA.14, (E) UH-RA.17, (F) UH-RA.21, (G) UH-RA.22. Los niveles de anticuerpos contra UH-RA.21 y UH-
RA.10 eran significativamente mayores en pacientes con AR en comparación con los pacientes con otras 5 
enfermedades reumáticas y controles sanos (P<0,001). Los niveles de anticuerpos contra UH-RA.9, UH-RA.13, 
UH-RA.14, UH-RA.17 y UH-RA.22 eran significativamente mayores en pacientes con AR en comparación con el 
grupo de HC (P<0,001, P<0,01, P<0,001, P<0,001 y P<0,001, respectivamente). También para UH-RA.9, UH-
RA.14, UH-RA.17 y UH-RA.22, se discernían diferencias significativas en los niveles de anticuerpos entre los 
pacientes reumáticos de control y los controles sanos (P<0,01, P<0,001, P<0,001, y P<0,01, respectivamente). 10 
Cada símbolo representa la media de mediciones por triplicado de cada muestra de suero de fagos ensayados y 
fagos vacíos. La línea horizontal constituye el valor de corte de una señal positiva, es decir 3 SD por encima de 
la relación media entre DO (fago) / DO (fago vacío) del grupo HC. * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001. 
 
Figura 5: Comparación de los niveles de anticuerpos contra antígenos candidatos de AR identificados entre 15 

pacientes con AR, pacientes de control con otras enfermedades reumáticas y controles sanos (HC). Los gráficos 
de dispersión muestran las relaciones media entre DO (clon AR) / DO (fago vacío) de 48 pacientes con AR, 30 
pacientes con otras enfermedades inflamatorias reumáticas y 38 controles sanos. (A) UH-RA.1, (B) UH-RA.2, (C) 
UH-RA.7, (D) UH-RA.11, (E) UH-RA.15, (F) UH-RA.16, (G) UH-RA.20. No había diferencia significativa en los 
niveles de anticuerpos entre los pacientes con AR, los pacientes con otras enfermedades reumáticas y los 20 
controles sanos que se pudieran discernir. Cada símbolo representa la media de mediciones por triplicado de 
cada muestra de suero en los fagos ensayados y los fagos vacíos. La línea horizontal constituye el valor de corte 
de una señal positiva, es decir 3 SD por encima de la relación DO media (fago) / DO (fago vacío) del grupo HC. 
 
Figura 6: La especificidad de la inmunorreactividad de AR contra los productos ADNc presentados se ensayó 25 
por ELISA de péptido y competitivo. (A) Ejemplo representativo de la reactividad contra el péptido UH-RA.21 
sintético de revestimiento (barras blancas) en 10 muestras de AR (RA-p.1 a RA-p.10). Como control negativo, se 
incubaron las muestras también con un péptido sintético no relevante (barras negras). (B) La competición del 
fago que presenta el péptido UH-RA.21 correspondiente con el péptido de revestimiento demostraba la 
especificidad de los anticuerpos del suero contra el péptido presentado por el fago. Se pre-incubaron cantidades 30 
crecientes de partículas del fago UH-RA.21 con suero de AR positivo al anticuerpo anti-UH-RA.21 (línea continua 
negra) (determinado por ELISA de fago) seguido por transferencia de esta mezcla a un formato ELISA de péptido 
sintético revestido con péptido UH-RA.21. En paralelo, un suero de AR negativo a anticuerpos (línea discontinua) 
se pre-incubó con el fago que presentaba UH-RA.21 y se trató de manera idéntica que el suero positivo a 
anticuerpos. (C) Como control negativo, las muestras de suero AR positivas a anticuerpos (línea negra continua) 35 

y negativas a anticuerpos (línea discontinua) se pre-incubaron con cantidades crecientes de partículas de fago 
vacías. 
 
Figura 7: Resultados de un ELISA de péptido sintético que cribaba en muestras de suero de pacientes con AR y 

diferentes grupos de control la inmunorreactividad de anti-UH-RA.21. Dieciocho de 78 pacientes con AR (un 23 40 
%), 6 de 49 pacientes OA (un 12 %), 5 de 26 pacientes con artritis psoriásica (un 19 %), 5 de 35 pacientes con 
espondilitis anquilosante (un 14 %), 2 de 48 HC (un 4 %) y 1 de 42 sujetos con molestias mecánicas articulares 
(un 2 %) eran positivos a anticuerpos contra UH-RA.21. Se demostraron diferencias significativas en la 
reactividad de anticuerpos contra UH-RA.21 entre pacientes AR y el grupo combinado de HC y sujetos con 
molestias mecánicas articulares por una parte, y entre pacientes AR y pacientes OA por otra. Las relaciones 45 
entre las DO450 medidas para el péptido no relevante se muestran en todos los pacientes ensayados. 
 

Objetivos y descripción detallada de la invención 

 
Las enfermedades artríticas incluyen tanto la artritis reumatoide (AR) seropositiva como la artritis seronegativa 50 
crónica, un grupo prototípico de enfermedades autoinmunitarias que se caracterizan por la no reactividad de los 
anticuerpos del suero contra el factor reumatoide (FR) o antígenos citrulinados proteicos (ACPA). Estos subtipos 
incluyen la artritis reumatoide (AR) seronegativa, (un 30 % de los pacientes con AR son negativos al FR o ACPA), 
espondiloartropatía (SpA), artritis psoriásica (Psa) y artritis juvenil idiopática (JIA). Estas enfermedades tienen una 
prevalencia relativamente alta (que varía de 1 en 100 para AR), no se pueden curar y se asocian con una alta 55 
morbilidad. En la presente invención los inventores han identificado un panel de biomarcadores que se puede utilizar 
para la detección de artritis autoinmunitarias crónicas, más específicamente para la detección de artritis reumatoide 
(AR) en pacientes. Los biomarcadores se aislaron con la tecnología de Selección Serológica de Antígenos (SAS) en 
el que se identificaron los antígenos (es decir, los biomarcadores) que se unían a los anticuerpos presentes en el 
suero de los pacientes que tenían artritis reumatoide. Más específicamente, se cribó una biblioteca de fagos ADNc 60 
de presentación que comprendía productos de ADNc derivados del tejido sinovial de AR – que se expresaban como 
una fusión con una proteína menor de revestimiento pVI del fago filamentos M13 –para identificar clones ADNc que 
se unían a los auto-anticuerpos en los especímenes de suero de pacientes con AR. Para identificar los marcadores 
para AR temprana y negativa a FR (FR-), negativa a ACPA (ACPA-), la biblioteca ADNc de AR se dividió en dos 
grupos, el primero consistía en sueros de pacientes AR con duración de la enfermedad menor de un año, el segundo 65 
contenía sueros de pacientes con AR negativos a FR y negativos a ACPA. Se recuperó un panel de biomarcador de 
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14 dianas ADNc antigénico con alta especificidad para AR. 
Por lo tanto, en una primera realización la invención proporciona polipéptidos (es decir, al menos un polipéptido) que 
se pueden utilizar como biomarcadores o para ayudar en el diagnóstico, por ejemplo, de artritis reumatoide. Dicho 
polipéptido consiste en una secuencia que se selecciona de SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la misma que 
comprende al menos 8 aminoácidos consecutivos derivados de SEQ ID NO: 1. También se proporcionan 5 
composiciones que comprenden al menos un polipéptido que comprende una secuencia que se selecciona de entre 
la de SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la misma que comprende al menos 8 aminoácidos consecutivos que se 
derivan de SEQ ID NO: 1. En una realización específica más, la composición consiste en al menos un polipéptido. 

 
También, se proporciona una composición que comprende al menos dos polipéptidos diferentes que comprenden 10 
una secuencia que se representa por cualquiera de SEQ ID NO: 2-14 o un fragmento que comprende al menos 5 
aminoácidos consecutivos que se derivan de SEQ ID NO: 2-14. Estos polipéptidos o composiciones se designan 
también en el presente documento como biomarcadores o como un panel de biomarcadores o como un grupo de 
biomarcadores. SEQ ID NO: 1-14 se corresponde con las secuencias de aminoácidos traducidas de los antígenos 
recuperados por la selección en la biblioteca de expresión de fagos que presentan ADNc de AR en el fluido de suero 15 
derivado de pacientes con AR. La traducción de las inserciones de UH-RA.21 se corresponde con SEQ ID NO: 1, la 
de UH-RA.11 con SEQ ID NO:2, de UH-RA.14 con SEQ ID NO: 7, de UH-RA.7 con SEQ ID NO: 8, de UH-RA.9 con 
SEQ ID NO: 9, de UH-RA.10 con SEQ ID NO: 10, UH-RA.13 con SEQ ID NO: 11, de UH-RA.17 con SEQ ID NO: 12, 
de UH-RA.20 con SEQ ID NO: 13, y la traducción de la inserción de UH-RA.22 se corresponde con SEQ ID NO: 14 
(véase la Tabla 7). Las secuencias de nucleótidos que codifican SEQ ID NO: 1-14 se representan en SEQ ID NO: 20 
15-28 (en el que SEQ ID NO: 15 codifica SEQ ID NO: 1, y SEQ ID NO: 28 codifica SEQ ID NO: 14). Como está claro 
para el experto, también se pueden utilizar uno o más de los ácidos nucleicos (SEQ ID NO: 15-28) como 
biomarcadores, por ejemplo, teniéndolos transcritos o traducidos; o detectando los ácidos nucleicos directamente en 
vez de detectar las proteínas, por ejemplo mediante PCR cuantitativa. 

 25 
Por lo tanto, una composición comprende al menos un polipéptido, o posiblemente al menos dos polipéptidos, en la 
que dicho polipéptido comprende una secuencia como se presenta en SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 
13 o 14. Esto significa que un polipéptido que esté presente en la composición también puede ser una proteína, 
particularmente cuando la composición contiene al menos dos polipéptidos. Como ejemplo se clonó SEQ ID NO: 12 
como un fragmento parcial de 76 aminoácidos de la selenoproteína P (producto proteico detectado utilizando SAS). 30 
Como SEQ ID NO: 12 (que se corresponde con UH-RA.17) es un fragmento de la proteína selenoproteína P, la 
composición también puede comprender la proteína selenoproteína P de longitud completa. La composición también 
puede comprender al menos uno, o al menos dos polipéptidos diferentes, en la que dicho polipéptido(s) son fragmentos 
que comprenden al menos 5 aminoácidos consecutivos derivados de SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 
o 14. Se concibe que 5 aminoácidos consecutivos derivados de SEQ ID NO: 1-14 son suficientes para ser reconocidos 35 
como antígenos por los autoanticuerpos presentes por ejemplo en el suero sanguíneo o el plasma sanguíneo. 

 
De acuerdo con ejemplos particulares adicionales, los fragmentos de los polipéptidos comprenden al menos 6 
aminoácidos consecutivos derivados de SEQ ID NO: 1-14, o al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al 
menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15 o al menos 20 aminoácidos derivados de SEQ ID NO: 40 
1-14. De acuerdo con un ejemplo específico, las secuencias de polipéptido que se utilizan no son completamente 
idénticas a SEQ ID NO: 1-14, sino casi idénticas. Por ejemplo, muestran un 99 % de identidad de secuencia, un 98 % 
de identidad de secuencia, un 95 % de identidad de secuencia, un 90 % de identidad de secuencia, o un 85 % de 
identidad de secuencia con cualquiera de SEQ ID NO: 1-14. El porcentaje de identidad de secuencia se calcula de 
acuerdo con métodos que se conocen en la técnica, por ejemplo, el algoritmo BLAST. Las siguientes expresiones se 45 
utilizan normalmente para describir las relaciones de secuencia ente dos o más ácidos nucleicos o polinucleótidos: (a) 
“secuencia de referencia”, (b) “ventana de comparación”, y (c) “porcentaje de identidad de secuencia”. 

 
(a) Como se utiliza en el presente documento, “secuencia de referencia” es una secuencia definida que se utiliza 
como base para la comparación de secuencias. Una secuencia de referencia puede ser un subgrupo o la totalidad 50 
de una secuencia especificada, por ejemplo, SEQ ID NO: 1 o un fragmento de al menos 5 aminoácidos 
consecutivos de la misma. 
 
(b) Como se utiliza en el presente documento, “ventana de comparación” hace referencia a un segmento contiguo y 
especificado de una secuencia de polinucleótido o aminoácidos, en el que la secuencia de polinucleótido o 55 
aminoácidos se puede comparar con un secuencia de referencia y en el que la parte de la secuencia de 
polinucleótido o aminoácidos de la ventana de comparación puede comprender adiciones o eliminaciones (es decir, 
huecos) en comparación con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones ni eliminaciones) para el 
alineamiento óptimo de las dos secuencias. Los expertos en la técnica entienden que para evitar una alta similitud 
con una secuencia de referencia debido a la inclusión de huecos en la secuencia de polinucleótido o aminoácidos, 60 
se introduce normalmente una penalización por huecos y se resta del número de coincidencias. Nótese que para 
alinear secuencias que no son de longitud similar, la ventana de comparación habitualmente se determina utilizando 
la más corta de las dos secuencias. 
 
(c) Como se utiliza en el presente documento, “porcentaje de identidad de secuencia” significa el valor que se 65 
determina comparando dos secuencias alineadas óptimamente en una ventana de comparación, en la que la parte 
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de la secuencia de polinucleótido o aminoácidos de la ventana de comparación puede comprender adiciones o 
eliminaciones (es decir, huecos) en comparación con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones ni 
eliminaciones) para el alineamiento óptimo de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el número 
de posiciones en las que existe la misma base de ácido nucleico o aminoácido en ambas secuencias para dar como 
resultado el número de posiciones coincidentes, se divide el número de posiciones coincidentes por el número total 5 
de posiciones de la ventana de comparación y se multiplica el resultado por 100 para dar como resultado el 
porcentaje de identidad de secuencia.  
 

Los métodos de alineamiento de secuencias para la comparación se conocen bien en la técnica. Las comparaciones 
genéticas se pueden determinar ejecutando las búsquedas con BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; 10 
Altschul, S. F., et al., (1993) J. Mol. Biol. 215:403-410; véase también, www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) con 
parámetros por defecto para identificar las secuencias contenidas en la base de datos BLAST "GENEMBL". 

 
De acuerdo con un ejemplo específico, las secuencias de polipéptido que se utilizan no son completamente idénticas 
a SEQ ID NO: 1-14, sino altamente similares, es decir, tienen aminoácidos que se han sustituido de manera 15 
conservadora. Esto implica que uno o más aminoácidos hidrófobos se han remplazado con otros aminoácidos 
hidrófobos (o viceversa para los aminoácidos hidrófilos), uno o más aminoácidos cargados positivamente se han 
remplazado con otros aminoácidos cargados positivamente (o viceversa para los aminoácidos cargados 
negativamente), y así. El porcentaje de similitud puede determinarlo un experto, por ejemplo, utilizando el programa 
BLAST. En particular, las secuencias que se utilizan son similares en un 99 %, similares en un 98 %, similares en un 20 
97 %, similares en un 95 % o similares en un 85 % a una cualquiera de SEQ ID NO: 1-14. 

 
En un ejemplo particular, la composición comprende 14 polipéptidos diferentes que comprenden una secuencia que 
se selecciona de entre SEQ ID NO: 1-14 o 14 fragmentos diferentes que comprenden al menos 5 aminoácidos 
consecutivos derivados de SEQ ID NO: 1-14. 25 

 
En otra realización la invención proporciona el uso de una composición de la invención para detectar la presencia de 
anticuerpos específicos contra al menos un polipéptido presente en dicha composición en el que dichos anticuerpos 
están presentes en un fluido corporal de un mamífero. 

 30 
En otra realización particular la invención proporciona el uso de una composición de la invención para detectar la 
presencia de autoanticuerpos específicos contra al menos un polipéptido presente en dicha composición en el que 
dichos autoanticuerpos están presentes en un fluido corporal de un mamífero. 

 
En realizaciones particulares dicho uso de una composición es un uso “in vitro” de una composición. Esto último 35 
implica un método de diagnóstico sin la interacción directa con el paciente. En otro ejemplo más, la memoria 
descriptiva proporciona el uso de una composición de la invención para la creación de un ensayo de diagnóstico 
para detectar trastornos autoinmunitarios, más específicamente para el diagnóstico de trastornos reumatoides, 
artritis autoinmunitaria crónica, e incluso más específicamente para el diagnóstico de artritis reumatoide. 

 40 
La expresión “fluido corporal” incluye la sangre, suero sanguíneo, plasma sanguíneo, saliva, orina, lágrimas, fluido 
de médula ósea, líquido cefalorraquídeo (LCR), líquido sinovial, fluido linfático, aspiración de fluido mamario, y 
similares. Los fluidos corporales preferidos para el análisis son los que se obtienen convenientemente de pacientes, 
los fluidos corporales particularmente preferidos incluyen el suero sanguíneo, plasma sanguíneo y líquido sinovial. 

 45 
Se proporciona un método para detectar artritis reumatoide en un mamífero que comprende i) detectar la presencia 
de al menos un anticuerpo en un fluido corporal que se deriva de dicho mamífero en el que dicho anticuerpo tiene 
una especificidad para un polipéptido que comprende una secuencia que se selecciona de entre el grupo que 
consiste en SEQ ID NO: 1-14 o un fragmento que comprende al menos 5 aminoácidos consecutivos derivados de SEQ 
ID NO: 1-14 y en el que ii) la presencia de dicho anticuerpo indica que dicho mamífero padece artritis reumatoide. 50 

 
En otra realización más, la invención proporciona un método para detectar artritis reumatoide con un estadio de 
enfermedad de menos de un año. 

 
En otra realización más, la invención proporciona un método para detectar artritis reumatoide en un fluido corporal 55 
derivado de un mamífero que es seronegativo al factor reumatoide y/o anticuerpos anti-CCP. 

 
En otra realización más, el método para detectar la artritis reumatoide en un mamífero de la presente invención se 
combina con la detección del factor reumatoide, péptidos citrulinados (por ejemplo, documentos US6858438, 
WO2007017556), una combinación entre factor reumatoide y péptidos citrulinados, péptidos citrulinados e 60 
interleucina-6 como en el documento WO2005064307, incluso otros antígenos tales como por ejemplo los descritos 
en los documentos US5585464, US5888833 y WO0146222). 

 
Se proporciona un método para evaluar el pronóstico / la gravedad de la enfermedad de artritis reumatoide en un 
mamífero que comprende i) detectar la presencia o cantidad de al menos un anticuerpo en un fluido corporal 65 
derivado de dicho mamífero en el que dicho anticuerpo tiene una especificidad para un polipéptido que comprende 
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una secuencia que se selecciona de entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-14 o un fragmento que comprende 
al menos 5 aminoácidos consecutivos derivados de SEQ ID NO: 1-14 y en el que ii) la presencia de una concentración 
(disminuida o aumentada) de dicho anticuerpo indica el pronóstico de artritis reumatoide en dicho mamífero. 

 
Se proporciona un método para seleccionar mamíferos para un tratamiento terapéutico específico de artritis 5 
reumatoide o evaluar el tratamiento terapéutico de artritis reumatoide en un mamífero que comprende i) detectar la 
presencia o cantidad de al menos un anticuerpo en un fluido corporal derivado de dicho mamífero en el que dicho 
anticuerpo tiene una especificidad por un polipéptido que comprende una secuencia que se selecciona de entre el 
grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-14 o un fragmento que comprende al menos 5 aminoácidos consecutivos 
derivados de SEQ ID NO: 1-14 y en el que ii) la presencia o concentración aumentada de dicho anticuerpo da lugar a 10 
una elección de un tratamiento terapéutico específico de artritis reumatoide en dicho mamífero. En una realización 
preferida dicho fluido corporal es suero, plasma o líquido sinovial. En otra realización preferida dicho mamífero es un 
ser humano. 

 
Se proporciona un anticuerpo que se une específicamente a un polipéptido que se selecciona de entre el grupo que 15 
consiste en polipéptidos representados por SEQ ID NO: 1-14. Los métodos para generar anticuerpos se conocen bien 
en la técnica. En un ejemplo preferido los anticuerpos son anticuerpos monoclonales. Con el fin de la generación de 
anticuerpos, los polipéptidos que forman parte de las composiciones de la invención se pueden sintetizar químicamente 
o pueden producirse de manera recombinante. Pueden acoplarse también con un portador soluble después de la 
síntesis o después de la producción recombinante. Si se utiliza un portador, la naturaleza de dicho portador debería ser 20 
tal que tenga un peso molecular mayor de 5000 y no debería ser reconocido por anticuerpos. Dicho portador puede ser 
una proteína. Las proteínas que se utilizan frecuentemente como portadoras son hemocianina de lapa californiana, 
gammaglobulina bovina, seroalbúmina bovina, y poli-L-lisina. Hay muchas técnicas bien descritas para acoplar los 
péptidos a los portadores. La unión puede producirse en el extremo N, el extremo C o en un sitio interno del péptido. El 
polipéptido también puede derivarse para el acoplamiento. Los polipéptidos también se pueden sintetizar directamente 25 
en un centro oligolisina en el que se utilizan tanto los grupos amino alfa como épsilon de las lisinas como puntos de 
crecimiento para los polipéptidos. El número de lisinas que comprende el centro es preferentemente de 3 o 7. 
Adicionalmente, se puede incluir una cisteína cerca o en el extremo C del complejo para facilitar la formación de homo 
o heterodímeros. 

 30 
En términos generales la invención se refiere a un proceso para detectar anticuerpos (es decir, autoanticuerpos) 
relacionados con AR u otros trastornos reumáticos / autoinmunitarios en una muestra biológica (tal como suero o 
plasma) de un mamífero que pudiera contenerlos, este proceso comprende poner en contacto la muestra biológica 
con una composición de acuerdo con la invención en condiciones que hagan posible una reacción inmunológica 
entre dicha composición y los anticuerpos que estén presentes posiblemente en la muestra biológica y la detección 35 
del complejo antígeno/anticuerpo que se puede formar. La detección se puede llevar a cabo de acuerdo con 
cualquier proceso clásico. A modo de ejemplo, se pueden utilizar procesos inmunoenzimáticos de acuerdo con la 
técnica ELISA o inmunofluorescentes o radioinmunológicos (RIA) o equivalentes. Por lo tanto, la invención también 
se refiere a polipéptidos de acuerdo con la invención marcados con un marcador apropiado de tipo enzimático, 
fluorescente, biotina, radioactivo. Dicho método para detectar anticuerpos relacionados con AR comprende por 40 
ejemplo las siguientes etapas: depositar cantidades determinadas de una composición polipeptídica de acuerdo con 
la invención en un soporte (por ejemplo, en pocillos de una microplaca de titulación), introducir en dicho soporte (por 
ejemplo, en los pocillos) diluciones crecientes del fluido corporal (por ejemplo, suero) que se va a diagnosticar, 
incubar el soporte (por ejemplo, la microplaca), aclarar repetidamente el soporte (por ejemplo, la microplaca), 
introducir en el soporte anticuerpos marcados que son específicos de las inmunoglobulinas presentes en el fluido 45 
corporal, estando basada la marcación de estos anticuerpos en la actividad de una enzima que se selecciona de 
entre las que son capaces de hidrolizar un sustrato modificando la absorción de la radiación de este último al menos 
en una determinada longitud de onda, detectar comparando con un control convencional la cantidad de sustrato 
hidrolizado. 

 50 
En otro ejemplo más, la memoria descriptiva se refiere también a un proceso para detectar e identificar antígenos de 
AR en un espécimen corporal (tejido, biopsiaT) que sea posible que los contenga, este proceso comprende: poner 
en contacto la muestra biológica con un anticuerpo apropiado (es decir, anticuerpo con una especificidad por un 
polipéptido de la composición) en condiciones que permitan una reacción inmunológica entre dicho anticuerpo y los 
antígenos de AR que es posible que estén presentes en la muestra biológica y la detección del complejo antígeno/ 55 
anticuerpo que se pueda formar. 

 
Por lo tanto, los anticuerpos, en particular autoanticuerpos, que reconocen los polipéptidos de la invención, se 
pueden detectar de varias maneras. Un método de detección se describe adicionalmente en los ejemplos y utiliza el 
ensayo de inmunoabsorción ligada a enzimas (ELISA) de los polipéptidos de la invención presentados por fagos (es 60 
decir, una tecnología de ELISA de fago). La última tecnología se describe completamente en Somers V. et al (2005) 
J. of Autoimmunity 25: 223-228). 

 
En otras maneras de la detección por ELISA, un polipéptido o mezcla de polipéptidos se une a un soporte sólido. En 
algunos casos, será una placa de microtitulación pero puede ser en principio cualquier clase de fase sólida insoluble 65 
(por ejemplo, cristal, nitrocelulosa). En una realización se pone en contacto una dilución o diluciones adecuadas de, 
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por ejemplo suero que se va a ensayar, con la fase sólida a la que se une el polipéptido. En otra realización se lleva 
a cabo “una solución de hibridación” en la que se producen interacciones de alta afinidad (por ejemplo, se pre-
incuban polipéptidos biotinilados de la composición con suero). La incubación se lleva a cabo durante el tiempo 
necesario para permitir que se produzca la reacción de unión. Posteriormente, se eliminan los componentes no 
unidos por lavado de la fase sólida. La detección de complejos inmunitarios (es decir, los autoanticuerpos presentes 5 
por ejemplo en el suero humano que se han unido al menos a un polipéptido de la invención) se consigue utilizando 
anticuerpos que se unen específicamente a inmunoglobulinas humanas, y que se han marcado con una enzima, 
preferentemente pero no limitadas a peroxidasa de rábano rusticano, fosfatasa alcalina, o beta-galactosidasa, que 
sea capaz de convertir un sustrato o co-sustrato transparente o casi transparente en un producto altamente 
coloreado o un producto capaz de formar un complejo coloreado con un cromógeno. De manera alternativa, el 10 
sistema de detección puede emplear una enzima que, en presencia del sustrato apropiado, emita luz. La cantidad de 
producto formado se detecta o visualmente, o por espectrofotometría, electroquímica, fluorescencia o luminometría, 
y se compara con un control tratado de manera similar. El sistema de detección puede emplear también anticuerpos 
marcados radioactivamente, en cuyo caso la cantidad de complejos inmunitarios se cuantifica por recuento de 
centelleo o recuento gamma. Otros sistemas de detección que se pueden utilizar incluyen los que se basan en el 15 
uso de proteína A derivada de la cepa I Cowan de Staphylococcus aureus, proteína G del grupo C de 
Staphylococcus sp. (cepa 26RP66), o sistemas que utilizan la reacción de unión de alta afinidad biotina-avidina o 
estreptavidina. 

 
Los polipéptidos de la invención pueden estar marcados o no marcados. Los marcadores que se pueden emplear 20 
pueden ser de cualquier tipo, tales como enzimáticos, químicos, fluorescentes, luminiscentes, o radioactivos. 
Además, los polipéptidos se pueden modificar uniéndolos a superficies o fases sólidas, tales como, por ejemplo, 
placas de microtitulación, membranas de nilón, perlas de cristal o plástico, y soportes cromatográficos tales como 
celulosa, sílice, o agarosa. Los métodos por los que se pueden unir los polipéptidos o anclarse a un soporte sólido o 
superficie son bien conocidos por los expertos en la técnica. 25 

 
Los polipéptidos de la invención pueden prepararse de acuerdo con técnicas clásicas en el campo de la síntesis de 
péptidos. La síntesis se puede llevar a cabo en una solución homogénea o en una fase sólida. Por ejemplo, la 
técnica de síntesis en solución homogénea que se puede utilizar es la que describe Houbenweyl en el libro titulado 
“Methode der organischen chemie" (Método de química orgánica) editado por E. Wunsh, vol. 15-I et II. THIEME, 30 
Stuttgart 1974. Los polipéptidos de la invención pueden prepararse también en una fase sólida de acuerdo con el 
método descrito por Atherton y Shepard en su libro titulado "Solid phase peptide synthesis" (Ed. IRL Press, Oxford, 
NY, Tokyo, 1989). Los protocolos de síntesis de la técnica emplean en general el uso de aminoácidos activados 
protegidos con t-butiloxicarbonilo o 9-fluoroenilmetoxi-carbonilo. Los procedimientos para llevar a cabo la síntesis, 
los tipos de protección de las cadenas laterales, y los métodos de escisión se describen ampliamente, por ejemplo 35 
en Stewart y Young, Solid Phase Peptide Synthesis, 2ª Edición, Pierce Chemical Company, 1984; y Atherton y 
Sheppard, Solid Phase Peptide Synthesis, IRL Press, 1989. 

 
En otras realizaciones de anticuerpos más que se originan contra los polipéptidos de la invención (o polipéptidos 
unidos a portadores) se pueden utilizar también en conjunto con polipéptidos marcados de la invención para la 40 
detección de (auto)-anticuerpos presentes por ejemplo, en el suero por un ensayo de competición. En este caso los 
anticuerpos que se originan contra los polipéptidos se anclan en un soporte sólido que puede ser, por ejemplo, una 
perla de plástico o un tubo de plástico. El polipéptido marcado se mezcla entonces con diluciones adecuadas del 
fluido (por ejemplo, suero) que se va a ensayar y esta mezcla se pone en contacto posteriormente con el anticuerpo 
unido al soporte sólido. Tras un periodo de incubación adecuado, el soporte sólido se lava y se cuantifica la cantidad 45 
de polipéptido marcado. Una reducción de la cantidad de marcador unido al soporte sólido es indicativa de la 
presencia de (auto)-anticuerpos en la muestra original. De la misma forma, el polipéptido se puede unir también al 
soporte sólido. Entonces se puede permitir que el anticuerpo marcado compita con el (auto)-anticuerpo presente en 
la muestra (por ejemplo, suero) en condiciones en las que la cantidad de polipéptido es limitante. Como en el 
ejemplo previo, una reducción en la señal medida es indicativa de la presencia de (auto)-anticuerpos en la muestra 50 
ensayada. 

 
En una realización particular un ensayo que da una prueba del hecho de que se han reconocido uno o más 
polipéptidos presentes en una composición de la invención por los anticuerpos presentes en por ejemplo, un suero 
(por ejemplo, autoanticuerpos presentes en el suero de pacientes con artritis reumatoide) es un análisis de 55 
inmunotransferencia (o transferencia de Western) o un ensayo LINE. En el último caso, los polipéptidos se pueden 
sintetizar químicamente o los polipéptidos (o la proteína) se puede producir por medio de técnicas recombinantes. 
En resumen, tras la electroforesis en gel de dodecil sulfato de poliacrilamida sódica, los polipéptidos de la invención 
se transfieren a membranas de nitrocelulosa (por ejemplo Hybond C. (Amersham)) como describen Towbin H. et al., 
1979, "Electrophoretic transfer of proteins from polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some 60 
applications", Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76:4350-4354. Con el fin de identificar el reconocimiento selectivo de 
polipéptidos (o proteínas) de la invención por el suero, las láminas de nitrocelulosa se incuban durante una noche 
con cada una de estas muestras (por ejemplo, diluidas 1:50) (tras bloquearlas en sitios de unión a proteínas 
específicos). Las áreas reactivas en las láminas de nitrocelulosa se revelan por la incubación con, por ejemplo, 
anticuerpo anti-inmunoglobulina G humana de cabra conjugado con peroxidasa (por ejemplo, diluido a 1:200), y tras 65 
repetidos lavados, se desarrolla la reacción de color añadiendo por ejemplo alfa-cloronaftol (Bio-Rad Laboratories, 

E09722261
26-07-2016ES 2 584 438 T3

 



10 

Richmond, Calif.) en presencia de peróxido de hidrógeno. No hace falta decir que las funciones de reactivos libres 
que están presentes en algunos aminoácidos, que son parte de la constitución de los polipéptidos de la invención, 
particularmente los grupos carboxilo libres que portan los grupos Glu y Asp o por el aminoácido del extremo C por un 
lado y/o los grupos NH2 libres que portan el aminoácido del extremo N o por aminoácidos en el interior de la cadena 
peptídica, por ejemplo, lisina, por otro, se pueden modificar de manera que esta modificación no altere las 5 
propiedades mencionadas anteriormente del polipéptido. Los polipéptidos que se modifican de esta manera son 
parte naturalmente de la invención. Los grupos carboxilo mencionados anteriormente pueden estar acilados o 
esterificados. Otras modificaciones también son parte de la invención. Particularmente las funciones amina o 
carboxilo o ambas de los aminoácidos terminales pueden por sí mismos estar implicados en la unión con otros 
aminoácidos. Por ejemplo, el aminoácido del extremo N puede unirse al aminoácido del extremo C de otro péptido 10 
que comprenda de 1 a varios aminoácidos. 

 
Además, cualquier secuencia peptídica que resulte de la modificación por sustitución y/o por adición y/o por 
eliminación de uno o varios aminoácidos de los polipéptidos son parte de la divulgación siempre que esta 
modificación no altere las propiedades mencionadas anteriormente de dichos polipéptidos. Los polipéptidos de 15 
acuerdo con la invención pueden estar glicosilados o no, particularmente en algunos de sus sitios de glicosilación 
tipo Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, representando X cualquier aminoácido. 

 
Un polipéptido recombinante ventajoso de la composición de la invención es SEQ ID NO: 1 (UH-RA.21) ya que este 
polipéptido muestra la mayor frecuencia de respuestas de anticuerpo en el suero de pacientes con AR. 20 

 
También son posibles variaciones de estos polipéptidos dependiendo del uso que se pretenda. Por ejemplo, si el 
polipéptido se va a utilizar para originar antisueros, el polipéptido se puede sintetizar con un resto de cisteína extra 
añadido. Este resto de cisteína extra se añade preferentemente al extremo amino y facilita el acoplamiento del 
polipéptido a una proteína portadora que es necesaria para hacer que el polipéptido sea inmunogénico. Si el 25 
polipéptido es para ser marcado para su uso en radioinmunoensayos, puede ser ventajoso sintetizar la proteína con 
una tirosina unida al extremo amino o carboxilo para facilitar la yodación. Este polipéptido posee por lo tanto, la 
secuencia primaria del polipéptido mencionado anteriormente pero con aminoácidos adicionales que no aparecen en 
la secuencia primaria de la proteína y cuya única función es darle las propiedades químicas deseadas al polipéptido. 

 30 
En otra realización más la invención proporciona un kit para diagnosticar AR. Para llevar a cabo el método de 
diagnóstico para AR, se puede utilizar lo necesario siguiente o el kit, dicho lo necesario o el kit comprende: una 
composición (que comprende al menos un polipéptido que se selecciona de SEQ ID NO: 1-14) o al menos un 
fragmento que comprende al menos 5 aminoácidos consecutivos derivados de SEQ ID NO: 1-14, reactivos para 
producir un medio apropiado para que se produzca la reacción inmunológica, reactivos que hagan posible la detección 35 
del complejo antígeno/anticuerpo que se ha producido por la reacción inmunológica, dichos reactivos tienen 
posiblemente un marcador, o son susceptibles de ser reconocidos por un reactivo marcado, más particularmente en el 
caso en que el polipéptido mencionado anteriormente no esté marcado. 

 
En los siguientes ejemplos y las figuras aparecerán otras características y ventajas que ilustran la invención. 40 

 
Ejemplos 
 
1. Construcción de una biblioteca de fagos ADNc de presentación de AR 

 45 
El tejido sinovial de AR para la construcción de la biblioteca se analizó inmunohistoquímicamente antes de su uso. 
Se demostró una inflamación grave y en desarrollo por la presencia de infiltrados inflamatorios que consistían 
primariamente en macrófagos y linfocitos T. Los linfocitos B eran menos prominentes y se localizaban primariamente 
perivascularmente. No se detectó ninguna estructura central germinal. La construcción de la biblioteca primaria en el 
vector λ-Uni-ZAP XR daba como resultado la generación de una biblioteca AR λ-Uni-ZAP XR con una diversidad 50 
primaria de 4,5 x 106 recombinantes. Tras la escisión de la masa, la digestión por enzimas de restricción y la 
clonación direccional en sus vectores fagémidos, los inventores obtuvieron bibliotecas de presentación pSPVI-A/B/C 
de AR que contenían respectivamente 4,6 x 106, 8,5 x 106 y 5,3 x 106 ufc. La secuenciación de las bibliotecas pSPVI 
de AR resultantes mostraban la presencia de secuencias de ADNc que codificaban conocidos componentes 
sinoviales y del cartílago (colágeno, osteonectina), antígenos candidatos de AR (por ejemplo, fibronectina), y genes 55 
desconocidos. 

 
2. Selección por afinidad de una biblioteca de fagos ADNc de presentación de AR 

 
Para enriquecer la biblioteca de fagos ADNc de presentación de AR en productos de ADNc que sean reconocidos 60 
específicamente por IgG presentes en el suero de pacientes con AR temprana o FR- ACPA-, se llevaron a cabo 
sucesivas rondas de selección con un agrupamiento de sueros de AR temprana y un agrupamiento de sueros de AR 
RF- ACPA-. Se representa un esquema del procedimiento SAS en la figura 1. Los fagos que presentaba la biblioteca 
de expresión de ADNc de AR se incubaron con un agrupamiento de suero de AR, lo que daba como resultado la 
formación de complejos antígeno-anticuerpo entre las IgG de AR y sus antígenos diana presentados en la superficie 65 
del fago. Tras la retención de estos complejos fago-IgG, se amplificó la producción de fagos en bacterias huésped y 
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se utilizaron como entrada en la siguiente ronda de selección. Repitiendo este ciclo de selección por afinidad y 
amplificación de la biblioteca de fagos de presentación AR con suero de AR, se enriquecerán los fagos de 
presentación diana de AR. Además, como la selección por afinidad se produce en un formato en fase de solución, se 
esperarían interacciones fago-anticuerpo de alta afinidad. 

 5 
Para ambos agrupamientos de suero, se llevaron a cabo 4 rondas de selección consecutivas en la biblioteca de 
fagos de presentación de AR. La extensión del enriquecimiento de fagos se controló a lo largo del procedimiento de 
selección por determinación de la relación de producción de fagos respecto al título de entrada de fagos (relación 
salida:entrada). Como se muestra en la tabla 4, la relación de salida:entrada de fagos aumenta con el aumento de 
rondas de selección para ambos agrupamientos de suero, indicando un enriquecimiento específico de fagos. La 10 
pequeña disminución en el título de salida:entrada en la ronda 2 en comparación con la primera ronda se puede 
explicar por un aumento de la rigurosidad de la selección de la primera ronda en curso. 

 
3. Cribado para el enriquecimiento del fago de salida 

 15 
Para identificar los clones de fago que se enriquecieron por la aplicación de las rondas de selección por afinidad con 
los dos agrupamientos de suero, se llevaron a cabo técnicas de PCR de colonia e identificación genética de ADN 
sobre el fago de salida de las rondas de selección 2, 3 y 4. La aplicación de estas técnicas genera perfiles de 
restricción característicos para cada clon de ADNc. La presencia creciente de un perfil de restricción particular con 
un número creciente de rondas de selección indica el enriquecimiento de este clon ADNc particular a lo largo del 20 
procedimiento de selección. En total, se cribaron 250 clones de fagos que se obtuvieron de las selecciones en 
ambos agrupamientos de suero (rondas de selección 2, 3 y 4) por PCR de colonia y análisis de identificación 
genética (tabla 1). Aunque el fago de salida de la segunda ronda mostraba aún un alto grado de diversidad, a partir 
de la de la tercera ronda sin embargo, los perfiles de identificación genética específicos se volvieron más 
prominentes, indicando el enriquecimiento de clones específicos (datos no mostrados). En la cuarta ronda solo se 25 
podía discernir un número limitado de patrones de identificación genética, indicando el enriquecimiento dominante 
de unos pocos clones de fagos. El cribado dio como resultado la identificación de 22 clones ADNc enriquecidos que 
se anotaron con el nombre UH-RA.número, que es el número acortado del clon de AR (tabla 5). Se obtuvieron once 
clones ADNc enriquecidos (UH-RA.1- UH-RA.11) de selecciones sobre el agrupamiento de AR temprana, mientras 
que se identificaron 6 clones de ADNc enriquecidos (UH-RA.12- UH-RA.17) de selecciones en el agrupamiento de 30 
AR FR- ACPA-. Extraordinariamente, se alcanzaron 5 clones de fago comunes (UH-RA.18- UH-RA.22) de las 
selecciones de ambos agrupamientos. Dieciocho de estos 22 clones de fagos identificados se enriquecieron en la 
cuarta ronda de selección. Casi siempre se detectaron en las rondas de selección tempranas también, no obstante 
en frecuencias decrecientes, indicando que el enriquecimiento de estos clones de fago se producía aumentando las 
rondas de selección. Los otros 4 clones de fago se detectaron muchas veces en las rondas de selección más 35 
tempranas: los clones de fago UH-RA.9, UH-RA.15 y UH-RA.16 se enriquecieron en la tercera ronda de selección, 
mientras que el clon UH-RA.11 se encontró 2 veces en la segunda ronda de selección. 

 
4. Cribado por ELISA de fago de 22 clones candidatos enriquecidos con los sueros utilizados para las selecciones 
por afinidad 40 

 
Para confirmar que el enriquecimiento de 22 clones candidatos se había producido basándose en interacciones con 
anticuerpos de pacientes con AR, se analizaron las inmunorreactividades contra los clones de fagos con los sueros 
de AR individuales que constituían los agrupamientos por medio de una técnica de ELISA de fago. Los fagos que 
presentaban un producto de ADNc específico se incubaron con especímenes individuales de suero, y si el suero 45 
individual contenía anticuerpos dirigidos contra el producto de ADNc presentado por el fago, se producía la 
formación de complejos fago-anticuerpo, a continuación se detectaban estos complejos. Se demostró una 
asociación excelente entre los clones ADNc seleccionados y la inmunorreactividad de sueros individuales de los 
agrupamientos contra los clones; se encontró una inmunorreactividad (del 100 %) contra los 22 clones en al menos 
1 de las 10 muestras de suero del agrupamiento correspondiente, confirmando el enriquecimiento basándose en la 50 
inmunorreactividad humoral contra los clones. Para dieciséis de 20 sueros (80 %) de ambos agrupamientos, se 
demostró inmunorreactividad contra al menos uno de los 22 clones. 

 
5. Análisis serológico de los 22 clones enriquecidos 

 55 
Para determinar cuáles de los clones de fago enriquecidos se caracterizaban por inmunogenicidad relacionada con 
AR, se llevó a cabo un ELISA de fago sobre los 22 clones, utilizando 38 muestras de AR que no se habían utilizado 
para las selecciones por afinidad, 38 sueros de controles sanos y 30 sueros de pacientes con otras enfermedades 
inflamatorias reumáticas (tabla 1) para analizar la frecuencia de respuestas de anticuerpo. Los resultados se 
muestran en la tabla 5. 60 

 
Para 14 de los 22 clones enriquecidos no se encontró reactividad en las 38 muestras de HC, constituyendo los 
clones con un perfil serológico relacionado con AR. Para los restantes 8 clones de fago enriquecidos sin embargo, 
se detectó también reactividad en el grupo de HC (tabla 5). Además, los anticuerpos contra 11 de los 14 clones 
relacionados con AR se detectaban específicamente en pacientes con AR mientras que las inmunorreactividades de 65 
los restantes 3 (UH-RA.1, UH-RA.13 y UH-RA.21) también se demostraban en el grupo de pacientes de otras 
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enfermedades reumáticas. 
La inmunorreactividad contra UH-RA.21 se detectaba en aproximadamente un tercio de la población de estudio de 
AR de los inventores: 15 de 48 pacientes (un 31 %) tenían niveles elevados de anticuerpos contra este clon. Sin 
embargo, también 6 de 30 muestras de pacientes reumáticos de control presentaban reactividad contra el clon de 
ADNc: 4 de 6 eran sueros de pacientes con espondilitis anquilosante, los otros 2 sueros de pacientes con artritis 5 
psoriásica. La inmunorreactividad contra UH-RA.1 se podía detectar en 6 de 48 pacientes con AR (un 13 %), pero 
también en 2 de 19 pacientes con espondilitis anquilosante. 

 
Los clones UH-RA.9, UH-RA.10, UH-RA.11, UH-RA.14, UH-RA.15 y UH-RA.16 por otro lado, también mostraban 
una frecuencia relativamente alta de inmunogenicidad en pacientes con AR como se muestra en la tabla 5. Además, 10 
esta inmunogenicidad es específica de AR y no se detectaba en el grupo de reumáticos de control. Para 8 de 48 
pacientes con AR (un 17 %) se encontraban niveles elevados de anticuerpos contra UH-RA.14. La 
inmunorreactividad contra UH-RA.9, UH-RA.10, UH-RA.11, UH-RA.15 y UH-RA.16 se demostró en respectivamente 
4 (un 8 %), 5 (un 10 %), 6 (un 13 %), 4 (un 8 %) y 3 (un 6 %) de los 48 pacientes con AR. 

 15 
6. Análisis de secuencia 

 
Los análisis de secuencia de los 14 clones con un perfil serológico relacionado con AR se llevaron a cabo para 
obtener la identidad del panel antigénico relacionado con AR. Las secuencias de nucleótidos y aminoácidos se 
compararon con las bases de datos GenBank y Swissprot con el NCBI BLAST de búsqueda de homología. Las 20 
secuencias de nucleótidos y aminoácidos de los 14 clones se muestran en la tabla 6 y 7 respectivamente. 

 
A nivel de nucleótidos, los inventores encontraron una homología del 100 % con las secuencias de ADN(c) de la 
base de datos para todos los 14 clones de ADNc identificados. La longitud de los correspondientes péptidos 
presentados variaba entre 5 y 176 aminoácidos. 25 

 
Cuatro de los 14 clones de ADNc (UH-RA.11, UH-RA.15, UH-RA.15 y UH-RA.17) codificaban (partes de) proteínas 
conocidas: proteína A del MHC clase I, mitotina, proteína S6 ribosómica y selenoproteína P (SEPP1). Todos los otros 
clones constituían nuevas secuencias peptídicas que resultaban de la expresión de nuevas secuencias de ADNc, 
fuera del marco de expresión de ADNc conocidos o expresión de regiones de ARNm no traducidas (por ejemplo, 30 
regiones 3’UTR). Para estos péptidos nuevos los inventores no pudieron encontrar un 100 % de homología con 
proteínas conocidas llevando a cabo el BLAST en la base de datos Swissprot. Sin embargo, los inventores detectaron 
homologías con proteínas conocidas a nivel de aminoácidos como se muestra en la tabla 7. 

 
7. Asociación entre AR y la inmunorreactividad contra el panel antigénico 35 

 
Para el panel identificado de 14 clones, se alcanzaba una sensibilidad del 58 % en el estudio de población con AR 
de los inventores: se detectaron niveles de anticuerpos elevados contra al menos un clon del panel en 28 de los 48 
pacientes con AR. Sin embargo, también se demostró inmunorreactividad contra el panel de los inventores en 10 de 
los 68 controles ensayados (10 de los 30 pacientes con otras enfermedades reumáticas), que constituían una 40 
especificidad para AR del 85 %. Sin embargo, los 28 pacientes con AR que habían demostrado inmunorreactividad 
contra el panel de 14 clones de los inventores, se detectaron también por reactividad contra solo 6 clones (UH-RA.1, 
UH-RA.9, UH-RA.10, UH-RA.11, UH-RA.14 y UH-RA.21) fuera de este panel. Por este panel de 6 clones, se aumentó 
la especificidad a un 91 %, mientras que se mantenía una sensibilidad igual: se encontró inmunorreactividad para solo 
7 de los pacientes reumáticos de control contra al menos uno de los 6 clones de fago. Sin embargo, analizando las 45 
reactividades contra el panel de 14 clones de los inventores con otro grupo de estudio AR, se podía dar lugar a 
sensibilidades mayores en comparación con un panel antigénico que comprendía solamente 6 clones. Además, se 
detectaron específicamente anticuerpos contra 11 de los 14 clones relacionados con AR en pacientes con AR 
mientras que también se encontraba reactividad contra los 3 clones restantes (UH-RA.1, UH-RA.13 y UH-RA.21) en 
pacientes con otras enfermedades reumáticas. Para estos 11 clones específicos de AR, se obtenía una sensibilidad 50 
del 44 % y una especificidad del 100 %. 

 
A continuación, se analizó una posible asociación entre el diagnóstico de AR y la positividad de anticuerpos contra 
los clones del panel de los inventores. Se detectó una asociación muy significativa entre el diagnóstico de AR y la 
inmunorreactividad contra al menos uno de los paneles antigénicos de los 14 productos de ADNc (ensayo exacto de 55 
Fisher p<0,001). Además, se encontró una asociación estadísticamente significativa entre el diagnóstico de AR y la 
positividad de anticuerpos contra los clones UH-RA.9, UH-RA.11, UH-RA.10, UH-RA.14, UH-RA.15 y UH-RA.21 por 
separado (p<0.05). 

 
Además, se compararon los niveles de anticuerpos contra un clon ADNc particular entre las diferentes poblaciones 60 
de estudio, a saber pacientes con AR, pacientes con otras enfermedades reumáticas y controles sanos por el 
ensayo de Kruskall-Wallis. Cuando se comparaba el grupo de estudio de los inventores con el grupo de controles 
sanos, se detectaron diferencias estadísticamente significativas en los niveles de anticuerpos para 7 de los 14 
clones asociados a AR (UH-RA.9, UH-RA.10, UH-RA.13, UH-RA.14, UH-RA.17, UH-RA.21 y UH-RA.22). Además, 
para UH-RA.10, UH-RA.14 y UH-RA.21, se encontraron niveles de anticuerpos significativamente diferentes cuando 65 
se comparaba el grupo de AR con el grupo de pacientes con otras enfermedades reumáticas. Los niveles de 
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reactividad de los anticuerpos contra UH-RA.10 y UH-RA.21 en las diferentes poblaciones de estudio se muestran 
en la figura 2. 

 
8. Asociación entre la serología de FR y ACPA y la inmunorreactividad contra el panel antigénico 

 5 
Los inventores examinaron si la presencia de anticuerpos contra al menos uno de los 14 clones del panel se 
asociaba con un perfil de FR y ACPA particular. Tras subdividir la población de estudio AR de los inventores de 
acuerdo con la serología FR y ACPA, se detectó inmunorreactividad contra al menos uno de los 14 clones en 3 de 5 
pacientes con AR (un 60 %) FR+ ACPA-, 11 de 17 (un 65 %) FR+ ACPA+, 12 de 22 (un 55 %) FR- ACPA- y 2 de 4 
(un 50 %) FR- ACPA+. No se pudo demostrar una asociación estadísticamente significativa entre la reactividad de 10 
anticuerpos contra el panel y el perfil serológico FR y ACPA. 

 
El cribado de la reactividad de anticuerpos contra el panel antigénico identificado tiene un valor añadido para el 
ensayo serológico ACPA y FR. 

 15 
Treinta y uno de los 48 pacientes con AR (un 65 %) de la población de estudio de AR inicial de los inventores eran 
seronegativos para al menos uno de los dos marcadores FR y ACPA diagnósticos de AR. Además, 22 de estos 31 
(un 46 % de la población de estudio de AR inicial) eran negativos serológicamente a ambos. Basándose en el 
ensayo diagnóstico de laboratorio convencional para AR, la mitad de los pacientes de estudio de los inventores con 
AR constituían, por lo tanto, un diagnóstico “dificultoso”. Aunque la toma de muestras de los pacientes se hizo 20 
aleatoriamente, este alto porcentaje de pacientes claramente seronegativos sobrevalora la necesidad de marcadores 
de AR adicionales. Detectando anticuerpos contra al menos uno de los 14 productos ADNc identificados, los 
inventores fueron capaces de identificar 17 de 31 (un 55 %) de pacientes con AR que eran seronegativos para al 
menos uno de los 2 marcadores diagnósticos convencionales: la inmunorreactividad contra el panel de los 
inventores se detectó en 12/22 (un 55 %) FR- ACPA-, 3/5 (un 60 %) FR+ ACPA- y 2/4 (un 50 %) FR- ACPA+ de 25 
pacientes con AR. La medición de FR y/o ACPA permitía la identificación de un 54 % de pacientes con AR del grupo 
de estudio inicial, y añadiendo la detección de anticuerpos contra uno de los 11 clones específicos de AR al ensayo 
diagnóstico, la sensibilidad serológica se aumentaba hasta el 71 % (un 17 % de aumento). Además, si se incluía la 
detección de anticuerpos contra uno de los 3 clones asociados a AR, se alcanzaba una sensibilidad del 79 % (un 25 
% de aumento). 30 

 
Además, se llevó a cabo una búsqueda de una posible asociación entre la presencia de anticuerpos contra un clon 
individual en particular del panel y un perfil serológico FR y ACPA. Se encontró una asociación entre la 
inmunorreactividad humoral contra clones ADNc particulares y serología negativa de FR y ACPA. Se encontró que 
los pacientes con AR en la población de estudio de los inventores que presentaban reactividad contra UH-RA.2, UH-35 
RA.15 y UH-RA.16 (1, 4 y 3 pacientes con AR respectivamente), eran todos negativos serológicamente a FR y 
ACPA, lo que demostraba una inmunogenicidad específica en pacientes FR- ACPA- contra estos 3 clones. También 
5 de 6 pacientes con AR inmunorreactivos contra UH-RA.11, eran negativos a FR y ACPA. Para el clon UH-RA.14, 7 
de 8 pacientes con AR positivos mostraban ser negativos a ACPA (5 pacientes eran FR- y 2 eran FR+). Sin 
embargo, estas asociaciones de positividad de anticuerpos contra clones particulares y un fenotipo de AR 40 
seronegativo no eran estadísticamente significativas, probablemente debido al bajo número de pacientes. 

 
9. Reactividad de anticuerpos y datos demográficos y clínicos 

 
Los inventores examinaron y compararon las variables demográficas y de la enfermedad entre los pacientes con AR 45 
positivos para al menos uno de los 14 clones asociados con AR y los pacientes con AR que se consideraban 
negativos a anticuerpos para este panel. Los inventores compararon la edad, género, edad de aparición de la 
enfermedad, duración de la enfermedad, niveles de proteína C reactiva (CRP) y velocidades de sedimentación de 
eritrocitos (ESR) (tanto en la toma de muestras como en los 3 años de seguimiento), fase de la enfermedad activa 
frente a inactiva y enfermedad erosiva frente a no erosiva entre las poblaciones de AR positivas y negativas a 50 
anticuerpos. 

 
No se observaron diferencias entre la edad, género, edad de aparición de la enfermedad, fase de enfermedad activa 
frente a inactiva y enfermedad erosiva frente a no erosiva. Los inventores sin embargo, pudieron identificar una 
asociación (p = 0,0087) entre positividad a anticuerpos contra al menos uno de los 14 clones y la duración de la 55 
enfermedad temprana en la población de estudio de AR de los inventores, como se muestra en la figura 3. Esto se 
podría explicar posiblemente en parte por el hecho de que las selecciones por afinidad se llevaron a cabo con un 
subgrupo de enfermedad temprana de AR, lo que daba lugar a una selección preferente de dianas antigénicas 
asociadas con una fase de enfermedad temprana. Además, los inventores detectaron una asociación 
estadísticamente significativa entre la positividad a anticuerpos contra el panel de los inventores y niveles mayores 60 
de CRP en la toma de muestras y en el seguimiento (p = 0,0146 y p=0,032, respectivamente) en comparación con la 
subpoblación de AR negativa a anticuerpos. La reactividad humoral contra el panel antigénico de los inventores se 
asociaba por lo tanto con altos niveles de inflamación en la toma de muestras y es predictivo de una actividad de la 
enfermedad inflamatoria más alta en el seguimiento. Además, para examinar si la reactividad contra un clon 
individual del panel se asociaba con un fenotipo de AR en particular, los inventores compararon las mismas 65 
variables demográficas y de enfermedad en pacientes con AR que eran positivos a anticuerpos y pacientes 
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negativos a anticuerpos para este clon en particular. A nivel de un clon individual no había diferencias significativas 
en la edad, género, edad de aparición de la enfermedad, fase de enfermedad activa frente a inactiva y enfermedad 
erosiva frente a no erosiva. Para los clones UH-RA.10, UH-RA.14 y UH-RA.15, sin embargo, se detectó una 
asociación entre positividad de anticuerpos y duración más corta de la enfermedad (p<0,001). Con respecto a los 
niveles de CRP, se podían discernir dos tendencias diferentes. La positividad para UH-RA.11 o UH-RA.14 estaba 5 
significativamente asociada con la disminución de los niveles de CRP en el seguimiento (p<0,05). Esto se podía 
explicar parcialmente por la reactividad preferente contra estos dos clones en los pacientes con AR FR- y/o ACPA-, 
ya que este fenotipo se asocia con un pronóstico positivo (12). La positividad para UH-RA.21 por otra parte se 
asocia con niveles de CRP más altos en la toma de muestras (p<0,01). 

 10 
Se investigó el nivel de reactividad de anticuerpos contra todos los clones individuales en cuanto a su correlación 
con la duración de la enfermedad, edad, edad de aparición de la enfermedad, niveles de CRP y ESR (tanto en la 
toma de muestras como en el seguimiento) (correlación de Spearman). Para UH-RA.11, UH-RA.14, UH-RA.15 y UH-
RA.17, se demostró una correlación negativa entre los niveles de anticuerpo y la duración de la enfermedad (rs = -
0,43, rs = -0,34, rs = -0,39, rs = -0,42, respectivamente). La reactividad contra estos clones por lo tanto está asociada 15 
con un curso temprano de la enfermedad. 

 
10. Análisis serológico de los 14 clones asociados a AR y específicos de AR 

 
Los niveles de anticuerpo contra los 14 clones identificados que se midieron por cribado por ELISA de fago en todas 20 
las muestras de suero de AR y de control se representan en la figura 4 (UH-RA.9, UH-RA.10, UH-RA.13, UH-RA.14, 
UH-RA.17, UH-RA.21 y UH-RA.22) y en la figura 5 (UH-RA.1, UH-RA.2, UH-RA.7, UH-RA.11, UH-RA.15, UH-RA.16 
y UH-RA.20). 

 
11. Confirmación de la sensibilidad del panel de 14 clones en una cohorte de validación de AR independiente 25 

 
Para validar adicionalmente el panel de candidatos de 14 clones de los inventores, se analizaron las 
inmunorreactividades contra el panel de los inventores en otra cohorte de AR independiente que comprendía 44 
pacientes con AR. Los resultados obtenidos del cribado por ELISA de fago con 44 sueros adicionales sobre los 14 
clones del panel se muestran en la tabla 8. En total, 21 de los 44 pacientes con AR ensayados que daban positivos a 30 
la presencia de anticuerpos contra el panel de los inventores, comprendían una sensibilidad del panel en este grupo 
de pacientes del 48 %. Esto está en línea con la sensibilidad obtenida en la primera población de AR de ensayo. 
Combinando los resultados de la cohorte de validación de AR con la cohorte del estudio de AR, se alcanzaba una 
sensibilidad del panel para AR del 53 % (49 de 92 pacientes con AR). También se detectaron anticuerpos contra 
UH-RA.21 en 11 de 44 pacientes (un 25 %) de este grupo de ensayo de AR, confirmando la relevancia de este 35 
sistema antígeno-anticuerpo. Para la mayoría de los clones candidatos, los porcentajes de inmunorreactividad que 
se obtenían por cribado de la cohorte de validación de AR eran comparables con los de la población del primer 
estudio. Sin embargo, se discernía una tendencia de mayores niveles de sensibilidad en los pacientes actuales que 
se utilizaron para los procedimientos de selección por afinidad. 

 40 
12. Expresión de antígenos candidatos en el tejido sinovial de AR 

 
Para los 3 antígenos candidatos identificados, HLA-A (UH-RA.11), proteína S6 ribosómica (UH-RA.16) y MCM2 (UH-
RA.15), se podían obtener anticuerpos monoclonales o policlonales en el mercado. Se llevó a cabo la tinción con 
estos anticuerpos en tejido sinovial de la rodilla de tres pacientes con AR, que se caracterizaban todos por 45 
destrucción articular grave. Como control negativo, se utilizó el tejido sinovial de la rodilla de un paciente con 
gonartrosis. Para las tres proteínas, se detectó tinción en los tejidos sinoviales de los 3 pacientes con AR, en 
comparación con la ausencia de tinción detectable en la muestra de control reumático (no mostrado). Esto se 
correspondía con una expresión elevada de estas proteínas en el tejido de AR inflamado. Para HLA-A y proteína S6 
ribosómica, la tinción parecía asociarse con infiltrados inflamatorios, mientras que no se podía observar para MCM2. 50 

 
Como para el UH-RA.21 no se podían obtener en el mercado ni anticuerpos ni antisuero, se purificaron por 
inmunoafinidad anticuerpos anti-UH-RA.21 humanos a partir de una muestra de suero positivo a AR mediante el uso 
de perlas revestidas de UH-RA.21. Se llevó a cabo la tinción inmunohistoquímica con el antisuero anti-UH-RA.21 
policlonal en el tejido sinovial de 3 pacientes con AR y un paciente reumático de control, dando como resultado una 55 
tinción positiva en uno de los tejidos sinoviales de AR. En este tejido, se demostró que la tinción estaba localizada 
predominantemente en los infiltrados inflamatorios y en la capa sinovial con hiperproliferación (no mostrado). 

 
13. Caracterización adicional de UH-RA.21 por cribado por ELISA peptídico 

 60 
Por aplicación de un procedimiento ELISA de péptido sintético, se cribaron más muestras de suero de pacientes con 
AR y diferentes grupos de control en cuanto a la inmunorreactividad anti-UH-RA.21. El cribado por ELISA peptídico 
se llevó a cabo sobre los sueros de 78 pacientes con AR, 48 sujetos de control sanos (HC), 42 sujetos con molestias 
articulares mecánicas, 49 pacientes con osteoartritis (OA), 26 pacientes con artritis psoriásica y 35 pacientes con 
espondilitis anquilosante. Se hizo el recuento de la inmunorreactividad de fondo midiendo la inmunorreactividad 65 
contra un péptido no relevante. El valor de corte para una señal positiva era de 3 x SD por encima de la media del 
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grupo combinado de HC y molestias articulares mecánicas, con exclusión de los más extremos. En la figura 7, se 
representan los resultados del cribado por ELISA peptídico. Dieciocho de 78 pacientes con AR (un 23 %), 6 de 49 
pacientes de OA (un 12 %), 5 de 26 pacientes con artritis psoriásica (un 19 %), 5 de 35 pacientes de espondilitis 
anquilosante (un 14 %), 2 de 48 HC (un 4 %) y 1 de 42 sujetos con molestias articulares mecánicas (un 2 %) eran 
positivos a anticuerpos contra UH-RA.21. Se demostraron diferencias significativas en la reactividad de anticuerpos 5 
contra UH-RA.21 entre los pacientes con AR y el grupo combinado de HC y sujetos con molestias articulares 
mecánicas por una parte, y entre pacientes con AR y pacientes de OA por otra. 

 
Materiales y métodos 
 10 
1. Construcción de una biblioteca de fagos de presentación ADNc de AR 

 
Para la construcción de la biblioteca de AR se utilizó tejido sinovial que se obtuvo de la sustitución quirúrgica total de 
cadera de un paciente varón de 64 años de edad con una historia de 20 años de AR seropositiva. El tejido sinovial 
se analizó inmunohistoquímicamente por tinción de la presencia de células inflamatorias tales como macrófagos 15 
(CD68+), células T (CD3+) y células B (CD20+). Se aisló directamente ARN poliA+ (sistema poliATtract 1000, 
Promega, Leiden, Holanda) del tejido sinovial sin aislamiento anterior de ARN total como describía el fabricante. Se 
clonó el ADNc cebado-enlace Oligo (dT) en un sistema de vector λ-Uni-ZAP XR (Stratagene, La Jolla, USA) seguido 
por empaquetamiento del fago λ. Tras la escisión de la masa del fagémido pBluescript SK(-) del vector Uni-ZAP XR, 
se obtuvieron las inserciones de ADNc por digestión de restricción por XhoI-XbaI (New England Biolabs, Ipswich, 20 
USA). Las inserciones de ADNc (de tamaños de 500-2500 pb) se purificaron en gel (kit de purificación en banda de 
gel GFX, GE Healthcare, Diegem, Bélgica) y posteriormente se clonaron direccionalmente en los vectores fagémidos 
pSPVI-A/B/C digeridos con XhoI-XbaI de los inventores, que codificaban cada uno una fase de lectura diferente. La 
clonación de ADNc se produjo por medio de fusión en el extremo C de la proteína de revestimiento menor del fago 
pVI, lo que daba como resultado la presentación de los productos codificados por el ADNc en la superficie del fago 25 
(21;22). Tras la transformación de las mezclas de unión en bacterias E. coli TG1 electrocompetentes (Stratagene), 
se obtuvieron las bibliotecas de RA-pSPVI-A/B/C de presentación. Se llevó a cabo la secuenciación en cada 
biblioteca de fagos de presentación. 

 
2. Pacientes con AR y controles 30 

 
Las muestras de suero se obtuvieron de 48 pacientes con AR, que se diagnosticaron basándose en el cumplimiento 
de los criterios del ACR. Las características de los pacientes se resumen en la tabla 1. 

 
Se llevó a cabo la determinación de la serología de FR con el ensayo de Aglutinación de partículas Serodia-RA 35 
(Fujirebio Diagnostics, Göteberg, Suecia) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se llevaron a cabo las 
mediciones de ACPA con un ensayo ELISA (anti-CCP2) de segunda generación (Quanta Lite CCP IgG, INOVA 
Diagnostics, San Diego, USA), con un valor de corte de 20 IU para definir un ensayo positivo. 

 
Se utilizaron dos agrupamientos de suero de 10 pacientes con AR para las selecciones por afinidad. Las 40 
características de los pacientes que se utilizaron para las selecciones por afinidad se muestran en las tablas 2 y 3. El 
primer agrupamiento consistía en sueros de pacientes con AR seleccionados aleatoriamente con un curso temprano 
de la enfermedad (síntomas de menos de 1 año) (tabla 2). En este grupo de pacientes con AR temprana, 4 
pacientes eran serológicamente negativos a FR y ACPA (FR- ACPA-), 2 eran positivos para ambos marcadores 
(FR+ ACPA+), mientras que los restantes 4 eran positivos solo para uno de los dos marcadores (2 pacientes eran 45 
FR+ ACPA- y 2 eran FR- ACPA+). El segundo agrupamiento contenía sueros de pacientes con AR FR- ACPA- (tabla 
3). 

 
Ambos agrupamientos de sueros, antes de su uso en el SAS, se vaciaron de anticuerpos contra los componentes 
del fago y bacterias como se había descrito anteriormente (23;24) y posteriormente se almacenaron en alícuotas a -50 
80 ºC. 

 
Para llevar a cabo los detallados análisis serológicos de cribado por ELISA de fago de los clones identificados por 
SAS, se obtuvieron las muestras de suero de 38 controles sanos (HC) y 30 pacientes con otras enfermedades 
reumáticas (19 con espondilitis anquilosante, 8 con artritis psoriásica y 3 pacientes con síndrome de Sjögren) (Tabla 55 
1). Todos los sueros que se utilizaron en el cribado por ELISA de fago presentaban niveles totales equivalentes de 
IgG en el suero. Tras la recolección, se hicieron alícuotas de las muestras de suero y se almacenaron a -80 ºC. 

 
3. Selección serológica antigénica de una biblioteca de fagos ADNc de presentación de AR 

 60 
El procedimiento de selección serológica antigénica se aplicó en la biblioteca de fagos ADNc de AR como se había 
descrito (24;25). Se llevaron a cabo cuatro rondas posteriores de selección por afinidad en paralelo con los 
agrupamientos de suero de AR temprana y AR FR- ACPA-. Para enriquecer los clones de fago basándose en las 
interacciones de alta afinidad con inmunoglobulinas (IgG) de pacientes con AR, el procedimiento de selección se 
llevó a cabo de manera más rigurosa aumentando las rondas de selección. 65 
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4. Cribado de clones ADNc enriquecidos 
 

Se llevó a cabo la identificación de clones de ADNc enriquecidos por PCR de colonia seguida por digestión por 
enzimas de restricción como se había descrito en (24;25), con pequeñas modificaciones. Los cebadores utilizados 
para la PCR eran un cebador directo (5’-TTA CCC TCT GAC TTT GTT CA-3’) y un cebador inverso (5’-CGC CAG 5 
GGT TTT CCC AGT CAC GAC-3’) (Eurogentec, Ougree, Bélgica), que se hibridaban al vector fagémido en cualquier 
extremo de la inserción de ADNc. 

 
5. Análisis de secuencia 

 10 
Se llevó a cabo la secuenciación sobre los productos de la PCR purificados (kit de purificación de ADN GFX PCR, 
GE Healthcare) de clones individuales con el cebador 5’-TTA CCC TCT GAC TTT GTT CA-3’ (Eurogentec), que se 
hibridaba al gen codificante pVI del fagémido, y el Kit II Big Dye TMT Terminator Cycle Sequence Ready Reaction 
(Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido), seguido por el análisis en el analizador ABI Prism 310 Genetic 
(Applied Biosystems). El análisis de búsqueda de homología de las secuencias de aminoácidos y nucleótidos se 15 
llevó a cabo con la herramienta de búsqueda del software de alineamiento local básico del NCBI. 

 
6. ELISA de fago 

 
Se midió por ELISA de fago el nivel de reactividad de anticuerpo de muestras individuales de suero contra clones de 20 
fago individuales seleccionados. Se llevó a cabo un ELISA de ligando de fago de presentación como se había 
descrito anteriormente (23;24). La reactividad de fondo contra las partículas de fago se contaba midiendo la señal 
del ELISA obtenida incubando la muestra de suero ensayada con fagos vacíos en paralelo a la incubación con el 
clon de fago de ensayo que codificaba un producto ADNc específico. Una muestra de suero con una relación de DO 
(fago ensayado): DO (fago vacío) mayor de 3 veces la desviación estándar (SD) por encima de la relación media de 25 
DO (fago ensayado): DO (fago vacío) del grupo HC, se consideraba positivo a anticuerpos contra el producto de 
ADNc codificado. Los experimentos se llevaron a cabo independientemente por duplicado o triplicado. Los 
resultados se expresaron como la relación media de la DO (fago ensayado):DO (fago vacío). 

 
7. Análisis estadístico 30 

 
Se llevó a cabo el análisis estadístico utilizando el GraphPad Prism versión 4.0. Un valor de p<0,05 se consideraba 
estadísticamente significativo. Los niveles de reactividad de los anticuerpos que se midieron por las relaciones 
medias de ELISA de fago en pacientes AR y grupos control se compararon utilizando el ensayo de Kruskall-Wallis. 
Las variables demográficas cuantitativas para los pacientes positivos a anticuerpos y negativos a anticuerpos se 35 
compararon utilizando ensayos-t de student y las variables categóricas se compararon por el ensayo exacto de 
Fisher. Las asociaciones entre la positividad para los anticuerpos contra clones de ADNc en particular y el 
diagnóstico de AR, se analizaron por el ensayo exacto de Fisher. Las correlaciones entre los niveles de anticuerpo y 
las diferentes variables clínicas se examinaron por el coeficiente de correlación de Spearman. 

 40 
8. Expresión y purificación de proteínas recombinantes 

 
La expresión de proteínas recombinantes se llevó a cabo de acuerdo con el kit pBAD/TOPOThioFusion (Invitrogen, 
Merelbeke, Bélgica). La proteína recombinante se expresaba como una proteína de fusión con la tiorredoxina en el 
lado del extremo N y un marcador His6 en el extremo C. La inserción de ADNc que codifica el antígeno candidato se 45 
amplificó y los productos de PCR se clonaron en el vector pBAD/TOPOThioFusion seguido por la transformación de 
las mezclas de unión en bacterias E. coli TOP10. Para la expresión proteica, se aislaron los plásmidos y se 
transformaron en bacterias E. coli LMG194. Las bacterias LMG194 que contenían el vector pBAD/TOPO con la 
inserción, se cultivaron en medio LB (Invitrogen) hasta una DO600 de 0,5 tras lo cual se indujo la expresión de la 
proteína recombinante durante 4 horas por adición de arabinosa (0,2 %). Tras la centrifugación, las células 50 
bacterianas se resuspendieron en tampón de lisis (6M de cloruro de guanidio, 20 mM de fosfato sódico, 500 mM de 
NaCl, pH 7,8) seguido por sonicación para la destrucción de los cuerpos de inclusión proteicos. La purificación de la 
proteína recombinante se llevó a cabo en perlas Ni-NTA Sepharose (IBA, Leusden, Holanda) seguida por diálisis 
contra PBS. La identidad de la proteína se confirmó llevando a cabo una SDS-PAGE seguida por escisión de la 
banda proteica y análisis ESI-LC-MS/MS (ThermoFinnigan, San Jose, USA). La concentración de proteína purificada 55 
se determinó con el kit de cuantificación proteica BCA (Fisher Scientific, Doornik, Bélgica). 

 
9. ELISA peptídico/proteico y ELISA de competición 

 
Se revistieron con los péptidos purificados sintéticos (Eurogentec) a 1 mg/ml en PBS (pH 7,4) placas de ELISA 60 
peptídico (placas de ELISA de poliestireno de fondo plano, Greiner Bio-One, Wemmel, Bélgica) durante una noche a 
temperatura ambiente. Se revistieron con las proteínas recombinantes a 1 mg/ml en tampón de carbonato (0,1 M de 
carbonato hidrógeno de sodio, pH 9,6) placas de ELISA (Greiner Bio-One) durante una noche a 4 ºC. Después de 
lavar con un 0,05 % de PBS-Tween20 (PBS-T), se llevó a cabo un bloqueo con un 2 % de leche en polvo en PBS 
(M-PBS) durante 2 horas a 37 ºC. Después de un lavado, se incubaron las muestras se suero (diluidas 1/100 en M-65 
PBS) con las placas de ELISA revestidas durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de un lavado, se llevó a 
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cabo la detección de la unión de anticuerpos por incubación con anticuerpo HRP de conejo anti-IgG humana (1/1500 
en M-PBS) (DAKO, Heverlee, Bélgica) seguido por desarrollo del color con sustrato TMB (3, 3’, 5, 5’ 
tetrametilbencidina) (Sigma Aldrich, Bornem, Bélgica). La reacción se paró por adición de 2 M de H2SO4 y se leyó el 
desarrollo del color a 450 nm. Como controles negativos, se utilizaron un péptido no relevante y una proteína 
tiorredoxina sintetizada de manera idéntica a idénticas concentraciones. Para el ELISA peptídico, una relación de 5 
DO (péptido ensayado): DO (péptido no relevante) de más de 1,5 se consideraba una señal positiva. Para el ELISA 
proteico, una relación de DO (proteína) / DO (tiorredoxina) de más de 1,5 se utilizó como corte para la señal positiva. 
Las muestras se ensayaron por duplicado en un único experimento, y los experimentos se llevaron a cabo por 
duplicado. 

 10 
Para confirmar adicionalmente la especificidad de anticuerpos medidos contra los fagos que presentaban los 
productos de ADNc, se aplicó un ELISA de competición entre el péptido purificado y el fago que presentaba el 
correspondiente péptido. Antes de la incubación de las muestras de suero diluidas 1/100 con los pocillos revestidos 
de péptido, las muestras de suero se pre-incubaron con cantidades crecientes de fago que presentaban el péptido 
en la superficie. La competición del péptido presentado por el fago con el péptido de revestimiento por los 15 
anticuerpos del suero daba como resultado la disminución de la DO de las señales. Como control negativo, se pre-
incubaron cantidades crecientes de fagos vacíos con las muestras de suero. 

 
10. Análisis inmunohistoquímico del tejido sinovial 

 20 
Las secciones de tejido fijadas en formalina, embebidas en parafina de tejido de AR y tejido sinovial de control se 
tiñeron con anti-CD3 (Klinipath, Olen, Bélgica), anti-CD68 (Abcam, Heidelberg, Alemania) y anticuerpo anti-CD20 
(Dako), diluidos de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. La tinción de tejido sinovial para los antígenos 
candidatos diana de AR se llevó a cabo con anticuerpo policlonal anti-HLA-A de conejo (1/1000) (Abnova, Boechout, 
Bélgica), anticuerpo policlonal anti-mitotina de conejo (Abnova) (1/1000) y un anticuerpo monoclonal anti-proteína S6 25 
ribosómica de ratón (1/50) (Abcam). El antisuero anti-UH-RA.21 purificado por inmuno-afinidad se diluyó 1/50 para 
las inmunotinciones. 

 
Las secciones embebidas en parafina se montaron en portaobjetos de cristal revestidos de polisina (VWR, Heverlee, 
Bélgica) y tras quitarles la cera y rehidratarlas, se bloqueó la actividad de peroxidasa endógena por incubación de 30 
los portaobjetos en una solución de 0,3 % de peróxido de hidrógeno en metanol durante 10 minutos. Para los 
anticuerpos obtenidos en el mercado se llevó a cabo la prevención de unión específica por incubación de las 
secciones con un bloqueador proteico (Dako) durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se llevó a cabo la 
incubación con el anticuerpo primario (en TBS) durante una noche a temperatura ambiente, seguida por incubación 
con el anticuerpo secundario conjugado con biotina (anticuerpo policlonal de cerdo anti-Ig de conejo 1/300 en TBS o 35 
anticuerpo policlonal de conejo anti-Ig de ratón 1/200 en TBS) (Dako) durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras 
la aplicación del kit ABC (Dako), se llevó a cabo la tinción con el sustrato DAB (3,3’ diaminobencidina) (Sigma 
Aldrich). Como el uso de un anticuerpo primario humano da lugar a alta unión de fondo, se bloquearon las secciones 
de tejido sinovial con un anticuerpo secundario no conjugado, a saber un anticuerpo policlonal de conejo anti-IgG 
humana (Dako) diluido 1/100 en TBS suplementado con un 10 % de suero de conejo (Chemicon, Heule, Bélgica) 40 
durante 1 hora a temperatura ambiente. El suero anti-RA.21 se diluyó 1/50 en TBS y se incubó durante una noche a 
temperatura ambiente, seguido por 1 hora de incubación a temperatura ambiente con anticuerpo de conejo anti-IgG 
humana conjugada con HRP (Dako) diluido 1/80 en TBS. La tinción se llevó a cabo con sustrato DAB. 

 
Se utilizaron TBS y el TBS suplementado con un 0,05 % de TritonX-100 para las etapas de lavado. Se llevó a cabo 45 
la contratinción con hematoxilina de Gill (Klinipath). La tinción del control para cada anticuerpo se llevó a cabo 
omitiendo el anticuerpo primario. 

 
11. Purificación por inmunoafinidad de anticuerpos anti-UH-RA.21 fuera de suero AR 

 50 
Se acopló el péptido UH-RA.21 sintético a columnas AminoLink de perlas de agarosa (Kit MicroLink Protein 
Coupling, Fisher Scientific) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen, se unieron covalentemente 
100 mg de péptido sintético UH-RA.21 a la columna Spin Gel de acoplamiento AminoLink Plus por incubación en 
tampón de acoplamiento (0,1 M fosfato sódico, 0,15 de NaCl, pH 7,2) con adición de solución de cianobromuro 
sódico (5 M, en 0,01 M de NaOH) durante 4 horas a temperatura ambiente. Tras el bloqueo de los sitios activos 55 
restantes por lavado con tampón de templado (1 M Tris-HCl, 0,05 % de NaN3, pH 7,4), la columna acoplada a UH-
RA.21 se incubó 4 veces con 250 µl de suero de AR que contenía altos niveles de anticuerpo contra UH-RA.21 (de 
acuerdo con ELISA de fago y ELISA peptídico). Tras lavar la columna con 0,5 M de NaCl, los anticuerpos unidos se 
eluyeron en tres fracciones con 100 µl de tampón de elución ImmunoPure (pH 2,8). Los eluídos se neutralizaron 
inmediatamente por adición de 5 µl de 1 M de Tris (pH 9,0). Se evaluaron las eluciones y los flujos continuos en 60 
cuanto a niveles de anticuerpos anti-UH-RA.21 por ELISA peptídico. La concentración de anticuerpo eluído se 
determinó por espectrometría y el kit de cuantificación de proteína BCA. 

 
Tablas 

 65 
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Tabla 1: Características de la población de estudio 
 

Diagnóstico Número Género (Femenino/ Masculino) Edad media (SD) (intervalo) en años 

RA 48 33/15 57,0 (11,3) (34-80) 

RF- ACPA+ 4 3/1 58,5 (9,3) (50-68) 

RF- ACPA- 22 18/4 57,1 (12,2) (37-80) 

RF+ ACPA+ 17 9/8 57,1 (11,8) (34-73) 

RF+ ACPA- 5 3/2 54,7 (7,1) (45-63) 

Controles reumáticos 30 14/16 45,9 (10,1) (33-65) 

Espondilitis anquilosante 19 6/13 42,7 (9,9) (33-63) 

Artritis psoriásica 8 5/3 53,5 (8,1) (43-65) 

Síndrome de Sjögren  3 3/0 44,7 (4,9) (39-48) 

Controles sanos 38 23/15 48,8 (18,4) (24-83) 

 
Tabla 2: Características de pacientes con curso de enfermedad temprano (agrupamiento de sueros de AR 

temprana) utilizados para las selecciones por afinidad 5 
 

Sujeto Géneroa Estado de RF Estado de ACPA Edad Duración enfermedadb 

RA-p1.1 F + + 55 10 

RA-p1.2 F + - 54 12 

RA-p1.3 F - + 68 7 

RA-p1.4 M - - 80 9 

RA-p1.5 F - + 50 3 

RA-p1.6 F + - 63 12 

RA-p1.7 F - - 49 9 

RA-p1.8 F - - 59 12 

RA-p1.9 M + + 46 8 

RA-p1.10 F - - 58 5 
a F (femenino) y M (masculino) 
b en meses después de comenzar los síntomas 
  

Tabla 3: Características de los pacientes RF- ACPA- utilizados para las selecciones por afinidad de 
agrupamientos de suero RF- ACPA- 

 10 

Sujeto Géneroa Estado de RF Estado de ACPA Edad Duración enfermedadb 

RA-p2.1 M - - 41 13 

RA-p2.2 F - - 52 13 

RA-p2.3 F - - 57 14 

RA-p2.4 F - - 69 14 

RA-p2.5 M - - 37 16 

RA-p2.6 F - - 73 5 

RA-p2.7 F - - 65 7 

RA-p2.8 F - - 68 14 

RA-p2.9 F - - 66 4 

RA-p2.10 F - - 37 3 
a F (femenino) y M (masculino)  
b en años 
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Tabla 4: Procedimiento de Selección Serológica Antigénica para agrupamientos de AR temprana y FR- ACPA-: 
aumento en los títulos de salida:entrada de fagos con aumento de rondas de selección 

 

 
Tabla 5: Cribado por ELISA para el panel de 22 clones de fago ADNc candidatos 5 

 

Clon AR Controles reumáticos Controles sanos 

Clones con perfil serológico relacionado con AR 

UH-RA.1 6/48 (13 %) 2/30 (7 %) 0/38 (0 %) 

UH-RA.2 1/48 (2 %) 0/30 (0 %) 0/38 (0 %) 

UH-RA.7 1/48 (2 %) 0/30 (0 %) 0/38 (0 %) 

UH-RA.9 4/48 (8 %) 0/30 (0 %) 0/38 (0 %) 

UH-RA.10 5/48 (10 %) 0/30 (0 %) 0/38 (0 %) 

UH-RA.11 6/48 (13 %) 0/30 (0 %) 0/38 (0 %) 

UH-RA.13 2/48 (4 %) 3/30 10 %) 0/38 (0 %) 

UH-RA.14 8/48 (17 %) 0/30 (0 %) 0/38 (0 %) 

UH-RA.15 4/48 (8 %) 0/30 (0 %) 0/38 (0 %) 

UH-RA.16 3/48 (6 %) 0/30 (0 %) 0/38 (0 %) 

UH-RA.17 1/48 (2 %) 0/30 (0 %) 0/38 (0 %) 

UH-RA.20 1/48 (2 %) 0/30 (0 %) 0/38 (0 %) 

UH-RA.21 15/48 (31 %) 6/30 (20 %) 0/38 (0 %) 

UH-RA.22 2/48 (4 %) 0/30 (0 %) 0/38 (0 %) 

Total 28/48 (58 %) 10/30 (33 %) 0/38 (0 %) 

Clones con perfil serológico no relacionado con AR 

UH-RA.3 3/48 (6 %) 2/30 (7 %) 1/38 (3 %) 

UH-RA.4 2/48 (4 %) 0/30 (0 %) 1/38 (3 %) 

UH-RA.5 3/48 (6 %) 0/30 (0 %) 4/38 (11 %) 

UH-RA.6 5/48 (10 %) 1/30 (3 %) 2/38 (5 %) 

UH-RA.8 2/48 (4 %) 4/30 (13 %) 4/38 (11 %) 

UH-RA.12 3/48 (6 %) 0/30 (0 %) 3/38 (8 %) 

UH-RA.18 6/48 (13 %) 1/30 (3 %) 1/38 (3 %) 

UH-RA.19 3/48 (6 %) 5/30 (17 %) 2/38 (5 %) 

Total 34/48 (71 %) 15/30 (50 %) 15/38 (39 %) 
 

Tabla 6: Análisis de secuencia de 14 clones ADNc asociados a AR 
 

Clon.0 Identidad del ADNc Número NCBI 
Secuencia 
codificante 

dentro/fuera del 
marco 

UH-RA.1 HLA clase II DQ B1 (B1*050101) AY663400.1 3’UTR  

UH-RA.2 
Asociado a la masa grasa y obesidad en 
Homo sapiens (FTO) 

BC030798.1 3’UTR  

UH-RA.7 Cadena ligera de Miosina 6 (MYL6) BC017455.1 
En secuencia 

codificante 
fuera del marco 

UH-RA.9 Talina 1 BC042923.1 
5’UTR + secuencia 

codificante 
fuera del marco 

UH-RA.10 clon RP11-29H23 del Cromosoma 1  AL353807.18   

UH-RA.11 Proteína A de MHC clase I  BC019236.2 
En secuencia 

codificante 
en marco 

UH-RA.13 Proteína ribosómica L21 NM_000982.3 
En secuencia 

codificante 
fuera del marco 

Ronda Relación Salida:Entrada 
Agrupamiento de AR temprana Agrupamiento AR RF- ACPA-  

1 3,7 x 10-8 2,6 x 10-8 
2 1,1 x 10-8 1,5 x 10-8 
3 1,0 x 10-7 5,0 x 10-8 
4 3,7 x 10-7 3,4 x 10-7 
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UH-RA.14 
Homólogo 24 de clasificación de proteína 
Vacuolar, más/menos 

NM_016079.2   

UH-RA.15 
MCM2 deficiente en mantenimiento del 
microcromosoma 2, mitotina 

NM_004526.2 
En secuencia 

codificante 
en marco 

UH-RA.16 40S Proteína ribosómica S6 BC000524.2 
En secuencia 

codificante 
en marco 

UH-RA.17 Selenoproteína P, plasma, 1 (SEPP1) BC058919.1 
5’UTR + secuencia 

codificante 
en marco 

UH-RA.20 HLA clase II DR beta 1 (HLA-DRB1) BC024269.1 
En secuencia 

codificante 
fuera del marco 

UH-RA.21 
Dominio 1 que contiene homología 
adyacente al bromo (BAHD1) 

NM_014952.3 3’UTR  

UH-RA.22 
Est ADNc de globo ocular humano 
(similar a la proteína ribosómica L3) 

EL949248.1   

 
Tabla 7: Identidad peptídica de 14 clones ADNc asociados a AR 

 

Clon Producto de ADNc traducido Tamaño 
(en 

aminoácidos) 

Homología a nivel de aminoácidos (número de 
registro Swissprot) 

UH-RA.1 EKRQEITTE* (SEQ ID NO :6) 9 aa 7/9 (77 %) Factor 1 de transcripción específico de 
células T (P36402) 
6/7 (85 %) Proteína 2 del receptor de transferrina 
(Q9UP52) 
6/7 (85 %) Homólogo de proteína 6 de control de la 
división celular (Q99741) 

UH-RA.2 SISTS* (SEQ ID NO:7) 5 aa Múltiples homologías debidas al tamaño pequeño del 
producto de ADNc 
5/5 (100 %) Miembro 6 de la subfamilia B de 
homología con DnaJ (Proteína de choque térmico J2) 
(075190) 
5/5 (100 %) Dedicador de proteína 8 de citocinesis 
(Q8NF50) 

UH-RA.7 SSQDV* (SEQ ID NO:8) 5 aa Múltiples homologías debidas al tamaño pequeño del 
producto de ADNc 
5/5 (100 %) histona acetiltransferasa MYST3 
(Q92794) 
5/5 (100 %) precursor del factor estimulante de 
colonias de macrófagos (P09603) 

UH-RA.9 RSCHHGCTFTEDQHWECG 
EDDAV*(SEQ ID NO: 9) 

23 aa 9/14 (64 %) Precursor del receptor 2 de manosa de 
macrófagos (Q9UBG0) 
6/9 (66 %) Precursor de glucoproteína CD1d de la 
superficie de células T (antígeno CD1d) (P15813)  
8/13 (61 %) Autoantígeno Nuclear Sp-100 (Moteado 
de 100 kDa) (P23497) 

UH-
RA.10 

SNALENFVYNKFQQNNCV 
WPGAVAHACNPSTLRG* 
(SEQ ID NO:10) 

34 aa 15/16 (93 %) Placofilina-2 (Q99959)  
 
 
14/15 (93 %) Subfamilia Alu (P39190) 

UH-
RA.11 

SSQPTIPIVGIIAGLVLFGAVI 
TGAWAAVMWRRKSSD 
RKGGSYSQAASSDSAQGS 
DVSLTACKV* 
(SEQ ID NO: 2) 

65 aa 100 % (65/65) MHC clase I A-2 (P01892) / A-68 
(P01891) / A-69 (P10316) 

UH-
RA.13 

QDSCQEN* (SEQ ID NO:11) 7 aa Múltiples homologías debidas al tamaño pequeño del 
producto de ADNc 
5/6 (83 %) punto de supervisión mitótico 
serina/treonina-proteína cinasa BUB1 (043683) 6/7 
(85 %) Homólogo de proteína 18 asociada a ARN U3 
nucleolar pequeño (Q9Y5J1)  
6/10 (60 %) Miembro A de la familia 13 del dominio 
lectina tipo C (Q8IX05) 
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UH-
RA.14 

KEELWRQ* (SEQ ID NO:3) 7 aa Múltiples homologías debidas al tamaño pequeño del 
producto de ADNc 
6/6 (100 %) tricohialina (Q07283) 5/7 (71 %) 
ADAMTS12 (Desintegrina A y metaloproteinasa con 
motivos trombospondina 12) (P58397)  
6/7 (85 %) Proteína 1 asociada al polo del huso y 
centrosoma (Q1MSJ5) 
 

UH-
RA.15 

DTIEVPEKDLVDKARQINIH 
 
NLSAFYDSELFRMNKFS 
HDLKRKMILQQF*  
(SEQ ID NO:4) 

49 aa 49/49 (100 %) Factor de licencia de replicación de 
ADN MCM2  
(homólogo de proteína 2 de mantenimiento de 
microcromosoma) (P49736) 

UH-
RA.16 

RLLLSKGHSCYRPRRTGER 
KRKSVRGCIVDANLSVL 
N LVIVKKG EKDIPG LTDTTV 
PRRLGPKRASRIRKLFNL 
SKEDDVRQYWRKPLNKE 
GKKPRTKAPKIQRLVTPR 
VLQHKRRRIALKKQRTKKN 
KEEAAEYAKLLAKRMK 
EAKEKRQEQIAKRRRLSSL 
RASTSKSESSQK* 
(SEQ ID NO: 5) 

176 aa 176/176 (100 %) 40S proteína ribosómica S6 
(Fosfoproteína NP33) (P62753) 

UH-
RA.17 

AKRKEAG PLEVWTTPAM 
WRSLGLALALCLLPSGG 
TESQDQSSLCKQPPAWSIR 
DQDPMLNSNGSVTW 
ALLQAS*(SEQ ID NO:12) 

76 aa 58/58 (100 %) selenoproteína P, precursor, SEPP1 
(P49908) 

UH-
RA.20 

RGLHLPSGAPKDEPSHSG 
MESTV*(SEQ ID NO:13) 

22 aa 12/17 (70 %) Complejo 3 de proteína relacionada con 
el adaptador (subunidad mu-1) (Q9Y2T2) 
11/16 (68 %) Glucoproteína de superficie celular B-
CAM (P50895) 
10/15 (66 %) Proteína de transcripción 1 inducida por 
TGFbeta 1 (043294) 
8/10 (80 %) Modulador esencial NF-kappa-B  
(IKKAP1) 
6/7 (85 %) Precursor de la cadena alfa-2 del 
colágeno (VIII) (P25067) 
8/12 (66 %) Calpastatina (inhibidor de calpaína) 
(P20810) 

UH-
RA.21 

PGGFRGEFMLGKPDPKPE 
GKGLGSPYIE* 
(SEQ ID NO:1) 

28 aa 7/7 (100 %) Proteína de armazón de células B con 
repeticiones de anquirina (Q8NDB2) 
 
7/8 (87 %) Precursor de la cadena beta de IL-27 
(Q14213)  
8/10 (80 %) Proteína 1 relacionada con La (Q6PKG0) 

UH-
RA.22 

FIGRGDKPTEPGDSWLSKI 
ESQFNFKFAHRTL* 
(SEQ ID NO:14) 

32 aa 10/14 (71 %) Factor 15 de transcripción (proteína 
bHLH-EC2) (Q12870) 
 
9/19 (47 %) Precursor de proteína 5 que contiene el 
dominio de fibronectina tipo III y repeticiones ricas en 
Leucina (Q96NI6) 8/12 (66 %) Proteína Niban 
(Proteína FAM129A) (Proteína 39 del gen de 
inhibición del crecimiento celular) (Q9BZQ8) 

 
Tabla 8: Validación adicional del panel de AR por cribado de la cohorte de AR de validación 

 
Clon Cohorte de AR de estudio Cohorte de AR de validación Total 

UH-RA.1 6/48 (13 %) 3/44 (7 %) 9/92 (10 %) 
UH-RA.2 1/48 (2 %) 1/44 (2 %) 2/92 (2 %) 
UH-RA.7 1/48 (2 %) 1/44 (2 %) 2/92 (2 %) 
UH-RA.9 4/48 (8 %) 0/44 (0 %) 4/92 (4 %) 
UH-RA.10 5/48 (10 %) 0/44 (0 %) 5/92 (5 %) 
UH-RA.11 6/48 (13 %) 6/44 (14 %) 12/92 (13 %) 
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UH-RA.13 2/48 (4 %) 0/44 (0 %) 2/92 (2 %) 
UH-RA.14 8/48 (17 %) 3/44 (7 %) 11/92 (12 %) 
UH-RA.15 4/48 (8 %) 1/44 (2 %) 5/92 (5 %) 
UH-RA.16 3/48 (6 %) 2/44 (5 %) 5/92 (5 %) 
UH-RA.17 1/48 (2 %) 0/44 (0 %) 1/92 (1 %) 
UH-RA.20 1/48 (2 %) 0/44 (0 %) 1/92 (1 %) 
UH-RA.21 

 
15/48 (31 %) 

 
11/44 (25 %) 

 
26/92 (28 %) 

 
UH-RA.22 2/48 (4 %) 0/44 (0 %) 2/92 (2 %) 

Total 28/48 (58 %) 21/44 (48 %) 49/92 (53 %) 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un polipéptido que comprende al menos 8 aminoácidos consecutivos de SEQ ID NO: 1. 
 
2. El polipéptido de la reivindicación 1 que tiene SEQ ID NO: 1. 5 
 
3. Una composición que comprende el polipéptido de las reivindicaciones 1 o 2 y al menos un polipéptido adicional 
que comprende al menos 5 aminoácidos consecutivos de una secuencia que se selecciona de entre SEQ ID NO: 2-
14. 
 10 
4. La composición de la reivindicación 3, en la que dicho péptido adicional comprende una secuencia que se 
selecciona de entre SEQ ID NO: 2-14. 
 
5. El polipéptido de las reivindicaciones 1 o 2 o la composición de acuerdo con las reivindicaciones 3 o 4, en donde 
dicho polipéptido está unido a una superficie o a una fase sólida. 15 
 
6. El polipéptido o la composición de acuerdo con la reivindicación 5, en donde dichas superficie o fase sólida se 
seleccionan de entre el grupo que consiste en una placa de microtitulación, una membrana de nilón, una perla de 
cristal, una perla de plástico, un soporte de celulosa, un soporte de sílice y un soporte de agarosa. 
 20 
7. El polipéptido de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2 o la composición de acuerdo con las reivindicaciones 3 o 
4 para su uso como diagnóstico. 
 
8. El uso in vitro de un polipéptido de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2 o la composición de acuerdo con las 
reivindicaciones 3 o 4 para detectar la presencia y/o la cantidad de anticuerpos específicos contra el polipéptido o 25 
contra al menos un polipéptido de dicha composición en un fluido corporal de un mamífero. 
 
9. El uso de acuerdo con la reivindicación 8 en donde dicho mamífero es un ser humano. 
 
10. El uso de acuerdo con las reivindicaciones 8 o 9 en donde dicho fluido corporal es plasma sanguíneo, suero 30 
sanguíneo o líquido sinovial. 
 
11. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 en el que dicha detección: (a) es mediante 
procesos inmunoenzimáticos que comprenden ensayos de inmunoabsorción ligada a enzimas (ELISA), técnicas 
inmunofluorescentes, ensayos radioinmunológicos (RIA), inmunotransferencia o transferencia LINE; o (b) comprende 35 
la detección visual, espectrofotométrica, electroquímica, fluorescente o luminométrica. 
 
12. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 en el que la detección y/o la cantidad de al 
menos un anticuerpo específico es indicativa de artritis reumatoide. 
 40 
13. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 en el que la detección y/o la cantidad de al 
menos un anticuerpo específico es indicativa de artritis reumatoide en un paciente con un estadio de enfermedad de 
menos de 1 año. 
 
14. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 en el que la detección y/o la cantidad de al 45 
menos un anticuerpo específico es indicativa de artritis reumatoide en un paciente cuyo fluido corporal es 
seronegativo para el factor reumatoide y/o anticuerpos anti-péptidos citrulinados cíclicos. 
 
15. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 que comprende además la detección del factor 
reumatoide. 50 
 
16. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 que comprende además la detección de 
anticuerpos contra péptidos citrulinados cíclicos. 
 
17. Un método para evaluar el pronóstico y/o la gravedad de la enfermedad de artritis reumatoide en un paciente, 55 
que comprende i) detectar la presencia de al menos un anticuerpo en un fluido corporal derivado de dicho paciente 
en donde dicho anticuerpo tiene una especificidad por el polipéptido de las reivindicaciones 1 o 2 y en donde ii) la 
presencia de dicho anticuerpo indica que dicho paciente tiene niveles de inflamación más altos en el momento de la 
toma de muestras y es predictiva de mayor inflamación en el seguimiento. 
 60 
18. Un kit de diagnóstico para la detección de artritis reumatoide que comprende un polipéptido de acuerdo con las 
reivindicaciones 1 o 2 o una composición de acuerdo con las reivindicaciones 3 o 4. 
 
19. El kit de diagnóstico de acuerdo con la reivindicación 18 que comprende además un anticuerpo que se une 
específicamente a una inmunoglobulina humana. 65 
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