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DESCRIPCION
Métodos de diagndstico para el lupus
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método in vitro para diagnosticar lupus en un sujeto, comprendiendo dicho
método la etapa de detectar en una muestra biologica obtenida del sujeto el autoanticuerpo que reconoce el
biomarcador de proteina THEX1

Ademas, la invencion describe equipos de reactivos y matrices Utiles para llevar a cabo métodos de diagndstico
segun la presente invencion.

Antecedentes de la invencion

El lupus eritematoso sistémico (SLE) o lupus es una enfermedad autoinmune crénica que puede afectar a las
articulaciones y a casi todos los 6rganos principales del cuerpo, incluidos corazén, rifiones, piel, pulmones, vasos
sanguineos, higado y sistema nervioso. Al igual que en otras enfermedades autoinmunes, el sistema inmunolégico
del cuerpo ataca los propios tejidos y érganos del cuerpo, provocando la inflamacion. El riesgo de una persona de
desarrollar lupus parece estar determinado principalmente por factores genéticos, pero un factor ambiental, tal como
una infeccion o estrés, puede desencadenar la aparicion de la enfermedad. El curso del lupus varia, y a menudo se
caracteriza por periodos alternos de brotes, es decir, un aumento de la actividad de la enfermedad, y periodos de
remision. Los sujetos con lupus pueden desarrollar una variedad de afecciones tales como nefritis lUpica,
complicaciones musculoesqueléticas, trastornos hematoldgicos e inflamacion cardiaca.

Se tarda una media de 4 afios para obtener un diagnostico correcto de lupus, en parte debido a la variedad y
complejidad de los sintomas y la necesidad de descartar otras posibles causas. The American College of
Rheumatologists ha establecido once criterios para ayudar en el diagnéstico de lupus para la inclusidon de pacientes
en ensayos clinicos y ha desarrollado el indice de Actividad de la Enfermedad SLE (SLEDAI) para evaluar la
actividad de lupus. Ademas de tener en cuenta el historial médico, la edad y el sexo del sujeto y el examen fisico,
también estan disponibles varios ensayos de laboratorio para ayudar en el diagnéstico. Estos incluyen ensayos para
la presencia de anticuerpos antinucleares (ANA) y ensayos para otros autoanticuerpos tales como anti-DNA, anti-
Sm, anti-RNP, anti-Ro (SSA), anti-Lb (SSB) y anticuerpos anticardiolipina. Otras herramientas de diagndstico
incluyen ensayos para determinar los niveles de complemento sérico, analisis de orina y biopsias de un 6rgano
afectado. Algunos de estos criterios son muy especificos para el lupus, pero tienen poca sensibilidad, pero ninguno
de estos ensayos proporciona un diagnéstico definitivo y, por lo tanto, los resultados de miltiples ensayos diferentes
deben integrase para permitir un juicio clinico de un experto. Por ejemplo, un ensayo ANA positivo puede ocurrir
debido a infecciones o enfermedades reumaticas, e incluso las personas sanas sin lupus pueden dar el ensayo
positivo. El ensayo ANA tiene alta sensibilidad (93%) pero baja especificidad (57%). Anticuerpos contra el DNA
bicatenario y/o los nucleosomas se asociaron con el lupus hace mas de 50 afios y el lupus activo se asocia
generalmente con la 1gG. La sensibilidad y la especificidad del ensayo Farr para anti-DNA es 78,8% y 90,9%,
respectivamente. Por lo tanto, esta claro que el estado de multiples especies de autoanticuerpos puede proporcionar
informacion sobre el estado del lupus de un paciente. Sin embargo, en caso de que no haya marcadores clasicos, un
nuevo marcador fuerte puede ayudar a diagnosticar el Lupus.

Muchas especies de anticuerpos se han descrito en relacion con el lupus y sus antigenos afines incluyen numerosas
clases de proteinas, érganos subcelulares tales como el nucleo y especies no proteicas tales como fosfolipidos y
DNA. Con frecuencia, el antigeno esta mal descrito o no se caracteriza a nivel molecular, por ejemplo, anticuerpos
antimitocondriales. Dados los desafios para obtener un diagnostico correcto, existe la necesidad de realizar ensayos
in vitro nuevos o mejorados con mayor especificidad y sensibilidad para permitir el diagnéstico no invasivo de lupus.

El lupus se produce aproximadamente 10 veces mas frecuentemente en mujeres que en hombres. Forman parte de
una familia de trastornos estrechamente relacionados, conocidos como enfermedades del tejido conectivo, que
también incluyen artritis reumatoide (RA), polimiositis-dermatomiositis (PM-DM), esclerosis sistémicas (SSc o
escleroderma), sindrome de Sjogren (SS) y varias formas de vasculitis. Estas enfermedades comparten una serie de
sintomas y anomalias clinicas. Los sujetos que sufren de lupus pueden presentar una variedad de sintomas
diversos, muchos de los cuales se producen en otras enfermedades del tejido conectivo, fibromialgia,
dermatomiositis o afeccién hematoldgica tal como purpura trombocitopénica idiopatica. Por lo tanto, el diagnéstico
puede ser un reto.

Los pacientes de SSc comparten muchos autoanticuerpos con los pacientes de SLE; sin embargo, la presencia de
anti-topoisomerasa o autoanticuerpos anti centrémeros sigue siendo altamente discriminatoria para el diagnostico de
SSc. Por oposicion, los pacientes con SSc que no tiene ATA o ACA son dificiles de diagnosticar o clasificar.

Los inventores seleccionaron primero proteinas candidatas especificas de SSc reconocidas por pacientes sin ACA o
ATA mediante la seleccion de 9483 proteinas de Invitrogen ProtoArrays® con un enfoque muy estricto. Se
mantuvieron seis candidatos en esta primera seleccion y se validaron ademas para la especificidad mediante ELISA
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en un gran numero de pacientes incluyendo SLE, artritis reumatoide (RA), artritis psoriasica (PsoA), espondilitis
anquilosante (AS), y controles sanos.

Compendio de la invencion

Después de los analisis, los inventores identificaron fuertes correlaciones entre el lupus y la presencia de
autoanticuerpos contra la proteina Exonucleasa 1 de la histona 3 prima de mRNA (THEX1). Ademas, definieron que
concentraciones mas bajas de antigeno podrian revelar si un paciente tenia lupus o no con una especificidad del
94% y una sensibilidad del 53%. La deteccion de autoanticuerpos de THEX1 en una muestra de plasma/suero es un
marcador de diagnostico para SLE, pero podria ser también un marcador de prondstico ya que los niveles de
autoanticuerpos son mas altos cuando la enfermedad es mas grande.

En el presente estudio, los inventores seleccionaron el analisis de la proteina THEX1 de ProtoArray® con un
enfoque muy estricto y validaron su especificidad mediante ELISA en un grupo mas grande de pacientes y controles.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a un método in vitro para diagnosticar lupus en un sujeto,
comprendiendo dicho método la etapa de detectar en una muestra biolégica obtenida del sujeto el autoanticuerpo
que reconoce el biomarcador de la proteina THEX1.

Ademas, la invencion describe equipos de reactivos y matrices Utiles para llevar a cabo métodos de diagndstico
segun la presente invencion.

Descripcion detallada de la invenciéon

En un aspecto, la presente invencion proporciona un método in vitro para diagnosticar lupus en un sujeto,
comprendiendo dicho método la etapa de detectar en una muestra biolégica obtenida del sujeto el autoanticuerpo
que reconoce el biomarcador de la proteina THEX1.

El método de la invencion puede comprender las etapas de: poner en contacto la muestra biolégica con un
biomarcador de proteinas durante un tiempo y en condiciones que permitan que se formen complejos biomarcador
de proteinas-anticuerpo entre el biomarcador de proteinas y el autoanticuerpo presente en la muestra bioldgica; y
detectar cualquier complejo biomarcador de proteinas-anticuerpo formado.

En los métodos de diagndstico proporcionados en la presente memoria, la etapa de detectar cualquier complejo de
biomarcador de proteina-anticuerpo formado entre un biomarcador de proteinas y un autoanticuerpo presentes en la
muestra biolégica se puede llevar a cabo mediante cualquier método adecuado. En ciertas realizaciones, la
deteccion es mediante un inmunoensayo.

En realizaciones particulares, el biomarcador o biomarcadores de proteinas utilizados en el método de diagndstico
esta/estan inmovilizados en un vehiculo o soporte sélido.

Tipicamente, los métodos de diagnostico pueden comprender ademas medir, en una muestra obtenida del sujeto, la
concentracion de al menos un biomarcador de lupus también conocido para el diagnostico de lupus (véase, por
ejemplo, Sherer Y et al., 2004), para detectar la presencia de anticuerpos especificos de lupus, tales como un
anticuerpo antinuclear (ANA) o un antigeno nuclear extraible (ENA).

En otro aspecto, la presente invencion describe equipos de reactivos para el diagndstico in vitro de lupus en un
sujeto. Estos equipos de reactivos comprenden: el biomarcador de proteina de la invencion y al menos un reactivo
para detectar un complejo de biomarcador de proteinas-anticuerpo formado entre el biomarcador de proteinas y un
autoanticuerpo presentes en la muestra biolégica que se va a ensayar. En estos equipos de reactivos, el
biomarcador de proteinas puede estar inmovilizado en un vehiculo o soporte sélido, o alternativamente, los reactivos
pueden incluirse en el equipo de reactivos que se pueden utilizar para inmovilizar el biomarcador de proteinas en un
vehiculo o soporte sélido. Los equipos de reactivos pueden comprender ademas instrucciones para llevar a cabo un
método de diagndstico segun la presente invencion. En ciertas realizaciones, el equipo de reactivos comprende el
biomarcador de la proteina THEX1 o fragmentos del mismo.

En ciertas realizaciones, estos equipos de reactivos pueden comprender ademas al menos un biomarcador de lupus
adicional conocido también para diagndstico de lupus, para detectar la presencia de autoanticuerpos especificos de
lupus como se describe en Sherer Y et al., 2004. Por ejemplo, el biomarcador de lupus adicional también conocido
para el diagnéstico de lupus incluye, pero no se limita a un antigeno nuclear o un antigeno nuclear extraible.

En realizaciones particulares, estos equipos de reactivos comprenden ademas al menos un biomarcador de lupus
adicional también conocido para diagndstico de lupus como se describe a continuacion para detectar la presencia de
autoanticuerpos especificos de lupus, tal como un anticuerpo antinuclear (ANA) o un antigeno nuclear anti-extraible
(ENA).

En otro aspecto mas, la presente invencion describe matrices para el diagnostico de lupus en un sujeto. Una matriz
segun la invencion comprende, unido a su superficie, el biomarcador de proteinas de la invencién. La matriz

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2731908 T3

comprende, unido a su superficie, el biomarcador de proteinas incluyendo la THEX1 descrita en la presente
memoria.

En ciertas realizaciones, una matriz de la invencién comprende ademas al menos un biomarcador de lupus adicional
también conocido para el diagnéstico de lupus, para detectar la presencia de autoanticuerpos especificos de lupus
como se describe en Sherer Y et al., 2004. Por ejemplo, el biomarcador de lupus adicional también conocido para el
diagnéstico de lupus incluye, pero no se limita a un antigeno nuclear o un antigeno nuclear extraible.

En realizaciones particulares, la matriz comprende, ademas, unido a su superficie, al menos un biomarcador de
lupus adicional también conocido para diagnostico de lupus como se describe a continuacion para detectar la
presencia de autoanticuerpos especificos de lupus, tal como un anticuerpo antinuclear (ANA) o un antigeno nuclear
anti-extraible (ENA).

Estos y otros objetivos, ventajas y caracteristicas de la presente invencion seran evidentes para los expertos en la
técnica que hayan leido la siguiente descripcion detallada de las realizaciones preferidas.

Definiciones
A lo largo de la presente memoria descriptiva, se emplean varios términos que se definen en los siguientes parrafos.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “sujeto” se refiere a un ser humano u otro mamifero (por ejemplo,
primate, perro, gato, cabra, caballo, cerdo, ratdn, rata, conejo y similares), que puede sufrir de lupus. En una
realizacion particular de la presente invencion, el sujeto es un ser humano. En dichas realizaciones, a menudo se
hace referencia al sujeto como un “individuo”. El término “individuo” no denota una edad particular y, por lo tanto,
abarca a nifios, adolescentes y adultos.

El término “sujeto sospechoso de tener lupus” se refiere a un sujeto que presenta uno o mas sintomas indicativos de
lupus (por ejemplo, fiebre, malestar general, dolores en las articulaciones, mialgias, fatiga), o que se analiza para el
lupus (por ejemplo, durante un examen fisico). De manera alternativa o adicional, un sujeto sospechoso de tener
lupus puede tener uno o mas factores de riesgo (por ejemplo, edad, sexo, antecedentes familiares, tabaquismo,
etc.). El término abarca sujetos que no han sido examinados para el lupus, asi como sujetos que han recibido un
diagnéstico inicial.

El término “muestra biolégica” se utiliza en la presente memoria en su sentido mas amplio. Una muestra bioldgica se
obtiene generalmente de un sujeto. Una muestra puede ser de cualquier tejido o fluido biolégico con el que se pueda
analizar el biomarcador de la presente invencién. Con frecuencia, una muestra sera una “muestra clinica”, es decir,
una muestra derivada de un paciente. Dichas muestras incluyen, pero no se limitan a, fluidos corporales que pueden
o no contener células, por ejemplo, sangre (por ejemplo, sangre entera, suero o plasma), fluido sinovial, saliva,
muestras de biopsias de tejido o de aguja fina, y muestras de archivo con diagnéstico conocido, tratamiento y/o
historia de resultados. Las muestras biolégicas también pueden incluir secciones de tejidos, tal como secciones
congeladas tomadas con fines histoldgicos. El término “muestra biolégica” también abarca cualquier material
derivado del procesamiento de una muestra bioldgica. Los materiales derivados incluyen, pero no se limitan a,
células (o su progenie) aisladas de la muestra, o proteinas extraidas de la muestra. El procesamiento de una
muestra biolégica puede incluir uno o mas de: filtracion, destilacion, extraccion, concentracion, inactivacion de
componentes interferentes, adicion de reactivos y similares.

En una realizacion particular de la invencion, la muestra bioldgica es una muestra serolégica o se deriva de sangre
total, suero o plasma obtenido de un sujeto.

Los términos “normal” y “sano” se utilizan en la presente memoria indistintamente. Se refieren a un sujeto que no ha
presentado ningun sintoma de lupus y que no ha sido diagnosticado con lupus. En particular, un sujeto normal no
toma medicamentos para el lupus y no se le ha diagnosticado ninguna otra enfermedad autoinmune y no tiene
antecedentes familiares de autoinmunidad. En ciertas realizaciones, los sujetos normales pueden tener sexo, edad
y/o indice de masa corporal similar en comparacion con el sujeto del cual se obtuvo la muestra biolégica a analizar.
El término “normal” también se utiliza en la presente memoria para calificar una muestra obtenida de un sujeto sano.

En el contexto de la presente invencion, el término “control”, cuando se utiliza para caracterizar a un sujeto, se
refiere a un sujeto que estd sano o a un paciente que ha sido diagnosticado con una enfermedad autoinmune
especifica distinta del lupus. El término “muestra de control” se refiere a una, o mas de una, muestra que se ha
obtenido de un sujeto sano o de un paciente diagnosticado con una enfermedad autoinmune distinta del lupus.

El término “autoanticuerpo”, como se utiliza en la presente memoria, tiene un significado aceptado en la técnica, y se
refiere a un anticuerpo que es producido por el sistema inmunoldgico de un sujeto y que se dirige contra las
proteinas propias del sujeto. Los autoanticuerpos pueden atacar las propias células, tejidos y/u drganos del cuerpo,
causando inflamacion y dafio.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “autoantigeno” se refiere a un antigeno endégeno, o un
fragmento activo del mismo, que estimula la produccién de autoanticuerpos en un cuerpo de un sujeto, como en las
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reacciones autoinmunes. El término también abarca cualquier sustancia que pueda formar un complejo antigeno-
anticuerpo con autoanticuerpos presentes en un sujeto o en una muestra bioldgica obtenida de un sujeto.

Los términos “biomarcador”, “biomarcador de proteina” y “marcador” se utilizan indistintamente en la presente
memoria. Se refieren a una sustancia que es un indicador distintivo de un proceso bioldgico, suceso bioldgico y/o
afeccion patoldgica. En el contexto de la presente invencion, el término “biomarcador de lupus” o “biomarcador de
lupus” abarca la proteina THEX1 proporcionada en la presente memoria que se reconoce especificamente por los
autoanticuerpos anti-THEX1 presentes en una muestra biolégica (por ejemplo, muestra de sangre) de un paciente
con lupus. En ciertas realizaciones preferidas, los biomarcadores de la invencién son fragmentos de proteinas de
menos de 20 aminoacidos. En realizaciones mas preferidas, los biomarcadores de la invencidon son fragmentos de
proteinas de entre 5 y 20 aminoacidos (es decir, 10 o 15 aminoacidos).

Como se utiliza en la presente memoria, el término “indicativo de lupus”, cuando se aplica a un proceso o un suceso,
se refiere a un proceso o suceso que es un diagnoéstico de lupus, de tal manera que el proceso o suceso se
encuentra significativamente mas a menudo en sujetos con lupus que en sujetos sanos y/o en sujetos que padecen
una enfermedad distinta del lupus.

» o«

Los términos “proteina”, “polipéptido”, y “péptido” se utilizan indistintamente en la presente memoria, y se refieren a
secuencias de aminoacidos de una variedad de longitudes, ya sea en sus formas neutras (no cargadas) o como
sales, y no modificadas o modificadas por glicosilacién, oxidacion de la cadena lateral, o fosforilacion, o citrulinacion.
En ciertas realizaciones, la secuencia de aminoacidos es una proteina nativa de longitud completa. En otras
realizaciones, la secuencia de aminoacidos es un fragmento mas pequefio de la proteina de longitud completa. En
aun oftras realizaciones, la secuencia de aminoacidos se modifica mediante sustituyentes adicionales unidos a las
cadenas laterales de aminoacidos, tales como unidades glicosilicas, lipidos o iones inorganicos tales como fosfatos,
asi como modificaciones relacionadas con la conversion quimica de las cadenas tales como oxidacion de grupos
sulfidrilo. Por lo tanto, el término “proteina” (o sus términos equivalentes) pretende incluir la secuencia de
aminoacidos de la proteina nativa de longitud completa, o un fragmento de la misma, sujeto a aquellas
modificaciones que no cambien significativamente sus propiedades especificas. En particular, el término “proteina”
abarca isoformas de proteinas, es decir, variantes que estan codificadas por el mismo gen, pero que difieren en su
pl o MW, o ambos. Dichas isoformas pueden diferir en su secuencia de aminoacidos (por ejemplo, como resultado
de un empalme alternativo o protedlisis limitada), o en la alternativa, pueden surgir de la modificacion
postraduccional diferencial (por ejemplo, glicosilacion, acilacion, fosforilacion).

El término “analogo”, cuando se utiliza en la presente memoria en referencia a una proteina o polipéptido, se refiere
a un péptido que posee una funcién similar o idéntica a la proteina o polipéptido, pero no necesariamente
comprende una secuencia de aminoacidos que sea similar o idéntica a la secuencia de aminoacidos de la proteina o
polipéptido o una estructura que es similar o idéntica a la de la proteina o polipéptido. Preferiblemente, en el
contexto de la presente invencion, un andlogo tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 80%, mas
preferiblemente, al menos aproximadamente: 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%, idéntica a la secuencia
de aminoacidos de la proteina o polipéptido. En ciertas realizaciones preferidas, un analogo de un biomarcador de
péptidos de la invencion tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 80% idéntica o al menos 85%
idéntica a la secuencia de aminoacidos del biomarcador de péptidos.

El término “homologos” (o “homologia”), como se utiliza en la presente memoria, es sinénimo del término “identidad”
y se refiere a la secuencia de similitud entre dos moléculas de polipéptidos o entre dos moléculas de acido nucleico.
Cuando una posicién en ambas secuencias comparadas esta ocupada por la misma base o el mismo resto de
aminoacido, entonces las moléculas respectivas son homologas en esa posicion. El porcentaje de homologia entre
dos secuencias corresponde al numero de posiciones coincidentes u homadlogas compartidas por las dos secuencias
divididas por el numero de posiciones comparadas y multiplicadas por 100. En general, se hace una comparacion
cuando dos secuencias se alinean para proporcionar la maxima homologia. Las secuencias de aminoacidos
homologas comparten secuencias de aminoacidos idénticas o similares. Los restos similares son sustituciones
conservativas de, o “mutaciones puntuales permitidas” de, los restos de aminoacidos correspondientes en una
secuencia de referencia. Las “sustituciones conservativas” de un resto en una secuencia de referencia son
sustituciones que son fisica o funcionalmente similares al resto de referencia correspondiente, por ejemplo, que
tienen un tamafo, forma, carga eléctrica, propiedades quimicas similares, incluyendo la capacidad de formar
enlaces covalentes o de hidrégeno, o similares. Las sustituciones conservativas particularmente preferidas son
aquellas que cumplen los criterios definidos para una “mutacién puntual aceptada” por Dayhoff et al. (“Atlas of
Protein Sequence and Structure”, 1978, Nat. Biomed. Res. Foundation, Washington, DC, Suppl. 3, 22: 354-352).

Los términos “marcado”, “marcado con un agente detectable” y “marcado con un resto detectable” se utilizan
indistintamente en la presente memoria. Estos términos se utilizan para especificar que una entidad (por ejemplo,
una proteina THEX1) puede visualizarse, por ejemplo, después de unirse a otra entidad (por ejemplo, un
autoanticuerpo anti-THEX1). Preferiblemente, un agente o resto detectable se selecciona de manera que genere una
sefial que pueda medirse y cuya intensidad esté relacionada con la cantidad de entidad unida. En los métodos
basados en matrices, un agente o resto detectable también se selecciona preferiblemente de manera que genere
una sefal localizada, permitiendo asi la resolucién espacial de la sefial desde cada punto en la matriz. Los métodos
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para marcar proteinas y polipéptidos son bien conocidos en la técnica. Los polipéptidos marcados pueden
prepararse mediante incorporacion de o conjugacion a una etiqueta, que sea directa o indirectamente detectable por
medios espectroscépicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, eléctricos, épticos o quimicos, o cualquier
otro medio adecuado. Los agentes detectables adecuados incluyen, pero no se limitan a, diversos ligandos,
radiontclidos, colorantes fluorescentes, agentes quimioluminiscentes, microparticulas, enzimas, marcadores
colorimétricos, marcadores magnéticos y haptenos.

Los términos “matriz de proteinas” y “chip de proteinas” se utilizan indistintamente en la presente memoria. Se
refieren a una superficie de sustrato sobre la cual se inmovilizan diferentes proteinas o polipéptidos, de manera
ordenada, en puntos discretos sobre el sustrato. Las matrices de proteinas se pueden utilizar para identificar
interacciones proteina/proteina (por ejemplo, interacciones antigeno/anticuerpo), para identificar los sustratos de
enzimas o para identificar los objetivos de moléculas pequefias biolégicamente activas. El término “micromatriz’ se
refiere especificamente a una matriz que estd miniaturizada para requerir un examen microscopico para la
evaluacion visual.

El término “THEX1”, se refiere a la proteina denominada “Exonucleasa 1 de la histona 3 prima de mRNA”. La
secuencia de dicha proteina se puede encontrar bajo la referencia del NCBI: NM_153332.2. La proteina THEX1
identificada como se describe en la presente memoria tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

SEQ ID N°1:

MEDPQSKEPAGEAVALALLESPRPEGGEEPPRPSPEETQQCKFDGQETKGSKFI
TSSASDFSDPVYKEIAITNGCINRMSKEELRAKLSEFKLETRGVKDVLKKRLKNYYKK
QKLMLKESNFADSYYDYICIIDFEATCEEGNPPEFVHEIIEFPVVLLNTHTLEIEDTFQQ
YVRPEINTQLSDFCISLTGITQDQVDRADTFPQVLKKVIDWMKLKELGTKYKYSLLTD
GSWDMSKFLNIQCQLSRLKYPPFAKKWINIRKSYGNFYKVPRSQTKLTIMLEKLGMD
YDGRPHCGLDDSKNIARIAVRMLQDGCELRINEKMHAGQLMSVSSSLPIEGTPPPQM
PHFRK.

Para ser entendido ampliamente, el término “THEX1” se refiere a la proteina y también a los analogos y fragmentos
de la proteina. El término “fragmento de THEX1”, se refiere a un péptido que comprende una secuencia de
aminoacidos de al menos 5 restos de aminoacidos (preferiblemente, de al menos: 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, o 70
restos de aminoacidos) de la secuencia de aminoacidos de una proteina THEX1. En realizaciones preferidas de la
presente invencion, un fragmento del biomarcador de THEX1 de la invencion comprende una secuencia de
aminoacidos de al menos 5 restos de aminoacidos consecutivos de la secuencia de aminoacidos del biomarcador
peptidico y no es la proteina completa.

Descripcion detallada de ciertas realizaciones preferidas

Como se mencioné anteriormente, la presente invencion proporciona un biomarcador que se puede utilizar para
detectar la presencia de autoanticuerpos especificos de lupus en muestras biolégicas obtenidas de pacientes. Este
biomarcador es la proteina THEX1 que reacciona respectivamente y especificamente con autoanticuerpos anti-
THEX1, presentes en el suero o plasma de pacientes de lupus.

Otros biomarcadores de lupus también conocidos para el diagnoéstico de lupus como se describe en Sherer Y et al.,
2004 se pueden utilizar en los métodos de diagndstico de la presente invencion. Por ejemplo, el biomarcador de
lupus adicional también conocido para el diagnoéstico de lupus se puede seleccionar en el grupo que consiste en un
antigeno nuclear o un antigeno nuclear extraible.

La invencion también proporciona métodos para utilizar estos biomarcadores en el diagnoéstico de lupus.

La invencién también proporciona un biomarcador que se puede utilizar para diagnosticar la gravedad del lupus en
pacientes con lupus al detectar la presencia de autoanticuerpos especificos de lupus en muestras bioldgicas
obtenidas de pacientes. Este biomarcador es la proteina THEX1 que reacciona respectivamente y especificamente
con autoanticuerpos anti-THEX1, presentes en el suero o plasma de pacientes con lupus.

Como lo demostraron los inventores, el nivel de autoanticuerpos anti-THEX1 se correlaciona con la gravedad de la
enfermedad.

La invencién también proporciona métodos para utilizar el biomarcador de THEX1 en métodos para diagnosticar la
gravedad del lupus.
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| — Biomarcadores de proteinas
Preparacion de los biomarcadores de proteinas

Los biomarcadores de polipéptidos/proteinas de la presente invencion se pueden preparar por cualquier método
adecuado, incluyendo métodos recombinantes. Dichos métodos, como se describe, por ejemplo, en “The Proteins”
(Vol. Il, 3rd Ed., H. Neurath et al. (Eds), 1976, Academic Press: New York, NY, pp. 105-237) se pueden utilizar
también para sintetizar los biomarcadores de la invencion.

En ciertas realizaciones, se proporciona un biomarcador de polipéptido/proteina de la invencidon que se inmoviliza
sobre un vehiculo o soporte sélido (por ejemplo, una perla o matriz). Los métodos para inmovilizar moléculas de
polipéptidos sobre una superficie sélida son conocidos en la técnica. Un polipéptido/proteina puede inmovilizarse por
union covalente o pasiva a la superficie de un vehiculo o soporte sdlido. Ejemplos de materiales de vehiculos o
soportes adecuados incluyen, pero no se limitan a, agarosa, celulosa, nitrocelulosa, dextrano, Sephadex,
Sepharosa, carboximetil celulosa, poliacrilamidas, poliestireno, cloruro de polivinilo, polipropileno, papel de filtro,
magnetita, resinas de intercambio i6nico, vidrio, copolimero de poliamina-metil-vinil-éter-acido maleico, copolimero
de aminoacido, copolimero de etileno-acido maleico, nailon, seda y similares. La inmovilizacion de un biomarcador
de polipéptido/proteina sobre la superficie de un vehiculo o soporte sélido puede implicar reticulaciéon, uniéon
covalente o adsorcion fisica, utilizando métodos bien conocidos en la técnica. El vehiculo o soporte sélido puede
estar en forma de una perla, una particula, un pocillo de microplaca, una matriz, una cubeta, un tubo, una membrana
o cualquier otra forma adecuada para realizar un método de diagnéstico segun la invencién (por ejemplo, utilizando
un inmunoensayo).

En particular, la invencién describe una matriz o matriz de proteinas para el diagnéstico del lupus, que comprende,
inmovilizar en su superficie, el biomarcador de la proteina de la invencion.

En un particular, la cantidad del biomarcador de proteinas utilizado para la matriz puede ser, pero no esta limitado a,
0,2 ug/pocillo, 0,1 pg/pocillo, 0,05 ug/pocillo.

La matriz puede comprender ademas al menos un biomarcador de lupus adicional también conocido para el
diagnostico del lupus, para detectar la presencia de autoanticuerpos especificos de lupus como se describe en
Sherer Y et al., 2004. Por ejemplo, el biomarcador de lupus adicional también conocido para el diagnéstico de lupus
se puede seleccionar del grupo que consiste en un antigeno nuclear o un antigeno nuclear extraible.

La presente invencion también describe una matriz de suspension de perlas de proteinas para el diagndstico de
lupus. Esta matriz de suspensién de perlas comprende una suspension de una o mas particulas o perlas distintas
identificables, en la que cada perla contiene caracteristicas de codificacion relacionadas con su tamafo, color o firma
de fluorescencia y en la que cada perla esta recubierta con un biomarcador de polipéptido/proteina de la presente
invencion. Los ejemplos de matrices de suspension de perlas incluyen la matriz de suspension de perlas xXMAP®
(Luminex Corporation).

Il — Métodos de diagndstico

La presente invencion proporciona métodos para el diagndstico de lupus en un sujeto. Dichos métodos comprenden
poner en contacto una muestra bioldgica obtenida del sujeto que se va a ensayar con el biomarcador de la invencién
durante un tiempo y en condiciones que permitan que se forme un complejo biomarcador-anticuerpo; y detectar el
complejo biomarcador-anticuerpo formado.

El biomarcador de la invencion es THEX1.
En este método, la deteccién de un complejo biomarcador-anticuerpo es indicativo de lupus en un sujeto.

En otra realizacion, la muestra biolégica obtenida del sujeto esta en contacto con otros biomarcadores de proteinas
seleccionados del grupo que consiste en un antigeno nuclear o un antigeno nuclear extraible.

En una realizacion particular, el sujeto de la invencion no tiene autoanticuerpos que reconozcan uno o0 mas
biomarcadores de proteinas seleccionados del grupo de proteinas que consiste en un antigeno nuclear o un
antigeno nuclear extraible.

En una realizacion, la invencion se refiere a un método para el diagnéstico de lupus en un sujeto, comprendiendo
dicho método la etapa de deteccion de complejos de autoanticuerpos anti-THEX1.

En otro aspecto, la invencion proporciona un método in vitro para diagnosticar la gravedad del lupus en un sujeto,
comprendiendo dicho método la etapa de detectar en una muestra biolégica obtenida del sujeto el autoanticuerpo
que reconoce los biomarcadores de la proteina THEX1.

Muestras bioldgicas
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El método de diagndstico de la presente invencion se puede aplicar a cualquier tipo de muestra biolégica que
permita analizar uno o mas biomarcadores. Los ejemplos de muestras bioldgicas adecuadas incluyen, pero no se
limitan a, sangre total, suero, plasma, saliva. Las muestras bioldgicas utilizadas en la practica de la invencion
pueden ser muestras frescas o congeladas recogidas de un sujeto, o muestras de archivo con diagndstico,
tratamiento y/o historial de resultados conocidos. Las muestras bioldgicas pueden recogerse por cualquier medio no
invasivo, como, por ejemplo, extrayendo sangre de un sujeto, o utilizando aspiracion con aguja fina o biopsia con
aguja. En ciertas realizaciones, la muestra biolégica es una muestra serolégica y se selecciona del grupo que
consiste en sangre total, suero, plasma.

En realizaciones preferidas, los métodos de la invencion se llevan a cabo en la propia muestra bioldgica sin, o con
un procesamiento limitado de la muestra.

Sin embargo, alternativamente, los métodos de la invencion se pueden realizar en un extracto de proteina preparado
a partir de la muestra bioldgica. En este caso, el extracto de proteina contiene preferiblemente el contenido total de
proteina. Los métodos de extraccion de proteinas son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, “Protein
Methods”, D.M. Bollag et al., 2nd Ed., 1996, Wiley-Liss; “Protein Purification Methods: A Practical Approach”, E.L.
Harris and S. Angal (Eds.), 1989; “Protein Purification Techniques: A Practical Approach”, S. Roe, 2nd Ed., 2001,
Oxford University Press; “Principles and Reactions of Protein Extraction, Purification, and Characterization”, H.
Ahmed, 2005, CRC Press: Boca Raton, FL). Varios equipos de reactivos se pueden utilizar par extraer proteinas de
fluidos y tejidos corporales. Dichos equipos de reactivos estan comercialmente disponibles en, por ejemplo, BioRad
Laboratories (Hercules, CA), BD Biosciences Clontech (Mountain View, CA), Chemicon International, Inc. (Temecula,
CA), Calbiochem (San Diego, CA), Pierce Biotechnology (Rockford, IL), e Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA). Las guias
del usuario que describen con gran detalle el protocolo a seguir se incluyen generalmente en todos estos equipos de
reactivos. La sensibilidad, el tiempo de procesamiento y los costos pueden ser diferentes de un equipo de reactivos
a otro. Un experto en la técnica puede seleccionar facilmente el (los) equipo (s) de reactivos mas apropiado (s) para
una situacion particular.

Deteccion de los complejos biomarcador-anticuerpo

Los métodos de diagndstico de la presente invencion implican la deteccion de un complejo biomarcador-antigeno
formado entre el biomarcador de proteina y un autoanticuerpo presentes en la muestra bioldgica analizada. En la
practica de la invencion, la deteccion de dicho complejo se puede llevar a cabo mediante cualquier método
adecuado (véase, por ejemplo, E. Harlow y A. Lane, “Antibodies: A Laboratories Manual”, 1988, Cold Spring Harbor
Laboratory: Cold Spring Harbor, NY).

Por ejemplo, la deteccion de un complejo biomarcador-anticuerpo se puede llevar a cabo utilizando un
inmunoensayo. Existe una amplia gama de técnicas de inmunoensayo, que incluyen radioinmunoensayo,
inmunoensayos de enzimas (EIA), ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA) e inmunoprecipitacion
por inmunofluorescencia. Los inmunoensayos son bien conocidos en la técnica. Los métodos para llevar a cabo
dichos ensayos, asi como las aplicaciones practicas y los procedimientos, se resumen en los libros de texto.
Ejemplos de dichos libros de texto incluyen P. Tijssen, In: Practice and theory of enzyme immunoassays, eds. R.H.
Burdon y v. P.H. Knippenberg, Elsevier, Amsterdam (1990), pp. 221-278 y varios volumenes de Methods in
Enzymology, Eds. S.P. Colowick et al., Academic Press, que trata sobre los métodos de deteccién inmunologica,
especialmente los volimenes 70, 73, 74, 84, 92 y 121. Los inmunoensayos pueden ser competitivos y no
competitivos.

Por ejemplo, se puede utilizar cualquiera de una serie de variaciones de la técnica de ensayo en sandwich para
realizar un inmunoensayo. Brevemente, en un ensayo sandwich tipico aplicado a la deteccion de, por ejemplo,
autoanticuerpos anti-THEX1 segun la presente invencion, se inmoviliza un biomarcador de proteina/polipéptido
THEX1 sin marcar sobre una superficie sélida (como se describe anteriormente) y la muestra biolégica que se va a
ensayar se pone en contacto con el biomarcador unido durante un tiempo y bajo condiciones que permiten la
formacién de un complejo biomarcador-anticuerpo. Después de la incubacion, se afiade un anticuerpo que esta
marcado con un resto detectable y que reconoce especificamente los anticuerpos de las especies analizadas (por
ejemplo, una IgG antihumana para sujetos humanos) y se incuba en condiciones que permiten la formaciéon de un
complejo ternario entre cualquier anticuerpo unido al biomarcador y el anticuerpo marcado. Cualquier material no
unido se elimina por el lavado, y la presencia de cualquier autoanticuerpo anti-THEX1 en la muestra se determina
mediante la observacién/deteccion de la sefial directa o indirectamente producida por el resto detectable. Las
variaciones en este ensayo incluyen un ensayo, en el que tanto la muestra biolégica como el anticuerpo marcado se
afiaden simultaneamente al biomarcador de proteina/polipéptido THEX1 inmovilizado.

El segundo anticuerpo (es decir, el anticuerpo afiadido en un ensayo en sandwich como se describe anteriormente)
puede marcarse con cualquier resto detectable, es decir, cualquier entidad que, por su naturaleza quimica,
proporcione una sefal analiticamente identificable que permita la deteccién del complejo ternario, y en consecuencia
la deteccion del complejo biomarcador-anticuerpo.

La deteccion puede ser cualitativa o cuantitativa. Los métodos para marcar moléculas biolégicas tales como los
anticuerpos son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, “Affinity Techniques. Enzyme Purification: Part B”,
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Methods in Enzymol., 1974, Vol 34, W.B. Jakoby y M. Wilneck (Eds.), Academic Press: New York, NY; y M. Wilchek
y E.A. Bayer, Anal. Biochem., 1988, 171: 1-32).

Los restos detectables mas cominmente utilizados en los inmunoensayos son las enzimas y fluoréforos. En el caso
de un inmunoensayo enzimatico (EIA o ELISA), una enzima tal como la peroxidasa de rabano picante, la glucosa
oxidasa, la beta-galactosidasa, la fosfatasa alcalina y similares, se conjuga con el segundo anticuerpo, generalmente
por medio de glutaraldehido o periodato. Los sustratos que se van a utilizar con las enzimas especificas se eligen
generalmente para la produccién de un cambio de color detectable, por hidrolisis de la enzima correspondiente. En
el caso de la inmunofluorescencia, el segundo anticuerpo se acopla quimicamente a un resto fluorescente sin
alteracion de su capacidad de union. Después de la unién del anticuerpo marcado con fluorescencia al complejo
biomarcador-anticuerpo y la eliminacion de cualquier material no unido, se detecta la sefial fluorescente generada
por el resto fluorescente, y opcionalmente se cuantifica. Alternativamente, el segundo anticuerpo puede marcarse
con un radioisétopo, un resto quimioluminiscente o un resto bioluminiscente.

Diagnéstico de Lupus

En el método de la presente invencion, la deteccion de un complejo biomarcador-anticuerpo es indicativa de la
presencia de anticuerpos THEX1 en la muestra biologica ensayada y es indicativa, por lo tanto, de lupus en el sujeto
del cual se ha obtenido la muestra bioldgica. Por lo tanto, los métodos de la presente invencion se pueden utilizar
para el diagnédstico de lupus en pacientes. En particular, el método de la invencion se puede utilizar para ensayar
sujetos que se sospecha que tengan lupus o se puede utilizar para probar la gravedad del lupus en sujetos.

Un experto en la técnica apreciara que el diagnostico de lupus se puede realizar Unicamente sobre la base de los
resultados obtenidos mediante un método proporcionado en la presente memoria. Alternativamente, un medico
también puede considerar otros parametros clinicos o patoldgicos utilizados en los métodos existentes para
diagnosticar el lupus. Por lo tanto, los resultados obtenidos utilizando los métodos de la presente invencion pueden
compararse y/o combinarse con los resultados de otros ensayos o procedimientos realizados para el diagnostico de
lupus. Dicha comparacién y/o combinacion pueden ayudar a proporcionar un diagnéstico mas refinado.

Por ejemplo, los métodos de diagnoéstico de lupus de la presente invencion se pueden utilizar en combinacion con
criterios de lupus [Tan EM et al., 1982; Hochberg MC, 1997; Petri M et al., 2012].

Alternativa o adicionalmente, los resultados de los métodos de diagnodstico de lupus de la presente invencion se
pueden utilizar en combinacién con los resultados de uno o mas ensayos que emplean otros biomarcadores de
lupus. Por lo tanto, en ciertas realizaciones, el diagndstico de lupus se puede basar en los resultados de un método
de la invencién y en los resultados de uno o mas ensayos adicionales que utilizan un biomarcador de lupus
diferente. Por ejemplo, un panel de biomarcadores de lupus se puede ensayar individualmente o simultaneamente,
por ejemplo, utilizando un chip o una tecnologia de matriz basada en perlas.

Ejemplos de biomarcadores de lupus adecuados incluyen biomarcadores de lupus también conocidos para el
diagnéstico de lupus como se describe en Sherer Y et al., 2004. Por ejemplo, un biomarcador de lupus adecuado
también conocido para el diagndstico de lupus incluye, pero no se limita a un antigeno nuclear o un antigeno nuclear
extraible.

En otra realizacion, el método segun la invencion, la muestra biolégica obtenida del sujeto esta en contacto con el
biomarcador de la invencion y uno o mas biomarcadores de proteinas seleccionados del grupo de proteinas que
consiste en un biomarcador de lupus también conocido por el diagnéstico de lupus como se describe en Sherer Y et
al., 2004. Por ejemplo, un biomarcador de lupus adecuado también conocido para el diagnéstico de lupus incluye,
pero no se limita a, un antigeno nuclear o un antigeno nuclear extraible.

Il — Equipos de reactivos

En otro aspecto, la presente invencién describe equipos de reactivos que comprenden materiales Utiles para llevar a
cabo un método de diagndstico segin la presente invencion. Los procedimientos de diagndstico que se
proporcionan en la presente memoria pueden ser realizados por laboratorios de diagndstico, laboratorios
experimentales o profesionales. La invencién proporciona equipos de reactivos que se pueden utilizar en estas
diferentes configuraciones.

Los materiales y reactivos para detectar autoanticuerpos anti-THEX1 en una muestra biolégica y/o para diagnosticar
lupus, en un sujeto segun la presente invencion, pueden ensamblarse juntos en un equipo de reactivos. Cada equipo
de reactivos de la invencion comprende al menos un biomarcador de proteina/polipéptido de la invencion
preferiblemente en una cantidad que sea adecuada para la deteccién de autoanticuerpos en una muestra bioldgica.

Por lo tanto, en ciertas realizaciones, un equipo de reactivos de la invencion comprende el biomarcador THEX1.

En otra realizacion, la presente invencion describe equipos de reactivos que comprenden materiales Utiles para
diagnosticar la gravedad del lupus en un sujeto.
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El biomarcador(s) de péptidos incluido en un equipo de reactivos puede o no estar inmovilizado sobre la superficie
del sustrato (por ejemplo, perlas, matrices, y similares). Por lo tanto, en realizaciones preferidas, un equipo de
reactivos de la invencion incluye una matriz para diagnosticar lupus como se proporciona en la presente memoria.
Alternativamente, una superficie del sustrato se puede incluir en un equipo de reactivos de la invencion para la
inmovilizaciéon de los biomarcadores de péptidos.

Un equipo de reactivos de la invencion comprende también generalmente al menos un reactivo para la deteccion del
complejo biomarcador-anticuerpo formado entre el biomarcador del péptido incluido en el equipo de reactivos y un
autoanticuerpo presentes en la muestra biolégica. Dicho reactivo puede ser, por ejemplo, un anticuerpo marcado
que reconoce especificamente anticuerpos de las especies ensayadas (por ejemplo, una IgG antihumana para
sujetos humanos), como se describié anteriormente.

Dependiendo del procedimiento, el equipo de reactivos puede comprender ademas uno o mas de los siguientes:
tampon y/o reactivos de extraccion, tampon y/o reactivos de bloqueo, tampdn y/o reactivos de inmunodeteccion,
tampon y/o reactivos de marcaje, y medios de deteccion. Los protocolos para utilizar estos tampones y reactivos
para realizar las diferentes etapas del procedimiento pueden incluirse en el equipo de reactivos.

Los diferentes reactivos incluidos en el equipo de reactivos de la invencion se pueden suministrar en una forma
solida (por ejemplo, liofilizada) o liquida. Los equipos de reactivos de la presente invencion pueden comprender
opcionalmente diferentes envases (por ejemplo, vial, ampolla, tubo de ensayo, matraz o botella) para cada tampdn
y/o reactivo individual. En general, cada componente sera adecuado como partes alicuotas en su envase respectivo
0 se proporcionara en forma concentrada. También se pueden proporcionar otros envases adecuados para realizar
ciertas etapas de los métodos descritos. Los envases individuales de los equipos de reactivos se mantienen
preferiblemente en confinamiento cercano para la venta comercial.

En ciertas realizaciones, un equipo de reactivos comprende instrucciones para utilizar sus componentes para el
diagnostico de lupus, en un sujeto segun un método de la invencion. Las instrucciones para utilizar el equipo de
reactivos segun los métodos de la invencion pueden comprender instrucciones para el procesamiento de la muestra
bioldgica obtenida del sujeto y/o para realizar el ensayo, y/o instrucciones para interpretar los resultados. Un equipo
de reactivos puede contener también un aviso en la forma prescrita por una agencia gubernamental que regula la
fabricacion, uso o venta de productos farmacéuticos o productos bioldgicos.

La invencion se ilustrara ademas mediante la siguientes figuras y ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos y figuras
no deben interpretarse de ninguna manera como limitantes del alcance de la presente invencion.

Figuras

Figura 1: autoanticuerpos contra THEX1 (0,2 ug/pocillo) analizados en subgrupos de pacientes con SSc y otras
enfermedades. A) Porcentaje de individuos positivos, B) valores de AOD.

SSc: esclerosis sistémica; HC: controles sanos; Rheum D: enfermedades reumaticas incluyendo artritis reumatoide
(RA), artritis psoriasica (PsoA), espondilitis anquilosante (AS), SLE: lupus eritematoso sistémico.

P1: valor de p en comparacion con HC (ensayo de x? con correccion de Bonferroni);

P2: valor de p en comparacion con Rheum D (ensayo de x? con correccién de Bonferroni);

ns: no significativa; NA: no aplicable

*valores de p < 0,05; ***valores de p < 0,005; ****valores de p < 0,0001 con el ensayo de Mann Whitney.

Figura 2: anticuerpos contra THEX1 (0,1 ug/pocillo) analizados en subgrupos de pacientes con SSc y otras
enfermedades. A) Porcentaje de individuos positivos, B) valores de xOD.

SSc: esclerosis sistémica; HC: controles sanos; Rheum D: enfermedades reumaticas incluyendo artritis reumatoide
(RA), artritis psoriasica (PsoA), espondilitis anquilosante (AS), SLE: lupus eritematoso sistémico.

P1: valor de p en comparacion con HC (ensayo de x? con correccion de Bonferroni);

P2: valor de p en comparacion con Rheum D (ensayo de x? con correccion de Bonferroni);
ns: no significativa; NA: no aplicable

*kkk,

valores de p < 0,0001 con el ensayo de Mann Whitney.

Figura 3: correlacion entre los valores de xOD y la gravedad de la enfermedad en pacientes con SLE (N = 84).
SLEDAI: indice de actividad de la enfermedad del lupus eritematoso sistémico.

P (dos-colas) < 0,0001
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Ejemplos
Material y métodos
Caracteristicas de los participantes.

Para el analisis de ProtoArray, se reclutaron muestras de plasma de 20 pacientes con SSc incluyendo 8 pacientes
negativos para ATA y ACA (Abneg), 6 positivos para ATA y 6 positivos para ACA de 5 hospitales franceses. Los
pacientes con SSc se compararon con 18 controles, incluyendo 8 individuos sanos sin antecedentes de
enfermedades autoimnunes (AID) reclutados en el Centre d’Examen de Sante de I'Assurance Maladie (CESAM),
Marsella, Francia y 10 pacientes con otros AID incluyendo artritis reumatoide (RA), lupus eritematoso sistémico
(SLE) y escleroderma localizado (LocSc) reclutados en la unidad de reumatologia de St Marguerite Hospital en
Marsella. El perfil de autoanticuerpos de los pacientes (ATA, ACA, Abneg) y el subtipo de enfermedad de los
pacientes (Lc-SSc, Dc-SSc) se obtuvo al revisar las historias médicas. Es de notar que los pacientes de Abneg son
negativos para ATA y ACA, pero podrian ser positivos para otros autoanticuerpos (anti-RNA polimerasa lll, anti-
U3RNP) pero esto no se reportod en los registros médicos.

Después de la determinacion de las proteinas especificas por ProtoArrays, se realizaron analisis ELISA de las seis
proteinas candidatas en una cohorte mas grande de pacientes y controles reclutados de los mismos hospitales y
centros descritos anteriormente. Se ensayaron un nuimero total maximo de 126 pacientes con SSc, 105 pacientes
con SLE, de los cuales 84 estaban disponibles en el indice de Actividad de la Enfermedad (SLEDAI), 106 pacientes
con RA, todos positivos para anticuerpos de proteinas anti-citrulinadas (ACPA), 39 pacientes con AS, 40 pacientes
con PsoA y 133 controles sanos (datos no mostrados).

Declaraciones de ética

Todos los participantes firmaron el consentimiento seguin la Declaracion de Helsinki [Vollmann J et al., 1996]. El
estudio esta registrado en el INSERM con el numero del Biomedical Reserach Protocol RBM-04-10 o como una
coleccion registrada con el nimero DC-2008-327.

Deteccién de autoanticuerpos mediante matrices de proteinas

Las micromatrices de proteinas humanas ProtoArray V5.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) se puntearon por
duplicado en un portaobjetos de vidrio recubierto con nitrocelulosa con 9483 proteinas humanas expresadas
utilizando un sistema de expresion de baculovirus, purificado a partir de células de insecto (lista de contenido de
proteinas 5.0). Primero se bloquearon las matrices para evitar la hibridacion no especifica con el tampdn de bloqueo
(BSA al 1%, 1X PBS, Tween® 20 al 0,1%) a 4°C durante 1 hora (PartnerChip, Evry, Francia). Muestras de plasma,
diluida 1:500 en tampodn de sonda (1X PBS, MgCl, 5mM, DTT 0,5 mM, glicerol al 5%, Triton® X-100 al 0,05%, BSA
al 1%) se afadieron a las matrices y se incubaron durante 90 minutos a 4°C en una camara de
incubacién/hibridacion. Las matrices se lavaron después 3 veces durante 8 minutos con 20 ml de tampén de sonda
antes de afiadir una solucion de 1,0 pg/ml de IgG antihumana conjugada a Alexa Fluor® 647 (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) durante 90 minutos a 4°C. Las matrices se lavaron de nuevo 3 veces como se describié anteriormente y
se secaron a temperatura ambiente. Las matrices se escanearon con un escaner NimbleGen MS 200 (Roche, Basel
Switzerland). Los datos de fluorescencia se adquirieron con un Software GenePix Pro y se procesaron utilizando
Protoarray Prospector 5.2 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Analisis de los datos de ProtoArray®

El software ProtoArray® Prospector incluye un algoritmo de normalizacion lineal que facilita el andlisis de datos entre
ensayos Yy los algoritmos de estadisticas M para comparaciones entre grupos cruzados para la identificacion de
biomarcadores. Estas herramientas estadisticas permiten comparar los resultados entre pares de grupos para
identificar las sondas que han aumentado consistentemente las sefiales en el grupo de pacientes con SSc con
respecto al grupo de control (individuos sanos y pacientes con otro AID).

Deteccién de autoanticuerpos mediante ELISA

ProtoArrays permitid identificar seis candidatos: Factor de crecimiento de fibroblasto 2 (FGF2), variante de
transcripcion 1 del factor inflamatorio de aloinjerto 1 (AIF1), receptor 2 de la efrina tipo B (EphB2), proteina quinasa
de doble especificidad CLK1, Exonucleasa 1 de la histona 3 prima de mRNA (THEX1), repeticion de anquirina y
dominio del motivo alfa estéril conteniendo 6 (ANKS6). Las proteinas candidatas se obtuvieron en Invitrogen,
excepto FGF2 que se adquirié en Millipore (CA, USA). Las placas (Nunc, Kamstrupvej, Denmark) se recubrieron
durante una noche a 4°C con 0,2 ug de proteina candidato por pocillo diluida en PBS (excepto ANKS6 para la que
las condiciones de trabajo se definieron en 0,1 pg/pocillo y THEX1 que se ensayd con ambas concentraciones). Las
placas se bloquearon con PBS al 2% de BSA durante una noche. Después de eliminar la disolucion de bloqueo, se
afiadieron las muestras de plasma diluidas a 1:100. Después de 2 horas de incubaciéon a temperatura ambiente, las
placas se lavaron 3 veces (1 minuto) con PBS al 0,1% de Tween 20 y se afadi6 IgG antihumana conjugada con
peroxidasa (Sigma Aldrich, St Quentin-Faallavier, Francia) durante media hora. Después de lavar, las placas se
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revelaron entonces con el sistema de sustrato liquido de tetrametilbencidina (TMB) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA). La densidad optica (OD) se ley6 a 405 nm en un espectrofotdmetro de microplacas PowerWave XS (Biotek,
Colmar, Francia). Para cada individuo, se obtuvo una OD de fondo afiadiendo plasma en pocillos duplicados sin la
proteina ensayada. El plasma positivo se definié por un valor de OD superior o igual al doble del OD de fondo
(positivo AOD = 0 o mas).

Analisis estadistico

Para determinar si una proteina candidata fue significativamente mejor reconocida por los plasmas de pacientes con
SSc que los controles sanos y/o pacientes con ofras enfermedades reumaticas, los valores de p se calcularon
utilizando el ensayo x2 y se corrigieron para comparaciones multiples (Bonferroni). Ya que se compararon 4 grupos
(SSc, SLE, HC y otras enfermedades reumaticas incluyendo RA, AS y PsoA) se aplico una correccion de 4. Para las
comparaciones de AOD entre grupos, los valores de p se evaluaron utilizando el ensayo de Mann Whithney
(Graphpad Prism 5). La correlacion entre AOD y la gravedad de la enfermedad (SLEDAI) para SLE se llevé a cabo
mediante la correlacion de rango de Spearman.

Resultados
Titulacion de THEX1 para un diagnostico diferencial entre pacientes de SLE y SSc de Abneg

Analizamos THEX1 y probamos si dos concentraciones de proteinas diferentes (0,2 y 0,1 pg/pocillo) discriminarian
enfermedades y subgrupos de pacientes con SSc estratificados por perfiles de autoanticuerpos (ATA, ACA, Abneg).

Cuando ensayamos a 0,2 pg/pocillo, THEX1 fue solo especifico de SSc y SLE. Fue reconocido por las tres
categorias de pacientes con SSc (ATA, ACA y Abneg). Es interesante que el 55% de pacientes de Abneg (Figura
1A) reconocieron significativamente esta proteina con un AOD medio de 0,032 (Figura 1B) frente a solo el 30% de
los controles sanos (AOD medio =-0,001) y el 25% de otras enfermedades reumaticas (AOD medio = -0,012).

Sin embargo, la mayor positividad (87% Figura 1A) y el AOD medio mas alto (0,231, Figura 1B) se observaron en
pacientes con SLE.

Cuando se ensayo6 a una concentracion mas baja de 0,1 pg/pocillo (Figura 2A y 2B), solo los pacientes con SLE (N =
105) permanecieron positivos en comparacion con cualquier grupo de pacientes ensayados o con todos los otros
grupos (N = 444). De hecho, el 53% de los pacientes con SLE reconocieron la proteina con un AOD medio de 0,147
en comparacion con solo el 6% de todos los otros sujetos (HC, N = 133; Rheum D, N = 185; SSc, N = 126) con un
AOD medio para 444 sujetos de -0,042 (p < 10-%3).

AOD de THEX1 se correlaciona con la gravedad de la enfermedad SLE

Obtuvimos las informaciones de SLEDAI para 84 pacientes con SLE y pudimos analizar si los valores mas altos de
AOD de THEX1 se correlacionaban con SLEDAI elevados. Encontramos una correlacion significativa (ensayo de
Spearman, Figura 3) entre la gravedad de la enfermedad de SLE y la mayor presencia de autoanticuerpos THEX1
en el plasma de los pacientes, lo que indica que THEX1 podria ser un marcador de la gravedad.

Datos adicionales: caracteristicas clinicas y seroldgicas de pacientes con lupus, positivo o negativo para anticuerpos
anti-THEX1 (a 0,1 pg/pocillo).

No hubo diferencias significativas en el género o la etnia entre los pacientes con lupus, positivo o negativo, para los
anticuerpos anti-THEX1, pero los pacientes que fueron positivos para THEX1 tenian mas a menudo otros
autoanticuerpos como anti-dsDNA, anti-Sm y anti-SSB. Sin embargo, es de notar que THEX1 también fue util para
identificar pacientes sin anticuerpos anti-dsDNA, ya que reconocié a mas de un tercio de ellos (36%, N = 39).

Los pacientes con la enfermedad activa fueron mas a menudo positivos para anticuerpos anti-THEX1 (p = 0,0002).
Esto se confirmé mediante una correlacion significativa entre SLEDAI y los niveles mas altos de autoanticuerpos
THEX1 en el plasma de los pacientes (correlacion de Spearman, p < 0,0001), lo que indica que THEX1 podria ser un
marcador de actividad. Los tratamientos no fueron diferentes entre los pacientes positivos o negativos para los
autoanticuerpos THEX1. Los pacientes a menudo se encontraban bajo corticoides o hidroxicloroquina y en las
mismas proporciones en ambos grupos (datos no mostrados).

Conclusion

Nuestros resultados revelaron que THEX1, ensayado en una gran cohorte de pacientes de SLE (N = 105) y una gran
cohorte de controles (N = 444) es un nuevo marcador para el diagndstico de SLE, con una especificidad del 94% y
una sensibilidad del 53% (a concentraciones de 0,1 pg/pocillo). Ademas, THEX1 es un marcador de la gravedad ya
que los valores mas altos de AOD de THEX1 se correlacionaron con SLEDAI elevados.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para diagnosticar lupus en un sujeto, comprendiendo dicho método la etapa de detectar
en una muestra bioldgica obtenida del sujeto el autoanticuerpo que reconoce el biomarcador de la proteina THEX1.

2. El método segun la reivindicacion 1 en donde dicho método que comprende las etapas de:

poner en contacto la muestra bioldgica obtenida del sujeto con el biomarcador de THEX1 y detectar cualquier
complejo biomarcador-anticuerpo formado, en donde la deteccion del complejo biomarcador-anticuerpo es indicativo
de lupus en el sujeto.

3. El método segun las reivindicaciones 1 o 2 en donde otros autoanticuerpos especificos de lupus, tales como
un anticuerpo antinuclear (ANA) o un antigeno nuclear anti-extraible (ENA) se pueden detectar en una muestra
bioldgica obtenida del sujeto.
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