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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para el diagndstico de la artritis reumatoide
Campo

La presente descripcién se refiere al campo de la biologia molecular y, de modo mas especifico, a métodos para
detectar anticuerpos antiproteina carbamilada ("anti-carbamylated protein”, anti-CarP) en el suero de pacientes con
artritis reumatoide (AR).

Antecedentes

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmunoldgica que ataca principalmente a las articulaciones
sinoviales. Investigaciones recientes han demostrado que la poblacién de pacientes con AR es heterogénea y que
ciertos autoanticuerpos pueden usarse como biomarcadores para clasificar subgrupos de pacientes con AR y
predecir diferentes cursos de avance de la enfermedad para diferentes subgrupos de pacientes.

Los autoanticuerpos dirigidos contra proteinas citrulinadas (ACPA) son biomarcadores establecidos en la AR y estan
incluidos, por ejemplo, en los criterios para la AR de 2010 American College of Rheumatology/European League
Against Rheumatism (véase, por ejemplo, Aletaha D. et al., 2010, Rheumatoid arthritis classification criteria: an
American College of Rheumatology/European League Against Rheumatism collaborative initiative, Ann. Rheum. Dis.,
2010, 69,1580-1588). Los pacientes con AR que forman ACPA en general sufren un curso mas grave de la
enfermedad, tienen menos probabilidad de entrar en una remisién sin farmacos y estan sujetos a un conjunto
diferente de factores de riesgo ambientales y genéticos que los pacientes con AR que no forman ACPA.

En fechas recientes, se ha descubierto una segunda clase de biomarcadores de autoanticuerpos para la AR que
complementa la informacion de diagnostico y de prognostico proporcionada por los ACPA. Las investigaciones han
demostrado que puede predecirse un curso mas grave de la enfermedad en pacientes con AR negativos a ACPA
basandose en la deteccion de autoanticuerpos dirigidos contra proteinas carbamiladas (anticuerpos anti-CarP). La
presencia de anticuerpos anti-CarP esta asociada con un avance mas radiolégico de la AR y con la conversion del
dolor articular no inflamatorio (artralgia) en AR clinicamente manifestada que, en ultimo término, provoca una
enfermedad inflamatoria crénica sistémica.

Pueden detectarse anticuerpos anti-CarP en muestras de suero muchos afios antes de la apariciéon de los sintomas
clinicos de la AR. La deteccion temprana de anticuerpos anti-CarP puede permitir a los candidatos en riesgo de AR
o0 a los pacientes con AR de estadio temprano tomar medidas preventivas para mejorar, retrasar o evitar la aparicion
de la AR. Sin embargo, un desarrollo mas amplio de los anticuerpos anti-CarP como biomarcadores de diagnéstico y
de prognostico en la AR se ve impedido por las limitaciones de los ensayos de anticuerpos anti-CarP existentes.

Por tanto, son necesarios nuevos métodos para detectar anticuerpos anti-CarP. La presente descripcion soluciona
esta necesidad proporcionando nuevas composiciones y métodos para el desarrollo de ensayos de anticuerpos anti-
CarP y también proporciona ventajas relacionadas.

Sumario

La invencién proporciona, en general, composiciones y métodos para el diagnéstico y el progndstico de la artritis
reumatoide.

En un primer aspecto, la invencion proporciona un complejo que comprende un polipéptido purificado que
comprende una alfa-1-antitripsina humana (hA1AT) carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, y uno o mas
anticuerpos anti-CarP humanos, en el que el fragmento comprende una secuencia parcial que contiene lisina de 5 o
mas aminodcidos contiguos de la hA1AT, y en el que el anticuerpo anti-CarP reconoce especificamente a hA1AT, o
a uno de sus fragmentos, en su forma carbamilada, pero no en su forma no carbamilada.

En una realizacion, el complejo estd en disolucion. En otra realizacién, el complejo esta inmovilizado sobre una
superficie.

En un segundo aspecto, la invencién proporciona un método para detectar un anticuerpo anti-CarP en un sujeto que
padece artritis reumatoide (AR), un sujeto sospechoso de padecer AR o un sujeto sospechoso de estar en riesgo de
desarrollar AR, que comprende: (a) poner en contacto una muestra de un fluido biolégico procedente del sujeto con
un polipéptido purificado que comprende una hA1AT carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, en el que el
fragmento comprende una secuencia parcial que contiene lisina de 5 o mas aminoacidos contiguos de la hA1AT,
para formar un complejo entre un anticuerpo anti-CarP de la muestra y el polipéptido purificado; y (b) detectar la
presencia o la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado.

En una realizacion, la hA1AT carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, comprende uno 0 mas sitios de unién al
anticuerpo anti-CarP, cada uno de los cuales puede estar independientemente en un estado carbamilado o en un
estado no carbamilado, y en la que el anticuerpo anti-CarP procedente de pacientes con artritis reumatoide humanos
se une a los sitios de union al anticuerpo anti-CarP en sus estados carbamilados, pero no en su estado no
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carbamilado, para formar complejos de polipéptido purificado-anticuerpo anti-CarP.

En una realizacion, la presencia o la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado se detecta
mediante un ensayo seleccionado del grupo que consiste en un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
("enzyme-linked immunosorbent assay", ELISA), un ensayo inmunoabsorbente fluorescente ("fluorescent
immunosorbent assay", FIA), un inmunoensayo de quimioluminiscencia ("chemiluminescence immunoassay", CIA),
un radioinmunoensayo (RIA), un inmunoensayo multiplicado por enzimas, un radioinmunoensayo en fase sélida
("solid phase radioimmunoassay"”, SPROA), un ensayo de polarizacion de fluorescencia ("fluorescence polarization”,
FP), un ensayo de transferencia de energia de resonancia de fluorescencia ("fluorescence resonance energy
transfer", FRET), un ensayo de transferencia de energia de resonancia de fluorescencia de resolucién en el tiempo
("time-resolved fluorescence resonance energy transfer”, TR-FRET), un ensayo de resonancia de plasmoén de
superficie ("surface plasmon resonance", SPR), y un ensayo de transferencia por puntos ("Dot-Blot"). En otra
realizacién, la deteccion de la presencia o la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado
comprende establecer un nivel del anticuerpo anti-CarP en la muestra. En otra realizacién, la deteccién de la
presencia o la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido comprende comparar el nivel del
anticuerpo anti-CarP en la muestra procedente del sujeto con un nivel control del anticuerpo anti-CarP en una
muestra procedente de un individuo control sano, en la que un aumento en el nivel de anticuerpo anti-CarP en la
muestra, comparado con el nivel control, indica que el sujeto padece AR.

En otra realizacion, el método comprende ademas la etapa inicial de preparar el polipéptido purificado. En otra
realizacién, el método comprende ademas inmovilizar el polipéptido purificado sobre una superficie. En otra
realizacién, la muestra de fluido biolégico es una muestra de sangre, suero, plasma, orina o leche.

En otra realizacién, se sospecha que el sujeto padece artritis reumatoide (AR). En otra realizacion, el sujeto es
negativo a anticuerpos antiproteina citrulinada ("anti-citrullinated protein antibodies", ACPA").

En una realizacion del segundo aspecto para diagnosticar la artritis reumatoide (AR) en un sujeto sospechoso de
padecer AR, la presencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado indica que el sujeto padece
AR. En otra realizacion, el polipéptido purificado es un polipéptido recombinante purificado codificado por ADNc.

En otra realizacién, el polipéptido purificado comprende hA1AT, o uno de sus fragmentos, purificada a partir de
sangre, suero, plasma, orina o fluido sinovial. En otra realizacion, méas del 10%, mas del 20%, mas del 30%, mas del
40%, mas del 50%, mas del 60%, més del 70%, mas del 80%, mas del 90%, mas del 95%, o méas del 99% de los
restos lisina en la hA1AT carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, esta carbamilado.

En otra realizacion, la hA1AT carbamilada in vitro comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1. En otra
realizacién, la hA1AT carbamilada in vitro tiene mas del 70%, mas del 75%, mas del 80%, mas del 85%, mas del
90%, mas del 95%, mas del 96%, mas del 97%, mas del 98%, o mas del 99% de identidad de secuencia con SEQ
ID NO:1. En otra realizacién, la hA1AT carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, comprende un fragmento de 8
0 mas aminodcidos contiguos de SEQ ID NO:1. En otra realizacion, la hA1AT carbamilada in vitro, 0 uno de sus
fragmentos, comprende un fragmento de 8 0 mas aminoacidos contiguos con mas del 80%, mas del 85%, mas del
90%, mas del 95%, mas del 96%, mas del 97%, mas del 98%, o mas del 99% de identidad de secuencia con SEQ
ID NO:1. En otra realizacion, la hA1AT carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, comprende la secuencia de
aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO:3-32. En otra realizacién, la hA1AT carbamilada in vitro, o uno de sus
fragmentos, comprende la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO:33-203.

En una realizacién del segundo aspecto para determinar la prognosis de la artritis reumatoide (AR) en un sujeto
humano, la presencia o la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado predice el curso del
avance de la AR en el sujeto humano.

En otra realizacion, el sujeto humano es un sujeto asintomatico sospechoso de estar en riesgo de desarrollar AR. En
otra realizacion, el sujeto es un paciente con artralgia.

En otra realizacion, la presencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado indica que el paciente
tiene un riesgo mayor de desarrollar AR que la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado,
y opcionalmente el sujeto humano es un paciente con AR que presenta un sintoma clinico de AR. En otra
realizacién, la presencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado predice un curso clinico mas
grave del avance de la enfermedad de la AR que la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido
purificado. En otra realizacion, la presencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado en un
paciente indica un riesgo mayor en aproximadamente 10-20% de que un paciente con artralgia desarrolle AR dentro
de cinco anos desde la determinaciéon de la presencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado
que la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado.

En otra realizacién, la muestra es negativa para anticuerpos antiproteina citrulinada (ACPA). En otra realizacion, la
deteccion de la presencia o la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado comprende
determinar el nivel de anticuerpo anti-CarP en la muestra. En otra realizacion, un nivel mayor del anticuerpo anti-
CarP en la muestra indica un riesgo mayor de que un paciente asintomatico desarrolle AR que un nivel menor del
anticuerpo anti-CarP. En otra realizacion, un nivel mayor del anticuerpo anti-CarP en la muestra predice un curso
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mas grave del futuro avance de la enfermedad en un paciente con AR que un nivel menor del anticuerpo anti-CarP.

En un tercer aspecto, la invencién proporciona un método para controlar la eficacia de un tratamiento de la artritis
reumatoide (AR) en un paciente con AR, que comprende: (a) poner en contacto dos 0 mas muestras obtenidas del
paciente en un primer momento y en un posterior momento a lo largo del curso del tratamiento de la AR con un
polipéptido purificado que comprende una hA1AT carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, en el que el
fragmento comprende una secuencia parcial que contiene lisina de 5 o mas aminoacidos contiguos de la hA1AT,
para formar un complejo entre un anticuerpo anti-CarP de las dos o mas muestras y el polipéptido purificado; (b)
determinar el nivel del anticuerpo anti-CarP para cada una de dichas dos 0 mas muestras; y (c) comparar el nivel del
anticuerpo anti-CarP entre dichas dos 0 mas muestras, en el que un nivel disminuido del anticuerpo anti-CarP en
una 0 mas muestras obtenidas en un momento posterior con relacion al nivel de anticuerpo anti-CarP obtenido en el
primer momento indica que el tratamiento de la AR es eficaz, y un nivel estable o aumentado del anticuerpo anti-
CarP indica que el tratamiento de la AR no es eficaz.

En una realizacién, el nivel del anticuerpo anti-CarP en las muestras obtenidas en un momento posterior disminuye
en méas del 10%, més del 20%, mas del 30%, mas del 40%, mas del 50%, mas del 60%, mas del 70%, mas del 80%,
mas del 90%, mas del 95%, o mas del 99%.

En un cuarto aspecto, la invencién proporciona un kit para detectar un anticuerpo anti-CarP, para diagnosticar,
controlar o prognosticar la artritis reumatoide (AR), o para determinar la eficacia de un tratamiento de la AR en un
sujeto, que comprende un fragmento de hA1AT carbamilada in vitro purificado, y un agente auxiliar, en el que el
fragmento comprende una secuencia parcial que contiene lisina de 5 0 mas aminoacidos contiguos de la hA1AT.

En una realizacion, el polipéptido purificado esta inmovilizado sobre un soporte sélido. En otra realizacion, el reactivo
auxiliar se selecciona del grupo que consiste en un anticuerpo secundario, un reactivo de deteccion, un tampén de
inmovilizacion, un tampoén de bloqueo, un tampoén de lavado y un tampén de deteccidn; opcionalmente en el que (a)
el anticuerpo secundario se selecciona de un anticuerpo anti-lgA humana, un anticuerpo anti-lgD humana, un
anticuerpo anti-IgE humana, un anticuerpo anti-lgG humana, y un anticuerpo anti-IgM humana; o (b) el reactivo de
deteccion comprende un reactivo de deteccién fluorescente o un reactivo de deteccién luminiscente, opcionalmente
en el que el reactivo de deteccion luminiscente comprende luminol o luciferina.

En algunas realizaciones de los métodos o los kits de la invencion, el anticuerpo anti-CarP es una pluralidad de
anticuerpos anti-CarP. En otras realizaciones, mas del 10%, mas del 20%, mas del 30%, mas del 40%, mas del
50%, mas del 60%, mas del 70%, mas del 80%, mas del 90%, més del 95%, o mas del 99% de los restos lisina
estan carbamilados en la hA1AT carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, de mas del 10%, mas del 20%, mas
del 30%, mas del 40%, mas del 50%, mas del 60%, mas del 70%, més del 80%, mas del 90%, mas del 95%, 0 mas
del 99% de los polipéptidos purificados en la pluralidad de polipéptidos purificados.

En algunas realizaciones de los métodos o los kits de la invencién, la hA1AT carbamilada in vitro, 0 uno de sus
fragmentos, comprende uno 0 mas sitios de unién al anticuerpo antiproteina carbamilada (anti-CarP), y cada uno de
ellos puede estar independientemente en un estado carbamilado o en un estado no carbamilado, y en los que un
anticuerpo anti-CarP procedente de pacientes humanos con AR se une a los sitios de union al anticuerpo anti-CarP
en su estado carbamilado, pero no en su estado no carbamilado, para formar un complejo de polipéptido purificado-
anticuerpo anti-CarP; y opcionalmente, méas del 10%, mas del 20%, mas del 30%,mas del 40%, mas del 50%, mas
del 60%, mas del 70%, mas del 80%, o mas del 90% de los sitios de unién del anticuerpo anti-CarP estan en sus
estados carbamilados. En otras realizaciones, el polipéptido purificado es una pluralidad de polipéptidos purificados;
y opcionalmente, en el que mas del 10%, mas del 20%, mas del 30%, mas del 40%, mas del 50%, mas del 60%,
mas del 70%, mas del 80%, o méas del 90% de los sitios de unién al anticuerpo anti-CarP estan en su estado
carbamilado en mas del 10%, mas del 20%, mas del 30%, mas del 40%, mas del 50%, mas del 60%, mas del 70%,
mas del 80%, mas del 90%, mas del 95%, o mas del 99% de los polipéptidos purificados en la pluralidad de
polipéptidos purificados.

En un quinto aspecto, la invencién proporciona un fragmento de hA1AT carbamilada in vitro purificado, en el que el
fragmento comprende una secuencia parcial que contiene lisina de 5 0 mas aminoacidos contiguos de la hA1AT.

En la presente se describe un método para controlar la eficacia de un tratamiento de la AR en un paciente con AR,
que incluye a) poner en contacto dos 0 mas muestras obtenidas del paciente en un primer momento y en un
posterior momento a lo largo del curso del tratamiento de la AR con un polipéptido purificado que incluye una hA1AT
carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, para formar un complejo entre un anticuerpo anti-CarP de las dos o
mas muestras y el polipéptido purificado; b) determinar el nivel del anticuerpo anti-CarP para cada una de dichas dos
0 mas muestras; y ¢) comparar el nivel del anticuerpo anti-CarP entre dichas dos o0 mas muestras, en el que un nivel
disminuido del anticuerpo anti-CarP en una o mas muestras obtenidas en un momento posterior con relacién al nivel
de anticuerpo anti-CarP obtenido en el primer momento indica que el tratamiento de la AR es eficaz.

En algunos casos, el nivel del anticuerpo anti-CarP en las muestras obtenidas en un momento posterior disminuye
en mas del 10%, mas del 20%, més del 30%, mas del 40%, mas del 50%, mas del 60%, mas del 70%, mas del 80%,
mas del 90%, mas del 95%, o més del 99%.
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En el contexto de la invencion, debe entenderse que las referencias a A1AT se refieren a la A1AT humana.
Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra un esquema que ilustra la carbamilacion como una modificacion postraduccional de una
proteina.

La figura 2 muestra una grafica que ilustra un analisis de ELISA fraccionario de suero de ternero fetal carbamilado
("carbamylated fetal calf serum", Car-FCS), separado mediante HPLC de intercambio i6nico (MonoQ). La figura 2A
compara las fracciones de la HPLC con respecto a su contenido relativo en proteinas (circulos blancos), su
reactividad con un anticuerpo de IgG humana anti-CarP (cuadrados negros) y su reactividad con suero normal
(PMDx, rombos blancos). La figura 2B compara fracciones de la HPLC seleccionadas con respecto a su reactividad
con muestras de suero procedentes de pacientes CarP+/ACPA- RA (BVx0038: circulo blanco; BVx0077: triangulo
blanco), pacientes CarP/ACPA* RA (BVx0032: rombos blancos; BVx0008: cruz doble) y controles normales (Neg
(PMDx 1193); Neg (PMDx 1196); cruces).

La figura 3 ilustra la identificacion de A1AT como la principal proteina carbamilada en la fraccion 1G4 de HPLC. La
figura 3A ilustra el andlisis de muestras procedentes de la fraccion 1G4 de HPLC en un gel de SDS-PAGE. Las
bandas de proteinas 3 y 4 se cortaron y se retiraron, y se sometieron a digeridos con quimotripsina. Las figuras 3B y
3C ilustran los resultados del analisis de espectrometria de masas ("mass-spectrometry”, MS) de las bandas de
proteinas 3 y 4. Los fragmentos de la A1AT se identificaron con unas puntuaciones de probabilidad del >95%. La
figura 3B muestra un listado de proteinas identificadas en las bandas de proteinas 3 y 4, independientemente de la
presencia de restos lisina carbamilados en las proteinas. La figura 3C muestra un listado de proteinas en las bandas
de proteinas 3 y 4 que contienen restos lisina carbamilados.

La figura 4 ilustra la deteccién de anticuerpos anti-CarP en muestras de suero procedentes de pacientes humanos
con AR usando suero de ternero fetal no carbamilado o carbamilado in vitro (Ca-FCS) y A1AT humana no
carbamilada o carbamilada in vitro (Ca-A1AT). Se representan las sefiales de absorbancia relativa de ELISA
colorimétricos para cada muestra de paciente y cada antigeno no carbamilado o carbamilado. La figura 4 demuestra
que el reconocimiento de antigenos de los anticuerpos anti-CarP en muestras de suero procedentes de pacientes
humanos con AR es especifica de la carbamilacién.

La figura 5 ilustra la deteccién de anticuerpos anti-CarP en muestras de suero procedentes de pacientes humanos
con AR usando suero de ternero fetal carbamilado in vitro (Ca-FCS) o A1AT humana carbamilada in vitro (Ca-A1AT).
Los resultados de ejemplos de ensayos de ELISA de Ca-FCS se representan graficamente frente a los resultados de
los correspondientes ejemplos de ensayos de A1AT. La figura 5 demuestra que la inmunorreactividad anti-Ca-FCS
de los anticuerpos anti-CarP se correlaciona con su actividad contra Ca-A1AT.

La figura 6 ilustra un ejemplo de comparacién de suero de ternero fetal carbamilado in vitro (Ca-FCS) y A1AT
humana carbamilada in vitro (Ca-A1AT) en la discriminacion de pacientes con AR y controles sanos. La figura 6A
muestra los resultados de un analisis de caracteristica operativa del receptor ("receiver operating characteristic",
ROC) comparativo (eje de abscisas: tasa de negativos verdaderos; eje de ordenadas: tasa de positivos verdaderos;
Ca-FCS: cuadrados negros; CA-A1AT: rombos blancos). La figura 6B muestra una comparacion de las
sensibilidades de ensayo de Ca-FCS y Ca-A1AT a una especificidad fijada del 98,8% (PV: positivos verdaderos; NV:
negativos verdaderos). La figura 6C muestra una comparacion de las proporciones de probabilidad de positivos y
negativos (LR(+), LR(-)) y las oportunidades relativas ("odds ratios", OR) para los ensayos de Ca-FCS y CA-A1AT,
respectivamente.

Descripcion detallada

Los autoanticuerpos dirigidos contra proteinas carbamiladas (anticuerpos anti-CarP) son biomarcadores de
diagnéstico y de progndstico en la AR. Son necesarios ensayos de deteccion de anticuerpos anti-CarP sensibles y
robustos para facilitar la investigacion mas a fondo y el desarrollo de biomarcadores de anticuerpos anti-CarP. En
ultimo término, son necesarios ensayos de anticuerpos anti-CarP que puedan cumplir con los estrictos requisitos
normativos para los ensayos de diagnéstico y de prognéstico clinicos para desarrollar la utilidad clinica completa de
los anticuerpos anti-CarP. Para desarrollar estos ensayos de elevada actuacion, son necesarios componentes del
ensayo que puedan producirse de modo reproducible y ser definidos y caracterizados desde el punto de vista
analitico.

Los ensayos actuales para la deteccién de anticuerpos anti-CarP en muestras de suero de pacientes humanos con
AR implican el uso de suero de ternero fetal carbamilado (Car-FCS) como reactivo de captura. El suero de ternero
fetal (FCS) y Car-FCS son reactivos biolégicos complejos que son dificiles de fabricar de una manera reproducible y
contienen multitud de componentes de proteina y de no proteina que interaccionan de modo no especifico con los
anticuerpos anti-CarP y otras inmunoglobulinas en muestras de suero humano. Las senales de fondo no especificas
observadas en ensayos de anticuerpos anti-CarP basados en Car-FCS son relativamente altas y pueden ser
variables, dependiendo del lote de FCS usado.
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La presente descripcion se basa, en parte, en la comprensiéon de que, para mejorar la sensibilidad, la precision, la
reproducibilidad y la robustez de los ensayos de anticuerpos anti-CarP y para facilitar el control de calidad estricto y
un alto grado de reproducibilidad entre lotes en la produccion de reactivos de ensayo y kits de ensayo clinicos, son
necesarias nuevas composiciones y métodos que se basen en reactivos de captura de anticuerpos anti-CarP
purificados.

La presente descripcién también se basa, en parte, en el descubrimiento de que la (a)1-antitripsina bovina
carbamilada es un destacado antigeno en el FCS que es reconocido por los anticuerpos anti-CarP que se
encuentran en muestras de suero de pacientes humanos con AR. Véanse, por ejemplo, los ejemplos 1y 2, y las
figuras 1-4.

La presente descripcion beneficia a los pacientes con AR proporcionando nuevas herramientas para la evaluacion
de diagnostico y de prognostico de su enfermedad. En especial, los pacientes con AR ACPA-negativos se
beneficiaran de las composiciones y los métodos de esta descripcion. Se ha demostrado que la deteccion de
anticuerpos anti-CarP en pacientes con AR ACPA-negativos predice la aparicién de AR clinicamente manifestada y
un avance de la enfermedad mas grave. Las composiciones y los métodos de esta descripcion pueden facilitar la
deteccion temprana de la AR y, con ello, permitir a los candidatos en riesgo de AR o a los pacientes con AR en
estadio temprano tomar medidas preventivas para prevenir, retrasar o mejorar el avance posterior de la AR.

Debe advertirse de que, tal como se emplea en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las
formas en singular "un/una" y "el/la" incluyen los referentes en plural, a menos que el contexto indique claramente lo
contrario. Asi, por ejemplo, la referencia a "un polipéptido purificado" incluye una mezcla de dos o mas polipéptidos
purificados, y similares.

El término "aproximadamente”, en particular remitido a una cantidad concreta, incluye las desviaciones de mas o
menos 5%.

Tal como se emplean en la presente, los términos "incluye", "incluyendo", "comprende", "comprendiendo",
"contiene", "conteniendo" y cualquiera de sus variaciones, cubren una inclusién no exclusiva, de modo que un
proceso, un método, un subproducto del proceso o una composicion de materia que incluye, comprende o contiene
un elemento o una lista de elementos no incluye solo esos elementos, sino que puede incluir otros elementos no
listados expresamente o inherentes a dicho proceso, método, subproducto del proceso o composicion de materia.

Tal como se emplea en la presente, el término "carbamilacion” incluye la conversién de una amina en una carbamida
(urea). La carbamilacién puede producirse, por ejemplo, como una reaccién quimica o una reaccion enzimatica. La
carbamilacion quimica incluye, sin limitacion, reacciones de aminas con &cido isocianico (HNCO), grupos cianato
(INCQJ), tiocianato o isocianato de compuestos organicos. En algunas realizaciones, la carbamilacién incluye la
reaccion de una amina con cianato. En algunas realizaciones, la carbamilacion incluye la reaccion de una amina con
cianato de potasio. La carbamilacién enzimatica puede ser catalizada, por ejemplo, por una peroxidasa o una
carbamoil-transferasa. En algunas realizaciones, la carbamilacion es catalizada por una mieloperoxidasa (MPO). En
algunas realizaciones, la carbamilacion es catalizada por una lisina-carbamoil-transferasa.

La carbamilacién incluye la carbamilacién de biomoléculas (por ejemplo, polipéptidos, péptidos, lipidos,
carbohidratos, o acidos nucleicos) y de moléculas artificiales, tales como plasticos o polimeros.

En algunas realizaciones, la carbamilacion incluye la conversion de un resto lisina en un resto homocitrulina, por
ejemplo, en un péptido o un polipéptido. El resto lisina puede convertirse en homocitrulina, por ejemplo, mediante
modificacién quimica o enzimatica del grupo e-amino de la cadena lateral de lisina para formar homocitrulina
(también denominada K(Car)). Véase, por ejemplo, la figura 1B. En algunas realizaciones, la carbamilacién incluye la
sustitucion de un resto lisina por un resto homocitrulina en un péptido o un polipéptido, por ejemplo, mediante la
incorporacion de un resto homocitrulina en el lugar de un resto lisina durante la sintesis del péptido o polipéptido.

La carbamilacion puede realizarse in vitro o in vivo. Por ejemplo, la carbamilacién in vitro puede incluir la
modificacién quimica o enzimatica o la sintesis quimica o bioquimica (por ejemplo, la sintesis de péptidos, la
traduccion in vitro) de biomoléculas purificadas (por ejemplo, péptidos o polipéptidos) o la modificacion quimica o
enzimatica de muestras biolégicas complejas, tales como suero de ternero fetal (FCS), suero humano y similares. La
carbamilacion in vivo puede incluir, por ejemplo, la modificacion enzimatica de biomoléculas en células
recombinantes (por ejemplo, células HEK, CHO, o Sf9; células de E. coli; células de levadura u otras) que contienen
ADNCc que codifica una lisina-carbamoil transferasa u otras enzimas que catalizan reacciones de carbamilacion.

Las biomoléculas carbamiladas, tales como péptidos o polipéptidos, pueden carbamilarse en una Unica posicién, por
ejemplo, un Unico resto lisina, 0 en una pluralidad de posiciones, por ejemplo, en una pluralidad de restos lisina. En
algunas realizaciones, mas del 1%, mas del 3%, mas del 5%, mas del 10%, mas del 15%, mas del 20%, mas del
25%, mas del 30%, mas del 40%, mas del 50%, mas del 60%, mas del 70%, mas del 80%, mas del 90%, mas del
95%, 0 mas del 99% de todos los restos lisina en un péptido o un polipéptido estan carbamilados.

Tal como se emplea en la presente, el término "pluralidad” se refiere a una poblacién de dos 0 mas miembros, tales
como miembros de polipéptidos u otras moléculas mencionadas. En algunas realizaciones, los dos 0 mas miembros
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de una pluralidad de miembros son los mismos miembros. Por ejemplo, una pluralidad de polipéptidos puede incluir
dos 0 mas miembros de polipéptidos que tienen la misma secuencia de aminoacidos y que tienen los mismos restos
lisina carbamilados. En algunas realizaciones, los dos o0 mas miembros de una pluralidad de miembros son
miembros diferentes. Por ejemplo, una pluralidad de polipéptidos puede incluir dos 0 mas miembros de polipéptidos
que tienen diferente secuencia de aminoacidos. En otro ejemplo, una pluralidad de polipéptidos puede incluir dos o
mas miembros de polipéptidos que tienen la misma secuencia de aminoacidos, pero que tienen restos lisina
carbamilados en diferentes posiciones o en un grado diferente. Una pluralidad incluye 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 o mas miembros diferentes. Una pluralidad también puede incluir 200, 300,
400,500,1000,5000,10000,50000, 1x105, 2x105, 3x10%, 4x10%, 5x105, 6x105 7x10% 8 x105 9x105, 1x10%, 2x108,
3x108, 4x108, 5x108, 6x108, 7x10°, 8x108, 9x108 0 1x107 0 mas miembros diferentes. Una pluralidad incluye todos los
ndmeros enteros entre los anteriores ejemplos de nimeros de pluralidad.

Tal como se emplea en la presente, la expresion "en riesgo" se refiere a un aumento en la probabilidad de que un
sujeto desarrolle cierto trastorno de enfermedad o sintoma clinico de una enfermedad en el futuro. Por ejemplo, es
mas probable que un sujeto que esta "en riesgo de desarrollar AR" o que esta "en riesgo de desarrollar sintomas
clinicos de la AR" desarrolle en el futuro AR o sintomas clinicos de la AR que el sujeto promedio en una poblacién
concreta. Un sujeto que esta "en riesgo" de desarrollar un trastorno de enfermedad en el futuro no esta sufriendo est
trastorno. Un sujeto que esta "en riesgo" de desarrollar un trastorno de enfermedad puede mostrar ciertos
biomarcadores, tales como niveles elevados de anticuerpos anti-CarP, que indican una mayor probabilidad de que el
sujeto desarrolle cierto trastorno de enfermedad (por ejemplo, AR) o sintomas clinicos de cierto trastorno de
enfermedad (por ejemplo, dolor de articulaciones, inflamacién de articulaciones sinoviales).

El término "polipéptido”, tal como se usa en la presente, incluye un oligopéptido corto de entre 2 y 30 aminoacidos
(por ejemplo, 2, 3, 4, 5,6,7,8,9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25 o 30 aminodacidos), asi como cadenas de aminoacidos
mas largas, por ejemplo, mas de 30 aminoacidos, mas de 50 aminoacidos, mas de 100 aminoacidos, mas de 150
aminoéacidos, mas de 200 aminoacidos, mas de 300 aminoacidos, mas de 400 aminoacidos, mas de 500
aminoacidos, 0 mas de 600 aminoacidos. Los polipéptidos de esta descripcion incluyen, por ejemplo, polipéptidos
recombinantes, polipéptidos purificados a partir de tejidos o fluidos corporales y cualquiera de sus fragmentos.
Pueden producirse fragmentos de polipéptidos, por ejemplo, mediante digestiones con proteasa de proteinas de
longitud completa, la expresién recombinante de fragmentos de polipéptidos, o mediante sintesis quimica de
oligopéptidos. Los polipéptidos de esta descripcion pueden ser modificados de modo postraduccional o quimico (por
ejemplo, carbamilacién, fosforilacion, biotinilacion, unién de tintes fluorescentes y similares). Los polipéptidos pueden
incluir aminoacidos no naturales que no estan codificados por el codigo genético natural. Por ejemplo, los
polipéptidos pueden incluir estructuras de esqueleto metiladas, estructuras de esqueleto peptoide (glicinas poli-N-
sustituidas), L-aminoacidos, R-aminoacidos y similares. Los polipéptidos pueden tener secuencias de tipo salvaje,
secuencias de variantes naturales, secuencias mutantes (por ejemplo, mutaciones puntuales, mutantes de delecion)
y similares.

La expresion "anticuerpo anti-CarP", tal como se emplea en la presente, se refiere a un autoanticuerpo generado por
un organismo contra un autoantigeno carbamilado. El anticuerpo anti-CarP reconoce especificamente antigenos en
su forma carbamilada, pero no en su forma no carbamilada. Los antigenos reconocidos por el anticuerpo anti-CarP
pueden incluir un autoantigeno carbamilado, o uno de sus fragmentos, o proteinas carbamiladas no relacionadas
con el autoantigeno carbamilado. La presencia de un anticuerpo anti-CarP tiene valor de diagnéstico y de
prognéstico para la evaluacién de enfermedades que implican respuestas autoinmunolégicas contra proteinas
carbamiladas (CarP), tales como la artritis reumatoide (AR). Segun esta descripcion, la alfa-1-antitripsiona
carbamilada in vitro (Car-A1AT) es una de las proteinas carbamiladas reconocidas por un anticuerpo anti-CarP que
se encuentra, por ejemplo, en el suero de pacientes humanos con AR. El anticuerpo anti-CarP puede pertenecer a
cualquier clase o subclase de anticuerpos. Por ejemplo, el anticuerpo anti-CarP puede ser un anticuerpo IgM, IgA
(por ejemplo, IgA1, IgA2), IgD, IgG (por ejemplo, IgG1, IgGz, 1gGs, o 1gGas), o IgE. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-CarP de esta descripcion interacciona a través de la regiéon Fab (fragmento de unién al antigeno) con
un sitio de unién al anticuerpo anti-CarP en A1AT carbamilada in vitro. El anticuerpo anti-CarP puede ser un
anticuerpo de longitud completa, por ejemplo, tal como se encuentra en muestras de sangre, plasma o suero. En
algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CarP de esta descripcion puede ser un anticuerpo procesado. Por ejemplo,
en algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CarP esta desglicosilado o fragmentado (por ejemplo, en fragmentos
Fab). El anticuerpo anti-CarP puede ser una pluralidad de anticuerpos anti-CarP, que incluyen uno o mas
anticuerpos anti-CarP monoclonales o uno o mas anticuerpos anti-CarP policlonales. Diferentes anticuerpos anti-
CarP en la pluralidad de anticuerpos anti-CarP pueden unirse a las mismas proteinas carbamiladas o a diferentes
proteinas carbamiladas. Diferentes anticuerpos anti-CarP en la pluralidad de anticuerpos anti-CarP pueden
reconocer el mismo sitio de union al anticuerpo carbamilado o diferentes sitios de unién al anticuerpo carbamilado en
proteinas carbamiladas.

En los métodos y las composiciones proporcionados en la presente, las proteinas purificadas de esta descripcion
pueden inmovilizase sobre un soporte solido. En algunas realizaciones, las proteinas purificadas se inmovilizan a
través de una molécula conectora que acopla la proteina purificada al soporte sélido. Cuando se menciona la
inmovilizacion de moléculas (por ejemplo, proteinas purificadas) a un soporte solido, los términos "inmovilizado" y
"unido" se emplean de modo intercambiable en la presente, y ambos términos incluyen la union directa o indirecta,
covalente o no covalente, a menos que se indique lo contrario de modo explicito o indicado por el contexto. En
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algunas realizaciones, se prefiere la unidon covalente, pero, en general, todo lo que se requiere es que las moléculas
(por ejemplo, proteinas purificadas) permanezcan inmovilizadas o unidas al soporte bajo las condiciones en que esté
previsto usar el soporte, por ejemplo, en aplicaciones que requieran la unién de anticuerpos o la deteccion.

Las expresiones "superficie sélida", "soporte so6lido" y otros equivalentes gramaticales en la presente se refieren a
cualquier material que sea apropiado o que pueda modificarse para que sea apropiado para la union de las
proteinas purificadas de esta descripcién. Tal como apreciaran los expertos en la técnica, el nimero de posibles
sustratos es muy grande. Los posibles sustratos incluyen, pero no se limitan a vidrio y vidrio modificado o
funcionalizado, plasticos (que incluyen acrilicos, poliestireno, poliuretanos, Teflon™, etc.), polisacaridos, nailon o
nitrocelulosa, ceramicas, resinas, silice o materiales basados en silice, que incluyen silicio y silicio modificado,
metales de carbono, vidrios inorganicos, haces de fibras dpticas, y una diversidad de otros polimeros. En algunas
realizaciones, los soportes sélidos estan colocados en placas de pocillos de microtitulacion (por ejemplo, una placa
de 96 pocillos, de 384 pocillos o de 1536 pocillos). En algunas realizaciones, los soportes solidos estan colocados
dentro de una célula de flujo o un aparato de células de flujo (por ejemplo, una célula de flujo en un chip Biacore™ o
un chip de proteinas).

En algunas realizaciones, el soporte sélido incluye una superficie con un patrén adecuada para la inmovilizacion de
proteinas purificadas en un patrén ordenado (por ejemplo, un chip de proteinas). Una "superficie con un patrén" se
refiere a una disposicion de diferentes regiones en una capa expuesta sobre de un soporte sélido o dentro de este.
Por ejemplo, una o mas de las regiones pueden ser elementos en los que una o mas proteinas purificadas estan
presentes. Los elementos pueden estar separados por regiones intersticiales en las que las proteinas purificadas no
estan presentes. En algunas realizaciones, el patrén puede ser un formato de x-y de elementos que se encuentran
en filas y columnas. En algunas realizaciones, el patrén puede ser una disposicién repetida de elementos y/o
regiones intersticiales. En algunas realizaciones, el patron puede ser una disposicién aleatoria de elementos y/o
regiones intersticiales. Se describen ejemplos de superficies con patron que pueden usarse en los métodos y las
composiciones proporcionados en la presente en la solicitud de patente de EE.UU. n.® de publicacion 2008/0280785
A1, la solicitud de patente de EE.UU. n.? de publicacion 2004/0253640 A1, la solicitud de patente de EE.UU. n.% de
publicaciéon 2003/0153013 A1, y la publicacion internacional n.2 WO 2009/039170 A2.

En algunas realizaciones, el soporte sélido incluye una matriz de pocillos o depresiones en una superficie. Esta
puede fabricarse como se conoce en general en la técnica usando una diversidad de técnicas que incluyen, pero no
se limitan a fotolitografia, técnicas de estampado, técnicas de moldeado y técnicas de micrograbado. Tal como
apreciaran los expertos en la técnica, la técnica usada dependera de la composicién y la forma del sustrato de la
matriz.

En algunas realizaciones, el soporte sélido o su superficie no son planos, tal como la superficie interna o externa de
un tubo o un recipiente. En algunas realizaciones, el soporte sélido incluye microesferas o esferas. Las
"microesferas" o "esferas" o "particulas" o sus equivalentes gramaticales significan en la presente particulas
discretas pequerias. Las composiciones de esferas adecuadas incluyen, pero no se limitan a plasticos, ceramicas,
vidrio, poliestireno, metilestireno, polimeros acrilicos, materiales paramagnéticos, sol de toria, grafito de carbono,
oxido de titanio, nailon, latex o dextranos reticulados, tales como Sephadose, celulosa, nailon, micelas reticuladas y
Teflon™, asi como puede utilizarse cualquier otro material descrito en la presente para los soportes sélidos. "Bangs
Beads Techincal Product Guide" de Bangs Laboratories (Fishers, Ind) es una guia util. En algunas realizaciones, las
microesferas son microesferas o esferas magnéticas.

No es necesario que las esferas sean esféricas; pueden usarse particulas irregulares. Como alternativa o ademas,
las esferas pueden ser porosas. El tamafo de las esferas varia de nandmetros, por ejemplo, 100 nm, a milimetros,
por ejemplo, 1 mm, y en algunas realizaciones se prefiere de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 200
micrometros. En algunas realizaciones, el tamafio de las esferas varia de aproximadamente 0,5 a aproximadamente
5 micrémetros. En algunas realizaciones, pueden usarse esferas menores que aproximadamente 0,2 micrometros o
mayores que aproximadamente 200 micrometros.

Se advierte que, tal como se emplean en la presente, los términos "organismo", "individuo", "sujeto” o "paciente" se
emplean como sinénimos y son intercambiables. Los sujetos de esta descripcion incluyen sujetos sanos, sujetos
asintomaticos y sujetos enfermos. Los sujetos enfermos pueden padecer cualquier enfermedad asociada con unos
niveles aberrantes de anticuerpos antiproteina carbamilada (anti-CarP). La expresion "niveles aberrantes de
anticuerpos anti-CarP", tal como se emplea en la presente, se refiere a unos niveles de anticuerpos anti-CarP en una
muestra que se desvian significativamente de la mediana de los niveles de anticuerpos anti-CarP que se encuentran
en una poblacién de sujetos sanos. En algunas realizaciones, los niveles aberrantes de anticuerpos anti-CarP son
mayores que la mediana de los niveles de anticuerpos anti-CarP. En algunas realizaciones, los niveles aberrantes
de anticuerpos anti-CarP son menores que la mediana de los niveles de anticuerpos anti-CarP.

En algunas realizaciones, los sujetos sanos nunca han padecido una enfermedad concreta. En algunas
realizaciones, los sujetos sanos han estado enfermos previamente. En algunas realizaciones, los sujetos sanos
estan siendo sometidos a un chequeo médico rutinario. En algunas realizaciones, los sujetos sanos son miembros
de un grupo control en un ensayo clinico. En algunas realizaciones, los sujetos sanos estan en riesgo de contraer
una enfermedad, segun se determina mediante la presencia de ciertos factores de riesgo que son muy conocidos en
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la técnica. Estos factores de riesgo incluyen, sin limitacion, una predisposicion genética, una historia personal de
enfermedad, una historia familiar de enfermedad, un factor de estilo de vida, un factor ambiental, un indicador de
diagnostico y similares.

En algunas realizaciones, el sujeto es asintomatico. Los sujetos sintomaticos incluyen sujetos sanos que
fundamentalmente no presentan riesgo o presentan solo un riesgo bajo de desarrollar AR (por ejemplo, el sujeto
asintomatico presenta una probabilidad menor que 10%, menor que 5%, menor que 3%, 0 menor que 1% de
desarrollar AR en los siguientes cinco afnos). Los sujetos asintomaticos también incluyen sujetos sanos que
presentan un riesgo alto de desarrollar AR (por ejemplo, el sujeto asintomatico presenta una probabilidad mayor que
50%, mayor que 70%, mayor que 90%, o mayor que 95% de desarrollar AR en los siguientes cinco afos). Los
sujetos sintomaticos incluyen también sujetos enfermos que pueden mostrar indicadores de diagnéstico temprano
suaves de la AR, pero que, de otro modo, no estan enfermos ni se quejan (por ejemplo, sin dolor de articulaciones
sinoviales, sin trastorno inflamatorio sistémico). En algunas realizaciones, el paciente asintomatico es un paciente
con artralgia.

En algunas realizaciones, el sujeto padece AR. En algunas realizaciones, el sujeto es sospechoso de padecer AR.
En algunas realizaciones, el sujeto padece AR con dolor articular. En algunas realizaciones, el sujeto padece AR con
un trastorno inflamatorio sistematico. En algunas realizaciones, el sujeto padece artritis idiopatica juvenil ("juvenile
idiopathic arthritis”, JIA). En algunas realizaciones, el sujeto padece un sindrome pre-AR. En algunas realizaciones,
el sindrome pre-AR es artralgia.

En algunas realizaciones, el sujeto esta en riesgo de desarrollar AR. En algunas realizaciones, el sujeto tiene una
predisposicion genética a desarrollar AR o una historia familiar de AR. En algunas realizaciones, el sujeto esta
expuesto a ciertos factores de estilo de vida (por ejemplo, es fumador) que estimulan el desarrollo de AR, o el sujeto
muestra manifestaciones de enfermedad clinicas de la AR. En algunas realizaciones, el sujeto es un paciente que
esta recibiendo un tratamiento clinico para diagnosticar la AR o para evaluar el riesgo de desarrollar AR.

En algunas realizaciones, los sujetos presentan anticuerpos antiproteina citrulinada (ACPA), por ejemplo, en su
sangre u otro fluido o tejido corporal (sujetos ACPA-positivos). En algunas realizaciones, los sujetos presentan unos
niveles elevados de ACPA, por ejemplo, en su sangre u otro fluido o tejido corporal, con relaciéon a sujetos control
normales. En algunas realizaciones, los sujetos no presentan anticuerpos antiproteina citrulinada (ACPA), por
ejemplo, en su sangre u otro fluido o tejido corporal (sujetos ACPA-negativos).

En algunas realizaciones, los sujetos presentan anticuerpos antiproteina carbamilada (anticuerpos anti-CarP
antibodies), por ejemplo, en su sangre u otro fluido o tejido corporal (sujetos positivos a anticuerpos anti-CarP), o los
sujetos presentan unos niveles elevados de anticuerpos anti-CarP, por ejemplo, en su sangre u otro fluido o tejido
corporal, con relacion a sujetos control normales. En algunas realizaciones, los sujetos son negativos a anticuerpos
anti-CarP.

En algunas realizaciones, el sujeto no ha recibido tratamiento. En algunas realizaciones, el sujeto se esta
sometiendo a tratamientos de la AR (por ejemplo, tratamientos con farmacos). En algunas realizaciones, el sujeto
estd en remisiéon. En algunas realizaciones, la remisién estd inducida por farmacos. En algunas realizaciones, la
remisién no tiene relacioén con farmacos.

En algunas realizaciones, el sujeto es un modelo animal para la AR. En algunas realizaciones, el modelo animal es
un modelo de raton o de conejo para la AR. En algunas realizaciones, el modelo animal implica inducir respuestas
de anticuerpos anti-CarP mediante la vacunacién del animal con proteinas carbamiladas (CarP).

En la presente se describe un polipéptido purificado que incluye alfa-1-antitripsina (A1AT) carbamilada in vitro, 0 uno
de sus fragmentos. En algunos casos, la A1AT carbamilada in vitro es una A1AT de mamifero. La A1AT carbamilada
in vitro de la invencion es una A1AT humana (hA1AT). En algunos casos, la A1AT carbamilada in vitro es una A1AT
bovina (bA1AT).

En la presente se describe un polipéptido purificado que incluye una hA1AT carbamilada in vitro, o uno de sus
fragmentos.

En la presente se describe un polipéptido purificado que incluye una bA1AT carbamilada in vitro, o uno de sus
fragmentos.

En algunas realizaciones, el polipéptido purificado es un polipéptido recombinante purificado codificado por ADNc.

Los métodos para expresar y purificar polipéptidos recombinantes son muy conocidos en la técnica. Por ejemplo, los
polipéptidos recombinantes pueden expresarse y purificarse de células bacterianas (por ejemplo, E. coli), células de
levadura (por ejemplo, S. cerevisiae), células de mamifero (por ejemplo, CHO) y otras. Los polipéptidos
recombinantes pueden expresarse y purificarse como proteinas de fusiéon que incluyen marcadores para la deteccion
de proteinas o marcadores de purificacion por afinidad (por ejemplo, marcador His, marcador GST, marcador Myc),
incluyendo marcadores escindibles (por ejemplo, marcadores que incluyen un sitio de ruptura de TEV).
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En algunas realizaciones, el polipéptido se purifica a partir de un tejido o un fluido corporal obtenido de un
organismo. Los tejidos o los fluidos corporales pueden incluir cualquier tejido o fluido corporal obtenido del
organismo. En algunas realizaciones, los tejidos o fluidos corporales incluyen sangre, suero, plasma, orina o leche
(por ejemplo, de cabras, vacas, ovejas). Los expertos en la técnica reconoceran que los métodos para la purificacion
de polipéptidos a partir de tejidos o fluidos corporales son muy conocidos en la técnica.

Pueden encontrarse ejemplos de métodos para expresar y purificar proteinas recombinantes, para purificar
proteinas a partir de tejidos o fluidos corporales, y para sintetizar péptidos de modo quimico, por ejemplo, en Scopes
R.K., Protein Purification - Principles and Practice, Springer Advanced Texts in Chemistry, 32 edicién (1994);
Simpson R.J. et al., Basic Methods in Protein Purification and Analysis: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 12 edicion (2008); Green M.R. y Sambrook J., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 42 edicion (2012); Jensen K.J. et al., Peptide Synthesis and Applications (Methods
in Molecular Biology), Humana Press, 22 edicién (2013).

En algunas realizaciones, el polipéptido purificado es una hA1AT purificada a partir de sangre, suero, plasma, orina
o fluidos sinoviales.

En algunas realizaciones, el polipéptido purificado es una bA1AT purificada a partir de sangre, suero, plasma, orina
o leche.

En algunas realizaciones, el polipéptido purificado es una A1AT nativa. En algunas realizaciones, el polipéptido
purificado es una A1AT desnaturalizada o desplegada. En algunas realizaciones, el polipéptido purificado incluye
aminoacidos no naturales. En algunas realizaciones, los aminoacidos no naturales estan metilados en el grupo a-
amino para producir polipéptidos con esqueletos metilados. En algunas realizaciones, los aminoacidos no naturales
son R-aminodacidos. En algunas realizaciones, los aminoacidos no naturales incluyen tintes (por ejemplo, tintes
fluorescentes) o marcadores de afinidad. En algunas realizaciones, el polipéptido purificado incluye modificaciones
quimicas. Las modificaciones quimicas incluyen, por ejemplo, modificaciones quimicas con biotina, tintes
fluorescentes. Los expertos en la técnica reconoceran que los métodos para introducir aminoacidos no naturales en
polipéptidos y para modificar polipéptidos de modo quimico son muy conocidos en la técnica.

En algunas realizaciones, el polipéptido purificado es una pluralidad de polipéptidos purificados.

Los polipéptidos purificados de esta descripcion incluyen una A1AT carbamilada in vitro. La A1AT puede ser
cualquier A1AT de mamifero. La A1AT puede ser una A1AT humana, de primate (por ejemplo, mono, chimpancé,
orangutan o gorila), gato, perro, conejo, animal de granja (por ejemplo, vaca, caballo, cabra, oveja o cerdo) o roedor
(por ejemplo, ratén, rata, hamster o cobaya). La A1AT de la invenciéon es una A1AT humana (hA1AT). En algunos
casos, la A1AT es una A1AT bovina (bA1AT).

En algunas realizaciones, la A1AT, o uno de sus fragmentos, incluye la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:1 de
una A1AT humana madura (aminodcidos 25-418 de la secuencia de referencia de NCBI NP_001002235.1;
GI:50363221), o uno de sus variantes naturales:

SEQ ID NO:1

EDPQGDAAQKTDTSHHDQDHPTFNKITPNLAEFAFSLYRQLAHQSNSTNI
FFSPVSIATAFAMLSLGTKADTHDEILEGLNFNLTEIPEAQIHEGFQELLRT
LNQPDSQLQLTTGNGLFLSEGLKLVDKFLEDVKKLYHSEAFTVNFGDTEE
AKKQINDYVEKGTQGKIVDLVKELDRDTVFALVNYIFFKGKWERPFEVK
DTEEEDFHVDQVTTVKVPMMKRLGMFNIQHCKKLSSWVLLMKYLGNAT
AIFFLPDEGKLQHLENELTHDIITKFLENEDRRSASLHLPKLSITGTYDLKS
VLGQLGITKVFSNGADLSGVTEEAPLKLSKAVHKAVLTIDEKGTEAAGA
MFLEAIPMSIPPEVKFNKPFVFLMIEQNTKSPLFMGKVVNPTQK

La A1AT, o uno de sus fragmentos, puede incluir la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:2 de una A1AT bovina
madura (aminoacidos 25-416 de la secuencia de referencia de NCBI NP_776307.1; G1:27806941), o uno de sus
variantes naturales:
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SEQ ID NO:2

GVLQGHAVQETDDTSHQEAACHKIAPNLANFAFSIYHHLAHQSNTSNIFF

SPVSIASAFAMLSLGAKGNTHTEILK GLGFNLTELAEAEIHKGFQHLLHTL
NQPNHQLQLTTGNGLFINESAKLVDTFLEDVKNLYHSEAFSINFRDAEEA

KKKINDYVEKGSHGKIVELVKVLDPNTVFALVNYISFKGKWEKPFEMKH
TTERDFHVDEQTTVKVPMMNRLGMFDLHYCDKLASWVLLLDYVGNVT

ACFILPDLGKLQQLEDKLNNELLAKFLEKKYASSANLHLPKLSISETYDLK
SVLGDVGITEVFSDRADLSGITKEQPLKVSKALHKAALTIDEKGTEAVGST
FLEAIPMSLPPDVEFNRPFLCILYDRNTKSPLFVGKVVNPTQA

En algunas realizaciones, el polipéptido purificado incluye una A1AT de longitud completa. En algunas realizaciones,
la A1AT de longitud completa contiene la secuencia sefal N-terminal. En algunas realizaciones, la A1AT de longitud
completa es una A1AT madura que carece de la secuencia sefial N-terminal. En algunas realizaciones, el polipéptido
purificado es una A1AT de longitud completa.

En algunas realizaciones, el polipéptido purificado incluye un fragmento de A1AT. En algunas realizaciones, el
fragmento de A1AT incluye mas de 3, mas de 5, mas de 10, mas de 15, mas de 20, mas de 25, mas de 50, mas de
75, mas de 100, mas de 125, mas de 150, mas de 200, mas de 250, mas de 300, mas de 350, o mas de 400
aminoacidos consecutivos de un polipéptido de A1AT de longitud completa. En algunas realizaciones, el fragmento
de A1AT incluye menos del 100%, menos del 95%, menos del 90%, menos del 80%, menos del 75%, menos del
70%, menos del 65%, menos del 60%, menos del 55%, menos del 50%, menos del 45%, menos del 40%, menos del
35%, menos del 30%, menos del 25%, menos del 20%, menos del 15%, menos del 10%, o menos del 5% de
aminoacidos consecutivos de la A1AT de longitud completa. En algunas realizaciones, el fragmento de A1AT es un
fragmento de péptido de A1AT.

En algunas realizaciones, el fragmento de A1AT se sintetiza de modo quimico. En algunas realizaciones, el
fragmento de A1AT se sintetiza de modo quimico usando cualquier método de sintesis de péptidos conocido en la
técnica. En algunas realizaciones, el fragmento de A1AT se produce como un polipéptido recombinante. En algunas
realizaciones, el fragmento de A1AT se produce mediante la digestién enzimatica de A1AT de longitud completa, o
uno de sus fragmentos. En algunas realizaciones, la digestion enzimatica se realiza con una proteasa o peptidasa.
En algunas realizaciones, la proteasa o peptidasa es una exoproteasa 0 una exopeptidasa. En algunas
realizaciones, la proteasa o peptidasa es una endoproteasa o una endopeptidasa. En algunas realizaciones, la
proteasa o peptidasa incluye una serina proteasa, treonina proteasa, cisteina proteasa, aspartato proteasa, acido
glutdmico proteasa, o metaloproteasa. En algunas realizaciones, la proteasa o peptidasa incluye tripsina,
quimotripsina, pepsina, papaina, cualquier catepsina (por ejemplo, catepsina B, L, D, K o G). Los expertos en la
técnica reconoceran que los métodos para la sintesis quimica, la produccion recombinante, o la digestion enzimatica
de A1AT de longitud completa, o sus fragmentos, son muy conocidos en la técnica.

El fragmento de A1AT puede incluir cualquier secuencia parcial de aminoacidos que contiene lisina de un polipéptido
de A1AT de longitud completa. La secuencia parcial de aminoacidos puede incluir, por ejemplo, 5 0 mas, 6 0 més, 7
0 més, 8 o mas, 9 o mas, 10 o més, 12 o mas, 14 o mas, 16 o més, 18 o mas, 20 o mas, 24 o mas, 28 o mas, 0 32 0
mas aminodacidos consecutivos del polipéptido de A1AT de longitud completa. Dos o mas fragmentos de péptido de
A1AT pueden tener secuencias de aminoacidos de A1AT parcialmente solapantes. Las secuencias de aminoacidos
de A1AT solapantes pueden solaparse con respecto a 1 0 mas, 2 o mas, 3 0 mas, 4 o mas, 5 o0 mas, 6 o mas, 7 o
mas, 8 o mas, 9 o més, 10 o mas, 12 o mas, 14 o mas, 16 o mas, 18 o mas, 20 o mas, 24 o mas, 28 o mas 0 32 o
mas aminoacidos consecutivos del polipéptido de A1AT de longitud completa.

Los ejemplos de fragmentos de A1AT pueden tener las siguientes secuencias parciales de aminoacidos de la A1AT
humana, SEQ ID NO:3-32:
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AEDPQGDAAQKTDTSHHDQDH
HHDQDHPTFNKITPNLAEFAF

SEQ ID NO:5: TAFAMLSLGTKADTHDEILEG
SEQ ID NO:6: GNGLFLSEGLKLVDKFLEDV

SEQ ID NO:7:
SEQ ID NO:8:
SEQ ID NO:9:

SEQ ID NO:10:
SEQ ID NO:11:
SEQ ID NO:12:
SEQ ID NO:13:
SEQ ID NO:14:
SEQ ID NO:15:
SEQ ID NO:16:
SEQ ID NO:17:
SEQ ID NO:18:
SEQ ID NO:19:
SEQ ID NO:20:
SEQ ID NO:21:
SEQ ID NO:22:
SEQ ID NO:23:
SEQ ID NO:24:
SEQ ID NO:25:
SEQ ID NO:26:
SEQ ID NO:27:
SEQ ID NO:28:
SEQ ID NO;29:
SEQ ID NO:30:
SEQ ID NO:31:

FLSEGLKLVDKFLEDVKKLYH

KLVDKFLEDVKKLYHSEAFTV

TVNFGDTEEAKKQINDYVEKG
AKKQINDYVEKGTQGKIVDLV
NDYVEKGTQGKIVDLVKELDR
GTQGKIVDLVKELDRDTVFAL
VFALVNYIFFKGK WERPFEVK
KGKWERPFEVKDTEEEDFHVD
DFHVDQVTTVKVPMMKRLGMF
QVTTVKVPMMKRLGMFNIQHC
RLGMFNIQHCKKLSSWVLLMK
KKLSSWVLLMKYLGNATAIFF
TAIFFLPDEGKLQHLENELTH
ENELTHDIITKFLENEDRRSA
DRRSASLHLPKLSITGTYDLK
KLSITGTYDLKSVLGQLGITK
KSVLGQLGITKVFSNGADLSG
LSGVTEEAPLKLSKAVHKAVL
VTEEAPLKLSKAVHKAVLTID
APLKLSKAVHKAVLTIDEKGT
VHKAVLTIDEKGTEAAGAMFL
AIPMSIPPEVKFNKPFVFLMI
MSIPPEVKFNKPFVFLMIEQN
FVFLMIEQNTKSPLFMGKVVN
EQNTKSPLFMGKVVNPTQKAA

SEQ ID NO:32: ALVNYIFFKGKWERPFEVKDT

Los fragmentos de A1AT de esta descripcion incluyen uno o mas restos lisina. Los fragmentos de A1AT pueden
estar carbamilados o no carbamilados en uno o mas restos lisina. En algunas realizaciones, los fragmentos de A1AT
estan carbamilados en todos los restos lisina. Los fragmentos de A1AT carbamilada presentan homocitrulina en la
posicién de uno o mas restos lisina. En algunas realizaciones, los fragmentos de A1AT presentan homocitrulina en la
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posicion de todos los restos lisina. En algunas realizaciones, los fragmentos de A1AT que tienen las secuencias de
aminodcidos de SEQ ID NO:3-32 estén carbamilados en uno o mas restos lisina.

En algunas realizaciones, la A1AT es un polipéptido de tipo salvaje o uno de sus variantes naturales.

En algunas realizaciones, la A1AT es un polipéptido mutante. Los polipéptidos mutantes incluyen, sin limitacion,
mutaciones puntuales, deleciones, inserciones, duplicaciones y similares.

La A1AT puede ser un homoélogo de un polipéptido de A1AT de longitud completa de tipo salvaje. La A1AT puede
ser un homologo de la A1AT humana de longitud completa (hA1AT). La A1AT puede ser un homologo de la A1AT
bovina de longitud completa (bA1AT). El homdlogo de A1AT puede tener mas del 60%, mas del 65%, mas del 70%,
mas del 75%, mas del 80%, mas del 85%, mas del 90%, mas del 95%, mas del 96%, mas del 97%, mas del 98%, o
mas del 99% de identidad de secuencia con una A1AT de tipo salvaje.

En algunas realizaciones, la A1AT incluye una secuencia de aminodcidos homoéloga a SEQ ID NO:1. En algunas
realizaciones, la secuencia de aminoacidos homéloga a SEQ ID NO:1 tiene mas del 60%, mas del 65%, mas del
70%, mas del 75%, mas del 80%, mas del 85%, mas del 90%, mas del 95%, mas del 96%, mas del 97%, mas del
98%, 0 més del 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO:1.

La A1AT descrita en la presente puede incluir una secuencia de aminoacidos homologa a SEQ ID NO:2. En algunas
realizaciones, la secuencia de aminoacidos homéloga a SEQ ID NO:2 tiene mas del 60%, mas del 65%, mas del
70%, mas del 75%, mas del 80%, mas del 85%, mas del 90%, mas del 95%, més del 96%, mas del 97%, mas del
98%, 0 mas del 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO:2.

Las A1AT en las proteinas purificadas de esta descripcion se carbamilan in vitro. Véase, por ejemplo, la figura 1.

En algunas realizaciones, la carbamilacion in vitro incluye una reaccion quimica. En algunas realizaciones, la
reaccion quimica incluye una reaccion de aminas con acido isocianico (HNCO), cianato ([NCQOJ), un compuesto
organico que contiene un grupo isocianato, o una reaccion de aminas con tiocianato. En algunas realizaciones, la
reaccion quimica incluye una reaccién de una amina con cianato. En algunas realizaciones, la reaccion quimica
incluye una reaccion de una amina con cianato de potasio.

En algunas realizaciones, la carbamilacion in vitro es catalizada por una enzima. En algunas realizaciones, la enzima
cataliza la reaccion:

Carbamoil-fosfato + L-lisina < = > fosfato + L-homocitrulina

En algunas realizaciones, la enzima es una transferasa. En algunas realizaciones, la enzima es una lisina-carbamoil-
transferasa. En algunas realizaciones, la enzima es una peroxidasa. En algunas realizaciones, la peroxidasa es una
mieloperoxidasa (MPO).

En algunas realizaciones, la carbamilacién in vitro incluye la incorporacién de un resto homocitrulina en la A1AT. En
algunas realizaciones, el resto homocitrulina reemplaza a uno o mas restos lisina en la A1AT. En algunas
realizaciones, todos los restos lisina en A1AT son reemplazados por restos homocitrulina. En algunas realizaciones,
el resto homocitrulina reemplaza a uno 0 mas restos aminodacidos distintos de restos lisina en la A1AT. En algunas
realizaciones, los restos homocitrulina reemplazan a una combinacién de restos lisina y no lisina en la A1AT. En
algunas realizaciones, el resto homocitrulina se incorpora a A1AT in vitro. En algunas realizaciones, el resto
homocitrulina se incorpora a A1AT mediante sintesis peptidica. En algunas realizaciones, el resto homocitrulina es
una pluralidad de restos homocitrulina.

Cualquier resto lisina en A1AT, o uno de sus fragmentos, puede carbamilarse in vitro (ser reemplazado por
homocitrulina) por si solo o en combinaciéon con cualquier otro resto lisina en la A1AT o en combinacién con
cualquier otra combinacién de restos lisina en A1AT. Cualquier nimero de restos lisina en A1AT puede carbamilarse
in vitro. Cualquier combinacion de restos lisina en A1AT puede carbamilarse. En algunas realizaciones, todos los
restos lisina de A1AT estan carbamilados.

Los siguientes ejemplos ilustran que cualquier resto lisina individual en un ejemplo de A1AT, o uno de sus
fragmentos, puede carbamilarse in vitro por si solo 0 en combinacién con cualquier nimero de restos lisina en A1AT,
o uno de sus fragmentos. En algunas realizaciones, la A1AT carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, incluye
una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 33-203, en las que los restos lisina carbamilados
(restos homocitrulina) se indican como K(Car):
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SEQ ID NO:33:

SEQ ID. NO:34:

SEQ ID NO:35:
SEQ ID NO:36:
SEQ ID NO:37:
SEQ ID NO:38:
SEQ ID NO:39:
SEQ ID NO:40:
SEQ ID NO:41:
SEQ ID NO:42:
SEQ ID NO:43:
SEQ ID NO:44:
SEQ ID NO:45:
SEQ ID NO;46:
SEQ ID NO:47:
SEQ ID NO:48:
SEQ ID NO:49:
SEQ ID NO:50:
SEQ ID NO:51:
SEQ ID NO:52:
SEQ ID NO:53:
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AEDPQGDAAQK(Car)TDTSHHDQDH
HHDQDHPTFNK(Car)ITPNLAEFAF
TAFAMLSLGTK(Car) ADTHDEILEG
GNGLFLSEGLK(Car)LVDKFLEDV
GNGLFLSEGLKLVDK (Car)FLEDV
GNGLFLSEGLK(Car)LVDK(Car)FLEDV
FLSEGLK(Car)LVDKFLEDVKKLYH
FLSEGLKLVDK(Car)FLEDVKKLYH
FLSEGLKLVDKFLEDVK(Car)KLYH
FLSEGLKLVDKFLEDVKK(Car)LYH
FLSEGLK(Car)LVDK(Car)FLEDVKKLYH
FLSEGLK(Car)LVDKFLEDVK(Car)KLYH
FLSEGLK(Car)LVDKFLEDVKK(Car)LYH
FLSEGLKLVDK(Car)FLEDVK(Car)KLYH
FLSEGLKLVDK(Car)FLEDVKK(Car)LYH
FLSEGLKLVDKFLEDVK(Car)K(Car)LYH
FLSEGLK(Car)LVDK(Car)FLEDVK(Car)KLYH
FLSEGLK(Car)LVDK(Car)FLEDVKK(Car)LYH
FLSEGLK(Car)LVDKFLEDVK(Car)K(Car) LYH
FLSEGLKLVDK(Car)FLEDVK(Car)K(Car)LYH
FLSEGLK(Car)LVDK(Car)FLEDVK(Car)K(Car)LYH
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SEQ ID NO:54:
SEQ ID NO:55:
SEQ ID NO:56:
SEQ ID NO:57:
SEQ ID NO:58:
SEQ ID NO:59:
SEQ ID. NO:60:
SEQ ID NO:61:
SEQ ID NO:62:
SEQ ID NO:63:
SEQ ID NO:64:
SEQ ID NO:65:
SEQ ID NO:66:
SEQ ID NO:67:
SEQ ID NO:68:
SEQ ID NO:69:
SEQ ID NO:70:

SEQ ID NO71:

SEQ ID NO:72:
SEQ ID NO:73:
SEQ ID NO:74:
SEQ ID NO:75:
SEQ ID NO:76:
SEQ ID NO:77:
SEQ ID NO:78:
SEQ ID NO:79:
SEQ ID NO:80:
SEQ ID NO:81:
SEQ ID NO:82:
SEQ ID NO:83:
SEQ ID NO:84:
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K(Car)LVDKFLEDVKKLYHSEAFTV
KLVDK(Car)FLEDVKKLYHSEAFTV
KLVDKFLEDVK(Car)KLYHSEAFTV
KLVDKFLEDVKK(Car)LYHSEAFTV
K(Car)LVDK(Car)FLEDVKKLYHSEAFTV
K(Car)LVDKFLEDVK(Car)KLYHSEAFTV
K(Car)LVDKFLEDVKK(Car)LYHSEAFTV
KLVDK(Car)FLEDVK(Car)KLYHSEAFTV
KLVDK(Car)FLEDVKK(Car)LYHSEAFTV
KLVDKFLEDVK(Car)K(Car)LYHSEAFTV
K(Car)LVDK(Car)FLEDVK(Car)KLYHSEAFTV
K(Car)LVDK(Car)FLEDVKK(Car)LYHSEAFTV
K(Car)LVDKFLEDVK(Car)K(Car)LYHSEAFTV
KLVDK(Car)FLEDVK(Car)K(Car)LYHSEAFTV
K(Car)LVDK(Car)FLEDVK(Car)K(Car)LYHSEAFTV
TVNFGDTEEAK(Car)KQINDY VEKG
TVNFGDTEEAKK(Car)QINDY VEKG
TVNFGDTEEAKKQINDY VEK(Car)G
TVNFGDTEEAK(Car)K(Car)QINDY VEKG
TVNFGDTEEAK(Car)KQINDY VEK(Car)G
TVNFGDTEEAKK(Car)QINDYVEK(Car)G
TVNFGDTEEAK(Car)K(Car)QINDY VEK(Car)G
AK(Car)KQINDYVEKGTQGKIVDLV
AKK(Car)QINDYVEKGTQGKIVDLV
AKKQINDYVEK(Car)GTQGKIVDLV
AKKQINDYVEKGTQGK(Car)IVDLV
AK(Car)K(Car)QINDYVEKGTQGKIVDLV
AK(Car)KQINDY VEK(Car)GTQGKIVDLV
AK(Car)KQINDYVEKGTQGK(Car)IVDLV
AKK(Car)QINDYVEKGTQGKIVDLV
AKKQINDYVEK(Car)GTQGKIVDLV
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SEQ ID NO:85:
SEQ ID NO:86:
SEQ ID NO:87:
SEQ ID NO:88
SEQ ID NO:89:
SEQ ID NO:90:
SEQ ID NO:91:
SEQ ID NO:92:
SEQ ID NO:93:
SEQ ID NO:9%4:
SEQ ID NO:95:
SEQ ID NO:96:
SEQ ID NO:97:
SEQ ID NO:98:
SEQ ID NO:99:

SEQ ID NO:100:
SEQ ID NO:101:
SEQ ID NO:102:
SEQ ID NO:103:
SEQ ID NO:104:
SEQ ID NO:105:
SEQ ID NO:106:
SEQ ID NO:107:
SEQ ID NO:108:
SEQ ID NO:109:
SEQ ID NO:110:
SEQ ID NO:111:
SEQ ID NO:112:
SEQ ID NO:113:
SEQ ID NO:114:
SEQ ID NO:115:
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AKK(Car)QINDY VEKGTQGK(Car)IVDLV
AKKQINDYVEK(Car)GTQGK(Car)IVDLV
AK(Car)K(Car)QINDY VEK(Car)GTQGKIVDLV
AK(Car)K(Car)QINDYVEKGTQGK(Car)IVDLV
AK(Car)KQINDYVEK(Car)GTQGK(Car)IVDLV
AKK(Car)QINDYVEK(Car)GTQGK(Car)IVDLV

AK(Car)K(Car)QINDY VEK(Car)GTQGK(Car)IVDLV

NDYVEK(Car)GTQGKIVDLVKELDR
NDYVEKGTQGK(Car)IVDLVKELDR
NDYVEKGTQGKIVDLVK(Car)ELDR
NDYVEK(Car)GTQGK(Car)IVDLVKELDR
NDYVEK(Car)GTQGKIVDLVK(Car)ELDR
NDYVEKGTQGK(Car)IVDLVK(Car)ELDR
NDYVEK(Car)GTQGK(Car)IVDLVK(Car)ELDR
GTQGK(Car)IVDLVKELDRDTVFAL
GTQGKIVDLVK(Car)ELDRDTVFAL
GTQGK(Car)IVDLVK(Car)ELDRDTVFAL
VFALVNYIFFK(Car)GKWERPFEVK
VFALVNYIFFKGK(Car)WERPFEVK
VFALVNYIFFKGK WERPFEVK(Car)
VFALVNYIFFK(Car)GK(Car)WERPFEVK
VFALVNYIFFK(Car)GKWERPFEVK(Car)
VFALVNYIFFKGK(Car)WERPFEVK(Car)
VFALVNYIFFK(Car)GK(Car)WERPFEVK(Car)
K(Car)GKWERPFEVKDTEEEDFHVD
KGK(Car)WERPFEVKDTEEEDFHVD
KGKWERPFEVK(Car)DTEEEDFHVD
K(Car)GK(Car)WERPFEVKDTEEEDFHVD
K(Car)GK WERPFEVK(Car)DTEEEDFHVD
K(Car)GK(Car)WERPFEVK(Car)DTEEEDFHVD
DFHVDQVTTVK(Car)VPMMKRLGMF

16



SEQ ID NO:116:
SEQ ID NO:117:
SEQ ID NO:118:
SEQ ID NO:119:
SEQ ID NO:120:
SEQ ID NO:121:
SEQ ID NO:122:
SEQ ID NO:123:
SEQ ID NO:124:
SEQ ID NO:125:
SEQ ID NO:126:
SEQ ID NO:127:
SEQ ID NO:128:
SEQ ID NO:129:
SEQ ID NO:130:
SEQ ID NO:131:
SEQ ID NO:132:
SEQ ID NO:133:
SEQ ID NO:134:
SEQ ID NO:135:
SEQ ID NO:136:
SEQ ID NO:137:
SEQ ID NO:138:
SEQ ID NO:139:
SEQ ID NO:140:
SEQ ID NO:141:
SEQ ID NO:142:
SEQ ID NO:143:
SEQ ID NO:144:
SEQ ID NO:145:
SEQ ID NO:146:
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DFHVDQVTTVKVPMMK(Car)RLGMF
DFHVDQVTTVK(Car)VPMMK(Car)RLGMF
QVTTVK(Car)VPMMKRLGMFNIQHC
QVTTVKVPMMK(Car)RLGMFNIQHC
QVTTVK(Car)VPMMK(Car)RLGMFNIQHC
RLGMFNIQHCK(Car)KLSSWVLLMK
RLGMFNIQHCKK(Car)LSSWVLLMK
RLGMFNIQHCKKLSSWVLLMK(Car)
RLGMFNIQHCK(Car)K(Car)LSSWVLLMK
RLGMFNIQHCK(Car)KLSSWVLLMK(Car)
RLGMFNIQHCKK(Car)LSSWVLLMK(Car)

RLGMFNIQHCK(Car)K(Car)LSSWVLLMK(Car)

K(Car)KLSSWVLLMKYLGNATAIFF
KK(Car)LSSWVLLMKYLGNATAIFF
KKLSSWVLLMK(Car)YLGNATAIFF
K(Car)K(Car)LSSWVLLMKYLGNATAIFF
K(Car)KLSSWVLLMK(Car)YLGNATAIFF
KK(Car)LSSWVLLMK(Car)YLGNATAIFF
K(Car)K(Car)LSSWVLLMK(Car)YLGNATAIFF
TAIFFLPDEGK(Car)LQHLENELTH
ENELTHDIITK(Car)FLENEDRRSA
DRRSASLHLPK(Car)LSITGTYDLK
DRRSASLHLPKLSITGTYDLK(Car)
DRRSASLHLPK(Car)LSITGTYDLK(Car)
K(Car)LSITGTYDLKSVLGQLGITK
KLSITGTYDLK(Car)SVLGQLGITK
KLSITGTYDLKSVLGQLGITK(Car)
K(Car)LSITGTYDLK(Car)SVLGQLGITK
K(Car)LSITGTYDLKSVLGQLGITK(Car)
KLSITGTYDLK(Car)SVLGQLGITK(Car)
K(Car)LSITGTYDLK(Car)SVLGQLGITK(Car)
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SEQ ID NO:147:
SEQ ID NO:148:
SEQ ID NO:149:
SEQ ID NO:150:
SEQ ID NO:151:
SEQ ID NO:152:
SEQ ID NO:153:
SEQ ID NO:154:
SEQ ID NO:155:
SEQ ID NO:156:
SEQ ID NO:157:
SEQ ID NO:158:
SEQ ID NO:159:
SEQ ID NO:160:
SEQ ID NO:161:
SEQ ID NO:162:
SEQ ID NO:163:
SEQ ID NO:164:
SEQ ID NO:165:
SEQ ID NO:166:
SEQ ID NO:167:
SEQ ID NO:168:
SEQ ID NO:169:
SEQ ID NO:170:
SEQ ID NO:171:
SEQ ID NO:172:
SEQ ID NO:173:
SEQ ID NO:174:
SEQ ID NO:175:
SEQ ID NO:176:
SEQ ID NO:177:
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K(Car)SVLGQLGITKVFSNGADLSG
KSVLGQLGITK(Car)VFSNGADLSG
K(Car)SVLGQLGITK(Car)VFSNGADLSG
LSGVTEEAPLK(Car)LSKAVHKAVL
LSGVTEEAPLKLSK(Car) AVHKAVL
LSGVTEEAPLKLSKAVHK(Car)AVL
LSGVTEEAPLK(Car)LSK(Car)AVHKAVL
LSGVTEEAPLK(Car)LSKAVHK(Car)AVL
LSGVTEEAPLKLSK(Car)AVHK(Car)AVL
LSGVTEEAPLK(Car)LSK(Car)AVHK(Car)AVL
VTEEAPLK(Car)LSKAVHKAVLTID
VTEEAPLKLSK(Car)AVHKAVLTID
VTEEAPLKLSKAVHK(Car)AVLTID
VTEEAPLK(Car)LSK(Car)AVHKAVLTID
VTEEAPLK(Car)LSKAVHK(Car)AVLTID
VTEEAPLKLSK(Car)AVHK(Car)AVLTID
VTEEAPLK(Car)LSK(Car)AVHK(Car)AVLTID
APLK(Car)LSKAVHKAVLTIDEKGT
APLKLSK(Car) AVHKAVLTIDEKGT
APLKLSKAVHK(Car)AVLTIDEKGT
APLKLSKAVHKAVLTIDEK(Car)GT
APLK(Car)LSK(Car) AVHKAVLTIDEKGT
APLK(Car)LSKAVHK(Car)AVLTIDEKGT
APLK(Car)LSK(Car) AVHKAVLTIDEKGT
APLKLSK(Car) AVHKAVLTIDEK(Car)GT
APLKLSKAVHK(Car)AVLTIDEK(Car)GT
APLK(Car)LSK(Car) AVHK(Car)AVLTIDEKGT
APLK(Car)LSK(Car) AVHKAVLTIDEK(Car)GT
APLK(Car)LSKAVHK(Car)AVLTIDEK(Car)GT
APLKLSK(Car)AVHK(Car)AVLTIDEK(Car)GT
APLK(Car)LSK(Car)AVHK(Car)AVLTIDEK(Car)GT
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SEQ ID NO:178:
SEQ ID NO:179:
SEQ ID NO:180:
SEQ ID NO:181:
SEQ ID NO:182:
SEQ ID NO:183:
SEQ ID NO:184:
SEQ ID NO:185:
SEQ ID NO:186:
SEQ ID NO:187:
SEQ ID NO:188:
SEQ ID NO:189:
SEQ ID NO:190:
SEQ ID NO:191:
SEQ ID NO:192:
SEQ ID NO:193:
SEQ ID NO:194:
SEQ ID NO:195:
SEQ ID NO:196:
SEQ ID NO:197:
SEQ ID NO:198:
SEQ ID NO:199:
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VHK(Car)AVLTIDEKGTEAAGAMFL
VHKAVLTIDEK(Car)GTEAAGAMFL
VHK(Car)AVLTIDEK(Car)GTEAAGAMFL
AIPMSIPPEVK(Car)FNKPFVFLMI
AIPMSIPPEVKFNK(Car)PFVFLMI
AIPMSIPPEVK(Car)FNK(Car)PFVFLMI
MSIPPEVK(Car)FNKPFVFLMIEQN
MSIPPEVKFNK(Car)PFVFLMIEQN
MSIPPEVK(Car)FNK(Car)PFVFLMIEQN
FVFLMIEQNTK(Car)SPLEMGKVVN
FVFLMIEQNTKSPLFMGK(Car)VVN
FVFLMIEQNTK (Car)SPLEMGK(Car)VVN
EQNTK(Car)SPLFMGKVVNPTQKAA
EQNTKSPLFMGK(Car)VVNPTQKAA
EQNTKSPLFMGKVVNPTQK(Car)AA
EQNTK(Car)SPLFMGK(Car)VVNPTQKAA
EQNTK(Car)SPLEMGKVVNPTQK(Car)AA
EQNTKSPLFMGK(Car)VVNPTQK(Car)AA
EQNTK(Car)SPLEMGK(Car)VVNPTQK(Car)AA
ALVNYIFFK(Car)GKWERPFEVKDT
ALVNYIFFKGK(Car)WERPFEVKDT
ALVNYIFFKGKWERPFEVK(Car)DT

SEQ ID NO:200: ALVNYIFFK(Car)GK(Car)WERPFEVKDT
SEQ ID NO:201: ALVNYIFFK(Car)GKWERPFEVK(Car)DT
SEQ ID NO:202: ALVNYIFFKGK(Car)WERPFEVK(Car)DT
SEQ ID NO:203: ALVNYIFFK(Car)GK(Car)WERPFEVK(Car)DT

En algunas realizaciones, mas del 10%, mas del 20%, mas del 30%, mas del 40%, mas del 50%, mas del 60%,
del 70%, mas del 80%, mas del 90%, o mas del 95% de los restos lisina en la A1AT, o uno de sus fragmentos,
carbamilado. En algunas realizaciones, 100% de los restos lisina en la A1AT, o uno de sus fragmentos,
carbamilado.

En algunas realizaciones, mas del 10%, mas del 20%, mas del 30%, mas del 40%, mas del 50%, mas del 60%,
del 70%, mas del 80%, mas del 90%, o mas del 95% de los restos lisina en la hA1AT, o uno de sus fragmentos,
carbamilado. En algunas realizaciones, 100% de los restos lisina en la hA1AT, o uno de sus fragmentos,
carbamilado.

En algunas realizaciones, mas del 10%, mas del 20%, mas del 30%, mas del 40%, mas del 50%, mas del 60%,
del 70%, mas del 80%, mas del 90%, o mas del 95% de los restos lisina en la bA1AT, o uno de sus fragmentos,
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carbamilado. En algunas realizaciones, 100% de los restos lisina en la bA1AT, o uno de sus fragmentos, esta
carbamilado.

En algunas realizaciones, el polipéptido purificado es una pluralidad de polipéptidos purificados. En algunas
realizaciones, més del 10%, més del 20%, mas del 30%, mas del 40%, mas del 50%, mas del 60%, mas del 70%,
mas del 80%, mas del 90%, més del 95%, o mas del 99% de los restos lisina estan carbamilados en la hA1AT
carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, de mas del 10%, mas del 20%, mas del 30%, mas del 40%, mas del
50%, mas del 60%, mas del 70%, mas del 80%, mas del 90%, mas del 95%, o mas del 99% de los polipéptidos
purificados en la pluralidad de polipéptidos purificados.

En algunas realizaciones, la pluralidad de los polipéptidos purificados incluye polipéptidos purificados, en los que
uno o mas de los polipéptidos purificados incluye una secuencia de aminoacidos de A1AT de una cualquiera de SEQ
ID NO:3-203.

En algunas realizaciones, la hA1AT, o uno de sus fragmentos, incluye un fragmento de 8 o mas aminoéacidos
contiguos con mas del 80%, mas del 85%, mas del 90%, mas del 95%, mas del 96%, mas del 97%, mas del 98%, o
mas del 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones, la hA1AT, o uno de sus
fragmentos, incluye un fragmento de 16 o mas aminoacidos contiguos con mas del 60%, mas del 65%, mas del
70%, mas del 75%, mas del 80%, mas del 85%, mas del 90%, mas del 95%, mas del 96%, mas del 97%, mas del
98%, 0 mas del 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO:1.

La hA1AT, o uno de sus fragmentos, descrita en la presente, incluye un fragmento de 8 o mas aminoacidos
contiguos con mas del 60%, mas del 65%, mas del 70%, mas del 75%, mas del 80%, mas del 85%, mas del 90%,
mas del 95%, mas del 96%, més del 97%, mas del 98%, o mas del 99% de identidad de secuencia con SEQ ID
NO.2. En algunas realizaciones, la hA1AT, o uno de sus fragmentos, incluye un fragmento de 16 o0 mas aminoacidos
contiguos con mas del 60%, mas del 65%, mas del 70%, mas del 75%, mas del 80%, mas del 85%, mas del 90%,
mas del 95%, mas del 96%, més del 97%, mas del 98%, o mas del 99% de identidad de secuencia con SEQ ID
NO.2.

Los pacientes con AR pueden ser muy heterogéneos con respecto a sus perfiles de biomarcadores detectables en
su sangre. Por ejemplo, algunos pacientes de AR pueden ser positivos para anticuerpos anti-CarP y positivos para
ACPA; algunos pacientes de AR pueden ser positivos para anticuerpos anti-CarP y negativos para ACPA; algunos
pacientes de AR pueden ser negativos para anticuerpos anti-CarP y positivos para ACPA, y algunos pacientes de
AR pueden ser negativos para ambos anticuerpos anti-CarP y ACPA. Se prevé que la determinacion de los perfiles
exhaustivos de biomarcadores para pacientes con AR facilite la identificacion de subpoblaciones de pacientes con
AR (por ejemplo, pacientes con AR ACPA7/anticuerpos anti-CarP*), ayude en el diagndstico de subtipos de
enfermedad de AR, y ayude en el prognéstico del avance de la enfermedad y los resultados de los tratamientos para
subtipos especificos de enfermedad de AR. Aunque existe algo de reactividad cruzada, los anticuerpos anti-CarP, en
general, preferentemente reconocen proteinas carbamiladas frente a proteinas citrulinadas, y los ACPA, en general,
preferentemente reconocen proteinas citrulinadas frente a proteinas carbamiladas. Por tanto, el reconocimiento
selectivo de al menos algunas proteinas carbamiladas por los anticuerpos anti-CarP puede usarse para distinguir
biomarcadores de anti-CarP y ACPA en muestras de pacientes con AR y para distinguir pacientes de AR basandose
en sus perfiles de anticuerpos anti-CarP y ACPA.

Las A1AT, o sus fragmentos, de esta descripcion incluyen, cada uno, uno o mas sitios de unién al anticuerpo anti-
CarP, y cada uno de los sitios de unién al anticuerpo anti-CarP puede estar independientemente en un estado
carbamilado o en un estado no carbamilado. Los anticuerpos anti-CarP procedentes de pacientes con artritis
reumatoide humanos se unen a los sitios de unién al anticuerpo anti-CarP en las A1AT, o sus fragmentos, en sus
estados carbamilados, pero no en sus estados no carbamilados, para formar complejos de Car-A1AT-anticuerpo
anti-CarP.

En algunas realizaciones, los sitios de unién al anticuerpo anti-CarP incluyen uno o mas restos lisina. En algunas
realizaciones, uno o mas restos lisina en un sitio de unién al anticuerpo anti-CarP estan carbamilados (para formar
restos homocitrulina) cuando el sitio de unién al anticuerpo anti-CarP esta en un estado carbamilado. En algunas
realizaciones, uno o mas restos lisina en un sitio de unién al anticuerpo anti-CarP no estan carbamilados cuando el
sitio de unidn al anticuerpo anti-CarP esta en un estado no carbamilado. En algunas realizaciones, todos los restos
lisina en un sitio de unioén al anticuerpo anti-CarP estan carbamilados cuando el sitio de unién al anticuerpo anti-
CarP esta en un estado carbamilado.

La hA1AT, o uno de sus fragmentos proporcionados en la presente, incluye uno o mas sitios de unién al anticuerpo
anti-CarP, y cada uno de ellos puede estar independientemente en un estado carbamilado o en un estado no
carbamilado, y en la que los anticuerpos anti-CarP procedentes de un paciente con AR humano se unen a los sitios
de unién al anticuerpo anti-CarP en su estado carbamilado, pero no en su estado no carbamilado, para formar
complejos de Car-hA1AT-anticuerpo anti-CarP.

La bA1AT, o uno de sus fragmentos proporcionados en la presente, incluye uno o mas sitios de unién al anticuerpo
anti-CarP, y cada uno de ellos puede estar independientemente en un estado carbamilado o en un estado no
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carbamilado, y en la que los anticuerpos anti-CarP procedentes de un paciente con AR humano se unen a los sitios
de unién al anticuerpo anti-CarP en su estado carbamilado, pero no en su estado no carbamilado, para formar
complejos de Car-bA1AT-anticuerpo anti-CarP.

En algunas realizaciones, mas del 10%, mas del 20%, mas del 30%, mas del 40%, mas del 50%, mas del 60%, mas
del 70%, mas del 80%, o mas del 90% de los sitios de unién al anticuerpo anti-CarP estan en sus.

En algunas realizaciones, el polipéptido purificado que incluye la A1AT carbamilada in vitro, o uno de sus
fragmentos, es una pluralidad de polipéptidos purificados. En algunas realizaciones, mas del 10%, mas del 20%,
mas del 30%, mas del 40%, mas del 50%, mas del 60%, mas del 70%, mas del 80%. o mas del 90% de los sitios de
unién al anticuerpo anti-CarP estan en su estado carbamilado en mas del 10%, mas del 20%, mas del 30%, mas del
40%, mas del 50%, mas del 60%, mas del 70%, mas del 80%, mas del 90%, mas del 95%, o mas del 99% de los
polipéptidos purificados en la pluralidad de polipéptidos purificados.

En algunas realizaciones, los sitios de unién al anticuerpo anti-CarP son reconocidos por anticuerpos anti-CarP
procedentes de muestras de pacientes con artritis reumatoide, pero no son reconocidos por ACPA procedentes de
muestras de pacientes con artritis reumatoide. Los ACPA pueden dirigirse contra cualquier polipéptido citrulinado,
que incluyen proteinas citrulinadas, tales como vimentina citrulinada mutada ("Mutated Citrullinated Vimentin", MCV;
anticuerpos anti-Cit-MCV), y péptido citrulinados, tales como el péptido citrulinado ciclico ("cyclic citrullinated
peptide", CCP), o sus fragmentos.

En algunas realizaciones, uno o mas de los sitios de union al anticuerpo anti-CarP en una proteina purificada de esta
descripcion son reconocidos por un anticuerpo anti-CarP y un ACPA procedentes de muestras de pacientes con
artritis reumatoide. En algunas realizaciones, los sitios de unioén al anticuerpo anti-CarP son reconocidos por mas del
5%, més del 10%, més del 15%, mas del 20%, mas del 25%, mas del 30%, mas del 40%, mas del 50%, mas del
60%, mas del 70%, mas del 80%, mas del 90%, mas del 95%, o mas del 99% de los anticuerpos anti-CarP en una
muestra procedente de un paciente con artritis reumatoide, y por menos del 100%, menos del 95%, menos del 90%,
menos del 80%, menos del 70%, menos del 60%, menos del 50%, menos del 40%, menos del 30%, menos del 20%,
menos del 10%, menos del 5%, menos del 3%, o menos del 1% de APCA en la muestra del paciente con artritis
reumatoide. En algunas realizaciones, los sitios de unién al anticuerpo anti-CarP se unen con mayor afinidad a un
anticuerpo anti-CarP procedente de una muestra de un paciente con artritis reumatoide que un APCA procedente de
una muestra de un paciente con artritis reumatoide. En algunas realizaciones, los sitios de unién al anticuerpo anti-
CarP se unen con una afinidad mas de 2 veces, mas de 5 veces, mas de 10 veces, mas de 25 veces, mas de 50
veces, mas de 100 veces, mas de 300 veces, mas de 1.000 veces, mas de 3.000 veces, mas de 10.000 veces, mas
de 30.000 veces, o mas de 100.000 veces mayor a un anticuerpo anti-CarP procedente de una muestra de un
paciente con AR que a un APCA procedente de una muestra del paciente con AR.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CarP es una pluralidad de anticuerpos anti-CarP.

En la presente se proporciona un complejo que incluye un polipéptido purificado de esta descripcion y uno o mas
anticuerpos anti-CarP. En algunas realizaciones, el complejo esta en disolucién. En algunas realizaciones, el
complejo esté inmovilizado sobre una superficie. En algunas realizaciones, el complejo es un complejo purificado. En
algunas realizaciones, el complejo esta contenido en un fluido biolégico, por ejemplo, sangre, suero, plasma, orina,
leche y similares. En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-CarP complejados son anticuerpos purificados. En
algunas realizaciones, los anticuerpos anti-CarP complejados estan contenidos en un fluido biolégico, por ejemplo,
sangre, suero, plasma, orina, leche y similares.

En la presente se describen métodos para preparar un polipéptido purificado que incluye una A1AT carbamilada in
vitro (por ejemplo, hA1AT o bA1AT), o uno de sus fragmentos. Los métodos incluyen (a) purificar un polipéptido que
incluye una A1AT, o uno de sus fragmentos, y (b) carbamilar in vitro la A1AT, o uno de sus fragmentos.

En algunas realizaciones, el polipéptido que incluye la A1AT, o uno de sus fragmentos, se purifica en una forma no
carbamilada antes de que la A1AT, o uno de sus fragmentos, se carbamile in vitro. En algunas realizaciones, el
polipéptido se purifica en una forma no carbamilada a partir de un lisado celular, tal como un lisado obtenido lisando
células recombinantes o células hepaticas que expresan A1AT, o uno de sus fragmentos, a partir de un
sobrenadante de cultivo de células (por ejemplo, un sobrenadante de un cultivo de células hepaticas). En algunas
realizaciones, el polipéptido se purifica en una forma no carbamilada a partir de sangre, plasma, suero u otro fluido
bioldgico, o de un extracto de tejido, tal como un extracto de higado. En algunas realizaciones, la A1AT, o uno de
sus fragmentos, se carbamila in vitro en el polipéptido purificado en una reaccion quimica o enzimética, por ejemplo,
en un tampén de reaccion.

En algunas realizaciones, la A1AT, o uno de sus fragmentos, se carbamila in vitro para producir un polipéptido que
incluye una A1AT carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, antes de que el polipéptido se purifique. En algunas
realizaciones, la A1AT, o uno de sus fragmentos, se carbamila in vitro, por ejemplo, usando una reacciéon quimica o
enzimatica, mientras se encuentra en un lisado celular, tal como un lisado obtenido lisando células recombinantes o
células hepaticas que expresan A1AT, o uno de sus fragmentos. En algunas realizaciones, la A1AT, o uno de sus
fragmentos, se carbamila in vitro en sangre, plasma, suero u otro fluido biolégico, o en un extracto de tejido, tal como
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un extracto de higado. En algunas realizaciones, la A1AT, o uno de sus fragmentos, se carbamila in vitro en suero
de ternero fetal (FCS), suero bovino, o suero humano. En algunas realizaciones, el polipéptido que incluye la A1AT
carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, se purifica usando técnicas de cromatografia (por ejemplo,
cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de exclusion molecular, cromatografia de afinidad) para producir
el polipéptido purificado que incluye el polipéptido de A1AT carbamilado in vitro, o uno de sus fragmentos.

La A1AT carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, proporcionada en la presente, es una A1AT humana
(hA1AT), o uno de sus fragmentos. La A1AT carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, descrita en la presente
puede ser una A1AT bovina (bA1AT), o uno de sus fragmentos.

En algunas realizaciones, el polipéptido purificado que incluye la A1AT carbamilada in vitro, o uno de sus
fragmentos, se prepara mediante sintesis quimica, por ejemplo, usando una sintesis de péptidos en fase sdélida. En
algunas realizaciones, la A1AT, o uno de sus fragmentos, se carbamila in vitro reemplazando uno o mas restos lisina
en la A1AT, o uno de sus fragmentos, por restos homocitrulina durante la sintesis del polipéptido purificado. En
algunas realizaciones, la A1AT, o uno de sus fragmentos, se carbamila in vitro mediante una modificacién quimica o
enzimatica de los grupos €-amino de uno o mas restos lisina de A1AT.

En algunas realizaciones, la A1AT, o uno de sus fragmentos, se carbamila in vitro bajo condiciones que incluyen un
exceso molar de un reactivo de carbamilacién (por ejemplo, &cido isocianico (HNCO), cianato ([NCOJ), compuestos
organicos que contienen un grupo isocianato, tiocianato, o carbamoil-fosfato) frente al polipéptido purificado que
incluye la A1AT, o uno de sus fragmentos. En algunas realizaciones, la A1AT, o uno de sus fragmentos, se
carbamila in vitro bajo condiciones que incluyen un exceso molar de un reactivo de carbamilacion frente a los restos
lisina en la proteina purificada que incluye la A1AT, o uno de sus fragmentos. En algunas realizaciones, el exceso
molar del reactivo de carbamilacién es més de 3 veces, més de 5 veces, mas de 10 veces, mas de 30 veces, mas
de 100 veces, mas de 300 veces, mas de 1.000 veces, mas de 3.000 veces, o mas de 10.000 veces mayor frente al
polipéptido purificado que incluye la A1AT, o uno de sus fragmentos. En algunas realizaciones, el exceso molar del
reactivo de carbamilacion es mas de 3 veces, mas de 5 veces, mas de 10 veces, mas de 30 veces, mas de 100
veces, mas de 300 veces, mas de 1.000 veces, mas de 3.000 veces, o mas de 10.000 veces mayor frente a los
restos lisina en la proteina purificada que incluye la A1AT, o uno de sus fragmentos. En algunas realizaciones, el
polipéptido purificado que incluye la A1AT carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, se carbamila bajo
condiciones en las que la reaccion de carbamilacion alcanza un equilibrio termodinamico.

En algunas realizaciones, el polipéptido purificado es una pluralidad de polipéptidos purificados, por ejemplo, un
banco de polipéptidos purificados.

Los métodos para modificar proteinas in vitro e in vivo son muy conocidos en la técnica. Pueden encontrarse
ejemplos de métodos, por ejemplo, en Lundblad R.L., Chemical Reagents for Protein Modification, CRC Press, 42
edicion (2014); Walker J.M., The Protein Protocols Handbook (Springer Handbooks), Humana Press, 32 edicion
(2009); Pollegioni L. y Servi S., Unnatural Amino Acids: Methods and Protocols (Methods in Molecular Biology, vol.
794), Humana Press, edicion de 2012 (2011).

Los métodos analiticos para determinar el grado de carbamilacion en el polipéptido purificado que incluye la A1AT
carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, la posicién de los restos carbamilados en la A1AT, o uno de sus
fragmentos, y la homogeneidad de los polipéptidos carbamilados en una poblacién de polipéptidos carbamilados son
muy conocidos en la técnica. Estos métodos incluyen, por ejemplo, cromatografia liquida (LC), espectrometria de
masas (MS), cromatografia liquida a alta presion (HPLC), electroforesis capilar (CE), o sus combinaciones (por
ejemplo, LC-MS).

Pueden encontrarse ejemplos de métodos analiticos para caracterizar proteinas y modificaciones de proteinas, por
ejemplo, en Whitelegge J., Protein Mass Spectrometry, volumen 52 (Comprehensive Analytical Chemistry), Elsevier
Science, 12 edicién (2008); Wehr T. et al., Basic HPLC and CE of Biomolecules, Bay Bioanalytical Laboratory, 12
edicion(1998); Aguilar M.-I., HPLC of Peptides and Proteins: Methods and Protocols (Methods in Molecular Biology),
Humana Press, edicion de 2004 (2003).

En la presente se proporcionan kits para detectar un anticuerpo antiproteina carbamilada (anti-CarP) para
diagnosticar, controlar o prognosticar la AR, o para determinar la eficacia de un tratamiento de la AR en un sujeto, y
el kit incluye un polipéptido purificado que incluye una A1AT carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, y uno o
mas reactivos auxiliares. La A1AT carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, proporcionada en la presente es un
polipéptido humano (hA1AT). Una A1AT carbamilada in vitro o uno de sus fragmentos, descrita en la presente puede
ser un polipéptido bovino (bA1AT).

Los reactivos auxiliares pueden incluir, por ejemplo, un tampén de inmovilizacion, un reactivo de inmovilizacion, un
tampon de dilucion, un anticuerpo secundario, un reactivo de deteccién, un tampoén de bloqueo, un tampén de
lavado, un tampon de deteccion, un reactivo de deteccion, una disolucién de detencién, un tampén de enjuagado del
sistema, y una disolucién de limpieza del sistema.

Los expertos en la técnica apreciaran que, en la técnica, son conocidos numerosos tampones de inmovilizacion y
que la seleccion de cualquier tampdn de revestimiento especifico puede basarse, por ejemplo, en la naturaleza de la
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superficie revestida (por ejemplo, una placa de microtitulacién Nunc Maxisorb) y la naturaleza del sustrato revestido
(por ejemplo, Car-AlAT). Los tampones de revestimiento incluyen, por ejemplo, tampones de carbonato de sodio-
hidroxido de sodio y tampones fosfato. En algunas realizaciones, el tampén de revestimiento es NaHCOs 0,1 M (por
ejemplo, pH aproximadamente 9,6).

Los kits de esta descripcion pueden incluir cualquier reactivo de inmovilizacién conocido en la técnica, que incluyen
reactivos de inmovilizacion covalente y no covalente. Los reactivos de inmovilizacion covalente pueden incluir
cualquier reactivo quimico o biolégico que pueda usarse para inmovilizar covalentemente un polipéptido de esta
descripcion sobre una superficie. Los reactivos de inmovilizacién covalente pueden incluir, por ejemplo, un grupo
reactivo de carboxilo a amina (por ejemplo, carbodiimidas, tales como EDC o DCC), un grupo reactivo de amina (por
ejemplo, ésteres de N-hidroxisuccinimida (NHS), imidoésteres), un reticulante reactivo a sulfhidrilo (por ejemplo,
maleimidas, haloacetilos, disulfuros de piridilo), grupos reticulantes reactivos a carbonilo (por ejemplo, hidrazidas,
alcoxiaminas), un reticulante fotorreactivo (por ejemplo, aril azidas, dizirinas), o un grupo de acoplamiento
quimioselectivo (por ejemplo, una pareja de reaccién de Staudinger). Los reactivos de inmovilizacién no covalente
incluyen cualquier reactivo quimico o biolégico que pueda usarse para inmovilizar de forma no covalente un
polipéptido de esta descripcion sobre una superficie, tales como marcadores de afinidad (por ejemplo, biotina) o
reactivos de captura (por ejemplo, estreptavidina o anticuerpos antimarcador, tales como anticuerpos anti-Hiss 0 anti-
Myc).

Los kits de esta descripcién pueden incluir combinaciones de reactivos de inmovilizacién. Estas combinaciones
incluyen, por ejemplo, EDC y NHS, que pueden usarse, por ejemplo, para inmovilizar una proteina de esta
descripcion sobre una superficie, tal como una matriz de dextrano carboxilada (por ejemplo, sobre un chip BIAcore™
CM5 o una esfera basada en dextrano). Las combinaciones de reactivos de inmovilizacion pueden conservarse
como combinaciones de reactivos premezcladas, o uno o mas reactivos de inmovilizacién de la combinaciéon se
conserva por separado de otros reactivos de inmovilizacion.

En la técnica se conoce una enorme seleccion de tampones de lavado, tales como tapones basados en
tris(hidroximetil)aminometano (Tris) (por ejemplo, disolucién salina tamponada con Tris, "Tris-buffered saline", TBS)
o tampones fosfato (por ejemplo, disolucion salina tamponada con fosfato, "phosphate-buffered saline", PBS). Los
tampones de lavado generalmente incluyen detergentes, tales como detergentes idnicos o no iénicos. En algunas
realizaciones, el tampén de lavado es un tampon PBS (por ejemplo, pH aproximadamente 7,4) que incluye
Tween®20 (por ejemplo, Tween®20 aproximadamente al 0,05%). En algunas realizaciones, el tampdn de lavado es
la disolucion de lavado BIO-FLASH™ Special Wash Solution (INOVA Diagnostics, Inc., San Diego, CA).

Un kit de esta descripcion puede incluir cualquier tampén de dilucién conocido en la técnica. Los tampones de
dilucion tipicos incluyen una proteina vehiculo (por ejemplo, albumina de suero bovina, "bovine serum albumin",
BSA) y un detergente (por ejemplo, Tween®20). En algunas realizaciones, el tampén de dilucién es PBS (por
ejemplo, pH aproximadamente 7,4) que incluyen BSA (por ejemplo, BSA aproximadamente al 1%) y Tween®20 (por
ejemplo, Tween®20 aproximadamente al 0,05%).

Los anticuerpos secundarios pueden incluir, por ejemplo, un anticuerpo anti-lgA humana, un anticuerpo anti-lgD
humana, un anticuerpo anti-IgE humana, un anticuerpo anti-lgG humana, o un anticuerpo anti-lgM humana. En
algunas realizaciones, los anticuerpos secundarios son anticuerpos antibovinos. Los anticuerpos de deteccién
secundarios pueden ser anticuerpos monoclonales o policlonales. Los anticuerpos secundarios pueden derivarse de
cualquier organismo mamifero, que incluye ratones, ratas, hamsteres, cabras, camellos, pollos, conejos y otros. Los
anticuerpos secundarios pueden conjugarse a enzimas (por ejemplo, peroxidasa de rabano, "horseradish
peroxidase", HRP), fosfatasa alcalina (PA), luciferasa y similares) o tintes (por ejemplo, tintes colorimétricos, tintes
fluorescentes, tintes de transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET), tintes FRET de resolucion
en el tiempo ((TR)-FRET) y similares). En algunas realizaciones, el anticuerpo secundario es un anticuerpo anti-lgG
humana de conejo policlonal, que esta conjugado a HRP.

En algunas realizaciones, el reactivo de deteccién es un reactivo de deteccion colorimétrico, un reactivo de
deteccion fluorescente, o un reactivo de deteccién quimioluminiscente. En algunas realizaciones, el reactivo de
deteccion colorimétrico incluye PNPP (p-nitrofenilfosfato), ABTS (acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico))
u OPD (o-fenilendiamina). En algunas realizaciones, el reactivo de deteccion fluorescente incluye QuantaBlu™ o
QuantaRed™ (Thermo Scientific, Waltham, MA). En algunas realizaciones, el reactivo de deteccion luminiscente
incluye luminol o luciferina. En algunas realizaciones, el reactivo de deteccién incluye un activador (por ejemplo,
H202) y un trazador (por ejemplo, conjugado de isoluminol). En algunas realizaciones, el reactivo de deteccion
incluye una o mas disoluciones de activador BIO-FLASH™ Trigger (INOVA Diagnostics, Inc., San Diego, CA).

Un kit de esta descripcion puede incluir cualquier tampdn de deteccidon conocido en la técnica. En algunas
realizaciones, el tampon de deteccidn es un tampén de citrato-fosfato (por ejemplo, pH aproximadamente 4,2).

Un kit de esta descripcion puede incluir cualquier disolucion de detencion conocido en la técnica. Las disoluciones
de detencion de esta descripcién terminan o retrasan el posterior revelado del reactivo de deteccion y las
correspondientes sefales del ensayo. Las disoluciones de detencion pueden incluir, por ejemplo, tampones con pH
bajo (por ejemplo, tampén glicina, pH 2,0), agentes caotrdpicos (por ejemplo, cloruro de guanidinio, dodecilsulfato de
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sodio (SDS)) o agentes reductores (por ejemplo, ditiotreitol, B-mercaptoetanol), o similares.

En algunas realizaciones, los kits de esta descripcion incluyen reactivos de limpieza para sistemas de ensayo
automaticos. Los sistemas de ensayo automaticos pueden incluir sistemas de cualquier fabricante. En algunas
realizaciones, los sistemas de ensayo automaticos incluyen, por ejemplo, los sistemas BIO-FLASH™, BEST 2000™,
DS2™ ELx50 WASHER, ELx800 WASHER, ELx800 READER, y Autoblot S20™ (INOVA Diagnostics, Inc., San
Diego, CA). Los reactivos de limpieza pueden incluir cualquier reactivo de limpieza conocido en la técnica. En
algunas realizaciones, los reactivos de limpieza son los reactivos de limpieza recomendados por los fabricantes de
los sistemas de ensayo automaticos. En algunas realizaciones, los reactivos de limpieza incluyen las disoluciones
BIO-FLASH™ System Rinse o BIO-FLASH™ System Cleaning (INOVA Diagnostics, Inc., San Diego, CA).

En algunas realizaciones, el kit incluye ademas un soporte sélido. El soporte sélido puede incluir cualquier soporte
conocido en la técnica sobre el cual una proteina de esta descripcion puede inmovilizarse. En algunas realizaciones,
los sustratos sélidos son placas de pocillos de microtitulacion, portaobjetos (por ejemplo, portaobjetos de vidrio),
chips (por ejemplo, chips de proteinas, chips biodetectores, tales como chips Biacore), cartuchos microfluidicos,
cubetas, esferas (por ejemplo, esferas magnéticas, esferas xMAP®) o resinas.

En algunas realizaciones, los kits de esta descripcién incluyen una placa de microtitulacion. En algunas
realizaciones, la placa de microtitulacion es una placa de 96 pocillos, una placa de 384 pocillos, o una placa de 1536
pocillos. En algunas realizaciones, la placa de microtitulacién incluye una proteina de esta descripcidén inmovilizada
en uno o mas pocillos de la placa de microtitulacién. En algunas realizaciones, la placa de microtitulacién es una
placa Nunc Maxisorp® (por ejemplo, Fisher Scientific, Hampton, NH, n.® de catalogo 430341).

En algunas realizaciones, los kits de esta descripcion incluyen una cubeta. En algunas realizaciones, la cubeta es
una cubeta BIOFLASH ™ (INOVA Diagnostics, Inc., San Diego, CA).

En algunas realizaciones, los kits de esta descripcion incluyen esferas o microesferas (por ejemplo, esferas xMAP®
(Luminex; Austin, TX). En algunas realizaciones, las esferas tienen un cédigo de color.

En algunas realizaciones, los kits de esta descripcién incluyen uno o mas articulos adicionales. En algunas
realizaciones, el articulo es una copa de muestras (por ejemplo, una copa de muestras de 1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, o
50 ml) o un tap6n de rosca. En algunas realizaciones, la copa de muestras es un tubo Falcon™ (BD Biosciences,
San José, CA) o similares. En algunas realizaciones, la copa de muestras es una copa de muestras BIO-FLASH™
(INOVA Diagnostics, Inc., San Diego, CA). En algunas realizaciones, el tapén de rosca es un tapén de rosca BIO-
FLASH™ (INOVA Diagnostics, Inc., San Diego, CA).

En algunas realizaciones, el kit incluye ademas instrucciones para usar los componentes del kit para detectar
anticuerpos anti-CarP en una muestra procedente del sujeto.

Los kits de esta descripcion pueden adaptarse para tecnologias de ensayo especificas. En algunas realizaciones,
los kits son kits de ELISA, kits de transferencia por puntos, kits de inmunoensayo de quimioluminiscencia
("chemiluminescence immunoassay”, CIA) o kits de multiplex. En algunas realizaciones, los kits de ELISA incluyen
un tampo6n de lavado, un diluyente de la muestra, un conjugado de anticuerpo secundario-enzima, un reactivo de
deteccion y una disolucién de detencion. En algunas realizaciones, los kits de transferencia por puntos incluyen un
tampon de lavado, un diluyente de la muestra, un conjugado de anticuerpo secundario-enzima, un reactivo de
deteccion y una disolucion de detencion. En algunas realizaciones, el kit de CIA incluye un tampén de lavado, un
diluyente de la muestra, un trazador (por ejemplo, conjugado de isoluminol) y un activador (por ejemplo, H202). En
algunas realizaciones, el kit de multiplex incluye un tampén de lavado, un diluyente de la muestra y un conjugado de
anticuerpo secundario-enzima. En algunas realizaciones, los kits se adaptan a la plataforma Luminex e incluyen, por
ejemplo, esferas xXMAP®.

En algunas realizaciones, los kits de esta descripcion se usan para diagnosticar la AR en un paciente, para
diferenciar subpoblaciones de pacientes con AR (por ejemplo, para diferencia pacientes ACPA/anti-CarP+ de
pacientes ACPA/anti-CarP-), para prognosticar el avance de la enfermedad en pacientes con AR (por ejemplo, para
predecir un avance de la enfermedad mas grave en pacientes ACPA7/anti-CarP+ con relacion a pacientes ACPA
/anti-CarP-, o para predecir el desarrollo de sintomas clinicos en pacientes con artralgia), para controlar la eficacia
de tratamientos de la AR o para predecir los resultados de los tratamientos. En algunas realizaciones, los
tratamientos de la AR incluyen tratamientos con farmacos. En algunas realizaciones, los tratamientos con farmacos
incluyen tratamientos con prednisona, meloxicamo, celebrex, mobic, naproxeno, remicada IV, plaquenil, metotrexato,
diclofenaco, metilprednisolona, enbrel, indometacina, ibuprofeno, cenalog, etodolaco, nabumetona, humira, aleva,
minociclina, orencia, rituxano, o cualquier farmaco para la AR aprobado por FDA o EMA, incluyendo los farmacos
experimentales para la AR en desarrollo clinico. En algunas realizaciones, los kits se emplean como diagnéstico de
acompafamiento para tratamientos de la AR. En algunas realizaciones, los kits de esta descripciéon se usan para
seleccionar tratamientos de la AR especificos de paciente.

En algunas realizaciones, los kits incluyen un envase que tiene una etiqueta que indica que el kit se usa para el
diagnéstico, el progndstico o el control de la AR o de un subtipo de AR. Los subtipos de AR pueden definirse, por
ejemplo, segun los sintomas clinicos de la enfermedad, o la presencia o la ausencia de biomarcadores gendémicos o
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protedmicos conocidos en la técnica (por ejemplo, ACPA). En algunas realizaciones, la etiqueta esta aprobada por
una agencia reguladora gubernamental. En algunas realizaciones, la etiqueta esta aprobada por the United States
Food and Drug Administration (FDA), the European Medicines Agency (EMA), the China Food and Drug
Administration (CFDA) o the Japanese Ministery of Health Labor and Welfare (MHLW). Las etiquetas aprobadas por
la FDA pueden incluir la notificacion de un uso aprobado por la FDA e instrucciones para ello. En algunas
realizaciones, los kits se etiquetan para un uso solo en investigacion ("Research Use Only", RUO; o "Investigational
Use Only", IUO). En algunas realizaciones, los kits se etiquetan para un uso en el diagnéstico in vitro ("In vitro
Diagnostic Use", IVD). En algunas realizaciones, los kits se etiquetan segun el titulo 21, Code of Federal
Regulations, seccion 809, subparte B (21 CFR 809, subparte B). En algunas realizaciones, las etiquetas de RUO,
IUO, o IVD de los kits describen el uso de los kits para el diagnostico de la AR. En algunas realizaciones, las
etiquetas de RUOQ, IUO, o IVD de los kits describen el uso de los kits para el diagndstico de un subtipo de AR. En
algunas realizaciones, las etiquetas de RUO, IUO, o IVD de los kits describen el uso de los kits para el prognostico
de la AR. En algunas realizaciones, los kits se etiquetan como dispositivos de diagnéstico acompanantes a IVD. En
algunas realizaciones, los kits se etiquetan como dispositivos de diagnéstico acompafnantes a IVD para un uso con
un farmaco para la AR, tal como prednisona, meloxicamo, celebrex, mobic, naproxeno, remicada IV, plaquenil,
metotrexato, diclofenaco, metilprednisolona, enbrel, indometacina, ibuprofeno, cenalog, etodolaco, nabumetona,
humira, aleva, minociclina, orencia, rituxano, o cualquier farmaco para la AR aprobado por FDA, incluyendo los
farmacos experimentales para la AR en desarrollo clinico.

En la presente se proporcionan métodos para detectar anticuerpos antiproteina carbamilada (anti-CarP) en un
sujeto, que incluyen: a) poner en contacto una muestra procedente del sujeto con un polipéptido purificado que
incluye una alfa-1-antitripsina humana carbamilada in vitro (hA1AT), o uno de sus fragmentos, para formar un
complejo entre un anticuerpo anti-CarP y el polipéptido purificado; y b) detectar la presencia o la ausencia de un
complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado en la muestra.

En algunas realizaciones, la presencia o la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido se detecta
mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), un ensayo inmunoabsorbente fluorescente (FIA),
un inmunoensayo de quimioluminiscencia (CIA), un radioinmunoensayo (RIA), un inmunoensayo multiplicado por
enzimas, un radioinmunoensayo en fase solida (SPROA), un ensayo de polarizaciéon de fluorescencia (FP), un
ensayo de transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET), un ensayo de transferencia de energia
de resonancia de fluorescencia de resolucion en el tiempo (TR-FRET), un ensayo de resonancia de plasmon de
superficie (SPR), y un ensayo de transferencia por puntos ("Dot-Blot").

En algunas realizaciones, el ELISA es un ELISA de "sandwich". En algunas realizaciones, el ELISA de "sandwich"
incluye la etapa inicial de inmovilizar un polipéptido purificado de esta descripcion sobre un soporte sélido (por
ejemplo, sobre la pared de un pocillo de una placa de microtitulacién o de una cubeta). En algunas realizaciones, el
contacto de la muestra procedente del sujeto con el polipéptido purificado de esta descripcion incluye exponer la
muestra al polipéptido purificado inmovilizado.

En algunas realizaciones, el ELISA es un ELISA directo. En algunas realizaciones, el ELISA directo incluye la etapa
inicial de inmovilizar los anticuerpos anti-CarP en la muestra sobre un soporte sélido (por ejemplo, sobre la pared de
un pocillo de una placa de microtitulacion o de una cubeta). En algunas realizaciones, el contacto de la muestra
procedente del sujeto con el polipéptido purificado de esta descripciéon incluye exponer al polipéptido purificado de
esta descripcion a los anticuerpos anti-CarP inmovilizados.

En algunas realizaciones, la presencia o la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido se detecta al
mismo tiempo que la presencia o la ausencia de otro analito (por ejemplo, otro biomarcador o marcador de
enfermedad) en un ensayo de mudltiplex. En algunas realizaciones, la presencia o la ausencia del complejo de
anticuerpo anti-CarP-polipéptido se detecta al mismo tiempo que la presencia o la ausencia de un complejo de
ACPA-ACP en un ensayo de multiplex.

Los métodos y los protocolos para realizar inmunoensayos y ensayos de interaccion de proteinas biofisicos son muy
conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Wild D., The Immunoassay Handbook, Elsevier Science, 42 edicién
(2013); Fu H., Protein-Protein Interactions, Humana Press, 42 edicion (2004).

En algunas realizaciones, los métodos para detectar anticuerpos anti-CarP se realizan segun el siguiente protocolo.
En primer lugar, un polipéptido carbamilado in vitro purificado de esta descripcion (Car-A1AT) y un control negativo
de A1AT no carbamilado se diluyen en tampdn de revestimiento para preparar disoluciones 10 ug/ml de Car-AIAT y
A1AT. Se dispensan 50 pl de la disoluciéon de Car-AlIAT en pocillos de control positivo y pocillos de ensayo de una
placa de microtitulacién de 96 pocillos. Se dispensan 50 ul de la disolucion de A1AT en los pocillos de control
negativo en la misma placa de microtitulacién de 96 pocillos. La placa de microtitulacién y las disoluciones de
polipéptido se incuban durante la noche a 4 °C. Después, se afiaden 100 ul de tampdn de bloqueo a los pocillos de
control positivo, de control negativo y de ensayo de la placa de microtitulacion, y la placa se incuba durante 6 horas
mas a 4 °C. Al final del periodo de incubacion, la placa se lava tres veces con tampdn de lavado. Las muestras de
ensayo de suero (que tienen un contenido desconocido en anticuerpos anti-CarP) se diluyen en 50 veces en tampon
de dilucion; se preparan patrones de control positivo usando muestras de suero que se sabe que contienen
anticuerpos anti-CarP (por ejemplo, como patrones de concentracién Unica o series de diluciéon) y se preparan
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muestras de control negativo usando solo tampones de dilucién o muestras de suero que se sabe que no contienen
anticuerpos anti-CarP. Después de retirar el tampdn de lavado de la placa de microtitulacion, se afiaden 50 pl de las
muestras de ensayo, las muestras de control positivo y las muestras de control negativo a los pocillos de ensayo, de
control negativo y de control positivo en la placa de microtitulacion, respectivamente. Después, la placa de
microtitulacion se incuba durante la noche a 4 °C en hielo. Al dia siguiente, la placa de microtitulacién se lava tres
veces con tampén de lavado. Se diluye anti-lgG humana de conejo-HRP 1:5.000 en tampdn de dilucién y se afiaden
50 pl del conjugado de anticuerpo a cada pocillo de la placa de microtitulacién después de retirar el tampén de
lavado. Después de 3,5 horas de incubacién a 4 °C en hielo, la placa de microtitulacion se lava tres veces mas con
tampon de lavado. Se prepara una disolucion de sustrato de deteccion anadiendo 5 pl de H202 por 10 ml de
disolucién ABTS (concentracion segun las instrucciones del fabricante). Se afiaden 50 pl de la disolucion de sustrato
de deteccién a cada pocillo de la placa de microtitulacién después de retirar el tampén de lavado. Después la placa
de microtitulacién se incuba en la oscuridad a temperatura ambiente durante 0,5-5 min y se lee en un lector de
ELISA. Las sefales de absorbancia relativa para los pocillos de control negativo (por ejemplo, promedio o mediana
de las sefales) se restan de las sefiales obtenidas para el pocillo de ensayo y los pocillos de control positivo. Las
muestras de suero de ensayo que producen unas sefiales de absorbancia significativas por encima del fondo (por
ejemplo, 2 desviaciones estandar ("standard deviations"”, STD) por encima de las sefiales del pocillo de control
negativo) se consideran positivas a anticuerpos anti-CarP. Los anticuerpos anti-CarP pueden cuantificarse en
muestras positivas a anticuerpos anti-CarP comparando las sefales de absorbancia relativa de los pocillos de
ensayo con las sefiales de absorbancia observadas para las células de control positivo.

En algunas realizaciones, los métodos de esta descripcion se realizan, al menos en parte, usando uno o mas
sistemas de ensayo automaticos. En algunas realizaciones, el sistema de ensayo automatico incluye, por ejemplo,
un sistema de ensayo automatico BIO-FLASH™, BEST 2000™, DS2™, ELx50 WASHER, ELx800 WASHER,
ELx800 READER, y Autoblot S20™ (INOVA Diagnostics, Inc., San Diego, CA).

En algunas realizaciones, los métodos para detectar un anticuerpo anti-CarP incluyen ademas la etapa inicial de
preparar un polipéptido purificado de esta descripcion. En algunas realizaciones, el polipéptido purificado es una
proteina recombinante preparada a partir de ADNc. En algunas realizaciones, el polipéptido purificado es una A1AT,
o uno de sus fragmentos, preparado a partir de sangre, plasma, suero, fluido sinovial u otro tejido o fluido corporal.

En algunas realizaciones, el polipéptido purificado que incluye la A1AT carbamilada in vitro , o uno de sus
fragmentos, se prepara (a) purificando un polipéptido que incluye una A1AT, o uno de sus fragmentos, y (b)
carbamilando in vitro la A1AT, o uno de sus fragmentos. En algunas realizaciones, el polipéptido purificado se
prepara en primer lugar purificando el polipéptido, mientras la A1AT esta en un estado no carbamilado, y después
carbamilando in vitro la A1AT, o uno de sus fragmentos, en el polipéptido purificado. En algunas realizaciones, el
polipéptido purificado se prepara en primer lugar carbamilando in vitro la A1AT, o uno de sus fragmentos, mientras el
polipéptido se encuentra en un estado no purificado, por ejemplo, en una mezcla biol6gica (por ejemplo, un lisado
celular o una muestra de sangre, suero o plasma), y después purificando el polipéptido que incluye la A1AT
carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos.

En algunas realizaciones, la A1AT, o uno de sus fragmentos, incluye uno o mas sitios de union al anticuerpo anti-
CarP, cada uno de los cuales puede estar independientemente en un estado carbamilado o en un estado no
carbamilado, y en las que los anticuerpos anti-CarP procedentes de sujetos humanos se unen a los sitios de unién al
anticuerpo anti-CarP en sus estados carbamilados, pero no en sus estados no carbamilados, para formar complejos
de polipéptido purificado-anticuerpo anti-CarP.

En algunas realizaciones, los sitios de union al anticuerpo anti-CarP son reconocidos por un anticuerpo anti-CarP de
una manera independiente de la secuencia de aminoacidos. Los sitios de union al anticuerpo anti-CarP reconocidos
de una manera independiente de la secuencia incluyen una resto lisina carbamilado (K(Car); homocitrulina), y ningin
otro resto adicional. En algunas realizaciones, los sitios de unién al anticuerpo anti-CarP son reconocidos por un
anticuerpo anti-CarP de una manera especifica de secuencia. Los sitios de unién al anticuerpo anti-CarP
reconocidos de una manera especifica de secuencia incluyen una resto lisina carbamilado (K(Car); homocitrulina), y
uno o mas restos adicionales de la A1AT, o unos de sus fragmentos. Dichos uno o mas restos adicionales de la
A1AT, o uno de sus fragmentos, pueden formar parte de un epitopo lineal o un epitopo no lineal. Dichos uno o mas
restos adicionales de la A1AT, o uno de sus fragmentos, pueden incluir, por ejemplo, un resto adicional, dos restos
adicionales, dos o mas restos adicionales, tres o0 mas restos adicionales, cuatro o mas restos adicionales, cinco o
mas restos adicionales, seis 0 mas restos adicionales, siete o mas restos adicionales, ocho o mas restos
adicionales, nueve o mas restos adicionales, 10 o mas restos adicionales, 12 o més restos adicionales, 14 o mas
restos adicionales, 16 o més restos adicionales, 18 o mas restos adicionales, o 20 o mas restos adicionales.

En algunas realizaciones, los sitios de unién al anticuerpo anti-CarP se unen a los anticuerpos anti-CarP en su
estado carbamilado, pero no en su estado no carbamilado. En algunas realizaciones, los sitios de unién al
anticuerpo anti-CarP se unen a los anticuerpos anti-CarP con afinidad mayor en su estado carbamilado que en su
estado no carbamilado. En algunas realizaciones, los sitios de union al anticuerpo anti-CarP se unen a anticuerpos
anti-CarP con una afinidad de unién mas de 2 veces, mas de 3 veces, mas de 4 veces, mas de 5 veces, mas de 8
veces, mas de 10 veces, mas de 15 veces, mas de 20 veces, mas de 25 veces, mas de 50 veces, mas de 100
veces, mas de 300 veces, mas de 1.000 veces, més de 3.000 veces, mas de 10.000 veces, mas de 30.000 veces, o
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mas de 100.000 veces mayor en su estado carbamilado que en su estado no carbamilado. La mayor afinidad de
unién se pone de manifiesto, por ejemplo, por unas constantes de disociacion menores (Kp) para el complejo de
anticuerpo anti-CarP-Car-AIAT o por unas constantes de asociacion mayores (Ka) por los respectivos anticuerpos
anti-CarP y Car-A1AT. En algunas realizaciones, las constantes de disociacion (Kp) para los complejos de
anticuerpo anti-CarP-Car-AIAT son menores que 1 mM, menores que 300 nM, menores que 100 nM, menores que
30 nM, menores que 10 nM, menores que 3 nM, menores que 1 nM, menores que 300 pM, menores que 100 pM,
menores que 30 pM, menores que 10 pM, menores que 3 pM, o menores que 1 pM. Los métodos para medir las
afinidades de union de los anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos anti-CarP) a antigenos (por ejemplo, Car-A1AT)
son muy conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, ELISA, calorimetria de titulacion isotérmica ("isothermal
titration calorimetry”, ITC) y resonancia de plasmoén de superficie (SPR).

Los complejos de anticuerpos anti-CarP y un polipéptido purificado con la A1AT carbamilada in vitro, o uno de sus
fragmentos, tienen una estequiometria de uno a uno o mas anticuerpos anti-CarP. En algunas realizaciones, los
complejos tienen un anticuerpo anti-CarP por polipéptido purificado. En algunas realizaciones, los complejos tienen
dos anticuerpos anti-CarP por polipéptido purificado. En algunas realizaciones, los complejos tienen mas de dos
anticuerpos anti-CarP por polipéptido purificado. Los métodos para medir las estequiometrias de unidon de
anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos anti-CarP) a antigenos (por ejemplo, Car-AlAT) son muy conocidos en la
técnica e incluyen, por ejemplo, calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) y ultracentrifugacion.

En algunas realizaciones, los complejos de anticuerpos anti-CarP y un polipéptido purificado con la A1AT
carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, son una pluralidad de complejos con idéntica estequiometria. Por
ejemplo, todos los complejos en la pluralidad de complejos tienen un anticuerpo anti-CarP por polipéptido purificado.
En algunas realizaciones, los complejos de anticuerpos anti-CarP y un polipéptido purificado con la A1AT
carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, son una pluralidad de complejos con estequiometrias diferentes. Por
ejemplo, algunos complejos en la pluralidad de complejos pueden tener un anticuerpo anti-CarP por polipéptido
purificado, y otros complejos en la pluralidad de complejos pueden tener mas de un anticuerpo anti-CarP por
polipéptido purificado.

En algunas realizaciones, los complejos de polipéptido purificado-anticuerpo anti-CarP se forman en disolucién. En
algunas realizaciones, los complejos de polipéptido purificado-anticuerpo anti-CarP se forman sobre una superficie
sdlida. En algunas realizaciones, los complejos de polipéptido purificado-anticuerpo anti-CarP se forman
inmovilizando en primer lugar el polipéptido purificado sobre la superficie, y después poniendo en contacto los
anticuerpos anti-CarP en disolucion con el polipéptido purificado inmovilizado. En algunas realizaciones, los
complejos de polipéptido purificado-anticuerpo anti-CarP se forman inmovilizando en primer lugar los anticuerpos
anti-CarP sobre la superficie, y después poniendo en contacto el polipéptido purificado en disolucion con los
anticuerpos anti-CarP inmovilizados.

En algunas realizaciones, los métodos para detectar anticuerpos anti-CarP incluyen ademas revestir el polipéptido
purificado sobre una superficie o un soporte sélido.

En algunas realizaciones, el sujeto es sospechoso de padecer AR.

En algunas realizaciones, los métodos para detectar anticuerpos anti-CarP incluyen ademas obtener una muestra
del sujeto. En algunas realizaciones, la muestra es una pluralidad de muestras. En algunas realizaciones, la muestra
es una muestra de sangre, una muestra de plasma, una muestra de suero, una muestra de fluido sinovial u otra
muestra de tejido o fluido corporal.

En algunas realizaciones, se obtiene una pluralidad de muestras a lo largo de un periodo de tiempo. En algunas
realizaciones, el periodo de tiempo es mas de 12 horas, mas de 1 dia, méas de 2 dias, mas de 3 dias, méas de 4 dias,
mas de 5 dias, mas de 6 dias, mas de 7 dias, mas de 10 dias, mas de 14 dias, mas de 3 semanas, mas de 1 mes,
mas de 2 meses, mas de 3 meses, mas de 4 meses, mas de 5 meses, mas de 6 meses, mas de 9 meses, mas de
12 meses, mas de 18 meses, méas de 24 meses, mas de 30 meses, mas de 3 afos, mas de 4 afnos, o mas de 5
afnos.

En algunas realizaciones, una o mas muestras se obtienen antes de que el sujeto reciba un tratamiento de la AR
(por ejemplo, un régimen de farmacos para tratar o prevenir la AR). En algunas realizaciones, una o0 mas muestras
se obtienen después de que el sujeto reciba un tratamiento de la AR o durante el curso de un periodo de tratamiento
de la AR en desarrollo.

En algunas realizaciones, un polipéptido purificado de esta descripcion se inmoviliza sobre una superficie. En
algunas realizaciones, el polipéptido purificado se reviste sobre una superficie de una placa de microtitulaciéon (por
ejemplo, una placa de 96 pocillos, una placa de 384 pocillos, 0 una placa de 1536 pocillos), un portaobjetos (por
ejemplo, un portaobjetos de vidrio) o una cubeta. En algunas realizaciones, la proteina purificada se reviste sobre la
superficie como un polipéptido no plegado. En algunas realizaciones, la proteina purificada se reviste sobre la
superficie en su forma nativa. En algunas realizaciones, el revestimiento del polipéptido purificado sobre la superficie
incluye la adsorcion fisica del polipéptido a la superficie. En algunas realizaciones, el revestimiento del polipéptido
purificado sobre la superficie incluye una unién covalente del polipéptido a la superficie.
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En la presente se proporcionan métodos para diagnosticar la AR en un sujeto sospechoso de padecer AR, que
incluyen: a) poner en contacto una muestra procedente del sujeto con un polipéptido purificado que incluye una
A1AT carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, para formar un complejo entre un anticuerpo anti-CarP de la
muestra y el polipéptido purificado; y b) detectar la presencia o la ausencia de un complejo de anticuerpo anti-CarP-
polipéptido purificado, en los que la presencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado en la
muestra indica que el sujeto padece AR.

En algunas realizaciones, la deteccion de la presencia o la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-
polipéptido purificado incluye determinar los niveles de un anticuerpo anti-CarP en la muestra. Los métodos para
determinar los niveles de anticuerpo anti-CarP en una muestra (por ejemplo, en mg/ml o nM/ml) pueden
determinarse por medio de cualquier método conocido en la técnica (por ejemplo, ELISA).

En algunas realizaciones, unos niveles mayores de un anticuerpo anti-CarP en la muestra indican un curso mas
grave del futuro avance de la enfermedad en un paciente con AR que unos niveles menores del anticuerpo anti-
CarP. En algunas realizaciones, unos niveles mayores de un anticuerpo anti-CarP en la muestra indican una erosién
de las articulaciones mas grave que unos niveles menores del anticuerpo anti-CarP.

La gravedad del avance de la enfermedad, por ejemplo, con respecto a la gravedad de los sintomas clinicos, tales
como dolor de articulaciones o erosion de articulaciones, puede ser determinada por los expertos en la técnica, tales
como un médico (por ejemplo, un médico de medicina general o un reumatélogo).

En la presente se proporcionan métodos para determinar la prognosis de la artritis reumatoide (RA) en un sujeto
humano, que incluyen a) poner en contacto una muestra procedente del sujeto con un polipéptido purificado que
incluye una hA1AT carbamilada in vitro, 0 uno de sus fragmentos, para formar un complejo entre un anticuerpo anti-
CarP de la muestra y el polipéptido purificado; y b) detectar la presencia o la ausencia del complejo de anticuerpo
anti-CarP-polipéptido purificado, en los que la presencia o la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-
polipéptido purificado en la muestra indica el curso del avance de la AR en el sujeto humano.

En algunas realizaciones, el sujeto humano es un sujeto asintomatico sospechoso de estar en riesgo de desarrollar
AR. En algunas realizaciones, la presencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado en la muestra
indica que el paciente tiene un riesgo mayor de desarrollar AR que la ausencia del complejo de anticuerpo anti-
CarP-polipéptido purificado.

En algunas realizaciones, el ser humano es un paciente con AR que presenta un sintoma clinico de la AR. En
algunas realizaciones, la presencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado en la muestra
predice un curso clinico mas grave del avance de la enfermedad de la AR que la ausencia del complejo de
anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado.

En algunas realizaciones, la deteccion de la presencia o la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-
polipéptido purificado en la muestra incluye determinar los niveles de un anticuerpo anti-CarP en la muestra. En
algunas realizaciones, unos niveles mayores del anticuerpo anti-CarP indican un riesgo mayor de que un paciente
asintomatico desarrolle AR que unos niveles menores del anticuerpo anti-CarP. En algunas realizaciones, unos
niveles mayores de un anticuerpo anti-CarP indican un curso més grave del futuro avance de la enfermedad en un
paciente con AR que unos niveles menores del anticuerpo anti-CarP. En algunas realizaciones, unos niveles
mayores del anticuerpo anti-CarP indican una aparicién mas rapida de la AR que unos niveles menores del
anticuerpo anti-CarP.

En algunas realizaciones, la presencia de un anticuerpo anti-CarP en una muestra procedente de un sujeto
sospechoso de estar en riesgo de desarrollar AR indica que el sujeto es un paciente con artralgia. En algunas
realizaciones, la presencia del anticuerpo anti-CarP indica que un paciente con artralgia tiene una probabilidad
aproximadamente 10%-20% mayor de desarrollar AR dentro del siguiente 1 afio, 2 afios, 3 afos, 4 afios o0 5 afos
después de detectar la presencia de anticuerpos anti-CarP que un paciente con artralgia que no presenta
anticuerpos anti-CarP. En algunas realizaciones, la presencia del anticuerpo anti-CarP indica que el paciente con
artralgia tiene una probabilidad =50% de desarrollar AR dentro del siguiente 1 afo, 2 afios, 3 afos, 4 afos o0 5 afos
después de detectar la presencia del anticuerpo anti-CarP que un paciente con artralgia que no presenta el
anticuerpo anti-CarP.

En algunas realizaciones, el sujeto humano es un paciente con artralgia. En algunas realizaciones, la presencia del
complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado en el paciente con artralgia indica un riesgo mayor en
aproximadamente 10-20% de que el paciente con artralgia desarrolle AR dentro de cinco afios desde la
determinacion de la presencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado que la ausencia del
complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado.

En algunas realizaciones, los métodos de esta descripcion incluyen ademas detectar la presencia o la ausencia de
un anticuerpo ACPA en la muestra procedente del sujeto. En algunas realizaciones, la muestra es negativa para
anticuerpos antiproteina citrulinada (ACPA).

En algunas realizaciones, la presencia de anticuerpos anti-CarP en ausencia de anticuerpos ACPA predice un curso
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clinico méas grave del avance de la enfermedad (por ejemplo, asociado con unos dafios mas graves en las
articulaciones o unos dafos radiol6gicos mas graves) que la ausencia de anticuerpos anti-CarP y anticuerpos ACPA.
Los ensayos para detectar y cuantificar anticuerpos ACPA son conocidos en la técnica (por ejemplo, ACPA-ELISA).

En algunas realizaciones, la deteccion de la presencia o la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-
polipéptido purificado incluye establecer un nivel del anticuerpo anti-CarP en la muestra. Los niveles de anticuerpos
anti-CarP pueden expresarse, por ejemplo, como concentraciones de anticuerpos anti-CarP en la muestra (por
ejemplo, en [mg/ml] o [nM]).

En algunas realizaciones, la deteccion de la presencia o la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-
polipéptido incluye comparar el nivel del anticuerpo anti-CarP en una muestra procedente de un sujeto con un nivel
control del anticuerpo anti-CarP en una muestra procedente de un individuo control sano, en la que si el nivel del
anticuerpo anti-CarP en la muestra procedente del sujeto es mayor que el nivel control, esto indica que el sujeto
padece artritis reumatoide (AR).

En algunas realizaciones, la deteccion de la presencia o la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-
polipéptido incluye comparar el nivel del anticuerpo anti-CarP en una muestra procedente de un sujeto con un nivel
control del anticuerpo anti-CarP en una muestra procedente de un individuo control sano, en la que si el nivel del
anticuerpo anti-CarP en la muestra procedente del sujeto es mayor que el nivel control, esto indica que el sujeto esta
en riesgo de desarrollar AR en el futuro.

En algunas realizaciones, la deteccion de un nivel mayor de anticuerpo anti-CarP (por ejemplo, con relacion al
promedio o la mediana del nivel de anticuerpo anti-CarP observado en una poblacién de sujetos sanos) indica que el
sujeto esta en riesgo de desarrollar sintomas clinicos de la AR (por ejemplo, dolor de articulaciones, inflamacién
sistémica de articulaciones sinoviales) dentro de menos de 3 meses, menos de 6 meses, menos de 9 meses, menos
de 12 meses, menos de 18 meses, menos de 2 anos, menos de 3 anos, menos de 4 anos, menos de 5 anos, menos
de 6 anos, menos de 7 anos, menos de 8 anos, menos de 9 anos, menos de 10 anos, menos de 12 anos, menos de
14 afios, o menos de 16 afnos desde la determinacion del mayor nivel de anticuerpo anti-CarP.

En algunas realizaciones, la deteccion de un nivel mayor de anticuerpo anti-CarP indica que el sujeto tiene una
probabilidad mayor que 5%, mayor que 10%, mayor que 15%, mayor que 20%, mayor que 25%, mayor que 30%,
mayor que 35%, mayor que 40%, mayor que 45%, mayor que 50%, mayor que 60%, mayor que 70%, 0 mayor que
80%, o mayor que 90% de desarrollar sintomas clinicos de AR dentro de 5 afios después de la determinacion del
nivel mayor del anticuerpo anti-CarP que un grupo control de sujetos que no presentan niveles mayores de
anticuerpo anti-CarP. En algunas realizaciones, la deteccién de un nivel mayor de anticuerpo anti-CarP indica que el
sujeto tiene una probabilidad mayor de mas de 2 veces, mas de 3 veces, mas de 4 veces, mas de 5 veces, mas de 6
veces, mas de 7 veces, mas de 8 veces, mas de 9 veces, o0 mas de 10 veces de desarrollar sintomas clinicos de la
AR dentro de 5 arios después de la determinacion del nivel mayor del anticuerpo anti-CarP que un grupo control de
sujetos que no presentan el nivel mayor de anticuerpo anti-CarP.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CarP en los individuos control esta ausente. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-CarP se considera ausente en una muestra si no puede detectarse un nivel de anticuerpo anti-CarP
por encima del ruido del respectivo ensayo usado para determinar el nivel de anticuerpo anti-CarP. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-CarP se considera presente en una muestra si puede detectarse el nivel del
anticuerpo anti-CarP por encima del ruido del respectivo ensayo usado para determinar el nivel de anticuerpo anti-
CarP. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CarP se considera presente en una muestra de ensayo si la sefal
de la muestra de ensayo en el ensayo de deteccion del anticuerpo anti-CarP es al menos dos desviaciones estandar
(2xSTD) mayor que el ruido de fondo (por ejemplo, el promedio o la mediana de la sefial para muestras de control
negativo). En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CarP se considera presente en la muestra si el nivel de
anticuerpo anti-CarP excede a un nivel umbral predeterminado. El nivel umbral de anti-CarP puede ser determinado
por los expertos en la técnica, por ejemplo, un médico clinico, basandose en una diversidad de factores, tales como
los objetivos especificos de un ensayo clinico o la importancia médica (por ejemplo, de diagnédstico o de progndstico)
de un nivel concreto de anticuerpo anti-CarP o los resultados de otro ensayo de diagndstico para la AR que no
implica la deteccion del nivel de anticuerpo anti-CarP.

En la presente se proporcionan métodos para determinar o controlar la eficacia de un tratamiento de la AR en un
paciente con AR, que incluyen: a) poner en contacto dos 0 mas muestras obtenidas del paciente en un primer
momento y en un posterior momento a lo largo del curso del tratamiento de la AR con un polipéptido purificado que
incluye una A1AT carbamilada in vitro (por ejemplo, hA1AT o bA1AT), o uno de sus fragmentos, para formar un
complejo entre un anticuerpo anti-CarP de las dos 0 mas muestras y el polipéptido purificado; b) determinar el nivel
del anticuerpo anti-CarP para cada una de dichas dos o mas muestras; y ¢) comparar el nivel del anticuerpo anti-
CarP entre dichas dos o0 mas muestras, en los que un nivel disminuido del anticuerpo anti-CarP en una o mas
muestras obtenidas en un momento posterior con relacién al nivel de anticuerpo anti-CarP obtenido en el primer
momento indica que el tratamiento de la AR es eficaz, y un nivel estable o aumentado del anticuerpo anti-CarP
indica que el tratamiento de la AR no es eficaz.

En algunas realizaciones, una o0 mas muestras se obtienen al principio del curso del tratamiento de la AR, y una o
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mas muestras se obtienen en momentos posteriores a lo largo del curso del tratamiento de la AR.

En algunas realizaciones, los momentos posteriores son 2 o mas, 3 o mas, 4 o mas, 5 0 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o
mas, 9 o mas, 10 o mas, 15 o mas, 20 o mas, 25 o més, o 30 0 mas momentos.

En algunas realizaciones, los tratamientos de la AR incluyen tratamientos con farmacos. En algunas realizaciones,
los tratamientos con farmacos incluyen un tratamiento con prednisona, meloxicamo, celebrex, mobic, naproxeno,
remicada |V, plaquenil, metotrexato, diclofenaco, metilprednisolona, enbrel, indometacina, ibuprofeno, cenalog,
etodolaco, nabumetona, humira, aleva, minociclina, orencia, rituxano u otros farmacos para la AR aprobados por
FDA o EMA, incluyendo los farmacos experimentales para la AR en desarrollo clinico. En algunas realizaciones, los
tratamientos de la AR incluyen tratamientos con una combinacién de dos o mas farmacos para la AR.

En algunas realizaciones, los métodos incluyen ademas ajustar el tratamiento de la AR si se determina que el
tratamiento no es eficaz. El ajuste del tratamiento de la AR puede incluir, por ejemplo, ajustar la dosis de un
tratamiento con farmacos, aumentar la frecuencia de un tratamiento con farmacos, tratar con un farmaco diferente o
una combinacion de farmacos diferente, y terminar el tratamiento de la AR.

En algunas realizaciones, los métodos incluyen ademas repetir el tratamiento de la AR si se determina que el
tratamiento es eficaz.

En algunas realizaciones, los métodos de esta descripcion incluyen ademas administrar un tratamiento de la AR a
un paciente con AR o a un sujeto en riesgo de desarrollar AR. El tratamiento de la AR puede administrarse una o
mas veces (por ejemplo, 1 0 mas veces, 2 0 mas veces, 3 0 mas veces, 4 0 mas veces, 5 0 mas veces, 6 0 mas
veces, 7 0 mas veces, 8 o0 mas veces, 9 o mas veces, 10 o mas veces, 15 0 mas veces, 20 o mas veces, 25 0 mas
veces, 50 o mas veces, 100 o mas veces, 150 o mas veces, 200 o mas veces, 300 o mas veces, 400 o0 mas veces, 0
500 o mas veces). En algunas realizaciones, el tratamiento de la AR se administra a lo largo de un periodo de
tiempo (por ejemplo, 1 dia 0 mas, 1 semana o mas, 2 semanas o mas, 1 mes o méds, 2 meses 0 mas, 3 meses 0
mas, 6 meses 0 mas, 9 meses 0 mas, 12 meses 0 mas, 18 meses o mas, 2 aflos 0 mas, o 3 afos o mas). En
algunas realizaciones, el tratamiento de la AR se administra una vez diaria, dos veces diarias o tres veces diarias.
En algunas realizaciones, el tratamiento de la AR se administra una vez semanal, una vez cada dos semanas o una
vez mensual.

En la presente se describen métodos para seleccionar un sujeto para un tratamiento de la AR, que incluyen: a)
detectar la presencia o la ausencia de un anticuerpo anti-CarP en una muestra procedente del sujeto segin un
método de esta descripcion; b) opcionalmente detectar la presencia o la ausencia de uno o mas biomarcadores de la
AR adicionales en la muestra; y c) seleccionar el sujeto para el tratamiento de la AR basandose en la presencia o la
ausencia del anticuerpo anti-CarP y, opcionalmente, basandose en la presencia o la ausencia de dichos uno o mas
biomarcadores de la AR adicionales.

Los biomarcadores de la AR adicionales pueden incluir cualquier biomarcador de la AR conocido en la técnica. En
algunos casos, los biomarcadores de la AR adicionales incluyen autoantigenos especificos de la AR. En algunos
casos, los biomarcadores de la AR adicionales incluyen ACPA, Ra33 (hnRNP A2), fibrindgeno, fibronectina, alfa-
enolasa, coladgeno de tipo Il, proteina de unién a inmunoglobulina ("immunoglobulin binding protein”, BiP), anexina,
péptido citrulinado virico ("viral citrullinated peptide", VCP) derivado de la proteina codificada por el virus de Epstein
Barr (EBNA-2), y anticuerpos dirigidos a la peptidil arginina desiminasa de tipo 4 (PAD4) y a B-RAF. Los métodos
para detectar la presencia o la ausencia de biomarcadores de la AR adicionales son conocidos en la técnica (por
ejemplo, ELISA, andlisis de la transferencia Western y similares).

La relacion de un listado de elementos en cualquier definicion de una variable en la presente incluye las definiciones
de esa variable como cualquier elemento individual o combinaciéon (o subcombinacién) de elementos listados. La
relacién de una realizacion en la presente incluye esa realizacion como cualquier realizacion individual o en
combinacion con cualquier otra realizacion, o sus porciones.

Se proporcionan los siguientes ejemplos como ilustracién, no como limitacion.

Ejemplo de referencia I: Identificacion de Car-AlAT bovina como un importante antigeno de Car-FCS reconocido por
anticuerpos anti-CarP de pacientes con artritis reumatoide

Este ejemplo ilustra la identificacién de la a(1)-antitripsina bovina (Car-AIAT o Ca-A1AT) como diana inmunoldgica
en el suero de ternero fetal carbamilado (Car-FCS o Ca-FCS) de anticuerpos antiproteina carbamilada (anti-CarP)
que se encuentran en el suero de pacientes con artritis reumatoide (AR) humanos.

El Car-FCS se produce haciendo reaccionar FCS con cianato de potasio. Brevemente, se prepard una disolucion 2
M de cianato de potasio (KOCN, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO; n.? de catalogo 215074-500G) en PBS. La disolucion
de KOCN 2 M después se mezcl6 con FCS (Bodinco, Alkmaar, Paises Bajos) en una proporcion 1:1 en
volumen/volumen. La disolucién mixta de FCS-KOCN se incub6 durante la noche a 37 °C para producir Car-FCS.
Después del periodo de incubacion, la disolucion de Car-FCS se dializé contra PBS (2 I) durante 48 hr, durante las
cuales el PBS se refresco 5 veces.
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Después Car-FCS se sometié a un fraccionamiento con HPLC en una columna de intercambio i6nico. Se analiz6 el
contenido en proteinas de las fracciones de la HPLC en geles de SDS-PAGE, y se ensayd la inmunorreactividad de
las fracciones de HPLC de Car-FCS mediante ELISA. Véanse, por ejemplo, las figuras 2 y 3A.

Los ELISA se realizaron como sigue. Brevemente, se revistieron FCS no modificado y Car-FCS durante la noche
sobre placas NUNC MAXISORP® (Thermo Scientific, Waltham, MA). Después del lavado y del bloqueo, los pocillos
se incubaron con muestras de suero obtenidas de pacientes humanos con AR y voluntarios sanos. Se detecto la IgG
humana unida usando anticuerpos anti-lgG humana de conejo (Dako, Glostrup, Dinamarca), seguidos de
anticuerpos anti-lgG de conejo de cabra marcados con HPR (Dako, Glostrup, Dinamarca). Después de otras etapas
de lavado, se midid la actividad de la enzima HPR usando un sustrato de ABTS (Pierce, Rockford, IL). Se eligio el
valor de corte para una respuesta positiva como el promedio mas dos veces la desviaciéon estandar ("standard
deviation", SD) de la reactividad anti-CarP especifica de controles sanos.

El Car-FCS se fraccion6 mediante una HPLC de intercambio i6nico usando una columna MonoQ. Las fracciones de
la HPLC se analizaron mediante SDS-PAGE (al 4-12%) para su contenido global en proteinas, y mediante ELISA
para su contenido en proteinas carbamiladas. Las figuras 2A y B muestran ejemplos de resultados de un ensayo de
fraccionamiento de Car-FCS y los posteriores analisis con SDS-PAGE y ELISA de las fracciones. La grafica
representa las senales de ELISA frente a los numeros de las fracciones de HPLC y superpone el cromatograma de
HPLC. Las fracciones de la HPLC se sondaron para proteinas carbamiladas usando dos muestras de suero de
control negativo procedentes de voluntarios sanos (Neg PMDx 1193 y PMDx1196) y cuatro muestras de suero
procedentes de pacientes con AR, incluyendo dos muestras de suero que contienen anticuerpos anti-CarP y no
anticuerpos antiproteina citrulinada (CarP+/ACPA-; BVx0038, BVx0077) y dos muestras de suero que contienen
anticuerpos ACPA y no anticuerpos anti-CarP (CarP7/ACPA*; BVx0032, BVx0008).

En general, se observaron unas intensas sefiales de ELISA con los sueros que contenian anticuerpos anti-CarP
(BVx0038, BVx0077), pero con los sueros ACPA* que carecen de anticuerpos anti-CarP. Los sueros que carecen de
anticuerpos anti-CarP muestran unas sefnales de ELISA cercanas al fondo en todas las fracciones de la HPLC. Estos
resultados demuestran la selectividad de los ACPA por proteinas citrulinadas frente a proteinas carbamiladas. A la
inversa, estos resultados demuestran la interaccién especifica de ciertas proteinas de FCS carbamiladas con un
subconjunto de autoanticuerpos procedentes de pacientes con AR que reconocen proteinas carbamiladas y no
proteinas citrulinadas.

Un andlisis de SDS-PAGE de Car-FCS fraccionado revela dos bandas de proteinas relativamente débiles en las
fracciones 1G4 y 1G6 (banda 3 y 4) y unas bandas de proteinas mas intensas en las fracciones posteriores. Sin
embargo, se descubrid que las sefiales de ELISA eran mucho mas intensas en las fracciones de HPLC n.>s 1G4 y
1G6 que en las fracciones posteriores, en especial con el suero BVx0038 (CarP*/ACPA’). Las bandas de proteinas
se sometieron a una digestion quimotriptica y a una espectrometria de masas (MS). Véanse las figuras 3A-C. Un
andlisis de MS identificé la banda 3 como la a(1)-antitripsina bovina (A1AT). Véanse las figuras 3B y 3C.

En resumen, este ejemplo demuestra que la A1AT bovina carbamilada es un importe proteina carbamilada en FCS
carbamilado que es reconocida por anticuerpos anti-CarP procedentes de pacientes humanos con AR.

Ejemplo II: La reactividad de los anticuerpos anti-CarP contra Car-AIAT humana se correlaciona con su reactividad
contra Car-FCS

Este ejemplo demuestra que la reactividad de anticuerpos anti-CarP procedentes de pacientes humanos con AR
contra A1AT humana carbamilada in vitro (Car-hA1AT) se correlaciona con la reactividad de los anticuerpos contra
Car-FCS. Estos resultados sugieren que puede usarse Car-hA1AT en lugar de Car-FCS en el desarrollo de ensayos
para la deteccién de anticuerpos anti-CarP en el suero de pacientes humanos con AR y para la evaluaciéon de
diagndstico y de prognéstico de la enfermedad y del avance de la enfermedad de un paciente con AR.

La A1AT humana carbamilada in vitro (Car-hA1AT) se produce haciendo reaccionar hA1AT purificada (Lee
Biosolutions, St. Louis, MO; n.2 de catalogo 106-11) con cianato de potasio. Brevemente, se prepard una disolucion
2 M de cianato de potasio (KOCN, Sigma- Aldrich, St. Louis, MO; n.° de catalogo 215074-500G) en PBS. La hA1AT
purificada se diluyd hasta 2 mg/ml en PBS. La disolucién de KOCN 2 M después se mezcldé con la hA1AT en una
proporcion 1:1 en volumen/volumen para producir una disolucién con 1 M de KOCN y 1 mg/ml de hA1AT. Se retuvo
una parte alicuota de la hA1AT no modificada como proteina de referencia. La disolucién mixta de hA1AT-KOCN se
incubd durante la noche a 37 °C para producir Car-hA1AT. Después del periodo de incubacién, la disolucion de Car-
hA1AT se dializ6 contra PBS (2 |) durante 48 hr, durante las cuales el PBS se refresco 5 veces.

Se realizé un ensayo basado en ELISA, fundamentalmente como se describe en el ejemplo 1, para comparar la
reactividad de los anticuerpos anti-CarP humanos contra Car-FCS y Car-hA1AT. Se ensayaron muestras de suero
de aproximadamente 30 pacientes con AR que contenian una gama de cantidades de anticuerpo anti-CarP. Los
resultados de este andlisis de ELISA comparativo se ilustran en las figuras 4 y 5. La figura 4 demuestra que los
anticuerpos anti-CarP procedentes de pacientes con AR forman complejos con Car-AIAT de una manera
dependiente de la carbamilacion (tercera y cuarta columna). La figura 4 demuestra ademas que el reconocimiento
por parte del anticuerpo anti-CarP de la Car-AlAT tiene la misma especificidad o una especificidad mayor (con
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relacién a A1AT, véanse la tercera y la cuarta columna) que el reconocimiento por parte del anticuerpo anti-CarP de
Car-FCS (con relacion a FCS, véanse la primera y la segunda columna). La figura 5 demuestra que la reactividad de
los anticuerpos anti-CarP contra Car-A1AT se correlaciona con su reactividad contra Car-FCS.

Se realiz6 un analisis de caracteristica operativa del receptor (ROC) para comparar la actuacién de un ensayo
ELISA basado en suero de ternero fetal carbamilado in vitro (Ca-FCS) y un ensayo ELISA basado en A1AT humana
carbamilada in vitro (Ca-A1AT) con respecto a la discriminacion de pacientes con AR y controles sanos. Véase la
figura 6. Se descubri6 que las curvas ROC obtenidas y el area bajo la curva ("area under the curve", AUC) eran
similares en los ensayos basados en Ca-FCS y Ca-A1AT. Sin embargo, en el area de alta especificidad clinicamente
pertinente, se descubrié que la curva ROC del ensayo basado en Ca-A1AT era superior a la curva del ensayo
basado en Ca-FCS. Véase la figura 6A. A una especificidad fijada del 98,8%, se descubrié que la sensibilidad del
ensayo basado en Ca-A1AT era mayor que la sensibilidad del area del ensayo basado en Ca-FCS. Véase la figura
6B. Se descubrié que la probabilidad y la oportunidad relativa eran mayores en el ensayo basado en Ca-A1AT que
en el ensayo basado en Ca-FCS. Véase la figura 6C.

En resumen, estos resultados indican que A1AT es un antigeno de proteina carbamilada dominante presente en el
FCS. Ademas, se demostr6é que la hA1AT carbamilada in vitro (Car-hA1AT) actia como un antigeno de proteina
purificada eficaz para el desarrollo de ensayos para la deteccién de anticuerpos anti-CarP y la evaluacion del
diagnéstico y del progndstico de la enfermedad en pacientes con AR.

Aunque la descripcién se ha descrito remitiéndose a las realizaciones descritas, los expertos en la técnica
apreciaran con facilidad que los ejemplos y estudios especificos detallados anteriormente solo son ilustrativos de la
descripcion. Por consiguiente, la descripcion solo se ve limitada por las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1.- Un complejo que comprende un polipéptido purificado que comprende una alfa-1-antitripsina humana (hA1AT)
carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, y uno o mas anticuerpos anti-CarP humanos, en el que el fragmento
comprende una secuencia parcial que contiene lisina de 5 0 mas aminoacidos contiguos de la hA1AT, y en el que el
anticuerpo anti-CarP reconoce especificamente a hA1AT, o a uno de sus fragmentos, en su forma carbamilada, pero
no en su forma no carbamilada.

2.- El complejo de la reivindicacion 1, en el que el complejo esta en disolucion; o en el que el complejo esta
inmovilizado sobre una superficie.

3.- Un método para detectar un anticuerpo anti-CarP en un sujeto que padece artritis reumatoide (AR), en un sujeto
sospechoso de padecer AR, o en un sujeto sospechoso de estar en riesgo de desarrollar AR, que comprende:

(a) poner en contacto una muestra de fluido biolégico procedente del sujeto con un polipéptido purificado que
comprende una hA1AT carbamilada in vitro, o0 uno de sus fragmentos, en el que el fragmento comprende una
secuencia parcial que contiene lisina de 5 0 mas aminodacidos contiguos de la hA1AT, para formar un complejo entre
un anticuerpo anti-CarP de la muestra y el polipéptido purificado; y

(b) detectar la presencia o la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado.

4.- El método de la reivindicacion 3, en el que la hA1AT carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, comprende
uno o0 mas sitios de unién al anticuerpo anti-CarP, cada uno de los cuales puede estar independientemente en un
estado carbamilado o en un estado no carbamilado, y en el que el anticuerpo anti-CarP procedente de pacientes con
artritis reumatoide humanos se une a los sitios de union al anticuerpo anti-CarP en sus estados carbamilados, pero
no en su estado no carbamilado, para formar complejos de polipéptido purificado-anticuerpo anti-CarP.

5.- El método de la reivindicacion 3, en el que:

(a) la presencia o la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado se detecta mediante un
ensayo seleccionado del grupo que consiste en un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), un ensayo
inmunoabsorbente fluorescente (FIA), un inmunoensayo de quimioluminiscencia (CIA), un radioinmunoensayo (RIA),
un inmunoensayo multiplicado por enzimas, un radioinmunoensayo en fase sélida (SPROA), un ensayo de
polarizacién de fluorescencia (FP), un ensayo de transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET),
un ensayo de transferencia de energia de resonancia de fluorescencia de resolucién en el tiempo (TR-FRET), un
ensayo de resonancia de plasmoén de superficie (SPR), y un ensayo de transferencia por puntos "Dot-Blot"; o

(b) la deteccién de la presencia o la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado comprende
establecer un nivel del anticuerpo anti-CarP en la muestra; o

(c) la deteccion de la presencia o la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido comprende comparar
el nivel del anticuerpo anti-CarP en la muestra procedente del sujeto con un nivel control del anticuerpo anti-CarP en
una muestra procedente de un individuo control sano, en el que un aumento en el nivel de anticuerpo anti-CarP en la
muestra, comparado con el nivel control, indica que el sujeto padece AR.

6.- El método de la reivindicacion 3, en el que:

(a) el método comprende ademas la etapa inicial de preparar el polipéptido purificado; o

(b) el método comprende ademas inmovilizar el polipéptido purificado sobre una superficie; o
(c) la muestra de fluido bioldgico es una muestra de sangre, suero, plasma, orina o leche.

7.- El método de la reivindicacion 3, en el que:

(a) se sospecha que el sujeto padece artritis reumatoide (AR); o

(b) el sujeto es negativo a anticuerpos antiproteina citrulinada (ACPA").

8.- El método de la reivindicacion 3 para diagnosticar la artritis reumatoide (AR) en un sujeto sospechoso de padecer
AR, en el que la presencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado indica que el sujeto padece
AR.

9.- El método de la reivindicacion 8, en el que:
(a) el polipéptido purificado es un polipéptido recombinante purificado codificado por ADNc; o

(b) el polipéptido purificado comprende hA1AT, o uno de sus fragmentos, purificada a partir de sangre, suero,
plasma, orina o fluido sinovial; o
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(c) més del 10%, mas del 20%, mas del 30%, mas del 40%, mas del 50%, mas del 60%, mas del 70%, mas del 80%,
mas del 90%, mas del 95%, o mas del 99% de los restos lisina en la hA1AT carbamilada in vitro, o uno de sus
fragmentos, esta carbamilado.

10.- El método de la reivindicacion 8, en el que:
(a) la hA1AT carbamilada in vitro comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1; o

(b) la hA1AT carbamilada in vitro tiene mas del 70%, mas del 75%, mas del 80%, mas del 85%, mas del 90%, mas
del 95%, mas del 96%, mas del 97%, mas del 98%, o mas del 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO:1; o

(c) la hA1AT carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, comprende un fragmento de 8 o mas aminoacidos
contiguos de SEQ ID NO:1; 0

(d) la hA1AT carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, comprende un fragmento de 8 o mas aminoacidos
contiguos con mas del 80%, mas del 85%, mas del 90%, mas del 95%, mas del 96%, mas del 97%, mas del 98%, o
mas del 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO:1; 0

(e) la hA1AT carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, comprende la secuencia de aminoacidos de una
cualquiera de SEQ ID NO:3-32; o

(f) la hA1AT carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, comprende la secuencia de aminoacidos de una
cualquiera de SEQ ID NO:33-203.

11.- El método de la reivindicacion 3 para determinar la prognosis de la artritis reumatoide (AR) en un sujeto
humano, en el que la presencia o la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado predice el
curso del avance de la AR en el sujeto humano.

12.- El método de la reivindicacion 11, en el que:

(a) el sujeto humano es un sujeto asintomatico sospechoso de estar en riesgo de desarrollar AR; o
(b) el sujeto es un paciente con artralgia.

13.- El método de la reivindicacion 11, en el que:

(a) la presencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado indica que el paciente tiene un riesgo
mayor de desarrollar AR que la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado, y
opcionalmente el sujeto humano es un paciente con AR que presenta un sintoma clinico de AR; o

(b) la presencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado predice un curso clinico mas grave del
avance de la enfermedad de la AR que la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado; o

(c) la presencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado en un paciente indica un riesgo mayor en
aproximadamente 10-20% de que el paciente con artralgia desarrolle AR dentro de cinco afios desde la
determinacion de la presencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado que la ausencia del
complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado.

14.- El método de la reivindicacion 11, en el que:
(a) la muestra es negativa para anticuerpos antiproteina citrulinada (ACPA); o

(b) la deteccién de la presencia o la ausencia del complejo de anticuerpo anti-CarP-polipéptido purificado comprende
determinar un nivel del anticuerpo anti-CarP en la muestra; o

(c) un nivel mayor del anticuerpo anti-CarP en la muestra indica un riesgo mayor de que un paciente asintomatico
desarrolle AR que un nivel menor del anticuerpo anti-CarP; o

(d) un nivel mayor del anticuerpo anti-CarP en la muestra predice un curso mas grave del futuro avance de la
enfermedad en un paciente con AR que un nivel menor del anticuerpo anti-CarP.

15.- Un método para controlar la eficacia de un tratamiento de la artritis reumatoide (AR) en un paciente con AR, que
comprende:

(a) poner en contacto dos 0 mas muestras obtenidas del paciente en un primer momento y en un posterior momento
a lo largo del curso del tratamiento de la AR con un polipéptido purificado que comprende una hA1AT carbamilada in
vitro, 0 uno de sus fragmentos, en el que el fragmento comprende una secuencia parcial que contiene lisina de 5 o
mas aminoacidos contiguos de la hA1AT, para formar un complejo entre un anticuerpo anti-CarP de las dos o0 mas
muestras y el polipéptido purificado;
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(b) determinar un nivel del anticuerpo anti-CarP para cada una de dichas dos 0 mas muestras; y

(c) comparar el nivel del anticuerpo anti-CarP entre dichas dos o mas muestras, en el que un nivel disminuido del
anticuerpo anti-CarP en una o mas muestras obtenidas en un momento posterior con relacién al nivel del anticuerpo
anti-CarP obtenido en el primer momento indica que el tratamiento de la AR es eficaz, y un nivel estable o
aumentado del anticuerpo anti-CarP indica que el tratamiento de la AR no es eficaz.

16.- El método de la reivindicaciéon 15, en el que el nivel del anticuerpo anti-CarP en las muestras obtenidas en un
momento posterior disminuye en mas del 10%, mas del 20%, méas del 30%, mas del 40%, mas del 50%, mas del
60%, mas del 70%, mas del 80%, mas del 90%, mas del 95%, o mas del 99%.

17.- Un kit para detectar un anticuerpo anti-CarP, para diagnosticar, controlar o prognosticar la artritis reumatoide
(AR), o para determinar la eficacia de un tratamiento de la AR en un sujeto, que comprende un fragmento de hA1AT
carbamilada in vitro purificado, y un agente auxiliar, en el que el fragmento comprende una secuencia parcial que
contiene lisina de 5 0 mas aminoacidos contiguos de la hA1AT.

18.- El kit segun la reivindicacion 17, en el que el polipéptido purificado esta inmovilizado sobre un soporte soélido.

19.- El kit de la reivindicacion 17 o 18, en el que el reactivo auxiliar se selecciona del grupo que consiste en un
anticuerpo secundario, un reactivo de deteccién, un tampo6n de inmovilizacién, un tampén de bloqueo, un tampén de
lavado y un tampon de deteccién; opcionalmente en el que:

(a) el anticuerpo secundario se selecciona de un anticuerpo anti-lgA humana, un anticuerpo anti-lgD humana, un
anticuerpo anti-IgE humana, un anticuerpo anti-lgG humana, y un anticuerpo anti-lgM humana; o

(b) el reactivo de detecciébn comprende un reactivo de deteccion fluorescente o un reactivo de deteccion
luminiscente, opcionalmente en el que el reactivo de deteccidén luminiscente comprende luminol o luciferina.

20.- El método de la reivindicacién 3, 8, 11 o0 15 o el kit de la reivindicacion 17 o 18, en el que el anticuerpo anti-CarP
es una pluralidad de anticuerpos anti-CarP.

21.- El método o el kit de la reivindicacion 20, en el que mas del 10%, mas del 20%, mas del 30%, mas del 40%,
mas del 50%, mas del 60%, mas del 70%, mas del 80%, mas del 90%, mas del 95%, o mas del 99% de los restos
lisina estan carbamilados en la hA1AT carbamilada in vitro, o uno de sus fragmentos, de mas del 10%, mas del 20%,
mas del 30%, mas del 40%, mas del 50%, mas del 60%, mas del 70%, mas del 80%, mas del 90%, mas del 95%, o
mas del 99% de los polipéptidos purificados en la pluralidad de polipéptidos purificados.

22.- El método de la reivindicacion 3, 8, 11 o 15 o el kit de la reivindicacién 17 o 18, en el que la hA1AT carbamilada
in vitro, o uno de sus fragmentos, comprende uno o mas sitios de union al anticuerpo antiproteina carbamilada (anti-
CarP), y cada uno de ellos puede estar independientemente en un estado carbamilado o en un estado no
carbamilado, y en el que un anticuerpo anti-CarP procedente de pacientes humanos con AR se une a los sitios de
unién al anticuerpo anti-CarP en su estado carbamilado, pero no en su estado no carbamilado, para formar un
complejo de polipéptido purificado-anticuerpo anti-CarP; y opcionalmente, mas del 10%, méas del 20%, mas del 30%,
mas del 40%, mas del 50%, mas del 60%, mas del 70%, mas del 80%, o mas del 90% de los sitios de unién del
anticuerpo anti-CarP estan en sus estados carbamilados.

23.- El método o el kit de la reivindicacion 22, en el que el polipéptido purificado es una pluralidad de polipéptidos
purificados; y opcionalmente, en el que mas del 10%, mas del 20%, mas del 30%, mas del 40%, mas del 50%, mas
del 60%, mas del 70%, mas del 80%, o mas del 90% de los sitios de unién al anticuerpo anti-CarP estan en su
estado carbamilado en mas del 10%, mas del 20%, mas del 30%, mas del 40%, mas del 50%, mas del 60%, mas del
70%, mas del 80%, mas del 90%, mas del 95%, o méas del 99% de los polipéptidos purificados en la pluralidad de
polipéptidos purificados.

24.- Un fragmento de hA1AT carbamilada in vitro, en el que el fragmento comprende una secuencia parcial que
contiene lisina de 5 0 mas aminoacidos contiguos de la hA1AT.

35



ES 2793051 T3

Carbamilacion
H2N_C=O
TH3+ Urea NH
CI;HZ I CH,
CH, Cianato CH,
| >
CH2 CH2
| H,0, 1 MPO |
I I
NH—CH—C Tiocianato NH—CH—C
| |
o) o)
Lisina Homocitrulina

FIG. 1

36



=

o
=
N\

ES 2793051 T3

W '\»’_\\\“““\0
e

\\\\\\\\\ \ \ M
£ \ \\\ Y Vo, \\
\ A g, " /
\\\. ) \“ a\\\ \\ \\ Q\\\\x\\\\\\\s\\\\\\\\ \\.\\3‘\ \\.\\.
7 \ e,
\\& \\\\c\
. /
ay 4 ,
{xciAld ) lewdou o1ang -

\\\\\\
dieo-nue euewny 9B ~#-

seulajoid us opiuajuo %

- 08

Dot

051

007

DsZ

0E

37



Pac <iet geg per

st sy

ES 2793051 T3

- o
) Srssressse et 0 g
it v

147

osioerpern ottt

-

g prest et
siner 5
el £
it B

DII0 et tptt e,
rtttisiperssy;

A1 102100114y

B
v irssrs 2oss

{9611 xawd) Ssn -~
{6611 xQWid) Sen -~
{8o00XAg) +¥dOV/-die
{ze00XA8) +WdOV/-died <
{£L00%78) -VdDV/+died
{8c00%XAg) -VdOV/+diey o

SAIIGEALIP SIS 000000050

z‘0
¥0
80
80

't
¥'1
o't

8t

38



ES 2793051 T3

Ve ‘Dl

¥ eondujowinb epueq 5T #6S O €LYICETT
¢ eondujowinb epueq 9T #65 D BGHI9ZLTL

 epueq —->

gepueq —>

22

174

oc

or

08

L
013

093

174

39



ES 2793051 T3

.
L

POR S A3 3

e

X

8¢

=

{s

2y dte
A

R
3
N

Wi
A

Y
N

o

Jg|nosjow 0sad

&n\%m‘..g&. (euinoq) snine} sog - (QINO) (ep1oonwoso.iQ) euiajoidooib opioe-|-ejje ap J0sindaid .

d¢ "Dl

ik (euinoq) snine} sog - g-euin}ay ap 10Sindaid
¥4 Y83 "o ‘epo euixojoyeue (0 ojuswia|dwiod [9p ejje euaped :audRuog] y9 ojuswadwod ap J0sINddId

s TAB (1 eseajoud euag) (0o1uones ousbouisdil) (| euisdul) {4 ¥2°5°¢ ¥33 L-euisdiL) op 10S1N23.d °

WY XYY (euinoq) snine} sog -(111.LV) 11l BUIGUIOI}3UR 8P J0SINdald -
i 80434 (euinoq) snine} sog -(euin)sjolelsy) (y-euina4) eursjoadool|B-gH-z-ej e ap 10sindaid

“s£5% “Eaws3 (eu1noq) snune) sog - (1 eurdopugw) (ojnosnw ap ej-eurdopusg) L-euidopud ap J0SINIdId

Wit 191%™ (eseursjoad--eyje op Jopiqiyul) (euisdiinue-|-ej|y) eseursjoidiue-|-ejje ap J0sindald -

(€1/8) sepesynuapi seursjoid
‘SIN/SIN BISIA

oJisibal ap ,'U

|
T

:pepijiqeqoud ap mumgw._

oxa sopiydad ap ojusnoay

T L o

S5OPY @ W g N 3

a

40



ES 2793051 T3

J¢ Ol

Wt VR LA For i £ mid SRLTARYD SHRE ¥og S g-euinjod
P 7 7 VUL LNy

<

Yy AN RULLEE URS Tl NI iy SR ey sy Bu19}oadoolB-gH-z-ely -

1%
(¥) sepeaynuep! seuelold; &
‘SIN/SIN BISIA/ 5

ki e %5

g s

Jejnosjow 0sad
oJisibal ap ,'U

(£Z17E04) OPOZET T

“Joud op “dn.be sp pepenbiquiy

“ ¥ epueq “ ¢ epueq

Uyt VAN LHTE 5T w38 VHUBAEE D OARy S0z Gy eseulsjoidijue-|-ejly

oo N W

¥ eondjowinb epueq v91 ¥65 S BLYITETL
¢ eondujowinb epueq ¥51 Y65 D B9YIZETC

41



(absorbancia)

ES 2793051 T3

Ca-FCS FCS

3=
®
»
21
L
*
] Sp®
.0 L
..
™ e »
® ®
. X
£ %0
|

Ca-A1AT A1AT

FIG. 4

42



ES 2793051 T3

1,5+

040

e

<

<

& 8,5

o

g,ﬂ ¥ 4 b
0,0 0,5 1,0 1,5
Ca-FCS (OD)

FIG. 5

43



ES 2793051 T3

3

6'0 8'0 L0 9°0 G0 v'0 €0 z'0 10

..-up....__...__-.—.__.._a...-__...-zp..-b-.p.p....

(pep1oyioadsy -1) soanisod sosje} ap ese|

lviv-ed A0 %=
§04-e0 A0—%—

uoIdRUIWILIOSIP UIS

) 60 10 00 0100 00 00 A A O L U

10
z‘0
€0
v'0
‘0
90
L0
8‘0
60

FIG. 6

44



ES 2793051 T3

35,0%
98,8%

-FCS
1,3%

FIG. 6

LR (-)




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

