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@Resumen:

Método para predecir la respuesta clinica a un
tratamiento con agentes antiinflamatorios.

La presente invencién se refiere al uso de variantes
alélicas de TLR10 humano, incluyendo a la variante
alélica de TLR10 humano 1473T, como biomarcador
para predecir la gravedad o el prondstico en
enfermedades inflamatorias, incluyendo la artritis
reumatoide y/o para predecir la respuesta a un
tratamiento con agentes antiinflamatorios, tales coma
agentes anti-TNF{al}.
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DESCRIPCION

METOQDO PARA PREDECIR LA RESPUESTA CLINICA A UN TRATAMIENTO CON
AGENTES ANTHNFLAMATORIOS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente nvencidn puede incluirse on &l campo de lg medicing personalizads. Mas
sspecificaments, la presente invenuidn se refiere & uso de vardanies aldlicas de TLRIO
humano, incluyendo 2 ls varante alélics de TLR1D humano 73T, como biomarcador para
pradeci i gravedad o el prondstico sn srfermedades inflamatorias, incluyvendo la ariritis
reumatoide yo para predecic fa respuesia a8 un Ualamiento con agenies antiinflgmatonios,
tales como agentes ant-TNFa.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La arlilis reumaloide (AR} es ung enfermedad aubdinmunitacia sistémics principaiments
caracterizada por inflamacion crénica del revestimisnto sinovial y activacion de Thi, o que
conduce a fa destruccldn progresiva de las articulaciones. Se ba sugeride que virus ¥
bacterias pueden contribuilr @ inlclar © agraver la AR al unirse 3 receptores de tipo Tall {TLR)

fwghashi M, sf ol Arlhrilis Rheum 2004, BXS1487-1487,; Pierer M, ot al, J lmmunol

2004, 174{211258-1268].

Los TLR pertenacen & una familis de profeinas ransmembrana que constifuyen uno de los
mamiferos [Gdor §, sf al, Chem Phys 2011, 13O13782.3787]. En particular, los TLR son
glicoproteings  ransmembrana de tipo 1 con repelicionss rcas en leudina (LRR)
extracefilares ¥ un dominio de homologle con e receptor Tolifde -1 intracelular (TIR}
{LHevitch RJ, Nat Rev Immungl 2004, 47y8123-5201 La aclivacion napropiade de rulas
mediadas por TLR se ha implicads sn kb pérdida de aufololerancis que conduce a
autoinmunidad e inflamacion ordniva Wagner B, Adv immeno! 2008, 81189173, Delghton
K, 8t al, Appetite 2014, 31.53-58] Ademas, se ha sugeride que los TLR estdn implicsdos en
respussias 8 patdgenos en AR [Cromartie WJ, ef 8l J Exp Med! 1077, 146(6).1585-1802}

La sefslizacion por los TLR implica interaccion con adupladores que contienen dominio TIR,
incluyendo MyD88, TRIF, TRAM, TIRAP y SARM1 [O'Raill LA, Bowls AG; Nail Rev Immung!
2007, 7{B1353-384] que pramueve la activacion del factor nuclesr polenciador de cadenas
ligeras kaepps de célidas B sclivadas (NF«B) entre olras funcionas. La aclivacidn
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dependiente de TLR de NFsB conduce 3 lz produscion de guimiocinas, cifocinas y
moldculas de adbesidn celular proinflamatorias {O'Neill LA, Bowis AG; Nat Reyv fmmunol
2007, 7{51353-364.; Drexler SK, of al, Inf J Biochem Celf Biol 2010, 42(41:508-818]. Cads
ver oxisten mds prushas de gue NFxB s un factor de transcripoién imporiants, sl no sl
principal, que controla fa inflamacion [Abu-Soud HM, of al., Biochemistry 1888, 371113777~
3786} ¥ descifrar los mecanismos que regulan la actividad de NFxB se consklera de gran
importancia pars entendsr i respussia a sstimulos inflamatorios.

TLR 10 sigus slendo sl nleo miembro huérfane antre los TLR humanos porque sus ligandos
sigusn stendo dssconocidos y axisten datos discordantes acerca de su funcign {Dosting M,
et al., Froc Nail Acad Soi U § A 2014, 11HM2YES478-4484.; Hasan U, &f g, J fmmunol
2008, 17451 2842-28501 La expresion de TLR1G se ha desorile principalments en olulas
8, celuias dendrificas, eosindfilos, neufrdfilos vy céhulas no inmunitarias tales como
rofoblastos [Masan U ef al, J Immunol 2008, 1746284229580, Homung V «f &l J
Iomunol 2002, 188(014531-45837.; Nagase H, of al. J lmmunol 2008, 171{833877-3082.;
Mulla M, st 8, Am J Reprod Immune! 2013, 8814484531, En mamiferos, TLRIG, TLRY,
y TLRE comparten un locus comin an of cromosama 4pi4 v son estructuraimentes similares
entre st [Hasan U, of o, J lmmuno! 2008, 1724{8123942-2850]. Pese g interaccionar con
MyDAS Masan U, ot 8l J Immuno! 2005, 174(51:2842-2080], TLRIQ difiere de ofros TUR por
Ia falla de una rute de sefializacitn posterior cldsikea [Guan Y, of 8, J mmunol 2016,
184(815084-5103], L Hlogenia apoya 1a idea de gus TLRIO surgid anles de la duplicacion
genica gue generd TLRY y TLRE [Abhishsk A, et &l J Ciin Rheumaiol 2010, 180111518,
Zhou M, of ol J Mol Bvol 2007, 85(23 118123 TLR1 y TLRE pueden formar un complejo
proteios con TLRZ v TLRIO Masan UL of o, J Immuned 2005, 174(5)12042-2850; Mulla MJ
ot gl Am J Reprod Immunc! 2013, 88(51:448-4531, aunque {a contribucidn individual de cads
proteina a la funcion del complejo se desconooe an gran medida

Hoy en dia, TLR1D es & Unico mismbro de ia familis de TLR sin una funcion biokdgica bien
definida. Diversos estgdios descnben gue TLRIO actie como receptor proiflamatorio
activando la seflalizacidn de NFExB [Hasan U, ef &, J Immunol 2006, 174{8120942-2850,
Regan T, of af, J immuno! 2013, 191{121:8084-6002]. Ofro estudip mostrd gus TLRAD no
activa iz sefalizacion inducida por TLR tipica, incluyendo activacion transcripcional mediada
por NFsB o interferdr-bets (FNR) [Guan Y, of of, J nmunol 2010, 184{0)15084-5103)
Reclentemente, se ha mostrado gue TLR10 es un modulsdor con sfectos principaiments
inhilbvidores [Slappers MH, ef 8/, J Infect Dis 2018]. &n linga con sslo, bloguear TLR 10 con
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anficuerpos antagonistas polencia la produccidn de cltocing proinflamatonia [Costing M, et
al., Proc Natl Acad 5S¢t U S A 2014, 11H4EE4478-4484]. Ademas, se han proporcionado
pruehas de que TLR10 induce apoplosis a fravés de la activacion de caspasa-3 [RKuuliala K,
st al, Ann Rheum Dis 2008, 68(9)1241-1243].

Varlantes gensticas en miembros de ia familia de TLR se han asociado principatments con
propension a enfermedad en pacientes con AR con nivel de significacion variable e incluso
resultados  discordantes [Kuuliala K, el al, Ann Rbeum Dis 2008, 65(8%1241-1243,;
Radstake TR, af al, Anthritis Rivaum 2004, 50(31888- 1001.; Etem EQ, of al,, Rhoumatol it
2011, JHM0R13891374,; Coenen MY, ef af,, PLo& One 2010, 5{(12)e14328; Zheng B, ot &/,
Rheumstol Inf 2010, 30{8).1249-1282].

Un astudio previo investigd la asociacidn entre variantes de TLR1D vy propension a AR pern
no se enconird significacion estadistica [Etem EQ, ef af. Rheumatal int 2011, 31011369
1374]. Aunque variantes de un solo nucledtide del gen de TLR1D se han asociado con ofras
enfermeadades autoimunitanias [Requena T, of &, Immunogsnetics 2013, 85(5):345-355},
tumores [Kutikhin AG, Hum Jmmunof 2011, 720111 1095-1116], enfermedades infecciosas ¢
inflamatorias Iales como tuberculosis extraputmonar v asma [Ma X, ef al., PLaS One 2007,
20123e1318; Lazarus R, o al, Am J Respir Orff Care Med 2004, 170(6):584-6001, la
actividad funcional de esta proteina y la significacion clinica de las variantss génicas son
atiy controveridas [Hasen U, ef &, J fmmunol 2005, 174{5):2042-2050.; Stappers MH, ot
af. J infect Dis 20181

La variante alélica 4737 solo se ha deserito en un trabajo pravie asociado con un resgo de
meningioma disminuide [Rajaraman P, ef al, Cancer Epidemiol Biomarkers Prey 2010,
1951 1356-13611

Pese a haberse realizado avances significativos en los Gitimaos afios en ef descubrimiento de
marcadores pronosticos y/o prediclives relacionados con AR y enfermedades inflamatonias,
asxiste una necesidad continuada de métedos mejorados para evaluar 3 gravedad y sl
prondstico de la enfermedad, para predecir la evolucion de la enfermedad y 8l rlesge de
reourrencia o recalda, para permitiy o clasificacion de la poblacion de pacientes segun e
prondstico y seleccionar ef ratamiento més apropiado en consecusncia. Tambign se desea
identificar regiones polimdrficas dentro de un gen, fal como TLR10 humano, que se asocian
con la respuesta a uno o mas fArmacos usados sn el fratamienio de AR vy olras
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snfermedad {(DMARDs en inglés) o ferapias bioldgioas, incluyendy inhibidores de TNFw,
RESUMEN DE LA INVENCION

NERB es un factor de fransoripoidn implicade en muchos trastomos inflamatorios ardnicas,
incluyendo AR. Por primera vez, los aultres de ia invencitn han descornito que TLRIO puede
inhibir Ia sehalizacion de NF«B en células hematopoysticas, Bstudios funcionales in wilro
mostraron que TLRIQ reducia iy sclivacion de s ruta inflanmatoria de NFxB en calulag
hematopoydticas, misntras que la variante M73T no tonia asts capavidad inhibidora. Los
inventoraes obsarvaran aue, fras Iz estimulacion de la rnda de NExB con TNFo Was g
exposicion a infixinab {un inhibidor de TNFa) las oslulas que expresan 8 vanante 4737
mostaron una actividad de NFxB mas alla sn comparacion con celulas que porlan TLR1D
de tipo natural

Es conocido que los inhibidores de THNFo ayudan 8 conbrolar Is evalucidn de la AR Sin
smbargs, no lodos o pacisntss responden de manera adecusda al tratamiento antbTNF
inicial [Alten R, of al, Int J Rheum Dis 2014, 17{11:5-18] Los invenlores ansfizaron la
asaciacidn de s variante conlrasentido de TLRIQ humane, 4737, que se sitds an sl dominio
LRR1B, con AR observdndose gue ia vatante 73T no osid asociads oon propensitn a AR
Sin embarge, se encontrd que dicha variants corelaciona  significativamente  con
erfermiedad sroslva s padienies seropositivos pata anticueypos frenle 8 proteinas
oitrufinadas (AUPAY (p=0.017 an la cohorte fotal y p=00048 en muderss) v oon una
raspuesta inferior 5l ralamientc con inflbdmab medida mediants ol indice DAS28 (p=0 012 ¥
mediante los criterios de la BULAR {(p=0,049), tal como se mussira en la figura 28,

Los dalos muestran que una variante gendlics de TLR1O selecciona un grupe de pacientes
con una enfermedad mas grave y resistente, Asimiamo, dicha vananie genglics de TLR1D
pusde ser un buen marcador candidalo de respuesis a infliximab u obos ratamisntos antk
TNFa gn pacienies con erfermedad inflamatoria v en particudar con AR

En un primer aspecio, la presenie invencion hace referencia 2 un metodo in vike para
predecir la respussta clinice de un sujeto que tiene ¢ se sospecha qus tisne una

enfarmedad inflamatoria a un sgente ant-TNFq, en sl que diche métodn comprands:
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a} determinar, en una muesira bioldgics aislada de dicho sujelo, la presencia de uno
o mas polimorfismos de TLRIO que den lugar 8 una variante de TLRIO que ha
perdido {2 capacided de inhibir a NFGB.

En una realizacion preferida, s presents invencidn hace referancia a un método in vt pam

anfermedad inflamalots a un agents anti-TNFa, an o que dicho método comprende;

1) delerminar, &n una muestrs bioldgica aislads de diche sujeto, s genotipo det
polimortismo de un saio nucledtido (SNP) rs1 1488657,

En ofro aspsedio, la invencion se refiere a un métado in wifro pare identificar un suisto que
fiene o se sospecha gue tiene una snfermedad inflamatoria con un mayor resgo de no
responder al ralamiento con un agenie ant-TNFe, en &l qus dicho mdtodo comypeands la
atapa a) segin of primer aspacio.

En un aspecto relacionsde, la invencidn hace referencia a un malodo v wiro para
salecoionwr un tratamiento para un sujelo que tiene o se sospecha gus tene una
enfermadad inflamatonia, en o que dicho matodo comprands s staps a) definida mds ambg;

¥ adamds comprende;

b} selecoionar un sgents anti-TNFa cuando st alslo {A) esta presenie on gl menos
une de los glslos on of ocus del SNP s 14688657, preferblemante cusndo &
atelo (A} estd prosente en ambaos slelos,

En un aspecto adiclonsd, In invencidn hace referencia a un maétodo i viro pams determinar la
gravedad vo e prondatico de la enfermedad en un sujelo gue fiene una entermedad
nflamaionia, comprendiendo dicho mélodo a staps 1) definida antenormante.

Asimismio, hace referencia @ un métado ¥ wilro pars oblener dalos Gliles para determingr ks
respuesta dlirdca de un sujsie, gue fiene o se sospesha que tiens wns snfsrmedad
inflamatoria, & un agenie ant-TNFa, 8 gravedad yio ef prondstics de dicha enfermedad
donde dicho método comprende la elapa a) definida americmmaente.
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Ashwimo, s wvendon proporciona un mélodo para bater un sujeto que Sens ung
enfermedad nflamatoria, en 8l que dicho metodo comprends 8 slaps w) definide
anteriormente; y ademas comnprende!

bl administrar ¢ dicho sujelo un agenie antibTNFa cusndo o aledo (A} esia
prosonte en al menos une de los plelos an of lotus del SNP 311486857,
preferidemente cuando e alslo (A} asts presente en ambos alelos.

Ademas, la presents invencidn hace referencia & un agente anti-TNFo pars su use en un
sujeto que tiens 0 se sospecha gue Hene una enfermedad inflamatoda, en el gus dicho
sujeto prasenta of alelo (A} ean al menos uno de los alelos on af ocus del SNP rm1 1468857,
preferiblemente en ol gue dicho sujeto es homocigoto para sf alale (AL

£n olro aspecio adicional, {a invencion proporciona wiy kit para delerminar en una mussta
bioldgics sislads de un sulelo sl genotips de uno o mas polimorfiamos de TLRIO que den
lugar & wna vananie de TLR1D gue ha perdido la sapacidad de inhibir & NFxB, donde dicha
kit comprends:
un reactive para determinar ol genctipo de dichos polimorfismos;
~ opcionaiments, inslrucoibnes para &l ust de dicho resclivo en fn delenmninacidon del
genctino de dichos polimorfismos en una muestra biologica aislada.

La invendon se refiere tambign al uso de un Kt 8l ¥ como se ha descrito en of aspecio
anterior, para predech b respussta dinica de un sujelo gus flens una enfermedad
inflamatoria, para identificer un sujsto que tene una enfermedad inflamatorta con Hesgo de
no responder a un fratamiento con un agente ant-TNFo, para ssleccionar un tratamiento
para un sujelo que fiene una enfarmedad inflamatoria, © pars determings la gravedad yio el
prondstice de una srfermedad inflamatonia en un sujele, de asustdo con los métodos de ks
nvencion,

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1, Varanies del gen de TLRI1O. (A} Representacidn ssquematica de la proteina
TLR10 que Hustra la posicion de las variantes contrasentido (“missense” en inglés)

identificadas mediante secuenciacidn de nueva gensraciin (NGS). LRR, repeticiones ricas
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en jewoing; TM, domink treansmembrana; TIR, dominio de recaptor Toll-de intereucing, (B)
Distribucion de genolipo de la varlants M73T en la cohorle independionts de 1483 controles
sanos (HCY v 1201 pacientes con artritls reumalolde (RA} (G) Frecuencias de genatipo de
TLR10 an poblacionss HapMap (HapMap es un mapa de haplotipes en &l genoma humane;
intemational HapMap consorfium ot all (2010}, Inlegraling common and rare genetic

varigtion in diverse human populations, Naturs, 487, 52-8).

Figura 2. Asociacidn de B vardante 73T con ia gravedsd de fa enfermedad en dos
cohories de (&) 453 v (B) 1201 pacientas con AR Se sstimé «f valor de betas {cosficiente de
regrosion}, usado para avaluar 8l afecto de Iz varante 73T {nesgo genelice), para varios
hallazgos clinicos. Un cosliclents de regresion positivo significa que la varlante aumenta &l
riengo. Las Hneas discontinuas indican los valores de punto de corte. Los parametos
clinicos se categorizaron come variables binarias. Ecop/afios, asociacion con srosiones en
pagienites positives parg ACPA incluvendo los afios de evolucidn de v enfermedad;
Ecop/afos en muieres, asociacikin con srosiones en pacientes femeninos positivos para
ACGPA incluyende los aflos do evolicidn de la snfermedad; IFX-BULAR, ascalacion con la
respuesta a inflidmab {ontenios de respuesta de s BEULAR moderadaibuena frente 8
pingunay IFX-DASZE, asociacidn con cambio en DASZ8 en pacientss tralados con
infliximab,

Figura 3. Regulacion de g achvidad lranscrpoional de NFxB por la variante 14737, &}
sstructurs 3D de TLR10 usando o visor Jmol que muestra s ubicacion del residus 473
NAG, 3{acelilamino)-2-desoxtbela-Dglucopiranosa. (B) y (G} Se cobansiectaron calulas
KBa2 y UB3T (respectivamental con TLR1D de fipo natural (wild typs o wi) o su variante
mutada (mul) ¥ un vector indicador que contiene secuencias gus responden a NF«B, Se
pstimularon las odlules con ThiFo 10 ng/mil durante 24 b v después se preparamn ¥ se
analizaron oz exiractos celulpres para determingr 8 sclividad luciforasa, Asimiismo, s
trataron con THFG calulas (D) K882 y (B} USAT transfectadas con las varianies de TIRIO
indicadas en presencia o an ausencia de nfikimab y se analizd Is actividad lucilerasa. Los
histogramas muesiran la media + DE de fres eopadmentos independisntes. “pel 08,

Figura 4. Regulacion de los niveles de genes diana de NFxB por la varante M73T. Se
transfectaron céldas UST (A B, C) vy K582 (D, E, F) con TLR1D {de tpo natural o variante
mutadal y enfonces se frateron o no con TNFx 20 ng/mil e presencia o en ausenas de
inflisimab (FX) durante 24 h. Se determing la expresion de genes diana de NFxB, COL2 (A,
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D Fy TRAIL (B, B} v TNFu {€) medianie RT-FCR cuaniilstiva. Se usé Ractina para
normalizacidn. ©, célules transfeciadas con vector vaclo como control adicional. Los
histogramas muestran s media + DE de tres sxparimentos independientaes. *p=0,05.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definicionas

Bl fermine ‘sujeld” 8l como se usa an sl presenie documento se refiere 8 un suels
mamifero. Proforiblemente, se selocciona de un humano, animal de compabia, ganado no
doméstico o animal ds 200, Por sjemplo, sl sujebd puede seleccionarse de un humanp,
perro, gato, vaca, cerda, ovela, cabalio, oso, sic. En unag realizacidn preferida, diche sujsle
mamifers s un sujelo humano.

El términe “sujeto que fiene una enfermedad’ fal oomo se usa on o presente documento se
refiere 2 aguelios sujetos a los gue e les ha diagnostivado dicha enfermedad. Por glemplo,
ury "diagndstico confirmado de arritis reumaioide” o “arkritis reumatoide definitive” pueds
basarse an ks prasencia confirmada de sinovitls en al menos una articudacitn, sussnoia de
un diagndstico siternative gue expliqus mejor a sinovilis, v el logro de una puntuacidn tolal
de & o mayor {de un maximo posible de 10) a pany de fas puniuaciones individuales en
cualra dominios que incluyen: numers vy smplasamienic de arficulacionss afeciadas {rango
0-5), alteraciones seroldgicas {rangs (-3}, respuesia de fase aguda slevada {rango B-1) ¥
duracion de los sintomas { dos niveles, rango 01} El significado de estos pardmetros es tal
¥ comp e define on los oriterios de plasificacidn EULAR {Ann Rheum Dis 2010, 88 1880
1588}

£l wrmino “sujeld gue se sospecha que tene una enfermedad” tal como se usa en el
presente documento se reflere 8 un sujelo que prasenta uno © MAas signos o sintomas
indicativos de dicha enfermedad. Un sujsto que se sospecha que tene ung enfermedad
fambién puede lener uno o mas faclores de rlesgo {es decly, un sujelo que se sospecha que
va g desarrollar © que presenta resg de desarroliar uns enfermedad). Ademas abarca a un
individun que ha recibido un disgndstivo preliminar perd para o cusl no se ha realizado una
prusha de sonfirmacion, Ademas, incluve aquelios individuos an ramision.

El tdrmine “examen’ lal como se usa en el presente dosumento se refiers a identificar,
detarminar o dishinguir 8 agusiios sujslos o individuos que presentan las caracteristicas o 8l
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fenotipe definides. Puade usarse una prusba de “examen” cuando se sospecha a presencis
de dichas caracteristicas o fenotipo.

El términe “ratamiento” abarca tante un tratamisnto profildctico comp lerapéutico. El émino
“tratamiento terapdutico” o “terapia” fal come se usa en el presente documento se reflers a
Hevar a un cuerpo de un estado patoldgico o de enfermedad de vuslia a su sstado normal,
sane. Bl término “tratamiente profildctice” tal como se usa en ol presente documenio ss
refiere a prevenir un estade patolagico,

El tdrming “respussta a un tratamients” tal como se usa en el presents documento se refigre

al grado en &l que un fratamiento logra los resultados deseados o pravistos, por siemplo Ia
sapacidad de ung terapia o un farmacoe pans consegulr &l efecto clinico deseado.

El término “enfermedad inflamatoria® {al como se usa en el presente documento se refiere a
cualquier enfermedad en fa gue hay una respuesta inflamatoria excesiva o alterads que
conduce a sintomas inflamatorios. Dichas enfermedades flamatorias incluyen, pero ne se
imifan a, enfermedad de Addison, acné vulgaris, slopecis areats, amiloidosis, ulceraciones,
estomalitis affosa, arlerivsclerosis, arlritis, ostecarinilis, artrilis reumatoide, ariritis idinpatica
juvenil, ariritls psoriasica, sspondiloartropalia, espondiliis anquilosants, asma bronguial,
enfermedad de Beheet, enfarmedad de Bosck, enfermedad inflamalora  infestinal,
enfermedad de Crohn, coroiditis, coliis ulcercsa, enfermedad de celiaca, crioglobulinemia,
degeneracion  macular, dermatlilis, dermalitis herpstiforme, dermalomicsitis, diabstes
dependisnte de insuling, diabstes juveni, snfermedad desmiglinizante inflamaloria,
contractura de Dupuytren, encefalomislitis, encefalomielitis alérgica, sndoftalmitis, enteritis
siérgica, sindrome de enferopatiz auvtoinmune, eritlema nudoso lsprose, pardiisis facial
wiopatica, sindrome de falige cordnica, fiebre reumatica, fibrosis: quistica, gingivitis,
glomendlonefrlis, sindrome de Goodpasture, sindrome de Graves, enfermedad de
Hashimoto, hepatilis crénica, histiocosis, ileitis regional, idlls, lupus enfematoso sistémico,
lupus enlematosoe cufanee, lupus eritomatoss diseminado, linfogranuloma, mononucteosis
infecciosa, miastenia gravis, mishlis fransversa, mixedema idiopatico primaric, nefrosis,
pheasidad, oftalimia simpatica, granulomatoss orgquitis, pancreatitls, panioulitis, pénfige vulgar,
i3 pericdontilis, la poliarteritis nodosa, poliadnitis crénica, polimiositis, polirradiculitis aguda,
peoriasis, enfermedad pulmonar obstructiva ordnica, s plrpura, picderma gangrenoso,
sindrome de Reiter, 2 retinopatia diahética, I8 rosdoes, la sarcoidosis, esclarosis atéxica,
asciorosis sistémica progresiva, escleritiy, esclerndermia, esclerosis multipls, esclerosis
diseminada, uvelis, vitiligo, enfermedad de Whipple, enfermedades asociadas al SIDA,
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ynunodeficiencia combinade severa v al virus de Epsisin Ban ales como of sindrome de
Siogren, Ia fuberculosis ostecarticular y enfermadades parasifarias: como ia leishmaniagls,

E} térming “snfermedad reumitios inflamatoria” tal como se usa en &l presente documento
se refiers a una enformedad del aparato locomotor vo de fos tefidos conjuntivos en los gue
fos mecanismos inflamatorios dessmpsiian un papst importants, Una enfermedad reumalica
puede afectar a arliculacionss, huesos, cartitage, fendones, ligamentos y muscules.

Una ‘musstra’ en el contexio de la presente invencion ss una mussira bioldgics que
contiens cualquier tpo de célula corporal v pusde incluln, como giamplos Hustratives ¥ o
fimnitativos, fluldos corporales yo sxiraclos de isfido tales como homogeneizados o tejfido
solubilizado oblenidos de un suisio. Los extracios de tajido se obllenen de manena rutinana
de una biopsia de teiido. Una muestra bivldgics Gl en {2 presente invencidn incluye sangre,
oring, saliva, Hquido sinovial, liquido cefalorragquiden, lavade bronquial, liguide ascitice,
aspirado de medula dsea, derrame pleural, asi como sualquier tejido, lquido o cualquier olro
constituyenie corporal que pusda contener caltlas. En una realizasion preferida, la muestra
que va a someterse a prueba s salive o sangre. Bn una realizacion més preferida, s
mussia es una mussira de sangre.

El termino “alelo” tene & signifivado que se conooe comunmente en la Benica, es dedr, una
forms alfternativa de un gen {un miembro de un par) qus se silua en una posician especifica
an un cromaosoms especifico que, cuando se traduce da comp resultade produstos génicos
funcionales o disfuncionales {incluyendo no existentes),

£l {drmine “poliniorfieme” o “variante aldlica” se reflere 3 una variadidn de secuencin comin
de un gen. Pueden encontrarse vananies sidlicas en los exonss, infrones, regiones
reguladoras sin tradudir del gen, © en [Bs sscuancias que controlan la expresion del gen, La
secuenciacion genica complela permite 3 meanudo identificar numerosas variantes aldlicas
para un gen conorefo. La significacion de las variantes aldlicas a menudo no ssté clars hasta
realizarse un estudio sdicions! del genotipo ¥ &l fenoling sorrespondiente en una poblacidn
suficiantemente grands.

El rmine “polimorfismo de un solo nuclettide” o "SNP se reflere a un Hpo de polimorfismo
de ADN que implica la variacion de un (nico par de bases. Existen millones de SNP en ol
genoms humano. Comtinments, ssias varacionss se sncueniran an secuencias codificantes
de genes, reglonss no codificantes de genes 0 an regiones inlsrgénicas enire genes. La
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prasancia de un 8NP dentro de un gen © on ung region reguiladora cerca de un gen, pusden
desampaiar un papsl mas divesio en b enfermedad afeclando a Is fungidn del gen

El Srming Tsonda” tal como s uss o of presarde dosumanio se reflare s doidos nuckeicns
sntaticos o producidos blalbgicaments, de snlre 10 v 285 pares de bases de longitud que
contiensn secusnclas de nuciedlidos especificas gus permilan hibridacian especilice ¥
praferenie en condiciones pradefenminadas pama selecciongr como diang sscuencias de
doido nucleico, ¥ contienen opcivnalments un resio para deteclar o para potencisr el
rendindento dod ensaye. Generalmente a3 necesanc un minimo de diez nucledtidos con &
fin de oblensr de manera esiadistics especificidad v formar producios de  hibridacidn
gsiables, ¥ un maximo de 285 nucledtidos gensralments reprasenta un limile supsrior para
fa ongilud sn lg que s pardmetros de reaccion pusden gjustarse faciimenis pars
detarminar secuencias apareadas sidneamenie & hibridacion preferents. Las sondsas
pusden contener opoiongimante determinados  constiliyeniss gue contribuyen 8 sy
funcionamisnio adscuado u Oplimo sn determinadas condiciones de ensayoe, Por sjamplo,
pusden modificarse e sondas para melorar sy resisisncia 3 o degradacion con autleass
{por slemplo, mediante ocupacion de extremos), para porar ligandos de delsccion {por
slemplo, flucresceinal o pars facilifar su caplura sobre un soporle sdlido {por sjemple,
“colas” de poli-desoxiadenosing b

B eming cebadores’ tal como se usa en ol presente documenio se reliere 8
aligonucisdtidos que pusden usarse por gjemplo en un método de amplificacion, tal como
ung reaccidn en cadena de la polimerasa (PCOR') para amplificar una secuencia de
nucledtidos. Los cebadores se designan basandose en s secuencia de palinuciedlidos de
ung secyencia diana pariculsr, Bl digefio v {8 validacion de cebadores v sondas s conooen
bign en g éonica. Pars métodoes de POR cuantitativos en tiempo real, véase por sjemplo
Radriguez A of &/ {(Methods Mol Biol,, 2018, 1275:31-80).

£l terminn ‘sspecifice” Wl como se uss en el presents documento an relacidn con una
secuencia de nucledtidos significa que una sscusnpis de nucledlidos se  hibridarg
cordsmplificard una secuencla disna predeterminada ¥ noe se hibvidard confamplifivars
sustanciaimente una secusncia no diana en fas condiclones de ensayo, genergimenta se

usan condicioneas fgurosas.

Ef términe “hibridacisn” tal como se usa en &f presente documento se refiere a un proceso
madiante al cual. en condicionss de regccion predeterminadas, se permite que se funten das
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cadenas de dcido nuclsico parsial o complelaments complementatas de un modo
artiparalele pars formar un doido nuclelco bicalenario con puantes de hidrogeno aspecificos
y estables, siguiendo normaes explicias correspondiantes 3 que bases de acide nudleico
pusdearn amparejarss antne st

El termino “hibridacion sustancial’ significa que la cantidad de hibridadion observada serd tal
gue slguisn que oheerve los resultades podria considerar ol resuliado positive con respecto
g los dstos de hibridhacion en controles positivos y negativos, Los dalos que se sonsideran
“ruide de fonde” no son hitvidacion sustancial,

El término “condicionss de hibridacion rigurosas” significa sproximadaments de 38°C a2 88°C
an una disolucion de sal de NaCl aproximadamente .8 molar. Tambidn pueds regirse la
rigurosidad por pargmetros de reaccion fales como a concentracitn ¥ & Hpo ds especiss
ianicas prosentes en ia disolucion de hibridacion, los fipos y 1as conceniraciones de agenles
desnaturalizantes presenies, y s temperstura de hibridacion, Gensralmente a medida que
s& vushen mas estricles las sondigiones de hibridacidn, se prefisren sondas mas largas s
van a formarss hibridos estables. Comoe norms, Ia rguresidad de las condicionss on las que
se realiza s hibridacidn diclardn determinadas caracteristicas de jas sondas preferidas que
van § smplearse,

El torming Sidenfidad” fal como se use en e presenie documenic se refiere 3 uns
correspondencia exacta de nucledtido son nucledtido o aminoaside con amingéacide de dos
secusncias de polipaptide o polinucledtidos o, respeclivaments. Pusden compararse dos o
mis ssousncias {de polinucietlitos o amincdcidos) determinande su “porosniale de
identidad”. El "porcentale de idenlidad” de dos ssousncias, ya ssan secusncias de doido
nuclsicn o de amincdcidos. es ef nimero de coincidencias exaclas entre dos secuencias
alincadas dividido entre la longilud de ls secuencia mas corle ¥y multiplicado por 100,
Fragramas adecuados para salcular la identidad en porceniale o similfud entre secuencias
se conocern bien en la téonioa, tal comp & programa BLAST de NOBY, usado por sjemplo
con los pardmeiros por defectd (hitp/Avww nobinim goweg-bin/BLAST),

Bl ¥rmino “pamialmente  idénticafvonplementaria™ tal comp se usa sn ol presenie
documento se reflere 3 una secuencia que es kignticaicomplementaria en al menos
aproximadamente ol 75%, sl BO%, ol 85%, of 90%, &l 85%, o 98%, ol 97%, ol B8% o o 89%
a uny sscuencie de referencia. En algunss realizaciones, B sscuencia parciaiments
identicafcomplementaria  puede ser suslancielments  klénticsiconmplementarla 2 una
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secusncia de referencia, que es idénlica/complementaria en al menos aproximadamente ol
5%, ol 96%, & 87%, of BB% o of 8% 2 dicha secusncia de referencia. En una realizacion,
la secusncia parciaimente iéntica/complementaria e idéntica/complementaria an ef 100%
8 una secuencia de referencia.

El termino "kKit indica un conjunto de reactivas ¥ coadyuvanies requendos pars un anslisis.
Aunque un kit consiste en la mayorls de los casos de varias unidades, tambign pusden estar
disponibles jos varios slementos de andlisis presentados en una Unics unidad, qus deben
considenarse como kits,

Descripcion

Uin métode para predecir la respuesta clinica 3 un agente antt-TNFg

En un prmer aspecto, la presente invencidn hace referencia a un mdtodo i vitro para
pradecir s respuesta dinica de un sujeto gue tiene o se sospecha gque tlene una

snfermedad inflamalonia a un agente anti-TNFq, en & que dicho mélode comprends:

a} determingr, en una mussira bioldgica aisinds de diche sulelo, ia presencia de uno
o mas polimorfismos de TLRIO gque den lugsr a una varante de TLRIO que ha
perdido {a capacidad de inhibir a NFxB.

El NF-KB {(factor nuclear potenciador de las cadenss ligeras kappa de las células B
activedas) juega un papsl clave en la requiacion de la respuesta inmune debida g Ia
infeccidn. La regulacidn defectuosa del NF-KB esta también relacionada con e céncer,
anfermedades inflamatorias v aulbihmunes, shook séplico, infecciones virales o un
desarrollo lnmune inadecusdo. Tambisn ssta implicado en procesos de plasticidad sindptica
y d& memoria.

En una reslizacion particulsy, dicha veriants de TLR10 presents al mencs un polimorfismo
gue da lugar a una sustitucidn aminoacidica contrasentido. Dichos polimorfismos incluyen
para no se imitan g agusiios indicados en la fabla 2. Preferibiemente, dicho polimorfismo s
selaccionado entre 1311488857 v ra 11486650, Mas preferiblemente, dicho polimorfismo es
11408657,
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Asi pues, en una realizacion praferida, [a presents invencitn haoe referencia 8 un metado i
vifro para pradeci s respuests clinica da un sigelo que fiens © se sospecha qus tiene una
anfermedad inflamatoria a un agente anti-TNFa, en sl gus dicha método comprende:

a} deferminar, en una muesira bivldgica aislada de dicho sujelo, sl genolipe del
polimorfisme de un solo nucledtido (SNP) rs1 14806857,

Asimismo, se refiere 3 un mdlode i wito para identificar un sulelo gue Hene ¢ sa sospecha
que tiene una enfermedad inflamatonia con un mayor resge de no responder o ratamiento
con un agente anti-TNFg, an sl qus dicho método comprends {2 slaps a) segin «f primer
aspecto,

L3 invencion hace reforancia aimbidn 2 un mdtode 1 wie pars oblener dalos uliles pam
determingr o respussis dinica ds un sujeld, gue Bene o se sospecha que fiens una
anfermedad inflamatoria, 8 un agente anfbTNFy, donde dicho mélodo comprende ia elapa
a} descrila antenorments.

£l polimorfisme de un solo nucledtido (SNP) re 11486857 ha sido previamente descrito v sy
seoushcia asls disponible 811 bases de dalos publicss
{hitpHfeww nohi nlo b goviprojects/ShNPsnp ref ogiTrs=11486687) Tal v como nestra o
fiqura 18, rs 11488857 se encuanira sttuado en la region que sodifics para e daminip LRR1E
de TLRIO humano.

El rs 114000657 se encuenira an ¢ aromosoma 4. an 1a posicidn 38774173 v carrespondis por
siemplo a la posicion 2088 del ransarito de TRLRAD humano NM 030858 .3 (SEQ 1D NO1 )
Fara dicha posicidn (ocus) of alelo ancestral s T v se ha descriio un cambio alélico de ATT
a ACT que se traduce en un cambio en la secusncia proteica (NP_112218.2; SEQ 1D NG2)
de soleusing (le) a reaning (Thr) en la posicidn 473 (47371 Cuands diche palimorismao se
determing en la cadena complementaria el cambio alelico ss de A g & {ver slemplp 2} En s
presents invenciin le variante alélica del SKP re 148B6S7, que da lugar 3l cambio de
aminoacido M73T se refiere como alelo (G

De acusrdo con los datos presentados en e sjemplo 2, los pacientes con o variants M73T
muesiran una respuesta significativamente menor g agentes anthTNFa, de acusrdo con &l
ingice DASR2S {(FPrevoo ML, van 't Hof MA, Kuper HH, van Lesuwen MA, van de Putle LB, van
Rial PL {1885]. Modilied disease aotivily scores thal include twendy-eight-oint counts.
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Development and validation in 2 prospective longituding! study of patients with rheumaloid
arthritis. Arthritis Rheum,, 38, 44-48) v los oriterios de respuests BULAR {Karonitsch
T, Aletaha D, Boers M, Bombardieri §, Combe B, Dougsdos M, Emery P, Felson D, Gomez-
Reino J, Keyslone E, Kvien TK, Martin-Mola E, Matucel-Cerinic M, Richards P, van Rig
P, Risgel J, Smolen IS, Sokka T, van der Heiide D, van Vollenhoven R Ward M, Wells
G, Zink A, Landewe R. (2008). Methods of deriving EULARACR recommendations on
rsporting diseass activily in clinical bisls of patients with rheumalold arthrilis. Ann Rheum
Dis, 87(10), 1365-73), lo cusdl indica también que dicha variante selecciona & un grupe de
pacientes con una enfermedad mas grave o severa.

Asi pues, e delerminacion de Ia presencia det alelo {G) en al menos uno de los alelos en el
tocus del SNP rs1 1488857, preferiblements la determinacian del alsle {G) en ambos alelos
{i.e., genotipo GG) es indicative de un mayor resgo de no responder &l agente
antiinflamatorio. En olras palabras es predicive de ausencia de respuesta dlinics o
resistencia al ratamiento.

La determinacion de la presencia ¢ ausencia de dicho SNP puede ser determinada por ia
secusnciacién del ADN, o andlisis de PCR o cualquier olro método de genotipificacidn
sonocido en ef estade del arle. Elsmplos de lales métodos incluyen, pero no se limdan a,
ansayos quimicos, lales como la hibridacion slelo especiiica, lg exlension del cebador
{primer extension”), ligacién de oligonucledtidos alelo especifica, secuenciacién, escisién
enzimatica, discriminacion de § {flap} endonucleasa; v meétodos de deteccidn, tales como
fluorescencia, guimiciuminiscencia, y especiromelria de masas. Por efemplo, I3 presencia o

ausencia de dichos polimorfismos se pusden delectar en una muesira de ADN,

preferibloaments después de su amplificacion. Por ajemplo, sl ADN aislade se puede someter
a amplificacion por reaccion en cadena de fa polimerasa {PCR), usando cebadores de
oligonuciedtidos especiiicos pars of polimorfismo o que permiten la amplificacion de una
regidn que contiene ¢ polimorfismo. Por gjenmiplo, las condiciones para la hibridacion del
cebador pueden ser seloccionadas para asegurar la amplificacion especiiica; por lb que i
aparicién de un producte de amplificacion sea indicativo de la presencia del polimorfisnio de
geuerdo con fa invencion. Allemativameante, el ADN pueds ser amplificado, de manera que
al SNPB se puede delectar en la sscusnoia amplificada por hibridacion con una sonda
adecuada o por secuenciacian directs. o cuslquisr otro mélodo apropiado conocido en iy
téonica.
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Han sido descoritas numerosas osiralagias para of andlisis de genolipo {Cooper of al, 18814
Grompe, 1883} Por sjemplo, se puads delerminar 8 presencia o ausencia de un sitio de
resiriocion en un actdo nucleico. Cuando un polimorfismo orea o eliming s sitic de
reconochtienio de una snzima da restiiceion, eslo permife un genolipade del polimorfiemo
de maners simple madiante POR directa. Qtras estrategias incluyan, pero no se fimitana, I
secusnoiacion directa, polimorismos de longitud de fragmenios de resirccion (RFLPY
hibridacion con gligonucledtidos especificos de alelo (AST), POR sspecifica de alelo, PCR
usando cebadores mulagénivos; ligasa-PCR, HOT cdleavage: slectroforesis sn gel
desnaturalizante en gradiente (DGGE), slectivloresis en gel de gradiente de temperaiurg
{TGGE), polimorfismio conformacional de cadena simple (SSCF; vy cromatogralia Hiquids de
alta resolucion desnaturalizante {Kukilin st ai, 1897},

La seousnciacion directs pusde realizarse por cualyuier meiode conacide en el estado del
arte, incluvendo, pero sin imitarss g, secuenciacion quimica, usando sf métode de Maxame
Gitbert secuenciacidn enzimatics, uliteande o mélado de Sanger, plosscusnciacion,
seousnciatidn de sspechromelris de masas; secuenciacion utilizando arravs: o POR &
Sempo real cusntilativa. Tipicamente, o ADN 5 sscuenciar se someste primero 8 g
amplificacion por POR utilizandd cebadores de amplificacidn especificos. Sin smbarge,
varios ofros metodos estdn disponibles, permitiendo ssiudiar sl ADN independientamente de
fa reaccidn de PCR, por sjemplo, ks amplificasién por cirguls rodante (RCA), & ensay
Invader®, ¢ o ensaye de ligasioon a oligonuclectido {OLAL

Otro procedimiento de cuantificasién preferide es s PCR cuantitutiva (QPCRYL La gPCR o
PCR en flempo real o8 bien conocidad por un experio en b malera. Se comercializan
distintos instrumenios pans lisvar 8 cabo dichs reaccidn, tales camo AB Prsm 7700 SDS.
Genefimp 8700 SDS, AR Prism 7800 MT SDS de Applied Biosystems; iCvcler 1 de Blo-
Rad; Sman Cycler de Cepheld, Rotor-Gene de Corbelt Research; LightCyoler de Roche
Motecular Blochemicals y Mx4000 Multiplex de Strafsgens, Bl procedimisnto da gPCR
parmite la cuantificacion exaclta del producto de POR en Hempo real midisnde la
acumudacion del producto de PUR muy pronto en la fase exponencial de la reaccion,
reduciande sl of sesgo en iz cuantificacion ligado 3 b eficacis de la amplificacidn de POR
gue se produce en fa PCR de punto final. La POR en tiempo real es bien conocida en s
téonics ¥ por fante, no se dasoribe en detalie en af presents documento, Una visitn general
de o lecnologis v los profocolos para gPCR estdn disponibles, por siemple, de los
provesdares mencionados anferiormanta, POy elempla,
hipfeww sigmaaidrich. comitechnical-documentsiprotocols/biclogyfsybrgreen-gper bimd. o
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hite:/fiwww sigmaaldrich.comfife-solence/molecular-biclogyiporiquantitative-parigper
fechnical-guide himl. Una rovisign del uso de gPCR sn la cuaniificacidn de mRNA se
gncuenira par ejamplo en Wong ML y Medrano JF, Biotschnigues 2008, 30(1175-85,

Estan disponibles diferentes bivquimicas de deleccion pars gPCR. Se pueden usar lodas
glHas con los instrumentos de gPCR mencionados anlerormente. B @rmine "bloguiimica de
deteccisn” se refiere 3 un procedimiento para informar de Ia amplificacion del praducto de
PCR sspecifice en PCR en lempo real. Dichas Moguimicas de deteccion se clasifican en
dos grupos principales. Bl primer grupo comprande moldoulas de intercalade de ADN de
doble cadens: fales como SYBR Green | v Evalreer; v el segundo grupo incluye
aligonucledtidos marcados tipicamente con un fluordforo. Este diimoe, 8 su vez, 3¢ ha
dividido en tres subgrupos: (1) cebadores-sondas (Soorpions, Amphifluor®, LUX™, Oydlicons,
Angler®y; (it} sondas de hidrdlisis (TagMan, MGB-TagMan, Snake assay) vy de hibridacidn
{Hybprobe or FRET, Molecular Beacons, HyBeacon™, MOB-Plsiades, MGB-Edlipse,
ResonSense®, Yine-Yang or displadngl v () andlogos de aciios nupleicos (PNA, LNAR,
ZNA ™ bases no naturales: Plexor™ primer, Ting-Moleoular Beacon), ver B, Navarro sia L
Clinica Chimica Acta, Volume 438, 18 January 2015, Pages 231-254.

Far sismple, dichas sondas son oliganuciedtidos pusden ser de doble marcaje, tales como
sondas de hidrhsis o balizas moleculares. Bl sxfremo % del oligonucledtido, tpicamentes, se
marca con une molécula indicadora {reporter} fluorescents tales como FAM, TEY o JOE
mientras que o sxtrems 3 se marcs con una moldoula desactivadora {quencher), tales
como TAM o BHQ1. La secuencia de la sonda s especiiica para una regidn de inlerés en la
moidcula diang ampificada, En un modo de realizacion prefenido, dicha sonda s ung sonda
e hideolisis que estd disefada de modo gus s longiud de 1a secuancia sitia ef fluordforo &
y I3 molscula desactivadora 3 en proximidad suicieniemente sstrecha para suprionr la
flucrescencia, Varias molscuas indicadoras y extintoras para 50 uso en sondas de gPCR
zon blen conocidess en kv onka BEstes sslén disponitdles, por slemple, de
hitpsdwww surafinsgenomics. ewfanidna-rns-oligonusiectidesfoptimised-application-
sligosfporprobes asp.

Asimismo, la presents invencidn se reflers a secusnvias de oligonucieotides (cebadores vio
sondas) qus hibridan de manera sspacifica con une de los alelos de ios polinorfismoes. E
drmine “un cebador yo sonda’ incluye sspecificamenie “cebadores yio sondag’,
englobande por ejsmple 3 un csbador, una sonda, un cabador ¥ una sonda, una pareja de
cebadores, v una parsia de cebadores ¥ una sonda.
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Preferiblemente, una sonda yo cebador es un secuendia de polinuciedtidos de entre 10y 30
nucledtidos, mas prefenblements de sntre 18 y 28 nucledtidos, aln mas preferiblements de
antre 18 v 22 nucledtidos, y aln mucho mas prefariblemente de alrededor de 20 nucledtidos.
En una reslivacion particular, dichos osbadoras yio sondas han sido modificados para la
deteccidn o para polenciar of rendimiento del ensave.

En un aspscle relacionade, o ihwencidn hace referencia & un médpda i wire para
seleccionar un tetamiento para un sulelo que tene © se sospecha que fens una
srfermedsd inflamatona, en o que dicho métado comprends Ia slapa a) definida mas amiby;
¥ ademas comprende:

b} ssleccionar un agente anf-TNFo cuando &l alelo (A} ests presenie en sl menos
uno de jos sielos en o focus del SNP rs) 148857, preferiblemente cuando «
alele {A) asts prosente en smbos alelos,

En unn realizacion preferida, ef sujeto s ACPA positive. En una realizacidn més preferids,
dicho suieto as una mujer ALPA positive.

Un agente anti-factor de necrosis tumoral {en inglés “tumor necrosis facior”, THF) disminuye,
blogues, inhibe, anuds o interfisrs con g sclividad TNF in wiro yo i wivo, El mming anti-
THFa ¢ inhibidor de TNFg ge utilizan de maners infercambiabde en I8 presente memoris, En
una reslizacion preferida, dicho agente ant-TNFu es un anticusrpo, preferiblements un
anticusrps and-TNFo sspeoifico. Mélodos pars la oblencidn de anticusrpos frents 8 un
antigeno conocide son parte del estado dal arle v un sxperto en is materia sabrd como
abfener anticuerpos anti-TNFa.

Bl {érmine Tanticusme” se ulillza en ol sentido mas amplio ¢ incluye anticusrpos
completamente  ensamblados,  anficuerpos  guiméricos,  snticuerpos  humanizados,
anticuerpns  monocionales, anticusrpos  policlonales, anticusrpos  mullespecificos  {por
alomplo, anticusrpos biespecifivos), fragmenios de anficuerpos de wnidn a antigeno {per
giemplo, Fab, Fab', Flab'l, Py, scFy, digbodies), anlicusrpos de dominio dnicoe {sdib) ¥
peptidos recombinanies gque comprenden Ios anleriores, siempre y cuande muestrsn s
aotividad bigidgica deseads, &l f&rmine “anlicuerpe” lambién se refiers a una proleina de
fusion que Incluys una regidn equivatente s ta regidn Fo de uns inmunogichuling.
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Los agentes anti-ThFo son bien conocidos en el estado del ards. A modo de flusiracion,
agsntes ant-TNFg incluyen pere no se fimitan a agentes anti-TNFo seleccionados del grupo
que consiste en etanercept, adalimimab, infliximab, golimumab, cerolizumab, rituximaly,
abatacept, anakinva and focizumab. En una realizacion preferida, dicho agente anti-TNFo es
inflbimab. Singh et al, Artheitis & Rheumathology, 20186, 88(1), 1-18 proporciona un manual
para el tratamiento de ja AR del American College of Rheumatology. En particudar, ja Tabla 1
praporoiona un listado de imtamientos para iz AR gus incluye agentes antt-TNFe

En una realizscion particular, dicha enfermedad inflamatoria e una sonfermedad reumstics
inflamatoria. Preferiblemente, dichs enfermedad reumatica inflamstoris se sslecciona fﬁeﬁ'
grupe gue consiste en sririlis, artntis psoriasica, artritis reumaloide, Jupus eritematoso
sistamico, sindrome de Sidgren, arlitis reumaloide juvenil, vy espondiloariropatia.

£n olra realizacion particular, dichs snfermedad inflamaloria se sslecciona del grupo que
consiste en enfermedad inflamatoria intestingl {por gjemplo, enfermedad de Crohn o colitis
wloerosa) psoriasis, ariritis. ariilis psoriasica, arbills reumatcide, lupus eritematoso
sistémico, sindrome de Sibgren, artifis reumalcide juvendl, espondiloariropatia, uveltls v
anfermedad de Behost En una reslizacion preferids, dicha enfermedad inflamatoria ss ia
artritis reumatoide,

Un método para el prondstice vie determinacion de le qravedad de un sulelo gque padece

una enfermeadad inflamaloris

En un aspecto adicional, la invencidn hace referencia a un método in vitro para determinar la
gravedad vio e prondstico de la enfermedad en un sujsto que fisne uns enfermedad

inflamatornis, comprendisndo dicho mélndo Ia efapa a) definida anleriorments.

Asimismo, hace referencia a un método #1 wiro para oblener datos Otiles para dsterminar i
gravedad y/o e prondstico de la enfermedad en un sujsto que tene o se sospecha que tiens
una enfermedad inflamatoria, comprendiendo dicho métode o elapa g} definida

anteriormante.

Para cada enfermedad o grupo de enfermedades inflamatorias se han establecide criterios
por pards de la comunidad clinica pars deferminar Is gravedad o grado de avance yio
aciividad de la enfermedad que son bien conccidos por un experio en la matena. Como s&
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ha descrito mas amiba el indice DASZE y s oriferios de la ACR/EULAR se udilizan
habifusimenie para determinar sf grado de sevendsd de la AR Por sjemplo se consideran
fipicaments pacientes con srfermedad grave aquellos que presentan una o mdy,
praferiblemente todas, de las sigulentes caracteristicas: posttividad para factor reumalolde
{FR} yo snlicusrpos frente a anligenos de proleine ciinilinada (ACPA) presencis de
srosiones v resistencia {por gemplo, DASZE = 3.2 o inlolerancia) a al menos un f&omaco
anfirreumatioe modificador de z enfermedad {(DMARDs an inglés) Agentes DMARDs son
hisn conocidos en o estado del arte ¢ incluyen por siemplo, metholraxate, leflunomide,
hydroxychioroguine and sulfasalarine. Un sxperto en la matena entendera que una mayor
severidad o gravedad de Is enfermedad estd asociada a un peor prondstico.

De aouerdo con los datos del Bjemplo 2, s8 ha enconlrado una comreiacion entre ja gravedad
de fa snfermedad v 1a presencia del alelo {G), en padicular Is variants 4737 esla asociada &
un swnento de la erostdn, sspecislments en pacientes AGPA posifivas, ¥ & uns menor
respuasts a agentes anfi-TNFa (e, infllximabl Asi pues, en una reslizacion particilar del
método de la invencion, la presencia del alelo (6] an al menos uno de los slelos en sl bocus
del SNP 15114068587, mreferiblements en ambos alelos, es indicalive de un aumento de

gravedad de la enfermedad inflamatonia,

Asimismo, la hwencidn proporsiona un mefodo pary balar un syjelo que tene
sifermedad inflamastonis, en el qus diche melodoe comprende o slaps &) definids
anteriormente; ¥ ademaés comprends:

b) adminisir 8 disho sujelo un agente anti-THF: cuando el aleb (&) ssié
prosents en al menes une de los alslos en &l locus del SNP 811488887,

preferiblements cuando of slelo (A} estd presante en ambos alelos.

En una realizacion preferida, &f sujeto es ACPA positiva. En una realizacion mds preferida,
divho sujeto ss una mujer AGPA positivo,

Ademas, la presente invencion hacs referencia a un agente anti-TNFa para su uso sh un

suiete que tiens © se sospecha que tiens una enfermedad inflamatonia, en el gue dicho

syjelo presenta sf slelo (A} en al menos une de los alelos en & lbocus del SNP rs 11488857,
praferiblements en sl que dicho sujelo 88 homocigolo para of alelo (A
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Los mefodos de Ia presente nvencdn pueden comprander ademas la determinacion de
piros biomarcadores asociados 2 dicha enfermedad inflamatoria, prefariblements, dichos
biomarcadores se seleccionan del grupe que consiste sn anticuerpos anti-protainas
sitrulinadas (ACPA}, anlicuerpos ded faclor reumaicide (FR), anlicusrpos anti-lecting de
yrion a manoss (MBL}, vslocidad de sedimentacion globular (VBG), proteina C-rencliva
{CGRPY, reousnio de plaquelas, jos niveles de hemogivbing v sf hemalogrito. Mas detalles
sobre dichoes biomarcadorss se proporcionan por sfemplo en Gupts B of all J Auloimmun
2006, 27 125-1303, Afzal Net al, Clin Lab. 2011, &7 885-898, Takizawa ¥ af sl Ann Rheum
Dis. 2006, 85 10131020, Vossenaar ER ot gl Arthnitis Raes Ther, 2004 & Ri42-R180 ¢
EPD1T5270 que se incorporan a ssie documentio por referencia.

El factor reumaloide (RF} es e aulcaniicusipo gus primers se wentificd en s artiils
reumatoide. Se define como un anticuerpo contia e porcidn Fo de IgG, RF v oG se unen
para formar complejos inmungs que conttbuyen 8 I enfermedad, Por olra pade, los
anticusrpoes frente 3 antigenos de prolaing ciindinados {ACPA) son autoanticustpos que se
dirigan conltra péplidos y proleings que son ciirulinados. Los ACPA sstan presentes en fs
mayoria de los pacientes pon arintis reumaloide,

En una realizacion preferida de log métodos de la invencitn, s determinan lambisn fos
articusrpos anti-profeing cltrulinados (ACPA)

Cpoionalments, dichos mélodos pusden comprender ademds 8 deferminacitdn de
paramelros olinicos. Blemplos de signos vo sintomas cuva presencialausencia pusde
determinarse son rigidez matuling, presencis de artrilis en Ires ¢ mas arlisulaciones,
alfectacidn de las aiculsciones de Iss manos, dcinitis simettics, nddulos reumaioldes, v los
gambios radiograficos (veass la Tabla 1 de Rindflsisch v Muller, v erifenios de clasificacion
de la ACREULAR (Ann Rheum Dis 2010; 8% 1580-15881

& mélodo de g nvencion pusde comprender ademds of abnpcenaie de los rosultados
obtenidas sn dispositive de shmacenamisnto de dalos. &n un modo de realizacion, dishe
dispositive de almacenamianto de datos o8 una mina de paped. En un modo de realizacion
preferents, diche dispositive de almacenamiento de dalos es un medb legible por
grdenador. Como se usa en ef presents documento, "un madio legible por ordenador” pueds
ser cualquier aparato que pueda inclulr, almacenar, comunicar, propagsr o transporiar los
resultados de ia determinacion del procedimianto de i invencidn. Bl medio puede ser un
sistema {0 aparato o dispositive} electrdnico, magnético, dplico, slectromagnélico, infrarrofo
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o serivonductor o un medic de propagacion,

Los métodos de la presente invencidn pueden ser implementados por un ordenador, Por o
fante, un aspeclo adicional de s invencion se reliere a un mélode implementado por
ordenadorn, en el gus of mélodo o8 cualguisrs de los mslodos desoritos en &l presente
documento ¢ cualquier combinacion de s mismos.

Ast pues, cuakuler programas de ordenador sapsz de implementyr cualguisra de los
méiodos de fa presenty invencion o utilizado pars implementar cualquisra de eslos matndos
¢ cusiquier combinacidn de los mismios, ambién fma parte de s presenle invencidn.
Adirisme, cualquier dispositive © aparato gue comprende o que Heva un programa de
ordenador capaz de llevar 3 cabo, o para i3 aplicacion de cuslquiera de bos milodos de ls
pragente invencidn o cusiquier combinacidn de los mismos, se incluye también como parle
de la presente memoris descrpliva.

Finalmenie, los mélodos de iz presents invencidn pusden aplicarss con ks individuos de
ambos sex0s, e dealr, hombres o muleres, ¥ @ cuskquier edad. B pertil determinado por la

presents invencion as predictivo v pronastico.

Kit de & hvencidn v usos del mismo

En olro aspecio adicional, Is invencidn proporciona un kit para delsrminar en ung muestrs
biclogica sislads de i sujelo ol genotipe de e © mas polimorfismes de TLR1D que den
tngar g ura variante de TLRIO gue ha pardido I capacidad de inhibir a NFeB, donde dicho
kit comprande:

~ un reastivo para determingr of genctipo de dichos polimoriismos,
- opoionaiments, instruccionss pars sl use de dicho reactivo en la detarminacion del
genptipa de dichos polimorfismos en una musstra bioldgios aislads.

En una realizacidn preferids, fa invencion hace referencia 2 un kit para determinar en ung
musesira Molbgica aislada de un sujelo el genclipn del BNP rs] 1488887, que comprende;

~ yn reschivo para delerminar &l genotips del SNP rs 114886857,
~ opclonalmente, instrucciones pars el use de dicho reactivo en la determinacién del
genotipo del GNP 511406857 en una mussha bicldgica aislads,
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En una realizacion particular, dicho reactive as un cabador yo sonda sspecifico de SEQ 1D
NO: 1 qus amplifics una regidn que comprende of SNP 11486857, Tipicamente, diche
reactive incluye un cebador directo parcialmente idéntico, preferdblements substancialimente
idéntico, a un fragmenio de SEQ ID NO: 1, y una sonds o un cebador inverss es
parciaimente  complemeniario, preferiblements substancialmenie complementario, a un
fragmento de SEQ 1D NO: 1.

Preferiblemente, dicho cebador yio sondas comprende © consiste en una sssuencia
seleccionada del grupo que consiste en SEQ 1D NO: 3, SEQ 1D NO: 4 y secuencias
idénticas a cualquiera de las mismas an al menos 75%.

Las seousncias oligonuciectidicas con una identidad de al menos un 75 % mencionadas en
fa prasente invencion presenian preferiblements una identidad de &l menos un 80 %, &l
menos un 85 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, mas preferentemente, 88 %, 97 %,
S8 %, 88 % o un 0% con las respeclivas secusncias de referencla. Ademas, estas
secuencias oon ung identidad de al menos un 78 % pueden tengr el mismoe mimero de
nuctedttidos, o bien presentar mas o menos nucledtidos que la secuencia de referencia.

En una reslizacion particular, diche kit comprende reactivos para llevar a cabo una reaccién
de PCR en fiempo real, que normalments contiene una ADN polimerasa, tal como TaQ ADN
polimerasa, un tampon, magnesio, dNTPs, v opcionalmente olro agentes {por siemple,
agentes estabilizantes fales como gelalina y albimina de suero bovinol Ademas, mesclas
de reaccidn PUR en tismpo real también contienen reactives pars Ia deleccion an tiempo
real v 13 cuantificacion de los productos de amplificacion comoe se ha descrito antsriorments
an &f presents documento.

Realizacionss particilares y caracleristicas preferidas de ests aspecto de la invencidn se
han definido sn aspecios anteriorss.

La invencion se refiers también al uso de un kit, fal ¥y como se ha descrito en el aspecio
antenor, para predecir la respussis clinica de un sujelo gus tiens una enfermedad
inflamatoria, para ientificar un sujsld gue tlens una enfermedad inflamalona con riesge de
no responder a un tratamiento con un agente ant-TNFg, para seleccionar un tralamiento
para un suielo que tlene una enfermedad inflamatoria, © para determinar 1a gravedad y/o el
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grandstico de uns enfermedad inflamatons en un sujeto, en un mélodo de acuerdo con ke
aspectos anteriores de o hwenddn.

Se sontempla que cuslguier reslizacion comentada en ssta memoria desoriptiva puade
implementarse con respeste a cualquier método, kit v uso de g invencion desonios en al
grasente documento. Be enfenderd que las realizacionss pariculares descritas en el
prasente documenio s& muestran & modoe de llustracion ¥ no come limitacionss de s
invencidn. Las caracteristicas principales de ssta invencion pusden emplearss en diversas
realizaciones sin apartarse del aloance de g invencion. Los expertos en e tecnics
reronoceran, © podran determinar, usando Gnicemenie experimentacion de  ruling,
numerosos  equivalenies 3 los procedimienfos sspecificos descritos en sl presents
documento. Se considera que ales equivalentes estan dentro del slcance de ssia iwencion
¥ se cubren por jgs relvindicacionss.

Todas las publicaciones y soliciiudes de patente mencionadas en la memona descriptiva son
indicativas del nivel de conocimiento de los expertos en la donica a s que ss reliers esla
invencién. Todas s publcaciones ¥ soliciiudes de patenie se incorporan gl presendes
documento como refersncia en ix misma medida gus si se indicars que cadya publicacion o
soliciiud de patente dividual se incorpora especifics s individuaiments como referencia,

El uso de ls palebia "un’ o “ung” puede significar "une’, pero fambisn concusrda con s

0 S 4

significade de “unc 0 may’, "al menos und® ¥ “uno o mas de ung”. Bl uso del térming "otry”
tambign puede referirse a uno o mas. Bl uso del ferming 07 en lag reivindicacionss se usy
para significar "yo' 2 menos que se indique axplictaments gus se reflere salo a alternativas

o gque las atternativas son muluaments sxoliventes.

Tal como s& usa en esla memoria descriptiva v an lal{s) reivindicaciOn/reivindicacines, las
palatwas "que comprende” {v cuslguier forma de comprender, {al como “comprenden” v
‘eorprende”), “gue Hene’ {y cualguier forma de tener, tal como Hlenen” y “Hene'), ‘que
incluye™ {y cuslquier forma de incluir, tal como “incluye” e 'incluyen’) o ‘que contiene” {y
cualguier forma de pontener, fal como “contiens” vy “conlienen’} son incluventes o de
significade ablerio vy no sxcluyen slemenios o slapas de métode adicionales, no cilados, Bl
¥rming “comprende” también abarca y da a conocer expresamente fos tdeminos “oonsiste
an’ vy “consiste esencialmente en”. Tal como se usa an ol presente documento, s exprasin
‘gue consisle esenciaimants en” limits ol gloance de una reivindicacidn & fos matenales o
efapas especiiicados ¥ 8 aguelios que no afectan malerialmente a lafs) caracleristicals)
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basical{s) y novedosals) de fa invencidn reivindicada. Tal como se usa en ol presenie

documento, 1a expresion “gque consiste en’ excluye cuslquier slementy, atapa o componente
ne espscificade en la reivindicacion excepluands, por sjemplo, impurezas normalmente
asoctadas con of elemento o la imitacion.

El termine "o combinaciones de los mismos’ ol como se usa en 8l presents documento se
refiore 8 lodas las permutadiones ¥y combinaciones de los slemenios enumerados que
preceden al termino. Por slemplo, "A, B, €, o combinaciones de los mismos’ se pretends
que incluya al menos una de. &, B, G, AB, AC, BC o ABC, ¥ st sl orden es imporiante en un
contexto panicular, también BA, CA, B, CBA, BCA, ACE, BAC o CABR. Continusndo con

aste sjemplo, se incluyen expresamente combinaciones que conlienen repeticionss de uno o

mas eclemenios ¢ tdrminos, tales como BB, AAA, AB, BBU, AAABCUCC, CRBAAA,
CABABB, efc. El experio en la tdenica entenderd gue normalmente no existen Hinites an f
nimero de glementos o Bminos an cuslquier combinacion, a menos gus ses evidente de
otra manera a partir del contexto.

Tal como se uss en el presente documenio, palabras de aproximacion tales como, sin

fimitacion, “aprodimadaments’, “airededor de’, “de manera aproximada” se refieren a una
condicion que cuando se modifica de ese modo se enfiende gue o es necesariaments

absoluta o perfecla pero podris considerarse lo suficientemente cerca pams fos experios

habltuales en la léonica como para garantizar s designacion de que s condicidn esia
prasente. El grade en gue pusde vartar s descripeion dependera de la medida en que puede
instituirse un camblo y de gque un experto habitual en ja Benica todavia pusda reconocer que

&l rasgo distintive maodificado todavia tene las caracteristicas y capacidadss requeridas del

rasgo distintivo sin modificar. En gensral, pero sujeto a {a discusidon precedents, un valbor
numerica en of presenle documento que se modifica por una palabra de aproximacion tal
como "aproximadamenis” puede variar del walor establecidoent el 1, 8l 8, ol 3, 6l 4, 21 §, el
& ol 7, 0l 8 6 8 & 10 8l 11, 8l 12, & 13, & 14 o o 15%. Preferiblements o Srming

“sproximadaments” significa exactamente el valor indicado (3 & 0%,

Los siguientes sjemplos sirven para Hlusirar la presente invencion y no deben interpretarse
como limitatives del alcance de I misma.

EJEMPLOS
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1.1 Mueasiras

£ ssie trabaio se han incluide dos cohorles de pacientes con AR, una primers sohrie da
453 pacientes sin ssleccionar con seguimiento en ¢l Hospilal Universifanie Marguss de
Valdeuifla (Santander, Espafia) v of Hospilal Universitario La Paz {(Madid, Espafia), y uns
segunda de 1201 paclentes reclutados poer e Consorcle de Erdfermedades inflamalorias
Mediadas por ol Sisterna inmuniiaris {Espafia) [Avila-Pedrelll G, of al, PloS Ons 2015,
10{4rel 12206881 La informackin dinics, incluyende datos demograficos, camcleristicas de
enfermedad v batamianto, se resumen on 13 fobla 1. Todos los pagienies se disgncsticanh

segun los oriterios de clagificacion dsl American College of Rheumatology [Amslt FC, ef &l
Arthritis Rheum 1888, 3U3E315-324). Como poblacion de control, lambién se gencliparon
1702 individuos sanos del mismoe basfondo gendlive {(es declr, una poblacion del sur de
Europa) Ldulia A, ef g/, Guf 2013, 8201011440-1445]. Todos los individuos de control se
habian examinado para delermunar a presencia de una enfermedad auloinmunitaris ©
anfecadentes familisres de basiomos autainmunitarios, v se sxcluysron si eran positivos.

Tabla 1. Caracleristicas principales de dos cohortes de pasientes con AR,

Coharte | Coharte 1
{r=483) {n=1.201)
Mujeres (%) 731 788
Media de adad {afns) 85,6 & 14,8° 46,5 + 14,5
Duracitn dal seguimisnio (meses) 12381+ 01,88 1718 £ 123.8°
Manifestaciones axira-articulares (%) R.2 -
Presencia de dafio articular (%) - 160
Pasitive para FR {%) 84.8 4.8
Pasitiva para ACPA {(35) 82.2 741
Namers de tatamientos previos con DMARDs 225215 174188
Ninero de terapias bioldgicas previas 1812 0,608

FR, faclor reumatoide; DMARDs, farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad:
ACPA, anticuerpos anti-proleinas girulinadas.
Madia = DE,

1.2 Lineas celulares
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Se mantuvieron célidas K62 (ATCG, Middieses, Reine Unido) ¥ US3T (ATCC Middlesex,
Reine Unido} sn medic RPMI 1640 {Life Tochnologies, Paisley, Reino  Unido)
somplementade con susro bovino fetal (FRS al 10% (Lonza, Verviers, Balgica). Se sustituy
af medio sads 2-3 dias.

1.3 Andlisis de secusnciacion del gen de TLR1D

Se secusnciaron los sxones codificantes y las regiones flanqueantes del gen de TLRIO en
88 pacientes con AR seleccionados con enfermedsad grave. Se consideraron pasiontes con
anfermedad grave aquellos con posilividad pars factor reumatoide (FR) yio anticusipos
frenie @ antigenos de proteing cifrulinada (ACHA), presencia de erosipnes v resistencia a al
menos un farmace antirrsumstico modificador de iz enfermedad {DMARDs en inglés) v 30
controles sanos medianie secusnclacidn de nusve generacion (NGSBY Bl FR se midid por
nefalometria (BN, Siemens Healthcare) v o valor de corle 22 U § mib Los ACPA se
midieron mediante un test ELISA comercial (CURE, Burodisgnostica) v se consideraron
postivos por sncimsa de S0 Uiml. Be olastiicaron como resistenies & DMARDS aqusiios que
presentaban falla de respuesta sn ol iIndice DASZR (DASEE 2 3.2 o intolerangia

Las lilwerias de ADN s8 procesaron para enriquscintiento hitvido usande un diseio Segap
EZ {Roche Nimblegen, Basiles, Suiza) gue conlenis las sesuenoias codificantes de TLR1Q,
A conlinuacian, se secuanciaron librsrias de doble 0ddigo de barras usando una plataforma
MiSeq NGE {illuming, Madison, WI Para b secusnciacion de Sanger, se axtrajp ADN de
sangrs completa usando of kit parg ADN en sangre QlAsmp (Qiagen, Hamburgo, Alemania)
¥y s amplificd con cebadores para TLRIO humano (SEQ 1D NO: &%
S-CATGGCCAGAAACTETOETE-Z v (SEQ 1D NG: 4y 5-ACCATCCAACCATCATGALT-S.
Se llevd a oabo sl andlisis de sscusncia del fragmenic amplificads usendo un analizader
genético (Applisd Blosystems, Foster City. CAL

1.4 Andlisis de SNP Onico

Se anglizd fa variante 4737 de TLR1D {rs11406857;
hitp:fwww neblnlm nih goviprojects/SNFsnp_ref.cgi?rs=114600887),. en  wna  cohorts
independiente de 1201 pacientes son AR y 1483 controles sanos usando la plataforme de
genotipado TagMan® {Assay id C_25843380 30, Life Technologies, Carlsbad, CA} Todas
las lecturas de fluorsscencia de punto final v reaccidn de POR se realizaron usando un
sistema de deleccion de secusncias ABl PRIGM 7800 HY {(Applied Biosystems) Las
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condicionas de s reacckn de PUR fueron las sigulentes: 50 ° C durante 2 min vy 85 ¢ C
durante 10 min, seguido de 40 ciclos de 92~ C durande 15 5 v 80 ° C© durante 1 min, Se
sslime al arror de genctipado genotipando of 20% ds las musstras por duplicado {ermor <1%)
fLopez-Lasanta M, Julla A, Maymo J, Femandes-Gulierrez 8, Urena-Garnica |, Blanco FJ,
Canete JO. Alperi-bopez M, Olive A, Corominas H el g Vanation sl Intedeukint Receplor
Gane ls Associaled v Joint Damage in Rheumatoid Arthritis. Arthritls Res Ther 2015,
17:242)

1.5 Transfecciones para realizar los snsayos de gen indicador

Qe clond ADNc de TLR10 (NM 030988, hitp/vww, nobinimonih govinuscore/NM  0308568.3;
SEQ D NO: 1) on pCMVS {Origene, Rockville, MD). La variante 73T se generd mediante
mrtagénests dirigida sl sitio usando el kit de mulagbnesis Quick Change (Agilent
Technologles, Santa Clars, CA} con lbs siguisntes oebadores: SEQ 1D NG B8
S-GGUCTTACCAGAACTAAATACTOCATTTAATTTITCTAACTRATG-Y ¥ SEQ ID NO: 8
SLATCAGTTAGAAMATTAAATGCAGTATTTAGTTICTUGSTAAGRCC-3. Be sspuencid o
infertn modificado para vendficar s mulacidn. Se cotransfectaron células K582 y U837 con
2 g de constructos de TLR1D de fipo natural o mulante, 1 pg de plasmide pBViLuc
indicador, que contenia seis repelicionss sn Enderm de los sitios de reconosimiento de
NF«B dentro de la regitn promolora wida al gen de s uciferasa {inchas N, of &l J Biof
Chem 3001, 3784135851-2854] v 0.2 ug de pREV-B-gal usando Lipofectamine 2000 (Sigma-
Aldrich, Bt Louls, MO

1.8 Ensayos de gen indicador

Tras 24 b de transfeccidn, se incubaron Ias odlulas K382 v UQST son 10 ngémi v 230 ngimi de
factor de necrosis fumoral-alfa (TNFa) en presencia © sn ausencia de 200 ugiml de
infliximab y tras 24 h se prepararon los extracios celulares y se analizaron para determinar la
actividad luciferasa relativa mediants un sistema de ensayo de gen indicador Dual-Light
{Appiied Biosystems). Se normalizaron los resultados para deteninar la eficacis de
fransfeccion con valoras oblenidos con pREV-f-gal.

1.7 Andlisis de sxprosion de genes diana de NFxB

Para avaluar la expresidn de genes individuales, se generd un ADN complementario v se
amplificd usande  cebadores  pamm TNFe  humang SEQ D RO 7
{(§-CAATGGUOBTEGAGUTCAGAB-Y ¥ SEG i NQ: &
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E-GECTCGATGOTGTGGETGAGG 3, CoL2 SEQ D NOL 2
(B-CTOGCTCAGCCAGATGCAAT-Z ¥ SEQ iD N 10
S.GTCTICGBAGTTTGLGTTTGE-8'Y TRAIL SEQ D NO: 11
{5 - GAGCTGAAGCAGATGCAGGAC-Y ¥ SEQ 8 NQ: 12
S-TGACGGAGTTGCCACTTGACT-3), ¥ f-acting SEQ B NO: 13
{(5-BCTGCCTCAACACLTCAAC-3 ¥ SEQ o NO: 4

5-BATCGAGTTGAAGGTAGTTTCGTG-3). Se realizd PCR cuantitativa en tiempo real en
un sistema de deteccion de secuencias 7000 (Applied Biosystems). Se caleuld la razon de la
abundancia de marcadores de diferenciacion con respecio a s de transenitos de faclina
como 2n, donde n es el valor de ciclo umbral de B-acting menoes o valor de cicle umbral del
ARNm correspondiente y se normalizd por el valor de la muestna con ef nivel de expresion
mss baje de eslos genes. Se determing lv especiicidad de los producios de PUR deseados
con analisis de curva de fusion.

La PCR en tiempo real, se llevd a cabo ulilicande sl Applied Biosystems 7000 Real-Time
PCR sysitem (Bio-Rad). Cada reacncion de PCR contenla 13,5 ol BYBR GREEN PCR
Master Mix {Applied Byosystems), 400 nM de cada osbador, v 1 pl cDNA diluido (100 ng) en
un volumen tolal de 28 ul Las reacciones se realizaron an una placa de reaccion de B8
nocillos bajo las sigulentes condiciones: 2 min & 80 °C. 10 min a 85 °C, seguide de 40 ciclos
de 155a85°C. 3sy 1mina ) C

£l método delta Ct {(ACH), se uliliz6 para ef andlisis de datos de ' matriz de PCR. El valor
{ACH) normalizado para cada gen de interes (GO1) se calould restands ef Gt medic de los dos
genes de expresion constitutive {“housekesping genes”’) de la Ct de cada GOL A
continuacion, el doble delts Ct {AACH pars cada GOI se calould restando st ACH medio de
cada GO sn &l grupe de control de s ACY de cada GOLL El factor de cambio (feld-change’)
de cada GOI comparado con sl grupe de control se calould como 28% del togy 2™

1.8 Anadlisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se realizaron usando el programa SPRE 20 {IBM, Armonk,
Nueva York) y ol software R stafistical {versién 3.2.0). Se compararon las diferencias en
variables cuantitativas entre grupos de paclentas con i prueba de la U de Mann-Whilney, v
se usd ln estadistica de chi-cuadrado parg variables categdricas. Se realizd significacitn
astadistica entre grupos sn analisis in wiiro usando Ia prusba de la { de Student bilaterad para
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datos indspendientes. Se sstablecid sl nivel de signifioacion en p<0,05. Be reslizaron
andlisis de asociacitdn genstica usande modelos de regresitn inear y logistica. Tal como se
ha descrito previamente, las covariantes en estos analisis genélicos incluyeron 1os anos de
svolucion de fa enfermadad v la puntuacion de gotividad de enfermedad basal (DASZER) para
i asociacion del genolipo r31 1468857 con el nivel de dafio articular [Lopsz-Lasanta M, Julia
A, Maymo J, Fermandez-Guilerrez B, Urena-Gamica |, Blanco FJ, Canete JD, Alpasi-lopes
M, Olive A, Corominas M ef & Variation at inlerleukin-€ Receplor Gene Is Assacialed to
Joint Damage in Rheumalold Adbnilis. Arlfwilis Res Ther 2015, 17:242], ¥ o cambio en
DASZE a las 12 semanas [Acosta-Uolman |, Palgu N, Tomero J, Fernandez-Nebro A, Blanco
F. Gonzalex-Alvars |, Cansle JD, Maymo J, Balling J, Femandez-Gulierrez B of al Gwas
Replication Study Confirmz the Association of Pde3a- Bloolel with Anti-Td Therapy
Response  in Rheumaiod  Adinills,.  Pharmacogenomics 2018, 14777341
respactivamente,

Eiempla 2.+ La variants M73T asth asociads con la grav
respussia al tratamisnto en pacientes con AR

La funcidn de TLR1D es controvertida ¥ su asodiacion con AR apenas se ha estudiade. Con
gl fin de evaluar sl las vardantes de TLRID coptribuyen 8 modificar el desarroilo de la
enfermedad en pacientes con AR, se secuenciaron los exones codificantes del gen de
TLR1D en 86 pacientes con AR selecclonados v 30 controles sanos, Tras fitrar as bases
sue tendan al menos coberturg de secuencia 30X, se dentificaron disciséis vanantes {véase
ia tabla ¢ a continuacionl.

Tabla 2. Discisels vadanies aldlicas del gen de TLRIO sncontradas mediante NGS an
potilacionas control ¥ con AR, REF, alelp de referencia; ALT, alelo alternalivo; MAF,
fracuancia de alelo minoritario] (+] cambio dafing; {~) sin cambio dafing; nr, sin regisiro.

WdeSNP  REF ALT MAF  wvalords  Cambls Clase Pradica Pradiscion
de referencia P da AA Hanplonat &n mediante
mediant SNPx30
e 8IFT
510776482 A G 0,29 (02308 By SEENTE nr nr
red 128008 C T 8,01 (562 RIS CONTRASBEN - -
TiDO
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DdeSNP  REF ALT MAF  valorde Cambio Clage Pregiza Pradicaion
de referencia R de AK funcionat &n madiante
mediant SNPa3D
e 8IFY
red 120008 T C 0371 DIRBR sV CONTRASEN « “

TG

rei77R483 A 6 0302 038 H¥YM SILENTE nr nr

relidfaaRe & &  OO286 01508 RSZRW CONTRASEN - -
TG

re114888%7 A& G 0089 004337 RIIT CONTRASEN * *
TG

refinaeess T G 0423 007208 13000 CONTRABEN - -
TIDG

te 11006068 (8 A 3288 03818 Pad4 SILENTE nt nr

raiidb0eRy A G 0085 0583 MA3T  CONTRASEN - nr
TIRG

rritagBeEe ¥ G 818  8,1403 K303 SHENTE ne ar

rx1 1486651 & T 0028 05834  V29R  CONTRABEN - -
TG

e G G 0438 QMR N24MH CONTRASEN - -
TG

1y11486685¢ A G 06008 gAXF L187TP CONTRASEN * +
TIRG

mifagesds © A Q028 03834 AIBRS  CONTRABEN - ~
TDO

e tORSERET C T Gn28 0584 et SHENTE ar ar

10886838 A T 0448 0358138 13 SHLENTE o nr

Entonces,. se realizd una selecctdn basandose on las Hocuencies slBlicas an ambas

poldaciones de pacientes v de control ¥ sl impacte funcional previsto sobre la proleing
usando los programas SIFT (Mg PC and Hentkofl 8, Nudleic Acids Res, 2003, 31{13x38123-
4} y SNPs3D {Yue s al, BMC Bioinformatics. 2008, 7188} La mayoria de s cambios
cordrasentido ancontrados se siusron en jos dominies LRR {figura 1AL Como resultade del

grocadimiento de seleccion, se dentificd la vardante Y37 {Tabla ¥) para estilios de

asaciacion adicionales. Primere, se astudié una poblacion de 453 pacientes y se snoontrd
gue las frecuencias de genotipo (o 88,8% de AA, ol 11, %% de AG, &l 1.5% de GG no sran
significativamenie diferentes de las de una poblacion de 208 controles (el B4.5% de AR, e
14,3% de AG, ol 1.2% de OG). Despuds se analizaron varios hallazgos dinlcos en a
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poblacidn de pacientes asociados con i3 gravedad de la snisrmedad, incluyends
prasencia de autoanticuerpos tipicos de AR {RF y ACPA), manifestaciones extra-articulares
y ta necesidad de tratamientos bioldgicos especificos v cirugia, Todos ellos indicaron una
corretacion tendencial entre s gravedad y el genatipo GG que no se observd con & genotipe
AA {figurs 2A). Para reforzar esta observacion, se estudié una cohorte mayor de 1201
pacientes con AR y 1483 controles sanos. Tal como se vbservd previaments, se encontrd
que la distribugion de genotipos era simdlar en ambas poblaciones de pacientes y de control
{faura 1B), lo que es concuerda con los genotipos descritos para la poblacion suropes sn la
base de datos HapMap (Nature. 2008, 437{70631:1290-320; figura 1C). Resulla interesante,
tal como se muestra sn s figura 2B, que la varianie K737 esta altamente asockada con
arfermadad erosiva en AR positive para ACPA {p=0,017 en la cohorle tolal v p=0,0048 en
pacientes femeninos) ¥ con una respuesia menar al tratamisnto con infiimab medido
mediante sl cambic en of indice DASZS {(p=0.012 en la cohorls toial) asi como mediante los
eriterios de respuests de fa BEULAR (p=0,025 en la cohorle tofal), lo que indica qus esia
variants selecoiona un grupo de pacientes con una enfermedad mas gravs.

Eijemplo 3.- La variante 4737 modifics la capacidad requlatoria de NFxB de TLR1D

Basdndose en un modelo de estructura 3D usando el visor Jmol {Nepomnyachiy §1,8t al,,
Structure. 2015 May 5;23(5)041-8; figura 3A}, la posicidn 473 esta denire de una cadena-
beta en el domindo LRR1S vy esld ocupada por una isoleucing, un aminoicido allamente
hidrofobo, escondida dentro del nideo de la proleina. En la varante de TLR1D, se sustituye
isoleucing por treoning, un aminodcide polar que puede participar en puentes de hidrégeno y
se sittta habflualmente en g supesficie de s profeing. Los dominios LBR proporcionan
marce dostacado parg lograr diversas interacciones de proteinas. Por tanto, este cambio
estructural disminuve los contactos hidrdfobios v pusde alterar inleracciones proteina-
protefna funcionalimente relevanies. Se sabs gus los miembros de ia familia de TLR son
reguladores de la actividad de NFxB, una rula clave en la inflamacidn. Para demostrar
expenmentalments las consscusncias funcionalss de la varants 4737 sobwre lg aclivacion
de NFxB, se introdujo el nucledtide de alleracidn de coddn en un construgto que sonlenia
ADNc de TLR1D medianie mutagénesis dirigida al sitio y se estudid s capacidad de ests
vanante parg modificar fa actividad transcripcional de NFeB. Tal como se muestra en las
figuras 3B y 3C, TLR1Q de tipo natural regula por disminucidn la actividad transcripoional de
NFxE tanto en condiciones no sstimuladas como en condiciones estimuladas por TNFa en
las lineas celulares hemalopoysticas K862 v UB37. Sin embargo, la sustiucion de 14737
bogues la capacikiad de inhibicion da TLR1D. Con et fin de trasladar 2 respuests reducida a
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infliximab en pacientes al modelo In wiro, se estimularon céludas con TNFu en presencia ¢
en gusencia de infliximab. En consecuancia, las cdlulas que expresaban la varante 737
inflbumab en comparacidn con células que sxpresaban la variante de tipo natural {figuras 30
y 3k} Dsspues, se confirmd este resultado analizando la expresion de genss diana de
NFxB. Los niveles de expresion de CCLE, TRAIL y TNFu se regularon por disminucion en
pressncia de TLRIO de lipo natural tras I estimulacion de la rula de NFxB con ThNFa. Bn
finea con los resultadoes previos, se anuld s reguiscidn por disminucion de genes diana de
NFxB cuando se transfectaron las células con sl constructo que contenia la varanie y se
cultivaron con TNFa {figura 4A-E). La expresion de CCLZ tambign confirme que la variante
genera una menor respussta a infliximab (figura 4F)

En conclusion, iz varante 14737 conduce a una capacidad reducida de TLR 1O para inhibir la
activacion de NFxB sn respuesta a sstimulos inflamaionios. Este sfecto podria soplicarse
debide a que el cambio de amincdeido disminuye la hidrofobicidad de un dominio IRR, o
que puede alterar la inleraccion con proteinas TLR necesaria para la sefalizacion de TLR1Q
[Govindara) RG, of o/, PLoS One 2010, 5{8):e12713]
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REIVINDICACIONES

Médode in vitro para pradect 8 respuesta dlinion de un sujeto, que tene o ss
sospecha qus fiene una enfermedad inflamatoria, a un agenle anli-TNFg, an el que
dicha mélodo comprends:

8} determinar en una musstrs blolbpics aislads de dicho sujsio ol genclips del
polimordismo de un solo nucledtido (BNP) re11486657;

donde fa presencia dsl alel (G} an al menos unoe de s alelos en ol locus del SNP
311488857 indica un msyor rlesgo de no responder af agente anti-TNFo; v

donde dicha enfermedad inflamators se selecciona del grupo qus consiste an
sofermedad inflamatona intestingl, psoriasis, aririlis psoriasics, ardiitis reumaloide,
lupus eritematoso sisiémive, sindrome de Sidgren, arbritis reumatoide juvenil,
sspondilcariropatia, uvellis v enfermedad de Behoels.

Métado 7 vivo pars wentificar un sujslo, que tiene o se sospacha que Hens une
snfsrmedad inflamatoria, que presents un mavor resgo de no responder al
fratamianto con un sgente ant-TNFa, en el gue dicho métode comprende Ia etaps a)
segin s retvindicacion 1;

donde la presencia del slelo {G) en al menos une de os alslos en o locus del SNP
1 1468487 Indics un mayar riesgo de no responder af agente anth TNFal y

dorvle dicha enfermedsd inflamatoria se selecciona del grupo que consisie an
enfermadad inflamatoria intestingl, psoriasis, srnfls psoriagicg, arirlis rsumatolde,
fupus eridematoss sislEmico, sindrome de Sidgren, arliitis reumatoide  juvenil,
sspondiloariropatia, uveltls ¥ enfermedad de Bahoets.

£f método segun suakjulera de las reivindicaciones 1 & 2, donde s presencia ded
alelo (G} en ambos alelos indida un mayer nesge de no responder |l agente anti-
TNFu,

Matodo n vilro para selesclonst un iratamisntd para ub syjelo, que liene ¢ s
sospecha gus tene una enfermedad inflamatons, en el gue diche método comprends

i stapa a) segln ia rebvindicacién 1, y ademas comprends:
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b} sedeccionar un agente anth-TNFa suando of alelo (A sstd presente en ambos
alslos on of losus del NP rs1 14066857;

donde dichs enfemmedad inflamatoria se ssleccions del grupo gus consiste en
enfermedad inflamalona nlestingl, psoriasts, artrilis psonasios. arritls reumaloide,
upus seitemalose  sistémico, sindrome de Silgren, ardritis reumatoide  juvenit,
espondiboartropatia, uveills v enfsrmedad de Behoel's.

. Neétodo v vifro para determinar {2 gravedad wo o prondstico de ls enfermedad s un

sujelo gue Hene una enfermedad inflamatona, donde diche metode comprende ia
etapa a) segun g relvindicacion 1)

donde la presencis del alelo (&) en &l menos wnio de s alelos en &l loous del SNP
2114886587 ex indicalive de snfermedad severa v

dande dicha enfemadad inflameloria se selepviona del grupe que consisle en
enfermedad inflamatoria infestingl, psoriasis, arintis psorlasica, artritls reumaioids,
upus sritemalose  sistémico, sindrome de Sigren, arbils reumsioide juvenil,
espondiloartropalia, wwveills v snfermedad de Beheet's.

. Bl metodo segin la reivindioscion 5 donde {a presencia del slelo {G) en ambos alglos

o8 indicativo de enfermedad sovers

. Método i witro para oblener datos dliles para determingr 2 respussta clinics de un

sujeto, que Hene o 88 sospechs gue Hene ung sofemmedad hflamatoria, @ un sgente
anti-TF, fa gravedad wo ol prondstios de dicha enfermedad donde disho mstodn
comprende (8 stapa a} segun la relvindicacidn 1,

donds divhs enfermedad inflamaloria se seleooiona del grupe que consiste en
anfermedad inflamatoria intestinal, psoriasis, arintis psoriasics, ariills eumatoids,
hupus srilemadose sistémico, sivdrome de Sidgren, arbilis reumaloide juvendl,
aespondiivartropatia, uvellls y enfermedad de Behoat's,

. Bl mélodo seglin cupiquions de fas rebvindicaciones 1 a 7, en & gue & syjelo es

positive para anticusrpos anti-psptido cifrulinade (AGPA}
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8 El mélodo segin cualquisra de las relvindicaciones 1 8 8, en el qus s muesie
biclagica o8 una miuesing de sangrs,

10, Bl método segun cuslguiera de las reivindicasiones 1 8 8, a1 of que ol genolips de

11, &l método segun susiguisns de fas reivindicaciones 1 a 10, en &l que dicho mélodo
ademas comprande almacenar s resullados del métode sn un dispositive de
almacenamienic de datos.

12, Métoda implementado por orderador, en ol que & métado os ial como se define an
sualquisra de las reivindicacionss 1a 11

13. El matodo segin cualquiera de las relvindicaciones 1 a 12, donde dicho agente anti-
ThFo es ssleccionado del grupo que consiste an elanercept, adalimimab, inflikinab,
golimusmal, cerdolizumab, ntuximab, sbatecept, anakins and tocizumab. |

14, Bl matodo segin cualquiars de las reivindicadiones 1 2 12, donds dicho spente anti-
TNFo es infliximab. :

18, Uso de inflikimsb an i3 slsboracion de un medicamenio pars ¢ tratamiento de ung
snfermadad inflamatoda en un suyjelo, que tene o se sospecha que tiens dicha
anfermadad inflamatoris, en s que dicho syjsteo presenta of alels {A] en ambos alelos
an 8l locus del SNP re 11488857,

dondes dicha enfermedad iflamatona se selscciona del grupo gue consiste ey
sifermedad inflamatoria intestingl, psoriasts, arlritis psoriasica, artrils reumatoide,
lupus eritemaioss sisiémios, sindrome de Sidgren. arbilis reumaloide juvent,
espondiloartropatia, uveits v enfermedad de Behoet's.

18, Bl matode segin cuslguiers de las reivindicaciones 1 8 140 el uso de inflikimab

seglin ko revindicacion 15, en of que dicha enfermedad inflamalona o3 s arbilis
reumaloide.
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17, Bl mélodo segin cualquiera de las retvindicaciones 1 a 14 o 18,0 sl uso de inflisimab

segun cuakjuera de las relvindicacionss 15 a 18, en of que dicho sujsto o8 un sujsto
humano,

18, Kit pama delermingr en una muestra bioldglon aistada de wiy sujsto el genotips de

SNP ra1 1488887, que comprends |
ur resctivo pars delenrinar of genotipo del SNP re 1 1466887,
opoionaiments, insbrucciones para sl uso de dicho reactive en I
doterminacion del genotips del SNP rs 11480857 en ung muestra bivlégica
alslada,

18, B ki seqgin la rehvindicacidn 18, en el que dicho reactive 85 un cebador yio sonds

especilico de SEQ 1D NG 1 que amplifigue una region que comprends & SNF
vyt 1468857,

20.El kit segin la reivindicackn 18 donde dichs cebador yo sonda especifico se

21.

sslecciona del grupe gue consisie sn SEQ D NO: 3, SEQ IR NO: 4, ¥ secuencias
iéntivas » suslquierns de las mismas en al menos 78%.

Uso de un ki de acusrdo con cusiquiers de las redvindicacionss 18 a 20 pars
predecty fa respuesia givica de un sujelo gue tene una enfermedad nflamalarna,
para idendificar un suiglo gue tene us snfermadad inflamatoria con tesge de no
respondder 8 un batamiento con un sgente anti-TRPw, para seleccionar un
rafamdento pamss un sujelo gus Hene ung enfermedsd inflamalona, WO pama
determingr la gravedad vio of prondstive de uns enfermedad inflamatona en un

sujsio.
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