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METODO PARA PREDECIR LA RESPUESTA CLINICA A UN TRATAMIENTO CON AGENTES
ANTIINFLAMATORIOS

(57) Abstract: The present invention relates to the use of allelic variants of human TLR10, including the allelic variant of human
TLR10, I473T, as biomarkers for predicting gravity or prognosis in inflammatory diseases, including rheumatoid arthritis, and/or for

predicting the response to a treatment using anti-inflammatory agents such as anti-TNFo, agents.

o (57) Resumen: La presente invencion 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 como agentes anti-TNFa.
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METODO PARA PREDECIR LA RESPUESTA CLINICA A UN TRATAMIENTO CON
AGENTES ANTHNFLAMATORIOS

CAMPD DE LA INVERNCIGN

La presente invencidn puesde incluirse on & campo de s medicing personalizada. Mas
asspacificaments, la presente invencidn se refiere al uso de variantes alélicas de TLRIO
humane, incluysndo a 18 varianie alélica de TLR1O bumano 4737, como biomareador para
pradecir la gravedad o ef prondstico en enfermedades inflamatorias, incluyendo s arintis
reumnstoide vio para prodecl s respuesia 3 un atamienio con agentes andlinflamaiorios,

tales como agentes anti-ThiFa,

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La arfritis reumaloide {(AR) &5 ung enformedad autoinmuniiana sistémics principalmente
caracterizada por inflamacién crdnica dal revestimients sinovial v activacién de Thi, lo que
conduce a la destruccidn progresiva de las articulaciones. Se ha sugerido qus virus v
bacterias pueden contribuir a iniciar o agravar la AR al unirse a receplores de tipo Toll (TLR)
thwahashi M, e 8/, Arfhirilis Rheumn 2004, 505814571467, Pisrer M, of al, J Imwnung
2004, 17H2Y1286-12658],

Los TLR pertenscen a una familia de proteings ransmembrana que constifuyen ung de los
mecanismos de defensa primaria en enfermedades infecciosas v algunas no infecciosas en
mamiferos [Gdor |, of al, Chem Phys 2011, 138)3782-3787]. En particular, los TLR szon
glicoproteings  transmembrana de tipo | con repsticionss  rcas en leucina {(LRR)
gxiracelulares y un dominio de homplogia con el receptor Tolifde -t infracelular (TIR)
{Uleviteh Rd, Nat Rev immune! 2004, 4{71512-5201 La aclivacidn inapropiads de rules
madiadas por TLR se ha implicade en la pérdida de auloiolerancis gue conduce 3
sulcinmunidad e nflamacidn ordnica Wagner H, Adv Immuned 2008, 81:158-173; Deighion
K. ef al, Appatile 2014, 81.82-58]. Adamas, se ha sugerido gue los TLR ssién implicados en
respuestas a patdgencs an AR [Cromartie WU, of al, § Exp Med 1877, 148{81:1585-18021

La sefializacidn porlos TLR implica inferaccidn con adapladores que contienen dominio TR,
incluyendo MyD8S8, TRIF, TRAM, TIRAP vy SARMT [O'Naill LA, Bowie AG, Nal Rev Immunai
S0U7, 7{5Y353-3684] que promueve 3 activasidn del factor nuciear polenciador de cadenas

igeras kapps de odlulas B aclivadas (NFsB) enlre ofras funciones. La  activacidn
1
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dependiente de TLR de NF«B conduce a la preduccitn ds guimiccinas, cilocings v
moidoulay de adhesion cslular proinflamatorias [O'Nelll LA, Bowie AG; Naf Rev Immuno!
2007, T{Br383-384.; Drexler 8K af al, inf J Biocham Ceff Biod 2010, 42{41:508-818]. Cada
vaz existen mas prusbas de que NFxB es un faclor de ranscripoidn importants, si no &l
principsl, qgue controla la inflamacion [Abu-Soud HM, of 8, Biochemisiry 1888, 3F{(1131:3777-
3788 y descifrar los mecanismas gue regulan iz actividad de NF«B se considera de gran

importancia para entendsr ks respussta g estimulos inflamatorios.

TLR1 sigue siendo el dnine mismbro hudrfane entre fos TLR humanos porgue sus ligandos
siguen slende desconccidos y sxisten datos discordantes acerca de su funcidn [Oosting M,
ef al., Froc Mall Acad Soi U 8 A 2014, 111{43pE4478-4484, Masan U, &f af, J fmmunol
2005, 174{58)2042-20580] La exprasidn de TLR1O ss ha descorile principalments en células
B, célulax dendriticas, sosindfios, nsulrdfilos v células no inmunilanias talss como
rofoblasios [Hasan U af o, J lmmunol 2005, 17T4E)L2848-2880,; HMomung V of &, J
fmunnd 2002, 168{81 458314837, Nagase H, &f &l J Imypuno! 2003, 1718130773982
Mulla MJ, ef /., Am J Reprod lovnunol 2013, 68(51448-453] En mamifercs, TLR10, TLRY,
¥y TLRE comparien un locus comin en gl cromesoma 4pid y son estruciuralmente similares
entre st [Masan U, of &, J lImmunof 2005, 174(512942-2850] Pese a inleraccionar con
MyD88 [Hasan U, ef &, J Immunod 2008, 17481 2842-2850], TLRAQ diflers de ofros TLR por
la falta de una ruta de sefalizscidn posterior clasica [Guan Y, s al, J Immunol 2014,
184{01:5084-5103]. La filogenia apovs I8 ides de que TLR1O surgid antes de 12 duplicaciddn
génica gque generd TLRY y TLRE [Abhishek A, & af J Cin Rheumalo! 2010, 180111518,
Thou H af af, J Mol Evol 2007, 852 118-1231 TLRY y TLRS pusden formar un compigio
projeico cony TLR2 v TLR1G [Masan U, ef al, J immunel 2008, 174{58):2942-2850,; Mulls M
ef &b, Am J Reprod immunel 2013, 88{51448-483], aunqus i3 contribucidn individual de ada

protaing a la funcidn def complejo s desconos en gran medida.

Hoy en dia, TER10 es & dnico miembre de s familiz de TLR sin una funcidn bioldgics bien
definida, Diversos ssiudios describen gus TLR10 actia como recepior proinflamatorio
activando ia sefializacidn de NP [Hasan U, ef al, J bmmunol 2008, 174{512842-28580;
Regan T, o &, J Immune! 2013, 181{12)16084-6082]. Oire estudio maostrd que TLRHD no
activa la sefalizacidHn inducids por TLR tigica, incluyendo activacidn transcoripcional mediada
por NFxB o inlerferdn-bets (IFNB} [Guan Y, &f al, J immungl 2010, 184{815084-5103].
Reclentements, se ha mostrade que TLRIC ez un modulador con efectos principalments

inhibidores [Stappers MM, st al, J infect Dis 2015] En linea con aslo, bloguear TLRHD con

™3
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anficuerpos antagonisias potencia s produccidn de citocing proinflamatoda [Oosting M, st
al., Proo Nath Acad Sci U 8 A 2014, 191{421E4478-4484). Ademas, se han proporcionsdn
prushas de gue TLRI1G induce apoplosis 3 raves de ia aclivacion de caspasa-3 [Kuulials ¥,
ef al, Ann Rheum Dis 2008, 85(8) 12411243

Varantes gendticas en mismbros de s familia de TLR se han ascciado principaiments con
propension a enfarmeadad en pacientes con AR con nivel de significacidn variable 2 incluso
resuliados discordantes Kuuliala K, of al, Ann Sheum Dis 2008, 858112411243,
Radslake TR, of &l, Arthritic Rheur 2004, 5031088 1001, Bltem EQ, of &, Rhoumaind Inf
2011, 311013881374, Coenen Md, st g/, PloS One 2010, 8{121e14328, Zheng B, & al,,
Rhsumaitol Inf 2010, 30{81:1248-1282}.

Un estudio previo investigd la asoclacidn enfre variantes de TLR1O v propensidn a AR pero
no se enconird significacidn estadistica [Btem EQ, of s, Rhsumatol inf 2011, 3101811368
1374]. Aunque varianies de un solo nucledtido de! gen de TLR1D se han asociado con ofras
grfermedades auloinmunitarias [Requena T, ef &/, immunogenstics 2013, 85(5):345-385],
fumaores [Kulikhin AG, Mum Iovnunef 2011, 72{1111085-1118)], enfermadades infecciosas e
inflamatorias lales como lubsroulesis extrapulmonar y asma [Ma X, ef &/, Plo8 One 2007,
212vet318; Lazsrus R, of al, Am J Respir Orif Care Med 2004, 170{63584-800, s
actividad funcional de esta proteing v la significacién clinica de las varlantes génicas son
atn controvertidas [Hasan U, & &, J Immone! 2008, 174{8):2042-2850.; Slappers MH, a¢
al, J fnfect Dig 20158).

La varianie alélica 4737 sclo e ha desoriio en un trabajo previo asociade cor un fesgo de
meaningioma disminuide [Ralaraman P, ef &l Cancer Epidemint Biomarkers Freyv 20144,
1G{81 13581361

Pege a haberse realizado avances significativos sn fos Glitimos afios en &l descubrimisnto de
marcadores prondsticos yio pradiclivos relacionados con AR y enfermedades inflamatorias,
axiste una necesidad continuada de mélodos mejorados pars evaluar la gravedad v &l
prondstico de la enfermedad, para predecir la svolucién de iz enfermedad v el riesgo de
recurrencia o resalda, para permilir la clasificacién de ia poblacidn de pacientes segin &l
prondstics y selegcionar of tralamiento mas apropiade en consecuencia. También se desea
identificar ragiones polimdriicas deniro de un gen, {3l como TLRIG humano, gue se asoclan

con i@ respuesta 3 uno o mas fdrmaces usades en el ralamienio de AR y olras
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erfermedades inflamalorias, (sles como farmacos antirreumaticos modificadomrss de ia

arfarmedad (DMARDs en inglés) o terapias bioldgicas, induyends inhibidores de ThiFa

RESUMEN DE LA INVENCION

NFsB es un fackor de iransoripcidry implicade en muches trasiornos inflamatorios crdnicos,
incluyendo AR, Por primera vez, los autorss de la invencidn han descrito gue TLR1O pueds
inhibir ia sefalizacidn de NF«B en células hemalopoydticas. Estudios funcionales i vitro
mosiraran gue TLRIC reducia la aclivacidn de la ruta inflamaloria de NF<D en cédulas
hamatopoyéticas, misniras gue ia variante 4737 no tenia esla capacidad inhibidora. Los
inveniores observaron gus, ras ia estimulacion de la rule de NF«B con ThiFae iras ia
axposicidn g infliximab (un inhibidor de THFa) las odlulas que expresan ia variamse 14737
mosiraron una actividad de NFxB més alla en comparacidn con cdlulas gue portan TLR1O

de tipo natural.

Eas conocido que log inhibidores de TP ayvudan a condrolar la evolucion de la AR, &in
embarge, no todos los pacientes respondan de manera adecuadsa al tratamiento antbTRFa
inicial [Allen R ef &, Il J Rbheum Dig 2014, 17135-18] Los inventores anaglizaron s
assciaoitn dela varianie contrasenlide-ds TLRIG humano, 4737, que se sitts an o dominio
LRRIA, con AR chservandoserque |a varlante 737 no estd asociada con propensidn a3 AR
Sin embargo, =8 enconttd gue dicha varante corrslacionz  significativaments  con
snfermedad erosiva en pacientes sergpositivos para anticuerpos frente & proleinas
citrulinadas {ACRAY {p=0,017 en la cohorte fotal vy p=U.0048 en mujsres) y con una
respuests inferior al fratamients con inflikimab medida madiante e indice DASZ28 {(p=0,012} v
medianie los oriterios de s BULAR {p={,04%9), i8] como se muestra en a figura 28

Los datos muesiran que ung varianie gendtica de TLR1D selecciong un grupe de pacisniss
con una erfermedad mads grave y resislente. Asimisme, dicha variante gendlica de TLRIO
pusde ser un buen marcador candidato de respuesia a infiilkimab v olres tratamienios antl-

ThiFa en pacientes con enfermedad inflamstona y en particular con AR,

En un primer aspecio, g presente invencidn hace referencia a un método in vilro para
predecir la respussia clinica de un sujelo qus tiens o se sospecha que lisne una

anfarmedad inflamatoria a un agents anli-TNFq, an e que dicho método comprends:
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a) determinar, snuna musasira bioldygica alsiada de dicho sujeto, la presencia de uno
o mas polimorfismos de TLRO que den lugsr 8 una varanie de TLRY0 que ha

perdide b capacidad de inhibir a NF<B.

B una realizacion preferida, ia presents invencidn hace referencia a un mélodo in vitro para
pradecly a2 respuesia clinica de un sujeln gque tlens ¢ se sospecha que lisne ung

snfermedad inflamalonia a un agente anti-TNF g, en el gue diche métado comprends:

a} delerminar, en una muestra bioidgica aislada de dicho sujeln, & genolipe del

polimarfismao de un solo nuclediido {SNP) rs1 1488887,

En ofro aspecie, la invencidn se rofiers a un mstodo in viro para identificar un sujelo que
tene o se sospacha que lens uns enfermedad inflamatoria con un mayor resgo de no
responder 8 iratamiento con un agsnte anti-ThFq, en el que diche méledo comprende ia

efapa a) segun sl primsr aspecio.

En un aspecio relacionado, ia invencidn hace refsrencia a un mstodn in vibe para
sgleccionar un iratamients para un sujelo que Hens o se sospecha que Hene una
snfermedad inflamatonia, en el que dicho método comprande la etapa ) definida méds arriba;

y ademas comprenda:

bl selecclonsy un agents anti-TNFa cusndo of alelo {A) esid presenie en al manos
uno de ins alslos on sl locus del BNP rs114868857, preferiblemente cuando el

alwlo {A) estd presente en armbos aiglos,

En un aspecto adicional, la invencidn hace referencia a un matodo i wiro pars determinar ia
gravedad yo e prondstice de la enfermedad en un sujele que tene una enfermedad

nflamatoria, comprandiendo dicho méiodo {a elapa a) definida anteriomente.

Asimismo, hace referencia a un método i vilro pars oblener datos tliles para determingr ia
respuesta olinica de un suisio, gque feng ¢ se sospecha que lene una enfermedad
nfiamatoria, 8 un agents anti-ThFq, la gravedad vio of prondstico de dicha enfermedad

donde dicho métodn comprends s stapa a) definida anteriormeants.

&4
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Asimismo, i invencidn proporciona un mstodo para fralar un sujels gue lens unag
enfermedad inflamatora, en el que dicho mélodo comprende ia slapa al definida

artericrments; v ademas comprande:

b} administrar a dicho sujeto un agenie anti-TNFo cuando =f alelo {A) esia
presents en al menos uno de los alelos en & locus del SNF re11486657,

preferiblameants cuando ol alelo (A} estd presents en ambos alelos.

Acemas, la presenis invensitn hace referencia a un agente anti-ThFq para su Uso 8n un
suielo gue Hene o s& sospecha gue tlene uns enfermedad inflamaloria, en sl que dicho
suieto presents e alsloe (A en af menes une de os alelos en el locus del B3NP ret 1486857,

preferiblemente en & que dicho sujsic es homocigoto para & alele (AL

En olro aspacio adicional, g invencién proporciona un kit para delerminar en una muestra
biolagics aislada de un sujeto e genclipe de une o mas polimarfismos de TLRID gue den
fugar 3 una varianie de TLRID que ha perdide g capacidad de inhibir 3 NF«B, donde dicho
kit comprande:

un reactivo para determingr el genotipg de dichos polimorfismas;

gpcionaimente, insfrucciones para & uso de dicho reactive en la determinacitn del

ganotipo da dichos polimodismos en una muesira bicldgica aislada,

La invencidn ss reflere tambidn &l uso de un kit, a8l v como s ha desorilo en ef aspecin
anderior, para predecir s respueste olinica de un sujeto gue tene una enfermedad
inflamaiona, parg identificar un sulato gue Hene una anformadad inflamaioria con riesgo de
ne reapondsr a un fralamienio con un agente anti-ThFa, pars seleccionar un fratamisnto
para un sujeto que tiene una snfermedad inflamatoria, o pars determingr ia gravedad yvo ¢
prondsiico de uns enfermedad inflamatoria en un sujsto, de acuerdo oon los métodos de la

wvencién.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figurg 1. Variantes del gen de TLRIG {&) Representacion ssguematica de la proleina
TLR1G gue ilusira la posicidn de las variantes confrasentido {"missense” en inglés)

identificadas mediante secugnciacion de nueva gensracidn (NGD) LRRE, repsticionss ricas
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en leucing; TM, dominio ransmembrana; TIR, dominio de receptor Toll-de inlerlsucina. (B)
Distribucion de genctips de la variants 4737 en s cohorls independiente de 1483 controles
gsanog (HOY y 1201 pacientes con arldtis reumatoide (RA) {€) Frecusncias de genotipo de
TLR1D en poblacionss HapMap (HapMap es un maps de haplotipos en &l genoma humano;
international HapMap consortium e al {2090}, iIntegrating common and rare genetic

variation in diverse human populations, Nature, 487, 52-8).

Figura 2. Ascciacion de la vanante 737 con ls gravedad de i enfermedad en dos
coharies de (A} 453 v (B) 1201 pacientes con AR, Se estimd of vaior de beta {cosficienis de
ragrasion), usadn para svaluar of efecio de la vanante 73T {riesgo gendlico), para varios
hallazgos clinicos. Un coeficienie de ragresidn positivo significs que la varianie aumsnia el
riesgo. Las lineas discontinuas indican los valores de punio de corle. Los pargmetlros
clinloos se calegorizaron como variables binanas. Ecopfafos, asociacidn con erosiones en
pacienies posithvos para ACPA incluyendo oz afos de svolucidn de la enfermedad;
Eoop/aios en mujeres, asociacidn con erosionss en pacienies femenines posilivos para
ACPA indluyendo ios afios de svolucion de la enfermedad, IFX-BULAR, asociacidn con la
rospuesia a inflidimab {oriterdes de respussts de la BULAR modersdaibusna frente a
pingunal, IFX-DAS2E, asociacién con cambio en DASZE en pacientes Walados oon

infliximab.

Figura 3. Regulacidn de la acthvidad transcripcional de NF<B por la varlants 14737, &)
estructura 30 de TLRID usando ef visor Jmol que muesira la ublcacion del residun 1473
NAG, Z<{acsiiiamino}2-desoxi-bela-D-glucopirancsa. (B} v {L) Se cotransfeciaron células
KH82 y USET (respectivamenie) con TLRMG de tipo naturgl {wild type o wil 0 sy variante
mutada {mut) v un vector indicador que contiene secusngias que responden a NF«B. Se
astimularon las célules con ThFa 10 ngfml durante 24 h v despuds se prepararon y se
analizaren o sxiracios coslulares para determingr g actividad luciferasa. Asimismo, se
frataron con ThFa células () KEG2 y {B) U837 fransfectadas con las varantes de TLRYO
ndicadas en prasencia o en ausencia de infliximab v se analizd g actividad juciferasa. Los

histogramas muestran g media & DE de tres sxkperimentos independientss. "p<0.08,

Figura 4. Regulacién de los niveles de genes diang de NFxB por s varianle 14737, Be
transfecliaron células UB3T (A, B, €} v K862 (I3, E, F) con TLR1O {de tipo natural o varianie
mutadsa) v enfonces se tralaron 0 no con ThFa 20 ngdmi en presencia © en ausencia de

inflirnab (IFX] durante 24 h. Se determing g expresion de genes diana da NF<B, CCL2Z (4

?
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B, F) TRAIL (B, E} v ThFa () madiante RT-PCR cuantitativa. Se usd $-aclinag para
normatizacian. C, células ransfectadas con vasior vacio come oonirol adicional Los

histogramas muestran |a media + DE ds tres experimenios independientes. "p<(,05.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Gafiniciones

£l tdrmine “sujelo” @l como se usa en e presenis documeanto se reflere & un syjsto
marnifern. Preferiblaments, se selecciong de un humano, animal de compefiia, ganado no
doméstico o animal de zoo. Por ejemplo, & syjelo puede selsooionarse da un humang,
perre, gato, vaca, cerdo, oveja, caballo, oso, eto. En una realizacion preferida, dicho syjeto

mamifers es un sujsto humano.

£ términoe “sujeto que tene una enfermadad” tal como se usa an el presenta documento se
refiere 3 aqusilos sujetns a ios que se les ha disgnosticado dicha enfermedad. Por ejsmplo,
un “diagndstico confirmade de artritis reumatoide” o "ariritis reumaicide definithya” puede
basarse en s presencia confirmada de sinovilis en al menos una articulacidn, ausencia de
un diagndstico allernative que expligue mejor 13 sinovilis, v of logro de una puntuacidn total
de & o mayor {de un maximo posible de 10} 3 parly de las puniuadiones individualies en
sualre dominios que incluven: nimerg v emplazamiento de articulaciones afectadas {rango
(-8}, alteracionss serologicas {rango 0-3), respussia de fase aguds elevada {range -1} v
duracidn de los sintomas { dos niveles, rango 0-1). Bl significado de esios parametros as tal
yeomo se define en los oriferios de clasificacién EULAR {Ann Rheum Dig 2018, 8% 1580-
1588},

£ tdrming “sujeto que se sospecha que tiens una srfermedad” @l como 38 usa en sl
presente documento se refiers 8 un sujeto gue presenia uno o Mmas signos o sinlomas
indicativos de dicha enfermedad. Un sujelo gque se sospecha gue tiens una enfermedad
también puede tener une o mas faclores de resgo {es decir, un sujelo que se sospecha que
va a desarroliar o que presenta riesgo de desarroliar una enfermedad). Ademas abarca a un
individun gue ha recibide un diagndstico preliminar pero para ¢ cugl no se ha realizado una

prueba de confirmacion. Ademas, incluye agqueiios individuos en remisidn,

El térming “examen’ fal como se usa en e presents documenio se refiere a identificar,

determinar o distinguir 2 aquelios sujelos o individuos gue presentan las caracteristicas o



ia

i5

28

28

38

25

WO 2018/020060 PCT/ES2017/000089

fenotipo definides. Pueds usarse una prueba de "sxamen’ cuando 58 sospechs la presancia

de dichas caraoleristicas o fenclino.

El términe "ralamisnto” abarca tanio un tratamisnto profidctico comp terapsutico. El iérming
“ratamisnts torapduticd” ¢ “lorapia” tal como se usa en sl presente documento se refiere a
fevar a un cuerpo de un estado paloldgicn o de enfermedad de vuslia a su estado normal,
sang. Bl drmino “ratamisnto profildctice” tal como se usa en e presante documsnio se

refiere a praveniy un estado paloldgico.

Fitérming “respussia 8 un ratamiento” 8! como 8 usa on of presente documenio se refiore
al grado an el que un tralamisnio logra los resullados deseados o previstos, por sjemplo ia

capacidad de uns terapia o un fdrmaco para conseguir el efecto ciinico deseade.

£l tdrming "enfermedad inflamatoria” 8! como se usa en e presents documenio sa refiere a
cualquier enfermedad en la gue hay una respuesta inflamatoria excesiva o alterads que
conduce a sintomas inflamatories. Dichas enfermedades inflamatorias incluyen, pere no se
limitan g, enfermedad de Addizon, acng vulgars, alopecia areals, amiloidosis, ulcersciones,
saiomatitis aftoss, arteriosclerasis, arlritis, oslecartrilis, arffitls reumatoide, arnlis idiopatica
anfermedad de Behosl enfermedad de Boeck, enfermedad inflamatods  infestingl,
enfermedad de Urohn, coroidifis, colitis ulosrosa, enfermadad de celiaca, cringlobulinemia,
degengracidn  masular, dermalifls, dermatiis  herpetiforme,  demmatomiositis, disbeles
dependiente de insulina. digbeles juvendl, erfermedad desmislinizante  inflamatoria,
contraciura de Dupuytren, encefalomislitis, sncefalomielitis aldrgica, endofialmitis, enteritis
alérgics, sindrome de enleropatia autoinmune, eritema nudoso leproso, pardlisis facial
idiopatica, sindrome de iatiga ordnica, lisbre reumatica, Ghrosis quistisa,  ginglvitis,
giomsruionefrits, sindrome de Goodpasture, sindrome de Graves, enfermedad de
Hashimnto, hapatitis ordnica, histiocosis, ieilis regional, inlis, lupus eritemaloso sisiémico,
lupus eritemalosoe culdneo, lupus srilomatose diseminado, linfogranuloma, mononuciaosis
infacciosa, miasienia gravis, mislitls transversa, mixedema idiopdtico primario, nefrosis,
chesidad, oftalmia simpatica, granuiomatosa orquilis, pancreatils, paniculitis, pénfige vulgar,
la pericdontitis, I polisrteritls nodosa, polianrilis crdnica, polimiositis, poliadiculitls aguds,
peoriasis, enfermedad pulmonar ohstructive ordnica, la plrpura, ploderma gangranosg,
sindrome de Reiter, la ratinopatia diabdtics, la rosdces, iz sarooldosis, esclerosis aléxios,
eaclerosis sisiémica progresiva, escleritis, esclercdermia, esclerosis mudltiple, esclerosis

diseminada, uvellls, vitilige, anfermedad de Whipple, enfermedades asociadas al SiIDA
g
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inmunodeficiencls combinads severa vy al virus de Epstein Bamr {ales come ef sindrome de

Siogren, s ubsrculosis ostenaricular vy enfermedades parasilarias: como iz lsishmaniaals,

El ierming “erfermedad reumdtica inflamatoris” tal como se usa en el presenie documenio
se refiere 2 ung enfermedad del aparato locomoter vio de los teiidos conjuntivos en los que
los mecanismoes inflamalorios desempesfian un papel importante. Una snfsrmedad reumaética

pusds afectar a articulgciones, hueses, cartilago, tendones, ligamentos vy miscuios.

Una "musstra” an & conlexic de i presenis invencidn es una muesta bioldgics que
pontiene cualguler ipo de cdluls corporal v pusde incluir, como gjemplos Hustratbens ¥ 1o
fimitativos, fluldos corporales vio extracios de iejido iales como homogeneizados o tgfido
solubilizado oblenidos de un sujelo. Los exdractos de iejido se obtienen de manera rutinaria
de una biopsia de tsiido. Una muesira bicldgica il en g presente invencidn incluye sangre,
orintg, saliva, liguide sinovial, liquido cefaloraguides, lavado brongquial liguide ascition,
aspirado de médula dsea, derrams pleural, asi como cualguier tejido, liguido ¢ cualkguisr ofro
constiluyente corporal gue pusda confener células, En una realizacidn preferida, la muestra
gua va a somelerse a2 prusba es saliva o sangre. En una realizacidn mas preferida, la

muestra es una muestra de sangre.

El erming "alelo” tene of significado que se conoce cominmente an ia léonica, ss decir, una
forma alernative de un gen {un miembro de un par) gue se sitda en una posicidn especifics
gn un cromosoma especifics gus, cuando se raduce da como resullado producios génicps

funcionales o disfuncionales {incluyendo no exisientas).

El término “polimorfisma” o "varianie aidica” se refiers a una variacion de secuencla comin
de un gen Pusden enconirarss varantes aldlicas en los exonas, intrones, regiones
reguladoras sin traducir del gen, ¢ en las secuencias que controian la expresidn del gen. La
sesienciacion génica completa permite 8 menudo dentificar numerosas varianies alélicas
pars un gen concrelo. La significacion de las varanies aidlicas a menudo no estd olars hasta
reatizarse un estudio adiciona! del genotipe v & fenclipe correspondiente en una poblacidn

suficiertemente grande,

B iérming “‘polimorfismo de un sole nuclediide” o "SNP se refiere a un tipe de polimorfismo
de ADN gque implica la varacidn de un Gnico par de bases. Existen millones de SNP en sl
genoma humano, Comdnments, estas variacionss se encueniran en secusncias codificanies

de genes, regiones no codificantes de genses 0 en regiones infergénicas enire genes. La
10
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presencia de un SNP deniro de un gen o en una regidn reguladora cerca de un gen, puaden

dasempefar un papsel mas directo en iz enfermedad alectando a la funcidn dal gen.

Ei térming “"sonda” tal como se usa en e presents documento se refiere a Acidos nucisicns
sintéticos ¢ producidos bioldgicamaeants, de entre 10 vy 285 pares de basss de longitud qua
contisnen secuencias de nucledlidos especificas gue pearmiten hibridacion especifice v
proferents an condiconss pradetsrminadas para seleccionar como diana secuencias de
acide mucleice, vy contiensn opcionalmesnte un resto para deiectar o para polenciar al
rendimiento del ensayo. Generalmente es pecesario un minimo de disz nucledtidos con sl
fin de obtener de manera esladistics especificidad v formar productos de  hibridacidn
esiabiss, ¥y un maximo de 288 nuclediidos generaimenis represenia un limils superior para
a2 longitud en B que ks perametros de reaccidn pusden ajustarse fHollments para
determinar sscuencias apareadas ermdneameants & hibridacidn preferents, Las sondss
puaden contensr opcionalments determinados constifuyentes gus contribuyen 3 sy
funcionamienio adecuado o aptimo an delerminadas condiciones de ensayo. Por giemplo,
pueden modificarse as sondas para mejorar su resistencia 2 s degradacian con nucleasa
{por siemplo, mediante ooupacion de extremos), para portar ligandos de deteccidn {por
gigmplo, fuoresosing) o pars facitar su caplura solwe un soporte sdlide (por slemplo,

“eolas” de poli-desoxadenosing).

Ef tdrming “cebadores” ial como se usa en & presenie decumenio se refiere g
ofigonuciadtidos gue pusden usarse por slampio en un mélodo de amplificacidn, 18! como
una reaccidn en cadena de la polimerasa {"PORYY, para amplificar ung secuencia de
nucladtidos. Los cebadorss se designan basandose en ia secuencia de polinucledidos da
una secusncia diana particular. Bl disefio v g validacidn de cebadores v sondas se conogen
bien an la t@enics. Para matodos de POR cuantitativos en tiempo real, véase por ejemplo
Rodriguer & of al (Methodds Mol Biel, 2018, 12758.31-58).

El térming "aspecifice” tal como se usg en &l presente documento an relacidn con una
secuencia de nuciadlidos significea que ung secusncia de nucledtidos se  hibwidard
condamplificard una secuencia diana pradeterminada v no se hibridard confamplificard
sustanciiments una secuencia no diana en ias condivionas de ensayoe, generalmenie sa

usan condiciones rigurosas,

£l drming “hibridacion” tal come se usz en el presenie documento se refiere 8 un proceso
madianie e cugl en condicicnes de reaccitn predelermingdas, se permile gue se junten dos
1
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cadenas de dcido nuckeico parcial ¢ completamente complemendarias de un modo
antiparalele para formar un dcido nucleico bicalenario con puentes de hidrdgeno especificos
v estables, siquisndo normas explichas correspondientes 3 qué bases de dcido nucleico

pusdan emparajarse anltrg si,

Fi térming “hibridacidn sustancial” significa qus g cantidad de hibridacidn observada serd ta!
gue alguien que chserve los resultados podria considerar el resullado positivo con respecio
g los detos de hibrdacion en controles positivos y negativos. Los datos que se consideran

“ruiido de fonds” no son hibridacidn sustancial,

El términe “condiciones de hibrigdacidn rigurosas” significa aproximadaments de 358°C g §5°C
an una disclucion de sal de NaCl aprodimadaments 0.8 molar. También pusde regine la
rigurosidad por pardmatros de reaccidn tales como a3 conceniracidn v el tipo de espeacies
ibnicas presentes an la dischueidn de hibridacidn, los tipos v las concentraciones de agsntes
desnaturalizantes presenias, v la temperatura de hibridackin, Generalmeanie 8 medida gque
se vuslven mas estricias las condiclonss de hibridacian, se prefieren sondas més largas s
van & formarse hibrdos estables. Como norma, ke rigurosidad de las condiciones en as gqus
56 raaiiza la hibridacidn diclardn determinadas caracterisiicas de las sondas prefaridas qus

van 3 emplearse.

Bl t@rming Cidentidad” tal como se usa en o presente documento se refiers g una
correspondencia exacia de nucledtido con nuckedtide o aminodeido con aminodado de dos
sacuencias de polipéptide o polinucledtidos o, respactivamente, Fueden compararse dos o
mas secuencias {de polinucledlidos o amincacides} determinando sy “porcentaje da
identidad”, Bl "porceniale de identidad” de dos secuancias, va sean secusncias de acido
nuckeico o de amincacidos, es & nimaro de coincidencias exacias entre dos secusncias
slineadas dividide enlre iz longiiud de la secuencia mas corle vy muiliplicads por 100,
Programas adecuados para calcular la dentidad en porcentaje o similitud enire sscusncias
s oonooen bien en la Bonica, (8l como ¢ programa BLAST de NCBI, usadoe por sjemplo

con los parametros por defecio (http:fweww. nebinlm govieg-bin/BLAST ),

Bl térming ‘parceiments  dénlicafcomplementaria” tal como se usa en el presente
documents se refigre & una secusnela gue es idénticalcomplementaria sn al msnos
aprovimadaments el 75%, ef 80%, ol 85%, of 80%, & 85%, ef 88%, ol 87% f 88% o ol 88%
8 una secuencia de referencia. En algunas realizaciones, & secuencia parciaiments

dénticafcomplementaria pusde ser sustenciaimente idéntica/complementaria a una

12
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secuencia de referencia, gue es idéntica/compiementarnia en al menos aproximadamenie af
85%, of Q0%, of O7%, = 88% o sf §8% 3 dicha sacuencia de referencia. En una realizacion,
& secuencia parcialments idéntica/compiemeniaria es idénticalcomplementana en o 100%

8 una sscusncia-de referancia.

Bl drmino "kit" indica un conjunie de reaclivos v coadyuvantes requeridos para un andlisis.
Aungue un kit consiste on la mayorla de los casos de varlas unidades, también pueden astar
disponibles ios varios elemenios de andlisis preseniados en una dnica unidad, que deben
considerarss come kits.

Descripoidn

Un método para predeciy ia respussia clinica 8 un agents anti-ThFg

B oun primer aspecto, 8 presents invencidn hace referencia a3 un método i vilro pars
predeck a respuestas olinics de un sujelo oue tene o se sospecha que lHlens uns

snfermedad inflamaloria a un agente anti-TNFe, en el gus diche mélodo comprende:

a) determinar, en una mussira bicldgics aisiada de dicho sujelo, (3 pressencia de uno
o mas polimorfismos de TLRIO que den lugar a una varianie de TLR10 que ha

pardide la capacidad de inhibir a NFEB.

£l NF-KB {facior nuclear pofenciador de las cadenas figeras kappa de las céluias B
activadas) juega un paps! clave en la regulacidn de ia respussia inmune debida a i3
infeccidn. La regulacidn defeciunsa del NF-KB estd tambidn relacionads con e cdnoer,
enfermedades inflamalorias ¥y aulcinmunes, shock séptico, infoociones virgles ¢ un
desarrollo inmung inadecuadoe. Tambidn esiad implicads en procssos de plasticidad singplica

y de mamona.

En una realizacion particutar, dicha variante de TLR10 presenta al menos un polimorfiamo
gue da lugar 8 una suslitucidn amincacidica contrasentide. Dichos polimorfismos incluyen
pera ne g8 limitan a agueliog indicados en Ia labla 2. Preferiblemente, diche polimorfiame s
saleccionado enire re 11488857 y rs1 14666580, Mas preferdiements, dichoe polimorfismo os
311488687,

13
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Ast pues, en una realizacion preferids, la presents invencidn hace referencia a un métodn
vilro para predecir ia respuesie clinica de un sujetn que lens o se sospacha qus tlene una

anfermedad inflamatoria & un agente ant-TNFPg, en el que dicho mélade comprends:

a) determingr, en una muestra binldgics aislada de dicho suieto, e ganotipn dal

polimorfismo de un solo nucledtido (SNP) re 11488857,

Asimismo, se refisre a un méiodo in vilro para identificar un sujelo qus tiens 0 se sospecha
gue tiene una enfermedad inflamataria con un mayor rlesge de no responder al ratamientn
con un agenie antl-ThiFa, en ¢ que diche método comprende 8 elapa a) segin sf primer

aspacia.

La invencidn hace referencia también a un mélodo i vilro pare oblener datos dtiles para
determinar in respuesta clinica de un suyjsle, que Hens © s& sospecha qus tiense una
enfermeadad inflamalona, a un agente anti-ThNFa, donde dicho métods comprande 1a efapa

a) descrita snigriorments.

El polimorfismo de un solo nucledtido {SNP} rs1 1488687 ha side previamente descoriio v su
sgousneia astd disponible &0 basas de datos piablicas
{hitp:fwww. nobinimoath.goviprojects/SNP/snp_refogifrs= 11486857} Tal v como muastra la
figura 1A, re1 1468857 se encusnira situado en Iz regidn que codifica para & dominic LRR1E
da TLR4S humana.

Eirs11468657 se encuentra en &l cromosoma 4, enla posicidn 38774173 y corresponds por
giemplo a la posicidn 2058 del transorito de TRLR1) humano NM 0308883 (SEQ 1D N1
Para dicha posicidn {locus) &l alelo ancestral 8s T v 8 ha desorilo un cambio aldlico de ATT
a ACT que se traduce en un cambio an la secuencia profeica (NP_112218.2; SEQ D NG
de iscleucing {lie) a treonina {(Thr) en la posicidn 473 (14737}, Cuando dicho polimortismo g8
daterming en ia cadens complamantaria el cambio alélico es de A & G {ver gjemplo 23 Enia
praserte invencidn la vadante alélica del SNP 511486857, que da lugar &l cambio de

armincacidy 4737 se refiere comoe alelo {G)

De acuerdo con los datos presentados en ef gjemplo 2, los pacientes con ia varlants {4737
muaskan una respussia significativaments menor a agenies antl-TNFw, de acuerde con &l
indive DASZE {Prevoo ML, van 't Hof MA, Kuper HH, van Lesuwen MA, van de Pulle LB, van

Risl PL (1885) Modified disease activly scores that include twenty-eight-joint counts.
14
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Davelopment and validation in g prospeciive longituding! study of patients with rheumatoid
arthritis. Arthritis Rheum,, 38, 44-48) v los oriterios de respuesia BEULAR {Karoniisch
T. Aletaha D, Boers M, Bombardierl 8, Combe B, Dougados M, Emery P, Felson I, Gomez-
Reino J Keysions E, Kvien TK, Marin-Molg E, Matueci-Cerinic M, Richards P, van Rig
£, Slegel J, Bmoelen JS, Sokka T, van der Melide D, van Vollenhoven R Ward M, Wells
G, dink A Landews R, {2008) Methods of derving BEULARIACE recommendations on
repopriing disease activity in clinical frials of patients with rheumstoid ardthrilis. Ann Rheum
{Ha, 87010), 1366-73), lo cudd indica lambién que dicha varante selecciona a un grupo de

pacientes con ung erfermedad mas grave © severs,

Ast pues, i3 determinacidn de g presencia del glsle (GY en 3l menos une de o3 slelos en gf
loous del SNP r211488657, preferiblemente a determinacién del alsle {G) en ambos alelos
(e, genolipe GG} es indicativo de un mayor resgo de no responder al agenis
antiinflamatorin. En ofras palabras es predichive de ausencia de respussia clinice o

rasistencia al ralamienio.

La determinacidn de la presencia o ausencia de dicho SNF pusde ser determinada por la
secuenciacidn det ADN, & andlisis de FCR o cuslguier ofro mdlodo de genctipificacidn
conocide en af estads del arle. Ejlamplos de teles métodos mcluyen, pero no se limilan a,
gnsayos quimicos, fales como g hibridacion alelo especifica, la extensidn del cebador
{"primer extsnsion”), ligacidn de dligonuciedlidos alslo especificg, secusnciacion, ascizion
snzimatica, disoriminacién de 8§ (flap endonudieass; vy métodos de deteccidn, iales como
fluorascencia, quimicluminiscencia, y sspectromeiria de masas. Por glempio, iz presencia o
ausencia de dichos polimorfiemos se pusden deteciar an ung muestra de ADN,
preferiblemente después de su amplificacidn. Por elemplo, ef ADN aislado se puede someter
& amplificacitn por reaccidn en cadena de g polimerasa (PCR), usando osbhadoras de
oligonusiedtidos especifices para o polimorfiamo o que permiten la amplificacidn de una
regidn qus contiens e polimorfismo. Por gjamplo, as condiciones para a hibridacién del
cebador pueden ser seleccionadas para asegurar g amplificackdn aspecifica; por lo que ia
aparicidn de un producto de amplificacidn ses indicativo de s presendia del polimorfismo de
acusrdo con la invencion. Alternativaments, sl ADN pueds ser amplificado. de manera que
gl SNP se pusde deteclar en la secusncia amplificada por hibridacidn con una sonda
adecuada o por secuenciacion directa, o cualguier otro métode aproplado conccido en la

denica.

15
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Han sido descriias numerosas astrategias para of andlisis de genclipo {Cooper et al., 18971,
Grompe, 1883) For sjemplo, s¢ pusde determinar la presencia o ausencia de un sitio de
rasiriccidn en un acido nudeice. Cuando un polimorfilsmo orea o sliming & sitio ds
reconacimianio de una enzima de resiricoidn, esto permite un genolipado del polimorfismo
de manera simple mediants PCR dirscta, Otras estrategias incluyen, pero no se limitan a, la
secuenciacidn directa, polimorfismos de longitud de fragmenios de restriccidn (RFLPY
hibridacion con oligonuciedtidos sspecificos de alelo [ASO), POR aspecifica de alelo;, PCR
usando cebadores mutagénicos, ligass-PLR, HOT cleavags; electroforesis en  gel
desnaturalizante en gradients {DGGEE], slectroforesis en gel de gradiente de lamperatura
(TGGE), polimorfismo conformacional de cadena simple {(38CF) v cromalografia liguida de

alta resolucion desnaturalizants (Kukdin st al, 1887}

La ssouanciacitn dirscta puede raalizarse por cuslguier mélodo conocido an of astado del
arte, incluvendo, pero sin limitarse g, secuenciacidn guimdes, usando o métodn de Maxam-
Gilbert, secuenciacién snzimatica, utilizando s mstodo de Banger, pirosscuenciacion,
secuenciacion de espectromelria de masas; sscusnciacidn ulilizando arays; © POR an
Hempo real cuantitativa. Tiplcamente, e ADN a3 ssouenciar se somets primern a s
ampiificacién por POR uliizando cebadores de amplificacidn especlficos. Sin embargo,
varios otros mélcdos astan disponibles, parmitiendo estudiar & ADN independieniaments de
8 reacciin de FCR, por sjemplo, la amplificacidn por clrculo rodante {(RCA), ef ensayo

invader®, o el ensaye de ligacidon a cligonucientide {OLAL

(re procedimiente de cuartificacion preferido es la PCR cuaniifativa (gPCR). La ¢PCR o
POR en tiempo real os blen conocidad por un experto en la materia. Se comercializan
distinios instrumentos para llevar a cabo dicha reaccidn, iales como AB! Prism 7760 D8,
Genefmp STO0 SOS, AR Priam 7800 HT 8DE de Applisd Biosystems, iCyeler i) de Bio-
Rad, Smart Cycler de Cepheild; Rotor-Gane de Corbett Research; LightCycoler de Roche
Molecular Biochemicals v Mx4000 Mulliplex de Siralagens. Bl procedimignio de gPCR
permite la cuaniificacion exacta del producto de PCR en flermpo real midiendo s
acumulacion del producle de PCR muy pronto en a fase exponencial de la rescoidn,
reduciends asi ef sesgo en la cuantificacion ligado a la eficacia de la amplificacién de PCR
gque se produce en la POR de punto final La PCR en tiempo real a5 bien conocida en ia
gonica v por lanto, no se describe en delalie an af presente documents. Una visidn general
de la lecnologin v ios protocolos para gPCR estén disponiblss, por sjemplo, de los
proveadores mencionados anterigrmants, Do ajemplo,

http: Mweww sigmaaldrich comftachnical-dogumenis/protocoisfhiologyisybr-green-gporhiml - o
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hitp:henenw sigmsaldrich com/life-science/molecular-biclogy/per/quantitative-porigpeor-
fechnicab-guide himl. Una revisidn dal uso de ogPOR en la cuantficacidn de mRMA e

encuenira por ejempio en Wong ML v Madrano JF, Biolechnigues 2008, 38{1)75-85.

Estdn disponibles diferentes bioguimicas de deteccidn para ¢PCR. Se pusden usar todas
elias con los instrumeantos de gPOR mencionadoes anterioments. B téomine "bioguimica de
deteccion” se rafiere a un procedimiento para informar de 8 amplificacidn del producto de
POR espeoifico en POR en Hempo real Dichas bloguimicas de deteccidn se clasificen en
dos grupes principales. Bl primer grupo comprende moléculas de intercalado de ADN de
doble cadera fales como SYBR Grsen |y EvaGresn, vy sl segundo grups incluye
gligonucledlidos marcados tlipicamente con un fluordforo. Este Gltimo, a su ves, se ha
dividido en fres subgrupos: {i) cebadores-sondas (Scorptons, Ampliflugr®, LUX™, Cyelicons,
Angler®); (i) sondas de hidrdlisis (TagMan, MGB-TaghMan, Snake assay) v de hibridacion
{Hybprobe or FRET, Moleculsr Beacons, HyBeacon™, MOGB-Plelades, MGB-Eclipse,
ResonSense®, Yin-Yang or displacing) v (i) anslogos de dcidos nucleices (PNA, LNAS,
ZMA W bases no naturaies: Plexor™ primer, Tiny-Melecuiar Beacon), ver B Navarro sig |
Llindca Chimics Acts, Volume 438, 18 January 2018, Pages 231-250.

FPor ejemplo, dichas sondas son oligonuciedlidos pusden ser de doble marcaie, tales como
sendas de hidrdlisis o balizas mplecularss. Bl exireme § del oligenucledtido, tipicaments, se
marea con ung molécula indicadora {reporder) fuprescents iales como FAM, TET o JOE
mianiras que e exiremo 3 se marcs con una moléoula desactivadora {quencher), fales
coma TAM o BHOQ1T. La sscuencia de la sonds es aspeciios para una regidn de interés en la
mclécula diana smplificada. BEn un modode realizacion preferide, dicha sonda ey una sonda
de hidrolisis que estd disefiads de modo que B bngilud de 1a secuencia situg ef flucrdforn &
¥ la molécula desactivadora 3 en proximidad suficientemente estrecha para suprimir Ia
Hucrescencia. Varias moléculss indicadoras v extinioras para su uso en sondas de gPCR
son  bien conocdas en fa  tdonica. Estas  esién disponibles, por gjempls, de
HipslAvaew surofinsgenomics. eufan'dna-ma-oligonucientides/optimised-application-

oligosigpor-probss. aspx.

Asimismo, la presenie wvencidn se refiere a secuencias de oligonuclectides {cebadores vio
sondas) que hibndan de manera especifica con ung de los alslos de los polimorfismoes. B
terming  “un cebador wo sondd” incluye especificamente “cebadorss o sondas”
anglobando por glemplo & un cebador, ung sonda, un cebador y una sonda, una parsjs ds

cebadores, v una parsia de cebadores y una sonda.
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Prefariblements, una sonda vio cebador s un sscuencia de polinucledtidos de entre 10y 38
nuciedlidos, més preferiblements de entre 18 v 28 nucisdtidos, adn més preferiblements de
entre 18 y 22 nusisdtides, ¥ adn mucho mas preferibiements de slrededor de 20 nuclediides.
Fr una realizacion parlicular, dichos cebadores wo sondas han sido modificados para ia

detaccidn o para potenciar ef rendimiento del ansaya.

En un aspecto relacionado, ia invencidn hace referencia a un mélodo in vilro para
seleocionar un ratamients para un sujslo gue tens o se sospechs que lens una
enfarmedad inflamatoris, en el que dicho método comprands 8 elaps &) definida més arriba;

y gdemas comprande;

b} seleccionar un agents anti-ThFo cuando el alelo {A) astd prasante en al menos
une de ios sislos en el locus del SNP rs11488857, preferiblements cuando &

alelo (4] astd presenis en ambos alslos.

£n una realizacidn preferida, 8! sujelo as ACPA positive. En una realizacidn mas preferids,

dicho sujsio es una mujer ACFA positivo.

U agents anti-facior de necrosis fumoral {en inglés "lumoer necrosis factor”, THF] disminuys,
boguea, inhibe, anula © interflere con la actividad TNF In vitro vio in vivo, El término anti-
ThiFg & inhibidor de TNPa se uliizen de manery intercambiable en la preserie mamoria, En
una resfizacidn preferida, dicho agente ani-ThFo es un anticuerpg, preferiblemente un
anticuerpo anti-ThFo espacifico. Mélodos pars la oblencién de anticusrpos frente 3 un
anligeno compcido son parle del estadeo del arte v un experio an ia maleria sabrd como

oblener anticuerpes anti-ThiFa.

El ténmine “anticusrpe” se ullliza en sl sentido mas amplic e incluye anticusrpos
complelamente  ensamblados,  enficuerpos  guimérices,  anticuerpos  humanizados,
anticuerpos monoclonales, anticusrpos policlonales, anticuerpos  multiespecificos  {por
sjempin, anticuerpos biespecificos), fragmentos de anticusrpos de unidn a antigeno {por
eiempin, Fab, Fab', Flab'h Fv, scFy, dishodies) anticusrpos de dominio Gnico {sdAb} v
péptidos recombinantes que comprenden ios anleriores, siempre vy cuando muesstren 13
actividad bicldgica deseada. k! tédrmine “anticuerps” lambién se reflere a una proleina de

fusién gue incluye una regidn eguivalente a ia regidn Fo de unag inmunoglobulinag,
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Los agentes anli-ThFx son bien conocidos en el estado del ane. A modo de Hlusiracion,
agentes anti-ThFa incluyen pero no se limitan a agenies ant-TNFa ssleccionados del grupo
que consiste en elansrcept, adalimimab, inflidmab, golimumab, cerolizumab, rituximab,
abatacept, anakinra and focizumab. En una realizacion preferida, dicho agente anti-TNFa es
mflidmab. Singh et al, Arthritis & Rheumathology, 2018, 88{1}, 1-18 proporciona un manual
para e ratamisnto de la AR del American Collegs of Rheumstology. En particular, ia Tabls 4

proporciona un istado de tratamientos para la AR qus incluye agentes anti-TNFq.

En una realizacidn partioular, dichs enfermedad inflamatoria es una enfermedad reumstica
inflamatoria. Preferiblemente, dicha enfermedad reumatica inflamatoria se selescciona del
grupp gue consiste en arlritis, artritis psoriasica, artritis reumatoide, lupus entematoso

sistémico, sindrome de Bjdgren, arlritis reumatolde juvenll, v espondiloariropatia.

En olra realizacidn particular, dicha enfermedad inflamaloria se selecciona del grupo que
consiste en enfermedad inflamatoria inlestinal {por sjemplo, enfermedad de Crohn ¢ colilis
wicerosa) psoriasis, arrilis, arlritis psoriasica, arivitis  reumatoide, lupus  sritemaloso
sistémics, sindrome de Sidgren, arlridis reumaidide iuvenil, sspondiicarropatia, uveills ¥
enfermedad de Beheel En una realizacidn preferida, dicha enfermedad inflamatornia es fa

ariritis reumainida,

Lin método perg o prondstice vio delerminacidn de la gravedad de un suleto que padecs

una enfermedad inflamaloria

En un aspecto adiclonal, i invencion hace referencia & un método i vifro para determinar s
gravedad /o & prondstice de in snfermedad en un sulslo que fens una enfermedad

inflamatoria, comprendiendo diche método ia elapa a) definida anterormeante.

Asimiismo, haos referencia a un mélodo i vitro para oblenser datos Gliles pars delerminar la
gravedad y/o ef prondstico de la enfermedad en un sujelo gue tiene o se sospecha qus tiene
ung enfermedad  inflamatona, comprendiende  dicho méindes la etaps a) definidas

antaricrmeants,

Para cada enfermedad o grupe de enfermedades inflamatorias se han establecido oriterios
por parte de la comunidad clinica pars determingr ia gravedad o grade de avance yo

actividad de ia enfermedad gue son blen conocidos por un experle sn la maters. Comn se
14
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ha descrito mas arriba e indice DASZE vy ks crilerios de la AUREULAR ss utilizan
habitualmenie para determinar ¢l grade de severidad de la AR, For ejempln se consideran
tipicameante pacientss con enfermedad grave agusfics gue presentan una o mas,
preferiblemente todas, de las siguisniss caracteristicas: posithidad parg factor reumatoide
{FRY vio anlicuerpos frenie s anligenos de proleins oitrulinada {ACPA), presencia de
erosiones vy resistencia {por ejemplo, DARZE 2 3.2 o inlolerancia) a &l menos un fdrmaco
antirreumatioco moedificador de g enfermedad {(DMARDs en ingléds) Agentes DMARDs son
hien conocidos en o aestado del arte e incluyen por sjemplo, methotrexate, leflunomide,
hydrosychioroguing and sulfasalazine. Un sxpsric en la maleria entenderd que una mayor

severidad o gravedad de g enfarmedad esia asociada 2 un peor prondstico.

e acuerdo con los datos del Elemplo 2, se ha encontrado una correlacion entre s gravedad
de la anfermedad v 1a presenciz del alelo {G), en particular Ia vanante 4737 esld asociada a
un aumenio de la erositn, especiziments an pacientes ACPA positivos, ¥ 8 ung menor
respuesia a agentes ant-ThFa (Le., infldmalb). Asi pues, en una realizacidn particular del
métode de la invencidn, ia presencia del alsle {G) en 3l mencs uno de los aleios en &l loous
del BRNP rgt14868857, preferiblemente en ambos slelos, e indicative de un aumento de

gravedad de la enfarmedad inflamatoria.

Asimisme, la invencidn proporciona un o oméindo parg tratar un suiplo gue tshe una
snfermedad inflamaloria, en e gue dicho mélodo comprende g slaps a) definida

anteriorments; y ademas comprends:

b} administrar a dicho suielo un agsnte anti-ThFa cusndo e alelo (A} estéd
prasente gn al menos uno de los aleins an e lotus del SNP rs114866857,

preferiblements cuando ol slelo (A) estd presents en ambos alelos.

En una realizacion preferida, of sujelo es ACEA positive. En una realizacidn mas praferida,

diche sujelo es una mujer ACPA posilivo,

Ademas, la presente invencidn hace referencia a un agente anti-THFe para su uso en un
sujeto que Hene ¢ s sespecha que tene una enfermedad inflamatoria, en el gue dicho
sujelo presenta e alsio (A) en s menos uno de los alslos an el locus dal SNP re 11468657,

oreferiblemente an el que dicho suleto es homocigotn para e alslo (AL
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Los mélodos de g prasents invencidn pusden comprender ademas la determinacion de
olros biomarcadores asociados a3 dichs enfermedad inflamaloria, preferiblements, dichos
biomarcadoras se seleccionan del grupo gque consisie sn anticuerpos  anti-profeinas
citrulinadas {ACPA}, anticuerpos dal factor reumatoide {FR), anticusrpos anti-lecting de
unidn 8 manosa (MBL), velocidad de sedimentacidn globular {(VE8G), proleing Coreactiva
{CRP), recuento de plaguetas, los niveles de hemogiobing v & hemalocrito. Més detalies
sobre dichos biomarcadores se proporcionan por glemplo en Gupta B et 3l J Autoimmun.
2008, 27 125133, Afzal Net sl Clin Lab. 2011, 87: 805-888, Takizawa Y et al. Ann Rheum
Dig, 2008 85 10131020, Vossenaar ER et al. Arthritis Res Ther, 2004, & R142-R15C y

ERG17E270 que se incorporan & este documento por referencia.

El factor reumaloide {RF) ss e aulpanticuerpo que primsm se identificd en la artritis
reumaioide. Se define como un anlicusrpo contra la porcidn Fo de IgG. RF v igl se unen
para Tormar complejos inmunes que contribuyen a la enfermedad. Por olra parle, los
anticuerpos frents 8 antigenes de proteing citrulinados {ATRA son autoanticusrpos que 8
dirigen conira péplidos y proteinas gue son ciirulinados. Los ACPA estdén presentes en la

mayoria delos pacientss con artritis rsumaioide.

En una realizacidn preferida de ios mélodos de 3 invencidn, se deferminan también los

anticuerpos anti-preteing citrulinades (ATUPA)L

Oocionalmente, diches mélodos pusden comprender ademas g determinacién de
pardmetros clinices. Eemplos de signos yio sintomas cuya prosencialausencia pusds
daterminarse son rigidez maluting, presencis de arills en bres o mas aticulacionss,
afectacidén de las articulacionss de las manos, ardrdtls simétrica, nddulos reumatoidss, y los
cambios radiograficos {véass iz Tabla 1 de Rindfieisch v Muller, vy crilerios de clasificacion
de la ACR/EULAR {Ann Rheum Dis 2610, 88 1880-1588)

B método de iz invencidn pueds comprender ademas el almacenaie de los resuliados
oblanidos en disposilivo de almacenamisnio de dalos. En un modo de reslizacibn, dizghn
disposilivo de almacenamianio de datos s una iamina de papel En un modeo de raalizacitn
preferente, dicho dispositivo de almacenamiento de datos es un medio legible por
ardenadar. Como ¢ usa en of presenis dosumento, ‘un medic legible por ordenadod” puade
sar cualquier aparato gue pueda inclulr, almacenar, comunicar, propagar o transportar ios
resuttados de ia delerminacidn del procedimiento de la invencidn. E! medio pusde ser un
sistema {0 aparato o dispositive) elecirénico, magnetice, éptice. sleciromagnético, infrarrgjo
21
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O semiconducior o un medio de propagacién.

Los melodos de la presents invencidn puaden ser implementados por un ordenador. Por o
tanto, un aspecio adicional de la hwencidn s refiere @ un métode implementado por
ordenador, an 8l gue e métode es cualguiers de ios melodos descritos en e presenis

dooumenic o cuslguier combinacion de los mismaos.

Ast pues, cualguler programa de ordenador capaz de implementar cusiquiera de los
métados de i3 presenis invencion o ulllizade para impismeniar cuslguisra de estos métodos
o cualguier combinacidn de los mismos, lambign fomma parle de la presents invancién,
Asimismo, cualguier dispositive o aparale gue comprende o que lleva un programa de
ardenador capaz de lavar a cabo, o para la aplicacidén de cuslquisra de los mélodos de s
prasenie invencidn o cualguier combinacion de los mismos, 38 incluye lambidn como pants

de la presents memona descriptiva.
Finalmente, los métodos de iz presente invencidn pusden aplicarse con los individuos de
armbos sexes, a5 declr, hombres o mujeres, v a cualquier edad. El perfil dederminado por la

prasants invencion es predictive v prondstico.

Kil de la invencidn v usos dal mismo

En olro aspecto adicional, la invencion proporciona un kit para delerminar en una muestra
biolégica aislads de un sujeto e gsnolipo de uno o mas polimarfismos de TLR1O gues den
lugar a una variante da TLR10 que ha perdido la capacidad de inhibir a NF«B, donde dicho

kit comprends:

- un reactiver-para detenmingr el genclipo de dichos polimorfismaos;
opcionaiments, insirucciones para el uso de dicho reactivo en la delarminacion del

genciine de dichos polimorfismos en una muestra biolégica aisiada.

Er una reaiizacion preferida, ia invencidn hace referencia a un kit para delerminar an una

muesira bioldgica aisiada de un sujslo el genotipo del BNP re 11468857, que compranda:

un reactivo para delerminar el genclipo del SNP rgt 1488657,
opcionalments, instrucciones para ef uso de dicho reactive an la determinacion del

ganotipo del SNP rs1 1488857 en una mussira bicldgica aislada.
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£runa realizacidn particular, dicho reactivo es un cebador /o sonda especifico de SEGQ D
NOL 1 gue amplifica una region qus comprends sf SNP re 1488857, Tiplcameante, dicho
reactivo inciuye un cebador directy parciglments idéntico, preferiblemente subsiancialmsanis
éntico, 8 un fragmenio de SEQ D NGO 1, v una sonda yo un cebador inverse es
parcialmente complamantario, preferiblemente substancigiments complementario, a un
fragmento de SEQ ID NG 1.

Preferiblements, diche cebador o sonda comprends o consiste en una sescusncia
seleccionada del grupe que consiste sn SEQ D NG 3, S8EQ ID NO: 4 v secusncias

idénticas a cuslquiera de las mismas en al menas 75%.

Las secusncias oligonuciectidicas con una identidad de &l menos un 78 % mencionadas en
ia presente invencion presentan preferiblemente una identidad de &l menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 80 %, al menos un 95 %, mas preferentements, 88 %, 87 %.
88 %, 88% o un 100 % con las respeciivas secusncias de reforencia. Ademds, esias
secuencias con una identidad de al menos un 75 % pueden fener g mismo ndmare de

ruciedtidos, o bien presentar mas o menos nucladtidos gus in secuencia de referencia.

En una realizacion particular, dicho kit comprende reactivos para evar 3 cabo una reacsién
de POR en tismpo real, que normaimenis contisne una ADN polimerasa, 13! como Tall ADN
polinerasa, un lampdn, magnesio, dNTPs, v opoionalmenie olro agentes {(por sjemplo,
agentes estabilizantes tales como gelating v 2iblming de susro boving). Ademas, merclas
de reaccion PCR en tempo real tambien contiensn reactivos para iz deleccién en tiempo
real ¥ i cusntiticacidn de los productos de ampiificacidn como se ha descrito anteriorments

en el presente documeanto.

Realizaciones particulares v cargcteristicas preferidas de este aspecio de ia invencion se

han definide en aspecios anteriores.

La invencidn se refiers tambidn al uso de un ki, tal v como se ha descrito en of aspecio
anterior, para predeclr i3 respussis cinica de un sulele que tiens una enfermedad
inflamatoria, para ideniificar un sujeto que tiene una enfermedad inflamatoria con riesgo de
no responder & un ratamiento conun agente anti-ThFe, para seleccionar un tratamienio

para un sujeto que tiens una enfermedad inflamaloria, © para delerminar la gravedad yio e
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prondstico de una enfermedad inflamatoria an un sujslo, en un mélodo de acuerdo con los

aspecios anlenores de g invencidn,

Se contempla que cuslguier reslizacion comentada en esia memoria descriptive pusds
implementarse con respecio & cualguier mélodo, kit y use de la invencidn descrilos en el
presents documenio. Se entenderd que las realizacionss pariculares desoritas en gl
presents dooumento se rmuestran 2 modo de lustraddn v no como limitaciones de 1a
invencidn, Las ceracteristicas principaies de esta vencion pueden emplearse en diversas
realizaciones sin apariarse del alcance de la invencién. Los experios en 8 iéonica
reconooeran, o podrdn deferminagr, usando Onicaments  sxperimentacidn de  ruting,
NUMSosos  equivaientss a los procedimientos  especilicos desoritos en ef presente
documento. Se considers que 1ales enulvalenties estdn dentro del glcance de este invennidn

y a8 cubren por las reivindicacionss.

Todas as publicaciones v solichudes de palente mencionadas en la memoria desoripliva son
indicativas def nvel de conocimianto de los expertos en la téonica a la gue se refiere esta
invancién, Todas as publicacionss v solicludes de patente se incorporan al presente
documento como referencia en e misma medida que & se indicara gue cada publicacidn o

soficiiud de patents individual se incorpora aspecifica e individualmentie como raferencia.

Ef uso de s palabrae "un” o “una” pusde significar "ung’, pero lambién concuerda con «l
significado de "unc o més”, “al menas und” ¥y "uno o mas de une”. Bl use del drmine “otrg”
también pusde referirse a2 uno o mas. E! uso del ©rming "0" en las reivindicaciones s¢ usa
para significar “vo' a menos gue se indique sxplicitamente que se refiere solo a altermnativas

o que ias allemativas son muliamenie excluyenies.

Tal como se usa en esta memoria descriptiva v an lals) reivindicacidnireivindicaciones, las
palabras “que comprande” {y cuslguler forma de comprender, tal como “comprenden” y
“‘comprande™), "gue tens” {y cualquier formea de tener, a8l como “tenen” y “liene’), “gque
incluye” {y cualguier forma de inclulr, 8l comoe “incluye” & “incluyen’} o "que contiene™ {y
cualquisr forma de contener, tal como “contiene” vy “contienen”} son inclyentes ¢ Jde
significado abierio v no excluyen elementns o elapas de mélodo adicionales, no cilados. E
terming “comprends” tambidn abarca v da 8 conocer exprasaments los Bmminos "consisie
an’ y "consiste esencialmente an”. Tal como se uss en el presenie decumento, ia expresidn
*que consiste esencialmente en” limita ef alcance de una revindicacidn a los maleriales ¢

ctapas especificados v a aguellos gue no afectan materalmente a la{s) caracleristicals)
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basical{s} y novedosa(s) de la invencidn reivindicads. Tal come se usa sn el presents
documents, la expresidn “que congiste en” excluye cuslguier slementn, slaps o componenie
no especificado en la rebvindicacidn excepluando, por ejemplo, impurezas normalmente

asociadas con & elamanio o iz imilscidn

El términe "o combinacionss de los mismoes” tal como se usa en & presenie documernto se
reflere 2 todas las permylaciones y combinacignes de los slementos enumerados que
precedan gl térming. Por glemple, "4 B, I, ¢ combinaciones de os mismoes” se prefends
qus incluya al menos uno det A, B, ©, A8, AC, BC o ABC, v si of orden es importants en un
cortexto particular, tambidn BA, CA, CB, CBA BCA, ACE, BAC ¢ CAR. Continuando con
asie sjamplo, s incluyen sxpresaments combinacionas gus contiensn repeticiones de uno ¢
mas alemanios o Ermines, fales como BR, AAA, AB. BBEC, AAABCCCC, CEBAAA,
CABABE, eic. ! sxparlo en lg técnica entendersd qus npormalmerde no existen limites en el
numers de elementos o Brminos en cualquier combingcidn, 2 menos que sea avidente de

otrg manera & partir det confexto,

Tal como se usa en sl preserde documento, palabras de aproximacion tales como, sin
limitacidn, “aproximadaments”, “alrededor de” "de mansra aproximads” se refigran 3 ung
condicidn gqus cuando se modifica de ese modo se entiende gue no &5 necesariamanis
absoluta o perfects pero podria considerarse lo suficientemente cerca para os sxperios
habituales en la tdonica como para garantizar la designacidn de que la condicdn ssié
presenie. Bl grado en gus pusde variar I descripeidn dependerd de lamedida en que pusde
instituirse un cambio ¥y de gque un experto habitual en la téenica todavia pueda reconocer que
2l rasgo distintive modificado {odavia tiens las caracteristicas v capacidades requaridas del
rasgo distintivo sin modificar. En general, pero suieto a la discusion precedents, un valor
numérico en el presanie documento que se modifica por una palabra de aproximacidn tal
coms "aprokimadamente” pusds variar del valor eslablecido en el 1, el 2. a8l 3. &l 4, 8l B, &l
6, & 7, 8l B e § o 10, e 11, e 12, & 13, & 14 o & 158%. FPreferibiomente & téming

‘aproximadamenis” significa exactamente ol valor indicado {+ &l 0%}

Los siguientes ejempics sirven pars llustrar la presenis invencidn v no deben inlerprelarse

coma imitativos del alcance de la misma.

EJEMPLOS
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Eismplo 1.- Baterial v métodos

1.1 Buesiras

En este frabalc se han incluide dos cohortes de pacientes con AR, una primera cohorte de
4583 pacientes sin seleccionar con seguimiento an e Hospifal Universitaric Margués de
Valdaecilla {Santander, Espafia) v s Hospilal Universitaric La Paz {Madid, Espafia), ¥ una
segunda de 1201 pacientes reclutados por el Consorcip de Enfermedades inflamatorias
Mediadas por el Sistema Inmunitario {Espafia) [Avile-Pedrettl G, sf &, Plo8 One 2015,
10(4ya0122088]. La informacién clinfca, incluvends datos demogréficos, caractensticas de
enfermadad v ratamiento, se resumen en ia isbia 1. Todes los pacientes se diagnosticaron
segun los ariterios de clasificacidn del American College of Rhaumaiclogy [Amett FC. ef al.,
Arthritis Rhwum 1988, 31313158324 Como poblaciin de conirad, {ambidn se genotiparon
1702 individuos sanos del mismo rasfonde gendtico {es decir, una poblacion del sur de
Europa) [Juliz A, o g, Gui 2013, 82(10)1440-14458]. Todos los individuos de conbrol se
habisn examinade para delemmingr la presencia de una enfermedad suloinmunitara o

antecedenies famifisres de trastomos sulcinmunitarios, vy se excluyeron si eran positivos,

Tabia 1. Caracteristicas principales de dos cobortes de pacientas con AR,

Cohorie | Cohorie H
{n=483} {n=1.201}
Mujeres {%) 73,1 75,8
Meadia de sdad {afios) 88,6 + 14,5° 48,5 4 1457
Duracion del seguimisnio (mases) 1238+ 81,88 171,86 + 123.8°
Mariestacionss extra-articulares {%) 222 -
Prasencia de dafio articular (%) - 1)
Fositive para FR {%) 64,8 748
Positivo para ACPA {9%] §2.2 74,1
Mimero de tratamienios pravios con BMARDs .4t 158 1,7 4+ 1,5¢
Numero de terapias binldgicas previas 1.8 11,20 0.8+ 0,8

FR, facior raumatoide: DMARDs, farmacos antirreumaticos modificedores de la enfermedad;
ACPA anticuerpos anti-proteinas dirulinadas.
piedia + DE,

4.2 Linnas celulares
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Se maniuvieron células KEBZ (ATOC, Middiesex, Reino Unide) v U837 {(ATCD Middiesex,
Heing Unide} en medic RPML 1640 {LHe Technologies, Paisley, Reino Unida)
complementado con suaro bovino fetal (FBE) al 10% {(Lonza, Verviers, Bélgica). Se sustituyd

al madio cada 2-3 dias.

1.3 Andlisis de secusnciacidn del gen de TLRYD

Se sesuenciron los exones codificantes v las regiones flangueantes del gen de TLR1O en
88 pacientes con AR seleccionados con enfermedad grave. Se consideraron pacientes con
enformedad grave agquelios con positividad para factyr reumattide {(FR) vio anlicusrpoes
frente a antigenos de proleina citrulinada (ACPA), presencis de erosiones v resistencia a al
menos un farmace antirreumatico modificador de iz enfermedad (BMARDs en inglés) v 30
controles sanos mediants secusnciacitn de nueva genergcidn (NGS)L Bl FR se midid por
nefelometriz {BNH, Siemens Healihoars) v ol valor de corte 22 Ul / ml Los ACGPA se
midieron medianie un test ELISA comerclal (CCP2, Ewodiagnostica) v se consideraron
positivos por encima de 80 Liml. Se clasificaron como resisientes a DMARDS aguellos que

presentabsan falla de respuasta en ef indice DASZ2E (DAS28 2 3,2) o inlnlerancia.

Las librerias de ADN se procesaron para erviguecimienio hibrido usando un disefio Seqlap
EZ {Hoche Mimblegen, Basilea, Suizae) que corlenia las secuencias oodificanies de TLRIG.
& conlinuacian, se seousndciaron librerias de doble cddigo de barrags usando una plataforma
KMiSeg NGS (llumina, Madison, Wil Para 8 secuenciacidn de Sanger, se exiragjo ADN de
sangre completa usando ol ki para ADN en sangrs QlAamp {(Qiagen, Hamburgo, Alemania)
y se  amplificd con  cebadorss  parz  TLR1O humane (SEQ 1D NO: 3
S-CATGGCCAGAAACTOTOETC-2 v (SEQ 1D NG: 4) 8-ACCATOCAACDATCATGADE-F.
Se llevd a csbo ef andlisis de sscuencia del fragmento amplifcado usando un analizador

genslion {Applied Biosystems, Foster City, AL

1.4 Andlisis de SKRP dnico

Be analizd i variania 14737 de TLR1O {r511 4886587,
bt www nebibninonib . goviprojects/SKP/fsnp ref ogi®re=11488857), en una  oohorts
independienis de 1201 pacientes con AR y 1483 coniroles sanos usando ia plataforma de
genotipade TagMan® {Assay id © 25643380 30, Life Technologies, Carlshad, CA) Todas
las lecluras de fluorescencia de punic final v reaceidn de PCR e raslizaron usando un

sistema de deleccidn de secuencias ABI PRIEM 7800 HYT {Appled Biosystems) Las
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pondicionss de la reaccidn de POR fusron las siguienies: 80" C durante 2 miny 88 ° C
durante 10 min, sequide de 40 ciclos de 82 ° C durante 18 5 y 80 ° C durants 1 min. Se
estimd el sror de genclipado genclipande el 20% de las muesiras por duplicado {eror <1%;)
{Lopez-Lasania M, Julla A, Maymeo J, Femandsz-Gulierez B, Urena-Garnica |, Blanco FJ,
Cansia JI, Alperi-Lopezr M, Olive A, Corominas M ef af Variation gt inlerdeukin 8 Recapior
Gene is Associated o Joint Damage in Rbheumaloid Artbwilis, Arthwitis Res Ther 20185,
172421

1.5 Transfecciones para realizar los ensayos de gen indicador

Se clond ADNe de TLR1G (MNAM_{30888, hitp/www nebinimoanih.govinuccore/Mi 030858 3,
SEGID NG 1) en pUMVE {Origene, Rockville, M. La variante 4737 se generd mediania
mufagénesis divigida al sitio usando e kit de mulagénesis Quick Change {Agilent
Technologies, Santz Clara, CA} con los sigulenies cebaderes: SEQ 1D NG B
S-GEUCTTAUGAGAACTAAATACTGCATTTAATTTTCTAACTGATC-3 v SEQ D NG 8
S ATCAGTTAGAAAATTAAATOCAGTATTTAGTTCTCGTAAGECC-3. Ss  sscusncid el
injerto modificado pars verificar la mulacion. Se cotransfectarcn células K582 y US3Y con
2 ug de construcios de TLRMD de lipo natwal o mutante, 1 pg de plasmide pBWi-luc
indicador, que conlenia seis repeliconss en andem de los silios de reconocimisnio de
NExB dentro de iz regidn prompiors unica al gen de s luciferasa [inchara N, ef g, J Bigf
Chem 2007, 378{4%2851-2884) vy 0,2 ug de pRSV-B-gail usando Lipofectamine 2000 (Sigma-
Aldrich, St Louls, MO

1.8 Ensayos de gen indicador

Tras 24 h de ransfeccidn, se incubaron 18z cdlulas K882 v LIBET con 18 ng/mi v 20 ngfmid de
factor de necrosis fumorsbalfa {TNFe} en presencia ¢ en augsencia de 200 ug/mi de
infliximab v tras 24 h se prepararon los exiractos celulares v se analizaron para determinar ia
actividad luciferass relathve mediante un sistema de ensayo de gen indicador Dusi-Light
{Applied Biosyslems) Se normalizaron los resullados para determinar iz eficacis de

transfeccitn con valores obtenidos con pREY-B-gal.

1.7 &nalisis de expresion de genes dians de NFxB

Fara svaluar a expresidn de genes individuales, se generd un ADN compiementario v se
amplificd  usaende  cebadores para ThFe  humeno SEQ IR NGOy 7
{8-CAATOGCOTGBAGCTRAGAG-Y y SEGQ i MO 8
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B-GOUCTOATGGTOTGRETRARG-3T, CCL2 SEQ i N g
(F-CTCGUTCAGLLAGATGLAAT-T ¥ SkEQ i NC: 3y
S-ETCTTCGGAGTTTGRETTTGE-3Y, TRAIL SEQ D MO 11
{5 -GAGCTGAAGTAGATGCAGGAL-Y ¥ SEQ i NG 12
H-TOGACGGAGTTGCLACTTGALT-T), ¥ B-acting SEG i N 13
{§-GUTGCOTCAADALDTCAAC-Y ¥ SEQ 10 W 14

H-GATOGAGTTGAABGTAGTITCGTG-3). Se reslizg POR cuaniitativa en tiempo real en
un sistema de deteccidn de secusncias 7000 {Applied Biosystems). Se calould s rardn de iz
abundancia de marcadores de diferenciacidn con respects a la de transortios de Beacting
como 20, donde » as el valor de ciclo umbral de B-acting menos sl valor de ciclo umbral del
ARNM correspondiante v se normalizd por e valor de la muestra con el nivel de expresion
mas bajo de estos genes. Se determind la especificidad de los productos de POR dessados

con andlisis de curva de fusidn.

La PCR an tiempo real, se llevd a cabo ullizande ol Applied Riosysterns 7000 Regl-Time
PCR systemn (Bio-Rad) Cada reaccidn de PCR comtenia 12,8 1 SYBR GREEN PCR
Master Mix (Appliad Byosystems), 400 nbd de cada cebador, v 1 pl ¢BNA diluide (100 ngl en
un volumen fotal de 25 pi Las reacciones se reglizaron en una placs de regocidn de 26
pocilios bajo as siguisntes condiciones: 2 min a 80 °C, 10 min a2 88 *C, seguido de 40 ciclos

de 1858 88°C, 3y Iming 6L

£ métode dedta CF (A1), se utiizd para of andlisis de datos de Iz matriz de POR. E! valor
{ACH normsglizado para cada gen de interés (GO se calculd restando & Tt medio de ins dos
genes de expresitn consiifutive ("housekseping genes”) de la O de cads GOL A
continuacidn, & doble delts Ct{AACEH para cada GO se calould restands of ACH madio de
cada 30 en sl grupe da conirol da Ia ACH da cads GO Bl factor de cambio {(fold-change™
de cada GO comparado con sf grupe de control se calould como 2% del loga2 ™%

1.8 Andlisls estadistico

Todos los anadlisis estadisticos se realizaron usando el programa 3PES 20 (IBM, Arnonk,
Musva Yorkd v e software R siatistical {versién 3.2.0). Se compararon las diferencias en
variables cuantitalivas enire grupos de pacientas con la prusbs de la U de Mann-Whilney, v
e usé la estadistica de chi-cusdrado para vardables calegdricas. Se realizd significacion

estadistica enlre grupes en analisis in vire usando g prusba de 13 ¢ de Studend bilateral parg
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daios independienies. Se ssiablecid sl nivel de significacion en p<0.05. Se realizaron
andlisis de ascciacion gendlica usande modelos de regresidn linsar vy logistica. Tal como se
ha desorito previaments, ias covariantes en estos anslisls gendlicos incluyeron los aflos de
evolucidn de g enfermedad v la puntuacion de actividad de enfermedad basal {DAB28) para
iz asociacidn del genotipo rs11468857 con sl nivel de dafio articular [Lopez-Lasanta M, Julla
A, Maymo J, Fernander-Gullerrer B, Urenas-Gamica |, Blanco B, Canele JD, Alperi-Lopez
B, Ciive A, Corominas H ef & Variation at inlerlsukin-8 Receplor Gene Iz Associated o
Joint Damage in Rheumatoid Arthritis, Arthwftis Res Theor 2018, 17:242], v &l cambio en
DASZR 5 las 12 semanas [Acosta-Colman |, Palau N, Tanere J, Fernandez-Nebro & Blanco
F. Gonzalez-Alvare |, Canete JI, Maymo J, Balling J, Fermandez-Gutierrez B of af Gwas
Replication Study Confirms the Association of Pdela- Slentet with Anti-Tel Therapy
Response in Rheumatoid  Arthwitis.  Pharmacogenomics 2013, 14{7)727-734],

respacivamenis.

Eiemple 2~ La varianie 4737 estd asociads con is gravedad ds la snfermedad ¥

respuesis al rstamiento en pacientes con AR

La funcidn de TER1D es controverlids v su asociacion con AR apenas se ha estudiado. Con
sl fin de evaluar sl las variantes de TLRIO contribuyen & modificar el desarrolio de ia
enfermedad an pacientes con AR, se secuenciaron los exonss codificantes del gan de
TLRI0 en 68 pacientes con AR seisccionados vy 30 condroles sanas. Tras filtrar las bases
que tenfan al menos coberturg de secusncls 30X, se identificaron diecisdls variantes {véass

fa tabla 2 3 continuacion).

Yabla 2. Dieciséis varianies alélicas del gen de TLRIG encontradas medianie NGE en
pobiaciones control v ocon AR, REF, alelo de referencia; ALT, alsle alternative; MAF,

frecuencia de alelo minoritario; {+) cambin dafiing; {-} sin cambio dafling; nr, sin registiro.

D e SNP REF ALT  MAF  valorde  Cambio Clase Predios Frediceidn
de referencia B de Al funciona! én madianie
meadiant ShFs30
& SIFT
ret07 78482 A e 4,28 02308 809 SILENTE ne nr
red1 28008 C T &.41 £,5652 R7E8Q  CONYRASEN - -
TR0
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i3de BNF REF ALT MAF  velorde Cambio Class Predice Pradiceion
de referancia P de AR funciona an madiants
mediant EhPs30
a SiIFT
rad 128008 ¥ o LT G888 ITI8Y  CONTRASEN - -

THIG

rsi0F76H483 A G 4,302 0.32%86 H724 SHLENTE nr nr

151 1466658 G A 4,026 01588 REZBW  CONTRABENM -
TG

191 1468657 A G 4,088 004327 WTIT  COMTRARBEN + +
TiDo

et 1088955 T G {1,442 007296 13880 CONTRASEN ~ ~
TR0

re 1136858 9 & {3,282 03818 a4 SHENTE ny ny

ra 114665653 A G 0028  0,5824 M3I2ET  CONTRASEN - ny
TG

15114666582 T . 013 0,1403 K303 SILENTE nr i

5114666581 e T 4026 05824 Y2381 CONTRASEN - -
TG

rs 11 GeE9s87 T & {3438 3018 MNz241H  CONTRASEN - -
TS

r31 1468650 A & 00008 0137 LIE7P CONTRABEN + +
TG

ra11466648 o A G026 05824 AT838 CONTRASEN - -
TR0

1810856837 < T 0026  0,5824 TI7 SILENTE 0y mw

r3 10856838 A T 8,148 05813 13 BILENTE 0 ne

Entonces, se realizd uns selecoldn baséndose en las frecusncias slélicas en ambas

poblaciones de pacienies v de control ¥ el impsclo funcions! previsto schre la mroleins
usando los programas SIFT (Ng PC and Henikoff 5, Nucleic Acids Res. 2003, 31(13)3812-
4} v SNPs3D Yue ef al, BMO Bioinformalics. 2008, 7:188) La mayoria de los cambics

corfrasentido enconirados se situaron en los dominios LRRE (figurs 1AL Como resuliado dsl

procedimiento de seleccidn, se identificd la varianie M73T {Tabla 2) pars estudios de

ascciacion adivionalss. Primero, s¢ estudid una poblacitn de 483 pacienies y s8 enconird

gue las frecuencias de genclipo {sl 86,6% de A&, &l 11.9% de AG, ol 1,8% de GG no eran

significativaments diferentes de las de una poblacidn de 208 conbroles {af B4,5% de AA, &l

14,3% de AG, & 1,2% de GG) Despuds se analizaron varios hallarzgos clinicos en ia
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noblacion de pacientes asociados con kB gravedad de la enfermedad, incluysndo la
nresencia de sulosnticusrpos tipicos de AR (RF y ACPA), manifesiaciones exira-articulares
y fa necesidad de bratamientos binldgicos especificos vy cirugla. Todes slles indicaron una
corratacion tendencial entre la gravedad vy ef genolipo GG gue no se observd con sl genctipo
A& {figura 2AY. Para reforzar esta obsereacién, se estudit una cohorte mayor de 12081
pacienies con AR y 1483 controles sanes. Tal como se observd previamaente, se enconird
que g disribucién de genolipos era similar en ambas poblaciones de pacisniss y de control
{figura 18), lo gue es concuarda con los genolipos desoritfos para g poblacién swopea en la
hase de datos HapMap (Neture, 2005, 437(7068311288-328; figura 10, Resuits interasants,
izl como se muesire en g figure 2B, que ia variante 14737 estd allamenie asociada con
enfermedad erosiva en AR positiva para ACRA {(p=0.017 en la cohorle tofal v p=0,0048 en
pacientes femeninos) v con una respussia menor al ratamiendo con inflikdmal medido
mediante of cambic en e indice DASZE {(p=0,012 en a3 cochorte ial) ast come mediania los
criterios de respuesta de la FULAR {(p=0.025 en iz cohorle tofal), lo que indica que ssia

variants selecciona un grupo de pacientes con una enfermedad mas grave.

Basdndose en un modslo de estructura 3D usando e visor Jmel (Nepomnyachly 518t al,
Structure. 2015 May 5,28{51:841-8; figura 34}, 1a posicidn 473 esla dentro de una cadens-
heta en el dominio LRR18 v astd ocupads por una isclsucing, un aminodcido altamenis
higdréfobo, escondida dentro del nicleo de la proleing. En ia variante de TLR1D, se sustituye
woleusing por reoning, un aminodcide polar que puade participar en pusnies de hidrdgsno v
se sitds habiluglments en la superficle de s profeinag. Los dominios LRR proporcionan
marce destacado pars lograr diversas inleracciones de profeinas. Por tanto, esie cambio
ssiructural disminuve los contaclos hidréfobos v puede alterar infergcciones proleina-
oroleing funcionalmente relevantes. Se sabe que los miembros de la familia de TLR son
reguiadorss de la actividad de NF<B. una ruia clave sn la inflamacin. Para demaoshrar
expernmentalmente las consecuencias funcionales de la variante 14737 sobre ia activacion
de NFeB, se infroduje &l nucledtide de alteracidn de coddn en un construcio que contenia
ADNe de TLR1D medianie mulagénasis dirigida al sitin v se estudit la capacidad de esia
variante pars modificar la actividad transcripeional de NF«B. Tal como se muesira en las
figuras 3B y 3C, TLR1O de tpo nalursl regula por disminusidn la actividad transcripeional de
NFeB fanio en condiciones no estimuladas como en condiciones sstimuladas por ThFa en
las lineas celuiares hematopoyélicas KEE2 y UGAT. 3in embarge, la sustitucidn de 4737

hioguea i3 capacidad de inhibicidn de TLR1D. Con el fin de trasladar la respuesia reducida a
32
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irfliximab en pacienies al modele in vitro, se sstimularon células con ThFo en presencia ¢
en ausencis de inflikimab. En consscuencia, las células gue expresaban la vardante 4737
jenian un nivel de aclividad de NFxB mas alic que pormanecia tras & tralamienio con
infliximab en comparacién con céivias que expresaban la variante de tipo natural {figuras 3D
y 3F) Despuds, se confirmd este resultado analizando iz sxpresidn de genss diang de
MNExB. Los niveles de expresion de OCL2Z, TRAIL ¥ TNFa se regularon por disminucidn en
presencia de TLRIO de tipo natural ras la estimulacion de ia ruta de NF«B con ThiFa En
inea con los resuliados previos, se anuld s regulacidn por disminuddn de genes diana de
NFExB cuando se transfectaron las células con ef constructo que conlenia s vardanis v se
cultivaron con ThiFe {figurs 4A-E) La expresidn de CCLY lambign confirmd gue la variants

genera una menor respussta a infliximab {figura 4F}

£n conclusion, la variante 14737 conduce & una capacidad reducida de TLR1D para inhibir a
activaciin de NF«B en respuesta a estimulos inflamatorics. Esle efeclo podria explicarse
debide a gue el cambic de aminodcido disminuye ia hidrofobicidad de un dominio LRR, o
que puede alterar la interaccion con proteinas TLR necesaria para s sefalizacidn de TLR1O
iGovindaral RG, of al, PLof One 2010, 8{8)e12713)
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1.

REVINDICACIONES

Método in vilro para predech la respussia olinica de un sujeto, que Heng o ss
sospacha que lane una enfermsedad inflamaloria, 3 un agente antl-ThNFg, en e que

dicho método comprands:

ay delerminar en una mussira bioldgica alslada de dicho sujelo e Qenalipo del

polimarfismo de un solo nucledtido [SNP) rs 11488857,

donde la presencia del alslo {G} an &l menos uno de los alelos an ol locus del SNP

rs 11468857 indica un mayor rlasgo de no responder al agenie anth- TP v

donde dicha enfermadad inflamatoria se seiscolona del grupo gue consiste en
enfermedad inflamatoria intestinal, psoriasis, arfritis psoriasica, aririlis reumatoids,
lupus  erifemaloso  sistémico, sindroms de Sibgren, arlritls reumsioide juveni,

sspondiloartropatia, uvailis v enfermedad de Behoel's,

Método in vitro para identificar un sujeto, gue tiene o 8 sospecha gus liens una
enfermedad inflamaloria, gue presenia un mayor riesgo de no responder al
tratgmisnto con un agenie ant-TFa, en el que diche métedo comprande ia slaps a)

segun la reivindicaciin 1,

donde ia presencia del alelo (G} an al menos uno da los alslos en e locus del SNP

rs 11488657 indica ur mayor riesgo de no responder al agents ant-ThFa v

donde dicha enfermedad inflamatoria se selecciona del grupo gue consiste en
enfermedad inflamatoria intestingl, psoriasis, arlritis psoriasica, arlrifis reumataide,
lupus  erilemaloso sistémics, sindrome de Sidgren, aririfis reumatoide  juvenil,

espondifoariropatia, uvellis v enfermedad de Behoel's.

i mélodo segudn cualquisra de las relvindicaciones 1 ¢ 2, donde g pressncia del
alelo {G) en ambos alelos indica un mayor resge de no responder al agente anti-

THFa
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4.

e

Método in wifro para seleccionar un tratamiento para un sujelo, gue liens o se
saspecha que iene ung enfermadad inflamatoria, en of que dicho método comprende

la etapa a) seqin ia reivindicacion 1, y ademas comprends:

b} ssleccionar un agente ant-1NFo cuando &l alsio (A} esia presenie en ambos
alelns en ¢l locus del SHNP rs 11466657,

donde dicha snfermedad inflamatoria se selecciona del grupo gque consisle en
srfermedad infiamatoria intestingl, psoriasis, arritis psorasica, artritis reumatoids,
lupus erifematoso  sistémico, sindrome de Sidgren, ariilis reumstoide  juveni,

sspondioanropstia, uveilis v enfermeadad de Beheel's,

Métodn in vitro para determingr la gravedad yo sl proncstice de 2 enfermedad en un
sujetn que tisne una enfermedad inflamaloria, donde dicho melodo comprends ia

aiapa a) sequn la reivindicacidn 1,

donde ia presencia del aisle {B) en al menos uno de ios aleios en &l locus del SNP

1511468857 es indicativo de enfermedad severa, v

donde diche enfermadad inflamatoria se selecciona del grupo que oonsists an
erfarmedad inflamatoria intestingl, psoriasis, aririlis psoriasics, ariritis reumaioids,
lupus erilematoso sislémico, sindroms de Bidgren, arlritis reumatoide  juvenil,

sspondioartropatia, uveilis v enfermedad de Behcel's.

£i mélodo segin ba reivindicacidn 5 donde la presencia del alelo {3} en ambos aleles

a5 indicativo de enfermeadad sevara.

Método in vifro para oblener datos Utiles pars determinar s respuesta clinics de un
sujeio, gue flene o s& sospecha gue tene una enfermedad inflamaloria, & un agents
anti-ThiF o, ia gravedad y/o el prondstico de dicha snfermedad donde dicho método

comprende ia atapa 8) segun la relvindicacidn 1,

donde dicha snfermedad inflamatorda se selecciona del grupo gue consisie en

snfermedad infiamatoria intestinal, psorigsis, aririlis psorigsics, artritis reumatoids,

35



i

15

28

25

28

35

WO 2018/020060 PCT/ES2017/000089

10

.

12

13

18

lupus ertematosc sistémico, sindrome de Sifgren, arivilis reumatoide juvenid,

gspondiicartropatia, uveitis v enfermedad de Beheet's.

£l método segin cualquiera de las rebvindicacionss 1 2 7, en el que o sujelo es
positive para anticusrpos anti-péptido cifrulinado (ACPAL
El mélodo segin cusiquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en af gue 13 musesira

bioldgica es una musslra de sangre.

£l mélodo sagun cuslquisre de las relvindicacionas 1 a2 9, an &) que & genolipo de

SHEP rs 114886857 se determing medianie secuanciacidn directs o PCR cuantitstiva,

£l mélodo segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a8 14, en el gue dicho matodo
ademds comprends almacenar los resullados del mélodo an un dispositive de

aimacenamienio de datos,

Método implementado por ordenador, en ¢ gue ef mélodo es tal como se defing en

cusliuiers de las reivindicacionas 1 a 11,

El método segin cualguisra de las reivindicacionss 1 g 12, donde dicho agents anti-
ThFe es seleccionado del grupo que consisle en slanercapt, adalimimab, inflimalb,

golimumab, cenoiizumab, rituximab, abatacept, anskinma and locizumab. |

Bl método sequn cuslgulers de ias reivindicaciones 1 g 12, donde diche agente anii-

ThFa es infliximab.

Liso de infliximab on g slaborecidn de un medicamenic pars el ralamisnio de una
enfermedad Inflamaloria en un sujels, que tene o s8¢ sospecha que tens dicha
arfarmedad inflamatoria, en gl qus dicho suisto presenia of alele {A) en ambos alslos
en al ipous del SNP 5114688657,

donds dichs enfermadad inflamaions s2 seleccions del grupo que consiste en
erfermeadad inflamaiona intestinal, psoriasis, arfritis psoriasica, arritis reumatoids,
upus eritematoss sistémico, sindrome de Sibgren, artrilis reumstoide  juvenil

espondiicariropatia, uvelitis v enfermedad de Beheat's,
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Et método segin ocusiquisra de las relvindicaciones 1 a 140 sl uso de infliximab
segun la reivindicacidn 18, en sf que dicha endermedad inflamatona es la arlrilis

reumatoide,

£l método segin cualquizra de las reivindicacionses 1 2 14 0 18, ¢ sl uso de inflikimab
segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18, an el que dicho sujelc s un sujslo

humang.

Kit para determinar en una mussira bioldgica alslada de un sujelo el genctipo de
SHNP ra 11486857, que comprends:
ut reactivo para detarmingr ¢ genoling del BHP re1 1488857,
~  opsiognalments,  instrucciones para ol uso de dicho reactive en la
determinacion del genclipe del SNP rg11488657 en una muestra biologica

aislada.

Bl kit seqdn 12 reivindicacién 18, en & gue dicho reactivo as un cebador yo sonda
especifice de SEQ 1D NO: 1 que amplifigus una regidn gue comprenda el SNP
ra11 486EET.

£l kit segin la reivindicacidn 19 donds dicho cebador yio sonds especifico se
selecciona del grupo que consiste en 3EQ ID NO: 3, SEQ ID NI 4, v secusncias

idénticas a cuslouiera de [as mismas en al mangs 78%.

Uso de un kit de acuerdo con cualquisra de las reivindicaciones 18 a 20 para
nradecir ia respussta clinica de un sulslo que Hiene una enfermedad inflamatoria,
parg dentificar un sulsto que Hens una enfermedad inflamatoria con rigsgo de no
responder 2 un tratamienio con un agents anli-ThiFa, para ssleccionar un
fratamiento para un sujelo gque tlens una enfermedad inflamalora, vio para
determinar la gravedad wo el prondstico de una snfermedad inflamatoria en un

siujela.
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