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DESCRIPCION

Meétodo para la evaluacion de la artritis reumatoide mediante la medicién de anti-PCC e interleuquina 6.

La presente invencion estd relacionada con un método que mejora la evaluacién de la artritis reumatoide. E1 método
se utiliza especialmente en la evaluacién de la presencia o ausencia de artritis reumatoide in vitro. El método por
ejemplo se realiza mediante el andlisis de marcadores bioldgicos, lo que comprende la medida en la muestra de la
concentracion de anti-PCC e interleuquina 6, y la correlacién de las concentraciones determinadas con la presencia
o ausencia de artritis reumatoide. Para mejorar aun mds la evaluacién de la AR en un método de esta invencién
puede determinarse el nivel de uno o mas marcadores adicionales junto con el anti-PCC y la interleuquina 6 y pueden
correlacionarse con la presencia o ausencia de AR. La invencién también estd relacionada con la utilizacién de un
panel de marcadores que comprende el anti-PCC y la interleuquina 6 en el diagndstico de la artritis reumatoide e
ilustra un equipo para la realizacién del método de la invencion.

La artritis reumatoide (“AR”) es una enfermedad crénica, inflamatoria, sistémica que se manifiesta de forma mas
notable en las articulaciones afectadas, en particular las de las manos y pies. La aparicién de la artritis reumatoide
puede ser lenta, oscilando entre unas pocas semanas y algunos meses, o la enfermedad puede surgir rdpidamente de
forma aguda.

La AR tiene una distribucién mundial e involucra a todos los grupos étnicos. Aunque la enfermedad puede aparecer
a cualquier edad, la prevalencia aumenta con la edad y el pico de incidencia estd entre los cuarenta y sesenta afios.
La estimacion de prevalencia en la poblacién norteamericana varia entre el 0,3% y 1,5%. Actualmente, alrededor de
2.500.000 individuos estan diagnosticados de artritis reumatoide sélo en los Estados Unidos, con algunas estadisticas
que apuntan a entre 6,5 y 8 millones de afectados potenciales por la enfermedad. Las mujeres se ven afectadas 2-3
veces mas frecuentemente que los hombres.

Los sintomas iniciales de la artritis reumatoide son principalmente especificos de las articulaciones, como el do-
lor en las articulaciones con hinchazén o sensibilidad en éstas, pero también puede incluir manifestaciones bastante
inespecificas como rigidez, fiebre, nédulos subcutdneos, y fatiga. Es muy caracteristica la afectacién simétrica de las
articulaciones. Las articulaciones de las manos, pies, rodillas y muifiecas son las més frecuentemente afectadas, con la
implicacién eventual de las caderas, codos y hombros. A medida que la enfermedad progresa, cualquier tipo de movi-
miento se convierte en doloroso y dificil lo que conduce finalmente a una pérdida de la funcién de las articulaciones
implicadas. Los casos mds severos de artritis reumatoide pueden resultar en dolor intenso y destruccién de las articu-
laciones. Anualmente, se realizan 300.000 procedimientos quirirgicos de reemplazo de huesos y articulaciones en un
esfuerzo para aliviar el dolor y la pérdida de movilidad resultante de la destruccion de las articulaciones relacionada
con la artritis.

El sistema de clasificacion de la AR mas ampliamente utilizado son los criterios de clasificacién de AR del Ame-
rican College of Rheumatology revisados en 1987. (Arnett, F.C., et al., Arthritis Rheum. 31 (1988) 315-324). De
acuerdo con estos criterios (conocidos como criterios ARA), se dice que un paciente sufre AR si el paciente cumple
al menos cuatro de los siete criterios siguientes, en el que los criterios 1-4 deben estar presentes durante al menos seis
semanas: 1) rigidez matutina durante al menos una hora, 2) artritis de tres o mds areas en las articulaciones, 3) artritis
de las articulaciones de las manos, 4) artritis simétrica, 5) nddulos reumatoides, 6) factor reumatoide (“FR”) en suero,
y 7) cambios radiograficos. Estos criterios tienen una sensibilidad y especificidad de aproximadamente un 90%.

El dnico marcador bioquimico generalmente aceptado (véanse los anteriores criterios ARA) y que ayuda en el
diagnéstico de la AR es el factor reumatoide (FR) detectado en suero.

Los cambios histolégicos en la AR no son especificos de la enfermedad sino que dependen en gran medida del
organo involucrado. La lesién inflamatoria primaria en la articulacién involucra el sinovio. Los cambios iniciales
son dafios en la microvasculatura sinovial con oclusién del lumen, hinchazén de las células endoteliales, y espacios
entre las células endoteliales, como se ha documentado mediante microscopia electronica. Esta fase normalmente esta
asociada con una débil proliferacién de la capa celular de revestimiento superficial. Dos tipos celulares constituyen
el revestimiento sinovial: los sinoviocitos de tipo A derivados de la médula ésea, que tiene caracteristicas de los
macréfagos, y los sinoviocitos de tipo B mesenquimales. Ambos tipos celulares contribuyen a la hiperplasia sinovial,
lo que sugiere una interaccion paracrina entre estos dos tipos de células. Esta fase de inflamacién estd asociada con
congestién, edema y exudacién de fibrina. La infiltracién celular aparece en las fases iniciales de la enfermedad e
inicialmente consiste principalmente de linfocitos T. Como consecuencia de la inflamacion, el sinovio se convierte en
hipertréfico por la proliferacion de vasos sanguineos y fibroblastos sinoviales, y por la multiplicacién y engrosamientos
de las capas de recubrimiento sinovial.

El tejido de granulacion se extiende al cartilago y se conoce como panus. El tejido invade de forma activa y destruye
el hueso periarticular y el cartilago en el margen entre el sinovio y el hueso, conocido como AR erosiva.

Las manifestaciones articulares de la AR pueden situarse en dos categorias: signos reversibles y sintomas relacio-
nados con la sinovitis inflamatoria y el dafio estructural irreversible provocado por la sinovitis. Este concepto es util
no solo para clasificar la enfermedad y determinar la prognosis sino que también sirve para seleccionar el tratamiento
médico o quirdrgico. El dafio estructural en el tipico paciente normalmente se inicia en algin punto entre el primer y el
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segundo afio de la enfermedad (Van der Heijde, D. M., et al., Br. J. Rheumatol. 34 (1995) 74-78). Aunque la sinovitis
tiende a seguir un patrén fluctuante, el dafio estructural progresa como una funcién linear de la cantidad de la sinovitis
anterior.

La etiologia de los eventos tempranos en la AR permanecen desconocidos. Actualmente se acepta ampliamente un
componente autoinmune, pero todavia se discuten otros factores. La posibilidad de una infeccién bacteriana o viral se
ha perseguido intensamente. Todos los esfuerzos para asociar un agente infeccioso con la AR mediante aislamiento,
microscopia electrénica o biologia molecular han fracasado. Es posible que no haya una causa primaria dnica de la
ARy que los diferentes mecanismos puedan llevar al dafio inicial en el tejido y precipitar la inflamacién sinovial.

Los signos clinicos de sinovitis pueden ser sutiles y a menudo subjetivos. El calentamiento, hinchazoén, articula-
ciones obviamente inflamadas, normalmente sélo se aprecian en las fases mds activas de la sinovitis inflamatoria. La
pérdida de cartilago y la erosion del hueso periarticular son los rasgos caracteristicos del dafio estructural. Los rasgos
clinicos relacionados con el dafio estructural estdn marcados por un deterioro progresivo funcional y anatémico. El
dafio estructural en la articulacidn es irreversible y acumulable.

El tratamiento efectivo de la artritis reumatoide comprende generalmente una combinacién de medicacidn, ejerci-
cio, descanso y una terapia adecuada de proteccién de las articulaciones. La terapia para un paciente particular depende
de la gravedad de la enfermedad y las articulaciones involucradas. Son utilizados ampliamente los fadrmacos anti-in-
flamatorios no esteroideos, corticosteroides, sales de oro, metotrexato e inmunosupresores sistémicos para reducir la
inflamacién y la destruccién de las articulaciones. El uso de esteroides e inmunosupresores, no obstante, presenta
riesgos significativos y efectos secundarios en términos de toxicidad y vulnerabilidad a estados potencialmente letales.
Mas recientemente los farmacos basados en “agentes bioldgicos” se han introducido en la terapia de la AR. Tales
farmacos, por ejemplo, son receptores solubles o anticuerpos dirigidos contra el TNF-a que reduce significativamente
la inflamacién. Aunque muy prometedores, los productos biolégicos tienen atin un uso limitado debido a su alto coste.

Los datos de los estudios clinicos longitudinales y epidemiol6gicos proporcionan guias para el tratamiento. Estos
estudios enfatizan 1) la necesidad de un diagndstico precoz, 2) la identificacion de factores de prondstico, y 3) un
tratamiento agresivo precoz. El diagndstico precoz y el tratamiento, preferiblemente dentro de los primeros meses
después del inicio de los sintomas, puede ayudar a prevenir el dafio irreversible de las articulaciones.

Existe de hecho una necesidad de métodos, especialmente basados en pardmetros bioquimicos, que apoyen la
evaluacién de la existencia de artritis reumatoide. La presente invencién proporciona tales métodos y los reactivos
para evaluar la presencia o ausencia de artritis reumatoide in vitro. Los métodos también ayudardn a la monitorizacién
de la eficacia del tratamiento en los pacientes que sufren de AR.

La presente invencion estd dirigida a un método para evaluar la artritis reumatoide in vitro mediante marcadores
biolégicos, que comprende la medicién en una muestra de la concentracién de anti-PCC e interleuquina 6 y correla-
cionar las concentraciones determinadas con la presencia o ausencia de la artritis reumatoide.

La presente invencién también estd relacionada con el uso de un panel marcador que comprende al menos anti-
PCC e interleuquina 6 en el diagndstico de la AR.

La presente invencién también proporciona un equipo para realizar el método de acuerdo con la presente inven-
cién que comprende al menos los reactivos necesarios para medir especificamente el anti-PCC y la interleuquina 6,
respectivamente, y opcionalmente reactivos auxiliares para realizar la medicién.

En una primera realizacion preferida, la presente invencion estd relacionada con un método para evaluar la artritis
reumatoide in vitro mediante marcadores bioldgicos, que comprende medir en una muestra la concentracién de anti-
PCC e interleuquina 6 y correlacionar las concentraciones determinadas con la presencia o ausencia de la artritis
reumatoide.

Tal como se utiliza aqui, cada uno de los siguientes términos posee el significado asociado con él en su seccién.

Los articulos “un” y “una” se utilizan aqui para referirse a uno o mas de uno (es decir, al menos uno) del objeto
gramatical del articulo. A modo de ejemplo, “un marcador” significa un marcador o mas de un marcador.

El término “marcador” o “marcador bioquimico” tal y como se utiliza aqui se refiere a una molécula a utilizar
como la diana para analizar muestras de pacientes. Ejemplos de tales dianas moleculares son proteinas o polipéptidos
asi como anticuerpos presentes en una muestra. Las proteinas o polipéptidos utilizados como marcador en la presente
invencién se contemplan para incluir cualquier variante de dicha proteina asi como fragmentos de dicha proteina o
dicha variante, en particular, los fragmentos detectables inmunoldgicamente. Un experto en la materia podrd reconocer
que las proteinas que son liberadas por las células o presentes en la matriz extracelular que son dafiadas, por ejemplo,
durante la inflamacién pueden ser degradadas o escindidas en tales fragmentos. Ciertos marcadores se sintetizan en
una forma inactiva, que pueden ser posteriormente activados mediante proteolisis. Tal como podra apreciar un experto
en la materia, las proteinas o fragmentos de los mismos pueden también estar presentes como parte de un complejo.
Tal complejo también puede utilizarse como un marcador en el sentido de la presente invencién. Las variantes de un
polipéptido marcador estin codificadas por el mismo gen, pero difieren en su PI o PM, o en ambos (por ejemplo,
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como resultado de un procesamiento alternativo del mRNA o pre-mRNA, por ejemplo corte y empalme alternativo o
proteolisis limitada) y ademads, o de forma alternativa, puede aparecer una modificacién post-traduccional diferencial
(por ejemplo, glicosilacién, acilacion y/o fosforilacién).

El término marcador, como se ha mencionado antes, en la presente invencién también estd relacionado con los
anticuerpos presentes en una muestra. En el caso de la AR estos anticuerpos son autoanticuerpos, es decir, anticuerpos
en la muestra de un paciente que se unen a un antigeno presente o producido por las propias células del paciente.

El término “muestra” tal y como se utiliza aqui se refiere a una muestra bioldgica obtenida con el propdsito de la
evaluacion in vitro. En los métodos de la presente invencion, la muestra o muestra del paciente preferiblemente puede
comprender cualquier fluido corporal. Las muestras preferibles para las pruebas incluyen sangre, suero, plasma, orina,
saliva y fluido sinovial. Las muestras preferidas son sangre completa, suero, plasma o fluido sinovial, siendo el plasma
o suero la mds preferible.

Como un experto en la materia apreciard, cualquiera de estos diagndsticos se realiza in vitro. La muestra del
paciente se deshecha tras esto. La muestra del paciente se utiliza tan sélo para el método diagndstico in vitro de la
invencion y el material de la muestra del paciente no se transfiere de vuelta al cuerpo del paciente. Normalmente, la
muestra es una muestra liquida.

El término “evaluacion de la artritis reumatoide” se utiliza para indicar que el método de acuerdo con la presente
invencién ayudara al médico (junto con otras variables, por ejemplo, los criterios ARA expuestos (véase mds arriba)) a
establecer su diagndstico para la AR. En una realizacién preferida, esta evaluacion relacionard la presencia o ausencia
de AR. Tal como un experto en la materia apreciard, ningiin marcador bioquimico es diagndstico con un 100% de
especificidad y a la vez con un 100% de sensibilidad para una enfermedad determinada, mds bien los marcadores
bioldgicos se utilizan para valorar con cierta probabilidad o valor predictivo la presencia o ausencia de una enfermedad.
Preferiblemente el método de acuerdo con la presente invencion ayuda en la evaluacion de la presencia o ausencia de
AR.

Tal como un experto en la materia apreciard, el paso de correlacionar un nivel de marcador con la presencia o
ausencia de AR puede realizarse y lograrse de diferentes maneras. En general, se selecciona una poblacién de referen-
ciay se establece un rango normal. Establecer un rango normal utilizando una poblacién de referencia apropiada, para
el anti-PCC asf como para la IL-6, forma parte de la experimentacion de rutina. Se acepta de forma generalizada que
el rango normal en una extension cierta pero limitada depende de la poblacion de referencia en que éste se establece.
La poblacién de referencia ideal tiene que ser numerosa, por ejemplo, de cientos a miles y agrupados por edad, género
y opcionalmente otras variables de interés. El rango normal en términos de valores absolutos, como una concentracién
determinada, también depende del ensayo utilizado y la estandarizacion utilizada en producir el ensayo.

Los niveles dados para el anti-PCC y la IL-6 en la seccién de ejemplos ha sido medido y establecido con los
procedimientos de ensayo proporcionados. Debe entenderse que los diferentes ensayos pueden llevar a diferentes
valores de corte, sin alejarse del alcance de la presente invencion.

Los péptidos citrulinados son antigenos para autoanticuerpos bastante importantes como los encontrados en el
suero de pacientes con AR. Han sido estudiados de forma intensiva durante los dltimos afios por varios grupos de
investigadores (véase por ejemplo, WO 98/08946; WO 98/22503; WO 99/28344; WO 99/35167, WO 01/46222 y
WO 03/050542). Recientemente Schellekens y colaboradores (Schellekens, G.A., Arthritis Rheum. 43 (2000) 155-
163) describieron que un ensayo de ELISA basado en péptidos ciclicos citrulinados especificos (PCC) mostraron
caracteristicas de rendimiento superiores respecto a la exactitud diagnéstica de la AR en comparacién con el mismo
ensayo utilizando péptidos lineales.

Los auto-anticuerpos contra PCC, es decir, los anticuerpos que tienen mds probabilidad de reaccionar con polipép-
tidos citrulinados circulantes en el suero de un paciente y que se une a PCC en un ensayo in vitro se denominan “anti-
PCC”. La solicitud de patente de van Venroji et al. (WO 98/22503) describe ciertos péptidos citrulinados y muestra
que la ciclacién conduce a una reactividad mejorada de los respectivos péptidos. En un ejemplo especifico se muestra
que, si un péptido con la férmula general HQCHQESTXGRSRGRCGRSGS (ID. DE SEC. N°:1), en el que X significa
citrulina, se cicla mediante un puente disulfuro entre los dos residuos de cisteina, la sensibilidad aumenta a un 63% en
comparacién con el 36% del correspondiente péptido lineal. Como los autoanticuerpos en el suero de paciente poseen
una reactividad ligeramente diferente a los diferentes péptidos ciclicos, en la WO 98/22503 se sugirié una combinacién
de péptidos para mejorar atin més el ensayo.

El anti-PCC se midi6 como se describe en van Venroij et al en la WO 03/050542. En resumen, se utiliza una
combinacién de péptidos que contienen sitios de epitopos con la férmula general X-G y X-no-G en la que X indica
citrulina, G glicina y no-G cualquier aminodcido H, I, W, S, R, K, Y, M, E, V, P, Cit o0 un andlogo de los mismos para
evaluar el nivel de anticuerpos anti-PCC (anti-PCC) en una muestra. Los péptidos especificos utiles en tal evaluacién
se describen en la WO 03/050542. Tal como un experto en la materia apreciard facilmente, son posibles otras mejoras
y depuraciones respecto al antigeno del péptido citrulinado ciclico utilizado en el ensayo para medir el anti-PCC,
que resultara por ejemplo en una secuencia alterada de la secuencia del péptido citrulinado ciclico. No obstante, tales
modificaciones no se alejan del espiritu de esta invencion.
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El anticuerpo que se une al PCC, es decir, el anti-PCC, se midié en un ensayo seroldgico. Preferiblemente tal ensayo
se estableci6 utilizando uno o mas PCC como antigeno y detectando la unién de anticuerpos anti-PCC comprendidos
en una muestra al antigeno PCC mediante los métodos apropiados.

Los métodos de deteccion preferidos son los ensayos de unidn especificos, especialmente inmunoensayos. Los
inmunoensayos son bien conocidos por los expertos en la materia. Los métodos para llevar a cabo estos ensayos asi
como las aplicaciones practicas y procedimientos se resumen en los libros de texto relacionados. Ejemplos de libros
de texto relacionados son Tijssen, P., en: Practice and theory of enzyme immunoassays, Ed. R.H. Burdon y v.P.H.
Knippenberg, Elsevier, Amsterdam, 1990, 221-278 y varios volimenes de Methods in Enzymology, Ed. S.P. Colowick,
N.O. Caplan y S.P., Academic Press, relacionados con los métodos de deteccién inmunoldgicos, especialmente los
volimenes 70, 73, 74, 84,92 y 121.

Los anticuerpos anti-PCC pueden detectarse mediante formatos de ensayo homogéneos, por ejemplo, mediante la
aglutinacién de particulas de latex recubiertas con PCC.

Preferiblemente se utiliza un inmunoensayo heterogéneo para medir el anti-PCC. Tal medicién heterogénea se
basa en el recubrimiento directo o indirecto con PCC de una fase sélida, la incubacién de la fase sélida con una
muestra conocida o que se sospecha que contenga anticuerpos anti-PCC bajo condiciones que permitan la unién
de anticuerpos anti-PCC al PCC, y la deteccién de forma directa o indirecta de la unién de anticuerpo anti-PCC.
Otro formato de ensayo es el denominado ensayo puente de doble antigeno, en el que, en el caso de una medicién
de anti-PCC, los PCC se sitdan tanto en la cara de la fase s6lida como en la cara de la deteccion del inmunoen-
sayo, por lo que los autoanticuerpos en una muestra del paciente forman un puente entre estos antigenos “dobles”.
Cuando sea necesario o apropiado, se incluyen pasos de lavado durante la realizacién de un inmunoensayo hetero-
géneo.

La interleuquina-6 (IL-6) es una proteina secretada de 21 kDa que posee numerosas actividades bioldgicas que
pueden dividirse en aquellas involucradas en la hematopoyesis y aquellas involucradas en la activacién de la respuesta
inmune innata. La IL-6 es un reactante de fase aguda y estimula la sintesis de una serie de proteinas, incluyendo
moléculas de adhesién. Su funcién principal es mediar en la produccién de proteinas hepdticas de fase aguda, y
su sintesis es inducida por las citoquinas IL 1 y TNF-a. La IL-6 se produce normalmente en los macréfagos y los
linfocitos T. La concentracién normal en suero de IL-6 es < 5 pg/ml.

Mientras que en el caso de los anti-PCC, se miden los (auto-)anticuerpos comprendidos en una muestra, para la IL-6
se detecta la molécula marcadora IL-6 en si. La IL-6 por ejemplo puede ser medida mediante un tipo de inmunoensayo
competitivo o uno de tipo sandwich. La IL-6 preferiblemente se mide en un inmunoensayo de tipo saindwich que se
basa esencialmente en un anticuerpo que se une de forma especifica a la IL-6, que se une directa o indirectamente o es
capaz de unirse a una fase sélida, un anticuerpo que se une de forma especifica a la IL-6 que estd marcado de forma
detectable, y en la incubacidn de estos reactivos bajo condiciones que permiten la unién de los anticuerpos anti-IL-6 a
la IL-6 de una muestra, la separacion del anticuerpo no unido marcado, la determinacién de la cantidad de anticuerpo
marcado unido por la IL-6, y la correlacién de la cantidad de anticuerpo marcado unido a la concentracién de IL-6 en
la muestra.

La situacién ideal para el diagndstico serfa una situacién en la que un tnico evento o proceso provocara la respec-
tiva enfermedad como, por ejemplo, en las enfermedades infecciosas. En el resto de casos, un diagnéstico correcto
puede ser muy dificil, especialmente cuando la etiologia de la enfermedad no se comprende por completo como es el
caso de la AR. Por lo tanto, para el diagnéstico de la AR en general se consideran conjuntamente los diferentes sin-
tomas clinicos y los marcadores bioldgicos. Los marcadores pueden determinarse individualmente o pueden medirse
simultdneamente en una realizacidn preferida de la invencién utilizando las tecnologias de chip o matriz basada en
cuentas. Las concentraciones de los biomarcadores se interpretan entonces independientemente utilizando un limite
individual para cada marcador o se combinan para interpretarse.

Tal y como se muestra en la seccion de Ejemplos, la mera combinacién de los dos marcadores anti-PCC e IL-6
mejora significativamente la exactitud del diagndstico de la AR.

En un método de acuerdo con la presente invencidn se determina al menos la concentracién de los biomarcadores
y de la IL-6 respectivamente, y la combinacion de marcadores se correlaciona con la presencia o ausencia de AR.

Como un experto en la materia apreciard, existen varias vias para utilizar las mediciones de dos o mds marcadores
para mejorar la incognita diagnéstica de la investigacién. En una aproximacién bastante sencilla, pero sin embargo
bastante efectiva, se asume un resultado positivo si una muestra es positiva para al menos uno de los marcadores inves-
tigados. Este puede ser el caso del diagndstico de por ejemplo una enfermedad infecciosa, como el SIDA. Frecuente-
mente, no obstante, se evalda la combinacion de marcadores. Preferiblemente los valores medidos de los marcadores
de un panel de marcadores, por ejemplo para anti-PCC e IL-6, se combinan matematicamente y el valor combinado
se correlaciona con la incégnita diagndstica subyacente. Los valores marcador pueden combinarse mediante cualquier
método matemadtico apropiado del estado de la técnica. Los métodos matemadticos bien conocidos para correlacionar
una combinacién de marcadores con una enfermedad utiliza métodos como el andlisis discriminante (AD) (es de-
cir, AD lineal, cuadrético, regularizado), métodos Kernel (es decir, SVM), métodos no paramétricos (es decir, k del
clasificador por vecino mas cercano), MCP (Minimos Cuadrados Parciales), métodos basados en arboles (es decir, Re-
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gresion logica, CART, métodos de bosque aleatorio, métodos Boosting/Bagging), modelos lineales generalizados (es
decir, Regresion Logistica), métodos basados en los componentes principales (es decir, SIMCA), Modelos Aditivos
Generalizados, métodos basados en la l6gica difusa, métodos basados en redes neuronales y en algoritmos genéticos.
El experto en la materia no tendrd problema en seleccionar un método apropiado para evaluar una combinacion de
marcadores de la presente invencion.

Preferiblemente el método utilizado en la correlacion de la combinacidon de marcadores de la invencién, por ejem-
plo con la presencia o ausencia de AR, se selecciona de entre el AD (es decir, AD lineal, cuadritico, regularizado),
métodos Kernel (es decir, SVM), métodos no paramétricos (es decir, k del clasificador por vecino mds cercano)),
MCP (Minimos Cuadrados Parciales), Métodos basados en arboles (es decir, Regresion 16gica, CART, Métodos de
bosque aleatorio, Métodos Boosting) y Modelos Lineales Generalizados (es decir, Regresion Logistica). Los detalles
relacionados con estos métodos estadisticos se encuentran en las siguientes referencias: Ruczinski, I., Kooperberg C.,
LeBlanc, M., Logic regression, J. of Computational and Graphical Statistics, 12 (2003) 475-511; Friedman, J. H.,
Regularized Discriminant Analysis, J. de la Asociacién Estadistica Americana, 84 (1989) 165-175; Trevor Hastie,
Robert Tibshirani y Jerome Friedmann, The Elements of Statistical Learning, Springer Verlag, 2001; Breiman, L.,
Friedman, J. H., Olshen, R. A., Stone, C. J. (1984) Classification and regression trees, California: Wadsworth; Brei-
man, L., Random Forests, Machine Learning, 45 (2001) 5-32; Pepe, M. S., The Statistical Evaluation of Medical Tests
for Classification and Prediction, Oxford Statistical Science Series, 28 (2003); y Duda, R. O., Hart, P. E., Stork, D. G,
Pattern Classification, Wiley Interscience, 2* Edicién (2001).

En una realizacién preferida de la invencion se utiliza un punto de corte optimizado multivariado para la combi-
nacién subyacente de los marcadores bioldgicos y para discriminar el estado A del estado B, por ejemplo enfermo
de sano. En este tipo de andlisis los marcadores no son independientes pero forman un panel de marcadores. Puede
establecerse que la combinacién de mediciones de anti-PCC y de IL-6 mejora significativamente la exactitud diagnds-
tica de la AR en comparacién con los controles sanos o, si también se evalda, en comparacién con los pacientes con
osteoartritis (OA). Especialmente este tltimo hallazgo es de gran importancia, porque los pacientes con OA y AR,
respectivamente, pueden necesitar tratamientos bastante diferentes.

La exactitud de un método diagndstico se describe mejor por sus caracteristicas operativas del receptor (COR)
(véase especialmente Zweig, M. H., y Campbell, G., Clin. Chem. 39 (1993) 561-577). La gréfica de COR es una
representacion de todos los pares de sensibilidad/especificidad resultantes de la variacién continua del umbral de
decision sobre el rango completo de datos observados.

El funcionamiento clinico de una prueba de laboratorio depende de su exactitud diagndstica, o de la capacidad
de clasificar correctamente a los sujetos en subgrupos clinicamente relevantes. La exactitud diagnéstica mide la ca-
pacidad de la prueba para distinguir de forma adecuada dos condiciones diferentes de los sujetos investigados. Tales
condiciones son por ejemplo salud y enfermedad o enfermedad benigna frente a maligna.

En cada caso, la representacion de COR describe la superposicion entre las dos distribuciones mediante la repre-
sentacion de la sensibilidad frente a 1 - especificidad para el rango completo de los umbrales de decisién. En el eje
y aparece la sensibilidad, o la fraccién de positivos verdaderos [definida como (nimero de resultados de la prueba
positivos verdaderos)/(nimero de verdaderos positivos + nimero de resultados de la prueba falsos negativos)]. Esto
también ha sido denominado positividad de la presencia de una enfermedad o estado. Se calcul6 s6lo del subgrupo
afectado. En el eje x aparecen los falsos positivos, o 1 - especificidad [definida como (ndimero de resultados falsos
positivos)/(nimero de verdaderos negativos + niimero de resultados falsos positivos)]. Es un indice de especificidad
y se calcula por completo del subgrupo no afectado. Debido a que las fracciones de verdaderos y falsos positivos
se calcularon de forma completamente separada, utilizando los resultados de las pruebas de los dos subgrupos dife-
rentes, la representacion de COR es independiente de la prevalencia de la enfermedad en la muestra. Cada punto de
la representacion de COR representa un par de sensibilidad/1-especificidad que corresponde a un umbral particular
de decision. Una prueba con una discriminacién perfecta (sin superposicion en las dos distribuciones de resultados)
posee una representacion de COR que pasa a través de la esquina izquierda superior, en la que la fraccién verdadera
positiva es 1,0 o 100% (sensibilidad perfecta), y la fraccion falsa positiva es 0 (especificidad perfecta). La representa-
cion tedrica de una prueba sin discriminacion (distribuciones idénticas de resultados para los dos grupos) es una linea
diagonal de 45° desde la esquina inferior izquierda hacia la esquina superior derecha. La mayoria de representaciones
estan entre estos dos extremos. (Si la representacion de COR se sitia completamente debajo de la diagonal de 45°,
se puede remediar facilmente invirtiendo los criterios de “positividad” de “mayor que” a “menor que” o viceversa.)
Cualitativamente, cuanto mds cercana es la representacion a la esquina superior izquierda, mayor es la exactitud total
de la prueba.

Un objetivo conveniente en la cuantificacién de la exactitud diagndstica de una prueba de laboratorio es expresar
su resultado mediante un tnico ndimero. La medicién global mds comiin es el drea bajo la representacién COR. Por
convencion, este drea es siempre > 0,5 (si no lo es, se puede invertir la regla de decisién para hacerlo posible). Los
valores oscilan entre 1,0 (separacién perfecta de los valores de prueba de los dos grupos) y 0,5 (sin diferencia de
distribucién aparente entre los dos grupos de los valores de prueba). El drea no depende s6lo de una porcién particular
de la representacién como el punto mds cercano a la diagonal o la sensibilidad con un 90% de especificidad, sino de
su representacion completa. Esto es una expresion cuantitativa, descriptiva de lo cerca que estd la representacion de
COR con la representacion perfecta (drea = 1,0).
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En una realizacion preferida la presente invencién esté relacionada con un método para mejorar la exactitud diag-
nostica de la artritis reumatoide frente a controles sanos y/o pacientes que sufren de OA midiendo en una muestra la
concentracion de al menos los anti-PCC e interleuquina 6, y correlacionando las concentraciones determinadas con la
presencia o ausencia de artritis reumatoide, y la mejora resulta en que mds pacientes son clasificados correctamente
como afectados de AR frente a los controles sanos y/o pacientes afectados de OA en comparacién con una clasifica-
cién basada en anti-PCC solo. El panel de marcadores de la AR que comprende anti-PCC e IL-6 puede utilizarse en la
valoracion de la gravedad de la enfermedad de los pacientes que sufren AR.

Como un experto en la materia apreciard, pueden utilizarse uno o mds biomarcadores adicionales para mejorar
atn mds la evaluacién de la AR. Para ilustrar este potencial adicional de la utilizacién de anti-PCC e IL-6 como
los marcadores clave de un panel de marcadores para la evaluaciéon de AR se ha utilizado el término “al menos”
en las reivindicaciones anexadas. Con otras palabras, el nivel medido para uno o méas marcadores adicionales puede
combinarse con la medicién de anti-PCC e IL-6 en la evaluacién de la AR.

El marcador o marcadores adicionales utilizados junto con anti-PCC e IL-6 pueden considerarse como parte de
un panel marcador de AR, es decir, una serie de marcadores apropiados para refinar mds la evaluacion de la AR.
El nimero total de marcadores en un panel de marcadores de AR es preferiblemente inferior a 20 marcadores, mds
preferiblemente inferior a 15 marcadores, también preferiblemente inferior a 10 marcadores, siendo lo mas preferible
8 0 menos marcadores. Son preferibles los paneles de marcadores de AR que comprenden 3, 4, 5, o 6 marcadores en
total.

En una realizacién preferida, la presente invencion estd relacionada con un método para evaluar la presencia o
ausencia de artritis reumatoide in vitro mediante marcadores bioldgicos, lo que comprende la medicién en una muestra
de la concentracion de anti-PCC, interleuquina 6 y ademas la concentracion de uno o mas marcadores adicionales y la
correlacion de las concentraciones de anti-PCC, IL-6 y de los marcadores adicionales con la presencia o ausencia de
artritis reumatoide.

Serd apreciado que uno o mds marcadores diferentes puedan combinarse con cualquier marcador conocido o futuro
de la AR. Un marcador se califica como un marcador de la AR si la ABC para este marcador solo, cuando se evalia la
exactitud diagndstica comparando pacientes con AR con controles sanos, es de al menos 0,65.

Preferiblemente el marcador o marcadores adicionales se selecciona de entre el grupo que consiste en proteina
C-reactiva (=PCR), amiloide A sérica (=AAS), S100, osteopontina, FR, metaloproteasa 1 de la matriz (=MMP-1),
metaloproteasa 3 de la matriz (=MMP-3), 4cido hialurénico, sCD14, marcadores de angiogénesis y productos del
metabolismo del hueso, cartilago o sinovio.

La proteina C-reactiva (PCR) es una proteina de fase aguda homopentamérica que se une al Ca**, con subunidades
de 21 kDa, que estd involucrada en la defensa del huésped. La sintesis de la PCR estd inducida por la IL-6, e indi-
rectamente por la IL-1, ya que la IL-1 puede activar la sintesis de IL-6 por las células de Kupffer en los sinusoides
hepaticos. La concentraciéon normal en plasma de la PCR es < 3 pg/ml (30 nM) en el 90% de la poblacién sana, y <
10 ug/ml (100 nM) en el 99% de los individuos sanos. Las concentraciones en plasma de la PCR puede por ejemplo
medirse mediante formatos de ensayo homogéneo o ELISA. La proteina C-reactiva es un marcador de la inflamacién
sistémica subyacente.

El amiloide A sérica (=AAS) es una proteina de fase aguda de bajo peso molecular de 11,7 kDa. Se sintetiza
principalmente en el higado en respuesta a la estimulacién de IL-1, IL-6 o TNF-a y estd involucrada en la regulacién
de la respuesta inmune dependiente de las células T. En los eventos agudos la concentracién de AAS aumenta hasta
1000 veces alcanzando un miligramo por mililitro. Se utiliza para monitorizar la inflamacién en enfermedades tan
diversas como la fibrosis quistica, rechazo de trasplante renal, traumatismos o infecciones. En la artritis reumatoide se
ha utilizado en algunos casos como sustituto para la PCR, pero el AAS no estd aceptado todavia de forma generalizada.

La osteopontina (=OPN) es una glicoproteina fosforilada secretada, altamente acidica, que se une al calcio. Se
conocen tres isoformas que se originan de un corte y empalme alternativo que pueden estar libres o unidas a la matriz
extracelular. A través del motivo RDG del esqueleto del péptido de 32 kDa, la OPN puede unirse a integrinas como
la avB3. Aunque se purificé originariamente a partir de la matriz dsea, se expresa en numerosos fluidos corporales
y tejidos incluyendo leche, orina, células T activadas, macréfagos, fibroblastos, células musculares lisas, tejido renal
y algunas células tumorales. Su expresidn se estimula en respuesta a varias citoquinas, factores de crecimiento o
mediadores inflamatorios. Las concentraciones de OPN aumentadas se han asociado con sepsis, cdncer metastatico,
isquemia cerebral, placas ateroscleréticas, formacidn de granuloma en tuberculosis y enfermedades autoinmunes como
la esclerosis mdltiple (Chabas, D., et al., Science 294 (2001) 1731-1735) o RA (Petrow, P.K., et al., Arthritis Rheum.
43 (2000) 1597-1605).

Los factores reumatoides (=FR) son autoanticuerpos dirigidos contra la regién constante Fc de las moléculas de
inmunoglobulina G (Waaler, E., Acta Pathol. Microbiol. Scand. 17 (1940) 172-188; Moore, T. L., y Dorner, R. N.,
Clin. Biochem. 26 (1993) 75-84). Aunque el FR presenta algunas limitaciones, es actualmente el inico marcador
inmunolégico de artritis reumatoide incluido en los criterios ARA. Al margen de la AR también se ha encontrado
en otras enfermedades inflamatorias reumaticas, enfermedades no reumaticas e incluso en personas sanas con edad
superior a 60 afios (Bartfeld, H., Ann. NY Acad. Sci. 168 (1969) 30-40). Los autoanticuerpos de FR pertenecen a todas
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las clases de inmunoglobulinas y la mayoria de los ensayos utilizados actualmente no diferencian entre los isotipos
IgM, IgG e IgA. Estos ensayos de FR también denominados ensayos de FR total determinan mayoritariamente las
IgM pero también cubren las IgG o IgA en cierto grado dependiendo del formato del ensayo y del proveedor (Bas,
S., et al., Ann. Rheum. Dis. 61 (2002) 505-510). M4s recientemente los isotipos IgG e IgA de FR han pasado a ser
de interés en el diagnéstico de la AR. Cuando los tres isotipos de FR se encuentran elevados, el valor diagndstico
del ensayo FR puede ser mayor (Swedler, W., ef al., J. Rheumatol 24 (1997) 1037-1044). Ademads se atribuye cierto
valor prondstico a algunos de estos isotipos FR. Especialmente, se ha detectado que una concentracion elevada de FR
de tipo IgA es un indicador de una progresién grave de la enfermedad (Jorgensen, C., et al., Clin. Exp. Rheum. 14
(1996) 301-304). En una combinacién de marcadores de acuerdo con la presente invencién, el marcador de FR puede
ser cualquier forma de determinacion del FR, lo que incluye FR total, isotipos unicos especificos de FR o cualquier
combinacidn de isotipos de FR.

La familia de metaloproteasas de matriz (=MMP) degrada casi todos los componentes de la matriz extra-celular.
Por ello, las MMP se han relacionado con varios tipos de cancer, pero también con los procesos inflamatorios en la AR.
La MMP-1 y la MMP-3 son producidas por los fibroblastos, osteoblastos y células endoteliales tras la estimulacién
por citoquinas proinflamatorias como la IL-1 o el TNF-a. Generalmente las MMP se encuentran en la circulacién
como una proforma inactiva y el marcador MMP-1 y MMP-3, respectivamente, tal y como se utiliza aqui también esta
relacionado con tal proforma inactiva. MMP-1 y MMP-3 se han detectado en el fluido sinovial de los pacientes con
AR y los niveles responden a la terapia anti-TNF-a. La metaloproteasa mds preferible para su utilizacién en un panel
de marcadores de AR de acuerdo con la presente invencién es la MMP-1.

En lugar de las metaloproteasas mencionadas anteriormente, también es posible utilizar sus correspondientes inhi-
bidores, en conjunto denominados inhibidores tisulares de las metaloproteasas de matriz (=TIMP), por ejemplo, MMP-
1 y MMP-3 son inactivadas in vivo por TIMP-1, que es una sialoglicoproteina de 29,5 kDa que forma un complejo
estequiométrico 1:1 con las MMP. Se ha investigado la relacién de TIMP-1 y TIMP-2 con la destruccién de cartilago
en la AR (Ishiguro, N., et al., Arthritis Rheum. 44 (2001) 2503-2511).

Las proteinas S100 forman una familia en constante aumento de proteinas que se unen al Ca’*, que actualmen-
te incluye mas de 20 miembros. La estructura fisiologicamente relevante de las proteinas S100 es un homodimero
pero algunas pueden formar también heterodimeros entre ellas, por ejemplo la SI00A8 y la SIO0A9. Las funciones
intracelulares van desde la regulacién de la fosforilaciéon de proteinas, de actividades enzimadticas, la dindmica del
citoesqueleto o la implicacion en la proliferacion celular y en la diferenciaciéon. Como algunas proteinas S100 se libe-
ran también desde las células, también se han descrito funciones extracelulares, por ejemplo, supervivencia neuronal,
proliferacién astrocitaria, induccién de apoptosis y regulacién de los procesos inflamatorios. La ST00A8, S100A9, el
heterodimero S100A8/A9 y S100A12 se han encontrado en la inflamacién, entre las que S100A8 responde a infla-
macion crénica, mientras que SI00A9, SI00A8/A9 y S1I00A12 aumentan en la inflamacién aguda. ST00A8, S100A9,
S100A8/A9 y S100A12 se relacionan con diferentes enfermedades con componente inflamatorio, lo que incluye algu-
nos canceres, el rechazo de aloinjerto renal, colitis y de forma mas importante con la AR. (Burmeister, G., y Gallacchi,
G., Inflammopharmacology 3 (1995) 221-230; Foell, D., et al., Rheumathology 42 (2003) 1383-1389). Los marcado-
res S100 mas preferibles para su utilizacién en un panel de marcadores de AR de acuerdo con la presente invencién
son S100A8, S100A9, el heterodimero ST00A8/A9 y S100A12.

El CD14 es una proteina de la membrana de promonocitos, monocitos, macréfagos y granulocitos activados, en los
que sirve como receptor para el lipopolisacédrido. Induce la secrecién de factores citotéxicos e inmunomoduladores co-
mo el oxigeno reactivo (O,), factor de necrosis tumoral (TNF-a), interleuquinas (IL-1, IL-6 e IL-8) y factor activador
de plaquetas (PAF). E1 CD14 unido a membrana se libera para proporcionar CD40 soluble (=sCD14) en respuesta a
los factores activadores o diferenciadores como el IFNy o el TNF-a. La funcién fisiolégica del sCD14 no estd del todo
clara todavia. Como en la AR y en otras enfermedades autoinmunes estdn involucrados procesos inflamatorios e inmu-
noldgicos, el sCD14 también se ha investigado en estas enfermedades. Cuando se evalud la terapia anti-CD14 como
una nueva opcion terapéutica en la AR, la concentracién de sCD14 anteriormente elevada se disminuyd rdpidamente
y se redujo la sinovitis (Horneff, G., et al., Clin. Exp. Inmunol 91 (1993) 207-213).

El glicosaminoglicano acido hialurénico es una de las macromoléculas esenciales para el funcionamiento de una
articulacion. Es sintetizado por los fibroblastos y otras células especializadas del tejido conectivo. El d4cido hialurénico
estd involucrado en la formacién de la matriz extracelular y en las uniones de célula a célula. Se encuentran altas
concentraciones en el fluido sinovial, donde es responsable de la retenciéon de agua, contribuyendo de esta manera
a la lubricacion de las articulaciones. En la artritis reumatoide la sintesis de dcido hialurénico es estimulada por los
mediadores proinflamatorios IL-1 y TNF-a lo que conduce a un aumento de los niveles en suero/plasma (Sawai, T., y
Uzuki, M., Connective Tissue 33 (2001) 253-259).

Una caracteristica de la artritis reumatoide es la invasién de las articulaciones por un tejido sinovial proliferante
también conocido como panus. Una parte significativa del panus consiste en vasos sanguineos que suministran nu-
trientes al tejido en crecimiento. Por lo tanto, también se han investigado en la AR las moléculas relevantes en la
angiogénesis, tanto como marcadores de AR como posibles dianas terapéuticas (Brenchley, P.E.C., Clin. Exp. Inmu-
nol. 121 (2000) 426-429). Entre estas, el factor de crecimiento endotelial vascular (=VEGF) se ha evaluado en mas
detalle. El VEGF es una glicoproteina secretada que se modifica para generar cuatro isoformas diferentes. Dos de estas
isoformas se difunden facilmente mientras que el resto de isoformas se unen fuertemente a la heparina y se encuentran
mayoritariamente en asociacién con proteoglicanos que contienen heparina. E1 VEGF actia como una quimioquina
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sobre las células endoteliales, monocitos y osteoblastos conduciendo en ultimo término a la neovascularizacién y a un
aumento de la permeabilidad microvascular. E1 VEGF se ha detectado en el fluido sinovial y el suero de los pacientes
con AR (Lee, S.S., et al., Clin. Exp. Rheumathology 19 (2001) 321-324; Ballara, S., Arthritis Rheum. 44 (2001) 2055-
2064). Preferiblemente, el marcador de angiogénesis es el VEGF.

Los tejidos de las articulaciones mds importantes son hueso, cartilago y el sinovio. Como la artritis reumatoide
es una enfermedad destructiva estos tejidos serdn los mas afectados. Estos son una fuente probable de potenciales
marcadores bioldgicos en el campo de la AR. En principio estos marcadores pueden proceder no sé6lo de la destruccién
del respectivo tejido sino también de un proceso de reparacién desregulado y/o inefectivo. Un experto entenderd que
los marcadores del metabolismo del hueso, cartilago y sinovio pueden originarse por la sintesis o por la destruccién
de estos tejidos. Los diferentes marcadores del metabolismo del hueso, cartilago y/o sinovio pueden perfilarse a partir
de dos grupos diferentes de proteinas. Proceden de los numerosos tipos de coldgeno o de proteinas no coldgenas.
Las protefnas no coldgenas a menudo estdn involucradas en la formacién de la matriz extracelular. Algunos de estos
marcadores pueden encontrarse en los tres tejidos en cantidades variables.

Los marcadores y productos del metabolismo del hueso y/o cartilago incluyen tanto marcadores de la degradacién
del hueso y/o cartilago como marcadores de la formacién del hueso y/o cartilago. Los marcadores preferibles derivados
del metabolismo del coldgeno son marcadores como:

1. Piridinolina (=PYD), desoxipiridinolina (=DPD) y Glc-Gal-PYD: La piridinolina (=PYD) estabiliza el coldgeno
entrecruzando las cadenas de la triple hélice de coldgeno. La estructura quimica de la PYD es muy estable y puede
encontrarse en suero y orina como subproducto de la degradacién del coldgeno (Knott, L., y Bailey, A.J., Bone 22
(1998) 181-187). Se ha asociado con la artritis (Kaufmann, J., et al., Rheumatology 42 (2003) 314-320). La PYD sirve
para monitorizar la afectacion del cartilago en la destruccién de articulaciones ya que es liberada desde el cartilago y
s6lo hasta cierto grado por el hueso mientras su prima cercana desoxi-piridinolina (=DPD) se origina mayoritariamente
a partir del hueso. Los tres marcadores se han asociado con la artritis (Kaufmann, supra). La forma glicosilada Glc-
Gal-PYD se ha encontrado mayoritariamente en el tejido sinovial (Gineyts, E., et al., Rheumatology 40 (2001) 315-
323).

2. Telopéptidos entrecruzados: CTX-I, CTX-II, NTX-I y el epitopo LQ que son telopéptidos entrecruzados del
extremo C- o N-terminal de los coldgenos tipo I o tipo II, respectivamente, y de los que el S-CTX-I es también
conocido como S-CrossLaps® (Bonde, M., et al., Clin. Chem. 40 (1994) 2022-2025). El telopéptido carboxiterminal
del coldgeno tipo I (=ICTP) se refiere a un fragmento y marcador del coldgeno tipo I que originalmente se derivé a
partir de coldgeno tipo I mediante escisién con cianobromuro.

3. Péptidos lineales derivados del coldgeno: El ensayo denominado Cartilaps® mide un péptido lineal que se deriva
de la regiéon C-terminal del coldgeno tipo II.

4. Aminodcidos modificados: El coldgeno comprende aminodcidos modificados como la hidroxiprolina y galactosil
hidroxilisina que pueden utilizarse como marcador de la ruptura del coldgeno (Al-Dehaimi, A.W., et al., Clin. Chem.
45 (1999) 676-681).

5. Neoepitopos del coldgeno: Col2-3/4 y CIIN son neoepitopos generados por la escision inicial del coldgeno II
por las colagenasas (Billinghurst, R.C., et al., J. Clin. Invest. 99 (1997) 1534-1545).

6. Marcadores de coldgeno que se considera que reflejan la formacidn de hueso: el propéptido N-terminal asi como
el C-terminal del coldgeno tipo I (=PINP y PICP), respectivamente, se escinden del polipéptido precursor (procoldge-
no) durante/tras la sintesis y se consideran marcadores de la formacién de hueso. PIICP es el propéptido correspon-
diente del coldgeno tipo II, mientras PIIINP se deriva del coldgeno tipo III.

Preferiblemente el marcador del metabolismo del hueso y/o cartilago también puede ser un marcador no colageno,
como: CS846, que es un epitopo del condroitin sulfato generado durante la sintesis de agrecano; proteina de matriz
oligomérica del cartilago (=PMOC) que tiene funciones de enlazante en el cartilago (Saxne, T., y Heinegard, D., Br. J.
Rheumatol. 31 (1992) 583-591); proteina de la capa intermedia del cartilago (=PCIC), que es una proteina de la matriz
del cartilago (Lorenzo, P., et al., J. Biol. Chem. 273 (1998) 23463-23468); proteinas de la matriz del cartilago 1-3
también conocidas como matrilinas; condromodulinas que actian como moléculas sefializacién en el cartilago (Suzu-
ki, F., Connect. Tissue Res. 35 (1996) 303-307); proteina sensible al dcido retinoico derivada del cartilago (=PARDC)
o MIA, que tiene una funcién aun por definir en la modulacién de los condrocitos (Miiller-Ladner, U., et al., Rheu-
matology 38 (1999) 148-154); osteocalcina, sintetizada por los osteoblastos, es una importante proteina de matriz no
coldgena del hueso y se utiliza para monitorizar el recambio 6seo (Gundberg, C. M, et al., J. Clin. Ligand Assay 21
(1998) 128-138); y las sialoproteinas del hueso, que son importantes proteinas de matriz no coldgenas del hueso, como
la sialoproteina II del hueso, ahora conocida como la sialoproteina del hueso, que por ejemplo, se ha evaluado como
marcador del recambio éseo (Saxne, T., et al., Arthritis Rheum. 38 (1995) 82-90).

Los productos del metabolismo del sinovio que pueden utilizarse como marcador para la evaluaciéon de la AR
incluyen: CTXIII, que es un telopéptido derivado del colageno tipo III, YKL40 que es una proteina de tipo quitinasa
3 de la matriz extracelular (Johansen, J. S., et al., Scand. J. Rheumatol. 30 (2001) 297-304), y agrecano, que es un
bloque de construccién de los proteoglicanos asi como su producto de degradacion, el queratan sulfato.
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Preferiblemente el panel de marcadores de la AR comprende al menos tres marcadores, entre los que figuran anti-
PCC, IL-6 y un tercer marcador seleccionado de entre el grupo que consiste en PCR, AAS, S100, osteopontina, FR,
MMP-1, MMP-3, 4cido hialurénico y un producto del metabolismo del coldgeno.

En la evaluacion del panel de marcadores de la AR que comprende anti-PCC, IL-6 y S100, es especialmente
preferible S1I00A12.

Un panel de marcadores de la AR mas preferible comprende anti-PCC, IL-6 y AAS.

Un panel de marcadores de la AR mas preferible comprende anti-PCC, IL-6 y la proforma de la MMP-1, es decir,
pro-MMP-1.

Como se ha mencionado anteriormente (véanse los criterios ARA), a pesar de las severas limitaciones, el factor
reumatoide (FR) actualmente es el tinico marcador bioquimico generalmente aceptado para apoyar en el estableci-
miento de un diagndstico de AR. Se tiene claras expectativas de que la combinacién de marcadores de la presente
invencién mejorard significativamente el diagndstico de AR y complementara o podria incluso finalmente reemplazar
el ensayo del FR. La utilizacién de un panel de marcadores que comprende al menos anti-PCC e interleuquina 6 en
diagndstico de la AR por lo tanto representa una realizacién mds preferible de la presente invencion.

Tal y como un experto en la materia apreciard, pueden utilizarse uno o mas marcadores adicionales para mejorar
aun mds la exactitud del diagndstico, o, en caso necesario aumentar la sensibilidad del diagndstico a expensas de la
especificidad o viceversa. En algunas dreas diagndsticas, por ejemplo, en la deteccidon de una infecciéon por VIH, la
sensibilidad es de maxima importancia. La elevada sensibilidad requerida puede conseguirse a expensas de la especi-
ficidad, lo que conduce a un nimero aumentado de casos falsos positivos. En otros casos, por ejemplo como ejemplo
simple, cuando se evaldan los antigenos de grupo sanguineo, la especificidad es de vital importancia.

Una realizaciéon mas preferible estd relacionada con la utilizacién de un panel de marcadores en el diagnéstico de la
AR, cuando este panel comprende anti-PCC, interleuquina 6 y al menos un marcador adicional seleccionado de entre
el grupo que consiste en PCR, AAS, S100, osteopontina, FR, MMP-1, MMP-3, 4cido hialurénico, sCD14, marcadores
de la angiogénesis y productos del metabolismo del hueso, cartilago o sinovio.

El método de acuerdo con la presente invencidn serd de gran utilidad en la valoracién de la severidad de la AR.
Cuanto mayor es el nivel de anti-PCC y/o mayor es el nivel de IL-6 mds severa es la enfermedad. Con las combina-
ciones de marcadores o paneles de marcadores ahora disponibles no serd mds que una experimentacién rutinaria el
desarrollar por ejemplo, puntuaciones para la enfermedad como un indicador de la gravedad de la enfermedad. Asi,
el método de acuerdo con la presente invencion es preferiblemente también utilizado para evaluar la severidad de la
enfermedad.

El método de la presente invencion también serd de gran ayuda en la monitorizacién del curso de la enfermedad.
Esto se consigue mas facilmente midiendo en una muestra del paciente anti-PCC e IL-6 asi como marcadores adicio-
nales opcionales en varios momentos a lo largo del tiempo y comparando los niveles absolutos y/o los niveles relativos
de los marcadores en esos diferentes momentos. Por lo tanto es mds preferible utilizar el método de acuerdo con la
presente invencion para monitorizar el curso de la enfermedad en un paciente con AR.

También se reconoce que la presente invencion serd de gran ayuda en la valoracion de la eficacia de cualquier
tratamiento de la AR. La eficacia del tratamiento se reflejard mediante cambios en los niveles de marcadores. Si un
tratamiento tiene el efecto deseado al menos el nivel de uno de los dos de marcadores, anti-PCC o IL-6, se reducira.
El método de acuerdo con la presente invencion por lo tanto también se utiliza preferiblemente para evaluar la eficacia
del tratamiento. El mismo fendmeno, es decir, una reduccién en el nivel de marcador de al menos uno de entre anti-
PCC y IL-6, puede aplicarse facilmente a la seleccién del farmaco adecuado asi como la dosificacién mds apropiada
de los fairmacos en la AR. También es preferible la utilizacién de un método de esta invencién en la seleccién del
farmaco adecuado y/o la dosificaciéon més apropiada.

El método de la presente invencion también permitird la seleccion e identificacion de nuevos farmacos en el campo
de la AR. Esta aplicacion representa una realizacion preferida posterior.

Serd también una gran ventaja que los subgrupos de pacientes puedan ser identificados para y en los estudios
clinicos por su diferencia en el nivel de anti-PCC e IL-6, y correlacionar esta diferencia en el nivel de marcador con la
eficacia del farmaco bajo investigacion.

La presente invencién también estd relacionada con un equipo para realizar el método de esta invencién que com-
prende los reactivos necesarios para medir especificamente anti-PCC e interleuquina 6, respectivamente. El equipo
puede comprender opcionalmente reactivos auxiliares para realizar la medicién de tanto anti-PCC como IL-6.

Los siguientes Ejemplos, referencias, listado de secuencias y figuras se proporciona para ayudar en la comprension

de la presente invencion, el verdadero alcance de la cual se indica en las reivindicaciones anexas. Se entenderd que
pueden realizarse modificaciones en los procedimientos indicados sin alejarse del espiritu de la invencién.
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Descripcion de las figuras

“Puntuacién DR” en todas las Figuras significa “puntuacién discriminante regularizada regular,” es decir, la pun-
tuacién obtenida al aplicar un Andlisis Discriminante Regularizado; “ABC” en todas las Figuras significa “drea bajo
la curva’:

Fig. 1 Anélisis de COR de los pacientes diagnosticados de AR frente a los controles que incluyen OA utilizando
log FR total solo.

Fig. 2 Andlisis de COR de los pacientes diagnosticados de AR frente a los controles que incluyen OA utilizando
log anti-PCC solo.

Fig. 3 Anilisis de COR de los pacientes diagnosticados de AR frente a los controles que incluyen OA utilizando
la combinacién de log anti-PCC y log IL-6.

Fig. 4 Andlisis de COR de los pacientes diagnosticados de AR frente a los controles que incluyen OA utilizando
la combinacién de log anti-PCC, log IL-6 y log 4cido hialurénico.

Fig. 5 Andlisis de COR de los pacientes diagnosticados de AR frente a los controles que incluyen OA utilizando
la combinacién de log anti-PCC, log IL-6 y log AAS.

Ejemplo 1
Estudio poblacional

Muestras derivadas a partir de 389 pacientes de AR altamente caracterizados con una duracién maxima de enfer-
medad de 15 afios se recogieron en cinco centros europeos con un seguimiento de dos afios. Todos los individuos se
diagnosticaron como pacientes de AR de acuerdo con los criterios ARA y tenfan un estado funcional de <III segtiin
la clasificacién mediante los criterios ARA (Hochberg, M.C., et al., Arthritis Rheum. 35 (1992) 498-502). Todos los
pacientes se documentaron con un cuaderno de recogida de datos (=CRD) extensivo. E1 CRD incluye el cuestionario
de evaluacion de la salud, el cuestionario SF36, el contaje de articulaciones hinchadas y rigidas, la puntuacién Larsen,
pardmetros de laboratorio, historial clinico de cirugias relevantes, medicacion, co-morbilidades y medicacién para las
co-morbilidades. Se realizaron rayos X cada afio siguiendo el procedimiento estandarizado. Sélo se han incluido en el
presente andlisis muestras basales obtenidas de los sujetos incluidos en este estudio.

También se recogieron muestras derivadas de 624 sujetos control. En estos controles se excluyeron sélo los sujetos
positivos para AR pero no otras formas de artritis. De esta cohorte se escogieron 200 muestras con un rango de edad
como el de las muestras de AR del estudio. Como el objetivo del estudio era discriminar la AR no sélo en sujetos
sanos sino también de otras enfermedades de las articulaciones, se afiadieron 190 pacientes con OA tibiofemoral
o patelofemoral de la rodilla como controles enfermos. En estos pacientes de OA se determinaron los pardmetros
clinicos y de laboratorio y se calcul6 la puntuacién radiografica de Kellgren y Lawrence (Kellgren, J. H., y Lawrence,
J. S., Ann. Rheum. Dis. 16 (1957) 494-502).

Los datos demograficos de la poblacién del estudio se proporcionan en la Tabla 1.

TABLA 1

Colectivos de Pacientes
Colectivos N Edad Génexo (f/m/?)
AR 389 59,1 (16-87) 256/132/1
Controles incl. OA 390 60,6 (38-92) 195/195/0
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Ejemplo 2

Marcadores medidos

La Tabla 2 presenta una seleccion de los ensayos utilizados y proporciona el formato de ensayo asi como los
distribuidores de los ensayos. La mayoria de los ensayos eran en formato de ELISA en placas microtituladas manuales
(=PMT). FR y PCR se determinaron en un formato de ensayo homogéneo en un analizador automético Hitachi. Las
concentraciones de marcador se determinaron en muestras de suero con estos ensayos disponibles comercialmente en

ES 2297521 T3

los pacientes asi como en los controles.

TABLA 2
Ensayos y distribuidores
Biomarcador Formato/ tipo de|Origen
Ensayo
Anti-PCC Sandwich ELISA, PMT|Axis-Shield, Dundee
(UK)
PCR Ensayo homogénea, |[Roche Diagnostics,
Hitachi Mannheim (FRG)
Acido hialurénico |Sandwich ELISA, PMT|Chugai, Tokyo (J)
IL-6 Sandwich ELISA, PMT|Roche Diagnostics,
Mannheim (FRG)
FR Ensayo homogéneo, |Roche Diagnostics,
Hitachi Mannheim (FRG)
AAS Sandwich ELISA, PMT|Biosource, Nivelles
(B)
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Ejemplo 3
Evaluacion estadistica

Las cohortes de pacientes se separaron al azar en un grupo de entrenamiento (aprox. 67%) y en un grupo de
prueba (aprox. 33%). En el grupo de entrenamiento se desarrollo un algoritmo de clasificacién y en el grupo de prueba
independiente se validd el algoritmo. Como puede observarse en la Tabla 3 los respectivos grupos se escogieron para
que fueran muy parecidos en tamafio asi como en edad.

TABLA 3
Distribucién de edad de los colectivos

Grupo astudio N |media|Max |g3 |[mediana|ql (Min
Entrenamiento|AR 259]58.7 |87 68 [59 51 (23
Entrenamiento|{Controles [261|60.2 [92 69 |60 51 |42

incl. OA
Prueba AR 130}59.8 |83 68 |61 52 |16
Prueba Controles |129]61.3 [84 70 |63 52 |[38

incl. OA

Los algoritmos de clasificacién se generaron con un Andlisis Discriminante Regularizado (ADR), que es una
generalizacion del Andlisis discriminante comun, es decir, Anélisis discriminante cuadratico y lineal (McLachlan, G.J.,
Discriminant Analysis and Statistical Pattern Recognition, Wiley Series in probability and mathematical statistics,
1992). En el ADR se utilizan alternativas a las estimaciones usuales de maxima verosimilitud (“plug-in”’) para las
matrices de covarianza. Estas alternativas se caracterizan por dos pardmetros (4, y), los valores de los cuales se adaptan
a la situacién individual minimizando conjuntamente una estimacién basada en muestras del riesgo de clasificacién
erronea futura (Friedman, J.H., Regularized Discriminant Analysis, J. of the American Statistical Association, Vol. 84
(1989) 165-175). Como método alternativo los algoritmos de maquinas de soporte vectorial (Hastie, Trevor, Tibshirani,
Robert, Friedman, Jerome, The Elements of Statistical Learning, Springer Series in Statistics, 2001) pueden ajustarse
con resultados de clasificacion comparables.

Los paneles de marcadores se construyeron paso a paso empezando por el mejor marcador tnico para el proble-
ma de clasificacién y acabando cuando el error de clasificacion total ya no cambia de forma notable. Para obtener
distribuciones centralizadas cada marcador tnico se transformé con la funcién logaritmica natural. Se utiliz6 una vali-
dacién cruzada 10 veces en el grupo de entrenamiento para obtener estimaciones robustas del error total (sensibilidad,
especificidad). Una vez definido el panel de marcadores, se validd sin ningtin otro ajuste con un grupo de prueba
independiente.

Ejemplo 4
Identificacion de un panel de marcadores para el diagnéstico de la AR

La Tabla 4 presenta los resultados de clasificacion de los pacientes diagnosticados de AR frente a los controles
incl. OA en el grupo de entrenamiento. El primer marcador seleccionado fue anti-PCC, el segundo IL-6 y el tercero
y udltimo el acido hialurénico cuando el algoritmo se detuvo. Los resultados de clasificacién de la combinacién de
marcadores anti-PCC, IL-6 y AAS se describen también a causa de que fueron superados s6lo por un estrecho margen
por la combinacién anti-PCC, IL-6 y 4cido hialurénico. Como referencia se presentan los resultados de clasificacién
del FR total, que como se ha mencionado anteriormente es actualmente el tinico marcador bioquimico que forma parte
de los criterios ARA.

El objetivo de la presente invencién es mejorar el diagnéstico correcto de la AR frente a controles que incluyen
OA. El valor diagnéstico del panel de marcadores identificado se refleja mejor en la Tabla 4 mediante el error total de
la clasificacién. El FR, actualmente el tinico marcador bioldgico incluido en los criterios ARA, da lugar a un error total
de 0,18. El anti-PCC como marcador tnico ya lo reduce a 0,14. La combinacién preferible de anti-PCC y IL-6 mejora
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significativamente la clasificacion con un error total de 0,12. Afiadir un tercer marcador ayuda finalmente a minimizar
aun m4s la clasificacion errénea. El panel de marcadores anti-PCC, IL-6 mds dcido hialurénico tiene un error total de
0,11, y la combinacién de anti-PCC, IL-6 mads AAS es comparable dando lugar a un error total de 0,12.

TABLA 4
Resultados de clasificacién del grupo de entrenamiento de
pacientes diagnosticados de AR frente a controles que incl.
oA
N° de imarcador o|Método Validacién cruzada (10 veces)
marca- |panel de | (ADR) ERROR jpositivos negativos
dores marcadores TOTAL | correctos correctos
Sensibili- | Especifi-
dad cidad
1 log FR total [A = 0,(0,184 |68,2% 95, 6%
Yy.= 0
1 log anti-PCC |A = 0,]0,146 |74,4% 96, 6%
Yy.=0
2 log anti-|A = 0,(0,115 (80, 3% 96, 9%
PCC, log IL-|y.= 0
6
3 log anti-|A = 0,{0,108 ({82,1% 96,5%
PCC, log IL-|y.= 0
6, log acido
hialurénico
3 log anti-{A = 0,{0,117 |80, 3% 96, 6%
PCC, log IL-]y.= 0,25
6, log AAS

Lo mas critico de la aproximacién escogida en este estudio es la cuestién de si tiene una aplicabilidad general.
Para comprobarlo, el panel de marcadores identificado en el grupo de entrenamiento se valid6 con un grupo de prueba
independiente. Como un experto en la materia comprenderd, los resultados de los grupos de entrenamiento y de prueba
pueden diferir ligeramente a causa de que ambos grupos eran realmente independientes. La Tabla 5 proporciona los
resultados de clasificacién utilizando los mismos marcadores tnicos o panel de marcadores que en la Tabla 4. Como
en el grupo de entrenamiento la combinacién e anti-PCC, IL-6 y dcido hialurénico o AAS reduce el error total de la
clasificacién. Los resultados presentados en la Tabla 4 y 5 claramente muestran que la combinacién de anti-PCC, IL-
6 y opcionalmente al menos un marcador adicional mejora significativamente el diagnéstico de la AR.
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TABLA 5

Rasultados de clasificacién del grupo de prueba de pacientes
diagnosticados de AR frente a controles que incluyen pacien-
tes con OA
N° de [marcador o|[Método Validacién cruzada (10 veces)
marca- |panel de | (ADR) ERROR positivos negativos
dores marcadores TOTAL correctos correctos
Sensibili- | Especifici-
dad dad

1 log FR to-|A = 0,110,193 66, 9% 94, 6%

tal y.= 0
1 log anti-f(A = 0,10,166 66, 9% 100%

PCC =0
2 log anti-jA = 0,(0,112 80% 97,7%

PCC, logly.= 0

IL-6
3 log anti-jA = 0,10,108 80% 98,5%

PCC, logfy.= 0

1L-6, log

acido hia-

lurédnico
3 log anti-|A = 0,110,100 80% 100%

PCC, logfy.= 0,25

IL-6, log

AAS

Las curvas de COR de los marcadores y combinaciones de marcadores, respectivamente, de la Tabla 5 se muestran

en las Figurasde 1 a 5.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para valorar la presencia o ausencia de artritis reumatoide in vitro mediante marcadores bioldgicos,
lo que comprende la medida en una muestra de la concentracién de al menos a) anti-PCC y b) interleuquina 6, y c) la
correlacion de las concentraciones determinadas en los pasos a) y b) con la presencia o ausencia de artritis reumatoide.

2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, que ademds comprende la medida de al menos un marcador
adicional seleccionado de entre el grupo que consiste en PCR, AAS, S100, osteopontina, FR, MMP-1, MMP-3, 4dcido
hialurénico, sCD 14, marcadores de angiogénesis y productos del metabolismo del hueso, cartilago o sinovio.

3. El método de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que dicho marcador adicional es el marcador AAS.

4. La utilizacién de un panel de marcadores que comprende al menos anti-PCC e interleuquina 6, para la obtencién
de un agente diagndstico para el diagnéstico de la AR.

5. La utilizacién de acuerdo con la reivindicacién 4 que comprende anti-PCC, interleuquina 6 y al menos un
marcador adicional seleccionado de entre el grupo que consiste en PCR, AAS, S100, osteopontina, FR, MMP-1,
MMP-3, 4cido hialurénico, sCD14, marcadores de angiogénesis y productos del metabolismo del hueso, cartilago o
sinovio.

6. La utilizacién de un panel de marcadores que comprende al menos anti-PCC, interleuquina 6 y el marcador AAS
para la obtencién de un agente diagndstico para el diagnéstico de la AR.

7. Un equipo para la realizacién del método de acuerdo con la reivindicacién 1 que comprende los reactivos

necesarios para medir de forma especifica anti-PCC e interleuquina 6, respectivamente, y opcionalmente los reactivos
auxiliares para realizar la medida.

18



Sensibilidad (tasa de positivos correctos)

ES 2297521 T3

Fig. 1

1‘0 E-n.““;.“”..’:”."“?"‘““E.“.“.?n."“:““..”‘"““”:“.““..““ ]
|

: : : : Puntuacion DR : :

Lia

?Aéc=f 0.82 :

Y 1 0 308
04E
(XY R TR S TR T TR RS s

oodeii i B b L

LS T T T T T Ll T L

00 0.1 02 03 04 05 06 0.7 08 09 10
1-Especificidad (tasa de falsos positivos)

19



Sensibilidad (tasa de positivos correctos)

ES 2297521 T3

(7] SR AR SS SS S SRS SO
Qz.muénmniumém”{“m“5umfm"fnmn;mn?nm1
Y S VS SR NOU S SN SO S S

1

00 bbb

Y- oo B S

S : PuntuacionDR  ©
} i i ¢ i aBc = 080 ¢
05 ......A.;........;.......-?-.......:......._.......;........:........;......,

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

T i 1 L

T T

1-Especificidad (tasa de falsos positivos)

20



Sensibilidad (tasa de positivos correctos)

ES 2297521 T3

1.0- R T R T T T T T e B g R T SN Py sy

0.91

ot

004 i :

Pur{tuaci%’m DR

! ABC = 083 |

fevierandiiniiet i

T 12 H ¥ ¥ ¥ ¥

00 01 02 03 04 05 06 07 O

1-Especificidad (tasa de falsos positivos)

8 09

21

10



Sensitiity (correct positive rate)
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Fig. 5
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