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immunosorbent assay
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Lliga europea contra el reumatisme, de I'anglés european alliance of
EULAR .
associations for rheumatology
ExM Manifestacié extra articular, de I'angles extra-articular manifestation
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FCS Serum fetal bovi, de I'anglés fetal calf serum
FIA Analisi per injeccié de flux, de I'anglés flow injection analysis
Fib Fibrinogen
Fmoc 9-fluorenilmetoxicarbonil
Fr Valor de fronts
FR Factor reumatoide
GWAS Estudis d’associacié de genoma complet , de I'angles genome wide association
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HATs Histones acetil transferases
HATU Hexafluorofosfat d’O-(7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluroni
HDATs Histona desacetilasa
Hexil-MAA 1-hexil-4-metil-1,4-dihidro-piridindicarboxialdehid
HLA Antigen leucocitari huma, de I'anglés human leukocyte antigen




HLA-DRB1

Cadena B 1 de la molécula HLA-DR

HOBt 1-hidroxibenzotriazol
HPLC Cromatografia liquida d’alta resolucié, de I'anglés high performance liquid
cromatography
HRP Peroxidasa de rave picant, de I'angles horseradish peroxidase
HSA Albumina sérica humana, de I'angles human serum albumin
Ig Immunoglobulina
IgA Immunoglobulina de Iisotip A
1gG Immunoglobulina de Iisotip G
IgM Immunoglobulina de I'isotip M
IL Interleucina
ILD Malaltia pulmonar intersticial, de I'angles interstitial lung disease
IQR Rang interquartilic, de I'anglés interquartil range
LYP Tirosina fosfatasa limfoide, de I'anglés lymphoid tyrosine phosphatase
m/z Relacié massa/carrega
Adductes de malondialdehid-acetaldehid, de I'anglés malondialdehyde-
MAA
acetaldehyde adducts
MAP Peptid amb multiples antigens, de I'angles multiple antigen peptide
mMcv Vimentina mutada citrul-linada, de I'anglés mutated citrullinated vimentin
MDA Malondialdehid
MDHDC 4-metil-1,4-dihidropiridina-3,5-dicarbaldehid, també conegut com adducte
MAA
MeOH Metanol
MHC Complex d’histocompatibilitat major, de I'angles major histocompatibility
complex
MMP Metal-loproteinasa
MPO Mieloperoxidasa
MS Espectrometria de masses, de I'angles mass spectrometry
NET Trampes extracel-lulars de neutrofils, de I'angles neutrophil extracellular traps
NGS Sequenciacio de nova generacid, de I'anglés next generation sequencing
NHS N-hidroxisuccinimida
oD Densitat Optica, de I'anglés optical density
OPD Orto-fenilendiamina
PAD Peptidil arginina deiminasa
PADI4 Peptidil arginina deiminasa isoforma 4
PBS Tampo fosfat sali, de I'angles phosphate buffered saline
PCR Proteina C reactiva
PEG Polietilenglicol
Pmc 2,2,5,7,8-pentametilcroman-6-sulfonil
pNPP Paranitrofenilfosfat
PTM Modificacio post-traduccional, de I'angles post-translational modification
PTPN22 Proteina tirosina fosfatasa no receptor tipus 22
PyBOP Hexafluorofosfat de benzotriazol-1-il-N-oxi-tris(pirrolidin)fosfoni
RA Artritis reumatoide, de I'angles rheumatoid arthritis
RANK Receptor del factor nuclear B
RANK-L Lligand del receptor del factor nuclear B
RMN Ressonancia magneética nuclear
ROC Corba de rendiment diagnostic, de I'angles receiver operating characteristic
ROS Espécies reactives d’oxigen, de I'angles reactive oxigen species
RP Reumatisme palindromic
SDS Dodecil sulfat sodic, de I'angles sodium dodecyl! sulfate
SE Epitop compartit, de I'anglés shared epitope
SNP Polimorfisme de nucleotid Unic, de I'anglés single nucleotide polymorphism
SPPS Sintesi de peptids en fase solida, de I'anglés solid phase peptide synthesis

tBu

Tert-butil




TFA Acid trifluoroacétic
TIS Triisopropilsila
TLC Cromatografia per capa fina, de I'angles thin layer cromatography
TMVB 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina
™S Tetrametilsila
TNFo Factor de necrosi tumoral-a, de I'anglés tumor necrosis factor a
TOF Temps de vol, de I'angles time of Flight
T Temps de retencio
TRIS Tris(hidroximetil)-aminometa
Trt Trifenilmetil
UA Unitats arbitraries
UPLC Cromatografia liquida d’ultra pressié
Registre de veterans d’artritis reumatoide, de I'anglés Veteran Affairs
VARA . ”
Rheumatoid Arthritis
VPN Valor predictiu negatiu
VPP Valor predictiu positiu
VSG Velocitat de sedimentacié globular
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1. ARTRITIS REUMATOIDE
1.1. Que és?

L’artritis reumatoide (AR) és una malaltia inflamatoria cronica de naturalesa autoimmunitaria * .
Es una malaltia complexa, d’etiologia desconeguda en la que estan implicats factors genétics i
ambientals i en la qual I'alteracié del sistema immunitari juga un paper principal en la seva
\ .2 . . . .y . ; \ . , . oy . \ .
patogeénesis®. La principal manifestacid clinica és la preséncia d’una poliartritis simétrica
(inflamacido de la membrana sinovial) d’evolucié cronica amb tendéncia a la destruccio i
deformitat articular, que pot ocasionar una discapacitat progressiva i perdua de la qualitat de la
vida del pacient **. A més de I'afectacid articular, poden existir manifestacions extra-articulars

(ExM) com els ndduls reumatoide, malaltia pulmonar intersticial o afectacid ocular entre d’altres®.

L’estrategia actual del tractament consisteix en la realitzacié d’un diagnostic precog i I'inici d’'una
terapia efectiva el més aviat possible, mentre es manté un control estricte de la malaltia. Aquesta

"6 quan és efectuada de forma precoc ha demostrat ser

estrategia, denominada “treat-to-target
efectiva. En molts dels pacients no s’aconsegueix la curacio pero si la remissié clinica de la malaltia

i s’evita la destruccio articular’.

La presentacid clinica és heterogenia i es pot classificar els pacients en funcié de diferents
parametres. Una de les maneres més esteses de dur a terme la classificacio és en base a la
presencia o absencia de biomarcadors serologics distintius d’aquesta malaltia. Es pot discriminar
entre I’AR seropositiva, en la qual els pacients presenten anticossos caracteristics de la malaltia,
gue normalment esta associada a un fenotip amb una major destruccid 0Ossia, pitjor progressio i
més mortalitat® i la seronegativa, en general menys greu, més heterogénia i a voltes amb un

diagnostic clinic encara més dificil®.

Els biomarcadors més estudiats i rellevants sén el factor reumatoide (FR) i un tipus
d’autoanticossos que tenen com a diana les proteines/péptids citrul-linats (ACPAs, anticossos
contra proteines/peéptids citrul-linats). Aproximadament el 70-75% dels pacients d’AR presenten
la forma seropositiva (FR+ i/o ACPA+) mentre que el percentatge restant de pacients, no presenta

aquest tipus d’autoanticossos i conforma, per ara, el grup d’AR considerada seronegativa.



Aix0 podria variar ja que recentment s’han descobert nous tipus d’autoanticossos contra altres
modificacions post-traduccionals (PTMs, de I'angles post-translational modifications) com la
homocitrul-linacid (també anomenada carbamilacid), I'acetilacié o la formacié d’adductes de
malondialdehid-acetaldehid en certs residus d’aminoacids presents en proteines del teixit
sinovial. La seva deteccié en diferents poblacions d’AR les situa com a possibles biomarcadors i
podrien ajudar a identificar respostes d’autoanticossos en el perfil serologic dels pacients fins ara
classificats seronegatius. Els autoanticossos contra aquestes modificacions reben el nom,
respectivament, d’anticossos contra proteines carbamilades (anti-CarP), anticossos contra
proteines acetilades (AAPA) i anticossos contra proteines modificades amb adductes de MAA

(anti-MAA).

1.2. Epidemiologia

La prevalenca global estimada de I’AR es del 0.5-1%°, perd s’observen petits canvis en funcid de
la localitzacié de la poblacié analitzada. Per exemple, I'estudi de la prevalenca a diferents regions
d’Europa confirma que aquesta es manté entre els percentatges esmentats pero és lleugerament

011 Altres estudis

més baixa en els paisos del sud d’Europa que en els paisos nordics
epidemiologics fets en diferents arees del mdon suggereixen que aquests valors sén extrapolables
i es mantenen en un rang similar'2. Destaca una prevalenca més alta de la malaltia, de fins al 5-

6% en algunes subpoblacions de Natius Americans®®.

1.3. Etiologia

Es desconeix |'etiologia de I'AR, pero s’han pogut determinar una série de factors tant ambientals
com genetics que confereixen un major risc a patir-la. La interaccid entre aquests factors podria
ser el desencadenant per l'inici de la resposta autoimmunitaria observada. A continuacié es

descriuen alguns dels factors més rellevants.

1.3.1. Factors genetics

La importancia del component genétic en la malaltia s’ha fet evident ja que alguns estudis amb
bessons han demostrat que I'heretabilitat de la malaltia es troba al voltant del 60% **. Aquest
terme fa referéncia a la proporcié de variacié d’un tret en una poblacid que és atribuible a factors
genétics hereditaris’®. Alguns estudis han determinat que la heretabilitat és comparable entre el

14,16

grup de pacients ACPA (+) i el grup de pacients ACPA (-) mentre que en un altre estudi

posterior es van descriure diferencies entre els dos grups, afirmant que en el grup de pacients



ACPA (+), aquest valor d’heretabilitat arribava fins al 50% i en el grup ACPA (-) era inferior i només

explicava fins al 20% *’.

Els estudis d’associacido de genomes complets (GWAS, de I'anglés genome wide association
studies) han permés determinar que hi ha fins a 100 loci que confereixen risc de patir AR®. S’ha
determinat també que multiples variants genetiques d’aquests loci que estan associades a un risc
de patir AR es troben en regions no codificants del genoma. Aix0 suggereix que els gens
identificats fins al moment no son causants Unics de la malaltia sind que sén multiples variacions

que contribueixen a "aparicié del fenotip perd sense explicar-ne la causa®®.

Entre els factors genéetics més rellevants en relacio a la susceptibilitat a I’AR trobem els gens de
I"antigen leucocitari huma (HLA, de I'anglés human leukocyte antigen)?°, que sén una familia de
gens que codifiquen proteines de superficie del sistema immunitari que estan relacionades amb
el procés de presentacié d’antigens. L’associacid genética descrita més important en relacio a
I’AR és la que s’ha trobat amb diferents al-lels del gen HLA-DRB1, que codifica per la cadena B del
complex d’histocompatibilitat major de tipus Il (MHC-II). La susceptibilitat a patir AR s’ha descrit
en pacients que presenten diferents al-lels que codifiquen per unes seqiéencies d’aminoacids
similars entre les posicions 70 i 74 del gen HLA-DRB1%' (Figura 1). També s’ha descrit la
importancia dels aminoacids que es troben en les posicions 11 i 13 d’aquest mateix gen %2,
Aguests al-lels, de forma conjunta, han rebut el nom d’al-lels de I'epitop compartit i quan un

pacient els presenta, es considera que presenta I'HLA-SE (de I'anglés shared epitope, SE).

Els aminoacids que es troben en aquestes posicions en els al-lels identificats com de risc
presenten carrega neta positiva o neutra i poden promoure la unié selectiva de péptids
artritogenics (com els peptids citrul-linats) afavorint I'aparicid d’una resposta autoimmunitaria
contra aquest tipus d’estructures. Els al-lels que confereixen un major risc sén el HLA-DRB1*04
2324 HLA-DRB1*01 %, HLA-DRB1*10 i HLA-DRB1*14. Aquests al-lels codifiquen les seqiiéncies
consens dels 5 aminoacids del HLA-SE: "°QRRAA’4, 7ORRRAA’* i 7°QKRAA’4 222627 E|s diferents

al-lels es troben en diferents freqiiéncies en les diferents poblacions mundials 2732,
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Figura 1: Llistat d’aminoacids presents als diferents al-lels a les posicions 11, 13, 70-74 del gen HLA-
DRB1. Relacié amb la seva associacié respecte al risc o proteccié que confereixen en relacié a patir AR
seropositiva. Representacio de I'efecte de la carrega dels diferents aminoacids en I'augment o proteccié
del risc en I’AR. Imatge d’autoria propia creada amb BioRender.com.

El segon component genétic més important descrit en I’AR és la preséncia d’un al-lel determinat
del gen PTPN22, que codifica per la proteina limfoide tirosina fosfatasa anomenada Lyp ** La
presencia d’un polimorfisme de nucledtids simple (SNP, de I'anglés single nucleotide
polymorphism) que rep el nom de rs24766011, i que consisteix en el canvi d’una citosina per una
guanina en la posicio 1858 (C1858T) en I'al-lel de PTPN22 resulta en la substitucié de I'aminoacid
arginina de la posicid 620 per un aminoacid triptofan (R620W). Aquesta tirosina fosfatasa juga un
paper en 'eliminacié de 'activacid de cel-lules T i en la produccid d’anticossos dependent de

céllules T3,

1.3.2. Factors ambientals

Diferents estudis recents han descrit factors ambientals que contribueixen al risc i estan associats
amb I'’AR®**. Entre ells destaca, per sobre de tots, el tabaquisme. L’associacié d’aquest habit amb
la susceptibilitat a 'AR es va descobrir de forma inesperada en un estudi en el qual s’estava
analitzant I'efecte dels anticonceptius en aquesta malaltia reumatica®. Des de llavors, aquesta
associacid s’ha pogut confirmar en diferents cohorts i s’ha establert també que el risc persisteix
inclus fins a 10-20 anys després de deixar de fumar®®%’. S’ha vist que fumar durant molts anys

afecta més que el nombre de cigarretes que es fumen al dia en relacié al risc de patir AR * perd



també s’ha establert que existeix un efecte de la dosi, és a dir, que com més cigarretes al dia

durant més anys es fumi, major és el risc*.

El tabaquisme es relaciona sobretot amb la presencia d’AR seropositiva, especialment en aquells
pacients que presenten al-lels de I'epitop compartit que els predisposen, fet que indica que hi ha

una interaccié entre el component genétic i I'ambiental “°.

S’han descrit associacions amb altres factors ambientals que fan augmentar el risc de
desenvolupar AR com son la inhalacio de pols* o les alteracions a nivell de les mucoses com a
conseqiiéncia de canvis en la microbiota intestinal o infeccions***3. Aquestes alteracions estarien
relacionades amb la perdua de tolerancia que s’hipotetitza que és el primer pas del
desenvolupament de I’AR **. A nivell de les mucoses és destacable el paper que podria tenir el
bacteri Porphyromonas gingivalis, un dels causants de la periodontitis que té capacitat de
citrul-linar proteines de forma independent degut a que presenta un enzim propi de la familia de
les peptidil arginina deiminases (PAD)*. Altres bacteris, com I'Aggregatibacter
actinomycetemcomitans podrien promoure també la hipercitrul-linacio, perd ho fan de forma
dependent de cél-lules humanes ja que indueixen la citrul-linacié per part dels neutrofils *¢. Aquest
bacteri també esta relacionat amb casos greus de periodontitis. Hi ha evidéncies
epidemiologiques de I'associacié de la periodontitis i ’AR, especialment I’AR seropositiva i podria
ser a conseqiiéncia dels processos de citrul-linacié que les dues malalties presenten en comu 4748,

Aixi doncs, una disrupcié de les membranes mucoses bucals podria suposar un factor de risc

important.

1.3.3. Sexe

En general, les dones tenen un risc fins a 3 vegades més elevat que els homes de patir AR *°.
Aguestes diferéncies podrien venir donades per diferéncies genetiques i per canvis hormonals.
S’associa el fet de no tenir fills amb un augment del risc d’AR mentre que I'embaras es relaciona
amb una remissio de la malaltia tot i que sol anar acompanyat d’'un empitjorament en el moment
del post-part. La major freqlencia de dones que pateixen AR s’atribueix, en part, a I'efecte de

I'estrogen en el sistema immunitari, tot i que el paper d’aquest factor és encara controvertit >%°2.






2. FISIOPATOLOGIA | CARACTERISTIQUES CLINIQUES

2.1. Caracteristiques cliniques i etapes de la malaltia

L’AR és una malaltia o sindrome clinic que es presenta amb una alta heterogeneitat. El fet que es
desconegui amb certesa quin és I'inici i els processos que es donen durant els moments previs al
diagnosticiinclis quan ja esta diagnosticada fa especialment complicat poder descriure de forma
cronologica els diferents esdeveniments que es poden dur a terme tant a nivell articular com
sistémic. Basant-se en la observacio clinica de grups grans de pacients en estadis diferents de Ia
malaltia, membres la Lliga Europea d’Associacions de Reumatologia (EULAR, en angles European
Allegiance of Associations for Rheumatology) es van reunir i consensuar quins son els estadis en
els quals es pot subdividir la malaltia. Aquests estadis inicialment eren 6 i, tot i que en principi
semblen ben definits, s'observa que hi ha casos on s’entrellacen i no es poden diferenciar

clarament °2. Els estadis son els segiients (Figura 2):

1) Preséncia de factors genétics de risc que predisposen a patir AR
2) Preséncia de factors ambientals que predisposen a patir AR

3) Preséncia d’autoimmunitat sistémica associada amb I’AR

4) Preséncia de simptomes pero en abséncia d’artritis clinica

5) Preséncia d’artritis indiferenciada

6) Preséncia d’artritis reumatoide diagnosticada

Factors genétics Factors ambientals Autoimmunitat sistémica Simptomtzls"rfir;se artritis Artritis indiferenciada Artritis reumatoide
— \
L)

10 b e \
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Figura 2: Evolucio de les diferents etapes de I’AR basada en els criteris d’EULAR 5354, Imatge d’autoria propia
creada amb BioRender.com

Tot i que es van establir aquestes fases definides, també van deixar clar que no tots els pacients
han de passar per aquestes fases i que potser no ho fan sempre en aquest ordre. Aixo és

remarcable ja que per exemple, tot el grup de pacients fins ara considerats d’AR seronegativa no



compleixen el criteri o pas 3 que estaria definit com preséencia de signes d’autoimmunitat com

els ACPAs que servirien per definir aquest punt.

En publicacions posteriors, EULAR parla de 5 estadis, unificant aixi els punts 1i 2, que clarament
es poden donar de forma simultania i que de fet, segons els estudis publicats al moment, només
de forma conjunta podrien explicar una progressié de la malaltia. També de forma posterior a
aquesta primera classificacio, i després d’una analisi de la literatura, es va treballar en
I'establiment del concepte conegut com artralgia sospitada clinicament (CSA, de I'anglés clinically
suspected arthralgia) >*. Els pacients que presenten CSA, i que es troben en el punt 4, pateixen
de diferents simptomes a nivell articular pero sense presentar artritis i es considera que estan en
un risc alt de progressié cap a I’AR . Definir bé aquests casos podria ajudar a fer el tractament

adequat i evitar la progressio cap als passos 51 6.

2.2. Mecanismes fisiopatologics

L'etiologia i els diferents mecanismes fisiopatologics que es coneix o s’especula que es donen al
llarg del desenvolupament de la patologia estan bastant diferenciats entre I’AR seropositiva i la
seronegativa. En el cas de I'AR seronegativa, aquests mecanismes son menys compresos i es

considera que probablement siguin molt més heterogenis que en la forma seropositiva.

2.2.1. Artritis reumatoide seropositiva

La deteccio d’ACPAs en els serums de pacients ha representat un gran avencg en el diagnostic,
pronostic i coneixement de la patogenesis de la malaltia. El seu estudi va permetre determinar
gue aquest tipus d’autoanticossos estan presents en els pacients fins i tot anys abans de presentar
cap simptoma clinici que la seva aparicié és gradual, ja que es comencen normalment a presentar
nivells baixos i amb una restriccid dels epitops reconeguts i a mesura que passa el temps, aquests
nivells augmenten alhora que es reconeixen epitops citrul-linats que provenen de proteines
diverses, en el denominat fenomen d’expansié antigénica®®. El fet que hi ha molt pocs individus
gue comencin a presentar anticossos després de manifestar simptomes clinics va fer pensar que

els autoanticossos eren més una causa que una conseqiéncia de la malaltia®’.

Amb el coneixement actual, la hipotesi és que I'inici de la malaltia es donaria per un trencament
de la tolerancia cap a proteines propies amb modificacions post-traduccionals que

desencadenaria la resposta autoimmunitaria.



En un ambient amb proteines presents de forma natural en els teixits perd modificades post-
traduccionalment (citrul-linades) com a conseqiiencia de la preséncia de toxics com el tabac o
modificades per I'accid6 de bacteris, els pacients que tenen susceptibilitat genetica
desenvoluparien una resposta immunitaria aberrant. La preséncia de diferents gens promouria
una eficac presentacio dels antigens citrul-linats, i en conseqiiéncia la pérdua de tolerancia cap a
proteines propies que acabaria desembocant en una resposta immunitaria alterada®’. No s’ha
pogut definir el teixit en el qual es donarien aquests processos, pero s’hipotetitza que podria ser
en algun teixit extra-articular, més concretament al pulmé (mucosa respiratoria), punt on

convergirien alguns d’aquests diferents factors®.

Com a consequencia del tabaquisme, les mucoses estarien inflamades i en aquest punt seria on
es donaria una major citrul-linacié i presentacid d’antigens citrul-linats. Donen suport aquesta
hipotesi també els estudis que indiquen que el tabaquisme és un estimul positiu per I'expressio
de PAD, I'enzim encarregat de la citrul-linacié de les proteines®. Després de la citrul-linacié o de
la induccid d’altres modificacions post-traduccionals, tal i com ja s’ha descrit, els peptids amb
PTMs s’unirien al MHC amb major afinitat pels que presenten I'epitop compartit donant lloc a la
presentacio d’aquests antigens a les cél-lules T. Aquestes alhora estimularien les cel-lules B,

encarregades de sintetitzar diferents anticossos que inclourien els ACPAs *.

L’expansio de la resposta immunitaria es donaria durant la resposta de les cel-lules B contra els
diferents antigens. En aquest punt es donaria el fendmen que es coneix com a canvi de classe, on
es passen a generar altres isotips de immunoglobulina, i també es donaria una maduracié de
I"afinitat dels anticossos 1. Aquest procés es donaria en centres germinals, ja sigui als pulmons, a
altres mucoses com l'intestinal o fins i tot després de la seva migracid, en centres germinals

ectopics que s’han identificat a les diferents articulacions®?54.

En els estadis previs a la
manifestacio de I’AR es ddna una expansio gran dels ACPAs, que és clau per entendre com la
malaltia podria acabar provocant afectacions en teixits diferents al del seu origen®®°. Alteracions
en les mucoses i problemes en la permeabilitat podrien ser les causes per les quals les cél-lules

pro-inflamatories del sistema immunitari viatgin fins a les articulacions®®.

La presencia dels ACPAs a nivell sistemic s’ha pogut detectar anys abans de la deteccid clinica de
I’AR, en el periode que es coneix com autoimmunitat sistémica®®. S’ha pogut demostrar que els
ACPAs estan implicats en diferents processos que poden explicar la seva rellevancia en les

articulacions. S"ha descrit la preséncia de complexes immunitaris que contenen ACPA i fibrinogen
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citrul-linat que indueixen la secrecié del factor de necrosis tumoral (TNF-a), una citoquina pro-

inflamatoria®®’

. Els ACPAs també sén capacos d’unir-se a la superficie dels osteoclasts, induint
aixi el procés d’osteoclastogénesi que resulta en la degradacié dels 0ssos®®. A més, també podrien
estar implicats en la induccio d’altres respostes autoimmunitaries com la captacio de neutrofils
mitjancant la formacié de trampes de neutrofils extracel-lulars (NETs, de I'angles neutrophil

extracellular traps) %, de manera que ajudaria a la perpetuacié de la inflamacio’.

També en les articulacions, en les primeres setmanes després de I'aparicid de simptomes i del
diagnostic, s’ha demostrat que hi ha infiltracio d’'un gran nombre de cél-lules del sistema
immunitari, dominades per cél-lules T CD4* i macrofags. Es en aquest punt on sembla que es
comenca a donar la destruccio articular, a la qual contribueixen principalment cél-lules com els
neutrdfils o mastocits mitjancant 'alliberament de citocines’%’2. A més, s’hi expressen diferents
enzims com les metal-lo proteinases de matriu, que estan implicades en la destruccié del teixit 73,
S’ha observat també una activacié de I'osteoclastogenesi per part dels limfocits T, que produeixen
RANK-L, el lligand necessari per la seva activacid’. S’estableix per tant un estat clarament pro-
inflamatori i que es retro-alimenta. Es aquesta inflamacié persistent la que acaba portant a la
destruccio final del teixit i a les alteracions en les articulacions que provoquen la perdua de

funcionalitat en els pacients que la pateixen si no son tractats a temps’.

La hipotesi de I'inici de I’AR en els pulmons té diferents arguments a favor com el descobriment
de la presencia enriquida d’ACPAs en pulmons de pacients d’AR d’inici ACPA (+) i 'observacié de
canvis macroscopics en el teixit pulmonar’® o com infiltracions de cél-lules inflamatories en
pacients d’AR preco¢ seropositiva que no s’observen en pacients sans o amb AR precog
seronegativa ’®. A més, també s’ha demostrat que pacients d’AR precoc seropositiva presenten
respostes immunitaries del tipus IgA 73, que sén importants a Iinici i que a més persisteixen i s’ha
observat que una proporcié alta de pacients amb AR presenten lesions inflamatories subcliniques
6 La preséncia d’ACPA-IgA i FR-IgA suggereix que hi ha una estimulacié de la mucosa que es
manté, des de l'inici i durant les fases posteriors *’. El descobriment d’antigens citrul-linats
comuns tant en els pulmons com les articulacions també contribueixen com a argument en favor
dels esdeveniments que es donen en les dues parts del cos i que donarien suport a aquesta
teoria’’. Tot i que la mucosa pulmonar sembla clau, altres mucoses com l'intestinal també
podrien estar implicades en desregulacions del sistema immunitari promovent un estat pro-

inflamatori com a conseqiiéncia d’una disbiosi 78.
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2.2.2. Artritis reumatoide seronegativa

Inicialment s’entenia I'AR seronegativa com aquella que englobava tots els pacients d’AR que no
presentessin FR sobretot de la classe IgM, pero el descobriment dels ACPAs ha fet re-definir
aquest concepte i que ara es consideri seronegativa en el cas de no presentar cap dels dos tipus
d’anticos’®. S’ha descobert la preséncia d’anti-CarP en aproximadament el 15% de pacients fins
ara anomenats seronegatius, suggerint que aquest grup podria presentar altres tipus

d’autoimmunitat®®.

La successio de fets que es donen en I'AR seronegativa esta molt poc caracteritzada pero es creu
gue l'inici també podria derivar d’una interaccid de gens i ambient que acabaria donant lloc al
desenvolupament d’una cascada immuno-inflamatoria que, en un grup de pacients, estaria
conduida sobretot per vies d’'immunitat innata i per citocines. En aquest cas, els gens que
conferirien susceptibilitat sembla que estan centrats sobretot en loci que no formen part del HLA.
Entre els factors ambientals que hi poden contribuir trobem factors hormonals o de la dieta, entre

altres 81,

Fent la comparacio entre la forma seropositiva i seronegativa s’ha mostrat que el paper de les
cel-lules T és diferent entre els dos grups. En els pacients ACPA negatius sembla que hi ha més
fibrosi i menys infiltracio de limfocits. També sembla que s’observa una tendéencia cap a una
menor preséncia de centres ectopics germinals en els teixits sinovials en aquest subgrup®-82. A
més, també es va poder establir que els pacients seronegatius presenten nivells menors de

citocines pro-inflamatories derivades de cel-lules T com la IL-17 que no pas els seropositius, fet

que podria tenir relacié amb la menor degradacié articular observada .

Es important seguir en la cerca de diferents auto-anticossos que ens puguin ajudar a estratificar
o re-classificar els pacients, especialment els seronegatius, per poder entendre millor quin és el
procés fisiopatologic que té la malaltia amb I'objectiu de prevenir-la i tractar-la de la manera més
eficac possible. Un dels objectius principals d’aquesta tesi consisteix en l'estudi de nous
biomarcadors amb la finalitat de determinar-ne la presencia en els pacients d’artritis seronegativa
i aixi millorar les eines de diagnostic actual i poder comprendre quines vies d’autoimmunitat es

poden donar en aquests pacients.
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2.3. Casos d’artritis reumatoide especialment greu

2.3.1. Artritis reumatoide amb alt grau de destruccié articular

La severitat de I’AR depen de la preséncia de diferents factors que van relacionats amb un pitjor
pronostic. Entre els factors que contribueixen més a que aquesta malaltia sigui classificada com
a especialment greu, hi trobem el grau de destruccié articular o progressié radiologica. La
destruccio articular progressiva, valorada generalment per técniques d’imatge, és la causa més
important de discapacitat futura i pérdua de qualitat de vida 8. Intentar identificar els pacients
amb AR que presentaran una forma més greu i amb més tendéencia a la destruccio articular és

una de les prioritats en aquesta malaltia .

Per determinar el grau de destruccié articular i poder classificar els pacients en funcié de la
severitat de la malaltia que pateixen, existeixen diferents metodes que es basen en 'analisi i

puntuacio de les lesions analitzades per imatges radiografiques de diferents articulacions.

Entre els més habitualment utilitzats trobem el métode de Larsen®®®” j el métode de Sharp®. Tots
dos metodes s’han anat actualitzant al llarg dels anys. Els resultats obtinguts pels dos métodes
que correlacionen bé®. El métode original de Sharp inclou 27 articulacions a cada ma i canell i
doéna una puntuacié a les erosions i el pincament de I'espai articular que es pateixen i Van der
Heijde, en una actualitzacié del métode de Sharp® també va incloure els peus en les analisis
radiografiques. La suma de totes les puntuacions atorgades a les erosions trobades dona lloc al
resultat final que determina el grau d’erosivitat. En el cas del métode de Larsen es tenen en
compte les articulacions de totes les extremitats i el sistema de puntuacié també inclou la suma
de les erosivitats trobades en cada articulacié en comparacié a estandards radiografics®®. En tots
els casos aquestes determinacions han de ser realitzades per reumatolegs. En casos d’estudis
comparatius de les alteracions de diferents pacients, idealment han d’estar realitzades pel mateix

reumatoleg per evitar variacions intra-estudi.
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2.3.2. Preséncia de comorbiditats i manifestacions extra-articulars

Tot i que les principals afectacions de I'AR impliquen les articulacions, es tracta d’una malaltia

sistémica i per tant pot acabar afectant organs diversos, de forma més o menys greu®.

S’estima que de mitjana cada pacient presenta 2 condicions cliniques que coexisteixen amb el
diagnostic de I’AR%>%3. Aquest nombre és menor a l'inici de la malaltia i augmenta amb el pas dels
anys®. Aproximadament, el 60% dels pacients presenten diverses comorbiditats, és a dir,
malalties que concorren de forma simultania a I’AR perd que son independents i no tenen causes
relacionades. Alguns pacients presenten un altre grup de condicions que son manifestacions de
la malaltia principal que es donen fora de I'articulacié pero que tenen mecanismes patologics
comuns i sén, en moltes ocasions, causades per la inflamacié relacionada amb la malaltia. Reben
el nom de manifestacions extra-articulars (ExMs). També es poden donar com a causa de
complicacions de la malaltia reumatica i en compliquen el pronodstic *°.L’aparicid de
manifestacions extra-articulars s’ha trobat entre el 18 i el 41% dels pacients d’AR *™%, i entre el

1,51 el 21,5% presenten ExMs greus .

S’han descrit diferents factors de risc que podrien contribuir a la susceptibilitat a presentar
aquestes ExMs (Figura 3). En diferents estudis s’ha parlat de la relacid del sexe masculi amb

98-102

aquesta major tendencia , pero en altres aquesta relacié no s’ha pogut establir!®. També hi

ha factors geneétics que confereixen més susceptibilitat a patir-les, com alguns dels al-lels de
I'epitop compartit, que en general s’han associat amb pitjors resultats i progressionsi®1%. |a
presencia d’ExMs esta també lIligada a una més alta mortalitat, com ha estat demostrat en

1067199 i en general a un pitjor pronostic *®. En la major part dels pacients de

diferents estudis
I'estudi, I'excés de mortalitat en el grup de la malaltia extra-articular es va donar després de

I'aparicié d’aquestes.

La relacié de les ExXMs amb una major taxa de mortalitat i les complicacions que s’afegeixen com
a consequeéencia d’elles en el tractament de I’AR fa que siguin un punt important d’estudi i que
s’hagin de tenir en compte en les visites médiques. Es interessant seguir buscant biomarcadors
gue ens puguin ajudar a desxifrar quines alteracions fora de les articulacions és més probable que

es donin, per aturar-ne la progressié i disminuir aixi els riscs que porten associats.

S’han descrit manifestacions extra-articulars que afecten a drgans molt diversos del cos huma

(Figura 3). Trobem per exemple noduls reumatoides, manifestacions a nivell pulmonar com la
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malaltia pulmonar intersticial o la pleuritis, manifestacions a nivell ocular com I'escleritis o a nivell
cardiac com pericarditis o manifestacions a nivell hematologic com anémia inflamatoria o
neutropénia®. Aquestes manifestacions extra-articulars tenen diferents nivells de severitat i

poden causar alteracions molt diverses en el pacient.

Escleritis
Episcleritis

Neuropatia

Pleuritis
Malaltia intersticial pulmonar Pericarditis
Pneumotorax Infart de miocardi agut no-fatal

Bronquiéctasi Mort cardiovascular

r N\

Anémia inflamatoria Infeccions serioses i/o
oportunistes

itopénia .
Trombocitopén Neoplasmes malignes

Figura 3: Exemples de manifestacions extra-articulars i de diferents patologies o comorbiditats comuns
en el context de ’AR. Es mostren en lila les manifestacions extra-articulars i en turquesa les comorbiditats.
Creat en base a els diferents exemples mencionats per Diaz Cufia i col®. Imatge d’autoria propia creada amb
BioRender.com.

Un dels objectius de la tesi és establir la relacié de diferents biomarcadors amb la preséncia de
formes severes d’AR. Per dur a terme els estudis englobats en aquesta tesi i que es presentaran
en apartats posteriors, hem posat el focus en la malaltia pulmonar intersticial com a manifestacio
extra-articular donada la seva rellevancia i I'alta taxa de mortalitat a la qual s’associa. En el

seglient apartat s’explicara més en detall.
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2.3.2.1. Malaltia pulmonar intersticial

El pulmd és un dels organs que presenten, en general, una major presencia de manifestacions
extra-articulars en pacients d’AR. Lafectacié pulmonar es dona d’'una manera més lleu o més
greu en un percentatge rellevant de pacients d’ARX>!0 |es afectacions pulmonars inclouen

diferents graus de fibrosi i inflamacié que porten a complicacions en les funcions respiratories.

Una de les manifestacions més rellevants és la presencia del que s’Tanomena malaltia pulmonar
intersticial (ILD, de I'angles interstitial lung disease). Aquest nom fa referencia a un grup
heterogeni d’afectacions pulmonars que es diagnostiquen en funcid de criteris radiografics,
clinics i fisiopatologics. Estan caracteritzades per la preséncia d’inflamacid i fibrosis que acaba
afectant al teixit intersticial i al parenquima pulmonar, on es dona una acumulacid de teixit
cicatricial que no presenta la funcionalitat d’intercanvi de gasos del teixit original*'!. La
consequencia d’aquestes alteracions és la menor capacitat d’intercanvi d’oxigen, que es trasllada
a nivell sistemic en una menor captacio d’aquest i s’associa a la dificultat de respirar i la dispnea.

Es tracta de la manifestacié més comuna i també la més perillosa*2.

La presencia d’ILD en pacients d’AR en fa incrementar de forma considerable la mortalitat
associada, en comparacio a la presentada en els pacients d’AR sense ILD 10110113114 'Fn yn estudi
recent, s’ha pogut determinar que el ratio de mortalitat en els pacients d’AR-ILD vs AR és de
2,86:1. En el mateix estudi, es va poder determinar també que I'esperanca de vida mediana és
inferior en pacients d’AR-ILD que en pacients que presenten AR sense la manifestacid extra-
articular (2,6 anys vs 9,9)115 ’excés de mortalitat atribuible a la preséncia de la manifestacio
extra-articular es dona principalment com a conseqlencia de la progressido de la malaltia

pulmonar que déna lloc a la insuficiéncia respiratoria °.

Les diferencies en els metodes i tecniques de diagnostic emprades fan que els valors d’incidéncia
i prevalenca reportats siguin heterogenist'’. Diferents resultats mostren taxes de prevalenca i
incidéncia entre el 1i el 58% %8119 E| no reconeixement de la preséncia d’ILD subclinica també
dificulta el correcte calcul de la prevalenca i incidencia, ja que s’estima que aquesta es déna en
un nombre elevat de casos i que, en aproximadament el 50%, aquesta acaba avangant fins a
acabar donant problemes respiratoris a consequtencia de les alteracions pulmonars, podent

esdevenir aixi simptomatica®™°.
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Pel que fa als factors de risc, també s’ha trobat una associacié entre el tabaquisme i el risc de
patir ILD i en la gravetat amb la que es manifesta 2. L'ILD és també més freqiient en homes*!”12°,
La relacio entre els alts nivells de FR i ACPAs i un augment del risc de desenvolupar AR-ILD esta

sota estudi. Diferents estudis confirmen aquesta associaci¢!?¥123

, perd aquesta troballa no ha
estat replicada en estudis posteriors'?*. Aquestes discrepancies podrien ser conseqiiéncia de les

diferéncies dels parametres de diagnostic o en els métodes de deteccid dels anticossos.

Altres anticossos que sén objecte d’estudi, com els anti-CarP, han estat associats a la preséncia
d’AR-ILD recentment en un estudi del nostre grup de recerca !**. Aquest descobriment té una
especial rellevancia ja que descriu una associacié nova entre un tipus d’autoanticossos diferents
als ACPAs i una manifestacio extra-articular especialment greu i dona peu a 'estudi tant de la
relacié dels anti-CarP amb la fisiopatologia de la malaltia com a la hipotesi que altres auto-
anticossos, com els AAPA, també podrien tenir alguna relacié amb aquest tipus de manifestacions
extra-articulars. L'estudi de diferents auto-anticossos en relacié a la deteccid de biomarcadors

pel diagnostic de I’AR-ILD com a forma greu d’AR donen lloc a un dels apartats d’aquesta tesi.
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3. AUTOANTICOSSOS EN L'AR

La preséncia d’autoanticossos és un dels segells caracteristics de I’AR i han ajudat a caracteritzar-
la i diagnosticar-la de forma més eficient. Els dos tipus d’autoanticossos més estudiats en el
context de I'AR sén el factor reumatoide i els ACPAs. Els dos estan inclosos com a biomarcadors
en els criteris actualment vigents (ACR/EULAR 2010) pel diagnostic de la malaltia®?®. Més
recentment, s’han descrit altres tipus d’autoanticossos dirigits a diferents modificacions post-
traduccionals que també podrien tenir una rellevancia en la fisiopatologia de la malaltia i podrien
contribuir, com a nous biomarcadors, a millorar les eines de diagnostic actuals i a estratificar de
forma més acurada als pacients. Suposen també una esperanca de cara al diagnostic serologic
del subgrup fins ara considerat d’AR seronegativa, on els ACPAs no semblen estar presents pero
no es descarta la preséncia d’altres tipus d’autoanticossos. A continuacio, s’explicara amb més

detall les diferents families d’autoanticossos amb rellevancia en I'AR.

3.1. Factor reumatoide

El factor reumatoide és un tipus d’autoanticos dirigit a la fraccié constant (Fc) de la
immunoglobulina G. La descripcid d’un anticos dirigit a les immunoglobulines i que induia
I'aglutinacié dels eritrocits es va descriure a la primera meitat del segle XIX, pero no va ser fins al

R1277129 " Tot i ser localitzats en sérums de

1952, que es va establir la seva associacié amb I'A
pacients d’AR, aquest tipus d’anticos no és exclusiu de la malaltia, i es troba tant en altres
malalties reumatiques (lupus eritematos sistemic o sindrome de Sjogren primaria) com en
infeccions croniques (infeccid pel virus de I'hepatitis C, bronquiectasies)*?®. Fins i tot, es pot
detectar en un percentatge d’individus sans, especialment d’edat avancada, tot i que en aquests

casos son diferents ja que es presenten nivells baixos de factor reumatoide de baixa afinitat**° .

Independentment de la seva preséncia en altres contextos, el FR és util en el diagnostic de 'AR i
el seu Us com a marcador permet discriminar els pacients amb una sensibilitat que va del 60 al
80% amb una especificitat del 85%'*1132, Per millorar aquesta especificitat, en moltes ocasions en
la practica clinica, i seguint els criteris diagnostics establerts 'any 2010?°, es combina amb la
deteccid d’ACPAs. La utilitzacid simultania dels dos marcadors permet un augment de
I'especificitat del test degut a que la resposta ACPA es més especifica, alhora que es manté un
nivell de sensibilitat acceptable ja que els dos anticossos es complementen®®>***. Nivells alts

d’aquest marcador correlacionen amb formes més greus d’AR .
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L'isotip de factor reumatoide més prevalent és I'lgM. Diferents estudis han suggerit que un
increment combinat de FR dels isotips IgM i IgA es déna de forma gairebé exclusiva en el context
de I'AR tot i que altres combinacions que inclouen I'anticos FR també tindrien un alt valor
predictiu. S’"ha descrit en un estudi que la presencia de FR-IgA era un bon predictor del
desenvolupament d’AR, comparable als resultats obtinguts amb el test comercial emprat per
detectar la resposta ACPA a peptids ciclics citrul-linats (anti-CCP de I'angles anti-cyclic citrullinated
peptides) i que la combinacié dels dos biomarcadors presentava una sensibilitat del 60% amb una

especificitat del 99% en la discriminacio de pacients d’AR precog'®*13°,

3.2. Autoanticossos contra péptids/proteines modificades

Les PTMs soén canvis o modificacions covalents que es donen en aminoacids especifics de les
diferents proteines i poden ser deguts a 'accid d’enzims o bé donar-se de forma espontania.
Presenten un paper clau en les proteines ja que influeixen en les seves caracteristiques
bioquimiques i per tant en el seu plegament, en les interaccions amb els lligands i/o amb altres
proteines i també, tal i com es fa patent en el cas de I'AR, en el seu possible paper immunogenic.
Les PTMs presents en proteines natives en I'ésser huma poden causar, en contextos
principalment d’inflamacid, que aquestes siguin reconegudes com auto-antigens, processades i

presentades a cél-lules T auto-reactives®.

Tot i que la citrul-linacid segueix sent el tipus de modificacié post-traduccional més ben
caracteritzada i estudiada en I'AR, recentment s’han descrit multiples autoanticossos contra
altres tipus de modificacions post-traduccionals. Aquest tipus d’autoanticossos rep com a nom

global el d’anticossos contra proteines/péptids modificats post-traduccionalment (AMPAs).

3.2.1. Autoanticossos contra proteines/péptids citrul-linats

El descobriment per part de Schellekens et al.**’

gue la citrul-lina era el principal constituent
detectat pels anticossos en serums de pacients d’AR i que permetien discriminar-los de persones
sense aquesta patologia de forma especifica va ser una peca clau en el desenvolupament de
diferents tests diagnostics i hipotesi sobre la fisiopatologia de I'AR. A més, aquest tipus
d’autoanticossos estan presents en etapes molt inicials, fent-los encara més interessants com a

biomarcadors 3.
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Els anticossos contra proteines/péptids citrul-linats detecten |'aminoacid citrul-lina dins la
seqiéncia d’aminoacids de les proteines o péptids. La citrul-lina és una modificacidé post-
traduccional conseqléncia de l'accié dels enzims de la familia de les PAD, especialment les
isoformes 2 i 4 (PADI2 i PADI4, de I'angles peptidil arginine deiminase isoform-2 i peptidil arginine
deiminase isoform-4), i que de forma dependent de calci poden convertir les arginines en
citrul-lines (Figura 4). Aquesta deiminacio té conseqliéncies a nivell de I'estructura de la proteina
ja que mentre que l'arginina presenta una carrega positiva a pH neutre, la citrul-lina no presenta
carrega. Aquest canvi d’estructura també implica un canvi en les seves funcions i provoca la seva
implicacié en diferents patologies com I'AR, objecte del nostre estudi, perd també en esclerosi

multiple o Alzheimer!®8,

CaN
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\”/ 2 \__ P ;\/\/N\”/NHZ
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Arginina Citrul-lina

Figura 4: Esquema del procés de citrul-linacié. Conversié dels residus d’arginina a residus de citrul-lina
degut a I'accié de la proteina arginina deiminasa en un context ric en calci. Imatge d’autoria propia creada
amb BioRender.com

Els ACPA formen part d’un grup heterogeni d’anticossos entre els quals n’hi ha de baixa afinitat i
gue es troben també presents en baixa proporcid en pacients sans i d’alta afinitat, que son el
tipus d’autoanticos especific en pacients d’AR. Els ACPA d’alta afinitat sén els que han anat
madurant en els processos que es donen en els anys previs a la presentacio clinica de I’AR i que

podrien tenir un paper patogénic®°.

Els ACPAs reconeixen multiples epitops derivats de diferents proteines i peptids i cadascun dels
epitops citrul-linats que reconeixen s’anomenen especificitats fines. Es desconeix quin és el
nombre total de proteines que podrien actuar com autoantigens després de la seva citrul-linacio,
perd destaquen algunes com la filagrina'®®, el fibrinogen'***, la vimentina'**, el col-lagen de

1*> 0 I'enolasa®*®, que han estat identificades en teixit sinovial de pacients i emprades amb

tipus |
exit en la deteccié d’anticossos d’aquesta familia. L'expansio dels epitops reconeguts pels ACPA
es déna en les fases precliniques de I"artritis, quan ja sén detectables en el serum dels pacients, i
sembla que un cop la malaltia es manifesta, aquesta expansio ja s’ha estabilitzat i no progressa

més.
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De la mateixa manera, també s’estabilitzen els nivells detectables d’aquests autoanticossos®. Es
considera que una part dels ACPA tenen una resposta més “promiscua” i que presenten
reactivitat creuada per diferents antigens mentre que una altra part dels ACPA tenen una
resposta “privada” i que es més selectiva en relacid als antigens reconeguts. Aquests diferents

tipus d’ACPAs podrien tenir funcions o rols diferents en la malaltia **’.

En termes generals, els ACPAs estan presents en aproximadament el 70% dels pacients d’AR i es
poden detectar mitjancant tests comercials que presenten una especificitat al voltant del 95%,
en funcid de quina versié comercial es faci servir'®®. S’entrara en més detall sobre aquest tipus de

test en apartats posteriors.

3.2.2. Autoanticossos contra proteines/péptids carbamilats

El segon grup més conegut d’autoanticossos en I'AR sdn els anticossos contra proteines/péptids
carbamilats (anti-CarP). La diana especifica d’aquests anticossos és la modificacid post-
traduccional anomenada carbamilacido o homocitrul-linacio, i per tant detecten I'aminoacid no

essencial anomenat homocitrul-lina®.

Urea
(o]
HoN NH,
o
W . + » W )J\
M N——O N NH,
H
Cianat
Lisina Homocitrul-lina
Mieloperoxidasa
H:0, (MPO)
N——¢5
Tiocianat

Figura 5: Esquema del procés de carbamilacié. Conversié dels residus de lisina a residus de homocitrul-lina
en presencia de cianat. Imatge d’autoria propia creada amb BioRender.com

La carbamilacié (Figura 5), que és el procés de conversié dels residu de lisina mitjancant una
reaccid quimica en presencia de cianat, no es déna de forma exclusiva en I’AR. En condicions
fisiologiques, els nivells de cianat sén baixos i no son suficients per induir una carbamilacié

extensiva de les proteines. Quan hi ha alteracions dels parametres fisiologics, hi ha un desequilibri
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d’aquest compost que permet que la reaccié es donil*®. Aixd succeeix en contextos on hi ha

nivells alts d’urea, com les malalties renals, ja que aquesta pot ser convertida en cianat.

Aguestes mateixes condicions es donen com a conseqiéncia del tabac o de la preséncia
d’inflamacié. En el segon cas, a més, es déna un augment del nivell de I'alliberacid de
mieloperoxidasa emmagatzemada en neutrofils que també contribueix a I'augment del cianat ja

que promou la reaccié de conversié de tiocianat a cianat®%1°C,

Aguest tipus de modificacio, a diferencia de la citrul-linacié, es dona en els residus de lisina
presents en diferents proteines del teixit sinovial. L'aminoacid homocitrul-lina presenta una
estructura molt semblant a la de la citrul-lina. De fet, I'Unica diferéncia és la preséncia d’un grup
metilé extra en la seva cadena. Es per aquesta similitud que s’especula que existeix una certa
reactivitat creuada entre els anticossos anti-CarP i els ACPA, com s’ha vist en diferents

estudis® 152,

Els anti-CarP també estan presents entre el 10 i el 20% dels pacients d’AR seronegatius, troballa
que confirma la seva independéncia dels ACPA com a subgrup d’autoanticossos®%°3. La preséncia
d’anti-CarP també s’associa a una major destruccié articular i pitjor pronostic en I’/AR, també en
el subgrup d’AR seronegativa %, La triple positivitat anti-CarP, ACPA i FR es troba de forma
gairebé exclusiva en pacients d’AR, de manera que la concordanca dels 3 autoanticossos tindria

implicacions diagnostiques per la seva altissima especificitat®™>.

La deteccié d’aquest tipus d’autoanticossos en el context de I’AR va ser descrita per primera

189 en un assaig en el que s’utilitza com antigen el sérum fetal bovi (FCS, de

vegada per Shi et a
I'angles fetal calf serum) en la seva forma carbamilada. EI FCS és una barreja rica en proteines
diferents que quan es tracta per induir la carbamilacio pot donar lloc a molts antigens, amplificant
aixi el ventall d’epitops presentats amb l'objectiu de millorar la sensibilitat de I'assaig.
Posteriorment, com a part d’aquest assaig, també es va dur a terme la deteccié d’anti-CarP
mitjancant la carbamilacié del fibrinogen per confirmar que els anti-CarP reconeixen auto-
antigens i no només proteines no humanes®™*. Aquest tipus d’assaig ha estat reproduit en cohorts

t150,156 :

diferents a I'original donant lloc a resultats similars en termes de sensibilitat i especificita i

és també un dels assaigs que s’ha emprat en la deteccié d’anti-CarP com a part d’aquesta tesi.
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3.2.3. Autoanticossos contra proteines/peéptids acetilats

La tercera familia d’autoanticossos descrita en I'’AR és la formada pels anticossos contra
proteines/péptids acetilats, els AAPAs. Aquests auto-anticossos tenen novament com a objectiu
una modificacid que es dona en els residus de lisina. En aquest cas la modificacié consisteix en
I'addicid d’un grup acetil als residus de lisina per part d’'uns enzims anomenats histones
acetiltransferases (HATs) en un procés anomenat acetilacio, reversible per I'accié de les histones
desacetilases (HDATSs). El producte resultant d’aquesta modificacio és I'acetil lisina, que té un grau
alt de similitud amb la homocitrul-lina (presentada en I'apartat anterior). En aquest cas, el grup
amino de la cadena lateral és substituit per un grup acetil. L’acetilacié de proteines (Figura 6) és

154157} és important en la regulacio cel-lular

es déna tant en humans com en microorganismes
d’histones i de factors de transcripcid. També esta implicat en la regulacié de funcions

enzimatiques i vies metaboliques en el citoplasma®®.

Histona o
W acetiltransferasa
2k > W
- N
H
Histona
desacetilasa
Lisina Acetil-lisina

Figura 6: Esquema del procés d’acetilacié. Conversié dels residus de lisina a residus d’acetil lisina per
I"accio enzimatica de les histones acetiltransferases. Imatge d’autoria propia creada amb BioRender.com

La identificacio per primera vegada d’aquest tipus d’autoanticossos en serums de pacients la van
dur a terme Juarez et al *8. Per confirmar la preséncia d’aquest tipus d’autoanticossos en sérums
de pacient d’AR, van utilitzar com a antigen un péptid de 12 aminoacids derivat de la isoforma de
vimentina mutada que forma part del test comercial anti-MCV (de I'angles mutated citrullinated
vimentin). En la seqiiéncia original del peptid no hi ha cap lisina i la PTM va ser introduida en la

posicid 7, en la part central de la seqliéncia, on originalment hi havia un residu d’arginina.

Els resultats obtinguts van estimar la presencia d’aquest tipus d’autoanticossos en
aproximadament el 40% dels pacients d’AR. Es va donar un cert nivell de positivitat en pacients
anti-CarP i ACPA negatius, confirmant la preséncia d’aquesta nova familia d’autoanticossos, pero
els nivells de deteccid en pacients seronegatius eren limitats. Estudis posteriors duts a terme amb

el peptid de 12 aminoacids ja mencionat incloent noves modificacions en la posicid 2 i 7 de la
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seqiéncia van confirmar que existeix reactivitat creuada pero també es va poder confirmar la

reactivitat exclusiva en front a antigens modificats amb acetil lisines>*6°,

La rellevancia d’aquest tipus d’autoanticossos en el context de I’AR i la seva contribucio a la
deteccid i diagnostic de la preséncia de formes més severes d’artritis sera estudiada com a part

d’aquesta tesi.

3.2.4. Autoanticossos contra proteines/péptids amb adductes de MAA

Una de les ultimes families d’autoanticossos descrites en serums de pacients d’AR és la formada
pels anticossos contra proteines modificades amb adductes de malondialdehid (MDA) i
acetaldehid (AA), també anomenats anti-MAA. Aquestes modificacions, de la mateixa manera
gue passa en la homocitrul-linacio i I'acetilacid, es donen en residus de lisina presents en les

proteines natives.

En aquest cas, la modificacid dels residus de lisina es déna com a consequencia de I'estrés oxidatiu
present a causa dels processos inflamatoris. L'activacid persistent del sistema immunitari i la
inflamacié promouen I'alliberacid d’especies reactives d’oxigen (ROS) que tenen una alta
capacitat reactiva i que indueixen la peroxidacid de les membranes lipidiques. Com a
consequeéncia de peroxidacio de les membranes s’alliberen més molécules reactives com el MDA,
que alhora espontaniament pot donar lloc a AA'™®. Aquests dos compostos reaccionen amb els
residus de lisina i donen lloc a la formacié d’adductes amb diferents caracteristiques®. S’han
trobat diferents proteines modificades per aquests compostos, entre les que s’inclouen la

vimentina, el fibrinogen, I'o-enolasa o I'albimina 3 .

Com a consequiéncia de I'exposicid a malondialdehid i acetaldehid de forma simultania es poden
formar predominantment dues estructures diferents (Figura 7). La primera estructura és la del
compost 2-formil-3(alquilamino)butanal, que també rep el nom d’adducte FAAB. Es tracta d'una
estructura inestable i que s'obté com a conseqléencia de la reaccido amb acetaldehid,

malondialdehid i lisina a concentracions equimolars. No presenta propietats fluorescents.

El segon compost es denomina 4-metil-1,4-dihidropiridina-3,5-dicarbaldehid o adducte MDHDC i
és el resultat de la reaccio de les lisines amb wuna relacié equimolar 2:1 de
malondialdehid:acetaldehid. Es el compost que es genera de forma majoritaria. La formacié d’un

anell piridina li confereix estabilitat i li atorga propietats fluorescents que el caracteritzen i
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permeten distingir-lo mitjancant analisis de fluorescencia. Aquest segon compost és el residu de

lisina-MAA que es pretén emprar com antigen per la deteccié dels anticossos anti-MAA637165,

A)
/\/\
O/ \O
J:rl'\/\/\ Malondialdehid
NH;*  + —>
/\O
Lisina Acetaldehid
Lisina amb adducte FAAB
B)
X o X,
W Malondialdehid
NHg*  + -
/\O
Acetaldehid
Lisina

Lisina amb adducte MDHDC
Lisina MAA

Figura 7: Esquema del procés de formacié d’adductes de MAA en els residus de lisina. A) Formacié dels
adductes FAAB en la cadena lateral de la lisina com a consequéncia de la reaccié dels residus de lisina amb
una relacié equimolar de MDA:AA. Com a resultat s’obté un compost sense propietats fluorescents i amb
una estructura inestable. B) Formacio dels adductes MDHDC en la cadena lateral de la lisina com a
conseqliéncia de la reaccid dels residus de lisina amb una relacié 2:1 de MDA:AA. Formacié d’'una
estructura estable i amb propietats fluorescents. Imatge d’autoria propia creada amb BioRender.com

El desenvolupament d’un test per part de Thiele et al emprant albimina humana tractada per
presentar adductes de MAA va permetre |'analisi i deteccié d’anti-MAA en una cohort de pacients
d’AR formada per veterans de guerra, predominantment homes, de diferents centres d’Estats
Units inclosos en un registre comU anomenat VARA (Veterans Affairs Rheumatoid Arthritis).
Sorprenentment aquest tipus d’autoanticossos es va detectar en aproximadament el 90% de
casos d’AR per l'isotip IgG, mentre que la deteccid va ser menor, tot i que també alta, per IgA i
lgM 14161 | 3 preséncia d’aquest tipus d’autoanticos correlacionava bé amb la preséncia d’ACPAs
perd també es va poder detectar una alta reactivitat anti-MAA entre els pacients ACPA
negatius'®1%. Les concentracions d’anticossos anti-MAA van ser significativament més altes tant
en pacients d’AR seropositiva com seronegativa i nivells més alts d’aquests autoanticossos van
correlacionar bé amb la presencia de manifestacions extra-articulars i la preséncia de malaltia
més greu. Recentment també s’ha relacionat la preséncia d’aquest marcador amb la manifestacio
d’ILD associada a I’AR, que com ja s’ha explicat anteriorment, implica la presencia d’un curs més

sever de la malaltia®®’.
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Per poder confirmar la sensibilitat d’aquest marcador en el context de I'AR, es va dur a terme un
nou assaig en el que es van incloure tant pacients d’AR com d’altres patologies similars
caracteritzades per la preséncia d’artritis inflamatoria. Els resultats van avalar I'alta sensibilitat
observada, confirmant la presencia de nivells més alts d’anti-MAA en els pacients d’AR que en les
altres patologies, tant en pacients seropositius com seronegatius'®®. La deteccié d’aquesta familia
d’autoanticossos en pacients seronegatius descrita per Thiele et al'®* és esperancadora ja que
obre la possibilitat a la seva utilitzacid com a biomarcadors serologics que permetin un millor

diagnostic i estratificacio d’aquest grup de fins ara dificil classificacio.

Tot i aixi, en aquest Ultim estudi també es va confirmar la presencia d’anti-MAA en altres malalties
reumatologiques®® glestionant-ne I'especificitat com a marcador de I’AR. A més, també ha estat

162,171

detectat en patologies diverses com malalties cardiovasculars®®’°, dany hepatic o colitis

ulcerosa’?.

Com a part del treball inclos en aquesta tesi es realitzara I'estudi de la deteccid d’anti-MAA amb
I'objectiu de poder determinar la sensibilitat d’aquest tipus de biomarcador en una cohort
independent de pacients i controls, i també determinar el seu valor pronostic en relacio a la

presencia de formes més severes de I’AR.
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4. DIAGNOSTIC DE L’AR

El diagnostic de I'AR és fonamentalment clinic. El diagnostic és complex degut a l'alta
heterogeneitat que presenta la malaltia i per tant no esta basat en un sol parametre sind que es
du a terme mitjancant un seguit de criteris classificatoris que tenen en compte diferents factors.
L’AR, com s’ha explicat, presenta una evolucio cronica, en l'inici de la qual la simptomatologia
clinica pot no ser evident. Fer el diagnostic en els moments inicials per poder iniciar el tractament
abans de que es presenti destruccid articular és clau per evitar danys permanents i incapacitants
en els pacients. En comparaciéo amb els criteris que es fan servir a nivell clinic per classificar els
pacients i que presenten una gran especificitat, els criteris per establir un diagnostic i que estan
orientats a determinar la presencia d’'una malaltia en les etapes inicials, han de presentar una alta

sensibilitat.

4.1. Caracteristiques de les proves diagnostiques

La sensibilitat d’un test fa referéncia a la capacitat d’una prova de detectar a un malalt
correctament en una prova — és a dir, que estigui malalt i el resultat de la prova sigui positiu.
L’especificitat, en canvi, fa referéncia a la capacitat d’identificar a un individu sa correctament en
la prova —és a dir, que I'individu sa presenti una prova negativa. Son conceptes que serveixen per
determinar la capacitat diagnostica intrinseca d’una prova. Una mateixa prova pot presentar
diferents valors de sensibilitat i especificitat segons les condicions de I'assaig. Les proves es poden

fer servir en poblacions amb diferent prevalenca de malaltia i aquests valors no canvien 3.

Altres conceptes que s’han de tenir en compte en els tests diagnostics sén els valors predictius,
és a dir, la probabilitat que els pacients tinguin la malaltia un cop es coneix el resultat de la prova.
El valor predictiu positiu (VPP) fa referéncia a la probabilitat que un individu amb un test positiu
tingui la malaltia i es correspon al total de malalts amb proves positives d’entre el total de proves
positives. En el cas del valor predictiu negatiu (VPN) es fa referéncia a la probabilitat que un
individu amb una prova negativa no tingui la malaltia i per tant es correspon al total de persones

sanes amb prova negativa d’entre totes les proves negatives obtingudes 3.
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4.2. Criteris diagnostics en I’AR

Els criteris que historicament han ajudat als reumatolegs a establir un diagnostic clinici que s’han
fet servir per determinar la preséncia d’AR daten de I'any 1987 (Taula 1) ¥4, Estan desenvolupats
en funcio de les observacions fetes en la recerca clinica o en estudis epidemiologics i sén criteris
classificatoris més que diagnostics, ja que estaven pensats per distingir els pacients d’AR
establerta d’altres artropaties inflamatories. En aquest grup de poblacié, d’AR establerta, els
valors de sensibilitat i especificitat obtinguts dels diagnostic amb aquests criteris eren
suficientment alts (entre 79-80% de sensibilitat i 90-93% d’especificitat respectivament); en

canvi, en pacients d’AR de curta evolucid, la sensibilitat i especificitat sén més baixes’>17¢.

Criteri Definicié
Rigidesa matutina Rigidesa al mati en les articulacions o al voltant durant almenys 1 hora

Inflamacié del teixit o presencia de fluid en com a minim 3 articulacions de les
Artritis present en 23

seglents: interfalangiques de la ma, metacarpofalangiques,
articulacions

metatarsofalangiques, canell, colze, genoll o turmells
Artritis en les

Inflamacié de les articulacions del canell, metacarpofalangiques o
articulacions de les

interfalangiques de la ma
mans

Afectacié simultania de les arees descrites en I'apartat anterior en els dos
Artritis simétrica
costats del cos. Com a minim ha de passar en el 50% de les arees afectades
Noduls reumatics Presencia de noduls reumatics subcutanis
Deteccio del factor reumatoide amb un metode amb una especificitat minima
Factor reumatoide
del 95%
Erosions o descalcificacions localitzades en les articulacions de les mans o dels
Canvis radiografics
canells
S’estableix un diagnostic d’AR si com a minim es donen 4 d’aquests criteris. Els criteris 1-4 han de

donar-se durant un minim de 6 setmanes.

Taula 1: Criteris classificatoris d’AR establerts al 1987 pel Col-legi America de Reumatologia 7%

Diversos dels criteris aqui inclosos (com els canvis radiografics o I'aparicio de noduls reumatoides)
normalment no es donen en el primer any de malaltia sind en els anys posteriors, de tal manera
que el diagnostic en pacients d’AR d’inici recent seria molt dificil d’establir. L’Us de pacients d’AR
establerta per determinar els criteris aqui establerts dificulten el diagnostic de pacients d’altres

estadis de la malaltia, especialment les fases inicials, degut a les diferéncies cliniques que

presenten 126177,
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Els avencos en I'estudi de I'AR i el descobriment de diferents biomarcadors a part del factor
reumatoide, ja inclos en els criteris de 1987, van impulsar la modificacio i actualitzacio dels criteris
duta a terme el 2010 per part del Col-legi America de Reumatologia (ACR) i la Lliga Europea
d’Associacions de Reumatologia (EULAR). Es van establir unes noves guies per ajudar al

reumatoleg en el correcte diagnostic 8.

Una de les principals mancances dels criteris anteriors i per tant objectius d’aquesta nova eina és
el diagnostic de casos d’AR d’inici que es trobin encara en la finestra d’oportunitat necessaria per
aplicar tractaments que frenin la progressio de la malaltia. Els criteris de deteccié inclosos en la
nova guia de classificacid de 2010 (Taula 2) estan pensats per ser aplicats en pacients que
presenten inflamacio articular quan se’ls hi fa una exploracié clinica i pels quals no hi ha cap altra
malaltia que pugui explicar la sinovitis *’°. Es a dir, estan pensats per poder detectar la malaltia

en les primeres fases*®.

A) Alteracions articulars (inflamada/tendre)

1 articulacié gran 0

2-10 articulacions grans 1

1-3 articulacions petites (amb o sense afectacié d’articulacions grans) 2

4-10 articulacions petites (amb o sense afectacié d’articulacions grans) 3

>10 articulacions (com a minim afectacié d’1 articulacié petita) 5
B) Serologia

FR/ACPA negatiu 0

Positiu baix FR/Positiu baix ACPA 2

Positiu alt FR/Positiu alt ACPA 3
C) Reactius de fase aguda

Valors normals de PCR i VSG 0

Valors anormals de PCR i VSG 1
D) Durada dels simptomes

<6 setmanes 0

>6 setmanes 1

Taula 2: Criteris establerts al 2010 per part d’ACR/EULAR pel diagnostic de 'AR. FR (Factor Reumatoide),
ACPA (Anticossos contra proteines/péptids citrul-linats), PCR (Proteina C Reactiva), VSG (Velocitat de
Sedimentacio Globular).
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Els nous criteris inclosos sén principalment biomarcadors serologics detectables al laboratori en
etapes inicials de I’AR com els ACPAs o marcadors inespecifics d’'inflamacié aguda com la proteina
C reactiva o la velocitat de sedimentacio globular (VSG). A part es conserva la deteccié del FR ja
inclos en el criteri anterior. Es té en compte la combinacié dels dos marcadors que son
caracteristics de I’AR. En canvi, alguns criteris com la inclusié dels ndduls reumatoides i la simetria
de I'afectacid articular sembla que no contribuien a millorar el valor predictiu positiu de la prova

i han estat exclosos dels nous criteris.

Es va treballar en la creacié d’un sistema de puntuacié que permetés classificar pacients amb
artritis inflamatoria en els primers moments de la malaltia i predir si eren candidats a presentar
malaltia erosiva i persistent, per aixi ser considerats pel tractament. S’ha pogut determinar que
aquests nous criteris serveixen per classificar els pacients d’acord a I'abséncia o presencia d’AR

150181 En |es condicions on

perd no sén prou precisos com per estratificar-los en altres subgrups
es presenten alteracions radiografiques compatibles amb I’AR, no es considera necessari complir

cap altre criteri per tenir un diagnostic clar d’AR.

Diferents revisions dels resultats obtinguts amb aquests criteris, suggereixen millores que es
poden aplicar per millorar-ne el seu Us. Per exemple, donat que el VPP dels ACPAs és fins a 3
vegades millor que del FR, es proposa que es doni més pes a aquest tipus d’autoanticossos com

a criteri diagnostic 17°.

Un altre factor que cal tenir en compte és el fet que aquestes nous criteris, com ja hem dit, posen
molt de pes en els biomarcadors serologics, de tal manera que ajuden a classificar des de l'inici
pacients amb AR seropositiva. En canvi, els pacients d’AR seronegativa, han de complir criteris
d’inflamacié més estesa i forta per poder sumar una puntuacio que els situi per sobre del punt
de tall de puntuacid establert. S"ha pogut comprovar que els pacients d’AR seronegativa
presenten nivells més alts d’inflamacid i destruccio articular en el moment del diagnostic que els
pacients d’AR seropositiva 2. Tot i que aquests criteris, com hem esmentat, tenen |'objectiu de
classificar i de servir d’ajuda al reumatoleg, aquestes diferéncies entre els dos subgrups d’AR

poden generar diferéncies en el tractament immediat i la progressié de la malaltia .
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En aquest context, sembla imprescindible trobar eines que ens permetin classificar de forma
eficac els casos d’AR seronegativa, que arriben fins al 30% de la poblacié d’AR. A part dels
biomarcadors “estandards” i establerts ja en la classificacio de I’AR, i com s’ha explicat en apartats
anteriors, s’han descrit altres sistemes d’autoanticossos que podrien ajudar a classificar i

estratificar els pacients.

Els anticossos contra proteines carbamilades s’han trobat en fins a un 45% de pacients d’AR. En
aproximadament un 25% dels casos, els pacients anti-CarP (+) també presenten ACPAs, pero
aquests autoanticossos s’han trobat en el 15-20% dels pacients d’AR de forma independent dels
ACPAs & Si bé és cert que els anti-CarP per si sols, en alguns estudis preliminars sembla que no

aporten molt valor discriminatiu dins del subgrup FR/ACPA (-) %

, si que s’ha observat que
pacients que presenten aquest tipus d’autoanticossos presenten un pronostic i fenotip clinic
diferents dels pacients doble negatius pels altres marcadors i per tant és important seguir

treballant i analitzant les implicacions d’aquests auto-anticossos 2.

Per altra banda, recentment s’han descrit nous tipus d’autoanticossos en el context de I’AR com
son els que tenen com a objectiu les acetil lisines (AAPA). El descobriment d’aquest nou tipus
d’anticos ha de ser objecte d’estudi per tal de determinar si poden aportar un valor diagnostic en
el context de l'artritis, especialment en la seva possible preséncia en els pacients seronegatius.
També caldra veure el grau de concordanca que presenta aquest tipus d’autoanticos amb els
altres ja mencionats (ACPA, FR i anti-CarP). De la mateixa manera, els anticossos contra proteines
o peptids amb adductes de malondialdehid-acetaldehid han de ser igualment estudiats per poder
establir la seva capacitat discriminatoria, que tenint en compte els resultats fins ara publicada, és

esperancadora.

4.3. Determinacio dels ACPAs

En la practica clinica és necessaria una eina estandarditzada per tal de poder fer les
determinacions dels anticossos inclosos en els criteris de classificacié d’'una manera uniforme en
les diferents poblacions i tenir resultats comparables que permetin fer un diagnostic o aportar la
informacid necessaria per els metges de forma acurada. En el cas dels autoanticossos contra
proteines/péptids citrul-linats es va desenvolupar una prova de tipus ELISA (de I'anglés enzyme-
linked immunosorbent assay) que permet detectar la presencia d’aquests anticossos en els
serums dels pacients d’una forma senzilla i en un periode de temps curt. La base d’aquest

immunoassaig s’explicara en els posteriors apartats.
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5. REUMATISME PALINDROMIC

5.1. Que és?

El reumatisme palindromic (RP) és un tipus d’artropatia inflamatoria de caracter intermitent que
es caracteritza per crisis agudes de dolor i tumefaccio articular (i a voltes periarticular) que es va
repetint al llarg del temps, perd sense deixar dany residual ¥38* En cada brot es sol afectar
només una articulacio, i és molt caracteristic que siguin de curta durada (d’1 a 3 dies) amb
resolucié espontania de la crisi. El curs clinic és variable pel que fa a la freqiiéncia dels brots i les

articulacions afectades tot i que predominen en les articulacions de les mans 184183,

Hi ha pocs estudis pel que fa a la epidemiologia del RP, perd s’ha establert que la freqiéencia és
significativament més baixa que la de I’AR, amb una ratio suggerida de 1 pacient de RP per cada
20 d’AR diagnosticats. Aquest sindrome reumatologic sembla que afecta també als dos sexes pero
en predomina una afectacié femenina i amb una edat de diagnostic d’entre els 40-45 anys'®.
L'interés d’aquesta entitat radica en que després de la fase intermitent, que pot durar mesos o
anys, un nombre significatiu de pacients (possiblement més del 50%) acaba desenvolupament
una poliartritis persistent i cronica complint els criteris diagnostics d’AR. En conseqliéncia, esta

en debat si el RP és una entitat diferenciada o és només una forma pre-clinica d’AR *&°.

5.2. Perfil biologic d’autoanticossos

Donat que en un nombre gran de pacients de RP es dona una progressio cap a AR, resulta molt
interessant I'analisi del tipus d’autoanticossos discriminatius per AR que aquests puguin

presentar en el moment del diagnostic de RP.

El FR esta present en aproximadament la meitat dels pacients de RP *¥72%C, |’any 2003 es va
descriure per primera vegada la preséncia d’ACPAs en una cohort de pacients de RP 8. |a
prevalenca va ser del 56,6%, un valor proper a I’observat en pacients d’AR d’inici recent (52%) %,
Des d’aleshores, la presencia d’ACPAs s’ha confirmat en multiples estudis i la prevalenca s’ha

estimat entre el 40 | 70% 185183190,
En resultats publicats pel nostre grup s’ha observat que tot i que les concentracions en les que

s’observen els ACPAs en pacients de RP sén similars a les de les trobades en pacients d’AR, la seva

resposta és diferent.
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En el cas dels pacients de RP s’ha observat que la deteccid d’especificitats fines diferents esta
més restringida i el patrd d’isotips detectables en la malaltia també sén diferents. L'isotip 1gG és
clarament el preferentment emprat mentre que IgA i IgM s’utilitzen en menor freqiéncia en el

grup de RP¥2,

Finalment, també en resultats publicats recentment en el nostre grup, s’ha pogut determinar la
presencia d’anticossos de la familia anti-CarP en serums de pacients de RP. En un estudi que va
incloure 54 pacients de RP i 54 pacients d’AR, es va poder concloure que en el grup de RP, el 24%
dels pacients presentava resposta anti-CarP, un valor inferior al del grup d’AR on la prevalenca
era del 64%. El comportament dels anti-CarP sembla que és similar al dels ACPA, ja que en els

pacients de RP la resposta també va ser més restringida en termes d’isotips emprats'®2.

La resposta d’autoanticossos detectada en pacients de RP serveix per confirmar el paper de la
autoimmunitat en aquesta malaltia. Aprofundir en I'estudi d’aquests autoanticossos pot ajudar a
entendre millor els mecanismes que es poden donar en el RP, malaltia de la qual no es coneix la
fisiopatologia. Les diferencies observades amb I’AR obren la porta a realitzar nous estudis per
poder entendre millor la relacid que hi pot haver entre les dues malalties i determinar si
efectivament podria ser que el RP formés part de l'espectre ampli que s’observa de
manifestacions d’AR, alhora que podria ajudar a predir millor quins pacients amb RP acabaran

desenvolupant una AR.

5.3. Estudi PALABA

Com a part dels treballs realitzats en la tesi doctoral es presentaran alguns resultats preliminars
que formen part de 'estudi PALABA. Aquest estudi és un assaig clinic aleatoritzat multicéntric
que s’esta duent a terme amb I'objectiu d’estudiar les diferencies en I'evolucio del RP de pacients
de diagnostic recent tractats amb dos farmacs diferents, la hidroxicloroquina i I'abatacept. La
hipotesi plantejada és que els pacients seropositius (ACPA+ i/o FR+) de RP tractats amb abatacept
reduiran la progressid cap a AR en comparacié a aquells amb les mateixes caracteristiques

tractats amb hidroxicloroquina®®.
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6. PEPTIDS SINTETICS | EL SEU US EN DIAGNOSTIC

En els apartats previs s’ha fet un resum dels factors que estarien implicats en els inicis d’AR, aixi
com un resum de la seva fisiopatologia i dels diferents tipus d’autoanticossos presents en aquesta
malaltiai que la caracteritzen. S’han vist també de forma resumida els actuals criteris diagnostics,
gue tot i que presenten una part que esta basada en 'evidéncia serologica, deixen clara la
necessitat de millorar les eines que existeixen actualment. Aquesta millora és necessaria tant per
classificar de forma efectiva els diferents subgrups de pacients que formen el global d’una
malaltia tant heterogénia com per entendre si realment el subgrup de pacients fins ara considerat
seronegatiu realment ho és o el problema es basa en que no s’han descobert els antigens que

podrien ajudar a la deteccid d’anticossos en els serums d’aquests pacients.

En base a aquestes necessitats, i d’acord a les amplies informacions que es tenen de |'Us de
peptids sintetics com a eines per la deteccid d’anticossos en diferents contextos, en aquesta tesi
s’ha treballat en el disseny, sintesi i estudi de diferents estructures peptidiques. A continuacio, es
fara una breu introduccié dels péptids sintétics i de diferents consideracions que s’han pogut anar
determinant al llarg dels anys sobre aquesta eina per tal de fer-la més efectiva en la tasca de la
deteccid de biomarcadors serologics. El desenvolupament d’eines diagnostiques per la deteccio
d’anticossos que serveixen com a biomarcadors especifics de la malaltia requereix d’estudis

previs de caracteritzacio de la resposta humoral.

6.1. Estudii caracteritzacio d’epitops

El desenvolupament de proves que permetin la deteccio serologica d’anticossos i el seu Us com
a biomarcadors requereix I'estudi dels epitops reconeguts en cada malaltia. Els epitops son els
determinants antigenics o porcions dels antigens que son reconeguts pels anticossos. Solen
formar part de proteines o altres macromolécules com els polisacarids °*. El fet que aquest tipus
de molecules siguin antigéniques implica que presenten I'habilitat de ser reconeguts de forma

especifica per anticossos que formen part d’una resposta immunitaria®®.

Els epitops es poden diferenciar en dos grans grups en funcié de la posicid dels aminoacids que
el conformen en la seva seqliencia primaria. Segons aquesta descripcio, el primer grup son els
epitops continus, que estan conformats per seqiéncies lineals curtes d’aminoacids, és a dir,
seqiéncies d’aminoacids contigus dins I'estructura primaria que sén reconegudes pels anticossos

(Figura 8A). També reben el nom d’epitops seqiiencials®®®.
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El segon grup és un altre subtipus d’epitop on el fragment reconegut no és una seqléncia
d’aminoacids contigus en I'estructura primaria sind aminoacids que es presenten en posicions
contiglies en I'espai com a conseqliéncia del plegament tridimensional de la proteina (Figura 8B).

Aquests epitops reben el nom de discontinus o conformacionals 1°7/1%,
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Figura 8: Representacio dels tipus d’epitops que poden presentar-se. (A) Epitop continu i (B) Epitop
discontinu. Imatge d’autoria propia creada amb BioRender.com

L'estudi dels epitops és necessari per I'estudi de la resposta immunitaria i la comprensio de la
fisiopatologia i etiologia de les malalties en les quals hi ha una implicacié del sistema immunitari.
En recerca també resulta util pel desenvolupament d’assaigs diagnostics i pel seguiment de la

malaltia mitjancant la deteccié de biomarcadors com els anticossos'®.

6.1.2 Identificacio d’epitops

L’estudi i la identificacid dels epitops esta habitualment centrada en I'estudi d’epitops continus,
ja que son més senzills d’aillar o analitzar amb les técniques que es descriuran a continuacio. Tot
i que la majoria d’epitops es considera que sén discontinus (o conformacionals), el seu estudi és
meés complex principalment perque la seva prediccié requereix un estudi de la conformacio
tridimensional de la proteina, que no esta disponible en algunes d’elles?®. ’aillament d’epitops
discontinus és també complex ja que requereix de I'Us de scaffolds com a estructures que

permetin mantenir la conformacid tridimensional pel seu posterior estudi'®®2%L.

La identificacié dels epitops continus, dels quals es tractara a continuacid, es pot donar mitjancant
diferents tecniques en funcié de I'enfocament utilitzat. Es pot tractar d’aillar els epitops quan
estan units a I'anticos, pero també es pot dur a terme una analisi de diferents péeptids derivats de

la proteina antigenica per intentar acotar la resposta a una fraccié molt més restringida.
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6.1.2.1 Aillament dels epitops

Historicament, I'estudi i identificacié de les seqléncies que formen els epitops s’ha basat en I'Us
de digestions enzimatiques de proteines per generar fraccions més petites amb |'objectiu de
detectar de forma conjunta el fragment petit de proteina que presentés I'anticos unit i aixi poder-
ne identificar la seqiiéncia?®?. Al llarg dels anys, s’han anat desenvolupant técniques que han
permes la identificacié dels epitops basant-se en I'estudi de la interaccidé entre antigen i anticos

de manera més eficient.

Entre les diferents técniques que es fan servir s’inclou una técnica classica com la cristal-lografia,
en la qual es busca la co-cristal-litzacid de I'estructura de I'anticos unit a I'epitop per poder
identificar-ne correctament I'estructura®®®. ’avenc de la cristal-lografia ha permés I'estudi de
proteines grans i la interaccid entre proteines, com la interaccid antigen-anticos, i ha fet que sigui

el gold standard per 'analisi estructural de les interaccions d’aquest tipus?%*.

També s’han emprat tecniques més senzilles com la proteolisi de proteines seguida per una
analisi d’espectrometria de masses amb I'objectiu d’identificar els fragments de I'epitop que es

205206 Aquestes técniques, juntament amb la ressonancia magnética

poden trobar a la mostra
nuclear?®, una altra eina que permet la identificacié dels antigens i la seva estructura, es basen

en l'aillament i identificacio de I'antigen quan aquest esta unit al anticos.

6.1.2.2 Estudi de la interaccio entre anticossos i peptids sintétics

Un altre enfocament en la recerca dels antigens implicats en la resposta immunitaria humoral
consisteix en la cerca d’epitops mitjancant la sintesi i/o analisi de multiples péptids, seguit d’un
estudi de la seva capacitat d’unio als anticossos. El desenvolupament de técniques efectives com
la sintesi en fase solida de péptids descrita per Merrifield 28 ha permés I'obtencid de péptids amb
un alt grau de puresa, i que poden ser immobilitzats en immunoassaigs pel seu estudi com a
potencials antigens. Des del desenvolupament d’aquesta tecnica, s"han dissenyat i comercialitzat

sintetitzadors automatics que permeten la sintesi simultania de multiples peptids.

Es tracta d’'una eina que facilita I'obtencié de biblioteques de péptids sintetics que presenten
solapament d’aminoacids i que permeten identificar quins sén els aminoacids més rellevants de
la seva estructura, i de forma general els péptids que presenten una major capacitat

antigénical144,

37



Recentment, també s’han desenvolupat eines computacionals que permeten dur a terme una
prediccio de les interaccions teoriques que hi hauria entre un péptid generat a I'atzar i un anticos
d’estudi i conseqlentment permeten la creacid de biblioteques de péeptids amb un potencial
antigénic teoric?®, que reben el nom de mimotops. El terme “mimotop”, segons la seva
descripcié original per part de Geysen et al.?'° fa referéncia a una macromolécula, freqientment
un peptid, que imita l'estructura d’un epitop. Actualment, es consideren mimotops els
seleccionats de les llibreries de peptids, generades a I'atzar, que presenten una alta capacitat

d’unir-se a un anticos dirigit a un antigen concret?*!.

Sén també tils per identificar els residus de dins I'epitop que tenen un paper clau en la unié de
I'anticds i per generar seqiéncies consens rellevants en I'epitop d’estudi’®. També s’han

desenvolupat biblioteques de peptids generades a partir de I’analisi de 'ADN emprant tecniques

de sequienciacié de nova generacié (NGS, de I'anglés next generation sequencing)®*:. L'Us
d’aquestes eines sol anar associat a una analisi posterior dels diferents peptids mitjancant

técniques de laboratori, com els ja mencionats immunoassaigs 21>,

Un cop ha estat analitzada aquesta resposta i s’ha determinat que els peptids estudiats formen
part d’epitops, es poden emprar com a antigens per I'estudi i el desenvolupament de tests

diagnostics o pel seu Us en la generacio de vacunes per estimular una resposta immunitaria, entre

d’altres?'>216,

6.2. Us dels péptids sintétics com a antigens pel diagnostic

L’Us de péptids sintétics com antigens en plataformes de diagnostic és un camp en expansid?Y’.

El desenvolupament d’'immunoassaigs basats en I'Us de peptids ha donat lloc a tests per la

218,219

deteccid d’anticossos com a biomarcadors per diferents malalties , pero també s’han pogut

desenvolupar tests amb funcions i utilitats forca amplies com la deteccié de toxines en mostres

221-223

alimentaries??®, deteccié d’infeccions viriques , 0 per diferents analits com proteines, ions

metal-lics o acids nucleics??*. Existeixen actualment diferents tests diagnostics basats en I'Us de

péptids que han estat comercialitzats4®22>226 |

Us de peptids sintéetics presentats com antigens
en plataformes d’immunoassaig comporta una série d’avantatges i inconvenients respecte altres

estrategies que es descriuen a continuacio.
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6.2.1. Principals avantatges

Des del desenvolupament de la biotecnologia a I'inici dels anys 1990, moltes eines de diagnostic
basades en I'Us d'immunoassaigs en fase solida, com els ELISA o els assajos multiplex, s"han basat
en la presentacio d’antigens com les proteines recombinants 2. Les proteines recombinants sén
generades artificialment al laboratori??’. En aquests immunoassaigs també es poden presentar
estructures natives, purificades a partir de mostres naturals. Les proteines, ja siguin recombinants
o natives son encara ampliament emprades i presenten utilitat diagnostica tot i que presenten
alguns inconvenients. En ambdds casos, I'obtencid d’aquest tipus d’antigens es laboriosa i
costosa, especialment en les quantitats que es requereixen per dur a terme els

immunoassaigs?16-2%.

A més, com que es tracta de molécules grans, és més dificil caracteritzar-les de forma completa i
com a conseqlieéncia, es poden trobar diferéncies entre preparacions de proteina de diferents
moments o lots, limitant la reproduibilitat de 'assaig??®. Un altre aspecte a considerar en I'Us de
proteines senceres, ja sigui natives o recombinants, és que és dificil limitar-ne les interaccions no
especifiques, de tal manera que en algunes ocasions generen un alt soroll de fons en les lectures
d’absorbancia dels immunoassaigs, dificultant la lectura de la resposta especifica que es permet
detectar 2%°. Precisament també per la complexitat de les proteines, s’han detectat en algunes
ocasions reactivitats creuades no desitjades que alteren la resposta que s’esta analitzant de

manera concreta?>™.

Els peptids sintetics presenten multiples avantatges que permeten minimitzar alguns dels
inconvenients que s’han esmentat en relacié a les proteines. Com que es tracta de molecules
guimiques molt ben definides i que es poden caracteritzar completament amb I'Us de tecniques
relativament senzilles?®2, permeten minimitzar la preséncia de les respostes no especifiques i de
les reactivitats creuades. La disminucid de la reactivitat creuada alhora potencia la sensibilitat i
especificitat d’aquests antigens?®. La caracteritzacid prévia d’aquestes molécules a la seva
incorporacio a un assaig en el qual les condicions estan optimitzades, permet la presentacié d’un

antigen homogeni en I'estudi i una major reproduibilitat dels resultats obtinguts 2.

A més, degut a que la seqliiencia dels peptids és coneguda es poden dissenyar altres péptids
sintetics com a controls de la reactivitat especifica del fragment, o inclus de I'efecte d’aminoacids
individuals. Aquest seria el cas, per exemple, d’estudis en que es pretén determinar la reactivitat

contra un modificacié post-traduccional. L’Us del peptid amb la PTM i I'Us paral-lel d’un altre
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peptid amb la mateixa seqlencia perd amb I'aminoacid sense modificar és util per determinar de

forma especifica la resposta a la PTM 41144158

S’ha descrit també I’Us de peptids control, anomenats “scrambled”, un anglicisme que serveix per
definir peptids que contenen els mateixos aminoacids que la seqiéncia d’estudi pero de forma
desordenada, i que tenen utilitat per poder entendre |'efecte de la posicié de cada aminoacid
dins I'estructura®>%®. D’aquesta manera, es pot arribar a fer una analisi molt exhaustiva de la
implicacié de cadascun dels aminoacids que pot ser util, per exemple, per determinar la
. \ T . [ O] . oy . 237

importancia i I'efecte dels aminoacids que es troben flanquejant la seqiiéncia®®’ que forma part

de I'epitop.

La sintesi manual de péptids sintetics permet la introduccid de les modificacions desitjades en la
seva estructura quimica d’acord d les necessitats de cadascun dels tests que s’han de
desenvolupar. Per exemple, es poden incorporar estructures quimiques com la biotina, per poder
unir-los facilment a plaques tractades amb avidina, o bé la introduccié de residus de cisteina o
acids grassos que en modifiquen la forma per aconseguir I'estructura de I'antigen que es vol
presentar 216234 També permet la introduccié de PTMs de forma totalment controlada, ja que la
unié dels aminoacids amb PTMs es fa seguint el mateix protocol de sintesi en fase solida

habitual'®>238,

Un altre avantatge dels peptids sintétics és que la seva obtencid amb un alt grau de puresa en
guantitats relativament elevades permet que I'epitop es pugui presentar en concentracions més
altes en els immunoassaigs que en el cas de les proteines. En aquestes, on I'epitop forma només
una part petita del global, aguesta concentracié és molt inferior i per tant la resposta detectada
també sol ser més baixa. Utilitzant els dos tipus d’antigens en la mateixa concentracid, la molaritat
del epitop peptidic sera significativament més alta que la del epitop en tota la proteina. D’aquesta

manera, en augmentar-ne |'exposicid, pot augmentar la resposta detectada?3%?3.
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6.2.2. Principals inconvenients

6.2.2.1. Manca de conformacio estructural dels peptids linears

Un dels inconvenients més rellevants que presenten aquest tipus de péptids curts sintétics és la
dificultat d’adoptar la conformacié nativa quan els péptids es troben en solucid donada la seva
elevada mobilitat?®®. Com a conseqiiéncia, la unié dels anticossos és menor per la falta d’afinitat
tot i que la seqiiéncia formi part de regions antigéniques?*®. Com que les estructures que formen
part dels epitops solen estar localitzades en regions accessibles de les proteines, la conformacié
tridimensional que adoptin els péptids sintetics és especialment rellevant per tal de mimetitzar

I'estructura que presenten les proteines i augmentar I'antigenicitat# 243,

Estabilitzar 'estructura dels péptids sintetics permet que la seva orientacié millori i que la seva
presentacié com antigens sigui més estable?**24>. S’han descrit diferents técniques per restringir
I'estructura peptidica dels péptids en solucid, entre les quals destaca la ciclacié intramolecular
que permet que s’adopti una estructura estable de forma molt eficient?**2%8_ L3 ciclacié es pot
induir seguint diferents metodologies com la lligacié quimica®*® perd també seguint estratégies
més simples com la introduccid de cisteines en la seqlencia primaria del péptid. Les cisteines es
poden introduir substituint residus de serina presents de forma natural amb els quals comparteix
un alt grau d’homologia estructural. L'oxidacio dels grups tiol d’aquests aminoacids dona lloc a la
formacid d’un pont disulfur entre aquests dos residus®*®. Habitualment, per tal de poder induir la
formacié d’aquesta estructura, es treballa amb cisteines protegides per grups identics com
I’acetamidometil***. Aixi, quan son eliminats en preséncia de iode, simultaniament es pot generar
el pont disulfur. Amb aquesta estratégia de ciclacié dels péeptids, es permet que la seqiéncia
adopti una conformacio constreta i fixada?*’. Ha estat ampliament utilitzada en diferents estudis
en els quals s’ha demostrat la ciclacid del péptid augmenta |'antigenicitat de I'estructura

presentada respecte la presentacié del mateix péptid sense ciclart#%?>1,
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6.2.2.2. Dificultats en la unié dels péeptids al suport solid

Un altre dels principals inconvenients que s’han observat en I'Us de péptids sintétics linears és la
dificultat d’aconseguir una adsorcié passiva homogénia en les plagues de poliestire, com les
plagues emprades en els protocols d’ELISA, per poder realitzar els immunoassaigs®?. A causa del
baix nivell d’adsorcid és dificil no només aconseguir una uniéo homogenia en termes de quantitat
del peptid adherit en cada pouet sind que a més també ens podem trobar amb un peptid
presentat de forma heterogénia pel que fa al seu posicionament i orientacid espacial un cop
adherit al plastic. Les interaccions entre el péptid i el plastic fan que I'exposicio correcta del peptid

a vegades es vegi alterada d’una forma poc controlable?162%3,

Per poder aconseguir resultats que siguin reproduibles s’han descrit técniques diverses com la
conjugacio del peptid d’assaig a proteines, de tal manera que sén aquestes les que queden

254255 5 |la modificacio dels péptids amb cues hidrofobiques d’acids grassos

absorbides a la placa
que ajuden a I'orientacid dels péptids en la placa?®®. Altres enfocaments han descrit com la unié
del péptid d’interés a una cua de poli-lisina també n’augmenta la unié¢*”?¢. Per altra banda
també s’ha descrit I'existéncia de péptids que presenten una alta afinitat pel poliestiré?> i que
units al peptid d’interés i actuant com a tags peptidics, permeten que aquest quedi adsorbit a la

placa i en permet controlar I'orientaci¢32>°,

L"alternativa als metodes que intenten augmentar la unio dels peptids al suport solid per adsorcio
és induir la unio covalent del peptid a les plaques. Per dur a terme aquet procés es requereix
habitualment 'activacié o bé de la placa o bé del péptid. En el cas de I'activacio de la placa es fa
referéncia a la preparacié de la superficie solida perquée presenti grups que reactius que
interaccionin amb el peptid i es formi I'enllag d’unidé covalent. Normalment es tracta de grups
electrofilics com els epoxids?%?®1 aldehids?®? o funcionalitats com els succinimidil esters o
isotiocianat?®3, que reaccionen amb els grups nucleofilics com els grups amino dels péptids?®*. En
el cas de I'activacié del peptid, trobem tecniques com la introduccio d’una cisteina en I'extrem N-
terminal o C-terminal del péeptid per posteriorment conjugar-lo a una proteina que ha estat

préviament activada amb maleimida amb la qual forma un enllag tioéter?®.

S’ha vist que la presentacio dels péeptids fent Us d’enllacos covalents presenta millores en relacié

a la presentacié i deteccio dels antigens respecte la unié passiva per adsorcig?6234,
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Una altra estratégia d’unié dels péptids a la placa és I'Us de les unions del tipus avidina-biotina®®®.
Es tracta d’un enlla¢ bioguimic, no covalent pero extremadament fort, que es dona amb alta
afinitat®®’72%. |’avidina és una proteina glicosilada que prové de la clara de I'ou de réptils i aus®®°.
L’analisi de la unid biotina-avidina ha mostrat que I'Us d’avidina presenta un inconvenient pel seu
Us en immunoassaigs, i és que l'avidina també s’uneix inespecificament a altres molécules que
poden estar presents en els tampons d’assaig o a les mostres d’analisi?’®, fet que pot donar lloc a
un alt soroll de fons i en conseqiiéncia alterar el resultat obtingut?’*. Diferents estudis han descrit
analegs de I'avidina com l'estreptavidina, que prové del bacteri Streptomyces avidinii *’* i la
neutravidina, que és una versid modificada quimicament de I'avidina?’®. En tots dos casos, la
diferéncia principal respecte I'avidina es troba en la manca de glicosilacions. Aquesta diferéncia
provoca que aquests dos analegs a pH fisiologic presentin carrega neutra i en conseqgiéencia no

4

interaccionin amb altres proteines de forma no especifica?’*. Per aquest motiu, a nivell

experimental es sol treballar amb els dos analegs?’>27¢.

Per poder unir el peptid a la placa, que presenta un analeg de l'avidina, aquest ha d’estar
derivatitzat amb un grup biotina. S’ha descrit que aquest tipus de marcatge en algunes ocasions
pot comportar una perdua de sensibilitat de I'assaig degut a que la biotina pot interferir amb el
posicionament del péptid i emmascarar-ne parcialment I'exposicié*”’. Per ajudar a resoldre
aquest problema, s’han dissenyat diferents tipus d’espaiadors units a la biotina que permeten
gue es generi una distancia suficient entre la biotina i el peptid i es redueixi aixi el problema de
I’'emmascarament. En un estudi comparatiu, publicat per Andresen et al.?’®, s’ha descrit com I'Us
de I'espaiador millora la sensibilitat general de I'assaig. A més, d’entre els espaiadors testats, I'Us

del polietilenglicol és el que ha donat millors resultats.

Un altre factor que pot afectar a I'exposicié del peptid un cop unit a la placa és la posicié en la
qual s’acobla la biotina. La unidé de la biotina a un extrem del péptid, N-terminal o C-terminal,
contribueix a que I'estructura del peptid quedi ben exposada i ho faci de forma orientada i sempre

en la mateixa posici6 272,
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6.2.2.3. Estratégies per augmentar I’antigenicitat dels peptids sintétics

L’Us de péptids sintétics com antigens genera molt d’interés degut als amplis avantatges que
presenta en diferents aspectes i que s’han mencionat anteriorment. Per aquesta rad, s’han dut a
terme estudis amb l'objectiu de trobar tecniques que permetin millorar-ne la sensibilitat i
especificitat com antigens. Entre les tecniques descrites destaca la possibilitat de millorar
I'antigenicitat d’una moléecula peptidica fent que aquesta mostri més d’un epitop de forma
simultania. Es a dir, que el peéptid d’assaig estigui compost per dues fraccions i cadascuna
d’aquestes presenti un epitop. La presentacié de dos epitops de forma simultania és senzilla ja
que es pot dur a terme la sintesi dels dos fragments de forma sequencial donant Illoc a un Unic
peptid que rebra el nom de quimeric. S"ha demostrat que els péptids quimeérics mostren una
major antigenicitat que els dos fragments que els conformen, o péptids monomerics de forma
individual. Els péptids quimeérics sén una bona alternativa com a antigens per el seu Us en la

deteccid d’anticossos 138216,:234,281-283

A) Péptids monomerics -
|- Analisi simultani dels 2 epitops:
Barreja fisica de péptids
Epitop 1 Epitop 2
Peptid quiméric _
Analisi simultani dels 2 epitops:
B Només cal una estructura
peptidica
Epitop quimeric: Epitop 1 + Epitop 2

B)

¢

Péptids monomérics Péptid quimeric

Figura 9: Representacié d’'un exemple grafic dels péptids monomeérics i peéptids quimeérics. A)
Representacid de I'estructura dels dos peptids monomeérics i del péptid quimeéric que resulta de la unié dels
dos monomerics. Explicacié breu del procediment per dur a terme un analisi simultania de les dues
estructures monomeriques o de I'estructura quimeérica. B) Representacio visual de com es podria donar la
unié d’aquests péptids en un suport solid i que exemplifica com la barreja fisica dels dos peptids
monomerics pot donar lloc a variacions en la presentacié de cadascun dels peptids i en una presentacio
heterogénia dels epitops d’estudi. Imatge d’autoria propia creada amb BioRender.com.
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L'Us de peptids quimerics garanteix una presentacié homogénia dels antigens de I'immunoassaig
i presenta millors resultats que els que s’obtenen si es du a terme la mateixa analisi emprant les
dues molécules monomeriques de forma simultania, en forma de barreja fisica. Amb la barreja
fisica no es pot garantir una homogeneitat de la presentacié dels dos péptids monomérics?%*

(Figura 9).

Una altra alternativa per mostrar multiples antigens de forma simultania en un mateix péptid és
I"Gs de MAPs (de I'angles multiple antigen peptide). La sintesi d’aquest tipus de peéptids, que
presenten una estructura ramificada i no linear, es basa en I'Us d’aminoacids com la lisina, que
presenta dos grups amino (a.— amino i E~amino) sobre els quals es pot seguir la sintesi del péptid
desitjat. Es pot acoblar més d’una lisina per donar lloc a diferents ramificacions en el péptid. Una
altra tecnica per poder sintetitzar MAPs consisteix en la lligacié quimica de diferents péptids que

es troben desprotegits!38285286

6.3. Tipus d'immunoassaigs emprant peptids sintétics com antigens

La recerca per I'optimitzacid de I'assaig no ha estat centrada de forma exclusiva en els péptids
sintetics i en el seu paper com antigens sind que també s’han donat avencos en la preparacio de
diferents tipus d’'immunoassaigs i els metodes emprats per realitzar-los de forma optimitzada i
eficient. Gracies a la recerca en aquest camp, s’ha pogut avancar en I'optimitzacié de molts
protocols d'immunoassaigs de tipus ELISA mentre que de forma simultania s’"han desenvolupat
altres tipus d'immunoassaig en fase solida com sén els microarrays. A continuacié es descriuran

les dues tecniques.

6.3.1. ELISA

Els ELISA son un tipus d'immunoassaig fonamentats en |'especificitat de la unié dels anticossos
als seus respectius antigens. Gracies a la determinacié d’aquesta unidé, permet quantificar la
presencia d’antigens, emprant com esquers els anticossos o a la inversa, permet quantificar la
preséncia d’anticossos emprant com esquers els antigens especifics?®’. L’assaig d’ELISA es

caracteritza per la seva versatilitat, sensibilitat, rapidesa i fiabilitat?®.
La deteccid de I'analit que es pretén quantificar es du a terme mitjancant la immobilitzacié de

Ialtre molécula (del parell antigen/anticos) amb la qual reacciona en un suport solid. El sistema

més emprat per dur a terme els assaigs d’aquest tipus son les plaques de poliestire, habitualment
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en un format en el que es presenten 8 files i 12 columnes de pous que poden contenir fins a

350uL de reactiu en els quals es déna individualment la quantificacié d’'una mostra d’assaig?®.

Els passos basics i fonamentals de I'ELISA consisteixen en la immobilitzacié dels antigens o bé dels
anticossos en el suport solid i la posterior addicio de la mostra en el pou d’assaig per tal que es
doni la interaccid entre I'antigen o anticos immobilitzat i I'antigen o anticos present en la mostra.
Per tal de poder quantificar aquesta unid, s’aplica posteriorment un anticos secundari que esta
conjugat a un enzim %°. L’enzim escollit en funcié de I'assaig que es vol dur a terme, en preséncia
del substrat adequat, genera una reaccié que és quantificable per absorbancia, fluorescéncia o
luminescéncia?®. Entre aquests passos es duen a terme rentats dels pous amb tampons especifics
per aquest proposit per tal d’eliminar els reactius que no s’hagin unit de forma especifica i

quantificar de forma especifica la unié antigen/anticos?8%2°1,

En funcidé del tipus de determinacié que es vol dur a terme o tipus de mostres analitzades

existeixen diferents tipus d’ELISA (Figura 10).

1) ELISA directe: Es I'ELISA més senzill i el primer en ser desenvolupat. Va ser desenvolupat
per Engvall et al.?®? i Van Weemen et al.>** de forma simultania. Es Util per quantificar
antigens amb alt pes molecular. Consisteix en la immobilitzacié de I'analit d’interés al
suport solid. Posteriorment s’addiciona I'anticos conjugat a I'enzim i es du a terme la
guantificacié de la mostra. Aquest tipus d’assaig es sol dur a terme quan es treballa amb

mostres purificades (Figura 10-1)%7.%%,

2) ELISA indirecte: Consisteix en la immobilitzacio de I'antigen en el suport solid.
Posteriorment s’addiciona la mostra que conté I'anticos primari, que es vol quantificar, i
posteriorment s’afegeix I'anticds secundari conjugat a l'enzim que permetra la
quantificacio final. Es el tipus d’ELISA que sutilitza per la quantificacié d’anticossos com
a biomarcadors i és el que s’ha dut a terme en els assajos que formen part d’aquesta tesi

(Figura 10-2)%7291

3) ELISA competitiu: Es tracta del protocol més complex ja que requereix la realitzacio de
dos experiments en paral-lel. S’utilitza per detectar o quantificar antigens presents en
baixes quantitats i és molt especific. En aquest assaig, un antigen de referencia competeix

amb I'antigen de la mostra analitzada per ser unit a I'anticos d’intereés.
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El procediment, de forma simplificada, consisteix en la immobilitzacid de I'antigen de
referéncia sobre la placa. De forma paral-lela s’'incuba un excés d’anticos primari sense
marcar amb I'antigen d’interes perquée es formin complexes antigen-anticos. Quan s’ha
donat aquesta interaccid, la barreja de complexos antigen-anticos primari generada
s’afegeix a la placa on hi ha I'antigen de referéncia, on competira amb aquest per unir-se
a I'anticos. Finalment, s’afegira un anticds secundari conjugat a un enzim que s’uneix a

I’anticos primari i, en presencia del substrat, en permetra la quantificacio (Figura 10-3)

287,291

4) ELISA sandvitx: Consisteix en la immobilitzacio d’un anticos al suport solid que rep el nom
d’anticos de captura. Seguidament s’introdueix la mostra que conté I'antigen que es
pretén quantificar amb I'objectiu que quedi acoblat a I'anticos de captura. Posteriorment
s’addiciona I'anticos de deteccio, que també s’unira I'antigen immobilitzat en I'anticos de
captura, donant lloc al sandvitx que déna el nom a la técnica. La presencia de I'anticos de
deteccid sera quantificada mitjancant I'addicié de I'anticds secundari conjugat amb un

287,291

enzim (Figura 10-4)
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Figura 10: Representacio grafica de la unié antigen/anticos que es dona en cadascun dels subtipus
d’ELISA. Imatge d’autoria propia creada amb BioRender.com

La técnica d’ELISA és ampliament utilitzada ja que produeix resultats sensibles i especifics en un
temps curt i es pot aplicar a molts ambits?®*. Presenten una alta sensibilitat que permet detectar

les molécules d’estudi en concentracions de ng/mL a pg/mL%®.
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Es un tipus d’assaig que es pot adaptar i optimitzar per la deteccié de diferents molécules, fent-
lo ideal en I'ambit de recerca per tal de poder testar i treballar amb antigens preparats de novo i
entendre el potencial que cadascun d’ells presenta. Els ELISA sén especialment rellevants en el
procés d’analisi i validacié de biomarcadors degut a la reproduibilitat de la deteccid i quantificacid
de molécules en mostres?*®2% En molts casos s’ha pogut estandarditzar els resultats fets en
laboratoris diferents, factor que ha donat peu a la preparacio de test ELISA que es consideren
gold-standard per la deteccid de biomarcadors en diferents malalties i li donen un valor alt com

a eina diagnostica®®’.

Durant la realitzacié d’aquesta tesi s’han dut a terme diferents assaigs ELISA indirectes amb
I'objectiu de determinar la utilitat dels diferents antigens preparats, la majoria d’ells peptidics,

per detectar diferents anticossos que sén emprats com biomarcadors en el context de I'AR.

6.3.2. Microarray

En els ultims anys, el desenvolupament de microarrays ha permeés que aguests es converteixin en
una eina cada cop més emprada en el camp de la biomedicina®®, i especialment en el del
diagnostic®®. Els microarrays permeten I'analisi simultani de multiples biomolécules que es
troben immobilitzades en diferents tipus de substrat en una forma ordenada, i seguint un patré

conegut, en la seva superficie3’?.

Els substrats en els quals es troben immobilitzats es basen també en un suport solid com els vidres
d’un portaobjectes 2>, les plaques de poliestiré®®? o fins i tot suports tridimensionals com les
perles de poliestiré que posteriorment s’uneixen a un suport solid pla on es du a terme I’analisi.
Les molécules que es poden immobilitzar sén de diferents tipus i inclouen fragments d’ADN3%,

hidrats de carboni®®, proteines®, o com és en el cas en el que nosaltres treballem, péptids?#37.

En el cas dels peptids, es pot donar la immobilitzacid a una superficie solida perd també es pot

dur a terme in situ la seva sintesi amb sistemes emprant una quantitat molt baixa de reactius®”’.
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Trobem diversos sistemes per poder donar la sintesi de péptids in situ. El sistema SPOT és un
metode que es basa en I'Us d’aminoacids protegits amb 9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc), que es
van afegint seguint cicles de proteccid i desproteccid, emprant reactius que s’apliquen dissolts®®%.
Una altra variacio respecte aquesta técnica és I'aplicacié dels aminoacids protegits amb Fmoc en
format particula amb una impressora laser. Posteriorment, es fon la particula i es pot dur a terme
la reaccié necessaria per la sintesi dels peptids in situ. Amb aquesta técnica s’obté una major
densitat peptidica®®®3°. ’Gltim dels processos de sintesi in situ és el métode fotolitografic, basat

en I'Us d’aminoacids protegits amb un grup fotolabil. En aquest cas la sintesi depén de la correcta

desproteccid dels péptids mitjancant I'Gs de llum32,

La immobilitzacid dels peptids requereix la sintesi previa dels péptids. Un cop es tenen les
molécules peptidiques, es poden immobilitzar sobre el suport solid seguint diferents
metodologies. Es pot donar per immobilitzacio fisica en un procés analeg al de I'adsorcid que es
dona en el format ELISA. Aquest metode presenta I'inconvenient clar de que no permet controlar
la disposicié en la qual queda el peptid sobre la superficie i també fa complicat controlar la
densitat de péeptid que s’ha unit al suport solid, i per tant pot donar lloc a problemes en termes

de reproduibilitat3?7312,

També s’han desenvolupat métodes per la immobilitzacid biologica, basats en la interaccié
avidina-biotina o bé en altres interaccions lligand-receptor conegudes per donar lloc a una unié
forta. En aquest cas les molécules també queden ben orientades degut a que la interaccié es
donara sempre per la mateixa posicid, la que presenti biotina, i per tant és controlable®?7313314,
En aquest cas es requerira la preséncia d’espaiadors que permetin una correcta exposicid del

péptid ja que sind la resposta observada es veu afectada i la reproduibilitat és baixa*.

Finalment, entre els metodes més emprats trobem els basats en I'Gs d’unions quimiques
covalents. Se n"han descrit de molt diversos perd la majoria es basen en la capacitat dels grups
a-amino del péptid per reaccionar amb els grups reactius presents al suport solid i donar lloc a
una unié covalent. Aquests metodes permeten la immobilitzacid de les estructures amb la
disposiciod correcta per poder emprar els péptids com antigens i determinar-ne la reactivitat®°2316
318 En funcié del tipus d’assaig que es vol dur a terme es pot emprar una estratégia quimica
diferent. En el cas de la presentacid de péeptids com a eines pel diagnostic, son utils algunes
estratégies que no requereixen cap activacié ni modificacié prévia del péptid. Es un exemple
d’aquest tipus d’unio els enllacos que es donen entre els grups amino dels peptids i els grups

ester de succinimida o isocianat presentats a la superficie solida préviament activada?®®.
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Aguestes molecules, un cop immobilitzades han de ser estables i la seva unié al suport solid s’ha
de mantenir en els diferents passos de I'immunoassaig al qual es sotmetran com a antigens®*. Es
important també el control de les unions inespecifiques per tal de poder reduir la senyal de fons
i mesurar de forma correcta la preséncia de la senyal esperada®?. En aquest cas, al dur a terme
la deteccié de diferents interaccions que requereixen la molecula de preséncies diverses, és més
senzill que es donin aquestes interaccions no especifiques, i en conseqiéncia més complex reduir
el soroll de fons. Es essencial I’optimitzacié de les condicions de I'assaig per tal de reduir aquest

factor3®?,

Els microarrays peptidics desenvolupats son Utils en camps com la recerca de farmacs, en els
quals permeten, per exemple, la quantificacio de la interaccié entre lligands i receptors2?. A més,

també sén Utils per la deteccié de biomarcadors i per tant en 'ambit del diagnostic?’#36.

L'Us de microarrays presenta alguns avantatges respecte els assaigs immunoenzimatics
tradicionals (ELISA) sobretot pel que fa a la quantitat de reactius i volum de les mostres
bioldgiques necessaries per tal d’obtenir resultats?®#322, 'immunoassaig en un format microarray
o multiplex es dona, a nivell experimental, de forma similar a I'ELISA ja que els vidres que fan de
suport solid es col-loquen en unes gradetes de silicona i plastic, on queden subjectes, per poder
dur a terme I'addicié i eliminacio dels diferents reactius requerits per cada pas. La impressié dels
diferents spots de cada peptid en el vidre es dona de forma ordenada i localitzada en I'espai de
tal manera que es generen arrays individuals de tots els peptids que han de ser analitzats per una
sola mostra biologica. L'analisi individual de cadascun d’aquests arrays seria I’equivalent a I'analisi
de cadascun dels pous de la placa d’ELISA, i per tant, en certa manera se’n podria considerar una

versid miniaturitzada3?.

En aquest sentit, també cal remarcar que tot i que la conveniéencia de I'Us d’aquesta tecnica és
evident pel que fa al temps i reactius estalviats, cal tenir en compte que el processament i la
interpretacié dels resultats és més complex3?*. En aquest tipus d’assaig s’ha de tenir en compte
la homogeneitat dels spots i la densitat de la fluorescéencia observada i no Unicament la lectura
d’un valor d’absorbancia®*. Requereix una analisi de dades detallada que, a diferéncia del procés
experimental, si que requereix un temps més llarg d’analisi. L'Us de software d’analisi de dades
que permeti dur a terme de forma més eficient aquest procés sera també clau en I'expansio de
la utilitzacid d’aquesta técnica®?*, que pot ser extremadament Util en la deteccié de multiples

biomarcadors validats de forma molt eficient i en conseqtencia també pot ajudar a la creacio de
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perfils biologics que poden ajudar tant a entendre el pronostic com el millor tractament que es

pot emprar.

El metode d’ELISA i els microarrays presenten similituds i diferencies pel que fa a la deteccié
d’anticossos i en funcié del moment del procés de la validacid de cada péptid sintétic com

antigen, sera més util o eficient un metode o I'altre.

En aquesta tesi s’ha treballat en I'analisi de diferents peptids com a potencials antigens per la
deteccid d’anticossos en I'AR i per fer-ho, s’ha emprat la técnica d’ELISA. Per altra banda, s’ha
volgut també aprofundir en la utilitat dels microarrays analitzant la resposta de multiples peptids
dels quals ja s’havia fet I'analisi previa per ELISA, per tal de veure si el rendiment d’aquest tipus

d’assaig era valid pels nostres proposits.

6.4. Tests actuals pel diagnostic serologic en I’AR basats en I'tis de péptids sintétics

La caracteritzacié de biomarcadors serologics a nivell clinic en pacients d’AR o dels quals se
sospita que poden patir AR es du a terme, en la rutina clinica, en format ELISA. La majoria dels

assaigs emprats fan servir péptids sintetics com a antigen.

Entre aquests tests trobem els que serveixen per detectar un dels biomarcadors més rellevants,
els ACPA. El test més emprat és I"'anomenat CCP (de cyclic citrullinated peptide) i, en la seva
primera generacié comercial, el test CCP1, es va basar en I'Gs d’un peptid derivat de la filagrina
com a antigen en un ELISA indirecte®. Per millorar I'antigenicitat d’aquest péptid curt, se li van
introduir dues cisteines a la seqiéncia d’aminoacids a partir de les quals es va formar un pont
disulfur per obtenir un peptid ciclic i que presenta citrul-lines en la seva estructura. Emprant
aquest peptid es va aconseguir una alta especificitat (98%) amb una sensibilitat moderada

(41%)'*° pel diagnostic de I'AR.

Posteriorment, amb |'objectiu de millorar la sensibilitat, es va dur a terme un screening de 12
milions de peptids provinents de biblioteques de péptids sintétics dels quals es van escollir els
que donaven millors resultats i va donar lloc al conegut com CCP2326327 Amb aquest pas es va
aconseguir augmentar la sensibilitat del test comercial. S’estima que aproximadament el 70% de
pacients d’AR presenten ACPAs que sén detectats amb aquest test, i per tant son pacients anti-
CCP (+)*%. Diferents estudis han demostrat que aquest test també funciona millor que I'anterior

(CCP1) en la prediccié de quins pacients tindran un pitjor pronostic a nivell radiografic
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138,140,261,326,328-330 \jés endavant s’han desenvolupat versions més noves del test comercial com
el test CCP3, que presenten caracteristiques molt similars en termes de sensibilitat i especificitat

respecte el CCP2, i que es pot emprar de forma comparable com a gold-standard>**.

La llicencia per la preparacié d’aquest test a nivell comercial, tant del CCP2 com del CCP3, esta
repartida a diferents empreses i en la majoria dels casos, a nivell clinic, es fa servir el test per
detectar l'isotip 1gG dels ACPA®*?’. S’ha detectat que, tot i que els antigens presentats per les
diferents cases comercials sén els mateixos, en alguns casos el test de diferents marques mostra
diferents sensibilitats i també canvia el valor del punt de tall de positivitat**2.També s’han
comercialitzat tests per detectar els isotips IgA i IgM perd es fan servir més habitualment en

rece rC8326’333_335.

A part d’aquest test per la deteccid dels ACPAs, se n’han comercialitzat altres com I'anomenat
test anti-vimentina mutada citrul-linada (anti-MCV)*3®. Es tracta d’un test basat en I'is d’una
isoforma de vimentina mutada, en la qual diverses glicines sén substituides per arginines i que
per tant sén susceptibles a ser citrullinades®’, que es va identificar a partir d’analisi
d’espectrometria de masses d’'una mostra de fibroblasts humans i de mostres de liquid sinovial
de pacients d’AR. Aguesta isoforma es va expressar i citrul-linar per poder ser emprada en la

deteccid d’anticossos mitjancant el metode d’ELISA.

El grup que la va descriure va determinar que el test presentava una sensibilitat del 82% amb una
especificitat del 98%, valors que eren superiors als reportats al mateix grup amb el test CCP2%3.
Estudis posteriors han mostrat resultats divergents pel que fa a la sensibilitat i especificitat
d’aquest test, i han mostrat diferencies en funcié de la poblacid estudiada. Els resultats semblen
indicar que la deteccié d’anticossos anti-MCV mostra millors resultats en la poblacié d’artritis

d’inici recent 338339,

En comparatives realitzades en altres estudis entre el test anti-MCV i el test CCP2, s’ha mostrat
gue tots dos correlacionen bé, suggerint que hi ha reactivitat creuada entre els antigens de cada
test 3% En aquestes comparatives s’ha mostrat, perd, que fixant 'especificitat a un valor alt com
el que trobem en el test CCP2, la sensibilitat del test anti-MCV és inferior>*3%>, Amb aquests
resultats es podria confirmar que el test anti-MCV és util en el diagnostic de I’/AR perd no presenta
millores generals respecte el test basat en I'Us de péptids ciclics citrul-linats, que continua sent el

gold-standard.
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La identificacié d’un peptid citrul-linat derivat de I’ -enolasa, que va rebre el nom de CEP-1 (de
I'anglés citrullinated a-enolase peptide-1)'4¢3% també ha donat lloc a un test diagnostic que s’ha
comercialitzat, el test anti-CEP1. Recentment, en una meta-analisi comparant 24 estudis en els
quals es duia a terme I'immunoassaig amb el peptid CEP-1 com antigen, s’ha mostrat com la
sensibilitat d’aquest és molt variable ja que en funcid de I'estudi aquest s’ha trobat entre valors

del 17,5-71% pero la mitjana (44%) ha estat molt inferior a la del CCP23%/.

A nivell experimental també s’han desenvolupat multiples tests basats en péeptids com antigens.
En el nostre grup s’han desenvolupat multiples péptids, monomerics i especialment quimerics,
per a la deteccié d’AMPAs1?>141142144.261338 Entre e|ls destaca el péptid quimeéric amb parts de
fibrina i filagrina citrul-linat ciclat que va rebre el nom, en anglés, de citrullinated fibrin filaggrin
cyclic peptide 1 (CFFCP-1). Tal i com es va poder determinar mitjangant I'assaig d’ELISA,
presentava unes caracteristiques diagnostiques molt similars al gold-standard, CCP2 4261,
Aguesta estructura ha estat inclosa en diversos assaigs duts a terme en tesi i ha servit com a base

pel disseny de nous peptids que han estat també estudiats.
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Peéptids sinteétics i proteines amb modificacions post-traduccionals
per a la deteccié de biomarcadors en 'artritis reumatoide

Objectius
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HIPOTESI

Els pacients d’AR presenten diferents tipus d’autoanticossos contra proteines/péptids modificats
(AMPA) que son utils com a biomarcadors serologics en el diagnostic de la malaltia. No obstant,
el diagnostic seroldgic en clinica només arriba a detectar aquests biomarcadors en
aproximadament el 70% dels pacients. El desenvolupament de nous assaigs i el disseny de nous
antigens per la deteccid i estudi de la resposta d’anticossos contra proteines/péptids modificats
(AMPA) amb rellevancia en I'artritis reumatoide és clau i ens permetra estudiar i entendre millor
la relacio de la resposta AMPA amb els diferents fenotips clinics, aixi com millorar el potencial

diagnostic dels sistemes de deteccio actuals.

OBJECTIUS

- Dissenyar, desenvolupar i testar una plataforma multiplex, en la qual s’inclouran
diferents peptids citrul-linats, per la determinacid de la resposta d’anticossos contra

peptids/proteines citrul-linats (ACPA) en una cohort de pacients amb AR.

- Determinar la capacitat diagnostica, en termes d’especificitat i sensibilitat, de la resposta
detectada mitjancant I'analisi de la resposta ACPA en una poblacié d’AR, i dos grups

control (poblacié general i pacients amb artritis psoriasica).

- Dissenyar i sintetitzar diferents péptids quimerics que incloguin multiples modificacions
post-traduccionals (PTMs) per ser emprats com antigens i determinar la resposta AMPA

en una cohort de pacients d’AR establerta.

- Estudiar la relacié de la resposta AMPA amb diferents caracteristiques cliniques dels

pacients amb AR establerta.

- Determinar la resposta d’anticossos contra proteines/péptids modificats amb adductes

de MAA en una cohort de pacients d’AR establerta.

- Estudiar la rellevancia i potencial Us diagnostic dels autoanticossos anti-MAA com a

biomarcadors d’AR.

- Determinar les diferencies en el reconeixement d’epitops entre un grup de pacients de
reumatisme palindromic de diagnostic recent i un grup de pacients d’AR establerta

mitjancant I'analisi de la resposta AMPA a diferents antigens i diferents isotips.
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Peéptids sinteétics i proteines amb modificacions post-traduccionals
per a la deteccié de biomarcadors en 'artritis reumatoide

Materials
| metodes
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Taula 3: Reactius, dissolvents i altres productes emprats en la sintesi, purificacio i caracteritzacié dels
peptids i relacié de cases comercials on s’han obtingut.

Casa comercial Reactius i/o dissolvents

Agilent Reactors Bond-Elut amb filtre

Novabiochem Res.ina‘N.ovaSyn TGR
Aminoacids

Fisher Scientific Acetonitril (ACN)
Dimetilformamida (DMF)

Scharlau Acid trifluoroacétic (TFA)
Acid acétic (AcOH)

Panreac Acid clorhidric (HCI)
Dietileter

Diclorometa (DCM)

Ninhidrina (2,2-dihidroxi-1,3-indanodiona)
Resina Amberlite MB-3

Fenol

Etanol absolut

Acetona

Cianur de potassi (KCN)

Cianat de potassi (KCNO)
N-metilpirrolidona

Merck/Sigma- N,N-Diisopropiletilamina (DIEA)

Aldrich/Fluka (Merck N,N-Diisopropilcarbodiimida (DIPCDI)

Group) 1-Hidroxibenzotriazol (HOBt)
Piperidina

Triisopropilsila (TIS)

2-mercaptoetanol

lode (1)

Acid ascorbic

Piridina

Metanol (MeOH)

Cloroform

Tolué

N-biotinil-NH-(PEG),-COOH
Multisyntech Hexafluorofosfat de benzotriazol-1-il-N-oxi-tris(pirrolidin)fosfoni (PyBOP)
Carlo Erba 2,3,5,6-tetracloro-1,4-benzoquinona (Cloranil)
Hexafluorofosfat d’O-(7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3- tetrametiluroni

Genscript (HATU)
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Taula 4: Reactius, dissolvents i altres productes emprats en els diferents immunoassaigs i relacié de
cases comercials on s’han obtingut.

Casa comercial Reactius i/o dissolvents
Hidrogen carbonat de sodi (NaHCOs3)
Tris(hidroximetil)-aminometa (TRIS)
Dihidrogen fosfat de potassi (KH2PO4)
Di-sodi hidrogen fosfat anhidra (Na;HPOa4)
Clorur de potassi (KCI)
Acid sulfuric (H2S0a)
AlbUimina Sérica Bovina (BSA)

Merck/Sigma- Diclohidrat de o-fenilendiamina (Sigmafast OPD™)
Aldrich/Fluka (Merck  P-nitrofenilfosfat (Sigmafast pNPP™)
Group) Tween-20
Trité X-100

Deoxicolat sodic
Dodecil sulfat sodic (SDS)
Caseina
Serum fetal bovi (FBS)
Fibrinogen huma
AlbUmina humana serica

Panreac Carbonat de sodi (Na,COs)

DAKO Anticos Policlonal IgG/Peroxidasa de rave (HRP) de conill

Anticos Anti-Huma IgG/Alcalina fosfatasa (AP) (H+L)
Anticos Anti-Huma IgA/AP (a-chain specific)
Anticos Anti-Huma IgM/AP (Fcs, fragment specific)
IgG Calibrador Huma
IgM Calibrador Huma

Jackson IgA Calibrador Huma
ImmunoResearch Anticos Anti-Huma IgG/HRP de cabra (Fc, fragment Specific)
Anticos Anti-Huma IgA/HRP de cabra (a-chain specific)
Anticos Anti-Huma IgM/HRP de cabra (Fcs, fragment specific)
Anticos Anti-Huma IgA/HRP de conill (a-chain specific)
Anticos Anti-Huma IgM/HRP de conill (Fcs, fragment specific)
Clorur de sodi (NacCl)
Carlpldise Hidroxid de sodi (NaOH)
Plaques MaxiSorp™
Nunc ) .

Plaques F96 Amino Transparent Immobilizer™

Costar DNA-Bind® Amine Binding N-oxysuccinimide Surface

BD Biosciences 3,3, 5,5 —tetrametilbenzidina (Substrat TMB)

Corning Portaobjectes (slides)

Arraylt Portaobjectes derivatitzats amb NHS-ester
Tampd per la impressio de peptids — Peptide Printing Buffer

Bio-Rad Reactius pel test de Bradford — QuickStart™ Bradford Dye Reagent
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Taula 5: Relacié d’equips emprats durant la realitzacio dels diferents experiments i marques/models

corresponents.

Equip

Pipetes semi-automatiques
Pipeta de repeticié

Estufa

Centrifuga

Liofilitzadora

Balanga

Congelador -20°C
Congelador -80°C

HPLC

Columnes HPLC semi-preparatives

Columnes HPLC analitiques

UPLC-Ms
Columnes UPLC

Bany ultrasons

Rotavapor

Bany

Equip aigua miliQ

Fluorimetre

pH-metre

Incubador

Microbalanga analitica

Rentador microplaques

Lector microplaques

Agitador magnetic

Vortex

Impressor de peptids microarray
Lector Microarrays

Puntes d'impressié microarrays
Adaptador per Slides de microarrays
Placa impressié microarrays
Espectrometre RMN

Marca/Model

Gilson

Brand™ HandyStep™

Selecta

Digicen 20-R

Christal-Alpha 2-4 LD Plus Freezer

Sartorius Analytic ACCULAB

Liebherr

Ing. Climas

Agilent 1260 Infinity

Agilent Zorbax SB-Cig (9.4x250mm, particle size
5um)

Teknokroma Kromasil C-18 (10x250mm, particle size
5um)

Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 (4.6x100, amb mida
de particula de 3,5um)

Waters Acquity UPLC — Waters LCT Premier XE
Waters Acquity UPLC BEH Cig (2.1x100mm, particle
size 1.7um)

Agilent Zorbax SB UHPLC Cig (2,1x150mm, particle
size 1,8um)

Selecta

Heidolph Laborota 40001 Efficient

Lauda AL-12

Milipore

PTI QM4CW

Crison

Memmert IN30

Mettler Toledo XPR2

Labtech LT3500

Labtech LT4500

Agimatic-N Selecta

Scientific Industries Vortex Genie 2

Microarrayer BioOdissey TM Calligrapher

Perkin Elmer ScanArray GX Plus

Arrayit

Arrayit

Arrayit

Bruker 400
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1. PREPARACIO DELS ANTIGENS MODIFICATS POST-TRADUCCIONALMENT: PEPTIDS
SINTETICS | PROTEINES

Dins dels objectius transversals d’aquesta tesi doctoral s’inclouen la preparacié de diferents tipus
d’antigens (péptids sintetics i proteines) que presenten modificacions post-traduccionals que
poden tenir rellevancia en el context de la resposta d’autoanticossos present en I'AR. Les
modificacions post-traduccionals amb les que es treballara son la citrul-lina, que afecta a
I"aminoacid arginina i la carbamilacié/homocitrul-linacid, acetilacié i induccié de la formacié
d’adductes de MAA en I'aminoacid lisina. Els processos que s’han dut a terme per 'obtencié dels

diferents antigens es detallen a continuacio:

1.1 Sintesi dels antigens peptidics amb diferents modificacions post-traduccionals
1.1.1 Sintesi de peptids en fase solida

La sintesi quimica dels peptids es va realitzar de forma manual, seguint la tecnica de sintesi en
fase solida, préviament descrita per Merrifield?®®. Aquesta técnica es basa en I'Gs d’un suport
polimeric o resina insoluble sobre el qual es va donant I'addicié consecutiva d’aminoacids des de
I'extrem C-terminal cap a I’'N-terminal, fins a donar lloc a la cadena peptidica final desitjada. La

cadena es manté unida a la resina durant tot el procés de sintesi.

Per poder assegurar que la sintesi peptidica es dona de manera lineal i sense ramificacions, els
diferents aminoacids estan protegits de forma ortogonal. Aix0 significa que els grups protectors
emprats en I'extrem a-amino s’eliminen en condicions quimiques diferents que aquells emprats
en la proteccié de les cadenes laterals. Per la sintesi dels nostres peptids, s’ha seguit I’estrategia
de proteccid ortogonal anomenada 9-fluorenilmetoxicarbonil/tert-butil (Fmoc/tBu). El grup Fmoc
que protegeix I’'extrem a-amino és labil en condicions basiques mentre que els grups emprats en

la proteccio de les cadenes laterals ho sén a condicions acides.

Els aminoacids protegits a I'extrem amino-terminal amb el grup Fmoc s’incorporen a la peptidil-
resina amb el grup carboxil activat. Un cop format I’enllag amida, el grup protector Fmoc s’elimina
per tal d’incorporar el seglient aminoacid protegit amb Fmoc a la peptidil-resina. Les cadenes
laterals es mantenen protegides fins I'Ultim pas, quan es realitza de forma simultania el
desancoratge de la cadena del suport solid i I'eliminacié dels grups laterals mitjancant el

tractament en condicions acides.
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Al laboratori, aquest procediment es va realitzar de forma manual en reactors de 20mL que
contenen un filtre de polietile. Aquest filtre pords permet que la resina quedi retinguda durant
tots els passos de la sintesi mentre els dissolvents i restes de reactius solubilitzats son filtrats i
eliminats cap a un balé de residus amb I'ajuda d’un sistema de bomba de buit. Per poder efectuar
de forma eficient els acoblaments i desproteccions durant la sintesi, les diferents reaccions es

van agitant amb I'ajuda d’una vareta de tefl6 (Figura 11).

‘ “ —> Vareta de teflo

== /=
|

o — Adaptador de buit

— Bal6 de residus

Figura 11: Muntatge emprat en la sintesi en fase solida de péptids. Imatge d’autoria propia creada amb
BioRender.com

L'esquema dels passos duts a terme en el procés de sintesi en fase solida es pot veure a la Figura 12.
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Figura 12: Esquema general del procediment de la sintesi en fase solida.
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1.1.1.1 Suport solid

La sintesi en fase solida requereix d’un suport que sigui insoluble i inert en les condicions de
treball en les que s’efectua la sintesi del peptid. Aquest suport rep el nom de resina, i és un
material amb una mida petita de particula que afavoreix una correcta distribucié i accés de tots
els reactius emprats durant la sintesi peptidica. Es sol treballar amb polimers com el poliestire, i
com és en el cas de la resina emprada durant la nostra sintesi, es poden formar copolimers amb

el polietilenglicol (PEG) (Figura 13).

OCH;  NH,

H
N
H,CO O/Y N UBEGH—
(o]

Figura 13: Esquema de la resina emprada, NovaSyn® TGR. Imatge d’autoria propia creada amb
BioRender.com

En Iinici de la sintesi, el primer pas necessari és la solvatacio de la resina, que consisteix en el
tractament amb DMF durant un minim 3 hores. Amb aquest tractament s’aconsegueix que hi hagi
una maxima exposicid dels grups que han de reaccionar i es garanteix que la resina esta en
condicions optimes per la incorporacié del primer aminoacid. Una vegada inflada la resina, es

filtra el DMF abans d’incorporar el primer aminoacid dissolt per dur a terme I'acoblament.

1.1.1.2 Incorporacié dels aminoacids

La incorporacio del primer aminoacid es dona mitjancant la formacié d’un enllag amida entre
I'acid carboxilic activat del aminoacid protegit amb Fmoc que s’incorpora i el grup a-amino
desprotegit de I'aminoacid unit a la resina. L’activacid del grup carboxilic de I'aminoacid protegit
amb Fmoc es du a terme mitjancant el procediment experimental que consisteix en I'addicié de
I’aminoacid dissolt (3 equivalents) en el minim volum de DMF possible, juntament amb I'HATU (3
equivalents) i el DIEA (3 equivalents). Un cop introduit al reactor, es deixa reaccionar i es realitza
agitacio ocasional durant un periode de 30 minuts a temperatura ambient. Passat aquest temps,
s’eliminen els excessos de reactius per filtracid amb I'ajuda del buit i finalment es renta la resina
amb DMF per acabar d’arrossegar possibles restes de la mescla aplicada presents en el reactor.

Es fan 5 rentats d’un minut cadascun.
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1.1.1.3 Desproteccio del grup Fmoc

Per tal de preparar la cadena peptidica amb la qual s’esta treballant per I'acoblament del seglient
aminoacid, s’ha d’eliminar el grup Fmoc que esta protegint I'extrem a-amino de I'aminoacid que
ja s’ha afegit en la cadena peptidica. Per eliminar el grup Fmoc es treballa en condicions basiques
—s’aplica alaresina un tractament amb piperidina al 20% en DMF que es manté durant 10 minuts
a temperatura ambient. Per assegurar la desproteccié completa, es repeteix el procediment dues
vegades mentre s’agita amb la vareta de tefld. Quan s’ha eliminat el grup Fmoc, es filtra la mostra

i es tornen a fer 5 rentats d’1 minut amb DMF.

1.1.1.4 Identificacié de la preséncia d’amines lliures

1.1.1.4.1 Test de Kaiser

De forma general, per determinar sil’'acoblament i la desproteccié s’ha donat de manera correcta
es treballa amb un test colorimétric anomenat test de Kaiser o test de Ninhidrina®*. Es tracta
d’un test basat en la deteccid colorimétrica de les amines primaries lliures que ens permet

determinar, gracies al color, si s’"ha donat de forma correcte 'acoblament i la desproteccio.

e Preparacio dels reactius del test

Els reactius necessaris per efectuar la deteccid colorimetrica son 3 i corresponen a les solucions

descrites a continuacio:

1. Reactiu A: Es prepara una dissolucio calenta de fenol (80g) en etanol absolut (20mL).
2. Reactiu B: Paral-lelament es prepara una dissolucio aquosa de cianur de potassi 0.001M,
de la qual s"agafen 2mL i s’afegeixen a 98mL de piridina.

3. Reactiu C: Es prepara una dissolucio de ninhidrina (5g) en etanol absolut (100mL).

e Procediment i resultats del test

Per realitzar el test, s’utilitza un tub petit de vidre en el qual s’introdueix amb I'ajuda de 'espatula
unes quantes perles de la peptidil-resina que es vol analitzar i es renten amb etanol, que
seguidament s’elimina. S’afegeixen 2 gotes de cadascun dels reactius preparats i s’agita
suaument abans d’introduir al test a I'estufa, on es manté durant 3 minuts a 110°C.
Paral-lelament, es fa també un test en un tub on no s’han afegit perles pero si els reactius per

assegurar que el procediment s’esta donant de forma correcte. Aquest test és un control que
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haura de donar sempre negatiu. Després de retirar els tubs de I'estufa, una coloracié groguenca
indicara I'abséncia d’amines primaries Iliures (test negatiu) mentre que la preséncia d’aquestes

sera confirmada si s’obté una coloracid blavosa (test positiu) (Figura 14).

Figura 14: Resultats possibles del test de Kaiser. Exemple del resultat colorimétric obtingut amb un test
negatiu (esquerra) i un test positiu (dreta).

Aixi doncs, en el cas d’estar comprovant si 'acoblament s’ha donat de manera correcta, les
amines primaries hauran d’estar protegides per un grup Fmoc i haurem de trobar un test negatiu
mentre que en el cas contrari, després de |'eliminacid del Fmoc, el resultat del test ha de ser
positiu. Cal remarcar que hi ha alguns aminoacids que no acaben de donar la coloracié blavosa
en cas de la preséncia d’amines primaries lliures i en algunes ocasions observem una coloracié

més aviat vermellosa.

1.1.1.4.2 Test de Cloranil

En el cas d’aminoacids com la prolina, on el grup a-amino no és primari, el test que es du a terme
esta encarat a detectar amines secundaries. En aquest cas la deteccio es fa mitjancant el test de

cloranil.

e Preparacidé dels reactius del test

En aquest assaig, el reactiu emprat és una solucio saturada (75mg) de 2,3,5,6-tetracloro-1,4-

benzoquinona (cloranil) en tolue (25mL).

e Procediment i resultats del test

El procediment del test es dona de forma similar a I'anteriorment descrit. Es necessiten unes
perles de la peptidil-resina sobre la qual s’apliquen 5 gotes del reactiu de cloranil i 1 gota

d’acetona i s’agita. En aquest cas, pero, el resultat del test s'obté un cop passats 5 minuts a
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temperatura ambient. Una coloracié groga o incolora de les perles indica una abséncia d’amines
secundaries lliures (test negatiu) mentre que una coloracié blavosa de les perles indica la

presencia d’amines secundaries lliures (test positiu) (Figura 15).

Figura 15: Resultats possibles del test de cloranil. Exemple del resultat colorimetric obtingut amb un
test negatiu amb perles transparents (esquerra) i un test positiu amb perles clarament blaves (dreta).

1.1.2 Modificacions de la peptidil-resina

Una vegada finalitzada la sintesi de la cadena peptidica desitjada és possible dur a terme una
amplia quantitat de modificacions en la peptidil-resina, com I'addicié de fluorocroms o acids
grassos entre d’altres. En el nostre cas, i amb la finalitat de poder unir els peptids a un suport
solid, es van biotinilar algunes de les estructures peptidiques. La biotinilacid es va efectuar
mitjancant I'addicid d’un grup N-biotinil-NH-(PEG),-COOH a I'extrem a-amino de ['Ultim

aminoacid de la cadena ja desprotegit.

El procediment per poder incorporar la biotina a la peptidil-resina consisteix en pesar 4
equivalents de N-biotinil-NH-(PEG)2-COOH i diluir-los en el volum minim de DMF. Per induir
I'acoblament d’aquest grup s’activa l'acid carboxilic mitjancant el seglient procediment
experimental: es pesen també 4 equivalents de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) i Hexafluorofosfat
de benzotriazol-1-il-N-oxi-tris(pirrolidin)fosfoni (PyBOP) i de 8 equivalents de N,N’-
Diisopropiletilamina (DIEA). La reaccid es deixa durant tota la nit i a I'endema es fan 5 rentats
amb DMF, com en el procediment de tots els acoblaments. Es determina el seu correcte

acoblament mitjancant el test de Ninhidrina.

1.1.3 Tractament final i assecat de la peptidil-resina

Un cop acabada la sintesi de |la cadena peptidica desitjada i assegurada la correcta desproteccid
de I'dltim grup Fmoc present de I'extrem ai-amino, i com a pas previ al desancoratge, caldra fer

el procediment d’assecat de la resina per eliminar el DMF que hagi pogut quedar retingut i que
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interferiria en el tractament requerit per separar el péptid de la resina. Per evitar la preséncia de
DMF i d’altres restes de reactius que puguin interferir, es duen a terme una serie de rentats com
els que s’indiquen a la Taula 6. Un cop seca la resina, es deixa al buit al dessecador fins que el pes

sigui constant.

Etapa Reactiu Finalitat Temps (minuts i repeticions)
1 Acid acétic Rentat 1 minut, 2 repeticions
2 Diclorometa Rentat 1 minut, 2 repeticions
3 Metanol Assecat 1 minut, 2 repeticions
4 Dietileter Assecat 1 minut, 2 repeticions

Taula 6: Etapes de rentat i per assecatge de la peptidil-resina després de la sintesi.

1.1.4 Desancoratge del peptid de la resina

La separacio fisica del peptid i la resina suposa I'tltim pas en el procés de la sintesi en fase solida.
Durant aquest pas, i degut a les condicions experimentals en les que es treballa, s’aconsegueix
simultaniament la separacié del peptid del suport polimeric i I’'eliminacié dels grups laterals dels
aminoacids que fins ara estaven encara units als aminoacids. Per dur a terme aquest pas, es
treballa en un medi acid.

|//

Es prepara un “coctel” que esta compost per acid trifluoroacetic (TFA) en preséncia de
capturadors de carbocations com el triisopropilsila (TIS) i aigua en una relacié de 95:2,5:2,5.
Aguesta barreja s’aplica al reactor que conté la peptidil-resina i es deixa reaccionar durant 5
hores. Un cop passat aquest temps, es filtra la resina i en aquest cas, es recull el peptid en
dissolucio en un tub de polietile de 50mL. El volum de coctel necessari es determina en funcié de

la quantitat de peptidil-resina amb la qual es treballa.

Per tal d’aillar el péptid obtingut, s’evapora el TFA amb ajuda d’un corrent de N, fins a reduir el
volum final al maxim. Posteriorment, s’afegeix dietileter fred per provocar la precipitacio del
peptid. La barreja del peptid es centrifuga a 4500rpm durant 10 minuts i finalment se n’elimina
el sobrenedant. Aquest procediment de rentat amb dietiléter es repeteix fins a 5 vegades.
Acabats els rentats, el peptid precipitat es torna a dissoldre en una dissolucié aquosa al 10% d’acid

acetic, es congela i es liofilitza per obtenir el peptid cru.
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1.2 Ciclacié dels peptids

En gran part dels péptids d’estudi inclosos en la tesi s’ha treballat en la seva forma ciclica. Aixo
significa que s’ha induit la formacid d’un punt disulfur entre dos grups tiol presents en I’estructura
del peptid (Figura 16). A nivell de disseny de les estructures peptidiques, la técnica que s’ha seguit
per poder induir aquest procés de forma controlada ha estat la introduccié de dues cisteines en
posicions on, en la proteina nativa, hi havia preséncia de residus serina (degut a la similitud
estructural dels aminoacids). Aquests residus han estat substituits per cisteines protegides amb
un grup protector a la cadena lateral anomenat acetamidometil (Acm). Aquest grup no és labil a
medi acid i es manté unit a I'aminoacid fins i tot durant el procés de desancoratge, fins que es du

a terme la ciclacid.

El procés experimental de ciclacié dels péptids ha consistit en la induccié del pont disulfur
mitjancant el tractament del péptid cru encara protegit amb Acm. En primer lloc es solubilitza el
peéptid cru en una solucié d’acid acétic/aigua (1:1) a una concentracié d’1mg/mL sota un corrent
de nitrogen. Després de 20 minuts, s’afegeix HCl 1M a una concentracié de 0.1mg/mL i el volum
que es correspon a 20equivalents/molécula d’Acm de 0,1M de lode (I2). La reaccid es torna a
deixar sota corrent de nitrogen per generar atmosfera inerta fins que es retira el corrent i es
manté aquesta atmosfera amb ajuda d’un globus. Després de 4 hores en agitacid, s’afegeixen
unes gotes d’acid ascorbic 1M fins que la dilucio es torna totalment transparent. Finalment, la
mostra es concentra i evapora sota pressio reduida fins aproximadament obtenir 1/3 del volum

inicial. En aguest moment, esta a punt per comencar la purificacio del peptid cru ciclat.

Estructura del péptid linear HN- H Q'€ HQE S TCGtG R S R GRIC G R S G §—CONH,

Estructura del peptid ciclat HN-H Q'€ H Q E s
| T
Cit

-Nn—w0n

R
HNOC— S G S R G C R G R §

Figura 16: Exemple de la ciclacié en una estructura peptidica derivada de la filagrina. Es mostra com en
la estructura del péptid en la seva forma linear, tal i com s’obté després de I'escissié de la resina, les
cisteines estan protegides amb un grup Acm. Un cop s’ha donat la ciclacié del péptid, el grup protector s’ha
eliminat per donar lloc a la formacié d’un punt disulfur entre les dues cisteines de la seqiencia. Imatge
d’autoria propia creada amb BioRender.com
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1.3 Purificacio dels peptids

El procés de purificacio dels peptids es va dur a terme mitjancant HPLC a escala semi-preparativa
amb les columnes C18 indicades a la taula 5. El flux emprat va ser de 2,5mL/min i es va treballar
amb gradients lineals de dos dissolvents, el dissolvent A (H,O + 0,05% de TFA) i el dissolvent B
(ACN + 0,05% de TFA). Per purificar els péptids no biotinilats que s’han inclos en aquesta tesis es
va emprar un gradient de 0 al 25% de B en un temps de 20 minuts. En el cas dels peptids biotinilats
el gradient va ser de 5-95% de B en el mateix temps. La detecci6 es va realitzar a 220nm i les

diferents fraccions recollides pel col-lector van ser liofilitzades i posteriorment caracteritzades.

1.4 Caracteritzacio dels peptids

La caracteritzacio de les diferents molecules peptidiques es va dur a terme per HPLC a escala

analitica i també per espectrometria de masses.

1.4.1 Cromatografia liquida d’alta resolucié (HPLC) a escala analitica

Es van fer servir les columnes Cig de fase indicades a la taula 5. Els péptids es van analitzar a un
flux d’ImL/min amb un gradient lineal de 0-25% de B en 20 minuts o de 5-95% de B en 20 minuts

en el cas dels péeptids biotinilats. La deteccid es va dur a terme a 220nm.

1.4.2 Espectrometria de masses

La prediccié de les relacions de m/z esperades de cada peptid analitzat es va dur a terme gracies
a diferents eines informatiques. En primer lloc es va dibuixar la férmula quimica de cada péptid
amb el software editor de molecules ChemDraw. La introduccié d’aquesta formula quimica al
software MassLynx V4.1 va permetre |'obtencié dels pics m/z necessaris per la identificacid. A
nivell experimental els diferents peptids es van analitzar en un espectrometre de masses

electrospray acoblat a un cromatograf d’ultra resolucio.

Els peptids sense biotinilar van ser caracteritzats mitjancant la tecnica FIA (flow-injection analysis)
en un cromatograf d’ultra resolucié UPLC Acquity amb un detector d’UV en serie acoblat a un
detector liquid-masses electrospray (ESI-MS). Els péptids biotinilats es van analitzar en el mateix
equip pero es van cromatografiar en la columna de fase reversa indicada en la taula 5. Els peptids

es van eluir a un flux de 0,3mL en un gradient lineal de 10%-100% de I'eluient B. L’eluient A

74



emprat va ser H,O + 20mM d’"HCOOH i el B va ser ACN + 20mM d’HCOOH. Les relacions m/z

obtingudes es van comparar amb les tedriques esperades per identificar cadascun dels péeptids.

Els peptids purificats i caracteritzats es van emmagatzemar en forma d’aliquotes de 0,1mg al

congelador a -20°C per ser utilitzades en les diferents analisis posteriors.

1.4.3 Calcul del rendiment de la sintesi dels peptids

De forma general, es va dur a terme el calcul de tres rendiments diferents:

a)

Rendiment d’escissid: Fa referencia a I'eficiencia del tractament acidoliticamb el qual
es dona I'escissié del peptid de la matriu polimeérica insoluble. Es calcula mitjancant
la quantificacio del cru peptidic obtingut pesant la mostra liofilitzada en relacié al

valor teoric de peptid cru calculat en funcié de la funcionalitzacio final de la resina.

Rendiment de purificacié/ciclacié + purificacid: Fa referéncia a I'eficiéncia del procés
de purificacid. En la majoria dels péeptids inclosos a la tesi, es dur a terme la ciclacié
com a pas previ a la seva purificacié. Donat que la purificacié dels péptids ciclics es
doéna immediatament després de la ciclacid, es fa el calcul combinat dels dos
processos de forma simultania. Es calcula determinant la quantitat de péptid pur

obtingut per pesatge respecte el valor de cru peptidic del qual s’ha partit.

Rendiment global de sintesi: Fa referencia al valor global de I'eficiencia d’obtencio

del péptid. Es el producte dels rendiments d’escissié i purificacio.
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2. PREPARACIO DELS ANTIGENS PROTEICS

2.1. Proteines carbamilades

2.1.1.  Preparacio de les proteines carbamilades

Per poder realitzar I'estudi de la presencia d’anti-CarP es va treballar en la modificacié de dos
antigens proteics diferents: serum fetal bovi (FCS), ampliament descrit com el gold-standard a
nivell experimental per la deteccié d’aquest tipus d’autoanticossos en I’AR, i fibrinogen. Els dos
antigens es van adquirir sense modificar i van ser tractats posteriorment. El procediment de

/80

carbamilacio emprat en els dos antigens és el descrit per Shi et al ®°, amb petites modificacions i

es va realitzar tal i com es descriu a continuacio.

El FCS va ser diluit en H,O a una concentracié de 4mg/mL a la qual es va afegir cianat de potassi
(KOCN) a una concentracio d’1M. Es va incubar durant 12 hores a 37°C i posteriorment es va
concentrar mitjancant centrifugacido amb filtres Amicon de 3kDa. En el cas del fibrinogen, es va
dur a terme el mateix procediment pero la concentracid inicial va estar de 5mg/mL i la
concentracié del KOCN emprada va ser de 0,5M. El temps d’incubacio es va estendre durant 3

dies a 4°C. La recuperacio i concentracio de la mostra es va realitzar de forma analoga al FCS.

2.1.2.  Caracteritzacio de les proteines carbamilades

Per determinar la correcta carbamilacié de la mostra es va dur a terme un estudi de I'analisi
d’aminoacids en les dues mostres — la mostra carbamilada i la mostra control per cada proteina
analisi dels residus (aminoacids) generats mitjangant cromatografia. Aquesta analisi va ser duta a
terme per la Unitat de Técniques Separatives i Sintesi de Peptids del Parc Cientific de Barcelona.
L’analisi es va dur a terme en un equip analitzador d’aminoacids Biochrom 30. El canvi de lisina a
homocitrul-lina es va determinar com a fraccié de la quantitat total d’aa i es va incloure de forma
estandard intern de referencia de I'analisi un patré d’aa que conté L-norleucina i acid a-

aminobutiric.
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2.2. Proteines amb adductes de malondialdehid-acetaldehid (MAA)

La determinacio d’anticossos contra adductes de MAA (proteines-MAA) es va realitzar seguint el

/181 Inicialment es va dur a terme la modificacié de I'albimina

protocol descrit per Thiele et a
humana sérica (HSA), tal i com s’havia descrit a I'assaig publicat de referéncia. Com a part dels
nous assaigs inclosos en aquesta tesi, es va dur a terme també I'assaig emprant un antigen proteic
diferent, el fibrinogen. Finalment també es va incloure un antigen peptidic, sintetitzat
manualment al laboratori. El peptid que es va emprar com a base per la seva posterior modificacio
és la forma nativa (control) d’un péptid quimeéric de fibrina/filagrina en la seva forma ciclica i rep
el nom de CFFCP-R. Es va partir d’aquesta estructura amb una puresa minima del 95% i ciclada

per la induccid de la formacié dels adductes de MAA en els dos residus de lisina presents en la

seqiéencia.

2.2.1. Induccié de la formacié d’adductes de MAA

La modificacié dels diferents antigens es va dur a terme en dos passos. En primer lloc es va obtenir
el malondialdehid en forma de sal de sodi seguint el protocol descrit per Kikugawa et al **°, amb
la introduccid de petites modificacions. En un matras es van afegir 5mL de 1,1,3,3-
tetrametoxipropa i sobre aquest volum es van anar afegint lentament 2,5mL d’acid clorhidric
(HCI) 1M. Es va tapar el matras i es va segellar amb parafilm. Es va deixar en lleu agitacio durant
30 minuts a temperatura ambient. A continuacid, es va deixar refredar durant 15 minuts en gel
abans d’ajustar el seu pH a 10 mitjancant I'addicié de gotes d’hidroxid de sodi (NaOH) 6M. El canvi
del pH es va monitoritzar amb |'ajuda de tires reactives de pH. Posteriorment es va precipitar el
malondialdehid mitjancant I'addicié de 100mL d’acetona freda i deixant posteriorment refredar
la mescla durant 1 hora en gel. Es va filtrar la mostra amb 'ajuda de paper de filtre i es van obtenir
els cristalls de malondialdehid, que es van mantenir a -20°C durant 1h 30 minuts com a pas previ
de la seva purificacié per recristallitzacié amb aigua/acetona (1:1, v/v). La sal de sodi de
malondialdehid (MDA-Na) purificada es va deixar reposar durant 24 hores en un dessecador
protegit de la llum per eliminar la humitat restant i passat aquest periode de temps, es va

emmagatzemar a -20°C protegit de la llum.

Finalment, i ja per induir la formacié d’adductes de MAA, tant les proteines com el peptid CFFCP-
R es van dissoldre a una concentracié de 2mg/mL i es van incubar amb 3mM de malondialdehid
i 1,5mM d’acetaldehid (relaciéd molar 2:1) en tampé fosfat 0,1M pH 7,2 durant 72 hores a 37°C,

en tubs d’1,5mL de polipropile protegits de la llum i segellats amb parafilm. De forma paral-lela
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es van incubar els mateixos antigens en condicions idéntiques perdo en abséencia del
malondialdehid i acetaldehid per obtenir la versid sense modificar. Aquesta versio va servir com

a control en els posteriors assaigs.

Passat el temps de reaccid, el procediment seguit va ser diferent per les proteines que pel péptid.
Les proteines van ser dialitzades en tampd fosfat 0,1M a pH 7,2 durant 24 hores a 4°C amb 3
canvis de tampd amb I'objectiu d’eliminar de la mostra les restes dels aldehids que havien quedat
sense reaccionar. Després de la dialisi, les proteines es van conservar a -20°C tapades per ser
caracteritzades i conservades pel seu Us en els posteriors immunoassaigs. La quantificacio de la
proteina es va dur a terme mitjancant el métode de Bradford amb el kit comercial QuickStart™
Bradford, que inclou una recta de calibratge d’albUmina sérica bovina com a referencia. En el cas
dels peptids, el procediment seguit va ser la centrifugacid amb filtres Amicon de 3kDa per tal de
poder eliminar les restes dels aldehids alhora que es reté el peptid i es concentra per la seva

posterior caracteritzacid i conservacio.

2.2.2.  Caracteritzacio dels canvis induits en els antigens proteics/peptidic

La verificacio de la formacid d’adductes de MAA en les proteines i el peptid es va donar mitjancant
un assaig de fluorescéncia d’acord a I'emissié del nou adducte format a una longitud d’ona
determinada. La formacié d’adductes de MAA es va verificar mitjancant I'analisi de I'espectre

d’emissio de fluorescencia de les diferents mostres.

Per poder quantificar la formacid d’adductes de MAA, es va treballar en la produccid d'un
estandard, I"1-hexil-4-metil-1,4-dihidro-3,5-piridindicarboxaldehid, que es va anomenar hexil-
MAA. Aquest estandard és un analeg estructural del compost majoritari present en les proteines
modificades després de la formaciod dels adductes de MAA en les lisines. La sintesi quimica es va

fer seguint el protocol de Xu et al 1. El procediment es descriu a continuacid.

En un matras de fons rodd es van afegir 2,13mL de MDA-Na 1M i 0,23mL d’hexilamina i es va
ajustar a pH 4 mitjancant 'addicié gota a gota d’HCI 12M. Finalment es van afegir 5,98-102mL
d’acetaldehid. La reaccid es va mantenir en agitacido a 50°C durant 4 hores. Acabat aquest
periode, es va confirmar la presencia de I'estandard mitjancant una cromatografia en capa fina
qgue en va permetre determinar el valor de fronts, que en aquest cas concret, segons les

referéncies seguides, presentava un valor (Fr) de 0,73 1.
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Posteriorment es va dur a terme la purificacid de I'estandard hexil-MAA per cromatografia en
columna. La cromatografia es va realitzar en una columna petita empaquetada amb gel de silice
de 200-400mesh 60A i com eluent es va fer servir un gradient per passos continu d’hexa:acetal
d’etil (100 d’hexa fins al 20:80 d’hexa:acetal d’etil). Per introduir el gradient en la columna, es van
anar afegint i eluint fraccions de forma consecutiva d’hexa:acetal d’etil amb una variacid de la
relacié del 2% entre els dos eluents. Es van recollir les diferents fraccions, que presentaven una
visible coloracio groguenca, des de la relacié 42:58 fins a la 32:68. Cadascuna d’aquestes fraccions
es va analitzar mitjangant cromatografia en capa fina (TLC, de I’angles thin layer chromatography)
com a pas previ a ajuntar-les per poder fer-ne la caracteritzacié. Les fraccions obtingudes es van

liofilitzar i emmagatzemar com a solid protegit de la llum a -20°C.

La caracteritzacio de I’'hexil-MAA es va realitzar mitjancant ressonancia magnetica nuclear de
protd (*H-RMN). Es van dissoldre 5mg d’hexil-MAA en cloroform deuterat i se’n va registrar
I'espectre a 400MHz a 'equip disponible a I'lQAC-CSIC. Es va utilitzar el tetrametilsila com a
estandard de referéncia per la comparacié dels valors de 6 (TMS; & =0,0). Un cop confirmada la
identitat del compost, va ser inclos com a estandard en I'assaig per la determinacié de la formacio

dels adductes de MAA en les proteines d’analisi.

Aguest assaig es va dur a terme seguint un protocol ja descrit i que es descriu breument a
continuacio. Es va dissoldre I’hexil-MAA a una concentracié de stock de 1,67mg/mL en tampod
fosfat 0,1M pH 7,2 a partir de la qual es va preparar una corba estandard de dilucions seriades
(1:2). En una placa Nunc de 96 pous negra es van afegir per duplicat 50uL de cadascuna de les
dilucions preparades de la corba aixi com 50uL de les proteines d’analisi (HSA-MAA, el Fibrinogen-
MAA, HSA-Control i Fibrinogen-Control) a una concentracié d’lmg/mL. En un lector de
microplaques hibrid (Taula 5) es va comprovar que I"absorbancia a 470nm de tots els pous era
inferior a 0,1. Seguidament es van excitar les mostres a una longitud d’ona de 398nm, d’acord als
valors publicats en la bibliografia i es va recollir I'espectre d’emissid entre 360 i 600nm per
determinar-ne el pic maxim d’emissid. Aquest es va donar a 460nm, valor coincident amb

I'obtingut en els assajos de referencia.
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A continuacio es va mesurar la fluorescéncia dels diferents punts de la corba estandard i de les
proteines tant modificades com control a la longitud d’ona de maxima emissié en unitats de
fluorescencia relativa (RFU). Per determinar la quantitat de moléecules fluorescents formades a

cada proteina es va fer servir I'equacioé segiient:

398nm

Tz (RFU) Factor diluci6 proteina
Unié fluorescent = A max. emissi . P
k( RFU ) c (mg)
nmol x LT L

Equaci6 1: Determinacio de la concentracié de MAA fluorescent expressada en nmols de MAA per mg
de proteina. La k representa una constant amb un valor obtingut de la pendent de la recta construida amb
la regressié lineal de la representacié grafica dels valors d’intensitat de fluorescéncia (RFU) a 460nm de les
diferents concentracions de la corba estandard del hexil-MAA en nmols/L. F3gg/max.emission €S la intensitat de
fluorescéncia emesa (RFU) a la longitud d’ona d’excitacio (398nm) i la longitud d’ona de maxima emissio
(460nm) i c és la concentracié de la proteina en la mostra en el moment de la mesura.

Un cop calculada la unié fluorescent, el ratio de modificacid o adduccié de proteina es calcula
mitjancant 'equacio 2. Aquest ratio és un valor i ha de ser superior a 1 si la proteina s’ha modificat

correctament.

nmols
mg )
nmols
mg )

F Unié fluorescent
Ratio — =

Proteina (

Equacid 2: Determinacié del ratio de proteina que ha patit la modificacié estructural analitzada, és a
dir, la formacié d’adductes de MAA en les seves lisines.
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3. IMMUNOASSAIGS PER LA DETERMINACIO DELS ANTICOSSOS CONTRA ELS
DIFERENTS ANTIGENS AMB MODIFICACIONS POST-TRADUCCIONALS
La determinacio d’AMPAs emprant péptids com antigens ha servit per la deteccié d’anticossos de
diferents families. S’han fet servir dos tipus d’assaig per tal de dur a terme aquesta deteccid, en
funcio del tipus de suport emprat — els microarrays peptidics o bé mitjancant ELISA. A més, dins
els assajos immunoenzimatics ELISA realitzats, s’han anat fent modificacions de protocol en
funcid de l'antigen emprat i les necessitats d’optimitzacié en cada situacid. A continuacié
s'expliquen en detall els diferents protocols emprats per l'optimitzacid i realitzacid dels
immunoassaigs. En primer lloc s’esmenten alguns dels factors comuns per la determinacio

d’anticossos en totes les plataformes i antigens.

3.1. Factors comuns dels diferents immunoassaigs

Durant els diferents immunoassaigs duts a terme com a part d’aquesta Tesi, s’"ha mantingut en
comu la estructura de I'immunoassaig i els diferents passos que s’han dut a terme per poder
determinar la preséncia dels anticossos de les diferents families. Tots els assaigs s’han basat en
els passos classics d’un ELISA indirecte (Figura 18) i la principal diferéncia entre els dos suports
emprats (ELISA vs microarray) ha estat I'anticos secundari emprat per revelar el resultat final. En
el cas de I'ELISA s’ha treballat amb un anticos secundari conjugat a un enzim per dur a terme la
guantificacié dels anticossos mentre que en el format microarray |'anticos secundari estava
conjugat a un fluordfor que ha servit per determinar de forma directa la intensitat de la resposta
(Figura 17).
@ ELISA Microarray

Assaig immunoenzimatic Immunoassaig

Substrat enzimatic Alexa Fluor 4_ﬁ
647
Anticos
secundari
—>Enznm conjugat , \
—> Anticos secundari AMPAs ¢——
—PAMPA — Peéptid
(antigen)
Antigen

Quantificacié per absorbancia Quantificacié per fluorescéncia

Figura 17: Comparacio de la visié general del tipus d’assaig que es déna en (A) un format ELISA vs (B)
un format microarray. En el primer es requereix I'Us d’enzims conjugats a I'anticos secundari i I'addicié del
seu substrat per dur a terme la quantificacié mentre que en el microarray es du a terme mitjancant la
lectura directa de la intensitat de fluorescencia emesa pel fluorocrom unit a I'anticos secundari. Imatge
d’autoria propia creada amb BioRender.com
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Sensibilitzacié Rentats

Bloqueig unions Buidat de la
inespecifiques placa

Addici6 del sérum
d'analisi

Addici6 del
anticos secundari Rentats

/\coniugat aenzim

Addici6 del susbtrat Aturada de la
enzimatic i incubacié reaccié

Antis Proteina
s bloqueig unié AMPA
inespecifica
> I
%
Anticos secundari Substrat Lectura o
conjugat a enzim enzimatic d'absorbancia i

quantificacié

Figura 18: Esquema dels passos d’un assaig ELISA indirecte. El procés comencga amb la sensibilitzacié de
les plagues amb I'antigen (1) i es segueix amb el bloqueig de les unions inespecifiques (2) abans de
I'aplicacié dels serums d’analisi (3). La determinacié s’acaba amb la incorporacié de I'anticds secundari
conjugat a I’enzim (4) per dur a terme la quantificacié en preséncia del substrat que s’incorpora a I'dltim
pas (5). Finalment, s’atura la reaccid i es fa la lectura d’absorbancia. Imatge d’autoria propia realitzada amb
BioRender.com.
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Un altre punt en comu dels diferents assaigs duts a terme sén les diferents solucions tamponades
que s’han fet servir en els diferents passos de I'assaig esmentats en la Figura 18. De forma

resumida, s’exposen a continuacio (Taula 7):

Pas Nom del tampd Composicié del tampé

Tampd 0,1M pH 7,5 que conté les segilients sals - NaCl, KH2PO4, Na;HPO4 i
Fosfat sali — Tween 20 (PBS-T)  KCl dissoltes en aigua miliQ. Tampd suplementat amb 0,05% de Tween-20
(v/v).
Carbonat/Bicarbonat Tampd 0,05M de Na2CO3/NaHCO3 en aigua miliQ a pH 9,6.

Sensibilitzacio
Tampd 0,1M pH 7,5 que conté les segiients sals - NaCl, KH2PO4, Na;HPO4 i

(1) Fosfat sali (PBS)
KCl dissoltes en aigua miliQ.
Carbonat/Bicarbonat + Tampo 0,05M de NaxCO3/NaHCOs en aigua miliQ a pH 9,6, suplementat
Bloqueig 2% de BSA amb un 2% de BSA.
interaccions Tampd amb 2% de caseina en aigua miliQ. Per la preparacio es treballa amb

inespecifiques Caseina al 2% de BSA + PBS-T 20g de caseina dissolts ens 900mL i 2,5mL de NaOH. Es suplementa amb
(2) 100mL de PBS-T 1M. Ajustat a pH 7,2.
PBS-T + 1% de BSA Tampo PBS-T suplementat amb un 1% de BSA.
Tampo que consta de 0,35M NaCl, 0,01M TRIS, 1% BSA, 0,5% de deoxicolat
Dilucio RIA sodic (v/v), 0,1% de SDS (v/v), 1% Trit6 X-100 (v/v) en aigua miliQ. El tampd
mostres i es suplementa, just abans del seu Us, amb 10% de serum fetal bovi (FBS).
anticos Tampo preparat a partir del Tampd de Caseina al 2% amb PBS-T. Es prepara
secundari (3 i 0,5% Caseina + PBS-T un volum final amb el 25% de Tamp¢é Caseina al 2% + PBS-T i s’afegeix el
a) 75% de volum PBS-T 0,1M.
PBS-T + 1% BSA Tampo PBS-T suplementat amb un 1% de BSA.
Preparat comercial de la casa Sigma en forma de pastilles de diclorhidrat
de o-fenilendiamina i de peroxid d’hidrogen. Quan cada pastilla es dissol
SigmaFast™ OPD
en 20mL d’aigua s’obtenen concentracions finals de 0.4mg/mL de

cadascun dels compostos en tampé fosfat-citrat 0,05M pH 5.

Preparat comercial de la casa Sigma en forma de p-nitrofenilfosfat i de

Revelat i

- tampé Tris en forma de pastilles. Quan cada pastilla es dissol en 20mL
quantificacio SigmaFast™ P-nitrofenilfosfat

(5)

d’aigua s’obtenen concentracions finals de 1mg/mL de pNPP en tampd
TRIS 0,2M.
Es tracta d’un kit comercial per la deteccié de peroxidasa que es basa en

dos reactius diferents. El substrat reactiu A és una solucié de peroxid

Set de substrats TMB
d’hidrogen i el substrat reactiu B és una soluci6 de 3,3',55-
tetrametilbenzidina (TMB) en solvent organic.
Solucié H2S04 Es tracta d’una solucié acida d’H2SO04 2N.
d’aturada (5) NaOH Es tracta d’una solucié basica de NaOH 3N

Taula 7: Relacié dels passos d’ELISA (numeracié d’acord als passos explicats a la Figura 18) i els tampons
emprats en cadascun. S’especifica el nom del tampd i la seva composicié. En alguns dels passos s’indiquen
diferents passos ja que I'eleccié del tampd va en funcié de I'immunoassaig determinat.
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3.2. ELISA

Durant la realitzacié de la tesi s’han realitzat diferents determinacions de la preséncia
d’autoanticossos relacionats amb diferents modificacions post-traduccionals. En aquests assaigs
s’ha treballat amb diferents tipus d’antigens: peptids, peptids biotinilats i proteines. En funcié del
tipus d’antigen, els passos de I'immunoassaig difereixen lleugerament, aixi com el mecanisme
d’unid a la placa. A continuacid es descriuen els diferents tipus d’unio i protocols que s’han dut a
terme per tots els diferents antigens. Al final de I'apartat 3.2 s’inclou una taula resum on
s’expliquen tots els passos, condicions i reactius emprats en I'assaig ELISA en funcio del tipus

d’antigen presentat (Taula 8).

3.2.1. Determinaci6 d’AMPAs contra péptids modificats post-traduccionalment sense
biotinilar

En el cas dels péeptids sense biotinilar, es va treballar amb plagues derivatitzades comercialment
per poder unir molécules que presenten grups amino lliures com és el cas els peptids. Es van
emprar diferents tipus de plaques provinents de diverses cases comercials. A continuacid es

descriu el métode d’unio dels peptids en cada cas.

3.2.1.1. Assaigs amb plaques Costar DNA-Bind amb superficie N-oxisuccinimida

Per 'assaig del treball inclos en el primer apartat de la tesi, on s’analitza la resposta ACPA en front
d’una serie de peptids quimerics citrul-linats, es va treballar amb plaques comercials Costar DNA-
Bind. Aquest tipus de plagques comercials estan derivatitzades i presenten a la superficie N-
oxisuccinimida, que pot reaccionar amb les moléecules que presenten grups amina, en aquest cas
els peptids pel seu extrem N-terminal o per les cadenes laterals dels aminoacids lisina o arginina,

i formar enllacos covalents (Figura 19).

i -

Figura 19: Esquema representatiu de la unioé del péptid a plaques derivatitzades amb N-oxisuccinimida.
Imatge d’autoria propia creada amb BioRender.com
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El seguit de passos del protocol de I'immunoassaig emprat en aquest tipus de plaques es descriu
a continuacio. En primer lloc, els péptids es van dissoldre en tampd carbonat/bicarbonat 0,05M
pH=9,6 a una concentracié de 10ug/mL. Es van aplicar 100uL de la solucié del péptid a cada pouet
i es va deixar incubar tota la nit a 4°C. En les diferents plaques es van incloure pous control amb
tots els reactius excepte el serum d’analisi per determinar la lectura del soroll de fons
(background) i pous control en els quals es van posar tots els reactius excepte el péptid per
avaluar la preséncia de respostes inespecifiques dels serums. En el cas dels controls blancs es van

afegir 2ug/BSA pouet.

A I"'endema, després de la incubacio, es van bloquejar les plaques amb 2% de BSA en tampod
carbonat/bicarbonat 0,05M pH=9,6 durant 1 hora a temperatura ambient. Seguidament, es van
eliminar els continguts del tampo de bloqueig i es va addicionar 100uL de la dilucié de cadascun
dels serums d’assaig. Els serums es van diluir a una concentracié 1:50 en tampd RIA suplementat

amb 10% de FBS. Es va deixar incubar durant 1h 30 minuts a temperatura ambient.

Passat el periode d’incubacié dels serums, es van fer 6 rentats amb tampd PBS-To,0s% i es van afegir
100pL I'anticos secundari amb el qual es vol treballar en cada assaig. Es van emprar anticossos
anti-huma conjugats amb peroxidasa, que es van afegir a diferents dilucions en tampd RIA (IgG

1:1000, IgA 1:2000 i IgM 1:40000).

Finalment, es van tornar a rentar 6 vegades les plagues amb PBS-To0s% i €s va revelar la placa
mitjancant I"addicié de 200uL de Sigmafast OPD. Aquesta darrera incubacié va durar 30 minuts i
finalment es va aturar la reaccio mitjangant I'addicio de 50uL de H,SO4 2N i es va fer la lectura
d’absorbancia a una longitud d’ona de 492nm. Tots els serums analitzats es van analitzar per

duplicat.

3.2.1.2. Assaigs amb plaques F96 Nunc ImmobilitzerTM Amino

El protocol dut a terme amb aquest tipus de plaques és analeg al dut a terme amb les plaques
Costar DNA-Bind descrit en I'apartat anterior. El tipus d’unié del peptid a la placa es dona
mitjancant la formacié d’un enlla¢ covalent com a conseqiéencia de la reaccié dels grups amino

amb els grups electrofils presents a la superficie d’aquest tipus de plaques®?.
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3.2.2. Determinacié d’anticossos contra péeptids modificats post-traduccionalment
biotinilats

L’Us de péeptids biotinilats implica que I'enllag entre I'antigen i la placa sera del tipus biotina-
avidina. La placa, que per aquest assaig és de la marca comercial Nunc i el model és MaxiSorp,
s’ha de derivatitzar amb avidina o algun dels seus derivats per tal de poder unir de forma
especifica els peptids biotinilats. El primer pas del protocol de determinacid d’AMPAs amb

peptids biotinilats consisteix en I'aplicacié de la proteina NeutrAvidin.

En primer lloc, es va comengar la sensibilitzacié de les plaques amb I'addicio de 100uL d’una
dilucié de NeutrAvidin en PBS a una concentracié de 5ug/mL. Aquesta solucié es va deixar incubar
durant tota la nit a 4°C. A I'endema, les plaques es van tornar a incubar durant 1 horaa 37°Cies
van rentar 1 vegada amb PBS-T. Seguidament es va addicionar 100uL del peptid biotinilat dissolt
en PBS a una concentracio d’Img/mL a cada pouet. Es va tornar a incubar a 37°C durant 1 hora,
i passat aquest periode es va buidar el contingut de la placa i sense fer rentats previs, es va dur a
terme el bloqueig de les plaques mitjangant I'addicio de 250uL de PBS-T + 2% de BSA, que es van
incubar durant 30 minuts a 37°C. Seguidament es van fer 3 rentats de les plaques i addicionar
100pL de les dilucions dels serums, recent preparades, a una concentracio 1:250 en tampo RIA a
cada pouet. Aquestes dilucions es van deixar a la placa incubant durant 1 hora a 37°C i

seguidament es van deixar tota la nit a 4°C.

A I'endema, es van rentar les plaques 3 vegades amb PBS-T i posteriorment es van addicionar
100pL de la dilucié de I'anticos necessari per cada assaig. Els anticossos emprats van ser
anticossos anti-huma conjugats amb peroxidasa que es van afegir a diferents dilucions (IgG
1:4000, IgA 1:2000 i IgM 1:10000) en tampd RIA. La incubacié va durar 1 hora a 37°C i
seguidament es van rentar 3 vegades amb PBS-T. L'Ultim pas va ser el revelat de l'activitat
peroxidasa mitjangant 'addicio del seu substrat, OPD. Es van afegir 200uL per pouet i es va deixar
incubar 30 minuts a temperatura ambient abans d’aturar la reaccié mitjancant I'addicié de 50uL
de H,SO4 2N. El resultat es va obtenir mitjancant la lectura de la placa a una longitud d’ona de

492nm. La lectura expressa els resultats en unitats d’absorbancia, en densitats optiques (OD).
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3.2.3. Determinacié d’anticossos contra proteines modificades post-traduccionalment

3.2.3.1. Determinacié d’anticossos contra proteines carbamilades

El procediment de I'immunoassaig seguit va ser el segiient. En primer lloc es va diluir la proteina
d’assaig en tampé carbonat/bicarbonat a una dilucié de 10ug/mL. Es va sensibilitzar aplicant 50uL
d’aquesta solucid a cada pouet i es va deixar incubar durant tota la nit a 4°C. A l'endema es va fer
1 rentat de les plaques amb PBS-T i seguidament es va dur a terme el bloqueig de les reaccions
inespecifiques mitjangant I'addicié de 100uL a cada pouet de PBS-T + 1% de BSA. Es va incubar
durant 6 hores a 4°C. Es van rentar novament una vegada amb PBS-T i es van addicionar
50uL/pouet de les dilucions preparades de sérum a una dilucié de 1:50 en PBS-T + 1% de BSA. Es

va tornar a incubar tota la nit a 4°C.

A l'endema es van rentar les plaques 3 vegades amb PBS-T. Es van addicionar 50ul/pouet de la
dilucio de I'anticos anti-huma conjugats amb fosfatasa alcalina necessari dels diferents isotips. La
dilucio es va fer en tampo PBS-T + 1% de BSA i les dilucions dels anticossos son 1:5000 per l'isotip
lgG i lgM mentre que per I'lgA és de 1:1000. La dilucié de I'anticds secundari es va deixar incubar
durant 3 hores i 30 minuts a 4°C. Aquesta dilucié va ser retirada i les plaques es van rentar 3
vegades. El revelat de la placa es va dur a terme mitjangant I'addicié de 200uL de SigmaFast pNPP
a cada pouet — la reaccio va ser aturada passats 30 minuts i finalment es va llegir I'absorbancia a
405nm en un lector de plaques. La lectura expressa els resultats en unitats d’absorbancia, en

densitats optiques (OD).

3.2.3.2. Determinaci6 d’anticossos contra proteines amb adductes de MAA

Es va seguir el protocol descrit per Thiele et al**

per la determinacié d’anti-MAA. L'assaig seguia
els segiients passos. En primer lloc es va sensibilitzar la placa amb la proteina d’analisi (en la seva
forma modificada amb MAA i/o |la forma control). Es van afegir 100uL d’una dilucié de la proteina
a una concentracio de 20ug/mL en tampd carbonat/bicarbonat. Aquesta dilucié es va incubar

durant tota la nit a 4°C.
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A I'endema es van rentar 3 vegades les plaques i seguidament es va dur a terme el bloqueig
mitjancant I'addicio de 200ulL de tampod caseina al 2% + PBS-T durant 1 hora a temperatura
ambient. Es van repetir els 3 rentats i es va procedir amb I'addicio de 100puL de les dilucions dels
serums, que havien estat previament preparades. Les dilucions per aquest assaig van ser de 1:250
pels isotips IgG i IgA i de 1:500 per I'isotip IgM — el tampd emprat per les dilucions va ser el 0,5%
de caseina + PBS-T. La incubacid es va donar a temperatura ambient durant 2 hores i va ser
seguida de 3 rentats amb PBS-T. Es va seguir amb |'addicié de 100uL de la dilucio de I'anticos
secundari conjugat a I'enzim peroxidasa. El tampo de dilucid emprat va ser el mateix que en les
dilucions dels serums i en aquest cas, la dilucié pels 3 isotips (IgA, IgM i IgG) van ser de 1:5000.
Finalment es va rentar novament la placa, en aquesta ocasio 5 vegades, i es van afegir 100uL de
substrat-TMB per fer el revelat de la placa. Es va deixar incubar durant 23 minuts a temperatura
ambient i es va aturar la reaccio amb 50uL de H,SO4 2N. Les plaques es van llegir a una longitud

d’ona de 450nm. Els resultats es van obtenir en forma de densitats optiques (OD).

3.2.4. Analisis estadistiques dels resultats dels ELISA

Les analisis es van dur sempre a terme amb les formes modificades dels diferents antigens
peptidics i proteics testats aixi com també amb les seves formes control. En tots els casos, la
reactivitat dels péptids/proteines controls inclosos en I'assaig va ser restada de la reactivitat dels
peéptids/proteines d’assaig amb les diferents PTMs. D’aquesta manera, s’assegura que la
reactivitat mostrada per cada serum és especifica de la modificacid post-traduccional de I'antigen
analitzat i que la resposta que s’esta detectant, en conseqiiéncia, és una resposta

d’autoanticossos AMPA. Cada seérum es va analitzar per duplicat.

En tots els ELISA dissenyats pel nostre grup es va incloure a cada placa una serie de dilucions
successives fetes amb mostres de serums de pacients préviament testats en assaigs d’screening
i catalogats com a positius. Aquesta dilucio seriada ens va permetre establir una corba estandard
de calibracio a cada placa que ens va permetre transformar el resultat d’unitats de densitat Optica
(OD) a unitats arbitraries (UA/mL) i homogeneitzar aixi els resultats inter-placa. A cada dilucio de
la recta se li va assignar un valor en UA/mL i la transformacié de valors d’OD a UA/mL es va dur a
terme mitjancant la interpolacid dels valors d’OD en una corba de regressid logistica de 4
parametres. Els resultats obtinguts en UA/mL van servir per fer I'analisi de les diferéncies entre

grups (AR vs donants de banc de sang, grup control) i la determinacié de les corbes ROC.
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A partir d’aquestes es va determinar el valor de punt de tall de positivat, establint una especificitat
del 95%. Per considerar positiu un resultat, en tots els assaigs dissenyats en el nostre grup, s’havia
de complir dues condicions — ser superior al punt de tall establert i presentar una diferéncia >0,1

en la resta dels valors d’OD obtinguts de I'antigen modificat i I'antigen control.

Les analisis de proporcions entre els resultats dels diferents grups analitzats es van comparar
mitjancant I'Gs del test de Fisher o bé el test ¥?. Les variables continues es van comparar
mitjancant I’Us del test de Mann-Whitney i els resultats es van presentar com a medianes i rangs
d’interquartil. Tots els p-valors obtinguts eren de dues cues i el nivell de significacié estadistica es
va establir a a=0,05. Tots els calculs estadistics es van determinar amb el programa GraphPad

Prism 7.

3.2.4.1. Condicions especifiques dels assaigs anti-MAA

Seguint la descripcié dels protocols de Thiele et al*®!, en el cas de I'assaig ELISA per la
determinacié dels anticossos anti-MAA (Anti-Alb-MAA, Anti-Fib-MAA i Anti-CFFCMaP), la recta de
calibraciod inclosa a 'assaig es va preparar mitjancant la sensibilitzacié dels pous de la recta amb
un seguit de dilucions de I'immunoglobulina de I'isotip que es pretenia analitzar de concentracio
coneguda. A partir de la resposta obtinguda després de dur a terme I'immunoassaig, es va
construir una recta que va permetre la interpolacio del resultat en unitats de ng/mL. La positivitat
es va establir mitjangcant corbes ROC i/o determinant el punt de tall amb un 95% d’especificitat

mitjancant I'analisi del valor del percentil 95 de la mostra control.
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Parametres
Pas
de I'estudi

Peptid

biotinilat

Peptid sense

biotinilar

Proteina

carbamilada

Proteina amb

adductes MAA

Molécula Neutravidina S’utilitzen plaques S'utilitzen plaques S’utilitzen plaques
Concentracio 5pg/mL Costar DNA-Bind o Maxisorp en les quals Maxisorp en les quals
Tampé PBS Plagues Nunc la unié per adsorcié6 de la unio per adsorcié
Tota la nita Immobilizer Amino la proteina no de la proteina no
Condicions . . » . .,
4°C+1ha que no requereixen requereix preparacio requereix preparacio
incubacio ., . .
37°C preparacidé prévia prévia
Concentracié 1pg/mL 10pg/mL 10pg/mL 10ug/mL
Tampo PBS-T Carbonat/Bicarbonat Carbonat/Bicarbonat Carbonat/Bicarbonat
Condicions 100pL/pouet 100pL/pouet 50uL/pouet 100uL/pouet
incubacié lha37°C Tota la nit a 4°C Tota la nit a 4°C Tota la nit a 4°C
Proteina bloqueig 2% BSA 2% BSA 1% BSA 2% Caseina
Tampé PBS-T Carbonat/Bicarbonat PBS-T PBS-T
250uL/pouet 250uL/pouet 200pL/pouet
Condicions 250pL/pouet
30 minuts a 1h a temperatura 1h a temperatura
incubacié 6h a 4°C
37°C ambient ambient
1gG i IgA — 1:250
Concentracié 1:250 1:50 1:50
IgM — 1:500
Tampé RIA RIA PBS-T + 1% BSA PBS-T + 0,5% Caseina
100 pL/pouet
100 pL/pouet 100 pL/pouet
Condicions lha37°C+ 50 pL/pouet
1h 30 minuts a 2h a temperatura
incubacié tota la nit a Tota la nit a 4°C
temperatura ambient ambient
4°C
1gG — 1:4000
1gG —1:1000 1gG — 1:5000 1gG — 1:5000
IgA — 1:2000
Concentracio IgA —1:2000 IgA —1:1000 IgA — 1:5000
IgM —
IgM — 1:40000 IgM — 1:5000 IgM — 1:5000
1:10000
Tampé RIA RIA PBS-T + 1% BSA PBS-T + 0,5% Caseina
100pL/pouet 100pL/pouet
Condicions 100uL/pouet 50pL/pouet
1h a temperatura 1h a temperatura
incubacié lha37°C 3h 30 minuts a 4°C
ambient ambient
SigmaFast
SigmaFast OPD SigmaFast pNPP Substrats TMB
Solucié OPD
200pL/pouet 200pL/pouet 100uL/pouet
200pL/pouet
30 minuts a
Condicions 30 minuts a 30 minuts a 23 minuts a
temperatura
incubacié temperatura ambient temperatura ambient temperatura ambient
ambient
H2S04 2N H2S04 2N NaOH 3N H2S04 2N
Solucié
50pL/pouet 50uL/pouet 50uL/pouet 50uL/pouet

Taula 8: Taula resum dels diferents protocols d’ELISA que s’han emprat durant la realitzacié d’aquesta

tesi en funcio del tipus d’antigen presentat.
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3.3. Microarrays

Els microarrays dissenyats com a part dels estudis d’aquesta tesi son del tipus peptidic. Es va
emprar aquesta plataforma per presentar diversos peptids de forma simultania en forma
d’antigens per la determinacié de la resposta ACPA, que es va determinar per fluorescéncia. Amb
aquesta plataforma es va poder fer I'analisi de multiples estructures peptidiques amb uns

requeriments molt baixos pel que fa tant al volum de serum com de la resta de reactius.

3.3.1. Preparacio del suport solid pel microarray

En totes les analisis dutes a terme en aquesta tesi, es va treballar amb la unié del peptid a
portaobjectes de vidre, que van actuar com a suport solid, mitjancant unid covalent. Es van
analitzar i comparar dos tipus d’enlla¢ covalent — mitjancant la derivatitzacié dels vidres per fer

la unié amb grups epoxi o mitjancant la derivatitzacido amb grups N-hidroxisuccinimida-ester.

Es va treballar en I'optimitzacid de la immobilitzacié del péptid en els vidres d’assaig. El procés
d’optimitzacio va consistir en I'analisi del tipus d’enlla¢ mitjancant el qual es donava la unid al
vidre de forma més estable. Es van tenir dos factors en compte — el tipus derivatitzacio del vidre
i el tampod en el qual es dissol el peptid per obtenir les condicions més favorables per la formacio
de I'enlla¢. Durant els diferents assaigs, es van emprar vidres derivatitzats de dues maneres

diferents.

3.3.1.1. Vidres derivatitzats amb grups epoxi

El protocol de derivatitzacid dels microarrays els vidres amb grups epoxi que es va seguir, es
descriu a continuacié. En primer lloc, per mantenir sempre la mateixa posicio del vidre, amb un
llapis amb punta de diamant, es va fer una petita marca a la cantonada inferior esquerra. La
superficie del vidre ha d’estar completament neta per poder dur a terme la derivatitzacio. Per
aquest motiu es van fer 3 rentats amb detergent i aigua, i seguidament es van esbandir amb
abundant aigua destil-lada. Aquests rentats van ser seguits d’un Ultim rentat amb solucié
“piranya” (H,S04:H,0,, 7:3) durant 30 minuts. Per tal de poder mantenir els vidres en una posicié
vertical, es van aguantar amb un accessori preparat per aquest proposit i es van enfonsar en un
recipient per mantenir-los en la solucié el temps necessari. Passats els 30 minuts, es van retirar

els vidres i es van esbandir 6 vegades amb aigua miliQ.
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Seguidament es van afegir els vidres novament a una dilucié de NaOH al 10% en aigua durant 30
minuts. Passat aquest periode es van fer novament 3 rentats amb aigua miliQi finalment 3 rentats
més amb etanol pur. Amb molta cura, es van assecar els vidres amb aire comprimit. Es van
col-locar els vidres en posicid horitzontal i es van aplicar 300uL de 3-(glicidiloxipropil)-trimetoxisila
(GPTMS) amb una xeringa Hamilton. Posteriorment, es va cobrir el vidre on s’havia aplicat el
reactiu amb un altre vidre i es va deixar actuar durant 30 minuts. Finalment, es van tornar a
netejar els vidres 2 vegades amb petites quantitats d’etanol. Seguidament es van deixar
submergits en etanol i es van posar al bany d’ultrasons durant 25 minuts. Passat aquest temps es
van assecar curosament amb aire comprimit i es van col-locar al dessecador per treure la humitat
com a minim durant una nit. Un cop secs, estan preparats per poder fer el seglient pas d’unié del

peptid (Figura 20).

Lol

oHoHoH (10%) o o o GpTMS 0 Peptld o0

Figura 20: Procediment de preparacié dels slides i immobilitzacié del péptid. Imatge d’autoria propia
creada amb BioRender.com.

NaOH

3.3.1.2. Vidres comercials NHS-ester

L'altra estrategia d’unié del péptid al vidre comercial és la que es proposa en diferents assaigs
disponibles a nivell comercial i que consisteix en la unid del péptid mitjancant la formacié d’un
enllac covalent amb els grups altament reactius d’N-hidroxisuccinimida ester presents al vidre.
En aquest cas no es requereix un protocol de preparacié previa sind que només s’haura de dur a

terme I'aplicacid (o impressid) del peptid diluit sobre el vidre que s’ha de tractar.
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3.3.2. Immobilitzacié dels peptids en la superficie dels vidres

La impressio i immobilitzacié de les molecules peptidiques en el suport solid o slide va consistir
en el diposit de gotes o spots de la solucié de la mostra, seguint la metodologia de la impressié
per contacte dissenyada per ser emprada amb el tipus de robot d’impressido amb el qual es va
treballar. Laimmobilitzacié dels péptids en la superficie del microarray es va dur a terme de forma
automatitzada mitjancant I'ds d’un equip Miniarrayer BioOdisseyTM CalligrapherTM, tal i com
s’indica a la taula 5. L'agulla (pin) que diposita el peptid sobre el slide carrega la mostra per
capil-laritat i la col-loca en els punts que s’han configurat en 'apartat de disseny del microarray.
Per evitar la contaminacio entre les mostres/péptids a imprimir, es duen a terme cicles de rentats
i assecat del pin a I'estacié de neteja de I'impressor de péptids. Els rentats es duen a terme amb
10% etanol/aigua miliQ mitjancant sonicacio i s’assequen posteriorment amb aire a pressié. Amb
una sola carrega de I'agulla, es poden imprimir un gran nombre d’spots ja que el volum que es

diposita és molt petit, de I'ordre de nL.

3.3.2.1. Dilucid dels peéptids per la seva posterior impressio

Seguint I'objectiu d’optimitzar les condicions de la unié dels péptids als vidres, es va treballar amb
dos tipus de tampons per la dilucié de cada péptid abans de ser introduits en I'impressor. Els dos
tampons emprats van ser el tampd carbonat-bicarbonat pH 9,6 i un tampd comercial Peptide
Printing Buffer (#PEP) de I'empresa Arrayit (CA,USA). La resta de I’assaig es va dur a terme amb

el protocol descrit a continuacio.

El disseny del slides va ser diferent en els passos d’optimitzacid de I'assaig i en I'analisi final dels
diferents péptids quimerics derivats de fibrina, filagrina, enolasa i vimentina. En el primer cas, es
va treballar només amb 3 peptids (CFFCP-1, CFFCP-2 i CFFCP-3), que es van analitzar per
quintuplicat, en dues condicions diferents d’assaig (tampons de dilucié diferents). En I'analisi
comparatiu dels 8 peptids quimerics (i els respectius controls d’arginina), cadascun dels peptids
es va imprimir per triplicat. A cadascun dels portaobjectes es van poder imprimir un total de 24
matrius en les quals s’organitzen els spots corresponents a cada péeptid, amb els péptids ja

mencionats, permetent per tant I'analisi de 24 mostres en cada vidre (Figura 21).
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A cada péptid impres en els spots:
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Figura 21: Esquemes de disseny dels microarrays. (A) Exemple de disseny de I'assaig imprés en el
portaobjectes, amb detall en el disseny de la matriu que conte els spots de cada péptid, en aquest cas de
5x6 spots, per dur a terme I'immunoassaig. Cada matriu servira per estudiar la resposta als d’'una mosta
individual als diferents peptids impresos en els spots que conté. (B) Esquema representatiu del
immunoassaig que es du a terme en els spots del microarray. Imatge d’autoria propia creada amb
BioRender.com.

3.3.3. Immunoassaig amb suport de microarray

Per dur a terme I'immunoassaig, els vidres es van fixar en un adaptador (una gradeta de silicona)
gue actua com a suport i divideix el suport solid en 24 pouets, cadascun dels quals conté de forma
individualitzada una matriu de spots. En primer lloc van bloquejar els vidres amb 2% de BSA en
tampo carbonat/bicarbonat 0,5M pH 9,6 durant 1 hora a temperatura ambient. Seguidament es
van aplicar els serums d’analisi diluits a una concentracid 1:50 en tampo RIA i es va deixar incubar
durant 1h 30 minuts a temperatura ambient. Es van rentar les plagues 6 vegades i es va afegir
I'anticos secundari, que permet la deteccié dels autoanticossos d’estudi presents a la mostra,
marcat amb el fluorocrom Alexa Fluor 647 a una dilucié 1:250. Es va incubar a temperatura
ambient durant 1 hora. Per concloure I'assaig, es van repetir novament els 6 rentats i es va dur a
terme la lectura de fluorescencia dels slides, amb una longitud d’ona d’excitacié de 633nm i
d’emissié de 647nm. La lectura es va dur a terme emprant I’equip Scan Array GX Plus, que permet
el calcul de la homogeneitat de la intensitat com a coeficient de variacio entre spots individuals i
entre spots diferents. Per tal d’acceptar els resultats, es va concloure que el coeficient de

variabilitat (CV) ha de ser inferior al 25%. Per I'assaig final, amb els 8 péptids quimerics, amb
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I'objectiu de millorar la intensitat del spot, es va augmentar el temps d’incubacio dels serums a 2

hores i es va fer servir una dilucié de I'anticos secundari menys diluida (1:100).

3.3.4. Analisis estadistiques dels resultats dels microarrays

Els resultats dels nivells de fluorescencia de cadascun dels peptids d’assaig es va obtenir després
de dues lectures dels calculs mitjans dels tres spots replicats i testats per cada peptid. Dels spots,
analitzats per triplicat, com a minim dos havien de ser acceptats per tal d’obtenir resultats valids.
Si després de I'analisi per validar cada spot, en alguna analisi serum/péptid no hi havia com a
minim dos spots valids, es va descartar el serum per I'analisi global. Es va establir un coeficient
de variacié maxim de 25% entre els dos spots replicats. Per cada peptid es van restar els nivells
mitjans del corresponent péptid control per tal d’analitzar la fluorescencia especifica de la

citrul-lina.

Per determinar les diferencies entre els grups d’analisi, es va treballar amb el test de prova de
signes de Wilcoxon, un test no parametric ja que les distribucions no es van poder assumir com
a normals. Es va dur a terme la comparacio dels resultats obtinguts amb el suport de microarray
amb els d’ELISA pels mateixos peptids quimerics. L’associacid entre els valors obtinguts amb els
microarrays i els obtinguts amb ELISA van ser analitzats amb el test no parameétric de correlacio
de Spearman. Per comparar percentatges, es va fer servir el test de proporcions de dues mostres.
La comparacio i les analisis de les corbes ROC, aixi com la resta d’analisis estadistiques es van

calcular amb el programari estadistic STATA 15.0%2.
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4. SERUMS

S’han inclos mostres de diferents col-leccions de pacients en els analisis que s’han dut a terme i
son presentats com a resultats en la Tesi Doctoral. En totes elles es va obtenir consentiment
informat per part dels donants de les mostres biologiques. A continuacio es descriuen I'origen de

les mostres analitzades en els diferents estudis.

4.1. Analisi de deteccié d’ACPAs amb péptids citrul-linats en suport de microarray

En aquest assaig s’han inclos serums que formen part de tres grups d’analisi diferents. S’han
inclos 70 serums de pacients d’AR que complien els criteris de classificacio ACR/EULAR revisats
de 2010. Tots eren pacients de la Unitat de Reumatologia de I'Hospital Clinic de Barcelona. El
grup control esta format per 70 serums obtinguts de donants de banc de sang del mateix hospital.
Finalment, es van incloure 70 serums de pacients d’artritis psoriasica del mateix centre després
de la confirmacié del compliment dels criteris de CASPAR. Aquests pacients es van incloure com
a grup control de malalties reumatiques inflamatories (amb fenotip similar a I’AR) per la

determinacié de 'especificitat de I'assaig respecte I’AR.

4.2. Analisi de detecciéo d’AMPAs amb péptids quimerics, proteines carbamilades i proteines
modificades amb adductes de MAA

Per els assaigs de determinacié d’AMPAs realitzats amb els diferents péptids quimerics amb
multiples PTMs (citrul-linacié, homocitrul-linacié, acetilacié i adductes de MAA), proteines
carbamilades i proteines modificades amb adductes de MAA, es va treballar amb una cohort de
178 pacients d’AR diagnosticats d’acord al compliment dels criteris ACR/EULAR revisats de 2010.
Tots els pacients provenen de la Unitat de Reumatologia de I'Hospital Clinic de Barcelona, on
s’han fet les determinacions i s"ha comprovat el compliment dels criteris. Es van excloure pacients
gue presentaven artritis inflamatoria d’altres tipus. El grup control d’aquest assaig esta composat

per 120 mostres provinents de donants de sang del mateix hospital.
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4.3. Analisi comparatiu de RP vs AR

Es va dur a terme 'assaig preliminar comparatiu del perfil ACPA i anti-CarP entre pacients d’AR i
pacients de RP. Les mostres incloses pertanyen a 45 pacients de RP obtingudes en el moment del
diagnostic i que es corresponen a RP d’inici, recollides com a part d’un assaig clinic multicéntric
(PALABA, NCT03669367). Els pacients inclosos com a grup control sén en aquest cas pacients
d’AR establerta seleccionats de I'estudi que forma part d’aquesta tesi (Apartats 2 i 3 de Resultats)

i per tant, de la poblacié d’AR descrita en el punt anterior (4.2).
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Peéptids sinteétics i proteines amb modificacions post-traduccionals
per a la deteccié de biomarcadors en 'artritis reumatoide
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1. Disseny, preparacio i desenvolupament de microarrays peptidics per la
deteccié d’anticossos contra péptids/proteines citrul-linades en pacients
d’artritis reumatoide

1.1 Sintesi i caracteritzacio dels diferents péptids quimerics

Els diferents peptids quimeérics inclosos als assaigs duts a terme per el desenvolupament de
microarrays peptidics estan formats per fragments peptidics de varies proteines les quals es
troben citrul-linades en pacients d’AR. Aquests fragments sén els corresponents a la a-fibrina
(617-631), la vimentina (47-72), I'enolasa (5-21) i la filagrina (306-324). Les posicions
d’introduccié de la citrul-lina es van determinar en base a estudis previs fets al nostre grup en el
cas de les fraccions de a-fibrina’*! i vimentina'**. El fragment de I'enolasa es correspon a I'antigen
préviament descrit i que constitueix el test CEP-1'%6. En el cas de la filagrina es tracta del péptid

ciclic de filagrina que constitueix el test CCP1%.

Per dur a terme I'assaig es van incloure péeptids formats per dominis de dues proteines diferents,
anomenats peptids quimerics. Aquesta decisio es deu a resultats previs obtinguts al nostre grup
en que es va mostrar una elevada antigenicitat vers aquest tipus de construccions
peptidiquest*?144261 En aquests assaigs previs també es va determinar la capacitat diagnostica
de diferents péptids que han estat finalment inclosos en els immunoassaigs com a part d’aquest
apartat. Els noms, fragments peptidics i estructures primaries dels diferents peptids quimerics

inclosos en |'assaig es mostren en la Taula 9.

Els peptids ja previament testats en immunoassaigs d’ELISA sén els péptids quimeérics que
inclouen fragments de vimentina i fibrina o filagrina (CFVCP i CVFCP)*** i els péptids que inclouen
fragments de fibrina i filagrina'** (CFFCP-1, CFFCP-2 i CFFCP-3). Com a antigens nous testats en
aquest assaig per primera vegada trobem el péptid quimeéric de fibrina i enolasa citrul-linat
(CFECP), el peptid quimeric de vimentina i enolasa citrul-linat (CVECP) i el peptid quimeric

d’enolasa i filagrina citrul-linat (CEFCP).

De forma paral-lela a la sintesi dels peptids quimerics citrul-linats, es van també sintetitzar en la
seva forma control. Aquests péptids presenten la mateixa estructura primaria que els fragments
inclosos en els péeptids quimerics perd en les posicions on els peptids d’estudi presenten
citrul-lines, aquests mantenen les arginines natives. La seva nomenclatura inclou una R en
referéncia a les arginines que presenten (CFFCP-R, CFVCP-R, CVFCP-R, CFECP-R, CVECP-R i CEFCP-
R).
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Peptid Fragments proteines Estructura

CFFCP-1  Fibrina/Filagrina HSTKRGHAKSRPV\G-HQCHQEST "\ GRSRGRCGRSGS
CFFCP-2  Fibrina/Filagrina HSTKRGHAKS 1PV 1(G-HQCHQEST (GRSRGRCGRSGS
CFFCP-3  Fibrina/Filagrina HSTKC{GHAKSRPV/(G-HQCHQEST (GRSRGRCGRSGS
CFECP Fibrina/Enolasa HSTKRGHAKSRPV{G-CKIHAC (EIFDS . GNPTVEC
CFVCP  Fibrina/Vimentina HSTKRGHAKSRPV G- STSRSLYACSPGGVYATRSCAVRL 'S
CVECP  Vimentina/Enolasa STSRSLYASSPGGVYATRSSAVRLS-CKIHAC (EIFDSC | GNPTVEC
CEFCP  Enolasa/Filagrina KIHAC EIFDS' (GNPTVE-HQCHQEST '\ GRSRGRCGRSGS
CVFCP  Vimentina/Filagrina STSRSLYASSPGGVYATRSSAVRLC (S-HQCHQEST | GRSRGRCGRSGS

Taula 9: Estructures primaries dels péptids quimerics citrul-linats derivats de les proteines fibrina,
filagrina, vimentina i enolasa emprats als assaigs inclosos en aquest apartat.

Els peptids inclosos a I'assaig havien estat sintetitzats, ciclats i purificats a I'USIBAP amb
anterioritat. El balanc especificitat/sensibilitat dels péptids CFFCP-1, CFFCP-2, CFFCP-3, CFVCP i
CVFCP havien estat calculats ens els estudis mencionats préeviament. Els resultats d’aquest balang
en cadascun dels péeptids individuals van resultar satisfactoris i conseqientment van ser

considerats per la seva inclusié en el present estudi enfocat al disseny d’un sistema multiplex.

Els peptids CFECP, CVECP i CEFCP havien estat préviament sintetitzats, pero encara no se n"havia
testat la capacitat diagnostica com antigens. Per aquest estudi, els tres péptids van ser
caracteritzats, i posteriorment testats en els immunoassaigs en format ELISA per determinar-ne
la validesa de forma previa a la seva inclusio en el disseny multiplex. La caracteritzacio es va dur
aterme mitjancant UPLC i espectrometria de masses. En tots els casos es va confirmar una puresa
superior al 95% i I'analisi per espectrometria de masses va permetre comprovar que la sintesi

s’havia donat de forma correcta (Figures 22, 23 i 24).
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Figura 22: Caracteritzacié per UPLC-MS del péptid CFECP. (A) Caracteritzacié de I'elucié del peptid CFECP
en un equip d’'UPLC Acquity BEH amb una columna Cis (2,1x100mm, 1,7um). El gradient emprat és linear
(5%-100% de solvent B —20mM d’acid formic en ACN — en solvent A —20mM d’acid formic en H,0) durant
10 minuts a 0,3mL/min. (B) Espectre de masses registrat en mode d’id positiu dins d’un rang de m/z de
500-2500. La relacid de m/z calculades teoricament son les seglents: [M+2H]*?=1915,46,
[M+3H]*=1277,31, [M+4H]**=958,24, [M+5H]*=766,79, [M+6H]**=639,16, [M+7H]"'=547,99;
experimental m/z: [M+2H]*’=1915,95, [M+3H]**=1277,99, [M+4H]*=958,73, [M+5H]"*=766,98,
[M+6H]*%=639,32, [M+7H]*"=548,27.
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Figura 23: Caracteritzacié per UPLC-MS del péptid CEFCP. (A) Caracteritzacio de I'elucié del peptid CFECP
en un equip d’"UPLC Acquity BEH amb una columna C18 (2,1x100mm, 1,7um). El gradient emprat és linear
(5%-100% de solvent B —20mM d’acid formic en ACN — en solvent A —20mM d’acid formic en H,0) durant
10 minuts a 0,3mL/min. (B) Espectre de masses registrat en mode d’id positiu dins d’un rang de m/z de
500-2500. La relacié de m/z calculades teoricament sén les seglents: [M+3H]*=1431,02,
[M+4H]*=1073,51, [M+5H]*=859,01; [M+6H]*®=716,01, [M+7H]*"=613,87, [M+8H]*8=537,26;
experimental m/z: [M+3H]*=1432,02, [M+4H]*=1074,27, [M+5H]"=859,61; [M+6H]*=716,34,
[M+7H]*7=614,15, [M+8H]*#=537,63.
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Figura 24: Caracteritzacié per UPLC-MS del péptid CVECP. (A) Caracteritzacié de I'elucié del peptid CFECP
en un equip d’"UPLC Acquity BEH amb una columna C18 (2,1x100mm, 1,7um). El gradient emprat és linear
(5%-100% de solvent B —20mM d’acid formic en ACN — en solvent A —20mM d’acid formic en H,0) durant
10 minuts a 0,3mL/min. (B) Espectre de masses registrat en mode d’id positiu dins d’un rang de m/z de
500-2500. Lla relaci6 de m/z calculades teoricament sén les segiients: [M+3H]*=1625,14,
[M+4H]*=1219,11, [M+5H]*=975,49; [M+6H]**=813,07; experimental m/z: [M+3H]"**=1625,78,
[M+4H]*=1219,35, [M+5H]**=975,68; [M+6H]*®=813,23.
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1.2 Resultats de la determinacié d’ACPA emprant ELISA com immunoassaig

Les molecules peptidiques novament dissenyades CEFCP, CFECP i CVECP es van emprar com
antigens en un immunoassaig tipus ELISA per a la deteccid d’anticossos de la familia ACPA, de
Iisotip IgG, en una cohort de 100 pacients d’AR i en 87 mostres de donants de banc de sang, tal

141,144

i com s’havia fet previament amb la resta de peptids que també van formar part del

multiplex. Els antigens es van unir de manera covalent a plaques Costar.

La comparacio dels resultats obtinguts amb les mostres d’AR i de les mostres de donants de banc
de sang, el grup control de I'experiment, van permetre fer la representacio de les corbes ROC de
cadascun dels antigens d’estudi. La representacié de les corbes ROC, els valors de les arees sota
la corba (AUC, de I'angles area under curve), els valors predictius positius, valors predictius
negatius i els valors de sensibilitat establint una especificitat del 98,85% es mostren a continuacié
(Taula 11, Figura 25). Amb els resultats obtinguts en aquesta prova ELISA es va poder determinar
que tots ells presentaven un balan¢ de sensibilitat/especificitat i que, per tant, eren bons
candidats per ser inclosos en I'estudi simultani del tipus microarray que va incloure les diferents

estructures quimeriques citrul-linades.

CFECP CVECP CEFCP
Area sota la corba 0,78 0,71 0,78
(95% IC) (0,71;0,86) (0,64;0,79) (0,71;0,85)
Sensibilitat (%) 56 37 63
Valor predictiu positiu 98,2% 97,4% 98,4%
(95% IC) (91,6;100) (86,2;99,9) (90,6;100)
Valor predictiu negatiu 66,2% 57,7% 69,9%
(95% IC) (57,3;74,2) (49,4;65,8) (61;77,9)

Taula 11: Resultats estadistics obtinguts de I’analisi dels péptids CFECP, CVECP i CEFCP emprats com a
antigens per la deteccié d’ACPA en una poblacié de pacients d’AR (n=100) i mostres del banc de sang (grup
control, n=87).
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Figura 25: Analisis mitjangant corbes ROC dels péptids CEFCP, CVECP i CFECP. Resultats obtinguts de la
comparacié en la cohort de pacients d’AR (n=100) vs donants de banc de sang (grup control, n=87).
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1.3 Optimitzacid del protocol d'immunoassaig dels microarrays peptidics

Una vegada seleccionats els peptids que s’havien d’incloure en I'assaig en format microarray, es
va comencar a treballar en I'optimitzacié dels assaigs en aquesta nova superficie, procés essencial
per trobar les millors condicions de treball. Per dur a terme aquest procés d’optimitzacid, en
primer lloc es va treballar amb els peptids quimeérics de fibrina i filagrina (CFFCP-1, CFFCP-2 i
CFFCP-3). Es van escollir aquests tres antigens peptidics per a optimitzar I'immunoassaig degut a
I'extensiva caracteritzacié que se n’havia fet en assaigs previs al grup*142261 per dur a terme les
diferents proves incloses en el procés d’optimitzacid, cadascun dels peptids va ser impres en el

vidre per quintuplicat.

Els parametres que es van tenir en consideracid per optimitzar I’assaig van incloure el tipus de
modificacio del portaobjectes per poder unir covalentment el peptid d’assaig i el tipus de tampd
emprat per la dilucio del peptid i posterior acoblament al portaobjectes. Per dur a terme aquestes
analisis comparatives, es van testar 24 serums diferents entre els quals es van incloure tant

mostres de pacients d’AR (n=18) com mostres de banc de sang com a control (n=6).

1.3.1 Enllag del péeptid al portaobjectes

En aquesta primera analisi es van comparar les diferencies obtingudes entre I'acoblament

covalent dels peptids al portaobjectes mitjancant dos grups funcionals diferents:

1) Portaobjectes derivatitzats al laboratori amb (3-glicidiloxipropil)-trimetoxisila (GPTMS) i
que presenten a la superficie grups epoxi per unir els péptids.
2) Portaobjectes comercials (NHS microarray substrate slides — Arrayit, CA, USA) que

presenten a la seva superficie ester de N-hidroxisuccinimida per unir els péptids.

L'assaig es va dur a terme en condicions idéntiques en els dos tipus de portaobjectes. A cada
matriu/pouet d’assaig es van imprimir els péptids per quintuplicat en la superficie dels
portaobjectes tal i com s’ha descrit previament a l'apartat 3.3.1 del capitol de Materials i
Metodes. Un cop impresos els peptids als diferents portaobjectes, es va dur a terme

I'immunoassaig seguint el protocol descrit a I'apartat 3.3.3 del capitol de Materials i Métodes.
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Es va observar la reactivitat esperada en els dos grups ja que en alguns dels pacients del grup
d’AR seropositius, la reactivitat era evident. En el cas de les mostres de banc de sang no
s’observava cap reactivitat, i només en alguns casos es mostrava una reactivitat residual que es

reflectia en forma d’spots poc visibles amb una fluorescencia molt ténue (Figura 26).

La comparacio de la lectura de fluoresceéncia dels resultats dels immunoassaigs fets amb els dos
tipus de vidre va mostrar, clarament, una major reactivitat en el cas dels vidres derivatitzats amb
GPTMS. Addicionalment, també es va poder observar de forma clara que els spots del vidre
derivatitzat del laboratori presentaven una major homogeneitat entre els quintuplicats dels
peptids i la variacid entre els diferents punts del mateix péptid imprés per quintuplicat era
clarament inferior en el cas dels vidres derivatitzats amb grups epoxi. Aquestes clares diferéncies
ens van fer decantar per la funcionalitzacid epoxi com a la millor condicié i per tant, la base

correcta per seguir optimitzant I'assaig (Figura 26).

Slide NHS-ester Slide GPTMS

Artritis
reumatoide

Banc de
sang

Figura 26: Comparacié dels resultats obtinguts amb els portaobjectes derivatitzats en les dues
condicions d’analisi. Exemple dels resultats obtinguts en les diferents condicions d’assaig fent I’analisi d’un
serum de pacient d’AR i d’'una mostra control provinent del banc de sang. En la figura es pot comprovar
com els vidres tractats amb GPTMS presenten spots de cada péeptid més homogenis que els vidres que
presenten NHS-ester. En la comparacié d’AR vs BS dins de cadascun dels vidres s’observen les diferencies
evidents i esperades en els nivells de reactivitat dels dos grups en front als peptids citrul-linats. Imatge
d’autoria propia creada amb BioRender.com
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1.3.2 Tampd de dilucié del peptid

Un cop determinades les millors condicions en relacié al suport solid, es va procedir a analitzar la
segona condicid d’assaig que es pretenia optimitzar, el tampd emprat en la dilucié del peptid per
poder ser imprés en el portaobjectes. L'estudi es va dur a terme de la mateixa manera que en
I'apartat anterior. Es van derivatitzar els slides necessaris per realitzar I'assaig comparatiu amb
GPTMS i es va dur a terme la impressié dels peptids diluits en els dos tampons d’assaig: tampd

Arrayit comercial i tampd Carbonat/bicarbonat pH=9,6 preparat al laboratori.

Els resultats obtinguts en les mostres d’AR positives van permetre mostrar a simple vista una
major homogeneitat dels spots en el cas de les mostres impreses en el vidre diluides en tampd
carbonat preparat fresc al laboratori abans de dur a terme la dilucié. Tant la forma dels diferents
punts d’'impressio quintuplicats de cadascun dels peptids d’assaig com la seva homogeneitat eren
més reproduibles en el cas del tampd carbonat (Figura 27). L’analisi de les dades obtingudes amb
aquest assaig preliminar d’optimitzacido també va apuntar que la dilucid dels peptids en tampd
carbonat permetia una major deteccié de casos positius d’ACPA, i per tant una major sensibilitat.

Aixi doncs, es va concloure la millor opcio era I'Us del tampd carbonat.

Tampo Arraylt Tampo6 Carbonat

Artritis
reumatoide

Banc de
sang

Figura 27: Comparacio dels resultats obtinguts amb els slides amb el péptid impreés en els dos tipus de
tampd analitzats. Exemple dels resultats obtinguts en les diferents condicions d’assaig fent I'analisi d’un
serum de pacient d’AR i d’'una mostra control provinent del de banc de sang. En la figura es pot comprovar
com els vidres on el péptid aplicat ha estat dissolt en tampd carbonat presenten spots més homogenis que
els vidres on el peptid aplicat ha estat dissolt en tampd comercial. En la comparacié d’AR vs BS en vidres
tractats amb les mateixes condicions s’observen les diferéncies evidents i esperades en els nivells de
reactivitat dels dos grups en front als peptids citrul-linats. Imatge d’autoria propia creada amb
BioRender.com
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1.4 Resultats de la determinacié d’ACPA emprant microarrays peptidics

L"analisi va consistir en la comparacié de la reactivitat als 8 péptids quimerics citrul-linats aplicats
per triplicat en cada portaobjectes, en diferents cohorts d’estudi — una poblacié de 70 pacients
d’AR, 70 mostres de donants del banc de sang i 70 mostres de pacients d’aritritis psoriasica (PsA).
Les mostres dels pacients de PsA van ser incloses en I'assaig per poder determinar I'especificitat
del test respecte altres malalties reumatiques. Es va escollir la PsA degut a la similitud de

manifestacio de simptomes clinics i inflamacié que comparteix amb I’AR.

1.4.1 Resposta ACPA i nivells de fluorescéncia observats

Els immunoassaigs es van dur a terme en els vidres derivatitzats amb grups epoxi sobre els quals
es van imprimir els péptids dissolts en tampd carbonat/bicarbonat seguint el protocol descrit a
I'apartat 3.3.3 del capitol de Materials i Metodes. Es van observar clarament nivells més alts de
de fluorescéncia (RUs, de response units) en els serums d’AR en els spots on hi havia units els
peéptids citrul-linats. En la resta de parelles de mostres/péptids, aquests resultats eren molt
inferiors. Es a dir, en els sérums d’AR/péptids control, mostres de banc de sang/péptid citrul-linat
o control i mostres de PsA/péptids citrul-linats o control, els nivells d’intensitat de fluorescéncia

eren més baixos, tal i com s’exemplifica a la Figura 28.

B) C)
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Figura 28: Representacio grafica de les intensitats de fluorescéncia obtingudes en les diferents

A)

combinacions de serum/tipus de peptid. En els resultats de les tres combinacions es mostra a la part
superior la resposta a un peptid citrul-linat i a la part inferior la resposta al control d’arginina. Les mostres
analitzades en les matrius mostrades a la figura es corresponen a: A) Un sérum d’AR positiu per ACPA, B)
un serum del grup control ACPA negatiu i C) un serum d’un pacient de PsA ACPA negatiu.
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1.4.2 Calcul de la variabilitat i criteris d’inclusié a I’assaig

Després de la lectura de la intensitat de fluorescéncia, en primer lloc es va dur a terme I'analisi
de variabilitat entre els triplicats de cadascun dels peptids inclosos en I'assaig. Per cada serum es
va analitzar el CV de cada péeptid citrul-linat i el seu control respectiu. Es va determinar que per
dur a terme els calculs finals era necessari que com a minim 2 dels punts triplicats de cada péptid
fossin valids en termes d’homogeneitat i la combinacié dels dos o tres spots acceptats havien de

presentar un CV inferior al limit establert per poder ser inclos el serum en 'assaig.

A nivell global es va observar clarament com en les parelles on els nivells de fluorescéncia eren
baixos, el CV era més elevat que en el cas de la parella on es mostrava una fluorescéncia alta
(AR/péptids citrul-linats). D’acord amb aix0, es va decidir excloure de I'estudi els sérums que
presentessin un CV>30% en les mostres de baixa intensitat i CV>25% en les mostres d’alta
intensitat. Els serums finalment inclosos en I'estudi de la capacitat diagnostica del test (Taula 12)
son aquells on tant el resultat obtingut pel péptid citrul-linat com pel peptid control van presentar

com a minim 2 spots amb un CV inferiors als limits establerts (Figura 29).

So6n reproduibles els resultats obtinguts
en els triplicats del péptid analitzat en el
serum d'analisi?

A 4 A

So6n reproduibles els resultats obtinguts Si s'exclou un dels spots del
. en els triplicats del péptid citrul-linat o triplicat, sén reproduibles els
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Figura 29: Diagrama de flux explicatiu del procés de validacié dels resultats obtinguts per cadascun dels
péptids testats en pacients d’AR, BS i PsA. Es consideraran reproduibles les mostres amb un CV <25% en
parelles de peptid/serum amb alta intensitat (RUs) i amb un CV<30% en parelles de péptid/serum amb
baixa intensitat (RUs). Imatge d’autoria propia creada amb BioRender.com
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Artritis reumatoide (n=70)

.. Serums L. Serums Parelles de peptid Serums
Peptid Peptid . . .
citrul-linat descartats Control descartats citrul-linat/control inclosos en
(CV>25%) (CV>30%) descartades I’assaig
CFFCP1 20 (28.57%) CFFCP-R 21 (30.00%) 36 (51.43%) 34
CFFCP2 21 (30.00%) CFFCP-R 21 (30.00%) 36 (51.43%) 34
CFFCP3 10 (14.29%) CFFCP-R 21 (30.00%) 26 (37.14%) 44
CFECP 16 (22.86%) CFECP-R 21 (30.00%) 32 (45.71%) 38
CFvVCP 0 (0.00%) CFVCP-R 13 (18.57%) 13 (18.57%) 57
CVECP 15 (21.43%) CVECP-R 13 (18.57%) 24 (34.29%) 46
CEFCP 6 (8.57%) CEFCP-R 21 (30.00%) 25 (35.71%) 45
CVFCP 8(11.43%) CVFCP-R 13 (18.57%) 18 (25.71%) 52
Mostres de banc de sang (n=70)
paptid Serums Peptid Serums P.areII(-::s de peptid ) Serums
citrul-linat descartats Control descartats citrul-linat/control inclosos en
(CV>30%) (CV>30%) descartades I’assaig
CFFCP1 7 (10.00%) CFFCP-R 14 (20.00%) 20 (28.57%) 50
CFFCP2 20 (28.57%) CFFCP-R 14 (20.00%) 30 (42.86%) 40
CFFCP3 14 (20.00%) CFFCP-R 14 (20.00%) 24 (34.29%) 46
CFECP 10 (14.29%) CFECP-R 11 (15.71%) 18 (25.71%) 52
CFVCP 3 (4.29%) CFVCP-R 7 (10.00%) 10 (14.29%) 60
CVECP 13 (18.57%) CVECP-R 7 (10.00%) 17 (24.29%) 53
CEFCP 3 (4.29%) CEFCP-R 11 (15.71%) 13 (18.57%) 57
CVFCP 8 (11.43%) CVFCP-R 7 (10.00%) 14 (20.00%) 56
Artritis psoriasica (n=70)
paptid Serums Peptid Serums P.areII(-::s de peptid ) Serums
citrul-linat descartats Control descartats citrul-linat/control inclosos en
(CV>30%) (CV>30%) descartades I’assaig
CFFCP1 9 (12.86%) CFFCP-R 3 (4.29%) 12 (17.14%) 58
CFFCP2 29 (41.43%) CFFCP-R 3 (4.29%) 32 (45.71%) 38
CFFCP3 11 (15.71%) CFFCP-R 3 (4.29%) 14 (20.00%) 56
CFECP 8 (11.43%) CFECP-R 14 (20.00%) 18 (25.71%) 52
CFvVCP 1 (1.43%) CFVCP-R 6 (8.57%) 7 (10.00%) 63
CVECP 10 (14.29%) CVECP-R 6 (8.57%) 15 (21.43%) 55
CEFCP 3 (4.29%) CEFCP-R 14 (20.00%) 17 (24.29%) 53
CVFCP 7 (10.00%) CVFCP-R 6 (8.57%) 13 (18.57%) 57

Taula 12: Nimero de sérums descartats i inclosos en les diferents cohorts d’estudi incloses en I'assaig
(AR, BS i PsA) com a conseqliencia de I'alta variabilitat observada entre els spots per triplicat de cadascun
dels péptids analitzats. Els resultats de la primera columna fan referéncia a la resposta als péptids
citrul-linats mentre que els de la segona fan referéncia a la resposta als peptids control. La tercera columna
fa referéncia al nombre de serums exclosos degut a que la resposta observada en el péptid citrul-linat i/o
control ha excedit el limit de CV. L’Ultima columna fa referencia al nimero de serums amb CV inferiors al
limit tant per el péptid citrul-linat com per el control respectiu i que han estat finalment inclosos en I'assaig.
EI CV limit emprat en les parelles de serum/peptid amb nivells d’alta intensitat és el 25% mentre que en les
parelles de serum/péptid amb nivells de baixa intensitat de fluorescencia ha estat el 30%.
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1.4.3 Resultats de cada peptid inclos dins el microarray peptidic

Per determinar la capacitat diagnostica individual de cadascun dels péptids en I'assaig es va
treballar amb els serums inclosos després de la primera analisi, de tal manera que el nombre de
serums d’assaig de cadascun d’ells era lleugerament diferent. Es va fer una analisi mitjancant
corbes ROC de la capacitat discriminativa individual de cadascun dels peptids quimeérics inclosos
en l'assaig. Per poder fer aquests calculs es van tenir en compte i comparar els resultats dels

valors obtinguts en la cohort d’AR i la cohort de BS com a control (Figura 30).
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Figura 30: Analisis per corbes ROC dels resultats dels microarrays obtinguts en els péptids citrul-linats
quimerics inclosos en I’assaig en les cohorts d’AR i BS.
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Per determinar la sensibilitat (Taula 13) i especificitat de cadascun dels péeptids en la deteccié
d’AR es va treballar amb els valors de reactivitat obtinguts després de restar-ne la reactivitat del
peptid control. Tenir en compte el valor obtingut en el péptid control a I’hora de determinar la
reactivitat final de I'antigen citrul-linat ens permet concloure que la reactivitat final observada és
exclusivament donada per 'efecte de la presencia de la citrul-lina i que per tant la PTM és la regié

de I'epitop coneguda.

Per altra part, es va voler observar |'efecte de la subtraccié del valor del control en els resultats
obtinguts de sensibilitat i especificitat de cada antigen. Es va observar que en termes generals,
per la majoria de peptids, tenir en compte el control feia augmentar la sensibilitat i per tant
donava millors resultats. Només en el peptid CFVCP restar la reactivitat del peptid control va
resultar en una lleugera disminucio de la sensibilitat. En els peptids CFECP i CEFCP, no hi havia
diferencies en la positivitat observada tenint en compte o no el péeptid control. Els resultats finals
de sensibilitat s’"han obtingut amb la reactivitat resultant de fer la resta entre la versio citrul-linada
i la control. Per poder comparar les sensibilitats obtingudes s’ha treballat sempre establint aquest

valor en referencia a una especificitat del 98%.

Peptid Area sota la corba (95% IC) Sensibilitat
CFFCP-1 0,77 (0,64;0,89) 58,8
CFFCP-2 0,84 (0,74;0,95) 67,7
CFFCP-3 0,94 (0,89;0,99) 79,6

CFECP 0,89 (0,80;0,97) 78,9

CFVCP 0,71 (0,61;0,81) 36,8

CVECP 0,90 (0,83;0,98) 84,8

CEFCP 0,92 (0,85;0,99) 84,4

CVFCP 0,95 (0,91;0,95) 80,8

Taula 13: Sensibilitats de cadascun dels diferents péptids inclosos en I’assaig multiplex després de restar
el seu control respectiu, amb una especificitat del 98%. Resultats obtinguts de la comparacié del grup de
pacients d’AR vs el grup de BS com a grup control.
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La positivitat observada en els diferents grups inclosos en I'assaig es mostra en la Taula 14. Els
resultats indiquen que els donants de banc de sang i els pacients d’artritis psoriasica es
comporten de manera similar i mostren una reactivitat molt baixa en comparacio als pacients

d’AR.

Artritis reumatoide Bancs de sang Artritis psoriasica

Serums Serums Serums Serums Serums Serums
analitzats | positius (%) | analitzats | positius (%) | analitzats | positius (%)

CFFCP1 34 20 (58.8) 50 1(2.0) 58 0(0.0)
CFFCP2 34 23 (67.7) 40 0(0.0) 38 1(2.6)
CFFCP3 44 35(79.6) 46 0(0.0) 56 0(0.0)
CFECP 38 30(78.9) 52 1(1.9) 52 5(9.6)
CFVCP 57 21(36.8) 60 1(1.7) 63 0(0.0)
CVECP 46 39 (84.8) 53 1(1.9) 55 3(5.5)
CEFCP 45 38 (84.4) 57 1(1.8) 53 0(0.0)
CVFCP 52 42 (80.8) 56 1(1.8) 57 0(0.0)

Taula 14: Positivitat observada per cadascun dels péptids analitzats en els diferents grups inclosos en
I"assaig. El nombre de serums analitzats s’expressa en nombre absolut mentre que en nombre de sérums
positius s’expressa en nombre absolut i percentatge, que es correspon a la proporcié de sérums positius
respecte el total de serums inclosos a la mostra. En el cas dels AR, es correspon al valor de la sensibilitat.

Dins els pacients d’AR es mostren diferencies entre els epitops analitzats. El peptid que mostra
una menor sensibilitat en aquest assaig és el péptid quimeric de fibrina/vimentina (CFVCP),

mentre que les altres combinacions de dominis proteics mostren nivells de sensibilitat més alts.
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1.5 Comparacio dels dos métodes d'immunoassaig

Per dur a terme la comparacio entre els resultats obtinguts amb el suport de microarray i els

obtinguts emprant el metode d’ELISA es va treballar amb valors sense corregir d’aquells

serums/péeptids dels quals es tenia la informacid pels dos assaigs. Els resultats de les

comparacions es mostren a la Figura 31. La comparacid es va fer mitjancant el calcul del coeficient

de correlacié de Spearman, que en tots els casos va donar valors satisfactoris (entre 0.7 i 0.83,

sent I'1 el maxim valor de correlacio que es pot obtenir). Es va poder confirmar la correlacio dels

resultats obtinguts entre els péptids analitzats pels dos métodes de forma significativa (p<0.001).
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Figura 31: Relacié dels valors de unitats de fluorescéncia (RUs) obtinguts en els microarrays i les
corresponents unitats de densitat optica (OD) obtinguts en els assaigs d’ELISA. Es comparen els resultats
obtinguts en mostres de pacients d’AR. S’inclouen els resultats grafics i el detall del nombre de sérums

inclosos en cada analisi (n), aixi com els valors obtinguts dels coeficients de Spearman (ps) amb el seu

interval de confianca al 95% (95%Cl).
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1.6 Comparacié amb el test comercial CCP3

1.6.1 Correlacio entre els nivells d’anticossos detectats amb CCP3 i la positivitat simultania

de péptids en el microarray

Finalment, per poder determinar la validesa del microarray desenvolupat, es va dur a terme la
comparacié dels resultats obtinguts, amb el nostre model, respecte els resultats obtinguts amb
I'actual gold standard de deteccié d’ACPAs en AR, el test CCP3. Es va fer una analisi de regressio
lineal comparant els nivells d’anticossos detectats per CCP3 i el nombre de peptids pels quals
s’havia detectat una resposta positiva en el nostre multiplex. El resultat obtingut confirma que
correlacionen bé (r’=0,7567) i que la relacid és positiva, és a dir, que es pot concloure que un
augment dels nivells d’anticossos detectats amb CCP3 correlaciona de forma directa amb un
major nombre de péptids detectats de forma simultania amb el nostre sistema multiplex. El

model és estadisticament significatiu (p = 0,0023) (Figura 32).
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Figura 32: Model de regressié linear entre els dos assaigs estudiats. S'observa que hi ha una associacio
positiva entre els valors mitjans d’anticossos detectats amb el test comercial CCP3 i el nombre de peéptids
gue es detecten de forma simultania amb el multiplex dissenyat.
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1.6.2 Comparacio individual de cadascun dels péptids respecte el test comercial CCP3

En primer lloc es va comparar el rendiment diagnostic de cadascun dels péptids inclosos de forma
individual en comparacid amb el test CCP3. Per cada peéptid, els serums inclosos en |'assaig per
determinar el rendiment sén diferents com a consequtencia del procediment ja explicat de
validacié dels resultats. Un cop determinats quins serums es van considerar per |'assaig en
cadascun dels péptids, es va determinar el percentatge que havien estat classificats com a

seropositius mitjancant el test CCP3 i es va dur a terme la comparacio que es mostra a continuacié

(Taula 15).
N2 mostres acceptades N2 mostres positives de N2 mostres
Péptid p-valor
segons el seu CV cada peéptid positives per CCP3
CFFCP1 34 20 (58.8) 30(88.2) 0.006
CFFCP2 34 23 (67.7) 31(91.2) 0.016
CFFCP3 44 35(79.6) 38 (86.4) 0.395
CFECP 38 30(78.9) 33 (86.8) 0.361
CFVCP 57 21 (36.8) 49 (86.0) 0.000
CVECP 46 39 (84.8) 39 (84.8) 1.000
CEFCP 45 38 (84.4) 40 (88.9) 0.535
CVFCP 52 42 (80.8) 44 (84.6) 0.604

Taula 15: Resultats de la comparacié estadistica de la sensibilitat individual de cada péptid testat i els
resultats obtinguts en el mateix grup de serums analitzats pel test comercial CCP3. En verd es mostren
els p-valors que no mostren diferéncies significatives entre la positivitat dels dos assaigs comparats i en
vermell es mostren els tres casos en els que s’observen diferéncies entre els dos assaigs.

Tal i com es mostra en la taula anterior, hi ha tres peptids que es comporten de forma
significativament discordant respecte el test CCP3 en termes de mostres positives detectades
emprant el mateix grup de pacients. La resta de péptids no mostren resultats que es puguin
considerar significativament diferents, presentant en tots els casos nivells de positivitat alts i molt
propers als obtinguts amb el gold-standard CCP3. Aquests resultats es van tenir en compte per
dur a terme les diferents comparatives globals de I'assaig multiplex vs el test CCP3. Els resultats

es mostren a continuacio.
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1.6.3 Determinacio del punt de tall de positivitat en I’assaig multiplex

Per establir els criteris 0Optims de determinacio del punt de tall de I'assaig multiplex, es va dur a
terme un estudi de la concordanca entre els resultats de positivitat del microarray, tenint en
compte diferents condicions per establir la positivitat, i els obtinguts en el test CCP3. En aquesta
comparativa es van incloure els resultats de 66 pacients dels quals es tenia informacio de la
resposta a un peptid o més, mentre que els 4 restants van ser exclosos. Emprant els resultats de
positivitat ACPA detectada amb CCP3 com a referéncia, es va calcular la sensibilitat i especificitat
que tindria el nostre multiplex amb dos punts de tall diferents (2 o 3 peptids positius simultanis).
Dins de cadascun dels punts de tall estudiats, es va també analitzar si I'exclusio dels peptids amb
pitjor sensibilitat (CFFCP-1, CFFCP-2 i/o CFVCP) tenia algun efecte en la capacitat diagnostica del

test global.

1.6.3.1 Punt de tall 1: >3 peéptids (+)

Es va establir com a punt de tall de positivitat la preséncia minima de 3 péptids positius de forma
individual per considerar el multiplex com a positiu de forma global. Es va comparar el balang
diagnostic obtingut en funcié del nombre de péptids inclosos/descartats en I'assaig. Es van tenir

en compte els diferents escenaris:

a) Inclusio de tots els peptids — 8 péptids en I'assaig:

En la primera analisi es van tenir en compte els 8 peptids inclosos en I'assaig i es va establir que
per considerar el microarray com a positiu a nivell global, s’"havien de detectar 3 o més péptids
positius de forma simultania. Amb aquests parametres, la sensibilitat global del test era del 76,4%
amb una especificitat del 90,9%. Es van detectar 42 casos positius del total de 55 que s’havien
considerat positius per CCP3 i 10 negatius del total d'11 que s’havien considerat negatius per

CCP3 (Taula 16, apartat A).

b) Exclusié dels peptids CFFCP-1, CFFCP-2 i CFVCP — 5 peptids d’assaig

En segon lloc ens es va repetir I'assaig perd en aquest cas només es van incloure els resultats
obtinguts amb 5 peptids. Es van excloure els péptids que havien mostrat una diferencia
estadisticament significativa en I'analisi individual de la comparacio de positivitat detectada amb

cadascun dels peptids vs el test CCP3 (Taula 15), els peptids CFFCP-1, CFFCP-2 i CFVCP.
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Per treballar amb aquestes condicions, es va haver d’excloure un nou serum d’AR del qual no es
disposava de la informacid necessaria pels péptids restants que s’estaven analitzant, i el nombre
global de mostres incloses va ser de 65. Els resultats obtinguts en aquestes condicions eren de
64,8% de sensibilitat i 90,9% d’especificitat. En aquestes condicions, es detectaven 35 casos del
total de 54 casos detectats amb CCP3, mentre que la deteccid de casos negatius es va mantenir
igual que en les condicions d’analisis anteriors — 10 negatius del total d’11 considerats per CCP3.
La sensibilitat doncs, va baixar respecte a I'anterior analisi en que es tenien en compte els 8

peptids de forma simultania (Taula 16, apartat B).

c) Exclusié dels peptids CFFCP-1, CFFCP-2 — 6 péptids d’assaig

Finalment, es va realitzar una ultima analisi, en el qual es van tenir en compte 6 péptids i es va
dur a terme I'analisi amb un total de 65 pacients. Es van mantenir els péptids de 'analisi anterior
i es va recuperar el peptid CFVCP, que havia estat préviament exclos. En aquest cas, la sensibilitat
de I'assaig era del 72,2% i I'especificitat es va mantenir en el 90,9%. Es van detectar com a positius
39 casos del total de 54 casos positius detectats per CCP3 mentre que es van considerar negatius
amb el multiplex 10 serums del total d’11 sérums considerats negatius amb CCP3 (Taula 16,

apartat C).

1.6.3.2 Punt de tall 2: >2 peéptids (+)

Aguestes mateixes analisis es van realitzar considerant positiu el microarray quan només dos o
més dels peptids son positius de forma simultania, i els resultats obtinguts per les diferents
condicions (5, 6 o 8 péptids inclosos) sén similars o moderadament superiors en termes de
sensibilitat (8 peptids inclosos: 85,5 vs 76,4; 6 péptids inclosos: 81,5 vs 72,2; 5 péeptids inclosos
(79,6 vs 64,8). L’especificitat, en canvi, es va veure notablement afectada ja que es van passar a
considerar positius en el multiplex serums que sén negatius pel CCP3. Els canvis sén notables (8
peptids inclosos: 63,6 vs 90,9; 6 péptids inclosos: 72,7 vs 90,9; 5 peptids inclosos: 72,7 vs 90,9).
D’aquesta manera, els resultats perden especificitat respecte els resultats obtinguts amb el test

CCP3 (Taula 16, apartats D-F).
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Microarray positiu si hi ha 23 (+) Microarray positiu si hi ha 22 (+)

0 A) Multiplex amb >3 (+) D) Multiplex amb >2 (+)
| - + Total - + Total
286 of - 10 1 1 of - 7 4 11
33 S|+ 13 42 55 S|+ 8 47 55
o o Total 23 43 66 Total 15 51 66
9 Sensibilitat 76,4 Sensibilitat 85,5
Especificitat 90,9 Especificitat 63,6
n B) Muiltiplex amb >3 (+) E) Muiltiplex amb >2 (+)
| - + Total - + Total
& o - 10 1 11 o - 8 3 11
<3 ol + 19 35 54 g+ 1 43 54
s 2 Total 29 36 65 Total 19 46 65
S Sensibilitat 64,8 Sensibilitat 79,6
Especificitat 90,9 Especificitat 72,7
© 0 Multiplex amb 23 (+) ) Multiplex amb 22 (+)
8 u - + Total - + Total
€ ® o - 10 1 11 o - 8 3 1
e 3 o + 15 39 54 gl + 10 4 54
S 2 Total 25 40 65 Total 18 47 65
8 Sensibilitat 72,2 Sensibilitat 81,5
Especificitat 90,9 Especificitat 72,7

Taula 16: Analisis de I'especificitat del test multiplex desenvolupat en comparacié als resultats
obtinguts amb el test ELISA comercial CCP3 en funcié dels péptids inclosos en I'assaig i del criteri de
positivitat establert pel multiplex. El punt de tall per la positivitat de I'assaig CCP3 és de 20UA/mL; els
serums amb valors iguals o superior sén considerats seropositius. A) Resultats del multiplex que inclou 8
péeptids de I'assaig, establint que el multiplex és positiu quan hi ha >3 positius simultanis. B) Resultats del
multiplex que inclou 5 péptids de I'assaig, establint que el multiplex és positiu quan hi ha >3 positius
simultanis. Els peptids exclosos de I'assaig sén CFFCP-1, CFFCP-2 i CFVCP. C) Resultats del multiplex que
inclou 6 péptids de I'assaig, establint que el multiplex és positiu quan hi ha >3 positius simultanis. Els peptids
exclosos sén CFFCP-1 i CFFCP-2. D) Resultats del multiplex que inclou 8 péptids de I'assaig, establint que el
multiplex és positiu quan hi ha >2 positius simultanis. E) Resultats del multiplex que inclou 5 péptids de
I'assaig, establint que el multiplex és positiu quan hi ha >2 positius simultanis. Els péptids exclosos de
I'assaig son CFFCP-1, CFFCP-2 i CFVCP. F) Resultats del multiplex que inclou 6 péptids de I'assaig, establint
que el multiplex és positiu quan hi ha >2 positius simultanis. Els péptids exclosos sén CFFCP-1 i CFFCP-2.
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1.6.4 Determinacio de la sensibilitat i especificitat global del microarray

Els resultats mostrats en 'apartat anterior ens van servir per determinar el punt de tall de
positivitat com a >3 péptids positius simultanis. Amb aquest punt de tall es va determinar el
resultat global de sensibilitat i especificitat del disseny multiplex en la mostra analitzada
comparant els resultats obtinguts del grup d’AR vs el grup de BS i PsA. Un cop establert aquest
parametre la conclusid va ser clara. Només en el grup de pacients d’AR es va mostrar una
positivitat simultania de 3 péptids o més. Es va detectar en 40 pacients, de tal manera que es va
observar una sensibilitat del 61,4%. Tant en el grup de BS com el de PsA, no hi ha cap serum amb
reactivitat envers 3 o més especificitats fines. Per tant, establint aquest punt de tall de positivitat,

s’obté una especificitat del 100%.

En el grup de BS només hi ha 5 pacients que presenten positivitat en una de les especificitats fines
analitzades i un Unic cas on un serum es pot considerar positiu per dos peptids de forma
simultania. En el grup d’artritis psoriasica els resultats son molt similars i només hi ha 3 casos on
es detecta positivitat per dos dels antigens i 3 casos més on només es detecta positivitat respecte
un peptid. En la resta de serums no es detecta positivitat en cap antigen testat. En el grup d’AR
hi ha 4 serums que han estat descartats per tots els peptids d’analisi i dels quals no es disposa

d’informacié. En el grup de PsA i BS aix0 no s’ha donat en cap cas (Taula 17).

Els patrons de reactivitat (Figura 33) confirmen la presencia d’ACPAs que es detecten amb
diferents especificitats fines de forma simultania en els pacients d’AR i que no sén detectades en
els grups emprats com a control. D’aquesta manera, amb aquest assaig es pot identificar una
resposta especifica dels ACPAs en el grup d’AR i determinar que aquesta resposta ACPA es déna

envers la presencia de multiples epitops.
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N° peptids positius al multiplex

Artritis reumatoide

Banc de sang

Artritis psoriasica

0 9(12.9) 65 (92.9) 64 (91.4)
1(+)o2(+) 14 (20) 5(7.1) 6 (8.6)
>3 (+) 43 (61.4) 0(0) 0(0)
Numero de sérums exclosos de I’assaig 4(5.7) 0(0) 0(0)
Total (%) 70 (100) 70 (100) 70 (100)

Taula 17: Relacié de positivitats simultanies detectades envers les diferents especificitats fines incloses
en el microarray en les diferents cohorts d’estudi. Entre parentesis es mostra el percentatge respecte el

total de la mostra.

100 100 92.9
75 75
0 0
" h
2 25
5 129 gg 114 100 "3 114 L 120 o 57 44
0 T T T T T T T T T T 0 ! 1 ! T T T T \' T
W @ W @ @ P P N P o ¥ NP P P NP N D P
T FFIFIFEE . I FEIFFTIEITIFTE &8
RS QLSRR PR » KRR KR KKK F R
KRS TS =t G L
(‘\\O’Q NS AR AR A AU QQ’Q \é\o A(\\o Nk e e G e A QQ,Q \\('\\
* NN x
» Py ® ° &
& &
PsA
100 914
75
0,
/0 50
25
43 43
o T T T T T T T T \] T
. 9D B B B P 2 N &
FFFFFF L o
& K X KN &
QOQ\ X . R 3 Q . Q QQ \\2' OQQ
&Nl e v o oA & S
\\\ %)( Q\
v <°
$\

Figura 33: Patrons de reactivitat envers els 8 péeptids quimeérics citrul-linats inclosos en I’assaig del
muiltiplex en les tres cohorts d’estudi (AR, BS i PsA).
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2. Peptids quimerics ciclics amb multiples modificacions post-traduccionals
com antigens per la detecci6 d’AMPAs en pacients d’artritis reumatoide
greu

2.1 Optimitzacié de la metodologia de I'ELISA

2.1.1 Comparacio dels metodes d’unio del péeptid a la placa d’ELISA

El primer pas de I'analisi inclos en aquest apartat va consistir en la comparacié de diferents
metodes d’unid d’un péptid quimeric citrul-linat i ciclic de fibrina i filagrina (CFFCP-1) al suport de
poliestire de les plaques d’ELISA. Els dos métodes d’unid comparats van ser per una banda I'Us
de plagues Nunc Amino Immobilizer que presenten grups electrofils a la superficie adients per
formar enllacos covalents amb el grup amino terminal del péptid i d’altra banda I’Gs de plaques
MaxiSorp derivatitzades amb la proteina analoga de I'estreptavidina anomenada NeutrAvidin®,

per formar una interaccio biologica d’alta afinitat.

En el primer cas, el péptid no va requerir cap modificacio per ser presentat a la placa ja que la
unioé es déna mitjancant el grup a-amino de la seqiéncia peptidica. En canvi, per poder dur a
terme la unié del péptid a la NeutrAvidin® , es requereix que el peptid estigui biotinilat. La
biotinilacié es va dur a terme mitjancant I'addicidé d’un grup N-Biotinyl-NH-(PEG),-COOH a
I'extrem N-terminal del péptid. Es va emprar aquest tipus de biotina ja presenta un espaiador de
dos grups de polietilenglicol, el que facilita que es pugui donar una exposicié adequada de la
seqiéncia peptidica i per tant dels epitops que es pretenen presentar per la deteccid
d’anticossos. Amb aquesta metodologia, a més, es requereix una quantitat menor tant de péptid,
comde serum i d’anticossos secundaris per poder realitzar els assaigs amb unes condicions bones

d’assaig/soroll de fons baix i un ratio alt de senyal/soroll.

2.1.1.1 Sintesi i caracteritzacio dels antigens peptidics

Tant la sintesi del peptid CFFCP-1 com la del CFFCP-1 biotinilat s’havien donat de forma preévia al
laboratori. El péptid Biotina-CFFCP-1 havia estat també préviament purificat i caracteritzat, i es
va incloure directament a |'assaig sense requerir cap pas addicional. En el cas del peptid CFFCP-
1, es disposava de la peptidil-resina. En aquest cas, per obtenir el peptid en la seva forma ciclada
i purificada, es va realitzar 'escissié del CFFCP-1 de la resina i posteriorment es va ciclar i purificar.
L"analisi per HPLC a escala analitica (Figura 34) mostra un alt grau de puresa (>95%). El rendiment

d’escissio del peptid CFFCP-1 de la resina va ser del 62,3%, mentre que el rendiment de la ciclacid
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i posterior purificacié va ser del 15%. El rendiment global de sintesi va ser del 9,4%. L’analisi per

espectrometria de masses va confirmar la seva correcta identitat (Taula 18).
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Figura 34: Seqiiéncia aminoacidica i espectre d’HPLC analitic de cadascun dels péptids confirmant un
>95% de puresa. (A) Seqliencia aminocidica del peptid CFFCP-1 i cromatograma d’HPLC a escala analitica
obtingut amb el gradient linear 1-25% de solvent B (ACN + 0,05% TFA) en solvent A (H,O + 0,05% de TFA)
durant 20 minuts a un flux d’ImL/min, després d’un isocratic de 5 minuts al 1% de solvent B. (B) Seqleéncia
aminoacidica del peptid CFFCP-1 biotinilat i cromatograma d’HPLC a escala analitica obtingut amb el
gradient linear 5-95% de solvent B (ACN + 0,05% TFA) en solvent A (H,0 + 0,05% de TFA) durant 20 minuts
a un flux d’ImL/min, després d’un isocratic de 5 minuts al 5 de solvent B.
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CFFCP-1 Biotina-CFFCP-1

m/z tedriques m/z experimental | m/z tedriques m/z experimental
[M+3H]*3 1333,47 1333,32 -
[M+4H]** 1000,35 999,99 1136,01 1136,06
[M+5H]*5 800,48 800,39 909,01 909,25
[M+6H]*6 667,24 666,99 757,67 757,37
[M+7H]*7 572,06 571,85 649,58 649,45
[M+8H]*8 500,68 500,37 568,51 568,15

Taula 18: Relacions m/z teoriques i experimentals dels dos péptids emprats en 'assaig de comparacio
dels metodes d’unié a la placa d’ELISA.

2.1.1.2 Assaig comparatiu dels dos métodes d’ELISA

Per determinar quin dels dos millors métodes d’unié a la placa donaven millor resultats en termes
de reproduibilitat, es van calcular els coeficients de variacié intra-placa i inter-placa. A nivell
experimental 'assaig va consistir en I'analisi de 40 serums d’AR per duplicat en la mateixa placa
dies diferents. Aquestes analisis ens van permetre determinar els coeficients de variabilitat intra-

assaig i inter-assaig.

La mitjana + 'error estandard de la mitjana calculat pel péptid biotinilat en la comparacié intra-
assaig era de 3,7+0,4 i la inter-assaig era de 12,7+2,1. Els resultats obtinguts amb el peptid no
biotinilat van mostrar coeficients de variacié més alts tant intra-assaig (9,9+1,0) com inter-assaig
(32,5+3,8). La comparacié dels valors dels coeficients de variacio dels dos grups va confirmar la
presencia de diferéncies estadisticament significatives (p<0.0001) tant intra-assaig com inter-
assaig (Figura 35). D’acord amb criteris préviament establerts®>>3>* que parlen d’'un maxim de CV
intra-assaig i inter-assaig d’entre el 15 i el 20%, i en vista dels resultats obtinguts en la
comparativa, es va decidir treballar amb el protocol d’unid biotina-NeutrAvidin®. En
consequeéencia tots els peptids que es van sintetitzar i emprar en I'analisi en passos posteriors, van

ser biotinilats.

A) Variabilitat intra-assaig B)  Variabilitat inter-assaig
15 50
p <0.0001 <0.0001
40 "%
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> > 30
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CFFCP-1 Biotinilat CFFCP-1 CFFCP-1 Biotinilat CFFCP-1

Figura 35: Comparacié de la variabilitat intra-assaig (A) i inter-assaig (B) obtinguda amb els assaigs fets

amb les dues condicions d’unié del peptid a la placa.
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2.2 Sintesi de péptids quimerics homocitrul-linats i citrul-linats
2.2.1 Sintesii caracteritzacié dels antigens peptidics

En base a l'estructura quimerica del peptid CFFCP-1, que havia estat ampliament estudiat i
caracteritzat en assaigs previs del nostre grup, es va decidir dissenyar i sintetitzar tres noves
estructures que combinen la presencia d’homocitrul-lina i citrul-lina en la seva estructura de
forma simultania. Les homocitrul-lines es van introduir en el fragment corresponent a la a-fibrina
(617-631), més concretament a les posicions 620 i/o 625 on a la seqiéncia nativa hi hauria una
lisina (Taula 19). En els tres casos es va incorporar durant el procés de sintesi el grup N-Biotinil-
NH-(PEG),-COOH a I’extrem N-terminal dels peptids. Una vegada acabada la sintesi i dut a terme
el desancoratge de la resina, es va induir la formacio d’un pont disulfur mitjancant I'eliminacié
dels grups protectors Acm i I'oxidacio dels residus de cisteina presents a la seqléencia del domini
de lafilagrina. De forma paral-lela també es va obtenir I’estructura control corresponent a aquests
peptids, anomenada CFFCP-R i que presenta arginines en les posicions on els tres antigens

presenten PTMs.

De forma analoga a com s’havia fet amb el peptid CFFCP-1, es van purificar les diferents molécules
peptidiques i en tots els casos es van obtenir amb un grau de puresa >95% (Figura 36). Els
rendiments de l'escissié de cadascun dels péptids de la matriu polimeérica insoluble, del
procediment de ciclacid i purificacié i el rendiment global de |a sintesi estan indicats a la Taula 19.

Es va confirmar la correcta identificacié de la molecula per espectrometria de masses (Taula 20).

Peptid Estructura Resc Reic+pur Rsin
Biotina-CFFCHP-1 Biotinyl-PEG,- HSTKRGHA SRPVCitG-HQCHQESTCitGRSRGRCGRSGS 57,1 20,0 11,4
Biotina-CFFCHP-2  Biotinyl-PEG,- HSThCitSRGHAKSRPVCitG-HQCHQESTCitGRSRGRCGRSGS 50,1 23,7 11,8
Biotina-CFFCHP-3  Biotinyl-PEG,- HSThCitSRGHANCitSRPVCitGHQCHQESTCitGRSRGRCGRSGS 55,7 24,6 13,7

Biotina-CFFCP-R Biotinyl-PEG,- HSTKRGHAKSRPVRG-HQCHQESTRGRSRGRCGRSGS 43,4 16,0 7,0

Taula 19: Seqiiéncies aminoacidiques, rendiment d’escissid (Resc), rendiment de ciclacié + purificacié
(Rcic+pur) i rendiment de sintesi (Rsin) dels tres peptids citrul-linats/homocitrul-linats. Els valors que fan
referencia al resultat de cadascun dels tres rendiments (escissio, ciclacié + purificacié i sintesi) s’expressen
en %.
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A) Biotina-CFFCHP-1 B) Biotina-CFFCHP-2
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C) Biotina-CFFCHP-3 D) Biotina-CFFCP-R
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Figura 36: Espectre d’HPLC analitic de cadascun dels péptids confirmant un >95% de puresa. Espectres
obtinguts amb el gradient linear 5-95% de solvent B (ACN + 0,05% TFA) en solvent A (H,0 + 0,05% de TFA)
durant 20 minuts a un flux d’ImL/min, després d’un isocratic de 5 minuts al 5 de solvent B. (A)
Cromatograma d’HPLC a escala analitica del péptid Biotina-CFFCHP-1. (B) Cromatograma d’HPLC a escala
analitica del peptid Biotina-CFFCHP-2. (C) Cromatograma d’HPLC a escala analitica del péptid Biotina-
CFFCHP-3. (D) Cromatograma d’HPLC a escala analitica del peptid Biotina-CFFCP-R.

Biotina-CFFCHP-1  Biotina-CFFCHP-2  Biotina-CFFCHP-3 Biotina-CFFCP-R

m/z m/z m/z m/z m/z m/z m/z m/z
teoriques experimental teoriques experimental teoriques experimental teoriques experimental
[M+4H]+4 1146,52 1146,79 1146,52 1146,57 1157,27 1157,59 1135,52 1135,32
[M+5H]+5 917,42 917,50 917,42 917,25 926,02 926,14 908,61 908,46
[M+5|'|]+‘s 764,68 764,86 764,68 764,53 771,85 772,02 757,35 757,04
[M+7H]+7 655,58 655,74 655,58 655,46 661,73 661,88 649,30 649,17
[M+8|'|]+8 573,76 573,90 573,76 573,53 579,14 579,3 568,26 568,03

Taula 20: Relacié de m/z teoriques i experimentals dels diferents péptids quimérics inclosos a I’assaig.
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2.2.2 Assaig de detecciéo d’AMPA emprant els tres antigens peptidics

Els  peptids quimeérics ciclics  citrul-linats  (Biotina-CFFCP-1) i els  péptids
homocitrul-linats/citrul-linats (Biotina-CFFCHP-1, Biotina-CFFCHP-2, Biotina-CFFCHP-3), aixi com
el seu respectiu peptid control (Biotina-CFFCP-R) van ser inclosos en assaigs de tipus ELISA amb
una unié del peptid biotinilat a la NeutrAvidin® de la placa derivatitzada. Es van testar 178 serums
de pacients de RA establerta i 120 mostres de donants del banc de sang, que van ser emprades
com a mostres control. En aquest cas, les analisis es van dur a terme amb 3 isotips diferents: IgG,
IgA i IgM. Amb la representacié de les corbes ROC (Figura 37) a partir de la resposta dels dos
grups d’analisi es va poder determinar el punt de tall de cada antigen peptidic/isotip i determinar
la sensibilitat a una especificitat fixada al 95%. Donat que per dur a terme aquestes analisis,
només es va treballar amb la versio biotinilada de cadascuns dels peptids, per simplicitat a I'hora
de descriure la resposta anti-AMPA detectada amb cadascun d’ells, aquesta és identificada
simplement amb el nom de I'antigen corresponent, sense fer mencio especifica a la preséncia de

biotina. Els resultats obtinguts es mostren a la Taula 21.
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Figura 37: Representacio de les corbes ROC obtingudes amb els tres isotips d’estudi amb els antigens
peptidics que combinen citrul-lina i homocitrul-lina. La distribucié de les corbes ROC representades es
distribueix de la seglient manera: primera fila es correspon a I'isotip IgG, la segona fila es correspon a l'isotip
IgA i la tercera fila es correspon a I'isotip IgM. La distribucié mostra els resultats obtinguts del peptid
Biotina-CFFCHP-1 a la primera columna, els del peptid Biotina-CFFCHP-2 a la segona columnai els del peptid
Biotina-CFFCHP-3 a la tercera columna.
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Punt de tall (UA/mL)

1gG IgA IgM
Anti-CFFCP-1 >11,5 28,5 >55,0
Anti-CFFCHP-1 >18,0 220,5 >52,5
Anti-CFFCHP-2 215,0 21,5 260,0
Anti-CFFCHP-3 217,5 226,5 >84,5

Taula 21: Valors del punt de tall determinat per cada antigen amb una especificitat del 95%. Els valors
s’han calculat fent la comparacio dels resultats obtinguts en la poblacié d’AR (n=178) vs la poblacié control
provinent de mostres del banc de sang (n=120).

La distribucio de la resposta anti-AMPA (anti-CFFCHP-1, anti-CFFCHP-2 i anti-CFFCHP-3) i anti-
ACPA (anti-CFFCP-1) s’ha analitzat pels 3 isotips d’estudi. Els resultats van confirmar que l'isotip
més rellevant en la resposta tant anti-ACPA com anti-AMPA d’aquests pacients era I'lgG. Per
aquest isotip, la proporcié de pacients que van mostrar resposta anti-ACPA és del 56,7% mentre
que la positivitat per les 3 especificitats fines anti-AMPA presenta valors propers (de 58,4% anti-

CFFCHP-1, 57,8% anti-CFFCHP-2 i 57,3% anti-CFFCHP-3).

En I'isotip IgA, en canvi, es van observar nivells lleugerament més alts de positivitat (36%, 39,3%
i 36% respectivament) en les respostes anti-AMPA amb les 3 especificitats fines que presenten
una estructura amb citrul-lines i homocitrul-lines que en la resposta anti-ACPA determinada per

la resposta al peptid CFFCP-1 (33,7%).

Per l'isotip 1gM es van obtenir resultats similars en termes de positivitat per les quatre
especificitats fines analitzades. Es va observar una resposta anti-AMPA en 21,3% dels pacients
guan es va testar amb el peptid CFFCHP-1 i aquesta va augmentar lleugerament quan I'antigen
emprat va ser el peptid CFFCHP-2 o CFFCHP-3, on es va observar una resposta positiva en el 23%
dels pacients. La positivitat i els nivells medians d’AMPA detectats amb cada péptid/isotip es

mostren a la Taula 22.
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Poblacié d’AR (n=178) a-lgG a-IgA a-lgM

Positivitat (%) anti-CFFCP-1 101 (56,7) 60 (33,7) 40 (22,5)
Mediana dels nivells anti-CFFCP-1 (IQR) 45 (456) 0 (55) 0 (48)
Positivitat (%) anti-CFFCHP-1 104 (58,4) 64 (36,0) 37 (21,3)
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-1 (IQR) 55 (469) 6 (52) 0 (40)
Positivitat (%) anti-CFFCHP-2 103 (57,8) 70(39,3) 41 (23,0)
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-2 (IQR) 52 (590) 12 (66) 0(52)
Positivitat (%) anti-CFFCHP-3 102 (57,3) 64 (36,0) 41 (23,0)
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-3 (IQR) 69 (503) 18 (54) 0(73)

Taula 22: Resum de la resposta anti-ACPA i anti-AMPA observada en la poblacié d’AR (n=178). En els
resultats que fan referéncia a la positivitat, el primer nombre fa referéncia al nombre absolut de pacients
positiu de la poblacié mentre que entre paréntesis s’indica el percentatge de la poblacio al que correspon.
Pel que fa a la mediana dels nivells, s’expressa en nombre absoluts el valor de la mediana i entre parentesis
es fa referencia als valors corresponents al rang interquartilic de la mostra.

2.3 Resposta AMPA i relacié amb la malaltia pulmonar intersticial

En base a resultats recentment publicats pel nostre grup en el que es va trobar una relacid
estadisticament significativa entre la resposta anti-CarP en pacients d’AR i la presencia d’una
manifestacid extra-articular, amb una alta mortalitat, com és la malaltia pulmonar intersticial 1%,
es va dividir la cohort d’AR (n=178) en dos grups de pacients diferents — els que presenten aquesta
afectacio pulmonar i els que no la pateixen. Aixi doncs es van establir dos grups d’analisi per la
seva comparacio que van consistir en 37 pacients AR-ILD i 141 pacients que només presenten AR

(sense ILD, AR-no ILD).

En dur a terme la comparativa entre la resposta anti-AMPA i anti-ACPA pels 3 isotips en els dos
subgrups dins la cohort d’AR, es va trobar també una diferencia significativa entre els dos grups
amb les especificitats fines que contenen tant homocitrul-lina com citrul-lina, i que per tant
inclourien la resposta anti-CarP. La resposta AMPA amb les 3 especificitats era més freqlent en
el grup d’AR-ILD i els nivells d’anticossos observats també eren més alts en el grup d’AR-ILD. Les
diferéncies eren estadisticament significatives per la resposta AMPA dels isotips IgA i IgM, i va
destacar la diferéncia observada quan I'analisi es duia a terme amb I'especificitat fina CFFCHP-1,

sobretot en l'isotip IgA (Figura 38).
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Figura 38: Comparacio dels resultats obtinguts en la cohort d’AR-ILD (n=37) vs AR-no ILD (n=141) pels
isotips 1gG (primera fila), IgA (segona fila) i IgM (tercera fila). Es considera estadisticament significatiu quan
el p-valor<0,05. Quan aquest valor no és significatiu, al grafic s’indica amb les inicials ns. * indica p<0,05,
** indica p<0,01 i *** indica p<0,001.

2.4 Sintesi de diferents fragments de fibrina amb noves combinacions de modificacions post-
traduccionals

Degut a que I'AR-ILD ha estat associada amb la preséncia d’autoanticossos anti-CarP, amb
I'objectiu d’estudiar la contribucié d’altres respostes AMPA, vam decidir sintetitzar un peptid
ciclic quimeéric de fibrina i filagrina que inclogués les tres modificacions post-traduccionals de

forma simultania, citrul-linacid, homocitrul-linacié i acetilacié.

Abans de dur a terme la sintesi d’aquest peptid, i amb I'objectiu d’optimitzar el disseny de
I'estructura peptidica que finalment seria emprada com antigen, es va realitzar un estudi
preliminar en el qual es van sintetitzar una série de 10 péptids basats en el domini a-fibrina (617-
631), biotinilats en el seu extrem a-amino, en els quals es van afegir diferents combinacions de
PTMs, i també un peptid control en el qual no hi havia cap PTM. En aquest estudi preliminar

realitzat es va treballar només amb aquest domini per agilitzar-ne la sintesi.

El disseny dels 11 peptids analitzats va consistir en I’Us de la base del domini ja esmentat, sobre

la qual, en 9 d’ells es van introduir diferents combinacions de PTMs introduides en els aminoacids
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susceptibles a patir-les de forma natural. Es a dir, es van introduir citrul-lines en posicié d’arginina
i homocitrul-lines/acetil lisina en la posicié de la lisina. El desé péptid amb PTMs (Peptid 11) va
ser dissenyat en base a I'estructura del peptid CFFCHP-1, ja que aquest era el que havia mostrat
diferencies més grans entre el grup AR-ILD vs AR-no-ILD en la deteccio d’AMPA-IgA. En el P11 es
va mantenir la posicio de la homocitrul-lina i de la citrul-lina i només es va afegir I'acetil lisina en

la lisina que estava disponible. L'onze peptid és el control (P1).

D’entre els 10 péptids, n’hi havia 3 que contenien les 3PTMs de forma simultania. Aquests tres
(P9, P10 i P11) van ser els determinants per I'eleccié del domini que havia d’incloure el futur
peptid quimeric. La resta de peptids van permetre confirmar si existia una resposta AMPA
detectable de forma independent de la preséncia de citrul-lina. Aixd era important per poder

determinar de forma empirica el valor afegit d’incloure cadascuna de les PTMs.

La sintesi dels 11 peptids es va donar de forma exitosa. El llistat de les seqliencies d’aminoacids,
en el que es mostren les diferents combinacions de PTMs incloses i la seva posicio en I'estructura,
els rendiments d’escissié de la resina, de purificacid i el rendiment global de la sintesi estan

indicats a la Taula 23.

Péptid Modificacions Estructura Resc  Rpur  Rsin
Biotina-P1 Péptid control Biotinyl-PEG,-HSTKRGHAKSRPVRG 72,0 49,1 35,4
Biotina-P2 Citrul-lina Biotinyl-PEG,-HSTKCitGHAKSRPVCitG 82,3 52,4 43,4
Biotina-P3 Homocitrul-lina Biotinyl-PEG,-HSThCitRGHAhCitSRPVRG 91,2 43,8 40,2
Biotina-P4 Acetil lisina Biotinyl-PEG,-HST RGHA SRPVRG 96 31,0 29,7
Biotina-P5 Cit/hCit Biotinyl-PEG,-HSThCitCitGHAhCitSRPVCitG 93,2 57,8 53,9
Biotina-P6 K(Ac)/Cit Biotinyl-PEG»-HST CitGHA SRPVCitG 94,9 57,2 54,2
Biotina-P7 K(Ac)/hCit Biotinyl-PEG,-HST RGHANKCitSRPVRG 84,7 50,1 42,4
Biotina-P8 hCit/K(Ac) Biotinyl-PEG,-HSThCitRGHA SRPVRG 90,3 42,7 38,6
Biotina-P9 K(Ac)/Cit/hCit Biotinyl-PEG,-HST CitGHANhCIitSRPVCitG 89,3 66,3 59,2

Biotina-P10 hCit/Cit/K(Ac) Biotinyl-PEG,-HSThCitCitGHA SRPVCitG 91,1 57,2 52,1
Biotina-P11 K(Ac)/hCit/Cit Biotinyl-PEG,-HST RGHACItSRPVCitG 90,2 55,5 50,1

Taula 23: Seqiiéncies primaries de les diferents versions del peptid d’a-fibrina (617-631) amb PTMs, i
rendiments d’escissid, purificacié i sintesi. El péptid P1 es correspon al fragment d’a-fibrina (617-631) en
la seva forma nativa i correspon al péeptid control de I'assaig. Els péptids P2-P4 inclouen una Unica PTM
(citrul-linacio (Cit), homocitrul-linacié (hCit) o acetilacio (K(Ac))). Del P5 al P8 sén peptids que combinen la
preséncia de 2 PTMs de forma simultania. Del P9 al P11 sén péptids que combinen la preséncia de 3 PTMs
de forma simultania.
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Un cop finalitzada la sintesi es va dur a terme la caracteritzacié mitjancant HPLC a escala analitica

i espectrometria de masses. La relacié de masses esperades i obtingudes de cadascun dels

peptids es detalla a la Taula 24. En tots els casos es va confirmar una puresa superior al 95%.

Biotina-P1 Biotina-P2 Biotina-P3 Biotina-P4
m/z m/z m/z m/z m/z m/z m/z m/z
teoriques experimental teoriques experimental teoriques experimental teoriques experimental
[M+2H]*2 1109,29 1109,07 1110,27 1109,75 1152,32 1151,45 1151,32 1150,57
[M+3H]*3 739,86 729,32 740,52 740,16 768,55 768,17 767,88 767,49
[M+4H]*4 555,15 554,94 555,64 555,41 576,66 576,40 576,16 575,93
[M+5H]+*5 444,32 444,23 444,72 - 461,53 - 461,17 -
Biotina-P5 Biotina-P6 Biotina-P7 Biotina-P8
m/z m/z m/z m/z m/z m/z m/z m/z
teoriques experimental teoriques experimental teoriques experimental teoriques experimental
[M+2H]*2 1153,30 1152,73 1152,31 1151,66 1151,82 1151,25 1151,82 1151,18
[M+3H]*3 769,20 768,85 768,54 768,24 768,22 767,83 768,22 767,83
[M+4H]*4 577,15 576,80 576,66 576,40 576,42 576,13 576,42 576,13
[M+5H]+*5 461,92 - 461,53 - 461,33 461,09 461,33 461,30
Biotina-P9 Biotina-P10 Biotina-P11
m/z tedriques | m/zexperimental | m/ztedriques | m/zexperimental | m/ztedriques | m/zexperimental

[M+2H]*2 1152,80 1152,13 1152,80 1152,26 1151,84 1151,72

[M+3H]*3 768,87 768,51 768,87 768,57 768,23 768,24

[M+4H]*4 576,90 576,67 576,90 576,68 576,42 576,47

[M+5H]+*5 461,73 - 461,73 - 461,34 -

Taula 24: Relacié de m/z esperades i obtingudes dels diferents péptids derivats d’a-fibrina (617-631).

Com que la finalitat experimental d’aquest estudi era fer un screening per a decidir la posicid

d’acetilacié en la seqiiéncia només es va treballar amb serums de pacients d’AR i es va analitzar

Iisotip 1gG, ja que es tracta de l'isotip majoritari. Els estudis a cada placa van incloure controls

positius i negatius.

En aquest assaig preliminar es va decidir testar també la reactivitat de la barreja fisica dels péptids

i comparar-la a la reactivitat individual detectada amb cadascun dels peéptids, per poder

comprovar, tal i com s’ha descrit préviament 21®, que I'exposicié dels antigens es pot veure
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afectada i acabar generant resultats diferents, que afecten a la sensibilitat de I'assaig. L’analisi de

la reactivitat de cada peptid es va dur a terme després de restar-ne la reactivitat al péptid control.

Els resultats obtinguts i representats en format de mapa de calor amb els tres péptids que
presenten una Unica modificacié (Figura 39) van mostrar clarament diferencies de reactivitat que
van en linia amb les observacions previes on es demostra que la citrul-linacid és la PTM més
rellevant, i conseqientment aquella on s’observa una major reactivitat. Tot i aixi, també cal
destacar la preséncia de serums que no mostren reactivitat o aquesta és molt baixa cap al péptid
citrul-linat i en canvi si que presenten una resposta vers les estructures que només presenten
modificacions a la lisina (homocitrul-lina o acetil lisina), com el cas dels serums 7, 97 o 186. Aquest
resultat dona suport a les hipotesis que investiguen aquestes modificacions com a rellevants en

el context de I’AR amb independéncia de la citrul-linacid.
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Figura 39: Mapa de calor de la reactivitat observada en unitats de densitat optica dels 178 serums
testats amb els 3 péptids que presenten 1 PTM. Es mostra la reactivitat en front al peptid citrul-linat (Cit),
peptid homocitrul-linat (hCit) i peptid amb acetil lisina (K(Ac)). Es remarquen amb un quadre vermell els
tres casos de serums mencionats en el que es mostra que hi ha resposta anti-CarP i AAPA pero no es detecta
resposta ACPA o aquesta és molt baixa.
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Es va dur aterme I'analisi comparatiu de la resta de peptids amb diferents combinacions de PTMs
per determinar si hi havia i quina seria, a priori, una combinacié que ens permetés detectar una
major reactivitat, i per tant, resposta AMPA. En aquesta comparativa es va incloure també l'opcid
de fer la barreja fisica dels diferents antigens. Els resultats es mostren novament en forma de

mapa de calor, amb el color canviant en funcié de la reactivitat observada (Figura 40).

La comparativa dels 10 péptids que presenten 1 o més PTMs van reafirmar que la preséncia de
citrul-lina és un element clau, ja que els péptids que la contenen (P5, P9, P10 i P11) son els que
mostren una major resposta. Els peptids amb 3 PTMs (P9, P10 i P11) van detectar una resposta
AMPA més alta que el peptid 5 en algun serum (per exemple, el 110). Aquest resultat podria tenir
relacié amb la deteccid d’una resposta AAPA. Aquesta resposta AMPA independent d’ACPA es
confirma també en la reactivitat observada en front als peptids 7 i 8 (combinacid
d’homocitrul-lina/acetil lisina) que presenta algun pacient, com és el cas del sérum 186. Vist el
valor que aporta cada PTM, sembla que els péptids que combinen les 3 seran Utils en la deteccié

una resposta més amplia.
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Figura 40: Mapa de calor de la reactivitat observada en unitats de densitat optica dels 178 serums
testats amb la resta de péptids amb muiltiples PTMs. S’enquadren en vermell els peptids que contenen
citrul-lina en la seva estructura (P5, P6, P9, P10 i la barreja fisica de peptids) i en verd els que no contenen
citrul-lina (P7 i P8).

139



La comparacié de la reactivitat mitjana dels peptids 9, 10 i el P11, els tres peptids que inclouen
les 3 PTMs, va mostrar resultats similars. Els resultats obtinguts de I'analisi de la barreja fisica en
comparacié amb els peptids individuals, va permetre confirmar que la reactivitat observada era
menor, fet que confirma la importancia de presentar els diferents peptids en forma de seqliéncies

guimeriques.

La conclusio de I'estudi preliminar va ser que I’Us de qualsevol de les tres combinacions de PTMs
qgue donaven lloc als péptids 9, 10 i 11 eren valides per ser incorporades en un péeptid quimeric

de fibrina i filagrina per dur a terme I'estudi de la resposta AMPA en front les tres modificacions.

2.5 Sintesi d’un peptid quimeric triplement modificat

Tenint en compte els resultats presentats en 'apartat 2.4, en els quals es mostrava que no hi
havia diferéncies significatives entre les tres estructures que contenien les 3 PTMs en posicions
diferents, ens vam decantar per I'Us de la sequéencia base del peptid 11 com a domini a-fibrina
del péptid quimeric. Es va considerar la millor opcié ja que era el péptid curt que s’havia basat en
I'estructura del peptid CFFCHP-1, que com s’ha vist en 'apartat 2.3, és el peptid que ha mostrat

unes diferencies significatives més grans entre AR-ILD i AR-no ILD a l'isotip IgA (Apartat 2.3).

El nou antigen va ser un peéptid quimeéric ciclic de fibrina i filagrina ciclic citrul-linat,
homocitrul-linat i acetilat, que va rebre el nom, en anglés, de cyclic fibrin filaggrin citrullinated
homocitrullinated acetylated peptide (CFFCHAP). Manté una homocitrul-lina a la posicio 625 i la
citrul-lina a la posicié 630 del domini a-fibrina (617-631) perod incorpora una lisina acetilada a la
posicid 620. El peptid es va sintetitzar i biotinilar en I'extrem N-terminal en fase solida, seguint el
protocol descrit al capitol de Materials i Metodes (Apartat 1.1.5) i es va ciclar de forma analoga a
com s’havia fet en els altres peptids. La purificacié del péptid va permetre obtenir-lo amb una
puresa major del 95%. El rendiment d’escissio de la resina va ser del 62%, mentre que el de
ciclacio i purificacio va ser del 22,7%. El rendiment global de sintesi va ser del 14%. L'estructura

primaria, caracteritzacié per HPLC i espectrometria de masses es mostren a la Figura 41.
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Figura 41: Caracteritzacio per HPLC i espectrometria de masses del péptid CFFCHAP. (a) Caracteritzacio
de I'elucio del peptid CFFCHAP per HPLC a escala analitica. Espectre obtingut amb el gradient linear 5-95%
de solvent B (ACN + 0,05% TFA) en solvent A (H,O + 0,05% de TFA) durant 20 minuts a un flux d’1mL/min,
després d’un isocratic de 5 minuts al 5 de solvent B. (B) Espectre de masses registrat en mode d’ié positiu
en un rang de m/z de 100-1500. La relacid de m/z calculades teoricament sén les segients:
[M+4H]*=1157,27, [M+5H]*=926,02; [M+6H]*%=771,85; [M+7H]*'=661,73; [M+8H]*¥=579,14 . Les masses
experimentals coincideixen amb les esperades i les relacions m/z obtingudes sén les segients:
[M+4H]**=1156,85, [M+5H]*°=925,80; [M+6H]*%=771,81; [M+7H]*’=661,68; [M+8H]*¥=579,09.
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2.5.1 Estudide la resposta AMPA a CFFCHAP i relacié amb la malaltia pulmonar intersticial

Un cop dissenyat, sintetitzat i caracteritzat aquest nou peptid triplement modificat CFFCHAP, es
va emprar com antigen per tal de caracteritzar la resposta AMPA a |la mateixa poblacio estudiada
amb les altres especificitats fines. L’estudi comparatiu de la resposta en els 178 pacients d’AR vs
120 mostres de donants de banc de sang va permetre fer el calcul del punt de tall per determinar
la positivitat de la resposta AMPA. Com es va fer amb els altres peptids, es va determinar el punt
de tall a una especificitat del 95% mitjangant la representacid de corbes ROC per cadascun dels
isotips (Figura 42). Els punts de tall de positivitat per el peptid CFFCHAP van ser de >19,5 per
Iisotip IgG, 25,5 a 'isotip IgA i 242,5 a l'isotip IgM.
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Figura 42: Representacio de les corbes ROC obtingudes amb els tres isotips d’estudi amb I'antigen
peptidic CFFCHAP. (A) IgG, (B) IgA i (C) IgM.

Per aquest peptid també es va dur a terme la comparativa entre els nivells AMPA obtinguts en
els grups d’AR-ILD i AR no-ILD i es van obtenir resultats similars als obtinguts amb les 3
especificitats fines doblement modificades (Taula 25). En aquest cas, pero, les diferencies a més

de ser estadisticament significatives per els isotips IgA i IgM, també van resultar estadisticament

significatives per l'isotip IgG (Figura 43).
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Figura 43: Comparacio dels nivells de la resposta anti-AMPA vers I'especificitat fina CFFCHAP del grup
de pacients d’AR-ILD i dels pacients d’AR sense ILD. (A) Comparacié dels nivells de l'isotip IgG. (B)
Comparacio dels nivells de I'isotip IgA. (C) Comparacié dels nivells de I'isotip IgM. En tots els casos
s’observen diferencies significatives. * indica p<0,05 i ** indica p<0,01.
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AR-ILD (n=37) AR-no ILD (n=141) p valor

CFFCHP-1

Positivitat (%) IgG anti-CFFCHP-1 24 (64,8) 80 (56,7) NS
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-1 (IQR) UA/mL 113 (2525) 49 (292) NS
Positivitat (%) IgA anti-CFFCHP-1 22 (59,4) 42 (29,8) <0,005
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-1 (IQR) UA/mL 31 (497) 3 (34) <0,005
Positivitat (%) IgM anti-CFFCHP-1 12 (32,4) 25(17,7) 0,05
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-1 (IQR) UA/mL 0(537) 0(33) 0,04
CFFCHP-2

Positivitat (%) 1gG anti-CFFCHP-2 25 (67,6) 78 (55,3) NS
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-2 (IQR) UA/mL 134 (2126) 43 (377) NS
Positivitat (%) IgA anti-CFFCHP-2 21 (56,7) 49 (34,8) 0,02
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-2 (IQR) UA/mL 24 (374) 5(51) <0,005
Positivitat (%) IgM anti-CFFCHP-2 13 (35,1) 28 (19,8) 0,05
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-2 (IQR) UA/mL 10 (359) 0(39) 0,01
CFFCHP-3

Positivitat (%) 1gG anti-CFFCHP-3 25 (67,6) 77 (54,6) NS
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-3 (IQR) UA/mL 135 (2826) 54 (351) NS
Positivitat (%) IgA anti-CFFCHP-3 19 (51,3) 45 (31,9) 0,03
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-3 (IQR) UA/mL 27 (308) 16 (31) 0,009
Positivitat (%) IgM anti-CFFCHP-3 13 (35,1) 28 (19,8) 0,05
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-3 (IQR) UA/mL 22 (440) 0 (46) 0,007
CFFCHAP

Positivitat (%) 1gG anti-CFFCHAP 24 (64,9) 71 (50,4) NS
Mediana dels nivells anti-CFFCHAP (IQR) UA/mL 67 (3123) 23 (211) 0,008
Positivitat (%) IgA anti-CFFCHAP 18 (48,6) 40 (28,4) 0,02
Mediana dels nivells anti-CFFCHAP (IQR) UA/mL 18 (319) 0(33) 0,01
Positivitat (%) IgM anti-CFFCHAP 13 (35,1) 28 (19,8) 0,05
Mediana dels nivells anti-CFFCHAP (IQR) UA/mL 17 (267) 0(24) 0,02

Taula 25: Resposta anti-AMPA observada en la comparacié de la poblacié d’AR-ILD (n=37) vs AR-no ILD
(n=141). En els resultats que fan referéncia a la positivitat, el primer nombre fa referencia al nombre
absolut de pacients positiu de la poblacié mentre que entre paréntesis s’indica el percentatge de la poblacié
al que correspon. Pel que fa als nivells medians, s’expressa en nombre absoluts el valor de la mediana i
entre parentesis es fa referencia als valors corresponents al rang interquartilic de la mostra. S’observen
diferéncies significatives per totes les especificitats fines en els isotips IgA i IgM, tant en nivells medians
d’anticossos com en percentatge de positivitat. En el cas de I'isotip IgG només s’observen diferéncies
significatives en els nivells d’anti-AMPA detectats amb el peptid triplement modificat CFFCHAP.
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Tenint en compte els resultats obtinguts, i observada la major resposta anti-AMPA en els pacients
qgue presenten la manifestacio extra-articular, ens vam plantejar la pregunta de si emprant els
resultats de positivitat obtinguts en els diferents péptids es podia millorar el diagnostic general
en termes de deteccié de positivitat d’aquest subgrup que presenta un fenotip clinic

especialment greu.

Per fer aquesta comparativa, es va treballar amb els resultats obtinguts del peptid totalment
citrul-linat (CFFCP-1), el peptid doblement modificat que havia donat millors resultats (CFFCHP-
1) i el peptid triplement modificat (CFFCHAP). Els resultats obtinguts, mostrats en la Figura 44,
demostren que efectivament I’Us simultani dels resultats dels tres peptids permet millorar de
forma general la deteccid de casos positius en el subgrup d’AR-ILD. En el cas de l'isotip IgG, els
resultats del peptid CFFCHAP van permetre detectar un 5,4% de casos que eren negatius per els
altres dos peptids, el doblement modificat i el totalment citrul-linat. En el cas de I'lgM, tant el
peptid triplement modificat com el doblement modificat detectaven de forma exclusiva cadascun
un 2,7% dels casos, de tal manera que cadascun contribueix a un augment de la sensibilitat si
s’agafen els resultats de forma simultania. Destaca, sobretot, el cas que ens trobem amb l'isotip
IgA, on ens trobem fins a un 8.1% dels casos que son detectats de forma exclusiva per el peptid
doblement modificat mentre que el peptid triplement modificat aportaria un 2.7% dels casos,

igual que el peptid totalment citrul-linat.
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Figura 44: Analisi del solapament de les positivitats anti-AMPA detectada amb els diferents antigens
quimerics en els pacients d’AR-ILD. (A) Solapament observat en l'isotip IgG. (B) Solapament observat en
I"isotip IgA. (C) Solapament observat en l'isotip IgM. Els peptids analitzats sén I'antigen quimeéric totalment
citrul-linat (1 PTM — CFFCP-1), I'antigen quimeéric homocitrul-linat/citrul-linat (2 PTMs — CFFCHP-1) i
I"antigen quimeéric triplement modificat amb acetil lisina/homocitrul-lina/citrul-linat (3 PTMs — CFFCHAP).
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Aixi doncs, és destacable que en els isotips IgG i IgM, la preséncia de dues o tres modificacions
post-traduccionals dins I’estructura del peptid permet detectar un 5,4% de serums que haguessin
estat considerats negatius si només es tingués en compte la citrul-linacio. En el cas de l'isotip IgA,
aquest percentatge és encara més elevat i la introduccid de les noves modificacions post-

traduccionals permet detectar fins a un 20% més de casos positius.

2.6 Estudi de la resposta AMPA en pacients amb malaltia articular greu

Posteriorment, es va centrar I'atencid en una altra manifestacié caracteristica d’AR d’evolucié
greu com és la preséncia de malaltia articular greu. Per determinar quins dels 178 pacients de la
poblacid d’estudi inicial es pot considerar que tenen una malaltia més erosiva (aquells que
presenten una destruccié articular visible radiologicament) es va dur a terme la determinacio de
la puntuacié de Larsen a I'Unitat d’Artritis de I'Hospital Clinic de Barcelona. En aquest assaig es
va definir una AR greu amb una marcada destruccid articular quan aquesta puntuacié va superar
els 18 punts mentre que quan va ser menor es va considerar erosivitat lleu. La divisio de la
poblacid d’acord a aquest punt de tall ens va portar a tenir un grup de pacients catalogats com
pacients d’AR amb destruccié articular greu (n=90) i un altre grup de pacients d’AR amb

destruccio articular lleu (n=88).

Amb els dos grups resultants d’aquesta classificacié es va dur a terme un assaig comparatiu de la
resposta AMPA dels dos grups amb les especificitats fines ja incloses en els assaigs previs (péptids
CFFCHP-1, CFFCHP-2, CFFCHP-3 i CFFCHAP). En aquesta comparativa entre els dos grups es va
observar una clara associacié de una major destruccié articular amb nivells més alts d’AMPAs
detectats amb les quatre especificitats estudiades. Les diferencies eren estadisticament
significatives per tots els peptids, especialment en els isotips IgA i IgM. També es va observar una
diferéncia significativa pel que fa a la preséncia d’anti-AMPA i |la presentacié d’una malaltia
articular greu quan es va fer I'analisi amb el peptid triplement modificat CFFCHAP, fet que no es

va replicar amb les altres especificitats analitzades tot i la tendéncia similar observada (Taula 26).
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Larsen < 18 Larsen = 18
(n=88) (n=90) p valor

CFFCHP-1
Positivitat (%) 1gG anti-CFFCHP-1 46 (52,3) 58 (64,4) NS
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-1 (IQR) UA/mL 34 (181) 101 (764) 0,02
Positivitat (%) IgA anti-CFFCHP-1 24 (27,3) 40 (44,4) 0,02
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-1 (IQR) UA/mL 0(26) 11 (127) 0,008
Positivitat (%) IgM anti-CFFCHP-1 13 (14,8) 24 (26,7) 0,05
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-1 (IQR) UA/mL 0(17) 0(109) 0,04
CFFCHP-2
Positivitat (%) 1gG anti-CFFCHP-2 46 (52,3) 57 (63,3) NS
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-2 (IQR) UA/mL 28 (166) 86 (1164) 0,03
Positivitat (%) IgA anti-CFFCHP-2 28 (30,7) 42 (46,7) 0,04
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-2 (IQR) UA/mL 4(33) 18 (143) 0,008
Positivitat (%) IgM anti-CFFCHP-2 14 (15,9) 27 (30,0) 0,03
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-2 (IQR) UA/mL 0(25) 0(94) 0,02
CFFCHP-3
Positivitat (%) 1gG anti-CFFCHP-3 45 (51,5) 57 (63,3) NS
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-3 (IQR) UA/mL 24 (233) 107 (807) 0,02
Positivitat (%) IgA anti-CFFCHP-3 28(30,7) 36 (40,0) NS
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-3 (IQR) UA/mL 16 (29) 20 (134) 0,05
Positivitat (%) IgM anti-CFFCHP-3 14 (15,9) 27 (30,0) 0,03
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-3 (IQR) UA/mL 0(34) 0(1112) 0,01
CFFCHAP
Positivitat (%) IgG anti-CFFCHAP 40 (45,4) 55 (61,1) 0,036
Mediana dels nivells anti-CFFCHAP (IQR) UA/mL 18 (109) 55 (891) 0,01
Positivitat (%) IgA anti-CFFCHAP 21 (23,9) 37 (41,1) 0,01
Mediana dels nivells anti-CFFCHAP (IQR) UA/mL 0(23) 18 (133) <0,005
Positivitat (%) IgM anti-CFFCHAP 16 (18,2) 25 (27,8) NS
Mediana dels nivells anti-CFFCHAP (IQR) UA/mL 0(20) 0 (45) 0,03

Taula 26: Resposta anti-AMPA observada en la comparacié de la poblacié amb destruccié articular greu

(Larsen > 18, n=90) vs destruccié articular lleu (Larsen < 18, n=88). En els resultats de positivitat, el primer

nombre fa referencia al nombre absolut de pacients positiu de la poblacié mentre que entre paréntesis

s’indica el percentatge de la poblacié al que correspon. En I'expressié dels nivells medians, s’expressa en

nombre absoluts el valor de la mediana i entre paréntesis es fa referencia als valors corresponents al rang

interquartilic de la mostra.
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3. Preparacié d’antigens amb adductes de malondialdehid-acetaldehid i
determinacié de la presencia d’anti-MAA en pacients amb artritis
reumatoide

3.1 Sintesi i caracteritzacié del compost control: hexil-MAA

La sintesi de I’1-hexil-4-metil-1,4-dihidro-3,5-piridindicarboxaldehid (hexil-MAA) requereix de |'Us
de la sal de sodi de malondialdehid (MDA-Na) com a reactiu, que es va obtenir seguint el protocol
descrit a I'apartat 2.2.1 del capitol de Materials i Metodes. El rendiment d’aquesta reaccio va ser
del 10%. Una vegada obtinguda la MDA-Na, es va poder sintetitzar I'hexil-MAA seguint el protocol
descrit a I'apartat 2.2.2 del capitol de Materials i Méetodes. Després de liofilitzar el compost
obtingut en solucid, es van obtenir 15mg d’un solid groc. El rendiment global d’obtencié de I'hexil-

MAA (sintesi i purificacid) va ser del 8,6%.

L’analisi per H:-RMN va permetre comprovar la correcta estructura de I'hexil-MAA obtingut
(Figura 45). L'espectre mostra els seglients desplacaments quimics: 6 9.2 (s, 2H, CHO), 6.6 (s, 2H,
CdCH), 3.9 (g, /) 6.6 Hz, 1H, CH-CH3), 3.4 (t, /) 7.0 Hz, 2H, NCH2), 1.2- 1.8 (m, 8H, (CH2)4), 1.1 (d,
J) 6.6 Hz, 3H, CH3-CH), 0.9 (t, /) 6.2 Hz, 3H, CH3-CH) i que es corresponen als descrits en la

literatura®®.
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Figura 45: Espectre de H-RMN del compost hexil-MAA. A I'eix de les abscisses es mostren els
desplagaments quimics (3) per cada atom d’H o grup d’H del compost hexil-MAA. L’algada de cadascun dels
pics representa la intensitat de la senyal, que és proporcional al nombre d’atoms d’hidrogen. Els valors
obtinguts experimentalment de I'analisi es corresponen amb els préviament publicats per Xu et al *%>. El pic
obtingut al desplagament quimic de 7,26 correspon al dissolvent emprat, en aquest cas cloroform deuterat
(CDCls).
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3.2 Modificacio de les proteines i verificacio de la formacié d’adductes de MAA

3.2.1. Analisi de la fluorescéncia

La reaccio de modificacid de les proteines es va donar segons el procediment indicat a I'apartat
2.2.1 de Materials i Metodes. Una vegada passades les 72h de reaccid, es van separar els reactius
malondialdehid i acetaldehid de la mostra mitjancant el procés de dialisi, i es va obtenir la
proteina modificada en solucié. Un cop recuperades les proteines del cassette de dialisi, es va
obtenir un volum final de 1,5mL de cadascuna de les mostres. Les solucions que contenien les
mostres de proteina-MAA presentaven una coloracid groguenca, mentre que les solucions amb
les mostres control eren transparents. Amb aquestes mostres en solucio, es va dur a terme la
verificacié de la formacio dels adductes de MAA tant en I'albimina serica humana (HSA, de

I'angles human serum albumin), com en el fibrinogen (Fib).

Aguest procés va consistir en l'analisi de I'espectre d’emissido de fluorescéncia de les dues
proteines, tant en les seves versions modificades com en les que no s’havien fet reaccionar que
es van emprar com a control. Per mesurar I'espectre d’emissio, es va dur a terme I'excitacié a
una longitud d’ona de 398nm, tal i com es descriu a la literatura'®. Els resultats van mostrar
clarament com la mostra modificada d’ambdues proteines presenta un pic de fluorescéncia a una
longitud d’ona de 460nm (Figura 46), valor que es correspon al maxim d’emissid observat en
I'estudi de fluorescéncia d’emissié de I'hexil-MAA (Figura 47-A). En canvi, les mostres no
modificades, mostren un pic molt més reduit i que se solapa amb el del tampd sense proteina —
per tant, es pot considerar que aquestes mostres no presenten fluorescéncia detectable a

aquesta longitud d’ona.
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Figura 46: Espectres d’emissié de fluorescéncia obtinguts de I’analisi de les dues proteines analitzades.
Els resultats es mostren en unitats d’intensitat de fluorescencia relativa (RFUs) a I'eix de les ordenades i
longitud d’ona d’emissié a I'eix de les abscisses. (A) Forma modificada amb adductes de MAA, en blau i la
no modificada, en marré, de I'albumina humana sérica. (B) Espectre corresponent a la forma modificada
amb adductes de MAA, en blau i la no modificada, en marrd, del fibrinogen.
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La comparacié de la observacio de fluorescéncia de les proteines modificades i les proteines
control, juntament amb I'analisi de la corba de dilucions de I'hexil-MAA (Figura 47-B) va permetre
el calcul del ratio de fluorescéncia (proteina modificada/control) tant de I'albimina sérica
humana com del fibrinogen. En el cas de 'HSA-MAA, el ratio F/M va ser de 1,92+0,11 i en el cas
del Fib-MAA aquest ratio va donar com a resultat 10,43+0,48. En ambdods casos els resultats
obtinguts van superar I'1, que es considera el valor minim per confirmar que I'adduccié de MAA
s’ha donat de forma correcta. Per tant, les proteines estaven suficientment modificades i es van

emprar en les posteriors analisis.
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Figura 47: Recta de calibratge d’hexil-MAA. (A) Espectres d’emissié de fluorescencia obtinguts de les
diferents concentracions que s’inclouen com a punts de la recta de calibratge de I'hexil-MAA. Es marca
amb una linia discontinua de punts la longitud d’ona de 460nm on s’observa el maxim d’emissié en tots els
casos. (B) Recta de calibratge obtinguda amb els valors d’intensitat corresponents a la longitud maxima
d’emissié de 460nm de cadascuna de les concentracions analitzades.
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3.2.2. Quantificacio de les proteines

La quantificacié de la proteina present en les mostres de HSA-MAA i Fib-MAA, es va dur a terme
mitjancant el métode de Bradford, emprant una corba de calibracid de I'albimina serica bovina
(Figura 48-A). Per totes les mostres la concentracié de la proteina era propera a Img/mL (Figura

48-B).
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B) Proteina d’estudi Concentracié mitjana + DE (mg/mL)
HSA-MAA 0,993 +0,105
HSA-Control 0,933 +0,100
Fib-MAA 0,995 +0,172
Fib-Control 1,089 + 0,189

Figura 48: Quantificacié de la concentracioé proteica de les solucions obtingudes després de la reaccié
de formacié d’adductes de MAA. (A) Representacié grafica de la corba de calibracié d’albdimina sérica
bovina emprada per la quantificacié de la concentracié proteica mitjancant el metode de Bradford. (B)
Resultats de la concentracio de cada proteina representada com la mitjana + desviacié estandard.
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3.3 Modificacié del peptid CFFCP-R i verificacio de la correcta formacié d’adductes de MAA en
la seva estructura per obtenir el peptid CFFCMaP

A diferéncia de la citrul-lina, homocitrul-lina o acetil lisina, no esta disponible comercialment una
lisina modificada amb I'adducte MAA per la seva incorporacié durant el procés de sintesi en fase
solida. Per I'obtencio del peptid modificat amb I'adducte de MAA (CFFCMaP) es va treballar
primer en la sintesi d’una estructura primaria sobre la qual es va induir de forma posterior la

formacié d’aquest adducte sobre els residus de lisina (Figura 49).

Aixi doncs, en primer lloc es va treballar en la sintesi de 'estructura de referéncia del péeptid
quimeric ciclic de fibrina i filagrina que representa la base de multiples peptids emprats durant el
desenvolupament d’aquesta tesi. Aquesta estructura en la seva forma nativa presenta dues
lisines, a les posicions 620 625 del domini d’a-fibrina (617-631), sobre les quals es va dur a terme
la formacié dels adductes de MAA mitjancant el tractament del péptid amb

malondialdehid:acetaldehid (2:1) tal i com es descriu en I'apartat 2.2.1 de Materials i Metodes.

nativa sense
PTMs

fuctura  Biotinyl-PEG,-HSTKRG HAKSRPVRG-HQCIIHQESTRG RSRGRC}G RSGS

Malondialdehid:Acetaldehid 3 dies a 37°C
2:4

Estructura

nodfiet:, Biotinyl-PEG,HSTKRGHAKSRPVRG-HQCHQESTRGRSRGRCGRSGS

amb adductes

AR MAA  MAA

Figura 49: Esquema de la formacié d’adductes de MAA sobre el péptid CFFCP-R per obtenir el péeptid
CFFCMaP. En primer lloc es mostra I'estructura del péeptid quimeric de fibrina i filagrina amb la seva
estructura nativa i en segon lloc es mostren els punts, les lisines, on es formen els adductes de MAA.

El peptid inicial emprat estava ja ciclat i purificat. Després de la reaccié amb malondialdehid i
acetaldehid, es va observar a ull nu una coloracio grogosa indicativa de la formacié dels adductes.
La seva correcta formacid es va verificar mitjancant I'analisi per espectrometria de masses, que
va confirmar que els adductes s’havien format de forma satisfactoria en les dues lisines presents.
Un cop finalitzada la reaccid, el péptid CFFCMaP obtingut va tornar a ser purificat, amb un
rendiment del 13,4%. Tal i com s’ha fet amb tots els peptids inclosos en els multiples assaigs que
formen part d’aquesta tesi, també es va determinar el grau de puresa de la mostra obtinguda,

que superava el 95% (Figura 50).
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Un cop confirmada la identitat i puresa del péptid, aquest estava preparat per ser emprat com

antigen en I'estudi de la presencia d’anticossos anti-MAA en els pacients d’AR i el grup de control.
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Figura 50: Caracteritzacio per HPLC i espectrometria de masses del péptid CFFCMaP. (A) Caracteritzacio
de I'elucio del peptid CFFCMaP per HPLC a escala analitica. Espectre obtingut amb el gradient linear 5-95%
de solvent B (ACN + 0,05% TFA) en solvent A (H,O + 0,05% de TFA) durant 20 minuts a un flux d’1mL/min,
després d’un isocratic de 5 minuts al 5 de solvent B. (B) Espectre de masses registrat en mode d’ié positiu
en un rang de m/z de 100-1500. La relacid de m/z calculades teoricament sén les seglents:
[M+4H]*=1202,83, [M+5H]*=962,47; [M+6H]*%=802,23; [M+7H]*'=687,76; [M+8H]*¥=601,92 . Les masses
experimentals coincideixen amb les esperades i les relacions m/z obtingudes sén les segients:
[M+4H]*=1201,86, [M+5H]*=962,11; [M+6H]*®=802,32; [M+7H]*'=687,67; [M+8H]*®=601,77.
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3.4 Determinacid dels anticossos anti-MAA en pacients en la poblacié d’AR i una poblacio
control

La determinacio dels anticossos anti-MAA, amb els diferents antigens proteics (HSA-MAA, Fib-
MAA i CFFCMaP), es va dur a terme en la poblacié d’AR establerta de 178 pacients descrita a
I'apartat 4.2 de Materials i Metodes. Com a grup control, també es van fer servir 120 mostres
provinents de banc de sang (poblacid general). En tots els casos es va determinar la sensibilitat i
especificitat dels diferents tests i es va establir el punt de tall corresponent al percentil 95 dels

valors obtinguts amb les mostres del grup control, tal i com ha estat descrit préviament 8.

Es va realitzar la comparacio entre la sensibilitat obtinguda en la nostra cohort d’estudi emprant
I'antigen HSA-MAA amb dues altres cohorts, en les que també es feia la deteccié anti-MAA amb
el mateix antigen. Aquestes altres dues cohorts amb les quals hem comparat algunes de les dades
provenen de dos dels estudis de referéncia realitzats per un grup de recerca de la Universitat de
Nebraska, el grup pioner en la descripcid de la relacié entre els anticossos anti-MAA i '/AR. Més
concretament, la primera de les poblacions de referencia rep el nom de VARA (de I'angles
Veterans Affairs Rheumatoid Arthritis) i consta de 1720 mostres de pacients d’AR,
predominantment homes, que és analitzada en una publicacié de Thiele et al **! de I'any 2015. La
segona de les poblacions forma part d’un estudi posterior on es compara la presencia d’anti-MAA
en una cohort independent d’AR anomenada VAMC (ja que van ser recollides als Veterans Affairs
Medicals Centers) i que esta conformada per 284 pacients d’AR, també predominantment homes.

Els resultats d’aquesta cohort es van reportar en una publicacié de Mikuls et al*®® de I'any 2018.

En aquestes publicacions, a part d’establir la presencia d’anticossos anti-MAA en pacients d’AR,
també s’analitza la relacié d’aquests anticossos amb la preséncia d’ACPA. Es per aquesta rad, que
per poder comparar els nostres resultats amb els obtinguts amb aquestes altres cohorts, s’ha
subdividit la nostra poblacié d’AR (n=178) en el subgrup CCP (+) (n=127) i CCP (-) (n=51) en funcid

de la resposta ACPA analitzada amb el test CCP3.

Finalment, en una publicacié posterior®’, s’analitza la relacié dels anticossos anti-MAA amb la
presencia de la manifestacio extra-articular de la malaltia pulmonar intersticial. En aquest nou
analisi que inclou 1820 pacients, troben una relacié significativa entre els nivells mitjans d’anti-
MAA-HSA dels isotips IgAilgM i la presencia d’AR-ILD en comparacio amb els pacients que només

presenten AR sense afectacio pulmonar. No s’observa aquesta diferencia en l'isotip 1gG.
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Tal i com s’ha vist en apartats previs, la nostra cohort d’AR es pot subdividir també d’acord a
aquests parametres en AR-ILD (n=37) i AR no-ILD (n=141). Es fara també una breu comparativa
dels resultats obtinguts en la nostra poblacié d’analisi i els resultats exposats en aquest nou estudi
per determinar si aquest fenomen es reprodueix també en la nostra cohort. A continuacié
s’exposen els resultats que s’han obtingut mitjancant la determinacié d’anti-MAA emprant

diferents antigens i les respectives comparatives amb les referéncies estudiades.

3.4.1 Albumina sérica humana - MAA

En primer lloc es va dur a terme la determinacié dels anti-MAA amb el mateix antigen descrit en
els articles de referéncia, I'albimina serica humana modificada amb MAA. El protocol per realitzar
I'assaig també va seguir els passos préviament establerts 1. La determinacié de la preséncia

d’anti-MAA es va dur a terme per 3 isotips — 1gG, IgA i IgM.

Els punts de tall de positivitat, corresponents al valor del percentil 95 dels resultats obtinguts en
les mostres del grup control analitzades, van ser de >1,18ng/mL per l'isotip IgA, >3,22ng/mL per
I"isotip 1gG i >1,49ng/mL per l'isotip IgM. Amb aquests punts de tall, la sensibilitat de I'assaig amb
albumina humana serica — MAA com antigen va ser de 12,9% en l'isotip I1gA, 7,3% en l'isotip 1gG i
no es va observar cap mostra en l'isotip IgM que superés el llindar de positivitat. No es van trobar
diferencies estadisticament significatives en els nivells observats pels dos grups d’assaig (AR vs
control) pels isotips IgA i 1gG. Si que se’n van observar per l'isotip 1gM, pero del signe contrari a
I'esperat — es van observar nivells més alts en la poblacié control (Figura 51). Els nivells mitjans
observats en I'isotip 1gG (1,61ng/mL) van ser més elevats que en els altres dos isotips (0,46ng/mL

enl'lgAi0,27ng/mL en IgM).
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Figura 51: Comparacio dels nivells d’anti-HSA-MAA obtinguts en la poblacié d’AR de I’Hospital Clinic
(n=178) i en el grup control (n=120). En cada comparacié es mostra el resultat de 'analisi estadistica. Es
considera significatiu quan el p-valor és inferior a 0,05. En el cas de no ser significatiu en el grafic s’indica
amb les inicials ns.
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3.4.1.1 Comparacidé dels valors de sensibilitat general obtinguts amb els dels estudis de
referéencia

Els valors de sensibilitat obtinguts estan molt allunyats dels que s’obtenen en el primer estudi de
referéncia (VARA), on es parla de valors minims de positivitat del 38% en I'isotip 1gM, del 73% en
IgAidefinsal 92% en I'isotip 1gG. També ho estan del segon estudi (VAMC), on els valors exposats
son del 18% en l'isotip IgM, del 52% en l'isotip IgA i del 80% en I'isotip 1gG. En fer I'analisi de
comparacié de les sensibilitats obtingudes, veiem que existeixen diferéncies significatives entre
els nostres resultats i els dels dos estudis de referencia (p<0,0001) per tots els isotips. A més,
també observem diferencies significatives entre els dos estudis de referencia (VARA vs VAMC,

p<00001) en tots els isotips (Taula 27).

H. Clinic VARA VAMC Clinic vs Clinic vs VARA vs
Resultats obtinguts (n=178) (n=1720) (n=284) VARA VAMC VAMC
Anti-CCP (+) (%) 127 (71) 1340 (77,9) 241 (85) 0,047 0,0004 0,0078
Anti-MAA-IgG (+) (%) 13 (7,3) 1581 (92) 227 (80) <0,0001 <0,0001 <0,0001
Anti-MAA-IgA (+) (%) 23 (12,9) 1258 (73) 148 (52) <0,0001 <0,0001 <0,0001
Anti-MAA-IgM (+) (%) 0(0) 660 (38) 51 (18) <0,0001 <0,0001 <0,0001

Taula 27: Comparacié dels resultats obtinguts en la poblacié d’estudi de I’Hospital Clinic (n=178) vs
VARA (n=1720), i VAMC (n=284). Es mostren en valors absoluts la “n” de pacients que compleixen la
positivitat dels resultats estudiats i entre parentesis el % de poblacié que representen. Els calculs dels
nombres de pacients de les poblacions VARA i VAMC s’han obtingut a través de les dades de percentatge
mencionades en les seves respectives publicacions 1616 |es dades de freqiiéncia anti-CCP de la poblacid
VAMC s’ha obtingut d’un estudi previ realitzat per Mikuls et al®>> en aquesta mateixa cohort. Les Ultimes
tres columnes mostren el p-valor de la comparacié de proporcions mitjangant el test ¥2 dels resultats
obtinguts en els diferents centres.

3.4.1.2 Comparacio de la positivitat i els nivells d’anticossos en els grups CCP (+) i CCP (-)
obtinguts de la nostra poblacié i comparacié amb estudis de referéencia

En I'analisi de la positivitat anti-MAA en els subgrups CCP (+) i CCP (-) en la primera poblacié
d’estudi s’observen diferencies significatives en I'isotip 1gG (93% vs 88%, p=0,014), I'isotip IgA
(76% vs 63%, p<0,001) i I'isotip 1gM (41% vs 29%, p<0,001).

En el segon treball, aquesta associacié entre la presencia d’ACPA i la positivitat per anti-MAA

només es confirma en l'isotip 1gG (83% vs 66%, p=0,01) mentre que no s’observen diferéncies en

els isotips IgA (52% vs 52%) i IgM (18% vs 17%).
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En la nostra cohort no s’observen tampoc diferencies entre el grup CCP (+) i CCP (-) en la
positivitat anti-MAA per l'isotip 1g8G (7,1% vs 7,8%), I'isotip 1gA (13,4% vs 11,8%) o I'isotip IgM on

no es detecta cap cas positiu ni en un grup ni en l'altre. Els resultats es poden observar a la Taula

28.
Hospital Clinic (n=178) VARA (n=1720) VAMC (n=284)
. CCP(+) CCP(-) p- CCP (+) CCP (-) p- CCP(+)  CCP(-) p-
Antigen

(n=127) (n=51) valor (n=1340) (n=380) valor (n=241) (n=43) valor
1gG Anti-HSA-MAA 7 8 0,861 93 88 0,014 83 66 0,007
IgA Anti-HSA-MAA 13 12 0,771 76 63 <0,001 52 52 0,932
IgM Anti-HSA-MAA 0 0 1 41 29 <0,001 18 17 0,756

Taula 28: Comparacié de la positivitat anti-MAA testada amb diferents antigens entre el grup CCP (+) i
CCP (-) de tres estudis diferents. La primera columna fa referéncia als resultats obtinguts en els nostres
assaigs realitzats amb la cohort provinent de mostres de I’'Hospital Clinic. La segona columna fa referencia
als valors obtinguts per Thiele et al*L. La tercera columna fa referéncia als resultats obtinguts en la cohort

de I'estudi de Mikuls et al*®®. Les dades de positivitat de CCP d’aquest tercer grup han estat extretes d’un

estudi previ realitzat amb la mateixa cohort de pacients 3.

Per altra banda, I'estudi original de Thiele et al'® comunica la preséncia de diferéncies
significatives pel que fa als nivells d’anti-MAA en la poblacio d’AR respecte la control pero també
aprofundeix dins I'analisi en la poblacié d’AR i confirma que existeixen diferencies significatives
entre els grups CCP (+) i CCP (-). En aquest estudi, el grup CCP (+) presenta nivells més alts d’anti-
MAA pels tres isotips analitzats que el grup de pacients seronegatius, i ho fa de forma significativa
(p<0,001). En I'estudi posterior'®® aquests resultats només han estat reproduits en I'isotip 1gG
(p=0,01) pero no en l'isotip IgA ni IgM. Aquests resultats tampoc han estat replicats en la nostra
cohort, on la comparacié d’aquests dos subgrups testats amb HSA-MAA no mostra cap diferencia
significativa en cap dels tres isotips (Figura 52). L’Unica diferencia observada és en I'isotip IgM on

els BS presenten valors superiors als altres dos grups d’assaig.
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Figura 52: Titols d’anticossos anti-MAA detectats emprant com antigen I'albimina sérica humana
modificada per presentar adductes MAA en un grup de pacients d’AR, dividits en CCP+i CCP- i en el grup
control. (A) Resultats obtinguts per lisotip IgA, (B) Resultats obtinguts per l'isotip IgM (C) Resultats
obtinguts per I'isotip IgG. El valor de la mediana de cada categoria es mostra amb la ratlla horitzontal al mig
de cada box plot. En totes les comparacions s’indica el resultat de la comparacio estadistica. Es considera
significatiu si el p-valor és inferior a 0,05. *** indica p<0,001 i **** indica p<0,0001. En cas de resultat no
significatiu, s’indica amb les inicials ns.

Aixi doncs, els resultats obtinguts mostren com en termes generals s'observa clarament que no
existeix una diferéncia com l'esperada entre els nivells d’anticossos anti-MAA en el grup de
pacients d’AR i el grup control de la nostra cohort. Tampoc s’observa una diferéncia entre els

pacients CCP+ i els CCP-.
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3.4.1.3 Comparacio de la positivitat i els nivells d’anticossos en els grups ILD i no-ILD obtinguts

de la nostra poblacié i comparacié amb els estudis de referéncia

L'analisi dels resultats obtinguts en la nostra cohort en funcid de la preséncia o absencia de
malaltia pulmonar intersticial en els pacients d’AR no permet trobar cap relacid estadisticament
significativa que confirmi una associacié amb la presencia de resposta anti-MAA. Les
comparacions de proporcions dels diferents isotips mostren que les positivitats sén comparables

entre els dos grups i pels tres isotips d’analisis, IgA (p=0,66), 1gG (p=0,39) i IgM (p=1,0).

Per altra banda, I'estudi de I'associacid dels nivells d’anti-MAA en els diferents subgrups de la
poblacio d’AR (AR-ILD o AR-no ILD) i el grup control tampoc ha mostrat que existeixi una relacié
gue mostri la presencia de nivells més alts en el grup que presenta la manifestacio extra-articular
en cap dels isotips. Per cap dels isotips es mostren diferencies significatives pels subgrups AR-ILD
vs AR-no ILD. Només observen diferencies significatives, tal i com ja s’ha vist en els estudis
comparatius previs, entre els dos subgrups de poblacié d’AR i el grup control en l'isotip IgM i |a
relacié mostrada és la contraria a I'esperada, en la qual s’observa un major nivell d’anticossos

d’aquesta familia en el grup control que en qualsevol dels dos subgrups d’AR (Figura 53).
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Figura 53: Titols d’anticossos anti-MAA detectats emprant com antigen ’HSA-MAA en un grup de
pacients d’AR, dividits en funcié de la preséncia o abséncia d’ILD i en el grup control. (A) Resultats
obtinguts per l'isotip IgA (B) Resultats obtinguts per I'isotip IlgM (C) Resultats obtinguts per l'isotip IgG. El
valor de la mediana de cada categoria es mostra com la ratlla horitzontal de cada box plot. Es considera
significatiu si el p-valor és inferior a 0,05. **** indica un p-valor<0,0001. En cas de resultat no significatiu,
s’indica amb les inicials ns.
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3.4.2 Fibrinogen huma

Degut a que I'albumina sérica humana no és una de les proteines que s’ha descrit com a antigen
preferent pels diferents anticossos que semblen tenir importancia en I'AR, vam decidir reproduir
els mateixos experiments pero modificant una altra proteina que en aquest cas si que és rellevant
en I'AR, el fibrinogen. Es va dur a terme I'analisi de la resposta en l'isotip 1gG abans d’ampliar
I'analisi a la resta d’isotips. Es va escollir I'isotip 1gG per ser el més prevalent en tots els nostres

estudis previs i pels nivells més alts observats en I'estudi amb HSA-MAA.

Els resultats amb aquest nou antigen, tot i que van ser millors en termes de sensibilitat, tampoc
van ser massa prometedors. En aquest cas, amb un punt de tall de >1,11ng/mL, corresponent al
percentil 95 dels resultats del grup control, es va obtenir una sensibilitat del 18%. Amb aquest
antigen si que es van detectar diferencies significatives pel que fa als nivells d’anti-MAA detectats

en la poblacié d’AR i la poblacié control.

En fer I'analisi subdividint la poblacié d’AR en funcié de la preséncia d’ACPA, no es van observar
diferéncies significatives entre els dos grups, tot i que es va observar una tendéencia a la preséncia
de nivells més alts en el CCP (+). En canvi, si que es van observar diferéncies pel que fa als nivells
d’anti-MAA pel fa a la subpoblacié CCP (+) i el grup control. Aquest fet, pero, no es va replicar en
la comparativa CCP (-) vs BS. Per tant, amb aquest antigen si que es va poder confirmar la
tendencia d’una major prevalenca d’anticossos anti-MAA en la subpoblacié de pacients CCP (+)
(Figura 54). Aquests resultats no es van poder comparar amb els estudis previs 1*1%® degut a que

els antigens emprats son diferents.
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Figura 54: Titols d’anticossos anti-MAA-IgG detectats emprant com antigen el Fib-MAA en un grup de
pacients d’AR (dividits en CCP+ i CCP-) i en el grup control. El valor de la mediana de cada categoria es
mostra com la ratlla horitzontal de cada box plot. Es considera significatiu si el p-valor és inferior a 0,05. **
indica que el p-valor<0,01. En cas de resultat no significatiu, s’indica amb les inicials ns.
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En la comparacio dels nivells observats entre els subgrups de pacients d’AR-ILD i AR-no ILD
tampoc s’ha pogut detectar una associacid entre la presencia de la manifestacid extra-articular i
un augment de la resposta anti-MAA. De fet, en I'analisi de comparacié de proporcions es mostra
com en la poblacié d’AR-no ILD hi ha un percentatge més alt de positivitat que en la poblacié
d’AR-ILD. En relacié a I'estudi dels nivells de MAA dels dos grups, no s’observen diferencies
significatives entre cap dels grups (AR-ILD vs AR-no ILD, AR-ILD vs BS o AR-no ILD vs BS) (Figura
55). No s’identifica una major resposta anti-MAA en el grup AR-ILD, ni en termes de positivitat ni

en presencia de majors nivells d’anticossos.
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Figura 55: Titols d’anticossos anti-MAA detectats emprant com antigen el Fib-MAA en un grup de
pacients d’AR, dividits en funcié de la preséncia o abséncia d’ILD i en el grup control. Els resultats es
correspon a l'isotip IgG. El valor de la mediana de cada categoria es mostra com la ratlla horitzontal a
cada boxplot. Es considera significatiu si el p-valor és inferior a 0,05. En cas de resultat no significatiu,
s’indica amb les inicials ns.
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3.4.3 CFFCMaP

Finalment, en un nou intent de treballar amb antigens rellevants en I'AR, es va treballar amb una
estructura peptidica que presentava adductes de MAA i que es va poder caracteritzar
completament abans d’utilitzar-lo com antigen. En aquest cas, com s"havia fet amb el fibrinogen,
també es va treballar Unicament amb l'isotip IgG. Els resultats de sensibilitat van ser similars als
obtinguts amb el Fib-MAA, ja que amb un punt de tall de >15,05ng/mL, corresponent al percentil
95 dels valors obtinguts en les mostres control, es va calcular una sensibilitat del 19,1%. L’analisi
comparativa entre la poblacid d’AR i la poblacié control va mostrar que hi havia diferéncies

significatives en el nivells d’anti-MAA dels dos grups (p<0,0001).

L’analisi per subgrups de la poblacié d’AR va mostrar que no existien diferencies significatives
entre els dos grups tot i observar-se nivells més alts en els CCP (+). En comparacié amb el grup
control, tant el grup CCP (-) com especialment el CCP (+) mostraven nivells més elevats d’anti-

MAA (Figura 56).
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Figura 56: Titols d’anticossos anti-MAA-IgG detectats emprant com antigen el péptid CFFCMaP en un
grup de pacients d’AR (dividits en CCP+ i CCP-) i en el grup control. El valor de la mediana de cada
categoria es mostra com la ratlla horitzontal a cada box plot. Es considera significatiu si el p-valor és
inferior a 0,05; ** indica p<0,01 i **** indica p<0,0001. En cas de resultat no significatiu, s’indica amb
les inicials ns.

Pel que fa a I'analisi de la relacio de la resposta anti-MAA i la presencia d’ILD, tampoc en aquest
cas s’ha detectat cap diferéncia. Pel que fa a la positivitat no s’han detectat diferéncies
significatives (p=0,15), i la tendéncia observada indica que la positivitat esta més elevada en el

subgrup d’AR-no ILD respecte la poblacié AR-ILD (21 % vs 11 %).
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L’analisi comparativa dels nivells observats en la poblacié AR-ILD vs AR-no ILD mostra que els
nivells estan lleugerament elevats en la poblacid d’AR-no ILD per0 sense arribar a mostrar
diferéncies significativament estadistiques. Només es van observar diferencies entre els nivells
observats en les dues subpoblacions d’AR (ILD o no-ILD) en comparacié al grup control de mostres
del banc de sang. Aquestes son més importants inferior en el cas de la comparacié AR-no ILD vs

BS (p<0,0001), que en la comparacié AR-ILD vs BS (p=0,023) (Figura 57).
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Figura 57: Titols d’anticossos anti-MAA detectats emprant com antigen el péeptid CFFCMaP en un grup
de pacients d’AR, dividits en funcié de la preséncia o abséncia d’ILD i en el grup control. Els resultats es
correspon a 'isotip IgG. El valor de la mediana de cada categoria es mostra com la ratlla horitzontal de cada
box plot. Es considera significatiu si el p-valor és inferior a 0,05. * indica p<0,05 i **** indica p<0,0001.En
cas de resultat no significatiu, s’indica amb les inicials ns.
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4. Comparaciéo del perfil d’autoanticossos dels pacients de reumatisme
palindromic i artritis reumatoide amb antigens modificats post-
traduccionalment

4.1 Obtenci6 dels antigens emprats en la deteccid de la resposta AMPA

Per analitzar els perfils d’anticossos entre dues poblacions amb malalties reumatiques, en aquest
cas l'artritis reumatoide i el reumatisme palindromic, es va treballar amb diferents antigens.
Alguns d’aquests han estat ja préeviament introduits i se n’ha descrit la sintesi, purificacio i
caracteritzacié en I'apartat de Resultats (Apartat 2, subapartats 2.2.1 i 2.4), com és el cas dels
peptids quimerics de fibrina/filagrina amb diferents combinacions de modificacions post-

traduccionals (CFFCHP-1, CFFCHP-2, CFFCHP-3 i CFFCHAP).

Els assaigs en aquestes dues poblacions s’han dut a terme també amb altres antigens de
naturalesa proteica com sén el fibrinogen i el FCS, que esta compost per una barreja de proteines,
en la seva forma carbamilada, per detectar la resposta anti-CarP. També s’ha treballat amb un
peptid quimeric de fibrina/filagrina que en la seva estructura només presenta una modificacié
post-traduccional, la homocitrul-lina, en substitucié de les 3 lisines presents de forma nativa. Més
concretament, hem treballat amb el péptid [hCit®?%®®q-fibrina (617-631) — S$3%, S%° ciclo

[Cys39831° hCit*1?] filagrina (304-324) que ha rebut el nom abreviat de CFFHP (Figura 58).

HSTHCITIRGHA SRPVRG-HQCIHQEST GRSRGRCI)GRSGS

Figura 58: Estructura primaria del peptid CFFHP.

4.1.1 Proteines carbamilades

Les proteines adquirides comercialment es van carbamilar seguint els procediments préeviament
descrits a Materials i Metodes (Apartat 2.1.1). La confirmacio de la correcta carbamilacié dels dos
antigens proteics, FCS i fibrinogen, es va obtenir mitjancant un estudi de I'analisi d’aminoacids.
Es van analitzar tant la forma control com la forma modificada. La introduccié d’un patré
d’aminoacids va permetre la identificacio correcta dels diferents aminoacids presents a les dues
mostres. En els dos antigens proteics es va observar com en la mostra homocitrul-linada es va
mostrar un canvi en I'abundancia relativa de la lisina i la homocitrul-lina. En les mostres control

no es va observar la presencia del pic corresponent a la homocitrul-lina. Els resultats de I'analisi
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del FCS, en els quals es va mostrar un descens de I"'abundancia relativa de la lisina del 10% en la
mostra control fins al 4% en la mostra carbamilada i I'aparicié de I'homocitrul-lina fins representar

un 6% dels aminoacids presents, es mostren a continuacio (Figura 59).
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Figura 59: Cromatograma obtingut de I’analisi d’aminoacids d’una mostra de proteina (FCS) control i la
seva versié carbamilada (FCS-CarP). Es mostren els pics dels diferents aminoacids presents en la
mostra carbamilada i la mostra control. (A) Cromatograma corresponent a la mostra de FCS-Control.
(B) Cromatograma corresponent a la mostra de FCS-CarP. Es veu una clara davallada de I'abundancia
de la lisina en el FCS-CarP (B) en relacié al present en el FCS control (A) (indicada en blau). També
s’observa clarament I'aparicié del nou pic corresponent a la homocitrul-lina (indicat en taronja) de
forma exclusiva en la forma carbamilada del FCS (B).
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4.1.2 Peéptid CFFHP

El peptid es va sintetitzar en fase solida seguint els protocols ja descrits al capitol de Materials i
Metodes (Apartat 1.1). Posteriorment se’n va dur a terme |'escissid de la resina, la ciclacié i
finalment la purificacié. El rendiment d’escissio va ser del 39,8% i el de ciclacid i purificacio de
38,4%. El rendiment global de la sintesi va ser de 15,3%. Un cop obtinguda la molecula final es va
dur a terme la seva caracteritzacido mitjancant la determinacié de la puresa amb |'analisi a escala
analitica per HPLC. Lanalisi d’espectrometria de masses en va permetre confirmar la identitat.

Els resultats es mostren a la Figura 60.
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Figura 60: Caracteritzacio per HPLC i espectrometria de masses del péptid CFFHP. (A) Caracteritzaci6 de
I'elucié del peptid CFFHP per HPLC a escala analitica. Espectre obtingut amb el gradient linear 5-95% de
solvent B (ACN + 0,05% TFA) en solvent A (H,O + 0,05% de TFA) durant 20 minuts a un flux d’1mL/min,
després d’un isocratic de 5 minuts al 5 de solvent B. (B) Espectre de masses registrat en mode d’ié positiu
en un rang de m/z de 100-1500. En els requadres, es mostra una ampliacio dels valors experimentals
obtinguts, per major claredat. La relacié de m/z calculades teoricament sén les seglents:
[M+4H]*=1160,78, [M+5H]*=928,83; [M+6H]*%=774,19; [M+7H]*’=663,73; [M+8H]*¥=580,89 . Les masses
experimentals coincideixen amb les esperades i les relacions m/z obtingudes sén les segients:
[M+4H]*=1160,58, [M+5H]*°=928,66; [M+6H]*®=773,88; [M+7H]*'=663,47; [M+8H]*¥=580,66.
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4.2 Determinacio dels punts de tall per determinar la positivitat AMPA respecte diferents
antigens

La determinacio dels punts de tall dels diferents antigens s’ha efectuat mitjancant I'analisi dels
resultats obtinguts en les respostes d’autoanticossos de les mostres de la cohort de 178 pacients
d’AR, que han estat comparades amb el resultat de les determinacions en 120 mostres de banc
de sang. Alguns dels punts de tall descrits a continuacié han estat indicats en 'apartat de resultats
(Apartat 2 — Peptids quimerics ciclics amb multiples modificacions post-traduccionals com

antigens per la deteccido d’AMPAs en pacients d’AR greu).

L'analisi experimental d’ELISA s’ha dut a terme segons els protocols descrits en 'apartat de
Materials i Métodes, en funcid del tipus d’antigen emprat. En tots els casos s’ha incorporat a les
plaques d’assaig una recta de calibrat que ha permeés la interpolacid dels resultats obtinguts en
densitats optiques a unitats arbitraries, el tipus d’unitat de resposta utilitzat en totes les analisis
posteriors, inclos el calcul del punt de tall de positivitat. Aquest s’ha establert mitjancant la
comparacioé de la resposta dels dos grups en una corba ROC (Figures 61 62). El valor s’ha obtingut
fixant una especificitat del 95%. A continuacié es mostren els valors de punt de tall emprats en
els diferents antigens/isotips amb els que s’han analitzat les respostes en les poblacions d’assaig

d’aquest estudi (Taula 29).
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Figura 61: Corbes ROC del péptid CFFHP pels diferents isotips. Calculades amb els resultats obtinguts de
la mostra de 178 pacients d’AR en comparacié a 120 mostres d’individus sans.
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Figura 62: Corbes ROC del dos antigens proteics: FCS-CarP i Fib-CarP pels diferents isotips. Calculades

amb els resultats obtinguts de la mostra de 178 pacients d’AR en comparacié a 120 mostres d’individus
sans.

A) IgG IgA IgM
Anti-CFFCHP-1 218,0 220,5 252,5
Anti-CFFCHP-2 15,0 221,5 60,0
Anti-CFFCHP-3 217,5 226,5 >84,5

Anti-CFFHP 213,5 226,5 221,5
Anti-CFFCHAP 219,5 225,5 >42,5

B) IgG IgA IgM
Anti-FCS-CarP >173,5 2257 2222,5
Anti-Fib-CarP 2166,9 >89 >144,5

Taula 29: Valors dels punt de tall de positivitat emprats en les determinacions de la preséncia d’AMPAs

duts a terme amb diferents antigens. (A) Valors dels punts de tall dels antigens peptidics. (B) Valors dels
punts de tall dels antigens proteics.
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4.3 Comparacio de les poblacions d’analisi

L’analisi de les caracteristiques de les poblacions d’analisi es mostra a continuacio:

1) Cohort 1: 45 pacients de reumatisme palindromic inclosos en I'estudi clinic PALABA

(NCT03669367). Son casos de diagnostic recent que no han rebut cap tractament previ.

2) Cohort 2: 125 pacients d’AR establerta. El diagnostic es va fer d’acord als criteris
ACR/EULAR 2010. Per tal de poder dur a terme la comparacié amb la poblacié de RP de
recent diagnostic, es van excloure de la mostra aquells pacients que havien rebut com a
tractament Rituximab (tractament basat en I’is d’un anticos quimeric monoclonal que té
com a diana el receptor CD20 de les cel-lules B) o Abatacept (tractament basat en I'Us
d’una proteina de fusié formada amb la regié Fc de I'immunoglobulina G1 i el domini

extracel-lular de CTLA-4 que té com a diana el receptor CD80 i CD86 de les cel-lules T).

La resta de caracteristiques principals de les dues cohorts es descriuen a la Taula 30. No es van
trobar diferencies significatives en els dos grups, ni en el % de dones, ni I'edat, ni respecte el %

de positivitat del FR ni de la positivitat ACPA, determinada amb el test comercial CCP2.

RP (n=45) AR (n=125)
Dones 34 (75,6) 97 (77,6)
Edat (anys) 49,3£+11 59,6113
Durada malaltia (mesos) 9,616,1 77,2+59,7
Factor reumatoide 36 (80) 97 (77,6)
ACPA (anti-CCP2) 41(91,1) 110 (88)

Taula 30: Comparacié de les dades principals de les dues cohorts d’analisis: RP (n=45) vs AR (n=125). Es
mostren les dades de les dues cohorts. Els resultats dels apartats de Dones, FR i ACPA s’expressen en
numeros absoluts i percentatge de positius respecte el total, n(%). Els resultats d’edat i durada malaltia
s’expressen en anys i mesos respectivament i es corresponen a la mitjana * desviacié estandard.
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4.4 Resultats comparatius de la resposta AMPA en les dues poblacions d’analisi

Es va dur a terme I'analisi de la presencia d’anticossos del tipus AMPA (ACPA, anti-CarP i AAPA)
en els isotips 1gG, IgA i 1gM. Per els assaigs de determinacié es van emprar diferents antigens,
tant peptidics com proteics. Entre els antigens peptidics es van incloure els peptids doblement
modificats (citrul-linats/homocitrul-linats) CFFCHP-1, CFFCHP-2 i CFFCHP-3, descrits i analitzats
en apartats anteriors. També es va incloure el péptid totalment homocitrul-linat CFFHP, i el péptid
triplement modificat, CFFCHAP. Pel que fa a les proteines carbamilades, es van incloure el FCS i
el fibrinogen, caracteritzats i descrits en apartats anteriors. En tots els casos es va treballar de
forma paral-lela amb els antigens en la seva versié no modificada per tal de determinar la

reactivitat especifica.

4.4.1 Comparacio de la positivitat AMPA en les dues cohorts

En la comparacid de les proporcions de positivitat de les dues poblacions amb els diferents
antigens d’analisi es van observar diferéncies significatives principalment en els antigens
carbamilats. En tots els casos on es van observar diferencies significatives de positivitat entre els
dos grups, es va confirmar que la resposta era major en el grup d’AR i que la positivitat estava
reduida en la poblacié de RP. En altres casos es va observar la mateixa tendéencia perd sense

poder arribar a confirmar-la de forma estadisticament significativa.

En el cas del FCS-CarP es van observar diferéncies significatives en els isotips IgG i IgA (p<0,005)
mentre que en l'isotip IgM es va observar una tendéncia similar pero sense assolir la significacié
estadistica (p=0,067). Per altra banda, en el cas del Fib-CarP es va confirmar la preséncia de
diferencies significatives en I'isotip IgG (p<0,0001) mentre que en el cas dels altres dos isotips,
no es van observar aquestes diferéncies. Pel que fa a I'Gltim antigen totalment carbamilat, el
peptid CFFHP, també es van confirmar les diferéncies en els isotips 1gG i IgA (p<0,05) mentre que
I'isotip 1gM només es va observar la tendencia pero sense assolir la significacio estadistica

(p=0,1832), de forma similar a com s’havia observat amb I'FCS-CarP (Taula 31).

Pel que fa a la resta d’antigens emprats, només es van poder observar diferencies estadisticament
significatives en els nivells de positivitat observats en front a dos dels péeptids doblement
modificats (CFFCHP-2 i CFFCHP-3) en realitzar I'analisi de la preséncia d’anti-AMPA-IgA. No es van
observar diferéncies estadisticament significatives per cap de les altres parelles d’antigen/isotip

(Taula 32).
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4.4.2 Comparacio dels nivells d’AMPA en les dues cohorts

No es van observar diferéncies significatives en els nivells d’ACPAs ni en el percentatge de
positivitats entre les dues poblacions (AR i RP). Es van observar diferéncies significatives
principalment en referéncia als nivells observats de resposta anti-CarP. Els nivells d’aquesta
familia d’autoanticossos estava elevat en la poblacid d’AR respecte la dels pacients de RP, que

mostra una resposta més restringida.

L’antigen en el que es va observar una major diferencia va ser novament el FCS-CarP. Els nivells
en front a aquest antigen estaven disminuits en la poblacié de RP pels 3 isotips d’estudi, i la
diferencia respecte la poblacié d’AR era significativa en tots els casos (1gG i IgA, p<0,0001 i IgM
p<0,0005). Aquest fet es va replicar amb el Fib-CarP en els isotips 1gG i IgA (p<0,0005) perd no en
I'isotip IgM, on no es van poder detectar diferéncies entre els dos grups. Pel que fa al peptid
totalment carbamilat, CFFHP, es van observar diferéncies significatives en els isotips IgG i IgM
(p<0,05) mentre que en l'isotip IgA es va observar una tendéncia similar pero sense assolir la

significacid estadistica (p=0,112) (Taules 31 i 32) (Figura 63).
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Figura 63: Comparacié dels nivells anti-CarP-IgA o anti-AMPA-IgA en els pacients de RP i AR emprant
diferents antigens. (A) Resultats obtinguts emprant els antigens carbamilats FCS-CarP, Fib-CarP i
CFFHP. (B) Resultats obtinguts emprant els antigens peptidics doblement modificats
(citrul-linats/homocitrul-linats) CFFCHP-1, CFFCHP-2 i CFFCHP-3. (C) Resultat obtingut emprant
I'antigen peptidic triplement modificat, CFFCHAP. ** indica p<0,01, *** indica p<0,001 i **** indica
p<0,0001.
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AR (n=125) RP (n=45) p valor

FCS homocitrul-linat (FCS-CarP)

Positivitat (%) 1gG anti-FCS-CarP 78 (62.4) 14 (31.1) p<0.005
Mediana dels nivells anti-FCS-CarP (IQR) UA/mL 238 (571) 75 (249) p<0.001
Positivitat (%) IgA anti-FCS-CarP 41 (32.8) 2 (4.4) p<0.005
Mediana dels nivells anti-FCS-CarP (IQR) UA/mL 161 (308) 14 (97) p<0.001
Positivitat (%) IgM anti-FCS-CarP 30 (24.0) 5(11.1) NS

Mediana dels nivells anti-FCS-CarP (IQR) UA/mL 90 (165) 32 (101) p<0.005

Fibrinogen homocitrul-linat (Fib-CarP)

Positivitat (%) 1gG anti-Fib-CarP 87 (69.6) 9 (20) p<0.005
Mediana dels nivells anti-Fib-CarP (IQR) UA/mL 249 (304) 70 (104) p<0.005
Positivitat (%) IgA anti-Fib-CarP 25 (20.0) 10 (22.2) NS
Mediana dels nivells anti-Fib-CarP (IQR) UA/mL 0(76) 36 (72) p<0.005
Positivitat (%) IgM anti-Fib-CarP 33 (26.4) 8(17.8) NS
Mediana dels nivells anti-Fib-CarP (IQR) UA/mL 82 (117) 57 (84) NS

Péptid quimeric de fibrina/filagrina homocitrul-linat (CFFHP)

Positivitat (%) IgG anti-CFFHP 54 (43.2) 10 (22.2) p<0.05
Mediana dels nivells anti-CFFHP (IQR) UA/mL 9 (227) 0(12) p<0.005
Positivitat (%) IgA anti-CFFHP 20 (16.0) 1(2.2) p<0.05
Mediana dels nivells anti-CFFHP (IQR) UA/mL 0(5) 0(0) NS
Positivitat (%) IgM anti-CFFHP 14 (11.2) 2 (4.4) NS
Mediana dels nivells anti-CFFHP (IQR) UA/mL 0(7) 0(0) p<0.05

Taula 31: Positivitat i nivells mitjans de la resposta anti-CarP en els pacients d’AR vs RP de recent
diagnostic analitzada amb els diferents antigens.

En els altres antigens testats només es van veure diferencies estadisticament significatives per
dues de les molécules doblement modificades, en I'isotip IgA, en les quals s’havia mostrat també
la presencia d’aquestes diferencies en termes de positivitat. En aquests dos péeptids, per l'isotip
IgA, el p-valor va ser inferior a 0,05. També en l'isotip IgA, amb el peptid CFFCHP-1 es va observar
la tendéncia en el mateix sentit perd en aquest cas no es va arribar a la significacid estadistica
(p=0,108) (Figura 63). En l'isotip 1gG es va observar una tendéncia similar pels tres peptids
homocitrul-linats/citrul-linats. Amb el péptid CFFCHAP, que presenta també acetil lisina, els

resultats no mostren diferencies significatives per cap dels 3 isotips (Taula 32).
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AR (n=125) RP (n=45) p valor
Péptid quimeric de fibrina/filagrina citrul-linat/homocitrul-linat 1 (CFFCHP-1)
Positivitat (%) 1gG anti-CFFCHP-1 89 (71.2) 25 (55.5) NS
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-1 (IQR) UA/mL 122 (697) 113 (384) NS
Positivitat (%) IgA anti-CFFCHP-1 53 (42.4) 12 (26.7) NS
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-1 (IQR) UA/mL 11 (113) 2 (39) NS
Positivitat (%) IgM anti-CFFCHP-1 34 (27.2) 13 (28.9) NS
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-1 (IQR) UA/mL 0(105) 0(69) NS
Péptid quimeric de fibrina/filagrina citrul-linat/homocitrul-linat 2 (CFFCHP-2)
Positivitat (%) 1gG anti-CFFCHP-2 89 (71.2) 25 (55.5) NS
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-2 (IQR) UA/mL 130 (891) 140 (441) NS
Positivitat (%) IgA anti-CFFCHP-2 59 (47.2) 12 (26.7) p<0.05
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-2 (IQR) UA/mL 17 (129) 2 (43) p<0.05
Positivitat (%) IgM anti-CFFCHP-2 38 (30.4) 10 (22.2) NS
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-2 (IQR) UA/mL 0(101) 0(43) NS
Péptid quimeric de fibrina/filagrina citrul-linat/homocitrul-linat 3 (CFFCHP-3)
Positivitat (%) 1gG anti-CFFCHP-3 89 (71.2) 26 (57.8) NS
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-3 (IQR) UA/mL 153 (767) 95 (478) NS
Positivitat (%) IgA anti-CFFCHP-3 56 (44.8) 12 (26.7) p<0.05
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-3 (IQR) UA/mL 23 (107) 4 (54) p<0.005
Positivitat (%) IgM anti-CFFCHP-3 37 (29.6) 7 (15.6) NS
Mediana dels nivells anti-CFFCHP-3 (IQR) UA/mL 0(117) 8(36) NS
Peptid quimeric de fibrina/filagrina citrul-linat/homocitrul-linat/acetilat (CFFCHAP)
Positivitat (%) 1gG anti-CFFCHAP 81 (64.8) 27 (60.0) NS
Mediana dels nivells anti-CFFCHAP (IQR) UA/mL 61 (786) 75 (516) NS
Positivitat (%) IgA anti-CFFCHAP 50 (40.0) 13 (28.9) NS
Mediana dels nivells anti-CFFCHAP (IQR) UA/mL 11 (126) 8 (69) NS
Positivitat (%) IgM anti-CFFCHAP 38 (30.4) 13 (28.9) NS
Mediana dels nivells anti-CFFCHAP (IQR) UA/mL 0(58) 0(61) NS

Taula 32: Positivitat i nivells mitjans de la resposta anti-AMPA en pacients d’AR vs RP de recent
diagnostic analitzada amb els diferents antigens.

Aixi doncs, es va observar com de forma clara, tot i presentar nivells comparables tant de FR com
d’ACPA, detectats amb el test CCP2, es mostren diferencies clares pel que fa a la presencia i nivells
d’anti-CarP. Es mostra com hi ha una menor resposta en el grup de pacients de RP tant pel que
fa als nivells i presencia com al tipus d’isotips detectats en comparacié al grup d’AR. L’abséncia
de resposta IgA, i especialment anti-CarP, detectada en pacients de RP de recent diagnostic

podria estar relacionada amb una menor progressié cap a I’AR.
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Peéptids sinteétics i proteines amb modificacions post-traduccionals
per a la deteccié de biomarcadors en 'artritis reumatoide

Discussio
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El diagnostic actual de I'AR esta basat en multiples manifestacions cliniques i només en dos
parametres serologics, la determinacid de dues families d’anticossos, els ACPA i el FR. El gran
avenc que s’ha donat en els Ultims anys respecte la deteccié de la presencia de diferents families
d’autoanticossos esta posant en relleu la necessitat de desenvolupar nous tests serologics que
permetin la determinacié de la resposta anti-AMPA de forma sensible, especifica i reproduible.
La mancanca de tests serologics es fa especialment rellevant en els fenotips greus de la malaltia,
on la resposta immunitaria és més elevada i detectar el component humoral pot tenir més
rellevancia pel diagnostic i correcta estratificacid dels pacients en funcid de la necessitat del

tractament.

L’objectiu principal d’aguesta tesi doctoral, ha estat el disseny i sintesi de multiples nous antigens
per desenvolupar nous tests basats en suports solids diversos amb I'objectiu final de millorar la
deteccid de diferents biomarcadors amb rellevancia en el context de I’AR. L'estudi d’aquests
biomarcadors alhora ha servit per ajudar a entendre com la preséncia d’aquests pot afectar i/o

contribuir a les afectacions mostrades pels pacients d’aquesta patologia.

Donat que els ACPA formen, juntament amb el FR, el doblet d’anticossos amb potencial diagnostic
més elevat en el context de I'AR, i que semblen estar involucrats en la fisiopatologia de la malaltia,
I'estudi d’aquests va ser el punt de partida dels estudis dels biomarcadors d’AR que s’han inclos
en aquesta tesi. Els resultats obtinguts en assajos previs ens van permetre plantejar, com a primer
objectiu, el disseny d’un suport multiplex per la deteccid i estudi de la resposta ACPA envers
multiples antigens peptidics quimerics, ciclics i citrul-linats de forma simultania en pacients d’AR.
En termes globals, tot i que no tots els resultats previament obtinguts individualment per
cadascun dels peptids en format ELISA han estat reproduits en el nou format microarray, el balang

final entre sensibilitat i especificitat assolit amb el format microarray es pot considerar adequat.

L’assaig ha confirmat que és possible treballar de forma simultania amb diverses estructures
peptidiques diferents en un Unic assaig i mantenir la reactivitat observada en altres plataformes
com és I'ELISA. Ens ha servit com una prova de concepte per confirmar la validesa del format

microarray en el context de la recerca i analisi d’estructures peptidiques diferents.

L'objectiu inicial de I'estudi era el desenvolupament d’un test multiplex ja que aquest format
presenta algunes avantatges molt rellevants, com I'estalvi de temps per I'estudi de multiples
estructures pero sobretot la necessitat de fer servir menys reactius. Aquest punt és clau sobretot

en el cas dels serums dels pacients, ja que presenta un valor biologic incalculable i en moltes
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ocasions és escas. Disminuir la quantitat necessaria del serum pot permetre incloure en els
estudis mostres molt ben caracteritzades pel que fa a I'historial clinic, pero de les quals es disposa

de molt poc volum, que poden ser de molta utilitat en recerca.

L'obtencid de bons resultats en I'assaig global depen en gran part en els antigens individuals
inclosos i les seves caracteristiques individuals. Malgrat que s’han desenvolupat sistemes
miniaturitzats que permeten la presentacid d’antigens de naturalesa diversa i en els quals es

poden incloure tant proteines com peéeptids de forma simultania, com els que es presenten en els
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estudis de deteccio d’ACPAs realitzats per Wagner et al >>° o Chandra et al*’, en aquest projecte
es va decidir treballar exclusivament amb molécules de naturalesa peptidica. El motiu pel qual es
va prendre aquesta decisié va ser la possibilitat d’efectuar de forma senzilla una caracteritzacié
completa dels péptids abans de ser emprats com antigens. La identificacié de cada péptidila seva
obtencié amb un elevat grau de puresa (>95%) suposen un punt essencial per poder descartar
fonts de divergencies en la comparacié dels resultats obtinguts en els estudis d’ELISA i els
obtinguts en el microarrays, alhora que ens assegurem que la resposta detectada es especifica a

I'antigen presentat.

La seleccié dels péptids concrets per I'assaig ha estat guiada per dos factors importants. En primer
lloc, totes les estructures peptidiques que es van estudiar i contemplar com a candidates per
formar part d’aquest assaig van estar dissenyades per mostrar dos dominis de proteines diferents
alhora. La rad d’escollir I'Us de péeptids quimerics en detriment dels péptids monomerics va ser la
major reactivitat observada en diversos estudis realitzats préeviament al nostre
laboratoril#+216:358.359 \Més concretament, pel disseny de cada péptid quiméric es va treballar amb
diferents dominis que van ser escollits per la seva rellevancia en el diagnostic actual de I'AR, com
és el cas del péptid de filagrina®*® o bé perqué sén derivats de proteines que s’han detectat en el
teixit sinovial de pacients d’aquesta patologia, com ha estat el cas de I'enolasa®*, la vimentina®®"
362

i la fibrina®%®3% |3 utilitzacid de fragments de proteines presents en el teixit sinovial de

pacients d’AR com antigens podria ajudar a millorar la sensibilitat de I’assaig.

En segon lloc, tots els peptids que es van incloure a I'assaig multiplex havien estat préviament
validats en el suport d’ELISA. D’aquesta manera es va poder determinar que generaven una
reactivitat i que la resposta anti-ACPA que permetien detectar presentava una sensibilitat i
especificitat suficients per ser incloses en el microarray. La inclusié de péptids amb capacitat de
detectar ACPAs de forma individual és critica per tal de generar una combinacié Optima de

peptids, que estudiats de forma conjunta, també donin un bon resultat pel que fa a la sensibilitat
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1356 van mostrar com d’un total de 16 antigens citrul-linats estudiats,

i al'especificitat. Wagner et a
només 8 mostraven de forma preferencial una resposta, mentre que la resta mostraven una
reactivitat molt més baixa. La inclusié de la resta d’antigens no mostrava cap informacié
addicional. En un altre assaig realitzat per Ronnelid et al*®®, es va mostrar també que amb els

resultats dels 8 péptids més reactius del total de 16 péptids inclosos, s’obtenien millors resultats.

Finalment, una vegada feta I'eleccid dels péptids que s’havien d’incloure en el disseny final del
multiplex, I'optimitzacio prévia del protocol del microarrays va ser clau en el desenvolupament
dels assaigs posteriors. Tal i com s’ha vist en els assaigs de comparacio de les diferencies
obtingudes en relacid al protocol emprat, treballar amb els reactius més adequats per unir el
peptid al portaobjectes permet obtenir resultats més homogenis. L'optimitzacid va permetre
obtenir resultats acceptables en termes de coeficient de variabilitat de cadascun dels spots dels
peptids en la majoria dels casos de tal manera que es van obtenir resultats valids de suficients
pacients d’AR, donants de banc de sang i PsA per poder determinar tant la sensibilitat com

I'especificitat de cadascun dels péptids d’assaig.

També van mostrar clarament com en les mostres de baixa intensitat, la variabilitat dels spots era
major i la homogeneitat estava reduida. Els resultats obtinguts en el nostre assaig ens van servir
per determinar el valor limit de CV acceptable per la inclusié dels resultats en I'assaig final.
Aquests valors van ser del 25% en les mostres d’alta intensitat i del 30% en les de baixa intensitat
i sén valors limit equiparables als descrits en altres estudis de disseny multiplex per la deteccio
d’ACPAs, com és el cas I'estudi de Hansson et al*?®, on es troben amb CV d’entre el 10 i 20% en
les mostres d’alta intensitat i entre el 15 i el 32% en el cas de mostres de baixa intensitat. Es
tracten també de valors propers als obtinguts, de fins el 17%, en la comparacio de diferents tests

comercials CCP2 reportats per Bizzarro et al 3% .

Un dels punts forts del nostre assaig va consistir en la inclusid de peptids control amb arginina
per cadascun dels péptids citrul-linats de I'assaig. Aixo és molt rellevant ja que ens va permetre
comprovar que la reactivitat observada en front als diferents peptids citrul-linats es devia
precisament a la presencia de la PTM. Suposa un avantatge respecte el test comercial, que esta
basat en la presentacio d’'una multitud d’estructures citrul-linades de forma simultania seguint
una metodologia que impossibilita la inclusié dels péptids controls amb arginina de forma
rutinaria. De fet, suposa un punt debil de I'assaig comercialitzat, ja que per aguest motiu, en
ocasions s’han detectat respostes positives en mostres on la reactivitat no es especifica de la

citrul-lina.
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13%7 en el

Aguesta resposta inespecifica s’ha descrit en diferents assaigs, com el de Kakumanu et a
qual s’analitza la resposta anti-CCP1 de pacients d’AR i de pacients de tuberculosi, que és, a priori,
detectable en el 43% i 37% dels serums analitzats de cada patologia respectivament. En realitzar
I’analisi de la resposta al mateix péptid perd contenint arginines, van observar clarament com els
pacients de tuberculosi presenten també reactivitat al peptid control, fet que no es replica en els
pacients d’AR. D’aquesta manera, es pot concloure que la resposta en el cas dels pacients d’AR
és especifica de la preséncia de citrul-lines mentre que en el grup de tuberculosi, la resposta no

és especifica a la citrul-lina, i I'Us d’un test que serveixi per detectar aquest biomarcador sense

emprar un peptid que conté arginines com a control pot generar confusié.

Altres estudis posteriors en la mateixa linia, emprant el test CCP2 i plaques de control proveides
per I'empresa fabricant EuroDiagnostica, han permes concloure que pacients d’hepatitis
autoimmune de tipus 1% i pacients que presenten infeccid per Leishmania donovani 3*° també
presenten reactivitat al test CCP2 i que aquesta és, novament, inespecifica de la citrul-lina. Tot i
gue aquesta reactivitat es podria confondre per una resposta especifica ACPA, la resposta no té
aquesta naturalesa ja que s’observa també en la placa en la que s’exposen els peptids en la seva
versio control (amb arginina). Aquests estudis posen emfasi en la importancia d’emprar els

controls adequats per poder assegurar I'especificitat envers la citrul-lina de la resposta detectada.

L’estudi de I'efecte individual de la subtraccié de la reactivitat del peptid control a cadascun dels
peptids en el nostre estudi, va donar resultats diferents. La tendéncia general va ser clara, ja que
en 5 dels 8 peptids de I'assaig, tenir en compte el peptid control va permetre millorar la
sensibilitat individual del péptid. En dos dels casos, aquesta operacid no va generar cap efecte i
en un unic peptid, va fer disminuir la sensibilitat, tot i que de forma molt minsa, del 36% fins al
31%. Aquest efecte es va observar en el peptid CFVCP, que alhora era el peptid amb la pitjor
capacitat diagnostica (sensibilitat més baixa) dels vuit inclosos a I'assaig. La pérdua de sensibilitat
de forma moderada degut a la inclusid del control observada en el nostre assaig també s’ha
descrit en altres assaigs similars com el de Hansson et al 32>, En aquest estudi es va treballar amb
un total d’11 peptids citrul-linats i van detectar una baixada moderada de la sensibilitat en 6 dels
peptids quan es restava la resposta del péptid control, amb un percentatge de sensibilitat
perduda que va oscil-lar entre el 2 i el 4% aproximadament, uns valors molt propers a I'observat

en el nostre estudi, pel peptid CFVCP (5%).
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En aquest aspecte es pot concloure que la inclusio dels controls és una eina que va permetre
millorar el rendiment de I'assaig. El motiu pel qual es va donar de forma general un augment de
la sensibilitat, és que la inclusid del control permet, quan en fas la subtraccid respecte de la
reactivitat total, descartar la reactivitat inespecifica. Aquesta es sol donar de forma majoritaria
en el grup control. Aixi, de forma global els controls donen valors menys elevats de reactivitat i el
punt de tall disminueix, permetent la deteccid de més casos positius en la poblacié d’AR mentre
es manté I'especificitat. La millora del rendiment individual de cadascun dels péptids contribueix

a que el resultat global també sigui millor.

Un cop obtingudes les dades definitives que van servir per analitzar els resultats i la capacitat
diagnostica tant de cada peéptid individual com de I'assaig global, es van dur a terme diferents
comparacions. En primer lloc, es va analitzar mitjancant el calcul del coeficient de Spearman si la
resposta obtinguda amb el suport ELISA de cada péptid era comparable amb I'obtinguda en el
microarray. Els coeficients de correlacid van ser elevats, d’entre el 0,7 i el 0,83, confirmant la
concordanca obtinguda entre els dos tipus d’assaig i la seva correlacié. Aquests resultats, a més,
estan en linia amb els obtinguts en comparacions d’ELISA vs microarrays dutes a terme en altres
estudis de quantificacié d’anticossos contra proteines especifiques®?>3’°. D’aquesta manera es va
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comprovar que el “trasllat” d’un suport solid a I'altre s’havia donat de forma exitosa.

La seglient analisi es va centrar en els resultats obtinguts pel que fa a la positivitat. Es va dur a
terme la comparacio del nombre de peptids positius de forma simultania dels diferents pacients
i els nivells de CCP3 que presentaven. També en aquest cas es va poder establir que existia una
correlacio estadisticament significativa (p=0,0023). Aix0 va permetre confirmar que els pacients
gue presentaven nivells més alts de CCP3, també mostraven una reactivitat envers a un major
nombre d’epitops de la nostra plataforma. Amb aquests resultats vam poder comprovar que en
algunes de les mostres d’AR establerta es presenta un major rang d’epitops reconeguts, i alhora

esta relacionat amb la major resposta al test comercial, tal i com s’havia descrit préviament #3271,

L’Us dels resultats del test CCP3 en els pacients de la nostra cohort com a referencia ens va
permetre determinar els criteris Optims per establir el punt de tall de positivitat global del
multiplex. L'Us de gold-standard com a referéncia també ens va permetre determinar si I'exclusio
dels peptids que previament mostraven una menor sensibilitat individual influia en la sensibilitat
global i de quina manera ho feia. La comparacié dels resultats emprant 5, 6 o 8 péptids va mostrar
gue, contrari al que podiem sospitar al principi, la inclusié de tots els peptids permetia tenir una

major sensibilitat, ja que aquesta era del 65% en I'analisi realitzat tenint en compte 5 dels péeptids
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i va augmentar fins a 77% amb la inclusid de 8 peptids en tots dos casos mantenint una
especificitat del 91% (en referencia al test CCP3). Aquests resultats van mostrar que la inclusié de
peptids diversos és critica ja que tal i com s’ha reportat en la literatura, el ventall d’epitops

reconeguts pels pacients d’AR és ampli i difereix entre individus i entre fases de la malaltia®?72.

El fet que treballar amb 8 péptids doni millors resultats que només incloure’'n 5 o0 6 es pot
interpretar també com que I'assaig per validar els peptids de forma previa a la inclusié en el
multiplex ha estat exitds i s’han escollit en tots els casos estructures adients. En el nostre cas, tots
els péptids han aportat informacid i han contribuit a la capacitat diagnostica global del test, a
diferéncia del que s’ha vist en els assaigs que s’han mencionat préviament de Wagner et al**® i

Rénnelid et al®®, en els quals hi havia 8 péptids que aportaven la majoria d’informacié mentre

que els 8 restants tenien menys rellevancia.

Aguests mateixos estudis comparant els resultats obtinguts en el multiplex en diferents
condicions emprant de referéncia el test CCP3 van permetre concloure que el punt de tall optim
era el de >3 péeptids. Aquest punt de tall ens permetia obtenir resultats amb una especificitat
considerablement més elevada. La sensibilitat respecte els resultats obtinguts amb el test CCP3,
en aquest cas, arribava a valors propers al 75% amb una especificitat del 91%, mentre que en les
condicions menys restrictives (positivitat amb >2 positius simultanis) la sensibilitat era més alta,

del 86%, pero I'especificitat era marcadament inferior, 64%.

Imposar un punt de tall més restrictiu va permetre obtenir una especificitat més elevada,
necessaria per discriminar correctament "artritis d’altres patologies, com es demostra també en
el treball realitzat per Wagner et al®*®. En aquest, la determinacié el test com a positiu tenint en
compte un sol biomarcador donava un valor de 70% de sensibilitat pero amb una especificitat
molt baixa, del 50% i augmentant el nombre de marcadors positius simultanis requerits per la
positivitat global fins a >4, la sensibilitat disminueix fins al 57% pero I'especificitat augmenta fins
al 96%. Tenint en consideracié el tipus de multiplex que s’esta dissenyant, que té com a objectiu
la discriminacio correcta de pacients d’AR respecte altres patologies, I’especificitat s’ha d’establir

sempre en el valor més alt possible.
Els canvis en 'assaig han de buscar augmentar la sensibilitat perd mantenint I'especificitat. Aixi

doncs, s’ha d’intentar assolir el millor equilibri entre sensibilitat i especificitat. Utilitzant un punt

de tall de >3 peptids positius en el nostre assaig, la sensibilitat global del multiplex va ser
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acceptable, del 61,4%. La resposta observada emprant aquest punt de tall, a més, era molt
especifica ja que en les poblacions control, tant en les mostres del banc de sang com en les
mostres de pacients de PsA, no es va detectar cap pacient que presentés positivitat en front a
com a minim tres péptids. La capacitat diagnostica global del test va ser bona, ja que va presentar

una acceptable sensibilitat i una optima especificitat.

Novament, aquests resultats son comparables (p=0,81) amb els obtinguts amb altres plataformes
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multiplex, com la descrita per Wagner et al >>°, on emprant un major nombre d’antigens, 16, i

testant un gran nombre de mostres (1983 mostres d’AR i 249 controls) obtenen una sensibilitat

del 63% i una sensibilitat del 98%. Coincideixen també amb estudis posteriors, més recents*®, e

n
que també amb 16 peptids s’obté una sensibilitat una lleugerament major (68,1%) i una

especificitat lleugerament menor (95,1%).

Dels 66 casos diagnosticats clinicament amb AR, amb el test CCP3 es van detectar 53 casos (80%)
de pacients mentre que amb el mdltiplex se’n van detectar 40 (61,4%). La sensibilitat del
multiplex és inferior a la del gold-standard CCP3. Aquest resultat va indicar que tot i que I'objectiu
principal, que consistia en realitzar tests que permetessin la deteccid d’ACPAs en un assaig
multiplex, s’havia completat amb eéxit, encara quedava marge de millora per augmentar la
sensibilitat. En la comparacio de positivitat individual de cada serum en els dos assaigs, es van
observar resultats discordants en 14 casos. De forma majoritaria es va observar que eren positius
per CCP3 i negatius en el multiplex (13/14) i només un dels casos era positiu en el multiplex i

negatiu en el test CCP3.

Aguests resultats novament fan posar emfasi en I'amplia heterogeneitat que existeix en els
epitops reconeguts pels ACPA. En el nostre cas s’ha treballat amb estructures ben caracteritzades
per la deteccid d’ACPAs en una cohort d’AR establerta, en la qual en principi s’ha donat ja la
expansio d’epitops reconeguts. Amb els resultats aqui presentats vam demostrar que s’havia
dissenyat un sistema base i una metodologia adequada sobre la qual ara es podra treballar i
millorar amb la inclusié de diferents antigens per tal d’augmentar-ne la seva utilitat. A més, el
nostre disseny multiplex s’hauria de testar amb nombres més grans de pacients per confirmar els
resultats. També es podria incloure altres cohorts de pacients d’AR com poden ser els d’AR en
estadis inicials per determinar-ne la seva capacitat diagnostica en aquest context. Es d’esperar
que els resultats serien més limitats, tal i com s’ha pogut observar en I'estudi de Brink et al*”?en
el qual s’"ha demostrat que emprant el mateix disseny multiplex, s’observen diferéencies clares en

la sensibilitat entre dues poblacions de pacients (AR d’inici vs AR establerta).
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En conclusio, els resultats obtinguts en aquest assaig demostren que és factible la utilitzacio de
microarrays preparats de forma manual al laboratori per I'estudi de la preséncia d’anticossos en
diferents contextos. Han de servir com a base per el desenvolupament de nous dissenys en els
quals es poden incloure no només peptids amb citrul-lina sind modificats amb altres PTMs
rellevants en I'AR, per explorar la resposta AMPA en diferents cohorts i en relacié a

caracteristiques cliniques que presentin els pacients inclosos en I'assaig.

Aguests resultats positius en relacio a la utilitzacié de microarrays ens van permetre establir que
la base per generar tests multiplex era la correcta pero alhora ens van servir per entendre que la
resposta analitzada podia ser ampliada i no només centrar-se en la resposta ACPA. Per poder fer
un estudi més ampli de la resposta i aixi detectar i analitzar diferents biomarcadors (anti-CarP,
AAPA), es va dur terme el disseny i sintesi de nous péptids quimerics amb aminoacids amb PTMs
diverses (citrul-linacid, homocitrul-linacid i acetilacid) que ens permetessin ampliar el repertori
d’antigens i poder aixi analitzar la resposta AMPA en una cohort de pacients d’AR amb
caracteristiques cliniques ben definides. El desenvolupament de nous antigens, que dona lloc al
segon apartat, ha permes identificar una associacid de la preséncia de diferents parametres
indicatius de malaltia greu en I'AR i la presencia d’'una resposta més amplia i en nivells més alts

d’AMPAs.

Gracies a I'Us de peptids amb multiples PTMs hem pogut establir que els pacients que presenten
una manifestacid extra-articular que afecta als pulmons, la malaltia pulmonar intersticial,
presenten en general nivells més elevats d’AMPAs i, que en comparacié amb la poblacié d’AR
general, la positivitat en aquests tipus d’autoanticossos s’hi troba també significativament
elevada. També es va poder identificar una relacid entre els nivells més alts d’AMPAs i la presencia

de malaltia erosiva greu.

Per poder dissenyar els diferents peptids emprats com antigens en aquest estudi, ens vam basar
en diferents resultats previs del nostre grup de recerca. Més concretament es va posar el focus
en diferents estudis centrats en l'analisi de diferents combinacions quimerigues que van
demostrar que la unid covalent d’un peéptid a-fibrina (617-631) amb una citrul-lina a la posicié
630 al peptid ciclic de filagrina que constitueix el test comercial de primera generacié (CCP1),
donava lloc a la millor combinacio d’epitops per detectar reactivitat en els pacients d’AR, el peptid
CFFCP-1%#2281 |”4s d’aquest péptid quimeéric com antigen permet detectar la preséncia d’ACPAs

amb una sensibilitat i especificitat comparable a la del test CCP2, i presenta una millor capacitat
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d’identificar pacients amb mal pronostic en relacié al dany articular *#%!. |’estructura primaria
del CFFCP-1 va servir com a base pel disseny i sintesi diferents antigens peptidics en els quals es
va introduir en primera instancia ’lhomocitrul-lina, substituint un o els dos aminoacids lisina
presents en l'estructura nativa del péptid i finalment una acetil lisina, també en un dels dos

residus de lisina on no hi havia homocitrul-lina.

Tot i que la citrul-linacié és la modificacid post-traduccional més rellevant en I’AR, la inclusié de
noves modificacions en els nostres peptids com I"homocitrul-linaciod i I'acetilacid, ens pot ajudar
a entendre el rol que aquestes executen en el context fisiopatologic de I'AR 374 Més
concretament, la presencia d’anti-CarP, els anticossos dirigits a I"homocitrul-lina, ha estat
relacionada amb una elevada activitat patogénica en I’AR¥%37>_ S’ha descrit la seva preséncia en
fins al 20% de pacients seronegatius d’AR®37® i per tant podrien aportar un valor diagnostic afegit
en la deteccid i la sensibilitat de I'assaig si s’utilitzen de forma combinada amb antigens

citrul-linats.

Aixi doncs, la introduccio d’aquest nou aminoacid en els peptids que mantenen la citrul-lina a la
seva estructura ha de permetre detectar de forma simultania tant la preséencia de resposta anti-
CarP com resposta ACPA, o de forma conjunta, la resposta AMPA. A més, s’ha demostrat que hi

7

ha una correlacié entre la preséncia d’aquestes dues families de forma simultania®”’ i que

cadascuna d’elles, de forma independent, ha estat relacionada amb una pitjor progressié

61,80,153,376

articular , de tal manera que detectar-les de forma conjunta podria ser util per

discriminar de forma eficient la progressio cap a un escenari de major destruccid articular.

Recentment, més enlla de la correlacid amb l"afectacié articular, s’ha identificat en estudis

realitzats en el nostre grup de recerca®

la presencia d’'una major resposta anti-CarP,
especialment de l'isotip IgA, en pacients que presenten malaltia pulmonar intersticial com a

patologia extra-articular.

Per tal d’estudiar el rol dels anti-CarP en relacid a diferents fenotips clinic en la nostra cohort
d’AR, tot i que s’han descrit a la literatura diferents assajos que empren antigen proteics com el

149378 a5 va decidir treballar amb

FCS o el fibrinogen per la deteccid d’aquest tipus d’anticossos
estructures peptidiques. També per aquest estudi ens vam decantar pels peptids, ja que tal i com
s’ha mencionat préviament sén estructures quimicament ben definides i que ens permeten
assegurar la reactivitat de cada antigen de forma consistent i reproduible. A més, per introduir

les PTMs escollides en el disseny de "estructura primaria dels péptids no es requereix I'Gs de
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reaccions enzimatiques, siné que només s’han d’addicionar els aminoacids modificats, que estan
disponibles comercialment, durant el procés de sintesi de fase solida. Per tant, I'eleccid d’emprar
peptids enlloc de proteines ens va permetre treballar amb un metode eficient i que ens va
permetre controlar en tot moment les posicions en les quals es van incloure aquestes PTMs. Un
altra avantatge d’aquests, és que tal i com s’havia donat en l'estudi de preparacié dels
microarrays, es va sintetitzar un péeptid control amb la mateixa puresa de forma paral-lela, de tal
manera que es va poder determinar que la reactivitat era especifica de les PTMs en tots els casos.
Es primer lloc es van sintetitzar tres variants que van rebre el nom, en anglés de cyclic fibrin
filaggrin citrullinated homocitrullinated peptide (1,2 o 3), o de forma abreujada, CFFCHP-1,
CFFCHP-2 i CFFCHP-3. Es tracta de versions del peptid CFFCP-1 en les quals es va introduir
I’'homocitrul-lina en la posicié 620 i/o 625 del domini [Cit®*°] a-fibrina (617-631).

Utilitzant aquests peptids per la deteccid d’anti-CarP i ACPA en la nostra poblacio, es va observar
com l'isotip predominant era la 1gG, ja que estava present en un 60% dels pacients mentre que
els isotips IgA i IgM, estaven presents en un percentatge menor de la poblacié. La predominanca
de I'isotip 1gG en els anti-CarP ha estat descrita també en la poblacié d’AR 37, fet que concorda

amb els resultats obtinguts en aquest estudi.

Un cop definida la preséncia total d’AMPAs en la poblacid d’estudi, I'analisi es va centrar en
estudiar I'associacid d’aquests autoanticossos amb diferents fenotips clinics caracteristics de
manifestacions de severitat en I’AR. Van ser considerats com a casos greus d’AR els pacients que
presenten un elevat grau de destruccié articular (Larsen >18) i també els que presenten ILD. Es
van fer, per tant, dos comparatives diferents: una de pacients amb grau de destruccio articular
greu vs pacients amb grau de destruccid articular lleu i una altra de pacients d’AR-ILD vs AR-no-
ILD. L'associacié d’'una major resposta AMPA amb la presencia d’aquestes caracteristiques de

gravetat de la patologia es va poder confirmar amb els diferents peptids analitzats.

Les diferéncies es van observar de forma més marcada en els isotips IgA i IgM, en els quals eren
estadisticament significatives entre els pacients amb presentacions greus de I’AR en comparacié
amb els pacients sense aquestes presentacions. En lisotip IgG, es va mostrar una lleugera
tendencia similar perd no es va arribar a demostrar I'associacid. Aquests resultats van coincidir i
donen suport a alguns estudis previs on s’indicava que la preséncia d’ACPAs i anti-CarP estava

61,80,153,376

associada tant a un dany articular major com a la presencia de malaltia pulmonar

intersticial 12>380:381,
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En I'analisi de la relacio AMPA-ILD, els resultats obtinguts van donar suport també a publicacions
previes del nostre grup en les que es descrivia una major resposta anti-CarP en aquests pacients
i en els quals s’indicava que 'odds ratio era major en l'isotip IgA®. En aquell estudi la resposta
va ser analitzada amb proteines carbamilades i un peptid totalment homocitrul-linat com
antigens, i aquesta vegada el resultat s’ha reproduit en el nostre estudi emprant peptids amb
dues PTMs. Les respostes AMPA determinades en el present estudi van estar especialment
elevades en pacients d’ILD el cas del peptid CFFCHP-1. En el cas dels pacients amb malaltia erosiva

greu, la resposta AMPA estava elevada de forma similar en els tres peptids emprats.

Més enlla de les PTMs estudiades en els peptids mixtes homocitrul-linats/citrul-linats, Juarez et
al*® van descriure que alguns pacients d’AR presentaven també anticossos AAPA, és a dir, contra
lisines acetilades, i els van trobar en pacients tant seropositius com seronegatius, indicant que
podrien ser una familia d’anticossos independents. Per aquesta rad, es va decidir estudiar aquesta
PTM per dissenyar un peptid final que va incloure les tres PTMs principals de forma sequencial

en la seva estructura.

Per tal d’optimitzar el disseny d’aquest peptid, es va realitzar un estudi preliminar que ens va
permetre analitzar de forma senzilla la reactivitat en front a aquestes modificacions observada
en la cohort de pacients d’AR en front a les 3 PTMs. Es van dissenyar i sintetitzar fins a 10 peptids
curts basats en I'estructura del domini a-fibrina (617-631), un dels quals mantenia la base del
peptid CFFCHP-1, que havia estat escollit ja que era el que presentava majors diferéncies en la
resposta AMPA-IgA entre AR-ILD vs AR-no ILD, i en el qual s’afegia només I'acetil lisina. També en

aquest cas es va dissenyar un peptid control.

En tres peptids d’assaig (P2, P3 i P4) es va incloure una Unica PTM per péptid mentre que en la
resta de peptids es van incloure diferents combinacions de PTMs. En la comparativa d’aquests
tres primers peptids es va observar com clarament la resposta majoritaria segueix sent la resposta
ACPA. Aquest petit estudi, pero, ens va indicar que també existia resposta de forma independent
a la presencia de citrul-lina en els pacients d’AR ja que alguns dels serums van mostrar una alta
reactivitat detectada només amb el péptid que contenia I’homocitrul-lina i/o I'acetil lisina. A més,
alguns van mostrar reactivitat en front a les dues modificacions post-traduccionals que afecten a
la lisina perd no van mostrar reactivitat en front del peptid citrul-linat. Aquest resultat també es
va observar, tot i que de forma ténue, en el resultat d’algun serum als péptids 7 i 8, que no

contenien citrul-lina pero si les altres dues PTMs.
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L'estudi dels peptids 9, 10 i 11, que contenen les 3 PTMs de forma simultania, va ser el més
rellevant cara al disseny racional del nou péptid quimeric. En ell vam poder concloure que la
reactivitat observada era molt similar pels tres antigens. En base als resultats previs obtinguts
amb el CFFCHP-1, es va decidir que la millor opcié pel disseny del nou peptid triplement modificat,
era la d’agafar I'estructura basal del péptid P11 com a domini de fibrina a incloure en el nou

peptid quimeric.

Aix0 va donar lloc a la sintesi del nou péptid, el CFFCHAP que presentava una homocitrul-lina a la
posicid 625 i una citrul-lina a la posicid 630 i en el qual s’introduia com a novetat una acetil lisina
a la posicié 620 del domini a-fibrina (617-631). Va ser sintetitzat en fase solida. Novament es va
treballar de forma paral-lela amb un peptid control. Un cop obtingut I'antigen, es va emprar en
els immunoassajos per tal de comparar la resposta AMPA (ACPA, anti-CarP i AAPA) en la mateixa
cohort de pacients d’AR. Fins on arriba el nostre coneixement i hem pogut explorar, aquesta és
la primera vegada que s’ha dissenyat un peptid en el qual s’han introduit de forma sequencial les
tres modificacions post-traduccionals més rellevants en la mateixa seqgliencia en el context de

I’AR.

Després de realitzar els immunoassaigs per determinar la resposta AMPA amb aquest nou peptid,
es va mostrar que el rendiment del CFFCHAP era similar a I'observat en els altres tres péeptids que
combinen la preséncia de citrul-lines i homocitrul-lines (CFFCHP-1, CFFCHP-2 i CFFCHP-3) en
I'estudi general de la poblacié d’AR. La introduccié de la tercera modificacié va revelar la
presencia d’una associacid entre els nivells anti-AMPA-IgG i la preséncia d’ILD i de malaltia

articular greu que no s’havia pogut confirmar amb els altres tres antigens.

Per una banda, I'augment dels nivells anti-AMPA-IgG en pacients d’AR-ILD de forma significativa
mostra que és necessaria una investigacid més exhaustiva per poder comprendre el paper de
I'acetil lisina en la fisiopatologia de I’AR-ILD i aixi contextualitzar aquesta major resposta aqui

trobada.

Per altra banda, només amb el peptid CFFCHAP es va detectar una associacido també entre la
positivitat anti-AMPA-IgG i la presentacié de malaltia articular greu amb un major alt de
destruccio. La identificacié d’aquesta relacié esta en consonancia amb un estudi recent de
Studenic et al.>® en que es va estudiar aquesta mateixa resposta emprant un péptid de vimentina
del qual s’han fet diferents versions per incloure les diferents modificacions post-traduccionals

de forma paral-lela (no simultania) i en el qual es va concloure que existeix una major taxa de
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progressio en la destruccid articular en els pacients que presenten els tres tipus d’autoanticossos.
Novament, la identificacié d’aquesta associacid, aixi com la confirmacié d’aquesta resposta en
estudis independents indica la necessitat de dissenyar noves estructures que incloguin altres

dominis rellevants en el context de I’AR.

Els resultats observats en els peptids d’aquest estudi, que comparteixen una similaritat elevada
en |'estructura, mostren que la reactivitat és variable tot i presentar estructures molt similars.
Aguesta observacidé serveix per donar emfasi en la importancia d’escollir correctament el domini
de proteina en el qual s’introdueixen les modificacions per tal d’obtenir els resultats Optims en la
discriminacio de I’AR. Precisament aquesta és una limitacio del nostre estudi ja que I'antigen que
s’ha presentat, amb diferents combinacions de PTMs, esta basat en només dues proteines
rellevants en els pacients d’AR per0 no representa altres proteines que estan presents en el teixit

sinovial com 'ai-enolasa o la vimentina.

Sera interessant en el futur treballar no només en I'analisi de I'efecte de les diferents PTMs en les
estructures ja esmentades sind en la introduccié d’aguestes en fraccions derivades de dominis
d’altres proteines per intentar abordar la necessitat que existeix d’identificar marcadors que
permetin classificar els pacients que son susceptibles a desenvolupar una AR amb fenotip clinic
greu. El desenvolupament d’aquests nous antigens podria donar lloc a la determinacié de nous
biomarcadors associats amb malalties severes com la ILD que permetrien una millora en el
diagnostic i el tractament d’aquestes complicacions en pacients d’AR. Addicionalment, cara a
estudis futurs, també és interessant pensar en estudiar la resposta observada en pacients d’AR
d’inici, o inclus en la fase preclinica, emprant els peptids que presenten la combinacio de les dues
modificacions (homocitrul-linacié i citrul-linacid) en un mateix peptid, ja que s’ha vist que la
combinacié de la deteccid d’anti-CarP i ACPA conjuntament amb el parametre de positivitat del
factor reumatoide ddéna bon resultat en la identificacid d’aquest subgrup de pacients>. Per
confirmar la utilitat d’aquests peptids en aquest context s’hauria de dur a terme un analisi en

cohorts d’aguestes condicions.

Recentment s’ha descrit un nou subtipus d’anticossos denominat anti-MAA+167168 que tenen
com a diana les proteines modificades amb adductes de malondialdehid-acetaldehid, ha estat
detectat en un elevat nombre de pacients ACPA-, fent que presenti un alt potencial com a
biomarcador de I’AR i pugui esdevenir Gtil en el diagnostic de la malaltia. Per aquesta rad, ens
vam posar com a objectiu descriure i analitzar la preséncia de resposta anti-MAA en la nostra

cohort de pacients i aixi poder estudiar si hi havia alguna correlacid entre aquests anticossos i la
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gravetat de I’AR o amb algun fenotip clinic dels pacients inclosos en la nostra cohort d’AR

establerta, tal i com s’havia pogut establir que es donava amb la resposta anti-CarP/AAPA.

En aquesta ocasid, a diferéncia dels estudis que haviem dut a terme, i per tal de treballar en les
mateixes condicions que les descrites en els treballs en els quals s’havia identificat inicialment
aquest subtipus d’autoanticossos, es va decidir inicialment emprar proteines com antigens. Es va
treballar, en primer lloc amb albUmina sérica humana i posteriorment, els analisis es van ampliar
i es va emprar també fibrinogen huma. Finalment, també es va treballar amb un antigen peptidic

tal i com s’havia fet en els estudis previs ja mencionats per la deteccié d’ACPA, anti-CarP i AAPA.

En els multiples assaigs realitzats per analitzar la presencia d’anticossos anti-MAA en la nostra
cohort de pacients d’AR, els nostres resultats mostren que I'alta sensibilitat mostrada en els
diferents estudis préviament descrits a la literatura no és reproduible. El valor de sensibilitat més
alt obtingut en el nostre analisi ha estat de 19,1% en I'isotip IgG fent servir com antigen el peptid
modificat. A més, I'analisi en |la nostra cohort només ens va permetre detectar serums que es
considerarien positius dels isotips 1gG i IgA, mentre que en el cas de l'isotip IgM es va observar
gue els serums que formen part del grup control presentaven nivells més elevats que la propia
poblacid d’estudi de pacients d’AR i no es va poder classificar cap serum d’AR com a positiu. Fent
servir la proteina de referéncia, I'albumina sérica humana, els valors de sensibilitat van ser
significativament inferiors que els descrits. Es van detectar anti-MAA en el 7,3% de pacients en
I'isotip 1gG i del 12,9% en l'isotip IgA, valors que no es van apropar en cap cas als descrits en els
dos primers estudis publicats en relacio a la preséncia d’anti-MAA en I’AR. En aquests estudis6®168
es descriuen positivitats del 92% i del 80% respectivament en l'isotip 1gG, del 73% i 52%

respectivament en l'isotip IgG i del 38% i 18% en I'isotip IgM.

Les grans diferencies obtingudes ens van fer plantejar la possibilitat de que s’estigués cometent
alguna errada en la realitzacio dels assaigs. Conseqiientment, es van repassar tots els protocols
gue s’havien agafat de referencia per resoldre aquests dubtes. El primer dels factors que es va
comprovar va ser la proteina de referencia utilitzada i el procediment realitzat per la seva
modificacio. Per assegurar que la verificacid de la formacio dels adductes s’havia dut a terme de
forma exitosa, es va consultar amb els autors originals dels diferents estudis i es va poder
concloure que les analisis s’havien dut a terme de forma adequada i que els nivells de
fluorescencia de la proteina modificada amb MAA concordaven amb els esperables. A més, la

preparacié de I'antigen de forma repetitiva va mostrar resultats comparables entre les proteines
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modificades en reaccions independents, de tal manera que es va assegurar que el procés de

modificacio de la proteina era reproduible.

Un cop descartada la possible errada en la preparacio de I'antigen HSA-MAA, es va analitzar
I'assaig d’ELISA. Tampoc es va trobar en aquest punt cap diferencia que pogués arribar a explicar
les diferencies de sensibilitat. Tots els passos s’havien donat de forma analoga a |'assaig de
referéncia i es va poder comprovar que els resultats obtinguts de les corbes de calibracid incloses

a cada assaig eren comparables a les obtingudes pels altres estudis.

Un altre punt d’analisi va estar I'estudi del tractament estadistic de les dades ja que en la
comparacié d’aquest punt en cada assaig es poden observar diferéncies. Per exemple, en el
primer treball'®® es considera que la positivitat de la mostra ve determinada per un punt de tall
gue és el resultat de la mitjana + 2,5 desviacions estandard dels valors obtinguts en la mostra
control mentre que en el segon treball*®® el calcul del punt de tall es realitza amb el percentil 95
d’aquest mateix grup de mostres, valor que torna a canviar en un tercer assaig>®? on el calcul es
determina amb el percentil 90. Durant el procés de comprovacid es van analitzar les dades
determinant els punts de tall amb les diverses maneres descrites i es va poder confirmar que les
diferéncies de sensibilitat no es podien justificar per aquest motiu ja que les diferéncies en els
resultats van ser molt baixes. La repeticid dels assaigs amb I'antigen HSA-MAA una segona vegada
va donar lloc a respostes similars, que es van prendre com a confirmacié de la validesa dels
resultats obtinguts. Totes aquestes verificacions ens van permetre concloure, de forma raonada,
que les discrepancies en els resultats no es poden entendre com a conseqiencia de cap

divergencia en els protocols.

També en aquesta linia, un punt a remarcar és la diferéncia observada entre els resultats

161 i el segon®®®, on les sensibilitats, tal i com s’ha exposat

obtinguts en el primer estudi
previament, mostren canvis marcats. El primer estudi mostra sensibilitats d’entre el 29 i el 93%
mentre que en el segon, aquestes sensibilitats van del 17 al 83% en funcio dels isotips analitzats.
En la comparacié individual per cada isotip es mostra com les diferéncies entre les sensibilitats
son significativament diferents, sent més baixes en el segon estudi. En aquest cas, donat que els
treballs son realitzats pel mateix grup, és d’esperar que la metodologia emprada (tal i com es
descriu en els corresponents apartats de les publicacions) és la mateixa i per tant es podria
descartar aquest factor com a causant de les diferéncies, fet que déna suport a la hipotesi que

les diferencies observades amb la nostra cohort tampoc han de respondre a diferéncies en la

metodologia.
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En les dues poblacions d’estudi existeixen diferencies pel que fa a la mida (n=1720 vs n=284) i el
percentatge de dones incloses (9,1% vs 37%). Aquestes divergéncies s"han observat també entre
aquestes dues cohorts i la nostra (n=178), on son visibles sobretot en relacié a algunes
caracteristiques demografiques. Per exemple, la nostra poblacid esta formada per una majoria
de dones (78%), un valor molt proper a I'observat en diferents cohorts d’estudi de I’AR*3%% que
és representatiu de la major prevalenca d’aquesta malaltia en dones que en homes. En canvi, en
les cohorts emprades pels estudis del grup de la Universitat de Nebraska, aquest valor és molt
diferent ja que en el seu cas les mostres provenen d’un registre de veterans de guerra i fins el
91% de mostres sén d’homes en el primer dels casos i del 63% en el segon estudi. Tot i les
diferéncies observades en les proporcions home/dona dels dos estudis, hi ha una observacié que
es va mostrar en el primer estudi de Thiele et al'®* com és la preséncia de nivells augmentats
d’anti-MAA-IgA en homes, que també s’ha pogut observar en el nostre estudi. Aquesta
observacid apunta a que les diferencies demografiques no serien suficients per justificar les

diferéncies observades en termes de sensibilitat.

No obstant, hi ha altres caracteristiques de la mostra emprada en l'estudi original, el registre
VARA, que podrien contribuir a l'alta presencia d’anticossos anti-MAA reportada en aquesta
poblacid. Tal i com els mateixos autors mencionen 3, aquesta poblacié esta conformada per
veterans de guerra dels Estats Units, i en I'estudi d’algunes caracteristiques basals mostren alts
nivells de comorbiditats com la malaltia cardiovascular, aterosclerosis, diabetis mellitus o malaltia
cronica pulmonar obstructiva. Algunes d’aquestes malalties s’ha relacionat també de forma
directa amb la preséncia d’anticossos anti-MAA?391392 que podrien explicar, com a minim
parcialment, que en aquesta poblacio se’n detecti una presencia més alta que en una poblacié
on aquestes comorbiditats son menys freqUents. Els autors fan referéncia a que dins la poblacié
s’ha trobat una associacié entre la hiperlipémia i els nivells més alts d’anti-MAA de I'isotip IgG, fet

gue també es replica en aquella pacients que tenen malalties cardiovasculars.

A més, també s’han reportat altres factors que es donen especialment en aquestes poblacions
com I'abus de I"alcohol®®® com a conseqiiéncia del sindrome d’estrés post-traumatic o 'addiccié
a la nicotina>%* i 'alta prevalenca del tabaquisme en la poblacié de veterans33%. E| tabaquisme
i el consum d’alcohol de forma combinada, tal i com es déna de forma elevada en aquesta
poblacid, podria contribuir a la formacié d’adductes de MAA i lesions a nivell pulmonar®*73% de
forma independent de la preséncia d’AR. En treballs realitzats pels mateixos autors, s’ha pogut

establir que existeix també una relacid entre la presencia d’aquest tipus d’autoanticossos i la
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malaltia hepatica causada per I'alcoholisme Y490 Aquests factors podrien ajudar a entendre la
rad rere les diferéncies observades entre els estudis presentats i els resultats obtinguts en la
nostra cohort.

71 publicat recentment pel mateix grup, on la cohort

També en aquest sentit, un ultim estudi
d’analisi esta basada en personal militar en actiu enlloc de veterans de guerra, presenta resultats
molt més propers als obtinguts amb la nostra cohort, amb sensibilitats marcadament més baixes
que les inicials, d’entre el 8 i el 22% en funcié de l'isotip i amb I'lgM amb els menors valors en la
cohort d’AR en comparacio amb la IgG i la IgA. Aquest treball es pot prendre com una confirmacié
de la validesa dels nostres resultats tret que son molt més propers i és de suposar que la
metodologia experimental emprada en els immunoassaigs haura estat la mateixa que ens els

assaigs previs. En vista d’aquests resultats, resulta més plausible que les caracteristiques de les

cohorts emprades i les diferencies observades estiguin relacionades.

Entrant més en detall, a banda dels resultats globals de sensibilitat, que son evidentment més
baixos en la nostra cohort, també hem trobat diferéncies en les comparacions que es presenten
en els estudis originals. En aquests es mostra com els pacients CCP (+) presenten nivells més alts
d’anti-MAA pels tres isotips que els CCP (-) i que el grup control, un fet que no s’ha reproduit en
la nostra cohort. D’aquesta comparacio resulta destacable, que tot i que presenten nivells
menors, els pacients seronegatius presenten nivells més elevats que la poblacid control. En el
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primer dels treballs*** es detecten aquests anticossos entre el 29 i el 88% dels pacients en funcié

188 |a positivitat disminueix una mica perd segueix

de l'isotip analitzat mentre que en el segon
sent considerable, amb valors que es mouen entre el 17 i el 66%. Sembla un descobriment
esperancador cara a I'Us d’aquests anticossos com a potencials biomarcadors en aquest subgrup,
que fins al moment no ha mostrat un component humoral clar i detectable que en pugui facilitar

el diagnostic de forma sensible i especifica.

Respecte al seu Us com a biomarcadors, no podem establir-ne |'especificitat respecte altres
malalties ja que no s’ha inclos pacients d’altres patologies per la seva comparacid i per tant només
podem comparar la sensibilitat obtinguda en la nostra cohort i establir-ne la comparaciéo amb la
poblacid sana. En relacio a la sensibilitat queda clar que la resposta observada és molt baixa en el
subgrup CCP (-), i només es detecta una resposta major en comparacié amb el grup control quan
es fa servir 'antigen peptidic, fet que no s’ha reproduit amb I'HSA-MAA, amb el qual s’esperaria
poder trobar una resposta similar a la presentada al treball original ja que és el mateix antigen.

De fet, i com ja s’ha esmentat anteriorment, amb la proteina HSA-MAA no només hem obtingut
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resultats molt més baixos de sensibilitat amb els isotips IgA i 1gG, sind que en l'isotip IgM hem

observat un menor nivell d’anticossos en els dos subgrups d’AR que en la poblacié control.

En el segon treball'®® s’analitza la preséncia d’anticossos anti-MAA en pacients d’AR i en pacients
de diferents malalties reumatiques com I'artrosis o la espondiloartropatia, que poden presentar
similituds fenotipiques amb I’AR i també amb el lupus eritematds sistemic, el prototip de malaltia
autoimmunitaria sistémica amb preséncia de diferents autoanticossos. Els propis resultats i
conclusions exposats per Mikuls et al *® mostren que els anticossos anti-MAA, presenten una alta
sensibilitat en la mostra d’AR pero no han estat capacos de discriminar de forma especifica entre

I’AR i les altres malalties.

En els resultats es mostra que tot i que els nivells més alts d’anti-MAA dels isotips IgA i IgM es
troben de forma estadisticament significativa en els pacients d’AR, aquests també es detecten en
pacients de les altres malalties ja esmentades. A més, destaquen també que en el cas de l'isotip
lgG els valors més alts es van observar en pacients de Lupus tot i que sense presentar diferéncies
amb els d’AR. Per tant, ells mateixos conclouen que la presencia d’aquests autoanticossos en
diferents malalties inflamatories reumatiques no els ha permes discriminar els pacients d’AR de
forma suficientment especifica amb aquest biomarcador.

Per altra banda, en un estudi recent*®’

es va poder establir una associacio entre els nivells més
alts d’anti-MAA i la presentacié d’una manifestacio extra-articular tant rellevant com la malaltia
pulmonar intersticial. Donada la mortalitat prematura associada aixi com I'empitjorament de la
qualitat de vida en els pacients d’AR-ILD, s’estan duent a terme diferents estudis que han permes
trobar biomarcadors que estan associats a la seva preséencia, com els anticossos anti-CarP, els
quals s’ha demostrat que es troben en nivells més elevats en aquesta subpoblacid dins dels
pacients d’AR'?%. La confirmacié de la relacié anti-MAA/AR-ILD seria rellevant tant com a criteri
diagnostic a tenir en compte per poder ajudar a la correcta classificacio dels pacients amb AR-ILD
com per poder generar coneixement sobre quins esdeveniments poden estar succeint en aquests

pacients a nivell molecular per donar lloc a aquest tipus d’adductes que estarien relacionats amb

I"ILD.

En I'estudi'®” es va mostrar com els pacients amb ILD presentaven majors nivells tant d’anti-MAA
IgA com IgM, fet que tampoc vam poder reproduir amb la nostra cohort. En aquest cas, també
existeixen diferents factors que poden contribuir a la presencia d’aquestes diferéncies. Existeixen

diferéncies de la prevalenca d’ILD en les dues cohorts (4,7% en la cohort presentada per England
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et al’®” i 20,7% en la cohort de I'Hospital Clinic) aixi com les diferéncies demografiques ja
observades en les comparacions prévies com la predominanca masculina en la seva cohort en
comparacid a la predominanca femenina en la nostra. La nul-la associacié detectada en la nostra
cohort també podria ser conseqiiéncia de la baixa sensibilitat observada de forma general. Es a
dir, com en la nostra cohort els nivells d’anticossos detectats han estat baixos i la sensibilitat
general és baixa, és dificil poder observar diferéncies rellevants entre els grups ja que tots

mostren respostes generalment baixes i similars.

Degut als pobres resultats obtinguts emprant com a antigen I'albdmina serica humana, que el
mateix grup de la Universitat de Nebraska reconeix que podria ser un factor limitant degut a que
no és una proteina relacionada amb I’AR, vam decidir explorar I'Us de nous antigens. Per aquest
motiu vam diversificar en dos camins — en primer lloc vam seguir aprofundint en el cami dels
antigens proteics modificant el fibrinogen com a conseqiiéncia de la utilitat observada d’aquesta
proteina com antigen en altres estudis relacionats amb I’AR i altres PTMs. En segon lloc, es va
decidir emprar un peptid sintetic (CFFCMaP) pels avantatges que presenta en termes de
reproduibilitat dels assaigs i la facilitat de la seva caracteritzacid completa. En aquest cas, per tal
de fer un Us racional del serum disponible de la nostra col-leccidé degut al seu alt valor medic, es
va decidir en primer lloc només fer I'analisi en un dels isotips d’estudi. Es va escollir I'isotip 1gG ja
gue és en aquest on s’havia observat nivells més alts d’anticossos en els estudis previs, a part de

ser de forma generalitzada I'isotip més abundant en el sérum huma“**.

Amb aquests nous estudis es va poder observar un augment clar de la sensibilitat en l'isotip 1gG
amb els dos antigens (fibrinogen-MAA i el peptid CFFCMaP), que van presentar valors similars,
del 18 i 19% respectivament. En el cas del fibrinogen es va dur a terme exactament el mateix
protocol d’assaig que per l'albUmina serica humana, de tal manera que l'augment de la
sensibilitat no estaria relacionat amb la metodologia sind que seria atribuible a la diferencia
d’antigen. En el cas del peptid, el protocol emprat per I'immunoassaig va diferir donat que per
unir el péptid a la placa el procediment és diferent. El protocol en aquest cas va ser el mateix que
en altres multiples peptids que s’han analitzat com a antigens, inclosos els assajos que han
permes la deteccid d’ACPA, anti-CarP i AAPA i que han permés la identificacid de la relacié entre

la major presencia d’AMPAs i AR greu, i que es basen en I'Us de peptids biotinilats.

Emprant com antigen el fibrinogen-MAA si que es va poder establir la presencia de majors nivells
d’anticossos en el subgrup CCP (+) respecte el grup control, pero les diferéncies no van ser

significatives en la comparacié amb els pacients seronegatius. Tampoc es va poder observar
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diferéncia entre el grup seronegatiu i el grup control. En canvi, emprant I'Us del peptid CFFCMaP
es va poder observar una diferéncia entre el grup CCP (+) i els controls que es va replicar entre el
grup seronegatiu i els controls. Tampoc en aquesta ocasié es van observar diferéncies entre els
dos subgrups d’AR. Aixi doncs, amb aquests antigens es va observar una relacio entre les dues
families d’anticossos, els ACPA i anti-MAA que s’havia descrit en els treballs anteriors'®>1, La
millora dels resultats obtinguts amb aquests assaigs confirma que el refinament dels metodes per

la deteccid d’aquests anticossos pot suposar un enriquiment del coneixement al respecte de les

implicacions que presenten aquests en els processos inflamatoris de I’AR.

Amb els resultats obtinguts en la nostra cohort sembla clar que no s’ha pogut confirmar la
importancia d’aquests anticossos en I’AR. Els resultats obtinguts emprant la mateixa proteina
donen diferéncies molt significatives pel que fa a la sensibilitat obtinguda respecte els estudis
previs. Tot i que podrien tenir una explicacid parcial en les diferencies clares entre les
caracteristiques de les cohorts d’estudi, no s’ha pogut confirmar quina és la causa entre la
divergencia dels resultats. La confirmacio de la preséncia d’aquests anticossos anti-MAA en

malalties molt diverses — des d’AR fins a colitis ulcerosa®®170-172:3%1

— posen de manifest que no
son exclusius d’una patologia sind que més aviat sén una conseqtéencia de diferents processos
inflamatoris que es donen com a conseqiiéncia de |'estres oxidatiu, que dona lloc a processos
com la peroxidacio lipidica de les membranes. Aquesta hipotesi esta suportada pel fet que aquest
processos donen lloc al malondialdehid, i de forma espontania a 'acetaldehid, necessaria per la
formacid d’aquests adductes®°. Tot i que no es doni de manera especifica en I’AR no es pot
descartar que tingui una implicacié en la seva fisiopatologia i/o que contribueixi a la seva aparicid
o perpetuacio. En aquest cas, els anticossos de la familia anti-MAA es podrien utilitzar de forma
complementaria pel diagnostic perd amb els resultats obtinguts es mostra que no sén un sistema
d’autoanticossos rellevant en I’AR comparable als ACPA o anti-CarP donat que no mostren
especificitat o sensibilitat que els recolzi com a sistema d’autoanticossos independent d’aquesta
patologia. Aquests resultats obren la porta a fer nous estudis per comprendre el paper d’aquest

tipus d’anticossos en I’AR pero no poden donar suport al seu Us com a biomarcador discriminatiu

per ser emprat en el diagnostic de forma diferencial.

Amb aquests resultats sembla clar que la resposta que es pot relacionar amb la presencia d’AR és
la del tipus ACPA, anti-CarP i AAPA. La resposta ACPA, pero, no es troba exclusivament en els
pacients d’AR sind que s’ha observat també en pacients de patologies reumatiques com el
reumatisme palindromic. En un estudi previ'®! realitzat pel nostre grup en el que es va estudiar

la resposta ACPA en pacients de RP de llarga durada i AR establerta es va poder concloure que
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ambdds grups presenten aquesta resposta perd en el cas dels pacients de RP aquesta és
detectable de manera més restringida pel que fa als tipus d’isotips detectats i els nivells de
positivitat i valors mitjans d’anticossos presentats 2492, En base a aquests resultats, i donat que
s’havia pogut dissenyar i sintetitzar exitosament nous antigens peptidics que permetien I'estudi
de la resposta ACPA, anti-CarP i AAPA, es va decidir estudiar la resposta AMPA en un grup de
pacients de RP de recent diagnostic i comparar els resultats amb els obtinguts en la poblacid d’AR

establerta.

Per dur a terme les diferents analisis es va treballar en aquest cas amb antigens proteics i
peptidics préviament validats en diversos estudis per la deteccid d’anticossos en el context d’AR.
Es va treballar en la determinacié d’anti-CarP amb |’Us del FCS-CarP ja que es tracta d’un dels
antigens més emprats per la deteccié d’aquest tipus d’autoanticossos, tal i com queda demostrat
en multiples estudis en el que ha estat escollit amb aquest objectiu 823774937405 aAddicionalment,
també es va treballar amb el fibrinogen, en aquest cas d’origen huma, en la seva forma
carbamilada. El Fib-CarP és un altre antigen també ampliament descrit en aquest context?/8406-
408 | a caracteritzacié de les proteines tant carbamilades com control va ser essencial per poder
obtenir uns resultats reproduibles entre les diferents plaques i assegurar una homogeneitat a
nivell del grau de modificacié de les proteines presentades. Per assegurar que els resultats
obtinguts en cada analisi complien els requisits de reproduibilitat per ser validats, es va
comprovar la variabilitat entre plagues mitjancant I'is de les rectes de calibratge i de controls
inclosos en el disseny. Tots aquests parametres son essencials per assegurar el bon funcionament
dels assaigs de determinacid d’anticossos emprant antigens proteics, que com s’ha comentat

préviament, presenten una major complexitat pel que fa a la seva reproduibilitat**.

També en aquest cas els estudis van incorporar novament una estructura peptidica derivada del
peptid ciclic quimeric de fibrina i filagrina, CFFCP-1, que va servir de base per la incorporacio de
diverses homocitrul-lines en la seva seqiéncia i que havia estat préviament emprat per 'estudi
de la reactivitat amb altres modificacions post-traduccionals, com la citrul-lina*?2%, ’estudi de
la resposta anti-CarP amb aquest péptid quimeric va requerir menys volum de sérum que els
analisis amb els antigens proteics, i la caracteritzacid de la molécula va ser senzilla. Els assajos es
van dur a terme també amb els peptids previament emprats per la determinacio de la resposta
AMPA en la poblacid d’AR establerta (CFFCHP-1, CFFCHP-2, CFFCHP-3 i CFFCHAP). Aquests
peptids havien estat previament descrits, emprats i validats com antigens per la deteccid
d’AMPAs en estudis previs amb una cohort de pacients d’AR i una cohort control formada per

mostres rebudes del banc de sang?®®.
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La comparacié de les caracteristiques demografiques de les dues cohorts ha mostrat que no hi
ha diferencies significatives pel que fa al % de dones representatiu de cada cohort (75,6% vs
77,6%) ni tampoc pel que fa a I'edat. L'analisi de la preséncia d’anticossos emprats en el
diagnostic de I’AR, com sén el FR i els ACPA mesurats amb el test CCP2 van confirmar que aquesta
resposta és comparable entre els membres de les dues cohorts d’analisi escollides. En canvi,
I'analisi de la resposta AMPA, analitzada emprant els peptids amb multiples PTMs, va mostrar
clares diferéncies entre les dues cohorts. La resposta observada en el grup de RP va ser més baixa
i restringida pel que fa a la presencia de diferents isotips que I'observada en el grup d’AR. Com a
tret en comu, es va observar que la resposta majoritaria en les dues cohorts és la de l'isotip 1gG.
La resposta anti-AMPA-IgG és la més amplia en tots dos grups, amb percentatges que oscil-len
entre el 65 i el 70% en els casos d’AR i entre el 55 i el 60% en els casos de RP. No es va observar

diferéncies significatives entre els dos grups comparats.

Es va observar una preséncia marcadament inferior d’anti-AMPA-IgA i anti-AMPA-IgM, respecte
I'anti-AMPA-1gG. En el cas de |'isotip IgA es van observar valors de positivitat maxims del 45% en
els pacients d’AR i del 27% en el cas dels pacients de RP. A més, es van observar diferencies
estadisticament significatives entre la resposta anti-CFFCHP-2-IgA i anti-CFFCHP-3-IgA dels
pacients de RP i els d’AR. En el cas de l'isotip IgM, la resposta anti-AMPA va ser en general més
baixa que en els altres dos isotips, ja que només es van detectar entre el 15 i 30% dels pacients
en funcié de I'antigen/grup d’analisi estudiat. En 'isotip IgM tampoc es van trobar diferéncies

entre el grup de RP i AR.

Si ens centrem exclusivament en la resposta anti-CarP, detectada tant per els antigens proteics
carbamilats com pel péptid totalment homocitrul-linat, les diferencies observades entre els dos
grups van ser encara més evidents. L’isotip 1gG va seguir sent el predominant en les dues
poblacions també en aquest subgrup d’anticossos, pero tant el percentatge de positivitat com els
nivells d’anti-CarP detectats amb els tres antigens testats sén diferents en els dos grups. Mentre
la positivitat es troba al voltant del 50% en la poblaci6 d’AR, en la poblacié de RP és
significativament més baixa i la presencia d’anti-CarP-lgG només es pot detectar en
aproximadament el 25% de la poblacid. Els nivells resposta positiva de Iisotip IgA son
marcadament més baixos que els de IgG en les dues poblacions, ja que la positivitat esta al voltant
del 20% en la poblacié d’AR i del 15% en els pacients de RP. La resposta anti-CarP-IgA, va ser més

alta en pacients d’AR que en els de RP, tal i com es va mostrar en els resultats obtinguts tant amb
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el FCS-CarP com en el peptid CFFHP. Aquestes diferéncies es van detectar tant pel que fa a la

freqiiéncia de la resposta com als nivells d’anti-CarP-IgA.

Aguest fet es va replicar en l'isotip 1gM, l'isotip en el qual es van detectar menys casos per les
dues poblacions, aproximadament un 15% de casos en els pacients d’AR i 10% en els pacients de
RP. En aquest isotip es van observar diferencies significatives en els nivells observats pero no en
la freqlencia de presentacié d’aquests anticossos. Es va observar clarament la mateixa tendéncia,

tot i que no es va arribar a assolir una significacié estadistica.

Aixi doncs, la conclusié global de I'estudi amb diferents especificitats que permeten la deteccid
d’AMPAs i I'Us d’altres que permeten només la deteccid d’anti-CarP és clara. La resposta general
observada en el grup de RP esta més restringida de forma global, tant pel que fa a la positivitat
als diferents antigens/isotips com pel que fa als nivells detectats, que sén més baixos. Aquests
resultats concorden amb els estudis previs realitzats en el nostre grup, en que la distribucié
observada tant d’anti-CarP com d’ACPA i les diferencies observades entre els dos grups, va ser

similar a I'observada en aquest estudi amb pacients de RP de recent diagnostic 11192402,

Aguest perfil caracteristic dels pacients de RP, amb un patré de reconeixement més restringit
s’ha descrit també en algunes fases precliniques d’AR, en els quals ja hi ha preséencia tant d’anti-
CarP com d’ACPA3**>377 En aquests estadis també hi ha una predominanca de l'isotip 1gG, que
apareix abans que els isotips IgA i IgM*®. En el cas de I'AR s’ha vist com amb els anys, a mesura
que el pacient s’apropa a la manifestacio clinica de la malaltia, es comenca a mostrar una resposta

més amplia de reconeixement d’epitops diversos i d’expansio dels isotips emprats.

Aquesta expansio no es va observar en els pacients de RP establerta (és a dir, de llarga durada)
inclosos en I'estudi de Castellanos-Moreira et al °* sind que es va observar un patré restringit de
resposta anti-CarP. Els resultats obtinguts en aquesta analisi mostren una tendencia molt similar
al'observada en I'estudi amb pacients de RP establert, fet que podria indicar que I'absencia d’una
resposta AMPA d’IgA, i especialment anti-CarP en tots els seus isotips podria estar associada a

una menor taxa de progressio cap a AR en un subgrup de pacients amb RP.
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A nivell global, en tots els resultats obtinguts durant el transcurs de la realitzacid dels diversos
estudis inclosos en aquesta tesi doctoral s’ha pogut comprovar 'amplia utilitat que tenen els
peptids sintétics, i tot i que s’"han emprat en menor mesura, les proteines per tal de generar
antigens que ens permetin la deteccié d’anticossos que tenen com a diana diferents PTMs en el
context de I’AR. S’han tret conclusions interessants respecte I'Us de nous antigens que han
permes comprovar la rellevancia de la resposta anti-AMPA (ACPA, anti-CarP i AAPA) en I'AR i
relacionar aquesta resposta amb diferents fenotips clinics. L’estudi futur de noves estructures
que incloguin altres proteines diverses i/o combinacions de PTMs ajudara, de ben segur, a
millorar el potencial dels antigens peptidics en I'AR i altres malalties immunomediades. També
sera interessant seguir el cami comencat amb el desenvolupament del microarray peptidic
incloent noves estructures peptidiques amb diferents PTMs per poder discernir si I’'Us d’aquest
tipus de suport ens pot ser de utilitat per estratificar els pacients d’acord amb diferents fenotips
clinics i de veure si, amb la inclusid de nous antigens diveresos, se’n pot millorar el rendiment

diagnostic de forma global.
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Peéptids sinteétics i proteines amb modificacions post-traduccionals
per a la deteccié de biomarcadors en 'artritis reumatoide

Conclusions
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A continuacié s’exposen les conclusions extretes dels diferents estudis realitzats com a part

d’aquesta tesi.

e S’ha desenvolupat una plataforma multiplex en la qual s’han inclos 8 peptids quimerics
citrul-linats que consten de dominis de diferents proteines humanes amb rellevancia en el

teixit sinovial dels pacients d’AR.

e S’ha determinat que el sistema de diagnostic miniaturitzat presenta un bon balang
sensibilitat/especificitat en I"analisi de mostres de serum de pacients d’AR, d’individus sans i
de pacients de PsA. S’han assolit valors del 100% d’especificitat quan el punt de tall de
positivitat es basa en la preséncia de 3 o més peptids positius de forma simultania. El test ha

servit per detectar de forma especifica la resposta ACPA en els pacients d’AR.

e S’han dissenyat i sintetitzat diferents antigens peptidics que presenten diferents PTMs a la
seva estructura primaria, els quals han permes la deteccié d’AMPAs amb una elevada

especificitat i una acceptable sensibilitat.

e S’ha trobat una associacio entre la preséncia i els nivells alts d’AMPAs i la presentacié de
fenotips més severs d’AR com sén el major grau de destruccio articular i la manifestacié de
patologies extra-articulars com és I'lLD. Per aquesta determinacid ha estat especialment

|l

rellevant I'is del peptid CFFCHAP, que presenta les tres PTMs (citrul-linacio,

homocitrul-linacid i lisina acetilada.

e L|'obtencié d’antigens proteics que presenten adductes de MAA i la sintesi d’un peptid
modificat d’igual forma s’ha donat de forma exitosa i ha permes I'estudi de la resposta anti-

MAA.

e Els anticossos anti-MAA han estat detectats en menys d’un 20% de la poblacié d’AR testada,
independentment del tipus d’antigen emprat. L'Us d’antigens amb més rellevancia en 'AR,
com sén el fibrinogen i el péptid quimeéric de fibrina/filagrina, ha permeés augmentar la
sensibilitat de I'assaig, tot i no arribar a mostrar resultats adients per la consideracié dels anti-

MAA com a biomarcadors discriminatius d’AR.
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La resposta immunitaria AMPA detectada emprant els diferents peptids i proteines com
antigens és clarament diferent entre els pacients de PR i els pacients d’AR. En el cas dels
pacients de PR, aquesta és inferior i esta més restringida, tant en el nombre d’epitops

reconeguts com en la preséncia dels diferents isotips analitzats (1gG, IgA i IgM).

L"absencia d’isotips AMPA-IgA, i especialment d’anti-CarP, en els pacients de PR podria estar

associat a una menor risc de progressié cap a AR.
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Abstract

Anti-citrullinated peptide/protein antibodies (ACPAs) are the most specific serological bio-
markers for rheumatoid arthritis (RA). They have both diagnostic and prognostic value, and
are related to more aggressive joint disease in RA. However, a single biomarker cannot dif-
ferentiate RA subtypes. So, simultaneous analysis of target citrullinated peptides, using a
multiplex array based on chimeric peptides composed of several domains of human pro-
teins, could be useful. In this work, eight chimeric peptides and the corresponding native
arginine-containing control peptides were obtained by solid-phase peptide synthesis. The
study included RA and psoriatic arthritis (PsA) patients attending the Rheumatology Unit of
the Hospital Clinic in Barcelona, as well as healthy blood donors (BD) at the same hospital.
Our main aim was to explore the diagnostic value of the novel multiplex array compared to a
commercial ELISA-based ACPA assay in a serum-saving way. Using the combination of the
eight chimeric peptide antigens in the multiplex array, 61.4% of the RA cohort were positive
for 3 or more peptides; while, the healthy BD and PsA cohorts did not show any reactivity
with the tested peptides. These results indicate that we have developed a highly specific
multiplex assay based of chimeric citrullinated peptides derived from filaggrin, fibrin, vimen-
tin and human enolase proteins for the detection of ACPAs in a serum-saving way.

Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic and incapacitating inflammatory disease of the joints
which is estimated to affect 0.5%-1% of the population worldwide. Long-lasting and the more
severe cases can also develop into a systemic disease and have extra-articular effects [1,2]. As
symptoms do not always appear in the early stages of the disease, there is a clear need to
improve both the precision of specific tests for its diagnosis, and its early differentiation from
other rheumatic diseases that affect the articulations and connective tissue. This is especially so
in the case of patients with a poor prognosis or those in the early developmental stages of the
disease.
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1/13

231



@ PLOS |ONE

Multiplex assay for RA diagnosis

Tematica de Investigacion Cooperativa en Salud
(RETICS): “Red de Investigacion en Inflamacion y
Enfermedades Reuméticas” (RIER) financed by the
Instituto de Salud Carlos Il (Grant RD12/0009/
0016).

Competing interests: The authors have declared
that no competing interests exist.

In recent years, several posttranslational modifications have been reported in the context of
RA, such as citrullination and carbamylation of proteins as well as proteins containing MAA
(malondialdehyde-acetaldehyde) adducts which co-localize in the inflamed synovial tissue of
RA patients [3,4]. However, the highest specificity for the diagnosis of RA is achieved via anal-
ysis of deiminated peptides or proteins, i.e., epitopes containing citrulline residues [5]. Anti-
citrullinated peptide/protein antibodies (ACPAs) are the most specific serological biomarkers
for RA. They have both diagnostic and prognostic value, and are related to a more aggressive
joint disease in RA. However, a single biomarker cannot differentiate RA subtypes, so simulta-
neous analysis of the target citrullinated peptides, incorporated into a multiplex test, would
facilitate the biological fingerprinting of autoantibodies in serum that would allow us to iden-
tify subgroups of patients with specific clinical characteristics. These may include different
prognoses; and those who either respond well to, or suffer negative effects from, certain thera-
peutic interventions.

Within this context, in previous work we already mapped the epitope anti-citrullinated
fibrin and vimentin antibody responses using synthetic peptides obtained by solid-phase pep-
tide synthesis, with the aim of improving the balance between sensitivity and specificity. The
peptides selected were covalently combined to render several chimeric peptides bearing fibrin,
vimentin and filaggrin domains [6,7]. We have demonstrated that the presence of different
peptide sequences within the same molecule can result in synergistic effects compared to the
monomeric peptides or the corresponding physical mixture of them [6,8,9]. Our previous
results have shown that there are potential applications of RA diagnostic systems based on chi-
meric peptides composed of several citrullinated domains of human proteins. Moreover, those
findings imply that more than one serological test that combine these target peptides in a sin-
gle analysis is required to classify patients based on the presence or absence of ACPAs.

In this work, we now aim to analyze eight chimeric citrullinated peptides derived from dif-
ferent proteins present in rheumatoid synovial fluid simultaneously, incorporating them into a
multiplex test. This will thereby allow us to explore the diagnostic value of the multiplex array
compared to an ELISA-based commercial ACPA assay in a serum-saving way. These results
could have far-reaching practical implications in the future for establishing whether the multi-
plex system adds power to current RA tests.

Materials and methods

The work was approved by the Ethics Committees of the Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC), Madrid, Spain, and of the Hospital Clinic, Barcelona, Spain. All methods
were performed in accordance with the relevant IQAC-CSIC guidelines and regulations. Writ-
ten consent was obtained from all participants and suitably informed.

Chimeric peptides

The eight chimeric peptides shown in Fig 1 were manually synthesized as C-terminal carboxa-
mides in polypropylene syringes, each fitted with a polyethylene porous disk. 9-fluorenyl-
methoxycarbonyl (Fmoc)-protected amino acids (3 equiv) and 2-(1H-7-azabenzotriazole-
1-y1)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorophosphate methanaminium (HATU) (3 equiv)
were added sequentially to the resin in dimethylformamide (DMF) (3 mL) followed by diiso-
propylethylamine (DIPEA) (6 equiv).

The mixture was allowed to react, with intermittent manual stirring, for 30 min. The sol-
vent was removed by filtration, and the resin was washed with DMF (5 x 30 s). The extent of
coupling was checked by applying the Kaiser colorimetric assay or the De Clercq test. The
Fmoc group was removed by treating the resin with 20% piperidine in DMF (3-4 mL/g resin,
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CFFCP1 (fibrin-filaggrin)

HSTKRGHAKSRPVCitG-HQ('THQESTCitGRSRG RCIG RSGS

CFFCP2 (fibrin-filaggrin)

HSTKRG HAKSCitPVCitG-HQClIHQESTCitG RSRG RCIG RSGS

CFFCP3 (fibrin-filaggrin)

HSTKCitGHAKS RPVCitG-HQCllHQESTCitG RSRG RCiG RSGS

CFECP (fibrin-enolase)

HSTKRG HAKSRPVCitG—(llKI HACItEIFDSCitGN PTVECi

CFVCP (fibrin/vimentin)

HSTKRGHAKSRPVCitG- STSRSLYAﬁZSPGGVYATRSCiAVRLCitS

CVECP (vimentin-enolase)

STSRSLYASSPGGVYATRSSAVRLCitS-(IZKIHACitEIFDSCitGNPTVECI

CEFCP (enolase-filaggrin)

KIHACitEIFDSCitGNPTVE-HQClH QESTCitGRSRG RClG RSGS

CVFCP (vimentin/filaggrin)

STSRSLYASSPGGVYATRSSAVRLCitS—HQCEHQESTCitG RSRG RC]G RSGS

Fig 1. Primary structure of chimeric citrullinated peptides derived from fibrin, filaggrin, vimentin and enolase
proteins.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0215927.9g001
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2 x 10 min). Peptide elongation continued by coupling the second and subsequent amino
acids using the same procedure. The peptides were cleaved from the resin by means of treat-
ment with 95% trifluroacetic acid (TFA) in the presence of scavengers: 2% H,O, 2% 1,2-etha-
nedithiol (EDT) and 1% triisopropylsilane (TIS) for 3 h. In order to synthesize the cyclic
chimeric peptide, 2 serine residues in the linear peptide were substituted for 2 cysteines. After
peptide cleavage, the peptide was dissolved in acetic acid (AcOH)/H,O (1:1, 3 mg/mL) under
N,, then HCI (1 M, 0.1 mL/mg) followed by I, (20 equiv/acetamidomethyl, Acm) were added
to the solution. After 4 h, the I, was quenched by adding 1 M ascorbic acid drop-wise until the
mixture became colorless and then it was concentrated by evaporation under reduced pressure
to approximately one third of the original volume. The final product was purified by semipre-
parative HPLC in a Kromasil C-18 column (Tecknokroma, 5 um, 25 x 1 cm) with a linear gra-
dient of 100%-75% A in B over 30 min, at a flow rate of 4 mL/min, using 0.05% TFA in water
(A) and 0.05% TFA in acetonitrile (B) as the eluting system. The purified chimeric peptides
(purity greater than 95%) were characterized by analytical ultra-performance liquid chroma-
tography (UPLC) and electrospray ionization mass spectrometry (ES-MS).

Serum specimens

Patients who fulfilled revised ACR/EULAR 2010 criteria for the classification of RA were
enrolled in this study. They were all outpatients attending the Rheumatology Unit of the Hos-
pital Clinic in Barcelona. Serum samples used as negative controls were obtained from blood
donors at the same hospital. Sera were previously tested in duplicate for the presence of anti-
CCP3 (Immunoscan RA; Eurodiagnostica, distributed by Diasorin, Madrid, Spain) and anti-
CFFCPs, anti-CVFCP and anti-CFVcCP as previously described [6, 7]. Patients with psoriatic
arthritis (PsA) meeting CASPAR criteria [10] were included as an inflammatory control

group.

ELISA assays

Peptide sequences were coupled covalently to ELISA microplates (Costar Corp., DNA-bind N-
oxysuccinimide surface, Cambridge, MA, USA) as previously described [6, 7]. Briefly, the pep-
tides were diluted to 10 pg/mL in 0.05 M carbonate/bicarbonate buffer (pH 9.6). Then, 100 uL
of the peptide solution was added to each well of microplates and incubated overnight at 4°C.
Each plate contained control wells that included all reagents except the serum sample in order
to estimate the background reading, together with control wells that included all reagents
except the peptide to evaluate non-specific serum reactions. For blank controls, wells were
coupled with 2 pg BSA/well. After incubation, the plates were blocked with 2% bovine serum
albumin (BSA) in 0.05 M carbonate/bicarbonate buffer (pH 9.6) for 1 h at room temperature.
Sera were diluted 50-fold in RIA buffer (1% BSA, 350 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH 7.6, 1%
vol/vol Triton X-100, 0.5% wt/vol Na-deoxycholate, 0.1% SDS) supplemented with 10% fetal
bovine serum. Afterwards, 100 uL/well was added and incubated for 1.5 h at room tempera-
ture. After washing 6 times with phosphate-buffered saline (PBS)/0.05% Tween-20, we added
100 pL/well of anti-human IgG conjugated to peroxidase diluted 1:1000 in RIA buffer. After
incubation for 1 h at room temperature, the plates were washed 6 times with PBS/0.05%
Tween-20 and bound antibodies were detected with o-phenylenediamine dihydrochloride
(OPD, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA and 0.8 uL/mL 30% hydrogen peroxide. The plates
were incubated at room temperature for 30 min. The reaction was stopped with 50 puL of 2N
H,SO, per well and absorbance values were measured at a wavelength of 492 nm. All the sera
were tested in duplicate. Control sera were also included to monitor inter- and intra-assay
variations.
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Microarray design

To perform microarray assays, the peptides were covalently immobilized (Miniarrayer BioO-
disseyTM CalligrapherTM, BioRad, CA, USA) on the slides via epoxide groups. The immuno-
assay procedure was carried out as described previously [11]. A secondary antibody anti-
human IgG labeled with Alexa Fluor 647 was used and the fluorescence of the spots was quan-
tified in a scanner (ScanArray GX Plus, Perkin Elmer). The microarray assay was then opti-
mized in two steps.

Firstly, the plates were blocked with 2% BSA in 0.05 M carbonate/bicarbonate buffer (pH
9.6) for 1 h at room temperature. Afterwards, serum samples (diluted 1:50) were analyzed for
the presence of ACPA-specific IgG working with three chimeric peptides (CFFCP1, CFFCP2
and CFFCP3) that were spotted in quintuplicate on: 1) glass slides coated with an epoxy group
or 2) Super NHS microarray substrate slides (ArrayIt, CA, USA). After 1.5 h of incubation at
room temperature in a humidity chamber, the slides were washed six times with PBS tween
buffer and the anti-human IgG labeled with Alexa Fluor 647 (dilution 1:250) was added and
incubated at room temperature for 1 h. Microarray fluorescence was read using excitation and
emission wavelengths of 633 and 647 nm, respectively. The Scan Array GX Plus software calcu-
lates intensity homogeneity (as a coefficient of within individual spots and intra-spot variabili-
ties) for all spots coated with the same peptide. In this first assay, the glass slides coated with
epoxy groups yielded better results.

Secondly, the same procedure as indicated above was carried out but diluting the peptides
in two types of buffer: 1) carbonate buffer pH 9.6 or 2) peptide printing buffer (Arraylt, CA,
USA). The three peptides were spotted in quintuplicate on glass slides coated with an epoxy
group using 18 and 6 randomly selected RA and 6 BD samples respectively (24 was the maxi-
mum number of samples on a slide). Microarray slides spotted with peptides diluted in car-
bonate buffer showed better results than those in the commercial buffer. Consequently, the
final microarray assay that we performed with all the chimeric peptides was carried out in this
way. Nevertheless, in order to improve spot intensity, the peptides/serum incubation time was
increased to 2 h and also a lower dilution of anti-human IgG labeled with Alexa Fluor 647
(1:100) was used. The eight chimeric peptides were spotted in triplicate in the final assay. At
least two of the three spots should be accepted to obtain results. After this, sera that still ren-
dered a high coefficient of variation (CV) were discarded.

Statistical analysis

Cut-off values for homemade ELISA tests were selected according to receiver operating char-
acteristic (ROC) analysis, to give a specificity of 98% for RA versus healthy blood donors (BD).
In order to evaluate the diagnostic properties of the different peptides, sensitivity, specificity
and positive and negative predictive values (PPV and NPV) were calculated using the RA and
BD cohorts. Quantitative data were reported as means, standard deviations, medians and
interquartile ranges; absolute frequencies and percentages were used to describe qualitative
data.

The association between microarray and ELISA values was analyzed using the nonparamet-
ric Spearman rank correlation coefficient due to the nonsymmetric distributions of the data.
To compare percentages, the classical two-sample test of proportions was used. All p-values
were two sided and the significance level was established at a. = 0.05. Comparison and analysis
of ROC curves and all other statistical analysis was performed using STATA 15.0 statistical
software [12].

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0215927 May 2, 2019 5/13

235



©PLOS|ONE

Multiplex assay for RA diagnosis

Results and discussion

As previously reported [6,7], the identification of novel citrullinated antigens that could sup-
plement or complement ACPA-based existing tests, is required. A challenging approach con-
sists of analyzing ACPA profiles using multiple citrullinated peptide antigens simultaneously.
In the present work, considering the increased antigenicity previously observed with multi-
meric peptides bearing different epitope peptide sequences within the same molecule, we
designed and synthesized three new chimeric peptides in the solid phase. They were composed
of citrullinated peptides derived from filaggrin (cyclic filaggrin peptide, constituting the CCP1
test), fibrin (617-631), vimentin (47-72) and enolase (CEP-1), and herein we refer to them as
chimeric fibrin/enolase citrullinated peptide (CFECP), chimeric vimentin/enolase citrullinated
peptide (CVECP) and chimeric enolase/filaggrin citrullinated peptide (CEFCP). The analytical
characterization of these three novel chimeric peptides using UPLC-MS is shown in the Sup-
plementary material (Figs A, B and C in S1 File) and the primary structure of all the chimeric
citrullinated peptides studied in the present work is shown in Fig 1. Firstly, a comparative
ELISA assay was performed in cohorts of 100 RA and 87 BD sera using CFECP, CVECP and
CEFCP as coating antigens; as was previously performed with the chimeric peptides CFFCP1,
CFFCP2, CFFCP3, CFVCP and CVFCP [6, 7]. The values of the area under the ROC curve
(RA vs BD) are shown in Fig 2: CEFCP: 0.78; CVECP: 0.71; CFECP: 0.78. Using cut-off values
that yield a specificity of 98.85% with respect to BD, the sensitivity of the ELISAs was 63% for
CEFCP, 37% for CVECP, and 56% for CFECP; with PPV > 97.4% in all three tests and NPV
between 57.7% and 69.9%.

Our results indicate that these new chimeric citrullinated peptides derived from human
proteins should be considered for inclusion in the design of a multiplex citrullinated peptide-
based array for the diagnosis of RA. In order to identify the best conditions for performing the
multiplex assays, optimization experiments were conducted as described in the Materials and
methods section above. We analyzed the diagnostic value of a multiplex array containing the
eight different citrullinated chimeric peptides and their arginine counterparts (to control for
citrulline specificity), which had previously been validated using another panel of RA sera and
the CFFCP antigens [11]. A subset of 70 healthy BDs from the cohort used for ELISA analysis
was used to establish the cut-off for each of the chimeric peptide antigens tested. To control
for specificity, we used a panel of 70 sera derived from patients affected by PsA, an inflamma-
tory disease with a clinical presentation that can simulate that of RA. First of all, the intra-assay
CV was calculated for all sample/peptide pairs. We clearly observed higher fluorescence inten-
sity response units (RUs) for the pairs of RA/citrullinated peptides than for the other pairs
studied (BD or PsA/citrullinated peptides or arginine control peptides, and RA/arginine con-
trol peptides). In agreement with this, low-level RU samples (BD and PsA) showed overall a
higher CV than high-level RU samples (RA). We therefore decided to exclude from the study
those sera where CV > 30% in low-level RU and those with CV > 25% in samples with high
intensity (Table A in S1 File). At least two spots in a triplicate had to be accepted to obtain
results. Several examples of a positive RA serum and negative sera (PsA and BD) are shown in
Fig 3.

The association between the measurements performed by microarray and ELISA was made
using uncorrected values. Comparison of the fluorescence intensities with the corresponding
optical density units yielded satisfactory Spearman’s rank correlation coefficients (ps): values
between 0.70 and 0.83 (Fig D in S1 File). Moreover, the performance of each individual chime-
ric peptide in the multiplex system was compared with its performance in the ELISA assay. As
shown in the ROC curves obtained (Fig E in S1 File), at a level of specificity of 98%, the indi-
vidual chimeric peptides showed marked differences in sensitivity which also depended on
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Fig 2. ROC curve analysis from ELISA results with chimeric fibrin-filaggrin-vimentin-enolase citrullinated
peptides (CEFCP, CVECP and CFECP) in the cohort of patients with RA (n = 100) and of blood donors (n = 87).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0215927.g002

whether the arginine control peptides were subtracted. In general, this correction improved
the sensitivity of the corresponding assay (increased the number of RA subjects that were posi-
tive), with the only exception of CFVCP, where the number of positive sera decreased (sensi-
tivity values decreased from 36.8% to 30.0%). For CFECP and CEFCP, the effect of subtraction
of citrulline control reactivity was null and did not affect the corresponding sensitivity values
(Table 1). So, we decided to work with corrected values to measure the sensitivity of the eight
chimeric citrullinated peptides in the multiplex array.

Table B in S1 File shows the individual reactivity of each citrullinated chimeric peptide for
the RA, healthy BD and PsA cohorts. The results indicate that PsA patients and BD controls
behave similarly, and clearly demonstrate very low reactivity compared to RA patients. To
compare results of the combination of the eight chimeric citrullinated peptides (patterns) and
the CCP3 commerecial test for the RA cohort, a linear regression model was fitted (Fig 4).

The model was statistically significant (p = 0.0025) and the coefficient of determination (R-
squared) indicates that 75.67% of the variability in CCP3 values is explained by the number of
positive citrullinated peptides. Table 1 shows the individual performance of the eight chimeric
citrullinated peptides included in the study, in comparison with the commercial CCP3 test, in
the RA cohort. As shown in Table 2, three of these peptide sequences behaved significantly dis-
cordantly with the commercial test (CFFCP1, CFFPCP2 and CFVCP).

Consequently, next we analyzed how the multiplex system works in comparison to CCP3,
with regard to the peptides we considered for inclusion in the array. Firstly, the analysis was
carried with all the (eight) peptides and considering multiplex positive to be when three or
more peptides were positive. In this case, the following values were obtained: 76.4% sensitivity,
90.9% specificity. When the same analysis conditions were used, but excluding CFFCP1,
CFFPCP2 and CFVCP (five peptides were included in the analysis), the results were: 64.8%
sensitivity, 90.9% specificity. Then, taking into account that CFFCP1 and CFFCP2 behave
identically and although the pattern of citrullination in the primary structure of the three
CFFCPs is different, they are composed of the same domains as filaggrin and fibrin proteins,
we decided to perform the analysis excluding CFFCP1 and CFFCP2 and maintaining CFVCP.
In this last case, the multiplex array contained six peptides and we considered it to be positive
when three or more peptides were positive, the corresponding values of sensitivity and

b. ¢

Fig 3. Graphic representation of the fluorescence intensities obtained from (a) an ACPA-positive RA serum, (b) an ACPA-negative control serum and (c) an ACPA-

negative PsA serum.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0215927.g003
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Table 1. Performance of the eight citrullinated peptides studied and their comparison with the commercial ELISA-based CCP3 test.

Peptide | % of RA sera reacting at 98.0% specificity % of the same RA sera reacting to CCP3 p

CFECP1 ‘ 20/34 ‘ (58.8%) 30/34 (88.2%) 0.006"
CFFCP2 ‘ 23/34 (67.7%) 31/34 (91.2%) 0.016°
CFFCP3 | 35/44 (79.6%) 38/44 (86.4%) 0.395
CFECP | 30/38 | (79.0%) 33/38 (86.8%) 0.361
CEVCP 21/57 (36.8%) 49/57 (86.0%) 0.000"
CVECP | 39/46 [ (84.8%) 39/46 (84.8%) 1.000
CEFCP | 38/45 ‘ (84.4%) 40/45 (88.9%) 0.535
CVECP | 42/52 | (80.8%) 44/52 (84.6%) | 0.604

p: two-sample test of proportions p-value
*p <005

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0215927.t1001

o
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™ | R-squared =0.7567
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Fig 4. Association between mean CCP3 values and the number of positive citrullinated peptides in the multiplex system. Results of the fitted linear regression
model.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0215927.9004
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Table 2. Sensitivity and specificity analysis of the multiplex assay compared to the commercial ELISA-based CCP3 test, regarding peptide biomarker selection.

Multiplex: all peptide biomarkers (8)

2+ | 3+
CCP3 | CCP3 - + |
- 11 ‘ - 10 1 11
+ 47 55 f 5 13 2 55
15 51 66 ; 23 43 ‘ 66
Sensitivity 85,50% | Sensitivity 76,40% |
Specificity 63,60% | Specificity 90,90% |
Multiplex: 5 peptide biomarkers®
2+ ‘ 3+
CCP3 | - + | CCP3 - + |
- 8 11 ‘ - 10 1 11
- 11 43 54 ‘ + 19 35 | 54
19 46 65 ‘ 29 36 65
Sensitivity 79,60% ‘ Sensitivity 64,80% |
Specificity 72,70% Specificity 90,90%
Multiplex: 6 peptide biomarkers”
2+ ] 3+
cCP3 : + | CCP3 - +
- 8 3 11 ; - 10 1 11
+ 10 44 54 | + 15 39 | 54
18 47 65 | 25 40 | 65
Sensitivity 81,50% | Sensitivity 72,20% |
Specificity 72,70% Specificity 90,90%

CCP3:<20=—vs >20=+
* CFFCP1, CFFCP2 and CFVCP excluded
® CFFCP1 and CFFCP2 excluded.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0215927.t002

specificity were: 72.2% and 90.9%, respectively. Finally and similarly to what is previously
reported in the literature [13, 14] when array positivity is defined as being positive for more
than two or more than one peptide, results were poorly RA-specific. This confirms the impor-
tance of critical selection of citrullinated peptides. In view of all these results, summarized in
Table 2, we performed the subsequent analysis using the whole panel of eight peptides, as
shown in Fig 1.

Fig 5 shows the relative frequency of ACPA positives in the three cohorts (RA and PsA
patients; and healthy BD) for the combination of the eight chimeric peptide antigens. As
shown, the proportion of RA patients that were positive to 3 or more peptides was 61.4%;
while the healthy BD and PsA cohorts showed 0% of these 3-fold ACPA positives.

When array positivity was defined as more than one chimeric peptide antigen being posi-
tive, positivity in the RA cohort was 81.4%; while in the two control cohorts, it was 7.1% and
8.6% for BDs and PsA patients respectively. These results demonstrate sensitivity values com-
parable to those reported by others [15, 16]; while we observed 100% specificity for RA diagno-
sis when positivity was considered with 3 or more peptides being positive. When comparing
with the commercial CCP3 test, discordant results were obtained in 21% of the RA sera studied
(13 of 66 were CCP3 positive and multiplex negative; and 1 of 66 resulted CCP3 negative and
multiplex positive). These findings reflect the differences that exist in the peptide repertoire in
the two platforms and reinforce both the broad heterogeneity of ACPAs and the increasing
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Fig 5. Patterns of reactivities of the eight citrulline peptides in RA patients, healthy BDs and PsA patients.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0215927.9g005

number of citrullinated proteins or peptides that present different reactivity patterns with RA
sera [17]. Moreover, a great number of studies have reported non-specific responses of com-
mercial RA tests [18-20] due to the fact that they never routinely perform a parallel control
with the peptides containing native arginine, instead of citrulline. However, our multiplex
array easily allows us to perform this control and thus the results reported here for ACPA reac-
tivity are strictly citrulline specific.

Conclusions

Here, we have develop a novel multiplex platform composed of eight chimeric citrullinated
peptides derived from human proteins that abound in rheumatoid synovial, and we have eval-
uated its suitability to detect anti-citrullinated peptide/protein antibodies (ACPAs) in serum
samples of rheumatoid arthritis (RA) and psoriatic arthritis (PsA) patients, as well as in healthy
blood donors. Our results demonstrate that the platform has a high specificity for ACPA detec-
tion, especially taking into account that the control group consisted of patients affected by
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PsA, an inflammatory disease whose clinical presentation can simulate that of RA. When com-
paring with the commercial ELISA-based test (CCP3), it is true that ACPA reactivity was only
detected by the multiplex array in one CCP3-negative RA serum sample. However, this in-
house multiplex system allowed us to control for background reactivity to arginine and worked
in a serum-saving way, compared to CCP3. In conclusion, a highly citrulline-specific multiplex
assay based on chimeric citrullinated peptides derived from filaggrin, fibrin, vimentin and
human enolase proteins for the detection of ACPAs has been developed herein. In order to
improve sensitivity and expand future use in RA diagnosis, peptides bearing other non-protei-
nogenic amino acids could be designed, synthesized and incorporated into the platform as
novel antigenic substrates for further development of the multiplex system.

Supporting information

S1 File. UPLC-MS characterization of CFECP (Fig A), CEFCP (Fig B) and CVECP (Fig C).
Relationship between fluorescence intensities (microarray) (RU) and the corresponding opti-
cal density units (ELISA) (OD) for RA patients (Fig D). ROC curves analysis from microarray
results (Fig E). Number of discarded sera in RA, BD and PsA cohorts (Table A). Reactivity of
RA, BD and PsA cohorts to each citrullinated peptide (Table B).
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Figure A. UPLC-MS characterization of CFECP. (a) Peptide Elution was performed on an Acquity UPLC
BEH C18 column (2.1x100 mm, 1.7 pm) with a linear gradient of 5%-100% solvent B (20mM formic acid
in ACN) into solvent A (20mM formic acid in water) over 10min at 0.3mL/min. (b) The mass spectrum
was recorded in positive ion mode in the m/z 500-2500 range. Calculated m/z: [M+2H]"*=1915.46,
[M+3H]"=1277.31, [M+4H]"=958.24, [M+5H]"=766.79, [M+6H]=639.16, [M+7H]""=547.99;

experimental m/z: [M+2H]?=1915.95, [M+3H]"®=1277.31, [M+4H]"*=958.48, [M+5H]*=766.77,
[M+6H]"=639.15, [M+7H]"7=547.99
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Figure B. UPLC-MS characterization of CEFCP. (a) Peptide Elution was performed on an Acquity UPLC
BEH C18 column (2.1x100 mm, 1.7 pm) with a linear gradient of 5%-100% solvent B (20mM formic acid
in ACN) into solvent A (20mM formic acid in water) over 10min at 0.3mL/min. (b) The mass spectrum
was recorded in positive ion mode in the m/z 500-2500 range. Calculated m/z: [M+3H]"?=1431.02,

[M+4H]"*=1073.51,

[M+5H]"$=859.01;

[M+6H]"*=716.01,

[M+7H]""=613.87, [M+8H]"*®=537.26;

experimental m/z: [M+3H]?=143135, [M+4H]*=1073.76, [M+5H]"=859.20; [M+6H]°=716.17,
[M+7H]"7=614.00, [M+8H]"$=537.62
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Figure C. UPLC-MS characterization of CVECP. (a) Peptide Elution was performed on an Acquity UPLC
BEH C18 column (2.1x100 mm, 1.7 pm) with a linear gradient of 5%-100% solvent B (20mM formic acid
in ACN) into solvent A (20mM formic acid in water) over 10min at 0.3mL/min. (b) The mass spectrum
was recorded in positive ion mode in the m/z 500-2500 range. Calculated m/z: [M+3H]"?=1625.14,
[M+4H]"=1219.11, [M+5H]*=975.49; [M+6H]"%=813.07; experimental m/z: [M+3H]"*=1624.78,

[M+4H]"*=1218.84, [M+5H]"*=975.28; [M+6H]"*=812.89
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Figure D. Relationship between fluorescence intensities (microarray) (RU) and the corresponding optical
density units (ELISA) (OD) for RA patients (n). Two-way graphs and Spearman’s rank correlation
coefficients (ps) with their 95% confidence interval (95%CI).

248



CFFCP1 CFFCP2

o o
S A S A
[te] te]
~ 4 N~ 4
20 20
= > '
Zo E=T= '
=25 =0 1
2o gs |
B9 g )
S IS H
Sk 8 7 :
c T T T T ° T J J J J
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1 - Specificity 1 - Specificity
Area under ROC curve (95%Cl) = 0.77 (0.64 ; 0.89) Area under ROC curve (95%Cl) = 0.84 (0.74 ; 0.95)
CFFCP3 CFECP
o =3 .
S S
e} e}
N~ N~ 4
Zo 2o H
=5 =gl H
2o 2s |
o [ H
ng | 2
o IS H
o o E
g1k IS B
o T T T T T (=T T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1 - Specificity 1 - Specificity
Area under ROC curve (95%Cl) = 0.94 (0.89 ; 0.99) Area under ROC curve (95%Cl) = 0.89 (0.80 ; 0.97)
CFVCP CVECP
8 b 8 b e
0 ) -
N~ 4 N~ 4
20 20
2o 2o
=5 20
2o 2o
a8 | oy |
o o
S S 4k
(S T T T T o T T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1 - Specificity 1 - Specificity
Area under ROC curve (95%Cl) = 0.71 (0.61; 0.81) Area under ROC curve (95%Cl) = 0.90 (0.83 ; 0.98)
CEFCP CVFCP
31 - 34
[t} - 0
N~ N~ 4
2o 2o
=5 =0
2o 25
o o)
ng | 2
o o
o o
3 34l
o T T T T o T T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1 - Specificity 1 - Specificity
Area under ROC curve (95%Cl) = 0.92 (0.85 ; 0.99) Area under ROC curve (95%CI) = 0.95 (0.91 ; 0.99)

Figure E. ROC curves analysis from microarray results with chimeric fibrin-filaggrin citrullinated peptides
(CFFCP1, CFFCP2, CFFCP3), chimeric vimentin-filaggrin citrullinated peptide (CVFCP), chimeric fibrin-
vimentin citrullinated peptide (CFVCP), chimeric enolase-filaggrin citrullinated peptide (CEFCP),
chimeric vimentin-enolase citrullinated peptide (CVECP) and chimeric fibrin-enolase citrullinated peptide
(CFECP) in the RA and BD cohorts of patients.
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Table A. Number of discarded sera in RA, BD and PsA cohorts due to a high variability in the fluorescence
intensity response units of corresponding triplicates spots for citrullinated and control peptides.

RA (n =70)
Discarded pairs
Discarded sera Control Discarded sera Peptide or Control Final pairs
CV > 25% peptide CV > 30% CV > 25%,30%
CFFCP1 20 (28.57%) CFFCP-R 21 (30.00%) 36 (51.43%) 34
CFFCP2 21 (30.00%) CFFCP-R 21 (30.00%) 36 (51.43%) 34
CFFCP3 10 (14.29%) CFFCP-R 21 (30.00%) 26 (37.14%) 44
CFECP 16 (22.86%) CFECP-R 21 (30.00%) 32 (45.71%) 38
CFVCP 0 (0.00%) CFVCP-R 13 (18.57%) 13 (18.57%) 57
CVECP 15 (21.43%) CVECP-R 13 (18.57%) 24 (34.29%) 46
CEFCP 6 (8.57%) CEFCP-R 21 (30.00%) 25 (35.71%) 45
CVFCP 8 (11.43%) CVFCP-R 13 (18.57%) 18 (25.71%) 52
BD (n =70)
Discarded sera Cont.rol Discarded sera P:;i::(:d;dczii::ol Final pairs
CV >30% peptide CV > 30% CV > 30%
CFFCP1 7 (10.00%) CFFCP-R 14 (20.00%) 20 (28.57%) 50
CFFCP2 20 (28.57%) CFFCP-R 14 (20.00%) 30 (42.86%) 40
CFFCP3 14 (20.00%) CFFCP-R 14 (20.00%) 24 (34.29%) 46
CFECP 10 (14.29%) CFECP-R 11 (15.71%) 18 (25.71%) 52
CFVCP 3 (4.29%) CFVCP-R 7 (10.00%) 10 (14.29%) 60
CVECP 13 (18.57%) CVECP-R 7 (10.00%) 17 (24.29%) 53
CEFCP 3 (4.29%) CEFCP-R 11 (15.71%) 13 (18.57%) 57
CVFCP 8 (11.43%) CVFCP-R 7 (10.00%) 14 (20.00%) 56
PsA (n =70)
Discarded sera Control Discarded sera P:;i::;doidczii::ol Final pairs
CV > 30% peptide CV > 30% oV > 30%
CFFCP1 9 (12.86%) CFFCP-R 3 (4.29%) 12 (17.14%) 58
CFFCP2 29 (41.43%) CFFCP-R 3 (4.29%) 32 (45.71%) 38
CFFCP3 11 (15.71%) CFFCP-R 3 (4.29%) 14 (20.00%) 56
CFECP 8 (11.43%) CFECP-R 14 (20.00%) 18 (25.71%) 52
CFVCP 1 (1.43%) CFVCP-R 6 (8.57%) 7 (10.00%) 63
CVECP 10 (14.29%) CVECP-R 6 (8.57%) 15 (21.43%) 55
CEFCP 3 (4.29%) CEFCP-R 14 (20.00%) 17 (24.29%) 53
CVFCP 7 (10.00%) CVFCP-R 6 (8.57%) 13 (18.57%) 57
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Table B. Reactivity of RA, BD and PsA cohorts to each citrullinated peptide.

RA BD PsA
Number of Number of Number of  Number of Number of Number of

sera reacting positive (%) serareacting  positive (%) sera reacting positive (%)
CFFCP1 34 20 (58.8) 50 1 (2.0) 58 0 (0.0)
CFFCP2 34 23 (67.7) 40 0 (0.0) 38 1 (2.6)
CFFCP3 44 35 (79.6) 46 0 (0.0) 56 0 (0.0)
CFECP 38 30 (80.0) 52 1 (1.9) 52 5 (9.6)
CFVCP 57 21 (36.8) 60 1 (1.7) 63 0 (0.0)
CVECP 46 39 (84.8) 53 1 (1.9) 55 3 (5.5)
CEFCP 45 38 (84.4) 57 1 (1.8) 53 0 (0.0)
CVFCP 52 42 (80.8) 56 1 (1.8) 57 0 (0.0)
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Abstract: Rheumatoid arthritis (RA) is characterized by the presence of autoantibodies that are of
paramount importance for the diagnosis and prognosis of the disease and have been implicated
in its pathogenesis. Proteins resulting from post-translational modifications (PTMs) are capable of
triggering autoimmune responses important for the development of RA. In this work, we investigate
serum antibody reactivity in patients with an established RA against a panel of chimeric peptides
derived from fibrin and filaggrin proteins and bearing from one to three PTMs (citrullination,
carbamylation and acetylation) by home-designed ELISA tests (anti-AMPA autoantibodies). The role
of anti-AMPAs as biomarkers linked to the presence of a more severe RA phenotype (erosive disease
with radiological structural damage) and to the presence of interstitial lung disease (ILD), a severe
extra-articular manifestation in RA patients entailing a high mortality, was also analyzed. In general,
the association with the clinical phenotype of RA was confirmed with the different autoantibodies,
and especially for IgA and IgM isotypes. The prevalence of severe joint damage was only statistically
significant for the IgG isotype when working with the peptide bearing three PTMs. Furthermore, the
median titers were significantly higher in patients with RA-ILD, a finding not observed for the IgG
isotype when working with the single- and double-modified peptides.

Keywords: rheumatoid arthritis; erosive disease; interstitial lung disease; post-translational
modifications; synthetic peptides; chimeric peptides; autoantibodies; ELISA

1. Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune rheumatic disease of unknown etiology
that affects 0.5-1% of adults worldwide, with women being three times more susceptible
than men. It causes joint destruction and deformities, together with functional disability
and reduced quality of life and life expectancy. RA is characterized by the presence of
autoantibodies that are of paramount importance for the diagnosis and prognosis of the
disease and have been implicated in its pathogenesis. In recent years, significant advances
in the diagnosis and management of RA have changed the prognosis and outcome of RA
for a significant proportion of patients [1-3].

The pathogenesis of RA has not been completely elucidated; however, when a break-
down of tolerance is produced, proteins resulting from post-translational modifications
(PTMs) are capable of triggering autoimmune responses, which eventually occur in indi-
viduals genetically predisposed to suffer from RA [4]. Citrullination is the best-studied
PTM in rheumatology, and for a long time anti-citrullinated protein/peptide antibodies
(ACPAs) have been considered the most relevant serological markers in RA, becoming a
hallmark of the disease. More recently, other PTMs in proteins have been described in RA,
specifically homocitrullination (carbamylation) and acetylation, in which the modification
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does not take place in arginine (target of citrullination) but in lysine. In general terms, all
autoantibodies found in RA are known as the anti-modified protein/peptide antibodies
(AMPAs) family (Figure 1).

Peptidyl-arginine Peptidyl-citrulline

H H
"\/\/NTNHZ ! WNTNHZ
NH,* o

Peptidyl-lysine Peptidyl-homocitrulline

(o]
NHz* N NH,
H

3

Peptidyl-lysine - Peptidyl-acetyllysine
o

“\/\/\NH:{ — ""\/\/\N)k

H

Figure 1. Schematics of post-translational peptide/protein modifications on arginine and lysine
residues triggering AMPAs in RA patients.

Citrullination that consists of the conversion of arginine to the non-essential amino
acid citrulline is mediated by the enzyme peptidylarginine deiminase (PAD2 and PAD4
isoforms which are found in the inflamed synovium). PAD hydrolyzes arginine’s imino
groups, thus reducing the net charge of the proteins through the loss of one positive charge
per modified arginine residue. This deimination process causes protein unfolding and
alters intra- and inter-molecular interactions [5]. An increasing number of citrullinated
proteins/peptides that present different reactivity patterns with RA patients’ sera have
been reported, thus indicating that the induction of an ACPA response is caused by more
than one single citrullinated epitope. Citrullinated fibrin has been considered one of the
most relevant autoantigens in the synovial tissue of RA patients [6]. According to the
literature, about 70-80% of RA patients are ACPA-positive [7].

Homocitrullination or carbamylation is a non-enzymatic PTM that involves the con-
version of lysine residues to homocitrullinated residues after the reaction with cyanate. The
level of cyanate is in equilibrium with urea and can be increased in RA patients [8]. Com-
pared to ACPAs, antibodies against homocitrullinated (carbamylated) peptides/proteins
known as anti-CarP antibodies have lower sensitivity and similar specificity. Anti-CarPs
have been detected in about 45% of RA patients and they were also found in 10-20% of
patients previously considered ACPA-negative [9]. Despite cross-reactivity with other
antibodies, anti-CarPs have been shown to be independently associated with worse disease
outcomes and complications [9,10].

Acetylation is a reversible enzymatic process (balance between acetylases and deacety-
lases) where acetyl groups are added to free amines of lysine residues to maintain appro-
priate acetylation for normal cell function. In 2015, Thiele et al. reported the existence
of antibodies against acetylated proteins (anti-APA) [11], providing evidence of a third
PTM with potential clinical and mechanistic importance in RA. Later, a link between mi-
crobiome, self-antigen acetylation and autoimmunity with potential relevance for RA was
described [12].

On the other hand, synthetic peptides can advantageously replace proteins in solid-
phase assays, and they have been widely used for specific autoantibody recognition related
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to the diagnosis of autoimmune diseases [13-15]. Particularly, synthetic peptides are
unambiguously defined chemical molecules whose chemical structure can mimic segments
of complex protein antigens involved in autoantibody binding. Of note, enzyme-linked
immunosorbent (ELISA) assays based on cyclic citrullinated peptides were developed and
are still considered the gold standard of ACPA testing today.

With the aim of designing novel ACPA tests useful as RA diagnostic tools, we previ-
ously designed and obtained by means of solid-phase peptide synthesis (SPPS) several
chimeric citrullinated peptides derived from different proteins present in the rheumatoid
synovial fluid bearing fibrin, vimentin, enolase and filaggrin domains [16-18]. After study-
ing a large series of patients with various rheumatic conditions together with healthy
controls, we concluded that anti-chimeric a-fibrin-filaggrin citrullinated peptide antibodies
(anti-CFFCP) have a comparable sensitivity and specificity for RA compared to the gold
standard commercial CCP2 test, and specifically, the CFFCP1 peptide ([Cit®**]afibrin(617-
631)-5%00 5319¢yclo [Cys300319, Cit*12]filaggrin(304-324)) yielded better results in terms of
identifying patients with poor radiographic outcomes [19].

With this in mind, and also considering that the overlapping between the three families
of autoantibodies (ACPAs, anti-Carp and anti-APA) is characteristic of RA in comparison
with other rheumatic diseases, in the present work, we pursued obtaining novel chimeric
peptide antigens focusing on the three PTMs described above and analyzing the diagnostic
and prognostic value of the corresponding AMPAs home-designed tests based on these
peptides. Specifically, we aimed to study the role of these anti-AMPA autoantibodies as
biomarkers linked to the presence of interstitial lung disease (ILD), a severe extra-articular
manifestation in RA patients entailing a high mortality [20]. The management of RA-ILD
patients is challenging due to the heterogeneity in disease behavior [21]; therefore, an early
diagnosis is crucial to establish the appropriate treatment strategy.

Recently, we described for the first time that anti-carbamylated protein antibodies that
recognize homocitrullinated peptides were strongly associated with ILD, and suggested the
possible link between homocitrullination and the development of ILD in RA patients [22].
Here, we describe novel peptide-based antigens bearing citrulline, homocitrulline and/or
acetyl-lysine, and the analysis of the association between the different anti-peptide antibod-
ies and the severity of arthritis (joint destruction) or extra-articular involvement (interstitial
lung disease).

2. Results
2.1. Selection of the Home-Designed ELISA Methodology

The cyclic chimeric peptide CFFCP1 that yielded better results in terms of sensitiv-
ity /specificity balance and identified patients with poor radiographic outcomes as an
antigen [19] was compared using two different binding strategies to the microtiter plates.
Firstly, the peptide was directly covalently bound to ELISA plates following the ELISA
methodology previously reported [19]. Alternatively, the CFFCP1 peptide was biotinylated
at the N-terminal with N-Biotinyl-NH-(PEG),-COOH, which provides a spacer between the
biotin group and the peptide sequence, ensuring good enough exposure of the peptide to
be used as an antigen for the detection of antibodies. Biotinylated-CFFCP1 was then bound
to plates previously treated with Neutravidin that guarantee a higher binding efficiency,
minimizing non-specific interactions. In this last methodology, significantly lower ratios of
antigen peptides, serum samples and secondary antibodies were needed to perform the
ELISA assay with low background and high signal-to-noise ratios.

Home-designed ELISA assays were carried out and results were used to determine the
best coating strategy based on their reproducibility. In order to determine this parameter,
the coefficient of variation (CV%) was calculated for both conditions (biotinylated vs. non-
biotinylated CFFCP1) [23]. To do that, 40 serum samples were tested in duplicate in the
same plate and the obtained results were used to determine intra-assay variability. Analysis
of the same group of samples in the same conditions on an independent day was used to
establish inter-assay variability.
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The overall mean £ SEM of the intra-assay CV for the biotinylated CFFCP1 was
3.7 £ 0.4 and 12.7 £ 2.1 for the inter-assay variability. Results with the non-biotinylated
CFFCP1 presented higher intra-assay CV (9.9 &+ 1.0) and inter-assay variability (32.5 & 3.8).
A comparison of CVs in both groups showed statistically significant differences (p < 0.0001)
for both intra-assay and inter-assay variability. Previously described criteria stated that
the maximum acceptable CV for intra-assay variability and inter-assay variability is 15%
to 20% [24,25]. The biotinylated CFFCP1 rendered more reproducible outcomes, with all
individual CVs under the criterion of 15%, both for intra-assay and inter-assay variability,
while this was not the case for the non-biotinylated peptide (Figure S1, Supplementary
Material). Consequently, in this work, all further analyses were performed using the
biotinylated form of the peptide antigens.

2.2. Citrullinated/Homocitrullinated Chimeric Peptides

Based on the primary structure of the CFFCP1, new peptide antigens were synthesized
by SPPS. Three citrullinated /homocitrullinated chimeric peptides (CFFCHP1, CFFCHP2
and CFFCHP3) were synthesized incorporating homocitrulline at positions 620 and/or 625
of CFFCP1. These CFFCHPs were also labeled in solid phase at the N-terminal position with
N-Biotinyl-NH-(PEG),-COOH. Cyclization was performed in solution by the formation
of an intramolecular disulfide bond upon oxidation of cysteinyl residues. Peptides were
purified by reverse-phase, high-performance liquid chromatography (RP-HPLC), achieving
a purity > 95%. Peptide primary sequences showing the specific PTMs incorporated as
well as their characterization by HPLC and electrospray ionization mass spectrometry
(ESI-MS) are illustrated in Figure 2.

Biotinyl-PEGz-HSTKRGHAhCitSRPVCitG-HQCIHQESTCitGRSRGR(iGRSGS

Peptide ID MW HPLC (tr) LRMS caled. LRMS found.
Composition (g/mol) (min)

CFFCHP1 4582.12 13.79 4583.1 4583.3
Cis2H307N7705753

Biotinyl-PEG-HSThCitRGHAKSRPV CitG-HQCHQESTCitGRSRGRCGRSGS
| |

Peptide ID MW HPLC (tr) LRMS caled. LRMS found.
Composition (g/mol) (min)

CFFCHP2 4582.12 12.62 4583.1 4581.0
Ci182H307N 7705753

Biotinyl-PEG:-HSThCitRGHAhCitSRPVCitG-HQCHQESTCitGRSRGRCGRSGS
| |

Peptide ID MW HPLC (twr) LRMS calcd. LRMS found.
Composition (g/mol) (min)

CFFCHP3 4625.15 14.67 4626.1 4626.2
Cis3H30sN 7805853

Figure 2. Primary sequences of citrullinated /homocitrullinated chimeric peptides. Peptide identifi-
cation (ID), elemental composition, molecular weight (MW), chromatographic retention time (tg) by
HPLC and mass calculated and found by low-resolution mass spectrometry (LRMS) were obtained
by ESI-MS.

Citrullinated as well as citrullinated /homocitrullinated cyclic chimeric peptides were
comparatively tested using a panel of 178 RA serum samples and a control panel of
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120 blood donor sera. The distribution of fine specificities and isotypes was also studied
(Table 1).

Table 1. Anti-ACPA and anti-AMPA fine specificities in RA patients.

RA Population (n = 178) o-IgG o-IgA o-IgM
anti-CFFCP1-positive (%) 101 (56.7) 60 (33.7) 40 (22.5)
median titer anti-CFFCP1 AU/mL (IQR) 45 (456) 0 (55) 0 (48)
anti-CFFCHP1-positive (%) 104 (58.4) 64 (36.0) 37 (21.3)
median titer anti-CFFCHP1 AU/mL (IQR) 55 (469) 6 (52) 0 (40)
anti-CFFCHP2-positive (%) 103 (57.8) 70 (39.3) 41 (23.0)
median titer anti-CFFCHP2AU/mL (IQR) 52 (590) 12 (66) 0(52)
anti-CFFCHP3-positive (%) 102 (57.3) 64 (36.0) 41 (23.0)
median titer anti-CFFCHP3AU/mL (IQR) 69 (503) 18 (54) 0(73)

IgG was the predominant isotype in the RA population. The proportion of positive
anti-ACPA (anti-CFFCP1) in the main population was 56.7%, while the positivity for anti-
CFFCHP1, anti-CFFCHP2 and anti-CFFCHP3 was 58.4%, 57.8% and 57.3%, respectively.
Fine specificities for IgG and IgA were more frequent when the antigen was doubly modi-
fied (citrullinated and homocitrullinated) compared to anti-ACPA specificities. Likewise,
median titers were also higher than those of anti-ACPA. The IgM anti-AMPA isotype
was found in 23% for anti-CFFCHP2 and anti-CFFCHP3, whereas this value was slightly
reduced for anti-CFFCHP1 (21.3%) and anti-ACPA (22.5%).

2.3. Anti-AMPA and RA-ILD

Based on our previous findings [22] and to gain further insight into the role of the
homocitrullination in RA-ILD, we have analyzed the reactivity of the CFFCHPs with two
panels of sera (37 sera from RA-ILD patients and 141 sera from RA non-ILD patients), which
both constitute the main RA population studied in Section 2.2. As already described for
anti-carbamylated protein antibodies, all anti-AMPA fine specificities were more frequent
in the RA-ILD group (Table 2). In addition, the median titers were also higher in the
RA-ILD group. The differences were statistically significant for anti-AMPA-IgA and IgM
isotypes and were particularly highly significant (p < 0.005) for anti-CFFCHP1-IgA.

2.4. Citrullinated/Homocitrullinated/Acetylated Chimeric Peptide

Due to the fact that RA-ILD has been associated with different anti-modified pro-
tein antibodies based on citrulline [26-28], and more recently, homocitrulline [22] and
malondialdehyde-acetaldehyde adducts [29], a novel peptide antigen bearing multiple
PTMs was synthesized and tested with RA-ILD and RA-non-ILD sera panels.

Based on the primary structure of the CFFCHP1 peptide, the antigen that detected a
significantly higher percentage of RA-ILD for the IgA isotype (anti-CFFCHP1-IgA 59.4% in RA-
ILD, Table 2), a novel peptide antigen incorporating acetyl-lysine within the peptide sequence
was synthesized. Chimeric fibrin/filaggrin citrullinated /homocitrullinated / acetylated pep-
tide (CFFCHAP) preserves the homocitrulline at 625 and the citrulline at 630 positions of
the a-fibrin (617-631) domain of the CFFCHP1 peptide, but incorporates an acetylated
lysine at the 620 position. The peptide was synthesized by SPPS, biotinylated at the N-
terminus and cyclized as described for the previously described peptides. Additionally,
this peptide was purified to a grade > 95%. The primary sequence of CFFCHAP as well as
its characterization by HPLC and ESI-MS are shown in Figure 3.
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Table 2. Autoantibody status in RA patients (ILD vs. non-ILD).
RA-ILD RA-non-ILD
(n=37) (n =141) pealue
CFFCHP1
anti-CFFCHP1-IgG-positive (%) 24 (64.8) 80 (56.7) NS
median titer anti-CFFCHP1 AU/mL (IQR) 113 (2525) 49 (292) NS
anti-CFFCHP1-IgA-positive (%) 22 (59.4) 42 (29.8) <0.005
median titer anti-CFFCHP1 AU/mL (IQR) 31 (497) 3(34) <0.005
anti-CFFCHP1-IgM-positive (%) 12 (32.4) 25/ (l727) 0.05
median titer anti-CFFCHP1 AU/mL (IQR) 0(537) 0(33) 0.04
CFFCHP2
anti-CFFCHP2-IgG-positive (%) 25 (67.6) 78 (55.3) NS
median titer anti-CFFCHP2 AU/mL (IQR) 134 (2126) 43 (377) NS
anti-CFFCHP2-IgA-positive (%) 21 (56.7) 49 (34.8) 0.02
median titer anti-CFFCHP2 AU/mL (IQR) 24 (374) 5(51) <0.005
anti-CFFCHP2-IgM-positive (%) 13 (35.1) 28 (19.8) 0.05
median titer anti-CFFCHP2 AU/mL (IQR) 10 (359) 0(39) 0.01
CFFCHP3
anti-CFFCHP3-IgG-positive (%) 25 (67.6) 77 (54.6) NS
median titer anti-CFFCHP3 AU/mL (IQR) 135 (2826) 54 (351) NS
anti-CFFCHP3-IgA-positive (%) 19 (51.3) 45 (31.9) 0.03
median titer anti-CFFCHP3 AU/mL (IQR) 27 (308) 16 (31) 0.009
anti-CFFCHP3-IgM-positive (%) 13 (35.1) 28 (19.8) 0.05
median titer anti-CFFCHP3 AU/mL (IQR) 22 (440) 0 (46) 0.007
Biotinyl-PEG>-HST RGHACIitSRPVCitG-HQCHQESTCitGRSRGRCGRSGS
|
Peptide ID MW HPLC tr LRMS calcd. LRMS found.
Composition (g/mol) (min) m/z m/z
CFFCHAP
4625.15 11.13 4626.1 4624.8
C157H263N7105252

Figure 3. Primary sequence of chimeric fibrin/filaggrin citrullinated /homocitrullinated / acetylated
peptide (CFFCHAP). Peptide identification (ID), elemental composition, molecular weight (MW),
chromatographic retention time (tg) by HPLC and mass calculated and found by low-resolution mass
spectrometry (LRMS) were obtained by ESI-MS.

As shown in Table 3, anti-CFFCHAP fine specificities were more frequent in the RA-
ILD group (anti-CFFCHAP-IgG 64.9% vs. 50.4%; anti-CFFCHAP-IgA 48.6% vs. 28.4%;
anti-CFFCHAP-IgM 35.1% vs. 19.8%). Of note, this difference was statistically significant
for the IgA isotype (p = 0.02). The median titers were also higher in the RA-ILD group
and the differences were statistically significant for IgA and IgM isotypes, but also for IgG
(p <0.05), a finding not observed with the double-PTM-modified autoantibodies.
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Table 3. Autoantibody status in RA patients (ILD vs. non-ILD).

RA-ILD RA-Non-ILD

(n=37) (n = 141) p-veime
CFFCHAP
anti-CFFCHAP-IgG-positive (%) 24 (64.9) 71 (50.4) NS
median titer anti-CFFCHAP AU/mL (IQR) 67 (3123) 23 (211) 0.008
anti-CFFCHAP-IgA-positive (%) 18 (48.6) 40 (28.4) 0.02
median titer anti-CFFCHAP AU/mL (IQR) 18 (319) 0(33) 0.01
anti-CFFCHAP-IgM-positive (%) 13 (35.1) 28 (19.8) 0.05
median titer anti-CFFCHAP AU/mL (IQR) 17 (267) 0(24) 0.02

Figure 4 shows the overlap between antibodies against peptides containing one, two
or three PTMs in their primary sequence as a function of the isotype studied in RA-ILD
patients. For the IgG isotype, the peptide bearing three PTMs was able to detect 5.4% of
the antipeptide antibodies that were negative for the peptides with one and two PTMs.
For the IgM isotype, this percentage was 2.7%, and the same was obtained for the peptide
with one PTM. However, for the IgA isotype, the highest percentage was obtained for the
double-modified peptide (8.1%). In general terms, for IgG and IgM isotypes, it should be
noted that the presence of two or three PTMs within peptide antigen allows the detection
of 5.4% of RA-ILD-negative sera. It is noteworthy that for the IgA isotype, the presence of
two or three PTMs was able to detect a percentage close to 20% of RA-ILD sera that were
negative when analyzed with the peptide bearing a single PTM.

A
[0 1 PTM O 1PTM
O 2PTM [ 2PTM
E3PTM [ 3PTM

Triple negative [ Triple negative

0 1PT™M
O 2PT™M
3PTM
[ Triple negative

Figure 4. Isotype antibodies overlap in ILD patients (A) IgG, (B) IgA and (C) IgM. Overlap between
anti-CFFCP1 (chimeric cyclic peptide bearing one PTM: citrulline), anti-CFFCHP1 (chimeric cyclic
peptide bearing two PTMs: citrulline and homocitrulline) and anti-CFFCHAP (chimeric cyclic peptide
bearing three PTMs: citrulline, homocitrulline and acetyl-lysine) antibodies.

2.5. Association of Anti-Chimeric Peptide Autoantibodies with the Severity of Articular Disease
(Joint Destruction)

We further analyzed whether the presence or titers of the different autoantibodies
are associated with the severity (joint destruction) in RA patients. We have classified the
patients according to the presence of erosive disease assessed by radiographs of hands or
feet. Articular damage was scored according to the modified Larsen method (score ranged
from 0 to 200) [30]. We classified the severity of joint damage as severe or mild according
to the results (cut-off) of the median Larsen score (>18 and <18, respectively).

Although a trend to associate the presence or titers of the anti-modified peptide
autoantibodies with the presence of erosive disease was observed, the differences were not
statistically significant. Erosive disease was especially more frequently found in patients
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with positive autoantibodies against CFFCHP1, with all the isotype proportions being
higher for patients with erosive disease than for those with non-erosive disease. In addition,
interquartile ranges (IQR) were also higher in erosive disease for the double- and triple-
modified peptides and all the isotypes tested (Table S1 of Supplementary Material).

In addition, when accounting for the degree of joint destruction according to the
modified Larsen score, a clear association with the different autoantibodies was observed
with a higher prevalence of autoantibodies in patients with more severe joint damage
in comparison to those with mild joint destruction. The differences were statistically
significant in almost all specificities, and especially for IgA and IgM isotypes. Interestingly,
only the frequency of antibodies of the IgG isotype against the triple PTM peptide (anti-
CFFCHAP-IgG-positive) was higher in patients with severe joint damage, with statistical
significance (Table 4).

Table 4. Comparison of the presence of autoantibodies with the degree of joint destruction according
to the modified Larsen score.

Larsen <18 Larsen > 18

Median Larsen Score 18 (1 = 88) (1 = 90) p-Value
CFFCHP1

anti-CFFCHP1-IgG-positive (%) 46 (52.3) 58 (64.4) NS
median titer anti-CFFCHP1 AU/mL (IQR) 34 (181) 101 (764) 0.02
anti-CFFCHP1-IgA-positive (%) 24 (27.3) 40 (44.4) 0.02
median titer anti-CFFCHP1 AU/mL (IQR) 0 (26) 11 (127) 0.008
anti-CFFCHP1-IgM-positive (%) 13 (14.8%) 24 (26.7) 0.05
median titer anti-CFFCHP1 AU/mL (IQR) 0(17) 0 (109) 0.04
CFFCHP2

anti-CFFCHP2-1gG-positive (%) 46 (52.3) 57 (63.3) NS
median titer anti-CFFCHP2 AU/mL (IQR) 28 (166) 86 (1164) 0.03
anti-CFFCHP2-IgA-positive (%) 28 (30.7) 42 (46.7) 0.04
median titer anti-CFFCHP2 AU/mL (IQR) 4(33) 18 (143) 0.008
anti-CFFCHP2-IgM-positive (%) 14 (15.9) 27 (30.0) 0.03
median titer anti-CFFCHP2 AU/mL (IQR) 0(25) 0(94) 0.02
CFFCHP3

anti-CFFCHP3-IgG-positive (%) 45 (51.1) 57 (63.3) NS
median titer anti-CFFCHP3 AU/mL (IQR) 24 (233) 107 (807) 0.02
anti-CFFCHP3-IgA-positive (%) 28 (30.7) 36 (40.0) NS
median titer anti-CFFCHP3 AU/mL (IQR) 16 (29) 20 (134) 0.05
anti-CFFCHP3-IgM-positive (%) 14 (15.9) 27 (30.0) 0.03
median titer anti-CFFCHP3 AU/mL (IQR) 0(34) 0(111) 0.01
CFFCHAP

anti-CFFCHAP-IgG-positive (%) 40 (454) 55 (61.1) 0.036
median titer anti-CFFCHAP AU/mL (IQR) 18 (109) 55 (891) 0.01
anti-CFFCHAP-IgA-positive (%) 21 (23.9) 37 (41.1) 0.01
median titer anti-CFFCHAP AU/mL (IQR) 0(23) 18 (133) <0.005
anti-CFFCHAP-IgM-positive (%) 16 (18.2) 25 (27.8) NS
median titer anti-CFFCHAP AU/mL (IQR) 0(20) 0 (45) 0.03

3. Discussion

Previously published results in our group demonstrated that Cit**’-bearing peptides
from «-fibrin protein, covalently coupled to the cyclic filaggrin peptide, which constitutes
the CCP1 test, were the most reactive ACPA epitopes, demonstrating a comparable sensi-
tivity and specificity for RA to the gold standard commercial CCP2 test [19]. Based on the
primary structure of this peptide (CFFCP1), several peptide antigens that resulted from
the substitution of lysine for homocitrulline were designed and synthesized. Three citrulli-
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nated /homocitrullinated chimeric peptides (CFFCHP1, CFFCHP2 and CFFCHP3) were
obtained with homocitrulline at positions 620 and /or 625 of the [Cit®*’] a-fibrin (617-631)
domain. Regarding the higher sensitivity observed for CFFCHP1 in RA-ILD patients, a
novel peptide antigen bearing three PTMs, citrullinated /homocitrullinated /acetylated
chimeric peptide (CFFCHAP), with acetylated lysine at 620, homocitrulline at 625 and
citrulline at 630 respective positions of «-fibrin (617-631), was also obtained by SPPS.

As previously described, citrullination, homocitrullination and acetylation are the
most important and known post-translational modifications of proteins found in RA, al-
though the exact role of these PTMs in RA pathogenesis is poorly understood. Besides,
other protein modifications such as aberrant glicosilation may also participate in the activa-
tion of the immuno-response in RA. Genetics, including epigenetics and environmental
factors such as smoking or infections (periodontitis), seem to have relevant implications in
protein modifications and, consequently, in the initiation of the altered immuno-response
in RA [2,3,31].

In this study, we compared the reactivity of these three different PTMs (anti-citrulline,
anti-homocitrulline and anti-acetyl-lysine reactivities) in RA patients using the same pep-
tide antigen, to be able to directly perform this comparison by using the appropriate peptide
controls. To our knowledge, for the first time, the three more relevant PTMs in RA have
been sequentially introduced into a single peptide in specific positions of a well-known
peptide-based autoantibody trigger that derives of fibrin and filaggrin proteins [16,19]. This
is of paramount importance to ensure that the reactivity against a chemically well-defined
antigen is consistently tested and constitutes the main strength of this study. Contrarily,
when working with antigens that contain multiple proteins (fetal calf serum, FCS) or
even with single proteins (bovine serum albumin, BSA), the processes of PTM introduc-
tion (citrullination, carbamylation, acetylation reactions) lead to heterogeneous antigen
epitopes between batches, and consequently, the reproducibility of results may result as
compromised.

The association of the different AMPAs with the clinical phenotype of RA, focused on
significant disease outcomes (presence of severe joint damage and interstitial lung disease),
was studied. In general, the association was confirmed with the different autoantibodies,
and especially for the IgA and IgM isotypes. Our findings are in accordance with previous
reports confirming the association of ACPAs with joint damage [32] and ILD [33]. Fur-
thermore, anti-CarP has also been associated with more severe joint damage in patients
with RA [34], and recently we confirmed the association of these autoantibodies with
ILD in RA, with the highest odds ratio for the IgA isotype [22]. The performance of the
triple-PTM-modified peptide (CFFCHAP) was similar to that observed with the double-
PTM-modified peptides (CFFCHP1, CFFCHP2 or CFFCHP3), although the prevalence
of severe joint damage as described above was only statistically significant for the IgG
isotype when working with the peptide bearing the three PTMs. Furthermore, the median
titers of IgG anti-CFFCHAP were significantly higher in patients with RA-ILD, a finding
not observed for the IgG isotype when working with the modified peptides not bearing
acetyl-lysine. Whether this finding may be explained by a significant role of anti-acetylated
peptide antibodies in the pathogenesis of RA-ILD is not known. Therefore, the accuracy of
triple PTMs in predicting more severe joint damage in RA deserves further investigation.
Of note, in a recent report, the coexistence of the three types of autoantibodies against three
versions (citrullinated, homocitrullinated and acetylated) of a vimentin peptide has also
been associated with the higher rates of radiographic joint progression in patients with
early RA [35].

A limitation of the present work is that the antigen peptide bearing the three PTMs
does not consider other proteins that are also present at the rheumatoid synovial, such as
alpha-enolase or vimentin. Future peptides containing these three PTMs will be designed
to address the still unmet need of identifying those RA patients that will develop ILD. The
development of novel biomarkers associated with severe diseases such as ILD would allow
an improvement in the diagnosis and treatment of this complication in RA patients.
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4, Materials and Methods
4.1. Materials

Solid-phase reactions were performed using a 20 mL syringe that contains a polyethylene
filter (Bond Elut, Agilent, CA, USA). NovaSyn TGR resin and 9-fluorenyl-methoxycarbonyl
(Fmoc) protected amino acids were purchased from Novabiochem (Merck Millipore, Merck
KGaA, Darmstadt, Germany). Peptide-synthesis-grade dimethylformamide (DMF) and
trifluroacetic acid (TFA) were obtained from Scharlau (Barcelona, Spain). HPLC-grade
acetonitrile (CH3CN) was purchased from Fisher Scientific (Loughborough, UK). Acetic
and hydrochloric acids were from Panreac (AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany). Di-
ethyl ether, Na,COj3 anhydro, NaHCO3, NaCl, Tris(hydroxymethyl)-aminomethane (TRIS),
KH,POy4, NayHPO4 and KCl were obtained from Merck (KGaA, Darmstadt, Germany).
The coupling reagent, 2-(1H-7-azabenzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexaflu-
orophosphate methanaminium (HATU), was from Genscript (Piscataway, USA). Diiso-
propylethylamine (DIPEA), triethylamine (Et3N), N,N'-diisopropylcarbodiimide (DIPCDI),
1-hydroxybenzotriazole (HOBt), piperidine, triisopropylsilane (TIS), 2-mercaptoethanol,
bovine serum albumin (BSA), SigmaFast OPD, Tween 20, Triton X-100, fetal bovine serum
(FBS), sodium deoxycholate, sodium dodecyl sulfate (SDS) and H,SO,4 were purchased
from Fluka-Sigma-Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

96-well microtiter plates, Nunc MaxiSorp™ flat-bottom and Neutravidin Protein were
from Thermo Fisher Scientific (Rockford, IL, USA).

Peroxidase-Conjugated Rabbit Anti-Human IgG Specific for Gamma-Chains was pur-
chased from DAKO (DAKO Denmark A /S, Glostrup, Denmark). Peroxidase-conjugated
AffiniPure Rabbit Anti-Human IgM, Fc5u Fragment Specific and Peroxidase-conjugated
AffiniPure Rabbit Anti-Human serum IgA were from Jackson ImmunoResearch (Jackson
ImmunoResearch Europe Ltd., Cambridgeshire, UK).

Cyclic peptides were purified by HPLC on a semi-preparative scale on an Agilent Tech-
nologies 1260 Infinity chromatograph using an Agilent ZORBAX SB-Cjg (semi-preparative
RP, 9.4 x 250 mm, particle size 5 um) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Pure
peptides were characterized by UPLC-MS on a Waters ACQUITY UPLC (Waters Corpora-
tion, Mildford, MA, USA) using the column ACQUITY UPLC BEH C;g (RP, 2.1 x 100 pm,
particle size 1.7 pm) with both detector UV-Vis and an electrospray ionization mass spec-
trometry (ESI-MS) Waters LCT Premier XE (Micromass Waters, Milford, MA, USA). Plates
were incubated on a Memmert IN30 (Schwabach, Germany) incubator, and a LT3500
(Labtech, Ringmer, East Sussex, UK) microplate washer was used for the washing cycles
during the immunoassay, and finally, read in a LT4500 microplate reader (Labtech, Ringmer,
East Sussex, UK). Lyophilization was performed on a Christal Alpha 2—4 LD Plus freeze-
dryer (Martin Christ, GefriertrocknungsanlagenGmbH, Osterode am Harz, Germany).
Evaporation in vacuo was performed on a Heidolph Laborota 4001 efficient (Heidolph
Instruments GmbH & CO, Schwabach, Germany). Purified products were weighted on an
analytical microbalance Mettler Toledo XPR2 (Mettler-Toledo GmbH, Greifensee, Switzer-
land).

4.2. Synthesis of Cyclic Chimeric Peptides

Peptides were manually synthesized on a NovaSyn® TGR resin as C-terminal carboxamides.
Solid-Phase Peptide Synthesis (SPPS) was carried out following a 9-fluorenylmethoxycarbonyl /t-
butyl orthogonal protection strategy. Amino acid side-chain protection was effected by the
following: triphenylmethyl (Trt) for glutamine, asparagine and histidine; tert-butyl (tBu) for
aspartic acid, glutamic acid, serine, threonine and tyrosine; 2,2,5,7,8-pentamethyl-chroman-
6-sulfonyl (Pmc) for arginine and tert-butoxycarbonyl (Boc) for lysine and tryptophan. Two
residues of Fmoc-S-acetamidomethyl-L-cysteine (Fmoc-Cys(Acm)-OH) were introduced
in the peptide sequences for their subsequent oxidation and formation of disulfide bonds.
Fmoc-citrulline, Fmoc-homocitrulline and the acetylated lysine, Fmoc-Lys(Ac)-OH, were
introduced as post-translational modifications at specific positions of the peptide sequences.

264



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 13290

11 0f 16

The coupling reactions were performed using three-fold molar excesses of Fmoc-L-
amino acids activated by treatment with HATU and DIPEA throughout the synthesis. The
Fmoc deprotection was accomplished twice with 20% (v/v) piperidine in DMF for 10 min.
All coupling and deprotection steps were checked by the Kaiser test, based on the reaction
of ninhydrin with primary amines, or the chloranil test, that allows reliable detection of
secondary amino groups.

Once the elongation of the peptide sequences was completed, a fraction of each
peptidyl-resin was biotinylated at the N-terminus. The biotynilation step was completed
by means of the addition of N-biotinyl-NH-(PEG),-COOH (4 equivalents) dissolved in
a minimal volume of DMF and in the presence of a phosphonium salt (benzotriazole-1-
yloxytris(pirrolidino) phosphonium hexafluorophosphate (PyBOP, 4 equivalents), as well
as 1-hydroxybenzotriazole (HOBt, 4 equivalents) and a base such as diisopropylethylamine
(DIPEA, 8 equivalents). The reaction was left overnight and was checked by the Ninhydrin
colorimetric reaction.

Finally, peptides with and without biotin were cleaved from the resin by means of
treatment with 94% TFA in the presence of scavengers (2.5% v/v HyO, 2.5% v/v TIS,
1% ©v/v 2-mercaptoethanol) for 5 h. The TFA was evaporated under N; flow. Diethyl
ether was added to precipitate the crude peptides, which were isolated by centrifugation
(4000 rpm, 5 °C, 10 min). The precipitates were dissolved in acetic acid 10%, frozen in a
dry ice/acetone bath (—78 °C) and lyophilized.

Cyclization of peptides by forming a disulfide bridge was performed in solution. Pep-
tides were dissolved in AcOH/H,O (1:1, 1 mg/mL) under Ny, then HCI (1 M, 0.1 mL/mg)
followed by I, (20 equiv/Acm) were added. After 4 h, I, was quenched by the addition of
1 M of ascorbic acid dropwise until the mixture became colorless. The mixture was then
concentrated and evaporated under reduced pressure to approximately one third of the
original volume.

Cyclic peptides without biotin were purified by semi-preparative RP-HPLC in a Zor-
bax C1g Column (Agilent, 5 um, 9.4 x 250 mm) at a flow rate of 2.5 mL/min and a detection
wavelength of 220 nm. The solvents were prepared as CH3CN (0.05% TFA) and H,O (0.05%
TFA) and a linear gradient of 0-25% CH3CN in H,O over 20 min was performed. The
purified chimeric peptides (with a purity higher than 95%) were characterized by HPLC
and ESI-MS.

Cyclic biotinyl-peptides were purified using the same equipment and conditions
but with a linear gradient of 5-95% CH3CN in H,O over 20 min. The purified chimeric
biotinyl-peptides (with a purity higher than 95%) were characterized by HPLC and ESI-MS.

4.3. Study Design

A cross-sectional study including a panel of 178 RA patients diagnosed according to
the 2010 ACR/EULAR criteria assessed in a theumatology department outpatient clinic
of a tertiary university hospital was performed. Individuals fulfilling other inflammatory
arthritis or connective tissue disease diagnostic criteria were excluded. A panel of 120 blood
donors was also tested as controls.

4.4. ELISA Assays
4.4.1. Home-Designed ELISA Assay with Peptides Covalently Bound to Microtiter Plates

Peptide sequences were covalently coupled to 96-well microtiter plates (Nunc Immo-
bilizer Amino F96-Clear, ThermoFisher, Roskilde, Denmark). Briefly, peptides were diluted
to 10 pg/mL in 0.05 M of carbonate/bicarbonate (pH 9.6) buffer, and 100 pL of peptide
solutions were added to each well. Plates were incubated overnight at 4 °C. After overnight
incubation, the plates were blocked with 2% BSA in 0.05 M of carbonate/bicarbonate (pH
9.6) buffer for 1 h at room temperature.

Sera were diluted 50-fold in RIA buffer (1% BSA wt/v, 350 mM NaCl, 10 mM TRIS,
1% v /v Triton X-100, 0.5% wt/v Na-deoxycholate, 0.1% wt/v SDS) supplemented with 10%
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fetal bovine serum. A volume of 100 puL of the sera dilution was added to each well and
incubated for 1.5 h at room temperature.

Afterwards, each plate was washed 6 times with PBS/0.05% Tween-20 and anti-human
secondary IgG antibody conjugated to peroxidase diluted 1:1000 in RIA buffer was added
to each well and incubated for 1 h. Plates were washed 6 times with PBS/0.05% Tween-
20 and detection of bound antibodies was carried out using SigmaFast (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), with o-phenylenediamine dihydrochloride as a substrate. Reaction
was stopped with 50 uL of 2N H,SO4 and plates were read at 492 nm.

Each plate contained control wells that included all reagents except the serum sample
to estimate the background reading. All sera were tested in duplicate. Each plate contained
a series of successive dilutions of a pool of sera from four positive patients in order to
generate a reference standard used to convert optical density (OD) values to arbitrary units
(AU).

Reactivity to the non-citrullinated and non-homocitrullinated chimeric peptides (un-
modified basal structure) was subtracted from the reactivity to the citrullinated and homoc-
itrullinated peptides to ensure the reactivity shown was specific to the post-translational
modifications.

Non-linear regression analysis to convert OD to AU was conducted and ROC curve
analysis was performed using GraphPad Prism 7. Cut-off values were determined with a
specificity of 95% in comparison with a healthy population of blood donors. A positive
cut-off value was defined for each antigen: >14 for CFFCP-1, >27.5 for CFFCHP-1, >10.5
for CFFCHP-2 and >11 for CFFCHP-3.

To consider a serum positive and specific for the post-translational modification
(citrullination/homocitrullination), the UA/mL had to be higher than the established cut-
off and the OD resulting from the difference between the citrullinated /homocitrullinated
antigen and the unmodified antigen had to be >0.1, as stated in the previously described
methodology [20].

4.4.2. Home-Designed ELISA Assay with Biotinyl-Peptides Bound to Neutravidin
Derivatized Microtiter Plates

MaxiSorp microtiter plates were incubated with Neutravidin protein diluted in PBS
(0.5 ng/well) overnight at 4 °C and thereafter, 1 h at 37 °C. After washing the plates, the
biotinyl-peptides were diluted at 1 ug/mL in PBS and 100 uL of the peptide solution was
added to each well. The plates were incubated for 1 h at 37 °C. Subsequently, the plates
were blocked with 2% BSA in PBS with 0.05% Tween-20 for 30 min at 37 °C. Then, the
plates were washed 3 times.

Sera were diluted 250-fold in RIA buffer supplemented with 10% fetal bovine serum
and 100 pL of the dilution was added to each well. The plates were incubated for 1 h at
37 °C and then overnight at 4 °C.

Afterwards, each plate was washed 3 times with PBS/0.05% Tween-20 and 100 uL
of anti-human secondary antibody conjugated to peroxidase was added to each well and
incubated for 1 h at 37 °C. Three different isotypes were tested. Anti-human IgG, anti-
human IgM and anti-human serum IgA secondary antibodies were diluted in RIA buffer
at 1:4000; 1:2000 and 1:10,000, respectively.

After washing the plates, detection of bound antibodies was carried out using Sig-
maFast (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), with o-phenylenediamine dihydrochloride
(OPD) as a substrate. Reaction was stopped with 50 pL of 2N H,SO,4 and plates were read
at 492 nm.

All sera were tested in duplicate. Each plate contained a series of successive dilutions
of a pool of sera from four positive patients in order to generate a reference standard used
to convert optical density (OD) values to arbitrary units (AU).

Reactivity to the non-citrullinated, non-homocitrullinated and non-acetylated chimeric
peptides (unmodified basal structure) was subtracted from the reactivity to the citrullinated,
homocitrullinated and acetylated peptides to ensure the reactivity shown was specific to
the post-translational modifications.
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Non-linear regression analysis in order to convert OD to AU was conducted and
receiver operating characteristic (ROC) curve analysis was performed using GraphPad
Prism 7. Cut-off values were determined with a specificity of 95% in comparison with a
healthy population of blood donors. A positive cut-off value was defined for each antigen,
as shown in Table 5.

Table 5. Cut-off values determined for each antigen with a specificity of 95%.

IgG IgA IgM
Anti-CFFCP1 >11.5 >8.5 >55.0
Anti-CFFCHP1 >18.0 >20.5 >52.5
Anti-CFFCHP2 >15.0 2215 >60.0
Anti-CFFCHP3 >17.5 >26.5 >84.5
Anti-CFFCHAP >19.5 >255 >42.5

To consider a serum positive and specific for the post-translational modification (citrul-
lination /homocitrullination /acetylation), the UA/mL had to be higher than the established
cut-off and the OD resulting from the difference between the citrullinated /homocitrullinated
/acetylated antigen and the unmodified antigen had to be >0.

4.5. Statistical Analysis

Proportion differences were compared using the x? or Fisher’s exact test. Continuous
variables were analyzed using the Mann-Whitney U test and presented as median and
interquartile range. Statistical significance was established as two-tailed p-values < 0.05 in
all analyses, which were found using GraphPad Prism 7. Missing data were handled with
listwise deletion.

4.6. Ethics

Signed informed consent was obtained from all patients before study enrolment. The
Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology guidelines were
followed.

5. Conclusions

For the first time, we described a novel peptide-based antigen bearing citrulline,
homocitrulline and acetyl-lysine within its sequence (CFFCHAP), that associates with the
clinical phenotype of rheumatoid arthritis.

The prevalence of joint destruction as well as the interstitial lung disease extra-articular
involvement was statistically significant for patients having anti-CFFCHAP antibodies,
specifically the IgA isotype.
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Acm acetamidomethyl
ACPAs anti-citrullinated protein/peptide antibodies

AMPAs anti-modified protein/peptide antibodies
anti-APA  antibodies against acetylated proteins
anti-CarP  antibodies against homocitrullinated (carbamylated) peptides/proteins

AU arbitrary units

Boc tert-butoxycarbonyl

BSA bovine serum albumin

CFFCP chimeric fibrin-filaggrin citrullinated peptide

CFFCHP chimeric fibrin-filaggrin citrullinated /homocitrullinated peptide

CFFCHAP  chimeric fibrin/filaggrin citrullinated /homocitrullinated /acetylated peptide
Ccv coefficient of variation

DIPCDI N,N'-diisopropylcarbodiimide

DIPEA diisopropylethylamine

DMF dimethylformamide

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

ESI-MS electrospray ionization mass spectrometry

FBS fetal bovine serum

FCs fetal calf serum

Fmoc 9-fluorenyl-methoxycarbonyl

HATU 2-(1H-7-azabenzotriazole-1-yl)-1,1,3,3- tetramethyluronium hexafluorophosphate
methanaminium

HOBt 1-hydroxybenzotriazole

HPLC high-performance liquid chromatography

ILD interstitial lung disease

IQR interquartile range

LRMS low-resolution mass spectrometry

MW molecular weight

OD optical density

OPD o-phenylenediamine dihydrochloride

PAD peptidylarginine deiminase

PBS phosphate-buffered saline

Pmc 2,2,5,7 8-pentamethyl-chroman-6-sulfonyl

PTMs post-translational modifications

PyBOP benzotriazole-1-yloxytris(pirrolidino) phosphonium hexafluorophosphate
RA rheumatoid arthritis

ROC receiver operating characteristic

RP-HPLC  reverse-phase high-performance liquid chromatography
SDS sodium dodecyl sulfate

SEM standard error of the mean

SPPS solid-phase peptide synthesis

tBu tert-butyl

TFA trifluroacetic acid

TIS triisopropylsilane

TRIS tris(hydroxymethyl)-aminomethane

Trt triphenylmethyl
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Table S1. Comparison of autoantibodies presenting erosive-RA (yes or not)

erosive non-
(n=89) erosive
(n=89)

CFFCHP1
anti-CFFCHP1-IgG positive (%) 53 (59.6)  51(57.3)
median titer anti-CFFCHP1 AU/mL (IQR) 54 (676) 62 (307)
anti-CFFCHP1-IgA positive (%) 33(37.1) 31(34.8)
median titer anti-CFFCHP1 AU/mL (IQR) 8(91) 4 (41)
anti-CFFCHP1-IgM positive (%) 20(225) 17(19.1)
median titer anti-CFFCHP1 AU/mL (IQR) 0 (43) 0 (35)
CFFCHP2
anti-CFFCHP2-IgG positive (%) 52 (58.4) 50 (56.2)
median titer anti-CFFCHP2 AU/mL (IQR) 42 (769) 74 (403)
anti-CFFCHP2-IgA positive (%) 35(39.3)  35(39.3)
median titer anti-CFFCHP2 AU/mL (IQR) 10 (90) 12 (43)
anti-CFFCHP2-IgM positive (%) 23(25.8) 18(20.2)
median titer anti-CFFCHP2 AU/mL (IQR) 0(79) 0(39)
CFFCHP3
anti-CFFCHP3-IgG positive (%) 52 (58.4) 50 (56.2)
median titer anti-CFFCHP3 AU/mL (IQR) 67 (727) 70 (417)
anti-CFFCHP3-IgA positive (%) 30(33.7) 34(38.2)
median titer anti-CFFCHP3 AU/mL (IQR) 18 (94) 18 (39)
anti-CFFCHP3-IgM positive (%) 23(25.8) 18(20.2)
median titer anti-CFFCHP3 AU/mL (IQR) 0 (86) 0 (54)
CFFCHAP
anti-CFFCHP3-IgG positive (%) 47 (52.8)  48(53.9)
median titer anti-CFFCHP3 AU/mL (IQR) 30 (796) 31(173)
anti-CFFCHP3-IgA positive (%) 31(34.8) 27(30.3)
median titer anti-CFFCHP3 AU/mL (IQR) 11 (48) 0(33)
anti-CFFCHP3-IgM positive (%) 20(225)  21(23.6)
median titer anti-CFFCHP3 AU/mL (IQR) 0(37) 0 (26)

The differences were not significative
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Figure S1. Intra-assay and inter-assay variability for biotinylated and non-biotinylated CFFCP1 peptide.
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Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune rheumatic disease characterized by the presence of
autoantibodies resulting from an immune response triggered by proteins that have undergone post-
translational modifications (PTMs) [1]. Citrullination (deimination of arginine), is the best-studied
PTM in rheumatology, and for a long time, anti-citrullinated protein/peptide antibodies (ACPAs) have
been used for RA diagnosis and considered the most relevant serological markers. More recently, other
PTMs have been described in the context of RA including homocitrullination (carbamylation) and
acetylation, which take place in lysine (Figure 1). Different autoantibodies against these novel
modifications (antibodies against modified proteins/peptides, AMPAs) have been linked with
interstitial lung disease (ILD), an extra-articular manifestation of RA that entails a high mortality [2,3].

Results and Discussion

Cit: Citrulline hCit: Homocitrulline [ Ac: Acetyl-lysine
;‘\/\/n\lrnn, SN /ﬂ\ SN /ﬂ\
o H NH; N

Fig. 1. Chemical structures of relevant PTMs in RA. Citrulline results of the conversion from arginine
while homocitrulline and acetyl-lysine come from the conversion of lysine residues.

Previous studies in our group defined a chimeric citrullinated peptide containing a-fibrin and filaggrin
domains (CFFCP1, Figure 2) that yielded better results in terms of sensitivity/specificity balance and
identified RA patients with poor radiographic outcomes as an antigen compared to the gold standard
commercial test [4]. Based on the primary structure of this peptide, a panel of several peptide antigens
that resulted from the substitution of lysine for homocitrulline and/or acetyl-lysine were designed
(Figure 2), synthesized by solid-phase and tested in a RA population (n=37 RA-ILD vs n=141 RA
non-ILD) to study their role as biomarkers linked to the presence of ILD.

The analysis of fine specificities with these novel chimeric peptide antigens demonstrated that
IgG was the predominant isotype in the main RA population. IgG and IgA isotypes were more frequent
when the antigen was doubly modified (citrullinated/homocitrullinated) compared to anti-ACPA
specificities. In addition, all anti-AMPA fine specificities were more frequent in the RA-ILD group.
Regarding the IgA isotype, the peptide containing two or three PTMs was able to detect a percentage
close to 20% of RA-ILD sera that were negative when analyzed with the peptide bearing a single PTM.
Particularly, the mean titers of autoantibodies against the peptide antigen bearing three PTMs,
citrullinated/homocitrullinated/acetylated chimeric peptide (CFFCHAP) were statistically significant
for IgA and IgM isotypes, but also for IgG (p< 0.05) (Figure 3), a finding not observed with the ones
against doubly PTM-modified antigens.
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Chimeric peptide a-fibrin(617-631)-53%,5319 cyclo [Cys*°6219) filaggrin(304-324)
CFFCP1 HSTKRGHAKSRPVCitG-HQCHQESTCitGRSRGRCGRSGS
CFFCHP1 HSTKRGHAhCIitSRPVCitG-HQCHQESTCitGRSRGRCGRSGS
CFFCHP2 HSThCitRGHAKSRPVCitG-HQCHQESTCitGRSRGRCGRSGS
CFFCHP3 HSThCitRGHANCIitSRPVCitG-HQCHQESTCitGRSRGRCGRSGS
CFFCHAP HST/ " :RGHAhCitSRPVCitG-HQCHQESTCitGRSRGRCGRSGS

Fig. 2. Primary structure of synthetic cyclic fibrin-filaggrin chimeric peptides bearing citrulline,
homocitrulline and acetyl-lysine at specific positions of the a-fibrin (617-631) and cyclic filaggrin
(304-324) domains.

When analyzing patients according to the presence of erosive disease assessed by radiographs of hands
and feet (Larsen score), a higher prevalence of autoantibodies was found in patients with more severe
joint damage (Larsen > 18) in comparison to those with mild joint destruction (Larsen < 18). The
differences were statistically significant in almost all specificities, and especially for IgA and IgM
isotypes. Interestingly, only the frequency of antibodies of the IgG isotype against the triple PTM
peptide (anti-CFFCHAP-IgG-positive) was higher in patients with severe joint damage, with statistical
significance.

A B Cc
p<0.008
- §1m %.m
% ° RA-ILD RA-Non-ILD. ° RAALD RA-Non-ILD - 0 RA-ILD RA-Non-ILD

Fig. 3. Comparison of anti-CFFCHAP titers (AU/mL) for RA-ILD vs RA-non-ILD patients. A) IgG;
B) IgA and C) IgM isotypes. Horizontal lines depict mean titers. Statistical significances were
established as two-tailed p-values < 0.05 after analyzing the continuous variables using the Mann—
Whitney U test.

For the first time, we described a novel peptide-based antigen bearing citrulline, homocitrulline and
acetyl-lysine into the same peptide sequence to consistently detect severe phenotypes in CFFCHAP
positive RA patients. We demonstrated an association between the presence and levels of AMPA titers
and severe manifestations of RA such as joint destruction and ILD [5].
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Background: Fatigue is one of the major complaints of patients with rheuma-

lated
relate

1225

[2-41]. Osteoporosis was observed in 78 patients (20.9%). First biogics prescrip-
tion was: tocilizumab 6% and rituximab 7%, etanercept 54%, adalimumab 14%,
certolizumab pegol 13%, infliximab 6%.The maintenance of the first biotherapy
was 40.53 [35.64-45.43] in G1 and 41.44 [39.01-43.86] in G2. The biologic sur-
vival curve study did not find any significant difference between the two group
p= 0.598.

The presence of osteoporosis would increase the risk of stopping biotherapy
without being a statistically significant factor (HR = 1.109, p = 0.602)

The therapeutic maintenance of the 1st biotherapy, in the presence of osteopo-
rosis, was on average 40.53 months [35.64-45.43].

toid arthritis (RA). However, the literature relating fatigue to other di
parameters has presented discrepant results and longitudinal studies with multi-
variate analyses are scarce.

Objectives: To explore potential associations between fatigue and demographic
variables and other patient-reported outcomes (PROMs) in patients with RA treated
with biological disease-modifying antirheumatic drugs (-(DMARDs) over the time.
Methods: A 24-month (24M) monocentric observational retrospective cohort
study was conducted. Patients diagnosed with RA, according to the 2010 Amer-
ican College of Rheumatology (ACR)/ European League Against Rheumatism
(EULAR) criteria, and registered on the Rheumatic Diseases Portuguese Reg-
ister (Reuma.pt) who started their first bDMARD between 2015 and 2021 were
included. Age, gender, disease duration, body mass index (BMI) and PROMs
were obtained by consulting Reuma.pt. Fatigue was monitored at baseline, 12
and 24M using Functional Assessment of Chronic lliness Therapy-Fatigue (FAC-
IT-F), a 13-item questionnaire with a total score ranging from 0 to 52. A score
< 39 indicates the presence of clinically significant fatigue. Health Assessment
Questionnaire (HAQ), EuroQol-5D (EQ-5D), 36-ltem Short Form Survey (SF-
36), patient global assessment visual analogue scale (VAS) and pain VAS were
assessed at baseline, 12 and 24M. Multivariate linear regression models were
conducted with FACIT-F as the dependent variable.

Results: A total of 40 patients (47.4+11.4 years; 90.2% female) with a BMI of
29.87+8.54kg/m? and a mean disease duration of 10.4+5.6 years were included.
A total of 47.5% of patients were treated with an anti-TNF. About 85% of patients
had clinically significant fatigue at baseline (FACIT-F 26.9+11.8). At baseline,
patient global assessment VAS ($=-0.4, 95%ClI [- 0.68; -0.095]) and pain VAS
(B=- 0.34, 95%CI [-0.6; -0.068]) predicted fatigue. SF-36 predicted fatigue at
baseline ($=0.35, 95%CI [0.14;0.56]), 12M ($=0.23, 95%CI [0.084;0.37]) and
24M (p=0.26, 95%CI [0.13;0.39]). HAQ predicted fatigue at baseline (p=- 12.2,
95%Cl [- 19.8; - 4.5]) and 24M (B=- 11.4, 95%ClI [- 17.47; - 5.38]). EQ-5D (3=39.5,
95%Cl [15.84; 63.22]) predicted fatigue at 24M.

Conclusion: Our results showed that pain levels and patient global assessment
of disease activity predicted a higher level of fatigue at baseline. The decrease in
physical function and a worse overall health status perceived by patient predicted
higher fatigue over the time. Previous research has suggested that disease-re-
lated factors, such as inflammation, pain or decreased physical function are
associated with greater fatigue in RA (1). These findings encourage the pre-treat-
ment screening of fatigue in patients with RA in order to design individualized
non-pharmacological approaches in addition to bDMARDs therapy.
REFERENCES:

[1] Katz P. Curr Rheumatol Rep. 2017;19(5):25.

Disclosure of Interests: None declared

DOI: 10.1136/annrheumdis-2022-eular.3060

AB0191 OSTEOPOROSIS IN PATIENTS WITH RHEUMATOID
ARTHRITIS: IMPACT ON BIOLOGIC DRUGS
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Background: Osteoporosis is one of the main comorbidity of RA and leads to an
increased risk for fragility fractures, which further impair functional ability, quality
of life, and life expectancy. The influence of this condition on the maintenance
and survival of biotherapies has rarely been studied.

Objectives: To assess the influence of osteoporosis on efficacy, tolerance, and
biologic drugs survival.

Methods: We conducted a cross-sectional and observational study. Files of
patients with RA on biologics drugs (archived from the files of patients on the
National Health Insurance Fund of Tunis) were studied. Epidemiological charac-
teristics such as age, sex, and comorbidities, were collected. All patients had a
bone mineral density measurement. The patients were divided into two groups
(a group with G1 osteoporosis and a group without osteoporosis G2). The ther-
apeutic maintenance rate at 12, 24, 36, and 48 months as well as the biologic
survival were analyzed using Kaplan-Meier survival curves and compared using
the Log-Rank test.

Results: Three hundred and seventy-four files were selected. The average age
of our cohort was 55+12.54 years [20-90]. A female predominance was noted
with a sex ratio M/F=0.147. The average duration of RA was 11.7+6.76 years
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Conclusion: Osteoporosis has not hitherto been retained as a determining fac-
tor in therapeutic maintenance (1), as was indeed the case in our study. Never-
theless, screening and early management of osteoporosis are necessary since it
alone constitutes a risk factor for mortality.
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ANTIBODIES AGAINST MODIFIED PROTEIN/PEPTIDE
SPECIFICITIES IN RECENT-ONSET PALINDROMIC
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Background: Palindromic rheumatism (PR) may evolve to rheumatoid arthri-
tis (RA), particularly in patients with autoantibodies such as rheumatoid factor
(RF) or antibodies against modified proteins (AMPA), anti-citrullinated peptide
antibodies (ACPA) or anti-carbamylated antibodies (anti-CarP) (1,2). We hypoth-
esized that the specificities and isotype usage of ACPA and anti-CarP may differ
between recent-onset PR and established RA, and this could help ascertain the
evolution to RA in PR patients.

Objectives: To determine differences in the recognition of epitopes between
patients with recent-onset PR and established RA by analysis of AMPA specifi-
cities and isotypes.

Methods: Subanalysis using preliminary data of the PALABA study. Two pop-
ulations included: patients with recent-onset PR include in the PALABA multi-
center randomized clinical trial (abatacept vs hydroxychloroquine) at study entry
(NCT03669367) and patients with established RA (ACR/EULAR 2010) as controls
previously selected from an observational study(3). Only RF and/or ACPA (CCP2)
positive patients were selected. PR patients were DMARD naive and RA patients
receiving rituximab or abatacept were excluded. AMPA specificities and isotypes
in sera were determined by in-house ELISA tests using as antigens two carbam-
ylated proteins and a panel of chimeric peptides derived from fibrin and filaggrin
proteins bearing one to three post-translational modifications (citrullination, car-
bamylation and acetylation) (4). The cut-off for ELISA tests was established by
ROC curves, with a specificity of 95% compared with a healthy population. The
frequency and titers of the AMPA isotypes (IgA,|gG,IgM) was analyzed.

Results: 45 PR patients (77.6% female), with a mean age of 49.3 (+11) years
and a mean disease duration of 9.6 (+6.1) months and 125 RA patients (75.6%

Table 1. Anti-CarP autoantibody status in RA vs PR patients.

RA(n125) PR (n45) pvalue
Fetal calf serum anti-FCS-CarP-IgG positive,n (%) 78 (62.4) 14 (31.1) <0.005
carbamylated median titer, AU/mL (IQR) 238 (571) 75 (249) <0.005
(FCS-CarP) anti-FCS-CarP-IgA positive,n (%) 41 (32.8) 2(44) <0.005
median titer, AU/mL (IQR) 161 (308) 14(97)  <0.005
anti-FCS-CarP-IgM positive,n (%) 30 (24.0) 5 (11.1) NS
median titer, AU/mL (IQR) 90 (165) 32(101)  <0.005
Fibrinogen anti-Fib-CarP-IgG positive,n (%) 87 (69.6) 9 (20) <0.005
carbamylated median titer, AU/mL (IQR) 249 (304) 70 (104) <0.005
(Fib-CarP) anti-Fib-CarP-IgA positive,n (%) 25 (20.0) 10 (22.2) NS
median titer, AU/mL (IQR) 0(76) 36(72)  <0.005
anti-Fib-CarP-IgM positive,n (%) 33 (26.4) 8 (17.8) NS
median titer, AU/mL (IQR) 82 (117) 57 (84) NS
Chimeric fibrin/ anti-CFFHP-1gG positive,n (%) 54 (43.2) 10 (22.2) <0.05
filaggrin median titer, AU/mL (IQR) 9 (227) 0(12) <0.005
homocitrullinated anti-CFFHP-IgA positive,n (%) 20 (16.0) 1(22) <0.05
peptide (CFFHP) median titer, AU/mL (IQR) 0(5) 0(0) NS
anti-CFFHP-IgM positive,n (%) 14 (11.2) 2(4.4) NS
median titer, AU/mL (IQR) 0(7) 0(0) <0.05
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females) with a mean age of 59.6 (+13) years and a mean disease duration of
77.2 (+59.7) months. RF and ACPA (CCP2) were positive in 80% and 91.1% of
PR patients and 77.6% and 88% of RA patients (p>0.05). Although both popu-
lations presented a similar frequency of RF and ACPA(CCP2), PR patients had
fewer AMPA specificities than RA patients. The differences were statistically sig-
nificant for two IgA ACPA antigens (doubly citrullinated/homocitrullinated pep-
tides) and most anti-CarP specificities and isotypes (Table).

Conclusion: The immune response against post-translational modified pep-
tides/proteins has a lower frequency and less isotype usage in PR for some
AMPA specificities in comparison with RA. The absence of IgA ACPA isotypes
and, especially, anti-CarP in the early stages of PR may be associated with a
lower rate of progression to RA.
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Background: The elderly RA population is expanding. The management of RA
in elderly patients can be challenging because of comorbidities, the frequency
of adverse events. The efficacy and safety of RA therapies; particularly biologics
drugs (bDMARDs); are poorly studied in this age group.

Objectives: To investigate the therapeutic response to bDMARDs in elderly
rheumatoid arthritis.

Methods: We conducted a cross-sectional and observational study. Files of
patients with RA on biologics drugs (archived from the files of patients on the
National Health Insurance Fund of Tunis) were studied. The characteristics of
RA, and the current treatments were studied. We have divided our population
into two age groups. G1 aging under 65 years and G2 aged 65 or over. The ther-
apeutic maintenance rate as well as the biologics survival was analyzed using
Kaplan-Meier survival curves and compared using the Log-Rank test.

Results: Three hundred and seventy-four files were selected. Their average age
was 55+12.54 years [20-90]. A female predominance was noted with a sex ratio
M/F=0.147. The average duration of RA was 11.7+6.76 years [2-41]. Subjects
over the age of 65 represented 22.2% of the workforce, i.e. 83 patients. The first
biotherapy prescribed was etanercept in 54% of cases, adalimumab in 14% of
cases, certolizumab pegol 13%, infliximab 6%, tocilizumab 6% and rituximab in
7% of cases. The 4-year survival was 54.41% and 60.94% for subjects under 65
and 65 or older, respectively. Treatment maintenance for RA in the elderly (= 65
years old) was 42.21 months, [53.51-46.92]. In our study, age did not influence
the survival of biologics with a Hazard Ratio (HR) = 0.997 (p=0.667).
Conclusion: RA therapy is generally effective and safe in elderly patients. We
did not find any influence of age on survival and therapeutic maintenance of
biological treatments. Further studies with a broader spectrum are needed to
better understand this notion
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Background: Impact of disease and disease activity in RA is measured with
questionnaires such as the health assessment questionnaire (HAQ) or compos-
ite scores such as the disease activity score (DAS-28). These methods may miss
signs of disease activity because they are typically performed only at hospital
visits. Measuring physical activity continually may assist in the early discovery of
relapses in the future. In addition, measuring physical activity may be relevant for
predicting the risk of developing comorbidities such as cardiovascular disease
[1]. Activity tracker devices have been tested in RA patients for this purpose, but
the disadvantage is that they can only be carried for a limited period of time and
are expensive, which makes them unsuitable for long-term cohort studies [2]. As
an alternative, obtaining physical activity data from the patient's own smartphone
using a dedicated and secure activity tracker app incurs no added costs, but the
reliability of this method has never been tested in patients with RA.

Objectives: The aim of this study was to validate the use of the standard
Android-operated smartphone step-counter pedometer in patients with RA.
Methods: Clinical characteristics were obtained. Two typical Android smart-
phones running the Android virtual step counter sensor were tested in a treadmill
test-bed setup at 6 different speeds, ranging from 2.5 km/h to 5 km/h. Patients
walked 100 steps at each test speed wearing the Android devices placed in a
stomach pouch. Software running on a Windows PC communicated in real time
with both phones, and the PC software also allowed the investigator to easily
record the manually observed steps using clicker functionality, which were then
automatically linked to the steps recorded from the smarthphones.

Results: Median (interquartile range) disease duration was 13 (4-21) years,
DAS-28 2.2 (1.6-2.9), and MHAQ 0.2 (0-0.9). Seventy-six % of the patients were
rheumatoid factor positive, 75% were Anti-citrullinated peptide antibody positive,
and 70% had erosive disease.

The overall difference in device step counts versus the observed was 5.9% mean
average percentage error for both devices. Most of the error was introduced at
the 2.5 km/h speed tests where the mean error of the two devices was 18.5%.
From 3 km/h, the mean average percentage error of the two devices was below
5% and from 3.5 km/h and up the mean average percentage error of the two
devices was below 3%. A box plot of the data is demonstrated in Figure 1.
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Figure 1. Box plot of number of steps with both devices at the six different speeds.

Both walking speed and walking cadence had a significant impact on the ped-
ometer validity, as both speed and cadence were negatively correlated to the
absolute percent error measured by both devices (p<0.001), which indicates,
that the greater the speed and/or cadence, the lower the step counting error rate.
Conclusion: The two tested Android pedometer applications were valid in
patients with rheumatoid arthritis, but walking with very low speed may represent
a challenge. Next step will be field tests evaluating the setup including active
measured time in patients with rheumatoid patients.
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