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DESCRIPCION
PROCEDIMIENTO DE DIAGNOSTICO DE LA CELIAQUIA

[0001] En 1953 se reconocié por primera vez que la ingestién de gluten, una proteina habitual de la dieta
presente en el trigo, cebada y centeno produce una enfermedad en individuos sensibles. El gluten es una mezcla
compleja de moléculas de prolamina y glutenina ricas en glutamina y prolina, que se cree que es responsable de
inducir la enfermedad. La ingestion de dichas proteinas por individuos sensibles produce el aplanamiento del
revestimiento epitelial de tipo alfombrado, normalmente frondoso, del intestino delgado que se sabe que es
responsable de la digestion terminal eficaz y extensa de péptidos y otros nutrientes. Los sintomas clinicos de la
celiaquia incluyen fatiga, diarrea cronica, absorcidn insuficiente de nutrientes, pérdida de peso, distensién
abdominal, anemia, ademas de un riesgo sustancialmente potenciado de desarrollar osteoporosis y tumores
malignos intestinales (linfoma y carcinoma). La enfermedad tiene una incidencia de aproximadamente 1 de cada 200
en poblaciones europeas.

[0002] Una enfermedad relacionada es la dermatitis herpetiforme, que es una erupcién crénica caracterizada
por grupos de vesiculas extremadamente pruriginosas, papulas y lesiones de tipo urticaria. Los depésitos de IgA se
producen en casi toda la piel de aspecto normal y perilesional. La enteropatia asintomatica sensible al gluten se
encuentra en 75 a 90 % de los pacientes y en algunos de sus parientes. La aparicion normalmente es gradual. El
picor y el escozor son intensos, y el rascarse con frecuencia oculta las lesiones primarias con eczematizacion de la
piel cercana, conduciendo a un diagnéstico erréneo de eczema. El estricto cumplimiento de una dieta sin gluten
durante periodos prolongados puede controlar la enfermedad en algunos pacientes, eliminando o reduciendo el
requisito de terapia con farmacos. Algunas veces se recetan dapsona, sulfapiridina y colchicinas para aliviar el picor.

[0003] La celiaquia se considera en general que es una enfermedad autoinmunitaria y los anticuerpos
encontrados en el suero de los pacientes apoyan la teoria de la naturaleza inmunolégica de la enfermedad. Los
anticuerpos para la transglutaminasa tisular (tTG) y la gliadina aparecen en casi 100 % de los pacientes con
celiaquia activa, y la presencia de dichos anticuerpos, en particular de la clase IgA, se ha usado en el diagndstico de
la enfermedad.

[0004] La gran mayoria de los pacientes expresan las moléculas HLA-DQ2 [DQ(al*0501, b1*02)] y/o DQ8
[DQ(a1*0301, b1*0302)]. Se cree que el dafio intestinal se produce por interacciones entre oligopéptidos de gliadina
especificos y el antigeno HLA-DQ2 o DQ8, que a su vez induce la proliferacion de linfocitos T en las capas
subepiteliales. Los linfocitos auxiliares T1 y las citoquinas parece que tienen una funcién importante en un proceso
inflamatorio local que conduce a atrofia vellositaria del intestino delgado.

[0005] Actualmente no hay una buena terapia para la enfermedad, excepto el evitar completamente todos los
alimentos que contengan gluten. Aunque la retirada del gluten ha transformado el pronéstico para nifios y lo ha
mejorado sustancialmente para adultos, todavia mueren algunas personas de la enfermedad, principalmente adultos
gue tenian una enfermedad grave desde el principio. Una causa importante de muerte es la enfermedad del sistema
linforreticular (especialmente linfoma intestinal). No se sabe si una dieta sin gluten disminuye este riesgo. La
remision clinica aparente estd asociada con frecuencia a la recaida histologica que sélo se detecta por biopsias de
evaluacion o por un aumento de las valoraciones de EMA.

[0006] El gluten se usa tan ampliamente, por ejemplo, en sopas, salsas, helados, perritos calientes
comerciales, etc., que los pacientes necesitan listas detalladas de productos alimenticios para evitarlos y el consejo
experto de un nutricionista familiarizado con la enfermedad celiaca. La ingestion de incluso pequefias cantidades de
gluten puede evitar la remision o inducir la recaida. También pueden requerirse vitaminas, minerales y hematinicos
complementarios, dependiendo de la deficiencia. Algunos pacientes responden mal o no responden a la retirada del
gluten, o bien porque el diagndstico es incorrecto o bien debido a que la enfermedad es resistente al tratamiento. En
el dltimo caso, los corticosteroides orales (por ejemplo, prednisona 10 a 20 mg dos veces al dia) pueden inducir
respuesta.

[0007] Los procedimientos de diagnéstico actuales para la celiaquia son caros y no muy precisos. Estos
procedimientos incluyen procedimientos basados en ELISA en los que se detectan anticuerpos dirigidos contra
gliadina o dirigidos contra tTG en el suero del paciente, y en los que se observa la proliferacion de linfocitos T
después de estimulacién con gliadina. Sin embargo, con frecuencia estos procedimientos no son suficientemente
sensibles para detectar los anticuerpos de diagnostico en la sangre, o como es el caso de los ensayos de
proliferacion de linfocitos T, se considera que son demasiado caros para el uso rutinario. Tipicamente, aunque un
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individuo de positivo en el ensayo de diagnéstico, se debe volver a estimular al individuo con gliadina (tipicamente
después de mantener una dieta sin gluten durante un periodo de tiempo prolongado) y examinarlo por endoscopia,
un procedimiento invasivo y a menudo doloroso.

[0008] La publicaciéon PCT n°® WO 01/25793, publicada el 12 de abril de 2001, describe péptidos derivados de
la cartografia de epitopos de la alfa-gliadina y procedimientos para el diagnostico de la celiaquia usando dichos
péptidos. Sin embargo, estos procedimientos no parece que sean significativamente mas sensibles que los
procedimientos usados actualmente y por lo tanto no superan las limitaciones de los procedimientos de diagnéstico
que se usan actualmente.

[0009] La publicacion PCT n® WO 02/083722 describe receptores de linfocitos T restringidos por HLA-DQ
capaces de reconocer péptidos derivados de prolamina, implicados en la enteropatia inmunitaria relacionada con
alimentos. Shan y col., Science, vol. 207, 27 de septiembre de 2002 (2002-09-27), paginas 2275 — 2279, se refiere a
la investigacion de una base estructural para la intolerancia al gluten en la celiaquia.

[0010] Siguen siendo necesarios mejores procedimientos de diagnéstico para la celiaquia, procedimientos que
sean mas sensibles que los procedimientos actuales, que no requieran la confirmacién por endoscopia, y que no
requieran estimular a un individuo con una dieta que contiene gluten para la precision. La presente invencién aborda
esta necesidad.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0011] La presente invencion proporciona un procedimiento para diagnosticar la celiaquia en un individuo,
comprendiendo dicho procedimiento detectar la presencia de (i) un oligopéptido que consiste en la secuencia de
aminoacidos LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPF (SEQ ID NO: 12), o un equivalente desamidado del
mismo o un equivalente del mismo unido covalentemente a una transaminasa tisular de mamifero, en un tejido,
fluido corporal o heces de dicho individuo, usando un anticuerpo que se une especificamente a dicho oligopéptido,
equivalente desamidado del mismo o equivalente del mismo unido a una transglutaminasa tisular; o (ii) un anticuerpo
que se une especificamente a dicho oligopéptido, o equivalente del mismo desamidado en un tejido, fluido corporal o
heces de dicho individuo, usando dicho oligopéptido, equivalente desamidado del mismo o equivalente del mismo
covalentemente unido a una transglutaminasa tisular de mamifero.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0012] Figuras 1A-1B. La membrana de borde en cepillo catalizaba la digestion del péptido de gliadina
inmunodominante. Fig. 1A: Trazas en LC-MS de la SEQ ID NO: 1 QLQPFPQPQLPY después de la digestién con 27
ng/ul de proteina de membrana de borde en cepillo (BBM) de rata durante el tiempo indicado. Los productos de
reaccion se separaron por HPLC de fase inversa y se detectaron por espectroscopia de masas (recuentos de iones
m/z = 300 — 2000 g/mol). Los fragmentos de péptidos indicados se confirmaron por patrones de fragmentacion de
MS en tandem caracteristicos. El pico de la SEQ ID NO: 2 pyroQLQPFPQPQLPY corresponde a una especie
piroglutaminada N-terminal, que se genera durante la purificacién por HPLC del material de partida sintético. Fig. 1
B: Abundancia de productos de digestion individuales en funcién del tiempo. Los fragmentos de péptidos en la Fig.
1A se cuantificaron integrando el area del pico de MS correspondiente (m/z = 300 — 2000 g/mol). Las intensidades
de MS resultantes se representan graficamente en funcién del tiempo de digestion (s6lo con BBM, barras
coloreadas). El experimento de digestion se repitid en presencia de DPP IV exdgena de Aspergillus fumigatus
(Chemicon International, CA, 0,28 uU de DPP 1V/Ing de proteina de BBM) y se analiz6 como antes (barras blancas).
La abundancia relativa de diferentes productos intermedios podria calcularse a partir de las trazas de UVago Y
experimentos de control usando referencias auténticas. El esquema insertado muestra un diagrama interpretativo de
las rutas de digestion de la (SEQ ID NO: 1) QLQPFPQPQLPY y sus productos intermedios, las peptidasas de BBM
implicadas en cada etapa y los restos de aminoacidos que son liberados. El codigo de colores para marcar los
péptidos es similar al usado en A. La ruta de rotura preferida se indica en negrita. APN = aminopeptidasa N, CPP =
carboxipeptidasa P, DPP IV = dipeptidil dipeptidasa IV.

[0013] Figuras 2A-2B. Digestion C-terminal del péptido de gliadina inmunodominante por la membrana de borde en
cepillo. Fig. 2A: se digiri6 la (SEQ ID NO: 3) PQPQLPYPQPQLPY con 27 ng/ul de preparaciones de proteinas de
membrana de borde en cepillo (BBM) durante el tiempo indicado y se analiz6 como en la Fig. 1A. La identidad del
material de partida y el producto (SEQ ID NO: 4) PQPQLPYPQPQLP se corroboraron por fragmentacion de MS-MS.
La intensidades de masa intrinsecas de los dos péptidos eran idénticas, y el coeficiente de extincion de UVag de la
(SEQ ID NO: 4) PQPQLPYPQPQLP era la mitad del material de partida de acuerdo con la pérdida de una tirosina.
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Todos los otros productos intermedios eran inferiores <1 %. El esquema de mas abajo muestra la ruta propuesta de
digestion por la BBM de la (SEQ ID NO: 3) PQPQLPYPQPQLPY sin procesamiento N-terminal observado (flecha
tachada) y la eliminacion de la tirosina C-terminal por carboxipeptidasa P (CPP) en negrita. El procesamiento C-
terminal adicional por la dipeptidil carboxipeptidasa (DCP) era demasiado lento para permitir el andlisis de las
posteriores etapas de digestion (flechas de puntos). Fig. 2B: Influencia de la dipeptidil carboxipeptidasa en la
digestion C-terminal. La (SEQ ID NO: 3) PQPQLPYPQPQLPY en disoluciéon salina tamponada con fosfato:
disolucion salina tamponada con Tris = 9: 1 se digiri6 con BBM sola o con adicion de DCP exdgena de pulmén de
conejo (Cortex Biochemicals, CA) o captopril. Después de la incubacién durante la noche, la fraccion de la (SEQ ID
NO: 4) PQPQLPYPQPQLP acumulada (comparada con cantidades iniciales de (SEQ ID NO: 3)
PQPQLPYPQPQLPY at =0 min) se analiz6 como en la Fig. 2A, pero con un gradiente de acetonitrilo de 20-65 % en
6-35 minutos.

[0014] Fig. 3. Aceleracion dependiente de la dosis de la digestion mediada por la membrana de borde en cepillo
por endoproteasas exdgenas. Como se observa en la Fig. 2A-2B, el péptido (SEQ ID NO: 4) PQPQLPYPQPQLP es
estable frente a una posterior digestion. Este péptido se digiri6 con 27 ng/ul de membranas de borde en cepillo,
solas, con cantidades crecientes de prolil endopeptidasa exdgena (PEP, actividad especifica 28 pU/pg) de
Flavobacterium meningosepticum (US Biological, MA), o con elastasa adicional (E-1250, Sigma, MO), bromelaina
(B-5144, Sigma, MO) o papaina (P-5306, Sigma, MO). Después de una hora, la fraccién de la (SEQ ID NO: 4)
PQPQLPYPQPQLP restante (comparada con la cantidad inicial en t = 0 min) se analiz6 y se cuantificé como en la
Fig. 1.

[0015] Fig. 4. Productos de digestion de la a2-gliadina mediada por proteasas gastricas y pancreaticas en
condiciones fisiolégicas. El analisis se realiz6 por LC-MS. Los péptidos mas largos estan marcados por flechas y
también en la secuencia de a2-gliadina (recuadro).

[0016] Fig. 5. Digestion de péptidos in vivo por la membrana de borde en cepillo. Trazas en LC-UV215 de la (SEQ
ID NO: 12) LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF 25 uM antes de perfusion y después de perfusion
(tiempo de permanencia = 20 min). Trazas en LC-UV;i6 de la (SEQ ID NO: 1) QLQPFPQPQLPY 50 uM antes de
perfusion y después de perfusion (tiempo de permanencia = 20 min).

[0017] Fig. 6. Alineamiento de péptidos del gluten y de no gluten representativos homélogos a la (SEQ ID NO: 12)
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF.

[0018] Fig. 7. Rotura y destoxificacion del péptido de gliadina de 33 aminoacidos con PEP. Incubacién in vitro de
PEP (540 mU/ml) con el péptido de gliadina de 33 aminoéacidos (100 uM) durante el tiempo indicado. Digestion in
vivo del péptido de gliadina de 33 aminoéacidos (25 uM) con PEP (25 mU/ml) y el intestino de rata (tiempo de
permanencia = 20 min).

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES

[0019] La celiaquia se diagnostica detectando un oligopéptido del gluten multivalente resistente a la digestion,
anticuerpos que se unen a dicho oligopéptido del gluten en individuos celiacos, como se define en la reivindicacion
1. Los oligopéptidos del gluten son muy resistentes a la escision por las peptidasas gastricas y pancreaticas tales
como la pepsina, tripsina, quimiotripsina y similares. Algunos de estos péptidos son multivalentes, en cuanto que
comprenden multiples epitopos de reconocimiento de linfocitos T y/o anticuerpos. El enlace covalente natural de
estos epitopos en un polipéptido es un determinante de la hiperantigenicidad en individuos susceptibles, y esta
relacionado con el desarrollo de la enfermedad y la patologia. Al proporcionar la deteccién en individuos de dicho
oligopéptido del gluten, de anticuerpos especificamente reactivos con este, se proporcionan mejores procedimientos
de diagnéstico de la celiaquia y/o la dermatitis herpetiforme.

[0020] La presente invencién surge en parte del descubrimiento de un oligopéptido de gliadina de 33 aminoéacidos
gue es resistente a la digestion y es un sustrato para la tTGasa. El oligémero de 33 aminoacidos desamidado
producido selectivamente por la accion de la tTGasa es un potente activador de linfocitos T. Los andlisis
experimentales que conducen al descubrimiento de este oligémero de 33 aminoacidos se describen en los
siguientes ejemplos. En el ejemplo 1, se ensayé en una variedad de epitopos inmunodominantes (véase Arentz-
Hansen y col. (2001), J. Exp. Med. 191: 603-612) la resistencia a enzimas proteoliticas encontradas en la digestion.
Basandose en parte en los resultados de estos experimentos del ejemplo 1, se someti6 una alfa-gliadina a ensayos
similares, como se describe en el ejemplo 2. Estos ensayos mostraban que un fragmento relativamente grande de la
proteina gliadina era resistente a la digestion por enzimas intestinales. Este fragmento grande que se puede
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denominar como el oligémero de 33 aminoacidos de la invencion, tiene la secuencia (SEQ ID NO: 12)
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF.

OLIGOPEPTIDOS DEL GLUTEN MULTIVALENTES

[0021] EI oligopéptido del gluten antigénico de interés para usar en los procedimientos de la invencion puede
comprender multiples epitopos de linfocitos T o linfocitos B. Cada epitopo puede ser un epitopo que no se
superpone (es decir, estéricamente separado) o que se superpone. En otras palabras, un epitopo que no se
superpone se refiere a un epitopo en el que los aminoacidos de un primer epitopo no se integran en la secuencia de
un segundo epitopo, y un epitopo que se superpone se refiere a un epitopo en el que los aminoacidos de un primer
epitopo se integran en la secuencia de un segundo epitopo. Para los oligopéptidos que comprenden epitopos que no
se superponen, cada epitopo diferente esta separado de otro epitopo por al menos un enlace peptidico, y puede
estar separado por uno 0 mas aminoacidos. Como se usa en el presente documento, el término “epitopo” se refiere
a la parte de un antigeno unida por un anticuerpo o receptor de linfocitos T, cuya parte es suficiente para la unién de
alta afinidad. En antigenos polipeptidicos, en general un epitopo lineal para el reconocimiento serda de al menos
aproximadamente 7 aminoacidos de longitud, y puede ser de 8 aminoacidos, 9 aminoacidos, 10 aminoacidos o mas.

[0022] Los anticuerpos también pueden reconocer determinantes conformacionales formados por restos no
contiguos en un antigeno, y por lo tanto un epitopo puede requerir que esté presente un fragmento mas largo del
antigeno para la unién, por ejemplo un dominio de proteina, o sustancialmente toda la secuencia de una proteina. El
sitio de unién de anticuerpos tipicamente usa multiples interacciones no covalentes para lograr la union de alta
afinidad. Aunque algunos restos de contacto del antigeno pueden llevarse muy préximos al bolsillo de unién,
también pueden ser necesarias otras partes de la molécula de antigeno para mantener una conformacion que
permita la union. Con el fin de considerar que una interaccion del anticuerpo es “especifica”, la afinidad sera al
menos aproximadamente 107 M, normalmente aproximadamente de 10° M a 10° M, y puede ser de hasta 10™ M o
mayor para el epitopo de interés. Los expertos en la materia entenderan que el término “especificidad”, se refiere a
dicha unién de alta afinidad, y no se pretende que signifique que el anticuerpo no se puede también unir a otras
moléculas. Se puede encontrar reactividad cruzada con epitopos diferentes debido, por ejemplo a una relacién entre
la secuencia o estructura del antigeno, o la estructura del propio bolsillo de unién del anticuerpo.

[0023] El receptor de linfocitos T reconoce una estructura mas compleja que los anticuerpos, y requiere que estén
presentes tanto un bolsillo de unién al antigeno de histocompatibilidad como un péptido antigénico. La afinidad de
unién de los receptores de linfocitos T es menor que la de los anticuerpos, y normalmente sera al menos
aproximadamente 10 M, mas normalmente al menos aproximadamente 10®° M.

[0024] La afinidad y la estabilidad son medidas diferentes de la interaccion de la union. La definicion de afinidad es
una expresion termodinamica de la fuerza de la interaccion entre un sitio de unién al antigeno individual y un
determinante antigénico individual (y por lo tanto de la compatibilidad estereoquimica entre ellos). La afinidad no
cambia con la valencia, porque es la medida de la interaccién entre un sitio de unién individual y un determinante
antigénico individual. A diferencia de la afinidad, la avidez (que se refiere al t1» de una interaccion) se define como la
fuerza de la unién, normalmente de una molécula pequefia con mdltiples sitios de unién a una molécula mayor, y en
particular, la unién de un antigeno complejo a un anticuerpo. Por lo tanto, es la avidez la que tiene en cuenta el
efecto de las interacciones mdltiples, y es el cambio de avidez lo que puede proporcionar la hiperantigenicidad
observada con los oligopéptidos de la SEQ ID NO: 12.

[0025] También se sabe en el presente documento que el oligdbmero de 33 aminoacidos (SEQ ID NO: 12) es un
sustrato particularmente bueno para la enzima tTGasa, que desamida el oligémero de 33 aminoacidos al menos en
las  posiciones subrayadas mostradas en la siguiente  secuencia: (SEQ ID NO: 12)
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF.

[0026] El oligopéptido puede comprender restos de glutamina desamidados en una, dos, tres 0 mas posiciones,
cuyas posiciones se pueden corresponder o no con las de los oligopéptidos desamidados de forma natural.

[0027] Se ha ensayado la capacidad del oligobmero de 33 aminoacidos (SEQ ID NO: 12) y sus equivalentes
desamidados para estimular lineas de linfocitos T monoclonales y policlonales de individuos celiacos. Su capacidad
estimuladora se compar6 con la de una serie de epitopos inmunogénicos contenidos en péptidos mas cortos, y el
oligémero de 33 aminoéacidos y sus equivalentes desamidados mostraron ser mucho mas especificos y potentes que
los péptidos mas cortos.
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[0028] Estos resultados proporcionan la base de una serie de procedimientos de diagndéstico mejorados para la
celiaquia, asi como una variedad de reactivos Utiles en estos y otros procedimientos. El oligopéptido del gluten
multivalente descrito en la presente invencion, en concreto la SEQ ID NO: 12, sus equivalentes desamidados,
derivados, analogos y variantes modificadas de forma conservativa, son Utiles para estimular los linfocitos T de
pacientes celiacos con propésitos de diagndstico, y por lo tanto la presente invencién los proporciona en formas
aisladas y muy purificadas. Ademas, los oligopéptidos del gluten multivalentes descritos en el presente documento,
en concreto la SEQ ID NO: 12, sus equivalentes desamidados, derivados, analogos y variantes modificadas de
forma conservativa, son Utiles en ensayos de diagnéstico para detectar anticuerpos contra oligopéptidos o para
producir anticuerpos que se unen especificamente a dichos oligopéptidos para su deteccion.

FUSIONES DE OLIGOPEPTIDOS Y TRANSGLUTAMINASA

[0029] También se describe en el presente documento una proteina de fusién que comprende todo o una parte de
una tTGasa de mamifero, que incluye, pero sin limitar, una tTGasa humana, bovina, equina y porcina, que esta
unida, normalmente de forma covalente, a un oligopéptido del gluten multivalente, en la que el sitio de unién esta en
un sitio para la desamidacién final. Esta proteina de fusion es un estimulador muy potente de linfocitos T de
pacientes celiacos en cuanto que la proteina de fusion imita exactamente los complejos formados en los pacientes
celiacos y es reconocida por los anticuerpos dirigidos contra la tTGasa y por los linfocitos T en esos pacientes.
Dichas proteinas de fusion son utiles en los procedimientos de diagndstico de la invencién.

[0030] Las transglutaminasas (EC 2.3.2.13) son una familia de enzimas que catalizan la reaccion entrecruzada de
proteinas por los enlaces isopeptidicos de épsilon-(gamma-glutamil)-lisina. El genoma haploide humana contiene al
menos 8 transglutaminasas diferentes que son expresadas de forma diferente en el tiempo-espacio y en rutas
especificas de tejidos, y estas enzimas son Utiles en la presente invencién. Aunque parece que las estructuras
primarias generales de estas enzimas son bastante diferentes, todas comparten una secuencia comin de
aminoacidos en el sitio activo (Y-G-Q-C-W) y una dependencia estricta del calcio para su actividad. Las diferencias
en las estructuras primarias de estas transglutaminasas diferentes son responsables de las diversas funciones
biolégicas que tienen en los procesos fisioldgicos.

[0031] Las transglutaminasas de interés particular incluyen las enzimas TG1, TG2 y TG3. La transglutaminasa de
queratinocitos, TG1, tiene el nUmero de acceso en Genbank D90287 (véase Phillips y col. (1990) Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 87(23): 9333-9337; Yamanishi y col. (1991) Biochem. Biophys. Res. Commun. 175(3): 906-913).
Normalmente se expresa en la piel, y esta implicada en la formacién de barrera de los queratinocitos. La proteina
humana tiene una masa molecular de aproximadamente 90 kDa, tiene una extension de 105 restos mas alla del
extremo N de la transglutaminasa tisular (TG2). La secuencia de 813 aminoacidos deducida de la proteina TG1
comparte de 49 a 53 % de homologia con otras proteinas transglutaminasas de secuencia conocida.

[0032] Latransglutaminasa tisular 2 (TG2) tiene el nUmero de acceso en Genbank M55153, y codifica una proteina
de 687 aminoacidos. Es expresada como un ARNm de 3,6 kb en células endoteliales humanas. La transglutaminasa
tisular 3 (TG3) tiene el nimero de acceso en Genbank L10386, y codifica una proteina de 692 aminoacidos. Es
expresada como un ARNm de 2,9 kb. Las secuencias de TG2 y TG3 tienen uso en la produccién recombinante del
polipéptido codificado.

[0033] Los polipéptidos de transglutaminasa se pueden producir por aislamiento de fuentes naturales,
procedimientos recombinantes y sintesis quimica. Ademas, pueden ser Utiles polipéptidos funcionalmente
equivalentes, en los que los polipéptidos equivalentes pueden contener eliminaciones, adiciones o sustituciones de
restos de aminoacidos que dan como resultado un cambio silencioso, produciendo asi un producto génico
funcionalmente equivalente expresado de forma diferente en la ruta. Las sustituciones de aminoacidos se pueden
hacer basandose en la similitud de polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilia y/o naturaleza anfipatica de
los restos implicados. "Funcionalmente equivalente” tal como se usa en el presente documento, se refiere a una
proteina capaz de presentar una actividad sustancialmente similar al polipéptido natural.

[0034] Los polipéptidos se pueden producir por tecnologia de ADN recombinante usando técnicas bien conocidas
en la materia. Se pueden usar procedimientos que son bien conocidos por los expertos en la materia para construir
vectores de expresion que contienen secuencias codificantes y sefiales de control de la transcripcion/traduccion
adecuadas. Estos procedimientos incluyen, por ejemplo, técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas y
de recombinacién in vivo/recombinacion genética. Alternativamente, se puede preparar por sintesis quimica ARN
capaz de codificar los polipéptidos de interés.
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[0035] Como se describe en los ejemplos, durante la digestion normal, un nacleo de oligopéptido resistente a
peptidasas permanece después de la exposicién de los glatenes, p. €j., gliadina, a las enzimas digestivas. Los
fragmentos de oligopéptidos de interés incluyen fragmentos de al menos aproximadamente 20 aminoacidos
contiguos, mas habitualmente al menos aproximadamente 33 aminoacidos contiguos, y pueden comprender 50 o
mas aminodacidos, y se puede extender mas para comprender secuencias adicionales. Se proporcionan ejemplos de
otros oligopéptidos resistentes a peptidasas en las SEQ ID NO: 5, 6, 7 y 10. Wieser (1995) Baillieres Clin.
Gastroenterol. 9(2): 191-207, discuten otros ejemplos de oligopéptidos de gliadina inmundgenos.

[0036] Los oligopéptidos del gluten multivalentes pueden estar sustituidos con un analogo de glutamina en una o
mas posiciones, p. €j., para potenciar la formacién de un complejo o enlace covalente entre la tTGasa y el analogo
peptidico. Los analogos utiles en la preparacion del péptido sustituido para este propésito incluyen los siguientes:

N> cl
un A 8. | 1

Ry~ NHR2 R,

H Riw NHR 2 R""H

N

amidas vinilogas diazocetonas 3,5-dihidroisoxazoles

[0037] en los que R1y R2 se seleccionan independientemente de H, grupos alquilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo,
heteroalquilo, heteroarilo, alcoxi, alquiltio, aralquilo, aralquenilo, halégeno, halogenoalquilo, halogenoalcoxi,
heterociclilo y heterociclilalquilo. R1 y R2 también pueden comprender grupos protectores peptidicos. También se
proponen como miméticos de glutamina los analogos de aminoacidos 6-diazo-5-oxo-norleucina (Don), azaserina
(Aza), 6-tio(tetrametil-imidazoil)-5-oxo-norleucina (Ton), acido 2-[2-tio(tetrametil-imidazoil)-acil]-2,3-diaminopropidnico
(Tad), acivicina (Aci)) y 3-cloro-4,5-dihidro-5-amino-isoxazol.

COMPOSICIONES DE POLIPEPTIDOS Y OLIGOPEPTIDOS

[0038] Los oligopéptidos y proteinas Utiles en los procedimientos de la presente invencion se pueden preparar de
acuerdo con técnicas convencionales tales como sintesis, técnicas recombinantes, aislamiento de fuentes naturales,
o similares. Por ejemplo, la sintesis de péptidos en fase sélida implica la adiciéon sucesiva de aminoacidos para crear
una cadena de péptido lineal (véase, Merrifield (1963), J. Am. Chem. Soc. 85: 2149-2154). También se puede llevar
a cabo la produccién de un péptido o proteina por tecnologia de ADN recombinante. Por lo tanto, se pueden
preparar oligopéptidos por sintesis in vitro, usando procedimientos convencionales conocidos en la materia. Estan
disponibles diferentes aparatos de sintesis comerciales, por ejemplo, sintetizadores automaticos de Applied
Biosystems, Inc., Foster City, CA, Beckman y otros fabricantes. Mediante el uso de sintetizadores, se pueden
sustituir aminoacidos naturales por aminoacidos no naturales. La secuencia particular y la forma de preparacion
estaran determinadas por la conveniencia, economia, pureza requerida, y similares.

[0039] La secuencia de los epitopos proporcionados y los aminoacidos que flanquean los epitopos, se puede
alterar de diferentes formas conocidas en la materia para generar cambios dirigidos en la secuencia. Dichas
“variantes modificadas de forma conservativa” tipicamente seran variantes con la funcién conservada, que difieren
normalmente en la secuencia del correspondiente oligopéptido natural u original, pero todavia mantienen la actividad
bioldgica, es decir, la especificidad de epitopo. Las variantes también pueden incluir fragmentos del oligopéptido que
retienen la actividad. Se pueden usar diferentes procedimientos conocidos en la técnica para generar cambios
dirigidos, p. €j., presentacion de fago en combinacién con mutaciones aleatorias y dirigidas, introduccion de
mutaciones rastreadoras, y similares.

[0040] Una variante puede ser sustancialmente similar a una secuencia natural, es decir, que difiera en al menos
un aminoacido y puede diferir en al menos dos pero no mas de aproximadamente 10 aminoacidos. Los cambios en
la secuencia pueden ser sustituciones, inserciones o eliminaciones. Las mutaciones rastreadoras que introducen
sistematicamente alanina, u otros restos, se pueden usar para determinar aminoacidos clave. Las sustituciones de
aminoacidos conservativas normalmente incluyen sustituciones en los siguientes grupos: (glicina, alanina); (valina,
isoleucina, leucina); (acido aspartico, acido glutamico); (asparagina, glutamina); (serina, treonina); (lisina, arginina); o
(fenilalanina, tirosina).
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[0041] Las modificaciones de interés que no alteran la secuencia primaria incluyen la derivatizacion quimica de
proteinas, p. €j., acetilacidn o carboxilacion. También se incluyen en la presente invencidn oligopéptidos que se han
modificado usando técnicas de biologia molecular y quimica sintética para asi mejorar su resistencia a la
degradacién proteolitica, a condiciones acidas tales como las encontradas en el estbmago, o para optimizar las
propiedades de solubilidad o para hacerlos mas adecuados como agente terapéutico. Como ejemplos, la cadena
principal de la peptidasa se puede ciclar para potenciar la estabilidad (véase Friedler y col. (2000) J. Biol. Chem.
275: 23783-23789). Los analogos de dichas proteinas incluyen aquellos que contienen restos distintos de los L-
aminoacidos naturales, p. ej., D-aminoacidos o aminoacidos sintéticos no naturales. Si se desea, se pueden
introducir diferentes grupos en el oligopéptido durante la sintesis o durante la expresion, que permiten la unién a
otras moléculas o a una superficie. Por lo tanto, se pueden usar cisteinas para hacer tioéteres, histidinas para la
unién a un complejo iénico metalico, grupos carboxilo para formar amidas o ésteres, grupos amino para formar
amidas y similares.

[0042] Por lo tanto, la presente invencion incluye analogos oligopéptidos de los oligopéptidos descritos por la
secuencia de aminoacidos de la presente invenciéon. Dichos analogos contienen al menos una diferencia en la
secuencia de aminoacidos entre el péptido antigénico analogo y el natural. Un L-aminoacido del péptido natural se
puede alterar por cualquier otro de los 20 L-aminoacidos encontrados normalmente en proteinas, uno cualquiera de
los correspondientes D-aminoacidos, aminoacidos raros tales como 4-hidroxiprolina e hidroxilisina, o aminoacidos no
proteinicos, tales como B-alanina y homoserina. También estan incluidos en el alcance de la presente invencion, los
aminoacidos que se han alterado por medios quimicos tales como metilacion (p. €j., a-metilvalina), desamidacion,
amidacion del aminoacido C-terminal por una alquilamina tal como etilamina, etanolamina y etilendiamina, y acilacién
0 metilacién del grupo funcional de la cadena lateral del aminoacido (p. €j., acilacién del grupo amino en épsilon de
la lisina), desiminacién de la arginina a citrulina, isoaspartilacion o fosforilacion de restos de serina, treonina, tirosina
o histidina. Los analogos de oligopéptidos candidatos se pueden cribar por su utilidad en un procedimiento de
diagnéstico de la invencion mediante un ensayo que mide la uniéon competitiva al MHC, y un ensayo que mide la
proliferacion de linfocitos T. Estos analogos que inhiben la unién a los péptidos naturales y que estimulan la
proliferacion de linfocitos T autorreactivos son reactivos de diagnostico utiles.

[0043] Los oligopéptidos y analogos de oligopéptidos se pueden sintetizar por técnicas quimicas estandar, que
incluyen la sintesis mediante un procedimiento automatico. En general, los péptidos y analogos de péptidos se
preparan por la metodologia de sintesis de péptidos en fase sélida que implica el acoplamiento de cada resto de
aminoacidos protegido a un soporte de resina, preferiblemente una resina de 4-metilbencidrilamina, por activacién
con diciclohexilcarbodiimida para dar un péptido con una amida C-terminal. Alternativamente, se puede usar una
resina de clorometilo (resina de Merrifield) para dar un péptido con un &cido carboxilico libre en el extremo C.
Después de unir el Gltimo resto, el péptido protegido-resina se trata con fluoruro de hidrégeno para escindir el
péptido de la resina, asi como desproteger los grupos funcionales de las cadenas laterales. El producto bruto se
puede purificar mas por filtracién en gel, HPLC, cromatografia de reparto o cromatografia de intercambio iénico.

[0044] Los oligopéptidos también se pueden aislar y purificar de acuerdo con procedimientos convencionales de
sintesis recombinantes o de fuentes naturales. Se puede preparar un lisato del huésped de expresion y purificar el
lisato usando HPLC, cromatografia de exclusion, electroforesis en gel, cromatografia de afinidad u otra técnica de
purificacion. Para la mayor parte, las composiciones que se usan comprenderan al menos 20 % en peso del
producto deseado, mas habitualmente al menos aproximadamente 75 % en peso, preferiblemente al menos
aproximadamente 95 % en peso, y para propositos de diagnostico, normalmente al menos aproximadamente 99,5 %
en peso, en relacion con los contaminantes relacionados con el procedimiento de preparacion del producto y su
purificacion. Normalmente los porcentajes se basaran en la proteina total.

[0045] Los péptidos y proteinas de la invencion también se pueden usar para generar otros reactivos Utiles de la
invencion, incluyendo lineas celulares que producen anticuerpos monoclonales y policlonales derivados de las
mismas en forma aislada y purificada. Los péptidos y proteinas de la invencién también se pueden usar para generar
preparaciones muy purificadas de lineas de linfocitos T, cuya proliferacién es estimulada por esos péptidos y
proteinas. Dichas lineas celulares y anticuerpos son (tiles en procedimientos de diagnostico de la invencion.

PROCEDIMIENTOS DE DIAGNOSTICO
[0046] La presente invencion proporciona una variedad de procedimientos de diagndstico de celiaquia. En una
realizacion, el diagndstico implica detectar la presencia de un producto de digestion de oligopéptidos del gluten, p.

ej., la SEQ ID NO: 12, equivalentes desamidados del mismo; un equivalente del mismo unido a tTGasa, etc., en un
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tejido, fluido corporal o heces de un individuo. La etapa de deteccidn se puede lograr usando un reactivo, p. €j., un
anticuerpo, que reconoce el antigeno indicado, o por una célula que prolifera en presencia del antigeno indicado y
células presentadoras de antigeno adecuadas, en el que dichas células presentadoras de antigeno son compatibles
con el tipo MHC de la célula que prolifera, p. €j., células alogénicas, células autélogas, etc.

[0047] En otra realizacion, el diagndstico implica detectar la presencia de un anticuerpo, uno o mas linfocitos T
reactivos con el oligdmero de 33 aminoacidos o un equivalente desamidado del mismo, o un equivalente del mismo
unido a tTGasa, en un tejido, fluido corporal o heces de un individuo. En una realizacion, se detecta un anticuerpo,
por ejemplo, por un ensayo de aglutinacion usando un antigeno proporcionado por la presente invencion. En otra
realizacion, se detecta un linfocito T por su proliferaciéon en respuesta a la exposicion a un oligopéptido del gluten
multivalente proporcionado por la presente invencion y presentado por células presentadoras de antigeno autélogas
0 alogénicas adecuadas.

[0048] En un aspecto, los procedimientos de la presente invencion y los reactivos descritos en el presente
documento son capaces de detectar los oligopéptidos toxicos de las proteinas del gluten del trigo, cebada, avena y
centeno que quedan después de la digestion o digestion parcial de las mismas por un individuo celiaco. El gluten es
la fraccion proteinica en la masa de cereal, que se puede subdividir en gluteninas y prolaminas, que se pueden
subclasificar ademas como gliadinas, secalinas, hordeinas, aveninas del trigo, centeno, cebada y avena,
respectivamente. Para una discusion mas detallada de las proteinas del gluten, véase la revisién de Wieser (1996)
Acta Paediatr Suppl. 412: 3-9; incorporada en el presente documento por referencia. Entre las proteinas del gluten
de interés se incluyen las proteinas de almacenamiento del trigo, cuyas especies incluyen Triticum aestivum;
Triticum aethiopicum; Triticum baeoticum; Triticum militinae; Triticum monococcum; Triticum sinskajae; Triticum
timopheevii; Triticum turgidum; Triticum urartu, Triticum vavilovii; Triticum zhukovskyi; y similares. Se puede
encontrar una revision de los genes que codifican las proteinas de almacenamiento del trigo en Colot (1990) Genet.
Eng. (N Y) 12: 225-41.

[0049] Tiene un interés particular la gliadina, que es una fracciéon de proteinas del gluten del trigo soluble en
alcohol. Las gliadinas tipicamente son ricas en glutamina y prolina, en particular en la parte N-terminal. Por ejemplo,
los primeros 100 aminoacidos de las a- y y-gliadinas contienen [B5 % y [20 % de restos de glutamina y prolina,
respectivamente. Se han caracterizado muchas gliadinas del trigo, y puesto que hay muchas variedades de trigo y
otros cereales, se prevé que se obtendran muchas mas secuencias usando procedimientos rutinarios de biologia
molecular. Los ejemplos de gliadinas secuenciadas incluyen secuencias de alfa-gliadina del trigo, por ejemplo, como
las proporcionadas en Genbank, con los numeros de acceso AJ133612; AJ133611; AJ133610; AJ133609;
AJ133608; AJ133607; AJ133606; AJ133605; AJ133604; AJ133603; AJ133602; D84341.1; U51307; U51306;
U51304; U51303; U50984; y U08287. Se presenta una secuencia de omega-gliadina del trigo en el nimero de
acceso en Genbank AF280605.

[0050] Los oligopéptidos de gliadina téxicos son péptidos obtenidos durante la digestion normal de las gliadinas y
proteinas de almacenamiento relacionadas como se ha descrito antes, de cereales alimentarios, por ejemplo trigo,
centeno, cebada y similares, en un individuo celiaco. Se cree que dichos oligopéptidos actian como antigenos para
los linfocitos T en individuos celiacos. Para la union a las proteinas del MHC de clase Il, los péptidos inmunogénicos
tienen normalmente de aproximadamente 6 a 20 aminoacidos de longitud, mas normalmente de aproximadamente
10 a 18 aminoécidos, y como se demuestra en el presente documento, un oligopéptido de la gliadina téxico
particularmente estimulante es el oligdmero de 33 aminoéacidos descrito anteriormente. Dichos péptidos incluyen
patrones PXP, por ejemplo el patron PQPQLP (SEQ ID NO: 8). La determinacion de si un oligopéptido es
inmunogénico para un paciente particular, se determina facilmente por ensayos de activacion de linfocitos T
estandar conocidos para los expertos en la materia. Se describen oligopéptidos de gliadina toxicos ilustrativos en los
ejemplos 1 y 2 mas adelante. El oligopéptido de gliadina de 33 aminoéacidos del ejemplo 2 y su equivalente
desamidado formado por la tTGasa son oligopéptidos de gliadina toxicos preferidos de la invencion.

[0051] Las muestras se pueden obtener de tejido del paciente, que puede ser un tejido de la mucosa que incluye,
pero sin limitar, tejido de la mucosa oral, nasal, pulmonar e intestinal, un fluido corporal, por ejemplo, sangre, esputo,
orina, flema, linfa y lagrimas. Una ventaja de la presente invencion, es que los antigenos proporcionados son
antigenos tan potentes, tanto para la union al anticuerpo como para la estimulacién de linfocitos T, que los
procedimientos de diagndstico de la invencion se pueden usar con muestras (tejido, fluido corporal o heces) en las
que un anticuerpo, péptido, o linfocitos T de diagnéstico de celiaquia esta presente en muy poca cantidad. Esto
permite que los procedimientos de la invencion se pongan en préactica en formas que son muchos menos invasivas,
mucho menos caras y mucho menos perjudiciales para el individuo celiaco.
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[0052] Se puede hacer el seguimiento en los pacientes de la presencia de linfocitos T reactivos, usando uno o mas
oligopéptidos multivalentes como se ha descrito antes. La presencia de dichos linfocitos T reactivos indica la
presencia de una respuesta inmunitaria en curso. El antigeno usado en los ensayos es un oligopéptido del gluten
multivalente como se ha descrito anteriormente; que incluye, sin limitacion, la SEQ ID NO: 12; equivalentes
desamidados; fusiones del mismo con tTGasa; y derivados. También se pueden usar cécteles que comprenden
multiples oligopéptidos; paneles de péptidos, etc. Se pueden generar oligopéptidos que se superponen, en los que
cada péptido esta desplazado en el marco de 1 a 5 aminoacidos, generando asi un conjunto de epitopos.

[0053] El diagnéstico puede determinar el nivel de reactividad, por ejemplo, basandose en el nimero de linfocitos
T reactivos encontrados en una muestra, comparado con un control negativo de un huésped que no ha recibido
tratamiento, o normalizado respecto a la curva de datos obtenida de uno o mas controles positivos. Ademas de
detectar la presencia cualitativa y cuantitativa de linfocitos T reactivos al antigeno, los linfocitos T pueden clasificarse
segun la expresion de citoquinas que se sabe que aumentan o suprimen respuestas inflamatorias. Aunque no es
necesario para fines de diagnéstico, también puede ser conveniente clasificar la especificidad de epitopos de los
linfocitos T reactivos, en particular para usar en la administracion terapéutica de péptidos.

[0054] Los linfocitos T se pueden aislar de sangre periférica, nédulos linfaticos, incluyendo placas de Peyer y otros
nddulos linfaticos relacionados con el intestino, o de muestras de tejidos del paciente como se ha descrito antes. Los
ensayos de reactividad se pueden llevar a cabo en linfocitos T primarios, o las células se pueden fusionar para
generar hibridomas. Dichos linfocitos T reactivos también se pueden usar para el andlisis adicional de la evolucién
de la enfermedad, mediante el seguimiento de su localizacion in situ, uso de receptores de linfocitos T, reactividad
cruzada de MHC, etc. Los ensayos para el seguimiento del grado de reaccion de los linfocitos T son conocidos en la
materia e incluyen ensayos de proliferacion y ensayos de liberacién de citoquinas. También tiene interés un ensayo
de manchas por ELISA.

[0055] Los ensayos de proliferaciéon miden el nivel de proliferacion de linfocitos T en respuesta a un antigeno
especifico, y se usan ampliamente en la materia. En dicho ensayo, se obtienen nédulos linfaticos, sangre o células
del bazo del receptor en uno o mas momentos después del trasplante. Se prepara una suspension de
aproximadamente 10* a 10" células, normalmente de aproximadamente 10° a 10° células y se lava, después se
cultiva en presencia de un antigeno de control y antigenos de ensayo, como se ha descrito antes. Las células
normalmente se cultivan durante varios dias. La proliferaciéon inducida por el antigeno se evalia mediante el
seguimiento de la sintesis del ADN por los cultivos, p. €j., por la incorporacion de *H-timidina durante las Gltimas 18 h
del cultivo.

[0056] Los ensayos de linfocitos T citotéxicos miden el numero de linfocitos T citotoxicos que tienen especificidad
por el antigeno de ensayo. Se obtienen linfocitos en diferentes momentos después del trasplante. Se ensaya la
capacidad de los linfocitos T citotoxicos alorreactivos para matar células diana que llevan moléculas de MHC de
clase | del receptor asociadas con péptidos derivados de un antigeno de ensayo. En un ensayo de ejemglo, las
células diana que presentan péptidos del antigeno de ensayo, o un antigeno de control, se marcan con Na 'CrO..
Después las células diana se afiaden a una suspension de los linfocitos reactivos candidatos. La citotoxicidad se
mide mediante la cuantificacion de la liberacién de Na>'CrO, de las células lisadas. Los controles para la liberacion
espontanea y total estan tipicamente incluidos en el ensayo. El porcentaje de liberacién de *icr especifico se puede
calcular como sigue: 100 x (liberacion por CTL - liberacion espontanea)/(liberacion total - liberacion espontanea).

[0057] El enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA) y ensayos de manchas de ELISA se usan para determinar el
perfil de citoquinas de los linfocitos T reactivos, y se pueden usar para el seguimiento de la expresién de citoquinas
tales como IL-2, IL-4, IL-5, yIFN, etc. Los anticuerpos de captura pueden ser cualquier anticuerpo especifico para
una citoquina de interés, en los que los liquidos sobrenadantes de los ensayos de proliferacién de linfocitos T, como
se ha descrito antes, se usan convenientemente como una fuente de antigeno. Después de bloqueo y lavado, se
afaden los anticuerpos detectores marcados, y se determinan las concentraciones de proteinas presentes en
funcién del marcador que se ha unido.

[0058] En una realizacion de la invencién, la presencia de linfocitos T reactivos se determina mediante inyeccion
de una dosis del péptido de 33 aminoéacidos, o un derivado o fragmento del mismo como se ha descrito antes, por
via subcutanea o submucosa en un paciente, por ejemplo, en la mucosa oral (véase, Lahteenoja y col. (2000) Am. J.
Gastroenterology 95: 2880). Normalmente se inyecta un control que comprende medio solo o una proteina no
relacionada aproximadamente al mismo tiempo. El sitio de inyeccién se examina después de un periodo de tiempo,
por biopsia o para detectar la presencia de un haboén.
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[0059] Se compara un haboén en el sitio de inyeccién con el del sitio de la inyeccién del control, normalmente
midiendo el tamafio del habon. Las lecturas del ensayo de la piel se pueden evaluar por una variedad de sistemas
de gradacion objetivos. Un resultado positivo de la presencia de una respuesta inmunitaria mostrard un diametro
mayor en el sitio de inyeccién del polipéptido comparado con el de control.

[0060] Cuando se lleva a cabo una biopsia, se examina en la muestra la presencia de un nimero creciente de
células inmunolégicamente activas, p. €j., linfocitos T, linfocitos B, mastocitos, y similares. Por ejemplo, se pueden
usar procedimientos de histoquimica y/o inmunoquimica, conocidos en la materia. Se pueden examinar las
densidades celulares, incluyendo de los linfocitos T especificos de antigeno, mastocitos, linfocitos B, etc. Se ha
descrito que un nimero mayor de linfocitos T CD8 " intraepiteliales se puede correlacionar con reactividad de la
gliadina.

[0061] Un procedimiento alternativo se basa en la deteccion de anticuerpos en la circulacién en un paciente. Los
procedimientos de deteccidon de anticuerpos especificos son bien conocidos en la materia. Se pueden usar
anticuerpos especificos para oligopéptidos del gluten multivalentes como se han descrito antes, en inmunoensayos
de barrido. Se toma una muestra del paciente. Las muestras usadas en la presente invencién incluyen fluidos
bioldgicos tales como sangre, lagrimas, saliva, linfa, liquido de didlisis y similares; fluidos derivados del cultivo
o6rganos o tejidos; y fluidos extraidos de tejidos fisiologicos. También estan incluidos en el término derivados y
fracciones de dichos fluidos. Tienen un interés particular las muestras de sangre y derivados de las mismas.

[0062] La medicién de la concentracion de anticuerpos especificos en una muestra o fraccién de la misma se
puede llevar a cabo mediante una variedad de ensayos especificos. En general, el ensayo medira la reactividad
entre una muestra del paciente, normalmente derivada de la sangre, generalmente en forma de plasma o suero. La
muestra del paciente se puede usar directamente, o diluida segin convenga, normalmente aproximadamente 1: 10y
normalmente no mas de aproximadamente 1: 10.000. Se pueden realizar inmunoensayos en cualquier tampon
fisioldgico, por ejemplo, PBS, disolucion salina normal, HBSS, dPBS, etc.

[0063] En una realizacion se usa un ensayo de tipo sandwich convencional. Un ensayo de tipo sandwich se realiza
uniendo primero el péptido a una superficie o soporte insoluble. El péptido se puede unir a la superficie mediante
cualquier medio conveniente, que depende de la naturaleza de la superficie, sea directamente o mediante
anticuerpos especificos. El modo particular de unién no es decisivo siempre que sea compatible con los reactivos y
los procedimientos globales de la invencion. Se pueden unir a las placas de forma covalente o no covalente,
preferiblemente no covalente.

[0064] Los soportes insolubles pueden ser de cualquier composicion a la que los péptidos se pueden unir, que se
pueda separar facilmente del material soluble, y que por lo demas sea compatible con el procedimiento global de
medicién de anticuerpos. La superficie de dichos soportes puede ser sélida o porosa y de cualquier forma
conveniente. Los ejemplos de soportes insolubles adecuados a los que se une el receptor incluyen perlas, p. €j.,
perlas magnéticas, membranas y placas de microvaloracion. Estas estan hechas tipicamente de vidrio, plastico (p.
ej., poliestireno), polisacaridos, nailon o nitrocelulosa. Las placas de microvaloracién son especialmente
convenientes porque se puede llevar a cabo un gran nimero de ensayos simultdneamente, usando cantidades
pequefias de reactivos y muestras.

[0065] Antes de afiadir las muestras del paciente o fracciones de las mismas, se bloquean en general los sitios de
unién no especificos en el soporte insoluble, es decir, los que no estan ocupados por antigeno. Los agentes de
bloqueo preferidos incluyen proteinas que no interfieren tales como albimina de suero bovino, caseina, gelatina, y
similares. Alternativamente, se pueden usar varios detergentes en concentraciones que no interfieran, tales como
Tween, NP40, TX100, y similares.

[0066] Después las muestras, fracciones o partes alicuotas de las mismas se afiaden por separado a soportes de
ensayo (por ejemplo, pocillos separados de una placa de microvaloracion) que contienen el péptido antigénico unido
al soporte. Preferiblemente, se ensaya una serie de referencias, que contienen concentraciones conocidas de
anticuerpos, en paralelo con las muestras o partes alicuotas de las mismas, para que sirvan como controles.

[0067] En general, es suficiente de aproximadamente 0,001 a 1 ml de muestra, diluida o de otra forma,
normalmente son suficientes aproximadamente 0,01 ml. Preferiblemente, se afiadira cada muestra y la referencia a
multiples pocillos de modo que se puedan obtener los valores medios para cada uno. El tiempo de incubacién debe
ser suficiente para que las moléculas de anticuerpo se unan al péptido antigénico insoluble. En general,
normalmente es suficiente de aproximadamente 0,1 h a 3 h, normalmente 1 h es suficiente.
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[0068] Después de la incubacidn, el soporte insoluble generalmente se lava de los componentes no unidos. En
general, se usa un medio de detergente no iénico diluido a un pH adecuado, generalmente 7-8, como medio de
lavado. Se pueden usar de 1 a 6 lavados, con suficiente volumen para lavar completamente las proteinas unidas de
forma no especifica presentes en la muestra.

[0069] Después de lavado, se aplica una disolucion que contiene un segundo receptor especifico para los
anticuerpos del paciente. El receptor puede ser cualquier compuesto que se una a los anticuerpos del paciente con
suficiente especificidad de modo que se pueda distinguir de otros componentes presentes. En una realizacion
preferida, los segundos receptores son anticuerpos especificos para anticuerpos del paciente, sueros monoclonales
o policlonales, p. ej. anticuerpos de ratén dirigidos contra Ig humana, anticuerpos de ratén dirigidos contra Ig de
perro, anticuerpos de conejo dirigidos contra Ig de gato, etc. Dichos anticuerpos de la segunda etapa se pueden
marcar para facilitar la cuantificacién directa o indirecta de la unién. Los ejemplos de marcadores que Eermiten la
medicion directa de la union del segundo receptor incluyen radiomarcadores, tales como °H o ', agentes
fluorescentes, colorantes, perlas, agentes quimioluminiscentes, particulas coloidales, y similares. Los ejemplos de
marcadores que permiten la medicion indirecta de la union incluyen enzimas cuyos sustratos pueden proporcionar
un producto coloreado o fluorescente. En una realizacion preferida, los segundos receptores son anticuerpos
marcados con una enzima unida covalentemente capaz de proporcionar una sefial de producto detectable después
de la adicion del sustrato adecuado. Los ejemplos de enzimas adecuadas para usar en conjugados incluyen
peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, malato deshidrogenasa y similares. Cuando no estan disponibles
en el comercio, dichos conjugados de anticuerpo-enzima, se producen facilmente por técnicas conocidas para los
expertos en la materia. Alternativamente, la segunda etapa puede ser sin marcador, y se usa una tercera etapa
marcada. Los ejemplos de parejas de moléculas especificas de segundo receptor/segundo receptor incluyen
anticuerpo/anticuerpo y avidina (o estreptavidina)/biotina. Por lo tanto, puesto que la sefal resultante esta
amplificada, esta técnica puede ser ventajosa cuando sélo hay presentes una pequefia cantidad de anticuerpos.

[0070] Después de que la segunda etapa se ha unido, el soporte insoluble en general se lava de nuevo para
eliminar las moléculas unidas de forma no especifica, y la sefial producida por el conjugado unido se detecta por
medios convencionales. Cuando se usa un conjugado enzimatico, se proporciona un sustrato adecuado para la
enzima de manera que se forme un producto detectable. Mas especificamente, cuando el conjugado enzimatico
seleccionado es una peroxidasa, una combinacién de sustratos preferida es H,O, y O-fenilendiamina, que produce
un producto coloreado en las condiciones de reaccién adecuadas. Los sustratos adecuados para los conjugados
enzimaticos tales como los descritos antes, son conocidos para los expertos en la materia. Las condiciones de
reaccion adecuadas asi como los medios para detectar los diferentes conjugados Utiles o sus productos, también
son conocidos para los expertos en la materia. Para el producto del sustrato O-fenilendiamina, por ejemplo, se mide
de forma conveniente la absorbancia de luz a 490-495 nm con un espectrofotometro.

[0071] En general, la cantidad de anticuerpos unidos detectada se comparara con las muestras de control de
pacientes normales. La presencia de niveles mayores de los anticuerpos especificos del antigeno es indicativa de
enfermedad, normalmente un aumento de al menos aproximadamente 5 veces, 10 veces o 100 veces, se
considerara una reaccioén positiva.

[0072] En algunos casos, se usara un ensayo competitivo. Ademas de la muestra del paciente, se afiade a la
mezcla de reaccién un competidor para los anticuerpos. El competidor y los anticuerpos compiten por la union al
péptido antigénico. Normalmente, la molécula competidora se marcara y detectara como se ha descrito previamente,
y la cantidad de competidor que se une sera proporcional a la cantidad de anticuerpos presentes. La concentracion
de la molécula competidora serda de aproximadamente 10 veces el maximo de la concentracion de anticuerpos
prevista a aproximadamente la misma concentracion con el fin de hacer el intervalo de deteccion mas sensible y
lineal.

[0073] Un protocolo alternativo es proporcionar anticuerpos dirigidos contra la Ig del paciente unidos a la superficie
insoluble. Después de afadir la muestra y separar por lavado las proteinas unidas de forma no especifica, se afiade
uno o una combinacion de los antigenos de ensayo, en la que los antigenos estan marcados, de modo que no
interfieren con la unién de los anticuerpos. De manera conveniente, se pueden usar proteinas fusionadas, en las que
la secuencia peptidica esta fusionada a una secuencia enzimatica, p. €j., B-galactosidasa.

[0074] Es particularmente conveniente en un marco clinico realizar el inmunoensayo en un aparato

autocontrolado. Se conoce una serie de dichos procedimientos en la materia. El aparato en general usara una ruta
de flujo continuo de un filtro o membrana adecuados, que tiene al menos 3 regiones, una region de transporte de
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fluido, una regién de muestra, y una region de medicion. Se evita que la regién de la muestra se ponga en contacto
por transferencia de fluido con las otras partes de la ruta del flujo antes de recibir la muestra. Después de que la
regiéon de muestra reciba la muestra, se pone en relacion por transferencia de fluido con las otras regiones y la
regién de transferencia de fluido se pone en contacto con el fluido para permitir que una disolucién de reactivo pase
a través de la region de la muestra y a la regién de medicion. La region de medicion puede tener unida en la misma
el péptido antigénico, con un conjugado de una enzima con un anticuerpo especifico de anticuerpos usado como
reactivo, afiadido en general a la muestra antes de la aplicacion. Alternativamente, el péptido antigénico puede estar
conjugado con una enzima, con el anticuerpo especifico de anticuerpos unido a la regiéon de medicion.

[0075] Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para el diagndstico de
celiaquia en un individuo que no ha consumido gluten durante un periodo de tiempo prolongado, incluyendo dicho
tiempo, pero sin limitar, 1 dia, 1 semana, 1 mes y 1 afio antes de llevar a cabo el procedimiento de diagnostico. La
ventaja que confiere este aspecto de la invencién es que el diagnéstico actual de un individuo celiaco tipicamente
implica un diagndstico preliminar, después del cual el individuo sigue una dieta sin gluten. Si los sintomas del
individuo disminuyen después del inicio de la dieta sin gluten, entonces el individuo se estimula con gluten, y se lleva
a cabo otro ensayo de diagndstico, tal como una endoscopia o un ensayo de proliferacién de linfocitos T, para
confirmar el diagnéstico preliminar. Esta estimulacién de nuevo con gluten produce una gran incomodidad al
individuo celiaco. Un beneficio importante proporcionado por algunas realizaciones de la invencion es que no es
necesario llevar a cabo esta nueva estimulacion para el diagndstico de la celiaquia, porque usando los
procedimientos de la invencion se pueden identificar niveles incluso muy bajos de anticuerpos especificos del
oligdmero de 33 aminoéacidos y respondedores de linfocitos T.

[0076] En otro aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para el diagnostico de celiaquia
detectando la presencia de un anticuerpo especifico del oligdmero de 33 aminoacidos o un respondedor de linfocitos
T en un tejido o fluido corporal distinto de la mucosa intestinal. En este aspecto de la invencién, los procedimientos
de diagnostico se llevan a cabo sin recurrir a la endoscopia o biopsia intestinal, evitando de esta forma la
incomodidad, dolor y los gastos que conllevan dichos procedimientos en su uso habitual hoy en dia.

[0077] Los presentes procedimientos son utiles no sé6lo para el diagnostico de individuos celiacos, sino también
para determinar la eficacia de los procedimientos profilacticos o terapéuticos para la celiaquia, asi como la eficacia
de la preparacion o procedimientos de tratamiento de los alimentos dirigidos a eliminar los glitenes o sustancias
similares de las fuentes de alimentos. Por lo tanto, un individuo celiaco tratado de forma eficaz con un farmaco
profilactico o terapéutico u otra terapia para celiaquia da ensayos mas parecidos a un individuo no celiaco con los
procedimientos de la invencion. Igualmente, los anticuerpos o respondedores de linfocitos T, p. €j. lineas de
linfocitos T, de la invencién que detectan los oligopéptidos del gluten téxicos de la invencién son (tiles para detectar
el gluten y las sustancias de tipo gluten en los alimentos, y por lo tanto se pueden usar para determinar si un
alimento tratado para eliminar dichas sustancias se ha tratado de forma eficaz.

[0078] Como se usa en el presente documento, el término “tratar” se usa para referirse tanto a la prevencion de la
enfermedad como al tratamiento de afecciones previamente existentes. El tratamiento de la enfermedad en curso
para estabilizar o mejorar los sintomas clinicos del paciente tiene un interés particular. Dicho tratamiento se realiza
de forma conveniente antes de la pérdida de la funcién en los tejidos afectados. Pruebas del efecto terapéutico
pueden ser cualquier disminucion en la gravedad de la enfermedad, en particular midiendo la gravedad de sintomas
tales como fatiga, diarrea crénica, absorcién insuficiente de nutrientes, pérdida de peso, distension abdominal y
anemia. Otros indicios de enfermedad incluyen la presencia de anticuerpos especificos para los oligémeros de 33
aminoacidos de la invencidn o sus equivalentes desamidados, glutenes, anticuerpos especificos para
transglutaminasa tisular o tTGasa unida al oligbmero de 33 aminoacidos de la invencidon o sus equivalentes
desamidados, la presencia de linfocitos T y citoquinas proinflamatorios, examen histoldgico de la estructura de
vellosidades del intestino delgado y similares. Los pacientes pueden ser adultos o nifios, en los que los nifios en
particular se benefician del tratamiento profilactico ya que prevencién de la exposicion temprana a péptidos del
gluten toxicos puede prevenir el desarrollo inicial de la enfermedad. Los nifios adecuados para la profilaxis se
pueden identificar por ensayo genético de la predisposicién, p. ej., por determinacion de HLA; por antecedentes
familiares, y preferiblemente, por los procedimientos de diagndstico de la presente invencién.

[0079] Aunque la presente invencion no esta ligada a ninguna teoria de accién de las glutenasas, se cree que el
suceso primario en la celiaquia requiere que oligopéptidos del gluten intactos, tales como los oligomeros de 33
aminoacidos de la invencion, accedan a sitios de unién al antigeno dentro de la region de la lamina propia interior a
la capa epitelial intestinal de la superficie relativamente impermeable. Habitualmente, los productos finales de
oligopéptidos del procesamiento de proteasas pancreaticas son hidrolizados rapida y eficazmente en aminoacidos,
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di o tripéptidos por peptidasas gastricas antes de que puedan ser transportados a través de la capa epitelial. Sin
embargo, se ha encontrado que los glutenes son particularmente resistentes a las peptidasas, lo cual puede
atribuirse al contenido de prolina normalmente alto de estas proteinas, un resto que es inaccesible para la mayoria
de las peptidasas gastricas.

[0080] La asimilacion normal de proteinas de la dieta por el intestino humano puede dividirse en tres fases
principales: (i) inicio de la proteolisis en el estbmago por pepsina y escision endo y C-terminales muy eficaz en la
cavidad del intestino delgado superior (duodeno) por proteasas y carboxipeptidasas pancredticas secretadas; (ii)
procesamiento adicional de los fragmentos de oligopéptidos resultantes por exo y endopeptidasas ancladas en la
membrana de superficie de borde en cepillo del epitelio del intestino delgado superior (yeyuno); y (iii) transporte
facilitado de los aminoéacidos, di y tripéptidos resultantes a través de las células epiteliales en la lamina propia, desde
la que estos nutrientes entran en los capilares para la distribucion por todo el cuerpo. Debido a que la mayoria de las
proteasas y peptidasas no son capaces de hidrolizar los enlaces amida de restos de prolina, en el presente
documento se muestra que la abundancia de restos de prolina en las gliadinas y proteinas relacionadas del trigo,
centeno y cebada, pueden constituir un obstaculo digestivo importante para las enzimas implicadas en las fases (i) y
(i) anteriores. Esto conduce a un aumento de la concentracion de oligopéptidos derivados del gluten relativamente
estable en el intestino.

[0081] La transglutaminasa tisular (tTGasa), una enzima encontrada en la superficie extracelular en muchos
drganos incluyendo el intestino, cataliza la formacion de enlaces isopeptidicos entre restos de glutamina y de lisina
de diferentes polipéptidos, conduciendo a entrecruzamientos de proteina-proteina en la matriz extracelular. La
enzima tTGasa es el foco principal de la respuesta del autoanticuerpo en la celiaquia. Las gliadinas, secalinas y
hordeinas contienen varias secuencias ricas en restos de Pro-GIn que son sustratos de alta afinidad para la tTGasa;
la desamidacion catalizada por tTGasa de al menos algunas de estas secuencias, tal como en particular el
oligopéptido de 33 aminoéacidos de la invencion, aumenta espectacularmente su afinidad por HLA-DQ2, el alelo del
MHC de clase Il presente en > 90 % de pacientes celiacos; y la presentacion de estos epitopos desamidados por
células presentadoras de antigeno positivas para DQ2 estimula eficazmente la proliferacion de linfocitos T
especificos para gliadina de biopsias intestinales de la mayoria de los pacientes celiacos. Los efectos téxicos
propuestos del gluten incluyen inmunogenicidad de los oligopéptidos del gluten, que conduce a inflamacion,
incluyendo por un mecanismo en el que los péptidos de gliadina se unen directamente a receptores de superficie.

[0082] Los diferentes procedimientos y reactivos de la invencion se pueden preparar y modificar como se describe
a continuacién. Aunque en la siguiente descripcion se ilustran procedimientos y reactivos especificos, se entiende
que se pueden aplicar igualmente una serie de procedimientos alternativos, incluyendo los descritos antes, y son
adecuados para la practica de la invencién. Se entendera también que se puede llevar a cabo una evaluacién de los
procedimientos de la invencién usando procedimientos estandar en la técnica, incluyendo los procedimientos de
diagnostico y evaluacién descritos antes.

[0083] La practica de la presente invencion puede usar técnicas convencionales de biologia molecular (incluyendo
técnicas recombinantes), microbiologia, biologia celular, bioquimica e inmunologia, que estan dentro del alcance de
los expertos en la materia. Dichas técnicas se explican completamente en la bibliografia tal como en “Molecular
Cloning: A Laboratory Manual”, segunda edicion (Sambrook y col., 1989); “Oligonucleotide Synthesis” (M.J. Galt, ed.,
1884); “Animal Cell Culture” (R.l. Freshney, ed., 1987); “Methods in Enzymology” (Academic Press, Inc.); “Handbook
of Experimental Immunology” (D.M. Weir & C.C. Blackwell, eds.); “Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells” (J.M.
Miller & M.P. Calos, eds., 1987); “Current Protocols In Molecular Biology” (F.M. Ausubel y col., eds., 1887); “PCR:
The Polymerase Chain Reaction” (Mullis y col., eds., 1994); y “Current Protocols in immunology” (J.E. Coligan y col.,
eds., 1991).

[0084] Como se ha indicado antes, los presentes procedimientos son Utiles para seguir la evolucion y la eficacia de
las terapias para tratar a individuos que padecen de celiaquia y/o dermatitis herpetiforme. Dichas terapias pueden
implicar la administracion de una dosis eficaz de inhibidor de glutenasa y/o tTGasa, mediante una formulacion
farmacéutica, incorporando glutenasa en alimentos, administrando organismos vivos que expresan glutenasa, y
similares. Puesto que estas terapias pueden no haber sido aprobadas por la FDA u otra agencia reguladora
equivalente, los procedimientos de la invencion tienen aplicaciéon en ensayos clinicos llevados a cabo para evaluar la
seguridad y eficacia de dichas terapias. El diagnostico de pacientes adecuados puede usar una variedad de criterios
conocidos para los expertos en la materia ademas de los procedimientos descritos en el presente documento. Un
aumento cuantitativo de los anticuerpos especificos para gliadina, y/o transglutaminasa tisular, es indicativo de la
enfermedad. Los antecedentes familiares y la presencia de los alelos de HLA HLA-DQ2 [DQ(al1*0501, b1*02)] y/o
DQ8 [DQ(al1*0301, b1*0302)] son indicativos de una susceptibilidad a la enfermedad.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2383595 T3

[0085] Ademas de usar los procedimientos de diagnéstico de la invencion, el efecto terapéutico se puede medir en
términos de resultado clinico, o puede basarse en ensayos inmunolégicos o bioquimicos. La supresion de la
actividad de linfocitos T perjudicial se puede medir mediante enumeracion de células Thl reactivas, cuantificando la
liberacién de citoquinas en los sitios de lesiones o usando otros ensayos para la presencia de linfocitos T
autoinmunitarios conocidos en la técnica. Alternativamente se puede buscar una reduccion en los sintomas de una
enfermedad.

[0086] Los siguientes ejemplos se exponen de manera que se proporcione a los expertos en la materia una
discusién y descripcion completas de como preparar y usar la presente invencion, y no pretenden limitar el alcance
de lo que los autores de la invencién consideran su invencién y no pretenden representar que los siguientes
experimentos son todos o los Unicos experimentos realizados. Se han hecho esfuerzos por asegurar la precisién con
respecto a los numeros usados (por ejemplo, cantidades, temperatura etc.), pero pueden estar presentes algunos
errores experimentales y desviaciones. A menos que se indique de otro modo, las partes son partes en peso, el
peso molecular es peso molecular medio ponderado, la temperatura es en grados centigrados y la presion es a o
préxima a la atmosférica.

EJEMPLO 1
LOS PEPTIDOS INMUNODOMINANTES DE GLIADINA SON RESISTENTES A PROTEASAS

[0087] Estudios recientes han identificado un nimero pequefio de péptidos inmunodominantes de la gliadina, que
explican la mayor parte de la actividad estimuladora del gluten de la dieta en los linfocitos T intestinales y periféricos
encontrados en los pacientes celiacos. Se analizaron las cinéticas proteoliticas de estos péptidos inmunodominantes
en la superficie del intestino delgado. Usando vesiculas de membrana de borde en cepillo de intestinos de rata
adultas, se mostré que estos péptidos ricos en prolina-glutamina son excepcionalmente resistentes al procesamiento
enzimatico, y que la dipeptidil peptidasa IV y la dipeptidil carboxipeptidasa son las enzimas limitantes de la velocidad
en su digestién. Estos resultados apoyan las conclusiones extraidas de los ensayos descritos en el ejemplo 2, de
que la digestion incompleta de la gliadina, que produce la formacién del oligopéptido de 33 aminoéacidos y su
equivalente desamidado formado por la accion de la tTGasa, contribuye a los sintomas de la enfermedad de la
celiaquia y se pueden usar en procedimientos de diagnostico mejorados para la celiaquia.

[0088] Para analizar este proceso complejo, se us6 el andlisis por espectroscopia de masas acoplado a
cromatografia de liquidos (LC-MS-MS) para investigar las rutas y cinéticas asociadas con la hidrdlisis de los péptidos
de gliadina inmunodominantes tratados con preparaciones de BBM de rata. Debido a que el roedor es un modelo
animal pequefio excelente para la estructura y funcion intestinal humana, se eligié la BBM de rata como un sistema
modelo adecuado para estos estudios.

[0089] Se prepararon fracciones de BBM de mucosa de intestino delgado de rata como describen Ahnen y col.
(1982) J. Biol. Chem. 257, 12129-35. Usando ensayos estandar, se determiné que las actividades especificas de las
peptidasas BB conocidas eran 127 pU/ug para la aminopeptidasa N (APN, EC 3.4.11.2), 60 uU/ug para la dipeptidil
peptidasa IV (DPP 1V, EC 3.4.14.5), y 41 pU/ug para la dipeptidil carboxipeptidasa (DCP, EC 3.4.15.1). No eran
detectables la actividad de la prolina aminopeptidasa (EC 3.4.11.5) ni la prolil endopeptidasa (PEP, EC 3.4.21.26) ( <
5 uU/ug). La fosfatasa alcalina y sacarasa se usaron como enzimas de BBM de control con actividades de 66 pU/ug
y 350 pU/ug, respectivamente.

[0090] Las fracciones de BBM se purificaron parcialmente de la mucosa de intestino delgado de ratas hembra
adultas mantenidas con una dieta a voluntad de comida estandar para roedores basada en trigo. El contenido de
proteina total se determiné por un procedimiento modificado de Lowry con BSA como referencia. La actividad de la
fosfatasa alcalina se determiné con fosfato de nitrofenilo. La actividad de la sacarasa se midié usando un ensayo de
glucosa acoplado. La DPP 1V, prolina aminopeptidasa y APN se ensayaron de forma continua a 30 °C en Tris-HCI
0,1 M, pH 8,0, que contenia p-nitroanilidas 1 mM (e = 8.800 M'lcm'l) Gly-Pro-pNA, Pro-pNA o Leu-pNA, la Ultima en
DMSO al 1 % adicional para mejorar la solubilidad. La actividad de la DCP se midié en una reaccion de 100 yl como
la liberacién de acido hipurico de Hip-His-Leu. La actividad de la PEP se determiné de forma continua con Z-Gly-Pro-
pNA 0,4 mM en PBS: H;O: dioxano (8: 1,2: 0,8) a 30 °C. Una unidad se define como el consumo de 1 ymol de
sustrato por minuto.

[0091] La DPP IV y DCP estan ambas reguladas por incremento por un alto contenido de prolina en la dieta. Sin
embargo, se encontr6é que la actividad de la APN usando sustratos estandar era superior a la de la DPP 1V incluso
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cuando se proporcionaban dietas extremas ricas en prolina. Ademas, aunque se ha observado una mayor actividad
de DCP frente a CPP con el péptido modelo Z-GPLAP en concentraciones de saturacion, una diferencia en los
valores de Km podria explicar facilmente la relacion inversa medida en este estudio. Se eligi6 100 yM como la
concentracion inicial de péptido ya que se considerd que la cinética de no saturacion (kca/Km) era fisiolégicamente
mas relevante que las velocidades méaximas de hidrolisis (Kcar).

[0092] Se investigd la proteolisis con la preparacion de BBM usando el péptido (SEQ ID NO: 1) QLQPFPQPQLPY,
un producto de digestion quimotriptica de a-9 gliadina (Arentz-Hansen y col. (2000) J. Exp. Med. 191, 60312). Se ha
mostrado que este péptido estimula la proliferacion de linfocitos T aislados de la mayoria de los pacientes celiacos, y
por lo tanto se considera que posee un epitopo inmunodominante. Se sometié a digestion por BBM, seguido de
andlisis por LC-MS-MS. Una mezcla de digestion estandar de 50 pl contenia péptido sintético 100 uM, triptéfano 10
UM y Chz-triptéfano como referencias internas, y preparaciones de BBM resuspendidas con un contenido final de
proteina de 27 ng/ul y proteinas exdégenas, como se indica, en disolucién salina tamponada con fosfato. Después de
incubacion a 37 °C durante el tiempo indicado, las enzimas se inactivaron mediante calentamiento a 95 °C durante 3
minutos. Las mezclas de reaccion se analizaron por LC-MS (SpectraSystem, ThermoFinnigan) usando una columna
de fase inversa C18 (Vydac 218TP5215, 2,1x150 mm) con agua: acetonitrilo: acido férmico (0,1 %): acido
trifluoroacético (0,025 %) como fase movil (flujo: 0,2 mi/min) y un gradiente de 10 % de acetonitrilo durante 3
minutos, 10-20 % durante 3 minutos, 20-25 % durante 21 minutos seguido de un lavado al 95 %. Los fragmentos de
péptidos en el intervalo de masa de m/z = 300-2000 se detectaron por espectroscopia de masas de ionizacion por
electropulverizaciéon usando una trampa de iones LCQ y sus identidades se confirmaron por patrones de
fragmentacion de MS-MS.

[0093] Mientras que el péptido original (SEQ ID NO: 1) QLQPFPQPQLPY desaparecia con un semivida aparente
de 35 min, se observé que varios productos intermedios se acumulaban durante periodos prolongados (Fig. 1A). Se
encontré que las intensidades de MS (m/z = 300-2000 g/mol) y las absorbancias de UV.g, de los péptidos originales
(SEQ ID NO: 1) QLQPFPQPQLPY y (SEQ ID NO: 3) PQPQLPYPQPQLPY dependian de forma lineal de la
concentracion en el intervalo de 6-100 pM. Los péptidos de referencia (SEQ ID NO: 4) PQPQLPYPQPQLP, (SEQ ID
NO: 5) QLQPFPQPQLP, (SEQ ID NO: 6) QPQFPQPQLPY y (SEQ ID NO: 7) QPFPQPQLP se generaron
individualmente por proteolisis limitada de los péptidos originales con carboxipeptidasa A 10 ug/ml (C-0261, Sigma)
y/o leucina aminopeptidasa 5,9 yg/ml (L-5006, Sigma) durante 160 min a 37 °C y se analizaron por LC-MS como en
la Fig. 1.

[0094] De hecho, el posterior procesamiento del péptido se retrasé sustancialmente (Fig. 1B). Las identidades de
los productos intermedios principales se confirmaron por MS en tandem, y sugerian un grado de estabilidad
anormalmente alto de la secuencia (SEQ ID NO: 8) PQPQLP, un motivo comdn en péptidos estimuladores de
linfocitos T. Basandose en estos datos y las preferencias conocidas de aminoacidos de las peptidasas de BBM, se
reconstruyo la rotura digestiva de la (SEQ ID NO: 1) QLQPFPQPQLPY como se muestra en el inserto de la Fig. 1B.
La ruta preferida implica la escision seriada de los restos de glutamina y leucina N-terminales por la aminopeptidasa
N (APN), seguido de eliminacién de la tirosina C-terminal por la carboxipeptidasa P (CPP) e hidrolisis del dipéptido
QP N-terminal que queda por la DPP IV. Como se observa en la Fig. 1B, el producto intermedio (SEQ ID NO: 6)
QPFPQPQLPY (formado por el ataque de la APN a los dos primeros restos N-terminales) y sus derivados son cada
vez mas resistentes a la posterior hidrolisis. Debido a que parecia que el alto contenido de prolina era una causa
principal de esta resistencia proteolitica, la digestion se comparé con un péptido de control sin prolina disponible en
el comercio (SEQ ID NO: 9) RRLIEDNEYTARG (Sigma, St. Louis, MO). La hidrdlisis inicial era mucho mas rapida
(tiz = 10 min). Y, lo que es mas importante, los productos intermedios de la digestion solo se observaron
transitoriamente y se eliminaron completamente en el transcurso de una hora, reflejando una especificidad alta
continua de la BBM por los péptidos intermedios.

Debido a que los tres productos intermedios principales (SEQ ID NO: 6) QPFPQPQLPY, (SEQ ID NO: 7)
QPFPQPQLP, (SEQ ID NO: 11) FPQPQLP, observados durante la digestion mediada por BBM de la (SEQ ID NO: 1)
QLQPFPQPQLPY son sustratos para la DPP 1V, el experimento se repitié en presencia de un exceso de actividad de
6 veces de la DPP IV fungica exdgena. Mientras que la disminucion relativamente rapida del péptido original y los
niveles intermedios de (SEQ ID NO: 5) QLQPFPQPQLP en gran medida no cambiaban, la acumulacién de sustratos
de DPP IV se suprimié completamente, y se observd la digestion completa en el transcurso de 4 horas. (Fig. 1B,
barras blancas).

[0095] Para investigar las etapas limitantes de la velocidad en la digestion mediada por BBM de péptidos de
gliadina desde el extremo C-terminal, se us6 otro péptido inmunodominante conocido derivado de la a-gliadina de
trigo, (SEQ ID NO: 3) PQPQLPYPQPQLPY. Aunque no es probable que se formen péptidos con restos de prolina N-
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terminales en el intestino delgado (no se observd ninguno durante la digestion por BBM de la (SEQ ID NO: 1)
QLQPFPQPQLPY, Fig. 1A), sirven de modelo util para el analisis del procesamiento C-terminal, ya que el extremo
N-terminal de este péptido se puede considerar proteoliticamente inaccesible debido a la actividad minima de la
prolina aminopeptidasa en la BBM. Como se muestra en la Fig. 2, este péptido es incluso méas estable que la (SEQ
ID NO: 1) QLQPFPQPQLPY. En particular, la eliminacion del resto de tirosina C-terminal por la carboxipeptidasa P
(CPP) es el primer suceso en su rotura, y es mas de 4 veces mas lenta que la actividad de APN en la (SEQ ID NO:
1) QLQPFPQPQLPY (Fig. 1 B). El sustrato de la DCP, la (SEQ ID NO: 4) PQPQLPYPQPQLP, surge como un
producto intermedio importante tras la catalisis por la carboxipeptidasa P, y es muy resistente a la posterior
digestion, supuestamente debido al bajo nivel de la actividad de la DCP enddgena asociada de forma natural a la
BBM. Para confirmar la funcién de la DCP como enzima limitante de la velocidad en el procesamiento C-terminal de
péptidos de gliadina inmunodominantes, las mezclas de reaccidon se complementaron con DCP de pulmén de
conejo. La DCP exdgena reducia significativamente la acumulacién de la (SEQ ID NO: 4) PQPQLPYPQPQLP
después de la incubacion durante la noche de una forma dependiente de la dosis (Fig. 2C). A la inversa, la cantidad
de (SEQ ID NO: 4) PQPQLPYPQPQLP acumulada aumenté mas de 2 veces en presencia de captopril 10 yM, un
inhibidor especifico de la DCP, en comparacién con BBM sin complementar.

[0096] Los resultados anteriores juntos demuestran que (i) los péptidos de gliadina inmunodominantes son
excepcionalmente estables frente a la rotura catalizada por peptidasas de la BBM, y (ii) la DPP IV y en especial la
DCP son etapas limitantes de la velocidad en este procedimiento de rotura en los extremos N y C terminales de los
péptidos, respectivamente. Debido a que las exopeptidasas de BBM estan restringidas al procesamiento N o C
terminales, se investigd si la generacién de extremos de péptidos libres adicionales por las enzimas pancreaticas
aceleraria la digestion. De las proteasas pancreaticas ensayadas, solo la elastasa con una alta concentracion (no
fisiolégica) de 100 ng/ul pudo hidrolizar la (SEQ ID NO: 3) PQPQLPYPQPQ|LPY. No se detecté proteolisis con
tripsina ni quimotripsina.

[0097] Los datos anteriores demuestran que los péptidos de gliadina ricos en prolina son extraordinariamente
resistentes a la digestion por endo y exopeptidasas del intestino delgado, y por lo tanto es probable que se acumulen
en altas concentraciones en la cavidad intestinal después de una comida rica en gluten. La implicacion patolégica de
la resistencia digestiva es reforzada por la estrecha correlacién observada del contenido de prolina y la toxicidad
celiaca observada en diferentes cereales comunes (Schuppan (2000) Gastroenterology 119, 234-42).

EJEMPLO 2
PEPTIDO INMUNODOMINANTE DE LA GLIADINA DE TRIGO

[0098] Se sabe desde hace tiempo que los principales componentes téxicos del gluten del trigo son una familia de
proteinas ricas en Pro-GIn estrechamente relacionadas llamada gliadinas. Publicaciones recientes han sugerido que
parece que los péptidos de un segmento corto de a-gliadina explican la mayor parte del reconocimiento especifico
del gluten por linfocitos T CD4 + de pacientes celiacos. Estos péptidos son sustratos de la transglutaminasa tisular
(tTGasa), el auto-antigeno principal en la celiaquia, y los productos de esta reaccion enzimatica se unen a la
molécula HLA DQ?2 de clase Il. Este ejemplo que usa una combinacién de estudios en animales y seres humanos in
vitro e in vivo, demuestra que esta regién “inmunodominante” de a-gliadina es parte de un producto proteolitico
anormalmente largo generado por el proceso digestivo, que: (a) es excepcionalmente resistente a la posterior rotura
por las proteasas de borde en cepillo gastricas, pancreaticas e intestinales; (b) es el sustrato de mayor especificidad
de transglutaminasa tisular humana (tTGasa) descubierto hasta la fecha; (c) contiene al menos seis copias que se
superponen de epitopos que se sabe que son reconocidas por linfocitos T obtenidos de pacientes; (d) estimula
clones de linfocitos T representativos que reconocen estos epitopos con eficacia submicromolar; y (e) tiene
homélogos en las proteinas de todos los cereales téxicos, pero no tiene homélogos en proteinas de cereales no
téxicos. En conjunto, estos descubrimientos demuestran que la aparicion de sintomas tras la exposicion al gluten se
puede rastrear hasta un pequefio segmento de a-gliadina. Finalmente, se muestra que este péptido largo “super-
antigénico” se puede destoxificar in vitro e in vivo por tratamiento con la prolil endopeptidasa bacteriana,
proporcionando una estrategia para la terapia con peptidasas para la celiaquia.

[0099] La identificacion de péptidos estables de proteasa gastrica, proteasa pancredtica y peptidasa de la
membrana de borde en cepillo catalizaba la digestion de a2-gliadina recombinante: la a2-gliadina, una a-gliadina
representativa (Arentz-Hansen y col. (2000) Gut 46: 46), se expresé en forma recombinante y se purifico a partir de
E. coli. El gen de la a2-gliadina se cloné en el plasmido pET28a (Novagen) y se transformé en el huésped de
expresion BL21 (DE3) (Novagen). Las células transformadas se cultivaron en cultivos de 1 litro de medio LB que
contenia kanamicina 50 pg/ml a 37 °C hasta que se alcanzé la DO600 0,6-1. La expresion de la proteina a2-gliadina
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se indujo por la adicion de isopropil B-D-tiogalactoésido 0,4 mM (Sigma) y los cultivos se incubaron adicionalmente a
37 °C durante 20 horas. Las células que expresaban la a2-gliadina recombinante se centrifugaron a 3600 rpm
durante 30 minutos. El sedimento se volvié a suspender en 15 ml de tampén de alteracion (fosfato de sodio 200 mM,;
NaCl 200 mM; DTT 2,5 mM; benzamidina 1,5 mM; EDTA 2,5 mM; pepstatina 2 mg/l; leupeptina 2 mg/l; glicerina al 30
% v/v) y se lis6 por tratamiento con ultrasonidos (1 minuto; control de salida ajustado a 6). Después de la
centrifugaciéon a 45000 g durante 45 min, el liquido sobrenadante se desechd y el sedimento que contenia la
proteina gliadina se volvié a suspender en 50 ml de urea 7 M en Tris 50 mM (pH = 8,0). La suspension se centrifugo
de nuevo a 45000 g durante 45 min y se recogi6 el liquido sobrenadante para la purificacion.

[0100] EI liquido sobrenadante que contenia o2-gliadina se incub6 con 1 ml de resina de niquel-acido
nitrilotriacético (Ni-NTA; Qiagen) durante la noche y después se carg6 en lotes en una columna con 2 ml de Ni-NTA.
La columna se lavo con urea 7 M en Tris 50 mM (pH = 8,0) y la a2-gliadina se eluyé con imidazol 200 mM, urea 7 M
en Tris 50 mM (pH = 4,5). Las fracciones que contenian a2-gliadina se mezclaron a una concentracién final de
disolucion en etanol al 70 % y se afiadieron dos voliumenes de NaCl 1,5 M para precipitar la proteina. La disolucion
se incub6 a 4 °C durante la noche y el precipitado final se recogié por centrifugacién a 45000 g durante 30 min, se
lavé con agua y se volvié a centrifugar para eliminar la urea. La etapa de purificacién final de la a-2 gliadina se
desarrollé con HPLC en fase inversa. Las fracciones de proteina purificada en Ni-NTA se mezclaron en tampdn de
urea 7 My se inyectaron en una columna de fase inversa de poliestireno Vydac (Hesperia, CA) (d.i. 4,6 mm x 25 cm)
con el disolvente de partida (30 % de disolvente B: acetonitrilo de calidad para HPLC/isopropanol 1: 1 : TFA al 0,1
%). El disolvente A era una disolucién acuosa con TFA al 0,1 %. El gradiente de separacion se extendié a 30-100 %
de disolvente B en 120 min con un caudal de 0,8 ml/min.

Tabla 2. Cantidad de péptidos digeridos después de 15 horas

oligbmero de 33 aminoéacidos Control A Control B
H1PO <20 % >90 % >90 %
H2P0 <20 % > 61 % > 85 %
H3PO <20 % > 87 % >95%
H4PO <20 % > 96 % > 95 %
H5P0 <20 % > 96 % >95 %

[0101] La pureza de la gliadina recombinante era > 95 %, lo que permitid la facil identificacién y asignacién de
productos proteoliticos por LC-MS/MS/UV. Aunque muchos estudios previos utilizaban gliadinas tratadas con
pepsinal/tripsina, se encontré que, entre las proteasas gastricas y pancreaticas, la quimotripsina tenia una funcion
importante en la rotura de la a2-gliadina, produciendo muchos péptidos pequefios a partir de la mitad C-terminal de
la proteina y algunos péptidos mas largos ( > 8 restos) a partir de la mitad N-terminal, siendo el mas notable un
fragmento  relativamente grande, el oligmero de 33 aminoacidos (SEQ ID NO: 12)
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF (restos 57-89). Este péptido tenia un interés particular por dos
motivos: (a) mientras que la mayoria de los otros fragmentos proteoliticos relativamente estables se escindian en
fragmentos mas pequefios cuando se prolongaban los tiempos de reaccion, el péptido de 33 aminoacidos
permanecia intacto a pesar de la exposicion prolongada a proteasas; y (b) en este péptido estan presentes tres
epitopos distintos de linfocitos T especificos del paciente previamente identificados, en concreto PFPQPQLPY,
PQPQLPYPQ (3 copias), y PYPQPQLPY (2 copias).

[0102] Para establecer la importancia fisiologica de este péptido, después se examiné la digestion enzimatica
gastrica/pancreatica compuesta de la a2-gliadina. Como se esperaba, la digestidon enzimatica con pepsina (relacién
1: 100 en peso/peso), tripsina (1: 100), quimotripsina (1: 100), elastasa (1: 500) y carboxipeptidasa (1: 100) era
bastante eficaz, dejando sélo algunos péptidos de mas de 9 restos (el tamafio minimo de un péptido para mostrar
antigenicidad mediada por MHC de clase Il) (Figura 4). Ademas del oligdbmero de 33 aminoacidos mencionado
antes, también se identifico el péptido WQIPEQSR y se us6 como control en muchos de los siguientes estudios. La
estabilidad del péptido de 33 aminoacidos también se puede observar cuando se comparan los resultados de un
experimento similar usando mioglobina (otra proteina de la dieta comun). En condiciones proteoliticas similares, la
mioglobina se rompe rapidamente en productos mucho mas pequefios. No se observa que se acumule un producto
intermedio largo.

[0103] Se sabe que las enzimas de la membrana del borde en cepillo (BBM) del intestino delgado son vitales para

la rotura de cualquier péptido que quede de la digestion gastrica/pancreatica en aminoacidos, dipéptidos o
tripéptidos para la absorcion nutricional. Por lo tanto, un andlisis exhaustivo del metabolismo de la gliadina también
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requeria investigaciones sobre el procesamiento por la BBM de péptidos de gliadina de longitud razonable derivados
del tratamiento con proteasas gastricas y pancreaticas. Las fracciones de BBM se prepararon a partir de mucosa del
intestino delgado de rata. Se verificéd que las actividades especificas de las peptidasas de BBM conocidas estaban
dentro del intervalo previamente descrito. Mientras que la semivida de la desaparicion de WQIPEQSR era [0 min
en presencia de proteina de BBM 12 ng/ul, la semivida de la digestion de la (SEQ ID NO: 12)
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF era > 20 h. Por lo tanto, el ultimo péptido sigue intacto durante
todo el proceso digestivo en el estdmago y el intestino delgado superior, y esta preparado para actuar como un
potencial antigeno para la proliferacion de linfocitos T y toxicidad intestinal en individuos genéticamente susceptibles.

[0104] Verificacion de la resistencia proteolitica del péptido de gliadina de 33 aminoacidos con preparaciones de
membrana de borde en cepillo de biopsias intestinales humanas: para validar las conclusiones anteriores obtenidas
de estudios con preparaciones de BBM de rata, en el contexto de la digestion intestinal humana se prepararon
preparaciones de BBM a partir de un panel de voluntarios humanos adultos, uno de los cuales era un paciente con
celiaquia en remisién, mientras que se encontrd que el resto tenia histologia intestinal normal. Se incubaron las
(SEQ ID NO: 12) LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF, (SEQ ID NO: 1) QLQPFPQPQLPY (una
secuencia interna del oligémero de 33 aminoacidos usada como control), WQIPEQSR vy otros péptidos de control
(1200 uM) con BBM preparada a partir de cada biopsia humana (actividad final de la aminopeptidasa N 13 pU/ul) a 37
°C durante periodos de tiempo variables. Mientras que QLQPFPQPQLPY, WQIPEQSR vy otros péptidos de control
se proteolizaron completamente en 1-5 h, el péptido largo siguié en gran parte estable durante 19 horas. Estos
resultados confirman la equivalencia entre la BBM de rata y humana para los propésitos de este estudio.

[0105] Verificacion de la resistencia proteolitica del péptido de gliadina 33 aminoacidos en animales intactos: la
resistencia proteolitica del péptido de gliadina de 33 aminoacidos, observada in vitro usando BBM de ratas y seres
humanos, se confirmé in vivo usando un protocolo de perfusién en ratas adultas intactas (Smithson y Gray (1977) J.
Clin. Invest. 60: 665). Se perfundieron disoluciones de péptido purificado a través de un segmento de 15-20 cm de
yeyuno en una rata sedada con un tiempo de permanencia de 20 min, y los productos se recogieron y se sometieron
a andlisis de LC-MS. Mientras que > 90 % de la (SEQ ID NO: 1) QLQPFPQPQLPY se proteolizé en el experimento
de perfusion, la mayor parte del péptido de gliadina de 33 aminoacidos permanecié intacta. Estos resultados
demuestran que el péptido de 33 aminoacidos es muy estable ya que es transportado por todo el intestino delgado
superior del mamifero.

[0106] El péptido de gliadina de 33 aminoacidos es un excelente sustrato para la tTGasa, y el producto resultante
es un activador muy potente de linfocitos T obtenidos de pacientes. Una serie de estudios recientes han demostrado
gue la desamidacion regioespecifica de péptidos de gliadina inmunogénicos por la tTGasa aumenta su afinidad por
HLA-DQ?2, asi como la potencia con la que activan linfocitos T especificos de gluten obtenidos de pacientes. Se ha
mostrado que la especificidad de la tTGasa por determinados péptidos antigénicos cortos derivados de gliadina es
mayor que su especificidad hacia su sitio diana fisiolégico en la fibronectina, por ejemplo, la especificidad de la
tTGasa para el péptido derivado de a-gliadina PQPQLPYPQPQLPY es 5 veces mayor que la especificidad por su
secuencia de péptido diana en el fibrinbgeno, su sustrato natural. Por lo tanto, se midieron la cinética y la
regioespecificidad de la desamidacion del péptido de a-gliadina de 33 aminoéacidos identificado como antes. La
keat/Km €ra mayor que la descrita para cualquier péptido estudiado hasta ahora: Kea/Km = 440 min*mm* parala (SEQ
ID NO: 12) LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF en comparacion con Kea/Ky = 82 min*mm™* para
PQPQLPY y kea/Km = 350 min™"mM™ para PQPQLPYPQPQLPY.

[0107] Ademaés, el analisis por LC-MS-MS puso de manifiesto que la (SEQ ID NO: 12)
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF era desamidada selectivamente por la tTGasa en los restos
subrayados. Puesto que la actividad de la tTGasa esta asociada con la membrana de borde en cepillo de enterocitos
intestinales, es probable que la ingestién alimentaria incluso de pequefias cantidades de gluten de trigo conduzca a
la acumulacion de cantidades suficientes de este péptido de gliadina de 33 aminoacidos en el lumen intestinal de
manera que sea reconocido y procesado por la tTGasa.

[0108] Caracteristicas estructurales del péptido de gliadina de 33 aminoacidos y sus homologos naturales: las
busquedas de alineamientos de secuencias usando BLASTP en todas las bases de datos de proteinas no
redundantes pusieron de manifiesto varios homdlogos (valor de E < 0,001) del péptido de gliadina de 33
aminoacidos. Es interesante que los homdlogos derivados de cereales sélo se encontraron en gliadinas (de trigo),
hordeinas (de cebada) y secalinas (de centeno), las cuales han demostrado ser todas téxicas para pacientes
celiacos. Véase la figura 6. Las proteinas de cereales no téxicas, tales como aveninas (en avena), arroz y maiz, no
contienen secuencias homoélogas a la gliadina de 33 aminoéacidos. A diferencia de esto, una blsqueda en BLASTP
con la secuencia de la a2-gliadina entera identific6 homaologos de proteinas de cereales tanto de proteinas toxicas
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como no toéxicas. Basandose en la informacion disponible en relacion con las especificidades de sustrato de
proteasas y peptidasas gastricas, pancreaticas y de BBM, se prevé que, aunque la mayoria de los homologos del
gluten del péptido de gliadina de 33 aminoacidos contienen mdltiples sitios proteoliticos y, por lo tanto, no es
probable que sean completamente estables frente a la digestion, se espera que varias secuencias del trigo, centeno
y cebada sean comparablemente resistentes a la proteolisis gastrica e intestinal. Los homologos de péptidos
estables del péptido de la a2-gliadina de 33 aminoacidos son QPQPFPPQLPYPQTQPFPPQQPYPQPQPQYPQPQ
(de al- y a6-gliadinas); QQQPFPQQPIPQQPQPYPQQPQPYPQQPFPPQQPF (de hordeina Bl);
QPFPQPQQTFPQQPQLPFPQQPQQPFPQPQ (de y-gliadina); QPFPQPQQPTPIQPQQPFPQRPQQPFPQPQ (de w-
secalina). Estos péptidos estables estan todos localizados en la regién N-terminal de las proteinas correspondientes.
La presencia de restos de prolina después de restos escindibles de otro modo en estos péptidos contribuiria a su
estabilidad proteolitica.

[0109] La udnica secuencia primaria del péptido de gliadina de 33 aminoacidos también tenia homdlogos entre
algunas proteinas que no son del gluten. Entre los homologos mas fuertes estaban las secuencias internas de la
pertactina (una proteina muy inmunogénica de Bordella pertussis) y una inositol-polifosfato 5-fosfatasa de mamifero
de funcion desconocida. En ambos casos, la informacién disponible sugeria que la homologia podia tener
importancia bioldgica. Por ejemplo, la regién de la pertactina que es homodloga al péptido de gliadina de 33
aminoacidos se sabe que es parte del segmento inmunodominante de la proteina. En el caso de la fosfatasa
homologa, la correspondiente region peptidica de la fosfatasa se sabe que es responsable del trafico vesicular de la
fosfatasa al aparato de Golgi citoplasmatico. En analogia con la imagen actual de como los péptidos de gliadina son
presentados a HLA-DQ?2 por una ruta mediada por la tTGasa, es probable que estos segmentos ricos en Pro-GIn
tanto de la pertactina como de la fosfatasa sean buenos sustratos de la tTGasa. Para ensayar esta hipétesis, se
sintetizaron los correspondientes péptidos y se midio la selectividad de la tTGasa por estos péptidos. Como se habia
predicho, se encontré que ambos péptidos eran buenos sustratos de la tTGasa. La enzima tTGasa tiene una funcion
central en la endocitosis mediada por receptor de varias proteinas biolégicamente importantes. Las actividades
biolégicas tanto de la pertactina como de la fosfatasa pueden depender del trafico mediado por la tTGasa.

[0110] Estudios estructurales secundarios usando espectroscopia de dicroismo circular en el péptido de gliadina
de 33 aminoéacidos asi como sus homélogos de la pertactina y la inositol-polifosfato 5-fosfatasa demuestran que
estos péptidos tienen un fuerte caracter helicoidal de poliprolina de tipo Il. Ademas de reforzar la resistencia
proteolitica de estos péptidos, es probable que la conformacion helicoidal de poliprolina de tipo Il también potencie
su afinidad por las proteinas MHC de clase II.

[0111] Aunque las proteinas del gluten de cereales tales como el trigo, cebada y centeno son componentes
centrales en una dieta nutricional, pueden ser extremadamente toxicos para pacientes que padecen celiaquia. Para
elucidar la base estructural de la toxicidad del gluten en la celiaquia, se llevé a cabo un analisis proteolitico
exhaustivo en una gliadina recombinante representativa en condiciones fisiologicamente relevantes. Se descubrié un
producto peptidico anormalmente largo y proteoliticamente estable, cuya importancia fisiolégica se confirmé
mediante estudios que implicaban proteinas de la membrana de borde en cepillo de intestinos de rata y seres
humanos, asi como ensayos de perfusion intestinal en ratas vivas. Estos datos juntos demuestran que este péptido y
sus homadlogos encontrados en otras proteinas del trigo, centeno y cebada son la “causa primordial” de la respuesta
inflamatoria inicial al trigo de la dieta en pacientes con celiaquia en remision.

LISTA DE SECUENCIAS
[0112]

< 110 > KHOSLA, CHAITAN SHAN, LU

< 120 > Procedimiento de diagnéstico de la celiaquia
< 130 > STAN-258WO0O5

< 150 > 60/428.033

< 151 > 2002-11-20

< 160 > 26

< 170 > FastSEQ for Windows Version 4.0
<210>1

<211>12

<212 >PRT

< 213 > Triticum aestivum

<400>1
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Gln Leu Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln Leu Pro Tyr

1 5 10
<210>2
<211>12
<212 > PRT
< 213 > Triticum aestivum
<220 >

< 221 > PYRROLIDONE CAR
<222 > (1)..(12)
<400 > 2

Gln Leu Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln Leu Pro Tyr
1 5 10

<210>3

<211>14

<212 > PRT

< 213 > Triticum aestivum
<400>3

Pro Gln Pro Gln Leu Pro Tyr Pro Gln Pro Gln Leu Pro Tyr

1 5 10

<210>4

<211>13

<212 > PRT

< 213 > Triticum aestivum
<400 >4

Pro Gln Pro Glmn Leu Pro Tyr Pro Gln Pro Gln Leu Pro

1 5 10

<210>5

<211>11

<212 > PRT

< 213 > Triticum aestivum
<400>5

Gln Leu Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln Leu Pro
1 5 10

<210>6

<211>11

<212 > PRT

< 213 > Triticum aestivum
<400>6
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Gln Pro Gln Phe Pro Gln Pro Gln Leu Pro Tyr
1 5 10

<210>7

<211>9

<212 >PRT

< 213 > Triticum aestivum
<400>7

Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln Leu Pro
1 5

<210>8

<211>6

<212 > PRT

< 213 > Triticum aestivum
<400>8

Pro Gln Pro Gln Leu Pro
1 5

<210>9

<211>13

<212 > PRT

< 213 > Triticum aestivum
<400>9

Arg Arg Leu Ile Glu Asp Asn Glu Tyr Thr Ala Arg Gly
1 5 10

<210>10

<211>9

<212 >PRT

< 213 > Triticum aestivum
< 400> 10

Pro Phe Pro Gln Pro Gln Leu Pro Tyr
1 5

<210>11

<211>7

<212 > PRT

< 213 > Triticum aestivum
<400>11

Phe Pro Gln Pro Gln Leu Pro
1 5

<210>12
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<211>33

<212 > PRT

< 213 > Triticum aestivum
< 400> 12

Leu Gln Leu Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln Leu Pro Tyr Pro Gln Pro
1 5 10 15
Gln Leu Pro Tyr Pro Gln Pro Glmn Leu Pro Tyr Pro Gln Pro Gln Pro
20 25 30
Phe

<210>13

<211>34

<212 >PRT

< 213 > Triticum aestivum
< 400> 13

Gln Pro Gln Pro Phe Pro Pro Gln Leu Pro Tyr Pro Gln Thr Gln Pro
1 5 10 15
Phe Pro Fro Gln Gln Pro Tyr Pro Gln Pro Gln Pro Gln Tyr Pro Gln
20 25 30
Pro Gln

<210>14

<211>35

<212 >PRT

< 213 > Triticum aestivum
<400> 14

Gln Gln Gln Pro Phe Pro Gln Gln Pro Ile Pro Gln Gln Pro Gln Pro
1 5 10 15
Tyr Pro Gln Gln Pro Gln Pro Tyr Pro Gln Gln Pro Phe Pro Pro Gln
20 25 30
Gln Pro Phe
35

<210> 15

<211>30

<212 > PRT

< 213 > Triticum aestivum
<400 > 15

Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln Gln Thr Phe Pro Gln Gln Pro Gln Leu
1 5 10 15
Pro Phe Pro Gln Gln Pro Gln Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln

20 25 30

<211>59

<212 > PRT

< 213 > Triticum aestivum
<400 > 16
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Pro Gln Gln

50

<210>17
<211>30
<212 >PRT

< 213 > Triticum aestivum

<400>17

ES 2383595 T3

Pro Gln Leu Pro Phe Pro Gln Gln Pro Gln Gln Pro Phe
5 10 15

Gln Gln Pro Gln Gln Pro Phe Pro Gln Ser Gln Gln Pro
20 25 30

Phe Pro Gln Pro Gln Gln Gln Phe Pro Gln Pro Gln Gln

40 45
Ser Phe Pro Gln Gln Gln Gln Pro
55

Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln Gln Pro Thr Pro Ile Gln Pro Gln Gln

1

5 10 15

Pro Phe Pro Gln Arg Pro Gln Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln

<210>18
<211>9
<212 >PRT

< 213 > Triticum aestivum

<400>18

<210>19

<211>9

<212 >PRT

< 213 > Triticum aestivum
< 400> 19

<210>20

<211>9

<212 > PRT

< 213 > Triticum aestivum
< 400> 20

<210>21

<211>9

<212 >PRT

< 213 > Triticum aestivum

20 25 30

Pro Gln Pro Gln Leu Pro Tyr Pro Gln
1 5

Pro Giln Leu Pro Tyr Pro Gln Pro Gln
1 5

Pro Tyr Pro Gln Pro Gln Leu Pro Tyr
1 5
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<400>21

<210>22

<211>9

<212 > PRT

< 213 > Triticum aestivum
<400 > 22

<210>23

<211>9

<212 >PRT

< 213 > Triticum aestivum
<400 > 23

<210>24

<211>11

<212 > PRT

< 213 > Triticum aestivum
< 400> 24

Pro Gln Pro Glu Leu Pro Tyr Pro Gln

1

Pro Phe Pro Gln Pro Glu Leu Pro Tyr

1

1
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5

5

Pro Gln Gln Ser Phe Pro Gln Gln Gln

5

Pro Phe Pro Gln Gln Pro Gln Gln Pro Phe Pro
1 5 10

<210>25

<211>9

<212 > PRT

< 213 > Triticum aestivum
< 400> 25

Pro Tyr Pro Gln Pro Glu Leu Pro Tyr
1 5

<210>26

<211>27

<212 > PRT

< 213 > Triticum aestivum
<400 > 26

25
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Pro Phe Pro Gln Pro Gln Leu Pro Tyr Pro Phe Pro Gln Pro Gln Leu
1 5 10 15
Pro Tyr Pro Phe Pro Gln Pro Gln Leu Pro Tyr

20 25

26
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para el diagnostico de celiaquia en un individuo, comprendiendo dicho
procedimiento detectar la presencia de (i) un oligopéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF (SEQ ID NO: 12), o un equivalente desamidado del mismo o un
equivalente del mismo unido covalentemente a una transglutaminasa tisular de mamifero en un tejido, fluido corporal
o heces de dicho individuo, usando un anticuerpo que se une especificamente a dicho oligopéptido, equivalente
desamidado del mismo o equivalente del mismo unido covalentemente a una transglutaminasa tisular de mamifero;
o (ii) un anticuerpo que se une especificamente a dicho oligopéptido o equivalente desamidado del mismo, en un
tejido, fluido corporal o heces de dicho individuo, usando dicho oligopéptido, equivalente desamidado del mismo o
equivalente del mismo unido covalentemente a una transglutaminasa tisular de mamifero.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicho tejido es un tejido de mucosa seleccionado del
grupo que consiste en tejido de la mucosa oral, nasal, pulmonar e intestinal.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicho fluido corporal se selecciona del grupo que
consiste en sangre, esputo, orina, flema, linfa y lagrimas.

4. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicho individuo no ha consumido gluten durante un
periodo de tiempo prolongado.

5. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicho individuo no se ha sometido a una endoscopia.
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FIG. 5

(SEQID NO: 12)

J\ antes de perfusion

LQLQPFPQPQLP?PQLPYPQPQLPYPQPQPF

——

LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF
(SEQ ID NO: 12)

después de perfusion

-

5

10 15 20 25 30 Minutos

pyroQLQPFPQPQLPY
SEQB NG 1Y (SEQID NO: 2

antes de perfusion

_aa___después de perfusion

10 15 20 25 30 Minutos
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