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DESCRIPCION

Método e inmunoabsorbentes para la deteccion especifica y la absorcion de anticuerpos asociados a la celiaquiay a
la dermatitis herpetiforme.

La presente i nvencion s e refiere alos pé ptidos de fusion que se derivan d e componentes de la gliadina, a los
reactivos de ensayo para la deteccion diagnéstica de anticuerpos contra estos péptidos y a los procedimientos para
la inmunoabsorciéon de tales anticuerpos para la terapia de la celiaquia y de la dermatitis herpetiforme.

Estado actual de la técnica:

En los pacientes con intolerancia al gluten (enteropatia sensible al gluten; nifios pequefios: celiaquia, adultos: esprue
endémico; celiaquia se utiliza también en el marco de la presente solicitud como sinénimo de la enteropatia sensible
al gluten dependiente de la edad) por el consumo de productos de cereales que contienen gluten se provoca un
deterioro d e | a m ucosa d el i ntestino d elgado. S e | lega a una at rofiade| as vellosidades y a p erturbaciones
funcionales. El cuadro clinico esta marcado por |la diarrea y las consecuencias de la malabsorcion (especialmente
pérdida de peso; en nifios retraso del crecimiento). En algunos pacientes con enteropatia sensible al gluten existe
adicionalmente una dermatitis herpetiforme de D uhring: una enfermedad cr 6nica de | a piel q ue t ranscurre con
formacion de ampollas, pero que también puede aparecer por si sola.

Una importante contribucion para el diagndstico de | a enteropatia sensible al gluten y de la dermatitis herpetiforme
de D uhring la aporta el examen d e d os anticuerpos diferentes: a ntigliadina y a ntitransglutaminasa t isular. E ste
asegura el diagnéstico clinico y, ademas, es adecuado para el control de su transcurso y para el control de una dieta
exenta de gluten o de una prueba de carga de gluten. Una diferenciacion especifica de estos dos anticuerpos a partir
del plasma de los pacientes puede conllevar un efecto terapéutico positivo.

Durante la fase aguda de la enfermedad de la enteropatia sensible al gluten, asi como en la dermatitis herpetiforme
se pueden detectar generalmente anticuerpos de gliadina de las clases IgA e IgG. Eventualmente, también se
pueden detectar anticuerpos de la clase IgM, pero por lo regular s6lo cuando se presentan también al mismo tiempo
anticuerpos antigliadina de las clases IgA e IgG.

Al comienzo de una dieta exenta de gluten los anticuerpos IgA antigliadina disminuyen ya al cabo de unos pocos
meses a valores bajos, mientras que los anticuerpos de la clase 1gG persisten por lo regular durante mas tiempo.
Niveles permanentemente elevados de anticuerpos IgA antigliadina significan que no se sigue una dieta exenta de
gluten. Bajo carga de gluten, en el caso de una recidiva, se llega en el espacio de unos pocos dias a un incremento
de los anticuerpos IgG antigliadina, los anticuerpos IgA siguen algo mas tarde.

La funcion fisiologica de la transglutaminasa tisular consiste en la catalisis de la formacion de un enlace isopeptidico
entre un grupo y-carboxamida de un grupo glutamina y el grupo e-amino de un radical lisina de las proteinas de la
matriz extracelulares, por lo que éstas se reticulan en cruz (Aeschlimann et al. 2000 Conective Tissue Res. 41;1-27;
Gentile et al. 2002. Neurochem Int. 40: 79-83).

Las gliadinas ricas en glutamina ingeridas con el alimento se pueden modificar igualmente después de la resorcion
por la glutaminasa tisular. Sin embargo, aqui tiene lugar preferentemente la desamidacion enzimatica de radicales
glutamina a radicales glutamato (recopilado en Schwertz et al. 2004 Clinical Chemistry 50:2370-2375). Esta da lugar
aunaunién mas fuerte de los péptidos de gliadina a m oléculas de clase MHC Il y, por ello, a un a estimulacién
incrementada de células T en pacientes con celiaquia (Sjostrom et al. 1998. Scand J Gastroenterol. 48: 111-115;
Molberg et al. 1998. Nat Med. 4:713-717).

Como epitope importante para anticuerpos de la clase IgA, especialmente de partes de la gliadina desamidada, se
identifico el tripéptico prolina-glutamato-glutamina (PEQ) (Osman et al. 2000. Clin. Exp. Immunol. 121:248-254). Se
puso de manifiesto, que la gliadina d esamidada es reconocida por los anticuerpos de pacientes con celiaquia de
forma mas especifica que la gliadina no modificada (Aleanzi et al. 2001. Clin Chem. 47:2023-2028). Para la
deteccién de anticuerpos contra un péptido desamidado derivado de | a gliadina en el caso de celiaquia, se obtuvo
por los autores, para anticuerpos de la clase IgA, una sensibilidad de 95,0% con una especificidad de 86,7% y para
anticuerpos de la clase IgG, una sensibilidad de 90,0% con una especificidad de 86,7%, en relacion a una
enfermedad de celiaquia (véase tabla 1,a).

En el marco de un analisis sistematico de la unién de anticuerpos asociados a la celiaquia de la clase IgA a
antigenos sintéticos, presuntamente derivados de la gliadina, se identificaron dos nonapéptidos correspondientes a
la secuencia SEQ-ID NO 2 (Pro Leu GIn Pro Glu GIn Pro Phe Pro) y SEQ-ID NO 3 (Pro Glu GLn Leu Pro GIn Phe
Glu Glu) como antigenos mejor adecuados. (Schwertz et al. 2004. Clinical Chemistry 50:2370-2375. La sintesis de
estos dos péptidos (segun Kramer et al. 1998. J. Methods Mol. Biol. 87:25-39) tuvo lugar quimicamente por
separado, uno al lado de otro, sobre una membrana de celulosa que fue empleada a continuacion directamente en
un ensayo quimioluminiscente para la unidon de anticuerpos asociados a la celiaquia El procedimiento es conocido a
partir de la preparacion de bancos de péptidos basados en membrana en el marco de estudios de mapas de
epitopos. Los correspondientes reactivos para la deteccion de anticuerpos en la produccion de sistemas de ensayo
diagnosticos conducen a elevados costes de produccion.
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Prescindiendo de ellos, Schwertz et al. realizaron dos ELISA basados en membrana para la deteccion de
anticuerpos de la clase de inmunoglobulinas IgA antigliadina en el caso de celiaquia, con detecciéon por
quimioluminiscencia, los cuales en una evaluacion combinada de los dos antigenos correspondientes a SEQ ID NO
2 y SEQ ID NO 3 mostraron conjuntamente (véase tabla 1. b) una se nsibilidad de 94,2% con una especificidad de
93,4%.

La deteccion por quimioluminiscencia es compleja y esta obligada a caros aparatos de analisis. No se indico, si los
datos de resultados diagndsticos podian ser alcanzados también con los procedimientos de deteccion colorimétricos,
ampliamente e xtendidos. Los propios autores sefialan esta desve ntaja y proponen parala ulterior mejorade s u
sistema de ensayo una nueva optimacion de la secuencia, asi como la comprobacion del sistema de
quimioluminiscencia basado en membrana en el formato de placas para microtitulacién, sin haber resuelto este
problema.

Schwertz et al. sélo incluyeron en el estudio sueros positivos de transglutaminasa tisular |gA. Las muestras de
pacientes con ca rencia se lectivade | gAnoconducenenel casode Schwertz etal.aunadi sminuciéndel a
sensibilidad como en el caso de una seleccion de pacientes de resultados abiertos, de manera que aqui hay que
suponer una sensibilidad demasiado alta, realizada incorrectamente, del orden de m edidas de 3-5%. Los datos de
los resultados se basan, ademas, en una evaluacién combinada de dos determinaciones separadas, de mala validez
para rutinas, basadas en las secuencias peptidicas SEQ ID NO 2, respectivamente SEQ ID NO 3.

Un ELISA basado en placas para microtitulaciéon para la determinacidon de anticuerpos de |a clase IgG en base de
uno (conforme a la secuencia SEQ ID NO 2) de los dos nonapéptidos demostré igualmente en un estudio (Prause et
al. 20 07. P osterbeitrag z ur 22. Ja hrestagung d er g esellschaft f tr pa diatrische G astroenterologie und E rndhrung,
Bochum) una mejora frente el estado actual de la técnica para la determinacién de anticuerpos de la clase IgG, para
IgA no se mostraron resultados (véase tabla 1, c).

En el estudio de Schwertz et al. se ha puesto de manifiesto, que la determinacién de anticuerpos llevada a cabo por
separado, pero evaluada de forma combinada empleando los péptidos conformes a SEQIDNO 2y SEQ ID NO 3,
hace p osible una m ejora d el diagndstico s erolégico de la ce liaquia. Los datos de | os resultados del trabajo de
Aleanzi et al. fueron superados claramente por Schwertz et al. Pero en el caso de Schwertz et al. se tienen que
hacer al menos dos sintesis y determinaciones separadas (antigenos correspondientes a SEQIDNO 2 y SEQID
NO 3), lo cual ocasiona el doble coste en material y trabajo. Seria posible mezclar los dos antigenos peptidicos y
emplear la mezcla para el recubrimiento de la fase sdlida en el ELISA. Pero tales ensayos estan afectados por una
escasa reproducibilidad, un incremento de | as reacciones no especificas y un impedimento estérico reciproco en la
union de los componentes antigénicos a la superficie.

Clase de inmunoglobulina | Sensibilidad | Especificidad | Fuente
IgA 85,0% 86,7% Aleanzi et al.,
2001
A | IgG 90,0% 86,7% SEQIDNO 1
IgA <94,2% 93,4% Schwertz et al.,
2004
b* | 1gG insuficiente? | insuficiente? | SEQIDNO 2y
SEQIDNO3
IgA insuficiente? | insuficiente? | Prause et al.,
2007
c | IgG 95,0% 94,7% SEQ ID NO 2

* eleccion de pacientes incorrectamente preseleccionada

Tabla 1: Compilaciéon de los datos de los resultados publicados de los sistemas de ensayo basados en antigenos
peptidicos de homdlogos desamidados de gliadina.

Objeto de la invencion era superar las desventajas del estado actual de la técnica, anteriormente descritas, y poner a
disposiciéon un si stema d e ensayo d e a nticuerpos de mejor utilidad par a r utinas, que proporcione r esultados
competentes.

Descripcion de la invencién

Este problema se s oluciona por el o bjeto de | as reivindicaciones, especialmente por |os polipéptidos de fusion
descritos a continuacion.

Del estado actual de la técnica se puede deducir que con ayuda de los péptidos individuales segun SEQ ID NO 2y
SEQID NO 3 es posible un diagnéstico competente de la celiaquia. Por ello, |os autores sintetizaron estos dos
péptidos, primero quimicamente en forma biotinilizada y los emplearon para el recubrimiento de placas para
microtitulacion. Por la deteccién de biotina ligada se pudo asegurar que los péptidos se habian ligado a la superficie,
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sin embargo no fue posible volver a ratificar los parametros de resultados diagndsticos derivados del estado actual
de la técnica. Por consiguiente, iniciaron los ensayos con los péptidos sintetizados quimicamente conforme a SEQ
IDNO 2y SEQ ID NO 3.

Como alternativa a la sintesis quimica hubiera sido posible expresar los péptidos conformes a SEQ ID NO 2y SEQ
IDNO 3 de forma recombinante (véanse ejemplos 1 y 2) y, por cierto, en f orma d e varias copias fusionadas,
separadas respectivamente entre si por radicales metionina, en cuya zona podian ser separadas mediante bromuro
de ciandgeno para su aislamiento. Entonces se habrian separado los componentes, se hubieran llevado a cabo en
cada caso E LISA individuales y s e hubieran utilizado p aralelamente para el diagndstico o se habria realizado el
recubrimiento con la mezcla.

Pero los inventores han perseguido la idea de combinar conjuntamente los péptidos conforme a SEQ ID NO 2 y
SEQ ID NO 3 para dar un nuevo péptido de fusién conforme a SEQ ID NO 4 (Pro Leu GIn Pro Glu Gin Pro Phe Pro
Glu GIn Leu Pro GIn Phe Glu Glu). Varias copias de estos péptidos de fusion debian ser sintetizados, unidos entre
si,y unave zr ealizada la sintesis recombinante, | os péptidos debian se r ai slados de nu evo. S intetizaron un
correspondiente ADN vy | o integraron en f orma trimera e n un p lasmido de e xpresién de E . coli, de manera que
obtuvieron el plasmido circular conforme a SEQ ID NO 6 (véase ejemplo 1). Con ayuda de este plasmido pudieron
expresar en E. coli el polipéptido conforme a SEQ ID NO 7, designado en lo sucesivo como trimero, purificarlo
(véase ejemplo 2) y, a continuacioén, tal como se esperaba, escindir por tratamiento con bromuro de cianégeno. El
producto de | a esci sion ( mondémero) | o em plearon parae |r ecubrimiento de placas para microtitulacion.
Paralelamente a esto, bajo condiciones idénticas, llevaron a cabo controles con el trimero sin escindir.
Sorprendentemente, con el trimero como sustrato antigénico, obtuvieron en el ELISA con deteccién colorimétrica
(véase ejemplo 3) d atos de r esultados sensiblemente m ejores paral a cl ase d e i nmunoglobulina | gG par a la
identificacion de pacientes de celiaquia que con los sistemas de ensayo del estado actual de la técnica, altamente
desarrollados (véase tabla 2).

También con los mondmeros que se obtuvieron por escision del trimero, ya se pudieron superar en ensayos previos
los datos de resultados de los sistemas ELISA del estado actual de la técnica, pero los mejores resultados se
obtuvieron con el trimero sin escindir. Los antigenos peptidicos de mas de 3 secuencias polipeptidicas conforme a
SEQ ID NO 4 pueden alcanzar igualmente notables datos de resultados.

Para la obtencion de los datos de resultados del ELISA en base del polipéptido conforme a SEQ ID NO 7 (trimero)
los autores llevaron a cabo, a continuacion, un estudio con muestras de suero de personas con diagnoéstico positivo
0, respectivamente, negativo de celiaquia, asegurado por biopsis (véase ejemplo 3). A diferencia de Schwertz et al.,
el colectivo de pacientes no fue seleccionado previamente, es decir que los pacientes con carencia selectiva de IgA
no fueron excluidos. El colectivo se componia de la manera siguiente:

Grupo 1: pacientes de celiaquia sin dieta especial en el momento de la biopsia (Marsh 2-3). Este grupo comprende
también pacientes con dermatitis herpetiforme.

Grupo 2: pacientes con dermatitis herpetiforme, en los cuales no se reconoce celiaquia alguna.
Grupo 3: pacientes en los cuales el examen por biopsis frente a una celiaquia es positivo

Grupo 4: pacientes con enfermedades intestinales inflamatorias crénicas (enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa), en
los cuales se efectué un examen por biopsia del intestino delgado y en el cual no se describieron modificaciones
tipicas de la celiaquia.

El grupo 1 se clasificé como celiaquia positiva, clinicamente confirmada, el grupo 2 ¢ omo der matitis herpetiforme
positiva, clinicamente confirmada, y los grupos 3 y 4, como grupos de control negativos para la determinacion de los
parametros de r esultados por an dlisis de se fial m ediante | as cu rvas caracteristicas de “ Receiver O perating
Characteristic” (ROC).

Resultados: tal como se reproduce en la tabla 2, se pone de m anifiesto que el ELISA basado en el polipéptido
conforme a SEQ ID NO 7 manifiesta una sensibilidad y especificidad mas elevadas para la deteccion de anticuerpos
especificos de celiaquia de la clase IgG que en el ensayo descrito por Prause et al. Ademas de esto, con el mismo
ELISA conforme a la invencién también es posible una determinacion de anticuerpos de la clase IgA, de alto valor
cualitativo.

Los autores pudieron demostrar que por la unién de las secuencias peptidicas conformes a SEQ ID NO 2 y SEQ ID
NO 3 par a dar un pé ptido conformeaS EQID NO 7 se pueden preparar antigenos, que so n adecuados como
sustratos para ELISA fuertes, faciles de producir, con deteccion colorimétrica. Con sistemas de ensayo, que
contienen sustratos de antigenos conformes a la invencion, se pueden detectar anticuerpos asociados a la celiaquia
de forma mas sencilla, mas segura y con gran exactitud frente al estado actual de la técnica. Ademas de esto, el
procedimiento conforme a la invencion también posibilita la deteccion especifica de anticuerpos de la clase IgA e IgG
en pacientes con dermatitis herpetiforme (Véase Tabla 2).
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Sensibilidad | Especificidad
Celiaquia IgA | 80,8% 94,6%
IgG | 98,0% 96,0%
Dermatitis IgA | 66,7% 94,6%
herpetiforme | 19G | 66,7% 96,0%

Tabla 2: parametros de resultados del ELISA conforme ala invencion en cuanto al diagndstico de una celiaquia,
respectivamente de una dermatitis herpetiforme aislada.

En | o r eferente al di agndstico de la ce liaquia, | os autores consiguieron, co n u n r eactivo co rrespondiente a la
invencion (variante SEQ ID NO 7, trimero) para la deteccion de anticuerpos asociados a la celiaquia de la clase 1gG,
una sensibilidad de 9 8,0% con una epecificidad de 96,0%. E stos valores se situan claramente por encima de | os
mejores datos publicados hasta el momento (Prause et al.: sensibilidad 95,0%, especificidad 94,7%).

En lo que se refiere a anticuerpos de la clase IgA, |la sensibilidad es del 80,8% y con ello se sitlia por debajo de los
datos publicados por Aleanzi et al. y Schwertz et al. (véase tabla 1 a y b). Sin embargo, Aleanzi et al. alcanzaron una
especificidad insuficiente, del 86,7%, y se situan por tanto, tomando conjuntamente la especificidad y la sensibilidad
en referencia a IgA, a igual altura que nuestros resultados. Ademas, a los valores de Schwertz et al. sélo se puede
acudir co mparativamente, baj o co ndiciones, puest o0 q ue el co lectivo de paci entes se habi a se leccionado
previamente. La renuncia a pruebas de pacientes con carencia selectiva de | gA (aproximadamente el 3% de los
enfermos de celiaquia; Challacombe et al. 1995. Arch. Dis. Childhood 73:3-7; véase la observacion en tabla 1) refleja
en el caso de Schwertz et al. una sensibilidad de diagndstico demasiado elevada, la cual no se puede reproducir asi
en un colectivo no preseleccionado, Ademas, el sistema de ensayo de Schwertz et al. no se puede emplear para
una produccién industrial.

Para la clase de inmunoglobulinas IgG, se confirmé claramente la superioridad de un antigeno diana conforme a la
invencion frente al estado actual de la técnica. Puesto que segun toda experiencia, en el caso de celiaquia y
dermatitis herpetiforme los anticuerpos antigliadina de la clase de inmunoglobulina IgA e IgG estan dirigidos contra
iguales epitopes de antigenos, hay que partir del hecho de que también para IgA, utilizando el material de pruebas
del idéntico colectivo de pacientes en los sistemas de e nsayo d el estado actual de latécnica y de la presente
invencion, se pueden obtener para estos ultimos los mejores parametros de resultados.

Los antigenos conformes a la invencion son técnicamente faciles de preparar en c antidad suficiente y de la mejor
calidad. Se pueden ligar sin mas a superficies definidas. Son adecuados, entre otras cosas, pero no exclusivamente,
para inmunoensayos en fase sélida y en procedimientos terapéuticos cromatograficos de inmunoafinidad.

Objeto de la invencidn es un polipéptido que contiene en sucesion arbitraria uno o varios péptidos correspondientes
a SEQ ID NO 2 y uno o varios péptidos correspondientes a SEQ ID NO 3, comprendiendo el polipéptido uno o varios
polipéptidos constituidos por al menos diez, al menos 14, al menos 15 o al menos 16 aminoacidos sucesivos en
SEQ ID NO 4, o q ue comprende uno o varios polipéptidos conforme a SEQ ID NO 4. En este caso, en lugares
arbitrarios se pueden haber suprimido hasta 30% de los aminoacidos o reemplazado por aminoacidos arbitrarios y/o
que SEQ ID NO 2 y SEQ ID NO 3 se solapen en parte, por lo que la actividad del polipéptido deberia permanecer
comparable, en particular la unién a anticuerpos especificos de celiaquia y dermatitis her petiforme. El polipéptido
puede co ntener es pecialmente 1, 2, 3,4 o 5s ustituciones de aminoacidos, especialmente su stituciones
conservativas de aminoacidos, o delecciones (repartidas sobre las dos secuencias, especialmente 1, 2 o 3
sustituciones o delecciones de aminoacidos por cada secuencia).

Obviamente, el polipéptido puede contener también otras secuencias. En una forma de ejecucion, mas del 50% del
péptido se debe atribuir a una de las secuencias segun SEQ ID NO 2 6 3. Se pueden afiadir especialmente hasta
30% o hasta 40% de aminodcidos arbitrarios. Estos pueden servir, por ejemplo, para una purificacién mas sencilla
del péptido (por ejemplo His-Tag, Flag-Tag o analogos), para una mejor estabilidad o para una accesibilidad mas
sencilla para los anticuerpos (por ejemplo como espaciadores entre las secuencias de epitopos). Obviamente, puede
haber contenidos otros epitopos utilizables para el diagnéstico o la terapia de celiaquia y/o dermatitis heptiforme, por
ejemplo de transglutaminasas tisulares.

Los polipéptidos pueden c ontener t ambién, al ternativamente, s6 lo una co piad el as respectivas se cuencias
peptidicas, pero especialmente contienen secuencias peptidicas correspondientes a SEQ ID NO 2 y SEQ ID NO 3,
es decir respectivamente un gran nimero de copias. T ales polipéptidos comprenden preferentemente dos o mas,
especialmente tres o mas o tres a veinte 0 4 a 10 copias de las respectivas secuencias. En este caso, el numero de
copias de SEQ ID NO 2 y SEQ ID NO 3 puede serigual o también diferente, y las secuencias en parte se pueden
solapar entre si, pero no tienen que hacerlo. Por ejemplo, se pueden presentar 2 copias de SEQ ID NO 2 y 3 copias
de SEQ ID NO 3 o viceversa.
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La unidad mas pequefia del polipéptido preferido conforme a la invencién contiene los péptidos conformes a SEQ ID
NO 2 y SEQ ID NO 3, descritos por Schwertz et al., en una secuencia que se solapa entre si conforme a SEQ ID NO
4,

Por t anto, en comparacion c on S chwertz et al. no se tienen qu e ef ectuar dos ensayos paralelos. Las formas
multiméricas de la unidad conforme a la invencién, especialmente de la unidad mas pequefia, después de haber sido
acopladas a una superficie, ofrecen una seguridad mas elevada que las formas monédmeras, puesto que se dispone
de s uficientes epi topos paralareaccién con los ant icuerpos es pecificos y t odavia qu edan s iempre s obrantes
algunos, si existen zonas del polipéptido que han quedado inaccesibles para la reaccion de ligamiento a la
superficie.

El sa lto de c alidad al canzado nuevamente e n | a pr esente i nvencién frente al estado actuald e | atécnica es
probablemente maximo en las nuevas secuencias peptidicas conformes a SEQ ID NO 4, respectivamente SEQ ID
NO 7. E stas secuencias peptidicas frente al estado actual de | a técnica se han d e co nsiderar co mo de nu eva
calidad. Los polipéptidos con mas o menos de tres copias del péptido conforme a SEQ ID NO 4, especialmente con
2 0 mas, tres 0 mas, o 4 o mas copias, asi como de péptidos parciales constituidos por al menos diez, al menos 14,
al menos 15 o al menos 16 aminoacidos que se suceden uno tras otro en SEQ ID NO 4, se pueden emplear como el
polipéptido conforme a SEQ ID NO 7 y muestran preferentemente una unién comparable de los anticuerpos.

Para los polipéptidos constituidos por la sucesiéon y numero arbitrario de polipéptidos conforme a SEQ ID NO 2 y
SEQ ID NO 3, asi como también con o sin solapamientos de las secuencias, cabe esperar con el polipéptido de
fusion conforme a SEQ ID NO 4 propiedades comparables en lo referente al ligamiento de anticuerpos especificos
de celiaquia y dermatitis herpetiforme.

El e xperto en la materia sabe que se pueden generar derivados fisicoquimicamente p arecidos a | os po lipéptidos
descritos hasta ahora por una o v arias sustituciones conservativas de aminoacidos (glutamato por aspartato E->D,
glutamina por asparagina Q->N, fenilalanina por tirosina F->Y, leucina por isoleucina L->I) en posiciones arbitrarias.
También estos derivados son objeto de la invencion y estan siempre incluidos en el merco de | a invencion, puesto
que cabe esperar propiedades comparables en | o referente al ligamiento de anticuerpos especificos de celiaquia y
dermatitis herpetiforme. P or pr opiedades comparables el e xperto e n | a m ateria e ntiende una e specificidad y
sensibilidad parecidas, especialmente para la deteccién diagndstica de celiaquia y/o dermatitis herpetiforme, como
se indica en la tabla 2 para la deteccién de IgA y/o IgG (-2% o mejor o preferentemente -1% o mejor), especialmente
la unién de los anticuerpos es por tanto comparable con la union al polipéptido de fusion segun SEQIDNO 7.
Especialmente, se pueden sustituir hasta el 10%, hasta el 20% o hasta el 30% de los aminoacidos por una o varias
sustituciones conservativas de aminoacidos, siendo comparable la unién de los anticuerpos especificos de celiaquia
y dermatitis herpetiforme.

En una forma de ejecucion preferida un polipéptido conforme a la invencion contiene al menos una y como maximo
20 co pias de | a se cuencia conforme a SEQIDNO 4. Enunaforma de ejecucion p articularmente preferida un
polipéptido conforme a la invencién contiene al menos dos y como maximo diez copias de la secuencia conforme a
SEQ ID NO 4 o al menos tres copias de la secuencia conforme a SEQ ID NO 4. En otra forma de ejecucion se
emplea una mezcla de diferentes polipéptidos conformes a la invencion.

Los polipéptidos conformes alainvencion se pueden presentar también en f orma de pol imeros, es pecialmente
polimeros que comprenden 2 a 20 o 3 a 10 polipéptidos conformes a la invencién. Estos no tienen que estar unidos
entre si por una unién p eptidica, sino que también pueden estar acoplados covalentemente de otra manera (por
ejemplo a través de un grupo de unioén) o asociados de forma no covalente.

Para el experto en | a materia existen otros procedimientos para |l a preparacion, purificacién y aislamiento de | os
polipéptidos recombinantes co nformes al ai nvencidon, co nosi n p articipes de laf usién c omo, por ej emplo,
procedimientos de f iltracidn, cr omatografia, el ectroforesis y c entrifugacién ol a co mbinacién d e ést os. T ales
procedimientos para la purificacion de proteinas se describen, por ejemplo en Lottspeich y Zorbas (Bioanalytik, 1998,
Spektrum akademischer Verlag, Heidelberg, Berlin) o Sambrook et al. (Molecular cloning: a laboratory manual, 2000,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). Por ello, también son objeto de la invencién los
polipéptidos conformes a la invencién preparados, purificados o aislados con estos procedimientos. En una forma de
ejecucion preferida, el polipéptido conforme a la invencion se prepara de forma recombinante en E. coli.

Por consiguiente, objeto de la invencion son también los acidos nucleicos (ADN 6 ARN), que c odifican para uno o
varios polipéptidos de fusién conformes a la invencién, por ejemplo para un po lipéptido que comprende un pé ptido
conforme a SEQ ID NO 4 6 SEQ ID NO 7. Estos pueden estar presentes en un vector de expresién bajo el control
de un promotor heterolégico. El vector de expresidon puede estar contenido en una célula huésped. En el marco de la
invencién se ha puesto de manifiesto que, por ejemplo E. coli es adecuado para la expresion de los polipéptidos de
fusién conformes a la invencion.

También son objeto de la invencion los polipéptidos conformes a la invencién marcados con una molécula reportera.
Como procedimientos quimicos de acoplamiento, son conocidos por el experto en la materia una serie de diferentes
procedimientos como los que proveen a las moléculas reporteras primeramente con un grupo reactivo, por ejemplo
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pentafluofeniléster, N-hidroxisuccinimida o maleimida y, después, las moléculas reporteras asi provistas se ponen en
contacto con la molécula diana a marcar, por ejemplo un antigeno o una proteina. D espués de launién dela
molécula r eportera y | a molécula diana, s e p ueden se parar a co ntinuaciéon | as moléculas reporteras en e xceso
mediante t écnicas de se paracidn qui micas, bi oquimicas o fisicas, respectivamente por cromatografia o f iltracion.
Como moléculas reporteras le son conocidas al experto en la materia una s erie d e compuestos diferentes tales
como f luordforos, r espectivamente fluoresceina o t etrametilrodamina, h aptenos, por e jemplo biotina o H is-Tag y
enzimas, por ejemplo p eroxidasa de r dbano picante o fosfatasas alcalinas. P ara el em pleod e los diferentes
procedimientos de acoplamiento se pueden adquirir comercialmente para este fin moléculas reporteras ya activadas.
El experto en la materia conoce otras moléculas reporteras y otros procedimientos de acoplamiento para el marcado
de proteinas. Por ello, también son objeto de la invencion los polipéptidos marcados con moléculas reporteras,
preparados con tales procedimientos.

Objeto de | ai nvencién son también| os polipéptidos conformes a lai nvencién que est an u nidos directa o
indirectamente con una fase sélida (por ejemplo un soporte de plastico tal como una placa para microtitulacién, una
bolita magnética, una membrana por ejemplo de nitrocelulosa).

Objeto de la invencién son también los procedimientos para el diagndstico de celiaquia y/o hepatitis herpetiforme, en
los cuales una muestra biolégica liquida de un paciente (especialmente sangre, plasma o una muestra de heces
opcionalmente di luida co n a gua o co n u na so luciéon t ampén ad ecuada) s e p one en c ontacto c on polipéptidos
conformes a la invencion, efectuandose o pudiendo efectuarse la unién de anticuerpos de la muestra bioldgica a
estos polipéptidos, por lo que mediante la deteccion de estos anticuerpos contra uno de estos anticuerpos se puede
diagnosticar una celiaquia o dermatitis herpetiforme. En estos procedimientos se puede utilizar una mezclade al
menos dos polipéptidos diferentes conformes a la invencién.

En el marco de la invencién se puso de manifiesto que los polipéptidos conformes a la invencion son particularmente
adecuados para llevar a ca bo procedimientos inmunolégicos tales como por ejemplo W esternblot, LinienBlot, D ot
Bloto ensayos inmunofluorescentes. O bjeto de la invencidéns on port antot ambiént ales procedimientos,
respectivamente procedimientos diagndsticos, en los cuales la union de los anticuerpos se detecta con un ensayo de
inmunofluorescencia, Microarray, ELISA, ensayo de luminiscencia, Blot, ensayo radioinmune, Western Blot o Dot
Blot.

La invencién también pone a disposicién un equipo de ensayo para la deteccion de anticuerpos, el cual comprende
uno o varios polipéptidos conformes a la invencién. Este hace posible, por ejemplo, llevar a cabo un procedimiento
diagnoéstico conforme a la invencidon. Un equipo de ensayo de este tipo puede contener también anticuerpos
secundarios, por ejemplo IgA antihumano y/o anticuerpos IgG antihumanos, los cuales opcionalmente pueden estar
marcados con una molécula reportera. En una forma de ejecucion, el equipo de ensayo comprende, ademas,
antigenos que adicionalmente son adec uados para el di agnéstico de ce liaquia y /o der matitis herpetiforme, po r
ejemplo transglutaminasa tisular o polipéptidos con epitopos de ellos, que sean adecuados para el diagnostico. Con
ello, el equipo de ensayo se puede utilizar, por ejemplo para un ensayo combinado, en el cual se detectan
anticuerpos IgA antitransglutaminasa tisular y anticuerpos IgG contra los polipéptidos conformes a la invencion.

Otro obj eto de ainvencién es la utilizacion t erapéutica de | os polipéptidos parala separacion d e ant icuerpos
especificos de celiaquia de la sangre o plasma sanguineo, preferentemente de pacientes con celiaquia y dermatitis
herpetiforme. Esto se pu ede ef ectuar ex vivo, por ejemplo p or i nmunoadsorcion ( inmunaferasa) en pol ipéptidos
inmovilizados, conformes a la invencion (conforme al ejemplo 4).

Por la puesta en contacto con la sangre o el plasma se separan los anticuerpos especificos para los polipéptidos
inmovilizados y, a continuacion, el liquido corporal se puede reinfundir de nuevo. Procedimientos correspondientes
se describen, por ejemplo, para la terapia de la cardiomiopatia dilatativa en base de la secuencia de los receptores
beta-andrenérgicos (Rénspeck et al. 2003 T her A pher Dial. 7:91-97). Enun aforma de ejecucion preferida, un
polipéptido conforme a la secuencia SEQ ID NO 7 se inmoviliza por acoplamiento quimico a una matriz sélida y se
emplea como base para un inmunoensayo o para un procedimiento de absorcién terapéutico por cromatografia de
inmunoafinidad.

Con ello, I ai nvencion pr epara | os polipéptidos para s u ut ilizacién e nl a t erapia de ce liaquia y/o dermatitis
herpetiforme, enla cu al sangre o plasmade un paciente se pone e ncontactoconunoov arios polipéptidos
conformes a la invencion ligados a una fase solida, teniendo lugar la uniéon de los anticuerpos asociados a la
enfermedad, d e | a sangre o plasma, a es tos polipéptidos, de m odo q ue la s angre o p lasma em pobrecida e n
anticuerpos es adecuada para la reinfusion al paciente. En este caso, en una forma de ejecucion, los polipéptidos
conformes a la invencion se utilizan en combinacion con polipéptidos con epitopos de la transglutaminasa tisular.

La invencion se refiere también a la utilizacion de uno o varios de los polipéptidos descritos para la preparacion de
una ¢ omposicion f armacéutica, esp ecialmente paral a terapiad e ce liaquia y/o dermatitis herpetiforme. E sta
composicion farmacéutica es especialmente adecuada para la unién / absorciéon de anticuerpos de diferentes clases
(IgA, IgG) procedentes de sangre o plasma sanguineo de pacientes.
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Ejemplo 1: Clonacion depET24e-(Gliadin-rd)s
Preparacion del fragmento del vector:

Primero se destruyo el unico punto de corte Adel del plasmido pET24d (Novagen). La separacion de los 3’-extremos
colgantes de cadena sencilla tras la linearizacion-Adel del plasmido pET24d fue catalizada por la polimerasa PfU
(Fermentas) en ausencia de dNTP’s. A continuacion tuvo lugar la religacion del fragmento del vector por T4-ADN-
ligasa (Fermentas). Este plasmido de ADN fue amplificado a continuacion con ayuda del ADN de los
oligonucleétidos cebadores sentido pET24e (SEQ ID NO 8) y antisentido pET24e (SEQ ID NO 9) y, después de la
restriccion A del y desf osforilacion d e | os extremos 5’, s e em pled co mo f ragmento d el ve ctor pE T24e parala
incorporacion de la secuencia sintética de ADN derivada de gliadina parcialmente desamidada.

Con ayuda de los ADN de | os oligonucleétidos 5’-fosforilados sentido dpGlia (SEQ ID NO 10) y antisentido dpGlia
(SEQ ID NO 11) se generd una secuencia de enlazador que porta extremos colgantes 5’ fosforilados co mpatibles
con Adel y dirigida a través de éstos se liga al fragmento del vector pET24e, cortado en Adel y desfosforilado con
ayuda del ADN de la ligasa-T4 (Fermentas).

La hibridacion del enlazador tuvo lugar en una tanda de 50 pl de la siguiente composicion:
Tris-HCI 75 mM (pH 8,8 a 25°C)

(NH4),S04 20 mM

0,01% (v/v) de Tween 20;

MgCl, 2 mM de

1 uM sentido Glia-dp (SEQ ID NO 10)

1 uM antisentido Glia-dp (SEQ ID NO 11)

La tanda se incubd 1 minuto a 95°C vy, a continuacion, se enfrié hasta 25°C con una tasa de bajada de temperatura
de 2°C por minuto.

Los fragmentos de enlazador hibridizados se purificaron utilizando el extracto NucleoSpin* del sistema de limpieza Il
(MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG) de forma correspondiente a las instrucciones del fabricante y se recogieron
en respectivamente 50 ul de Tris-HCI 5 mM, pH 8,5.

Los enlazadores portan a cada lado un extremo colgante 3’-ATG, por lo que es posible una incorporacion dirigida en
el vector pET24 cortado en Adel.

Los fragmentos de enlazador 5’-fosforilados y purificados se integraron a continuacién por ligamiento en el plasmido
pET24e cortado en Adel. Para el ligamiento se empleé el kit para ligacion rapida de ADN de la sociedad Fermentas,
de forma correspondiente a las indicaciones del fabricante. A continuacion, la tanda de ligamiento se transformé en
E.coli BL21 (DE3) (Stratagene).

Se seleccionaron clones positivos en virtud de la resistencia a la kanamicina [50 ug/ml]. A partir de estos clones se
aislaron los plasmidos contenidos y se examinaron por andlisis de restriccion y secuenciacion del ADN. La
secuencia de ADN que codifica para la proteina recombinante (péptido de fusién GAF(3X) analogo a la gliadina)
segun SEQ ID NO 7 esta representada en SEQ ID NO 5 y la secuencia del ADN del plasmido de expresion completo
con la designacion pET24e-GAF(3x) esta representada en SEQ ID NO 6. Se eligieron plasmidos correctos para la
realizacion de la expresion, se inocularon en 20 ml de medio LB que contiene antibidtico y se incubaron a 37°C hasta
alcanzar un ODeoo (d=1 cm) de 0,6. Por adicion de IPTG (concentracion final: 1 m M) se induce |a expresion de la
proteinay, a co ntinuacion, dur ante otras 3 horas se incubd a 37°C. Después de este tiempo las células se
sedimentan por ce ntrifugacion a 2.200 x g durante 10 minutos, se vuelven a suspenderen20ml| de PBS, se
centrifugan de nuevo y finalmente se vuelven a suspender en 1 ml de PBS.

La ruptura de las células tiene lugar por adicién de un tercio del volumen de 4 x tampdn de muestra NUPAGE-LDS
(Invitrogen), seguida de una incubacién de 10 minutos a 70°C. El ADN cromosomal se fragmenta a continuacion por
tratamiento con ultrasonidos (Sonificador Branson, nivel 7, microTip).

El lisado celular se transfiere des pués de la se paracion por SDS-PAGE sobre una membrana de nitrocelulosa. A
continuacién se bloquean las posiciones no saturadas de la membrana por 15 minutos de incubacién con “tampdn
universal” (EUROIMMUN) con 3% p/v de leche en polvo). A co ntinuacion, se incuba 1 hor a con un anticuerpo
monoclonal de ratén (Merck Bioscience GmbH) dirigido contra His-Tag y diluido 1:2000 en “tampon universal” con
3% (p/v) de leche en polvo. Después, se lava tres veces durante respectivamente 5 minutos con “tampén universal”.
En una segunda etapa de incubacion, los anticuerpos que en caso positivo se han unido a las proteinas reaccionan
con una solucion del conjugado diluida 1:2000 en “tampdn universal”, la cual como conjugado contiene un anticuerpo
IgG antiratébn marcado co n f osfatasa al calina ( Sigma). A co ntinuacion, se lava con suero co mo d espués de la
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incubacién. En unat ercera e tapa de i ncubacion se detectan entonces los anticuerpos ligados con una “solucion
sustrato” NBT/BCIP (cloruro de 4-tetrazolio nitro-azul / clorobromoindolilfosfato, EUROIMMUN).

En el Westerblot, en el caso de la expresion de la construccion (GAF)3(HIS)s conforme a SEQ ID NO 7, se puede
detectar una proteina His-Tag-reactiva, cuya magnitud coincide bien con la masa de 7,9 kDa predicha en base de la
secuencia de aminoacidos. Las células que contienen el vector del plasmido inalterado, no presentan ninguna
proteina correspondiente.

Ejemplo 2: purificacion del péptido de fusion GAF(3x) recombinante, trimero, analogo a gliadina, por cromatografia
de afinidad

En el caso de la columna de afinidad, se trata de u na columna de centrifugacion (Spin) NINTA (Quiagen), que se
manejé segun recomendaciones del fabricante.

Las células recolectadas conforme al ejemplo 1 se centrifugaron de nuevo tal como se ha descrito, se volvieron a
suspender en 1 ml de “tampén TNI-10” (Tris-HCI 5 mM, pH 8,0, NaCl 300 mM, imidazol 10 mM) y se rompieron por
triple tratamiento con ultrasonidos durante 1 minuto (Sonificador Branson, nivel 7, MicroTip). Las proteinas insolubles
se se pararon por ce ntrifugacion a 21.250 xg durante 1 0 minutos. A co ntinuaciéon, 0,5 m1ld el so brenadante s e
aplicaron sobre una columna de centrifugacion NINTA, equilibrada con “tampon TNI-10”.

Las proteinas no o débilmente ligantes fueron separadas de la columna por multiples lavados con 0,5 ml de “tampon
TNI-10". La elucién se efectda con 0,2 ml de “tampdn TNI-150” (Tris-HCI 5 mM, pH 8,0, NaCl 300 mM, imidazol 150
mM). La fraccién de elucion se analizé por Westernblot como en el ejemplo 1.

Los eluidos contienen esencialmente una proteina que, tras la tinciéon de la membrana de Westerblot con solucién de
tincion P onceau-S, co rresponde e n cada caso a una banda correspondiente a un magnitud de 7,9 kD a. S egun
Westernblot, se puede ver una banda de la misma magnitud. Este resultado indica que la proteina expresada segun
la cromatografia esta esencialmente libre de componentes de E. coli.

Ejemplo 3: ELISA para la determinacion de anticuerpos especificos de celiaquia y dermatitis herpetiforme

Las placas para microtitulacion de ELISA (Maxisorb, Nunc) se recubren con antigeno diluido en PBS, durante una
noche a la temperatura ambiente. Como antigeno particularmente preferido los autores utilizaron un péptido de
fusion recombinante, constituido por un nonapéptido desamidado de la gliadina, inmunolégicamente dominante,
enlazado con un octapéptido sintético homélogo de la gliadina (conforme a SEQ ID NO 7).

A continuacién, las placas recubiertas con antigeno se lavan con PBS (0,1% de T ween 20) y durante 2 hor as se
bloquean con suero fetal de bovino en 10% de PBS. Después se vuelven a lavar las placas para microtitulacion con
Tween-20 en PBS-0,1%. La incubacion de las placas se efectia tal como se describe en las instrucciones de trabajo
de EUROIMMUN. Los datos para la evaluacion de resultados de este ELISA estan recopilados en la tabla 2.

Ejemplo 4: procedimiento inmunoterapéutico para el tratamiento de la celiaquia y la dermatitis herpetiforme

El ant igeno p urificado co nforme a | ainvencién se acopla aunafase solida yse emplea como material p ara
cromatografia de afinidad en columna. El plasma de un paciente con celiaquia o dermatitis herpetiforme se hace fluir
de manera continua por esta columna vy, liberado de anticuerpos por purificacion, se aporta de nuevo al paciente.
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LISTA DE SECUENCIAS

2110

=120 procedimientos e inmunoabsorbentes para la deteccion y absorcién especificas de

anticuerpos asociados a la celiaquia y dermatitis herpetiforme

<130> 10 2007 025 251.0

<140 unknown
=l4l> Z007-05-30

160> 11

170> PatentIn version 3.3
=210 1

«211> 16

=212 PRT

213> artificial

220>
=223  gecuencia paptidica D-2 conforme a Aleanzi et al. 2001. Clin Chem. 47:2023-2028

<400= 1

Gln Pro Glu Gln Pro Gln Gln Ser Phe Pro Glu Gln Glu Arg Fro Phe
1 5 10 15
=210> 2

<=21l> 9

w212

FRT
<213> artificial

=220

<223» Secuencia de nonapéptidos conforme a Schwertz et al. 2004. Clinical Chemistry 50:2370-
2375

400> 2

Pro Ley Gln Fro Glu Glmn Pro Fhe Pro

1 5

<210 3

<2ll> 9

212> PRT

<213> artificial

=220>

<223= Secuencia de nonapéptidos conforme a Schwertz et al. 2004. Clinical Chemistry 50:2370-
2375

<400 3

Pro Glu Gln Leu Pro Gln Phe Glu Glu
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1 5

=210 4

<=211= 17

212> PRT

213> artificial

=220

<223= Péptidos de fusion sintéticos de SEQID NO 2y SEQID NO 3

=400> =

Pro Leu Gln Pro Glu Gln Pro Phe Pro Glu Gln Leu Pro Gln Fhe Glu

1 5 10 15

Glu

=210= - 5

=211l= 198

«212» DMA

«X13> artificial

=220:

=223: Tres copias de los enlazadores de ADN realizados por hibridaciéon de oligonucleéticos
de ADN conforme a SEQ ID NO 10 y SEQ ID NO 11 se ligan en el vector pET24e del ADN
linearizado en Adel. Se muestra la secuencia resultante que codifica para la proteina
conforme a SEQID NO 7.

=400 5

atggctocaca tgocgcotgeoa goctgaacaa coattteccg aacaactgoc goagtttgaa GO0

gaaatgoege tgoagectga aciaccattt cocgaacaac tgoogoagtt bgaagaaatg 1z0
cégetgeage chyaacaacs atttocogaa caactgooge agtttgaaga aatggtgcac 180

cidccaccacc accactga

128

210> &

<211l 5401

c2lZx DHA

=213> E.coli

2223 Vector de expresiéon pET24e-GAF (3x) usado como constructo de expresion del péptido
GAF(3x)

=400= &

goggaattgt gagoggataa caattcooct ctagaaataa ttttgtttaa ctttaagaag i

gagatatacc atggctcaca btgocgotgoa goctgaacaa ccatttoccg aacaactbged 120
gcagtttgaa gaaatgccgc tgcagoctga acaaccattt cccgaacaac tgoccgcagit 180
tgaagaaatg ccgotgoage cbgaacaacc atttccogaa caactgcoge agtttgaaga 240
aatggtgcac caccaccace accactgaga tooggotgot aacaaageoce gaaaggaage 00
tgagttggeot gotgocaccg ctgagraata actagoataa cococttgggg octoctaaacg iad
ggtcttgagy ggtttttbtge tgaaaggagy aactatatcc ggattggoga atgggacgog @20
coctgtagoyg gogoattaag cgeggogogt gtggtggtta cgogoagogt gaccogotaca 480
cttgocageg coctagogoe cgetoctttc gottteottec ctboctttct cgocacgtte 540
gocggettte ccegtcaage totaaatogg gggctocett tagggtbecg atttagtget 600

Ltacggeact bogacoccaa aaaacttgat taggghbgatg gttcacgtgg gocatocgoco 660
tgatagacgg tttttogooo tttgacgtty gagtocacgt totttaatag tggactottg 720
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ttecaaacty
ttgeogattt
tttaacaaaa
accecctattt
ttagaaaang
accatatttt
taggatggca
tattaakbtte
tgaatcocggt
gocattacge
vgcckgageg
atgcaaccgg
tectbctaat
atcaggagta
ragtotgace
caactchtggeo
atktatcgoga
cotagagcaa
gtaagcagac
gagcgtcaga
caatcbgotg
aagagctace
ctgtocttet
catacctoge
ttaccgggtt
ggggttegty
agogtgagect
taagcggcag
atctttatag
egteaggggy
ccotttgotyg
accgtattac
gcgagtoagt
tgtgogatat
atagttaage
cacccgocaa
agacaagctg
aaacgcgcga
toctgectgtt
etgataaage
raagggggat
atacgggtta
gcggtataga
aatacagatg
ataatggtge
accatteatg
togogtateg
ctcaacgaca
tgettotege
aagattooga
togocgaaaa
acagtcataa
ttgaaggete
ttaattgegt
taatgaateg
totttteace
ttgcagcaag
taacggcggy
egeaceiacy

gaacaacact
cggoctattg
cattaacgtt
gtttatitkt
ceategagea
cgaaBaages
agatcotyggt
cectogtcaa
gagaatggca
cegteatcaa
agacgaaata
cgoaggaaca
acctggaatg
cggataaaat
atctecatckg
gcatcggget
goocatttat
gacgtttocc
agttttatkg
cooccgtagaa
cttgcaaaca
aactotttet
agtgtagceg
tetgotaata
ggactoaaga
CcacAacagoos
atgagaaags
ggtcoggaaca
Eectgtogaq
goggagecta
gocttbtgek
cgectttgag
gagcgaggaa
ttocacaccge
cagtatacac
caccogotga
tgacegtote
ggcagotacy
catcegogte
gggocatgtt
ttckgbbcakt
ctgatgatga
tgoggcggga
taggtgttcc
agggegotga
tegttgotoa
gtg-ltcltt
ggagcacgat
cgaaacgttt
ataccgcaag
cgaceccagag
gtgcggogac
tcaagggcat
tgegetcact
gocaacgoge
agtgagacgyg
cggtocoacgc
atataacatyg
cgeageceag
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caaccetate
gttaaaaaat
tacaattteca
ctaaatacat
tcaaatgaaa
gtttotgtaa
atcggtctge
aaaktasggtt
aaagktttatg
aatcactoge
cgocgateget
crgocagoge
ctgttttece
gettgatggt
taacatcatt
bcccatacaa
acccatataa
gttgaatatg
ttcatgacca
aagatcaaag
Aaaaaaccag
cogaaggtaa
tagttaggeoc
ctgttaccag
cgacagttac
agcttggags
gecacggkte
ggagagegea
tttogocace
tggaaaaacy
cacatgttet
tgagctgata
goggaagage
atatacggtyg
tocecgetateg
cgegecetga
cgggagetge
gtaaagetca
cagcrogttg
aagggcggtk
gggggtaaty
acatgeecgg
cocagagaaaa
acagggtage
cttoocgegtt
ggtcgeagac
ctgotaacca
catgegcace
gatageggga
cgacaggoeg
cgaokgocgge
gatagtcakg
cggtogagat
gooegettie
ggggagagge
goaacagckg
tggttbbgoca
agetgtette
acteqgtaat

teggtetatt
gagcbgattt
ggtggcactt
tcaaatatgt
ctgcaattta
tgaaggagaa
gattcogact
atcaagtgag
catttcttte
atcaaccaaa
gttaaaagga
atcaacaala
ggggatcgca
cggaagaggc
ggoaacgota
togatagatt
atcagcatos
goctcataaca
aaatecctta
gatcttottg
cgetaccage
ctggettcag
accacttcaa
tggctgctge
cggataagge
gaacgaccta
cogaagggag
cgagggaget
tctgactoga
cocagcaacge
ttoctgogtt
cogectogoog
gectgatgeg
cactetcagt
ctacgktgact
cgggotkgte
atgtgtcaga
tcagogbggt
agtttctoca
ctttoctgtt
ataccgatga
ctactggaac
AtCECTCAagy
cagtagcatc
toccagackttt
gttttgcage
gtaaggcaac
cgrggggceyg
coagtgacga
atcatocgtog
acctgtoeta
coccgogooe
cocggtgcct
cagtogggaa
ggttogegta
attgcectbe
cagcaggcoga
ggtaccgtog
ggcgogoatt
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cthtbgattt
aacaaaaatt
toeggggaaa
atcogotoat
ttcatatcag
aactcacoga
cgtcoaacat
asaatcaccat
cagacttgtk
cogctattca
caattacaaa
tttbcacckyg
gbggtgagta
atasatteeqg
ccttbgeaat
gtogoacetg
acgttggaat
cocccttgtat
acgtgagtit
agatooktke
ggtggtteget
cagagogeayg
gaactctgta
cagtggcgat
gcageggteg
cacegaactyg
asaggoggac
Locaggggga
gecgtocgattt
ggcctettta
atcoococtgat
cagoogaacyg
gtatttbete
acaatctget
gggtcatggc
tgctcoogge
ggttttoace
cgtyaagoga
gaagcgttaa
tggtcactga
aacgagagag
gregrgaggy
gtcaatgoca
etgegatgea
aAcgadacacy
agcagtoget
coogocagoc
ccatgooggc
aggcttgage
cgetocageg
cgagttgeat
acocggaagga
aatgagtgag
acctgtcgtg
ttgggogoca
accgoccbgge
asatcetgtt
tatcocacta
gegcccageg

ataagggatt
taacgogaat
tgtgogegga
gaattaatkce
gattatcaat
ggcagtbeca
caatacaace
gagtgacgac
caacaggoca
ttocgtgattg
caggaatoga
aatcaggata
accatgcate
tcagccagtt
gtttcagaaa
attgoocogac
ttaatcgogy
tactgtttat
tegttocact
tttetgogog
ttgooggate
atascaaakta
goaccgocta
aagtcgtgte
ggctgaacgy
agataccrac
aggtatcogg
aacgoctggt
ttgtgatget
cggttectyy
coccgrggaca
acocgagogoa
cttacgcatc
ctgatgocoge
tgcgococga
atccgottae
gtcatcacceg
ttcacagatbg
tgtctggete
tgectcogtyg
gatgctoacy
taaacaacktg
gegokbteogkt
gatecggaac
gaaaccgasag
ccacgttege
tagccgggte
gataatggce
gagggcgtgc
aaagoggtog
gataaagaag
getgactggy
ctaacttaca
ccagobgcat
gggtagttte
cotgagagag
tgatggtagt
cogagataktec
ccatctgate

T8¢
g40
a00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
16840
1740
lago”
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2TED
2820
28BEBO0
2540
ao0g
3060
3lzo
ERE-1
3240
3300
1360
34290
JABD
3540
3600
3660
aTan
3TBO
Ig40
3300
3960
4020
4080
41410
4200
4260
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gttggcaace agoaktegoag tgsgaacsat gocetcatte ageatttgoae Ltggptitgtig 4320
maaaccggac atggcactcc agtegoctte cegttoogot atcggotgaa tttgattgeg 4380
agtgagatat ttatgoccage cagecagacg cagacgogoc gagacagaac ttaatgggoc 4440
cgctaacage gogatttget ggtgacccaa tgogaccaga tgotocacgc ccagtegogt 4500
acecgbcttca tgggagaaaa taatactgtt gatggotgte tggtcagaga catcaagaaa — 4560
raacgcocgga acattagtge aggcagctbe cacagcaaty goatecbggt catccageogg 4820
atagttaatg atcagcccac tgacgogttg cgogagaaga tbgtgcaccg cogobttaca 4680
ggcttcgacg cogottogtt gtaccatcga caccaccacyg ctggcaccca gttgatcggc 4740
gegagattta atcgocgoga caatttgeoga oggogogtge agggocagac tggaggtggc 4800
aacgocaabtc agoaacgact gtttgoccge cagttgtitgt gocacgoggt tgggaatgta 4860
attcagetos gocatogoog cttecacttt tteccgogtt ttogoagaaa cgtggotgge 4520
ctggttcacc acgcgggasa cgghtctgata agagacaccy goatactetg cgacategta 4980
taacgttact ggtttcacat tcaccaccct gaattgacte totbecggge gotatcatge 5040
catacecgoga aaggttttge geocattogat ggtgtcoggy atctegacge totceoottat 5100
gogactectg cattaggaag cagoocagba gtaggtbgag gocghitgage accgoogecg 5160
caaggaatgy tgcoatgoaag gagatggoge ccaacagbcc cocggocacy gggoctgoca 5220
gratacccac gocgaaacaa gogotcatga gocegaagty gogagocega tettecocat 5280
cggtgatgbe ggcgatatag gogocageoaa cogoacckgt ggogeocggtg atgooggoca 5340
cgatgegbtoe ggegtagagg ategagatcot cgatcoogog aaattaatac gacteactat ::g:
a

<21l0= 7

=21ll= &5

212> FRT

«213> artifieial

2120s

<223

Proteina de fusién recombinante que contiene un hexa-histigina-Tag C-
terminal para la purificacion de la proteina y tres copias de la secuencia
sintética analoga a gliadina conforme a SEQ ID NO 4 interespaciada con un
radical sencillo de metionina.

<400> 7

Met Ala Hia Met Pro Leu Gln Pro Glu Gln Fro Fhe Pro Glu Glo Leu
1 5 10 15

Pro Glo Phe Glu Glu Met Pro Leu Gln Pro Glu Gln FPro Phe Pro Glu
20 25 30

Gla Leu Pro Gln Fhe Glu Glu Met Pro Leu Gln Pro Glu Gln PFro Fhe
a5 40 45

Pro Glu Gln Leu EFro Gln Fhe Glu Glu Met Val His His His His His

50 55 &0
His
65
<210 8
=211 A6
=212= DNA
=213> artificial
=220
=323: oligonucledtido cebador del ADN sintetizado quimicamente usado para

amplificar el fragmento pET24e por PCR.
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=400= 8

ctcacatggt goaccaccac caccaccact gagakte L]
<210 9

<ill> 44

c2ld>

DHA
2213 artificial

<220=>
<223= oligonucleétido cebador del ADN sintetizado quimicamente usado para
amplificar el fragmento pET24e por PCR.

<4 00>

gtgoaceatg tgagecatgg tatatctoct tottaaagtt aaac 44
<210= 10

«211= 54

<2132 DHA
<213> artificial

220>
c223= Oligonucleétido sentido de ADN 5’-fosforilado sintetizado quimicamente que

hibridiza con ADN oligonucleétido conforme a SEQ ID NO 11 para formar el
enlazador a insertar en pET24e linearizado en Adel.

<400= 10D
eecgotgoage ctgaacaacc atttocogaa caactgccge agtitgaaga aatg 54

=21l0> 11

<21l= 54

«212> DHA

2213» artificial

<220
<233 Oligonucleétido antisentido de ADN 5’-fosforilado sintetizado quimicamente que

hibridiza con ADN oligonucleétido conforme a SEQ ID NO 10 para formar el
enlazador a insertar en pET24e linearizado en Adel.

400> 11
ttottoaaae tgoggoaght gttcgggasa tggttgttca ggctgoageg goat 54

14
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REIVINDICACIONES

Polipéptido, que contiene uno o varios péptidos conforme a SEQ ID NO: 2 y uno o varios péptidos conforme a
SEQ ID NO: 3, habiéndose podido suprimir en cada caso hasta 30% de los aminoacidos o intercambiar por un
reemplazamiento conservativos de aminoacidos, y/o pudiéndose solapar en parte SEQ ID NO: 2 y SEQ ID
NO: 3, caracterizado porque comprende uno o varios polipéptidos constituidos por al menos 14, al menos 15
o al menos 16 aminoacidos sucesivos en SEQ ID NO 4, o que comprende uno o varios polipéptidos conforme
a SEQ ID NO 4.

Polipéptido segun la reivindicacion 1, que comprende tres polipéptidos conforme a SEQ ID NO: 4.

Polipéptido segununadel as reivindicaciones precedentes, que c omprende u no ova rios polipéptidos
conforme a SEQ ID NO: 7.

Polipéptido segun una de las reivindicaciones precedentes en forma de un polimero que comprende 2 a 20
polipéptidos.

Polipéptido s egun unad el as reivindicaciones precedentes, ca racterizado porque se pr epara de forma
recombinante o con medios bioquimicos convencionales de sintesis de polipéptidos.

Polipéptido segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque estd unido con una
molécula reportera o con una fase solida.

Procedimiento para el diagndstico de celiaquia y/o dermatitis herpetiforme, caracterizado porque una muestra
biolégica | iquida de un p aciente se p one en co ntacto conun o ova rios polipéptidos segununadel as
reivindicaciones precedentes, pudiendo tener lugar la unién de los anticuerpos de la muestra bioldgica a estos
polipéptidos, de modo que por la deteccidon de anticuerpos contra uno de estos polipéptidos se diagnostica
una celiaquia o una dermatitis herpetiforme.

Procedimiento se gun | a r eivindicacion 7, ca racterizado por que se utiliza una m ezclade alm enos dos
polipéptidos diferentes segun una de las reivindicaciones 1 a 6.

Procedimiento segun la reivindicacion 7 u 8, caracterizado porque la unién de los anticuerpos se detecta
mediante u n ensa yo de inmunofluorescencia, M icroarray, E LISA, un ensa yo de | uminiscencia, B lot, un
ensayo radioinmune, Western Blot o Dot Blot.

Equipo de ensayo para la deteccién de anticuerpos, caracterizado porque comprende un polipéptido segun
una de las reivindicaciones 1 a 6.

Polipéptido seguin una de las reivindicaciones 1 a 6 para su utilizacion en la terapia de celiaquia y/o dermatitis
herpetiforme, caracterizado porque la s angre o el plasmade un pa ciente s e p one en co ntacto con un
polipéptido segun una de las reivindicaciones 1 a 7, teniendo lugar la unién de los anticuerpos asociados a la
enfermedad, de la sangre o del plasma, al polipéptido por lo que la sangre o el plasma empobrecido en
anticuerpos es adecuado para la reinfusion al paciente.

Composicion farmacéutica, caracterizada porque comprende un polipéptido segun una de las reivindicaciones
1a6é.

Utilizacion de un polipéptido segun una de las reivindicaciones 1 a 6 para el diagnéstico in vivo de celiaquia
y/o dermatitis herpetiforme.

Utilizacion de un polipéptido segun una de las reivindicaciones 1 a 6 para la preparacion de un medicamento
para la terapia de celiaquia y/o dermatitis herpetiforme.

Acido nucleico, que codifica para uno o varios polipéptidos seglin una de las reivindicaciones 1 a 6.
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