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DESCRIPCIÓN 

Método e inmunoabsorbentes para la detección específica y la absorción de anticuerpos asociados a la celiaquía y a 
la dermatitis herpetiforme. 

La pr esente i nvención s e r efiere a l os pé ptidos de f usión qu e se  derivan d e co mponentes de la gliadina, a los 
reactivos de ensayo para la detección diagnóstica de anticuerpos contra estos péptidos y a los procedimientos para 5 
la inmunoabsorción de tales anticuerpos para la terapia de la celiaquía y de la dermatitis herpetiforme. 

Estado actual de la técnica: 

En los pacientes con intolerancia al gluten (enteropatía sensible al gluten; niños pequeños: celiaquía, adultos: esprue 
endémico; celiaquía se utiliza también en el marco de la presente solicitud como sinónimo de la enteropatía sensible 
al gluten dependiente de  l a edad) por el consumo de productos de cereales que contienen gluten se provoca un 10 
deterioro d e l a m ucosa d el i ntestino d elgado. S e l lega a una at rofia de l as vellosidades y a p erturbaciones 
funcionales. El cuadro cl ínico está marcado por la diarrea y las consecuencias de la malabsorción (especialmente 
pérdida de peso; en niños retraso del crecimiento). En algunos pacientes con enteropatía sensible al gluten existe 
adicionalmente una dermatitis herpetiforme de D uhring: una enfermedad cr ónica de l a piel q ue t ranscurre co n 
formación de ampollas, pero que también puede aparecer por sí sola. 15 

Una importante contribución para el diagnóstico de l a enteropatía sensible al gluten y de la dermatitis herpetiforme 
de D uhring la apor ta el  examen d e d os anticuerpos diferentes: a ntigliadina y a ntitransglutaminasa t isular. É ste 
asegura el diagnóstico clínico y, además, 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 diferenciación específica de estos dos anticuerpos a partir 
del plasma de los pacientes puede conllevar un efecto terapéutico positivo. 20 

Durante la fase aguda de la enfermedad de la enteropatía sensible al gluten, así 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 sólo 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 ant igliadina disminuyen ya a l cabo de unos pocos 25 
meses a va lores bajos, mientras que los anticuerpos de la clase IgG persisten por lo regular durante más 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 días a un incremento 
de los anticuerpos IgG antigliadina, los anticuerpos IgA siguen algo más tarde. 

La función fisiológica de la transglutaminasa tisular consiste en la catálisis de la formación de un enlace isopeptídico 30 
entre un grupo γ-carboxamida de un grupo glutamina y el grupo ε-amino de un radical lisina de las proteínas 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 resorción 
por la glutaminasa tisular. Sin embargo, aquí tiene lugar preferentemente la desamidación enzimática de radicales 35 
glutamina a radicales glutamato (recopilado en Schwertz et al. 2004 Clinical Chemistry 50:2370-2375). Ésta da lugar 
a un a un ión m ás fuerte d e l os péptidos de gl iadina a m oléculas de cl ase M HC I I y, p or el lo, a un a estimulación 
incrementada de cé lulas T en pacientes con ce liaquía (Sjöström et  al . 1998. Scand J Gastroenterol. 48:  111-115; 
Molberg et al. 1998. Nat Med. 4:713-717). 

Como epítope importante para anticuerpos de la clase IgA, especialmente de partes de la gliadina desamidada, se 40 
identificó el tripéptico prolina-glutamato-glutamina (PEQ) (Osman et al. 2000. Clin. Exp. Immunol. 121:248-254). Se 
puso de  manifiesto, que l a gliadina desamidada es  reconocida por l os anticuerpos de pac ientes con ce liaquía de 
forma más específica que la gliadina no modificada (Aleanzi et al. 2001. Clin Chem. 47:2023-2028). Para la 
detección de anticuerpos contra un péptido desamidado derivado de l a gliadina en el caso de celiaquía, se obtuvo 
por los autores, para anticuerpos de la clase IgA, una sensibilidad de 95,0% con una especificidad de 86,7% y para 45 
anticuerpos de la clase IgG, una sensibilidad de 90,0% con una especificidad de 86,7%, en relación a una 
enfermedad de celiaquía (véase tabla 1,a). 

En el marco de un análisis sistemático de la unión de anticuerpos asociados a la celiaquía de la clase IgA a 
antígenos sintéticos, presuntamente derivados de la gliadina, se identificaron dos nonapéptidos correspondientes a 
la secuencia SEQ-ID NO 2 (Pro Leu G ln Pro Glu Gln Pro Phe Pro) y SEQ-ID NO 3 ( Pro Glu GLn Leu Pro Gln Phe 50 
Glu Glu) como antígenos mejor adecuados. (Schwertz et al. 2004. Clinical Chemistry 50:2370-2375. La síntesis de 
estos dos péptidos (según Kramer et al. 1998. J. Methods Mol. Biol. 87:25-39) tuvo lugar químicamente por 
separado, uno al lado de otro, sobre una membrana de celulosa que fue empleada a continuación directamente en 
un ensayo quimioluminiscente para la unión de anticuerpos asociados a la celiaquía  El procedimiento es conocido a 
partir de la preparación de bancos de péptidos basados en membrana en el marco de estudios de mapas de 55 
epítopos. Los correspondientes reactivos para la detección de anticuerpos en la producción de sistemas de ensayo 
diagnósticos conducen a elevados costes de producción. 
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Prescindiendo de ellos, Schwertz et al. realizaron dos ELISA basados en membrana para la detección de 
anticuerpos de la clase de inmunoglobulinas IgA antigliadina en el caso de celiaquía, con detección por 
quimioluminiscencia, los cuales en una evaluación combinada de los dos antígenos 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%. 5 

La detección por quimioluminiscencia es compleja y está obligada a caros aparatos de análisis. No se indicó, si los 
datos de resultados diagnósticos podían ser alcanzados también con los procedimientos de detección colorimétricos, 
ampliamente e xtendidos. Los  pr opios autores señalan est a desve ntaja y proponen par a l a u lterior m ejora de s u 
sistema de ensayo una nueva optimación de la secuencia, así como la comprobación del sistema de 
quimioluminiscencia basado en membrana en el formato de placas para microtitulación, sin haber resuelto este 10 
problema. 

Schwertz et al . só lo i ncluyeron  en el  est udio su eros positivos de t ransglutaminasa t isular I gA. Las  m uestras de 
pacientes con ca rencia se lectiva de I gA n o co nducen e n el  ca so d e S chwertz et al . a una di sminución de l a 
sensibilidad como en el  caso de una se lección de pac ientes de resultados abiertos, de manera que aquí hay que 
suponer una sensibilidad demasiado alta, realizada incorrectamente, del orden de m edidas de 3-5%. Los datos de 15 
los resultados se basan, además, en una evaluación combinada de dos determinaciones separadas, de mala validez 
para rutinas, basadas en las secuencias peptídicas SEQ ID NO 2, respectivamente SEQ ID NO 3. 

Un ELISA basado en placas para microtitulación para la determinación de anticuerpos de l a clase IgG en base de 
uno (conforme a la secuencia SEQ ID NO 2) de los dos nonapéptidos demostró igualmente en un estudio (Prause et 
al. 20 07. P osterbeitrag z ur 22. Ja hrestagung d er g esellschaft f ür pä diatrische G astroenterologie und E rnährung, 20 
Bochum) una mejora frente el estado actual de la técnica para la determinación 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 determinación de anticuerpos llevada a cabo por 
separado, pero evaluada de f orma combinada empleando los péptidos conformes a SEQ ID NO 2 y  SEQ ID NO 3, 
hace p osible una m ejora d el d iagnóstico s erológico de la ce liaquía. Los datos de l os resultados del t rabajo d e 25 
Aleanzi et al. fueron superados claramente por Schwertz et al. Pero en el caso de  Schwertz et al. se tienen que 
hacer a l menos dos síntesis y determinaciones separadas (antígenos correspondientes a S EQ ID NO 2 y SEQ ID 
NO 3), lo cual ocasiona e l doble coste en material y t rabajo. Sería pos ible mezclar los dos antígenos peptídicos y 
emplear la mezcla para el recubrimiento de la fase sólida en el ELISA. Pero tales ensayos están afectados por una 
escasa reproducibilidad, un incremento de l as reacciones no específicas y un i mpedimento estérico recíproco en la 30 
unión de los componentes antigénicos a la superficie. 

 Clase de inmunoglobulina Sensibilidad Especificidad Fuente 

 

A 

IgA 85,0% 86,7% Aleanzi et al., 
2001 
SEQ ID NO 1 IgG 90,0% 86,7% 

 

b* 

IgA ≤ 94,2% 93,4% Schwertz et al., 
2004 
SEQ ID NO 2 y 
SEQ ID NO 3 

IgG insuficiente? insuficiente? 

 

c 

IgA insuficiente? insuficiente? Prause et al., 
2007 
SEQ ID NO 2 IgG 95,0% 94,7% 

*  elección de pacientes incorrectamente preseleccionada 

Tabla 1:  Compilación de los datos de los resultados publicados de los sistemas de ensayo basados en ant ígenos 
peptídicos de homólogos desamidados de gliadina. 

Objeto de la invención era superar las desventajas del estado actual de la técnica, anteriormente descritas, y poner a 35 
disposición un si stema d e ensayo d e a nticuerpos de mejor utilidad par a r utinas, que proporcione r esultados 
competentes. 

Descripción de la invención 

 Este pr oblema se  s oluciona por  el o bjeto de l as reivindicaciones, especialmente por  l os polipéptidos de f usión 
descritos a continuación. 40 

Del estado actual de la técnica se puede deducir que con ayuda de los péptidos individuales según SEQ ID NO 2 y 
SEQ I D N O 3  es posible u n di agnóstico co mpetente de la ce liaquía. P or el lo, l os autores sintetizaron est os dos 
péptidos, primero químicamente en forma biotinilizada y los emplearon para el recubrimiento de placas para 
microtitulación. Por la detección de biotina ligada se pudo asegurar que los péptidos se habían ligado a la superficie, 
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sin embargo no fue posible volver a ratificar los parámetros de resultados diagnósticos derivados del estado actual 
de la técnica. Por consiguiente, iniciaron los ensayos con los péptidos sintetizados químicamente conforme a S EQ 
ID NO 2 y SEQ ID NO 3. 

Como alternativa a la síntesis química hubiera sido posible expresar los péptidos conformes a SEQ ID NO 2 y SEQ 
ID N O 3 de f orma r ecombinante ( véanse ej emplos 1 y 2) y, p or ci erto, en f orma d e va rias copias fusionadas, 5 
separadas respectivamente entre si por radicales metionina, en cuya zona podían ser separadas mediante bromuro 
de cianógeno para su aislamiento. Entonces se habrían separado los componentes, se hubieran llevado a c abo en 
cada c aso E LISA i ndividuales y s e hu bieran ut ilizado p aralelamente p ara el  diagnóstico o se  habría realizado e l 
recubrimiento con la mezcla. 

Pero los inventores han perseguido la idea de combinar conjuntamente los péptidos conforme a  SEQ ID NO 2 y 10 
SEQ ID NO 3 para dar un nuevo péptido de fusión conforme a SEQ ID NO 4 (Pro Leu Gln Pro Glu Gln Pro Phe Pro 
Glu Gln Leu Pro Gln Phe Glu Glu). Varias copias de estos péptidos de fusión debían ser sintetizados, unidos entre 
sí, y  u na ve z r ealizada la síntesis recombinante, l os péptidos debían se r ai slados de nu evo. S intetizaron un  
correspondiente A DN y l o integraron en f orma t rímera e n un p lásmido de e xpresión de E . co li, d e m anera que 
obtuvieron el plásmido circular conforme a SEQ ID NO 6 ( véase ejemplo 1). Con ayuda de este plásmido pudieron 15 
expresar en E. coli el polipéptido conforme a SEQ ID NO 7, designado en lo sucesivo como trímero, purificarlo 
(véase ejemplo 2) y, a c ontinuación, tal como se esperaba, escindir por tratamiento con bromuro de cianógeno. El 
producto de l a esci sión ( monómero) l o em plearon para e l r ecubrimiento de placas para microtitulación. 
Paralelamente a esto, bajo condiciones idénticas, llevaron a cabo controles con el trímero sin escindir. 
Sorprendentemente, co n el trímero co mo sustrato a ntigénico, obtuvieron e n el E LISA co n det ección co lorimétrica 20 
(véase ejemplo 3)  d atos de r esultados sensiblemente m ejores para l a cl ase d e i nmunoglobulina I gG par a la 
identificación de pacientes de celiaquía que con los sistemas de ensayo del estado actual de la técnica, altamente 
desarrollados (véase tabla 2). 

También con los monómeros que se obtuvieron por escisión del trímero, 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 25 
obtuvieron con el trímero sin escindir. Los antígenos peptídicos de más de 3 secuencias polipeptídicas conforme a 
SEQ ID NO 4 pueden alcanzar igualmente notables datos de resultados. 

Para la obtención de los datos de resultados del ELISA en base del polipéptido conforme a SEQ ID NO 7  ( trímero) 
los autores llevaron a cabo, a continuación, un estudio con muestras de suero de personas con diagnóstico positivo 
o, respectivamente, negativo de celiaquía, asegurado por biopsis (véase ejemplo 3). A diferencia de Schwertz et al., 30 
el colectivo de pacientes no fue seleccionado previamente, es decir que los pacientes con carencia selectiva de IgA 
no fueron excluidos. El colectivo se componía de la manera siguiente: 

Grupo 1: pacientes de celiaquía 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 celiaquía alguna. 35 

Grupo 3: pacientes en los cuales el examen por biopsis frente a una celiaquía es positivo 

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

El grupo 1 se  clasificó como celiaquía pos itiva, cl ínicamente confirmada, el  grupo 2 c omo der matitis herpetiforme 40 
positiva, clínicamente confirmada, y los grupos 3 y 4, como grupos de control negativos para la determinación de los 
parámetros de r esultados por an álisis de se ñal m ediante l as cu rvas características de “ Receiver O perating 
Characteristic” (ROC). 

Resultados: t al co mo se  r eproduce e n l a t abla 2, se  p one de m anifiesto que el E LISA basa do en e l pol ipéptido 
conforme a SEQ ID NO 7 manifiesta una sensibilidad y especificidad más elevadas para la detección de anticuerpos 45 
específicos de celiaquía de la clase IgG que en el ensayo descrito por Prause et al. Además de esto, con el mismo 
ELISA conforme a l a invención también es posible una determinación de anticuerpos de la clase IgA, de alto valor 
cualitativo. 

Los autores pudieron demostrar que por la unión de las secuencias peptídicas conformes a SEQ ID NO 2 y SEQ ID 
NO 3 par a d ar un pé ptido co nforme a S EQ I D N O 7 se  pued en preparar ant ígenos, que so n a decuados como 50 
sustratos para ELISA fuertes, fáciles de producir, con detección colorimétrica. Con sistemas de ensayo, que 
contienen sustratos de antígenos conformes a la invención, se pueden detectar anticuerpos asociados a la celiaquía  
de forma más sencilla, más segura y con gran exactitud f rente al estado actual de la técnica. Además de esto, el 
procedimiento conforme a la invención también posibilita la detección específica de anticuerpos de la clase IgA e IgG 
en pacientes con dermatitis herpetiforme (Véase Tabla 2). 55 
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  Sensibilidad Especificidad 
Celiaquía   IgA 80,8% 94,6% 

IgG 98,0% 96,0% 
Dermatitis 
herpetiforme 

IgA 66,7% 94,6% 
IgG 66,7% 96,0% 

 

Tabla 2:  parámetros de resultados del ELISA conforme a l a i nvención en cuanto al  d iagnóstico de  una celiaquía, 
respectivamente de una dermatitis herpetiforme aislada. 

En l o r eferente al  di agnóstico de  la ce liaquía, l os autores consiguieron, co n u n r eactivo co rrespondiente a la 
invención (variante SEQ ID NO 7, trímero) para la detección de anticuerpos asociados a la celiaquía de la clase IgG, 5 
una sensibilidad de 9 8,0% con una epecificidad de 96,0%. Estos valores se  si túan cl aramente por encima de l 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 sitúa 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 sitúan por tanto, tomando conjuntamente la especificidad y la sensibilidad 10 
en referencia a IgA, a igual altura que nuestros resultados. Además, a los valores de Schwertz et al. sólo se puede 
acudir co mparativamente, baj o co ndiciones, puest o q ue el  co lectivo de paci entes se habí a se leccionado 
previamente. La r enuncia a pruebas de pacientes con c arencia se lectiva de I gA ( aproximadamente el 3%  d e l os 
enfermos de celiaquía; Challacombe et al. 1995. Arch. Dis. Childhood 73:3-7; véase la observación en tabla 1) refleja 
en el caso de Schwertz et al. una sensibilidad de diagnóstico demasiado elevada, la cual no se puede reproducir así 15 
en un colectivo no preseleccionado, Además, el sistema de ensayo de Schwertz et al. no se puede  emplear para 
una producción industrial. 

Para la clase de inmunoglobulinas IgG, se confirmó claramente la superioridad de un antígeno diana conforme a la 
invención frente al estado actual de la técnica. Puesto que según toda experiencia, en el caso de celiaquía y 
dermatitis herpetiforme los anticuerpos antigliadina de la clase de inmunoglobulina IgA e IgG están dirigidos contra 20 
iguales epítopes de antígenos, hay que partir del hecho de que también para IgA, utilizando el material de pruebas 
del idéntico c olectivo de pacientes en l os sistemas de e nsayo d el estado act ual de la t écnica y d e l a pr esente 
invención, se pueden obtener para estos últimos los mejores parámetros de resultados. 

Los antígenos conformes a la invención son técnicamente fáciles de preparar en c antidad suficiente y de la mejor 
calidad. Se pueden ligar sin más a superficies definidas. Son adecuados, entre otras cosas, pero no exclusivamente, 25 
para inmunoensayos en fase sólida y en procedimientos terapéuticos cromatográficos de inmunoafinidad. 

Objeto de la invención es un polipéptido que contiene en sucesión 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 aminoácidos sucesivos en 
SEQ I D N O 4,  o q ue c omprende u no o v arios polipéptidos conforme a S EQ I D N O 4. E n este ca so, en lugares 30 
arbitrarios se pueden haber suprimido hasta 30% de los aminoácidos o reemplazado por aminoácidos arbitrarios y/o 
que SEQ ID NO 2 y SEQ ID NO 3 se solapen en parte, por lo que la actividad del polipéptido debería permanecer 
comparable, en particular l a unión a anticuerpos específicos de ce liaquía y dermatitis herpetiforme. El po lipéptido 
puede co ntener es pecialmente 1,  2,  3, 4 o 5 s ustituciones de aminoácidos, especialmente su stituciones 
conservativas de aminoácidos, o delecciones (repartidas sobre las dos secuencias, especialmente 1, 2 o 3 35 
sustituciones o delecciones de aminoácidos por cada secuencia).   

Obviamente, el polipéptido puede contener también otras secuencias. En una forma de ejecución, más del 50% del 
péptido se debe atribuir a una de las secuencias según SEQ ID NO 2 ó  3. Se pueden añadir especialmente hasta 
30% o hasta 40% de aminoácidos arbitrarios. Éstos pueden servir, por ejemplo, para una purificación más sencilla 
del péptido (por ejemplo His-Tag, Flag-Tag o análogos), para una mejor estabilidad o para una accesibilidad más 40 
sencilla para los anticuerpos (por ejemplo como espaciadores entre las secuencias de epítopos). Obviamente, puede 
haber contenidos otros epítopos utilizables para el diagnóstico o la terapia de celiaquía y/o dermatitis heptiforme, por 
ejemplo de transglutaminasas tisulares. 

Los polipéptidos pueden c ontener t ambién, al ternativamente, só lo una co pia d e l as respectivas se cuencias 
peptídicas, pero especialmente contienen secuencias peptídicas correspondientes a SEQ ID NO 2 y SEQ ID NO 3, 45 
es decir respectivamente un gran número de copias. Tales polipéptidos comprenden p referentemente dos o más, 
especialmente tres o más o tres a veinte o 4 a 10 copias de las respectivas secuencias. En este caso, el número de 
copias de SEQ ID NO 2 y SEQ ID NO 3 pu ede ser igual o también diferente, y las secuencias en parte se pueden 
solapar entre sí, 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. 50 
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La unidad más pequeña del polipéptido preferido conforme a la invención 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 sí conforme a SEQ ID NO 
4. 

Por t anto, en comparación c on S chwertz et al . no se  t ienen qu e ef ectuar dos ensayos paralelos. Las formas 
multiméricas de la unidad conforme a la invención, especialmente de la unidad más pequeña, después de haber sido 5 
acopladas a una superficie, ofrecen una seguridad más elevada que las formas monómeras, puesto que se dispone 
de s uficientes epí topos para l a r eacción con los ant icuerpos es pecíficos y t odavía qu edan s iempre s obrantes 
algunos, si existen zonas del polipéptido que han quedado inaccesibles para la reacción de ligamiento a la 
superficie. 

 El sa lto de c alidad al canzado nuevamente e n l a pr esente i nvención frente a l est ado actual d e l a t écnica es 10 
probablemente máximo en las nuevas secuencias peptídicas conformes a SEQ ID NO 4, respectivamente SEQ ID 
NO 7.  E stas secuencias peptídicas frente al  est ado act ual de l a t écnica se  han d e co nsiderar co mo de nu eva 
calidad. Los polipéptidos con más o menos de tres copias del péptido conforme a SEQ ID NO 4, especialmente con 
2 o más, tres o más, o 4 o más copias, así como de péptidos parciales constituidos por al menos diez, al menos 14, 
al menos 15 o al menos 16 aminoácidos que se suceden uno tras otro en SEQ ID NO 4, se pueden emplear como el 15 
polipéptido conforme a SEQ ID NO 7 y muestran preferentemente una unión comparable de los anticuerpos. 

Para los polipéptidos constituidos por la sucesión y número arbitrario de polipéptidos conforme a SEQ ID NO 2 y 
SEQ ID NO 3,  así  como también con o sin so lapamientos de l as secuencias, cabe esperar con e l polipéptido de 
fusión conforme a SEQ ID NO 4 propiedades comparables en lo referente al ligamiento de anticuerpos específicos 
de celiaquía  y dermatitis herpetiforme. 20 

El e xperto en la m ateria sa be q ue s e pueden generar de rivados fisicoquímicamente p arecidos a l os po lipéptidos 
descritos hasta ahora por una o v arias sustituciones conservativas de aminoácidos (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 invención y están siempre incluidos en el merco de l a invención, puesto 
que cabe esperar propiedades comparables en l o referente al l igamiento de ant icuerpos específicos de celiaquía y 25 
dermatitis herpetiforme. P or pr opiedades comparables el e xperto e n l a m ateria e ntiende una e specificidad y 
sensibilidad parecidas, especialmente para la detección diagnóstica de celiaquía y/o dermatitis herpetiforme, como 
se indica en la tabla 2 para la detección de IgA y/o IgG (-2% o mejor o preferentemente -1% o mejor), especialmente 
la u nión de l os anticuerpos es por t anto c omparable co n l a unión al polipéptido de f usión se gún S EQ I D N O 7.  
Especialmente, se pueden sustituir hasta el 10%, hasta el 20% o hasta el 30% de los aminoácidos por una o varias 30 
sustituciones conservativas de aminoácidos, siendo comparable la unión de los anticuerpos específicos de celiaquía 
y dermatitis herpetiforme. 

En una forma de ejecución preferida un polipéptido conforme a la invención contiene al menos una y como máximo 
20 co pias de l a se cuencia c onforme a S EQ I D N O 4.  E n un a f orma d e ej ecución p articularmente preferida un 
polipéptido conforme a la invención contiene al menos dos y como máximo diez copias de la secuencia conforme a 35 
SEQ ID NO 4 o al menos tres copias de la secuencia conforme a SEQ ID NO 4. En otra forma de ejecución se 
emplea una mezcla de diferentes polipéptidos conformes a la invención. 

Los polipéptidos conformes a l a i nvención se  pu eden pr esentar t ambién en f orma de  pol ímeros, es pecialmente 
polímeros que comprenden 2 a 20 o 3 a 10 polipéptidos conformes a la invención. Éstos no tienen que estar unidos 
entre sí  por u na unión p eptídica, s ino q ue t ambién pu eden estar acoplados co valentemente d e ot ra m anera ( por 40 
ejemplo a través de un grupo de unión) o asociados de forma no covalente. 

Para el  e xperto en l a m ateria exi sten ot ros pr ocedimientos para l a pr eparación, pur ificación y a islamiento d e l os 
polipéptidos recombinantes co nformes a l a i nvención, co n o si n p artícipes de la f usión c omo, por  ej emplo, 
procedimientos de f iltración, cr omatografía, el ectroforesis y c entrifugación o l a co mbinación d e ést os. T ales 
procedimientos para la purificación de proteínas se describen, por ejemplo en Lottspeich y Zorbas (Bioanalytik, 1998, 45 
Spektrum akademischer Verlag, Heidelberg, Berlín) 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 invención los 
polipéptidos conformes a la invención preparados, purificados o aislados con estos procedimientos. En una forma de 
ejecución preferida, el polipéptido conforme a la invención se prepara de forma recombinante en E. coli. 

Por consiguiente, objeto de la invención son también los ácidos nucleicos (ADN ó ARN), que c odifican para uno o 50 
varios polipéptidos de fusión conformes a la invención, por ejemplo para un po lipéptido que comprende un pé ptido 
conforme a SEQ ID NO 4 ó SEQ ID NO 7. Éstos pueden estar presentes en un  vector de expresión bajo el control 
de un promotor heterológico. El vector de expresión puede estar contenido en una célula huésped. En el marco de la 
invención se ha puesto de manifiesto que, por ejemplo E. coli es adecuado para la expresión de los polipéptidos de 
fusión conformes a la invención. 55 

También son objeto de la invención los polipéptidos conformes a la invención marcados con una molécula reportera. 
Como procedimientos químicos 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 así provistas se ponen en 
contacto co n l a m olécula di ana a m arcar, por  ej emplo un a ntígeno o  una pr oteína. D espués de l a uni ón de l a 
molécula r eportera y l a m olécula d iana, s e p ueden se parar a  co ntinuación l as moléculas reporteras en e xceso 
mediante t écnicas de se paración quí micas, bi oquímicas o f ísicas, r espectivamente por  cr omatografía o f iltración. 
Como m oléculas reporteras le so n co nocidas al experto en l a m ateria una s erie d e c ompuestos diferentes tales 5 
como f luoróforos, r espectivamente f luoresceína o t etrametilrodamina, h aptenos, por  e jemplo b iotina o H is-Tag y 
enzimas, por  ejemplo p eroxidasa de r ábano picante o fosfatasas alcalinas. P ara el em pleo d 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 proteínas. Por ello, también son objeto de la invención los polipéptidos marcados con moléculas reporteras, 10 
preparados con tales procedimientos. 

Objeto de l a i nvención son también l os polipéptidos conformes a la i nvención que est án u nidos directa o 
indirectamente con una fase sólida (por ejemplo un soporte de plástico tal como una placa para microtitulación, una 
bolita magnética, una membrana por ejemplo de nitrocelulosa). 

Objeto de la invención son también los procedimientos para el diagnóstico de celiaquía y/o hepatitis herpetiforme, en 15 
los cuales una muestra biológica líquida de un paciente (especialmente sangre, plasma o una muestra de heces 
opcionalmente di luida co n a gua o  co n u na so lución t ampón ad ecuada) s e p one en c ontacto c on polipéptidos 
conformes a la invención, efectuándose o pudiendo efectuarse la unión de anticuerpos de la muestra biológica a 
estos polipéptidos, por lo que mediante la detección de estos anticuerpos contra uno de estos anticuerpos se puede 
diagnosticar u na ce liaquía o  der matitis herpetiforme. E n estos procedimientos se p uede ut ilizar una m ezcla d e a l 20 
menos dos polipéptidos diferentes conformes a la invención.   

En el marco de la invención se puso de manifiesto que los polipéptidos conformes a la invención son particularmente 
adecuados para l levar a ca bo pr ocedimientos inmunológicos tales como por  ej emplo W esternblot, Li nienBlot, D ot 
Blot o ensayos inmunofluorescentes. O bjeto de la invención s on por t anto t ambién t ales procedimientos, 
respectivamente procedimientos diagnósticos, en los cuales la unión de los anticuerpos se detecta con un ensayo de 25 
inmunofluorescencia, Microarray, ELISA, ensayo de luminiscencia, Blot, ensayo radioinmune, Western Blot o Dot 
Blot. 

La invención también pone a disposición un equipo de ensayo para la detección de anticuerpos, el cual comprende 
uno o varios polipéptidos conformes a la invención. Éste hace posible, por ejemplo, llevar a ca bo un procedimiento 
diagnóstico conforme a la invención. Un equipo de ensayo de este tipo puede contener también anticuerpos 30 
secundarios, por ejemplo IgA antihumano y/o anticuerpos IgG antihumanos, los cuales opcionalmente pueden estar 
marcados con una molécula reportera. En una forma de ejecución, el equipo de ensayo comprende, además, 
antígenos que adicionalmente son adec uados para el di agnóstico de ce liaquía y /o der matitis herpetiforme, po r 
ejemplo transglutaminasa tisular o polipéptidos con epítopos de ellos, que sean adecuados para el diagnóstico. Con 
ello, el equipo de ensayo se puede utilizar, por ejemplo para un ensayo combinado, en el cual se detectan 35 
anticuerpos IgA antitransglutaminasa tisular y anticuerpos IgG contra los polipéptidos conformes a la invención. 

Otro obj eto de  l a i nvención es la utilización t erapéutica de l os polipéptidos para l a separación d e ant icuerpos 
específicos de celiaquía de la sangre o plasma sanguíneo, preferentemente de pacientes con celiaquía y dermatitis 
herpetiforme. Esto se  pu ede ef ectuar ex v ivo, por  ejemplo p or i nmunoadsorción ( inmunaferasa) en pol ipéptidos 
inmovilizados, conformes a la invención (conforme al ejemplo 4). 40 

Por la puesta en contacto con la sangre o el p lasma se  separan los anticuerpos específicos para los polipéptidos 
inmovilizados y, a continuación, el l íquido corporal se puede reinfundir de nuevo. Procedimientos correspondientes 
se describen, por ejemplo, para la terapia de la cardiomiopatía dilatativa en base de la secuencia de los receptores 
beta-andrenérgicos (Rönspeck et al . 2 003 T her A pher Dial. 7:91-97). E n un a f orma de ejecución preferida, un 
polipéptido conforme a la secuencia SEQ ID NO 7 se inmoviliza por acoplamiento químico a una matriz sólida y se 45 
emplea como base para un inmunoensayo o para un procedimiento de absorción terapéutico por cromatografía de 
inmunoafinidad. 

Con ello, l a i nvención pr epara l os polipéptidos para s u ut ilización e n l a t erapia de ce liaquía y/o dermatitis 
herpetiforme, en l a cu al sa ngre o p lasma de un paciente se  pone e n co ntacto co n un o o v arios polipéptidos 
conformes a la invención ligados a una fase sólida, teniendo lugar la unión de los anticuerpos asociados a la 50 
enfermedad, d e l a sa ngre o  pl asma, a  es tos polipéptidos, de m odo q ue la s angre o p lasma em pobrecida e n 
anticuerpos es adecuada para la reinfusión al paciente. En este caso, en una forma de ejecución, los polipéptidos 
conformes a la invención se utilizan en combinación con polipéptidos con epítopos de la transglutaminasa tisular. 

La invención se refiere también a l a utilización de u no o v arios de los polipéptidos descritos para la preparación de 
una c omposición f armacéutica, esp ecialmente para l a terapia d e ce liaquía y/o dermatitis herpetiforme. E sta 55 
composición farmacéutica es especialmente adecuada para la unión / absorción de anticuerpos de diferentes clases 
(IgA, IgG) procedentes de sangre o plasma sanguíneo de pacientes. 
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Ejemplo 1: Clonación depET24e-(Gliadin-rd)3 

Preparación del fragmento del vector: 

Primero se destruyó el único punto de corte AdeI del plásmido pET24d (Novagen). La separación de los 3’-extremos 
colgantes de  cadena sencilla t ras la linearización-AdeI de l plásmido pET24d fue ca talizada por l a polimerasa P fU 
(Fermentas) en ausencia de dNTP’s. A continuación tuvo lugar la religación del fragmento del vector por T4-ADN-
ligasa (Fermentas). Este plásmido de ADN fue amplificado a continuación con ayuda del ADN de los 5 
oligonucleótidos cebadores sentido pET24e (SEQ ID NO 8) y antisentido pET24e (SEQ ID NO 9) y, después de la 
restricción A deI y desf osforilación d e l os extremos 5’, s e em pleó co mo f ragmento d el ve ctor pE T24e para l a 
incorporación de la secuencia sintética de ADN derivada de gliadina parcialmente desamidada. 

Con ayuda de los ADN de l os oligonucleótidos 5’-fosforilados sentido dpGlia (SEQ ID NO 10) y antisentido dpGlia 
(SEQ ID NO 11) se generó una secuencia de enlazador que porta extremos colgantes 5’ fosforilados  co mpatibles 10 
con AdeI y dirigida a t ravés de éstos se l iga al fragmento del vector pET24e, cortado en AdeI y desfosforilado con 
ayuda del ADN de la ligasa-T4 (Fermentas). 

La hibridación del enlazador tuvo lugar en una tanda de 50 μl de la siguiente composición: 

Tris-HCl  75 mM  (pH 8,8 a 25ºC) 

 (NH4)2SO4  20 mM 15 

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

MgCl2  2 mM de 

1 μM sentido Glia-dp (SEQ ID NO 10) 

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

La tanda se incubó 1 minuto a 95ºC y, a continuación, se enfrió hasta 25ºC con una tasa de bajada de temperatura 20 
de 2ºC por minuto. 

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

Los enlazadores portan a cada lado un extremo colgante 3’-ATG, por lo que es posible una incorporación dirigida en 25 
el vector pET24 cortado en AdeI. 

Los fragmentos de enlazador 5’-fosforilados y purificados se integraron a continuación por ligamiento en el plásmido 
pET24e cortado en AdeI. Para el ligamiento se empleó el kit para ligación rápida de ADN de la sociedad Fermentas, 
de forma correspondiente a las indicaciones del fabricante. A continuación, la tanda de ligamiento se transformó en 
E.coli BL21 (DE3) (Stratagene). 30 

Se seleccionaron clones positivos en virtud de la resistencia a la kanamicina [50 μg/ml]. A partir de estos clones se 
aislaron los plásmidos contenidos y se examinaron por análisis de restricción y secuenciación del ADN. La 
secuencia de ADN que codifica para la proteína recombinante (péptido de fusión GAF(3X) análogo a la gliadina) 
según SEQ ID NO 7 está representada en SEQ ID NO 5 y la secuencia del ADN del plásmido de expresión completo 
con la designación pET24e-GAF(3x) está representada en SEQ ID NO 6. Se el igieron plásmidos correctos para la 35 
realización de la expresión, se inocularon en 20 ml de medio LB que contiene antibiótico y se incubaron a 37ºC hasta 
alcanzar un OD600 (d=1 cm) de 0,6. Por adición de IPTG (concentración final: 1 m M) se induce la expresión de la 
proteína y , a co ntinuación, dur ante otras 3 horas se incubó a 37ºC. Después de este tiempo las células se 
sedimentan po r ce ntrifugación a 2.200 x g  dur ante 10 m inutos, s e vu elven a  su spender e n 2 0 m l de P BS, se 
centrifugan de nuevo y finalmente se vuelven a suspender en 1 ml de PBS. 40 

La ruptura de las células tiene lugar por adición de un tercio del volumen de 4 x tampón de muestra NuPAGE-LDS 
(Invitrogen), seguida de una incubación de 10 minutos a 70ºC. El ADN cromosomal se fragmenta a continuación por 
tratamiento con ultrasonidos (Sonificador Branson, nivel 7, microTip). 

El lisado ce lular se  t ransfiere después de la separación por SDS-PAGE sobre una membrana de nitrocelulosa. A 
continuación se bloquean las posiciones no saturadas de la membrana por 15 m inutos de incubación con “tampón 45 
universal” ( EUROIMMUN) co n 3%  p/v de leche en polvo). A  co ntinuación, se  i ncuba 1 hor a co n u n ant icuerpo 
monoclonal de ratón (Merck Bioscience GmbH) di rigido contra His-Tag y di luido 1:2000 en “ tampón universal” con 
3% (p/v) de leche en polvo. Después, se lava tres veces durante respectivamente 5 minutos con “tampón universal”. 
En una segunda etapa de incubación, los anticuerpos que en caso positivo se han unido a las proteínas reaccionan 
con una solución del conjugado diluida 1:2000 en “tampón universal”, la cual como conjugado contiene un anticuerpo 50 
IgG ant iratón marcado co n f osfatasa al calina ( Sigma). A  co ntinuación, se  lava co n suero co mo d espués de la 
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incubación. E n una t ercera e tapa de i ncubación se  det ectan ent onces los anticuerpos l igados con u na “ solución 
sustrato” NBT/BCIP (cloruro de 4-tetrazolio nitro-azul / clorobromoindolilfosfato, EUROIMMUN). 

En el  Westerblot, en el caso de la expresión de la construcción (GAF)3(HIS)6 conforme a S EQ ID NO 7, se puede 
detectar una proteína His-Tag-reactiva, cuya magnitud coincide bien con la masa de 7,9 kDa predicha en base de la 
secuencia de aminoácidos. Las células que contienen el vector del plásmido inalterado, no presentan ninguna 5 
proteína correspondiente. 

Ejemplo 2: purificación del péptido de fusión GAF(3x) recombinante, trímero, análogo a gl iadina, por cromatografía 
de afinidad 

En el  caso de la columna de afinidad, se t rata de u na columna de centrifugación (Spin) NINTA (Quiagen), que se 
manejó según recomendaciones del fabricante. 10 

Las células recolectadas conforme al ejemplo 1 se centrifugaron de nuevo tal como se ha descrito, se  volvieron a 
suspender en 1 ml de “ tampón TNI-10” (Tris-HCl 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 proteínas insolubles 
se se pararon por ce ntrifugación a 21. 250 x g durante 1 0 m inutos. A  co ntinuación, 0,5 m l d el so brenadante s e 
aplicaron sobre una columna de centrifugación NINTA, equilibrada con “tampón TNI-10”. 15 

Las proteínas no o débilmente ligantes fueron separadas de la columna por múltiples lavados con 0,5 ml de “tampón 
TNI-10”. La elución se efectúa con 0,2 ml de “tampón TNI-150” (Tris-HCl 5 mM, pH 8,0, NaCl 300 mM, imidazol 150 
mM). La fracción de elución se analizó por Westernblot como en el ejemplo 1. 

Los eluídos contienen esencialmente una proteína que, tras la tinción de la membrana de Westerblot con solución de 
tinción P onceau-S, co rresponde e n c ada c aso a  u na banda c orrespondiente a  un  m agnitud de 7,9 kD a. S egún 20 
Westernblot, se puede ver una banda de la misma magnitud. Este resultado indica que la proteína expresada según 
la cromatografía está esencialmente libre de componentes de E. coli. 

Ejemplo 3: ELISA para la determinación de anticuerpos específicos de celiaquía y dermatitis herpetiforme  

Las placas para microtitulación de ELISA (Maxisorb, Nunc) se recubren con antígeno diluido en PBS, durante una 
noche a la temperatura ambiente. Como antígeno particularmente preferido los autores utilizaron un péptido de 25 
fusión recombinante, constituido por un nonapéptido desamidado de la gliadina, inmunológicamente dominante, 
enlazado con un octapéptido sintético homólogo de la gliadina (conforme a SEQ ID NO 7). 

A continuación, las placas recubiertas con antígeno 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 microtitulación con 
Tween-20 en PBS-0,1%. La incubación de las placas se efectúa tal como se describe en las instrucciones de trabajo 30 
de EUROIMMUN. Los datos para la evaluación de resultados de este ELISA están recopilados en la tabla 2. 

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

El ant ígeno p urificado co nforme a l a i nvención se  aco pla a un a f ase só lida y se  emplea co mo material p ara 
cromatografía de afinidad en columna. El plasma de un paciente con celiaquía o dermatitis herpetiforme se hace fluir 
de manera continua por esta columna y, liberado de anticuerpos por purificación, se aporta de nuevo al paciente. 35 
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 LISTA DE SECUENCIAS 

 

 
Procedimiento e inmunoabsorbentes para la detección y absorción específicas de anticuerpos  
asociados a la celiaquía y dermatitis herpetiforme  

Procedimientos e inmunoabsorbentes para la detección y absorción específicas de 
anticuerpos asociados a la celiaquía y dermatitis herpetiforme  

        

Secuencia paptídica D-2 conforme a Aleanzi et al. 2001. Clin Chem. 47:2023-2028 

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

 

Secuencia de nonapéptidos conforme a Schwertz et al. 2004. Clinical Chemistry 50:2370-
2375 
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Péptidos de fusión sintéticos de SEQ ID NO 2 y SEQ ID NO 3 

Secuencia de nonapéptidos conforme a Schewertz et al. 2004. Clinical Cemistry 50:2370-
2375 
 

 

Tres copias de los enlazadores de ADN realizados por hibridación de oligonucleóticos 
de ADN conforme a SEQ ID NO 10 y SEQ ID NO 11 se ligan en el vector pET24e del ADN 
linearizado en AdeI. Se  muestra la secuencia resultante que codifica para la proteína 
conforme a SEQ ID NO 7.  

Vector de expresión pET24e-GAF (3x) usado como constructo de expresión del péptido 
GAF(3x) 
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Proteína de fusión recombinante que contiene un hexa-histigina-Tag C-
terminal para la purificación de la proteína y tres copias de la secuencia 
sintética análoga a gliadina conforme a SEQ ID NO 4 interespaciada con un 
radical sencillo de metionina. 

oligonucleótido cebador del ADN sintetizado químicamente usado para 
amplificar el fragmento pET24e por PCR. 
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oligonucleótido cebador del ADN sintetizado químicamente usado para 
amplificar el fragmento pET24e por PCR. 

Oligonucleótido sentido de ADN 5’-fosforilado sintetizado químicamente que 
hibridiza con ADN oligonucleótido conforme a SEQ ID NO 11 para formar el 
enlazador a insertar en pET24e linearizado en AdeI.  

Oligonucleótido antisentido de ADN 5’-fosforilado sintetizado químicamente que 
hibridiza con ADN oligonucleótido conforme a SEQ ID NO 10 para formar el 
enlazador a insertar en pET24e linearizado en AdeI.  
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REIVINDICACIONES 

1. 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 aminoácidos o intercambiar por un 
reemplazamiento conservativos de aminoácidos, 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 5 
o al menos 16 aminoácidos sucesivos en SEQ ID NO 4, o que comprende uno o varios polipéptidos conforme 
a SEQ ID NO 4.  

2. Polipéptido según la reivindicación 1, que comprende tres polipéptidos conforme a SEQ ID NO: 4. 

3. Polipéptido según una de l as reivindicaciones precedentes, que c omprende u no o va rios polipéptidos 
conforme a SEQ ID NO: 7. 10 

4. Polipéptido según una de las reivindicaciones precedentes en forma de un polímero que comprende 2 a 20 
polipéptidos. 

5. Polipéptido s egún una d e l as reivindicaciones precedentes, ca racterizado porque se pr epara de  f orma 
recombinante o con medios bioquímicos convencionales de síntesis de polipéptidos. 

6. Polipéptido según una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque está unido con una 15 
molécula reportera o con una fase sólida. 

7. Procedimiento para el diagnóstico de celiaquía  y/o dermatitis herpetiforme, caracterizado porque una muestra 
biológica l íquida de un p aciente se  p one en co ntacto con un o o va rios polipéptidos según un a de l as 
reivindicaciones precedentes, pudiendo tener lugar la unión de los anticuerpos de la muestra biológica a estos 
polipéptidos, de modo que por la detección de anticuerpos contra uno de estos polipéptidos se diagnostica 20 
una celiaquía  o una dermatitis herpetiforme. 

8. Procedimiento se gún l a r eivindicación 7,  ca racterizado por que se  utiliza una m ezcla de al m enos dos 
polipéptidos diferentes según una de las reivindicaciones 1 a 6. 

9. Procedimiento según la reivindicación 7 u 8, caracterizado porque la unión de los anticuerpos se detecta 
mediante u n ensa yo de inmunofluorescencia, M icroarray, E LISA, un  ensa yo de l uminiscencia, B lot ,  un  25 
ensayo radioinmune, Western Blot o Dot Blot. 

10. Equipo de ensayo para la detección de anticuerpos, caracterizado porque comprende un polipéptido según 
una de las reivindicaciones 1 a 6. 

11. Polipéptido según una de las reivindicaciones 1 a 6 para su utilización en la terapia de celiaquía y/o dermatitis 
herpetiforme, caracterizado porque la s angre o  el  pl asma de  un  pa ciente s e p one en  co ntacto co n un 30 
polipéptido según una de las reivindicaciones 1 a 7, teniendo lugar la unión 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 reinfusión al paciente. 

12. Composición farmacéutica, caracterizada porque comprende un polipéptido según una de las reivindicaciones 
1 a 6. 35 

13. Utilización de un polipéptido según una de las reivindicaciones 1 a 6 para el diagnóstico in vivo de celiaquía  
y/o dermatitis herpetiforme. 

14. Utilización de un pol ipéptido según una de las reivindicaciones 1 a 6 para la preparación de un medicamento 
para la terapia de celiaquía y/o dermatitis herpetiforme. 

15. Ácido nucleico, que codifica para uno o varios polipéptidos según una de las reivindicaciones 1 a 6. 40 
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