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DESCRIPCION
Epitopos terapéuticos y sus usos

La invencién se refiere a epitopos Utiles en el diagnostico y tratamiento de la enfermedad celiaca, incluyendo
diagnostico, tratamiento, kits, y métodos de uso de lo anterior.

Una reaccion inmunologica a la gliadina (un componente del gluten) en la dieta provoca la enfermedad celiaca. Es
sabido que las respuestas inmunitarias en el tejido intestinal responden preferentemente a la gliadina que ha sido
modificada por una transglutaminasa intestinal. La enfermedad celiaca se diagnostica mediante la detecciéon de
anticuerpos dirigidos contra el endomisio, pero esto requiere confirmacidon mediante el hallazgo de inflamacion
linfocitica en biopsias intestinales. La obtencién de dicha biopsia es un inconveniente para el paciente.

Los investigadores hasta ahora han asumido que Unicamente las respuestas de los linfocitos T intestinales
proporcionan una indicacién precisa de la respuesta inmunitaria contra 1gliadinas. Por tanto, se han concentrado en
la investigacion de las respuestas de los linfocitos T en tejido intestinal . Se conocen? los epitopos de gliadina que
requieren la modificacion por transglutaminasa (antes de que sean reconocidos por el sistema inmunitario).

Los inventores han encontrado el epitopo inmunodominante de A-gliadina para linfocitos T reconocido por el sistema
inmunitario en la enfermedad celiaca, y han demostrado que es reconocido por los linfocitos T en la sangre periférica
de individuos con enfermedad celiaca (véase, documento WO 01/25793). Se ha comprobado que dichos linfocitos T
estan presentes con una frecuencia suficientemente alta para ser detectables sin reestimulacion (es decir, se podria
usar un sistema de deteccion de "respuesta primaria"). El epitopo se identific6 usando un método basado en la
clonacion de células no T que proporciona un reflejo mas preciso de los epitopos reconocidos. El epitopo
inmunodominante requiere la modificacién por transglutaminasa (provocando la sustitucion de una glutamina
particular por glutamato) antes del reconocimiento por el sistema inmunitario.

En base a este trabajo, los inventores han desarrollado un ensayo que se puede usar para diagnosticar la
enfermedad celiaca en una fase temprana. El ensayo se puede llevar a cabo sobre una muestra de sangre periférica
y por tanto no es necesaria una biopsia intestinal. El ensayo es mas sensible que los ensayos con anticuerpos que
se usan en la actualidad.

Mediante el mapeo integral de los epitopos de gliadina de trigo para linfocitos T (véase Ejemplo 13), los inventores
también han encontrado epitopos bioactivos en la enfermedad celiaca en pacientes HLA-DQ2+ en otras gliadinas de
trigo, que tienen secuencias centrales similares (por ejemplo, SEQ ID NO: 18-22) y secuencias de longitud completa
similares (por ejemplo, SEQ ID NO: 31-36), al igual que en secalinas de centeno y hordeinas de cebada (por
ejemplo, SEQ ID NO: 39-41); véase también las Tablas 20 y 21. Ademas, se han identificado varios epitopos
bioactivos en la enfermedad celiaca en pacientes HLA-DQ8+ (por ejemplo, SEQ ID NO: 42-44, 46). Este mapeo
integral proporciona de esta forma los epitopos dominantes reconocidos por los linfocitos T en pacientes celiacos.
Los métodos de la invencion descritos en este documento se pueden llevar a cabo usando el epitopo adicional
identificado que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 19 o una secuencia que se puede obtener mediante la
desamidacion por una transglutaminasa de la secuencia SEQ ID NO: 19. Es decir, los agentes de la invencién
involucran este nuevo epitopo.

La invencién también proporciona el uso del agente para la preparacion de un medio diagnéstico para su uso en un
método de diagnosis de la enfermedad celiaca, o de susceptibilidad a la enfermedad celiaca, en un individuo, dicho
método que comprende la determinacion de si los linfocitos T del paciente reconocen el agente, donde el
reconocimiento por parte de los linfocitos T indica que el paciente tiene, o es susceptible a, la enfermedad celiaca.

El hallazgo de un epitopo inmunodominante que es modificado por la transglutaminasa (asi como los otros epitopos
adicionales definidos en este documento) también permite el diagnoéstico de la enfermedad celiaca en base a la
determinacién de si hay presentes otros tipos de respuestas inmunitarias a este epitopo. Asi, la invencion también
proporciona un método de diagnoéstico de la enfermedad celiaca, o de susceptibilidad a la enfermedad celiaca en un
individuo, que comprende la determinacion de la presencia de un anticuerpo que se une al epitopo en una muestra
procedente del individuo, donde la presencia del anticuerpo indica que el individuo tiene, o es susceptible a, la
enfermedad celiaca.

La invencion ademas proporciona el agente, opcionalmente asociado a un vehiculo, para su uso en un método de
tratamiento o prevencién de la enfermedad celiaca mediante la induccién de tolerancia de los linfocitos T que
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reconocen el agente. Ademas se proporciona el agente para su uso en un método de tratamiento o prevencion de la
enfermedad celiaca en un individuo mediante la induccion de tolerancia del individuo para prevenir la produccién de
dicho anticuerpo.

La invenciéon proporciona un método para determinar si una composicion es capaz de provocar la enfermedad
celiaca, que comprende la determinacién de si hay presente en la composicién una proteina que se pueda modificar
mediante una transglutaminasa en una secuencia de oligopéptidos como se ha definido anteriormente, donde la
presencia de la proteina indica que la composicion es capaz de provocar la enfermedad celiaca.

Resumen de la invencion

La presente invencién proporciona un péptido aislado que comprende al menos un epitopo para linfocitos T, en el
que el epitopo tiene una longitud no superior a 50 aminoacidos y el epitopo para linfocitos T comprende una
secuencia seleccionada entre FPQPQQPFP y una secuencia que se puede obtener mediante la desamidacion por
una transglutaminasa de la secuencia FPQPQQPFP (el "péptido de la invencion").

La presente invencién también proporciona un péptido de la invencién, en el que el péptido comprende una
secuencia que se puede obtener mediante la desamidacién por transglutaminasa de la secuencia FPQPQQPFP,
para su uso en un método de tratamiento.

La presente invencion también proporciona una composicidon que comprende (a) un péptido de la invencion, en el
que el péptido comprende una secuencia que se puede obtener mediante la desamidacién por transglutaminasa de
la secuencia FPQPQQPFP, y (b) un segundo agente que es un péptido que comprende al menos un epitopo que
contiene una secuencia seleccionada entre PQPELPY y QLQPFPQPELPYPQPQS.

La presente invencion también proporciona una composicién que comprende un primer agente restringido a HLA-
DQ2 y un segundo agente restringido a HLA-DQS8, en donde la composicién comprende un péptido de la invencion,
en el que el péptido comprende una secuencia que se puede obtener mediante la desamidacion por una
transglutaminasa de la secuencia FPQPQQPFP.

La presente invencién también proporciona una composicion que comprende un agente que contiene un epitopo de
trigo y un agente que contiene un epitopo de centeno, en donde la composicién comprende un péptido de la
invencion, en el que el péptido comprende una secuencia que se puede obtener mediante la desamidacion por una
transglutaminasa de la secuencia FPQPQQPFP.

La presente invencién también proporciona una composicion que comprende un agente que contiene un epitopo de
trigo y un agente que contiene un epitopo de cebada, en donde la composicibn comprende un péptido de la
invencion, en el que el péptido comprende una secuencia que se puede obtener mediante la desamidacién por una
transglutaminasa de la secuencia FPQPQQPFP.

La presente invencién también proporciona una composicion que comprende un agente que contiene un epitopo de
centeno y un agente que contiene un epitopo de cebada, en donde la composicibn comprende un péptido de la
invencion, en el que el péptido comprende una secuencia que se puede obtener mediante la desamidacion por una
transglutaminasa de la secuencia FPQPQQPFP.

La presente invencién también proporciona una composicion que comprende un agente que contiene un epitopo de
trigo, un agente que contiene un epitopo de cebada, y un agente que contiene un epitopo de centeno, en donde la
composiciéon comprende un péptido de la invencion, en el que el péptido comprende una secuencia que se puede
obtener mediante la desamidacién por una transglutaminasa de la secuencia FPQPQQPFP.

La presente invencion proporciona adicionalmente un péptido de la invencién, en donde el péptido comprende una
secuencia que se puede obtener mediante la desamidacién por transglutaminasa de la secuencia FPQPQQPFP,
para su uso en la induccién de tolerancia de un individuo a una proteina gliadina para suprimir la produccién de una
respuesta de linfocitos T a dicho péptido.

La presente invencién también proporciona un péptido de la invencién, en donde el péptido comprende una
secuencia que se puede obtener mediante la desamidacion por transglutaminasa de la secuencia FPQPQQPFP,
para su uso en el tratamiento o prevencién de la enfermedad celiaca.
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La presente invencién también proporciona una composicion farmacéutica que comprende: (a) un péptido de la
invencioén, en donde el péptido comprende una secuencia que se puede obtener mediante la desamidaciéon por
transglutaminasa de la secuencia FPQPQQPFP; (b) un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable; v,
opcionalmente, (c) un péptido que comprende al menos un epitopo que contiene una secuencia seleccionada entre
PQPELPY y QLQPFPQPELPYPQPQS.

La presente invencion proporciona un método para el diagnostico de la enfermedad celiaca, o de susceptibilidad a la
enfermedad celiaca, en un individuo que comprende:

(a) la puesta en contacto de una muestra procedente del hospedador con al menos un péptido de la invencion, en
donde el péptido comprende una secuencia que se puede obtener mediante la desamidacion por transglutaminasa
de la secuencia FPQPQQPFP, y opcionalmente, ademas, un péptido que comprende al menos un epitopo que
contiene una secuencia seleccionada entre PQPELPY y QLQPFPQPELPYPQPQS;

(b) la determinacion in vitro de si los linfocitos T de la muestra reconocen el péptido; donde el reconocimiento por los
linfocitos T indica que el individuo tiene, o es susceptible a, la enfermedad celiaca.

La presente invencién ademas proporciona el uso de un péptido de la invencion, en donde el péptido comprende
una secuencia que se puede obtener mediante la desamidacién por transglutaminasa de la secuencia
FPQPQQPFP, para la preparacion de un medio diagnéstico para su uso en un método de diagnosis de la
enfermedad celiaca, o de susceptibilidad a la enfermedad celiaca, en un individuo, dicho método que comprende la
determinacion de si los linfocitos T del individuo reconocen el péptido, donde el reconocimiento por los linfocitos T
indica que el individuo tiene, o es susceptible a, la enfermedad celiaca.

La invencién ademas proporciona un método para la identificacion de un analogo, analogo que es un péptido de la
invencion, en donde el péptido comprende una secuencia que se puede obtener mediante la desamidaciéon por
transglutaminasa de la secuencia FPQPQQPFP, unido a una molécula de HLA o a un fragmento de una molécula de
HLA capaz de unirse al péptido, cuyo método comprende la determinacién de si una sustancia candidata es
reconocida por un receptor de los linfocitos T que reconoce un epitopo que comprende una secuencia que se puede
obtener mediante desamidacion por transglutaminasa de la secuencia FPQPQQPFP, donde el reconocimiento de la
sustancia indica que la sustancia es un analogo.

La invencién también proporciona un método para la determinaciéon de si una composicion es capaz de provocar la
enfermedad celiaca, que comprende la determinacion de si hay presente en la composicion una proteina que
comprende una secuencia de oligopéptidos seleccionada entre FPQPQQPFP, QQPFPQPQQPFP vy
QQPFPQPQQPFP, donde la presencia de la proteina indica que la composicion es capaz de provocar la
enfermedad celiaca.

Aun mas, la invencion proporciona un anticuerpo que se une especificamente a una secuencia seleccionada entre
FPQPQQPFP, QQPFPQPQQPFP y QPFPQPQQPFPWQP.

La invencién también proporciona un kit para llevar a cabo:

i. el método de diagnédstico de la invencién en un individuo de la enfermedad celiaca, o de susceptibilidad a la
enfermedad celiaca; o

ii. el uso para la preparacion de un medio diagnéstico de la invencion;
donde el kit que comprende un péptido de la invencion, en el que el péptido comprende una secuencia que se puede
obtener mediante desamidacion por transglutaminasa de la secuencia FPQPQQPFP, y un medio para detectar el

reconocimiento del péptido por los linfocitos T.

La invencién también proporciona el uso de un péptido de la invenciéon para producir un anticuerpo especifico contra
el péptido.

Breve descripcion de los dibujos

La invencion esta ilustrada por los dibujos acompafiantes en los que:
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La figura 1 muestra respuestas ELISPOT para IFN-y de PBMC (células mononucleares de sangre periférica) recién
aisladas (el eje vertical muestra puntos de formacion de células por 108 PBMC) a un pool de péptidos, pool 3,
tratados y no tratados con transglutaminasa (tTG) (cada péptido 10 pg/ml) que incluye cinco 15-mer que se solapan
y abarcan la A-gliadina 51-85 (véase Tabla 1) y una gliadina digerida con a-quimotripsina (40 ug/ml) en un Individuo
1 con enfermedad celiaca, inicialmente en remisién después de una dieta sin gluten y a continuacion expuesto a 200
g de pan al dia durante tres dias desde el dia 1 (a). Las respuestas ELISPOT para IFN-y de PBMC por parte del
Individuo 2 a pools de péptidos 1-10 de A-gliadina tratados con tTG que abarcan toda la proteina A-gliadina para una
exposicion a pan durante 10 dias (b). El eje horizontal muestra los dias después de comenzar la exposicion al pan.

La figura 2 muestra las respuestas ELISPOT para IFN-y de PBMC al pool de péptidos, pool 3, tratados con tTG (que
abarcan la A-%Iiadina 51-85) en 7 individuos con enfermedad celiaca (el eje vertical muestra puntos de formacién de
células por 10° PBMC), inicialmente en remision sometidos a una dieta sin gluten, expuestos a pan durante tres dias
(dias 1 a 3). El eje horizontal muestra los dias después del comienzo de la exposicién al pan. (a). Respuestas
ELISPOT para IFN-y de PBMC a péptidos 15-mer que se solapan tratados con tTG incluidos en el pool 3; las barras
representan la respuesta media (+ SEM) a péptidos individuales (10 ug/ml) en 6 pacientes con enfermedad celiaca
los dias 6 o 7 (b). (En pacientes individuales, las respuestas ELISPOT a los péptidos se calcularon como % de
respuesta provocada por el péptido 12 — como se muestra por el eje vertical).

La figura 3 muestra respuestas ELISPOT para IFN-y de PBMC a truncados de A-gliadina 56-75 (0,1 uM) tratados
con tTG. Las barras representan la media (+ SEM) en 5 individuos con enfermedad celiaca. (En individuos
individuales, las respuestas se calcularon como % de respuesta maxima provocada por cualquiera de los péptidos
sometidos a ensayo).

La figura 4 muestra como se mapeo la estructura minima del epitopo de A-gliadina dominante usando péptidos de A-
gliadina de 7-17-mer (0,1 pM) tratados con tTG que incluyen la secuencia, PQPQLPY (SEQ ID NO: 4) (A-gliadina
62-68) (a), y los mismos péptidos sin el tratamiento con tTG pero con la sustitucion Q—E65 (b). Cada linea
representa las respuestas ELISPOT para IFN-y de PBMC en cada uno de los tres individuos con enfermedad celiaca
los dias 6 o 7 después de haber ingerido pan los dias 1-3. (En individuos individuales, las respuestas ELISPOT se
calcularon como % de la respuesta provocada por el 17-mer de A-gliadina 57-73).

La figura 5 muestra los aminoacidos desamidados por la tTG. La secuencia LQLQPFPQPQLPYPQPQSFP (SEQ ID
NO: 5) (0,1 uM) de A-gliadina 56-75 se incubd con tTG (50 pg/ml) a 37 °C durante 2 horas. Se identifico un solo
producto y se purificd por HPLC de fase inversa. El analisis de los aminoacidos permitié el calculo del % de
desamidacion (Q—E) de cada resto de GIn en A-gliadina 56-75 que se puede atribuir a la tTG (eje vertical).

La figura 6 muestra el efecto de sustituir Q—E en A-gliadina 57-73 en otras posiciones ademas de Q65 usando los
17-mer: ELQPFPQPELPYPQPQS (SEQ ID NO: 6) (E57,65), QLQPFPQPELPYPQPES (SEQ ID NO: 7) (E65,72),
ELQPFPQPELPYPQPES (SEQ ID NO: 8) (E57, 65, 72), y QLQPFPQPELPYPQPQS (SEQ ID NO: 2) (E65) en tres
individuos con enfermedad celiaca los dias 6 o 7 después de haber ingerido pan los dias 1-3. El eje vertical muestra
el % de la respuesta E65.

La figura 7 muestra que la A-gliadina 56-75 (0,1 uM) tratada con tTG provoca respuestas ELISPOT para IFN-y en (a)
PBMC con cuentas magnéticas agotadas de CD4 y CD8. (Las barras representan las respuestas de PBMC
agotadas de CD4 como % de respuestas de PBMC agotadas de CD8; los puntos de formacion de células por millon
de PBMC agotadas de CD8 fueron: Individuo 4: 29, y Individuo 6: 535). (b) Respuestas ELISPOT para IFN-y de
PBMC (puntos de formacién de células/millon de PBMC) después de la incubacion con anticuerpos monoclonales
para HLA-DR (L243), -DQ (L2) y -DP (B7.21) (10 pg/ml) 1 h antes de la A-gliadina 56-75 (0,1 uM) tratada con tTG en
dos pacientes con enfermedad celiaca homocigéticos para HLA-DQ a1*0501, b1*0201.

La figura 8 muestra el efecto de sustituir la Glu en posicion 65 por otros aminoacidos en el epitopo
inmunodominante. El eje vertical muestra el % de respuesta en los 3 pacientes con respecto al epitopo
inmunodominante.

La figura 9 muestra la inmunorreactividad de péptidos de gliadina de origen natural (midiendo las respuestas de 3
individuos) que contienen la secuencia PQLPY (SEQ ID NO: 12) con (sombreado) y sin (claro) tratamiento con
transglutaminasa.

La figura 10 muestra la deplecion de cuentas inmunomagnéticas especificas para CD8, CD4, 37, y aE de células
mononucleares de sangre periférica procedente de dos individuos celiacos, 6 dias después de comenzar la
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exposicion a gluten seguido por ELISPOT para interferbn gamma. Como antigenos se usaron la A-gliadina 57-73
QEGS5 (25 pg/ml), gliadina digerida con quimotripsina y tratada con tTG (100 pg/ml) o PPD (10 pg/ml).

La figura 11 muestra respuestas en diferentes grupos de pacientes.
La figura 12 muestra la bioactividad de homdélogos de prolamina de la A-gliadina 57-73.

La figura 13 muestra, para individuos HLA-DQ2 sanos, el cambio en las respuestas ELISPOT para IFN-y para pools
de péptidos de A-gliadina desamidados con tTG.

La figura 14 muestra, para individuos HLA-DQ2 celiacos, el cambio en las respuestas ELISPOT para IFN-y para
pools de péptidos de A-gliadina desamidados con t{TG.

La figura 15 muestra las contribuciones individuales de los péptidos a la respuesta "sumada" del péptido de gliadina.

La figura 16 muestra, para el individuo celiaco C08 HLA-DQ2/8, las respuestas ELISPOT para IFN-y inducidas por
exposicion a gluten para pools de péptidos de A-gliadina desamidados con tTG.

La figura 17 muestra, para el individuo celiaco CO7 HLA-DQ2/8, las respuestas ELISPOT para IFN-y inducidas por
exposicion a gluten para pools de péptidos de A-gliadina desamidados con tTG.

La figura 18 muestra, para el individuo celiaco C12 HLA-DQ8/7, las respuestas ELISPOT para IFN-y inducidas por
exposicion a gluten para pools de péptidos de A-gliadina desamidados con tTG.

La figura 19 muestra, para el individuo celiaco C11 HLA-DQ6/8, las respuestas ELISPOT para IFN-y inducidas por
exposicion a gluten para pools de péptidos de A-gliadina desamidados con tTG.

Descripcion detallada de la invencidén

El término "enfermedad celiaca" engloba un espectro de dolencias provocadas por grados variables de sensibilidad
al gluten, que incluye una forma grave caracterizada por una mucosa plana del intestino delgado (atrofia vellosa
hiperplasica) y otras formas caracterizadas por sintomas mas leves.

El individuo mencionado anteriormente (en el contexto del diagnostico o el tratamiento) es un ser humano. Puede
padecer la enfermedad celiaca (sintomatica o asintomatica) o ser sospechoso de tenerla. Puede estar en una dieta
sin gluten. Puede estar en una respuesta de fase aguda (por ejemplo, puede padecer la enfermedad celiaca, pero
soélo ha ingerido gluten en las ultimas 24 horas, antes de las cuales habia estado en una dieta sin gluten durante 14
a 28 dias).

El individuo puede ser susceptible a la enfermedad celiaca, tal como una susceptibilidad genética (determinada por
ejemplo por que el individuo tiene parientes con enfermedad celiaca o posee genes que causan predisposicion a la
enfermedad celiaca).

El agente

El agente es un péptido de hasta 50 aminoacidos de longitud, tal como de 10 a 40, o de 15 a 30 aminoacidos de
longitud.

La SEQ ID NO: 1 es PQPELPY. La SEQ ID NO: 2 es QLQPFPQPELPYPQPQS. La SEQ ID NO: 3 se muestra en la
Tabla 1y es la secuencia de una A-gliadina completa. El glutamato en posicion 4 de la SEQ ID NO: 1 (equivalente a
la posicion 9 de la SEQ ID NO: 2) es generado por tratamiento de la A-gliadina con transglutaminasa. La
transglutaminasa esta disponible en el mercado (por ejemplo Sigma T-5398).

Un analogo de un péptido de la invencién puede ser reconocido por un TCR que reconoce el péptido de la invencion.
Por tanto, generalmente cuando se afiade el analogo a linfocitos T en presencia del péptido de la invencion,
normalmente también en presencia de una célula presentadora de antigenos (APC) (tal como cualquiera de las APC
mencionadas en este documento), el analogo inhibe el reconocimiento del péptido de la invencién, es decir, el
analogo es capaz de competir con el péptido de la invencion en un sistema de este tipo.
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El analogo puede ser uno capaz de unirse al TCR que reconoce el péptido de la invencion. Dicha union se puede
someter a ensayo mediante técnicas convencionales. Dichos TCR se pueden aislar a partir de linfocitos T que hayan
demostrado reconocer el péptido de la invencién (por ejemplo, usando el método de la invencion). A continuacion se
puede demostrar la union del analogo de los TCR determinando si los TCR inhiben la union del analogo a una
sustancia que se una al analogo, por ejemplo, un anticuerpo al analogo. Normalmente, el analogo esta unido a una
molécula de MHC de clase Il (por ejemplo, HLA-DQZ2) en dicho ensayo de inhibiciéon de la union.

Normalmente el analogo inhibe la unién del péptido de la invencién a un TCR. En este caso se reduce la cantidad
del péptido de la invencion que se puede unir al TCR en presencia del analogo. Esto es debido a que el analogo es
capaz de unirse al TCR y por tanto compite con el péptido de la invencién para la unién al TCR. Los linfocitos T para
uso en los experimentos de unidn anteriores se pueden aislar de pacientes con enfermedad celiaca, por ejemplo con
la ayuda del método de la invencion. Otras caracteristicas de unién del analogo también pueden ser idénticas a las
del péptido de la invencion, y por lo tanto normalmente el analogo se une a la misma molécula del MHC de clase Il a
la que se une el péptido (HLA-DQ2 o -DQ8). El analogo normalmente se une a anticuerpos especificos para el
péptido de la invencidn, y por lo tanto inhibe la unién del péptido de la invencion a dichos anticuerpos.

El analogo normalmente es un péptido. Puede tener homologia con el péptido de la invencion, normalmente al
menos el 70 % de homologia, preferentemente al menos el 80, 90 %, 95 %, 97 % o 99 % de homologia con el
péptido de la invencion, por ejemplo, a lo largo de una regién de al menos 15 0 mas aminoacidos contiguos (tal
como la longitud completa del analogo y/o el péptido de la invencién, o en toda la regién que entra en contacto con
el TCR o que se une a la molécula del MHC). Los métodos de medicién de la homologia de proteinas son muy
conocidos en la técnica y los expertos en la materia comprenden que en el presente contexto, la homologia se
calcula en base a la identidad de aminoacidos (a veces denominada "homologia dura").

Por ejemplo, el Paquete UWGCG proporciona el programa BESTFIT que se puede usar para calcular la homologia
(por ejemplo, usado con sus ajustes por defecto) (Devereux y col., (1984) Nucleic Acids Research 12, p387-395). Se
pueden usar los algoritmos PILEUP y BLAST para calcular la homologia o alinear secuencias (normalmente con sus
ajustes por defecto), por ejemplo como se describe en Altschul S.F. (1993) J Mol Evol 36: 290-300; Altschul, S.F. y
col., (1990) J Mol Biol 215: 403-10.

El software para realizar analisis BLAST esta disponible publicamente a través del Centro Nacional de Informacion
sobre Biotecnologia en su web para todo el mundo a través de Internet en, por ejemplo, "www.ncbi.nlm.nih.gov/".
Este algoritmo implica primero la identificacion de pares de secuencia de alta puntuacion (HSP) identificando
palabras cortas de longitud W en la secuencia de busqueda que coincidan o satisfagan alguna puntuaciéon umbral T
de valor positivo cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en una secuencia de base de datos. T es
el umbral de puntuacién de palabras vecinas (Altschul y col., supra). Estas coincidencias iniciales de palabras
vecinas actuan como semillas para iniciar busquedas y encontrar HSP que las contienen. Las coincidencias de
palabras se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia mientras se pueda incrementar la
puntuacién de alineamiento acumulativa. Las extensiones para las coincidencias de palabras en cada direccion se
detienen cuando: la puntuacion de alineamiento acumulativa disminuye en la cantidad X desde su valor maximo
alcanzado; la puntuacion acumulativa llega a cero o por debajo, debido a la acumulacién de una o mas alineaciones
de restos de puntuacion negativa; o se alcanza el final de cualquiera de las secuencias. Los parametros W, T y X del
algoritmo BLAST determinan la sensibilidad y velocidad del alineamiento. El programa BLAST usa por defecto una
longitud de palabra (W) de 11, alineamientos (B) de la matriz de puntuacion BLOSUM®62 (véase Henikoff y Henikoff
(1992) Proc Natl Acad Sci EE.UU. 89: 10915-10919) de 50, una expectativa (E) de 10, M = 5, N = 4, y una
comparacion de ambas cadenas.

El algoritmo BLAST realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias; véase, por ejemplo, Karlin y
Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 90: 5873-5787. Una medida de la similitud proporcionada por el
algoritmo BLAST es la probabilidad de suma mas pequefia (P(N)), que proporciona una indicaciéon de la probabilidad
mediante la cual se produciria un emparejamiento al azar entre dos nucleétidos o secuencias de aminoacidos. Por
ejemplo, una secuencia se considera similar a otra secuencia si la probabilidad de suma mas pequefia en la
comparacion de la primera secuencia a la segunda secuencia es menor a 1 aproximadamente, preferentemente
inferior a 0,1 aproximadamente, mas preferentemente inferior a 0,01 aproximadamente, y lo més preferentemente
inferior a 0,001 aproximadamente.

Los analogos de péptidos homélogos difieren normalmente del péptido de la invencion en 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8 o mas

mutaciones (que pueden ser sustituciones, deleciones o inserciones). Estas mutaciones se pueden medir a través
de cualquiera de las regiones mencionadas anteriormente en relaciéon con el calculo de homologia. Las sustituciones
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preferentemente son 'conservativas'. Estas se definen de acuerdo con la Tabla siguiente. Los aminoacidos del
mismo bloque en la segunda columna y preferentemente en la misma linea en la tercera columna se pueden sustituir
entre si:

ALIFATICO No polar GAP

ILV

Polar — cargado CSTM
NQ

Polar — cargado DE

KR

AROMATICO HFWY

Normalmente los aminoacidos en el anélogo en las posiciones equivalentes a los aminoacidos en el péptido de la
invenciéon que contribuyen a la unién a la molécula del MHC o que son responsables del reconocimiento por el TCR,
son los mismos o estan conservados.

Normalmente, el péptido analogo comprende una o mas modificaciones, que pueden ser modificaciones post-
traduccionales naturales o modificaciones artificiales. La modificacion puede proporcionar un resto quimico
(normalmente por sustitucién de un hidrégeno, por ejemplo, de un enlace C-H), tal como un grupo amino, acetilo,
hidroxi o halégeno (por ejemplo, flior) o un grupo carbohidrato. Normalmente, la modificacién esta presente en el
extremo N o C.

El analogo puede comprender uno o mas aminoacidos no naturales, por ejemplo aminoacidos con una cadena
lateral diferente de los aminoacidos naturales. Generalmente, el aminoacido no natural tendra un extremo N y/o un
extremo C. El aminoacido no natural puede ser un L o un D-aminoacido.

El analogo normalmente tiene una forma, un tamafio, una flexibilidad o una configuracion electronica que es
sustancialmente similar al péptido de la invencién. Normalmente es un derivado del péptido de la invencion. En una
realizacion, el analogo es una proteina de fusiébn que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 o 2, o cualquiera de
los otros péptidos mencionados en este documento; y una secuencia distinta de la gliadina.

En una realizacion, el analogo es o simula el péptido de la invencién unido a una molécula del MHC de clase II. Se
pueden asociar o unir 2, 3, 4 o mas de dichos complejos entre si, por ejemplo usando un sistema basado en
biotina/estreptavidina, en el que normalmente 2, 3 o 4 moléculas del MHC marcadas con biotina se unen a una
fraccion de estreptavidina. Este analogo normalmente inhibe la union del complejo péptido de la invenciéon/MHC de
Clase Il a un TCR o anticuerpo que es especifico para el complejo.

El analogo normalmente es un anticuerpo o un fragmento de un anticuerpo, tal como un fragmento Fab o (Fab),. El
analogo se puede inmovilizar sobre un soporte solido, en particular un analogo que simula un péptido unido a una
molécula del MHC.

El analogo normalmente se disefia por medios computacionales y a continuacion se sintetiza usando métodos
conocidos en la técnica. De manera alternativa, el analogo se puede seleccionar de una libreria de compuestos. La
libreria puede ser una libreria combinatoria o una libreria de presentacion, tal como una libreria de presentacion en
fagos. La libreria de compuestos se puede expresar en la libreria de presentacion unida a una molécula del MHC
clase Il, tales como HLA-DQ2 o -DQ8. Los analogos se seleccionan generalmente de la libreria en funcion de su
capacidad para simular las caracteristicas de union del péptido de la invencion. Asi, se pueden seleccionar en base
a su capacidad para unirse a un TCR o un anticuerpo que reconoce el péptido de la invencion.

Normalmente los analogos seran reconocidos por los linfocitos T al menos en la misma medida que cualquiera de

los agentes del péptido de la invencion, por ejemplo al menos en la misma medida que el epitopo equivalente y
preferentemente en la misma medida que el péptido representado por la SEQ ID NO: 2, como se reconoce en
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cualquiera de los ensayos descritos en este documento, normalmente usando linfocitos T de pacientes con
enfermedad celiaca. Los analogos pueden ser reconocidos en estas medidas in vivo y asi pueden ser capaces de
inducir sintomas de la enfermedad celiaca al menos en la misma medida que cualquiera de los agentes
mencionados en este documento (por ejemplo, en un paciente humano o un modelo animal).

Los analogos se pueden identificar en un método que comprende la determinacion de si una sustancia candidata es
reconocida por un receptor de linfocitos T que reconoce un epitopo de la invencién, donde el reconocimiento de la
sustancia indica que la sustancia es un analogo. Dichos TCR pueden ser cualquiera de los TCR mencionados en
este documento, y pueden estar presentes en los linfocitos T. Se puede usar cualquier ensayo adecuado
mencionado en este documento para identificar el analogo. En una realizacion este método se lleva a cabo in vivo.
Como se ha mencionado anteriormente los analogos preferidos son reconocidos al menos en la misma medida que
el péptido SEQ ID NO: 2, y asi el procedimiento se puede usar para identificar analogos que son reconocidos en
esta medida.

En una realizacién, el método comprende la determinacién de si una sustancia candidata es capaz de inhibir el
reconocimiento de un epitopo de la invencion, donde la inhibiciéon del reconocimiento indica que la sustancia es un
analogo.

El agente puede ser un producto que comprende al menos 2, 5, 10 o 20 péptidos de la invencién. Normalmente, la
composicidn comprende epitopos de diferentes gliadinas, tales como cualquiera de las especies o variedades o tipos
de gliadinas mencionadas en este documento. Las composiciones comprenden al menos un epitopo de la invencion.
Las composiciones preferidas comprenden al menos un epitopo, o analogo equivalente, de todas las gliadinas
presentes en cualquiera de las especies o variedades mencionadas en este documento, o de 2, 3, 4 o mas de las
especies mencionadas en este documento (tales como del plantel de especies constituido por el trigo, centeno,
cebada, avena y tritical). Asi, el agente puede ser monovalente o multivalente.

Diagnéstico

La invencién proporciona un método de diagnéstico como se define en este documento. Mas en general, sin
embargo, los métodos de diagnéstico que hacen uso de los péptidos de la invencién pueden estar basados en la
deteccion de linfocitos T que se unen al agente o en la deteccion de anticuerpos que reconocen el agente.

Los linfocitos T que reconocen el agente en el método (que incluye el uso mencionado anteriormente) generalmente
son linfocitos T que han sido pre-sensibilizados a la gliadina in vivo. Como se ha mencionado anteriormente se ha
comprobado que dichos linfocitos T expuestos al antigeno estan presentes en la sangre periférica.

En el método, los linfocitos T pueden ponerse en contacto con el agente in vitro o in vivo, y la determinacién de si los
linfocitos T reconocen el agente se puede realizar in vitro o in vivo. Asi, la invencién proporciona el agente para su
uso en un método de diagndstico puesto en practica sobre el cuerpo humano. Se proporcionan diferentes agentes
para su uso simultaneo, separado o secuencial en dicho método.

El método in vitro normalmente se lleva a cabo en solucién acuosa a la que se afiade el agente. La solucién también
comprendera los linfocitos T (y en determinadas realizaciones las APC descritas mas adelante). El término "puesta
en contacto" como se usa en este documento incluye la adiciéon de la sustancia particular a la solucion.

La determinacion de si los linfocitos T reconocen el agente generalmente se realiza mediante la deteccion de un
cambio en el estado de los linfocitos T en presencia del agente o la determinacién de si los linfocitos T se unen al
agente. El cambio de estado generalmente esta provocado por actividad funcional antigénica especifica del linfocito
T después de que el TCR se una al agente. El cambio de estado se puede medir dentro (por ejemplo, cambio en la
expresion intracelular de proteinas) o fuera (por ejemplo, deteccion de sustancias secretadas) de los linfocitos T.

El cambio de estado del linfocito T puede ser el comienzo o el aumento de la secrecion de una sustancia del linfocito
T, como una citoquina, especialmente IFN-y, IL-2 o TNF-a. En particular se prefiere la determinacién de la secrecién
de IFN-y. La sustancia normalmente se puede detectar permitiendo que se una a un agente de union especifico y a
continuacion midiendo la presencia del complejo de agente de unidn especifico/sustancia. El agente de union
especifico normalmente es un anticuerpo, tal como anticuerpos policlonales o monoclonales. Los anticuerpos para
citoquinas estan disponibles en el mercado, o se pueden preparar usando técnicas convencionales.

Normalmente, el agente de uniéon especifico se inmoviliza sobre un soporte sélido. Después de dejar que la
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sustancia se una al soporte sélido, opcionalmente se puede lavar para retirar el material que no se haya unido
especificamente al agente. El complejo agente/sustancia se puede detectar usando un segundo agente de union
que se unira al complejo. Normalmente, el segundo agente se une a la sustancia en un sitio que es diferente del sitio
al que se une el primer agente. El segundo agente preferentemente es un anticuerpo y estd marcado directa o
indirectamente con un marcador detectable.

Asi, el segundo agente se puede detectar mediante un tercer agente que normalmente estd marcado directa o
indirectamente con un marcador detectable. Por ejemplo, el segundo agente puede comprender un resto de biotina,
permitiendo la deteccion por un tercer agente que comprende un resto de estreptavidina y normalmente fosfatasa
alcalina como marcador detectable.

En una realizacion, el sistema de deteccion que se usa es el ensayo ELISPOT ex vivo descrito en el documento WO
98/23960. En ese ensayo, el IFN-y secretado desde el linfocito T es unido por un primer anticuerpo especifico para
IFN-y que esta inmovilizado sobre un soporte sélido. A continuacion se detecta el IFN-y unido usando un segundo
anticuerpo especifico para IFN-y que esta marcado con un marcador detectable. Dicho anticuerpo marcado se
puede obtener en Mabtech (Estocolmo, Suecia). Mas abajo se describen otros marcadores detectables que se
pueden usar.

El cambio de estado del linfocito T medible puede ser el aumento en la captacion de sustancias por el linfocito T, tal
como la captacién de timidina. El cambio de estado puede ser un aumento en el tamafio de los linfocitos T, o la
proliferacion de los linfocitos T, o un cambio en los marcadores de la superficie celular en el linfocito T.

En una realizacion se detecta el cambio de estado midiendo el cambio en la expresion intracelular de proteinas, por
ejemplo, el aumento en la expresion intracelular de cualquiera de las citoquinas mencionadas anteriormente. Dichos
cambios intracelulares se pueden detectar poniendo en contacto el interior del linfocito T con un resto que se una a
las proteinas expresadas de una manera especifica y que permite la clasificacion de los linfocitos T por citometria de
flujo.

En una realizacién, cuando se une al TCR, el agente se une a una molécula del MHC de clase Il (normalmente HLA-
DQ2 o -DQ8), que normalmente esta presente en la superficie de una célula presentadora de antigenos (APC). Sin
embargo como se ha mencionado en el presente documento a un TCR se pueden unir otros agentes sin tener que
unirse también a una molécula del MHC.

Generalmente los linfocitos T que se ponen en contacto en el método se obtienen del individuo en una muestra de
sangre, aunque se pueden usar otros tipos de muestras que contengan linfocitos T. La muestra se puede afadir
directamente al ensayo o primero se puede procesar. Normalmente, el procesamiento puede comprender la dilucion
de la muestra, por ejemplo con agua o tampon. Normalmente, la muestra se diluye de 1,5 a 100 veces, por ejemplo
de 2a500deb5a 10 veces.

El procesamiento puede comprender la separacion de componentes de la muestra. Normalmente las células
mononucleares (MC) se separan de las muestras. Las MC comprenderan los linfocitos T y las APC. Asi, en el
método las APC presentes en las MC separadas pueden presentar el péptido a los linfocitos T. En otra realizacion
solo los linfocitos T, tales como sélo los linfocitos T CD4, se pueden purificar a partir de la muestra. Las PBMC, las
MC vy los linfocitos T se pueden separar de la muestra usando técnicas conocidas en la materia, tales como las
descritas en Lalvani y col., (1997) J. Exp. Med. 186, p859-865.

En una realizacién, los linfocitos T usados en el ensayo estan en forma de muestras sin procesar o diluidas, o son
linfocitos T recién aislados (tal como en forma de MC o PBMC recién aisladas) que se usan directamente ex vivo, es
decir, no se cultivan antes de su uso en el método. Asi, los linfocitos T no han sido reestimulados especificamente in
vitro con un antigeno. Sin embargo, los linfocitos T se pueden cultivar antes de su uso, por ejemplo, en presencia de
uno o mas de los agentes, y en general también de citoquinas que promueven el crecimiento exdgeno. Durante el
cultivo, el agente(s) normalmente esta presente en la superficie de las APC, tales como la APC usada en el método.
El pre-cultivo de los linfocitos T puede dar lugar a un aumento en la sensibilidad del método. Asi, los linfocitos T se
pueden convertir en lineas celulares, tales como lineas celulares de corta duracién (por ejemplo como se describe
en Ota y col., (1990) Nature 346, p183-187).

La APC que normalmente esta presente en el método puede proceder del mismo individuo que el linfocito T o de un

hospedador diferente. La APC puede ser una APC de origen natural o una APC artificial. La APC es una célula que
es capaz de presentar el péptido a un linfocito T. Normalmente es un linfocito B, una célula dendritica o un
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macrofago. Normalmente se separa de la misma muestra que el linfocito T y normalmente se purifica
simultaneamente con el linfocito T. Asi, la APC puede estar presente en MC o PBMC. La APC normalmente es una
célula ex vivo recién aislada o una célula cultivada. Puede estar en forma de linea celular, tal como una linea celular
de corta duracién o una linea celular inmortalizada. La APC puede expresar en su superficie moléculas del MHC de
clase Il vacias.

En el método se pueden usar uno o mas agentes (diferentes). Normalmente, los linfocitos T obtenidos de la muestra
se pueden poner en un ensayo con todos los agentes que se pretende someter a ensayo o los linfocitos T se pueden
dividir y se pueden poner en ensayos separados, cada uno de los cuales que contiene uno o mas de los agentes.

Los péptidos de la invencion, tales como dos o mas de los agentes mencionados en este documento (por ejemplo,
las combinaciones de agentes que estan presentes en el agente de la composicion expuesto anteriormente),
también se pueden aplicar a un uso simultaneo, por separado o secuencial (por ejemplo, a un uso in vivo).

En una realizacion, el propio agente se afiade directamente a un ensayo que comprende linfocitos T y APC. Como
se ha expuesto anteriormente, los linfocitos T y las APC en dicho ensayo pueden estar en forma de MC. Cuando se
usan los agentes que pueden ser reconocidos por el linfocito T sin necesidad de presentacion por las APC, entonces
no son necesarias las APC. Los analogos que simulan el péptido original de la invencién unido a una molécula del
MHC son un ejemplo de dicho agente.

En una realizacion, el agente se suministra a la APC en ausencia del linfocito T. A continuacion, la APC se
suministra al linfocito T, normalmente después de que se les permita presentar el agente en su superficie. El péptido
puede haber sido captado dentro de la APC y presentado, o simplemente haber sido captado sobre la superficie sin
entrar en el interior de la APC.

El tiempo durante el cual el agente esta en contacto con los linfocitos T varlara dependlendo del método usado para
determinar el reconocimiento del péptido. Normalmente se afiaden de 10° a 10, preferentemente de 5 x 10° a 10
PBMC a cada ensayo. En el caso en que se afiade agente directamente al ensayo, su concentracion es de 10" a
10° pg/ml, preferentemente de 0,5 a 50 pg/ml o de 1 a 10 pg/mil.

Normalmente, el tiempo durante el cual se incuban los linfocitos T con el agente es de 4 a 24 horas, preferentemente
de 6 a 16 horas. Cuando se usan PBMC ex vivo se ha comprobado que se pueden incubar 0,3 x 10° PBMC en 10
pg/ml de péptido durante 12 horas a 37 °C.

La determinacion del reconocimiento del agente por los linfocitos T se puede realizar midiendo la union del agente a
los linfocitos T (esto se puede llevar a cabo usando cualquier formato de ensayo de union adecuado expuesto en
este documento). Normalmente los linfocitos T que se unen al agente se pueden clasificar en base a esta unién, por
ejemplo, usando un aparato de FACS. Se considerara que se produce la presencia de linfocitos T que reconocen el
agente si la frecuencia de células clasificadas usando el agente esta por encnma de un valor de "control". La
frecuencia de linfocitos T expuestos al antigeno generalmente es de 1 en 10% a 1 en 10°, y por lo tanto se puede
determinar si las células clasificadas son linfocitos T expuestos al antigeno, o no.

La determinacién del reconocimiento del agente por los linfocitos T se puede medir in vivo. Normalmente, el agente
se administra al hospedador y a continuacién se puede medir una respuesta que indica el reconocimiento del
agente. El agente normalmente se administra por via intradérmica o epidérmica. El agente normalmente se
administra por contacto con el exterior de la piel, y se puede retener en el sitio con la ayuda de un emplasto o
vendaje. De manera alternativa, el agente se puede administrar mediante una aguja, tal como por inyeccion, pero
también se puede administrar por otros métodos tales como técnicas balisticas (por ejemplo, técnicas balisticas que
se han usado para administrar acidos nucleicos). EI documento EP-A-0693119 describe técnicas que se pueden
usar normalmente para administrar el agente. Normalmente se administra de 0,001 a 1000 ug, por ejemplo, de 0,01
a 100 yg o de 0,1 a 10 pg de agente.

En una realizacion, se puede administrar un producto que es capaz de proporcionar el agente in vivo. Asi, se puede
administrar un polinucleétido capaz de expresar el agente, normalmente en cualquiera de las formas descritas
anteriormente para la administraciéon del agente. El polinucle6tido normalmente tiene cualquiera de las
caracteristicas del polinucleétido proporcionado por la invencion que se describe a continuacion. El agente se
expresa a partir del polinucleétido in vivo. Normalmente se administra de 0,001 a 1000 ug, por ejemplo, de 0,01 a
100 pg o de 0,1 a 10 pg de polinucleétido.
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El reconocimiento del agente administrado sobre la piel normalmente viene indicado por la apariciéon de inflamacién
(por ejemplo, induracion, eritema o edema) en el sitio de administracion. Generalmente esto se mide mediante la
inspeccion visual del sitio.

El método de diagndstico basado en la deteccién de un anticuerpo que se une al agente normalmente se lleva a
cabo poniendo en contacto una muestra del individuo (tal como cualquiera de las muestras mencionadas en este
documento, opcionalmente procesadas de cualquiera de las formas mencionadas en este documento) con el agente
y determinando si un anticuerpo de la muestra se une al agente, donde dicha unién indica que el individuo tiene, o
es susceptible a la enfermedad celiaca. Se puede usar cualquier formato adecuado de ensayo de union, tal como
cualquiera de los formatos mencionados en este documento.

Terapia

La identificacion del epitopo inmunodominante y otros epitopos descritos en este documento permite la preparacion
de productos terapéuticos dirigidos a los linfocitos T que reconocen este epitopo (dichos linfocitos T que son los que
participan en la respuesta inmunitaria contra la gliadina). Estos hallazgos también permiten la prevencion o el
tratamiento de la enfermedad celiaca por supresion (por induccion de tolerancia) de un anticuerpo o de una
respuesta de los linfocitos T al epitopo(s).

Ciertos agentes de la invencion se unen al TCR que reconoce el epitopo de la invencién (medido usando cualquiera
de los ensayos de unién descritos anteriormente) y provocan la induccion de tolerancia del linfocito T que porta el
TCR. Dichos agentes, opcionalmente asociados a un vehiculo, se pueden usar por tanto para prevenir o tratar la
enfermedad celiaca.

Generalmente la induccion de tolerancia puede estar causada por los mismos péptidos que (después de ser
reconocidos por el TCR) pueden generar actividad funcional antigénica especifica del linfocito T (tal como cualquier
actividad mencionada en este documento, por ejemplo secrecion de citoquinas). Dichos agentes generan induccion
de tolerancia cuando son presentados al sistema inmunitario en un contexto de 'induccion de tolerancia'.

La induccion de tolerancia da lugar a una disminucion en el reconocimiento de un epitopo de linfocitos T o de un
anticuerpo por el sistema inmunitario. En el caso de un epitopo de linfocitos T, ésta puede estar causada por la
delecién o anergia de los linfocitos T que reconocen el epitopo. Por lo tanto disminuye la actividad de los linfocitos T
(por ejemplo como se mide en ensayos adecuados mencionados en este documento) en respuesta al epitopo. La
induccién de tolerancia en la respuesta de un anticuerpo significa que, cuando se administra el epitopo, se produce
una menor cantidad de anticuerpo especifico para el epitopo.

Los métodos de presentacion de antigenos al sistema inmunitario en dicho contexto son conocidos y se describen
por ejemplo en Yoshida y col. Clin. Immunol. Immunopathol. 82,207-215 (1997), Thurau y col. Clin. Exp. Immunol.
109, 370-6 (1997), y Weiner y col. Res. Immunol. 148, 528-33 (1997). En particular, ciertas vias de administracion
pueden provocar la induccién de tolerancia, tales como la via oral, nasal o intraperitoneal. La induccion de tolerancia
también se puede conseguir a través de las células dendriticas y de tetrameros que presentan péptidos. Se pueden
administrar al individuo productos particulares que generen la induccién de tolerancia (por ejemplo, en una
composicién que también comprende el agente). Dichos productos incluyen citoquinas, tales como citoquinas que
favorecen una respuesta Th2 (por ejemplo, IL-4, TGF-B o IL-10). Los productos o el agente se pueden administrar a
una dosis que provoque la induccion de tolerancia.

La invencion proporciona una proteina que comprende una secuencia capaz de actuar como antagonista del linfocito
T (linfocito T que reconoce el agente). Dichas proteinas y dichos antagonistas también se pueden usar para prevenir
o tratar la enfermedad celiaca. El antagonista provocara una disminucién en la respuesta de linfocitos T. En una
realizacion, el antagonista se une al TCR del linfocito T (generalmente en forma de complejo con HLA-DQ2 o -DQ8),
pero en vez de generar la activacion funcional normal, provoca el paso de una sefial anormal a través de la cascada
de sefializacion intracelular del TCR, lo que hace que el linfocito T tenga disminuida la actividad funcional (por
ejemplo, en respuesta al reconocimiento de un epitopo, normalmente medida por cualquier ensayo adecuado
mencionado en este documento).

En una realizacion, el antagonista compite con el epitopo para unirse a un componente de la via de procesamiento y

presentacion del MHC, tal como una molécula del MHC (normalmente HLA-DQ2 o -DQ8). Asi, el antagonista se
puede unir a HLA-DQ2 o -DQ8 (y por tanto ser un péptido presentado por esta molécula del MHC).
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En la técnica se conocen métodos para provocar el antagonismo.

Puesto que la respuesta inmunitaria de los linfocitos T al epitopo de la invencion en un individuo es policlonal, puede
ser necesario administrar mas de un antagonista para provocar el antagonismo de los linfocitos T de la respuesta
que tienen diferentes TCR. Por lo tanto, los antagonistas se pueden administrar en una composicion que comprenda
al menos 2, 4, 6 0 mas antagonistas diferentes, cada uno que antagoniza linfocitos T diferentes.

En una realizacion, los antagonistas (incluyendo combinaciones de antagonistas para un epitopo particular) o los
agentes de induccién de tolerancia (induccién de tolerancia a linfocitos T y anticuerpos) estan presentes en una
composicién que comprende al menos 2, 4, 6 o0 mas antagonistas o agentes que antagonizan o inducen tolerancia a
diferentes epitopos de la invencion, por ejemplo a las combinaciones de epitopos expuestas anteriormente en
relacion con los agentes que son un producto que comprende mas de una sustancia.

Ensayar si una composicion es capaz de causar la enfermedad celiaca

Como se ha mencionado anteriormente la invencién proporciona un método para determinar si una composiciéon es
capaz de provocar la enfermedad celiaca, que comprende la deteccién de la presencia de una secuencia particular
de proteinas (que puede ser modificada por una transglutaminasa; dicha actividad transglutaminasa puede ser una
actividad transglutaminasa intestinal humana). Normalmente, esto se realiza mediante el uso de un ensayo de unién
en el que un resto que se une a la secuencia de una manera especifica se pone en contacto con la composicién y se
detecta la formacion del complejo secuencia/resto y se usa para determinar la presencia del agente. Un resto de
este tipo puede ser cualquier sustancia adecuada (o tipo de sustancia) mencionada en este documento, y
normalmente es un anticuerpo especifico. Se puede usar cualquier formato adecuado de ensayo de union (tales
como los mencionados en este documento).

En una realizacidén, la composicién se pone en contacto con al menos 2, 5, 10 o mas anticuerpos que son
especificos para los epitopos de diferentes gliadinas, por ejemplo, un plantel de anticuerpos capaces de reconocer
las combinaciones de epitopos expuestas anteriormente en relacion con agentes de la invencion que son un
producto que comprende mas de una sustancia.

La composicion normalmente comprende material de una planta que expresa una gliadina que es capaz de provocar
la enfermedad celiaca (por ejemplo cualquiera de las gliadinas o plantas mencionadas en este documento). Dicho
material puede ser una parte de la planta, tal como un producto recolectado (por ejemplo, la semilla). EI material
puede ser productos procesados del material vegetal (por ejemplo, cualquiera de los productos mencionados en este
documento), tales como una harina o alimento que comprenda la gliadina. El procesamiento del material alimentario
y la prueba en ensayos de unién adecuados es rutinario, por ejemplo, como se menciona en Kricka LJ, J. Biolumin.
Chemilumin. 13, 189-93 (1998).

Ensayos de unién

La determinacion de la union entre dos sustancias mencionadas en el presente documento se puede realizar
midiendo una caracteristica de una o de las dos sustancias que cambie después de la unién, tal como un cambio
espectroscopico.

El formato de ensayo de union puede ser un sistema de "desplazamiento de banda". Esto implica determinar si la
presencia de una sustancia (tal como una sustancia candidata) avanza o retrasa el progreso de la otra sustancia

durante la electroforesis en gel.

El formato puede ser un método de union competitiva que determina si la sustancia es capaz de inhibir la union de la
otra sustancia a un agente que se sabe que se une a la otra sustancia, como un anticuerpo especifico.

Kits

La invencion también proporciona un kit para llevar a cabo el método que comprende uno o mas agentes y un medio
para detectar el reconocimiento del agente por el linfocito T. Normalmente los diferentes agentes se proporcionan
para un uso simultaneo, separado o secuencial. Por lo general los medios para detectar el reconocimiento permiten
0 ayudan a la deteccion basada en las técnicas descritas anteriormente.

Asi, los medios pueden permitir la deteccion de una sustancia secretada por los linfocitos T después del
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reconocimiento. El kit por tanto puede incluir adicionalmente un resto de unidn especifico para la sustancia, tal como
un anticuerpo. El resto normalmente es especifico para IFN-y. El resto normalmente estad inmovilizado sobre un
soporte solido. Esto significa que después de la union del resto, la sustancia permanecera en las proximidades del
linfocito T que lo haya secretado. Por lo tanto se forman "puntos" de complejo sustancia/resto sobre el soporte, cada
punto que representa un linfocito T que esta secretando la sustancia. La cuantificacion de los puntos, y normalmente
la comparacion frente a un control, permite la determinacion del reconocimiento del agente.

El kit también puede comprender un medio para detectar el complejo sustancia/resto. Se puede producir un cambio
detectable en el propio resto después de la unién de la sustancia, tal como un cambio de color. De manera
alternativa, se puede permitir la unién al complejo sustancia/resto de un segundo resto marcado directa o
indirectamente para su deteccion para permitir la determinacion de los puntos. Como se ha expuesto anteriormente
el segundo resto puede ser especifico para la sustancia, pero se une a un sitio diferente en la sustancia con
respecto al primer resto.

El soporte inmovilizado puede ser una placa con pocillos, tal como una placa de microtitulacién. Por tanto, cada
ensayo se puede llevar a cabo en un pocillo aparte en la placa.

El kit adicionalmente puede comprender medio para los linfocitos T, restos de deteccion o tampones de lavado para
su utilizacién en las etapas de deteccion. El kit adicionalmente puede comprender reactivos adecuados para la
separacion de la muestra, tales como la separacién de PBMC o linfocitos T de la muestra. El kit puede estar
disefiado para permitir la deteccion de los linfocitos T directamente en la muestra sin requerir ninguna separacion de
los componentes de la muestra.

El kit puede comprender un instrumento que permita la administracion del agente, tal como administracion por via
intradérmica o epidérmica. Normalmente dicho instrumento comprende un emplasto, un apésito o una o mas agujas.
El instrumento puede permitir la administracién balistica del agente. El agente en el kit puede estar en forma de
composiciéon farmacéutica.

El kit también puede comprender controles, tales como controles positivos o negativos. El control positivo puede
permitir someter a ensayo el sistema de deteccion. Asi, el control positivo normalmente simula el reconocimiento del
agente en cualquiera de los métodos anteriores. Normalmente, en los kits disefiados para determinar el
reconocimiento in vitro del control positivo es una citoquina. En el kit disefiado para detectar el reconocimiento in
vivo del agente, el control positivo puede ser un antigeno al que la mayoria de individuos deberian presentar
respuesta.

El kit también puede comprender un medio para tomar una muestra que contiene linfocitos T del hospedador, tal
como una muestra de sangre. El kit puede comprender un medio para separar células mononucleares o linfocitos T
de una muestra del hospedador.

Anticuerpos

La invencién también proporciona anticuerpos monoclonales o policlonales que reconocen especificamente los
agentes (tales como cualquiera de los epitopos de la invencion) y el uso de los agentes en los métodos de
preparaciéon de dichos anticuerpos. Los anticuerpos de la invencién se unen especificamente a estas sustancias de
la invencion.

Para los fines de esta invencion, el término "anticuerpo” incluye fragmentos de anticuerpo tales como fragmentos Fv,
F(ab) y F(ab),, asi como anticuerpos de una sola cadena.

Un método para producir un anticuerpo policlonal comprende la inmunizacién de un animal hospedador adecuado,
por ejemplo un animal experimental, con el inmundgeno y el aislamiento de las inmunoglobulinas a partir del suero.
Por tanto, el animal se puede inocular con el inmunégeno, posteriormente se puede extraer sangre del animal y se
puede purificar la fraccién de IgG. Un método para producir un anticuerpo monoclonal comprende inmortalizar
células que producen el anticuerpo deseado. Se pueden producir células de hibridoma por fusién de células de bazo
de un animal experimental inoculado con células tumorales (Kohler y Milstein (1975) Nature 256, 495-497).

Se puede seleccionar una célula inmortalizada que produce el anticuerpo deseado mediante un procedimiento

convencional. Los hibridomas se pueden hacer crecer en cultivo o se pueden inyectar por via intraperitoneal para la
formaciéon de fluido de ascitis o en el torrente sanguineo de un hospedador alogénico o un hospedador
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inmunocomprometido. El anticuerpo humano se puede preparar mediante inmunizaciéon in vitro de linfocitos
humanos, seguido por transformacion de los linfocitos con el virus de Epstein-Barr.

Para la produccion de anticuerpos tanto monoclonales como policlonales, el animal experimental de forma
conveniente es una cabra, conejo, rata o ratén. Si se desea, el inmundégeno se puede administrar como un
conjugado en el que el inmunégeno se acopla, por ejemplo a través de una cadena lateral de uno de los restos de
aminoacidos, a un vehiculo adecuado. La molécula vehiculo normalmente es un vehiculo fisioldgicamente aceptable.
El anticuerpo obtenido se puede aislar y, si se desea, se puede purificar.

El agente o anticuerpo de la invencién pueden llevar un marcador detectable. Se prefieren los marcadores
detectables que permiten la deteccion de la sustancia secretada mediante inspeccion visual, opcionalmente con la
ayuda de un medio de magnificacion éptica. Un sistema de ese tipo normalmente se basa en un marcador
enzimatico que provoca un cambio de color en un sustrato, por ejemplo, fosfatasa alcalina que provoca un cambio
de color en un sustrato. Dichos sustratos estan disponibles en el mercado, por ejemplo, en BioRad. Otros
marcadores adecuados incluyen otras enzimas tales como peroxidasa, o marcadores de proteinas, como biotina; o
radioisétopos, tales como ¥p 6 *°S. Los marcadores anteriores se pueden detectar usando técnicas conocidas.

Los agentes o anticuerpos de la invencion pueden estar en forma sustancialmente purificada. Pueden estar en forma
sustancialmente aislada, en cuyo caso generalmente comprenderan al menos el 80 %, por ejemplo al menos el 90,
95, 97 0 99 % del polinucledtido, péptido, anticuerpo, células o masa seca en la preparacion. El agente o anticuerpo
normalmente esta sustancialmente libre de otros componentes celulares. El agente o anticuerpo se pueden usar en
una forma sustancialmente aislada, purificada o libre en el método o pueden estar presentes en dichas formas en el
kit.

La invencion proporciona agentes terapéuticos (incluyendo profilacticos) o sustancias diagnésticas (los agentes de la
invencioén). Estas sustancias se formulan para su administracién clinica mezclandolas con un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, se pueden formular para la administracion por via tépica, parenteral,
intravenosa, intramuscular, subcutanea, intraocular, intradérmica, epidérmica o transdérmica. Las sustancias se
pueden mezclar con cualquier vehiculo que sea farmacéuticamente aceptable y apropiado para la via de
administracion deseada. El vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable para inyeccion pueden ser, por
ejemplo, una solucion estéril o isoténica tal como agua para inyeccion o solucién salina fisiolégica, o una particula de
soporte para la administracion balistica.

La dosis de las sustancias se puede ajustar segun diversos pardmetros, especialmente segun el agente usado; la
edad, el peso y las condiciones del paciente a tratar; el modo de administracién usado; la gravedad de la afeccion a
tratar; y el régimen clinico requerido. A modo de guia, la cantidad de sustancia administrada mediante inyeccién de
forma conveniente es de 0,01 mg/kg a 30 mg/kg, preferentemente de 0,1 mg/kg a 10 mg/kg.

Las vias de administracion y dosificaciones descritas pretenden ser s6lo una guia, ya que el facultativo experto sera
capaz de determinar facilmente la via de administracion y la dosificacion éptimas para cualquier paciente y afeccion
particular.

El agente de la invencidn se puede preparar usando técnicas de quimica sintética convencional, tales como
mediante el uso de un sintetizador automéatico. El agente se puede preparar a partir de un polipéptido mas largo, por
ejemplo, una proteina de fusién, polipéptido que normalmente comprende la secuencia del péptido. El péptido se
puede obtener a partir del polipéptido mediante, por ejemplo, hidrolizacion del polipéptido, tal como el uso de una
proteasa; o la rotura fisica del polipéptido. El polinucleétido de la invencién se puede preparar usando técnicas
convencionales, tales como mediante el uso de un sintetizador.

La invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos no limitantes:
Ejemplo 1

Se llevo a cabo el mapeo de epitopos en la enfermedad celiaca mediante el uso de un grupo de 51 péptidos 15-mer
sintéticos que abarcan la secuencia completa de una a-gliadina completamente caracterizada, "A-gliadina" (véase
Tabla 1). Los péptidos de la A-gliadina también se trataron individualmente con tTG para generar productos que
puedan simular a los producidos in vivo®. También tratamos de estudiar a pacientes con enfermedad celiaca en el
punto de iniciacion de la recidiva de la enfermedad para evitar la posibilidad de que se pudiera haber producido la
"difusion" o "deplecion" del epitopo, como se describe en las enfermedades infecciosas y autoinmunes
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experimentales.
Respuestas de linfocitos T clinicas y especificas de la A-gliadina con exposicién a pan durante 3 y 10 dias

En un estudio piloto, a dos individuos con enfermedad celiaca en remision, definida por la ausencia de anticuerpos
anti-endomisio (EMA) séricos, en una dieta sin gluten se les administré diariamente cuatro rebanadas de pan blanco
convencional que contiene gluten ademas de su dieta sin gluten habitual. El Individuo 1 detuvo la ingesta de pan
debido a dolor abdominal, Ulceras bucales y diarrea leve después de tres dias, pero el Individuo 2 continu6é durante
10 dias solo con nauseas leves a la semana. EIl EMA fue positivo en el Individuo 2 una semana después de la
exposicion a pan, lo que indica que el pan usado habia causado una recaida de la enfermedad celiaca. Pero en el
Individuo 1, el EMA sigui6é siendo negativo hasta dos meses después de la exposicién a pan. En ambos individuos,
los sintomas que aparecen con la exposiciéon a pan se resolvieron en dos dias, después de regresar a la dieta sin
gluten.

No se encontraron respuestas de PBMC en ensayos ELISPOT para IFN-y a péptidos de A-gliadina antes o durante
la exposicion a pan. Pero desde el dia después de la retirada del pan (Dia 4) en el Individuo 1 un solo pool de 5
péptidos superpuestos que abarcan la A-gliadina 51-85 (Grupo 3) tratada con tTG mostrd respuestas de IFN-y
potentes (véase Figura 1a). En el Individuo 1, la respuesta de IFN-y de PBMC al péptido de A-gliadina se mantuvo
especifica solo para el pool 3 y fue maxima el dia 8. La dinamica y la magnitud de la respuesta al pool 3 fueron
similares a las provocadas por la gliadina digerida con a-quimotripsina. Las respuestas de IFN-y de PBMC al pool 3
tratado con tTG fueron siempre de 5 a 12 veces superiores que el pool 3 no tratado con tTG, y las respuestas a la
gliadina digerida con a-quimotripsina fueron de 3 a 10 veces superiores si se trata con tTG. En el Individuo 2, el pool
3 tratado con tTG también fue el Unico grupo de péptidos de A-gliadina el dia 8, pero esta respuesta fue mas débil
que en el Individuo 1, no se observo el dia 4 y para el dia 11 la respuesta al pool 3 habia disminuido y otros pools
tratados con tTG de péptidos de A-gliadina desencadenaron respuestas de IFN-a mas potentes (véase Figura 1b).

El estudio piloto indicdé que la respuesta inicial de los linfocitos T en estos individuos con enfermedad celiaca era
contra un unico pool de cinco péptidos de A-gliadina tratada con tTG y se midi6 facilimente en sangre periférica. Pero
si se proseguia con la exposicién al antigeno durante diez dias en lugar de tres dias, aparecen respuestas de
linfocitos T a otros péptidos de A-gliadina, consistentes con la difusién de epitopo.

Induccioén de IFN-y especifica de la enfermedad celiaca mediante péptidos de A-gliadina tratados con tTG

En cinco de los seis nuevos individuos con enfermedad celiaca en dieta sin gluten (véase Tabla 1), la exposicion a
pan durante tres dias identificé los péptidos tratados con tTG en el pool 3, y en particular, péptidos que
corresponden a 56-70 (12) y 60-75 (13) como unicos componentes de A-gliadina que provocan la liberacion de IFN-y
de las PBMC (véase Figura 2). Ensayos de ELISPOT para IL-10 realizados en paralelo a ELISPOT para IFN-y no
mostraron respuesta de IL-10 a los péptidos 12 o 13 tratados con tTG. En un individuo, no hubo respuestas de IFN-y
a ningun péptido de A-gliadina o de gliadina digerida con a-quimotripsina antes, durante o hasta cuatro dias después
de la exposicion a pan. En ninguno de estos individuos con enfermedad celiaca vari6 el estado de EMA con respecto
al estado basal cuando se mide durante hasta dos meses después de la exposicién a pan.

Las PBMC de cuatro individuos sanos EMA negativos con los alelos de HLA-DQ a1*0501, B1*0201 (edades 28-52, 2
mujeres), que habian sido estimulados durante tres dias con pan después de seguir una dieta sin gluten durante un
mes no mostraron respuestas de IFN-y por encima del control negativo a ninguno de los péptidos de A-gliadina con
o sin tratamiento con tTG. Por lo tanto, la induccion de IFN-y en PBMC al pool 3 tratado con tTG y a los péptidos de
A-gliadina 56-70 (12) y 60-75 (13) era especifica de la enfermedad celiaca (7/8 frente a 0/4, p <0,01 por analisis Chi
cuadrado).

Mapeo fino del epitopo minimo de linfocitos T para A-gliadina

Los péptidos tratados con tTG que representan truncamientos de A-gliadina 56-75 revelaron que era esencial la
misma secuencia peptidica central QPQLP (SEQ ID NO: 9) para la antigenicidad en los cinco individuos evaluados
con enfermedad celiaca (véase Figura 3). Las respuestas de IFN-y de PBMC a péptidos tratados con tTG que
abarcan esta secuencia central que comienza por el 7-mer PQPQLPY (SEQ ID NO: 4) y que aumenta de longitud,
indicaban que el 17-mer QLQPFPQPQLPYPQPQS (SEQ ID NO: 10) (A-gliadina 57-73) tratado con tTG poseia una
actividad 6ptima en el ELISPOT para IFN-y (véase Figura 4).
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La desamidacién de Q65 por tTG genera el epitopo inmunodominante de linfocitos T en A-gliadina

El analisis por HPLC demostr6 que el tratamiento con tTG de A-gliadina 56-75 genera un solo producto que eluyé
ligeramente mas tarde que el péptido parental. La secuenciacion de aminoacidos indicaba que de los seis restos de
glutamina (Q) contenidos en A-gliadina 56-75, preferentemente Q65 era desamidado por tTG (véase Figura 5). La
bioactividad de los péptidos correspondientes a las expansiones en serie desde la secuencia central A-gliadina 62-
68 en la que el glutamato (E) sustituye a Q65, era equivalente a los mismos péptidos con Q65 después del
tratamiento con tTG (véase Figura 4a). La sustitucion de Q57 y Q72 por E, juntos o por separado, con E65 no
mejoré la antigenicidad del 17-mer en los tres individuos estudiados con enfermedad celiaca (véase Figura 6). Se
investigd Q57 y Q72 debido a que los restos de glutamina seguidos de prolina en los péptidos de gliadina no son
desamidados in vitro por tTG (W. Vader y col., Proceedings 8th International Symposium Coeliac Disease). Por lo
tanto, el epitopo inmunodominante de linfocitos T se defini6 como QLQPFPQPELPYPQPQS (SEQ ID NO: 2).

La respuesta al epitopo inmunodominante de linfocitos T esta restringida a DQ2 y depende de CD4

En dos individuos con enfermedad celiaca homocigoéticos para HLA-DQ a1*0501, 31*0201, el anticuerpo monoclonal
anti-DQ bloquea la respuesta de IFN-y en ELISPOT a A-gliadina 56-75 tratada con tTG, pero el anticuerpo anti-DP y
anti-DR no (véase Figura 7). La depleciéon de cuentas magnéticas anti-CD4 y anti-CD8 de PBMC de dos individuos
con enfermedad celiaca indican que la respuesta de IFN-y a A-gliadina 56-75 tratada con tTG estd mediada por
linfocitos CD4.

Discusion

En este estudio describimos una exposicion a antigenos de la dieta bastante simple usando pan blanco
convencional para provocar una poblacion transitoria de linfocitos T CD4 en sangre periférica de individuos con
enfermedad celiaca sensibles a un 17-mer de A-gliadina tratada con TG con la secuencia:
QLQPFPQPELPYPQPQS (SEC ID NO: 2) (restos 57-73). La respuesta inmunitaria a A-gliadina 56-75 (Q — E65)
esta restringida al alelo del HLA asociado a la enfermedad celiaca, DQ a1*0501, p1*0201. La accién de la
transglutaminasa tisular in vitro desamida selectivamente Q65. Las respuestas de IFN-y de sangre periférica
provocadas por los péptidos sintéticos de A-gliadina con la sustitucion Q — E65 es equivalente a los péptidos de A-
gliadina Q65 tratados con tTG; ambas estimulan hasta 10 veces mas linfocitos T en ELISPOT para IFN-y que los
péptidos de A-gliadina Q65 sin modificar.

Hemos definido deliberadamente este epitopo de linfocitos T especifico de la enfermedad celiaca usando la
exposicion de antigenos in vivo y ensayos inmunitarios ex vivo de corta duracién para evitar la posibilidad de
artefactos metodolégicos que se pudieran producir con el uso de clones de linfocitos T en el mapeo del epitopo.
Nuestros hallazgos indican que las respuestas de linfocitos T de sangre periférica a la ingestion de gluten son
rapidas pero de corta duracién y que se pueden utilizar para el mapeo de epitopos. La estimulacion con antigenos in
vivo también demuestra que existe una jerarquia temporal en las respuestas inmunitarias a los péptidos de A-
gliadina; la A-gliadina 57-73 modificada por tTG no so6lo desencadena la respuesta de IFN-y mas potente en PBMC
sino que también es la primera respuesta de IFN-y en aparecer.

Debido a que unicamente evaluamos péptidos que abarcan la A-gliadina, puede haber otros epitopos en otras
gliadinas de la misma o de mayor importancia en la patogénesis de la enfermedad celiaca. De hecho, la secuencia
peptidica en el nucleo del epitopo en A-gliadina que hemos identificado, PQPQLPY (SEQ ID NO: 4), es compartida
por diversas otras gliadinas (numeros de acceso de SwissProt y Trembl: P02863, Q41528, Q41531, Q41533,
Q9ZP09, P04722, P04724, P18573). Sin embargo, los péptidos de A-gliadina que se ha demostrado previamente
que poseen actividad biolégica en estudios de estimulacion de biopsia y estudios in vivo (por ejemplo: 31-43, 44-55 y
206-217)4'5 no provocaron respuestas de IFNg en PBMC después de tres dias de exposicion a pan en individuos con
enfermedad celiaca. Estos péptidos pueden ser epitopos de linfocitos T "secundarios" que surgen con la
propagacion de la respuesta inmunitaria.

Ejemplo 2
Efecto de las sustituciones en el epitopo inmunodominante sobre el reconocimiento de los linfocitos T

Se determiné el efecto de sustituir el glutamato en posicidn 65 en el epitopo de A-gliadina 57-73 midiendo las
respuestas en sangre periférica frente a epitopos sustituidos en un ensayo ELISPOT para IFN-y usando péptidos
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sintéticos (a 50 pg/ml). Las respuestas se midieron en 3 individuos con enfermedad celiaca 6 dias después de
comenzar la exposicion a gluten (4 rebanadas de pan al dia durante 3 dias). Los resultados se muestran en la Tabla
3 y en la Figura 8. Como se puede observar la sustitucion del glutamato por histidina, tirosina, triptéfano, lisina,
prolina o arginina estimulé una respuesta cuya magnitud era inferior al 10 % de la magnitud de la respuesta al
epitopo inmunodominante. Asi, se podria usar la mutacion de A-gliadina en esta posicion para producir un A-gliadina
mutante con una inmunorreactividad reducida o nula.

Ejemplo 3
Ensayo de la inmunorreactividad de péptidos equivalentes procedentes de otras gliadinas de origen natural

Se evalué la inmunorreactividad de péptidos equivalentes procedentes de otras gliadinas de trigo de origen natural
usando péptidos sintéticos correspondientes a las secuencias de origen natural que a continuacion se trataron con
transglutaminasa. Estos péptidos se sometieron a ensayo en un ELISPOT de la misma manera y con PBMC
obtenidas de los mismos individuos que se ha descrito en el Ejemplo 2. Al menos cinco de los péptidos muestran
una inmunorreactividad comparable al péptido E65 de la A-gliadina 57-73 (después del tratamiento con la
transglutaminasa), lo que indica que también es probable que otras proteinas de A-gliadina en el trigo induzcan esta
respuesta inmunitaria especifica de la enfermedad celiaca (Tabla 4 y Figura 9).

Métodos

Individuos: Los pacientes usados en el estudio asistieron a una clinica celiaca en Oxford, Reino Unido. La
enfermedad celiaca se diagnostica sobre la base de la histologia tipica del intestino delgado, y la normalizacion de
los sintomas y la histologia del intestino delgado con una dieta sin gluten.

Tipado tisular: El tipado tisular se llevo a cabo usando ADN extraido de sangre periférica anticoagulada con EDTA.
La genoatipificacion de HLA-DQA y DQB se llevé a cabo mediante PCR usando mezclas de cebadores especificas de
secuencia’ .

Ensayo de anticuerpos anti-endomisio: Los EMA se detectaron mediante inmunofluorescencia indirecta usando
suero de paciente diluido a 1:5 con eséfago de mono, seguido de IgA de cabra dirigida contra humano conjugada
con FITC. La IgA se cuantificé antes del EMA, ninguno de los individuos eran deficiente en IgA.

Exposicién al antigeno: Los individuos con enfermedad celiaca que siguen una dieta sin gluten, consumieron 4
rebanadas de pan con gluten (50 g/rebanada, "pan de molde blanco convencional" de Sainsbury) al dia durante 3 o
10 dias. El EMA se evalu6 la semana antes y hasta dos meses después de comenzar la exposicién a pan. Los
individuos sanos que habian seguido una dieta sin gluten durante cuatro semanas, consumieron su dieta habitual,
incluyendo cuatro rebanadas de pan con gluten durante tres dias, y después volvieron a la dieta sin gluten durante
seis dias mas.

ELISPOT para IFN-y e IL-10: Se prepararon PBMC a partir de 50-100 ml de sangre venosa mediante centrifugacion
de densidad en Ficoll-Hypaque. Después de tres lavados, las PBMC se resuspendieron en RPMI completo que
contiene el 10 % de suero AB humano inactivado por calor. Los ensayos ELISPOT para la secrecion de células
individuales de IFN-y e IL-10 se llevaron a cabo utilizando kits comerciales (Mabtech; Estocolmo, Suecia) con placas
de 96 pocillos (MAIP-S-45, Millipore, Bedford, MA) segun las instrucciones del fabricante (como se describe en otra
parteg) con 2-5 x 10° (IFN-y) o0 0,4-1 x 10° (IL-10) PBMC en cada pocillo. Los péptidos se evaluaron en pocillos
duplicados, y se incluy6 un derivado proteico purificado de Mycobacterium tuberculosis (PPD RT49) (Serum Institute;
Copenhague, Dinamarca) (20 pg/ml) como control positivo en todos los ensayos.

Péptidos: Los péptidos sintéticos se adquirieron de Research Genetics (Huntsville, Alabama). La espectroscopia de
masas y la HPLC verificaron la autenticidad de los péptidos y una pureza > 70 %. La digestion de gliadina (Sigma;
G-3375) (100 mg/ml) con a-quimotripsina (Sigma; C-3142) 200:1 (p/p) se realizd6 a temperatura ambiente en
NH4HCO3 0,1 M con urea 2 M y se detuvo después de 24 h por calentamiento a 98 °C durante 10 minutos. Después
de la centrifugacién (13.000 g, 10 minutos), el sobrenadante de la digestion de gliadina se esterilizd por filtracién (0,2
pum). La digestion de la gliadina se verificd por SDS-PAGE y se evalud la concentracion de proteinas. La gliadina
digerida con a-quimotripsina (640 ug/ml) y los péptidos sintéticos de gliadina (15-mer: 160 pug/ml, otros péptidos: 0,1
mM) se trataron individualmente con tTG (Sigma; T-5398) (50 pg/ml) en PBS + CaCl, 1 mM durante 2 horas a 37 °C.
Los péptidos y los pools de péptidos se dividieron en alicuotas en placas estériles de 96 pocillos y se almacenaron
congelados a -20 °C hasta su uso.
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Secuenciacién de aminoacidos de los péptidos: Se usé HPLC de fase inversa para purificar el péptido resultante del
tratamiento con tTG de A-gliadina 56-75. Se identific6 un Unico producto y se sometié a secuenciacién de
aminoacidos (secuenciador automatizado Modelo 494A, Applied Biosystems, Foster City, California). La secuencia
de G56-75 sin modificar se confirmé como: LQLQPFPQPQLPYPQPQSFP (SEQ ID NO: 5), y la secuencia de G56-
75 tratada con tTG se identificé como: LQLQPFPQPELPYPQPQSFP (SEQ ID NO: 11). La desamidacion de restos
de glutamilo se defini6 como la cantidad (pmol) de glutamato recuperado expresada como porcentaje de la cantidad
combinada de glutamina y glutamato recuperada en los ciclos 2, 4, 8, 10, 15 y 17 de la secuenciacién de
aminoacidos. La desamidacion atribuible a la tTG se definid6 como (% de desamidacion de glutamina en el péptido
tratado con tTG - % de desamidacion en el péptido sin tratar)/(100 - % de desamidacién en el péptido sin tratar).

Restriccion de CD4/CD8 y HLA de Clase II: Cuentas magnéticas recubiertas con anti-CD4 o anti-CD8 (Dynal, Oslo,
Noruega) se lavaron cuatro veces con RPMI y a continuacién se incubaron con PBMC en RPMI completo que
contiene el 10 % de suero AB humano inactivado por calor (5 x 10° células/ml) durante 30 minutos en hielo. Las
cuentas se retiraron usando un iman y las células restantes se sometieron a recuento. Se establecié la restriccion in
vivo del HLA de clase |l de la respuesta inmunitaria a la A-gliadina 56-75 tratada con tTG incubando PBMC (5 x 10°
células/ml) con anticuerpos monoclonales dirigidos contra HLA-DR (L243), -DQ (L2), y -DP (B7.21) (10 ug/ml) a
temperatura ambiente durante una hora antes de la adicién del péptido.

Ejemplo 12

Desarrollo de ELISPOT para interferon gamma usando PBMC y A-gliadina 57-73 QE65 y P04724 84-100 QE92
como diagndstico para la enfermedad celiaca: Definicion de la capacidad de respuesta inmunitaria en enfermedad
celiaca recién diagnosticada

La induccién de la capacidad de respuesta al epitopo dominante en A-gliadina de los linfocitos T en PBMC medida
en el ELISPOT para interferbn gamma se produce después de la exposicion a gluten en casi todos los individuos
DQ2+ celiacos que siguen una dieta estricta sin gluten (DSG) de larga duracién pero no en individuos DQ2+ sanos
después de 4 semanas tras una DSG estricta. Las respuestas a A-gliadina 57-73 QE65 no son medibles en PBMC
de individuos celiacos antes de la exposicion a gluten y los datos piloto sugieren que estas respuestas no se podrian
medir en PBMC de celiacos sin tratar. Estos datos sugieren que en la enfermedad celiaca, se recupera la capacidad
de respuesta inmunitaria a A-gliadina 57-73 QE65 después de la exclusion del antigeno (DSG). Si se ha de
desarrollar un ensayo diagnostico usando el ensayo ELISPOT y PBMC, es deseable definir la duracién de la DSG
necesaria antes de que la exposicion a gluten sea capaz de inducir respuestas a la A-gliadina 57-73 QE65 y otros
péptidos de gliadina inmunorreactivos en sangre.

Individuos DQ2+ celiacos recién diagnosticados fueron reclutados en el servicio de consultas externas de
gastroenterologia. Se prepararon PBMC y se sometieron a ensayos de ELISPOT para interferéon gamma antes de
que los individuos comenzasen la DSG, y durante una o dos semanas después de comenzar la DSG. Ademas, se
llevd a cabo la exposicion a gluten (3 dias consumiendo 4 rebanadas de pan blanco convencional, 200 g/dia)
durante una o dos semanas después de comenzar la DSG. Se prepararon PBMC y se sometieron a ensayo el dia
seis después de comenzar la exposicion a gluten. Se evaluaron la A-gliadina 57-73 QE65 (A), P04724 84-100 QE92
(B) (solo y combinado) y la A-gliadina 57-73 QP65 (P65) (variante no bioactiva, véase mas arriba) (todos a 25

pg/ml).

Todos eran DQ2+, menos un paciente celiaco recién diagnosticado (uno era DQ8+) (n = 11). Las PBMC de celiacos
recién diagnosticados que no habian sido tratados, o después de 1 o 2 semanas después de la DSG no mostraron
respuestas a A-gliadina 57-73 QE65 y P04724 84-100 QE92 (sola o combinada) que no fueran significativamente
diferentes del blanco o de la A-gliadina 57-73 QP65 (n = 9) (véase Figura 11). La exposicion a gluten en celiacos
que habian seguido la DSG sélo durante una semana no mejoré sustancialmente las respuestas a A-gliadina 57-73
QEG65 o P04724 84-100 QE92 (sola o combinada). Pero la exposicién a gluten 2 semanas después de comenzar la
DSG indujo respuestas a A-gliadina 57-73 QE65 y P04724 84-100 QE92 (sola o combinada) que fueron
significativamente superiores que la variante de A-gliadina 57-73 QP65 no bioactiva y el blanco. Aunque estas
respuestas después de la exposicidén a gluten a las 2 semanas son significativas, parecen ser inferiores que en los
individuos >2 meses después de comenzar la DSG. Las respuestas a A-gliadina 57-73 QEG5 sola eran equivalentes
o superiores a las respuestas a P04724 84-100 QE92 sola o cuando se mezcla con A-gliadina 57-73 QE65. Ninguno
de los individuos experiment6 sintomas preocupantes con la exposicion a gluten.

La capacidad de respuesta inmunitaria (como se mide en PBMC después de la exposicion a gluten) a A-gliadina se

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2510440 T3

recupera parcialmente 2 semanas después de comenzar la DSG, lo que implica que "la falta de capacidad de
respuesta inmunitaria" a este epitopo dominante de linfocitos T prevalece en la enfermedad celiaca sin tratar y
durante al menos una semana después de comenzar la DSG. El momento éptimo de un ensayo diagnoéstico para la
enfermedad celiaca mediante la exposicion a gluten y la medicion de las respuestas a A-gliadina 57-73 QEG65 en el
ensayo ELISPOT es al menos 2 semanas mas tarde de comenzar una DSG.

Los linfocitos T que secretan interferon gamma especificos para la A-gliadina 57-73 QE65 no se pueden medir en la
sangre periférica de celiacos no tratados, y sélo pueden ser inducidos por la exposicion a gluten después de al
menos 2 semanas de DSG (exclusién del antigeno). Por lo tanto, el momento del ensayo diagnéstico usando esta
metodologia es crucial y son necesarios mas estudios para su optimizacion. Estos hallazgos son consistentes con la
anergia funcional de los linfocitos T especificos para el epitopo dominante, A-gliadina 57-73 QEB5, revertida por la
exclusion del antigeno (DSG). Este fendmeno no se ha demostrado con anterioridad en una enfermedad humana, y
apoya la posibilidad de que la anergia de linfocitos T pueda ser inducible con terapia peptidica en enfermedad
celiaca.

Ejemplo 13
Mapeo integral de epitopos de linfocitos T para gliadina de trigo

La estimulacién con el antigeno induce linfocitos T especificos para el antigeno en la sangre periférica. En la
enfermedad celiaca, el gluten es el antigeno que mantiene esta enfermedad mediada por el sistema inmunitario. La
exposicion a gluten en la enfermedad celiaca tratada con una dieta sin gluten conduce a la aparicion de linfocitos T
especificos para el gluten en sangre periférica, de modo que permite la determinacion de la especificidad molecular
de epitopos de linfocitos T para el gluten. Como se ha descrito anteriormente, hemos identificado un unico epitopo
dominante de linfocitos T en un modelo de proteina de gluten, A-gliadina (57-73 desamidada en Q65). En este
Ejemplo, se usé la exposicion a gluten en pacientes celiacos para probar todas las posibles secuencias de 12
aminoacidos en cada proteina de gliadina de trigo conocida obtenida de 111 entradas en GenBank. En total, se
probaron 652 péptidos 20-mer en enfermedad celiaca asociada a HLA-DQ2 y HLA-DQ8. Siete de los 9 individuos
celiacos con el complejo HLA-DQ2 clasico (HLA-DQA1*05, HLA-DQB1*02) presente en mas del 90 % de los
celiacos tenian una respuesta en sangre periférica de linfocitos T inducible para A-gliadina 57-73 QE65 y especifica
para gliadina. La A-gliadina 57-73 era el unico epitopo de linfocitos T para a-gliadina significativo, y el epitopo de
linfocitos T para gliadina mas potente, en enfermedad celiaca asociada a HLA-DQ2. Ademas, habia hasta 5 familias
de péptidos estructuralmente relacionados que eran entre un 10 y un 70 % tan potentes como la A-gliadina 57-73 en
el ensayo ELISPOT para interferén-y. Estos nuevos epitopos de linfocitos T se obtuvieron a partir de y- y w-gliadinas
e incluyen secuencias comunes que eran estructuralmente muy similares, pero no idénticas, a la secuencia central
de la A-gliadina 57-73 (secuencia central: FPQPQLPYP (SEQ ID NO: 18)), por ejemplo: FPQPQQPFP (SEQ ID NO:
19) y PQQPQQPFP (SEQ ID NO: 20). Aunque no se han encontrado homélogos de la A-gliadina 57-73 en el
centeno o la cebada, los otros dos cereales toxicos en la enfermedad celiaca, los epitopos de linfocitos T recién
definidos en y- y w-gliadinas tienen emparejamientos exactos en las proteinas de almacenamiento del centeno y la
cebada (secalinas y hordeinas, respectivamente).

La enfermedad celiaca no asociada al HLA-DQ2 casi siempre esta asociada al HLA-DQS8. Ninguno de los siete
individuos celiacos HLA-DQ8+ presentaba respuestas inducibles de linfocitos T especificas a A-gliadina 57-73
después de la exposicion a gluten, a menos que también poseyesen el complejo completo HLA-DQ2. Dos de 4
individuos celiacos HLA-DQ8+ que no poseian el complejo completo HLA-DQ2, presentaron respuestas inducibles
de linfocitos T especificas para el péptido de gliadina. En un individuo HLA-DQ8, se identificd un nuevo epitopo de
linfocitos T dominante con la secuencia central LQPQNPSQQQPQ (SEQ ID NO: 21). La versién desamidada por
transglutaminasa de este péptido era mas potente que el péptido no desamidado. Estudios previos sugieren que el
péptido desamidado por transglutaminasa tendria la secuencia LQPENPSQEQPE (SEQ ID NO: 22); pero se
necesitan mas estudios para confirmar esta secuencia. Entre los individuos sanos HLA-DQ2 (10) y HLA-DQS8 (1) que
siguieron una dieta sin gluten durante un mes, las respuestas de linfocitos T especificas para el péptido de gliadina
fueron poco frecuentes, rara vez se modificaron con la exposicion a gluten, y nunca aparecieron epitopos de
linfocitos T potentes con la exposicion a gluten en individuos celiacos. En conclusion, no es probable que haya mas
de 6 epitopos de linfocitos T importantes en enfermedad celiaca asociada a HLA-DQ2, de los cuales la A-gliadina
57-73 es el mas potente. La enfermedad celiaca asociada a HLA-DQ2 y a HLA-DQ8 no comparte la misma
especificidad de linfocitos T.

Hemos demostrado que la exposicion a gluten de corta duracién de individuos con enfermedad celiaca después de
una dieta sin gluten induce linfocitos T especificos de gliadina en sangre periférica. La frecuencia de estos linfocitos
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T es maxima en sangre periférica el dia 6 y después se desvanece rapidamente durante la siguiente semana. Los
linfocitos T especificos de gliadina en sangre periférica expresan la integrina a437 que esta asociada a la adhesion a
la ldmina propia del intestino. Hemos aprovechado este disefio de estimulacion con antigeno humano para mapear
los epitopos de linfocitos T relevantes para la enfermedad celiaca en la proteina arquetipica a-gliadina del gluten, A-
gliadina. Usando péptidos 15-mer superpuestos en 10 aminoacidos con y sin desamidacion por transglutaminasa
(tTG), hemos demostrado que los linfocitos T inducidos en sangre periférica inicialmente soélo estan dirigidos a un
péptido de A-gliadina, los restos 57-73 en los que se desamidada la glutamina en posicion 65. El epitopo esta
restringido a HLA-DQ2, consecuente con la asociacion intima de la enfermedad celiaca al HLA-DQ2.

La enfermedad celiaca es reactivada por exposicién al trigo, el centeno y la cebada. La fraccion o/f-gliadina del
gluten de trigo es toxica de forma consistente en la enfermedad celiaca, y la mayoria de los estudios se han
centrado en estas proteinas. El grupo de genes de codificacion para las a/B-gliadinas se encuentra en el cromosoma
6C del trigo. No hay homologos de las a/B-gliadinas en el centeno o la cebada. Sin embargo, los tres subtipos de
gliadina del trigo (a/B, y, y co) son téxicos en la enfermedad celiaca. Los genes y- y w-gliadina se encuentran en el
cromosoma 1A en el trigo, y son homélogas a las secalinas y las hordeinas en centeno y cebada.

En la actualidad hay genes identificados para 61 a-gliadinas en el trigo (Triticum aestivum). Las secuencias de la a-
gliadina son altamente homélogas, pero el epitopo dominante en A-gliadina deriva de la regién mas polimoérfica en la
secuencia de la a-gliadina. Anderson y col., (1997) han estimado que hay un total de aproximadamente 150 genes
de o-gliadina distintos en T. aestivum, pero muchos son pseudogenes. Por lo tanto, es poco probable que los
epitopos de linfocitos T relevantes para la enfermedad celiaca no estén incluidos dentro de las secuencias
conocidas de la a-gliadina.

Nuestro trabajo ha identificado un grupo de péptidos de a-gliadina desamidada casi idénticos a la A-gliadina 57-73
como epitopos potentes de linfocitos T especificos para la enfermedad celiaca. Mas del 90 % de los pacientes
celiacos son HLA-DQ2+, y hasta ahora, s6lo hemos evaluado individuos celiacos HLA-DQ2+ después de la
exposicion a gluten. Sin embargo, los pacientes celiacos que no expresan HLA-DQ2 portan casi todos HLA-DQ8.
Por lo tanto, es fundamental saber si la A-gliadina 57-73 y sus homologos en otras proteinas del gluten en trigo,
centeno y cebada son los Unicos epitopos de linfocitos T reconocidos por los linfocitos T inducidos por la exposicion
a gluten en enfermedad celiaca HLA-DQ2+ y HLA-DQ8+. Si este fuera el caso, el disefio de agentes terapéuticos
peptidicos para la enfermedad celiaca podria requerir Gnicamente un péptido.

Homodlogos de la A-gliadina 57-73 como epitopos de linfocitos T

Las busquedas iniciales en las bases de datos de genes del SwissProt y TrEMBL para genes de cereales que
codifican para la secuencia central de A-gliadina 57-73 (PQLPY <SEQ ID NO: 12>) sélo revelaron a/B-gliadinas. Sin
embargo, nuestros estudios de mapeo fino del epitopo de la A-gliadina 57-73 QEGB5 revelaron un numero limitado de
sustituciones puntuales permisivas en la regién del nicleo (PQLP) (n6tese que Q65 realmente esta desamidada en
el epitopo). Por lo tanto, hemos extendido nuestra busqueda de genes en las bases de datos del SwissProt o
TrEMBL que codifican para péptidos con la secuencia de XXXXXXXPQ[ILMP][PSTIXXXXXX (SEQ ID NO: 23). Los
homologos se identificaron entre y-gliadinas, gluteninas, hordeinas y secalinas (véase Tabla 12). Se identificd un
homologo mas en w-gliadina por busqueda visual de las tres entradas de w-gliadina en el GenBank.

Estos homologos de A-gliadina 57-73 se evaluaron después de la desamidacion por tTG (o sintesis de la variante
sustituida por glutamato (QE) en cuatro homologos cercanos) usando el ensayo de ELISPOT para IFN-y con células
mononucleares de sangre periférica después de la exposicion a gluten en individuos celiacos. La secuencia de m-
gliadina (AAG17702 141-157) era el unico péptido bioactivo, aproximadamente la mitad de potente que la A-gliadina
57-73 (véase Tabla 12, y Figura 12). Por lo tanto, las bisquedas de homologos del epitopo dominante de A-gliadina
no tuvieron en cuenta la toxicidad de la y-gliadina, secalinas, y hordeinas.

Métodos

Disefio de un grupo de péptidos que abarcan todos los posibles epitopos de linfocitos T para gliadina de trigo

Con el fin de identificar todos los posibles epitopos de linfocitos T codificados por los genes o fragmentos génicos
conocidos de la gliadina (61 entradas para a/f-, 47 entradas para y-, y 3 entradas para w-gliadina en el Genbank)
del trigo (Triticum aestivum), se alinearon secuencias de proteinas derivadas de genes con el software CustalW

(MegAlign) y se dispusieron en grupos filogenéticos (véase Tabla 22). Muchas entradas representan truncamientos
de secuencias mas largas, y muchos segmentos génicos eran idénticos excepto por la longitud de las repeticiones
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de poliglutamina o sustituciones raras. Por lo tanto, fue posible razonar todas las posibles secuencias de 12
aminoacidos unicos codificadas por genes conocidos del trigo que se deben incluir en un grupo de 652 péptidos 20-
mer. (No se incluyeron las secuencias de los péptidos sefial). Las secuencias de péptidos se enumeran en la Tabla
23.

Mapeo integral de epitopos

Se estudiaron individuos de control sanos (HLA-DQ2+ n = 10, y HLA-DQ8+ n = 1) que habian seguido una dieta sin
gluten durante 4 semanas, y individuos celiacos (seis HLA-DQ2, cuatro heterocig6ticos complejos HLA-DQ2/8, y tres
HLA-DQ8/X) (véase Tabla 13) que habian seguido una dieta sin gluten de larga duracién antes y el dia 6 y 7
después de la exposicion de 3 dias a gluten (cuatro rebanadas de 50 g de pan blanco convencional - pan de molde
de Sainsbury, cada dia). Se recogié sangre periférica (un total de 300 ml durante los siete dias) y las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) se separaron mediante gradiente de densidad Lymphoprep. Las PBMC
se incubaron con pools de 6 u 8 péptidos 20-mer, o péptidos individuales con o sin desamidacion por tTG en
ensayos ELISPOT para interferon gamma (IFN-y) durante toda la noche.

Los péptidos se sintetizaron en lotes de 96 como Pepsets (Mimotopes Inc., Melbourne Australia). Se proporcioné 0,6
micromoles aproximadamente de cada uno de los 652 20-mer. Se incluyeron dos péptidos 20-mer marcadores en
cada grupo de 96 (VLQQHNIAHGSSQVLQESTY - péptido 161 (SEC ID NO: 24), y IKDFHVYFRESRDALWKGPG
(SEQ ID NO: 25)) y se caracterizaron por HPLC en fase inversa y andlisis de la secuencia de aminoacidos. Las
purezas promedio de estos péptidos marcadores fueron del 50 % y del 19 %, respectivamente. Los péptidos se
disolvieron inicialmente en acetonitrilo (10 %) y Hepes 100 mM a 10 mg/ml.

La concentracién final de péptidos individuales en los pools (o solos) incubados con PBMC para los ensayos de
ELISPOT para IFN-y fue de 20 ug/ml. Se tomaron alicuotas de soluciones concentradas cinco veces de péptidos y
pools en PBS, cloruro de calcio 1 mM y se almacenaron en placas de 96 pocillos segun el protocolo usado
posteriormente en los ensayos ELISPOT. Se prepararon péptidos y pools de péptidos desamidados mediante la
incubacién con tTG tisular de conejillo de indias (Sigma T5398) en una relacion de 100:32 pug/ml durante dos horas a
37 °C. Las soluciones de péptidos se almacenaron a -20 °C y se descongelaron justo antes de su uso.

La gliadina (Sigma G3375) (100 mg/ml) en agua libre de endotoxinas y urea 2 M se llevo a ebullicion durante 10
minutos, se enfrid a temperatura ambiente y se incub6 con pepsina esterilizada por filtracion (0,2 um) (Sigma P6887)
(2 mg/ml) en HCI 0,02 M o quimotripsina (C3142) (4 mg/ml) en bicarbonato de amonio (0,2 M). Después de la
incubacién durante 4 horas, la gliadina digerida con pepsina se neutralizé con hidréxido de sodio, y a continuacién la
gliadina digerida con pepsina y digerida con quimotripsina se llevaron a ebullicién durante 15 minutos. También se
realizaron incubaciones idénticas con proteasa en las que se omitié la gliadina. Las muestras se centrifugaron a
15.000 g, y a continuacién se estimaron las concentraciones de proteina en los sobrenadantes por el método de
BCA (Pierce, EE.UU.). Antes de su uso final en los ensayos de ELISPOT para IFN-y, se incubaron alicuotas de
gliadina-proteasa con tTG en una relacién 2500:64 ug/ml.

Se llevaron a cabo ensayos ELISPOT para IFN-y (Mabtech, Suecia) en placas de 96 pocillos (MAIP S-45, Millipore)
en los que cada pocillo contenia 25 pl de solucion peptidica y 100 yl de PBMC (2-8 x 105/pocillo) en RPMI que
contiene el 10 % de suero AB humano inactivado por calor. Se evaluaron pools de péptidos desamidados en una
placa ELISPOT de 96 pocillos, y pools de péptidos sin desamidacion en una segunda placa (con una distribucion
idéntica) tanto el dia 0 como el dia 6. Todos los pocillos en la placa que contiene los péptidos desamidados incluian
tTG (64 pg/ml). En cada placa ELISPOT habia 83 pocillos con pools de péptidos (un pool unico en cada pocillo), y
una serie de pocillos para péptidos "control" (péptidos todos con una pureza > 90 %, que se caracterizaron por MS y
HPLC, Research Genetics): P04722 77-93 (QLQPFPQPQLPYPQPQP (SEQ ID NO: 26)), P04722 77-93 QE85 (por
duplicado) (QLQPFPQPELPYPQPQP (SEQ ID NO: 27)), P02863 77-93 (QLQPFPQPQLPYSQPQP (SEQ ID NO:
28)), P02863 77-93 QE85 (QLQPFPQPELPYSQPQP (SEQ ID NO: 29)), y la gliadina digerida con quimiotripsina
(500 pg/ml), la gliadina digerida con pepsina (500 pg/ml), quimotripsina sola (20 ug/ml), pepsina sola (10 ug/ml), y el
blanco (PBS +/- tTG) (por triplicado).

Después del revelado y el secado, las placas ELISPOT para interferébn gamma se evaluaron usando el contador de
placas de ELISPOT automatizado MAIP. En individuos HLA-DQ2 sanos y celiacos, la induccién de los puntos
formadores de células (sfc) por pools de péptidos en el ensayo ELISpot para IFN-y se someti6é a ensayo usando una
prueba de rangos con signo apareados de una cola de Wilcoxon (usando el software SPSS) aplicada a los puntos de
formacion de células (sfc) por millon de PBMC menos el blanco, el dia 6 frente al dia 0 ("respuesta neta"). Una
induccién significativa de una respuesta IFN-y a pools de péptidos en PBMC mediante exposicion a gluten in vivo se
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define como una "respuesta neta" media de al menos 10 sfc/millon de PBMC y un nivel de significacion p <0,05. Una
respuesta significativa a un pool de péptidos particular el dia 6 estuvo seguida de la valoracion de los péptidos
individuales dentro de cada pool usando la extraccion de PBMC el mismo dia o el dia 7.

Para los ensayos ELISPOT para IFN-y de péptidos individuales, la bioactividad se expres6 como porcentaje de la
respuesta a P04722 77-93 QE85 evaluado en la misma placa de ELISPOT. La respuesta media al blanco (PBS solo)
fue de 0,2 (intervalo 0-5) sfc por pocillo, y el control positivo (P04722 77-93 QE85) fue de 76,5 (intervalo: 25-282) sfc
por pocillo usando una media de 0,36 millones (intervalo: 0,3-0,72) de PBMC. Por lo tanto, la respuesta media al
blanco expresada como porcentaje de P04722 77-93 QE65 fue del 0,2 % (intervalo: 0-6,7). Se analizaron péptidos
individuales con bioactividad media superior al 10 % de la de P04722 QES85 para motivos estructurales comunes.

Resultados
Individuos HLA-DQ?Z2 sanos

Ninguno de los individuos HLA-DQ2+ sanos que habia seguido una dieta sin gluten durante un mes presentaba
respuestas ELISPOT para IFN-y a homologos de la A-gliadina 57-73 antes o después de la exposicion a gluten. Sin
embargo, en 9/10 individuos sanos, la exposicion a gluten estaba asociada a un incremento significativo en las
respuestas de IFN-y a las digestiones de gliadina tanto con pepsina como con quimotripsina, de una media de 0-4
sfc/millones el dia 0 a una media de 16-29 sfc/millones (véase Tabla 14). Las respuestas a gliadina en individuos
sanos no se veran afectadas por la desamidacién (véase Tabla 15). Entre los individuos sanos, no hubo una
induccién consistente de respuestas de IFN-y a pools de péptidos de gliadina especificos con exposicién a gluten
(véase Figura 13, y Tabla 16). Ocasionalmente se encontraron respuestas de ELISPOT para IFN-y, pero estas
fueron débiles, y no se vieron alteradas por la desamidacién. Muchas de las respuestas mas fuertes a los pools
también estaban presentes el dia 0 (véase Tabla 17, individuos H2, H8 y H9). Cuatro individuos sanos si mostraron
respuestas definitivas al pool 50, y los dos con las respuestas mas fuertes el dia 6 también presentaban respuestas
el dia 0. En ambos individuos, las respuestas después de la exposicidn y las respuestas al pool 50 se debieron al
péptido 390 (QQTYPQRPQQPFPQTQQPQQ (SEQ ID NO: 30)).

Individuos HLA-DQ2 celiacos

Después de la exposicion a gluten en pacientes celiacos HLA-DQ2+, las respuestas medias de ELISPOT para IFN-y
a P04722 77-93 E85 aumentaron de una media de 0 a 133 sfc/millones (véase Tabla 4). Uno de los seis individuos
celiacos (C06) no respondi6 a P04722 77-93 QE85 (2 sfc/millones) y s6lo presentaba respuestas débiles a pools del
péptido de gliadina (maximo: pool 50 + tTG 27 sfc/millones). Consecuente con el trabajo anterior, la bioactividad de
P04722 de tipo silvestre se incrementd 6,5 veces con desamidacion por tTG (véase Tabla 15). Al inicio del estudio
habia presentes respuestas del interferon gamma a las digestiones de gliadina, pero se incrementaron
sustancialmente mediante la exposicion a gluten de una media de 20 hasta 92 sfc/millones para la gliadina sometida
a quimotripsina y de 44 a 176 sfc/millones para la gliadina sometida a pepsina. La desamidacion de la gliadina
incrementod la bioactividad en una media de 3,2 veces para la gliadina sometida a quimotripsina y de 1,9 veces para
la gliadina sometida a pepsina (véase Tabla 15). (Cabe sefalar que la acidez requerida para la digestion por pepsina
es probable que produzca la desamidacion parcial de la gliadina).

En contraste con los individuos sanos, la exposicion a gluten indujo respuestas ELISpot para IFN-y a 22 de los 83
pools tratados con tTG que incluyen los péptidos de las o-, y- y w-gliadinas (véase Figura 14, y Tabla 17). La
bioactividad de los pools fue muy coherente entre individuos (véase Tabla 18). Las respuestas ELISpot para IFN-y
provocadas por los pools de péptidos casi siempre se vieron incrementadas por la desamidacién (véase Tabla 17).
Pero la mejora de la bioactividad de los pools por la desamidacion no fue tan marcada como para P04722 77-73
Q85, incluso para pools que incluyen los homoélogos de A-gliadina 57-73. Esto sugiere que los péptidos Pepset se
desamidan parcialmente durante la sintesis o durante la preparacion, por ejemplo los péptidos Pepset se
administran en forma de sales del acido trifluoroacético (TFA) después de la liofilizacién de una solucién de TFA.

Ciento setenta péptidos individuales desamidados por tTG procedentes de 21 de los pools mas bioactivos se
evaluaron por separado. Setenta y dos péptidos desamidados fueron mas del 10 % tan bioactivos como P04722 77-
93 QEB85 a una concentracion equivalente (20 pg/ml) (véase Tabla 19). Los cinco péptidos mas potentes (85-94 %
de bioactividad de P04722 QEB85) eran homoélogos de la a-gliadina A-gliadina 57-73 identificados previamente.
Cincuenta de los péptidos bioactivos no eran homélogos de la A-gliadina 57-73, pero se podian dividir en seis
familias de secuencias estructuralmente relacionadas (véase Tabla 20). Las secuencias mas bioactivas de cada una
de las familias de péptidos fueron: PQQPQQPQQPFPQPQPFPW (SEQ ID NO: 31) (péptido 626, 72 % de la
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bioactividad media de QE85 P04722), QQPQQPFPOPQQPQLPFPQQ (SEQ ID NO: 32) (343, 34 %),
QAFPQPQQTFPHQPQQQFPQ (SEQ ID NO: 33) (355, 27 %), TQQPQQPFPQQPQQPFPQTQ (SEQ ID NO: 34)
(396, 23 %), PIQPQQPFPQQPQQPQQPFP (SEQ ID NO: 35) (625, 22 %), PQQSFSYQQQPFPQQPYPQQ (SEQ ID
NO: 36) (618, 18 %) (las secuencias centrales estan subrayadas). Todas estas secuencias incluyen restos de
glutamina que se prevé que sean susceptibles a la desamidacién por transglutaminasa (por ejemplo, QXP, QXPF
(SEQ ID NO: 37), QXX[AF] (SEQ ID NO: 38)) (véase Vader y col., 2002). Algunos péptidos bioactivos contienen dos
secuencias centrales de diferentes familias.

Consistente con la posibilidad de que diferentes poblaciones de linfocitos T respondan a péptidos con secuencias
centrales distintas, la bioactividad de los péptidos de diferentes familias parece ser aditiva. Por ejemplo, la
bioactividad media del pool 81 tratado con tTG fue del 141 % de P04722 QES85, mientras que la bioactividad de los
péptidos individuales fue, en orden de importancia: Péptido 631 (homdlogo de A-gliadina 57-73) 61 %, 636
(homologo de 626) 51 %, y 635 19 %, 629 16 %, y 634 13 % (todos ellos homélogos de 396).

Aunque probablemente sea una simplificacion excesiva, la contribuciéon de cada "familia de péptidos" a la respuesta
ELISpot para IFN-y sumada a los péptidos de gliadina se comparé en los individuos celiacos HLA-DQ2+ (véase
Figura 15). En consecuencia, la contribucion de P04722 77-73 E85 a la respuesta sumada a los péptidos de gliadina
esta entre 1/5y 2/3.

Usando el programa de busqueda de homologia en péptidos, WWW PepPepSearch, al que se puede acceder a
través de la World Wide Web de Internet en, por ejemplo, "cbrg.inf.ethz.ch/subsection3_1_5.html", y por
comparacion directa con secuencias del GenBank para secalinas de centeno, no se encontraron coincidencias
exactas para la secuencias centrales QQPFPQPQQPFP (SEQ ID NO: 39) en hordeinas de cebada (HORS) y
secalinas de centeno (A23277, CAA26449, AAG35598), QQPFPQQPQQPFP (SEQ ID NO: 40) en hordeinas de
cebada (HOG1 y HORS), y para PIQPQQPFPQQP (SEQ ID NO: 41) también en hordeinas de la cebada (HORS).

Enfermedad celiaca asociada a HLA-DQ8

Siete individuos celiacos HLA-DQ8+ se sometieron a estudio antes y después de la exposicion a gluten. Cinco de
estos individuos HLA-DQ8+ (HLA-DQAO0*0301-3, HLA-DQB0*0302) también portaban uno o los dos complejos HLA-
DQ2 (DQA0*05, DQB0*02) asociados a la enfermedad celiaca. Dos de los tres individuos con ambos complejos
HLA-DQ asociados a enfermedad celiaca presentaban respuestas potentes a pools de péptidos de gliadina (y
péptidos individuales, incluyendo P04722 77-93 E85) que eran cualitativa y cuantitativamente idénticos a individuos
celiacos HLA-DQ2 (véase Figuras 16 y 17, y Tabla 18). El pool de péptidos desamidados 74 era bioactivo en ambos
individuos HLA-DQ2/8, pero sélo en uno de los 6 individuos HLA-DQ2/X. EIl tratamiento previo del pool 74 con tTG
mejora la bioactividad entre 3,8 y 22 veces, y la bioactividad del pool 74 tratado con tTG en los tres individuos que
presentan respuesta es equivalente a entre el 78 % y el 350 % de la bioactividad de P04722 77-93 E85.
Actualmente, no se sabe qué péptidos son bioactivos en el pool 74 en los individuos C02, C07, y CO8.

Dos de los cuatro individuos celiacos HLA-DQ8 que carecian de uno o de los dos alelos HLA-DQ2 asociados a la
enfermedad celiaca mostraron respuestas ELISPOT para IFN-y muy débiles a los pools de péptidos de la gliadina,
pero los otros dos respondieron tanto a la gliadina digerida por proteasa como a los pools de péptidos especificos. El
individuo C12 (HLA-DQ7/8) respondié enérgicamente a los pools 1-3 desamidados (véase Figura 18). La evaluacion
de los péptidos individuales en estos pools permitio la identificacion de una serie de péptidos bioactivos
estrechamente relacionados, incluyendo la secuencia central LQPQNPSQQQPQ (SEQ ID NO: 42) (véase Tabla 20).
El trabajo previo (por nosotros) ha demostrado que tres restos de glutamina en esta secuencia son susceptibles a la
desamidacion mediada por tTG (subrayado). Las busquedas de homologia utilizando WWW PepPepSearch han
identificado coincidencias proximas a LQPQNPSQQQPQ (SEQ ID NO: 43) s6lo en a-gliadinas de trigo.

El cuarto individuo HLA-DQ8 (C11) tuvo respuestas ELISpot para IFN-y inducibles al pool 33 tratado con tTG (véase
Figura 19). Los pools 32 y 33 incluyen polimorfismos del epitopo de gliadina definido previamente restringido a HLA-
DQ8 (QQYPSGQGSFQPSQQNPQ (SEQ ID NO: 44)) activo después de desamidacion con tTG (las GIn subrayadas
se desamidan y confieren bioactividad) (van der Wal y col., 1998). Actualmente, no se sabe qué péptidos son
bioactivos en el pool 33 en el individuo C11.

Asi, el mapeo integral del epitopo de linfocitos T en la enfermedad celiaca asociada a HLA-DQ2 usando la
exposicion a gluten in vivo y un grupo de 652 péptidos que abarcan las 12 secuencias de aminoacidos conocidas en
gliadina del trigo ha identificado al menos 72 péptidos un 10 % tan bioactivos como el epitopo conocido de la a-
gliadina, A-gliadina 57-73 E65. Sin embargo, estos péptidos bioactivos se pueden reducir a un grupo de quizas solo
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5 familias de péptidos distintas, pero estrechamente relacionadas. Casi todos estos péptidos son ricos en prolina,
glutamina, fenilalanina y/o tirosina e incluyen la secuencia PQ(QL)P(FY)P (SEQ ID NO: 45). Esta secuencia facilita la
desamidacion de Q en posicion 2 por tTG. Por analogia con la desamidacién de la A-gliadina 57-68 (Arentz-Hansen
2000), el aumento de la bioactividad de estos péptidos que generalmente se encuentra con la desamidacioén por tTG
se puede deber a una mayor afinidad de unién por HLA-DQ2.

Es posible la reactividad cruzada entre linfocitos T in vivo que reconocen mas de uno de estos péptidos de gliadina
bioactivos. Sin embargo, si cada grupo de péptidos relacionados activa una poblacién de linfocitos T distinta in vivo,
el epitopo correspondiente a la A-gliadina 57-73 E65 es el mas potente y generalmente es reconocido por al menos
el 40 % de los linfocitos T de sangre periférica que secretan IFN-y en respuesta a la gliadina después de la
exposicion a gluten.

No se encontraron respuestas especificas para el péptido de gliadina en la enfermedad celiaca HLA-DQ2/8 que
difirieran cualitativamente de las de la enfermedad celiaca asociada a HLA-DQ2/X. No obstante, los linfocitos T en
sangre periférica en individuos celiacos HLA-DQ8+ sin los dos alelos HLA-DQ2 no reconocian los homélogos de A-
gliadina 57-73 E65. En dos HLA-DQ8+ celiacos eran dominantes dos epitopos diferentes. El epitopo dominante en
uno de estos individuos HLA-DQ8+ no ha sido identificado previamente (LQPQNPSQQQPQ (SEQ ID NO: 46)).

Teniendo en cuenta las ensefianzas de este documento, el disefio de una inmunoterapia para la enfermedad celiaca
utilizando todos los epitopos de linfocitos T reconocidos habitualmente es practico y puede incluir menos de seis
péptidos diferentes. Los epitopos en y- y w-gliadinas de trigo también estan presentes en hordeinas de la cebada y
en secalinas del centeno.

Ejemplo 14

Se realizaron varios ensayos ELISPOT como se ha descrito anteriormente y produjeron los siguientes resultados y/o
conclusiones:

Examen de mdltiples polimorfismos de a-gliadina con PQLPY

Agonistas potentes de la A-gliadina 57-73QE (G01) incluyen

QLQPFPQPELPYPQPQS (GO1), PQL-Y P (G10), and PQPQPFL-

----------------- (6‘12.). Los menos potentes incluyen 1. P (G04), —~r-—mnme

S e P (G05), and S P (G06). Los menos potentes todavia

incluyen: L S P (GO07), S- S P (GO8), ~----an----
--8--8 P (G09), and PQPQPFP-———--secuem-e -- (G13). Las lineas indican

identidad con la secuencia G01 en la posicién particular.

La exposicion a gluten induce linfocitos T de A-gliadina 57-73 QE65 después de solo dos semanas de dieta sin
gluten en enfermedad celiaca de nuevo diagndstico

Andlisis adicionales indicaron que las respuestas de gliadina desamidada por tTG cambian después de dos
semanas de dieta sin gluten en la enfermedad celiaca de nuevo diagnéstico. Otros analisis indican que los linfocitos
T especificos de gliadina desamidada son restringido a HLA-DQ2 CD4+a4B7+.

Epitopo 6ptimo (clones frente a la exposicion a gluten)

Un epitopo "dominante" se define mediante ELISPOT para IFN-y después de la exposicion a gluten.

QLQPFPQPELPYPQPQS (100 % de respuesta ELISpot). Epitopos definidos por clones de linfocitos T intestinales:
QLQPFPQPELPY (27 %), PQPELPYPQPELPY (52 %), y QQLPQPEQPQQSFPEQERPF (9 %).
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Dominancia entre las respuestas de péptidos individuales

La dominancia depende del trigo o del centeno. En cuanto al trigo, los péptidos dominantes incluyen los péptidos
numero 89, 90 y 91 (en referencia a los niUmeros de secuencia en la Tabla 23). Para el centeno, los péptidos
dominantes incluyen los péptidos nimero 368, 369, 370, 371 y 372 (en referencia a los nUmeros de secuencia en la
Tabla 23). Algunos péptidos, incluidos 635 y 636 (en referencia a los numeros de secuencia en la Tabla 23)
mostraron actividad tanto en centeno como en trigo.

La exposicion a gluten in vivo permite definir la jerarquia de los epitopos de linfocitos T para la enfermedad celiaca
La jerarquia de los epitopos es consistente entre celiacos HLA-DQ2+ pero diferente para celiacos HLA-DQ8+. La
jerarquia depende del cereal que se consume. La desamidaciéon genera casi todos los epitopos de gliadina. HLA-
DQ2, DQ8, y DR4 presentan péptidos desamidados. La enfermedad celiaca asociada a HLA-DQ2/8 preferentemente
presenta epitopos de gliadina asociados a DQ2. Los epitopos de gliadina estan suficientemente restringidos como
para justificar el desarrollo de terapias basadas en epitopos.

Otros andlisis indicaron lo siguiente: HLA-DR3-DQ2 (85-95 %) y HLA-DR4-DQ8 (5-15 %).

Otros analisis indicaron lo siguiente:

HLA-DQ  Alelo HLA-DQA1 Alelo HLA-DQB1 Histologia Sin Gluten  EMA con gluten

duodenal (en DSG)
Co01 2,6 102/6, 501 201, 602 AVS 1 afio +(-)
C02 2,2 501 201 AVS 1 afio +(-)
CO03 2,5 101/4/5, 501 201, 501 AVP 1 afio +(-)
Co4 2,5 101/4/5, 501 201, 501 AVS 7 afio +(-)
C05 2,2 201, 501 201, 202 AVS 4 meses +(ND)
CO06 2,2 201, 501 201, 202 AVS 2 afio +(-)
co7 2,8 301-3, 501 201, 302 AVS 1 afio +(-)
Co08 2,8 301-3, 501 201, 302/8 AVS 11 afio ND (-)
C09 2,8 301-3, 501 201, 302 AVS 29 afio +(-)
C10 2,8 201, 301-3 202, 302 IEL 1 afio +(-)
C11 6,8 102/6, 301-3 602/15, 302/8 IEL 9 meses - (ND)
C12 8,7 301-3, 505 302, 301/9-10 AVS 2 afio -(-)
C13 8,8 301 302 AVS 1 afio +(+)

Se llevd a cabo otro andlisis para determinar la bioactividad de péptidos individuales desamidados con tTG en los
pools 1-3 en el individuo C12. Los resultados son los siguientes (los nimeros de secuencia se refieren a los péptidos
enumerados en la Tabla 23): Secuencia 8 (100 %), Secuencia 5 (85 %), Secuencia 6 (82 %), Secuencia 3 (77 %),
Secuencia 1 (67 %), Secuencia 2 (59 %), Secuencia 9 (49 %), Secuencia 7 (49 %), Secuencia 10 (33 %), Secuencia
4 (15 %), Secuencia 12 (8 %), Secuencia 11 (0 %), Secuencia 23 (26 %), Secuencia 14 (18 %), Secuencia 15 (18
%), Secuencia 17 (18 %), Secuencia 16 (13 %), Secuencia 14 (8 %), Secuencia 22 (5 %), Secuencia 18 (3 %),
Secuencia 19 (3 %), Secuencia 20 (0 %), Secuencia 21 (0 %). La secuencia desamidada predicha es
LQPENPSQEQPE.
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Respuestas a ELISPOT individuales por PBMC (puntos formadores de células determinados por el lector ELISPOT)

Péptido (véase Tabla 23) Co1 C02 C03 Co4 C05
65 16 2 1 2 3
66 32 6 13 0 6
67 16 3 4 0 4
68 25 8 4 2 2
69 4 0 0 0 0
70 2 1 0 0 0
71 1 1 0 0 1
72 0 0 0 0 0
73 95 21 42 31 31
74 122 15 29 21 28
75 5 1 2 2 5
76 108 13 28 16 22
77 3 0 1 0 1
78 21 2 3 5 3
79 20 0 2 0 2
80 5 2 0 0 3
81 4 1 2 3 1
82 3 3 5 2 2
83 14 2 0 0 1
84 3 0 0 0 0
85 14 1 2 1 2
86 11 0 2 0 2

Reactividad cruzada

Para tratar los datos de 652 péptidos en 29 individuos, o para determinar cuando una respuesta particular es una
verdadera respuesta positiva de linfocitos T especifica para el péptido, o para determinar cuando una respuesta a un
péptido es debida a la reactividad cruzada con otro péptido relacionado estructuralmente, la expresion de una
respuesta a un péptido particular puede estar como porcentaje de una respuesta de un péptido "dominante". De
manera alternativa, la expresion puede ser una "relaciéon", como coeficientes de correlacion entre las respuestas de
péptidos, o por medios bioinformaticos.

Epitopos adicionales

Un resultado representativo es como sigue:

Combinacién de péptidos con P04722E (todos 20 ug/ml) (n = 4)
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Solo
Pep 626 60
P04722E 100
HLAa 0

(Expresado como porcentaje de P04722E)

5 626 + tTG: PQQPQQPQQPFPQPQQPFPW
P04724E: QLQPFPQPELPYPQPQL
Desamidacion con tTG del péptido 626 (n = 12)

" Sin tTG = 100 %
tTG =170 %

15 Sustitucién en posiciones particulares

P04722E +
135

110

85

Sustitucion del péptido 626 PQQP[Q1]QP[Q2]QPFPQP[Q3]QPFPW (n = 12)

Glu
Q1 95
Q2 145
Q3 155

20 (Expresado como porcentaje del péptido de tipo silvestre)

Arg
90
80
10

Bioactividad de 15-mer tratados con tTG que abarcan el Péptido 626/627

(PQQPQQPQQPFPQPQQPFPWAQP) (n = 8)

25
P1-15.5
P2-16. 4
30 P3-17. 3
P4-18. 38
P5-19. 65
35
P6-20. 95
P7-21. 65
40 P8-22. 90

(expresado como porcentaje de la respuesta maxima del 15-mer)

45
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Multiples epitopos:

P04724E: QLQPFPQPQLPYPQPQL

626 + tTG: PQQPQQPQQPFPQPQQPFPW

Epitopo minimo: QPQQPFPQPQQPFPW

La deplecién inmunomagnética de PBMC por cuentas recubiertas con anti-CD4 y por anti-integrina 7 agot6 las
respuestas de ELISPOT para IFN-y, mientras que la deplecion inmunomagnética de PBMC por cuentas recubiertas
con anti-CD8 o anti-integrina alphaE. Por lo tanto, las PBMC secretoras de IFN-y son CD4+ y as437+, asociadas a la

adhesion a la lamina propia en el intestino.

Bloqueo por el anticuerpo anti-DQ pero no por anticuerpo anti-DR en individuos heterocigoticos y homocigéticos
para HLA-DQ2. Esto puede implicar multiples epitopos dentro de una secuencia.

Epitopos de linfocitos T en la enfermedad celiaca

Otros investigadores han caracterizado ciertos epitopos de clones de linfocitos T intestinales. Véase, por ejemplo,
Vader y col., Gastroenterology 2002, 122: 1729-1737; Arentz-Hansen y col., Gastroenterology 2002, 123: 803-809.
Estos son ejemplos de epitopos cuya relevancia esta, en el mejor de los casos, poco clara debido a las técnicas in
vitro usadas para clonar los linfocitos T.

Clones intestinales frente a clones de sangre periférica

Intestinal: 1) biopsias intestinales, 2) clones de linfocitos T generados contra las digestiones péptica-tripticas de
gluten, 3) todos restringidos a HLA-DQ2, 4) clones que responden a la gliadina desamidada por transglutaminasa.

Sangre periférica: 1) los clones de linfocitos T generados contra el gluten estan restringidos a HLA-DR, DQ y DP.
Resultado: los clones de linfocitos T intestinales se pueden usar exclusivamente para mapear epitopos asociados a
la enfermedad celiaca.

GDA_9 de Trigo de 307 aa. Definicion del Precursor alfa/beta-gliadina MM1 (Prolamina) N° de acceso P18573 -
GenBank (que se incorpora aqui en su totalidad por referencia)

Epitopos de clones de linfocitos T intestinales

Una definicion de epitopos de clones de linfocitos T intestinales se puede encontrar, por ejemplo, en Arentz-Hansen
y col., J Exp Med. 2000, 191: 603-12. Alli también se describen epitopos de gliadina para clones de linfocitos T
intestinales. La secuencia QLQPFPQPQLPY desamidada es un epitopo, con una secuencia desamidada de
QLQPFPQPELPY. Hay una restriccion de HLA-DQ2. Una busqueda de homologia muestra que otras alfa-gliadinas
bioactivas incluyen PQPQLPY individualmente o duplicada. La mayoria de los clones de linfocitos T responden a/o
DQ2-al: QLQPFPQPELPY DQ2-all: PQPELPYPQPELPY

Epitopos dominantes de linfocitos T para gliadina

Todos desamidados por transglutaminasa.

Sangre periférica, dia 6, después de exposicién a gluten: A-gliadina 57-73:

QLQPFPQPELPYPQPQS

Clones de linfocitos T intestinales: DQ2-al: QLQPFPQPELPY DQ2-all: PQPELPYPQPELPY
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Mapeo de epitopos de clones de linfocitos T intestinales

a-gliadinas A1 PFPQPQLPY
A2 A2 PQPQLPYPQ
A3 PYPQPQLPY
Glia-20 PQQPYPQPQPQ
M-gliadinas G1 PQQSFPQQQ
G2 [IPQQPAQ
G3 FPQQPQQPYPQQP
G4 FSQPQQQFPQPQ
G5 LQPQQPFPQQPQQPYPQQPQ
Glu-21 QSEQSQQPFPQQF
Glu-5 Q(IL)PQQPQQF
Glutenina Glt-156 PFSQQQQSPF
Glt-17 PFSQQQQQ

Exposicion al gluten e induccién de linfocitos T especificos para A-gliadina 57-73QE65 que segregan IFN-y en
sangre periférica

Enfermedad celiaca sin tratar, seguido de dieta sin gluten durante 1, 2, 6 8 semanas, seguido por la exposicion al
gluten (3 dias con 200 g de pan/dia), seguido por dieta sin gluten.

Resultado 1: Duracién de las respuestas a la dieta sin gluten y ELISPOT para IFN-y el dia O y el dia 6 de la
exposicion a gluten: A-gliadina 57-73 QEG65 (los resultados se expresaron como puntos especificos de IFN-y/millones
de PPBMC)

Dia 0: ninguno (5), 1 semana (1), 2 semanas (2), 8 semanas (1)

Dia 6: ninguno (0), 1 semana (4), 2 semanas (28), 8 semanas (48)

Resultado 2: Duracién de las respuestas a la dieta sin gluten y ELISPOT para IFN-y el dia O y el dia 6 de la
exposicion a gluten: gliadina con tTG (resultados expresados como puntos especificos de IFN-y/millones de PPBMC)

Dia 0: ninguno (45), 1 semana (62), 2 semanas (5), 8 semanas (5)

Dia 6: ninguno (0), 1 semana (67), 2 semanas (40), 8 semanas (60)

Resultado 3: Duracién de las respuestas a la dieta sin gluten y ELISPOT para IFN-y el dia 0 y el dia 6 de la
exposicion a gluten: A-gliadina 57-73 P65 (los resultados se expresaron como puntos especificos de IFN-y/millones
de PPBMC)

Dia 0: ninguno (1), 1 semana (2), 2 semanas (1), 8 semanas (1)

Dia 6: ninguno (0), 1 semana (0), 2 semanas (0), 8 semanas (0)

Resultados 4: Duracion de las respuestas a la dieta sin gluten y ELISPOT para IFN-y el dia 0 y el dia 6 de la
exposicion a gluten: PPD (los resultados se expresaron como puntos especificos de IFN-y/millones de PPBMC)
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Dia 0: ninguno (90), 1 semana (88), 2 semanas (210), 8 semanas (150)
Dia 6: ninguno (0), 1 semana (100), 2 semanas (210), 8 semanas (100)

Resultados 5: Duracion de las respuestas a la dieta sin gluten y ELISPOT para IFN-y el dia 0 y el dia 6 de la
exposicion a gluten: tTG (los resultados se expresaron como puntos especificos de IFN-y/millones de PPBMC)

Dia 0: ninguno (5), 1 semana (4), 2 semanas (3), 8 semanas (2)
Dia 6: ninguno (0), 1 semana (4), 2 semanas (1), 8 semanas (2)
Exposicion a gluten en la enfermedad celiaca HLA-DQ?Z2 con gluten a largo plazo

La caracterizaciéon de las respuestas de los linfocitos T dirigidos contra gliadina se llevé a cabo en sangre periférica
el dia 6-8 después de 3 dias de exposicién a gluten.

Resultado 1: PBMC, Dia 6, dieta sin gluten a largo plazo (preincubacién con anticuerpo anti-HLA-DR y anti-DQ)
(expresado como % de inhibicion)

DR-: gliadina con tTG 100 pg/ml (105), A-gliadina 57-73 QE65 50 ug/ml (90), PPD 5 ug/ml (30)
DQ-: gliadina con tTG 100 ug/ml (5), A-gliadina 57-73 QE65 50 ug/ml (22), PPD 5 ug/ml (78).

Resultado 2: PBMC, Dia 6, dieta sin gluten a largo plazo (expresado como % de respuesta de PBMC agotadas en
CD8)

Deplecion de B7: gliadina con tTG n = 6 (7), A-gliadina 57-73 n = 9 (6), PPD n = 8 (62)
Deplecién de AE: gliadina con tTG n = 6 (120), A-gliadina 57-73 n = 9 (80), PPD n = 8 (110).
Deplecion de CD4: gliadina con tTG n = 6 (10), A-gliadina 57-73 n =9 (9), PPD n = 8 (10).
Los péptidos terapéuticos incluyen, pero no se limitan a

QLQPFPQPQLPYPQPQS (AGO01)

QLQPFPQPQLPYPQPQP (AG02)

QLQPFPQPQLPYPQPQL (AGO03)

QLQPFPQPQLPYLQPQP (AG04)

QLQPFPRPQLPYPQPQP (AG05)

QLQPFPQPQLPYSQPQP (AG06)

QLQPFLQPQLPYSQPQP (AGO07)

QLQPFSQPQLPYSQPQP (AG08)

QLQPFPQPQLSYSQPQP (AG09)

PQLPYPQPQLPYPQPQP (AG10)

PQLPYPQPQLPYPQPQL (AG11)

PQPQPFLPQLPYPQPQS (AG12)

PQPQPFPPQLPYPQPQS (AG13)
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PQPQPFPPQLPYPQYQP (AG14)

PQPQPFPPQLPYPQPPP (AG015)

Brevemente después de la exposicién al antigeno oral, las especificidades de linfocitos T de sangre periférica
reflejan las de clones de linfocitos T intestinales. En sangre periférica, los epitopos de clones de linfocitos T
intestinales son sub-6ptimos en comparacion con la A-gliadina 57-73 QE65, que es un epitopo de a-gliadina 6ptimo.

Ejemplo 17

La Tabla 24 muestra los resultados de los andlisis que examinan los 652 péptidos con varios pacientes expuestos a
trigo o a centeno.
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Tabla 1. Secuencia de la proteina A-gliadina (basado en la secuenciaciéon de aminoacidos)
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VRVPVPQ] QP QNPSOQQPQE QVPL\: QQQQF PGQQQQFPPQ QPYPQPQPI‘P SQQPYLQLQP FPQPQLPYPQ
51
I’QSFPPQQPV PQPQPQYSQP QQP]SQQQAQ QQQQQQQQQQ QQQILQQILQ QQLIPC\»[DW LQQHNIAHAR

71 131
SQVLQOQSTYQ L.LQELCCQHL WQIPEQSQCQ AIHNVVI-IAII LHQQQKQQQQ PSSQVSTQQP LOQYP LGQGS

14l 71 201

FRPSQGNPQA QGSVQPQQLP QFEE].RNLAL QTLPAMCNVY I!\I“(CT[APF GIFGTN

211 221 211 241 251 261

Tabla 2. Individuos estudiados con enfermedad celiaca

Edad Sexo  Dieta sin HLA-DQ 2 Estimulacion Sintomas con pan
gluten con pan
1 64 f 14 afios Homocigotico 3 dias Dolor abdominal, letargo,

Ulceras bucales, diarrea

2 57 m 1 afio Heterocigotico 10 dias Letargo, nauseas
3 35f 7 afos Heterocigotico 3 dias Nauseas
4 36 m 6 sem Homocigotico 3 dias Dolor abdominal, tlceras
bucales, diarrea
5 26 m 19 afios Heterocigotico 3 dias Ninguno
6 58 m 35 afios Heterocigotico 3 dias Ninguno
7 55m 1 afio Heterocigotico 3 dias Diarrea
8 48 f 15 afios Homocigotico 3 dias Dolor abdominal, diarrea
Tabla 3
Aminoacido en la posicién 65 Intervalo Media
Glutamato (100) 100 %
Asparagina (50-84) 70 %
Aspartato (50-94) 65 %
Alanina (44-76) 64 %
Cisteina (45-83) 62 %
Serina (45-75) 62 %
Valina (24-79) 56 %
Treonina (46-66) 55 %
Glicina (34-47) 40 %
Leucina (8-46) 33 %
Glutamina (16-21) 19 %
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oTG TG
(1-13)

100 (100)

(1-7)  53(44-67)

(0.20) 83(61-113)
9 83(74-97)
(0-33)

o 1B
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Aminoacido en la posicién 65 Intervalo Media
Isoleucina (3-25) 14 %
Metionina (3-32) 14 %
Fenilalanina (0-33) 12 %
Histidina (0-13) 8 %
Tirosina (0-17) 8 %
Triptéfano (0-17) 8 %
Lisina (0-11) 4%
Prolina (0-4) 2%
Arginina (0-2) 1%
Tabla 4

Secuencia peptidica

QLQPFPQPQLPYPQPQS  57-73

QLQPFPQPELPYPQPQS  57-73

QLQPFPQPQLPYSQPQP  77-93

76-92

77-93

57-73

77-93
QLQPFPQPQLPYPQPQP  77-93

QLQPFPQPQLPYPQPQL  77-93

77-93

PQLPYPQPQLPYPQPQP  84-100

34

Restos correspondientes en las secuencias de
proteinas gliadina (n° de acceso)

a-gliadina (T. aestivum) Q41545

a-gliadina (T. aestivum) Q41545

precursor o/B-gliadina (Tricetum sestivum)
P02863

a-gliadina (T. aestivum) Q41528

proteina de almacenamiento de a-gliadina
Q41531 (T. aestivum)

péptido maduro a-gliadina (7. aestivum)
Q41533

precursor a-gliadina (T. spelta) Q9ZP09
precursor a/p-gliadina A-ll (T. aestivum)
P0472

precursor a/B-gliadina A-1V (T. aestivum)
P04724

precursor a/B-gliadina MM1 (T. aestivum)
P18573

precursor a/B-gliadina A-1V (T. aestivum)

P04724
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Secuencia peptidica

Restos correspondientes en las secuencias de
proteinas gliadina (n° de acceso)

precursor a/B-gliadina MM1 (T. aestivum)

ID PQLPYPQPQLPYPQPQL  84-100
P18573
(0-1) 3(0-7) precursor o/B-gliadina Al (T. aestivum)
QLQPFLQPQLPYSQPQP  77-93
P04721
77-93 a-gliadina (T. aestivum) Q41509
0-0 2(0-7 proteina de almacenamiento de a-gliadina
00 2(0-7) QLQPFSQPQLPYSQPQP  77-93
Q41530 (T. aestivum)
D precursor a/B-gliadina A-lll (T. aestivum)
PQPQPFPPQLPYPQTQP  77-93
P04723
7 24(11-43 precursor a/B-gliadina A-V (T. aestivum)
(0-40) (11-43)  pQPQPFPPQLPYPQPQS  82-98
P04725
0 19(11-33 clon precursor a/p-gliadina PW1215 (T.
(0-30) (11-33) PQPQPFPPQLPYPQPPP  82-98
aestivum) P04726
82-98 o/B-gliadina (T. urartu) Q41632
0 21(11-33 clon precursor a/B-gliadina PW8142 (T.
(0-30) (11-33)  pQPQPFLPQLPYPQPQS  79-95
aestivum) P04726
79-95 a-gliadina (T. aestivum) Q41529
79-95 precursor o/B-gliadina(T. aestivum) Q41546
Tabla 12. Homoélogos de prolamina de A-gliadina 57-73 (con exclusion de alfa/beta-gliadinas)
Prolamina Numero de acceso Secuencia % Bioactividad*
Trigo: a-gliadina A-gliadina (57-73) QLQPFPQPQLPYPQPQS 100 (0)
Trigo: w-gliadina AAG17702 (141-157) O F... QSE 32 (6,4)
Cebada: C hordeina Q40055 (166-182) QPFPL ............... Forenn Q 2,3 (2,0)
Trigo: y-gliadina P21292 (96-112) QTFPQ ............... F... QPQ 2,1(4,2)
Centeno: secalina Q43639 (335-351) QPSPQ ............... For, Q 1,6 (1,4)
Cebada: y-hordeina P80198 (52-68) QPFPQ ............... HQHQFP -1,0 (1,8)
Trigo: gluteninas de LMW P16315 (67-83) LQ...QPIL ............ FS..Q..Q -0,9 (1,0)
Trigo: gluteninas de HMW ~ P08489 (718-734) HGYYPTS ......... SGQGQRP 6,4 (4,0)
Trigo: y-gliadina P04730 (120-136) ...QccQatL ...... I... QQSRYQ 0,7 (0,9)
Trigo: gluteninas de LMW  P10386 (183-199) ..QccQaL ...... I ... QQSRYE -0,7 (0,5)
Trigo: gluteninas de LMW 049958 (214-230) ... QCCRAQL ...... I...EQSRYD -1,1(0,3)
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Prolamina NuUmero de acceso Secuencia % Bioactividad*
Cebada: B1 hordeina P06470 (176-192) ... QCcCQAL ...... | ... EQFRHE 1,8 (1,4)
Cebada: B hordeina Q40026 (176-192) ... QCCQQL ...... ISEQFRHE 0,5(0,9)

* La bioactividad se expresa como 100x (puntos formadores de células con 25 pg/ml de péptido, mas 8 pg/ml de tTG
menos el blanco)/(puntos formadores de células con 25 pg/ml de A-gliadina 57-73, mas 8 ug/ml de tTG menos el
blanco) (media (SEM), n = 5).

5 Los péptidos se preincuban con tTG durante 2 h a 37 °C. Nota, Q esta desamidada en A-gliadina 57-73 por tTG.

Tabla 13. Detalles clinicos de individuos celiacos.

HLA-DQ | Alelos HLA-DQA1 | Alelos HLA-DQB1 | Histologia | Sin gluten | EMA en gluten
duodenal (con DSG)

Co1 2,6 102/6, 501 201, 602 AVS 1 afio + ()

C02 2,2 501 201 AVS 1 afio + ()

Co03 2,5 101/4/5, 501 201, 501 AVP 1 afio +(-)

C04 2,5 101/4-5, 501 201, 501 AVS 7 afios +(-)

CO05 2,2 201, 501 201, 202 AVS 4 meses + (ND)

Co06 2,2 201, 501 201, 202 AVS 2 arfios +(-)

co7 2,8 301-3, 501 201, 302 AVS 1 afio +(-)

Co08 2,8 301-3, 501 201, 302/8 AVS 11 afos ND (-)

C09 2,8 301-3, 501 201, 302 AVS 29 arios +(-)

C10 2,8 201, 301-3 202, 302 IEL 1 afo +(-)

Cc11 6,8 102/6, 301-3 602/15, 302/8 IEL 9 meses - (ND)

C12 8,7 301-3, 505 302, 301/9-10 AVS 2 afios - (-)

C13 8,8 301 302 AVS 1 afio +(+)

10

AVS: atrofia vellosa subtotal, AVP: atrofia vellosa parcial, IEL: atrofia intra-epitelial incrementada, DSG dieta sin

gluten, ND: no determinado.

15 Tabla 14. Respuestas ELISPOT para IFN-y en HLA-DQ2+ celiaco (C01-6) y control sano (H01-10) a péptidos

control (20 pg/ml) y gliadina (500 pg/ml) antes y después de la exposicion a gluten (sfc/millon de PBMC
menos respuesta a PBS solo)

Péptido Sano, Dia 0 Sano, Dia 6 Celiaco, Dia 0 Celiaco, Dia 6
P04722 77-93 0(-4a17) 0(-5a9) -2(-3a0) 27 (0-100)*
P04722 77-93 + {TG 0(-5a4) 0(-9a3) 0(-4a11) 141 (8 a 290)**
P04722 77-93 QE85 0(-5ab) 0(-3a4) 0 (-6 a 14) 133 (10 a 297)*
P02863 77-93 0(-4a13) 2(-3a5) -2(-3a2) 8 (-2 a 42)**
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Péptido Sano, Dia 0 Sano, Dia 6 Celiaco, Dia 0 Celiaco, Dia 6
P02863 77-93 + {TG -1(-5a4) -1(-4a11) 1(-4a6) 65 (8-164)**
P02863 77-93 QE85 0(-4a13) 0(-4a14) -1(-4a6) 42 (-2 a 176)*
Quimotripsina gliadina | 2 (-5 a 20) 18 (0 a 185)* 20 (11 a 145) 92 (50 a 154)
Quimotripsina gliadina | 0 (-1 a 28) 16 (-9 a 171)* 55 (29-248) 269 (206-384)**
+{TG
Quimotripsina 0(4ab) 1(-4a11) -2(-5ab) 1(4a8)
Quimotripsina + TG 0(-5a8) 6 (0 a29) -2(-3a11) 2(-3a18)*
Pepsina gliadina 4 (-4 a 28) 29 (0 a 189)*** 44 (10 a 221) 176 (54-265)**
Pepsina gliadina + {TG | 2 (-3 a 80) 27 (-4 a 241) 61(8a172) 280 (207-406)**
Pepsina 0(-4a10) 0(-3a12) 0(-2a3) 2(-2a8)
Pepsina + tTG 0(-3a8) 0(-5a9) 1(-6a3) 0(-3a14)
PBS solo 4 (0ab) 2(0a6) 4(1a12) 4(0a4)
PBS +{TG 3(0ad) 3(0a11) 4(2a10) 4(2a11)
Dia 6 Dia vs 0: *p <0,05 **P <0,02, ***P <0,01 mediante un prueba de rangos con signo apareados de una cola de
Wilcoxon
5
Tabla 15. Efecto de desamidacion por tTG de homélogos de la gliadina (0,5 mg/ml) y A-gliadina 57-73 sobre
las respuestas ELISPOT para IFN-y en individuos celiacos HLA-DQ2+ (C01-6) y de control sanos (H01-10)
0 (relacion de la mediana tTG:sin pretratamiento con tTG, intervalo)
Péptido Sano, Dia 6 Celiaco, Dia 0 Celiaco, Dia 6
Quimotripsina gliadina 0,94 (0,4-9-0) 2,1(0,8-6,8)* 3,2 (1,8 -4,2)*
Pepsina gliadina 1,4 (0,5-1,4) 1,4 (0,8-4,0)* 1,9 (1,1a4,4)*
P04722 77-93 Q85 6,5(2,3a12)*
P04722 77-93 E85 0,7 (0,6-1,1)
P02863 77-93 Q85 7,5 (3,9-19,9)*
P02863 77-93 E85 1,0 (0,8-1,2)
TTG> sin tTG: *p <0,05 ** P <0,02,*** P <0,01 mediante un prueba de rangos con signo apareados de una cola de
Wilcoxon
15
20
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Tabla 16. Individuos sanos: respuestas ELISPOT para IFN-y (> 10 sfc/millon de PBMC y > 4 soélo para
tampon) a pools de péptidos de gliadina tratados con tTG el dia 6 de la exposicion al gluten (sfc/millén de
PBMC) (en cursiva: respuesta también presente el dia 0):
Grupo 1 — HLA-DQ2 (DQA1*0501-5, DQB1*0201)

5 Grupo 2 - HLA-DQ8 (DQA1*0301, DQB1*0302) y DQ2 ausente o "incompleto" (inicamente DQA1*0501-5 o
DQB1*0201)

Grupo 1 . ’ Grupo 2

Sujeto HO1 | HOZ | HO3 | HO4 | HOS | HOG | HO7 | H0& | HO? | HIO HIli

HLA-DQ 2,0 2,7 2.8 .6 12,6 2,6 |27 |25 |25 8.8
Poal ] | . . - . . - . .

%)
Ln
o]

13

31

i
A N E e

18 | . . . . . . 20

01, 11 . . . . . . .
21 | . 114 . . . . - . 27

53], yr

25 | . 1t

30 | . . . . . . . 23

33 4. 20

35| . 11

37]. - . . . . . 18
38 14| . . . . . . 2
395 . . . . . . . 11
40 | . id | . . . . . 17
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43 . 11
44 14 1.
45 11 }
d6
47
48
49 . .
| 50 14 12 22 14
31 .
52 14 [~
33| 26 i
54 13
E= 1 INR W o S S I NS I I
56 )
57 23 12
58 14
59
60 ) ) .
61 23 1!
62
63 .
54 20
65 .
66 14
67 11 )
68 20 20
e 20
70 :
71 . 16!
72 11 | |
] 14 | |
74 . . e ; i
7= . l l
76 14 | !
77 . i i
78 1 | |
79 1] 19 : .
80 | |
81 | !
82
83
PUATIITI0N
P04722 7793
PO472277-93 E
F02563 7793 117
F02863 7793 & . . 1= .
Gliadina+C 71 a0 25| 18] 10 18] 14, 17 90
Quimotripsina 20| 26| 13]. . ] A
Gliadina+Pepsina] 247 | 151 25| 24| 48 16| 45 . 19 33
Pepsina |
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Tabla 17: Pools de péptidos de gliadina desamidados por tTG que muestran un aumento significativo en las
respuestas de IFN-y entre los dias 0 y 6 de la exposicion a gluten en individuos C01-6 celiacos HLA-DQ2
(respuesta Dia 6-Dia 0, y la relacion de respuestas al pool desamidado por tTG y el mismo pool sin
tratamiento con tTG)

5
Pool ELISpot para IFNg tTG: sin tTG Pool ELISpot para IFNg tTG: sintTG
(Mediana sfc/millones) (Mediana) (Mediana sfc/millones) (Mediana)

9 59 *** 1,0 49 46 *** 1,4
10 116 ** 1,7 50 50 *** 4,6
11 24 =+ 2,5 51 40 *** 1,7
12 133 *** 1,1 52 30 *** 3,1
13 26 ** 2,1 53 27 ** 1,4
42 30 ** 1,2 76 17 == 1,1
43 32 *** 1,3 79 20 *** 0,9
44 24 =+ 1,5 80 83 *** 1

45 10 *** 1,1 81 141 *** 1,1
46 12 *** 2,1 82 22 *** 1,5
48 17 == 1,4 83 16 ** 1,8

Dia 6 vs Dia 0 **P <0,02, ***P <0,01 mediante un prueba de rangos con signo apareados de una cola de Wilcoxon
Wilcoxon
10
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Tabla 18. Individuos celiacos: respuestas ELISPOT para IFN-y > 10 sfc/millon de PBMC y > 4 sélo para
tampon a pools de Pepset tratados con tTG el dia 6 de la exposicion al gluten (sfc/millon de PBMC) (en
cursiva: respuesta también presente el dia 0):

Grupo 1 - HLA-DQ2 (DQA1*0501-5, DQB1*0201/2),

Grupo 2 - HLA-DQ2/8 (DQA1*0501-5, *0301, y DQB1*0201/2, *0302) y

Grupo 3 - HLA-DQ8 (DQA1*0301, DQB1*0302) y DQ2 ausente o "incompleto" (anicamente DQA1*0501-5 o
DQB1*0201/2)

Grupo 1: ] Grupo 2: Grupo 3:
Sujeto C01 | CO2 | CO3 | Co4 | COS | CO6 07 | COR | CO9 CI0 [ CIl | C12 - CI3
HILA-DO 2,6 2,2 [2,5125 [2,2]22 2,8 [2.8 (28 2,8 |68 [7.8 1838 |
Pooll | . : 23 22370
2 155 -
3 41 |
4] 11 22
5. _ . )
6| 1% a1 0| 1
7] 353 . .
8] 11} o4 = 14 20 [ 480 . . 13
9| 93} 127 921 35 32 | 460 . . 13
10] 1751 4911 58| 2001 48 ®d | 787 )
1| 121 us 337 14 26 | 27 12
121 204 379] 54| 225 | 61 129 | 387 17].
13 93] 142 -] 18 80 ) ) 11
). | 45 21
15| 18] 3 ] 38] 43
16 ] . 37
17
18]
19| it
20| 11| 215 5t | 167
21 | B 11
221 21 . . ]
13| 18 21 12
24 [ . 13 10 )
25 . I3 - . 12
26 | . 18 ' 13 12
27 . 15 . .
281 . ] i1
20 |, . 11
0] 11 : 1
© 31 . 70
32 . 18 20 T I R S
T 10 14 1l . 40 11
34 | . 11
35
36
37 |. 23 14
38 |. 24 19 20
39 | . 49 13 11
40 | . 14 ]
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41 21 : .
42 39 2 44 2] [1 63 12
43 50 91 13 73 14 190 | 113 2l
44 32 97 17 06 13 87 | 107
45 2] 14§ 100 11 38 | 110
40 14 33 102 13 63 | 163
47 14 58 33 223 97 E]|
48 21| 106 60 14 i44 | 353 57
49 75| 170 17 | 142 30 202 | 293 s
50 571 243 23| (40 61 27 248 | 143 Il
51 68 1 106 10| 127 220 | 267 29
52 43 1 121 79 13 16 175 | 180
53 36 94 92 29 69 53
54 36 35 11 166 27 19 13
35
56 29 11
57 36 20 13
58
59 14 53
o) 18 15 11 53
61 20
62 14 138 13 60
63 10 14 28
G4 15 18 | .
65 3o 25 23 35 27 11
66 3l 11 10 17
67 17 17
63 19 | 127 14
69 15 10 29 20
70 12 31 13 10
ri| 11 2] 13 14 18
72 16
73 13 4 11
yi] i 230 ' 254 | 447
75 :
ri 18 21 19 5. 12
77 88 19 13
78 13 17 09
70 1 83 44 29 12 44 43 .
§h| 132 | 133 33| 240 3% 12 208 | 467 12 70
81| 170 318 | L13] 367 | 104 12 211 ] 530 74
52 18 | 30 17] 125 32 16 2411 723 L. :
53 14| 164 31 21 163 { 277 15
| P04722 77-93 211 | 291 75 ] 281 66 78 | 70 ;
PO47227T93E | 164 | 207 | 108 ] 221 64| 10 84 | 653
PH47227793E | 161 | 182 08 | 250 73 15 63 | 500
o283 7703 139 | led 35 04 36 29| 603
PO2863 7793 K 46 | 176 19 88 41 23| 520 .
Gliadina+C 214 273 | 205 360 | 384 | 200 278 | 543 | ¥ 25 | 327 71
Quimotripsina 18 . .
Gliadina+Pepsina] 239 | 315 | 269 | 406 | 207 | 292 357 | 557 42 50 | 335 87
Pepsina 14
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Tabla 19: Péptidos desamidados con bioactividad media > 10% de P04722 E85 (20 pg/ml) en individuos
celiacos C01-5 HLA-DQ2

Clasificacion  Nomero Secuencia Media Clasificacion Namero Secuencia T Media
(SEM) (SEM)
] ERLFYEQFGLEY FQFQLEYF o4 {15y 37 a2 SKQPQQPFFQPQQPQOSPR ()
w3 4 BOPFPPQLEYPOPGLPYPQR a2 (12} L 380 QPQOPQOEFQPOOFILPFR 13 (&}
3 4 WIOLGEFPOEGLE Y PQPQLEY 82 (14} k] 618 POQSFS Y QQQPFIGCPYPQR 1517}
") 90 POLPYPOPOLPY PORQEFRP 7 (36} 40 7 LOLOPFPRPOLEYEQPQPFR 17 (8}
5 % LQLQPFPQPGLEYEQRQERR 5 (15} 1 3N QO IYPORPQUSY HITCOPYL 17 (%)
é 626 POOPOOPOOPFIQPGOPFW 7223 £ 346 QOTTPRPCOTFFHIFOGOFP 16 ¢1iy
7 627 DPFPQPQOPEPWOPOQPERG 46 (30 13 4 QPQOPFPOLOQPOOPIPGPY 1512
g g3t FPQQPOQPFPOLPFROQS &l (12} 44 38 QOPFRQOPQLEFIQTRGERG 15 (8
9 36 PRQPROPFIOPOOMFVOPY 51 (30} 45 20 PFEQTQGSFPLOPRQPFEQG 155
“14 7 LQ'LQ:—*PPQPQLPYPQPQLW 4311} d6 Ji£t! P:QPQQPPPQQPQQPFPQQP_ 15 ()
11 412 SQOQPQUPFPOPQOOFPQRN 3 (19 47 330 QOPFEQTQUPQOPFIGCERD 15(5)
i 10 QOPQQPTIQRQRPQITFEQR 3411 s 250 QUEPGIMQQTIPHGIQGAFT 15(8)
*1 &8 LRLAPSEQPQLEYLOPQPER 300 49 45 PFPEQOFYPRFQPFPQPQPF 15 (%)
“Ld &b LQLOPFPQPRLEYSQPCEFR s2¢n 50 349 QUFPQPOGTIPHGPQQCER 15(3)
15 90 PGPFPROLPY POEQSFPRQQ 285 51 610 PWQQOPLPPOQSEQOREFS 15011
16 91 DLEFEQQERQEERFIR] 17(8) *53 81 FQEQEFEFQLFYFQTQEFPE 15(5)
1 a5e QAFPQEQOFFEFOPOOORPG e B *52 kd MOLOPFPOPQPFEFOLEYED 1405
g 67 LQLIPFPQEQLPYSCPROFR 25(8) 54 358 QOFPQPOQPQAPFRIGPOGG 14(T
W s QQUQFFRPQOFQQRFRGEQ (1) 55 82 BQPQEERQROPTERGLIYVEQ 1402
1l o5 POPFLPQLPYPQPOSFPPQQ 24£5) 36 50 LQLQPEEQPQPEEPQLEY0) 1 (4
21 e TQQPQOPFPRQPQPFRITY 23¢9 & 624 FTOPGFTHOPQOPFPOOF 1 6y
bo) 600 SCISGLERPWOUGPLPPOOR 71(15) B 4w QPOQPFPQSQQPQQPFIIPQ 145
n 35 QOPTFIPQQrOLPTIQRIQY 23(M ] 37 QUQFFNPQQCTCQOTQRTI 13¢2)
7 7 FOQPFRQRYOFOQEFEQROQ 1{16) 40 614 BQOLINPEPLOFOOREEQGE 1303
25 405 QP OQPFPOLOQPQOPFEQREQ 22(B] 3 385 QQPYPQQ?QQPFIQTQQ;PQQ 13 (%
% 613 PIOPQQPFRICPCQPGQPTP 22 62 641 FPELOOPEOQPOOPFPLEE 3m
7 I QRPQQPTFQUPQUQFPORQY 22{16) €3 309 RUPFPQTQQPRQPFRILGGP 13(5)
o am FOQQRQPQOPREIOPQOTY 22{10) fid 387 QOTFPQOPOLPFRQQRCCEF 13{4)
M adz PRGPQAPFAQPQOMTFOQY 048 &5 523 PEPWOPIQPFPQTQOSIFLG 1215}
0 633 PLOPQOPF QP OOTFEPN 19¢5) GG it POPFEEQLEYSQPQEFRROQ 1244
211 9 BQPFEPQLEY PQIGPFAFQD) 1945 7 408 QPQUPFEQEKORQOPFIQPG 123}
32 ki FOOQTPQPQQPQRPFPOQRD BT *ab 7 LOLGPFRQPQPFFPQLPYRG 1)
n 411 LOQPROPFRAFQQOLPQRIG 8¢ 69 kyit] POGLFLGPLOPTIOQ QoY L1¢3
34 415 IQOPQRPREQPQOFQUSFI 12(5) *70 9 LQLQPFPQPOPFLPQLPYPD 15
"33 ul PPFPPOLPY P (HTRFEFOQ 18(3) 7 379 OQPQQQFRGPCOPQQPERGE 13
36 20 BEGQVQWPIQLITIQPQOPT {4 1z 397 TQUTQIFFOT QUPOOEET] e

*Indica un homélogo de A-gliadina 57-73 con la secuencia central PQLP(Y/F)
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Tabla 20: Péptidos > 10% tan bioactivos como P04722 QE65 agrupados por estructura

Clastficacion) Péptido niimero Secuencia Respuesta ELISPOT
(pool) para [FN-y
subtipo de gliadina comparada con
P04722 77-93
QES85: Media
(SEM)
Grupo 1: Homélogos de A-gliadina 57-73
PO4722 77- 03 QLOPEPQPQLPYPQFQP
1 89 {12} o POL. Y onieisnmssnnisavseagemans e LPYP 24 (18)
2 81 12) w POPFPPOL.. Y. iiiviniinininaaninnan, 89 (12)
3 74{10) o Meirsiiiiainia, .LPY 8BS (14)
4 90 (12) « PQLYPFRP 87 {16)
5 76 (1) o Livassssaraniovansniassransrnenannas P — PFR 85 (15)
& 831 {81) w FPQQPQ errparans FQS 6112}
10 7310} @ Loveiinnias siserrnrannesesnssnnss LPY 49 (113
13 68 (9 a L.... reesassrniralinrninnn PER 33 (10}
14 66 (9) o IL.... S.PFR 32(H
18 57(9)a L. PP ORIt PYOTPROR. 913) 54 261(6)
0 95 (13 u PQPFL - FPPOQ 24 {6)
31 93 (1D« PQPFP... ----PFRPQQ 19{5) "
35 94 {1 « PQPFP..............'.........PPFSPQQ 18¢(3)
40 78(10) a0 LisvenrsnnaninaaBuninn ... PFR - 17{8)
52 8l (e POPOPEP. eaeviasemienins T PFPP 13 {3)
33 75 (10) o MOLQPEPQPQFF... [OTPITTR 14 {5)
55 82 (1) @ PQPQPFPOPQPE.., 14 (3}
56 BO(10) m LQLQPFPQPQPF......................., 14{4)
66 88 (11) u« POPTP. . ivasrcmsnemarnssSuncean e FERPOQ 12 (3)
68 | Tih e LOLOQFFPQPOPFP...eveisisvernmrinns 1 ()
0 79010 a LOLOPFPQPOPPL. . veviaseianaienaans 11 (5)
Grupo 2: Homélogos del péptido 626
QOPE PQPQQPFP
6 620(80) @ PQQPQQP cmsinrsrarrrsaranraaans W 72{23)
7 627(80) L WQPQOPEPQ 66 (30
a A36(81) o PQQP el VQPQ 51 (100
11 412(53) v SQQP... emnnnaddennnn POQ 34 (1%
33 411{53) v LOQP.. e cemnnasldeicinen PO 19(4)
36 320(42) v PSGQVQWPQ 13 (4)
41 390(50) v COQTYPORP. .. T 17{%)
59 337(43) v Q,........,,..,________._.....,...CQQPQRTI 13 ()
61 3BB(SD) v QQPYPQQP............ T .00 13{3)
Grupo 3: Homélogos del péptido 355
FPQPQOTRPHOPQQQRF .
17 335046) ¥ QAo renariansrrasnserssnianensnsl) 27 (15)
42 348(45) v OQT... 16 (10)
48 330{43) ¢ QQI...... . 15(8)
30 340(45) ¢ L8 L 1 T 13 (9)
L _Grupo 4: Homélogos del péptido 396
QQPFPOQPGQPEP
21 GBS 1) v TROP. v, rasrraniainns PP QTQ 23 (%)
27 378(48) ¥ ¢ (0] N arissraarinrseariaans QFQQ 22 (10}
23 37H(48) ¥ PQOOFIOP. e viissiinrensiianasnnsiens TY 22 (10}
29 642082} o POOP. i vierarvssilicararrinies Q0P 20 (%)
30 635(81) w PP &1 4 8 19 (5)
44 352(49 v rearsnnssasieraianssansenssranseeasns s FTQQPQQ 16 (6)
45 6208 w PFPQTSLQQ 16 (5)
46 643(32) & PLAP et ininvenna QQP 16 (5)
6l 63481} o PQOL. srivinirsvnliannninnnas Q0P 13(3)
64 3R7(50) ¥ [ PTTION T QQPQQPF 13 (4}
62 §41{82) w FPELI ...LQP 13 (%}
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[ .

Grupo 5: Homélogos del péptido 343 (solapado de los grupos 2 y 4)

QQPIPQPQOPQLPFPQ

1z 343(44) ¢ QQP... TSR] 34011
16 393(51) ¢ QLPFPQQP,,.,,,,,,,...,,.....‘..........‘.‘.. 27(8)
i 335(43) v [T ST WO o) 25 (11)
3 385(50) v U, .QPQQ 237
24 375(48) v OO o NOURTN 1o 23 (10}
25 406(52) v (o7 S PR s JUTU 1o 2(8)
32 377(49) ¥ 18 (9
34 415(53) v 18 {5)
37 413(53) v 18 (4)
33 380(49) v 18 (6)
43 409(33 y 162
7 389(50) ¢ ‘ 16(6)
58 40762y 14 (5)
63 399(51) y SR PO s R TS T 13 (5)
67 408(52) y QP... SKQPQ 12 (5)
71 379(49) v QQP _QP 11(5)
79 397(51) v PQQP T Qe 11 (3)

Grupoﬁ Peptldo 625

PIQ_QQPFPQQP
26 625(80) o ...QQPQQPFP 27 (9)
57 624(80Y FI‘QPQQPT 14 {6)
65 628(80) & PR_W._ . ..._,.,TQQSFPLQ 12 (4)

Grupo 7: Péptido 618
39 618(79) ® |  PQQSFSYQQOPFPQOPYPQQ [ A8 (1)
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Tabla 21. Bioactividad de pools de péptidos 1-3 individuales desamidados con tTG en el individuo C12
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Nuimero Secuencia

%

Nimero Secuencia

%

11 AYRVPYPQP.......cco.coni

§  AVRWPYPQLOPONPSOQOP

4 MYRVPMPQ...oooo. Dot
12 AYRVPVPQ. ..o Ko

100

85

5 AVRVTVPQ..ooooveeenerer et

B2

6 AVRVEVEOQ.....cooie oo oererseieeeesrenes

71

3 MVRYPVPQ.....oocovvimnlHe

67

| AVRFPVEQ.....coooosivevevene L.

59

2 MVRVPYPOL.o e

49

Y AVRVPVEQ..o.Luroooeoeee e

49

13

10 MVRVPVPQ..ooo Lo e

23

14

15

17

16

18

20

zl

LOPONPSOQCPOEQVPLMQQ

..BQVPLVQQ

LHLLLEQYPLVQQ

o KQVPLYQOQ

oD EQVPLVQQ

v BQVELVQQ

......... Ko U EQVPLYVGQ

vLivviie e ioininnins oo EQVPLYQE

el BQVPLVQE

PP LGQYPLVQQ
Poooroveerereneei P JRQYPLYVOQ

26

La secuencia central del epitopo esta subrayada. La secuencia desamuidada predicha es: LQPENPSQEQPE
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Tabla 22: Agrupaciones filogenéticas de gliadinas del trigo (Triticum aestivum)

Alfa/beta-gliadinas (n=61)

Alal | AAA96525, EEWTA, P02863 A1b13 B22364, P04271
Al1a2 | CAB76963 A2a1 AAB23109, CAA35238, P18573,
S10015
A1a3 | AAA9B276 A2a2 CAB76964
Ala4d | CAA26384, S07923 A2b1 P04724, T06500, AAA348282
Al1a5 | AAA34280 A2b2 D22364
Ala6 | P04728 A2b3 P04722, T06498, AAA34276
A1b1 CAB76962 A2b4 C22364
A1b2 | CAB76961 A2b5 CAB76956
A1b3 | BAA12318 A3a1l AAA34277, CAA26383, P04726,
S07361
A1b4 | CAB76960 A3a2 1307187B, A27319, S13333
A1b5 | CAB76958 A3b1 AAA96522
A1b6 | CAB76959 A3b2i AAA34279, P04727,
A1b7 | CAB76955 A3b2ii CAA26385, S07924
A1b8 | AAA96524 A3b3 A22364, AAA34278, AAB23108,
C61218, P04725
A1b9 | CAA10257 Ada P04723, AAA34283, T06504
A1b10 | AAA96523, T06282 Adb E22364
A1b11 | AAA17741, S52124 Adc CAB76957
A1b12 | AAA34281 A4d CAB76954
Gamma-gliadinas (n=47) Gamma-gliadinas
Glla P08079, AAA34288, PS0094, CAC11079, | Gl5a AAKB84774, AAK84772
AAD30556, CAC11057, CAC11065,
CAC11056
Gl1b CAC11089, CAC11064, CAC11080, | GI5b AAKS84773
CAC11078, AAD30440
Gl1c CAC11087 Gl5c AAK84776
Gl1d CAC11088 Gl6a JA0153, P21292, AAA34272, 1507333A
Glle CAC11055 Gl6éb AAKS84777
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Alfa/beta-gliadinas (n=61)

Gl2a JS0402, P08453, AAA34289 Gl6c 1802407A, AAK84775, AAK84780
GlI2b AAF42989, AAK84779, AAK84779 Gl7 AAB31090

Gl3a AAKB4778 Glla AAA34287, P04730, S07398
GI3b CAB75404 Gllb 1209306A

Gl3c BAA11251 Gll1a P04729

Gl4 EEWTG, P06659, AAA34274 Glil1b AAA34286

Omega-gliadinas (n=3)

O1a AAG17702

O1b P02865

O1c A59156
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Tabla 23. Péptidos sintéticos que abarcan todos los 12-mer de gliadina del trigo conocidos
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Proteina__Posicién  Secuencia Numero Proteina Posicién  Secuencia Numero
POOL 1 TO0OL43

AlAl 20 AVRFPYPQ LQPQ NPSQ QLIQ 1 GI2A 33 QQQL VPQL QQPL 5QQP QQTF 331
AlA2 20 MVRY PVPQ LOPQ NPSQ QQPQ 2 GI3A 33 QQQP FPQP HQPF SQQP QQTF 332
AIBI 20 MVRY FYPQ LQPQ NPSQ QHPQ 3 G4 33 QQQP FLQP HQPF SQQP QOIF 333
A1B2 20 MYRY PMPG LQPQ DPSQ QQPQ 4 GISA 53 QQQQ PFPQ PQQP FSQQ PEQI 334
AIB7 20 MVRV TVPQ LQPQ NPSQ QQPQ 5 GI5B 33 QQQQ PFPQ PQQP QQPF PQPQ 335
A1BS 20 AVRY SVPQ LQPQ NPSQ QQPQ 6 GISC 33 QQQF FROP QOPF YQQF QHTF 336
ALBE 20 AVRY PYPQ LQPQ NPSQ QOPQ 7 GI6A 33 QQQF FFQP QQEF CQQP QRTI 337
ALBLD 20 AVRW PYPQ LQPQ NPSQ QQPQ 8 GI6C 42 QQOP FPQP QOPF CEQP QRTI 338
POOL 2 POOL 44

AZB3 20 AVRY PVPQ LQLQ NPSQ QQPQ 9 GHA 42 HQPF SQQP QQTF PQPQ QTFP 339
AZBS 20 MVRY PVPO LOLQ NPSQ QPG 10 GIZA 42 QQPL SQQP QQTF PQPQ QTFP 34D
AZAl 20 AVRY PYPQ PQPQ NPSQ PQIQ 11 Gl4 42 HQPF SQQP QQIF PQPQ QTFP 341
A3BI 20 AVRY PVPQ LQPIC NPSQ QQPQ 12 GIsA 42 QQPF SQQP QUIF PQPQ QTFP 342
ATAT 28 LQPQ NPSQ QLPQ EQVP LVQQ [3 GI5B 42 QQPQ QPFP QPQQ PQLP FPQQ 343
AlA2 22 LOQPQ NPSQ QOQPQ EQVP LVQQ 14 Gi3C 42 QQPF YQOQP QHTF PQPQ QTCP 344
AlB] 28 LQPQ NPSQ QHPQ EQVP LVQQ 15 GI6A 42 QQPF CQQP QRTI PQPH QTFH 345
Ai1B2 28 LQPQ DPSQ QQPQ EQVP LVQQ 16 GI6B 42 QQPF CQOP QQTIPQPH QTFH 346
POOL 3 POOLA4S

AZB] 28 LOPQNPSQ QQPQ KQVP LVQQ 17 GI6C 42 QQPF CEQP QRYTPOPH QTFH 347
A2BY 28 LOLQNPEQ QOPOQ EQVP LVQNE 13 GIA 50 QQTF POPQ QTFP HQPQ QQFP 348
A2B5 28 LQLQNPEQ QQPQ EQVP LVQE 19 Gl4 50 QOIF PQPQ QT HQPQ QQEP 349
AJAL 28 PQPQ NESQ PQPQ GOVP LVQ(Q 20 GISA 50 QQIF PQPQ QTTP HQPQ QAFP as0
A3A2 28 PQPQ NPSQ PQPQ ROVP LVOQQ 21 GI6A 50 QRTEPOPH QTFH HQPQ QTEP 351
A3B. 28 LOPK NPSQQQPQ EQVP LVOQ 22 GI5A 58 QTFF HOPQ QAFP QRPOQ TFPH 132
AdA 28 LOPQ NPSC QUPQEQVP LMQQ 23 GIGA 58 QITH HQPQ QTFP QPQQ TYPH 333
AlAL 3601 R0 EQYP LVQQ QQFL GQRQ 24 GI6C 58 QTFH HQPQ QTEP QPEQ TYPH 354
POOL 4 POOL 46

A1B] 36 QHPQ EQVP LYQQ QQFL GQQQ 23 GISA 66 QAFP QPQQ TFPH QPQQ QFPQ 355
AIR2 36 QQPQ EQVP LVOQ QUFL GOQQ 26 GISC 66 QHTF PQPQ QTCP HQPQ QQED 136
AIB12 36 QQPQ EQVP LVQQ QOFL GQQQ 27 Gl6A 66 QTFP QPQQ TYPH QBQQ QFPQ 357
A241 36 QQPQ EQVP LVQQ QQFP GQQQ 28 GI6C 66 QTEP QPEQ TYPH QPQO QFPG 158
AZBI 36 QOPQ KQVP LVOQ QOFP GQQO 28 GIIA 73 QTEP HOPQ QOFP QPQQ POQQ 159
A2B3 36 QQPQ EQVP LVQE QQFQ GQOQ 30 GI2A 73 QTFP [1QPQ QQVP QPOQ PQOP 360
A3AL 36 POPQ COVP LVQQ QUFP GOAO 31 GI3A 73 QTTP LIQPQ QOFS QPOQ PQQQ 161
AJA2 36 PQPQ RQVE LVQQ QOFP GOQQ 32 GI5C 73 QTCP HQPQ QQIP QPQQ POQP 362
POOL 5 POOL 47

AdA 36 QOPQ EQVP LMQQ QQQF PGRQ 33 GI6A 73 QTYP HQPQ QQFP QTQQ FQQP 363
AIAL 44 LVQQ QQFL GQQQ PFPP QOPY 34 GIIA 81 QQFP QPQQ PQQQ FLQF QQPF 364
AIB] 44 LVQQ QQFL GOQQ SFPP QQPY 35 GI2A 81 QQVP QPQQ PQQP FLQP QUFF 365
AlB12 44 L.¥YQQ QQFL GQQQ PFPP QQPY 36 GI3A 81 QQFS QPQQ PQQQ FIQT QQPF 366
A2A1 44 LVQQ QQFP GOQQ PEPP QQPY 37 G4 81 QQFP QPQO PQQQ FLQP RQPF 367
A2B3 44 LVQE QQFQ GQQQ PFPP QQPY 38 GISA 31 QUFF QPQQ PQQP FPOQ FOQQ 368
A3AT 44 LVOQ QQFP GQQQ QFPF QQPY 39 GI6A 81 QUEFP QTQQ PQQP FPQP QQTF 369
Add 44 LMQOQ QQQF PGQQ EQFP PQOP 40 GLEA 89 PQQO FLOQP QO PQQP QQPY 370
rooLa POCL 48

AdD 44 LMOQ QQQ PGQO ERFP PUQP 41 GI3A 89 PQQQ FIQP QQFF PQQP QQTY 371
ATAL 53 GOOQ PFPP QQPY POUC PFPS 42 GI3B 89 FQQQ FIQP QOPQ QTYP QRPQ a7
AIA3 53 GQQU PFEP QQPY PQPQ FPSQ 23 Gi4 89 PQOQ FLOP RQPF PQQP GQPY 373
AlB1 53 GQOQ SFPF QQPY PQPQ PFPS 44 GISA 89 PQQP FPQQ PQOQ FPQP QOPQ 374
A2B1 53 GQQQ PEEE QQPY PQQQ PFPS 45 GISC 89 PQQP FPQP QQPQ QPFP QPQQ 375
A3A] 53 GOQQ QFPP QUPY PQPQ PFPS 46 GI6A 89 POOP FPQP QQTF PQQP QLPE 376
Adp 53 GQQE QFPP QQPY PHQQ PFPS 47 POOL 49

AdD 53 GQUE RFPP QQIY PHQQ PEPS 48 GISA 97 PQQQ FPQFP QQPQ QPFP QQIQ 377
rooL7 GI3A 105 QQPQ QPFP QQPQ QQFP QPOQQ 378
AlALl 6] QQPY PQEQ PFFS QLPY LOQLO 48 GISA 113 QQPQ QOFP QPQQ PQGP FPQFP 379
AlA3 61 QOPY PQPQ FPSQ LPYL QLQP 30 GISA 121 QPQQ PQQP FPQP QQFQ LPFP 380
AlB) 61 QQPY POPQ PEPS QOPY LQLQ 31 GIIA 126 QQPF POQP QQPY PQOP QQIF 381
A2B1 61 QOPY PQOQ PFPS QUPY MOLY 52 GI2A 126 QQPF PQQP QQPF PQTQ QPQQ 382
AdA 61 QOPY PHOQ PEPS QQPY PQPQ 53 GI3A 126 QQPF PQQP QQTY PQRP QQPF 383
AlAL 8D PFPS QLFY LQLQ PFEQ PQLP 54 G4 126 RQPF PQOP QOPY PQOP QPR 384
AlBL 69 PFPS QQPY LQLQ PFPQ PQLP 55 POOL S0

ALBIN 68 PFPS QQPY LLQLQ PFSQ POLP 56 GI5A 126 QQPYF PQPQ QPQL BFIQ QPQQ 385
POOL S GISC 126 QQPF PQPQ QAQL PFPQ QPQQ 386
AlB11 69 PFPS QQPY LOLQ PFLQ PQLP 57 GIGA 126 QQTT PQQP QLPF PQQP QQPF 387
AlB12 69 PFPS QQPY LOLOQ PFLO POPIR 38 GIA 134 QQPY PQQP QQPF PQTQ QPQQ 388
A2A1 69 PEPS QQPY LQLQ PFPQ PQLP 59 GIZA 134 QQPI PQTQ QI'QQ PFPQ QPQD 389
A2B1 69 PFPS QQPY MQLQ PFPQ PQLY 60 GI3A 134 QQTY PORP QOPF PQTQ QPQC 390
A2B2 69 PIPS QOPY MQLQ PFPQ POPF 61 GISA 134 QPQL PFPQ QPQQ QPQQ PFPQ 391

49
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A2B4 &9 PFPS QOPY LQLQ PFPQ PQPF
A2B5 69 PFPS QOPY LQLQ PFPR PQLP
AdA 69 BFPS QQPY PQPQ PEPP QLPY
POOL 9

A4B 69 PFPS QQPY PQPQ PFPQ POPF
AlAl 77 LOLQ PFPQ POLP YSOP QPFR
AlA4 77 LQLQ PFPQ PQLP YSOP QQFR
A1BI 77 LOLO PFPQ POLP YLQP QPFR
AlB4 77 LQLQ PFPO PQLS YSQP QPFR
AIBID 77 LOLQ PFSC PQLP YSOP QPFR
AIBIT 77 LQLQ PFLQ PQLP YSQP QPFR
ATBI2 77 1.QLQ PFLQ PQPF PPQL PYSQ
POOL 10

A241 77 LOLQ PFPQ PQLP YEQP QLPY
A2B1 77 MQLRQ PFPQ PQLPE YPQP QLPY
A2B2 77 MQLQ PFPQ PQPF FPQL PYPQ
AZB3 77 LQLQ PFPQ PQLP YPQP GFFR
A2B4 77 LQLGQ PFPQ PQPF PPGL FYPQ
A2B5 77 LOLQ FFPR PQLP YPQP QPFR
A3R! 77 LQLQ PFPQ PQPF LPQL PYPQ
A3B3 77 LQLQ PFPQ POPF PEQL PYPQ
POOL I1

A4A 77 PQPQ PFPP QLPY PQTQ PFEP
A4B 77 PQPQ PFPQ PQPF PPQL PYFQ
AIA1 85 PQLP YSQF QPER POQP YPQP
AlAG6 85 PQLF YSQP QQFR PQQP YPQF
AIBl 83 PQLP YLOP QPFR POQP YPQP
AlB4 85 PQLS YSOQP QPFR PQOP YPQP
A1BG6 85 PQLS YSQP QPFR PQOL YPQP
AIE12 85 PQPF PPQL PYSQ POPF RFQQ
POOL 12

AZA1 85 POLP YPQP QLPY PQPQ LPYP
A2BI 85 PQLP YPQP QLPY PQPQFERP
A2B2 B5PQPF PPQL PYPQ PQLP YPQP
A2B3 85 PQLP YPQP QPFR PQQP YPQP
A2B4 85 PQEF PPQL PYPQ PQPF RPQQ
A3AI 85 PQPF PPQL FYPQ PPPF SPQQ
POOL 13

A3B1 85 PQPF LPQL PYPQ PQSF PPQQ
A3B2 85 PQPF PPQL PYPQ PQSF PPQQ
A4A 85 QLPY PQTQ PFPP QQPY PQFQ
A4B 85 PQPF PPOL PYPQ TQPF PPQQ
A2A1 106 LPYP QPQP FRPQ QPYP QSQP
A2B1 106 LPYP QPQP FRPQ QSYP QPQP
A3AT 106 LPYP OPPP FSPQ QPYP QPQP
AJB1 106 T.POL PYPQ PQSF PPOQ PYPQ
POOL 14

A4A 106 PPQL PYPQ TQPF IPQQ PYPQ
ALAL 112 OPFR FQQP VPQP QPOY SQFQ
A1B6 112 QPFR PQQL YPQP QPOY SQPQ
A2A] 112 GPFR PQQP YPQS QPQY SQPQ
A2B1 112 QPFR PQQS YPQP QPQY SQPQ
A3AL 112 PPFS PQQP YPQP QPQY PQPO
A3B1 112 QSFP POQP YPOQ RPKY LOPQ
A3B2 112 QSFR PQOP YPQQ HPMY LOFQ
POOL 15

A3DB3 112 QSFP DQQP YPQQ QPQY LGFQ
A4A 112 QPEP PQQP YPQP QPQY PQPQ
ALAT 120 YPQP QPQY SOPQ QPIS QQQQ
AIB3 120 YPQP QPQY SQPQ EPIS QQQQ
AZAL 120 YFQS QPQY SQPQ QPIS QUGQ
AJAT 120 YPQP QPQY PQPQ QPIS QOQA
AZBI 120 YPQQ RPKY LQPQ QPIS QQQA
AJB2 120 YPQQ REMY LQPQ QFIS QQOA
POOL 16

A3B3 120 YPQQ QPQY LQPQ QPIS GQRA
ALAT 128 SQPQ QPIS QQQQ QQLQ QQQQ
A1B3 128 SQPQ EPIS QQQQ QUQQ QUQI
AJAL 128 POPQ QPIS QUQA QQDQ QQQQ

ALAT 138 QOOQ QQQC QRO QQQQ ILOY

ALAS 138 QOO0 QQQQ QQQQ QEQQ ILOG
ATBLI 138 QQQQ QQQQ QQQQ QQQQ MQQ

107
108
103
110

111
112
113
114
113
116
17
118

119
120
121
122
123
124
125

GI5C 134 QACL PFEQ QPQQ PLPQ PQQP
POOL 51

Gl6A 134 QLPF PQLP QQPF PQPQ QPQQ
GI24 142 QPQQ PFEQ QPQQ PFPQ TQQP
Gi24A 150 QPQQ PEPQ TQOP QQPF PQQP
GI2A 158 TQQP QQPF PQQP QQPF PQTOQ
GIZA 166 PQOP QQPF POTQ QPQQ PFPQ
GI1A 170 QQPF PQTQ QPQEQ LFPQ SQOP
GizA 170 QQPF PQTOQ QPQQ FFPQ LQOP
GI3A 170 QQPF PQTQ QPQQ PEPQ SQQP
POOL 52

G4 170 QQPF POTQ QPQQ PEPQ SKQP
GI54 170 QQPF PQPQ QPQQ PFRQ LQQP
GISC 170 QQPL PQRQ QPQQ PIPQ SQQP
G564 170 QQPF PQPQ QIQQ PFPY SQQP
GILA 178 QPQQ LErQ SQQP QQQF 8QPQ
GI24 178 QPQQ PFPQ LQQP QOPT PQPQ
GI3A 178 QPQQ PFPQ SQQP QQPF PQRQ
GH4 178 QPQQ PFPQ SIKQP QQPF PQPQ
POCL 53

G154 178 QPQQ PFPQ LQGP QQPL FQPQ
GILA 186 SQQP QQOF SQPQ QQFP QPQQ
GizA 186 LQQF QQPF PQPQ QQLP QPOQ
GI3A 186 SQQP QQPF PQPQ QQFP QPUQ
GI4 186 SKQP QQPF PQPG QPQQ SIPQ
GI5a 186 LQQP QQPL PQPQ QPQQ PFPQ
GISC 186 SQOP QOPF POPQ QPQQ SEPQ

5 GILA 194 $QPQ QOET QPQQ PYOS FPQQ
7 POOLS4

GI24 194 PQPQ QQLP QPQQ PQQS FPQQ
GI3A 194 PQPQ QQFP QPQQ PQQS FPQQ
GI4 194 PQPQ QPQQ SFPQ.QOPS LIQQ
GI5A 194 PQPQ OPQQ PFPQ QQQP LIQP
GI5C 194 PQPQ QPQQ SFPQ QQQP LIQP
GI1A 202 QPQQ PQOS FPQG QPPE IQPS
GI2A 202 QPOQ POOS FPQQ QRPF IOPS
GI3A 202 QPQQ PQOS FPQQ QPSL 10QS
PQOOL 55

GILA 210 FPQQ QPPF IQPS LQQQ VNPC
GI2A 210 FPQQ QRPF IQPS LOQQ LNPC
GI3A 210 FPQY QPSLL 1QQS LQQQ LNPC
GISA 210 FPQQ QQPL [QPY LQQOQ MNEC
GlGA 210 FPQQ QQPA IOSF LQQQ MNPC
GI1A 218 IQPS LQQQ VNPC KNFL 1QQC
GI2A 218 1QPS LOQQ LNPC KNIL LOQS
GI3A 218 IQQS LQQQ LNPC KNFL LQQC
POOL 56

GISA 213 IQPY LQQQ MNPC KNYL LQQC
GibA 212 IOSF LQQQ MNPC KNFL LGQC
GI1A 226 VMPC KNFL LOQC KPVS LVSS
GI24 226 LNPC KNIL LQOS KPAS LVSS
GI3A 226 LNPC KENFL LQQC KPVS LVSS
GI5A 226 MNPC KNYT LQQC NPVS LVSS
GI6A 226 MNPC KNFL LQQC NHVS LVSS
GULA 234 LQQC KPVS LVSS LWSM LWrQ
PCOOL 57

GI24 234 LQQS KPAS LVSS LWSI TWPQ
Gi3A 234 LQQC KPVS LVSS LWSM ILPR
GT5A 234 LQQC NPVS LVSS LYSM ILPR
GI64 234 LQQC NHVS LVSS LVSI ILPR
GIIA 242 LYSS LWSM TWPQ SDCQ VMRQ
GlzA 242 LYSS LWSI IWPQ SDCQ VMRQ
GI3A 247 LVSS LWSM [LPR 5DCQ VMRQ
Gl4 242 LYSS LWSI ILPP 3DCQ VMRG
POOL 58

GISA 242 LVSS LYSM ILPR SDCK VMRQ
GISC 242 LYSS LVSM ILPR SDCQ VMQQ
GI6A 242 LVSS LVSI ILPR SBCG VMQQ
GI1A 250 IWPQ SDCQ VMRQ QCCQ QLAQ
GI3A 250 ILPR SDCQ YMRQ QCCQ QLAQ
G4 250 ILEP SDCQ VMRO QCCQ QLAQ
GI3A 250 ILPR SDCK VMRQ QCCO QLAR

50
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393
304
395
396
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399
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AZAL 138 QQGQ 0OQQ QUKQ QRAQ QLA
POOL 1Y

A48 139 AQQQ QRQQ QORG QORO TLOY
ATAL 146 QOOQ QOQQ ILQQ ILQY QLIP
AlAG 146 QQQQ QEQQ ILGQ TLQQ QLIP
AlB6 146 QQQQ QEQQ ILQD MLQQ QLIP
A1B10 146 QQRO QEQQ ILQQ ILQQ QLTP
ALBIT 146 QOQQ QQOQ HQQ ILQQ QLIP
AZAL 146 QQKG QQQQ QQUI LOQQILOGO
A3AZ 146 QOGQ QQQQ LPQ ILQQ QLIP
POOL 18

Adh 140 Q000 QQQQ TLQO ILQQ QLIP
ATAL 163 ILQQ ILQQ QLIP CMDV VLQQ
AlBG 163 ILOD MLOQO OLIF CMDY VLQQ
A1B10 163 ILOG [LOQ QLEP CMDV YLQQ
AZBL 163 ILQQ ILQD QLIP CRDY VILQQ
AIAT 163 ILPOQ 1.OQ QLIP CRDV VLQQ
AdA 163 TLQO 11.0Q QLIP CROV VLOO
ATA1 171 QLIP CMDV VLQQ HNIA HGRS
POOL 19

AIAY 171 QLIP CMDV VLQQ MNKA HGRS
AlB2 171 QLIP CMDY VLQQ HNLA HGRS
A1B7 171 OLIF CMDV VLQQ HNIV HGRS
AIBID E71 QLTP CMDY VLG HNIA RGRS
AR 171 QLIP CMDY VLQQ IINIV HGKS
AZAl 171 QUIP CRDV YLQQ HSLA YCSS
AZB] 171 OLIP CRDV VLQQ HSIA HOSS
A2B3 171 QLIP CRDY VLJQ HNIA HGSS
POOL 20

A3A1 171 QLIP CRDV VLQQ HNIA HARS
A3IB1 171 QLIP CRDY VLQQ HINIA HASS
ATAL 179 YLOOQ HNIA HGRS QVLQ QSTY
ALAT 179 YLOQ HNIKA HGRS QVLQ QSTY
A1B2 179 VLQO HNLA H3RS QVLQ QSTY
ATB7 179 VLQQ HNIY HGRS QVLQ QSTY
ALBLU 179 VLQQ HNIA RGRS QVLQ QSTY
A1B1 179 VLQQ HNIV HGKS QVLQ QSTY
POOL 21

AZA1 179 VLOQQ HSLA YGSS QVLQ QSTY
A2R1 179 VLOQQ HS8IA HGSS QVLQ OSTY
AZB3 179 VLOQ HNIA HGSS QVLQESTY
A3ZAL 179 VLQO HNIA HARS QVLQ QSTY
A3B1 174 VLOO HNIA HASS QVLQQSTY
AdA 179 VLOQ HNIA HASS QVLQ QSSY
AlA: |87 HGRS QVLQ Q8TY DLLQ ELCC
AlA3 187 HGRS QVLO QSTY QLLRELCC
POOL 22

AIBE 187 NGRS QVLQ QSTY QLLR ELCC
AlB1l 187 HGKS QV¥LQ QSTY QLLQ ELCC
AZAL 187 YO58 GVLO QSTY QLYVQQICC
A2B1 127 HGSS OVLQ Q8TY QLVQ QFCC
AZB3 187 HOSS QVLQ ESTY QLVQ QLOC
A3A1 187 HARS QVIQ QSTY QPLQ QLCC
A3R] 187 HASS QVLO QSTY QLLQ QLCC
A4A 187 HASS QVLQ QSSY QQLQ QLCC
POOL 23

ATAL 195 QSTY QLLQ ELCC QHLW QIPE
A1A3 1935 Q8TY QLLR ELOC QHLW QIPE
AIBE 195 QSTY OLLR ELCC QLY QITE
A2AL 195 OSTY QLVQ QLCC QULW QIPE
A231 195 QSTY QLYQ QFCC QQLW QIPR
A3AL 195 QSTY QPLQ QLCC QQLW GIPT
AJBE 195 QSTY QLLQ QLCC QOLL QIPE
AdA 195 QSSY QOQLQ QLCC QQLY QIPE
POOL 24

AlAl 203 BLCC QHLW QIPE Q8QC QAIN
ALBS 203 BLCC QHLW QILE Q5QC QAH
AIBI0 203 ELCC QHLW QIPE KLGQC QATH
AZAI 203 QLCC QQLW QIPE QSRC QA
AZB1 203 QFCC QQLW QIPE QSRC QATH
A3B1 203 QLCC QQLL QIPE QSRC QALH
yYooL2s

126

127
128
129
130
131
132
133
134

135
136
137
138
139
140
141
142

143
144
143
146
147
143
149
150

151
152
153
T
135
156
157
158

[59
160
16
162
163
164
165
166

167
163
169
170
171

175

179
186
181
182

183
184
183

186

157
138

51

GISC 250 ILPR 5DCG YMOQQ QGCCQ QLAQ
POOL 53

GITA 258 VMRG QCCQ QLAQ IPQQ LOCA
GI54 258 VMRQ QCCQ QLAR IPQQ LQCA
GISC 258 VMQQ QCCO QLAQ IFRO LQCA
GI6A 258 YMOQ QCCQ QLAG IPOG LQCA
GEi A 266 QLAQ TPQQ LQCA AIHT TTHS
GI1B 266 QLAQ IPQQ LOCA AHT VIHS
GUA 266 QLAQ [PQQ LQTA ATHS VVHS
GI3A 266 QLAG IPQQ LQCA AIHS IVHS
POOL 68

GISA 266 QLAR IPQQ LOCA AIHG IVHS
G501 266 QLAQ IPRQ LQCA ATHS VVHS
GI6A 266 QLAQ TPOQ LOCA ATHS VAHS
GI1A 274 LQCA AIHT [1HS IIMQ QEQQ
GI1B 274 LQCA AHT VIHS IMQ QEQQ
GI2A 274 LQCA AIHS VVHS [IMQ QQQQ
POOL 61

GI3A 274 LQCA AILS IVHS IMQ QEQQ
Gl4 274 LQUA ATHS VVHS IMQ QEQQ
GI5A 274 LQCA ATHG TVHS TIMQ QIQQ
GI6A 274 LQTA AJIHS VAHS IIMQ QEQQ
G4 282 (111§ IMQ QEQQ EQGQ GMHI
GI1B 282 VIHS IIMQ QEQQ QGMH ILLP
Gl24 282 VVHS IIMQ QQQQ QQQQ QGID
GI3A 282 IVHS IMQ QEQQ EQRQ GVQI
POCL 62,

Gld 282 VVHS IIMQ QEQQ EQLQ GVQI
GI5A 282 TVHS IIM( QEQQ QQQQ QQUQ
GI5C 282 VVHS IvMO QEQQ QGIQ LRP
GIGA 282 VAHS IMQ QEQR QUGVP ILRP
GI1A 290 QEQQ EQQQ GMEI LLPL YQQQ
GI2A 290 QQQQ QQQQ QGID IFLP LSQH
GIZB 290 QRQG QOQQ GGMH FLP LSQQ
GI3A 250 QEQQ EQRGY GVQI LVPL 5QQ0
POOL 63

G4 290 QEQQ EQLQ GVQI LVPL 8000
GISA 290 QEQQ QQQQ QQOQ QUG JQIV
GI5C 280 QFQQ QGIQ ILRF LEQL ¥QGQ
(3164 290 QEQQ QGVP ILRP LFQL AQGL
GISA 298 QQQQ QQOG HIM RPLF QLVQ

‘G114 305 GMEILLPL YQQQ QVGQ GTLY

G124 305 GIDI FLPL SQHE QVGQ GSLV
GI2B 305 GMHIFLPL $0QQ QVGQ GSLV
POOL 64

GI3A 305 GVQI LYPI SQ0Q QVGQ GTLV
G 305 GVQITVPL 8Q00 QVGQ GILY
G154 305 GIOT MRPL FGLV 0GQG IIQP
GISC 305 GIQL LRPL FQLY QGQG QP
GI6A 305 GVPI LRFL FOLA QGLG LQP
GIIA 313 YQOOQ OVGQ GTLV QGQG QP
GI24 313 SQHE QVGQ GSLY QUQG QP
GIZB 313 8QQQ QVGQ GSLY QGQG HQP
POOL 65

GI3A 313 8QQQ QVGQ GTLY QGQG IIQP
GH4 313 SQQQ QVGQ GILY QGQG NQP
GIIA 321 GTLY QGGG QP QOrA GLEA
GI2ZA 321 GSLY QGQG TIQP QQPA QLEA
GI5A 321 FQLY QGGG TIQP QQPA QLEV
Gi6a 321 FQLA QGLG 11QP QQPA QLEG
GI1A 329 TIQP QQPA QLEA IRSL VLQT
(34 329 IIOP QQPA QLEV IRSL YLQT
PGOL 66

GI3C 328 [IQP QQPA OLEV IRSS VLQT
GISC 329 IQF QQPA QYEV RSL VLRT
GI6A 329 IIQP QUPA QLEG IRSL VLKT
GILA 337 QLEA TRSL VLG LPTM ONVY
G12A 337 QLEA IRSL VLQT LESM CNVY
GI3A 337 OLEY [KSL VLQT LATM CNVY
GI3C 337 QLEV IRSS VLQT LATM CNYY
GISA 337 QLEV IREL VLGT LPTM CNVF
POOL 67

A6

457
458
459
460
461
462
463
464

465
466
4467
468
469
470

471
472
473
474
473
476
477
478

479
480
481
482
483
434
483
486

437
458
439
490
191
402
493
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495
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497
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499
500
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503
504
505
306
507
508
509
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51l
512
S13
514
513
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A3B3 203 GLCC QQLL QIFE QSQC QAIH
AdA 203 QLCC QOLE GIPE QSRC GAIH
ATA1 211 QIPE Q30C QATH NVVH AIL
ALBI 211 QIPE Q3QC QATQ NVVH AIIL
AIBG6 211 QILE QSQC QATH NYVH AlL
A!B9 211 QIPE Q3QC QAIH KYVH AL
ATBID 211 QIPE KLOC QATH NVYH AL
AZAl 211QIPE QSRC QAIH NYVH AIIL
POOL 26

A3B3 211 QIPE QSQC QAIH NVAH AIIM
A4A 711 QIPF QSRC QATHNVVE AITL
ALAL 219 QATH NVVH AIIL HQQQ KQQQ
AlA6 219 QATH NVYH AIIL HQQQ QKGQ
AIB3 219 QAIQ NVVH AL HGQQ KQQQ
AIBY 209 QATH KVVH AIIL HQQOD KQQQ
AIB13 219 QALH NVVEH AIIL HOOQ QQQQ
AZB3 209 QATH NVVH AIIL HQQH HHHQ
PFOOL 27

AIAL 219 QAIH NVVH AIIL HQQQ RQQQ
AID1 219 QAT NVVIL ATIM HOQE QQQQ
AR 219 QA NVAH ATIM 110QQ GGOQ
A4A 219 QAIH NVVH AIIL HHFQ QQOQ
AlAl 227 AL HQQQ KQQO QPSS QYSF
ALAG 227 ATIL HQRQ QKQQ QOPS SQFS
AIB2 227 AL HOQQ KQQQ QLSS QVSF
ALBID 227 AlIL HQQD KQQQ PSSQ VSFQ
POOL 23

AIB13 227 AllL HOOQ QOQQ EQKQ QLOQ
AZA] 227 AIIL FQQQ QQR0 QOQQ QPLS

AZB3 227 AlL HQUH HEHO QOQG Q0QQ
AIB4 227 AlL HOQH HHHQ EQKQ QLOQ
AJA] 227 AlIL HQQG RQOQ PSEQ VELG
ARl 227 AlM FIQOE QOQQ LOQQ QQQQ
AJBI 227 AIIM HQQQ GOQQ EQKO QLG
AdA 227 AL HEHO QQQQ QPSS QVSY
POOL 28

AlAD 235 KQOO QPSS QVSF QOPL QQYP
ALAG 235 KQQQ QPSS QFSF QOPL QQYTP
AlB2 235 KOQQ QLSS QVSE QQPQ QQYP
ALBID 235 KQQO PSSQ VSFQ QPQQ QYPL
A1RI3 235 QQQQ EQKQ QLOQ QQQO 0OOQL
AZB4 235 HHHQ EQKO QLOT Q0QQ 0QQL
AJAT 235 ROOQ PS3Q VSLO QPO QVPS
A3B1 233 QQQQ LQQQ QOQQ LOQQ QROQ
FOCL N

A4A 235 QONG QPSS QVSY QUPQ EQYP
AIB13 243 QLOQ QQOQ QOOL Q0QQ QKQQ
A1B13 231 QOOL QQOQ QKOO QQPS SOVS
AZAT 260 QQQGQ QQQR QPLS QVST QQPQ
AZB] 260 QG0O0 OQOQ QPLS QVCF OQSQ
-A2B3 260 HHHG QQQQ QQOQ QPLS QVSF
A3B1 260 QQQQ QOOQ QPSS QVSF QQPQ
AZAL 289 QPLS QVSF QQPQ QQYP 8GQG
POOL 31

AZBl 289 QPLS QVCF QQSQ QQYF 8GQG
A3BI 289 QPSS QVSF QQPQ QQYP 35QY
ALAl 293 QVSF QQPL QOYI LGQG SFIr
ALAG 203 QFSF QQPL QQYP LGQG SFRP
AIB2 293 QVSF QOPQ QQYP LGQC SFRP
A241 297 QVSF QQPQ QQYP SGQG SFOP
AZBI 293 QVCF QQSQ QQYE SGQG SFQP
AZB3 293 QVSF QQPQ QQYP 5GQG FRQP
POOL, 32

AZBS 293 QVSF QQPQ QQYP 3GQG FFQP
AJAL 293 QVSL QQPQ QUYP SGQG FFQP
A3BI 293 QVST QQPQ QQYP 38QV SFQP
A3B2 293 QVSF LQPQ QQYP 380G SFQP
AdA 293 QVSY DQPQ EQYP SGQV SFQS
Alal 301 QQYP LGQG SFRP SQON PQAQ
AIB2 30T QQYP LGQG SFRP SQON SQAQ
AZA1 301 QQYP SGQG SFQP SQON POAQ
POCL 33

180
199
1m
192
193
194
195
196

197
198
199
200
201

04

213

215
216
217
213
219
220

221
222
223
224
225
220
227
228

329
230
231
232
213
234
235
136

237
238
239
240
241
242

52

GI5C 337 QYEV IRSL VLRT LPNM CNVY
GI6A 337 QLEG RSL VLKT LPTM CNVY
GI1A 345 VLQT LPFM CNVY VPPE CSIT
GI24 345 VLQT LPSM CNVY VPPE C5IM
GI3A 343 VLQT LATM CNVY YPPY CSTI
GI5A 345 VLGT LPTM CNVF YPPE CSTT
GI5C 345 VLRT LPNM CNYY VRPD CSTI
GI6A 345 VLKT LPTM CNVY VPPD CSTL
POOL 68

GIIA 353 CNVY VPPE CSI KAPF S5V
GIZA 333 CNVY VEPE CSIM RAPF ASIV
GI3A 353 CNVY VPPY CST1 RAPF ASIV
G1SA 353 CNVF VPPE CSTT KAPT ASIV
GISC 353 CNVY VRPD CSTI NAPF ASIV
GI6A 353 CNVY VPPD CSTINVPY ANID
GIIA 361 CSIL KAPF 8SVV AGIG GO

GI2A 361 CSIM RAPF ASIV AGIG GQ
PFOOL 60

GI3A 361 CSTI RAPF ASIV AGIG GQYR
G4 361 CSTIRAPF ASTV ASIG GQ

GI5A 361 CSTT KAPT ASIV ADIG GQ
GI3C 36] CSTINAPF ASIV'AGIS GQ

GI6A 361 CSTINVPY ANID AGIG GO

GIT | PQQP FPLQ PQQS FLWQ SQQP

Gil 9 PQQS ILWQ SQUP FLQQ PQOP

GH 17 $QQP FLQG PQQP SPQP QQVV
FOOL 78

GIl 25 PQQP SPQP QQVV QIS PATP

Gl 33 QQVY QHS PATP TTIP SAGK
GEL4| PATE TLIP SAGK PUSA PEPQ

Gl1 49 SAGK PTSA PFP(} QQQQG HOQL

GII 57 PFPQ QQQQ HQOL AQQQ PVV

G 65 HQQL AQQQ IPVV QPSTLOAQL

GII 73 TPVV QPSI LQQL NPCK VFLQ

GII 81 LQQL NPCK VFLQ QQUS PVAM
POOL 71

GII 39 YFLO QQCS PYAM PQRL ARSQ

GII 97 PVAM POQRL ARSQ MLOQ SSCH
GI 105 ARSQ MLQQ SSCH VMQQ QCCQ
GI [13 88CH vMOQ QCCQ QLPQ IPOD
Gl 121 QCCQ QLPQ IPQQ SRYQ AIRA

GII [27B PQIP QQSR YEAIRAII YSIL

Gl 129 IPQQ SRYQ AIRA ITYS [ILQ

GII 137 AIRA TIYS [ILQ EQRQ VQGS
POOT, T2

GIE 145 TILQ BQQQ VOGS 198Q QOQP

Gl 153 VQGS IQ5Q QQOP QOLG QCVS
GlI 161 QQOP QQLG QCVS QPOQ QSQG
QIJ 169 QUVS QPQQ QSQQ QLAG QPQQ
Gl 177 QSQQ OLGQ QPQQ QOLA QGTF
GII 85 QPQQ QOLA QGTF LQPE QIAQ
TOOL 73

Gl 193 QGTF LQPH QLAQ LEVM TS1A
G201 QIAQ LEVM TSIA LRIL PTMC

GII 209 TSIA LRIL DTMC SYNV I'LYR

GI[ 217 PTMC SVNV PLYR TTTS VPFG

GII 225 PLYR TITS VPEG VGTG VGAY
GIl 1A L TITR TFPLPTIS SNNN HHFR
GIUI1A 9 PTIS SNNN HHFR SMSN HEFI
GIIL LA 17 HFFR SNSN FHFH SNNN QFYR
POOL T4

GIIL 1A 25 HHFH SNNN QF YR NNNS PGHN
GIIT 1A 33 QFYR NNNS PGHN NPLN NMNS
GII1A 4! PGHN NPLN NNNS PNNN SPSN
GIIT LA 49 NNNS PNNN SPSN HENN SPNN
GIII LA 57 SPSN HHNN SPNN NFQY HTHP
GII 1A 65 SPNN NFQY HTHP SNHK NLFH
GIIE 1A 73 HTEP SNHE NLPH TNNIQQQQ
GII[ 1A 3! NLPH TNNIQQQQ PPF5 QQQ0
POOL 75

GII 1A B%QQQQPPFS QQQQ PPFS QQQG
GIIL 14 97 QQQQ PPFS QQQQ PYLF QOQSP

519
520
521
522
523
324
523
526

327
328
529
330
531
332
533
334

535
536
537
538
332
540
341
542

543
544
545
546
547
548
549
550

531
352
353
554
535
356
357
558

550
560
361
562
363
364

565
566
567
368
369
570
371
372

573
574
575
376
517
578
579
380

581
582
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2B3 301 QQYP SGQG FEQP SQON PQAG
AZBS 301 QQYP SGQG FFQP FQON PQAQ
AJAL 301 QQYP SGQG FFQP SQON PGAQ
AJR1 301 QQYP SSQV SFQP SQLN PQAQ
AJB2 301 QQYP SSQG SFOP SOON PQAQ
Ada 301 EQYP SGQV SFQS SQQN POAQ
A1B1 309 SFRP SQON PLAQ GSVQ FQOL
AlAl 300 SFRE SQGN PQAQ GSVQ POUL
POOL 34
A1AD 309 5TRP SQUN PQTQ GSVQ PQQL
AIBR2 309 SFRP SOQN 8QAQ GSVQ PQQL
A1B3 309 SFRP SQQN PQDQ GSVQ PQOL
A1B4 309 SFRP 3QQN PRAQ GEVQ FOQL
A2A1 309 SFQP SQQN PQAQ GSVQ PQQL
ALB3 309 FFQP SQON PQAQ GEFG PQQL
AIBS 309 FFQP FQQN PQAQ GSFQ PQQL
AJAl 309 FFQR SQON PQAQ GEYQ PQUL
Fool 35
AJB1 309 SFQP SOLN PQAQ GSVQ PQIL
A3B1 309 SFQP SQLN PQAQ GSVQ PQUL
A3B2 309 SFOP SQQN PQAQ GSVQ PQQL
Ada 309 SFQS SOQN PQAQ GSVG PQQL
ALA) 317 PQAQ GSVQ PQQL PQFE EIRN
A1A3 317 PQTQ GSVQ PQQL PQTE EIRN
AlA6 217 PQAQ GSVQ PQOL PQFE IRNL
AlB! 317 PLAQ GSVQ PQQL PQFE EIRN
POOL 36
&1B3 317 PQDQ GSVQ PQQL PQFE EIRN
AlB4 317 PRAQ GSVQ PQQL PQFE EIRM
AZB3 317 PQAQ GSFQ PQQL PQFE EIRN
A2B3 317 PQAQ GSFQ POQOL PQFE AIRN
AIBL 317 POAQ GSVQ FQQL PQFA EIRN
AdA 317 PQAQ GSVQ PQQL PQFQ EIRN
Pool 37
AlAl 325 PQQL PQFE EIRN LALQ TLPA
AlAG 325 PQQL PQFE IRNL ALQT LPAM
AIR12 325 PQQL PQFE EIRN LARK
AZAL 325 PQOL PQFE EIRN LALLE TLPA
AIBS 325 PQQL PQFE AIRN LALQ TLPA
AIBl 325 PQOL POQFA EIRN LALQ TL2A
Ad4A 325 PQQL PQEQ EIRN LALQ TLPA
AlAL 333 BIRN LALQ TLPA MCNV YIPP
POOL 38
ALAY 333 EIRN LALQ TLPS MONY YIPP
AZAl 333 EIRN LALE TLPA MCNY YIPP
A3AL 333 EIRN LALQ TLPR MCNY YIPP
Alal 341 TLPA MCNY YIPP YCTI APFG
AlAY 341 TLES MCNV YIPF YCTI APTG
AlB| 34) TLPA MCNY YIPP YCT[ VPFG
AlB4 347 TLEA MCNY YIPP YCAM APFG
AlBS 347 TLPA MCNV YIPP YCTI FPFG
i Puol 39
AZAL 341 TLPA MCNV YIPT YCTI APVG
AZB? 34| TLPA MCNV YIPP ¥YOST TIAP
A%Al 341 TLPR MONY YIPP YCST 114P
AJAZ 341 TLPR MCUNV YIPP YCST TTAP
A3B! 341 TLPA MCNY YIPP HCST TLAP
AlAD 349 YIPP YCTI APFG IFGT NYR
AlB1 349 YIPP YCTI VPFG IFGT NYR
AlB4 349 YIPP YCAM APFG IFGT NYR
Poul 40
ATES 349 YIPP VOTM APFG IFGT NYR
A1BY 349 YIPP YCTT TPFG IFGT N
A241 349 YIPP YCTL APYG IFGT NYR
ATBI 349 YIPP YOST TIAP VGIF GTH
A3AZ 349 YIPP YCOST TTAP FGIF GTN
A3B] 349 YIPP HOST TIAP FGIF GTN
AJB3 349 YIPP HCST TIAP FGIS GTN
A4D 350 IFPY CSTT IAPF GIFG TNYR
Tool 41
GIIA 17 GTAN MQVD PSSQ VQWE QQOP
GI2A [7 GTAN EQVD PSGQ VOWL, QQQL

233

283

288
239
290

201
292
293
294
295
286
297
298

299
300
301
302
303
304
305
106

k1
308
309
310
EX|
3i2
113
34

53

GIIL 1A 105 QQGQ PVLP QQSP FSQQ QRLY
GII 1A 113 QOSP FSQQ QQLY LPPG Q000
GIII 1A 121 QQLV LPPQ QQQQ GLVQ QQIP
GIII 1A 128 QOO0 OLVQ QQIP IVQP VLY
GIII 1A 137 QOIP [VQP SVLG QLNP CKVF
GIIT 14 145 SYLQ QLNP CKVF LQQQ CSPY
POOLT6

GIII LA 153 CKVF LQQQ CSPV AMPQ RLAR
GIII 1A 161 CSPY AMPQ RLAR SGMW QQS3

GIIL 1A 169 RLAR SQMW QGSS CHVM QQQC

GHI 1A 177 Q@SS CHVM QQQC CQGL QQIP

GIH 1A 185 QQQC CQQL QQIP BQSR YEAI

GIIL 1A 193 QQIP EQSR, YEAI RAIN YSII

GIIL 1A 201 YEAI RAII YSTI LQEQ QQGF

GIII | A 209 YSII LQED QQGF VQPQ QuQP

POOL 77

G 14 217 QQGE vQPQ QUQP QUSG QGVS

GIII LA 225 QQQP QUSG QUVE Q8QQ QS0

GLE 1A 233 QGVY Q8QQ QSQQ QLGQ CSFQ

GHI 14 241 QSQQ QLGQ CSFQ QPQQ QLGO

GIIT 1A 249 CSFQ QPOQ QLGQ QPQQ QOQQ

GIIZ 14 257 QLGQ QPQQ QQQN QVLQ GTFL

GIIY LA 263 Q0QQ Gvi.Q GTFL QPHQ IALL

GTI 1A 271 GTFL QPHG JAHL EAVT SIAL

POOL 78

GII{ 1A 279 IAHL EAVT SIAL RILP TMCS

GIIl 1A 287 SIAL RTLP TMCS VNVE LYSA

GIII LA 295 TMCS VNVE LYSA TTSV PFGV

GII 1A 303 LYSA TTSV PFGY GTGV GAY

GIIf {B 26 5CIS GLER FWQQ QPLP FQRS

GLL1B 34 PWQQ QPLP PQQS FSQQ PPFS

GIIL1B 42 PQQS FSQQ FPFS QQUQ QPLE

GIIT IR 50 PPFS QQROQ QFLF QQUS FSQQ
Pool 70

GIII |B 58 QPLP QQPS FSQQ QPPF $QOQ

GII LB 66 FSQQ QPPF S0QQ PILS QQPP

GII 1B 74 SQQQ PILS QQPP FSQQ QQPY

O 1A 17 ATAA RELN PSNX ELQS PQQS

014 25 PSNKELQS PQOS FSYQ QQPF

0 1A 33 PQQS FSYQ QUPF PQQP YPQQ

0 1A 41 QOPFPQOP YTQQ PYPS QOPY

O 1A 49 YPQQ PYTS QOQPY PSQQ EIFT

POOL 80

O 1A 37 QQPY PSQQ PFPT PQQQ FEEQ

014 65 PFPT PQX) FPEQ 3QQP FTQP

O 1A 73 FPEQ SQQP FTQP QQPT PIQP

014 81 FTQE QGPT PIQP QUPF PQQP

O 1A §9 PIQP QQPF PQQP QQPQ QPFP

0 1A 97 PQQP QPO QPFP QPQQ PFPW

0 1A 105 QPFP QPQQ PFPW QPQY PFPQ

G 1A 113 PFPW QPQQ PFPQ TQQS FPLYD

POOGL 81

O 1A 121 PFPQ TQQS FPLQ PQRP FROU

O 1A 129 FPLQ PQOP FPGIQ PQOP FPQP

O 1A 137 FPQQ PQOP FPQF QLPT PQQS

Q 1A 145 FEQP QLEF BQQS EQI PQOL

O 1A 153 PQOS EQIF FQQL QQPFILOP

Q14 167 PQOL QUPF PLOP QUQPF PQQU

O 1A 169 PLQP QQEF PQQP QOIF PQPQ

0 1A 177 PQQF QQPF PQPQ QPP VQPQ
Paol 2

O 1A 185 PQPQ QPIP VQFQ QSFF QQSQ.

0 1A 193 VQPQ QSFP QO8O0 (QSQQ PRAQ

O 14 201 QOSQ QSQQ PFAQ PQOL FPEL

O 1A 209 PFAQ PQQL FPEL QQFIPQQP

O 1A 217 FPEL QQPI PQQP QGPF PLQF

O LA 225 PQQP QQIF FLQP QQPF PFQOF

O 1A 233 PLQP QQPF PQQP QUEF PQOP

O LA 241 FQQP QQPF PQQP QQSF PQGP

FOOLR3

0 1A 248 PQGP QOSF POQP QOPY PQOQ

014 257 PQQP QUPY PQQQ PYGS SLTS

383
384
383

586

387
528

38%
39D
391
592
393
394
383
396

397
Exd
599
600
a0l
G602,
603
604

603
606
607
608
G509
610
611
612

513
614
615
6186
617
(18
619
520

a2t
622
623
624
625
626
627
028

525
630
631
632
433
634
633
635

637
638
639
641
64
642
643
b44

643
644
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GI3A 17 ATAN MQVD PSGQ VP'WP QQQP
GI3B 19 MN IQVD PRGQ VPWP QQQP FP
GI4 17 ATAN MQAD PSGQ YQWP QQGP
GISA 17 TTAN IQVD PSGQ VWP QQQQ
GISC 17 ATAN MQVD PSGQ VQWP QQQF
GI7 20 GivF PSGQ VQWP QQQQ FFP
Pool 42
GIIA 25 PSSR VQWP QQQP VPQP HQPF
GI2A 25 PSCOQ VQWL QQQL VPQL QQPL
GI3A 25 PSGQ VPWP QQQP FPQP HQPF
GI4 25 PSGQ VQWP QQQP FLQP HQPF
GISA 25 PSGQ VOQWP QQQQ PFPQ POQQP
GISC 25 PSGQ VWP QUOP FRQP QQPF
GI6A 25 PSGQ VQWP QQOP FPQP QOPT,
G114 33 QQOP VEQP HOPF SQQP QOTF

7
318
e
320
321
322

323
324
325
326
327
328
329
330

1A
1B
O1IB
olIC
o1c
al1c

265 PQQUQ PYGS SLTS 1GGQ
I ARQL NPSD QELQ SPQQ LYPQ
9 QELQ SPQQ LYPQ QPYP QQPY
i SRLL SPRG KELH TPQE QFPQ
9 KELH TPQE QFPQ QQQF PQPQ
17 QFPQ QQQF PUFQ QIPQ

647
6548
644
630
651
652

* Posicion del resto en el terminal en la secuencia consenso
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Tabla 24. 652 péptidos sintéticos y analisis ELISpot con pacientes y exposicion al gluten

SUJETD CELIADD CLl4 015 €16 [CL7 1B (ClB (020 [S2L |C2z 23 |C24 |C25 [C28 027 |C28

H1L.A-C0 22| 22| 22| 22| 23| 2%k |aw lew e 28 2H2w 2w 2%
EXPOSICION AL ANTIGEND {TRIGO . CENTENO

DURACION DE LA EXPOSICION (DIAS) 1 3l &6 a3 N 3 0.5 3 1 3 3 3
SFC TEL ELISPOT DEL PEPTIDO DCMINANTE

203f  4gf 0§ 108 114 138 28 57 128 259] 5ol 18 le3| 52| 229
SFC DEL ELISPOT DEL ELANCD :

=
B
£
=]
tn
("]
[y
i

- - -

Péptido [Secuencia -
1AVRTPVPOLOPONPEOOLEL
2|V RY EVPQLO PONESQ20QPS - _
3MVRVEVPRLOQPONPSOOHFR
ARVEVEMEQLOPOITSOI0PG
SRV TVEQLO QNP EQRIED
B|AYEVEVEQLOPONPS 00RO
7|BVEY PV POLOPONPS 000PD
QRVEHEVEQLOPOHZSDS0PG
9
0
1

LR IV BOLOL O 25 000ED
LYVRY BV POLOLONESORIFD
PRV EVEQFQPQNPIQPIRD
12 [BVREVEVEQLOPEHNES QLOE 2
1ILAEPCHEEDOLEREQVELVDD
1 4|LOEOME 3Q0UEQEQY PLYOD
15PN ESQOHPQEQVELY D
16|LOPOLPEGOOPOEQVRLY DD
17| LIPQHESQOQPRROVPLY O
1A LILON ESO0QPCEQVELVOR
19|EQLANESCOOPOEDV PLYIE ]
2 D|POPQUESCPRPRGAVELYOD )
21|PoeQUESCROEORAVELYOD
22 [LoPKNPSCOQPOEQVELYDD
2 HLAPONPECOQP GEGVELMOO
24|0LPIEON FLVIQUQFLGRO0
2 OoHPQROVET VODOQFLEO00
B|ROCOEGVELVGOOQFLG00
23|CoPoReVPLYGONOEGROD
28l 00 POEQVPLVOO0QEEEOND
2 0Qn2 QKoY PLY Co0Qr PG00
3U|00P0EOVPLYQREOQFCGO0D
31|PO0GRVPLYQOOOFPGORG

S 2|en2nRWELVCODDET G0N
3 3[BKPORWELMCO0QOT PG b
34|L¥QQOOFLGGOOBTRROOEY
35{LYOODOFLGGUOSTRBAQEY

" 3 6lLYQ000FLGANCPERROQRY
37 LV OO PEOCCEEFEQREY !
38|LVQEFIGRECPFP POREY
39|LYOQ0RFPSORCQr PPQREY |
40jLMOOREIFPGUORNF P QDR '
21[LHOD00QFEGOCERFPROQE
LA [EOROPEPRACIEY FOPOPE P S
4 3|GoooD FPRIOFY PQPOEPSQ L
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441500¢ e FRPORPY POPRRFPS l l
4 5|SQACPFEROQPY BQQOPEES ’

1 B|ELCOFFPQOPY FQPUEERS

4 7|GQCEQETPOOFY FHOOPFES

4 8[GOCCRFFPQOPY PHORPFPS

1 8|QCFY FQPQPFPSQLEYLILG

50/GQF ¥ POPQFFSQLPYLOLIR
S10FYPOPOPFPED0EYIOLY

52| 00FY POORP FPSO0PTHMOLE -

53l00PYPYQOPFPSQRETEORS R
AA{FFRANT.AY LA QRFERERLE 'I

35[EFPSOOBYLOLOPFEQROLP | |
56{EFPSQQPYLOLOPFSGPOLE :

ST ERRSODEYLATLOPILOPOLY

53| PFESOOE Y LOLQPETLOPOPE

50 FFPSQQPY LOLOPFPOEQLE

ED|PFRSNQPYHQLOPFFCRCLE
.
61 PEPAQQEYHQLOPFECECEE

62|PFPSQRRY LOLOEFECPGEF . ]
52 FPSOOPY LOLMPFERECLE ) . L

=

4P PSQQFY PQPREFFPCLEY |
£5|PFPSQDPY POPOPFPORCET L )

B6|LOLRPFPO2QLEYSCEGEFE

ALOLQPFPOPOLPYSQPOOTE
GHILOLOPFRQROLEYECROERR

AOLOLOPFPOPOLEYSORQEER

TOLOLOPFSQEQLEYACFRETR

7 1[LOLO=FLyPRLEY SQPQPER

T LALOETLIPQPE FEQLEY S

7 3LOLOEFPREQLEYEOPELEY

TAMOLAZ PP ILEY ROPQLEY

'1‘5|MQT.Q?F‘DQPQPE‘PPQLPYPQ

7 EILQLQPE‘PQPQLFYPQ FQPFR

TTILQLIJPE‘E'QPG PEPPQLEY PO}

7 aim;QPE‘PRPc-LPYPQPQPE‘R

jelloLoPrroRArELEQLEYRD

BULCLOPEPOFOEFPPOEPYTQ

81 |FQPQPFPROLEYPQTOPERE >

£5{EDPOBFEOPQEFREQLEYTQ o . N

23 |PRLPYSORCPFRPOQEPYPOE

F2|POLEYSOPCOFRPOORYEOP

B5|POLFYLOPQFFREQREYPOR ; Co

EB[POLSYSOPQEFREOREYPOR

47[20LSYSCPOEFREOOLYPOP

5] PFEPCLEY SQPGETREQY

SR ULEY POPOLEY POERLEY D

90/POLEYPOECLEYPAPQRERE Lol e : = ‘
91|?QPTPBQLEYPRBQLIYFOP '

07| BILPY B EQBERPQOEY PR

53| POPFPEQLEYEQRQPFREN0 ]_ Lk 1

54|PQPFPRQLEY FOPPIEFSPO0

45|POPFLEQLEYEQPQSIDEO0

96|POPTFFOLPY PQPOSFP203 i
97|QLEY IOTPFREQRPY PR .

splpgrreporeyPoTOeEIEy b | |
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i

100

LEYPOPCE FREQQEYEQROD

-

LEYPLPOEFSPQQPYPRPQR

102

LPOLPYPQEQSEPPQQEYPQ

103

PPQLPYPOTOFFFFQRPYRQ

104

QPFRPOOEYPQEQPOYSREQ

105

OPFREUGLYPQEQPOYSQED

A0E

107

[CEFRECOPYERSQRAYSORG
|OPERPGCSY POPQPQYSOPD

108

FPrSPOUEYPORQPYY PR

@QEEPP@QFYFQQRPHLQ?Q

114

S EPRQCPYPOQRPHMYLOPG

111

OS FPPQCEY PODOPYYLQPE

112

CEFPPCLEYPQEQPRQYEQPD

113

¥ BOPORQY SOEQRPISOC00

]

114

¥ POPQPCY SCPORPISROQ0

i1y

TP QPIYSCPOQET 000

116

v ABLPCY PLPOGRTS000A

117

¥ PSIRPRYLOPQQPISOQ0A

118

" EDOEEMY LR EI SOL0R

114

¥ BOROPCY LQEOQPT SO00A

120

SQFIQPISOLCO0QI0OGAG

121

SOPOEPISCO0R0000000T

122

2QPROPTSCO0AQACRONNIN

123

ODDI0QCCOoQOenILAN

1Z4

SO OARIOTLOR

"
a3

CO20DSACA0ND00T IO0

B
1326

Fa

S On0DOCECROeE0agT

127

A ONONa00000CI000TLY

1ER

ORI LT LAG .2 P

125

COQOPEQQTEODTLOO0T"P

130

QRRIREQOTLCOML.QQCT TR

131

CO0I0EOTTCATLOGOLTR

i3e

COOIOONRIINOILEOOLLE

133

Q0XI0000CORT LOGTLA00

134

QOO0 TEPOTEOOOT.IP

13

L000RINTLCCITOCQILL P

5
BILOOI LOQUL TECHIVYLOD

= |
1 | ea

)

T 00001 TECMINVEQD

i
¥

&

ILDOILACOLT PCHDVVLOD

135,

ILOQILJZOEIPCRIVVLOG

140

1ERILIOOT TRCRIVYEQD

141

TLONILICOLIPCRIVVIAUQ

142

DL POMPVVLACKEE TRHGRS

143

QoI PCMIRYLOCERERHGAS

144

OLIFCMOVYLGOENLAHGRS

1450°F BCWDVVIOOEN IVHGRS

14&

Qo1 PCMIRVLODER TARGRS

147

QLT SCMOVVLOCHH TV HGES

148

0L I 2CROVVLGGHS IAYGES

140)

QLI 2CROVVLOORSIAHGSS

134

0LIPCROVVIQRINIAHGSE

151

OL.¥ PCRIVVLOOHK IRHERS

157

OL I 2CROVVEGOHNIANASS

152

VILQOHANIAHGRSOVLOOS TY
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155

WLOOHNLAHCRS QY LOOSTY

154

VLOQHNIVHGRS WLAQSTY

157

VLAGHN I ARGRSCYLEQSTY

158

U LOCHNT VITGKSQVLEOSTY

154

VLOQHSIAYGSSPVLOQSTY
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REIVINDICACIONES

Un péptido aislado que comprende al menos un epitopo de linfocito T, en el que el péptido tiene una
longitud no superior a 50 aminoacidos y el epitopo de linfocitos T comprende una secuencia seleccionada
entre FPQPQQPFP y una secuencia que se puede obtener mediante la desamidacién por transglutaminasa
de la secuencia FPQPQQPFP.

El péptido de acuerdo con la reivindicaciéon 1, que comprende la secuencia FPQPEQPFP.

El péptido de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en el que el péptido tiene una longitud de 10-50
aminoacidos.

El péptido de acuerdo con las reivindicaciones 1, 2 6 3, que comprende una secuencia seleccionada
entre QQPFPQPQQPFP y una secuencia que se puede obtener mediante la desamidacion por
transglutaminasa de de la secuencia QQPFPQPQQPFP, y en el que opcionalmente hay presente una
modificacion en el extremo N terminal.

El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que consiste en una secuencia
seleccionada entre QQPFPQPQQPFPWQP o una secuencia que se puede obtener por desamidacién por
transglutaminasa de la secuencia QQPFPQPQQPFPWQP, y en el que opcionalmente hay presente una
modificacion en el extremo N terminal.

El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que hay presente una
modificacion en el extremo N terminal.

El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que hay presente una
modificacién en el extremo C terminal.

El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4-7, en el que dichas modificaciones
son modificaciones post-traduccionales naturales.

El péptido de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, que esta restringido a HLA-DQ2.

El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, que estd restringido a HLA-
DQs.

El péptido de acuerdo con cualquier reivindicaciéon anterior, que comprende un epitopo de trigo.

El péptido de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, que comprende un epitopo de trigo, un
epitopo de cebada, y un epitopo de centeno.

Un péptido como se define en una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el péptido
comprende una secuencia que se puede obtener mediante la desamidacion por transglutaminasa de la
secuencia FPQPQQPFP, para su uso en un método de tratamiento.

El péptido para su uso de acuerdo con la reivindicacion 13, que comprende la secuencia
FPQPEQPFP.

Una composicion que comprende (a) un péptido como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12, en el que el péptido comprende una secuencia que se puede obtener mediante la
desamidacion por transglutaminasa de la secuencia FPQPQQPFP, y (b) un segundo agente que es un
péptido que comprende al menos un epitopo que comprende un secuencia seleccionada entre PQPELPY y
QLQPFPQPELPYPQPQS.

Una composicién que comprende un primer agente restringido a HLA-DQ2 y un segundo agente
restringido a HLA-DQS8, en la que la composicién comprende un péptido como se define en una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 12, en el que el péptido comprende una secuencia que se puede obtener
mediante la desamidacion por transglutaminasa de la secuencia FPQPQQPFP.

Una composicion que comprende un agente que comprende un epitopo de trigo y un agente que
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comprende un epitopo de centeno, en la que la composicién comprende un péptido como se define en una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que el péptido comprende una secuencia que se puede
obtener mediante la desamidacién por transglutaminasa de la secuencia FPQPQQPFP.

Una composicion que comprende un agente que comprende un epitopo de trigo y un agente que
comprende un epitopo de cebada, en la que la composicién comprende un péptido como se define en una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que el péptido comprende una secuencia que se puede
obtener mediante la desamidacion por transglutaminasa de la secuencia FPQPQQPFP.

Una composicion que comprende un agente que comprende un epitopo de centeno y un agente que
comprende un epitopo de cebada, en la que la composicién comprende un péptido como se define en una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que el péptido comprende una secuencia que se puede
obtener mediante la desamidacién por transglutaminasa de la secuencia FPQPQQPFP.

Una composicion que comprende un agente que comprende un epitopo de trigo, un agente que
comprende un epitopo de cebada, y un agente que comprende un epitopo de centeno, en la que la
composiciéon comprende un péptido como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el
que el péptido comprende una secuencia que se puede obtener mediante la desamidacién por
transglutaminasa de la secuencia FPQPQQPFP.

El péptido como se define en la reivindicacién 13 para su uso en la induccion de tolerancia de un
individuo a una proteina gliadina para suprimir la produccion de una respuesta de linfocitos T a un péptido
segun se define en la reivindicacién 13.

El péptido como se define en la reivindicacion 13 para uso en el tratamiento o prevencion de la
enfermedad celiaca.

Una composicién farmacéutica que comprende: (a) un péptido como se define en una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 12, en el que el péptido comprende una secuencia que se puede obtener mediante
la desamidacién por transglutaminasa de la secuencia FPQPQQPFP; (b) un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable; y, opcionalmente, (c) un péptido que comprende al menos un epitopo que
comprende una secuencia seleccionada entre PQPELPY y QLQPFPQPELPYPQPQS.

Un método de diagnéstico de la enfermedad celiaca, o susceptibilidad a la enfermedad celiaca, en un
individuo, que comprende:

(a) contactar una muestra procedente del hospedador con al menos un péptido segun se
define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 donde el péptido comprende una
secuencia que se puede obtener mediante la desamidacién por transglutaminasa de la secuencia
FPQPQQPFP, y opcionalmente, ademas, un péptido que comprende al menos un epitopo que
contiene una secuencia seleccionada entre PQPELPY y QLQPFPQPELPYPQPQS;

(b) determinar in vitro si los linfocitos T de la muestra reconocen el péptido; donde el
reconocimiento por los linfocitos T indica que el individuo tiene, o es susceptible a, la enfermedad
celiaca.

Uso de un péptido como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que el
péptido comprende una secuencia que se puede obtener mediante la desamidacién por transglutaminasa
de la secuencia FPQPQQPFP, para la preparacién de un medio diagnéstico para su uso en un método de
diagnosis de la enfermedad celiaca o de susceptibilidad a la enfermedad celiaca en un individuo, dicho
método que comprende la determinacién de si los linfocitos T del individuo reconocen el péptido, donde el
reconocimiento por los linfocitos T indica que el individuo tiene, o es susceptible a, la enfermedad celiaca.

Un método o uso de acuerdo con las reivindicaciones 24 6 25 en el que el péptido se une a (a) una
molécula de HLA, o (b) un fragmento de una molécula de HLA capaz de unirse al péptido.

Un método o uso de acuerdo con la reivindicacién 26 en el que la molécula o fragmento de HLA esta
en un complejo que comprende cuatro moléculas de HLA o fragmentos de moléculas de HLA.
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Uso de acuerdo con las reivindicaciones 25, 26 6 27 en el que el método comprende la administracion
del péptido a la piel de un individuo y la deteccién de la presencia de inflamacion en el sitio de
administracion, donde la deteccion de inflamacién indica que los linfocitos T del individuo reconocen el
péptido.

Un método de acuerdo con las reivindicaciones 24, 26 6 27 en el que la muestra es una muestra de
sangre.

Un método de acuerdo con las reivindicaciones 24, 26, 27 6 29 en el que los linfocitos T no se vuelven
a estimular de manera especifica in vitro con el antigeno antes de dicha determinacion.

Un método o uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 24-30 en el que el
reconocimiento del péptido por los linfocitos T se determina detectando la secrecion de una citoquina de los
linfocitos T.

Un método o uso de acuerdo con la reivindicacién 31 en el que la citoquina es IFN-y.

Un método o uso de acuerdo con la reivindicacion 31 o la reivindicacion 32 en el que se detecta la
citoquina al permitir que la citoquina se una a un anticuerpo inmovilizado especifico para la citoquina y a
continuacion la deteccion de la presencia del complejo de anticuerpo/citoquina.

Un método o uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 24 a 30 en el que dicha
determinacion se realiza midiendo si el péptido se une al receptor de linfocitos T.

Un método para la identificacién de un analogo, donde el analogo es un péptido de la invencion como
se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, donde el péptido comprende una secuencia que
se puede obtener mediante la desamidacién por transglutaminasa de la secuencia FPQPQQPFP, unido a
una molécula de HLA o a un fragmento de una molécula de HLA como se define en las reivindicaciones 26
6 27, donde el método comprende la determinacion de si una sustancia candidata es reconocida por un
receptor de los linfocitos T que reconoce un epitopo que comprende una secuencia que se puede obtener
mediante desamidacion por transglutaminasa de la secuencia FPQPQQPFP, donde el reconocimiento de la
sustancia indica que la sustancia es un analogo.

Un método para la determinacion de si una composicién es capaz de provocar la enfermedad celiaca,
que comprende la determinaciéon de si hay presente en la composicion una proteina que comprende una
secuencia de oligopéptidos seleccionada entre FPQPQQPFP, QQPFPQPQQPFP y QQPFPQPQQPFP,
donde la presencia de la proteina indica que la composicién es capaz de provocar la enfermedad celiaca.

Un método de acuerdo con la reivindicacion 36 en el que dicha determinacion se realiza poniendo en
contacto la composicion con un anticuerpo especifico para dicha secuencia de oligopéptidos, donde la
unién del anticuerpo a una proteina en la composicion indica que la composicion es capaz de provocar la
enfermedad celiaca.

Un anticuerpo que se une especificamente a una secuencia seleccionada entre FPQPQQPFP,
QQPFPQPQQPFP y QQPFPQPQQPFPWQP.

Un kit para llevar a cabo un método o uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 24 a
34, que comprende un péptido como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que
el péptido comprende una secuencia que se puede obtener mediante la desamidacién por transglutaminasa
de la secuencia FPQPQQPFP, y un medio para detectar el reconocimiento del péptido por el linfocito T.

Un kit de acuerdo con la reivindicacion 39 en el que los medios para detectar el reconocimiento
comprende un anticuerpo dirigido contra IFN-y.

Un kit de acuerdo con la reivindicacion 40 en el que el anticuerpo se inmoviliza sobre un soporte sélido
y, opcionalmente, el kit también comprende un medio para detectar el complejo anticuerpo/IFN-y.
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42. Uso de un péptido como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-12 para producir un
anticuerpo especifico para el péptido.
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(Fig.11.)

Respuestas ELISPOT para IFN-y en sujetos celiacos recién
diagnosticados y tratados, antes y después de la exposicion al gluten.
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Fig.11b.
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Dia 6, exposicion al gluten después de una semana de DSG (media + SEM, n
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Fig.11d.

DSG dos semanas (media + SEM, n = 3)
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Fig.11f.

DSG dos meses (media + SEM, n = 3)
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