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DESCRIPCION
Péptidos citrulinados virales y usos de los mismos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevos péptidos sintéticos citrulinados derivados del virus de Epstein Barr y su
uso en el diagnostico y tratamiento de enfermedades autoinmunes, en particular, de la artritis reumatoide (AR).

Antecedentes de la técnica

En el amplio espectro de las enfermedades inflamatorias de las articulaciones, la artritis reumatoide (AR) ocupa una
posicion destacada. Al causar la inflamacién simétrica y destructiva de las pequefias y grandes articulaciones, la AR
produce dolor y fallo de las articulaciones, que al final genera desfiguracién y discapacidad.

La aparicidon de diversos autoanticuerpos es prueba de la existencia de AR. El mas conocido es el factor reumatoide
(RF), una clase de anticuerpos IgG o IgM dirigidos contra la region Fc del isotipo IgG de las inmunoglobulinas.
Aproximadamente el 70-80 % de los pacientes con AR son seropositivos para RF, pero también se encuentran RF
en las infecciones crénicas, enfermedades linfoproliferativas, otras enfermedades reumaticas y en aproximadamente
el 20 % de los individuos sanos de edad avanzada. Por lo tanto, dada la limitada especificidad del RF hacia la AR,
se han buscado otros anticuerpos mas especificos. Se demostré claramente que los anticuerpos APF (factor anti-
perinuclear) y AKA (anticuerpos anti-queratina) son altamente especificos de la enfermedad.

Mas tarde, se encontré que los antigenos reconocidos por los anticuerpos APF y AKA son proteinas que contienen
citrulina generadas después de la traduccién mediante la modificacion de las argininas en los restos de citrulina. Se
desarrollé un ELISA usando péptidos citrulinados (CP) sintéticos derivados de la filagrina [G. A. Schellekens et al. J.
Clin. Invest. 1998, 101, 273]. Para aumentar la sensibilidad del ensayo, se modificaron los CP en una estructura, el
péptido citrulinado ciclico (CCP), en el que el resto de citrulina queda expuesto de manera 6ptima para la unién de
anticuerpos [solicitud internacional W0O1998022503]. En un ensayo denominado CCP1 [G. A. Schellekens et al.
Arthritis Rheum. 2000, 43, 155], pudieron detectarse los anticuerpos en el 68 % de los sueros de pacientes con AR
con una especificidad del 98 % con un solo CCP. Estudios recientes indican que el ensayo CCP de segunda
generacién, el CCP2 [J. Avouac et al. Ann. Rheum. Dis. 2006, 65, 845], es muy sensible y especifico, mostrando una
sensibilidad del 68 % (intervalo del 39 al 94 %) con una especificidad del 95 % (intervalo del 81 al 100 %).
Recientemente, se ha desarrollado un ensayo de tercera generacion por INOVA [L. Lutteri et al. Clin. Chim. Acta
2007, 386, 76] y se ha reivindicado como un nuevo ELISA anti-CCP mas sensible que mantiene una especificidad
del 98 %. Estos ensayos de ELISA se encuentran disponibles en el mercado (Euro-Diagnostica, Arnhem, Paises
Bajos; Axis-Shield, Dundee, Escocia; INOVA, San Diego, EE.UU.).

Ademas, se ha presentado una serie de solicitudes de patente, referidas a métodos basados en proteinas/péptidos
citrulinados para detectar anticuerpos en pacientes con AR [US20020143143, US20070087380, EP1946109,
US20070148704, W02009007846, W02009000077, WO2007017556, EP1456662, W01999028344,
W02008132264].

Se han descrito diversas proteinas citrulinadas en la membrana sinovial con AR, por ejemplo, fibrina citrulinada
extravascular [C. Masson-Bessiere et al. J. Immunol. 2001, 166, 4177], colageno Il [H. Burkhardt et al. Eur. J.
Immunol. 2005, 35, 1643] y vimentina en macrofagos [E. R. Vossenaar et al. Arthritis Rheum. 2004, 50, 3485].
Aunque la filagrina no se expresa en la membrana sinovial, sus derivados citrulinados se han usado para la
deteccion de anticuerpos anti-CP [US20090028885, US 7.445.903, US 6.890.720].

La AR tiene influencias tanto genéticas como ambientales, y hace tiempo que se sospecha que los virus potencian el
desarrollo de la AR. Para ser candidatos para desempefar un papel causal en la AR, los virus tienen que ser
ubicuos, persistir en el organismo, mostrar tropismo directo o indirecto de las articulaciones, y ser capaces de alterar
las respuestas inmunes del huésped. El virus de Epstein Barr (EBV) presenta estas caracteristicas. Como resultado
de ello, los posibles vinculos entre el VEB y la AR han sido objeto de investigacién durante las tres Gltimas décadas
[K. H. Costenbader et al. Artritis Res. Ther. 2006, 8, 204]. Se sabe que los pacientes de AR poseen niveles elevados
de anticuerpos frente a las proteinas EBV latentes y replicativas y, en particular, frente a EBNA-1 (antigeno nuclear 1
de Epstein-Barr). Ademas, la carga de EBV en sangre periférica de pacientes de AR es mayor que en los controles.
Una serie de estudios ha arrojado luz sobre el posible papel etiolégico de EBV en la sinovitis de la AR [S. Sawada et
al. Autoimmun. Rev. 2005, 4, 106]. Estos estudios llevaron a la idea de explorar la respuesta inmune en los
pacientes con AR usando el CP de origen viral. Los anticuerpos especificos de un péptido correspondiente a la
secuencia de EBNA-1 (35-58) (péptido citrulinado viral 1, VCP1), que contiene citrulina en lugar de arginina, se
detectaron en el 50 % de los sueros de AR y en menos del 5% de los sueros de control de la enfermedad y
normales [F. Pratesi et al. Arthritis Rheum. 2006, 54, 733]. Ademas, los anticuerpos anti-VCP1 purificados por
afinidad de sueros de AR reaccionaron con CP derivado de la filagrina, fibrin6geno desiminado y EBNA-1
recombinante desiminada. Se determiné la frecuencia de los anticuerpos anti-VCP1 en 627 muestras de suero, 300
de pacientes con AR y 327 de los controles, incluyendo enfermedades del tejido conjuntivo, artritis cronicas, y en



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2535530 T3

donantes sanos. Se encontraron anticuerpos anti-VCP1 en el 45 % de los sueros de AR frente a menos del 5 % de
los controles [C. Anzilotti et al. J. Rheumatol. 2006, 33, 647].

Incaprera et al. [Clin. y Exp. Rheum. 1998, 16(3), 289-294] desvelan el posible papel de EBV en la autoinmunidad
sistémica del lupus eritematoso. En particular, dicho documento indica que EBNA-2 (354-373) reconoce anticuerpos
IgG anti-SmD1.

Los péptidos citrulinados a base de EBNA-1 desiminada (35-58) son el objeto de la solicitud internacional
W02004087747, en la que se describe su uso para detectar anticuerpos en sueros con AR. Dicha solicitud también
desvela que el uso del péptido antigénico multiple [MAP; J. P. Tarn PNAS EE.UU. 1988, 85, 5409], que contiene al
menos 4 copias de EBNA-1 desiminada (35-58) como antigeno de recubrimiento en el ensayo inmunoldgico para la
deteccion de anticuerpos, permite detectar anticuerpos en el 45 % de los sueros con AR con una especificidad del
95 %.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevos péptidos sintéticos citrulinados derivados del EBV, y a su uso en el
diagnostico y el tratamiento de enfermedades autoinmunes, especificamente de la AR. En particular, estas
secuencias se derivan de las proteinas de EBV (por ejemplo, EBNA-1, EBNA-2). Los péptidos citrulinados de
acuerdo con la invencion tienen una secuencia de aminoacidos comprendida en la secuencia de la region de 320-
375 aa de la proteina EBNA-2 del EBV (Swiss-Prot P12978). Sorprendentemente, los péptidos segun lo descrito en
la invencion y que poseen un namero de restos de citrulina superior a uno demostraron ser muy adecuados para el
diagnéstico especifico de la AR.

Para aumentar la sensibilidad, manteniendo intacta la especificidad del ensayo, los autores de la presente invencion
buscaron otras secuencias desiminadas de origen viral para el conjunto de ensayos de diagnéstico de la AR. Con
este fin, se han sintetizado secuencias de péptidos derivadas de proteinas de EBV con diferentes grados de
sustituciones de arginina/citrulina, y se ha ensayado la reactividad en sueros de pacientes con AR (Tabla 1). Entre
estos, algunas secuencias permitieron la diferenciaciéon de los sueros con AR de los controles normales. Los
mejores resultados se obtuvieron con péptidos citrulinados derivados del péptido desiminado EBNA-2 (338-358) (G
QSRGQSRGRGRGRGRGRG K G). Estas secuencias y su uso en el diagndstico y el tratamiento de
trastornos autoinmunes son el objeto de la presente invencién. En particular, la presente invencion muestra que
EBNA-2 (338-358) no citrulinado no reacciona con los sueros con AR. Por el contrario, los péptidos citrulinados de la
invencién muestran una mayor reactividad hacia los sueros con AR. También demuestra que la poblacién de IgG
identificadas por los péptidos de la invencidn se caracteriza por ser IgG anti-CP especificas de AR e IgG anti-SmD1
especificas de LES. La presente invencidn también ha identificado dos epitopos representados por las repeticiones
Gly-Cit y, el otro, en las repeticiones Gly-GIn-Ser-Cit, siendo las posiciones mas reactivas Cit-341, Cit-345 y Cit-349.

Los péptidos de la invencion derivan de la regién EBNA-2 (320-375).

Por lo tanto, es un objeto de la presente invencion un péptido antigénicamente eficaz que consiste, desde el
extremo amino al extremo carboxilico, en la secuencia de aminoacidos: GQS X;,GQS X2 G XsG X4 G X5 G X5 G
X7 G K G (Férmula Il, aminoacido 19 a aminoacido 39 de la SEC ID N? 1), en la que los aminoacidos Xi-X7 se
seleccionan de manera independiente entre un resto de arginina o un resto de citrulina, y al menos uno de Xi-X7 es
un resto de citrulina, o un fragmento funcional del mismo, siendo capaz dicho péptido antigénicamente eficaz y
fragmento del mismo de unirse especificamente a anticuerpos especificos de la artritis reumatoide y/o
linfocitos T especificos de la artritis reumatoide.

Mas preferentemente, el péptido consiste en la secuencia de aminoacidos GQ SCitGQ S Cit G Xs G Cit G Xs G
Xe G X7 G K G (SEC ID N2 27), en la que los aminoacidos X3-X7 se seleccionan, de manera independiente, entre un
resto de arginina o un resto de citrulina.

Mas preferentemente, el péptido consiste en la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de:
GQSRGQSCitGRGRGRGRGRGKG (SEC ID N¢ 4), GQSRGQSRGRGCIitGRGRGRGKG (SEC ID N¢ 6), GQS-
RGQSCitGRGCitGRGRGRGKG (SEC ID N? 12), GQSCitGQSCitGRGCitGRGRGRGKG (SECIDN?22) o GQ S
Cit G Q S Cit G Cit G Cit G Cit G Cit G Cit G K G (SEC ID N2 2), en la que Cit es un resto de citrulina o un
fragmento funcional del mismo.

En una realizacion preferida, el péptido es de forma lineal. Mas preferentemente, el péptido esta en forma de péptido
ramificado multimérico o de otro complejo conjugado.

El péptido ramificado multimérico consiste en:

- una estructura de nucleo MAP;
- un péptido lineal que tiene una secuencia de aminoacidos de formula Il, unida a través de un enlace carbamido a
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cada uno de los restos terminales amino de la estructura de nucleo MAP, siendo los péptidos lineales iguales o
diferentes entre si. De acuerdo con la invencion, una estructura de nucleo MAP es:

(v, )
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4 {I‘]
i!’“t'}hﬁ_‘ . }/" \
SR T iy
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en la que X es un aminoéacido que tiene al menos dos restos funcionales amino, Y es un aminodacido seleccionado
del grupo de alanina y/o glicina y/o lisina y/o una molécula usada como espaciador, m es 0 0 1, n1 nz n3z N4 son
numeros enteros comprendidos entre 0 y 10, y en la que el enlace son enlaces carbamido.

Por lo tanto, también pertenece al alcance de la presente invencion una MAP o un conjugado que comprende una
pluralidad de copias de un péptido sintético lineal citrulinado o de un fragmento antigénicamente eficaz derivado del
mismo como se ha descrito anteriormente, unido a un nicleo de aminoacidos inmunolégicamente inerte.

Preferentemente, el péptido ramificado multimérico comprende cuatro copias idénticas del péptido de la invencion.

Mas preferentemente, el péptido ramificado multimérico es (G Q S Cit G Q S Cit G Cit G Cit G Cit G Cit G Cit G K
G)s K2 K B-Alanina:

GQSCttGOSCﬂGC!tGCltGCitGC|tGCthKG-\\

GQSCdGQSCitGCﬁGC!tGCitGCitGCItGKG"” \K =
GQSCllGQSCJtGCItGCItGC!tGCItGCItGKGm.___ #

GQSCllGQSCitGCnGC:tGCitGC‘.ltGCltGKG’/

en el que Cit es un resto de citrulina.

Los péptidos como los desvelados anteriormente en forma libre o unida a resinas apropiadas se pueden usar para el
tratamiento de pacientes afectados por AR pues, gracias a su alta especificidad en el reconocimiento de anticuerpos,
se pueden usar para eliminar selectivamente el anticuerpo y también como inmunomodulador de la enfermedad.

Los péptidos como los descritos en la invencién son reactivos con anticuerpos especificos presentes en los sueros
de los pacientes con AR. Un anticuerpo presente en los fluidos bioldgicos de pacientes autoinmunes se unira a los
péptidos de la invencion. Como se ha indicado anteriormente, los péptidos citrulinados de la invencién, tanto en
forma lineal como en forma de MAP, son particularmente adecuados para su uso como antigenos en un ensayo para
detectar la presencia y/o para medir los niveles de anticuerpos especificos de la enfermedad autoinmune, tales
como los anticuerpos anti-CP, en una muestra de un fluido biolégico.

Para realizar el ensayo, los péptidos pueden ser adsorbidos o unidos covalentemente o modificados con un vehiculo
para unirlo a un soporte solido (por ejemplo, virutas, microesferas, oro, poliestireno, recipientes o pocillos de reactor,
placa de microtitulacion). En una primera etapa del método, se pone en contacto la muestra de fluido biol6gico por
analizar y se incuba con el péptido de la invenciéon que puede estar ligado al soporte sélido. Cualquier anticuerpo
especifico de la enfermedad autoinmune, tal como los anticuerpos anti-CP, que pueda estar presente en la muestra,
se une, por lo tanto, especificamente al péptido de la invencion, produciendo un complejo de antigeno/anticuerpo.
Los anticuerpos anti-CP por detectar en el inmunoensayo son inmunoglobulinas 1gG, IgA o IgM. La evaluacion de la
presencia y la cantidad del complejo de antigeno/anticuerpo se puede realizar con un biosensor espectroscopico,
piezoeléctrico o electroquimico.
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El método descrito anteriormente puede ser un ensayo inmunolégico ELISA en el que un anticuerpo indicador, como
una inmunoglobulina anti-humana, se conjuga con una enzima y se afade para medir el titulo de anticuerpos
mediante un transductor espectroscépico.

Por lo tanto, es un objeto adicional de la invencion un método para el diagnéstico de la artritis reumatoide en un
sujeto que comprende la etapa de detectar anticuerpos especificos de la enfermedad autoinmune en una muestra
biolégica mediante:

- la reaccién en condiciones adecuadas de dicha muestra bioldgica con al menos un péptido como se ha descrito
anteriormente para producir un complejo; y
- la deteccion del complejo.

Se obtienen una mayor sensibilidad y especificidad del método cuando los péptidos se usan en forma de MAP o de
otro complejo conjugado. En particular, en forma de MAP tetravalentes.

Por lo tanto, preferentemente, la muestra bioldgica se hace reaccionar con al menos un péptido o péptido ramificado
multiple de la invencién y un péptido ramificado multiple que comprende la secuencia (G G D N H G Cit G Cit G Cit
G Cit G Cit G G G Cit P G A P G)4 Kz K B-Alanina:

GGDNHGCilGCilGCitGCiIGCitGGGCitPGAPGR

GGDNHGCitGCiiGCilGCitGCitGGGCFlPGAF‘G'—"’K\ -
K —

GGDNHGCitGCitGGilGCitGCitGGGCEtPGAPG-\.\__K/

GGDNHGCitGCitGCitGCitGCitGGGCitPGAP G—"

en la que: Cit = citrulina o un fragmento funcional de la misma.

Se encontré que un método basado en el uso combinado de una MAP de péptidos citrulinados de férmula
GPPWWPPICDPPQPSKTQGQSX1 GQSX2GX3GX4GX5GXsGX7GKGKSXsDKQXgKPGGPWX1oPEP (Férmula I, SEC
ID N2 1), en la que los aminoéacidos Xi-Xio se seleccionan, de manera independiente, entre un resto de arginina o un
resto de citrulina, y al menos uno de Xi-Xio s un resto de citrulina, y de MAP de EBNA-1 desiminado (35-58) de
secuencia GGDNHGCitGCitGCitGCitGCitGGGCitP G AP G (férmula lll, SEC ID N? 3) proporciona el
ensayo de sensibilidad y especificidad mas altas para detectar anticuerpos especificos de la AR.

Asi pues, preferentemente, se hace reaccionar la muestra biolégica con el péptido ramificado mdultiple que consiste
en la secuencia (GQ S Cit GQ S Cit G Cit G Cit G Cit G Cit G Cit G K G)4 Kz K B-Alanina (Férmula V, también
denominado VCP-2):

G QS Cit G QS Cit G Cit G Cit G Cit G Cit G Cit G K G~_
GQSCitGQSCitGCitGCitGCit GCit GCitGKG— "~ X
GOSCitGQSCitGCitGCitGCitGCitGCitGKG-HK/K_ :
GQSCitGQSCitGCitGCitGCitGCitGCitGKG—

en la que Cit = citrulina o un fragmento funcional de la misma, y el péptido que comprende la secuencia (GG D NH
GCitGCitGCitGCitGCitG G G Cit P G AP G)s Kz K B-Alanina (Férmula VI, también denominado VCP-1):

GCGDNHGCitGCitGCitGCitGCitGGGCitPGAP G—__
GGDNHGCitGCitGCitGCitGCitGGGCilPGAPG*"’"’K\

GGDNHGCitGCitGCitGCitGCitGGGCitPGAPG—__ .~
GGDNHGCitGCitGCitGCitGCitGGGCitPGAP G—"

K— BA

en la que: Cit = citrulina o un fragmento funcional de la misma.
En una realizacién preferida, el método es un ensayo inmunolégico.
Es un objeto adicional de la invencion un kit para el diagndstico de la artritis reumatoide que comprende al menos

un péptido de la invencion o un fragmento funcional del mismo. Preferentemente, el kit comprende ademas el
péptido ramificado multiple que comprende la secuencia (GGDNHGC CitGCitGCitGCitGCitGGGCitPGAP
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G)4 Kz K B-Alanina (Férmula VI, también denominado VCP-1):

GGDNHGCitGCitGCit G Cit G Cit G G G CitP GAP G _
GGDNHGCItGCitGCitGCitGCitGG G CitP GAP G—~_
GGDNHGCItGCitGCItGCitGCitG GG CitP GAP G .~
GGDNHGCitGCitGCit GCit GCit GGG CitP GAP G—

K— PA

en la que: Cit = citrulina o un fragmento funcional de la misma.

En particular, el kit permite la deteccion de anticuerpos anti-CP en fluidos bioldgicos. El kit de diagnéstico comprende
una combinacién de péptidos citrulinados como se han definido anteriormente o de un fragmento funcional de los
mismos, y al menos un reactivo adicional. Preferentemente, el reactivo adicional es una inmunoglobulina anti-
humana conjugada a una enzima capaz de reaccionar con un sustrato cromogénico.

Es otro objeto de la invencién una composicion farmacéutica que comprende una cantidad farmacéuticamente
aceptable y eficaz del péptido o péptido ramificado multiple de la invencién, o un fragmento funcional del mismo.

En la presente invencion, “antigénicamente eficaz” significa que el péptido, o un fragmento funcional del mismo, es
capaz de unirse especificamente a anticuerpos especificos de la artritis reumatoide y/o a linfocitos T especificos de
la artritis reumatoide.

Descripcion detallada de la invencion
Ahora, se ilustrara la invencion mediante ejemplos ilustrativos, no limitantes, que se refieren a las siguientes figuras.

Figura 1. Se analizaron 79 sueros con AR por ELISA para evaluar la presencia de diferentes poblaciones de
autoanticuerpos comparando la reactividad hacia los siguientes antigenos: CCP2, CCP3, VCP1 [péptido de
férmula (VI)] y VCP2 [péptido de férmula (V)]. La presencia de diferentes poblaciones de autoanticuerpos se
representa en el diagrama de bloques. Encima del diagrama, se muestra una serie de sueros con AR positivos
(+) o negativos (-) en anti-CCP2, anti-CCP3, anti-VCP1 [péptido de férmula (VI)] y anti-VCP2 [péptido de formula
(V)] Se resaltan las poblaciones de anticuerpos positivos en VCP1 [péptido de formula (VI)] y/o VCP2 [péptido
de férmula (V)], pero no en CCP2 y CCP3.

Figura 2. Distribucion de los anticuerpos contra péptidos/proteinas citrulinados (ACPA - anticuerpos anti-CP)
detectados con VCP2 en 100 sujetos con AR, 100 sujetos normales sanos (SSN) y 206 controles de la
enfermedad (espondilitis anquilosante, EA; mononucleosis infecciosa, MI; crioglobulinemia mixta, CM; polimialgia
reumatica, PMR; artritis soriasica, AS; sindrome de Sjogren, SSj; lupus eritematoso sistémico, LES; esclerosis
sistémica, ES; artritis indiferenciada, Al). Las muestras de suero se ensayaron por ELISA usando el método
descrito en el ejemplo 2. Los resultados demuestran la alta especificidad de VCP2 en la deteccion de ACPA en
pacientes con AR. Por otra parte, no se detectaron anticuerpos en los controles de la enfermedad vy, en
particular, en la Ml y el LES, en contraste con los resultados descritos en Incaprera et al. [Clin Exp Rheumatol
1998, 16, 289], que publicaron la deteccion de IgG con la secuencia de EBNA2 no desiminado (354-373) en
sueros con Ml y LES.

Figura 3. Correlacion entre los anticuerpos anti-CCP y anti-VCP2. Se analizaron 100 sueros con AR con el
ensayo de CCP2 y con VCP2 usando el método descrito en el ejemplo 2. Los resultados muestran la correlacion
significativa (p < 0,0001) entre las dos poblaciones de anticuerpos, lo que demuestra que los anticuerpos anti-
VCP2 son ACPA y que, por lo tanto, son especificos de la AR y no de otras enfermedades autoinmunes.

Figura 4. Se realiz6 el aislamiento de anticuerpos anti-VCP2 de sueros con AR de acuerdo con el método
descrito en el Ejemplo 4. Se ensayaron cuatro preparaciones de anticuerpos anti-VCP2 de 4 sueros con AR
diferentes mediante ELISA en VCP2, EBNA2 no desiminado (338-358) y una MAP de control. La IgG anti-VCP2
muestra una reactividad muy alta con VCP2, la MAP derivada de EBNA2 (338-358) citrulinada, y no se une a la
arginina que contiene EBNA2 (338-358) ni a la MAP de control.

Ejemplo 1. Sintesis de péptidos

Se sintetizaron péptidos usando una resina de Wang precargada con el aminoacido C-terminal de la secuencia o
con el nacleo MAP, y siguiendo la estrategia de péptidos en fase sélida con Fmoc/tBu. Se llevaron a cabo las
desprotecciones de Fmoc en 20 min con piperidina al 20 % en DMF. Se realizaron reacciones de acoplamiento
mediante el tratamiento de la resina durante 45 min con una solucién 2,5 M de los aminoacidos protegidos con Fmoc
y HOBt en DMF (2,5 equiv), una solucion 0,5 M de TBTU en DMF (2,5 equiv) y NMM 4 M en DMF (5 equiv). Se
llevaron a cabo la escisién peptidica de la resina y la desproteccion de las cadenas laterales de aminoacidos en 3 h
con TFA/tioanisol/etanoditiol/fenol/H2O (82,5:5:2,5:5:5). Se precipitaron los productos brutos con Et,O frio, se
centrifugaron y se liofilizaron. Los péptidos puros se obtuvieron por HPLC en una pureza > 95 % y se caracterizaron
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por espectrometria de masas (ESI-Orbitrap y/o MALDI-TOF).

Ejemplo 2. ELISA para la determinacién de anticuerpos anti-CP

Se diluy6 la MAP de los antigenos de péptidos citrulinados de acuerdo con la invencién hasta una concentracién de
20 pg/ml en tampon fosfato salino (PBS) y se cargd en los pocillos de una placa de microtitulacion de poliestireno
(50 pl/pocillo). Se dejo la placa durante la noche a +4 °C para permitir la interaccion entre el péptido y los plasticos
(sin embargo, se puede incubar a 37 °C durante 1-2 horas con el mismo resultado). Al finalizar el periodo de
recubrimiento, se trataron los pocillos que contenian el antigeno, ademas de un nimero igual de pocillos que se
usaron como controles, durante 1 hora a temperatura ambiente (TA) con albimina de suero bovino (BSA) al 3 % en
PBS. A continuacion, se cargaron las muestras de suero de los pacientes (diluidas 1:200 en un tampén constituido
por BSA al 1 %, Tween X-100 al 0,05 % en PBS) sobre la placa (50 pl/pocillo) y se dejaron incubar durante 3 horas a
TA. Después del periodo de incubacién, se realizé un lavado con PBS al 1 %, Tween X-100 y se realizaron dos
lavados con PBS (150 pl/pocillo). Se us6 un anticuerpo IgG, IgM o IgA anti-humano conjugado con la enzima
fosfatasa alcalina (respectivamente diluida 1:3.000, 1:1.000 y 1:3.000) en PBS al 1 %, BSA, Tween X-100 al 0,05 %,
para demostrar que habia tenido lugar la reaccion entre el antigeno y el anticuerpo. A continuacion, se incubd el
anticuerpo (50 wl/pocillo) durante 3 horas a TA con agitacién. Al término de la incubacién, tras tres lavados como se
ha descrito anteriormente, se afadié el sustrato de fosfatasa alcalina (fosfato de p-nitrofenilo) a los pocillos y, en
presencia de la enzima, generd un producto amarillo medible por técnicas espectrofotométricas a una longitud de
onda de 405 nm; siendo su cantidad proporcional al titulo de los anticuerpos unidos. Los resultados del ensayo se
expresaron como el porcentaje de positividad, que se calcula dividiendo la absorbancia de cada muestra de suero
entre la absorbancia de una muestra de suero positivo, cuyo valor se fijo arbitrariamente en 100.

Mediante este método, se ensayaron las muestras de suero de 104 pacientes con AR, 97 sujetos voluntarios sanos
(SSN) y 194 controles de la enfermedad (lupus eritematoso sistémico, esclerodermia sistémica, sindrome de
Sjogren, crioglobulinemia mixta, artritis soriasica, espondilitis anquilosante, polimialgia reumatica y mononucleosis
infecciosa) usando el péptido de féormula (V).

Considerando cada resultado que era superior al percentil 97,5 del grupo de control normal como positivo, se
encontraron anticuerpos IgG anti-CP del péptido de férmula (V) en 67/104 (64 %), IgM en 48/104 (46 %) e IgA en
41/104 (40 %) de las muestras de suero de los pacientes con AR, y en menos del 5 % de los sujetos sanos normales
y los controles de enfermedad.

Ejemplo 3. Especificidad de los péptidos con respecto a otras enfermedades autoinmunes

La Fig. 2 muestra la distribucién de ACPA detectada con VCP2 en 100 AR, 100 SSN y 206 controles de la
enfermedad (espondilitis anquilosante, EA; mononucleosis infecciosa, MI; crioglobulinemia mixta, CM; polimialgia
reumatica, PMR; artritis soridsica, AS; sindrome de Sjogren, SSj; lupus eritematoso sistémico, LES; esclerosis
sistémica, ES; artritis indiferenciada, Al). Se ensayaron las muestras de suero mediante ELISA usando el método
descrito en el Ejemplo 2. Los resultados demuestran la alta especificidad de VCP2 en la deteccién de ACPA en los
pacientes con AR. Por otra parte, no se detectaron anticuerpos en los controles de la enfermedad y, en particular, en
Ml y LES, en contraste con los resultados descritos en Incaprera et al. [Clin Exp Rheumatol 1998, 16, 289], que
publicaron la deteccién de IgG con la secuencia no desiminada EBNA2 (354-373) en los sueros con Ml y LES.

Ademas, la Fig. 3 muestra la correlacion entre los anticuerpos anti-CCP y anti-VCP2. Se analizaron 100 sueros con
AR con el ensayo de CCP2 y con VCP2 usando el método descrito en el Ejemplo 2. Los resultados muestran la
correlacion significativa (p < 0,0001) entre las dos poblaciones de anticuerpos que demuestran que los anticuerpos
anti-VCP2 son ACPA y que son, por lo tanto, especificos de la AR y no de otras enfermedades autoinmunes.

Ejemplo 4. ELISA para la comparacién de anticuerpos anti-CP_de férmula (V) y anticuerpos anti-CP de férmula (VI)

Se evaluo por ELISA la capacidad para reconocer anticuerpos especificos en pacientes con AR mediante MAP de
férmula (V), en comparacion con la MAP de férmula (VI).

Se diluyeron la MAP de férmula (V) y la MAP de formula (VI) respectivamente a una concentracion de 20 pg/ml y
5 ug/ml en PBS, se cargaron en los pocillos de una placa de microtitulacién de poliestireno (50 pl/pocillo) y se
dejaron durante la noche a +4 °C. Al finalizar el periodo de recubrimiento, se trataron los pocillos durante 1 hora a
temperatura ambiente (TA) con BSA al 3 % en PBS. A continuacién, se cargaron las muestras de suero de los
pacientes (diluidas 1:200 en un tampoén constituido por BSA al 1 %, Tween X-100 al 0,05 % en PBS) sobre la placa
(50 pl/pocillo) y se dejaron incubar durante 3 horas a TA. Después del periodo de incubacién, se realiz6 un lavado
con PBS al 1 %, Tween X-100 y se realizaron dos lavados con PBS (150 pl/pocillo). Se incubd un anticuerpo IgG
anti-humano conjugado con la enzima fosfatasa alcalina (50 pl/pocillo), diluida 1:3.000 en PBS al 1 %, BSA, Tween
X-100 al 0,05 %, durante 3 horas a TA con agitaciéon. Al término de la incubacion, tras tres lavados como se ha
descrito anteriormente, se afadié fosfato de p-nitrofenilo a los pocillos y, se determiné la absorbancia a una longitud
de onda de 405 nm. Los resultados del ensayo se expresaron como el porcentaje de positividad, que se calcula
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dividiendo la absorbancia de cada muestra de suero entre la absorbancia de una muestra de suero positivo, cuyo
valor se fijé arbitrariamente en 100

Mediante este método, se ensayaron las muestras de suero de 100 pacientes con AR. Considerando cada resultado
que era superior al percentil 97,5 del grupo de control normal como positivo, se encontraron MAP anti-CP de
anticuerpos de férmula (VI) en el 47 % de la cohorte de AR, y MAP anti-CP de anticuerpos de férmula (V) en el
64 %. Por lo tanto, el uso de MAP anti-CP de anticuerpos de férmula (V) condujo a una mayor sensibilidad
manteniendo la misma especificidad del 95 %.

Ejemplo 5. Purificacién de anticuerpos anti-CP y usos de los mismos

Los anticuerpos anti-CP se pueden purificar de suero de pacientes con AR por medio de procedimientos de
cromatografia de afinidad.

Se conjugd un péptido citrulinado o MAP de acuerdo con la presente invencién a sefarosa activada con CNBr de
acuerdo con procedimientos convencionales conocidos por los expertos en la materia. Se precipitaron las
inmunoglobulinas totales en los sueros que contenian anticuerpos anti-CP con sulfato de amonio saturado al 50 %.
Se disolvieron los precipitados en tampén fosfato (pH 7,4) y se sometieron a dialisis durante la noche contra PBS.
Se aplicaron preparaciones de inmunoglobulina enriquecidas a la columna, y se recogi6 el flujo a través para su
posterior andlisis. Se lavé bien la columna con NaHPO, 20 mM, NaCl 150 mM (pH 7,2), y se eluyeron los
anticuerpos unidos a la columna con tampén de glicina 0,1 M (pH 2,8) (0,5 ml/fraccién), se neutralizaron
inmediatamente con 50 ul de Tris 1 M (pH 8,0), y se sometieron a dialisis durante la noche contra PBS. Se ensayd
por ELISA el contenido de anticuerpos anti-CP de los eluatos y del flujo a través.

Dichos anticuerpos purificados se pueden usar como controles en ensayos en fase solida usando antigenos
citrulinados.

Ademas, se ensayaron por ELISA cuatro preparaciones de anticuerpos anti-VCP2 de 4 sueros con AR diferentes en
VCP2, EBNA2 no desiminado (338-358) y una MAP de control. IgG anti-VCP2 muestra una reactividad muy alta con
VCP2, la MAP derivada de EBNAZ2 citrulinado (338-358), y no se une a la arginina que contiene EBNA2 (338-358) ni
a la MAP de control (Fig. 4).

Ejemplo 6. Papel del nimero y de la posicidn de las citrulinas

Se estudié el papel del nimero y de la posicién de las citrulinas de la secuencia de EBNA-2(338-358) en la
deteccidn de anticuerpos especificos en los sueros con AR por medio de diferentes péptidos citrulinados (Tabla 1).

Tabla 1:
Sueros Sueros
Nombre Secuencia positivos | positivos en
en AR NHS
EBNA2(338-358) GQSRGQSRGRGRGRGRGRGKG 3/24 0/23
[Cit*'[EBNA2(338-358) GQSCitGQSRGRGRGRGRGRGKG SEC ID N 4/94 1/23

28

GQSRGQSCitGRGRGRGRGRGKG SEC ID N¢

[Cit**°|EBNA2(338-358) 4

9/24 1/23

GQSRGQSRGCitGRGRGRGRGKG SEC ID N¢

[Cit**|EBNA2(338-358) 5

6/24 1/23

GQSRGQSRGRGCIitGRGRGRGKG SEC ID N¢

[Cit**°|EBNA2(338-358) 6

9/24 1/23

GQSRGQSRGRGRGCitGRGRGKG SEC ID N?

[Cit**'|EBNA2(338-358) 7

6/24 1/23

GQSRGQSRGRGRGRGCIitGRGKG SEC ID N¢

[Cit***|EBNA2(338-358) 5

6/24 0/23

GQSRGQSRGRGRGRGRGCItGKG SEC ID N¢

[Cit**°|EBNA2(338-358) 3/24 2/23

9
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(I GI*|EBNA2(336-356) GQSGIGQSCIGRGRGRGRGRGKG SECID | 1554 | g1z
(I i |EBNA2(336-358) GQSRGQSCICCIGRGRGRGRGKG SECID | 1054 | 1129
(GI* GI*|EBNA2(336-358) GQSRGQSGIGRGCIGRGRGRGKG SECID | 154 | g1z
(G G [EBNA2(338-358) GQSRGQSGIGRGRGGIGRGRGKE SECID | 155y | 1125
T —— GQSRGQSCIGRORGRGCIGRGKG SECID. | gy | 51
(G P EBNAZ(338-358) GQSRGQSGIGRGRGRGRGCIGKG SECID | 1154 | g2
T —_— GQSGIGQSRGRGRGCIGRGRGKE SECID | 6oy | g
(G CIPPEBNAZ(338-358) GQSRGQSRGCIGRGGIGRGRGKE SECID | 5oy | 1128
(GI* i | EBNA2(336-358) GQSRGQSRGRGOIGCIGRGRGKG SECID | 1554 | 51z
(I I | EBNA2(336-358) GQSRGQSRGRGROCIGCIGRGKG SECID | 1554 | g1z
(GI* I | EBNA2(336-358) GQSRGQSRGRGROCIGRGOIGKG SECID | gy | g1z
T —_— GQSCIGQSRGRORGRGROCIGKG SECID. | gy | 1129
(01 Gif* G lEBNA2(338-358) | COSCICQSCIGRGGIGRGRGRGKG SECID | 150, | 1125
(01 G GiP[EBNAZ(a36.358) | CQSROQSCIGCIGCIGRGRGRGKG SECID | g0, | 155
(01 Gif® CiP ¥ EBNA2(336-358) | COSROQSCIGROCIGOIGRGRGKG SECID | gy | 1125
[CIt** Cif*® It [EBNA2(338-358) | o0 Qo CGROCIGROGIGREKG SECID | 004 | 4723
(01 GiP® GiF™[EBNAZ(a36.358) | GQSROQSCIGRGCIGRGRGCIGKG SECID | g0y | g1

Se ensayaron muestras de suero de 24 pacientes con AR y 23 sujetos sanos normales (SSN) mediante ELISA
usando el método descrito en el Ejemplo 2. Considerando cada resultado que era superior al percentil 97,5 del grupo
de control normal como positivo, se encontré que la sensibilidad del ensayo aumenta de acuerdo con el nimero de
citrulinas y depende de sus posiciones dentro de la secuencia. En detalle, la secuencia no desiminada de EBNA-
2(338-358) no reconoce los anticuerpos IgG en un ndmero relevante de sueros con AR (teniendo en cuenta el
resultado relevante cuando el nimero de pacientes AR positivos es superior al 25 % de la poblacion total con AR).
Este resultado esta en linea con el estado de la técnica en el campo del diagndéstico de la AR, en el que se sabe que
los anticuerpos se dirigen contra secuencias citrulinadas. La introduccion de un solo resto de citrulina en EBNA-2
(338-358) demuestra que las posiciones 345 y 349 son importantes para el reconocimiento, ya que los péptidos con
cualquiera de las posiciones citrulinadas muestran un aumento del porcentaje de sueros AR positivos. Se cree que
estas dos posiciones se refieren a dos regiones antigénicas diferentes.

La introduccion de dos restos de citrulina muestra que el péptido [Cit**®,Cit***|EBNA2(338-358) es el péptido
dicitrulinado mas activo y selectivo. Este resultado confirma que las posiciones 345 y 349 son importantes para el
reconocimiento. Cabe sefialar que el péptido [Cit**°,Cit**'] también es muy activo. Sin embargo, es menos especifico
y selectivo.
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Por otra parte, los datos obtenidos para EBNA-2(338-358) ftricitrulinado muestran que el péptido
[Cit**! Cit**° Cit***|EBNA2(338-358) es el péptido mas activo de esta serie. Este resultado confirma todavia mas que
las posiciones 341, 345 y 349 son importantes para el reconocimiento. Se cree que se identificaron dos epitopos:
uno en las repeticiones Gly-Cit y el otro en las repeticiones Gly-GiIn-Ser-Cit.

Ejemplo 7. Propiedades de diagndstico de un ELISA basado en el uso simultdneo de la MAP de férmula (V) y de la
MAP de férmula (VI)

Para obtener un inmunoensayo altamente sensible, se dej6 adsorber una mezcla equimolar de MAP de féormula (V) y
MAP de formula (VI) a placas de microtitulacion de 96 pocillos durante 4 h a TA. A continuacién, se realizé el ensayo
como se ha descrito en el Ejemplo 2. Usando la MAP de férmula (V) y la MAP de formula (VI) como agentes de
recubrimiento, se pueden encontrar anticuerpos en el 68 % de los pacientes con AR. El uso combinado del péptido
MAP citrulinado de férmula (V) y MAP citrulinado de férmula (VI) mejora los rendimientos del diagnéstico de los
ensayos basados en un solo péptido, lo que lleva a un ensayo de diagnéstico muy sensible para la AR.

De hecho, en una poblacion de 79 pacientes con AR ensayada en cuanto a la MAP peptidica citrulinada anti-CCP2,
anti-CCP3 y anti-viral de formula (V) y (VI), los autores encontraron que 44/79 (56 %) son anti-CCP2 positivos, 48/79
(61 %) son anti-CCP3 positivos, 49/79 (62 %) reaccionan con el péptido de férmula (VI) y 41/79 (52 %) reaccionan
con el péptido de férmula (V). Cabe mencionar que 7/79 (9 %) de los sueros anti-CCP2 y anti-CCP3 negativos son
positivos para el péptido de férmula (VI); 2/79 (3 %) de los sueros anti-CCP2 y anti-CCP3 negativos son positivos
para el péptido de férmula (V); 1/79 (1 %) de los sueros anti-CCP2 y anti-CCP3 negativos es positivo para ambos
péptidos de formula (V) y férmula (VI). Por lo tanto, la formula (V) y (VI) permite detectar anticuerpos en un subgrupo
de pacientes con AR anti-CCP negativos (Figura 1).

Comparando los resultados obtenidos con MAP de formula (V) y MAP de férmula (VI), se encontrdé que la mayoria
de los sueros con AR contienen anticuerpos que reaccionan con ambas MAP. Sin embargo, el 15 % de los sueros
con AR contiene anticuerpos que reaccionan con una cualquiera de las dos MAP desiminadas de férmula (V) y (VI),
lo que sugiere que las dos poblaciones de anticuerpos se solapan pero son diferentes.

Respuesta de los linfocitos T

Los inventores también han encontrado que los péptidos citrulinados de la invencién son capaces de reconocer
especificamente no solo anticuerpos anti-CP como se los descritos anteriormente, sino también linfocitos T
especificos de péptidos citrulinados. Los linfocitos T especificos de los péptidos citrulinados son caracteristicos de
algunas enfermedades autoinmunes en las que hay una respuesta inmune mediada por células hacia los antigenos
citrulinados. Por ejemplo, en la esclerosis multiple (EM), se ha demostrado la existencia de linfocitos T especificos
de la proteina basica de la mielina desiminada (MBP) [L. R. Tranquill et al., Mult. Scler. 2000, 6, 220].

Por lo tanto, los péptidos sintéticos citrulinados de la invencién, tanto en forma lineal como en forma de MAP, se
pueden usar como antigenos para la deteccion de linfocitos T especificos de antigenos citrulinados.

El tipo de ensayo comunmente usado para detectar linfocitos T especificos de antigeno es el ensayo de proliferacion
en el que los leucocitos de sangre periférica de un paciente por examinar se cultivan junto con dosis graduadas del
antigeno, en este caso, un péptido sintético citrulinado como se ha descrito anteriormente. Si se han encontrado
previamente en el paciente péptidos citrulinados y tiene un ndmero suficiente de linfocitos T especificos de los
mismos, se logra la proliferacion en presencia de este antigeno.

Como era de esperar, en el ensayo, es necesario introducir una sustancia capaz de inducir la proliferaciéon de todos
los linfocitos T (un mitdgeno) como control positivo, asi como algunos antigenos contra los que se supone que el
paciente no ha sido inmunizado, como un control negativo.

Los péptidos citrulinados de la invencién, en particular en forma de MAP, son antigenos 6ptimos para este tipo de
ensayo. De hecho, se sabe que la estructura polimérica de las MAP facilita su procesamiento y presentacion a los
linfocitos T.

Luego, los linfocitos T especificos del antigeno se pueden caracterizar morfologica y funcionalmente, por ejemplo, se
pueden analizar por citofluorometria para la expresion de moléculas superficiales y la produccién de citoquinas.

Uso terapéutico

Finalmente, los péptidos citrulinados de la invencion, tanto en forma lineal como en forma de MAP, también se
pueden usar como moduladores de la respuesta inmune en enfermedades autoinmunes, por ejemplo, en la AR. Los
péptidos sintéticos citrulinados de la invencion se pueden usar para el tratamiento de pacientes afectados por la AR,
EM u otras enfermedades autoinmunes en las que se haya demostrado la existencia de una respuesta inmune
mediada por células hacia antigenos desiminados.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<210> 10

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> resto de citrulina

<400> 10

Gly GIn Ser Xaa Gly Gln Ser Xaa Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly Arg
1 5 10 15

Gly Arg Gly Lys Gly
20

<210> 11

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)

<223> resto de citrulina

<400> 11

Gly GIn Ser Arg Gly Gln Ser Xaa Gly Xaa Gly Arg Gly Arg Gly Arg
1 5 10 15

Gly Arg Gly Lys Gly
20

<210> 12

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)
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<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> resto de citrulina

<400> 12

g1y Gln Ser Arg §1y GIn Ser Xaa Gly ?Eg Gly Xaa Gly Arg ggy Arg

Gly Arg Gly Lys Gly
20

<210> 13

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (14)..(14)

<223> resto de citrulina

<400> 13

1

Gly Arg Gly Lys Gly
20

<210> 14

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (16)..(16)

<223> resto de citrulina

<400> 14

Gly GIn Ser Arg g]y Gln Ser Xaa Gly A

ES 2535530 T3

10

12

rg Gly Arg Gly Xaa g}y Arg



10

15

20

25

30

35

40

Gly GIn Ser Arg Gly GIn Ser Xaa Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly Xaa

Gly Arg Gly Lys Gly
20

<210> 15

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (18)..(18)

<223> resto de citrulina

<400> 15

fla'ly GIn ser Arg g'ly GIn ser Xaa Gly %g Gly Arg Gly Arg (lﬁ'éy Arg

Gly Xaa Gly Lys Gly
20

<210> 16

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (14)..(14)

<223> resto de citrulina

<400> 16
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g]y Gln Ser Xaa g]y Gln Ser Arg Gly ?Sg Gly Arg Gly Xaa g;y Arg

Gly Arg Gly Lys Gly
20
<210> 17

13
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<211> 21
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (14)..(14)

<223> resto de citrulina

<400> 17

Gly GIn Ser Arg §1y GIn Ser Arg Gly ﬁga Gly Arg Gly Xaa ggy Arg
1

Gly Arg Gly Lys Gly
20

<210> 18

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (14)..(14)

<223> resto de citrulina

<400> 18

Gly GIn ser Arg §1y GIn ser Arg Gly ?Eg Gly Xaa Gly Xaa ggy Arg
1

Gly Arg Gly Lys Gly
20

<210> 19

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (14)..(14)

<223> resto de citrulina

ES 2535530 T3
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<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (16)..(16)

<223> resto de citrulina

<400> 19

g1y GIn ser Arg §1y GIn ser Arg Gly ?Eg Gly Arg Gly Xaa ggy Xaa

Gly Arg Gly Lys Gly
20

<210> 20

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (14)..(14)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (18)..(18)

<223> resto de citrulina

<400> 20

g1y GIn ser Arg §1y GIn ser Arg Gly ?Eg Gly Arg 6ly Xaa ggy Arg

Gly Xaa Gly Lys Gly
20

<210> 21

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (18)..(18)

<223> resto de citrulina

<400> 21

ES 2535530 T3
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g1y GIn ser Xaa §1y GIn ser Arg Gly ?Eg Gly Arg Gly Arg ggy Arg

Gly Xaa Gly Lys Gly
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<210> 22

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> resto de citrulina

<400> 22

g]y Gln Ser Xaa g]y Gln Ser Xaa Gly ?Sg Gly Xaa Gly Arg g;y Arg

Gly Arg Gly Lys Gly
20

<210> 23

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> resto de citrulina

<400> 23

20

16
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g1y GIn ser Arg g1y GIn ser Xaa Gly iga Gly Xaa Gly Arg %%y Arg
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15

20

25

30

35

40

45

50

Gly Arg Gly Lys Gly
20

<210> 24

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (14)..(14)

<223> resto de citrulina

<400> 24

g]y Gln Ser Arg g]y Gln Ser Xaa Gly ?gg Gly Xaa Gly Xaa g;y Arg

Gly Arg Gly Lys Gly
20

<210> 25

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (16)..(16)

<223> resto de citrulina

<400> 25

17
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Gly GIn Ser Arg Gly GIn Ser Xaa Gly Arg Gly Xaa Gly Arg Gly Xaa
1 5 10 15

Gly Arg Gly Lys Gly
20
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<210> 26

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (18)..(18)

<223> resto de citrulina

<400> 26

g1y GIn ser Arg §1y GIn ser Xaa Gly ?Eg Gly Xaa Gly Arg ggy Arg

Gly Xaa Gly Lys Gly
20

<210> 27

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> resto de citrulina

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)

<223> resto de arginina o citrulina

<220>
<221> MISC_FEATURE
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<222> (12)..(12)
<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (14)..(14)

<223> resto de arginina o citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (16)..(16)

<223> resto de arginina o citrulina
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (18)..(18)

<223> resto de arginina o citrulina

<400> 27

g]y Gln Ser Xaa g]y Gln Ser Xaa Gly iga Gly Xaa Gly Xaa g;y Xaa

Gly Xaa Gly Lys Gly
20

<210> 28

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> resto de citrulina

<400> 28

g]y Gln Ser Xaa g]y Gln Ser Arg Gly ?Sg Gly Arg Gly Arg g;y Arg

Gly Arg Gly Lys Gly
20

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Toscana Biomarkers srl PRATESI, Federico MIGLIORINI, Paola
<120> PEPTIDOS CITRULINADOS VIRALES Y USOS DE LOS MISMOS
<130> PCT 110438

<150> EP09176776.4
<151>23-11-2009

<160> 28

<170> PatentIn versién 3.5
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<210>1

<211> 56

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (22)..(22)

<223> resto de arginina o citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (26)..(26)

<223> resto de arginina o citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (28)..(28)

<223> resto de arginina o citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (30)..(30)

<223> resto de arginina o citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (32)..(32)

<223> resto de arginina o citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (34)..(34)

<223> resto de arginina o citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (36)..(36)

<223> resto de arginina o citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (42)..(42)

<223> resto de arginina o citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (46)..(46)

<223> resto de arginina o citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (53)..(53)

<223> resto de arginina o citrulina

<400> 1

20
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Gly Pro Pro Trp Trp Pro Pro Ile Cys Asp Pro Pro Gln Pro Ser Lys

1 5 10 15

Thr GIn Gly GIn Ser Xaa Gly Gln Ser Xaa Gly Xaa Gly Xaa Gly Xaa
20 25 30

Gly Xaa Gly Xaa Gly Lys Gly Lys Ser Xaa Asp Lys Gln Xaa Lys Pro
35 40 45

10

15

20

25

30

35

40

45

Gly Gly Pro Trp Xaa Pro Glu Pro
50

<210>2
<211> 21
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (14)..(14)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (16)..(16)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (18)..(18)

<223> resto de citrulina

<400> 2

55

21
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g]y GIn Ser Xaa g]y Gln Ser Xaa Gly iga Gly Xaa Gly Xaa g;y Xaa
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Gly Xaa Gly Lys Gly
20

<210> 3

<211>24

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (7)..(7)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (11)..(11)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (13)..(13)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (15)..(15)

<223> resto de citrulina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (19)..(19)

<223> resto de citrulina

<400> 3

Gly Gly Asp Asn His Gly Xaa Gly Xaa Gly Xaa Gly Xaa Gly Xaa Gly
1 5 10 15

Gly Gly Xaa ;go Gly Ala Pro Gly

<210>4

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>
<221> MISC_FEATURE

<223> resto de arginina o citrulina

22
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<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> resto de citrulina

<400> 4

g]y Gln Ser Arg g]y Gln Ser Xaa Gly ?gg Gly Arg Gly Arg g;y Arg

Gly Arg Gly Lys Gly
20

<210>5

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)

<223> resto de citrulina

<400> 5

g]y Gln Ser Arg g]y Gln Ser Arg Gly iga Gly Arg Gly Arg g;y Arg

Gly Arg Gly Lys Gly
20

<210>6

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> resto de citrulina

<400> 6

g]y Gln Ser Arg g]y Gln Ser Arg Gly ?gg Gly Xaa Gly Arg g;y Arg

Gly Arg Gly Lys Gly
20

<210>7

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

ES 2535530 T3
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<220>

<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (14)..(14)

<223> resto de citrulina

<400>7

Gly GIn Ser Arg Gly Gln Ser Arg Gly Arg Gly Arg Gly Xaa Gly Arg
1 5 10 15

Gly Arg Gly Lys Gly
20

<210>8

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (16)..(16)

<223> resto de citrulina

<400> 8

Gly GIn Ser Arg Gly GIn Ser Arg Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly Xaa
1 5 10 15

Gly Arg Gly Lys Gly
20

<210>9

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (18)..(18)

<223> resto de citrulina

<400>9

g]y Gln Ser Arg g]y Gln Ser Arg Gly ?gg Gly Arg Gly Arg g;y Arg

Gly Xaa Gly Lys Gly
20

24
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido antigénicamente eficaz que consiste, desde el extremo amino al extremo carboxilico, en la secuencia
de aminodcidos:

GQSX;,GAQASX2GX3G Xa G Xs G Xs G X7 GK G (aminodcido 19 a aminoacido 39 de la SEC ID N% 1), en la
que los aminodacidos Xi-X7 se seleccionan de manera independiente entre un resto de arginina o un resto de
citrulina, y al menos uno de Xi-X7 es un resto de citrulina, o un fragmento funcional del mismo, siendo capaz
dicho péptido antigénicamente eficaz y fragmento del mismo de unirse especificamente a anticuerpos especificos
de la artritis reumatoide y/o linfocitos T especificos de la artritis reumatoide.

2. El péptido de la reivindicacion 1 que consiste en la secuencia de aminoacidos GQ SCitGQ S Cit G Xs G Cit G
Xs G X6 G X7 G K G (SEC ID N¢ 27), en la que los aminoacidos Xs-X7 se seleccionan, de manera independiente,
entre un resto de arginina o un resto de citrulina.

3. El péptido de las reivindicaciones 1 0 2 que consiste en la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de
GQSRGQSCitGRGRGRGRGRGKG (SEC ID N°¢ 4), GQSRGQSRGRGCitGRGRGRGKG (SEC ID N? 6),
GQSRGQSCitGRGCitGRGRGRGKG (SEC ID N? 12), GQSCitGQSCitGRGCitGRGRGRGKG (SEC ID N®22) 0 G Q
S Cit G Q S Cit G Cit G Cit G Cit G Cit G Cit G K G (SEC ID N® 2), en las que Cit es un resto de citrulina o un
fragmento funcional del mismo, siendo dicho fragmento capaz de unirse especificamente a anticuerpos especificos
de la artritis reumatoide y/o linfocitos T especificos de la artritis reumatoide.

4. El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que es de forma lineal.

5. Un péptido ramificado multimérico que consiste en multiples péptidos de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3.

6. El péptido ramificado multimérico de la reivindicacion 5 que comprende cuatro copias idénticas del péptido de
acuerdo con las reivindicaciones 1 a 3.

7. El péptido ramificado multimérico de la reivindicacion 6, que es (G Q S Cit G Q S Cit G Cit G Cit G Cit G Cit G Cit
G K G)4 Kz K B-Alanina:

GQSCttGQSCltGC:tGCltGCltGCﬂGCElGKG-._\

GQSCIlGQSCItGCItGC!tGCItGCItGCltGKG""# \K -
GQSCltGQSCitGCItGCItGC!tGCltGCItGKG-—-‘.____ 7

GQSCltGQSC!tGCltGCIIGC:tGCliGCltGKG"’f

en el que Cit es un resto de citrulina.

8. Un método para el diagnéstico de la artritis reumatoide en un sujeto, que comprende la etapa de detectar
anticuerpos especificos de la enfermedad autoinmune en una muestra biolégica obtenida del sujeto mediante:

- la reaccién, en condiciones adecuadas, de dicha muestra biolégica con al menos un péptido o péptido
ramificado multimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para producir un complejo;
- la deteccién del complejo.

9. El método de la reivindicacion 8, en el que la muestra bioldgica se hace reaccionar con al menos un péptido o
péptido ramificado multimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 y un péptido ramificado multimérico
que comprende la secuencia (G G D N H G Cit G Cit G Cit G Cit G Cit G G G Cit P G A P G)4 Kz K B-Alanina:

GGDNHGCltGCltGC!tGCitGCItGGGCllPGAPG\\
GGDNHGCitGCitGCitGCitGCitGGGCitPGAPG— 1 . 3
K— BA
GGDNHGCltGCntGCntGCltGCltGGGCftPGAPGHK/
GGDNHGCitGCitGCitGCitGCitGGGCitPGAP G—
en la que: Cit = citrulina o un fragmento funcional de la misma, siendo dicho fragmento capaz de unirse

especificamente a anticuerpos especificos de la artritis reumatoide y/o linfocitos T especificos de la artritis
reumatoide.
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10. El método de la reivindicacion 9, en el que la muestra biolégica se hace reaccionar con el péptido ramificado
multimérico que consiste en la secuencia (G Q S Cit G Q S Cit G Cit G Cit G Cit G Cit G Cit G K G)4 Kz K B-Alanina:

GQSCitGQSCitGCitGCitGCitGCit GCit GKG—__
GQSCitGQSCitGCitGCitGCitGCitGCitGKG”'K\
GQSCitGQSCitGCitGCilGCitGCitGCitGKGm\K/K_ .
GQSCitGQSCitGCitGCitGCitGCitGCitGK G—

en la que Cit = citrulina o un fragmento funcional de la misma, siendo dicho fragmento capaz de unirse
especificamente a anticuerpos especificos de la artritis reumatoide y/o linfocitos T especificos de la artritis
reumatoide, y el péptido ramificado multimérico que comprende la secuencia (GG D NH G Cit G Cit G Cit G Cit G
Cit GG G Cit P G AP G)4 Kz K B-Alanina:

GGDNHGCitGCit G Cit G Cit G Cit G G G CitP GAP G_
GGDNHGCitGCitGCitGCitGCit GGG CitPGAP G— " ~_
GGDNHGCitGCitGCitGCit GCitGGGCitP GAP G .~
GGDNHGCitGCitGCitGCit GCit GG G CitP GAP G—

K— BA

en la que Cit = citrulina o un fragmento funcional de la misma, siendo dicho fragmento capaz de unirse
especificamente a anticuerpos especificos de la artritis reumatoide y/o linfocitos T especificos de la artritis
reumatoide.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, que es un ensayo inmunolégico.

12. Un kit para el diagnéstico de la artritis reumatoide que comprende al menos un péptido o un péptido ramificado
multimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o un fragmento funcional del mismo, siendo dicho
fragmento capaz de unirse especificamente a anticuerpos especificos de la artritis reumatoide y/o linfocitos T
especificos de la artritis reumatoide.

13. El kit de la reivindicacién 12, que comprende ademas el péptido ramificado multimérico que comprende la
secuencia (GGDNHGCitGCitGCitGCit G Cit GG G Cit P G AP G)4 Kz K B-Alanina:

GGDNHGCitGCit GCit GCit G Cit GG G CitP GAP Ge__
GGDNHGCitGCitGCitGCitGCitGGGCitP GAP G—~_

GGDNHGCitGCitGCitGCitGCitGGGCitPGAPG--...__“K,/
GGDNHGCitGCitGCitGCitGCitGGGCitPGAPG—

K— BA

en la que Cit = citrulina o un fragmento funcional de la misma, siendo dicho fragmento capaz de unirse
especificamente a anticuerpos especificos de la artritis reumatoide y/o linfocitos T especificos de la artritis
reumatoide.

14. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad farmacéuticamente aceptable y eficaz del péptido o
del péptido ramificado multimérico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o un fragmento
funcional del mismo, siendo dicho fragmento capaz de unirse especificamente a anticuerpos especificos de la artritis
reumatoide y/o linfocitos T especificos de la artritis reumatoide.
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