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DESCRIPCION
Epitopos relacionados con la enfermedad celiaca

La invencion se refiere a epitopos Utiles en el diagnoéstico y la terapia de la enfermedad celiaca, incluyendo
diagnosis, terapéutica, kits y métodos de uso de lo anterior.

La enfermedad celiaca esta causada por una hipersensibilidad mediada por el sistema inmunitario a gluten dietético.
Las proteinas del gluten en trigo, centono, cebada y en algunos casos avena son téxicas en la enfermedad celiaca.
El gluten esta compuesto de gliadinas alfa/beta, gamma y omega, y gluteninas de bajo y alto peso molecular (BPMy
APM) en trigo, hordeinas en cebada, secalinas en centeno y aveninas en avena. Las hordeinas y secalinas son
homologas a gliadinas gamma y omega y gluteninas de bajo y alto peso molecular en trigo. Las aveninas son
filogenéticamente mas distantes que las hordeinas y secalinas del gluten de trigo.

El objetivo de la investigacion en la enfermedad celiaca ha sido definir los componentes toxicos del gluten definiendo
los péptidos que estimulan los linfocitos T especificos a gluten. La definicién precisa de epitopos de gluten permite el
desarrollo de nuevas diagnosis, terapéutica, ensayos para la contaminacion por gluten en comida y granos no
téxicos que retienen las cualidades del cocinado/horneado del gluten tradicional. Muchas de estas aplicaciones
requieren un completo entendimiento de todos en vez de los péptidos toxicos mas comunes en gluten.

Los genes codificadores de HLA-DQ2 y/o HLA-DQ8 estan presentes en mas del 99 % de los individuos con
enfermedad celiaca en comparacion con aproximadamente el 35 % de la poblacion Caucasica general. Los péptidos
derivados de gluten (epitopos) unidos a HLADQ2 o HLA-DQ8 estimulan los linfocitos T especificos. Los epitopos
restringidos a HLA-DQ2 y DQ8 incluyen una secuencia de 9 aminoacidos “nlcleo” que interactia directamente con
la ranura de unién peptidica de HLA-DQ2 o DQ8 y con receptores de linfocito T afines. En general, bibliotecas de
péptidos de solapamiento (normalmente 15 a 20meros) que contienen todos los péptidos 10 o 20mero Unicos en un
antigeno se han usado para mapear epitopos de linfocitos T restringidos a HLA de clase Il

Se sabe que una serie de péptidos de gluten activan los linfocitos T especificos a gluten en enfermedad celiaca.
Estudios previos han identificado péptidos de gluten de proteinas de gluten seleccionadas o productos de digestion
del gluten. Los clones y las lineas de linfocito T aislados de biopsias intestinales se han usado para investigar estos
componentes de gluten.

La modificacion del gluten por la enzima, transglutaminasa de tejido (tTG) presente en el tejido intestinal, incrementa
sustancialmente la capacidad estimuladora del gluten sobre los linfocitos T especificos a gluten. La mayoria de los
epitopos conocidos para los linfocitos T especificos a gluten corresponden a péptidos de gluten desamidados por
tTG. La transglutaminasa media la desamidacion de residuos de glutamina especificos (a glutamato) en gluten.
Secuencias que contienen glutamina susceptibles a desamidacion por tTG se ajustan generalmente a un motivo:
QXPX o QXX (FYMILVW) (véase Vader W. y col. 2002 J. Exp. Med. 195:643-649, PCT WO 03/066079, y
Fleckenstein B. 2002. J. Biol. Chem. 277:34109-16). El motivo para péptidos que se unen a HLA-DQ2 y que son
susceptibles a desamidacion por tTG se ha usado para predecir ciertos epitopos de gluten (Vader y col. J. Exp. Med.
2002 J. Exp. Med. 195:643-649, PCT WO 03/066079).

Sin embargo, otros grupos han identificado epitopos para clones de linfocito T intestinal especifico a gluten y lineas
que usan paneles de once gliadinas alfa/beta recombinantes (11) y cinco gamma (Arentz-Hansen H. 2000. J. Exp.
Med. 191:603-612, Arentz-Hansen H. 2002. Gastroenterology 123:803-809, PCT WO 02/083722), y lisados de
proteinas de gluten purificadas (Sjostrom H. y col. 1998. Scand. J. Immunol. 48,111-115; van de Wal, Y. y col. 1998.
J. Immunol. 161(4):1.585-1.588; van de Wal, Y. y col. 1999. Eur. J. Immunol. 29:3.133-3.139; Vader W. y col. 2002.
Gastroenterology 122:1.729-1.737.).

Nuestro trabajo ha aprovechado la observacion de que la exposicién a gluten in vivo induce linfocitos T especificos a
gluten CD4+ restringidos a HLA-DQ2 en sangre periférica expresando una integrina localizada en el intestino
(alfadbeta?). Esta técnica permitié el mapeado del epitopo dominante en A-gliadina (57-73 QE65) (Anderson, RP y
col. 2000. Nat. Med. 6:337-342., documento WO 01/25793). A-gliadina 57-73 QE65 corresponde a dos epitopos de
solapamiento identificados usando clones de linfocito T intestinal (Arentz-Hansen H. y col. 2000. J. Exp. Med.
191:603-612, Arentz-Hansen H. y col. 2002. Gastroenterology 123:803-809). La ventaja de la exposicion a gluten in
vivo para inducir linfocitos T especificos a gluten es que se puede consumir cualquier comida y los linfocitos T
resultantes inducidos en sangre (cuantificados en sangre periférica usando un ensayo simple ELISPOT de interferén
gamma durante la noche) se habran estimulado in vivo por epitopos presentados enddgenamente, en vez de
preparados in vitro por un antigeno sintético o purificado. Los ensayos durante la noche de linfocitos T de sangre
periférica policlonales frescos también evitan el potencial para artefactos asociados con la purificacién prolongada de
clones de linfocito T.

Interesantemente, los clones y las lineas de linfocito T especificos para varios epitopos de gliadina gamma (Arentz-
Hansen H. 2002. Gastroenterology 123:803-809, PCT WO 02/083722) reaccionan de manera cruzada con el epitopo
de A-gliadina originalmente definido 57-73 QEG65.
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Aunque hay considerable homologia dentro de las gliadinas alfa/beta, el trabajo anterior (véase el documento WO
03/104273) ha mostrado que el epitopo dominante reconocido en la enfermedad celiaca asociada a HLA-DQ2, “A-
gliadina 57-73 QE65", es codificado por una minoria de las gliadinas alfa/beta presentes en Genbank.

Compendio de lainvencion

El estudio actual se present6 para desarrollar un método que permitira el mapeado de todos los epitopos de linfocito
T en gluten. El consumo de pan de trigo (200 g diario durante 3 dias) o avena (100 g diariamente durante 3 dias) se
us6 para inducir linfocitos T especificos a gluten o avenina en sangre periférica (recogida 6 dias después de
comenzar la exposicion). Las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) se evaluaron en ensayos
ELISPOT de interferon gamma durante la noche usando una biblioteca de péptidos de gluten y avenina que incluyen
todas las secuencias de 12mero Unico incluidas en cada entrada de Genbank para gluten de trigo y/o aveninas de
avena. Este objetivo se alcanzé estableciendo un algoritmo para disefar péptidos que abarcan todos los epitopos
potenciales en proteinas de gluten en Genbank (2922 20meros incluian todos los 14 epitopos de linfocito T
potenciales de 964 9meros Unicos), adaptando el ensayo ELISPOT de interferén gamma a un ensayo de alto
rendimiento capaz de investigar mas de 1.000 péptidos con sangre de un Unico individuo y desarrollar herramientas
bioinformaticas para analizar e interpretar los datos generados.

Se identificé una serie de 41 “superfamilias” de péptidos de gluten de trigo como epitopos de linfocito T putativos.
Las superfamilias compartian motivos en los que se permitié un nivel limitado de redundancia. Muchas de las
familias mas potentes incluyen epitopos de linfocito T conocidos que incluyen el epitopo dominante previamente
descrito, A-gliadina 57-73.

A través de mapeado completo de epitopos de gluten usando CMSP después de exposicién a gluten, los inventores
han encontrado una serie de novedosos epitopos de gliadina, glutenina BPM y APM, y avenina para la enfermedad
celiaca asociada a HLADQ2 y HLA-DQ8. Se identificaron novedosos epitopos para la enfermedad celiaca asociada
a HLADQ2 y HLA-DQ8. La enfermedad celiaca asociada a HLADQ2 y HLA-DQ8 son genéticamente y
funcionalmente distintas en términos del intervalo de epitopos de linfocito T que se reconocen. Ademas, tres
péptidos presentes en proteinas de avenina de avena también activaron las células mononucleares de sangre
periférica (CMSP) después de la exposicion a avena en sujetos celiacos HLA-DQ2+, la primera vez que se han
identificado epitopos de avena. La identificacion de péptidos de avenina reconocidos por linfocitos T después de la
exposicion a avena in vivo proporciona una base molecular para la recaida ocasional observada de celiacos
después de la exposicion a avena (Lundin KEA y col. 2003 Gut 52:1.649-52) y puede proporcionar una base para un
diagndstico predictivo o destoxificacion genética de avena.

Los datos presentados en el presente documento proporcionaran una base completa para la definicion de epitopos
de linfocito T tanto “dominantes” comunes como “débiles” ocasionales en enfermedad celiaca. Esta informacién es la
plataforma para aplicaciones funcionales tales como diagnosis, ensayos de alimentos, inmunoterapia y profilaxis, y
para el disefio de proteinas de gluten no téxicas Gtiles en granos modificados.

En particular, a través del mapeado completo de epitopos de linfocito T de gluten, los inventores han encontrado
epitopos bioactivos en la enfermedad celiaca en pacientes HLA-DQ2+ en gliadinas y gluteninas de trigo, que tienen
secuencias nucleo similares (por ejemplo, SEQ ID NO: 1-199) y secuencias ampliadas similares (por ejemplo, SEQ
ID NO: 200-1554, 1555-1655, 1656-1671 y 1830-1903). Los inventores también han encontrado epitopos bioactivos
en la enfermedad celiaca en pacientes HLA-DQ2+ en: aveninas de avena que tienen secuencias nicleo similares
(por ejemplo, SEQ ID NO: 1684-1695) y secuencias ampliadas similares (por ejemplo, SEQ ID NO: 1672-1683,
1696-1698 y 1764-1768); secalinas de centeno (SEQ ID NO: 1769-1786); y hordeinas de cebada (SEQ ID NO:
1787-1829). Ademas, se han identificado epitopos bioactivos en la enfermedad celiaca en pacientes HLA-DQ8+ en
gliadinas de trigo que tienen secuencias nicleo similares (por ejemplo, SEQ ID NO: 1699-1721) y secuencias
ampliadas similares (por ejemplo, SEQ ID NO: 1722-1763 y 1908-1927). Este mapeado completo proporciona asi
epitopos dominantes reconocidos por linfocitos T en pacientes celiacos. Por tanto, los métodos descritos en el
presente documento se pueden realizar usando cualquiera de estos epitopos identificados, y analogos y
equivalentes de los mismos. Ademas, se ha demostrado que combinaciones de epitopos, es decir, “combitopos” o
péptidos sencillos que comprenden dos o mas epitopos, inducen respuestas equivalentes a los epitopos
individuales, indicando que varios epitopos se pueden utilizar para usos terapéuticos, diagndsticos y otros de la
invencion. Tales combitopos pueden estar en forma de, por ejemplo, SEQ ID NO: 1906.

Agentes descritos en el presente documento incluyen uno o mas de los epitopos que tienen las secuencias
enumeradas en SEQ ID NO: 1578-1579, 1582-1583, 1587-1593, 1600-1620, 1623-1655, 1656-1671, 1672-1698,
1699-1763, 1764-1768, 1769-1786, 1787-1829, 1895-1903, 1906 y 1908-1927 y analogos y equivalentes de los
mismos como se define en el presente documento.

Especificamente, la presente invencién proporciona:

[1]. Un agente seleccionado de:
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(a) un péptido aislado que comprende al menos un epitopo que comprende SEQ ID NO: 200; y
(b) un analogo de (a) que es un péptido aislado capaz de ser reconocido por un receptor de linfocito T que
reconoce el péptido de (a) y que no es mas de 50 aminoacidos de longitud;

[2]. Una composicion farmacéutica que comprende un agente segun [1] y un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable;

[3]. Una composicion para su uso en un método de prevencién o tratamiento de la enfermedad celiaca que
comprende al menos un agente seleccionado de:

(a) un péptido aislado que comprende al menos un epitopo que comprende SEQ ID NO: 200; y
(b) un andlogo de (a) que es un péptido aislado capaz de ser reconocido por un receptor de linfocito T que
reconoce el péptido de (a) y que no es mas de 50 aminoacidos de longitud;

[4]. Un agente seleccionado de:

(a) un péptido aislado que comprende al menos un epitopo que comprende SEQ ID NO: 200;

(b) un andlogo de (a) que es un péptido aislado capaz de ser reconocido por un receptor de linfocito T que
reconoce el péptido de (a) y que no es mas de 50 aminoacidos de longitud; y

(c) un analogo de (a) que es un péptido aislado que se une a anticuerpo, dicho anticuerpo se une a un
epitopo que comprende SEQ ID NO: 200;

para su uso en un método de tratamiento o prevencion de la enfermedad celiaca en un individuo mediante
induccion de inmunotolerancia del individuo para prevenir la produccion de tal anticuerpo;

[5]. Un método de diagndstico de la enfermedad celiaca, o susceptibilidad a enfermedad celiaca, en un individuo
gque comprende:

(a) poner en contacto una muestra del hospedador, in vitro, con al menos un agente seleccionado de:

(i) un péptido aislado que comprende al menos un epitopo que comprende SEQ ID NO: 200; y
(i) un andlogo de (i) que es un péptido aislado capaz de ser reconocido por un receptor de linfocito T que
reconoce (i) y que no es mas de 50 aminoacidos de longitud; y

(b) determinar in vitro si los linfocitos T en la muestra reconocen el agente; indicando el reconocimiento por
los linfocitos T que el individuo tiene, o es susceptible a, enfermedad celiaca;

[6]. Una composicién, para su uso en un método de diagnostico de la enfermedad celiaca, o susceptibilidad a
enfermedad celiaca, en un individuo que comprende un agente seleccionado de

(a) un péptido aislado que comprende al menos un epitopo que comprende SEQ ID NO: 200; y
(b) un andlogo de (a) que es un péptido aislado capaz de ser reconocido por un receptor de linfocito T que
reconoce el péptido de (a) y que no es mas de 50 aminoéacidos de longitud,

comprendiendo dicho método la determinacion de si los linfocitos T del individuo reconocen el agente, indicando
el reconocimiento por los linfocitos T que el individuo tiene, o es susceptible a, enfermedad celiaca;

[7]. Un método para identificar un analogo de un péptido que comprende al menos un epitopo que comprende
SEQ ID NO: 200 comprendiendo dicho método determinar, in vitro, si un péptido candidato es reconocido por un
receptor de linfocito T que reconoce un epitopo que comprende SEQ ID NO: 200, indicando el reconocimiento
del péptido candidato que el péptido candidato es un analogo, siendo dicho analogo de no mas de 50
aminoacidos de longitud;

[8]. Un método de diagndstico de la enfermedad celiaca, o susceptibilidad a enfermedad celiaca, en un individuo
gue comprende determinar, in vitro, la presencia de un anticuerpo que se une a un epitopo de una secuencia
peptidica seleccionada de:

() un péptido que comprende al menos un epitopo que comprende SEQ ID NO: 200; y
(i) un anédlogo peptidico de (i) que es capaz de ser reconocido por un receptor de linfocito T que reconoce (i)
y que no es mas de 50 aminoéacidos de longitud,

en una muestra del individuo, indicando la presencia del anticuerpo que el individuo tiene, o es susceptible a,
enfermedad celiaca;

[9]. Un método in vitro de determinacién de si una composicién es capaz de causar enfermedad celiaca que
comprende determinar si una secuencia proteica capaz de ser modificada por una transglutaminasa a un péptido
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que comprende al menos un epitopo que comprende SEQ ID NO: 200 estd presente en la composicion,
indicando la presencia de la secuencia de oligopéptido que la composicion es capaz de causar enfermedad
celiaca;

[10]. Un kit para llevar a cabo un método segun [5] que comprende un agente seleccionado de

(a) un péptido aislado que comprende al menos un epitopo que comprende SEQ ID NO: 200; y
(b) un analogo de (a) que es un péptido aislado capaz de ser reconocido por un receptor de linfocito T que
reconoce el péptido de (a) y que no es mas de 50 aminoacidos de longitud,

y un medio para detectar el reconocimiento del péptido por el linfocito T; y
[11]. Un anticuerpo o fragmento del mismo, especifico para SEQ ID NO: 200.

El término “proteina de gluten” abarca gliadinas alfa/beta, gamma y omega, y gluteninas de alto y bajo peso
molecular (BPM y APM) en trigo, hordeinas en cebada, secalinas en centeno, y aveninas en avenas. La invencién se
trata particularmente de gliadinas y aveninas.

El agente se puede usar para la preparacion de un medio diagndstico para su uso en un método de diagnosis de
enfermedad celiaca, o susceptibilidad a enfermedad celiaca, en un individuo, comprendiendo dicho método
determinar si los linfocitos T del individuo reconocen el agente, indicando el reconocimiento por los linfocitos T que el
individuo tiene, o es susceptible a, enfermedad celiaca.

El descubrimiento de epitopos que se modifican por transglutaminasa también permite el diagnéstico de la
enfermedad celiaca basandose en la determinacion de si estan presentes otros tipos de respuesta inmunitaria a
estos epitopos.

Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1 muestra un método para generar todos los posibles epitopos peptidicos de un grupo de proteinas.

La Figura 2 muestra los nimeros de acceso de Genbank para productos génicos de gluten presentes en la base
de datos Genbank el 16 de junio de 2003.

La Figura 3A muestra un algoritmo de expectacion-maximizacion (EM) para analizar los datos de ELISPOT. La
Figura 3B muestra un ensayo sobre un conjunto de datos de pacientes con enfermedad celiaca.

La Figura 4 muestra un procedimiento iterativo para encontrar el conjunto minimo de epitopos que responden.

La Figura 5 muestra secuencias de gliadina y glutenina (SEQ ID NO: 1-1554). En la columna “consenso”, las
letras mindsculas usan el codigo estandar de aminoacidos de una letra, pero las letras mayUsculas tienen un

significado diferente: E=["e” 0 “q”], F=[*" 0 "y” 0 "W"], I=["i" 0 “1” 0 "Vv"], S=["s” 0 “t"], R=["r" 0 "k” 0 “h"]. La columna
“secuencia” usa el cadigo estandar de aminoacidos de una letra.

La Figura 6 muestra péptidos de gluten que estimulan el interferon gamma en CMSP recogida 6 dias después de
exposicion a gluten en voluntarios con enfermedad celiaca HLA-DQ2+ (SEQ ID NO: 1555-1655). Los 9meros
indicados son comunes a 200 grupos de péptidos 20mer bioactivos “estructuralmente” relacionados. Las
secuencias de gluten se clasifican segun la proporcion X de bioactividad de sujetos que responden.

La Figura 7 muestra los resultados de un experimento de exposicion a trigo (SEQ ID NO: 1656-1671). Estos
péptidos dan respuestas de alta calidad (indicadas “Y”) en diez sujetos (A-J) después de exposicion a trigo.

La Figura 8 muestra péptidos de Avenina (+/- desamidacion por tTG) que estimulan interferén-y en CMSP
recogida 6 dias después de exposicién a gluten en voluntarios con enfermedad celiaca HLA-DQ2+ (SEQ ID NO:
1672-1698). Aquellos marcados con un * son 20meros Unicos Optimos que inducen IFN-y después de la
exposicion a avena.

La Figura 9 muestra los 40 20meros mas potentes (SEQ ID NO: 1699-1763) en dos sujetos HLA-DQ8 (no HLA-
DQ2) agrupados segun las secuencias ndcleo compartidas. La secuencia nacleo del grupo 6 (QGSFQPSQQ)
corresponde al epitopo de gliadina alfa descrito por van de Wal y col. (J. Immunol. 1998, 161(4):1.585-1.588). La
respuesta maxima en el Sujeto A era de 271 SFC (solo medio, no respuesta de péptido: 4 SFC), y en B era de 26
SFC (solo medio, no respuesta de péptido: 1 SFC).

La Figura 10 muestra la secuencia de aminoacidos de A-gliadina (SEQ ID NO: 1928) basandose en la
secuenciacion de aminoéacidos.
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Descripcion detallada de la invencién

El término “enfermedad celiaca” abarca un espectro de afecciones causadas por grados variantes de sensibilidad al
gluten, incluyendo una forma grave caracterizada por una mucosa de intestino delgado lisa (atrofia vellosa
hiperplasica) y otras formas caracterizadas por sintomas mas suaves.

El individuo anteriormente mencionado (en el contexto de diagndstico o terapia) es humano. Pueden tener
enfermedad celiaca (sintomatica o asintomatica) o se supone que la tienen. Pueden estar en una dieta libre de
gluten. Pueden estar en una respuesta de fase aguda (por ejemplo, pueden tener enfermedad celiaca, pero
solamente han ingerido gluten en las Gltimas 24 horas antes de lo cual habian estado en una dieta libre de gluten
durante 14 a 28 dias).

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

El agente

El agente es un péptido, por ejemplo, de 7 a 50 aminoacidos de longitud, tal como 10 a 40, 12 a 35 0 15 a 30
aminoacidos de longitud.

El agente puede ser el péptido representado por SEQ ID NO: 200 o un epitopo que comprende la secuencia que
comprende SEQ ID NO: 200 que es un oligopéptido aislado derivado de una proteina de gluten; o un equivalente de
estas secuencias de una proteina de gluten de origen natural.

Por tanto, el epitopo puede ser un derivado de una proteina de origen natural, particularmente de un gluten de trigo.
Tal derivado generalmente es un fragmento de la proteina de gluten, o un derivado mutado de la proteina completa
o fragmento. Por lo tanto, el epitopo de la invencion no incluye la proteina de gluten completa de origen natural, y no
incluye otras proteinas de gluten de origen natural completas.

Generalmente tales fragmentos serdn al menos 7 aminoacidos de longitud (por ejemplo, al menos 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14 o 15 aminoéacidos de longitud).

Generalmente tales fragmentos seran reconocidos por linfocitos T a al menos en la misma medida en que los
agentes de los cuales se derivan son reconocidos en cualquiera de los ensayos descritos en el presente documento
usando muestras de pacientes con enfermedad celiaca.

El agente puede ser el péptido representado por SEQ ID NO: 200 o una proteina que comprende una secuencia que
corresponde a SEQ ID NO: 200 (tal como fragmentos de una proteina de gluten que comprende SEQ ID NO: 200,
por ejemplo, después de que la proteina de gluten se haya tratado con transglutaminasa). Los fragmentos bioactivos
de tales secuencias son también agentes de la invencion. Generalmente tales fragmentos seran al menos de 7
aminoacidos de longitud (por ejemplo, al menos 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 o 15 aminoacidos de longitud). Analogos
de estas secuencias, como se definen en el presente documento, también son agentes de la invencion.

En el caso en el que el epitopo comprende una secuencia equivalente a los epitopos anteriores (incluyendo
fragmentos) de otra proteina de gluten (por ejemplo, cualquiera de las proteinas de gluten anteriormente
mencionadas en el presente documento o cualquier proteina de gluten que causa enfermedad celiaca), tales
secuencias equivalentes corresponderan a un fragmento de una proteina de gluten generalmente tratada
(parcialmente o completamente) con transglutaminasa. Tales péptidos equivalentes se pueden determinar alineando
las secuencias de otras proteinas de gluten con la proteina de gluten de la cual deriva el epitopo original (por
ejemplo, usando cualquiera de los programas mencionados en el presente documento). La transglutaminasa esta
comercialmente disponible (por ejemplo, Sigma T-5398).

El agente que es un analogo es capaz de ser reconocido por un RLT que reconoce (i). Por lo tanto, generalmente
cuando se afiade el analogo a los linfocitos T en presencia de (i), generalmente también en presencia de una célula
presentadora de antigeno (CPA) (tal como cualquiera de las CPA mencionadas en el presente documento), el
andlogo inhibe el reconocimiento de (i), es decir, el analogo es capaz de competir con (i) en tal sistema.

El analogo puede ser uno que es capaz de unirse al RLT que reconoce (i). Tal unién se puede ensayar mediante
técnicas estandar. Tales RLT se pueden aislar de los linfocitos T que se ha demostrado que reconocen (i) (por
ejemplo, usando el método de la invencidon). La demostracion de la unién del analogo a los RLT, a continuacion, se
puede demostrar determinando si los RLT inhiben la unién del andlogo a una sustancia que une el analogo, por
ejemplo, un anticuerpo al analogo. Generalmente el analogo se une a una molécula MHC de clase Il (por ejemplo,
HLA-DQ?2) en tal inhibicion del ensayo de union.
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Generalmente el analogo inhibe la unién de (i) a un RLT. En este caso se disminuye la cantidad de (i) que se une al
RLT en presencia del analogo. Esto es porque el analogo es capaz de unirse al RLT y, por lo tanto, compite con (i)
para unirse al RLT.

Los linfocitos T para su uso en los anteriores experimentos de unién se pueden aislar de pacientes con enfermedad
celiaca, por ejemplo, con la ayuda del método de la invencién. Otras caracteristicas de union del analogo también
pueden ser las mismas que (i), y, por tanto, generalmente el analogo se une a la misma molécula MHC de clase Il a
la cual se une el péptido (HLA-DQ2 o -DQ8). Generalmente el analogo se une a los anticuerpos especificos para (i)
y, por tanto, inhibe la unién de (i) a tales anticuerpos.

El andlogo es un péptido. Puede tener homologia con (i), generalmente al menos 70 % de homologia,
preferiblemente al menos 80, 90 %, 95 %, 97 % o 99 % de homologia con (i), por ejemplo, sobre una regién de al
menos 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 o mas (tal como la longitud entera del analogo y/o (i), o a través de la region
gue contacta con el RLT o se une a la molécula MHC) aminoéacidos contiguos. En la técnica se conocen métodos de
medicién de homologia de proteina y se entendera por los expertos en la técnica que en el presente contexto, la
homologia se calcula sobre la base de la identidad del aminoacido (a veces referido como “homologia dura”).

Por ejemplo, el Paquete UWGCG proporciona el programa BESTFIT que se puede usar para calcular homologia
(por ejemplo, usado con sus ajustes por defecto) (Devereux y col. (1984) Nucleic Acids Research 12, p387-395). Los
algoritmos PILEUP y BLAST se pueden usar para calcular homologia o alinear secuencias (generalmente 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 programa para la realizacién de los andlisis BLAST esta puUblicamente disponible a través del “National Center for
Biotechnology Information” en Internet en, por ejemplo, “www.ncbi.nim.nih.gov/”. Este algoritmo implica identificar
primero el par de secuencia de alta puntuacion (HPS) identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia
cuestionada que o bien empareja o satisface alguna puntuacion umbral valorada T como positiva cuando se alinea
con una palabra de la misma longitud en una secuencia de base de datos. T se refiere al umbral de puntuacién de
palabra de alrededor (Altschul y col., supra). Estas correspondencias de palabra de alrededor iniciales actian como
semillas para la iniciacién de basquedas para encontrar HSP que las contienen. Las correspondencias de palabra se
extienden en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia tan lejos como la puntuacion de alineamiento
acumulativo se pueda incrementar. Las extensiones para las correspondencias de palabra en cada direccion se
paran cuando: la puntuacion de alineamiento acumulativo disminuye en la cantidad X de su maximo valor alcanzado;
la puntuacion acumulativa va a cero o por debajo, debido a la acumulacién de uno o mas alineamientos de residuo
de puntuacion negativa; o se alcanza el final de cada secuencia. Los parametros del algoritmo BLAST W, Ty X
determinan la sensibilidad y la rapidez del alineamiento. El programa BLAST usa por defecto una longitud de palabra
(W) de 11, la matriz de puntuacion BLOSUM62 (véase Henikoff y Henikoff (1992) Pro. Natl. Acad. Sci. USA
89:10.915-10.919) alineamientos (B) de 50, expectacién (E) de 10, M=5, N=4, y una comparacion de ambas
cadenas.

El algoritmo BLAST realiza un andlisis estadistico de la similitud entre dos secuencias; véase, por ejemplo, Karlin y
Altschul (1993) Proc. Natl. Acad Sci. USA 90:5.873-5.787. Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo
BLAST es la probabilidad de suma mas pequefia (P(N)), lo cual proporciona un indicio de la probabilidad por la cual
un emparejamiento entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos ocurririan por casualidad. Por ejemplo, una
secuencia se considera similar a otra secuencia si la probabilidad de suma més pequefia en comparacion de la
primera secuencia con la segunda secuencia es menos de aproximadamente 1, preferiblemente menos de
aproximadamente 0,1, mas preferiblemente menos de aproximadamente 0,01, y lo més preferiblemente menos de
aproximadamente 0,001.

Los analogos peptidicos homdlogos generalmente difieren de (i) por 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 mas mutaciones (las
cuales pueden ser sustituciones, deleciones o inserciones). Estas mutaciones se pueden medir a través de
cualquiera de las regiones anteriormente mencionadas en relacion con el célculo de homologia. Las sustituciones
preferiblemente son “conservadoras”. Estas se definen segln la siguiente Tabla. Los aminoacidos en el mismo
bloque en la segunda columna y preferiblemente en la misma linea en la tercera columna se pueden sustituir uno
por otro:

GAP
ILV
CSTM
NQ
DE

KR
AROMATICO HFWY

No polar

ALIFATICO | Polar- no cargado

Polar — cargado
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Generalmente, los aminoacidos en el analogo en las posiciones equivalentes a aminoacidos en (i) que contribuyen a
la unioén de la molécula MHC o que son responsables del reconocimiento por el RLT, son los mismos o conservados.

Generalmente el péptido analogo comprende una o mas modificaciones, las cuales pueden ser modificaciones post-
traduccién naturales o modificaciones artificiales. La modificacion puede proporcionar un resto quimico
(generalmente por sustitucion de un hidrégeno, por ejemplo, un enlace C-H), tal como un grupo amino, acetilo,
hidroxi o halégeno (por ejemplo, flior) o grupo carbohidrato. Generalmente la modificacion esta presente en el
terminal N o C.

El anadlogo puede comprender uno o0 mas aminoacidos no naturales, por ejemplo, aminoacidos con una cadena
lateral diferente de los aminoacidos naturales. En general, el aminoacido no natural tendra un terminal N y/o terminal
C. El amino&cido no natural puede ser un L- o un D-aminoécido.

Generalmente el analogo tiene una forma, tamafio, flexibilidad o configuracién electronica que es basicamente
similar a (i), Generalmente es un derivado de (i).

En una realizacion el agente se une a una molécula MHC de clase Il (o0 un fragmento de la misma capaz de unirse al
agente). 2, 3, 4 o mas de tales complejos pueden estar asociados o unidos uno a otro, por ejemplo, usando un
sistema basado en biotina/estreptavidina, en el cual generalmente 2, 3 0 4 moléculas MHC marcadas con biotina se
unen a un resto de estreptavidina. Este agente unido generalmente inhibe la unién del complejo (i)/MHC de clase Il a
un RLT o anticuerpo que es especifico para el complejo.

El analogo generalmente se disefia por medios computacionales y, a continuacion, se sintetiza usando métodos
conocidos en la técnica. Alternativamente el andlogo se puede seleccionar de una biblioteca de compuestos. La
biblioteca puede ser una biblioteca combinatoria o una biblioteca de expresion, tal como una biblioteca de expresion
en fagos. La biblioteca de compuestos puede estar expresada en la biblioteca de expresion en la forma de estar
unida a una molécula MHC de clase II, tal como HLA-DQ2 o -DQ8. Los andlogos generalmente se seleccionan de la
biblioteca basadndose en su capacidad de imitar las caracteristicas de union (i). Por tanto, se pueden seleccionar
baséandose en la capacidad de unién a un RLT o anticuerpo que reconoce (i).

Generalmente los analogos seran reconocidos por linfocitos T a al menos en la misma medida que cualquiera de los
agentes (i), por ejemplo, al menos en la misma medida que el epitopo equivalente es reconocido en cualquiera de
los ensayos descritos en el presente documento, generalmente usando linfocitos T de pacientes con enfermedad
celiaca. Los analogos se pueden reconocer a esta medida in vivo y, por tanto, pueden ser capaces de inducir
sintomas de enfermedad celiaca a al menos en la misma medida que cualquiera de los agentes mencionados en el
presente documento (por ejemplo, en un paciente humano o modelo animal).

Los anélogos se pueden identificar en un método que comprende determinar si una sustancia candidata es
reconocida por un receptor de linfocito T que reconoce un epitopo de la invencion, indicando el reconocimiento de la
sustancia que la sustancia es un anélogo. Tales RLT pueden ser cualquiera de los RLT mencionados en el presente
documento, y pueden estar presentes sobre los linfocitos T. Cualquier ensayo adecuado mencionado en el presente
documento se puede usar para identificar el analogo. En una realizacion este método se lleva a cabo in vivo. Como
se ha mencionado anteriormente los analogos preferidos se reconocen a al menos en la misma medida que el
epitopo equivalente, y asi el método se puede usar para identificar analogos que se reconocen en esta medida.

En una realizacion el método comprende determinar si una sustancia candidata es capaz de inhibir el
reconocimiento de un epitopo de la invencién, indicando la inhibicion del reconocimiento que la sustancia es un
anélogo.

El agente puede ser un producto que comprende al menos 2, 5, 10 o 20 agentes definidos por (i) o (ii).
Generalmente la composicién comprende epitopos de la invencion (o analogos equivalentes) de diferentes proteinas
de gluten, tales como cualquiera de las especies o variedades de o tipos de proteina de gluten mencionadas en el
presente documento. Composiciones preferidas comprenden al menos un epitopo de la invencion, o analogo
equivalente, de todos los glutenes presentes en cualquiera de las especies 0 variedades mencionadas en el
presente documento, o de 2, 3, 4 o0 mas de las especies mencionadas en el presente documento (tales como del
panel de especies que consisten en trigo, centeno, cebada, avena y triticale). Por tanto, el agente puede ser
monovalente o multivalente.

Segun ciertas realizaciones de la invencion, el agente no tiene o no esta basado en una secuencia descrita en los
documentos WO 02/083722 y/o WO 01/25793 y/o W003/104273 y/o enumerada en cualquiera de las SEQ ID NO:
1555-1577, 1580-1581, 1584-1586, 1594-1599, 1621-1622 y/o no es un agente derivado de A-gliadina, cuya
secuencia es dada en la Figura 10.
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Diagnéstico

Como se mencioné anteriormente el método de diagnostico de la invencion se puede basar en la deteccion de los
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 incluyen el uso anteriormente mencionado)
generalmente son linfocitos T que se han sensibilizado previamente in vivo a una o mas proteinas de gluten. Como
se mencion6 anteriormente se ha encontrado que tales linfocitos T experimentados con antigeno estan presentes en
la sangre periférica.

En el método los linfocitos T se pueden poner en contacto con el agente in vitro o in vivo, y determinar si el
reconocimiento de los linfocitos T del agente se puede realizar in vitro o in vivo. Por tanto, la invencion proporciona el
agente para su uso en un método de diagnostico practicado en el cuerpo humano. Se proporcionan diferentes
agentes para uso simultaneo, separado o secuencial en tal método.

El método in vitro generalmente se lleva a cabo en soluciéon acuosa en la que se afiade el agente. La solucion
también comprendera los linfocitos T (y en ciertas realizaciones las CPA discutidas mas adelante). El término “poner
en contacto” usado en el presente documento incluye afiadir la sustancia particular a la solucién.

La determinacion de si los linfocitos T reconocen el agente generalmente se consigue detectando un cambio en el
estado de los linfocitos T en presencia del agente o determinando si los linfocitos T se unen al agente. El cambio en
el estado generalmente esta causado por actividad funcional especifica a antigeno del linfocito T después de que
RLT 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 en el estado del linfocito T puede ser el comienzo de o el incremento en la secrecién de una sustancia del
linfocito T tal como citoquina, especialmente IFN-y, IL-2 o TNF-a. La determinacion de la secrecion de IFN-y es
particularmente preferida. La sustancia generalmente se puede detectar dejando que se una a un agente de union
especifico y, a continuacion, midiendo la presencia del complejo agente de unidn especifico/sustancia. El agente de
union especifico generalmente es un anticuerpo, tal como anticuerpos policlonales o0 monoclonales. Los anticuerpos
a citoquinas estan comercialmente disponibles, o se pueden producir usando técnicas estandares.

Generalmente el agente de union especifico se inmoviliza sobre un soporte soélido. Después de que se permita que
la sustancia se una al soporte sélido opcionalmente se puede lavar para separar el material que no se une
especificamente al agente. El complejo agente/sustancia se puede detectar usando un segundo agente de unién
que se unira al complejo. Generalmente 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 preferiblemente es un anticuerpo y estd marcado directa o
indirectamente por un marcador detectable.

Por tanto, el segundo agente puede ser detectado por un tercer agente que generalmente esta marcado directa o
indirectamente por un marcador detectable. Por ejemplo, el segundo agente puede comprender un resto de biotina,
permitiendo la deteccién por un tercer agente que comprende un resto de estreptavidina y generalmente 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 IFN-y secretado del linfocito T esta unido por un primer anticuerpo especifico a IFN-y que
esta inmovilizado sobre un soporte solido. A continuacion, se detecta el IFN-y unido usando un segundo anticuerpo
especifico a IFN-y que estd marcado con un marcador detectable. Tal anticuerpo marcado se puede obtener de
MABTECH (Estocolmo, Suecia). Otros marcadores detectables que se pueden usar se describen mas adelante.

El cambio en el estado del linfocito T que se puede medir puede ser el incremento en la absorcidn de sustancias por
el linfocito T, tal como la absorcién de timidina. El cambio en el estado puede ser un incremento en el tamafio de los
linfocitos T, o la proliferacién de los linfocitos T, o un cambio en los marcadores de superficie celular sobre el linfocito
T.

En una realizacion el cambio de estado se detecta midiendo el cambio en la expresion intracelular de las proteinas,
por ejemplo, el incremento en la expresion intracelular de cualquiera de las citoquinas anteriormente mencionadas.
Tales cambios intracelulares se pueden detectar poniendo en contacto el interior del linfocito T con un resto que se
une 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 RLT el agente se une a una molécula MHC de clase Il (generalmente HLA-DQ2
0 -DQ8), que generalmente esta presente sobre la superficie de una célula presentadora de antigeno (CPA). Sin
embargo, como se menciona en el presente documento, otros agentes pueden unirse a un RLT sin la necesidad de
unirse también a una molécula MHC.
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Generalmente los linfocitos T que se ponen en contacto en el método se cogen del individuo en una muestra de
sangre, aunque se pueden usar otros tipos de muestras que contienen linfocitos T. La muestra se puede afadir
directamente al ensayo o se puede primero procesar. Generalmente el procesamiento puede comprender dilucién de
la muestra, por ejemplo, con agua o tampon. Generalmente la muestra se diluye de 1,5 a 100 veces, por ejemplo, 2
a5005a 10 veces.

El procesamiento puede comprender separacion de componentes de la muestra. Generalmente se separan células
mononucleares (CM) de las muestras. Las CM comprenderan los linfocitos T y CPA. Por tanto, en el método las CPA
presentes en las CM separadas pueden presentar el péptido a los linfocitos T. En otra realizacion solamente los
linfocitos T, tales como solamente los linfocitos T CD4, se pueden purificar de la muestra. CMSP, CM vy linfocitos T
se pueden separar de la muestra usando técnicas conocidas en la técnica, tales como las descritas en Lalvani y col
(1997) J. Exp. Med. 186, p859-865.

En una realizacion, los linfocitos T usados en el ensayo estan en forma de muestras no procesadas o diluidas, o son
linfocitos T recién aislados (tal como en forma de CM o CMSP recién aisladas) que se usan directamente ex vivo, es
decir, no se cultivan antes de ser usados en el método. Por tanto, los linfocitos T no se han vuelto a estimular de una
manera especifica a antigeno in vitro. Sin embargo, los linfocitos T se pueden cultivar antes de su uso, por ejemplo,
en presencia de uno o mas de los agentes, y generalmente también citoquinas que promueven el crecimiento
exogeno. Durante el cultivo el(los) agente(s) generalmente esta(n) presente(s) sobre la superficie de CPA, tales
como la CPA usada en el método. El precultivo de los linfocitos T puede conducir a un incremento en la sensibilidad
del método. Por tanto, los linfocitos T se pueden convertir en linea celulares, tales como lineas celulares de corto
plazo (por ejemplo, como se describe en Ota y col (1990) Nature 346, p183-187).

La CPA que generalmente esta presente en el método puede ser del mismo individuo que el linfocito T o de un
hospedador diferente. La CPA puede ser una CPA de origen natural o una CPA artificial. La CPA es una célula que
es capaz de presentar el péptido a un linfocito T. Generalmente es un linfocito B, célula dendritica 0 macrofago.
Generalmente se separa de la misma muestra que el linfocito T y generalmente esta purificada juntamente con el
linfocito T. Por tanto, la CPA puede estar presente en CM o CMSP. La CPA generalmente es una célula ex vivo
recién aislada o una célula cultivada. Puede estar en forma de una linea celular, tal como una linea celular a corto
plazo o inmortalizada. La CPA puede expresar moléculas MHC de clase Il vacias sobre su superficie.

En el método se pueden usar uno o mas agentes (diferentes). Generalmente los linfocitos T derivados de la muestra
se pueden colocar en un ensayo con todos los agentes que se pretende ensayar o los linfocitos T se pueden dividir y
colocar en ensayos separados cuada uno de los cuales contiene uno o mas de los agentes.

La invencién también proporciona los agentes tales como dos o més de cualquiera de los agentes mencionados en
el presente documento (por ejemplo, las combinaciones de agentes que estdn presentes en el agente de
composicion discutido anteriormente) para separar simultdneamente o usar secuencialmente (por ejemplo, para su
uso in vivo).

En una realizacion el agente por si mismo se afiade directamente a un ensayo que comprende linfocitos T y CPA.
Como se discutié anteriormente los linfocitos T y CPA en tal ensayo podria estar en forma de CM. Cuando se usan
agentes que pueden ser reconocidos por el linfocito T sin la necesidad de presentacion por CPA, a continuacién, no
se requiere CPA. Los analogos que imitan el (i) original unido a una molécula MHC son un ejemplo de tal agente.

En una realizacion se suministra el agente a la CPA en ausencia del linfocito T. A continuacion, se suministra la CPA
al linfocito T, generalmente después de dejar que presente el agente sobre su superficie. El péptido se puede haber
absorbido dentro de la CPA y presentado, o simplemente absorbido sobre la superficie sin entrar dentro de la CPA.

La duracion durante la cual el agente esta en contacto con los IlnfOC|tos T variara dependiendo del metodo usado
para determinar el reconocimiento del péptido. Generalmente 10° a 10/, preferiblemente 5x10° a 10° CMSP se
anaden a cada ensayo. En el caso en el que el agente se afiade dlrectamente al ensayo su concentracion es de 10"
a10° pg/ml, preferiblemente 0,5 a 50 pg/ml o 1 a 10 pg/ml.

Generalmente la duracién del tiempo durante el que se incuban los linfocitos T con el agente es de 4 a 24 horas
preferiblemente 6 a 16 horas. Cuando se usan CMSP ex vivo se ha encontrado que se pueden incubar 0, 3x10°
CMSP en 10 pg/ml de péptido durante 12 horas a 37 °C.

La determinacion del reconocimiento del agente por los linfocitos T se pueden hacer midiendo la unién del agente a
los linfocitos T (esto se puede llevar a cabo usando cualquier formato de ensayo de unién adecuado discutido en el
presente documento). Generalmente los linfocitos T que se unen al agente se pueden clasificar basandose en esta
unién, por ejemplo, usando una maquina de FACS. La presencia de linfocitos T que reconocen el agente se
considerara que se da si la frecuencia de células clasificadas usando el agente esta por enC|ma de un valor ‘control”.
La frecuencia de los linfocitos T experimentados con antigeno generalmente es de 1 de 10° a 1 de 10°, y por lo tanto
se puede determinar si las células clasificadas son o no linfocitos T experimentados con antigeno.
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La determinacion del reconocimiento del agente por los linfocitos T se pueden medir in vivo. Generalmente el agente
se administra al hospedador y, a continuacién, se puede medir una respuesta que indica el reconocimiento del
agente. El agente generalmente se administra intradérmicamente o epidérmicamente. El agente generalmente se
administra poniéndolo en contacto con el exterior de la piel, y se puede retener en el sitio con la ayuda de un apdsito
o vendaje. Alternativamente, el agente se puede administrar con una aguja, tal como por inyeccion, pero también se
puede administrar por otros métodos tales como balistica (por ejemplo, las técnicas balisticas que se pueden usar
para administrar acidos nucleicos). El documento EP-A-0693119 describe técnicas que generalmente se pueden
usar para administrar el agente. Generalmente, se administra de 0,001 a 1.000 pg, por ejemplo, de 0,01 a 100 ug o
0,1 a 10 ug de agente.

En una realizacion se puede administrar un producto que es capaz de proporcionar el agente in vivo. Por tanto, se
puede administrar un polinucleétido capaz de expresar el agente, generalmente en cualquiera de los modos
anteriormente descritos para la administracion del agente. El polinucleédtido generalmente tiene cualquiera de las
caracteristicas del polinucleétido proporcionado por la invencion que se discute mas adelante. El agente se expresa
a partir del polinucleétido in vivo. Generalmente se administra de 0,001 a 1.000 ug, por ejemplo, de 0,01 a 100 ug o
0,1 a 10 ug de polinucleétido.

El reconocimiento del agente administrado a la piel generalmente esta indicado por la ocurrencia de la inflamacion
(por ejemplo, induracién, eritema o edema) en el sitio de administraciéon. Esto generalmente se mide por examen
visual del sitio.

El método de diagndstico basado en la deteccién de un anticuerpo que une al agente generalmente se lleva a cabo
poniendo en contacto una muestra del individuo (tal como cualquiera de las muestras mencionadas en el presente
documento, opcionalmente procesadas de cualquier manera anteriormente mencionada) con el agente y
determinando si un anticuerpo en la muestra une al agente, indicando tal uniéon que el individuo tiene, o es
susceptible a enfermedad celiaca. Se puede usar cualquier formato adecuado de ensayo de union, tal como
cualquiera de tales formatos mencionados en el presente documento.

Terapia

La identificacion del epitopo inmunodominante y otros epitopos descritos en el presente documento permite que se
produzcan productos terapéuticos que guian los linfocitos T que reconocen este epitopo (siendo tales linfocitos T
unos que participan en la respuesta inmunitaria frente a proteinas de gluten). Estos descubrimientos también
permiten la prevencion o el tratamiento de enfermedad celiaca por supresion (por induccion de
inmunotolerancia(tolerization)) de un anticuerpo o respuesta de linfocito T a el(los) epitopo(s).

Ciertos agentes de la invencion unen al RLT que reconoce el epitopo de la invencién (medido usando cualquiera de
los ensayos de unién anteriormente discutidos) y causan induccion de inmunotolerancia del linfocito T que lleva el
RLT. Tales agentes, opcionalmente en asociacion con un vehiculo, por lo tanto, se pueden usar para prevenir o
tratar enfermedad celiaca.

Generalmente la induccion de inmunotolerancia puede ser causada por los mismos péptidos que pueden (después
de ser reconocidos por el RLT) causar actividad funcional especifica a antigeno del linfocito T (tal como tal actividad
mencionada en el presente documento, por ejemplo, secrecién de citoquinas). Tales agentes causan induccion de
inmunotolerancia cuando se presentan al sistema inmunitario en un contexto de “induccién de inmunotolerancia”.

La induccién de inmunotolerancia conduce a una disminucion en el reconocimiento de un linfocito T o epitopo de
anticuerpo por el sistema inmunitario. En el caso de un epitopo de linfocito T esto puede ser causado por la delecién
0 anergizacion de los linfocitos T que reconocen el epitopo. Por tanto, se disminuye la actividad del linfocito T (por
ejemplo, medida en ensayos adecuados mencionados en el presente documento) en respuesta al epitopo. La
induccion de inmunotolerancia de una respuesta de anticuerpo significa que se produce una cantidad disminuida del
anticuerpo especifico al epitopo cuando se administra el epitopo.

Se conocen métodos de presentacion de antigenos al sistema inmunitario en dicho contexto 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
causar inducciéon de inmunotolerancia, tales como oral, nasal o intraperitoneal. La inducciéon de inmunotolerancia
también se puede conseguir por células dendriticas y péptidos que presentan tetrameros. Se pueden administrar
(por ejemplo, en una composicién que también comprende el agente) productos particulares que causan induccion
de inmunotolerancia al individuo. Tales productos incluyen citoquinas, tales como citoquinas que favorecen una
respuesta Th2 (por ejemplo, IL-4, TGF-B; o IL-10). Se pueden administrar productos o agente a una dosis que causa
induccion de inmunotolerancia.

En una realizacién, los agentes de induccién de inmunotolerancia (inmunotolerancia de linfocito T y anticuerpo)

estan presentes en una composicion que comprende al menos 2, 4, 6 0 mas agentes que inducen inmunotolerancia
a diferentes epitopos de la invencion, por ejemplo, a las combinaciones de epitopos anteriormente discutidas en
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relacion con los agentes que son un producto que comprende mas de una sustancia.
Prueba de si una composicion es capaz de causar enfermedad celiaca

Como se mencioné anteriormente la invencién proporciona un método de determinacion de si una composicion es
capaz de causar enfermedad celiaca que comprende detectar la presencia de una secuencia de proteina que es
capaz de ser modificada por una transglutaminasa como la secuencia que comprende el agente o epitopo de la
invencion (tal actividad de la transglutaminasa puede ser una actividad de transglutaminasa intestinal humana).

Generalmente esto se realiza usando 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 formacién de complejo secuencia/resto y
se usa para establecer la presencia del agente. Tal resto puede ser cualquier sustancia adecuada (o tipo de
sustancia) mencionada en el presente documento, y generalmente es un anticuerpo especifico. Se puede usar
cualquier formato adecuado del ensayo de unién (tal como los mencionados en el presente documento).

En una realizacion, la composicion se pone en contacto con al menos 2, 5, 10 o mas anticuerpos que son
especificos para epitopos de la invencion de diferentes proteinas de gluten, por ejemplo, un panel de anticuerpos
capaces de reconocer las combinaciones de epitopos anteriormente discutidos en relacion con los agentes de la
invencion que son un producto que comprende mas de una sustancia.

La composicién generalmente comprende material de una planta que expresa una proteina de gluten que es capaz
de causar enfermedad celiaca (por ejemplo, cualquiera de las proteinas de gluten o plantas mencionadas en el
presente documento). Tal material puede ser una parte de la planta, tal como un producto recolectado (por ejemplo,
semilla). El material puede ser productos procesados del material vegetal (por ejemplo, tal producto mencionado en
el presente documento), tal como una harina o alimento que comprende la proteina de gluten. El procesamiento de
material alimenticio y el ensayo en los ensayos de unién adecuados es rutinario, por ejemplo, como se menciona en
Kricka L.J., J. Biolumin. Chemilumin. 13, 189-93 (1998).

Ensayos de union

La determinacion de la union entre cualquiera de las dos sustancias mencionadas en el presente documento se
puede hacer midiendo una caracteristica de una o ambas sustancias que cambia tras la unién, tal como un cambio
espectroscopico.

El formato del ensayo de unién puede ser un sistema “de desplazamiento de banda”. Esto implica determinar si la
presencia de una sustancia (tal como una sustancia candidata) avanza o retarda el progreso de la otra sustancia
durante la electroforesis en gel.

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

Kits

La invencion también proporciona un kit para llevar a cabo el método que comprende uno 0 mas agentes y un medio
para detectar el reconocimiento del agente por el linfocito T. Generalmente, se proporcionan los diferentes agentes
para su uso simultaneo, separado o secuencial. Generalmente, los medios para detectar el reconocimiento permiten
0 ayudan a la deteccién basandose en las técnicas anteriormente discutidas.

Por tanto, los medios pueden permitir la deteccién de una sustancia secretada por los linfocitos T después del
reconocimiento. Por tanto, el kit puede incluir adicionalmente un resto de union especifico para la sustancia, tal como
un anticuerpo. El resto generalmente especifico para IFN-y. El resto generalmente esta inmovilizado sobre un
soporte sdlido. Esto significa que después de la union al resto la sustancia seguira en la proximidad del linfocito T
que lo secretd. Por tanto, se forman “manchas” del complejo sustancia/resto sobre el soporte, representando cada
mancha un linfocito T que esta secretando la sustancia. La cuantificacién de las manchas, y generalmente la
comparacion frente a un control, permite la determinacién del reconocimiento del agente.

El kit también puede comprender un medio para detectar el complejo sustancia/resto. Un cambio detectable se
puede dar en el propio resto después de unirse a la sustancia, tal como un cambio de color. Alternativamente, se
puede permitir que un segundo resto directa o indirectamente marcado para la deteccion se una al complejo
sustancia/resto para permitir la determinacion de las manchas. Como se discutié anteriormente el segundo resto
puede ser especifico para la sustancia, pero se une a un sitio diferente sobre la sustancia que el primer resto.

El soporte inmovilizado puede ser una placa con pocillos, tal como una placa de microtitracion. Por lo tanto, cada
ensayo se puede llevar a cabo en un pocillo separado en la placa.
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Ademas, el kit puede comprender medio para los linfocitos T, restos de deteccion o tampones de lavado para usarse
en las etapas de deteccion. El kit ademas puede comprender reactivos adecuados para la separacion de la muestra,
tal como la separacion de CMSP 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 permite la administracién del agente, tal como la administracion
intradérmica o epidérmica. Generalmente tal instrumento comprende apoésito, vendaje o0 una o mas agujas. El
instrumento puede permitir administracién balistica del agente. El agente en el kit puede estar en forma de una
composicion farmacéutica.

El kit también puede comprender controles, tales como controles positivos 0 negativos. El control positivo puede
permitir que se ensaye el sistema de deteccion. Por tanto, el control positivo generalmente imita el reconocimiento
del agente en cualquiera de los métodos anteriores. Generalmente en los kits disefiados para determinar el
reconocimiento in vitro el control positivo es una citoquina. En el kit disefiado para detectar el reconocimiento in vivo
del agente el control positivo puede ser antigeno al cual la mayoria de los individuos deberia responder.

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 invencion también proporciona anticuerpos monoclonales o policlonales que especificamente reconocen los
agentes (tales como el epitopo de la invencién) de la invencién, y métodos de produccion de tales anticuerpos. Los
anticuerpos de la invencion se unen especificamente a estas sustancias de la invencion.

Con los propésitos de esta invencion, el término “anticuerpo” incluye fragmentos de anticuerpo tal como Fv, F(ab)
F(ab’)2 asi como anticuerpos de cadena sencilla.

Un método para producir un anticuerpo policlonal comprende inmunizar un animal hospedador adecuado, por
ejemplo, un animal experimental, con el inmundgeno y aislar inmunoglobulinas del suero. Por lo tanto, el animal
puede ser inoculado con el inmundgeno, posteriormente sacar sangre del animal y purificar la fraccion de IgG. Un
método para producir un anticuerpo monoclonal comprende inmortalizar células que producen el anticuerpo
deseado. Se pueden producir células de hibridoma fusionando 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 por un procedimiento
convencional. Los hibridomas se pueden dejar crecer en cultivo o inyectar intraperitonealmente para la formacion de
fluido de ascitis o dentro de la corriente sanguinea de un hospedador alogénico o hospedador inmunocomprometido.
Se puede preparar anticuerpo humano por inmunizacion in vitro de linfocitos humanos, seguido de transformacion de
los linfocitos con virus Epstein-Barr.

Para la produccion de anticuerpos tanto monoclonales como policlonales, el animal experimental es adecuadamente
una cabra, conejo, rata o raton. Si se desea, el inmunégeno se puede administrar como un conjugado en el que se
acopla el inmunégeno, por ejemplo por una cadena lateral de uno de los residuos de aminoacidos, a un vehiculo
adecuado. La molécula vehiculo generalmente es un vehiculo fisiolégicamente aceptable. El anticuerpo obtenido se
puede aislar y, si se desea, purificar.

El agente o anticuerpo de la invencioén, puede llevar un marcador detectable. Se prefieren marcadores detectables
gue permiten la deteccion de la sustancia secretada por inspeccion visual, opcionalmente con la ayuda de un medio
de ampliacion 6ptica. Tal sistema se basa generalmente en un marcador enzimatico que causa cambio de color en
un sustrato, por ejemplo, fosfatasa alcalina que causa un cambio de calor en un sustrato. Tales sustratos estan
comercialmente disponibles, por ejemplo, en BioRad. Otros marcadores adecuados inclug/en otras enzimas tales
como peroxidasa, o marcadores de proteina, tal como biotina; o radiois6topos, tales como P 0 *°S. Los anteriores
marcadores se pueden detectar usando técnicas conocidas.

Los agentes o anticuerpos de la invencion pueden estar en forma basicamente purificada. Pueden estar en forma
basicamente aislada, en cuyo caso generalmente comprenderan al menos 80 %, por ejemplo, al menos 90, 95, 97 o
99 % del péptido, anticuerpo o masa seca en la preparacion. El agente o anticuerpo generalmente esta basicamente
libre de otros componentes celulares. El agente o anticuerpo se puede usar en tal forma basicamente aislada,
purificada o libre en el método o estar presente en tales formas en el kit.

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

La dosis de las sustancias se puede ajustar seguin diversos parametros, especialmente segun el agente usado; la
edad, peso y afeccion del paciente a tratar; el modo de administracién usado; la gravedad de la afeccion a tratar; y el
régimen clinico requerido. Como guia, la cantidad de sustancia administrada por la inyeccién es adecuadamente de
0,01 mg/kg a 30 mg/kg, preferiblemente de 0,1 mg/kg a 10 mg/kg.

Las vias de administracion y dosis descritas estan previstas solamente como guia puesto que un experto sera capaz
de determinar facilmente la via 6ptima de administracion y la dosis para cualquier paciente particular y afeccion.

Por tanto, las sustancias de la invencion se pueden usar en un método de tratamiento del cuerpo humano o animal,
o0 en un método diagndstico practicado sobre el cuerpo humano. En particular, se pueden usar en un método de
tratamiento o prevencién de la enfermedad celiaca. La invencion también proporciona los agentes para su uso en un
método de fabricacion de un medicamento para tratar o prevenir la enfermedad celiaca. Por tanto, la invencion
proporciona un método de prevencion o tratamiento de la enfermedad celiaca que comprende administrar a un
humano en necesidad del mismo una sustancia de la invencion (generalmente una cantidad eficaz no toxica de la
misma).

El agente de la invencién se puede producir usando técnicas quimicas sintéticas estandar, tales como por el uso de
un sintetizador automatizado. El agente se puede producir de un polipéptido mas largo, por ejemplo, una proteina de
fusién, cuyo polipéptido generalmente comprende la secuencia del péptido. El péptido se puede derivar del
polipéptido, por ejemplo, hidrolizando el polipéptido, tal como usando una proteasa; o rompiendo fisicamente el
polipéptido. El polinucledtido de la invencion se puede producir usando técnicas estandar, tal como usando un
sintetizador.

Desamidacion

Cuando una sustancia descrita en el presente documento incluye un residuo GIn, la invencion también proporciona
esa secuencia en la que el residuo GIn se ha desamidado a un residuo Glu. Uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5,
etc.) residuo(s) GIn por secuencia se pueden desamidar, pero cuando hay mas de un residuo Gin, no todos ellos se
deben desamidar. Preferiblemente, los residuos GIn que se desamidan son aquellos susceptibles a desamidacion
por transglutaminasa.

En el listado de secuencia se dan ejemplos en los que GIn se pueden desamidar. Por ejemplo, el residuo 4 de la
SEQ ID NO: 1 puede ser un residuo GIn o un residuo Glu, el residuo 6 de la SEQ ID NO: 2 puede ser un residuo GIn
0 un residuo Glu, los residuos 4 y 7 de la SEQ ID NO: 6 pueden ser cada uno independientemente residuos Gin o
Glu, etc. Los residuos GIn que son susceptibles a desamidacion, y sus homologos Glu desamidados, se refieren
como residuos “GIx”.

Cuando el agente incluye mas de un residuo Glx, estos se pueden disponer en cualquier configuracion. Por ejemplo,
los residuos Glx pueden ser residuos consecutivos, y/o pueden estar separados por otro u otros mas (por ejemplo, 1,
2, 3, 4,5, 6,7, 8, etc.) residuos. Como se mencion6 anteriormente, para los epitopos HLA-DQS8, el agente
preferiblemente comprende un residuo GlIx que esta separado por siete residuos de otro residuo GIx. Los agentes
preferidos de la invencion son agentes desamidados, es decir, el agente comprende el uno o mas residuos GlIx en la
forma de Glu. Esto se puede conseguir de diversos modos, por ejemplo, incluyendo residuos Glu durante la
produccion, o convirtiendo residuos GIn en Glu por desamidacion. La conversacion de GIn a Glu se puede conseguir
tratando un agente que contiene residuos GIn que son susceptibles a desamidacion con un agente de desamidacion.
El uno o mas residuos GIn preferiblemente se desamidan a Glu por transglutaminasa, por ejemplo, como se describe
en los ejemplos.

El experto en la técnica sera capaz de determinar que los residuos GIn particulares en el agente son susceptibles a
la desamidacion y, por tanto, que los residuos deberian ser residuos Glu que surgen de la desamidacion de un
residuo GIn. Por ejemplo, secuencias que contienen GIn susceptibles de desamidacion por transglutaminasa
generalmente conforme a un motivo: por ejemplo, QXPX, QXPF(Y), QXX(FYMILVW), QXPF, QXX(FY),
PQ(QL)P(FY)P. Por ejemplo, la secuencia PQ(QL)P(FY) P facilita la desamidacion de la Q subrayada en la posicion
2 por transglutaminasa.

En particular, se prefieren agentes que comprendan la versién desamidada de la SEQ ID NO: 200 (en donde tales
secuencias no estan ya desamidadas). Lo mas preferiblemente, los agentes de la invencion comprenden la versién
desamidada con transglutaminasa de la SEQ ID NO: 200 (de nuevo, donde no esta ya desamidada). Los analogos
de estos agentes, como se define en el presente documento, también estan incluidos dentro del alcance de la
invencion.
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Ejemplos (Ejemplos de referencia excepto en tanto que estan relacionados con el agente de la presente invencién)
— La invencion se ilustra por los siguientes Ejemplos no limitantes:

Biblioteca de cribado de epitopo de gliadina inicial

En los experimentos iniciales que implican 29 individuos HLA-DQ2+ con enfermedad celiaca en dieta libre de gluten
a largo plazo, se usaron ensayos ELISPOT de interferén gamma para investigar un Pepset previo (descrito en el
documento WO 03/104273) inicialmente como conjuntos de péptidos y a continuacién en 15 sujetos como péptidos
individuales con y sin desamidacién por tTG. Esta biblioteca de Pepset consistia en 652 péptidos de gliadina 20mero
que abarcaban todos los 12meros Unicos contenidos dentro de todas las entradas de Genbank descritas como
gliadinas de trigo encontradas en septiembre de 2001. Esta biblioteca de Pepset se disefidé “manualmente” a partir
de secuencias de proteina derivadas de gen alineadas usando el programa informatico ClustalW (MegAlign)
ordenado en grupos filogenéticos.

Aproximadamente se proporcionaron 0,6 micromoles de cada uno de los 652 de los 20meros. Dos péptidos 20meros
marcadores se incluyeron en cada conjunto de 96 (VLQQHNIAHGSSQVLQESTY - péptido 161, y
IKDFHVYFRESRDALWKGPG) y se caracterizaron por HPLC de fase inversa y andlisis de secuencia de
aminoacidos. Las purezas promedio de estos péptidos marcadores eran de 19 % y 50 %, respectivamente. Los
péptidos se disolvieron inicialmente en acetonitrilo (10 %) y Hepes 100 mM a 10 mg/ml. La concentracion final de los
péptidos individuales incubados con CMSP para los ensayos ELISpot de IFN-y eran de 20 p/ml. Estos péptidos se
desamidaron por incubacién con tTG tisular de conejillo de indias (Sigma T5398) en la relacion de 100:32 pg/ml
durante dos horas a 37 °C. Las soluciones peptidicas se almacenaron a -20 °C y eran recién descongeladas antes
de usar. Estos estudios se llevaron a cabo en Oxford, UK. Los ensayos ELISpot se realizaron como se describe para
los llevados a cabo en Melbourne, Australia (todos los otros estudios descritos en el presente documento). Los datos
de “Oxford” en relacién con las respuestas del sujeto a péptidos individuales se agruparon con los datos de
“Melbourne” para posterior andlisis de epitopo “minimo” en el “algoritmo EM” (véase mas adelante).

Biblioteca de cribado de epitopo de gliadina de la segunda ronda

Se disefié una biblioteca de epitopo de gliadina de segunda ronda segun las secuencias bioactivas identificadas a
partir de la biblioteca de cribado de epitopo de gliadina inicial de 652 20meros. Se definieron los 20meros de gliadina
con bioactividad media equivalente a >5 % del 20mero de gliadina méas potente (91: PQPFPPQLPYPQPQLPYPQP)
en 15 sujetos HLA-DQ2+ evaluados con todos los 652 20meros desamidados. Puesto que los estudios anteriores
(véase el documento WO 03/104273) indicaron que conjuntos desamidados de este Pepset eran mas potentes que
sin desamidacion, se identificaron los residuos de glutamina dentro de los 20meros bioactivos potencialmente
desamidados por tTG segun el motivo QXPX, QXZ (FYWILVM) en el que X es cualquier aminoacido excepto prolina,
y P es prolina, Z es cualquier aminoacido, y FYWILVM representa aminoacidos hidrofobos (coherentes con los
motivos para desamidacion mediada por tTG publicados por Vader W. y col. J. Exp. Med. 2002 J. Exp. Med.
195:643-649, PCT WO 03/066079, y Fleckenstein B. 2002. J. Biol. Chem. 277:34109-16).

A continuacion, se identificaron péptidos 12mero en los cuales cada sitio de desamidacion potencial podria estar en
la posicion 4, 6 o 7 en el 9mero localizado dentro de la ranura de union de HLA-DQ2 (anclajes de HLA-DQ?2 en estas
posiciones muestran una preferencia para glutamato). A continuacion, se flaquean las secuencias de epitopo nucleo
12mero candidatas con glicina seguido del residuo N terminal presente en el polipéptido de gliadina madre y en el C
terminal por el residuo C terminal presente en el polipéptido de gliadina madre seguido por glicina (es decir,
GXXXXXXXQXXXXXXG).

Se sintetizaron péptidos con glutamina o glutamato en la posiciéon 9. A continuacién, se evaluaron los péptidos (100
pg/ml) (+/- desamidacion por tTG) en ensayos ELISPOT de interferon gamma usando CMSP de 15 voluntarios
celiacos HLA-DQ2+ después de exposicion a gluten. Se analizaron resultados de estos ensayos segun el algoritmo
EM (véase mas adelante). Ademas, se sintetizaron los distintos péptidos mas potentes y se purificaron a >80 %
(Mimotopos) y se evaluaron en ensayos ELISPOT de interferon gamma usando CMSP de 15 voluntarios celiacos
HLA-DQ2+ después de exposicion a gluten de trigo.

Biblioteca de cribado de epitopo de gluten completa

Para hacer practico el disefio de una biblioteca de péptido sustancialmente mayor que abarque todas las proteinas
similares a gliadina y glutenina de trigo, gluten de centeno, cebada y avena (prolaminas), y para confirmar los datos
de la biblioteca de péptidos de gliadina previa, se desarroll6 un algoritmo iterativo para automatizar el disefio de un
conjunto minimo de 20meros que incluian todos los 12meros Unicos (excluyendo las secuencias peptidicas sefial) en
proteinas de gluten. El algoritmo ScanSet se muestra en la Figura 1.

El método ensaya si todos los epitopos peptidicos posibles de un grupo de proteinas son antigenos potenciales en

un intervalo de pacientes. Los epitopos de linfocito T oscilan en tamafio entre 9 y 15 AA. Ensayar todos los posibles
12meros en un conjunto de proteinas, llega a ser rapidamente inviable debido a los altos nimeros.
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En el presente documento usamos el hecho de que, por ejemplo, un péptido 20mero puede cubrir hasta 9 12meros
diferentes. Por lo tanto, desarrollamos un planteamiento combinatorio para cubrir todos los 12meros posibles
representados en una familia de proteinas.

Se generan péptidos largos de 20 aminoacidos (20mero) que se ensayan como antigenos, y que cubren todas las
secuencias de péptido 12mero que existen en el grupo de proteinas. Definimos la longitud de péptidos para generar
como L (por ejemplo, 20) y la longitud de los epitopos que queremos cubrir como S. Desarrollamos un programa
informéatico que genera todos los Lmeros que se dan excepcionalmente de un conjunto de proteinas. Ademas,
generamos todos los Smeros que se dan excepcionalmente a partir de este conjunto de proteinas. A continuacion,
seleccionamos un conjunto de N Lmeros que contiene todas las secuencias de Lmeros. La Figura 1 perfila como
funciona este algoritmo.

El 16 de junio de 2003, los numeros de acceso contenidos en Genbank para 53 gliadinas alfa/beta, 53 gama y 2
omega, y 77 gluteninas BPM y 55 APM de T. aestivum, 59 hordeinas, 14 secalinas y 20 aveninas (véase la Figura
2). En total, ScanSet identificd 18117 12meros Unicos contenidos en los 225 productos génicos de gluten.

Todos los 12meros de gluten Gnicos se podrian subsumir en 2922 20meros. Estos 20meros se sintetizaron en una
biblioteca de péptidos Pepset (Mimotopes Inc., Melbourne, Australia). Se sintetizaron péptidos de Pepset en lotes de
96 (Mimotopes Inc., Melbourne Australia). Se proporcioné aproximadamente 0,7 a 1,3 micromoles de cada uno de
los 2922 20meros. Se incluyeron dos péptidos 20mero marcadores en cada conjunto de 96 (un péptido
representativo de los otros 94 péptidos sobre cada placa particular, y IKDFHVYFRESRDALWKGPG) y se
caracterizaron por HPLC de fase inversa y espectroscopia de masas. Purezas promedio de estos péptidos
marcadores eran de 36 % (intervalo: 5 a 68 %) y 64 % (intervalo: 55 a 71 %), respectivamente.

Los péptidos se disolvieron inicialmente en acetonitrilo acuoso (50 %). Los péptidos en acetonitrilo acuoso se
transfirieron a placas de 96 pocillos estériles y se diluyeron en PBS estéril con calcio 1 mM (250 pg/ml) y, a
continuacion, se incubaron con tTG (25 pg/ml) (Sigma T5398) durante 6 horas 37 °C y, a continuacion, se
almacenaron congelados (-20 °C) hasta su uso.

Todos los sujetos tenian enfermedad celiaca comprobada por biopsia y habian seguido una dieta libre de gluten
estricta durante al menos 6 meses. Todos los sujetos poseian HLA-DQBO01*02 (HLA-DQ2) solo (n=100) o HLA-
DQA1*03 y HLA-DQB1*0302 (HLA-DQ8) solo (n=5). En todos los casos, se evalué tTG-IgA antes de la exposicion a
gluten y estaba en el intervalo normal (se encontr6 que el 30 % de los voluntarios iniciales tenian tTG-IgA elevada y
se excluyeron puesto que la exposicion a gluten cronica esta asociada a fracaso en inducir linfocitos T especificos a
gluten en sangre periférica por exposicion a gluten limitada). Los voluntarios consumieron “white bread block loaf” de
Baker’'s Delight (200 g diarios durante tres dias) o avena de Uncle Tobys (100 g diarios durante tres dias). Todos
menos tres sujetos completaron la exposicion de tres dias (un retirado después del primer bocado de pan, y los otros
dos vomitaron después de dos rebanadas de pan. Los datos de los dos ultimos se incluyeron en el analisis
posterior). Se saco sangre (300 ml) seis dias después de comenzar la exposicion a gluten. En nuestros estudios
previos no se han encontrado respuestas de ELISpot de IFN-y especificas a péptido de gluten, y por tanto no se
evalud la sangre “pre-exposicién” en este conjunto de experimentos (Anderson, R.P. y col. 2000. Nat. Med. 6:337-
342., los documentos WO 01/25793, WO 03/104273).

Se realizaron ensayos ELISpot de IFN-y (Mabtech, Suecia) en placas de 96 pocillos (MAIP S-45, Millipore) en las
que cada pocillo contenia 20 ul de solucién peptidica y 100 pl de CMSP (2-8x105/pocillo) en RPMI que contenia 10
% de suero AB humano inactivado por calor. Después del desarrollo y el secado, se evaluaron las placas de ELISpot
de IFN-y usando el contador de placa de ELISpot automatizado MAIP. A continuacion, se analizaron los datos segln
un algoritmo novedoso (Expectacion-Maximizaciéon: EM) para definir y cuantificar respuestas del interferon gamma a
secuencias de 9mero contenidas dentro de la biblioteca de péptidos (véase la Figura 3 y mas adelante). A
continuacion, se racionalizaron péptidos 9mero segun un algoritmo que asume la redundancia en el reconocimiento
de linfocito T, el algoritmo “IterativeCluster” (véase la Figura 4 y mas adelante), dejando grupos de aminoacidos con
propiedades quimicas similares en una posicién cualquiera en el 9mero, o para glutamato para reemplazar
glutamina en cualquier posicion (asumiendo que puede haber ocurrido desamidacion).

Puesto que habia conjuntos de datos de solamente dos individuos HLA-DQ8+ que no eran también HLA-DQ2+, y
estos estaban utilizando solamente los 721 20meros de gliadina de trigo de la “biblioteca de cribado de epitopo de
gluten completa”, se identificaron péptidos bioactivos tomando el rango promedio de respuestas de ELISPOT de
IFN-y especifica a péptido en los dos sujetos. Para la prediccion de probables epitopos de gliadina restringidos a
HLA-DQ8, se asumié que un residuo de glutamina susceptible a desamidacion mediada por tTG ocupaba o bien la
posicion 1 o0 9 en las regiones nucleo de 9mero potenciales de epitopos, coherentes con el motivo de unién a HLA-
DQ8 y los descubrimientos de van de Wal y col. (van de Wal, Y. y col 1998. J. Immunol. 161 (4):1.585-1.588).

El algoritmo expectacion-maximizacion (EM) para analizar los datos de ELISpot:

La Figura 3 muestra un algoritmo para analizar datos que vienen de un ensayo que usa el ELISpot. Las respuestas
de linfocito T a diferentes péptidos se miden en placas de 96 pocillos usando ensayos de linfocito T. Los ensayos se
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realizaron sobre muchos pacientes usando muchos antigenos peptidicos diferentes. El resultado de los ensayos de
linfocito T se pueden resumir en una tabla en la que las filas representan péptidos y las columnas pacientes y las
mediciones individuales (recuentos) estan en la tabla (por ejemplo, véase la Figura 3B). El propésito del algoritmo
EM es diferenciar entre respuesta y no respuesta de un paciente a un péptido y estimar un indice medio de
respuesta y una proporcion de personas que responden a cada péptido.

Las respuestas se midieron para un numero de diferentes pacientes (i se usara para indicar el paciente) y para
muchos péptidos diferentes (j se usara para indicar el péptido). Cada medicion (yij) representa un recuento de
linfocitos T del paciente i que responde al péptido j. Para estimar, si una medicién para un cierto péptido en un
paciente se puede llamar una respuesta o si es mas probable que venga de una distribucién de fondo, proponemos
un modelo para un problema de datos incompletos, siendo yij el recuento observado de manchas y zij un indicador
no observado, si la persona i responde al péptido j.

El nimero observado de recuentos yij se modeliza para venir de distribuciones de Poisson independientes: poisson
(ai,A)), si el paciente i esta respondiendo al péptido j, es decir, zij=1, y poisson (ai,A0), si el paciente i no esta
respondiendo al péptido j, es decir, zij=0.

e Datos completos yij (recuentos observados), zij (indicador de respuesta, no observado).
e Parametros: 6=(ai,Aj,A0,pj)

ai: capacidad de respuesta total del paciente.

Aj: tasa de respuesta inducida por péptido.

AO: tasa de respuesta de fondo.

pj: proporcion de personas que responden al péptido j.

Algoritmo EM:

e Variables de conjunto inicialmente a valores aleatorios
e Etapa E: calcular probabilidad

e Etapa M: maximizar funcién de probabilidad

e lterar Etapa Ey M

Procedimiento iterativo para encontrar el conjunto minimo de epitopos que responden

Se desarroll6 un programa para calcular un conjunto minimo de péptidos para su uso en una vacuna basada en las
respuestas de linfocito T estimadas en el algoritmo EM. Medimos las respuestas del linfocito T a Lmeros de un grupo
de proteinas. Los péptidos se generaron para cubrir todos los posibles Smeros. Estimamos los siguientes
parametros para la respuesta por un algoritmo EM: tasa de respuesta, nimero de personas que responden,
proporcion de personas que responden. La proporcién de personas que responden multiplicadas por la tasa
estimada de respuesta se usa como criterio para definir los epitopos que son buenos antigenos. Muchos de los
Lmeros medidos contienen los mismos epitopos Smero. Para encontrar los epitopos (Smeros) que pueden explicar
todas las respuestas en Lmeros seleccionamos el Smero que esta contenido en Lmeros que en la media tienen las
respuestas mas altas. A continuacién, separamos todos los Lmeros que contienen este Smero de nuestras
mediciones. Luego, seleccionamos el Smero con las respuestas mas altas en los Lmeros restantes. Iteramos este
procedimiento hasta que no existan Smeros con respuestas mayores de un limite especificado. Usamos varias
iteraciones con diferentes limites. Este proceso se esboza en la Figura 4. Dicha lista definida de Lmeros agrupados
se puede usar como base para definir los epitopos 6ptimos y seleccionar péptidos que funcionan como antigenos
buenos.

Epitopos de HLA-DQ?2 en gluten de trigo

Se identificaron epitopos de HLA-DQ?2 en gliadinas de trigo y gluteninas usando CMSP recogida el dia 6 después de
comenzar la exposicion a gluten en un total de 76 individuos HLA-DQ2+ en ensayos ELISPOT de interferén gamma
(biblioteca de epitopo de gliadina inicial: n=15, biblioteca de cribado de epitopo de gliadina de la segunda ronda:
n=15, biblioteca de cribado de epitopo de gluten completa: n=46). Todos los datos relacionados con respuestas
peptidicas individuales en sujetos celiacos se agruparon y analizaron por el algoritmo EM.

Se identificaron una serie de secuencias de 9mero y se ordenaron segun la intensidad de las respuestas de gamma
interferon y la proporcion de individuos que responden (véase la Figura 5). Muchas de las secuencias identificadas
se podrian agrupar en “superfamilias” que permiten que varios aminoacidos diferentes con propiedades quimicas
similares se presenten en una posicién cualquiera en el epitopo putativo (véase la Figura 6). Por ejemplo, en la
“Secuencia 1" de la Figura 6 (SEQ ID NO: 1555) P(QR)P(QE)LP(FY)PQ, glutamina (Q) o arginina (R) ambas son
aceptadas en la posicién 2 excepto que Q genera un epitopo sustancialmente mas bioactivo.
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Revisando las 110 secuencias de 9mero mas “activas” identificadas por el algoritmo EM, la “lista” de motivos 9mero
se podria abreviar en 41 9meros, muchos de los cuales solapados (por ejemplo, “Secuencia 1" y “2” (SEQ ID NO:
1555 y 1558 respectivamente) se solapan por 7 residuos y ambas estan presentes en la A-gliadina 57-73 QE65). En
casos seleccionados, se sintetizaron péptidos de alta calidad y se confirmé la bioactividad de los péptidos
identificados por el algoritmo EM (véase la Figura 7).

Epitopos de HLA-DQ2 en aveninas de avena

Se evaluaron péptidos de avenina después de la exposicion a avena (n=30 sujetos) o después de pan de trigo (n=8)
en sujetos celiacos HLA-DQ2+. Se encontraron respuestas de ELISPOT para los péptidos encontrados en la Figura
8. Uno de los péptidos de avenina reactivos era homélogo a una secuencia en gluten de trigo (SEQ ID NO: 1590).

Estudios de péptido de alta calidad de avena (avenina)

Se evaluaron péptidos de avenina de alta calidad 3 dias después de completar la exposicion a avena con avena libre
de trigo pura, 100 g/d durante 3 dias (respuestas de ELISPOT de interferon gamma de CMSP “dia 6”). Estos
péptidos se disefiaron sobre péptidos previamente definidos usando la biblioteca de péptidos de avenina de grado
de cribado (“primera ronda”) y sobre sitios de desamidacion potenciales. Habia 25 péptidos (como 16meros) con
pureza verificada por HPLC como >80 %, y las secuencias confirmadas por espectroscopia de masas.

Las respuestas de ELISPOT de interferbn gamma a los péptidos de avenina de alta calidad seguido de
desamidacion por tTG se compararon en 18 sujetos con enfermedad celiaca DQ2+.

Los péptidos dominantes (>70 % de respuesta maxima) después de exposicion a avena incluian:
EQQFGQNIFSGFSVQL (SEQ ID NO: 1764) (11/18 sujetos), QLRCPAIHSVVQAIIL (SEQ ID NO: 1765) (4/18
sujetos), y QYQPYPEQEQPILQQQ (SEQ ID NO: 1766) (3/18 sujetos). 2/18 sujetos no tenian respuestas especificas
a avenina (definido por SFU (unidades formadoras de mancha) >3xblanco) y SFU méaximo medio de 6/18 sujetos era
menos de 10. Dos péptidos adicionales provocaron respuestas positivas: QIPEQLRCPAIHSVVQ (SEQ ID NO: 1767)
(3/18 sujetos) y EQYQPEQQPFMQPL (SEQ ID NO: 1768) (>40 % de respuesta peptidica maxima en 5/18 sujetos).
El panel de 25 péptidos incluia varios péptidos similares al péptido 1490 (SEQYQPYPEQQEPFVQ) publicado en
Arentz-Hansen, PLoS Medicine (oct. 2004, vol. 1, articulo 1 (84-92), sin embargo, ese péptido indujo una fuerte
respuesta positiva en solamente un sujeto, y respuesta mas débil en 5 sujetos.

Las respuestas de ELISPOT de interferébn gamma a péptidos de avenina de alta calidad estaban ausentes antes de
la exposicion a gluten y se bloguearon por pretratamiento de CMSP con anticuerpo anti-HLA DQ pero no anti-HLA
DR.

Bibliotecas de péptidos de cribado de centeno y cebada

Se evaluaron bibliotecas de péptidos de la primera ronda 20 mero de hordeina y secalina 3 dias después de
completar la exposicion a centeno (pan, 100 g/d durante 3 dias) o cebada (hervida, 100 g/d durante 3 dias)
(respuestas de ELISPOT de interferon gamma de CMSP “6 dias”). Aunque el andlisis iterativo que usa las
bibliotecas de péptidos de la 2° y 32 ronda para definir epitopos no se ha realizado ain, los 20meros pretratados con
tTG encontrados para inducir respuestas “potentes” compartian considerable similitud estructural con los péptidos
bioactivos identificados después de la exposicién a trigo. Sin embargo, las secuencias peptidicas dominantes
después de exposicion a centeno o cebada no incluian péptidos con la secuencia PQPQLPY que se encontr6é que es
dominante después de la exposicion a trigo. El 20mero dominante (>70 % de respuesta maxima) después de la
exposicion a centeno era normalmente PQQLFPLPQQPFPQPQQPFP (SEQ ID NO: 1769) (8/14 sujetos), u
ocasionalmente QPFPQPQQPTPIQPQQPFPQ (SEQ ID NO: 1770) (4/14), QQPQQLFPQTQQSSPQQPQQ (SEQ ID
NO: 1771) (1/14), PQTQQPQQPFPQPQQPQQLF (SEQ ID NO: 1772) (1/14) y/o QEQREGVQILLPQSHQQLVG
(SEQ ID NO: 1773) (1/14). Péptidos adicionales indicados para mas del 40 % de respuesta maxima en al menos 1
sujeto incluyen:

FPQQPQQPFPQPQQQLPLQP (SEQ ID NO: 1774) (3/14, 2 > 70 %)
PQQPFPQQPEQIIPQQPQQP (SEQ ID NO: 1775) (5/14, 3 > 70 %)
QQLPLQPQQPFPQPQQPIPQ (SEQ ID NO: 1776) (6/14, 2 > 70 %)
QQPQQPFPLQPQQPVPQQPQ (SEQ ID NO: 1777) (3/14, 1 > 70 %)
SIPQPQQPFPQPQQPFPQSQ (SEQ ID NO: 1778) (4/14, 1 > 70 %)
QTQQSIPQPQQPFPQPQQPF (SEQ ID NO: 1779) (3/14, 1 > 70 %)
NMQVGPSGQVEWPQQQPLPQ (SEQ ID NO: 1780) (2/14, 1 > 70 %)
VGPSGQVSWPQQQPLPQPQQ (SEQ ID NO: 1781) (2/14, 2 > 70 %)
QQPFLLQPQQPFSQPQQPFL (SEQ ID NO: 1782) (1/14, 1 > 70 %)
FPLQPQQPFPQQPEQIISQQ (SEQ ID NO: 1783) (5/14, 1 > 70 %)
PQQPQRPFAQQPEQIISQQP (SEQ ID NO: 1784) (3/14, 1 > 70 %)
SPQQPQLPFPQPQQPFVVVV (SEQ ID NO: 1785) (4/14, 1 > 70 %)
QQPSIQLSLQQQLNPCKNVL (SEQ ID NO: 1786) (1/14, 1 > 70 %)

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 648 792 T3

Generalmente, los péptidos dominantes después de la exposicidn a cebada incluian uno de seis motivos peptidicos,
0 eran uno de otros ocho 20meros individuales “dominantes” en solamente uno de los 17 sujetos después de la
exposicidn a cebada. Los seis motivos identificados:

QQPIPQQPQPY (SEQ ID NO: 1787)
PFPQPQQPFPW (SEQ ID NO: 1788)
LQPQQPFPQ (SEQ ID NO: 1789)
PQPQQASPL (SEQ ID NO: 1790)
IIPQQPQQPF (SEQ ID NO: 1791)
YPEQPQQPF (SEQ ID NO: 1792)

Los péptidos de hordeina de cebada que muestran al menos 40 % de respuesta peptidica maxima en al menos un
sujeto incluyen los siguientes, en los que un asterisco indica los ochos péptidos individuales que muestran la
respuesta maxima en un anico individuo:

QQQPFPQQPIPQQPQPYPQQ (SEQ ID NO: 1793) (8/17, 2 > 70 %)
QQPQPFSQQPIPQQPQPYPQ (SEQ ID NO: 1794) (9/17, 8 > 70 %)
PQQPVPQQPQPYPQQPQPFP (SEQ ID NO: 1795) (5/17, 1 > 70 %)
PQPFPQQPIPQQPQPYPQQP (SEQ ID NO: 1796) (6/17,2 > 70 %)
YPQQPQPFPQQPIPQQPQPY (SEQ ID NO: 1797) (6/17, 2 > 70 %)
QPQPYPQQPQPYPQQPFQPQ (SEQ ID NO: 1798) (7/17, 2 > 70 %)
QPQQPQPFPQQPVPQQPQPY (SEQ ID NO: 1799) (5/17, 2 > 70 %)
PQPYPQQPQPFPQQPPFCQQ (SEQ ID NO: 1800) (1/17, 1 > 70 %)*
QPFPQPQQPFPWQPQQPFPQ (SEQ ID NO: 1801) (10/17, 2 > 70 %)
PFPQQPQQPFPQPQQPFRQQ (SEQ ID NO: 1802) (6/17, 3 > 70 %)
WQPQQPFPQPQQPFPLQPQQ (SEQ ID NO: 1803) (9/17, 5 > 70 %)*
PWQPQQPFPQPQEPIPQQPQ (SEQ ID NO: 1804) (1/17, 1 > 70 %)
QQPFPQPQQPIPYQPQQPFN (SEQ ID NO: 1805) (5/17, 1 > 70 %)
PQQPQQPFPQPQQPFSWQPQ (SEQ ID NO: 1806) (6/17, 2 > 70 %)*
QPQQPFPQPQQPIPYQPQQP (SEQ ID NO: 1807) (4/17, 1 > 70 %)*
QSQQQFPQPQQPFPQQPQQP (SEQ ID NO: 1808) (1/17, 0 > 70 %)
PFPQPQQPFSWQPQQPFLQP (SEQ ID NO: 1809) (1/17, 0 > 70 %)
FPQPQEPFPQQPQQPFPLQP (SEQ ID NO: 1810) (1/17, 0 > 70 %)
PFPQPQQPFPWQPQQPFPQP (SEQ ID NO: 1811) (6/17, 0 > 70 %)
FPQYQIPTPLQPQQPFPQQP (SEQ ID NO: 1812) (2/17, 1 > 70 %)
FPLQPQQPFPQQPQQPFPQQ (SEQ ID NO: 1813) (1/17, 0 > 70 %)
QQPFPLQPQQPFPQPQPFPQ (SEQ ID NO: 1814) (1/17, 0 > 70 %)
SPLQPQQPFPQGSEQIIPQQ (SEQ ID NO: 1815) (1/17, 0 > 70 %)
PQQASPLQPQPQQASPLQPQ (SEQ ID NO: 1816) (1/17, 1 > 70 %)
PQQPPFWPQQPFPQQPPFGL (SEQ ID NO: 1817) (1/17, 1 > 70 %)*
PVLSQQQPCTQDQTPLLQEQ (SEQ ID NO: 1818) (1/17, 1 > 70 %)
RQLPKYIIPQQPQQPFLLQP (SEQ IDNO: 1819) (1/17, 1 > 70 %)
QGSEQIIPQQPQQPFPLQPH (SEQ ID NO: 1820) (7/17, 3 > 70 %)*
PQGSEQIIPQQPFPLQPQPF (SEQ ID NO: 1821) (2/17, 1 > 70 %)
QPFPTPQQFFPYLPQQTFPP (SEQ ID NO: 1822) (4/17, 1 > 70 %)
PFPQPPQQKYPEQPQQPFPW (SEQ ID NO: 1823) (1/17, 1 > 70 %)
QKYPEQPQQPFPWQQPTIQL (SEQ ID NO: 1824) (1/17, 1 > 70 %)
FQQPQQSYPVQPQQPFPQPQ (SEQ ID NO: 1825) (3/17, 1 > 70 %)
QIPYVHPSILQQLNPCKVFL (SEQ ID NO: 1826) (1/17, 1 > 70 %)
LAAQLPAMCRLEGGGGLLAS (SEQ ID NO: 1827) (1/17, 1 > 70 %)
PYLPEELSPQYQIPTPLQPQ (SEQ ID NO: 1828) (1/17, 1 > 70 %)*
VSPHPGQQTTVSPHQGQQTT (SEQ ID NO: 1829) (1/17, 1 > 70 %)*

Bibliotecas de péptidos de glutenina y gliadina de trigo de la segunda y tercera ronda

La biblioteca de gliadina y glutenina de trigo de la segunda ronda se disefi6é sobre las secuencias de péptidos de
gliadina y glutenina de trigo 20mero que inducian al menos 5 % de la respuesta (ELISPOT de interferon gamma)
estimulada por el péptido 20mero pretratado (enzimaticamente desamidado) por transglutaminasa (tTG) mas activo
en cualquier sujeto. Se evaluaron todos los péptidos 16mero de la 2° ronda en al menos 18 sujetos. La biblioteca de
la 2° ronda generada a partir de la biblioteca de 20mero de gliadina de “Oxford” se habia evaluado en diez sujetos —
estos datos se mezclaron con los datos generados a partir de los 18 sujetos usados para evaluar la nueva biblioteca
de gliadina/glutenina de la 2° ronda (ampliada). Por lo tanto, se evaluaron péptidos 16mero individuales pretratados
con transglutaminasa en o bien 18 (novedosas secuencias de gliadina/glutenina basadas en la biblioteca de 20mero
de “Melbourne”) o 28 sujetos (secuencias de gliadina basadas en la biblioteca de 20mero de “Oxford”). Todos los
16meros identificados para la biblioteca de Oxford de la segunda ronda también cumplieron los criterios de seleccion
para la biblioteca de la segunda ronda de Melbourne.

19



10

ES 2 648 792 T3

Los datos de la biblioteca de péptidos de la segunda ronda se analizaron segun la “dominancia” de respuestas
peptidicas en el ELISPOT de interferon gamma en sujetos individuales, es decir, el porcentaje de respuesta de una
CMSP del individuo a un péptido especifico normalizado frente a esa respuesta inducida por péptido maxima del
individuo. Las secuencias de los péptidos que estimularon al menos el 40 % de la respuesta especifica a péptido
maxima en al menos un sujeto se muestran en la Tabla 1 de a continuacién. El conjunto de datos apoya la
consistencia y la “dominancia” de los péptidos que se ajustan a las secuencias identificas usando la primera
biblioteca de péptido 20mero de la primera ronda usando el algoritmo Expectacion-Maximizacion (EM) anteriormente
descrito.

Tabla 1: Péptidos confirmados en la biblioteca de la segunda ronda como al menos el 40 % tan activos como el
péptido con la actividad maxima en un sujeto cualquiera: clasificados segln la potencia de la familia de péptido

Péptido SEQ ID NO: >70 % 40-70% | 10-40 % <10 %
G-QLPYPQPQLPYPQP-G 1830 18/28 4/28 3128 3/28
G-LQPFPQPQLPYPQP-G 1831 14/28 8/28 Nada 6/28
G-LQPFPQPQLPFPQP-G 1832 4/28 8/28 5128 10/28
G-LQPFPQPQLPYLQP-G 1833 1/28 1/28 12/28 14/28
G-LQPFPQPQLPYSQP-G 1834 2128 3128 12/28 11/28
G-LQPFPQPQLSYSQP-G 1835 Nada 1/28 2128 25/28
G-QQPFPQPQQPFPWQ-G 1837 9/28 8/28 5128 6/28
G-QQPFPQPQQPIPVQ-G 1838 8/28 5/28 7128 8/28
G-QQPFPQPQQPFSQQ-G 1839 4/28 7128 8/28 9/28
G-QQPFPQPQQPFCQQ-G 1840 2128 2128 13/28 11/28
G-GLERPWQQQPLPPQ-G 1841 2/18 1/18 Nada 15/18
G-QTFPHQPQQAFPQP-G 1842 1/28 2128 Nada 25/28
LQQQCSPVAMPQRLAR 1843 1/28 1/28 11/28 15/28
QGQQGYYPISPQQSGQ 1844 1/18 1/18 1/18 15/18
PGQGQSGYYPTSPQQS 1845 1/18 1/18 Nada 16/18
QGQPGYYPTSPQQIGQ 1846 1/18 1/18 1/18 15/18
GQGQSGYYPTSPQQSG 1847 1/18 Nada 2/18 15/18
QQGYYPTSPQQSGQGQ 1848 Nada 1/18 Nada 17/
QGQQGYYPTSPQQPPQ 1849 Nada 1/18 Nada Nada
QQGYYPISPQQOLGQGQ 1850 Nada 1/18 Nada Nada
YVPPDCSTINVPYANI 1851 1/18 1/18 1/18 15/18
IIMQQEQQEQRQGVQI 1852 1/28 Nada 8/28 19/28
VAHAIIMHQQQQQQQE 1853 Nada 1/28 2128 25/28
G-QPIPQQPQQPFPLQ-G 1854 1/28 Nada 5/28
G-FPQLQQPQQPFPQQ-G 1855 1/28 Nada 1/28 26/28
G-FPQTQQPQQPFPQQ-G 1856 Nada 1/28 2128 25/28
G-QPLSQQPQQTFPQQ-G 1857 Nada 1/28 Nada 27128
G-QQPQQQPQQPFPQQ-G 1858 Nada 1/28 5/28 22/28
G-FPQPQQPQQPFPQQ-G 1859 Nada 1/28 3128 25/28
G-FPQPQQPQQSFPQQ-G 1860 Nada 1/28 1/28 26/28
G-QPQQTFPQQPQLPF-G 1861 1/18 Nada 2/18 15/18
G-MQVDPSGQVQWPQQ-G 1862 1/18 Nada Nada 17/18
G-IQVDPSGQVQWPQQ-G 1863 1/18 Nada Nada 17/18
G-MQADPSGQVQWPQQ-G 1864 1/18 Nada Nada 17/18
G-MQVDPSSQVQWPQQ-G 1865 1/18 Nada Nada 17/18
G-QQEQQILQQILQQQ-G 1866 1/18 Nada Nada 17/18
VPLYRTTTSVPFGVGT 1867 1/18 Nada Nada 17/18
LQTLPSMCNVYIPPYC 1868 1/18 Nada Nada 17/18
LALQTLPAMCNVYIPP 1869 1/18 Nada Nada 17/18
DAIRAIIYSIVLQEQQ 1870 1/18 Nada Nada 17/18
G-QQQFSQPQQQFPQP-G 1871 Nada 5128 7128 16/28
G-FFPQPQQQFPQPQQ-G 1872 Nada 1/28 10/28 17/28
G-FPQOPQQQFPQPQQ-G 1873 Nada 1/28 Nada 27128
G-QQPFPQPQQQFPQP-G 1874 Nada 1/28 12/28 15/28
G-QPQPFLPQLPYPQP-G 1875 Nada 4/28 9/28 15/28
G-QQPFPQPQQQLPQP-G 1876 Nada 3128 6/28 19/28
G-LPFPQQPQQPLPQP-G 1877 Nada 2/18 4/18 12/18
G-QQAFPQPQQTFPHQ-G 1878 Nada 3128 8128 17/28
G-QQPFTQPQQPTPIQ-G 1879 Nada 1/28 4/28 23/28
G-QQIFPQPQQTFPHQ-G 1880 Nada 1/28 10/28 17/28
G-QQQFIQPQQPFPQQ-G 1881 Nada 2128 11/28 15/28
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(Continuacion)

Péptido SEQ ID NO: >70 % 40-70% | 10-40 % <10 %
G-QPFPLOPQQPFPQQ-G 1882 Nada 2128 7128 19/28
G-QPFPWQPQQPFPQQ-G 1883 Nada 2128 8/28 18/28
G-QPTPIQPQQPFPQQ-G 1884 Nada 2128 5128 21/28
G-QVSFQQPQQQYPSP-G 1885 Nada 2128 4/28 22/28
G-FFQQPQQQYPSSQQ-G 1886 Nada 1/28 1/28 26/28
G-GKSQVLQQSTYQLL-G 1887 Nada 2/18 1/18 15/18
GQVVNNHGQTVFNDIG 1888 Nada 1/18 4/18

G-QPQLPFPQQPQQQF-G 1889 Nada 1/28 2128 25/28
G-QPFPQPQQAQLPFP-G 1890 Nada 1/28 2128 25/28
G-HQQPGQRQQGYYPT-G 1891 Nada 1/18 1/18 16/18
G-HQQFPQQQIPWQP-G 1892 Nada 1/18 1/18 16/18
LEAVTSIALRTLPTMC 1893 Nada 1/18 1/18

G-QQPQFSQQQQIPVI-G 1894 Nada 1/18 Nada 17/18

La biblioteca de péptidos de la tercera ronda consistia en 74 péptidos basados en secuencias estructuralmente
distintas en la biblioteca de la segunda ronda encontrada que induce al menos 10 % de la respuesta maxima a
cualquier péptido en cualquier sujeto. Estos péptidos corresponden a secuencias de tipo natural (no desamidadas)
virtualmente idénticas a las usadas en la biblioteca de la segunda ronda. La distinta caracteristica de esta biblioteca
era que consistia en péptidos con pureza verificada por HPLC como >80 %, y con secuencias confirmadas por
espectroscopia de masas.

Se compararon las respuestas de ELISPOT de interferon gamma a los péptidos de la biblioteca de la 32 ronda
después de desamidacion por tTG en 14 sujetos. Una vez mas, las secuencias que incluian el motivo PQPQLPY
eran “dominantes” en 9/14 sujetos. Sin embargo, PFPQPQQPFPW (SEQ ID NO: 1895) estimul6 >70 % de respuesta
maxima en 1/14 sujetos, , PFPQQPQQPFPQ (SEQ ID NO: 1896) en 1/14, PQPFLPQLPYPQP (SEQ ID NO: 1897)
en 1/14, QPFPQPQQPQQP (SEQ ID NO: 1898) en 4/14 (incluyendo 3 sujetos en los que los péptidos PQPQLPY no
son epitopos potentes) SGQGVSQSQQQSQQQ (SEQ ID NO: 1899) en 2/14 (incluyendo uno en el que los péptidos
PQPQLPY no son potentes), QYEVIRSLVLRTLPNM (SEQ ID NO: 1900) y GLARSQMLQQSICHVG (SEQ ID NO:
1901) cada uno en un sujeto (el mismo) en el que los péptidos PQPQLPY no son epitopos potentes,
RTTTSVPFGVGTGVGA (SEQ ID NO: 1902) en 1/14 sujetos y AIHTVIHSIIMQQEQQ (SEQ ID NO: 1903) en 1/14
sujetos.

Muchas de las secuencias ensayadas en la tercera ronda estaban estructuralmente relacionadas y las respuestas
del sujeto individual estaban presentes o ausentes segun el “parentesco” de ciertas secuencias, sugiriendo
redundancia de péptidos reconocidos por linfocitos T especificos a gluten inducidos por exposicion a gluten in vivo.

Las respuestas de ELISPOT de interferon gamma a los péptidos de la 32 ronda estaban ausentes antes de la
exposicion a gluten, y se bloquearon por pretratamiento de CMSP con anticuerpo anti-HLA DQ pero no HLA DR.

Combitopos

El asunto de la redundancia de epitopo y la utilidad potencial en diagnosis y terapéutica de péptidos disefiados para
combatir epitopos dominantes “Unicos” se abordé comparando respuestas de ELISPOT de interferon gamma
después de exposicion a trigo (n=16 sujetos con enfermedad celiaca HLA DQ2), centeno (n=17) o cebada (n=13) a
las secuencias: QLQPFPQPELPYPQPQL (SEQ ID NO: 1904) ("P04724E"), QPEQPFPQPEQPFPWQP (SEQ ID NO:
1905) ("626fEE"), y QLQPFPQPELPYPQPFPQQPEQPFPQPEQPFPWQP (SEQ ID NO: 1906) ("Combitopo").
Después de la exposicién a centeno y cebada la suma de las respuestas medias de ELISPOT (unidades formadoras
de mancha) a P04724E y 626fEE eran casi idénticas (99 %, y 102 %, respectivamente) a la respuesta a una
concentracion similar (6ptima) del Combitopo. Sin embargo, después de la exposicion a trigo (n=16 sujetos), la
respuesta de P04724E media era 89 % de esa a Combitopo, y las respuestas de 626fEE medias eran 70 % de la
respuesta a Combitopo. Estos descubrimientos serian coherentes con la considerable redundancia de estas
secuencias de epitopo relacionadas, P04724E y 626fEE, después de la exposicion a trigo pero no después de
centeno o cebada, y que combinar las secuencias de epitopo dominantes dentro de péptidos mas largos no reduce
su disponibilidad bioldgica. Por lo tanto, los combitopos derivados de epitopos potentes seleccionados pueden ser
dispositivos de administracion eficientes para terapéutica y diagnosis basados en epitopo de linfocito T en
enfermedad celiaca.

Epitopos en gluten de trigo asociado con la enfermedad celiaca HLA-DQ8+
Se identificaron epitopos en gliadinas de trigo usando CMSP después de exposicidn a gluten en dos individuos, un

homocigoto HLA-DQS8, y un heterocigoto HLA-DQ8. Las respuestas de linfocito T inducidas en otros individuos
celiacos HLA-DQ8 (no DQ2) respondieron débilmente a la exposicion a gluten y sus datos no permitieron analisis
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detallado.

20meros desamidados que incluian la secuencia nicleo: QGSFQPSQQ (SEQ ID NO: 1907), correspondientes al
epitopo conocido de gliadina alfa restringido a HLA-DQ8 (en el que Q1 y Q9 estan desamidados por tTG para
actividad 6ptima), indujeron respuestas peptidicas moderadamente fuertes. Sin embargo, una serie de péptidos
“nulcleo” se asociaron con respuestas mas potentes en 20meros derivados de gliadinas gamma y omega (véase la
Figura 9). Los péptidos mas potentes poseian glutamina en una secuencia que sugeriria susceptibilidad a
desamidacion separada por siete residuos de una segunda glutamina también susceptible a desamidaciéon (como se
encontr6 en QGSFQPSQQ (SEQ ID NO: 1907)) sugiriendo que estas secuencias desamidadas llegarian a ser
ligantes de alta afinidad para HLA-DQ8 después de desamidaciéon por tTG. (EI motivo de unién para HLA-DQ8
favorece el glutamato en posiciones 1 y 9) Un grupo adicional de 20meros poseian residuos de glutamina
susceptibles a desamidacion pero no separados por siete residuos de una segunda glutamina susceptible a
desamidacion mediada por tTG.

Epitopos de gliadina y glutenina de la enfermedad celiaca HLA DQ8

Cinco sujetos con enfermedad celiaca que poseian alelos de HLA DQ2 y HLA DQ8 se sometieron a exposicion a
gluten de trigo. Se usaron CMSP de dos sujetos inicialmente expuestos para investigar la biblioteca de 20mero de
gliadina de trigo de “Melbourne” de la primera ronda. Las secuencias de 20mero identificadas usando CMSP de
estos dos sujetos HLA DQ8 CD se analizaron mas por cribado, en cinco sujetos HLA DQ8+ DQ2- CD que incluian
los dos sujetos originales, una biblioteca de segunda ronda basada en 20meros reactivos en la biblioteca de la 1°
ronda. La biblioteca de la 22 ronda consistia en 16meros de solapamiento de grado de cribado, y 13meros previstos
para corresponder a productos de desamidacion mediada por tTG de epitopos con el potencial para desamidacion
de glutamina en la posicién 1 y/o posicion 9 (coherente con el motivo de union del péptido de HLA DQ8). Ademas,
los 1400 20meros pretratados con tTG de glutenina (APM y BPM) en la biblioteca de gluten de trigo de “Melbourne”
también se investigaron en estos cinco sujetos.

Los 16meros de gliadina mas potentes y consecuentemente dominantes eran las secuencias relacionadas
VYIPPYCTIAPFGIFG (SEQ ID NO: 1908) (3/5 sujetos con >70 % de respuesta maxima a 16mero de gliadina) y
AMCNVYIPPYCAMAPF (SEQ ID NO: 1908) también dominante en 3/5 sujetos (4/5 sujetos producian respuestas
dominantes a uno o ambos de estos péptidos). Ademas, se identificd una serie de péptidos derivados de 20meros
bioactivos previamente identificados cuyas respuestas en el ELISPOT se aumentaban o eran permisivas a los
residuos de glutamina especificos que estan desamidados: (QE) QPTPIQP (QE) (SEQ ID NO: 1909), (QE)
QPFPLQP (QE) (SEQ ID NO: 1910), (QE)QPIPVQP(QE) (SEQ ID NO: 1911), (QE) QPQQPFP (QE) (SEQ ID NO:
1912), (QE) QP (QE) LPFP (QE) (SEQ ID NO: 1913), (QE) GSFQPSQ (QE) (SEQ ID NO: 1914) (epitopo de HLA
DQ8 previamente publicado, van der Wal 1998), (QE) LPFP (QE) QP (QE) (SEQ ID NO: 1915), y (QE) QPFP (QE)
QP (QE) (SEQ ID NO: 1916).

El cribado de la biblioteca de 20mero de glutenina identificd una serie adicional de secuencias que eran dominantes
en al menos uno de los cinco sujetos. Los péptidos 20mero dominantes compartian los motivos o tenian las
secuencias: PQQQQQQLVQQQ (SEQ ID NO: 1917), QGIFLQPH (LQ) I (AS) QLEV (SEQ ID NO: 1918),
QPGQGQQG(HY) Y (SEQ ID NO: 1919), QSRYEAIRAII(FY) S (SEQ ID NO: 1920), RTTTSVPFD (SEQ ID NO:
1921), QPPFWRQQP (SEQ ID NO: 1922), Q (PS) (PS) (FI) (PS) QQQQ (SEQ ID NO: 1923), (QPLR) GYYPTSPQ
(SEQ ID NO: 1924) (epitopo de HLA DQ8 previamente identificado, van der Wal 2001), QGSYYPGQASPQ (SEQ ID
NO: 1925), GYYPTSSLQPEQGQQGYYPT (SEQ ID NO: 1926), y QGQQLAQGQQGQQPAQVQQG (SEQ ID NO:
1927). Los péptidos de glutenina se evaluaron después de pretratamiento con transglutaminasa. Por lo tanto, no se
conoce el requerimiento para la desamidacion para estos epitopos.

Se ha evaluado una biblioteca completa de péptidos de grado de cribado “no caracterizados” que incluyen todas las
secuencias 12mero Unicas codificadas por genes presentes en Genbank definidos como gluten de trigo (Triticum
aestivum) (para hacer pan), centeno, cebada o avena, gliadina, glutenina, secalina, hordeina o avenina usando
linfocitos T de voluntarios con enfermedad celiaca HLA DQ2+ (y en algunos casos HLA DQ8+) seis dias después de
comenzar la exposicion a gluten in vivo. Se ha identificado un patron relativamente coherente de jerarquia de
epitopo en enfermedad celiaca HLA DQ2 que es similar a, pero no idéntico, después del consumo de otros granos
téxicos en enfermedad celiaca. Los péptidos con la secuencia PQPQLPY son dominantes después de la exposicion
a trigo en al menos dos tercios de la enfermedad celiaca HLA DQ2+, pero otros epitopos son ocasionalmente
dominantes mientras los péptidos PQPQLPY son basicamente inactivos en menos de uno de seis sujetos HLA
DQ2+ con enfermedad celiaca. La contribucién de los epitopos dominantes raros sera mejor evaluada después del
cribado de grandes numeros (por ejemplo, >30) de sujetos (en progreso). La jerarquia de epitopo después del
consumo de centeno y cebada es similar a la de después de trigo con la excepcion de que los péptidos
desamidados similares a las secuencias de gliadina/hordeina/secalina PQPQQPFP o PFPQQPQQP son
normalmente dominantes en vez de PQPQLPY (una secuencia Unica a gliadinas alfa de trigo). Los combitopos que
comprenden epitopos de gluten que se solapan serial y parcialmente son tan activos 0 mas activos que los epitopos
sencillos solos y ofrecen un medio de administracion eficaz de epitopos de gluten multiples durante el
reconocimiento del linfocito T. Por lo tanto, tales combitopos son Utiles en el disefio y administracion de terapias
peptidicas en enfermedad celiaca que guia epitopos de linfocito T Unico multiples.
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REIVINDICACIONES
1. Un agente seleccionado de:
(&) un péptido aislado que comprende al menos un epitopo que comprende SEQ ID NO: 200; y
(b) un analogo de (a) que es un péptido aislado capaz de ser reconocido por un receptor de linfocito T que
reconoce el péptido de (a) y que no es mas de 50 aminoacidos de longitud.
2. Un agente segun la reivindicacién 1 que esta restringido a HLA-DQ2.
3. Un agente segun la reivindicacion 1 que esta restringido a HLA-DQS8.

4. Un agente segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que es un péptido aislado de hasta 50 aminoacidos.

5. Un agente segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 unido a (i) una molécula HLA, o (ii) un fragmento de una
molécula HLA capaz de unirse a (a) o (b).

6. Una composicion farmacéutica que comprende un agente segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 y un
vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

7. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacién 6 que comprende un péptido que esté restringido a HLA-
DQ2 y un segundo péptido que esta restringido a HLA-DQ8.

8. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 6 en la que el péptido comprende un epitopo de trigo.
9. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 6 en la que el péptido comprende un epitopo de avena.

10. Una composicién farmacéutica segun la reivindicacion 6 que comprende un péptido que comprende un epitopo
de trigo y un péptido que comprende un epitopo de avena.

11. Una composicion para su uso en un método de prevencion o tratamiento de la enfermedad celiaca que
comprende al menos un agente seleccionado de:

(@) un péptido aislado que comprende al menos un epitopo que comprende SEQ ID NO: 200; y
(b) un analogo de (a) que es un péptido aislado capaz de ser reconocido por un receptor de linfocito T que
reconoce el péptido de (a) y que no es mas de 50 aminoacidos de longitud.

12. Una composicién para su uso segun la reivindicacion 11, comprendiendo dicho método la induccion de
inmunotolerancia de un individuo a una proteina de gluten para suprimir la producciéon de una respuesta de linfocito
T o de anticuerpo a un agente como se define en la reivindicacion 11.

13. Un agente seleccionado de:

(&) un péptido aislado que comprende al menos un epitopo que comprende SEQ ID NO: 200; y

(b) un analogo de (a) que es un péptido aislado capaz de ser reconocido por un receptor de linfocito T que
reconoce el péptido de () y que no es mas de 50 aminoacidos de longitud; y

(¢) un anélogo de (a) que es un péptido aislado que se une a un anticuerpo, dicho anticuerpo se une a un
epitopo que comprende la SEQ ID NO: 200.

para su uso en un método de tratamiento o prevencion de la enfermedad celiaca en un individuo por induccion de
inmunotolerancia del individuo para prevenir la produccion de tal anticuerpo.

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

(a) poner en contacto una muestra del hospedador, in vitro, con al menos un agente seleccionado de:
() un péptido aislado que comprende al menos un epitopo que comprende SEQ ID NO: 200; y
(i) un analogo de (i) que es un péptido aislado capaz de ser reconocido por un receptor de linfocito T que

reconoce (i) y que no es mas de 50 aminoacidos de longitud; y

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

15. Una composicién, para su uso en un método de diagnostico de la enfermedad celiaca, o susceptibilidad a
enfermedad celiaca, en un individuo que comprende un agente seleccionado de
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(a) un péptido aislado que comprende al menos un epitopo que comprende SEQ ID NO: 200; y
(b) un analogo de (a) que es un péptido aislado capaz de ser reconocido por un receptor de linfocito T que
reconoce el péptido de (a) y que no es mas de 50 aminoacidos de longitud,

comprendiendo dicho método la determinacién de si los linfocitos T del individuo reconocen el agente, indicando el
reconocimiento por los linfocitos T que el individuo tiene, o es susceptible a, enfermedad celiaca;

16. Un método segun la reivindicacion 14 en el que el agente comprende (i) o (ii) unido a (a) una molécula HLA, o (b)
un fragmento de una molécula HLA capaz de unirse a (i) o (ii).

17. Un método segun la reivindicacion 16 en el que la molécula HLA o fragmento es un complejo que comprende
cuatro moléculas de HLA o fragmentos de moléculas de HLA.

18. Una composicion para su uso segun la reivindicaciéon 15 en la que el método comprende administrar el agente a
la piel de un individuo y detectar la presencia de inflamacion en el sitio de administracién, indicando la deteccion de
la inflamacién que los linfocitos T del individuo reconocen el agente.

19. Un método segun la reivindicacion 14 en el que la muestra es muestra de sangre.

20. Un método segun la reivindicacion 19 en el que los linfocitos T no se vuelven a estimular de una manera
especifica a antigeno in vitro antes de dicha determinacion.

21. Un método segun la reivindicacion 20 en el que el reconocimiento del agente por los linfocitos T se determina
detectando la secrecion de una citoquina de los linfocitos T.

22. Un método segun la reivindicacién 21 en el que la citoquina es IPN-y.

23. Un método segun la reivindicacién 21 o reivindicacidon 22 en el que la citoquina se detecta permitiendo que la
citoquina se una a un anticuerpo inmovilizado especifico a la citoquina y, a continuacion, detectando la presencia del
complejo anticuerpo/citoquina.

24. Un método segun la reivindicacion 14 en el que dicha determinacion se realiza midiendo si el agente se une al
receptor del linfocito T.

25. Un método para identificar un analogo de un péptido que comprende al menos un epitopo que comprende SEQ
ID NO: 200 comprendiendo dicho método determinar, in vitro, si un péptido candidato es reconocido por un receptor
de linfocito T que reconoce un epitopo que comprende la SEQ ID NO: 200, indicando el reconocimiento del péptido
candidato que el péptido candidato es un analogo siendo dicho analogo de no mas de 50 aminoéacidos de longitud.

26. Un método de diagnostico de la enfermedad celiaca, o susceptibilidad a enfermedad celiaca, en un individuo que
comprende determinar, in vitro, la presencia de un anticuerpo que se une a un epitopo de una secuencia peptidica
seleccionada de:

(i) un péptido que comprende al menos un epitopo que comprende SEQ ID NO: 200; y
(i) un analogo peptidico de (i) que es capaz de ser reconocido por un receptor de linfocito T que reconoce (i) y
que no es mas de 50 aminoéacidos de longitud;

en una muestra del individuo, indicando la presencia del anticuerpo que el individuo tiene, o es susceptible a,
enfermedad celiaca.

27. Un método in vitro de determinacion de si una composicién es capaz de causar enfermedad celiaca que
comprende determinar si una secuencia de proteina capaz de ser modificada por una transglutaminasa a un péptido
que comprende al menos un epitopo que comprende la SEQ ID NO: 200 esta presente en la composicion, indicando
la presencia de la secuencia de proteina que la composicion es capaz de causar enfermedad celiaca.

28. Un método segun la reivindicacién 27 en el que dicha determinacién se hace poniendo en contacto la
composicion con un anticuerpo especifico para la secuencia de proteina que es capaz de asi ser modificada,
indicando la union del anticuerpo a una secuencia de proteina en la composiciéon que la composicién es capaz de
causar enfermedad celiaca.

29. Un kit para llevar a cabo un método segun las reivindicaciones 14, 16, 17 o 19 a 24 que comprende un agente
seleccionado de

(@) un péptido aislado que comprende al menos un epitopo que comprende SEQ ID NO: 200; y

(b) un analogo de (a) que es un péptido aislado capaz de ser reconocido por un receptor de linfocito T que
reconoce el péptido de (a) y que no es mas de 50 aminoacidos de longitud,

25
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y un medio para detectar el reconocimiento del péptido por el linfocito T.

30. Un kit segun la reivindicacion 29 en el que los medios para detectar el reconocimiento comprenden un anticuerpo
a IFN-y.

31. Un kit segun la reivindicacion 30 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.

32. Un anticuerpo o fragmento del mismo, especifico para SEQ ID NO: 200.

26
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Figura 1

ENTRADA: Grupo de secuencias de PROTEiNA_

Todos
20meros

Generar todos 20meros —™

Generar todos 12meros ___,. | 1odos

r 12meros
; |
: ¥ !
20 meros Selecci 20 b Lista resultante
" |No usados| ™ Seleccionar 20mero que cubre -~ 0
la mayoria de 12meros nuevos
T 12meros 12meros
il No cubiertos| —Mover todos 12meros que estén cubiertos-—m- Cubiertos™ 1

<= Comprobar si todos 12meros estan aln cubiertos

NO

r

Sl

SALIDA: Lista de 20meros que cubren todos 12meros I‘
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Figura 2
Gliadinas Gliadinas |Gluteninas | Gluteninas | Hordeinas |Secalinas Aveninas
alfa/beta Gamma BPM APM - = =
(n=53) (n=53) | (n=77) n=55) (n=59) (n=14) | (n=20)
S07361 AAA34272 | AAB35353 | A03353 A24095.1 A23277 529209
P18573 S07398 AAB48474 | A24266 A25677 AAB37403 | 529208
P04728 PS00%4 AAB48475 | A30843 AAA32942 AAB37404 | 529207
P04727 P21292 AAB48476 | AAA62315 | AAA32943 AAB37405 | S06455
P04726 P08453 AAB48477 | AAB02788 | AAA32944 AAB37406 | PB0356
P04725 P08079 AAB48478 | AAB23624 | AAA32955 AAB37407 | P27919
P04724 P0O6652 AAB48479 | AAB23625 | AAA32967 AAB58403 | P14812
P04723 P04730 BAA22613 | AAB23626 | AAAS2333 AAG35598 | 1Q1048
P04722 P04729 BAA22614 | AAB23627 | AAB28161 CAAZ26449 | JQ1047
P04721 150402 BAA23162 | AAB23628 | AAB71678 518235 JQ1046
P02863 JAD153 BAB78737 | AAD32223 | AAB71679 S$18236 JG0015
EEWTA EEWTG BAB78738 | AAF23506 | B24095 S70327 B36433
E22364 CAC94871 | BAB78739 | AAF23507 | B25677 570328 AAB32025
D22364 CAC94870 | BAB78740 | B30843 BAA11642 S70329 AAB23365
CAB76964 CAC94869 | BAB78741 | CAA26847 | CAA25509 AAA32716
CAB76963 CACOo4868 | BAB78742 | CAA27052 | CAA25912 AAA32715
CAB76%62 CAC11089 | BAB78743 | CAA31395 | CAA25913 AAA32714
CAB76961 CAC11088 | BAB78744 | CAA31396 | CAA25914 AAA32713
CAB76960 CAC11087 | BAB78745 | CAA32115 | CAA26889 1502200A
CAB76959 CAC11080 | BAB78746 | CAA43331 | CAA31861 1411172A
CAB76958 CAC11079 | BAB78747 | CAA43361 | CAA37729

CAB76957 CAC11078 | BAB78748 | CAAS59340 | CAA42642

CAB76956 CAC11065 | BAB78749 | CAC40684 | CAA48209

CAB76955 CAC11064 | BAB78750 | CAC40685 | CAA51204

CAB76954 CAC11057 | BAB78751 | CAC40686 | CAA59104

CAA35238 CAC11056 | BAB78752 | CAC40687 { CAA60681

CAA26385 CAC11055 | BAB78753 | CAC83002 | P02864

CAA26384 CAB75404 | BAB78754 | CAC83003 | P06470

CAA26383 BAA11251 | BAB78755 | CAC83018 | P06471

CAA10257 AAN32705 | BAB78756 | CAC84118 | P06472

C22364 AAK84880 | BAB78757 | CAC84119 | P17990

BAA12318 AAKB84780 | BAB78758 | CAC84120 | P17991

B22364 AAK84779 | BAB78759 | CAC84121 | P17992

AAN32704 AAK84778 | BAB78760 | CAC84122 | P80198

AAB23109 AAK84777 | BAB78761 | EEWTHW | S07189

AAB23108 AAK84776 | BAB78762 | 1JC2099 S07365

AAAS6525 AAKB84775 | BAB78763 | 1C4966 S07975

AAA96524 AAK84774 | BAB78764 | JN0689 S07976

AAASGE523 AAK84773 | CAA30570 | JNO630 S08312

AAA96522 AAK84772 | CAA31685 | P02861 518350

AAA96276 AAF42989 | CAA59313 | P02862 S20519

AAA34283 AAD30556 | CAA59338 | P08488 S$52390.1
AAA34282 AAD30440 | CAA59339 | P08489 T04369

AAA34281 AAB31090 | CAA59340 | P10387 T04473
AAA34280 AAA34289 | CAA76890 | P10388 T04474

AAA34279 AAA34288 | EEWT1 S02262 TO5718

AAA34278 AAA34287 | P10385 504832 TO05737

AAA34277 AAA34286 | P10386 S15720 T06211

AAA34276 AAA34285 | P16315 S18733 1103203A
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AAA17741 AAA34274 | S01992 S29176 1103203B
A27319 1802407A | S04325 S$29177 1103203C
A22364 1507333A | S57645 S$29178 1210226A
13071878 1209306A | S57654 529179 1307151A
Gliadinas
omega
(n=2) S57655 AAN78346 | 1307151B
A59156 S57656 AAO74630 | 1604464A
AAG17702 | TO5910 A24095.2
T05923 AAP31051
T06505.1 CAA48209.2
T06505.2 §52390.2
T06506
T06508
T06980
T06981
T06982
AAP44992
AAP44991
AAP44989
AADS53259
CAD58622
CAD58619
CADS58621
A03353
AAO53264
AAO53265
AAO53266
AAO53267
CAA76890
TOTAL: Todas
gliadinas
20meros 721 645 786 416 155 199
~12meros 4465 3945 4799 2672 957 1279
9meros 3739 3164 3630 2413 811 1207
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FIGURA 3
Figura 3A
Etapa M:
Q.09 e _ Z é.;"
dpfc) J
Q0.6 _, o) _ 2ol + (L= £§)yis]
da'? . [Am»{c} N ,\“”(1 )
dQ(B 9{:-,)) =0 — J\(G-H') Zg !J y‘.?
d ).fc) J 5, a(")é,(;)
dec?q) 0 e o 2l 5y
dAg i (1 - Aa{?)
Etapa E:

2 pr(yss| sl
"’Pr(yulﬂv\""’ )+ (L= PNy | \)

Y =B(aylyy) = prizg = lyy) =

Calcular:
Q8,0 =>"{2 logp; + (1 — £ log(1 — p;) + 9552 log(au;)
ij

+ (1 — *(c’) log(aio) — z"’a',,\j -(1- “’])cr,}.g}
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Figura 3B

Paciente: j= 1 ... 29
Péptido: j=1 ... 652
Placa: m =1 .., 7

I=1..12

TO00®00000000

slelolelelelelClelolele
elojelolvielelololelele
olelclelelel]e]6lel0le

ololelololelolotel>Tole
alelelelolelatelelelols
OPOOOOOOOOO0

Recuento observado: #y =0 ... 300
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Medidas para 20meros —» izomero estadistica '
- :- respuesta (lambda) {

| e nUmero de personas |

{ 1 que responden ’

}

para diferentes LIMITES |

i |9mero estadlstlca ][

» respuesta media (lambda) |
'» NUImero total de personas
| que responden

st

Los
mejores
9meros

|

|

exista 9meros>LIMITE

|
|
|
repetir hasta que no E
i
|
|
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Figura 5
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Grupo

Consenso

SEQ
iD
NO:

Secuencia

SEQ

1

EIpFpPEDE.

gglpypape lpypapg

galpypapd lpypapg

2

EIpFpEPEI

ylglgrfpopalpyparalp

papfppalpypPapqgl pypPap

pymalapfpap alpypapal

algpfpgpglpypapql

ggalpypapelpypapy .-

_gqlpypapglpypapg o 0

papfpp alpyPapal pypap

nglapfpgpalpypapgl py

glgpfpgpelpypapql

palpypapql pypgpglpyp

palpypapql pypapgpirp

lgpfpapelpypapel pypf

lglgpfpgp galpypapgl py

paprfppglpypapal pypgp

EEpFpFEPE

gpfpgpaapfpwapg apfpg

paqpagpfpap gapfpwapg

gpfpapaapfpwapgapfpg

apfpapagpfrwapgqripg

FpEpEEpIp

agpfpggpqap fpapggpip

pagpqqpe fpapaapip vapg

pagpqap fpapgapip vapg

gagp fpapeapip vag

gqgp £pgpgapip vag

PIAPIap EPIPIIPip vaPg

FpEpEEpFD

'qqpqqpqupqqpfp W

pqqpqqpqqp fpapaapfpw

‘9p fpapaapEpwapdappg

gqap £pgpegpfp way

ggap £pgpaapfp wag

qupquQQPfPQPQQprw
; apEpgpaapfp wapgapfpg

gpgap fpapeqpfp wap

qpeqp fpgpegpfp wap

gapq9p frapqapfp wap

dpeqo fpapgapfp wap

EpEIpFpEp

_vlglopfpapalpypgpglp

pap frpqlpyp gpalpypap

pynglapfpapglpypap gl

qlapfpapglpypgp gl

g9lpyp gpelpypapr g

glgpfpgpelpypapg

lqlgpfpapglpypap gpfr

qlapfpgpelpypap gp

245
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g9lpypapglpypgPd

S

papfppelpyp apglpyreP

P
e
=

lglgpfpgpglpypapapfc

13iqpfpapelpypaP elpypqpelpypapapt

mqlgp fp gpqlpypap alpy

glapfpgpelpfpapg

glgpfpgpelpypapql -

PIlpyp aP9lpYPIP 91PYP

glgpfpapglpyPIP qp

glgpfpgpqlpyParg

pelpypapqlpypapgefrp

lgpfpgpelpypapelpypd

lqlgpfpapalpyPep dloy

glapfpgpqlpfpapg

paefppglpypapalpyPaR

ypapglpypap qpirpqgsy

gsggpelpyYPIpP g5d

1q1gp FpapalpYPaP gl PYPapPalpypapapt

[EEpFpEpEI

gapgapfpapgl pfpggseq

fpggrgapfpapgl pfpggs

EEpFSEEg

gagpfpgpeqgpfsqgg

gqgpipgpgapfegqy

10

gEpEPEIpF

gs gfpgpalpy pgsg

11

EEEpEEpF

10

gpqlpipgapagapgarf pg

gggpgggpragpf pggy

SRR R E R E B EE G

399P999PaIPf pgag

[
=
—

12

TEEpEEpFp

11

lggpgapfp gpggglpargg

El

lggpgqrfp apagqlpapay

)
P

gapqgpfpglagpagpip apg

pfpalagpagpfp qpagalp

B

gafpglggpeapfp ggg

=

gfpglggpgapfpggg

SIE

13

EpEpFIpE

12

lapfpapapflpq lpypapg

lglgpfpgpapflpg lpypg

14

EISpcmdI

13

lggilgggltpendv vlggh

ilggilgggltpemdvvlag

15

[FEEERFREE

14

gspggsfsyagapfpaqapyp

yagqapfpagpypqarypsqag

pqgsfsyggapfpagpypag

16

EpFpEpEIp

15

ylglqpfpapqlp ypapalp

pymgl gpfpapqlp ypgpal

qlqefpapqlp ypapql

gl gpfpapelp ypapg

lglgpfpapqlp ypapgrfr

glgpfpgpelp ypapap

1glgpfpapqlp ypapapirs

lglapfpapelp ypgrelpypapelpypapapt

mglgpfpapglp ypapqlpy

glgpfpgpelp fpqpg

HEREEEEEEEREEREEEE
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gl gpfpgpalp ypapgl

gl gpfpapgle vpapae

glapfpgpglp ypapg

lgpfpgrelpypapelpypf

gapqapfpaeglp fpggseq

1lgl @fpapqglp ypapglpy

fpagpgapfrapglp fpags |

~ glapfpapglp Epypy

gl gpfpgpelpylapg

pylql gpfpapalp ysqpgp

9l apfpgpelp ysgpg

lglgpfpapqlpylapapfr

lgl gpfpapglp ylapqefr

lglgpfpapglp ysqogpfr

gsggpfpapelpgsy

SEEEEEEEEEEEEEE

191 9pfpapqlp ypapql pyPapalpypqeget

91 apfpapglp ysqpg

aefpapglp ysqpaafrpag

lgl apfpapqlpysqpqafr

gl gpfpgpglp ylgpg

afpsglpylqgl gqpfpgpalp

pfpsggpyngl gpfpgpglp

pfpsglpylql gpfpapglp

pfpsgapylgl gpfpgpglp

pifpsgqpylgl qpfpapglp

17

EEpEEEFp

16

pagpf pagpaagfp qpqqeq

ggpipgapegefpaog

99P99P L PAgPI99Ee 9apgg

ggpfpgapeqafp qpg

gf paapeqefpgpggy
pagef pagPgagte gpagpa

gf pagpgaefp gpggg

gqp f pageaaafe apg

qqrggpfpggraagfpapga

pagpqapf pagraaqfe qpgq

gfpgapgaafp apgqy

18

FSEEEEpT

17

ggppfsggegpv 1pgg

lggspfegaqgpv lpgqgpy

pfsgquappfequgapy lpg

qggpilsqgppfaqgagpy i

gqepfsqgaaev lpggspisg

gaqvlpggppfsqggapvll

gqggpilsgoppfeqagaevl

quagppfsqagapd lpgqepf

pfsgggppfeqaayei lpgg

gq9pilpgl pfeqgagpevlp

qqppfsggaaev lppggspt

gqppfeqgggev lpgg

gspfeqqaqapv lpgggpvil

gppfsqagapv lpggspfsg

qqgppfsqaagpvipggpst

L EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
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lppfsgglppfeqgagpv lp

qaqqppfegagaev 1pgqsp

sqggrilsgoppisqugqerv

pfeggagpv llqggipivhp

19

EEpSpIEp

18

fropegptpigpggripgap

piftgpgagptpigp gapfpag

fpeasggpftapggptpigp

20

EpEEpIpIE

1%

pagpggpfpapqgpipvgog

pgepgepipapagripvapy

gqgpfpgpegqpipvgg

gggefpgpagpipvgg

paqpdgpfpapgapipvaprg

papegpipvapags fpggsg

gpaapipvapagsfpqgsqag

21

EpEEPEIPF

20

qupfpapgapglpf poapag

gpgapgarfpapagpalpfp

aqupaap fpapagpalpf pag

qqragpfpapaaPalpf pag

papgePqlpf pagpagpipg

pgapfpapgaPqlPf paapg

gggpfpapegpglpf g

qapfpapaapqlpf paapgg

ggapfpapagpalpf g

gfpapagpelpf pgqg

gfpapageqalpf pagy

22

EpEIpFpEg

21

gsgpqprelpypag sg

23

FpEpEIpFg

22

gsgr fpgpelpygsg

24

EEpFcEEg

23

gggpipopegpfceggg

gagpfpgpaapfeqag

25

[FpEpEEEFD

24

gf fpgpegefpgpgag

gggpfpgpeqefpapg

sgqpagp fpapgaefp qpqg

gggp fpapeqafp apg

sqgpagr fepapgaafp apag

ap fpapgqafp qgpaapggsst

gf fpgpgaefpapqqag

sqqpqqp fpapqaafp qpqq

af fpgpgagfp gpgag

gagp fpapaqafp qpy

26

25

ggptpigpeqpfpagg

IgEPSPIm

gaptpigpgopfpggg

27

lFIpEIpFOE

26

lapfpapap flpqlpypapg

flpglpypapasippaapyp

gapgp flpelpypapy

papflpglpypgpgs fppag

papflpglpypapas fppag

ggpap £1pglpypapg

1glgpfpgpap flpglpyPq

28

FIEEEcSRI

27

svligglnpckv flgggeshy

kv flgggeshvamsgrlarp

29

FpPEpPEEDF

28

gpfpapaapf pwapgqripg

HEbBEEEEEEEEEHBEEEEEREE EEEEREEEEEEREEEEEEGEEEEEEREEEEEEE
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pgapaapEPapaapt pYapq 7
p9gpgaprgapipapqaapt pwW _ 388
qpfpapqaapf pwapagpipg 399
gagqpfpapegp pwag 400
gqaPEPIPIIPE PWYg 40
PY9PaIPIaPEPIPIIPE pr 402
qefpapaypf prapaqripy 403
i gpggpfpapeqpt pyap 404
gpeqpfpapeqpf puqp 405
gagpfpgpegpf sgdg 406
gggpfpapeqpf cqgg 407
gggpfpapaaps £qqy 408
____9qvgwpqgqpfpapqapf ce 400
paqagpfpapqapt sqapad 410
wpggapfpgpaapf caqpdg a
psgqvgwpgaapfpapaapt 42
ggapfpapaaet ctqyg 413
pagqpfpapaapt ceqpart 414
. 9PIPfPaPaap puap 1415
gregpfpapadpt pwap 418

qgagpfpapagpf cagparti N7
qaqapfpapagpf sggpagi 418
qgapfpapgapf ceapgrii 418

30 |[FIEpEEpFp | 29 qgq flapgapfe qypaapyPd '_451
gaqq figpegpfp gqg 421
. paqq figqpaapfp qapagty 422
guaq figpaapfe gy 423
qqq £iqpgapfp gopaat yp 424
£sqpgypgqq figpaarfpa 425
paqqgfigeaarfp ggpqaty 428
pyqp £lapaapfp agpgap £ 427
paqq £lapqarfp ggprapy 428
pgqq flapgapfp aqpgapy 429
31 [pEEEEIaRg | 30 ggapgggglahg t flgphki 430
qopggaglahgt£lgphgia a1

32 |[EpEEpFpEp | 31 paapegPfrap gupfpwarg 432 |
pagpg apguRfegp qapfpw 432
qapfpa PP Erde aIpip 434
pgapagPtpap gepipvgpg 435
paapagefpgp dapi prgpg 436
pPgaPqaPagPLpap qapfpw 437
q9PaIPEPaP qlpfpagseq 438
apagpfpap eqpipwap 439
loggpaapfpap qgal papad 440
gpegpfpap eqpfpwap 441
fpgapagpfpap glpfpggs 442
__pagpagpfpapggpipvapyg 443
___plgpqapfpgpaapfrapg A4
2q qpqepfeap gqgfpapay 445

sqapgarfpar guyfpgpqg 446 |
paapfpapgapgaefpap aq 447

37



ES 2 648 792 T3

o dlpfpqapgapfpap 9Pad 448
hgpgqafpgtgqpaaprfpap 449
_patgapagpfpapdatfpgy 450
gpgapaapfpap d9pglpfp 451
paapfpgapgapaarfpar q 452
quegapfpap darqlpivgy 463
sqapaupfpap 9pdqs fpg 454
q999pfpapg aPIPfPIP 9 | 455 |
5 qapgaPfpap Ipglpfpag 456
pgapgaptpap agaqlpipg 457
1ggpagpfPaP 9991 PIPaT 458
gragpfpgsggpagpfpapq 459
gragpfpalggpaapfeqrd . . 460
- IPIIPEPIP I9p fpigp 461
skapqapfpap gargasfpg 462
o ' sqgpgapfpap 499 iraPrag 463
apreqpfpap qapfpway . 464
| . pfpylgdpaaprfpap agalp 465
gs kapgapfpap gapqgsfp 466
fplgpgapfpgapaapfpap 487
qqpaqqfpgpq IPagpfpap 468
qpagpfpasqapqapfpap q 469
qpagpfpds kapgarfpap g 470
I plapggpfpgapgapfpar g 41
qafpqtggpaapfpapaqtf 472
; 1| agopagpipaskapgepfpep 0 |43
33 FolEpEEp | 32 pagrggpfplapgap fpage RO
ggpfplapeqp fpqay 475
o paapgapfplapaap fpqap 476
R ggpfplgpage fpggqg 477
paalggpfplapage fpgap 478
| pageggpfplapqapfpaap 479
seqiipgglqopfplapaap B 480
34 |[EpEEaFpEp | 33 gqtfphgpeqafpapg 481
qt fphgpggafpgp gt £ph 482
ggtfphapqaafpap g 483
! pygtfphgpggafpgp gt £ 484
35 |pEFpSEIpF | 34 | ppagpypapafpsalpylal 485
gapypapafpsqlpy lglap 486
36 |pFpEpEEEI | 35 logpqgpfpapqaql pgpgq 487
I | gqqpEpapeaql papg 488
| lqgpqopEpapaqgal papag 489
| pfpalagpagpfpapqaalp | 490
| gqgpfpapgaql papg 491 |
qpfpapaqql pgpggpggs £ 492
37 |[ppEIpFpEp | 36 papf PrYlpypap lpypap 493
| papfPPlpYPap gLpypap 494
apf ppalpypap gpfrpgap 485
[ papfpPalpyPap alpypap 496
| pgpf ppalpypap apfrpgg 497
| papf PPalpyPaPppispqy 498
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papf PPalpypap s fppag 499
gqpqp f ppelpypap g 500
J9pap L PPILlpYPIP g 501
pipapapfPPalpypPapppf 502
gegppelpypaprgsyg 503
pfpgpapippalpypapast 504

pap T ppalpypapprispqy 505

38 mEIEpFpEp | 37 pymglapfpap olpypapal 606

nglgpfpapqlpypapalpy 507

, nglapfpapap fppaloypg 508

pipsgqpynglapfpapqpf 509

pipsdgpymglapfpap glp 510

pfpsgapynqlapfpgp qpf 511

39 |EESScRImE | 38 pgrlarsqnwggsschvmga 512

gglarsgml ggsschvmeggq 513

pyrlarsgmwgasschvmgg 614

rlarsqml ggsschvmggge 515

rpgmw ggsschvmg ggcoqgyg 516

mw ggsschvmg gagocgglgy 517

agnl ggsschvmg gaccggl 518

gqgsschvmgqqeogqlggip 519

ggeschvmg gagecaglggip 520

rlarsqmwggsschymg ggo 521

arsgnl ggsschvmg gooog 522

40 |EEFSEpEEE | 39 yggafsqgpeqe fpgpg 523

gqagfeapgag fpapg 924

gqagfsapedd fpapg 325

sqapqq9fsgpagyg fpgpag 526

_899pq99fs9pgad fpqpaq 527

gafsgpeqge fpapgg 528

qs99pq99f sapaad fpapy 520

_ apg99fsapqqq fpapgapa 530

41  pEEEFpEpE | 40 .. gffpypegefpapaqyy 531

sqqpagpipgPaeefparg g 532

sqgpyap fpgPIIaEPaPIq 533
paapfpggpgadfpapgapy 534 |

pq9afpapqapgapfpagpa 535

apfpapagafpapaqpqgst 536

gapgqpfpaqpagafpgpag 537

gffpgpagefpapg g 538

sqgpgqe fpgpaaatpapa g 530

gL fpgpaaatparqqy 540

q9Paafpara gpgap fpap 54

gfpggpegefpapgag 542

Padp fpgopagafpapd gpag bd3

gffsgpagefpapaqy 544

papg99fpapa gpqgs fpag 545

gfpagpagefpapg gy 546

sqapqgqfsgpaaafpapay 547

sqapgdafsgpaaafpapdq 548

qgfsgpeqefpapdqg 549

39




ES 2 648 792 T3

g2q99pq99fsgpaaaipapa

PI9afparg IPqapfpqarg
apggafsgpeaafpapg gpg

qapgepfpqapagafpgpg g

paargIrfpggpagatfpapq

gffagpagafpapgqy

tfphgpggafpapqapgapf

gt fphgpggafpapq qpaqq

afpqopggafpapa gy

sgpaeefpapg qpggsfpgg

gtephgpoaafpapg apagap

IpEIEpPRN

41

pvpglgpknpsgggpgeqvp

avrvpvpglapknpsgggpyg

SScISglER

42

me tacisglerpwgggplpp

FEEEpIppE

43

pwaagplppgqsfsqgappfs

pwaqgprlppggsfsqqppfs

erpwgeqelppghtlfipggg

etrcipglerpwaggplppq

shipglerpwaggaplppgqgt

mrcipglerpwgggplppga

scisglerpwgqaplppggs

p¥ag9plppgqtlfpgagpf

erpwaqaplppqqs fsqypp

scisglerpwgguplppggs

rpwqggplppgat fpqgppf

pwaegqplppghtl fpgggpf

ekpwaqqPlppqgupposqy

pwaqaplppggsfsqgppfs

etscipglerpwgegplppq

45

[EplpEEpSF

44

sqgppfsqqggaplpagpsE

gelpgapst sgagppfsgag

qagggplpggpaf sqogppf

ppfsqqqqgplpqapst sqg

gelpgapsf sqqqppfsqgqg

sqgppfsquggaplpggpsft

gqqaaplpegest spg

99999Plpggpsf sqqqopf

ggqagplpgapst spg

46

LIIFSSIIEE

45

gqgsryeairaivystilgeqg

aivystilgegggvggsigt

47

EplISEEpp

46

gqgpilsqapp £sgqggpvl

faqqgppisggapilsggep

fsqggppisgggpilsggpp

gggpilagypp fsqgggpvl

399ppfegggpilesqgapp s

sqqgpilsqgpp fsqggqpv

q9appisqggpilsqgpp fs

48

EgIEIIRpI

47

vmggeggggigilepl fqlv

geggggigilrpl fglvggg

49

FSSITagl

48

csiikapfesvvagi gggyr

csiikapfsavvagi ggg

SRR R BB EREEREEREEEEEE R EREECEEEC CE e

40




ES 2 648 792 T3

50 |rFcsssrapr | 49 vippyesttiapvgifgtn 601
) vyippyesttiapvgifgtn 602

51 [RIamSERIa | 50 qqcs hvamsgrla rsgmwgg 603
kvilagggoshvansgelarp 604

goshvansgrla rpamweggs GOS

52 [EpEsFppER | 51 tlpglpypapesfppaqpyp £06
papflpylpypapgsfppag a7

papflpglpyp gpgefppay 608

L papfppqlpypapqsfppag 609
ggpgsfppeqpypady 610

1pglpypapasfppgqgpyrg 611

g apPIs Eppaa pypady B12

53 lsiilaRqgqq 52 rydaicaitysiilgeqggg 613
airaiiysiilgeqggggfvg 614

iraivyseiilgeqgggfvap 615

iiyeiilgeqgqgqgsvesqg 618

airaliysiilqeggqvggs 617

aiiysiilgegyggfvaogg 618

ryealralvysiilgegqagv 619

- B iraitysiilgeqgggfvga 620

vysiilgggagagggggggs 21

ailysiilgeqaqvggsaigs 622

giraivysiilqggggggggg 623

aiiyeiilgegqagvggsigs 624

aiifsiilgeggggfvgpgq 625

siilgeqggoggsvesgeqy 626

rhesiraiiysiilgggggqg 627

ysiilgeqgqgfvapqqqqp 628

alraiiysiilgeqgqvags 629

yealraiiyaiilgeqqgqgf 630

54 |ESEZpEEpF | 53 hapqgqfpgtaapaaps pap 631
¥ . patgapaapf papgqt fpaq | g3z,

qgpfp ataapaaPE paurqq 633

qatqapgapf pagpqapfpgt 634

gpaqp fpasqupqaes papa- ' | 836

gfpatagpeapf pagy 636

gfpasqgpedpt pgqg 637

pogpgapfp atagpaaprt pg 638

qgpfpataapgapf pglqgp 639

qpaqp £ gsaapgart papy 640

gpagpfp qtagpagpf pgqp b1

patqapagef pgsqgpggpf 642

qafpgtaapqapf papgqt £ 643

gaapfp asgapaapf g 644

qqpfpatqqpaapf pggpag 645

gfp gsqapaaprf pqqg 646

qap fpatqapagef pgskap 647

qapfp IEAIPIIPE pasagp 648

gfpatgapgapf pagg 649

gaqpfpasegpaqpt g 650

ugqpefpgtagpaqpt g 651

41




ES 2 648 792 T3

gagpfpgtegeragpf g 652
I— R pipgtggpaart pglqgpgy 653
55 [FlEEpEEpD | 54 apfpglagpaapl papgapg 654
gfpglggeeqpl paqg 655
gpagpfp glgapagpl papg G656
gfpglgapgapl pqqy G857
56 [IpEEpEEpF | 55 gap ipgapegpf plag 658
fpelggp ipgapggpf plap 659
fpelggpipgapagpf plap B60
gqpipgapaqrf plgy 861
gglagpipgapaapt g 662
galagp ipegpqapf g 863
57 _|FpEEpEEpF | 56 agp fpagpaapf papgapip 564
fpagpqaef pqpglpfpags 665
gaflapqapfPIaPI®YPI - 666
. Plapagp fpagpgaef papy 867
' glp fpgapagpf papgdpad. 668
tqapqgp fpaapaart pgtg 669
qtgapqop fpagpaapf pat 670 |
B papgapylp fpagpaapt py 671
B aqp £paapPaaPs patqapqgy 672
gap ypqgapggpf pgtggpaq 673
. gop fpagpegpt pady 674
fplapaap fragpqapt pgp 675
pagpflgpgap fpgapgapt 678
plgpagp fpqapqaet pagp 877
aqpqap fpegpaqpf g 678
gapypagreqrf pggg 679
ggp fpaapaapt pggg 680
L ypggp fpaapqapf pggppf 681
qqt fpgapglp fpqyapqapf 682
padgflapaup feaapqaey: " 683
blapqup feagpqaps papy - . B84
gapgyp fpagpaapf g 685
rgp fpaapaapy paapgap £ 686
gqPYP99P9IPE pgqg (a7
___qupfPaIPIIPY PagPqapE 688
grgge fpagpqapt pgt ggp 689
fpqapqqapy paqpagefpat 690
fpagprapyPaaPaapf pat 691
pfpeqgpeqpy pqqpg 692
p feaapqapf pqgpags fpg 693
ggpqlpfpegpaapt g A4
ggpqlp fpagpaapt g 95
pagpags £PaaPaary Padq 696
qqrqgs fpgapadey pgqgp 697
lapgap fpqapadpy Pqarg 698 |
pgggflaprop fpaqpagpy £99
prap £PAIPIIPY PAGPUP 700
58 |spIEpEEpF | 57 gqp tpigpegpf pgqy 701
o ftgpgap tpigeaapf pggp 702

42



ES 2 648 792 T3

pftgpagp tpigpaaef paq 703
tpiqpggpf padpqapaqpt 704

aqp tpiqpagpf pgqy 705

59 |prSEEpEEl | 58 ggpfsqqpeqi fpqagy 706
qapfeqepqqgi fpapqatfp for

9999p £ pIPgIPE sgIPITi 708
hapfsqggpggi fpgpggtip 709
ggpfsqapagi fpgqy 710
pflgphgpfsqapagi fpap Ak
ggpqgpfseqpagi fg 72
gagpflgphgpfeqypagi £ 713
apgupfsqapagi fpgpgat 714
gqp9qPfegqapagi £g 715

60 |lEEIFpEpE | 59 gagifpape gt fphag 716
gagifpapqqt fphag i

61 |[EpEEpEEpF | 60 PaarIPqIPL papqaapipw 718
PIPEPIIPE papadpipy 718

paap ip IPIIPIIRE PIPIT: 720

. pagafp apaapqapf pagpg 721
aparaapt papagpdlpfp T2

pdap fPaaPIIPaIPst parg a

- ggqap fpapqapeapf papg " 724
tpigpggpfpgapgaraapt 725
pigpgapfpgapqapqarfp 128
qqfpgpagPgaet pggPrasg a7

999P P IPeIPIIPL g 728
‘99pP9afp PIIPaIRt pap 729
lagpgaplp PIIPIIPE pg 730

g fp qpaapeapf paag el
gfpgpaapaapf pgag 732

aqp fp qpaqpaapf palqgp 733
paggfpgpgapearf poapq . - 4
qpagpqqprf pqgagrligpy 735

pogpfp apqIPqIPt pqlag 736
g9g9pfp apaaPqapt g 737
g99plpapeapaart g 738
papaqrqapPf pgggapligp 739
qep£papqqPagPt pysqgp 740

t fphapgaqvp IPaIPaIPs 741
a999fpapaaPaPf g 742
999plp aPaaPaIPt g 743

t frhapgyafp apagraapt 744
qqplpapageagef pasqap 745
ggggipgpeqrqapf g 748
quvpapgepedef 1gpqupf 747

99p1p QpqaPqaPt Pgsqgqp 748
gavpapqaPqeaPf 1gpggpft 748

62 |[FpEEpEEPI | 61 pqgaqlpfpqapeapl papg 750
gaqlpfpagpqapl papage i)

63 [pSSEEppFp | 62 gapfpegpqgpesqappfp g 752
ggggpssqappfp gghgafp 753

43




ES 2 648 792 T3

] ppisgqagpssqapptpggh 754

64 |FpEEpEIpF | 63 pagpipgpqgt fpqapgalpt 755
fpapqat fpqepalpf pgae 756

ggt fpgapqlpf pggragpt 757

pagpfpgpaat fpaqpqlpf 758

65 kLEpFEpEEp | 64 gpf pgpagpfpwapaap £pq 739
upfpgragpEpwapdaar £pg 760

qpfpgpggpfpwapgap fpg 761

gapfpwapaap £pggg 762

pfpwapaqp fpatggsfplg 763

ggpfpwapegp fpagy 7684

66 pEESFpREg | 65 gqaifpgpeqtfphag 765
gggafpgpeqtfphag 766

gg9i fpgpagtfphag 767

gaqt fpgpeqtfphay 768

gqgafogpaqtfphag 769

gqqt fpgpaatEphag 770

67 |SFpREpEEa [ 6 ggifpgpgq tfphapgga fp 771
gqtfphapeqafpgpg 2

q tfphqpqga fpgpaqt fph’ 773

_ gatfphapgga fpapg . 774

i P49 tEphapgaa fpapagt £ [

68 |FSEEEpSFS | 67 Pggapp £sq9aps£s gqapp 718
69 |aFpEpEESF | €8 gagafpgpeqtfphgg - s
qafpgpaqtfphopggafpey 7

qafpapaqtf phapgaqfpqg LE

- _dqgafpgpgqtf phag 780

4t fphapgaafpapaqte oh 781

qqafpapqqtf phapqqafp 782

‘pqat.fphapgqafpgpagtf ' 783

70 |SEEpFSEpE | €9 ggfpeqequpftapqaptpi 784
fpegsqqpftapqaptpigp 785

71 |[tEpFpEpEp | 10 lgpfpapep £ LpglPYEIPd 786
1qlqpfpapap fppqlpypg 787

1qlapfpapapflpglpypg 788

lqlgpfpapqp fppalpyeq 789

ng 1qpfpapdp £ppalEypd 790

ppsqgpyng lapfpapap £ i

fpsggpylqlgpfpapgp £1 792

pfpsggpylglapfpapge £ 793

sqgpylglgpfpapap frpq 794

pfpsqgpynglapfpapge £ 795

72  pFpRpEIpF | 71 gapylqlapfprpglpy pap 796
glapfprpelpypapg 97

lgiqpfprpglpy papgefs 798

glgpfprpqlpy paeg 799

73 [EEIFpEpEE | 72 gggifpapeqtfphgg 800
g agifpapqatfphgg 801

qgifpapagt fphgpggatp 802

pagifpapaqt fphgpggaf 803

quifpapgqatiphapggafp 804

44




ES 2 648 792 T3

ggpfsggpggifpgpggtip 805
hqpfsqupagifpapga tIp 808
apqapisggpqgifpapaqt 807
74 |[EpEESFpER | 73 paqafigpgapagtyparpg 808
apgaefigpqgpagtyparp 609
qefpggpqatypar pagefp 810
Pa9p fpq9PagtyPar PP 8n
P999figpagpaqatyparpa 812
qapfpqaPagItypar paapt B13
qapfpqapPqgtyPar paapt 814
75 |FpERpEEpF | 74 99t yparpaapf pat ggpag 815
gpfpageqqt YPIrPaapLp : 816
gqtypg=paaPt paty 817
gqt ypgrpeqpf patg 818
9P LpagPgqt YParpaaps 819
q9pfpdyPaqt YParpaget 820
qgt yPerpaapf patqgpqy 821
qt YPIrpgaps pat gapaap
76 [IEpFpEpEI | 75 y1glgpfpapgl pyogpalp
pymqlgpfpapql pypargl
qlgpfpapql pypapql
g1apfpapel pypapy
1qlgpfpqrgl pypgpapir
.glgpfpgpel pypapgo

191lgpfpapal pypapqpis

‘1ﬂmﬂprw

nglapfpapal pyparalpy

glgpfpdpel pfpgpg

. glgpfpgpelpypgpgl

glgpfpapgl pypapgp

glapfpapql pypape

lgpfpgpel pypapelpypt

lglapfpapgl pypauglpy

9lgpfpapglpipgpg

glgpfpgpel pylgpg

pylqglapfpapgl pysqpap

glgpfpgpel pysqpg

Lqlqpfpaprql pylgpypfr

lqlapfpapgl pylgpgpfr

lglgpfpapql pysgpapic

lglgpfpapql pypapqlpyPapql pypapaef

glgpfpapqgl pysqpg

lalapfpapql pysqpqgfc

glapfpapgl pylgpa

glgpfpgpel sysgpg

gfpsglpylqlapfpapgl p

1qlgpfpgpgl sysqpgpfr

1glapfpapql sysqpgpfr

gsglgpfpgpel gsq

pipsqgpymalapfpapglp

glgpfpgpgl sysqpg

ﬁﬁﬁsaﬁszsggsaszgﬁﬁzﬁﬁﬁﬁgﬁgﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ

45




ES 2 648 792 T3

_pfpsqlpylqglapfpapglp

pfpsqgpylqlgpfpgpglp

pfpsgqpylglapfegpgl p

77

pFpESEES

76

pfpwgpgapfpgtggs fplg

qpfpqtgqs fplapggpipg

fpwqpg gpfpgtggs fplqo

78

ESScIpglE

™

metscipglerpwgggplagg

ntiuipglnrpwqequppq

79

IIpRappF

78

sqggpilprgppf sqqtqpy

80

EpEEEFpPED

19

gf fp gpegefpgp qayg

gqapfpapegqefpap g

sqapqapfpapgaafpap ag

gaqqp fp gpeagfpap g

sqqpaqe fp qpaaafpap ag

pPoIp P IPIRIERPaR 9IRT.

. gpfp apaaafpqP 3gpIast .

gapfpqgpegafpgpg

R EEEEEEEEEREEEERE

i ! 9apqgp P IPaIItPaP 4g

: gaagls gpegefpgp g

o
=

gffpapagefpapqqy

:2qqpqqpfe epgeafpdp aq

gffpapaaafpar 999,
9999fsgpgesfpapy .

gapfpqapegafrapg

- 999pfp IPqefpap g
- ] qqpqqﬂqugggggggfggg

gqt fphapeqgfpap g

. afpggpeqefpgp ggg

Pogpfpg9p99Ifegr ggpd

gaqyfsgpeqafpap g

- gffaqpgqagefpgpggy

_Papa9afpap qqpa9s tpqq

gfpqapgqefpgp qaq

$qqpaqqfs QPagafeap 99

sqgpaqafs qpaggfpar g9

qafsqpeqefpapqq’

geqgpaqqfs apgeafpar g

apgqgfs pgIIfpar aapg

gopfpgapaaafparg

qupgapfpgaraaafprar Qg

pagpgopipggpgedfpap q

t fogpgat cph apagafpap

gffs gpggufpap gag

t fph gpgggfpap ggpggpL

gt fphapgqgfpap agqpggq

gfpagpeaafpar qqg

sgpaaafrap qqpays fpgg

qt cph qPaIIfPIP 99PIIP

ggt fphgpgagfpapg

81

nmEadpSgE

80

nnqadpsggvqwpgqgpfly

atanmqadpsgq vgwpgqgp

S EEEEEEEEEEEEEEEEECEEEEEEEEEEEEES

46




ES 2 648 792 T3

82 |lgalcssisn

g1

fdeeknstgalesslsngas

83

EFpEEEIpI

82

gppfpgghaafpgagipv vy

qapl fpgghagfpaagiprv

gfpgagipvvgpsvlgglonp

810

EEEpIIIEE

83

sqgggpfpggagplllgapp

[

ggagpillggppfsghggapy

912

qgapfpgqeapllliggppfs

813

gaqgepfsgaggapillagp

914

pfsgggapvllaggipfvhp

915

ggepfpggaaplllggppis

916

85

SEEREESFp

64

gqpl eqgpagtfp gpagt fp

17

hgpf sqapgqtfpgpggt Ip

918

aqpfpgphapf sqapqatfpg

919

ggpl sqapaatip aqg

pvpaphqpf sqapaqatfp ap
gqpl sqgpeqtfpggg

qglvpglagpl sgapgatfp

SEEE

palagpl sqapaatfpapag

@
=

86

FRREpEESE

85

phgt fhhapagtf papaqgty

@0
&

qt Fhhapqqtf pgregtyph

gt fhhgpggtf pgpggtyph

grtipgphgt fhhapgqtfp

87

RFFFpSSpR

86

sgagghwyyptspk lsgggg

88

REPEEEFSE

87

tifphgpggafegqpaapgqqf

gt fphapggafsgpggpggq

89

ISIEEIIEEE

88

gqq tlggilggglipcrdvv

tlggilggglipcrdvviqg

qquggaagtlggilggqlip

90

IEEpIppEE

83

pwlggplppagtlpgglgap

sniiisflkpwlggplppaq

91

1SpEESqE

an

4999g9Yyypispggegqggap

92

EpFpEpPEpP

91

pypapepfpapap fopglpy

pipsgguypgpapfpapap £

papapfparap freqlpypg

93

[EpEpFpEpE

92

pvpapapfpapapippglpy -

gapfpsgapypapIefrarg

pfpsggpypapapfpapapf

[FpEEpEESF

93

papapfpapapippalpypg
pgggfigpadp fraapqaty

agafigpaqgp fpaapqgty e

paggfigpagp fpaapgaty

pagpqqp fegapggsf paqp

ggp fpqapegsfpggg

9P £PIaPQqty ParpPaapip

gapagp fpeqgpagsf g

gapggpipggpggsig

pgap fpaapqast poapaap
pqgp fpggeaaty pgrpagp

gapfpaapagsf pggqg

gapqqp fpegpgatig

pfpgapqap fpaapqqst pg

8|8 % 8|88 8| 8| 8| 8| B\ B| &| £ B B| 2| 8| 8|8 5| 8|8 BB &8/ & B|B|§ B

47




ES 2 648 792 T3

gapqgp fpagpqqtf g 958
L Q9P FPAIpagty parpygpt . 959
| — 93P £pgapaqaty pgregapf 960
95 |RESFSEEpp | 94 praqaplpp qaefsgqapp £5. 061 |
Priqqqplpp dqefsqapp s - 062
. erpwyqqplpp 4I8Esqqpp B 963
- Pagsfeqapp f5a9q9aplp 964
gasfaqapp f599999plpg 965
gplpp qgsfsqgep fsqaqy g66
l pwqqplppggsfsqappis 967
96 |FpEEpFpEE | 95 . YPIapE£paapaap fpgqrpf 868
t | ¥994p £PIIPYPIIPYPEaq 969
lpapyaqpylp yPagpfpaa 970
‘pagsfeyqaqp fpaupyPay R
P frdgpyPaapypsgapyps 972
| gelaspqql yPaapyPagpy 973
yagpylpypaapfpqapgqp R
agp fPIIPYPIIRYP s GIRY 975
97 |EpSSEEpIS | 96 aps=qapls qghqgfpyggl 978
___aappfsaggapssggpls gg ar7
|98 [EpIEERESF | 97 glerpwygqplagkets pgg 978 |
99 |tspEEIgEg | 98 999yypispgalgqg qasgy 979
| 100 EEEccERIp | 99 geschvmaggoegrlpglipe 980
101 |agEqEEQFF | 100 9993999999yY ptspaqly 981
102 |[EEEpFpEpE | 101 - gqvewpaqapEpgpg gpice a62
I b . pyggapfpapqdpfegdpgy o83
. wpagaefparagpfogqgpag | 864
g9 fpapgapayp fpaed. 985
L DS gYVIVPIIIPEPIPa ot 986
A pagspfpapdapfceqpyrt %7
- agapfpapq apcqapgrti 988
psggvaweg 999pfpgpg gp Beg
gagapfpapa apsgapggl JED
gavawpaaqaapfpapa apqy 691
p8ggvaWpa9aaPfpapa qp 992
aqepfpapq gpfoegpgrti | 993 |
| vdpsgqvgWpg a9aPEPaPg 994
103 [RIEFpEEEE | 102 | Peg avawpaqas pfpapqyp 985
nigvdpsg gvqwpqeaqpfp 199
9 vaVPIaT P fPapIIRag 0a7
- PSQ avaWPIIId pEPYPYYP 995
_ttanigvdpsggvawpaaqaq 999
vipsg QrawpaeIap fpgpg 1000 |
B . qivEpsgavawpagaapLp 1001
gavawpqgeqpipaqy 1002
g avawpa9qa pfpagy 1003
104 [EpIEEIccE | 103 gstygplgglecqgqlwgipe 1004
gstyaplgglecgqluglipe 1005
gstygplgglecgglwgipe 1006
105 bFpEpEFps | 104 PPYPYPYPYEps glpylel 1007
9999rfpPqaPYPRPAfES q 1008

48



ES 2 648 792 T3

aqpfppagpyparatps glp 1009
] . gqpypapgfps glpylalqp 1010
| 106 [IESIpSme | 105 faalirnl algtlpamenvyl 011
rnlalgtlpsmenvyippyc 1012
eirnlalgtlpsmenvyipp 1013
107 |RIFEIpERI | 106 elocghlwgipekl gcgaih {1014
eloocghlwgipekl gegaih 1016
gloeghlweipekl gg 1016
gloocghlwgipekl g 17
___lccghlwgipeklgegaihn 1018
108 [prpESEESF | 107 pifpwapagpfpataasEplg 1019
gpfpatqasfplgpgapfpg 1020
fpwapggpfpgtqaysfplgp 1021
pfpgtqgsfplapgapipgq 1022
109 |[EgFFEpSEE | 108 gagffapsaanpaaggsfgp 1023
gagffapsggnpgagy 1024
gaypsgggffgpeggnpgag 1025
qaypsgggffgpsggnpaag 1026
| gagffgpsegnpgagy 1027
psgqgffgpesqqnpgaqygst 1028 |
qqypsg agffgpeagnpgag 1029
110 [ESIFESScR | 108 arsgqtlwgsschvmgggeer _[1030
111 |rssiwszir | 110 llagckpvslvsslwaiilp 1031
T iveslwsiil ppsdogvmrg 1032
lveslwsiilppsdogymre 1033
112 [ESFpEpEES | 111 gqatfpgpeqt fphgy 1034
qatfpapaqt fphapaagfp 1035
- gggtfpgpqqt fphigy 1038
agpqatfpgpqqt fphapqq 1037
o phgt thiigpg gtfpgpadty 1038
guplaggpggtfpapaatfp. 1039
qtfpapqqt yphapagalfpg 1040
hqpfsaapqgtfpapagt £p 1041
ggtfpapagt fphgpaggvp 1042
atfpgpeqt yphgpagafpg 1043
gtfhhgpaqtfpgpeqgt yph 1044
hhapgatfpapegt yphapq 1045
ggtfpgpagt fphgpgggfs 1046
qtfpapqat yphapagafpg 1047
gt fhhgpgatfpgpagt vph 1048
hhapqqtfpaeaqt yphapg 1049
113 EnsRipgl | 1 12 menshipgl erpsrggplpp 1060
menshipgl erlsgaaplpp 1051
menshipgl egpsggaplpp 1052
114 EEcSplaIp | 113 kvilgggespraipyrlars 1063 |
115 prsgeeeip | 114 qpepfsgqgygt pEesgggaipv 1054 |
sggggppfeqagqgipvihps 1055
goqat pfegaaaipvihpav 1056 |
116 |[ESRelpgIk | 115 etroipgle rpwgqaplopg 1057
metroipgle rpwgqqaplpp 1058
117 {pSIERpIE | 116 metshipslekplgqaplpl 1059 |

49



ES 2 648 792 T3

cashipslekplggoplplg 1060

118 bEipFpEep | 117 qepipapoqaglpfpaap a9 1061
pqqaqlpfpagp g3Plpgrg 1062

qaqlpfpgqp 4I01pgpagp 1063

qarfpgpggaqlpfpggp 99 1064

gpfpapggqaqlpfpeap qap 1065

119 |SITIRSIpn {118 gapagyevirslvirtlpnm 1066
gyevirslvlrtlpnmcnvy 1067

gyevirslvlirtlpamcnvy 1068

120 |aEIEgIRSI |il13 gpggpaglegirslvlktip 1069
iigpggpaglegirslvlkt 1070

121 |EEpaEIEgI | 120 qlagglgiigpqupaglegi 1071
gpagpaglegi rslviktlp 1072

iiqpggpaqlegd rslvlke 1073

122 |SplampBRI | 121 ck\rﬂqqqﬂc spvampgrlar 1074
lgggespvampgrl ar 1075

vflqgcespvampgrl arsgm 1076

gggc spvampgrl arsgmwg 1077

caspvampgrl arsgmwggss 1078

gespvampghl arsqmwggs 11079

ckvflgggc spvampgrl ar 1080

qqgc spvanpqrl arsgmwg 1081

vElgqgcepvampghl arsqg 1082

vflgggcspvampgrl arsg 1083

spvampgrl arscgmlgassc 10e4

123 [EInpcRnFI | 122 gglnpcknfl lggckpvsly 085
sliqgslggalnpoknfl 1g 1086

gpslgggvnpcknfl lggck 087

iggslggglnpeknfl igge (1085

igpslgggwnpeknfl lggc 089

lgggvnpcknfl lggcklvs H0%0

124 |IEpEEIapEI | 123 ggtflgpgqvaqlelmtsia 109
125 |EFSEEEEIp | 124 agp gfsggggipvihpsvlg 1092
gepfsqgacpgfsggagip v 1093

126 |FpEpEpFpp | 125 1glqp fpapapfppqlpypq: 1094
qeipsqIpYPIPIPLPP Glp 1085

pypapaefpaparfpp alpey 1098

1glgp fpapapfpp glpypq 1097

nglgp fpapapfpp glpypg 1038

gapfpsqap YPIPePfPP gl 1099

p fpapgpfpe qlpypapppt 1100

pfpapapfrpalpypapast 1101

pIpqp fpaPIPLfPP qlpypd 1102

sggpylqlgp fpgpapfpp g 1103

pipsqupYPIPIPEPPalpy 1104

127 |roEpEEpFc | 126 gqqp fpapeqpfeqgg 1105
gqvgwpgqar fpapgapfce 1106

wpaqqp frapaIpfe qupag 1107

gqap fpapgapfegay 1108

pgggp fpapgapfeegpqrt 1109

qqq_iﬁ fpgpagpfoqaparti 1110

50




ES 2 648 792 T3

| fpgpgapfeggpgrtipgph 1111
q99p fpgpgapfeegpartd 1112

128 [EEIpEIgEE | 127 ccqglpgipeqgsryeairai 1113
sschwvmgggecqglpgipgg 1114

goecgglpgipggsrygaira 1115

ggceqglpgipggsryeair 1116

gqocqgglpgipeqsrseaira 1117

gqecgglpgipgqsrygaira 1118

hvmggaccaglpaipqasry 1119

gaccgglpgipegsarydair 1120

gecgglpgipegsrydvica 1121

cogglpgipggsryeairaii 1122

129 bEESEEIIp | 128 fpgpglpfpggseqiipqql 1123
pagseqiipgglggpfplap 1124

pggseqiipgglggpfplagp 1125

fpapglpfpggseqiipagl 1126

130 pnnnSpsnr | 129 plnnnns pannspsnhhnns 1127
nnspnnnspsnh hnnspnnn 1128

plnnnnspnnnspanhhnns 1129

nnnspannspsnhhnnspnn 1130

nnspnnnepsnh hnnspnnn 1131

131 mEEEEEEER | 130 iimggeqgeqrggvyi 1132
ivhsiimqgeggeqrggvgi 1133

ivhsiimggeggegrqg 1134

sivhsiimggeqgeqrggvyg (1135

ivhsiimqgeqgeqr ggvgl 136

132 EEmnpcRnF | 131 ggunpcknf 11ggcnhvsly 137
igsflgggmnpcknf 11qqc 1138

gsflgggmnpcknf 11ggcn 1138

igpylgggmnpakny 11lgge 1140

igpylgggmnpckny 11ggc 1141

lgggmnpckny 11gqcnpvs 1142

133 lenInIpIFr | 132 tmenvovplyrtttrvpfgv 1143
tzfalrtlptmenvnvplyr 1144

134 |r1siiiprs | 133 cnhvslvsslvsiilpradc 1145
hvslvsslvaiilprsdogy 11146

lvsslvsiilpredogvmgg 1147

135 EIagIpEEs | 134 schvmgggccgglagipegs 1148
gecagglagipegs rheaira 1149

136 RpFIEEpIp {135 mesniiisflkpwlgaplpp 1150
sniiisfl kpwlggplppgq 1151

137 pFpEpEEpE | 136 gapfpapaapg lpfpggeay 1152
PoaPEPaPIIPg apfPaPag 1153

gipfpagpgapfpepaarayg 1154

9P99rgIPfPaPIPalpip 1155

g9pgapfpapaapglpfpag 1136

s39pqIPEpaPITPIgsfpg 1157

qqgapfpaPaaPg 9P ipapg 1158

99peapfpPePgIPa lpipgg 1159

pagpfpapaarg lpipggpg 1160

skapagpfpapaaPaasfpg 161

51




ES 2 648 792 T3

qskapgapfpaPIIPIds fp 1162
gagpfpapeapqlpig 1163
gqpfparearq 1P ipagpag 1164
gqqpfpareqpqIpig 1165
guapfparaapqlirfy 1166
ggpfpgpaapagpipqlage 1187
gggpfpgpegpqqsig 1168

g9qvqwp33qaPfpIrgIPgd 1169
paapfpapaaragriprglag 1170
ggapfpapaapgapiyg - 1171
gggpfpapagpqysfy 1172
qupfpapaPg e ipgsqqp 173

pfpqpaapqgsfpgqqgpli 1174
138 [FpEpEEpEE | 137 pqgr fpapagpaapiraprqy 1175

qipfpggpqap fpaPqIraq 176
pa94fpapaaraapipagrd 1177

apfpapaaqfpapaapags 1178

sqgpggp fpapaapaa s fpg 178

q99qer fpapagpaa pipgrg 1180

skqpagp fpapqapgg sfpg 1181
gafpapgapaaaflgpggpt 1182

- gskqpagp fpapaapeasip - 1183

' g9 fpapaepqgpipgapqqq 1184

gaqp fpapeapaapia 1185
g fpgpaapeqsfpqgg 1186
99p39q fPIPIIPgIripgp 87
g fpapgapeqpripdyy 1188
_papgafpapaerag s fpaa 1189
9999 fpgpegpqqsiag 1130

. - sfpapagpagpipddg 1191
fpapgapgagflaprapfpg 1182

__99p fpepaapaapipdlogp 1183
pagqfpapagepaapipaarg 1194
g93F fpapeapaYsig 195

ggvgwpgagdp fpapagpqq 1196
page fpgpagpragripgldg 1197
gqqp fpqpaapadeiy {1198
9q9p £PaPITPIIS £9 1199
99p fPIPIIPIIPEPYS P 200

g fpgpagpagsfpagg 1201
pfpapaapgq s fpqqugpli 1202
gqgafpapaapagsig 1203
gagqfpapaapqariy 11204

t fphapqag fpapaapaqpf 1205
gt £phgpgaq fpaPaaraqy 1208
sqpqqq fPapaarad s fpgg 1207

gtcphqpqgq fpapaapaap 1208

gggqfpapeapqapia 1209

gqfpapgapggqflgprapf 1210

gg fpgpgarggqfigpgapf 1211

139 |EEIFEIccE | 138 lggssyqglggleeqggl fgi 1212

52




ES 2 648 792 T3

gssyqgalgglecgqlfgipe 1213

140 pEESFpEES | 139 pggsfpgqgs ggsqgpfaqpqg 1214
paprqgpipvgpgasfpgqs q 1215
apqapipvgpagsfpags 99 1218
vgpgasfpggs q9sggpfag 1217

141 [gFpEpEpEF | 140 rpaq lypgpapay sqpgapi 1218
gpfrpgqlypapapay SUpq 1219
142 [EEpFpEEpE | 141 qurfpaapa P fPaPIIRip 1220
q9£1lqpaapfpaapqgdpypPd 1221
plapgapfpagraariparg 1222
P999figpaapfpqaPadty. 1223
pmmqquqpqqpq 1224
pagafpapagpaIPfPaary - 1225 |
 tqIPIIPEpPIIPqaPipaty 228
PYIPEPIIra IPaarfogey . 1227
gepfpgtaipaaefpaapay. - ; . N2z
. - qtggpgapfpagpaapipgt | L 1229

. gepagPtpdapagfrapgy - 1230

. -aefpagpaap fpqt agpgy 1231
tpicg:qwfpmqpqqpf 1232
mqpqutqqpqq : - 11233

| 99951 9P IIPEPIIPIGLYP < {1234
pigpqapfpaapqapqepfy 1235
pyqafigpaapfeadpagty 11236
qﬂpmm 1237
.. fplapagpfpaqeqapfpgp 1238
pagpflap gapfpaapaqpt 1238
plapgapfpapqdpipage | 1240

.. agrqgpfpegpqqpfy 1241

P 9apEpaapd ap fpagppt 242

- POYp IIREPIIPI<s fPaaP. 1243

i PAIPTPIPIYqEpaDgIRg . 1244
IIPEPaIPa arss9qppipg 1245
pagaflopaapfpaapdapy. : 1246
plap gapfpaapq qpfpapy 1247

PAgq L papgIpIIPEpaaPg : 1248
gipgaPfpaaPq ety 1248
rgpipggp IAPYPIIRPI Rt 1250
99p gapfpeqpaqsfy 1251

99p 9gpfpaapqqsty 1252
pIapfpaaprq 48 fpgIpaqp 1253
IPLPIIPI IPYPaIPaIpt 1254
gpapfpaarqapfpat qup 1256

agqp fpqt qqp aPfpadre g 1266
£puygp qapypaaraqpipgt 1257
paapfpaapa gt yparpgap 1258
qapagpfraapad9£fpapaq 1259

pfpeqp egpYPIIPg 1260

gap 9gpfpeapqqt fg 1261
pPfpggpgapfpqaPqqsfpg 262

gap qarfpaapqqt £y 1263

53




ES 2 648 792 T3

yaqpylpypagpfpgapgap

1264
pPaqpagefpaqra gqfpapg 11265
gqrq9pfpeqpq qafg 1266
P99p 9PYPaaPa gl fpgtq 1267
ggp gapfpaapagafg 1268
IPLpaapa gt ypqrpqapt 1269
qapfpgapa gt yparpagpt 1270
| 19p qapfpaapa QP YPY9PY 2m
propfpqap qapyPaarq gp 1272
143 |[EIaiIEIms | 142 qgtflqpﬂ;qvnqlnlmtaiaﬂ___ 1273 |
gprgggglahqiaglevmtsi 1274
aph qinqimt sialrilp 1275
phgiaglavmtsfalrtlpt 1276
hgiaglevmtsialrilptm 1277
gtllgrhgiaglevmtsial 1278
giaglevmtsfalrtlptme 1279
Tllqphqiaqlalmtsialr - 1280
o flgphgiaglevmt siaprt 1281
ggtflgphgiaglevmtsia 1282
) giaglevmt siamlptmc 1263 |
144 [FEIpEESEc | 143 _elceghlwgipegsgeqgaih . ' 1284
hlwgipegsgogaignvvha 1285
ghlwgipegsgegailhkvvh 1286
elecghl wgipegsqeqgaih 1287
145 |[EEESEEEIg | 144 qsggglsgs qggegaglg ge 12688
gsdqggvsqs gggsqaalyg gc 1289
qavegs gqggsqgglggostg 1290
filsvegpgaqesagglg gy 1291
gevegpqqgeqaqaly agpgg 1292
q5gggvsgs gggsgaglgyg 1293
__evsqpgg9sgggly gopagy 1294
yop aggsggale goes fqgqpg 1295
g8 gageqaaly ges faggpag 1296
- apagegsqaale gopgggaq 1297
glggoevsge gageqagly qq 1288
glggeveqpgggsgaglg gq 1209
146 |STIEpSIIE | 145 isivgpsilqqglnpekvilg 1300
pagqi sivapavlaglnpek 1301
qqglpgggi sivgpailgql 1302
147 |rSaSgsimRF | 146 plysattavef gvgtgvgay 1303
vplyaattevef gvgtgvga 1304
148 [REEEEEEEI | 147 ____alimhggeqaaql gqqqqqq 1305
gomhggeqqagl ggqy 1306
B hqgeqqagl ggqq9gglqqg 1307
iimhageqqaql gagqqqql [1308 |
gamhqgeqeqql ggqg 1309
149 |[IIEEEISpc | 148 lggdlgggltpemdvrlggh 1310
qaggegailggilgggltpe 1311
Llggdl q:;q-i-i;pc mdvvleg 1312
150 [EEIIpEEEI | 149 qqvlpqqqd pfvhpsilqgl 1313 |
glppfsgggagvlpaggi pt 314 |

54



ES 2 648 792 T3

151 |FSEEEEpFp | 150 fsqqagpg £eqagapfp 494 1315
fsqqqgpgfsaaaapfp dqq 1316
ppfsqagapq feqqaapfp d 1317
152 |cIpgIERpF | 151 metscipglerpwaggplyg 1318
atreoipglerpwogagplppd 1318
nr eipglerpw goggplppaq 1320
netreoipglerpwggaplpp 1321
mdtseipglerpwgqgplpp 1322
etscipglerpwqeqplppg 1323
153 [EEEcIpiam | 152 nvflgggeipvamgrolars 1324
Inpekvfl gggeipvamgre 1325
154 [EIaEIpREI | 153 vmqqgocgglagiprgl gea T 1326
googglagiprgl geaaihs 1327
mgggecgglagiprgl goaa 1328
glagiprql gocaaihsvvhs 1328
155 [EEpREFpEE | 154 nhgqopigggphafpgggpe 1330
156 |RpmFIEpEE | 155 ypaqrpmylqpaqpisggga 1331
__sfppagpypaq rpuylqpaq 1332
___ypaqgrpmylapqqpisqggga 1333
157 [IEEEmnpeRr | 156 igsf lggegmnpak ifllgaa - 1334
" gsf qu_.ilmnpdknt"lqul:n o (1336
igpylgggmnpok nyllqge + 11336

| - pagagpaiqsf lgggmnpeak 1337 |
e Y igpy lgggunpok iyl lage 1338
lgggmnpak nyllggenprs ‘Hag
158 |SRIISpRgR | 137 srllsprgkelhtpgeqfpg 1340
srllsprgkelhtpgeqfpg 1341
159 |REEEEEEEp | 158 1il hegagqage ssgvslag 1342
160 |deEImEEEc | 159 ilprsdegumgggecgglag 1343
. smilprsdegqumggge caqgl 1344
' vaillpreadegqumggge coq 1345
161 |[sEpEIpFsE | 160 qpylqlgpf sqpqlpysqpyg 1346
lglagpf egpglpysqpapfr 1347
sqgpeylglapl sqpglpysg 1348
lglqpf egpglpysgpqpfr 1349
162 |EIpFSEEEE | 161 qgapllpglpfeqggqpvlp “H350
i plisqugalpfeqaagpgfs 1351
paflgggpilpglpfeagaqg T 1352
163 [EEpFpIEpE | 162 pqapauPEplapaqeipgap 1353
pagp aapfplapg qpfpggp 1354
B o pgal gapfplapggpfpaap 1355
pygp agpfplapggripggp 1356
pagpfplapggsflwgsqap 1357
segiipqql qapfplapaqgp 1358
pagpfplapggsflvwgsqgp 1350
164 [RFdalRarr | 163 pripegsrydairaii ysiv 1360
qsrydairaii ysivlgegg 1361
garydairaiiysivlgegg 1362
pripegs rydairaii ysiv 1383
165 [ESRFdalRa | 164 pripegerydairaiiysiv 1364
L i gsrydairailysivigeqq 1365

55



ES 2 648 792 T3

peqsrydairaitypiilge 1366

gcegglpripegsrydaira 1367

egsrydairaitysiilgeq 1368

qgecgglpripegsrydaira 1369

gsrydairaiiysivlgeqgg 1370
pripegsrydairaiilysiv 1371

166 [EpSpEpEEI | 165 flagpqapspapqqv vgiis 1372
sggpflagpgaPSPaPqgav v 1373

PqEPSPYPgIY vgiispatp {1374

167 |SIREEpIip | 166 gppf slhagpvlpgqgipyv 1375
gepfslhggpvlpgggipyv 1376

grilpggppfslhagpvlpa 1377

gpilpgappf slhagpvlpg 1378

168 |ooFSIREEp | 167 q9999pi lpggppfslhqgp 379
gppfslhgqp v1pgggipyv 1380

qppfalhqgp rlpqquipyv 1381

aqpilpauppEslhggpvipg ' 1382

gpilpagppfslhggpvipg 1383

169 |FpIIIEEEE | 168 dairaitypiilgeqgaogfv 1384
170 [FSEEEEppF | 169 p£eqqqappf sqgggpvipd. __[1385
qqpp fequaqepf sqgplis [1386

gps £sqgqeppf sqggopfs 1387

qgeap £t9qqeppf sgappi 1388

ppfsggqgps £eqqqappf s 1389

gggapp £sggagppf sqggg 1380

sqqqgapp £sqaqappf sqq 1391

£5qqqqpq £89999PPY S99 1382

psfsgggqggpp £ tagqgappf 1393

vipgappfeggggppf rest 1394

isqqggapp £sq9qgppf 3q 1385

pp£saggappf sqqqgspis 1396

fagagappf rssthssqgopp 1387

isqqqgrpp fqqqqppf sg 1398

9PPYSq9IIPPY Sq99apps 1369

arqlpp feqaaappf sqqqg 1400

fsqqqappPf 59999PPYSag 1401

eqgpp £29999ppf sqqgqp 1402

pfsqgyappf sghqapvlipg 1403

YSqI9IPPY 59999PP£599 1404

qggqqqeqgp fraqaappf sq 1405

fsqaqappf sqggaappfta 1406

qaqqpp £sqeqqppf sqqqy 1407

£taqqppf sggspisggag 1408

niggggpp fegaaappt sqq 1409

qgapp £taggappf sqgspi 1410

171 [EReEpIipE | 170 s ghgqpvlpgquipsvgpsi 1411
goplfsqgkggpvlpgqpafs 1412

plfsgkggpvlpagppfsqg 1413

sggagppfs ghgapvlpgag 1414

pfsqqggppfs ghgapvlpg 1415

172 [EEppFseEs | 171 £sqqaPPfsqqt apvlpggs 1416

56




ES 2 648 792 T3

ftqqgappfeqys pisgaqq 1417

gggppftggagppfeqgs pi 1418

173 |EEEEEEEEp | 172 999999999P 1sgvsfqgpg 1419
q99a999aap 1 sgveiqasy 1420

pfsqq9999999gPpisqgg 1421

950 99IIIINAP 5 1422

ppfs99999999p fpggps £ 1423

gqqqspfsgageqqagppfl 1424

spisqgagaag99eeer ftg 1425

s qaqeqqaeP pflgggappf 1426

999399999°P 159vg 1427

9919999 gagIIITIP S50V 1428

qqggepft9gaaqaaeaer £ 1429

99 9I9IIIIIP L5 qVy 1430

999999999P s5qvs £aapg 1431

b, . a999993ap ftaggappisq 1432

qapp£ 599999IIIqP fpqg 1433

991q99999egaqP Lsgvet 1434

9319999999999p lsgvsf 1435

11hqghhhhqqqe9agaaqr 1436

99ppfsq9IIIIIITPPLSg 1437

999999999 1 sqvsfqapg 1438

hhhgggggagaagp 1sqvsf 1439

aiilhggggogggggaae 1s 1440

174 [REEgepprs | 173 pfsgydgaeeaaqarpfs 4aq 1441
sgagppfs aggaappLs qug 1442

is ggaaappEs q3qqpqfsg 1443

ps feqeaaappft ggqgppf’ - 444

£39999ppfs 99I9IPPELy 1445

qupp£s9q9qa9uaePpLs q 1446

175 bsSiEpsSIIE | 174 gipsvapsilgglnpcklfl 1447
pvlpgagipevgpsilgqgln 1448

176 pEEEIgEEp | 175 g99lggcs fggpgaglogae 1449
qissqvsfqqpaqalggapg 1450

sfqgpgaalggqp ggqgqqv 1451

gp9aglgagp 9999999vlg 1452

s £9qpaaql9a9P 39999V 1453

gqqlgges fogpgaalogap 1454

cs fgqpggqlagdar 999999 1455

177 lcsFEepEee | 176 99919qes£qapPaag Lagyp 1456
lggesfogpgaaglagwpgy 1457

sqqqllgesfgapgaglagqq 1458

gsqgglggesfagpggglag 1458

g9gqlggesfqapqaaq lyggp 1460

csfqapaaq 1 gqupagaaqq 1461

178 REIccERIF | 177 gplrelooghlwgipg 1462
gstyqgllrelecghlwgipe 1463

gstygllraleeghlwgipe 1464

gplrelecehlwgipg 1465

gstygll relceghlwgipe 1466

179 |[IEEEpIIpg | 178 peppfslqgapvlpqgspis 1467

57




ES 2 648 792 T3

qapilpeppis lqgapvlpg 1468 |
psflggapilpglpfegqay 1469
L | pfsqqqpsflqqepilpglp 1470
180 ERppFSEEE [ 179 i qrppfsqagagpvlpgappf 1471
i | lggppfsgqrppfsgaaqap 1472
| qrppfeqaaaqpvipagppf 1473
lggppfsqgrppfeqagqap 1474
181 mWIFIEEEcI | 180 svlgglnpenvElgggelpy 1475
mvElgggol pvamgrelars 1476
| 182 [EEERpFIEp | 181 | ggs fpaqarpfigpslgggl 1477
araqpgqs fpgqagrpfigp s 1478
fpaggrpfigpslggglnpe 1479
| 183 [sFpEIpgEl | 182 gyvp tfpglpggl qopagag 1380 |
184 [IEERIIpEL | 183 gggvawlgeglvpgla 1481
psggqvqwlggqlvpgl ggpl 1482
| gugvawleeqlvpalg [1483 |
gggvgwlggglvpglg 1484
psggvaw lagglvpgl ggpl 1485
185 [opFIEpSIE | 184 fpaag ppfmmqvnpc ~ 1488 |
)_ | paagppfigpslgqgvnpok 1487
gapggs fpgggppfigpslg 143&]
186 |IIpEEpaFs | 185 gapl faqkgapvrlpggpats 1489
}_ kggpvlpggpafs gaggtvl 1480
gagt vipggpafs qgghggl 1491
187 pEpEEEIpE | 186 A99pa9p L PAPIIILlPIPYY 1492 |
. g9apfpapeaqipgpg 1493
Lggpggp £ papqaalpapig 1494 |
{ . lggapfpapaqalpapy 1495
| gpfpapadalpapgapyas £ 1486
[ Papqaqlpapaapaqs fpag 1497
| 188 [gSanmEldp | 187 ___ gtanmqudpssququpggap 1498
gtanmgwdp ssqvqupgqgp 1489
gtanngvdp s sgrgwpgagp 1500
189 [EREgmRIFI | 188 999999 999gmhi £1plsay 1501
N imgaggaggggggnhiflpl 1602
gqagguhifl plsggggvgy 1503
| 190 [RIIRaIIIR | 189 egaihkvvhaiilhgggkag 1504
o qaihkvvhaiilhggakqqa 1505
191 [IpIFgssss | 190 lrtipmmosvnvpvygttts _JEQ@_,_
- lptmogvnvplygttts vpf 1507
| vpyygttte vpfavatgrga 1508
csvnvpvygttta vpfgvgt 1508
192 pEEIgEEpE | 191 papaglggapqggevpgval 1510
gesfgapgpaalagapagge 15?1
| 193 |sSgEEEIIE | 192 q9vsqpgdgsggaulvgcst 1512
I gsgqqqlvacsfogpgpggl 1513
194 |rpoRIpkpE | 193 pap fPPalpyPapglpypap 1614
pae £PPelpyPapalpypap 1515
9P £PPqlPYPIpPqPErpgap 1516
pap £ppalpypapalpypap 1517
B lglgpfpgpap fepalpypd {1618

58



ES 2 648 792 T3

par fppalpyPIEaPfrpaq 518

pap fppalpyPIPPPLspaq 520

13lgpfpapgp fppalpyPq 1521

pap fopalpypapasfppgq 522

mglapfpgpgp fppalpyPd 1523

gqpge fppelpypdary 11524

g9pgp fppalpyPary 1525

pfpapap fppalpypapppf . 11528

pipgpgp fppqlpypapasi 527

papapfpapap fPPalPYPY o 1528

pap fppalpyPapppispdq 1529

gsgfppelpypgosg 1530

papgp fppalpypatapipp 1531

pap fppalpypq tapfppag 1532

apfppalpypatapippgap 1533

195 lcSpIampER | 194 ckvflggqgespvampgrlar” ) 1534
lgygesprampgr Lar 15356

vilggespvampgr larsqgm + 1536

Inpckvflgggespyranpgr 1537

cgaaospvanpqgr 1arragmeg 1538

‘espvampgr La raqnwgass 1530

- qospvampgh larsquwggs’ 1540

ckvflggqospvampgr lar . ' 1541

qlnpeckvilqgespvanpgr 1542

. _qqgespvaspgr larsquwg 1543

vfiqggospvanpgh larsg . [1544

- vilgdgespvanpgr larsg . |1545

196 ESgEgEE | 195 sgqrqgdggsgqgaqpgqry 1546
197 EIEESIIFg | 196 ttppaglggeilwgipallr 1547
198 [pFSEEEIpI | 197 gqppfsqgelpi lpgappfs 1548
ggappfsqaoppfeqgelpi 1549

£sgqgppfsqgelpi 1pqgp 1550

199 |ssRIpgIER | 198 me tshipglek psqaggplpl 1551
nme tsrvpglek pwaggplen 1552

200 |sIaIRsIpm | 199 lmt sialrtlpmmcsvnvpv 1553
hlevmt sialrtlpmmcswn 1554
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Figura 6

Secuencia 1: BICR}P(QE)LP(FY}PQ {SEQ ID RO: 1555)
Péptido de respuesta dptima: FOLEYPOPQLEYPOPOPERE (SEQ ID NO: 1556)
Péptido de alta calidad: QLOPFPQPELPYPQPQP (SEQ ID NO: 1557)
Grupos incluidos 1,2,7,8,10,16,22,23,72

Secuencia 2 BIFY)P(QR}FP{QE)LP(FY) (SEQ ID NO: 1558)
Peptido de respuesta dptima: POLEYPOPOQLEYPOPQRPFRE (SEQ ID NO: 1559)
Péptido de alta calidad: QLOPFPQPELPYPQPOP (SEQ ID NO: 1560)
Grupos incluidos: 1,2,7,8,10,16,22,23,72, 76 PARTE

Secuencia 3: (BEIAT)EFPQ(ET) (QE}Q(PTS) (FITY) (SEQ ID HO: 15615
Péptido de respuesta dptima: GPFEQPOOPFEWOPOQPFEQ (S5EQ ID NO: 1562)
Péptido de alta calidad: GQOPFPRQPEQPFFWOG (SEQ ID NO: 1563)

GQUEFPQPEQPIEVOG (SEQ ID NO: 1564)
Grupos incluidos:
3,5,6,9,20,24,29,60,69,70,73,74,77,1028T, LOB, 112

Secuencia 4: PO(ET) (QE)Q(PTS) (FIY) (PS) (VWHOL) (SEQ ID MO: 1565)
Péptido de respuesta dptima: QEFPQPQOPFPROPOQPFPQ (SEQ ID NO: 1566)
Péptido de alta calidad: GUOPFPOPEQRFEWQG (SEQ ID NO: 1567)
GROPFPQPEQRIPVOG (SEQ ID WO: 1568)
Grupos incluidos: 3,5,6,9,20,60,66,69,73,74,77, PARTE B@
(3Y 4 SOLAPADOS)
Estado: Similar a Secuencia 3

Secuencia 5: (HOW) (GRYP(QE)Q{SPIT) (FLY)PQ (SEQ ID WO: 156%9)
Péptido de respuesta dptima: QEQLPFPOOPQOOPQOPEPQ (SEQ ID NO: 1570)
Peptido de alta calidad: GFEQTQOPEQPFPQOG (SEQ ID NO: 1571)
Grupos incluidos: 11,12,32,54,55,56,59,61,62,65

Secuencia 6 F{FIYL) (PS) (QE) {QR)F(QE}Q(PT) (SEQ ID NO: 1572)
Péptido de respuesta dptima: FLOPQOPFPOQOPOOPFPOPY (SEQ ID NO: 1573)
Péptido de alta calidad: GUPFEEQPQORPFEQOG (SEQ ID MO: 1574)
Grupos incluidos: 32PT,54,55,56,57,61,62, 63PT, 75,85.94PT

Secuencia 7 FLP(QE}LEYPQ (SEQ ID HMO: 1575)
Péptido de respuesta dotima: LOLOPFPOPOPFLPOLEPYPQ  (SEQ ID NO: 1576)
Peéptido de alta calidad: BOPQPFLPELEYPQPQS  (SEQ ID MO: 1577)
Grupos incluidos: 13,27,71 PARTE

Secuencia 8: LOOIL(QE)QQL (SEQ ID NO: 1578)
Péptido de respuesta dptima: LOOILOOOLTPCMDVVLOOH (SEQ ID NO: 1573)
Péptido de alta calidad: HO
Grupos incluidos: 14,89

Secuencia 9: FSYQ(EQ)QPFPQQ (SEQ ID MO: 1580)
Peéptido de respuesta dptima: FPQOSFSYQQOPFPQOPYPQQ (SEQ ID NO: 1581)
Peptido de alta calidad: WO
Grupos incluidos: 15, 96PT

Secuencia 10: FES(QE) (LQ)BY{LM)Q (SEQ ID MNO: 1582}
Péptido de respuesta dptima: PEPEQOPYLOLOPFEQPOLE (SEQ ID NO: 1583)
Péptido de alta calidad: NO
Grupos incluidos: 16PT, 35,38, T1PT, TePT, 92PT, 93FT

Secuencia 1l: [(PQSH} QP (QE)Q(QE) (LF) (F3)Q (SEQ ID. No: 1584)
Peéptido de respuesta dptima: QOPQOPFPQOPQOOFPOPQQ (SEQ ID NO: 1585)
Péptido de alta calidad: GFFPOPEQEFPQPQQG  (SEQ ID NHO: 15B6)
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Grupos incluidos: 17,25,36,40, 41,480,898
Secuencia 12: P{FW) (SP) (EQ)Q(EQT)QP{VILSF) (SBEQ ID NO: 1587)
Péptido de respuesta dptima: QQOOPPFSQQQQFVLPQQSE (SEQ ID MO: 1588}

(similar a pero mas activo gque PFSQQQQSE en WO 02/083722)
PSGQVOWPQOOQPFPQPOQP (SEQ ID NO: 1589)
Péptido de alta calidad:  GQPPFSEQEQPVLPQG (SEQ ID NO: 15%0)

Grupos incluidos: 18,749, 84PT,97,102PT, 103PT, 115
Secuencia  13: (IL)QP(QE}QPFPQ {SEQ ID NO: 1591)
Péptido de respuesta dptima: FTOPQOPTPIQPQQPFPQOP (SEQ ID NO: 1592)
(similar a pero mas activo que TIQPOQPAQ en WO 02083722
Péptido de alta calidad: GOQOFIQPEQPFPQOG (SEQ ID NO: 1583)
Grupos incluidos: 12 (PARTE), 26, 30, 58
Secuencia . 14: Q0P (EQ)LPFPQ {SEQ ID MO: 1594)
Péptido de respuesta optima: QOPQOPFPQPQOPQLEFPQYD (SEQ ID NO: 1595)
Peptido de alta calidad: WO
Grupos incluidos: 21, 64
Secuencia  15: QPQQP (EQ)LPF (SEQ ID NO: 1596)
Péptido de respuesta optima: QUPQOFFPQEQOPOLFEPQQ (SEQ ID NO: 1597)
Péptido de alta calidad: NO
Grupos incluidos: 21
Secuencia 16: POP(EQ)QP(EQJLP (SEQ ID NO: 1598)
Péptido de respuesta dptima: QQPQOPFPOPQOPQLEFPOQ (SEQ ID NO: 1599)
Péptido de alta calidad: WO
Grupos incluidos: 21
Secuencia  17: VFLQQQCSPV ({SEQ ID NO: 1600}

Péptidos de respuesta dptima:
GRUPD 28: SVLOOLNPCKVFLOQQCSHY (SEQ ID MO: 1601)

GRUPO 122: CEVFLOQQCSPYAMPQRLAR (SEQ ID NO: 1602)
GRUPO 114: KVFLOQQCSPVAIPYRLARS (SEQ ID NO: 1603)
Péptido de alta calidad: RO
Grupos incluidos: 28,114,122
Secuencia 19: {M) (WL} (OW)QSSCHVMQ (SEQ ID NO: 1604)
Péptidos de respuesta optima:
GRUPO 35: PORLARSQMWOQOSSCHVMQQ (SEQ ID MO: 1605}
GRUPD 110: ARSQTLWQSSCHVMQQCCR ({SEQ ID NO: 1606)
Péptide de alta calidad: HO
Grupos incluidos: 38,110
Secuencia  1G: QEPQOOOLAH (SEQ ID NO: 1607)
Péptido de respuesta dptima: QOPQOODLAHGTFLOPHQIA (SEQ ID NO: 1608)
Péptido de alta calidad: NO
Grupos incluidos: 31
Secuencia  20: FPLOPQOP (FL}PQ (SEQ ID NO: 1609)
Péptido de respuesta optima: POOLOQPFPLOPQOPFPQOP (SEQ ID NO: 1610}
Péptido de alta calidad: NG
Grupos incluidos: 33
Secuencia 21: FFPP{QE) (LOQ}PYPQ (SEQ ID NO: 1611)
Péptido de respuesta dptima: PQPFPPELPYPQPQPFRPQQ {(SEQ ID WO: 1612)

Peéptido de alta calidad: POPOPFPPQLPYPQPQS, (SEQ ID NMO: 1613)
GQUOPFPPEQPYPQOG (SEQ ID NO: 1614)
Grupos incluidos: 37,52,71,92PT, 93PT, 105
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Secuencia 2Z: LCC(QE) (HQRIL (PW) (QE}IP (SEQ ID MO: 16135)
Péptido de respuesta dptima: QSTYQPLOOLCCQOLWOIPE {8EQ ID HO:
i616)
Péptido de alta calidad: NO
Grupos incluidos: 39pT,100,104,107,178
Secuencia  23: B(WLS) (QL) (QE}QPL(PQ) (PQ)} ({SEQ ID NO: 1617)
Péptido de respuesta dptima: ERPWOEQPLPPQHTLEPQUQ (SEQ ID HO: 1618}
Péptido de alta calidad: NHO
Grupos incluidos: 44,78,90,95PT,98,116,117,113
Secuencia 24: QPLP (QE)QPSF (5EQ ID NO: 1619)
Péptido de respuesta dptima: PPFSQQOQOPLPQOPSFIQ0 (SEQ ID NO: 1620)
Péptido de alta calidad: HO
Grupos incluidos: 45, 959T
Secuencia 25 PF(SP)QQQOOP(LVI} (SEQ ID NO: 1621)
Péptido de respuesta dptima: PEPFSQOOQQQPLEQOPSFSQD (SEQ ID HO: 1622)
Peéptido de alta cahdad: HO
Grupos incluidos: ¢ 45 PARTE
Secuencia 26 IVYSTILQE (SEQ ID MO: 1623)
Péptido de respuesta dptima: QOSRYEAIRAIVYSTILOEQ (SEQ ID NO: 1624)
Péptido de alta calidad: NG
Grupos incluidos: 46
Secuencia 27 PESQ(QEYQP(IS} (LF)S (SEQ ID NO: 1625)
Péptido de respuesta dptima: FSQOOPEFEQQOPILSQCPE (SEQ TD WO: 1626)
IPéptido de alta cahdad: MO
Grupos incluidos: 47 PARTE, 68
Secuencia 28: QGIQILRPL (SEQ ID HNO: 1627)
Péptido de respuesta dptima: QEQQOGIQILBRPLEQLVOGE (SEQ ID NHO: 1628}
Péptido de alta calidad: NO
Grupos incluidos: 48
Secuencia 29: PFSSVVAGI (S5EQ ID NO: 16293)
Péptido de respuesta dptima: CSIIKAPFSSVVAGIGEQYR (SEQ ID NO: 1630)
Péptido de alta calidad: NO
Grupos incluidos: 49
Secuencia  30: YCSTTIAPY (SEQ ID NO: 1631)
Péptido de respuesta dptima: YIPPYCSTTIAPVGIFGTN (SEQ ID NO: 1632)
Péptido de alta calidad: MO
Grupos incluidos: 50
Secuencia 31: HVAMSORLA (SEQ ID MO: 1633)

Péptido de respuesta dptima:
Péptido de alta calidad:

Grupos incluidos: Sl

QUCSHVAMSQRLARSQMWOQ (SEQ ID MNO: 1634)
Ho

Secuencia 32: ¥YSIILO(QE) (QE) {QE)QGF (SEQ ID NO: 1635}
Péptido de respuesta dptima: RYDAICAITYSIILQEQQQG (SEQ ID NO: 1636}
Péptido de alta calidad: G
Grupos incluidos: ¢ 33

Secuencia  33: FPHQPQEQAFPQ (SEQ ID NO: 1637)

Péptido de respuesta dptima:
Peptido de alta calidad:

Grupos incluidos: &7

QUIFPQPQOTFPHOPQOAFP (SEQ ID NO: 1638)

GUTFPHQPEQAFPQPG {SEQ ID KO: 1633)
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Secuencia 34 PSIGSY {(QEIVI{QEIWRD (SEQ ID NO: 1640)
Péptido de respuesta dptima: ATANMORDPSGOQVQWPQQOP (SEQ
Péptido de alta calidad: NG
Grupos incluidos: 81,102PT

Secuencia 35: GALCSSLSN (SEQ ID NO: 1642)
Péptido de respuesta dptima: FOEEKNSTGALCSSLSNQAS (SEQ
Péptido de alta calidad: NO
Grupos incluidos: B2

Secuencia 36: QFP{QE)Q(QE)IPV (SEQ ID NO: 1644d)
FPéptido de respuesta dptima: QPPFPQOHOQEFPQOQOIEVVY (SEQ
Péptido de alta calidad: NO
Grupos incluidos: 83

Secuencia 3Tz P{EFY)P({QE}QE(YF)PQ {SEQ ID NO: 1646)
Péptido de respuesta dptima: o QUPFPQLEYPQOPYPSOOPY (SEQ
Péptido de alta calidad: HO
Grupos incluidos: g6

Secuencia 38: QAGQG [QE) {QE)GY (SEQ ID NO: 1648])
Péptido de respuesta dptima: o GOOAGQGOOGYYPTSPOOLG (SEQ
Péptido de alta calidad: NO
Grupos incluidos: 01

Secuencia 39: TLPSMCNVY (SEQ ID NQ: 1650)
Péptido de respuesta aptima: FEETRNLALOTLPEMCNVYI (SEQ
Péptido de alta calidad: HNO
Grupos incluidos: 106

Secuencia 401 FOPSQ(QE)NPQ (SEQ ID NO: 1652)
Péptido de respuesta dptima: ) QOYPSGOGFFQPSQUNPQAD {SEQ
Péptido de alta calidad: N0
Grupos incluidos: lg9’

Secuencia  471: IRSLVILKTL {SEQ TD NO: 1654)
Péptido de respuesta dptima: QPQOPAQLEGIRSLVLEKTLE {SEQ
Péptido de alta calidad: NO
Grupos incluidos: 119,120,121

63

ID

ip

Ik

ID

ID

iD

ID

1D

MO

NO:

HO:

MOz

MO:

HO:

NO:

NO:

1641)

1643)

1645)

1647)

1649)

1651}

1653)

1655)



ES 2 648 792 T3

Figura7
Secuencia| SEQ ID
Gliadina | NQ: | Péptidoaltacalidad |A | B|[(C|D[E|[F{G|[H[I |J
1,2 1656 | QUOPFPQPQLPYPQPOP | Y [ Y [ Y | Y [ Y Y IYIY Y |Y
3,4 (1657 GQQPFPQPEQPFPWOG | Y | Y [ Y | Y Y I Y I Y |Y|Y|Y
3,4 |1658 GQOPFPQPEQPIEVQG | Y | Y | Y [ Y | Y Y Y Y |Y|Y
3,4 1659 GQOPFEQPEQPFPWOG | Y | Y | Y | Y | Y ! Y | Y | Y| Y |Y
5 1660 GFPOTQQPEQPFPQOG Y| Y Y| Y Y
5 1661 GFPQTOQPEQPFPOOG Y'Y Y| Y Y
6 1662 GQPFPEQPQQPFPOQG Y
7 1663 | POPQPFLPQLPYPOPOS | ¥ | Y | Y | Y | Y | Y | Y | Y | Y Y
11 1664 GFEFPQPEQEFPQPQQG Y{Y|Y Y Y Y
11 1665 GFFPQPEQEFPQPOQG YIY|YLY Y Y
12 1666 GQPPFSEQEQPVLPQG Y Y Y
12 1667 GQOPPFSEQEQPVLPQG Y Y Y
13 1668 GQQQFIQPEQPFPQQG Y{Y|Y Y Y |Y Y
21 1669 | PQPQPFPPQLPYPOPOS | ¥ | Y | Y | Y[ Y [ Y IY | Y Y |Y
21 1670 GOQQPFPPEQPYPQOG YIY Y| Y
33 1671 GOTFPHQPEQAFPQPG Y| Y Y Y'Y
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Figura 8
Avenina 20mero SEQ | secuencia(s) SEQ | Lambda Proporcién
ID | nicleo previstas| 1D NO:
NO:
TTTVQYDPSEQYQPYPEQQQ | 1672 | DPSEQYQPY 1684 33,58 0,145
QFDPSEQYOPYPEQQOPILGO | 1673 | PYPEQQQPI 1685 122,34 0,103
DPSEQYQPYP | 1686
*VQYDPSEQYQPYPEQQQPFEV | 1674 | PYPEQQQPF 1687 122,34 0,105
DPSEQYQPYP | 1688
TVQYNPSEQYQPYPEQQEPF | 1675 | PYPEQQEPF 1689 146,42 0,051
DPSEQYQPYP | 1690
YQPYPEQCQOPILQQOOMLLY | 1676 | PYPEQQOQOPI 1691 52,56 0,126
EQYQPYPEQOQPFVQQQOPPF | 1677 | PYPEQQQPF 1692 90,39 0,053
SEQYQPYPEQQPFMQPLLOQ | 1678 | PYPEQQPFM 1693 19,07 0,226
*CRRLEQIPEQLRCPAIHSVV | 1679 | RRLEQIPEQ 1694 61,47 0,069
*QIPEQLRCPATHSVVQAIIL | 1680 94,84 0,033
*NNKREQQFGONIFSGFSVQL | 1681 104,78 0,077
*QTLROATCOVTRQQCCROLA | 1682 34,01 0,055
*VPFLRSQILRQSTCHVMRRY | 1683 92,47 0,067

Secuencia 1: PYPEQ (QE) QP (IF) (VLM) (SEQ ID NO:1685)
Péptido de respuesta dptima: QFDPSEQYQPYPEQQQPILQ (SEQ ID NO:1696)
Péptido de alta calidad: NO
POTENCIA: 6/30 RESPONDEDORES, TASA DE RESPUESTA 122,3
(HOMOLOGO A TRIGO Secuencia 12: GQPPEFSEQEQPVLPQG (SEQ ID NO:1590))
Secuencia 2:

CRRLEQIPEQLRCPATHSVV (SEQ ID NO:1687)

Secuencia 3: QFGONIFSGFSVQLLSEALG (SEQ ID NO:1658)
POTENCIA: 12/30 RESPONDEDORES, TASA DE RESPUESTA 11,2

Figura 10

VRVPVPQLQP
QPYPQPQPFP
PQPQPQYSQP
QQLIPCMDVV
WOIPEQSQCQ
LOQYPLGQGS
QTLPAMCNVY

ONPSQQQPQE
SQOPYLQLQP
QOPISQQOAQ
LOQHNIAHAR
ATIHNVVHAII
FRPSQONPOA
IAPYCTIAPF

QVPLVQQQQF
FPQPQLPYPQ
QOO0
SQVLQQOSTYQ

LHQOOKOQOQ
QGSVQPQQLP

PGQOQQFPPQ
POSFPPQQPY
QOQILQQILY
LLOELCCQHL
PSSQVSFQQP
QFEEIRNLAL

GIFGTN (SEQ ID NO: 1928)
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Figura 9
Grupo | Epitopos "niicleo(s)" | SEQ | gecuencias SEQID | Respuesta
previstos ID NO: (SFC)
NO: A B
1 QQPTPIQPQ 1699 | PFTQPQQPTPIQPQQPFPQQ 1722 70 18
2 | QQPFPQQPQ o 1700 | QOQFIQPQOPFPOQPQOTYP 1723 57 | 21
QQPFPWQPQ o 1701 | PFPQQPQQOPFPQQPQQSFPQ 1724 53 23
QQPFPQSQQ 1702 | TPIQPQQPEFPQQPQOPQOPF 1728 64 16
QTQQPOOPFPQQPOQPFPQT 1726 50 | 17
QQFLOPQOPFPQOPOQPYPQ 1727 44 16
POQOPFPOOPQOPOQPEFPQPQ 1728 51 14
QQPFPQQPQQPFPQPQOPIP 1729 81 10
PQOPFLOPQOPFPQOPQOPFE 1730 45 9
QPFPQPQOPFPWQPQQPFPQ 1731
QPQOPFPOSQQPQOPFPQPO 1732 | 19 | 8
PQTQQOPQOPFEQSQOPOQPF 1733 gé 195
3 QQPFPLQPQ o 1703 | SEQIIPQOLQQPFPLOPQQP 1734 12 3
QQPFPQLQQ 1704 | PFPOTQQPQQPFPOLQOQPQQ 1735 25 13
4 QQPIPVQPQ o 1705 | QPQQPIPVQPQQOSFPQOSQQ 1736 60 12
QQPIPQQPQ o 1706 | FPELOQPIPQQPQOPFPLOP 1737 22 7
QQPYPQQPQ 1707 | FPQQPQQPYPQQPQQPFPQT 1738 19 4
PRQPFPQQPQQPYPQQPQQP 1739 19 13
5 | PQQPQQSFPQQQ | 1708 | PFPOPOOPOOSFPQOOQPLT 1740 29 | 15
o LPQPQOPOOSFPQOQRPFIQ 1741 37 i2
PQQPQQPFPQQQ 1709 | QPQOPQQOPFPQQQQOPLIQPY 1742 49 17
6 QGSFQPSQQ 1710 | CPQOQYPSGQGSFQPSQQONP 1743 54 5
QYPSSQGSFQPSQONPQRQG 1744 32 7
GQGFFQPSQONPQRQGSFQP 1745 7 3
7 | PQQPFPQPQQ 0 | 1711 | POTOOPOOPFEQPOQTEROO 74 | 21 | 9
PQQPFPQTQQ o 1712 | QOPOQPFPQPQLPFPQOSEQ 1747 i5 2
FPWOPQQPFPQTQQOSFPLQP 1748 25 7
8 | QQPQQPFPQ o 1713 | PFPQTOQPQOPFPOL.OQOPOQ 1749 25 | 13
QQPQQPYPQ 1714 | QOPLPQPQOPQOPFPQSQOP 1750 54 | 20
PFPQLOQPQOPFPQPOQOLP 1751 36 5
PRQPEFPQOPQOPYPQOPQOP 1752 19 | 13
S PFPQPQQPQ o 1715 | POOPFPQPQOPQQOPFPQLOQ 1753 37 8
PFPQSQQPQ o 1716 | PQTQOPQQPFPOSOQPOQRE 1756 | 36 | 9
PFPQPQQAQ o 1717 | OPQQPFPQSQQPQOPFPQPQ 1755 41 15
QFPQTQQPQ 1718 | POQPQQPFPQPQORQLPFPQ 1756 16 7
HOPQOQFPQTQOPQQPFEQP 1757 30 14
10| PQQQFIQPQ 1719 | FSQPOOPOOQFIOPOOPFRQ | 1758 | 45 | 8
11 | QQPQLPFPQ o 1720 | PQPQQPQLPFPOQPQOPFEQ 1759 79 7
LQPQOPFPQ 1721 | POQOFLOPQQPFPQOPROPY 1760 35 14
12 OTLPAMCNVYIPPHCSTTIA 1761 35 7
13 NPSQOOPQOEQVPLVOEQQFQ 1762 5 16
14 HHFRSNSNHHFESNNNQFYR 1763 14 3
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