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DESCRIPCION
Método de diagnéstico para la deteccion de una enfermedad autoinmune y materias relacionadas
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al diagnéstico de trastornos autoinmunes recién identificados, proporcionando un
polipéptido o proteina que comprende al menos un epitopo derivado de un nuevo autoantigeno de superficie celular y
los medios y métodos asociados para la deteccion de dicho trastorno autoinmune.

Antecedentes de la invencion

El descubrimiento de que la memoria, el comportamiento, la cognicion, y los procesos del pensamiento pueden ser
alterados por autoanticuerpos ha cambiado el enfoque al diagnéstico y tratamiento de los trastornos neuropsiquiatricos
considerados previamente idiopaticos. Desde 2007, se han identificado siete de dichos anticuerpos (anti-NMDAR,
AMPAR, GABA(B), LG11, Caspr2, GlyR y mGIuR5), todos apuntando a las proteinas de la superficie celular
involucradas en la transmision sinaptica, la plasticidad, o la excitabilidad nerviosa, y asociadas con sindromes a
menudo severos, pero que a menudo responden a la inmunoterapia®. Los pacientes pueden estar comatosos durante
varios meses, con comportamientos extrafios, movimientos anormales, o convulsiones refractarias y se recuperan con
inmunoterapia y amplia atencién?. Considerando que hasta hace poco estos trastornos eran desconocidos, la
frecuencia relativamente alta de algunos ha sido sorprendente. Por ejemplo, en un centro enfocado al diagnéstico y
epidemiologia de la encefalitis (California Encephalitis Project) la frecuencia de la encefalitis anti-NMDAR super6 a la
de cualquier encefalitis virica individual®. Por estas razones, mecanismos inmunes similares son consideran cada vez
mas en pacientes que desarrollan rapidamente sintomas neuropsiquiatricos progresivos en el contexto de encefalitis
de etiologia desconocida, una situacion que ocurre frecuentemente. Hoy en dia aproximadamente el 70% de las
encefalitis de etiologia poco clara permanecen no diagnosticadas tras una evaluaciéon extensiva de etiologias
infecciosas®*. En este contexto, la identificacién de autoanticuerpos frente a antigenos de superficie de célula neuronal
cambia la gestion al uso de inmunoterapia y puede extender el apoyo de cuidados intensivos en casos que de otro
modo podrian ser considerados inutiles.

El documento WO 2005/108997 A1 da a conocer el enzima humano dipeptidil aminopeptidasa (DPP6/DPPX), pero no
da a conocer el uso de este enzima para el uso en un método de diagndstico de una enfermedad autoinmune del
sistema nervioso central en un sujeto. Este documento se refiere a una larga lista de enfermedades no relacionadas
y los autores especulan que la expresion o actividad de DPP6 en ciertos tejidos puede ser relevante, pero no menciona
si un incremento o disminucidn en la expresion o actividad indica que es probable que el sujeto sufra o desarrolle cierta
enfermedad.

En vista de lo anterior, el problema subyacente en la presente invencidn reside en proporcionar medios para el
diagnoéstico de una encefalitis autoinmune previamente no identificada, o encefalitis de etiologia desconocida,
respectivamente.

Resumen de la invencion

Este problema es solucionado por el sujeto de las reivindicaciones, en particular mediante el uso de un polipéptido o
proteina que comprende al menos un epitopo derivado de DPPX, un autoantigeno novedoso para la deteccion de un
trastorno autoinmune, en particular encefalitis, un acido nucleico o vector que codifica dicho polipéptido o proteina,
una célula que comprende dicho vector, y un kit de ensayo o una composicion farmacéutica que comprende dicho
polipéptido o proteina.

Una ventaja de la presente invencion reside en el hecho de que el diagnéstico de encefalitis de etiologia desconocida
permite la identificacion de la enfermedad como encefalitis autoinmune, distinciéon de otras formas (no autoinmunes)
de encefalitis u otras enfermedades o sintomas relacionados, respectivamente.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1 muestra la inmunoprecipitacion de DPPX;

Figura 2 muestra la expresion de DPPX en el plexo mientérico;

Figura 3 muestra el andlisis de anticuerpos DPPX usando un ensayo basado en células;

Figura 4 muestra una comparacion de la reactividad de suero de pacientes usando cerebro de ratéon mutante
DPPX-nulo y tipo salvaje;

Figura 5 muestra una inmunotincién de cerebro de rata con suero de un paciente;

Figura 6 muestra un analisis de anticuerpos de un paciente usando un ensayo basado en células expresando un
mutante (DPPXed-myc) con el dominio extracelular de DPPX borrado; y

Figura 7 muestra el analisis de anticuerpos de un paciente usando un ensayo basado en células expresando
Kv4.2

Descripcion detallada de la invencion
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Un “polipéptido”, de acuerdo con la presente invencién, se entiende que es un polimero de dos, tres, cuatro, cinco,
seis, siete u ocho o mas aminoacidos, el cual puede incluir aminoacidos estandar, asi como aminoacidos no estandar.
Los términos polipéptido, péptido y proteina se usan aqui de forma intercambiable.

El término “enfermedad autoinmune”, en lo referente a la presente invencion se refiere a enfermedades que estan
asociadas con la emergencia de anticuerpos contra DPPX. Como se indica aqui, los pacientes que presentan dicha
enfermedad autoinmune sufren, por ejemplo, de sintomas que incluyen convulsiones, disfuncién cognitiva,
alucinaciones, sintomas psiquiatricos, agitacion, confusién, temblor en reposo y mioclono. La mayoria de estos
sintomas estan asociados con un trastorno neuronal. Asi, de acuerdo con una realizacién preferida de la invencion,
una enfermedad autoinmune es una enfermedad autoinmune del sistema nervioso. Ademas, los sintomas listados
aqui estan asociados al menos en parte con defectos en el sistema nerviosos central. Por consiguiente, de acuerdo
con otra realizacion de la invencién, la enfermedad autoinmune es una encefalitis autoinmune. AUn mas, cierto
conjunto de sintomas, como el temblor, también pueden ser resultado de defectos en el sistema nervioso periférico,
p. €]. por enfermedades autoinmunes que afectan las neuronas motoras. Correspondientemente, de acuerdo con otra
realizacion de la presente invencion, la enfermedad autoinmune es una enfermedad autoinmune del sistema nervioso
periférico. Ademas, se observé diarrea severa, estrefiimiento y pérdida de peso en pacientes aquejados de las
enfermedades descritas aqui, indicando que también otros tejidos, tales como tejidos de tracto digestivo, pueden estar
afectados por dichas enfermedades autoinmunes. Por lo tanto, de acuerdo con una realizaciéon de la presente
invencion, la enfermedad autoinmune es una enfermedad autoinmune del sistema nervioso auténomo. Los términos
trastorno y enfermedad se usan aqui de forma intercambiable.

Un “epitopo”, dentro del alcance de la presente invencion, se entiende que es una parte de un polipéptido el cual
puede ser reconocido especificamente (es decir, unido) por un anticuerpo. El epitopo puede ser un epitopo
conformacional, compuesto por secciones discontinuas de la secuencia de aminoacidos del polipéptido, o un epitopo
lineal, compuesto por secciones continuas de la secuencia de aminoacidos del polipéptido.

El término “derivado”, referido a epitopos, dentro del alcance de la presente invencion se refiere a epitopos formados
a partir de secciones discontinuas o continuas de la secuencia del aminoacido primario de un polipéptido o proteina.
Es conocido en la técnica, que uno o varios aminoacidos en epitopos pueden sustituirse p. ej. mediante sustitucion
conservadora de aminoacidos (p. €j. glutamato a aspartato E—D, glutamina a asparaginas Q—N, fenilalanina a tirosina
F—Y, leucina a isoleucina L—I) sustancialmente sin cambiar la fuerza o especificidad de la unién a anticuerpos.
Correspondientemente, el término “derivado” se refiere también a aquellos epitopos que, mientras presentan
diferencias en la secuencia de aminoacido, muestran una fuerza o especificidad de la unién a anticuerpos sin cambios
o sustancialmente sin cambios en comparacién con los epitopos con la secuencia de aminoacidos original.

“Acido nucleico”, de acuerdo con la presente invencion, se refiere a polimeros de ADN o ARN incluyendo también
derivados quimicos de los mismos o analogos sintéticos como acidos peptidonucleicos o acidos morfolinonucleicos.
Es conocido en la técnica, debido a la degeneracion del codigo genético, que ciertos cambios del cédigo del acido
nucleico no tienen como resultado cambios de la secuencia peptidica codificada en su interior. Por lo tanto, el término
“acido nucleico” también abarca secuencias de acidos nucleicos que difieren en su secuencia de las secuencias de
acido nucleico originales mientras codifiquen por la misma secuencia peptidica.

Un “vector” de acuerdo con la presente invencién se entiende que es una secuencia de acidos nucleicos circular o
lineal que incluye un inserto, por ejemplo, una secuencia génica o de acido nucleico que codifica una proteina deseada,
y otras caracteristicas tales como las secuencias necesarias para la replicacion vectorial, la expresion del inserto, la
seleccion positiva de las células huésped portadoras de vectores o la expresion de proteinas marcador. Dichos
vectores y secuencias son conocidos extensivamente por la técnica anterior.

Una “célula” dentro del alcance de la presente invencion es cualquier célula huésped procariota o eucariota capaz de
ser transformada con un vector. Por ejemplo, una célula puede ser tanto una célula bacteriana como una célula de
Escherichia coli o una célula eucariota como un cultivo celular humano inmortalizado. Un ejemplo de un cultivo celular
humano inmortalizado es una célula HEK293.

El término “DPPX” se refiere a la proteina-6 similar a dipeptidil-peptidasa (DPP6 o DPPX), una subunidad auxiliar de
la superficie celular de los canales de potasio Kv4.2. Los sindnimos de DPPX incluyen la proteina relacionada con
dipeptidilaminopeptidasa, dipeptidil peptidasa 6, la proteina similar a dipeptidil peptidasa 1V, y dipeptidil peptidasa VI.
DPPX esta altamente conservada de manera que incluso DPPX de especies relacionadas sélo a distancia con los
humanos es apropiada para provocar la union especifica con anticuerpos anti-DPPX humanos. Esto se considera
verdad para todas las isoformas humanas de la proteina DPPX. Ademas, se sabe que, por ejemplo, los epitopos de
clase | MHC lineales tienen una longitud de unos 8 a 11 aminoacidos. Por lo tanto, en un homélogo de DPPX, las
regiones de entre 8 y 11 aminoacidos de longitud, conservadas entre las respectivas especies y los humanos, en
principio ya son suficientes para obtener union especifica de anticuerpos anti-DPPX humanos. En conexion con esto,
las secuencias conservadas que componen un epitopo conformacional pueden ser incluso mas cortas. En
consecuencia, “DPPX” con respecto a la presente invencién se refiere a cualquier isoforma conocida de la proteina
DPPX partiendo de eucariotas, preferentemente mamiferos, mas preferentemente Homo sapiens o Rattus norvegicus.

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2712474713

Ademas, la unién especifica a anticuerpos anti-DPPX humanos puede obtenerse también con homdlogos de DPPX,
como los homodlogos de DPPX existentes de forma natural. También estan incluidos los homdlogos de DPPX
existentes de forma no natural, como los homdlogos derivados de homodlogos de DPPX existentes de forma natural,
por ejemplo, por eliminacion o intercambio de aminoacidos individuales o multiples o incluso de motivos o dominios
de proteinas. En consecuencia, “DPPX” con respecto a la presente invencion se refiere a homélogos de DPPX
existentes de forma natural y no-natural.

Aqui se informa sobre 4 pacientes con un trastorno autoinmune novedoso caracterizado por desarrollo subagudo de
disfuncion cognitiva, agitacion, alucinaciones, confusion, temblor en reposo y mioclono en asociacién con anticuerpos
contra DPPX, una unidad auxiliar de superficie celular del canal de potasio Kv4.2. En tres pacientes, los sintomas
neuroldgicos estuvieron precedidos o superpuestos con diarrea severa y pérdida de peso hasta el punto de que dos
pacientes se sometieron a extensivas biopsias endoscépicas sin un diagnéstico claro. El apoyo para una etiologia
autoinmune de este trastorno es proporcionado por la presencia de pleocitosis cerebroespinal (FCS), indice 19G
aumentado o bandas oligoclonales, y la respuesta neuroldgica a la inmunoterapia intensiva o persistente. Usando
anticuerpos de pacientes, tres conjuntos de experimentos establecieron DPPX como el antigeno principal:
inmunoprecipitacion de DPPX de cultivos de neuronas disociadas de hipocampo de rata; inmunotincion de DPPX en
un ensayo basado en células; e inmunotincién de cerebro comparativa de ratones tipo salvaje y DPPX-nulo, mostrando
abrogacion de la reactividad de los anticuerpos de los pacientes con el cerebro de ratén DPPX-nulo, y revelando en
un paciente anticuerpos adicionales para un antigeno desconocido.

DPPX tiene un papel critico “poniendo a punto” los canales Kv4.2 mediante la remodelacién de la puerta del canal®.
Este tipo de canal de potasio pertenece a la familia del canal Shal K+ mamifero® el cual tiene diferentes propiedades
comparado con la familia Shaker K+ (Kv1), considerada previamente la diana de la encefalitis limbica asociada a
anticuerpos, la neuromiotonia, o el sindrome de Morvan (los autoantigenos principales son LGI1 y Caspr2).”® Los
canales Kv4.2 operan en el intervalo por debajo del umbral de potenciales de membrana.® Esta corriente K+ tipo A
somatodendritica por debajo del umbral (Isa) es un componente critico del conjunto de corrientes iénicas controladas
por voltaje que determinan la integracion de la sefial somatodendritica.? En muchas neuronas, los potenciales de
accion que empiezan en el cono axonico se propagan hacia abajo por el axén pero también hacia atras en las
dendritas. En el arbol dendritico, estos potenciales de accién sirven como sefiales que indican el estado de la salida
de la neurona. La corriente transitoria por debajo del umbral Isa en las dendritas atenla esta propagacion trasera de
los potenciales de accion. Bajo condiciones de reposo Isa cierra el potencial de accion al intentar extenderse en las
regiones distales del arbol dendritico. Sin embargo, cuando las entradas sinapticas excitadoras y los potenciales de
accion somatica estan emparejados dentro de cierta ventana de tiempo, la consiguiente despolarizacién por debajo
del umbral en las dendritas distales inactiva Isa, y la atenuacion de la propagacion trasera del potencial de accién se
reduce sustancialmente®. Se cree que esta interaccion proporciona un mecanismo de deteccion de coincidencia que
juega un papel importante en la sefializacién Ca** dendritica, la integracion de la sefial y la plasticidad sinaptica.56°

La funcién de los canales Kv4 depende de dos subunidades auxiliares, las proteinas intracelulares que interaccionan
con el canal Kv (KChiIPs)," y el DPPX extracelular que se expresa predominantemente en las neuronas piramidales
del hipocampo y el cerebelo, o DPP10 que tiene un perfil de expresion cerebral diferente y también esta presente un
el pancreas.'"'2 DPPX esta compuesto por un extremo N-terminal citoplasmatico corto, un dominio transmembrana
individual, y un extremo C-terminal extracelular grande. Dependiendo de la longitud del dominio citoplasmatico, dos
formas adultas, DPPX-S y DPPX-L, han sido identificadas.®'* Consistente con la presencia de anticuerpos frente a
epitopos extracelulares, nuestro suero de 4 pacientes y FCS reconocieron igualmente DPPX-S y DPPX-L, pero dos
pacientes tuvieron anticuerpos adicionales frente a los epitopos intracelulares presentes en una construccién mutante
en la cual se elimind el extremo C-terminal extracelular.

La evaluacion extensiva y el seguimiento prolongado de tres pacientes indican que este trastorno es severo, resultando
en hospitalizaciones prolongadas o multiples recaidas que ocurrieron normalmente cuando la inmunoterapia se redujo.
El paciente # 1 fue capaz de volver a casa 15 meses después del inicio de los sintomas, y tuvo una recaida clinica
cuando se redujo la prednisona. El paciente #2 pas6é 10 meses en el hospital y actualmente contintia recibiendo
tratamientos de rituximab cuando la cuenta de CD19 aumenta al 1%. En una ocasion el retraso del tratamiento resulté
en recurrencia sintomatica. El paciente #3 tuvo 7 recaidas en 5 afios, la mayoria relacionadas con intentos de reducir
la dosis de esteroides.

Los sintomas principales de este trastorno incluyen, agitacion, mioclono, temblor, y convulsiones, que aunque no son
caracteristicas de un sindrome especifico, son compatibles don hiperexcitabilidad neuronal, y consistentes con el
aumento de excitabilidad observada en estudios electrofisioldgicos de DPPX-knock outs.'® Curiosamente, una
mutacion de truncamiento de Kv4.2 identificada en un paciente con epilepsia del I6bulo temporal tuvo como resultado
excitabilidad aberrante de las células que expresan el canal mutante.'® En conjunto, todos estos hallazgos sugieren
que la alteracion genética o inmunoldgica del complejo DPPX-Kv4.2 conduce a hiperexcitabilidad neuronal.

En la practica clinica, la combinacién de los sintomas neuroldgicos indicados arriba con diarrea severa y anticuerpos
no especificos de 6rganos (p. ej. ANA) puede conducir a un amplio diagnéstico diferencial que incluye entre otros la
enfermedad de Whipple o el lupus eritematoso, como ocurrié en nuestros pacientes.

En este momento el significado de la diarrea no esta claro, pero este sintoma es notable porque fue severo, durd
varias semanas y soélo ocurrio en el episodio inicial de encefalitis. Ademas, la revision de nuestra experiencia con la
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encefalitis sospechosa de ser autoinmune sugiere una relacién entre la diarrea y la encefalitis asociada al anticuerpo
DPPX. De hecho, entre 1429 casos de encefalitis de etiologia poco clara examinados entre 2009 y 2012, sdélo 11
tuvieron diarrea severa al inicio de los sintomas. Tres de estos 11 pacientes corresponden a los casos presentados
aqui, y los otros 8 no tenian anticuerpos DPPX; ninguno de los 1418 casos sin diarrea tuvo reactividad cerebral en
suero o FCS como la mostrada en las muestras positivas de anticuerpo DPPX (véase la Figura 5A). Una explicacion
plausible para la asociacion de diarrea y encefalitis asociada a anticuerpo DPPX es que en algunos pacientes la
respuesta inmune puede resultas de mimetismo molecular entre DPPX y un agente infeccioso aun desconocido. Este
paradigma seria similar al mecanismo que desencadena los anticuerpos GM1 en pacientes con sindrome de Guillain-
Barré e infeccion de Campylobacter jejuni. Ademas, la expresion robusta de DPPX por neuronas de plexo mientérico
apoya la posibilidad de que los anticuerpos de los pacientes puedan alterar la funcién del plexo dando como resultado
hiperactividad gastrointestinal, similar a la hiperexcitabilidad del SNC que se produce cuando DPPX es ablacionado
en el cerebro.’®

Sobre este trasfondo, la presente invencién proporciona un polipéptido o proteina para el uso en el diagndstico o
tratamiento de una enfermedad autoinmune en un sujeto, cuyo polipéptido o proteina esta caracterizado por
comprender uno o varios epitopos derivados de la proteina DPPX.

En varias realizaciones de la invencion el polipéptido o proteina de acuerdo con la invencién incluye o tiene la
secuencia de aminoacidos de acuerdo con SEC. ID. N°: 2, correspondiente al dominio extracelular comin a DPPX-S
y DPPX-L de Rattus norvegicus. Alternativamente o adicionalmente, el polipéptido o proteina de acuerdo con la
invencién puede incluir o tiene la secuencia de aminoécidos de acuerdo con SEC. ID. N°: 3, correspondiente al dominio
intracelular y transmembrana de DPPX-L de Rattus norvegicus. En otras realizaciones de la invencion, el polipéptido
o proteina de acuerdo con la invencion, alternativamente o adicionalmente a lo anterior, incluye o tiene la secuencia
de aminoacido de acuerdo con SEC. ID. N°: 4, correspondiente al dominio intracelular y transmembrana de DPPX-S
de Rattus norvegicus.

De acuerdo con otras realizaciones de la invencion, el polipéptido o proteina para el uso de acuerdo con la invencion
incluye o tiene una secuencia con al menos 70, al menos 75, al menos 80, al menos 90, al menos 92, al menos 94, al
menos 96, al menos 98 o al menos 99% de identidad de secuencia respecto a la proteina DPPX o las secuencias de
acuerdo con SEC. ID. N° 1, SEC. ID. N°: 2, SEC. ID. N° 3 o SEC. ID. N°: 4. En otras realizaciones, la invencion se
refiere a un fragmento de la proteina o polipéptido DPPX con al menos 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o 100
aminoacidos consecutivos de secuencias de acuerdo con SEC. ID. N° 1, SEC. ID. N°: 2, SEC. ID. N°: 3 o SEC. ID.
N°: 4. En realizaciones adicionales de la invencidn, la invencion se refiere a un homologo de dichos fragmentos con al
menos 70, al menos 75, al menos 80, al menos 90, al menos 92, al menos 94, al menos 96, al menos 98 o al menos
99% de identidad de secuencia de la secuencia de dichos fragmentos.

De acuerdo con una realizacién preferida de la presente invencion, el polipéptido o proteina comprende otros
aminoacidos, los cuales se unen de forma N-terminal o C-terminal y facilitan la purificacion del polipéptido o proteina.
Dichos aminoacidos pueden, por ejemplo, constituir ciertas secuencias o etiquetas que son especificamente
reconocidas por otras moléculas, preferentemente proteinas, mas preferentemente anticuerpos. Dichas etiquetas se
conocen extensivamente en la técnica y comprenden, por ejemplo, etiquetas-bandera, etiquetas-myc o etiquetas-strep.

De acuerdo con otra realizacion preferida, el polipéptido o proteina para el uso de acuerdo con la invencion,
alternativamente o adicionalmente a lo anterior, esta unido a una molécula reportera o a una fase sélida.

Una molécula reportera, dentro del alcance de la presente invencion, se entiende que es una molécula que permite la
deteccién directa o indirecta de la ausencia o presencia del polipéptido o proteina al que esta unida, o la ausencia o
presencia de un anticuerpo unido a ella. Se conocen en la técnica muchos tipos de molécula reportera, incluyendo por
ejemplo etiquetas radioactivas, colorantes fluorescentes o proteinas (p. ej. fluoresceina, tetrametilrodamina, proteina
fluorescente verde (GPF)), haptenos (p.€j. biotina) o enzimas (p. €j. alfa-galactosidasa A, luciferasa, fosfatasa alcalina
o peroxidasa de rabano picante, apropiadas para la deteccidon usando colorantes convertibles en enzimas). Dichas
moléculas reporteras se pueden afiadir a la proteina diana bien durante la sintesis de proteinas (inclusion de
aminoacidos marcados radioactivamente, generacion de proteinas de fusion) o tras la sintesis de proteinas por
acoplamiento quimico.

Una fase solida en relacion con la presente invencion se refiere a cualquier sustrato sélido, al cual se puede unir un
polipéptido o proteina, por ejemplo, por enlace covalente directo o indirecto o por enlace de afinidad via enlaces de
hidrégeno y/o interaccion lipofila. Por ejemplo, el polipéptido o proteina de la presente invencién se puede unir al
material de una placa de microtitulacion, la superficie de perlas magnéticas, una membrana (p. e€j. una membrana de
nitrocelulosa o PVDF) o a la fase sdlida de una columna o placa de cromatografia.

La presente invencidn proporciona también un acido nucleico y un vector que codifica un polipéptido o proteina de
acuerdo con la invencién. En una realizacion preferida, el vector de acuerdo con la presente invencion se ajusta para
la expresion del polipéptido o proteina de acuerdo con la invencion.

Ademas, la presente invencion proporciona también una célula que comprende un vector de acuerdo con la invencion.
Dicha célula puede ser utilizada por métodos conocidos en la técnica para producir copias del vector o para expresar
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el polipéptido o proteina de acuerdo con la invencion. Ademas, dicha célula también puede constituir un medio de
diagnostico para la deteccién del enlace de un anticuerpo al polipéptido o proteina p. ej. presentando el polipéptido o
proteina en su superficie.

La presente invencion proporciona también un método de diagnéstico in vitro caracterizado porque una muestra de un
sujeto se pone en contacto con un polipéptido o proteina de acuerdo con la invencion y se detecta el enlace de un
anticuerpo de la muestra al polipéptido o proteina. De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion,
el método de diagndstico in vitro comprende la deteccion del enlace de un anticuerpo de la muestra del paciente al
polipéptido o proteina con un ensayo de inmunofluorescencia, micromatriz de proteinas, ELISA, ensayo de
luminiscencia, blot, ensayo radioinmune, western blot o dot blot.

Dicha muestra puede ser una parte aislada del cuerpo humano, como una parte de tejido o fluido corporal, siempre
que la parte contenga anticuerpos. Por ejemplo, la muestra es una muestra liquida como fluido cerebroespinal (licor),
sangre o plasma sanguineo, linfa o fluido intersticial, 0 una muestra de tejido como tejido de nédulo linfatico, tejido
neuronal, tejido muscular o tejido del tracto digestivo.

Ademas, se proporciona un kit de ensayo para la deteccion de anticuerpos en el contexto de la presente invencion,
comprendiendo dicho kit de ensayo uno o varios polipéptidos o proteinas de acuerdo con la invencién.

Ademas, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido o proteina
de acuerdo con la invencion. Una composiciéon farmacéutica de acuerdo con la invencién puede comprender una o
varias sustancias farmacéuticamente activas ademas del polipéptido o proteina de acuerdo con la invencion.

Ademas, una composicidon farmacéutica de acuerdo con la invencién puede comprender uno o varios excipientes
farmacéuticos. La composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion es particularmente util para la
union/absorcion de anticuerpos de diferentes clases (IgA, 1gG) de la sangre o plasma de un sujeto y en particular para
el tratamiento extracorpéreo de un trastorno autoinmune. Por ejemplo, dicha composicién farmacéutica se puede
emplear en inmunoféresis. En relacion con esto, la presente invenciéon proporciona también un dispositivo médico
recubierto con un polipéptido, una proteina o una composicién farmacéutica de acuerdo con la invencién.

Por ejemplo, dicho dispositivo médico puede ser un dispositivo empleado convencionalmente o en inmunoféresis u
comprende superficies que entran en contacto con sangre o plasma del sujeto que se debe tratar.

Ademas, la presente invencion proporciona también la base para un método para el tratamiento de una enfermedad
autoinmune en un sujeto, comprendiendo el método las etapas de

a. someter una muestra liquida de un sujeto a un método de diagnéstico in vitro de la invencién, y
b. tratar el sujeto con al menos una sustancia farmacéuticamente apropiada y/o intercambio de plasma

Una sustancia farmacéuticamente apropiada puede incluir una sustancia moduladora, en particular que suprime el
sistema inmunitario del sujeto o una parte especifica del mismo. Una sustancia farmacéuticamente apropiada puede
ser también una sustancia para el tratamiento de los sintomas y condiciones relacionados con o causados por el
trastorno autoinmune que debe ser tratado. La sustancia farmacéuticamente aceptable se selecciona del grupo
consistente en Rituximab, prednisona, metilprednisolona, ciclofosfamida, lamotrigina, clonazepam, aripiprazol,
fentoina, micofenolatemofetil, inmunoglobulina intravenosa, tacrolimus y ciclosporina.

Ademas, la presente invencidn proporciona las bases de un método para el tratamiento de un trastorno autoinmune
en un sujeto, donde preferentemente el sujeto es un humano, comprendiendo el método las etapas de

a. extraer sangre o plasma de un sujeto,

b. poner en contacto la sangre o el plasma con la composicién farmacéutica o el dispositivo médico de la invencion
para eliminar los anticuerpos asociados con la enfermedad, y

c. readministrar la sangre o el plasma al sujeto.
En un método de este tipo, p. €j. la inmunoféresis, los anticuerpos asociados con la enfermedad son eliminados del
plasma del sujeto poniendo en contacto la sangre o el plasma con el polipéptido o proteina inmovilizados de acuerdo
con la invencion. Los métodos correspondientes se han descrito p. ej. para el tratamiento de una cardiomiopatia
dilatada basado en la secuencia del receptor beta-adrenérgico.'”

Leyenda de las Figuras
Figura 1: Inmunoprecipitacion de DPPX
En cultivos de neuronas disociadas del hipocampo de rata, los anticuerpos de los pacientes mostraron una reactividad

intensa con la superficie celular neuronal (A), bar = 10 ym. La inmunoprecipitacién del antigeno con el suero del caso
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indizado se muestra en B, donde las proteinas precipitadas se corrieron en un gel y posteriormente se tifieron con
EZblue. Destacar que los anticuerpos de los pacientes precipitaron una proteina (banda cercana a 102 kDa en el carril
P), la cual se extrajo del gel y se analizé6 mediante espectrometria de masas, demostrando secuencias de DPPX. El
carril N es el precipitado obtenido del suero de control. El inmunoblot de estas proteinas con un anticuerpo policlonal
de conejo contra DPPX (1:1000, desarrollado por BR) confirmé que la banda correspondia a DPPX (C).

Figura 2: Expresion de DPPX en el plexo mientérico

Secciodn transversal del intestino delgado de rata mostrando la capa muscular longitudinal (LM), la capa muscular
circular (CM), la capa submucosa (SM), y el glande (G). El plexo mientérico (Plex) se revela en agrupaciones de
neuronas grandes entre las dos capas musculares. (Figura 2A)

En los 3 paneles (A-C) el nucleo de las neuronas (rojo) se marco con anti-Hu (un marcador neuronal altamente
especifico). El panel A muestra en verde la inmunotincion de DPPX utilizando un anticuerpo policlonal de conejo
(1:1000, desarrollado por BD); el panel B muestra la reactividad de DPPX del suero de uno de los pacientes con
encefalitis, y el panel C muestra la falta de reactividad del suero de un sujeto sano. Destacar que DPPX se expresa
predominantemente en el citoplasma-membrana de grandes agrupaciones neuronales del plexo mientérico, y se
detecta también en un patrén longitudinal fino en CM y SM donde se localiza el plexo mientérico. Bar = 20 um. (Figura
2B)

Figura 3: Andlisis de anticuerpos DPPX utilizando un ensayo basado en células

Células HEK 293 expresando DPPX-L (ver mas abajo en el ejemplo 4) inmunotefidas con suero de pacientes (A, D,
G, J) y un anticuerpo monoclonal de ratén contra DPPX (B, E, H, K). Las reactividades fusionadas se muestran en los
correspondientes paneles (C, F, I, L). Estudios similares comparando el suero de un individuo sano y el anticuerpo
monoclonal de DPPX se muestran en M y N, y las reactividades fusionadas en O. Notar que los anticuerpos de los
pacientes inmunoreaccionan con las células que expresan DPPX. Bar = 10 um.

Figura 4: Comparacioén de la reactividad del suero de pacientes utilizando el cerebro de ratones mutantes DPPX-nulo
y de tipo salvaje

La reactividad del suero de los pacientes con el hipocampo de ratones tipo salvaje se muestra en A, C, Ey G. La
reactividad del anticuerpo DPPX policlonal de conejo con el hipocampo de ratones de tipo salvaje se muestra en I. Los
paneles a la derecha muestran los resultados de un experimento similar pero utilizando el hipocampo de ratones
DPPX-nulo. Destacar que las reactividades de los sueros de los tres primeros pacientes (casos 1,2 y 3 de la Tabla 1)
y el anticuerpo DPPX policlonal de conejo estan abrogados en el hipocampo de ratones DPPX-nulo (paneles B, D, F,
J). El paciente 4, no incluido en la tabla (paneles G y H) mostré la reactividad remanente con el hipocampo de ratones
DPPX-nulo indicando que este paciente tenia dos anticuerpos, uno contra DPPX y otro contra un antigeno
desconocido. Bar = 200 ym.

Figura 5: Inmunotincién de cerebro de rata con el suero de un paciente

Secciones sagitales de cerebro de rata inmunotefido con fluido cerebroespinal (FCS) de un paciente (A) y un individuo
sano (B). Notar que el FCS del paciente muestra una intensa reactividad con el neuropilo del cerebro,
predominantemente el hipocampo y el cerebelo, mientras que el control de FCS no produce reactividad. Bar = 500
pm.

Figura 6: Analisis de anticuerpos de pacientes utilizando un ensayo basado en células expresando un mutante
(DPPXed-myc) con el dominio extracelular de DPPX anulado

Células HEK 293 expresando el constructo DPPXed-myc mutado inmunotefiido con el suero de pacientes (A, D, G, J)
y un anticuerpo monoclonal Myc-tag de raton diluido 1:500 (B, E, H, K). Las reactividades fusionadas se muestran en
los correspondientes paneles (C, F, I, L). Estudios similares utilizando el suero de individuos sanos y el anticuerpo de
anti-Myc-tag se muestran en M y N, y las imagenes fusionadas en O. Destacar que dos pacientes (paneles A y J)
tenian anticuerpos que no reaccionaron con este constructo indicando que los epitopos objetivo estaban presentes
s6lo en el dominio extracelular (Figura 3); por contra, dos pacientes tenian anticuerpos que reaccionaron con este
constructo indicando que reconocieron los epitopos intracelulares (D y G) adicionalmente a los epitopos extracelulares
presentes en el constructo completo de DPPX (Figura 3) y en los cultivos de neuronas vivas. Bar = 10 uym.

Figura 7: Analisis de anticuerpos de pacientes utilizando un ensayo basado en células expresando Kv4.2

Células HEK 293 expresando Kv4.2 inmunotefiido con el suero de pacientes (A, D, G, J) y un anticuerpo policlonal de
conejo (Alomone labs, #APC-023) contra Kv4.2 (B, E, H, K). Las reactividades fusionadas se muestran en los
correspondientes paneles (C, F, |, L). Estudios similares comparando el suero de un individuo sano y el anticuerpo
policlonal de conejo se muestran en M y N, y las imagenes fusionadas en O. Destacar que los anticuerpos del paciente
no reconocen Kv4.2. Bar = 10 ym.
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En la presente se informa de las caracteristicas clinicas e inmunolégicas de 4 pacientes con sintomas
neuropsiquiatricos prominentes (precedidos en 3 de ellos por diarrea intensa) y anticuerpos contra un novedoso
antigeno de superficie celular, proteina-6 similar a dipeptidil-peptidasa (DPP6 o DPPX), una subunidad auxiliar de la
superficie celular de los canales de potasio de Kv4.2. Adicionalmente a la conocida expresion robusta de DPPX en el
hipocampo y cerebelo, los inventores muestran que DPPX se expresa también en el plexo mientérico.

La observacion de los 4 pacientes con un principio subagudo de sintomas neuropsiquiatricos y suero o anticuerpos
del FCS mostrando un patrén similar de inmunotincién del neuropilo de hipocampo y cerebelo de roedor, asi como la
inmunomarcacion de la superficie celular de cultivos disociados de neuronas del hipocampo lleva a la
inmunoprecipitacion del antigeno objetivo. El suero o el FCS de 149 sujetos incluyendo los pacientes con la inflamacion
autoinmune y encefalopatias no-inflamatorias, e individuos normales sirvieron como controles.

Ejemplo 1: pacientes

Los pacientes se describen en detalle a continuacion (casos 1 a 3) y se resumen en la Tabla 1. El cuarto caso era un
hombre de 76 afios que habia desarrollado una diarrea prominente y pérdida de peso junto a una confusiéon que
progresaba rapidamente, declive cognitivo, convulsiones, paso inseguro y evidencia de produccion de IgG-intratecal
(IgG indice 1,49); no esta incluido en la tabla debido a informacidn limitada y falta de seguimiento.

Paciente 1:

Un hombre de 61 afios con un historial de obesidad, hipertension, y un principio de diabetes mellitus de inicio adulto
fue ingresado durante 4 semanas por dolor abdominal y diarrea seguida de un cambio subagudo en el estado mental,
caracterizado por depresion, agresividad, retraccion, alucinaciones visuales, mutismo, mioclono y una exagerada
respuesta al sobresalto. La resonancia magnética del abdomen mostré un higado graso pero sin evidencia de tumor
y un examen gastrointestinal extensivo fue negativo para leucocitos fecales, clostridium difficile, parasitos y huevos.
Las biopsias endoscépicas de estémago, intestino delgado y colon mostraron Unicamente gastritis cronica (suero H,
positivo para IgG Pylori sin bacterias en la histologia). La diarrea persistié6 durante un mes sin otros sintomas de
disfuncion auténoma.

Estudios del FCS, resonancia magnética y electroencefalograma (EEG) se describen en la Tabla 1. EI PCR del FCS
para HSV, VZV, Tropheryma Whipplei y enterovirus fue negativo. Los paneles reumatoldgicos, paraneoplasicos y de
anticuerpos de la superficie celular neuronal (los cuales incluyeron también el receptor de glicina) fueron negativos.
La exploracion completa del cuerpo con TC y PET y ultrasonido testicular no revelaron ningun cancer.

Se intubd brevemente al paciente al deteriorarse su estado mental, y se traté con metilprednisolona intravenosa (1000
mg/dia x 5 dias) con una notable mejora neuroldgica. Se le puso en tratamiento prolongado menguante de esteroides
durante 4 meses y se transfirio a una instalacion de atencion médica especializada. Cuatro meses mas tarde se volvio
a readmitir debido a un empeoramiento de su estado mental e infeccién del tracto urinario. El tratamiento con
antibidticos seguido de Ig IV (2 g/Kg durante 5 dias) resulté en una breve mejora neurolégica. A continuacion,
desarroll6 sepsis y fue transferido a la UCI requiriendo traqueotomia y tubo PEG. Repetidas Ig IV no mejoraron su
estado mental. Se le traté entonces con Rituximab (1000 mg iv x 2 dosis separadas por 15 dias) y se titul6 la prednisona
a 5 mg en dias alternos. El curso clinico se complicé por infecciones del tracto urinario y neumonia, mientras que su
estado mental permanecié pobre durante 5 meses. Como mucho podia vocalizar algunas palabras y seguir 6rdenes
simples. Un descubrimiento sorprendente durante el examen en esta fase de la enfermedad es la exagerada respuesta
al sobresalto por ruido o contacto. Adicionalmente exhibié frecuentes episodios de mioclono, disquinesia oral y
paratonia; la fuerza muscular era normal.

Se le tratdé eventualmente con plasmaféresis. Después de este primer cambio de plasma fue capaz de conversar
normalmente con sus examinadores y contestar preguntas, pero no lo suficiente como para participar en un test
cognitivo formal. A continuacién, recibi®6 mensualmente pulsos intravenosos de ciclofosfamida con una mejora
constante pero incompleta de la cogniciéon. Fue capaz de volver a casa tras 15 meses desde la aparicién de los
sintomas. En el seguimiento tras 21 meses desde la aparicién de los sintomas y después de recibir 9 dosis mensuales
de ciclofosfamida intravenosa, continuaba en casa con la familia pero requeria asistencia con muchas actividades
cotidianas. En la prueba cognitiva, la orientacion estaba relativamente preservada pero presentaba deficiencias de
atencion y concentracion, funcién ejecutiva, abstraccion, funcion espacio-visual y fluidez fonémica. Una prueba de
memoria verbal reveld éxito en la codificacidn (requirié apunte). Consiguié una puntuacién de 9 sobre 30 puntos en la
Evaluacién Cognitiva Montreal (MOCA). Perdi6 45 kg durante el curso de la enfermedad.

Paciente 2:

En abril de 2008, una mujer de 45 afios de edad presentaba una diarrea progresiva y una pérdida de peso de 30 kg.
La endoscopia y la biopsia no pudieron encontrar una causa. Durante las siguientes 6 a 8 semanas notd deficiencias
cognitivas, realizando un numero creciente de errores en el trabajo. En julio, fue ingresada en el hospital por agitacion
y alucinaciones. En el examen se encontrd paranoia, ansiedad, insomnio y se quejaba de sudoracién durante el suefio.
Estos sintomas junto con la identificacién de anticuerpos antinucleares del suero (ANA > 2560) llevaron inicialmente
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a un diagnostico de lupus eritematoso.

En septiembre se transfirié a la paciente a una unidad de neurologia. Nada mas ingresar se encontr6 que padecia
sacudidas mioclénicas ocasionales, temblor en reposo de todas las extremidades, marcado nistagmo bilateral
horizontal e hiperreflexia generalizada con los dedos de los pies hacia abajo. La resonancia magnética del cerebro fue
normal y el EEG mostrd episodios intermitentes de actividad generalizada de onda baja theta y delta. Los extensos
analisis de sangre para infeccion y desoérdenes autoinmunes fueron negativos excepto para el anteriormente
mencionado ANA (patrén homogéneo). Analisis del FCS reveld 15 células sanguineas blancas (predominantemente
linfocitos), concentracion de proteina y glucosa normal y bandas oligoclonales sin pareja. TC de pecho, abdomen y
pelvis sugeria engrosamiento adnexal que se confirmd con ultrasonido. Un FDG-PET fue normal. Durante las
siguientes 3 semanas se volvio cada vez mas agitada con un empeoramiento del mioclono y cursé temblor en reposo
de todas las extremidades. El Diazepam proporcioné un cierto alivio sintomatico pero a lo largo de las siguientes 2
semanas desarroll6 episodios de reducido nivel de conciencia y movimiento orofacial. La repeticion de EEG demostré
descargas epileptiformes generalizadas de bajo voltaje, y se inici6 medicacién anti-epiléptica. La repeticiéon de la
resonancia magnética del cerebro fue normal. Sobre la base de una presumible inflamacion encefalopatica recibio
metilprednisolona intravenosa (1 g diario durante 3 dias) sin efecto. La frecuencia de las convulsiones empeoré y
desarrollé frecuentes episodios de estadios epilépticos que fueron refractarios a numerosas medicaciones anti-
epilépticas, necesitando en ultima instancia sedacion, intubacidn y apoyo ventilatorio. Cualquier intento de disminuir
la sedacion resultaba en la recurrencia de los ataques epilépticos. En base a la lesion adnexal se llevd a cabo una
histerectomia y una salpingo-ooferectomia bilateral. La patologia mostré un utero fibroide. Se la empezé a tratar
entonces con inmunoglobulina intravenosa (Ig IV) resultando en una mejora lenta y progresiva que permitio la
extubacion y el alta de la UCI.

En enero de 2009, el analisis del suero y del FCS revelé un autoanticuerpo novedoso reaccionando con la superficie
celular neuronal. Este descubrimiento y la persistencia de los sintomas neuroldgicos llevaron a la iniciacion del
tratamiento con rituximab que se asocidé con una recuperacion mas rapida y fue dada de alta en mayo de 2009.
Posteriormente continué mejorando y se discontinud la medicacion antiepiléptica. Actualmente tiene una cognicion
normal y vive de forma independiente. Lleva a cabo controles regulares del conteo de linfocito CD 19 y recibe
tratamiento adicional con rituximab cundo el conteo supera el 1%. En una ocasion este tratamiento fue retrasado
provocando temblores recurrentes y nistagmo.

Paciente 3:

En junio 2006, esta mujer diestra de 58 afios de edad desarrollé alucinaciones vy falta de equilibrio y fue ingresada en
el hospital. Los siguientes examenes fueron normales: conteo de células sanguineas y quimica, funcion tiroidea,
anticuerpos de ANA y dsADN vy estudios para la enfermedad de Lyme, fiebre de las montafias rocosas, virus de
Coxsackie, Babesia y virus de la hepatitis C. La velocidad de eritrosedimentacién fue ligeramente superior a 43. La
resonancia magnética del cerebro mostré cambios no especificos en la materia blanca sin contraste. La radiografia
del pecho fue normal. Los ultrasonidos carétidos no mostraron estenosis significativa. EI EEG reveld una ralentizacion
suave. El analisis del FCS mostro 11 células sanguineas blancas/mma3, todas mononucleares, proteina 50 mg/dL y
glucosa 74 mg/dL. El PCR del FCS para HSV, cultivos viricos, titulacién de Lyme y antigeno de criptococo fueron
negativos. Se encontré una banda oligoclonal. Fue visitada por especialistas de neurologia, enfermedades infecciosas,
medicina interna y psiquiatria, y se la traté con risperidona, gabapentina, escitalopram y carvedilol. Con estas
medicaciones recuperd un 80% de su capacidad habitual y fue dada de alta.

En noviembre de 2006 desarrollé un incremento en la inestabilidad, con frecuentes caidas, temblores, disartria,
alucinaciones recurrentes y sonambulismo, con lo que fue reingresada. La repeticién de la resonancia magnética del
cerebro, angiografia por resonancia magnética y angiografia cerebral fueron normales. La resonancia magnética
abdominal mostr6é la aparicion de un adenoma adrenal benigno. EI EEG mostré una ralentizacion de fondo
predominantemente en el hemisferio derecho. La TC de pecho, abdomen y pelvis mostré algun fluido alrededor del
hombro, un pancreas homogéneamente activado y la lesiéon adrenal indicada anteriormente. La biopsia de la arteria
temporal fue negativa. EI FCS mostré 1 célula sanguinea blanca, 0 células sanguineas rojas, glucosa a 87 mg/dL,
proteina a 38 mg/dL y cultivos negativos. Los estudios para HSV, antigeno criptococal, virus del oeste del Nilo, enzima
conversor de la angiotensina (ACE) y citologia fueron todos negativos. Fue positivo para anti ADN monocadena, pero
una vez negativo para anti doble cadena de ADN y una vez positivo a 62 (nl: < 25). Las pruebas negativas o normales
incluyeron factor reumatoide, anticuerpo de anticadiolipina, IgG, SPEP, B12, SSA, SSB, Lyme, HSV, plomo, anticuerpo
de histonas, LA, ANA, ANCA, antigeno de superficie de hepatitis B, ceruloplasmina C3, C4, RNP, Smith, RPR, CRP,
B12, RF, crioglobulinas, mercurio y arsénico en la orina y un panel completo paraneoplasico. Se la traté con 60 mg
diarios de prednisona y mejoro.

En el transcurso de 2 meses se redujo la prednisona a 10 mg y se evalud en nuestra institucion por primera vez en
febrero de 2007. En el historial anterior eran destacables la hipertension, colecistectomia y reemplazo de cadera. La
medicacion incluia 10 mg diarios de prednisona, pantoprazol, amlopidina, isosorbidemononitrato, carvedilol, clonidina,
alendronato, levoflaxicina y albuterol. Durante el examen estaba alerta y respondia al lenguaje normal, recordo6 2/3
palabras y 3/3 con algun apunte. Tenia nistagmo congénito pero los nervios craneales por otro lado eran normales.
Mostraba debilidad en dorsiflexion y en los tobillos. Sensacién y reflejos eran normales. El andar era lento y mal
coordinado. Se repitieron paneles reumatoldgicos y paraneoplasicos, porfirinas, beta-2-glicoproteinas, crioglobulinas
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y anticuerpos para TPO, siendo todos negativos.

Se redujo hasta su eliminaciéon la prednisona al mes siguiente y empeord con alucinaciones, lentitud en el habla,
temblores, mioclono y ataxia, y fue ingresada en el hospital. La resonancia magnética del cerebro mostré un nuevo
infarto no-agudo en el frontal derecho. La tomografia computarizada de emision monofoténica (SPECT) del cerebro
mostré una moderada hipoperfusion global. EI EEG mostré una ralentizacion de fondo suave. La repeticion del analisis
de FCS fue normal. El ecocardiograma trans-esofagico mostré un pequefio defecto de comunicacion interauricular. La
repeticion del angiograma cerebral mostré solamente pequefios cambios aterioescleréticos y bifurcaciones caroétidas.
La biopsia cerebral revel6 un infarto sin evidencia de inflamacion o vasculitis. La repeticion del TC de pecho, abdomen
y pelvis mostré los quistes renales y adenoma adrenal previamente mencionados. Fue tratada con esteroides por via
intravenosa, seguido de esteroides orales, aspirina, atorvastatina y sertralina. Sus sintomas neurolégicos mejoraron y
fue dada de alta con 80 mg diarios de prednisona. Posteriormente se redujo lentamente la prednisona y se afiadieron
lamotrigina, clonazepam vy aripiprazol. Aunque los sintomas mejoraron continué con disartria fluctuante, inestabilidad,
temblores y mioclono. El andlisis del FCS en diciembre de 2007 mostré 1 célula blanca sanguinea, glucosa de 83
mg/dL, proteina de 53 mg/dL y bandas oligoclonales positivas. Se afiadid micofenolatemofetil 100 mg dos veces al
dia.

En abril de 2008 se redujo aun mas la dosis de prednisona. Entonces desarrollé herpes zdster y sus sintomas
empeoraron con estado mental alterado y ataxia, y fue reingresada. Analisis del FCS mostré 53 células blancas
sanguineas (94% linfocitos y 6% mononuclear), glucosa de 70 mg/dL y proteina de 62 mg/dL. PCR para HSV, HHV-
6, VZV, CMV, EBV, EEE, SLE, enterovirus y virus del oeste del Nilo fueron todos negativos. Se la traté con aciclovir
intravenoso, se aumenté la dosis de prednisona y se discontinué el micofenolato. En ese momento el analisis de FCS
reveld un anticuerpo novedoso contra la superficie celular de las neuronas. Se comenzé la Inmunoglobulina
intravenosa (Ig 1V) 2g/kg y se la dio de alta con prednisona 80 mg diarios con una suave reduccion y ciclos mensuales
delg IV.

En septiembre de 2008 después de la reduccién de la prednisona a 50 mg diarios, desarroll6 un incremento en las
alucinaciones. Se detuvo el Ig IV y se aumentd la dosis de esteroides, primero usando esteroides intravenosos y
posteriormente esteroides orales. Se comenzé con Rituximab (650 mg semanalmente x 4 dosis). La repeticion de las
pruebas de FCS mostré ausencia de reactividad con la superficie celular de las neuronas. Mejoré inicialmente pero
volvié a deteriorarse durante la lenta reduccion de esteroides desde 80 mg diarios a 50 mg diarios. En noviembre de
2008 recibié 1 dosis de 1000 mg de ciclofosfamida intravenosa, pero desarrolld6 neumonia criptocécica impidiendo
tratamiento adicional. El andlisis neuropsicolégico mostré deficiencias en la velocidad motora visual, comprension de
ordenes complejas y secuencias manuales. Menos deficiente pero por debajo de las expectativas fue su capacidad
memoristica, atencién auditiva, analisis visual y razonamiento por ensayo y error. Otros rendimientos en
comprensidn/expresion del lenguaje, juicio, memoria para historias y orientacion fueron consistentes con la estimada
funcién premérbida. Debido al agravamiento de la confusion se la traté 5 veces con plasmaféresis y prednisona
continua diaria. La repeticion del analisis neuropsicoldgico en enero de 2009 mostrd un nivel de cognicion general
estable comparado con noviembre de 2008. El EEG continuo mostré ralentizacion de fondo pero debido a altibajos en
el estado mental se afadio fenitoina. Mejor6 y fue dada de alta para rehabilitacion con prednisona 50 mg diarios y
fenitoina 100 mg dos veces al dia.

Fue reingresada en febrero de 2009 con una trombosis venosa bilateral profunda y embolia pulmonar y se la traté con
anticoagulantes y colocacion de un filtro en la vena cava inferior. Fue dada de alta en marzo de 2009 con 45 mg diarios
de prednisona, 100 mg dos veces al dia de fenitoina junto con medicacion para sus otros problemas médicos. Se
redujo gradualmente la prednisona a lo largo de 30 meses y se discontinué eventualmente. En enero de 2012, tras 4
meses de detener el tratamiento de prednisona, no presentaba sintomas de empeoramiento y estaba alerta,
concentrada, totalmente orientada con un 3/3 de memoria y buen conocimiento de hechos actuales. No presentaba
temblores, mioclono o alucinaciones. Camina con un paso ligeramente amplio y mal coordinado.

Resultados:

Los 4 pacientes (2 hombres, 2 mujeres; edades en el rango de 45-76 afios) desarrollaron una encefalopatia de
progreso rapido caracterizada por agitacion, delirios, alucinaciones y espasmos mioclonicos, de los cuales 3 pacientes
se asoci6é con diarrea prominente de etiologia indeterminada. Todos tenian ataques confirmados o con sospechas
clinicas y pleocitosis en FCS con evidencia de produccion intratecal de IgG o bandas oligoclonales. Informacion
detallada de 3 pacientes mostrd que tras multiples inmunoterapias todos presentaron una recuperacion sustancial
hasta el ultimo seguimiento (18-68 meses desde la aparicidon de los sintomas); no habia mas que una minima
informacién de seguimiento del cuarto paciente.

Ejemplo 2: inmunohistoquimica en cerebro, intestino delgado y cultivos neuronales de ratas

Inmunohistoquimica de cerebro y plexo mientérico de rata:

Ratas Wistar hembra fueron sacrificadas y se retiré el cerebro e intestino delgado, se seccionaron (cerebro de forma
sagital, intestino transversalmente), se sumergieron en paraformaldehido 4% a 4°C durante 1 hora, se crioprotegio
con sucrosa al 40% durante 24 horas y se congelaron subitamente en isopentano enfriado con nitrégeno liquido.'®
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Secciones de tejido de 7 ym de grosor fueron incubadas secuencialmente con H202 al 0,3% durante 20 minutos, suero
de cabra al 10% durante 1 hora y suero del paciente o control (1:200), FCS (1:2) o un anticuerpo policlonal de conejo
para DPPS (diluido 1:1000, anticuerpo desarrollado por BR) a 4°C durante una noche. Después de utilizar los
anticuerpos biotinilados secundarios apropiados (cabra anti-humano BA-3000, o cabra anti-conejo BA-1000,
laboratorios Vector, todos 1:2000), la reactividad fue desarrollada con el método avidin-biotin-peroxidasa tal y como
se indica.’®

Para el analisis de la expresion de DPPX en el intestino delgado de rata se utilizé anti-Hu IgG biotinilado humano (un
marcador nuclear neuronal especifico) con una dilucién de 1:200 junto con los anteriormente indicados anticuerpos
policlonales DPPX de conejo (1:1000) o los anticuerpos de DPPX del FCS de pacientes, seguido por avidina-
rhodamina (1:500) y los anticuerpos fluorescentes secundarios adecuados a 1:1000 (IgGAlexa de cabra anti-conejo
Fluor 488, o IgGAlexa de cabra anti-humano Fluor 488; Molecular Probes, Invitrogen). Se fotografiaron los resultados
bajo microscopio de fluorescencia utilizando software Zeiss Axiovision (Zeiss, Thornwood, NY).

Inmunocitoquimica en cultivos neuronales:

Cultivos neuronales de hipocampo de rata se prepararon como se indica.'® Neuronas vivas cultivadas en portaobjetos
fueron incubadas durante 1 hora a 37°C con suero del paciente o control (dilucion final 1:750) o FCS (1:10). Después
de eliminar el medio y tras lavado intensivo con tampoén fosfato salino (PBS), se fijaron las neuronas con
paraformaldehido al 4%, se permeabilizé con Triton X-100 0,1% y se inmunomarcé con IgGAlexa de cabra anti-
humano Fluor 488 (1:1000).

Resultados:

Los 4 pacientes tenian anticuerpos en suero o FCS que reaccionaron con el neuropilo del cerebro de los roedores
(Figura 1 suplementaria) y con la superficie celular de cultivos vivos no permeabilizados de neuronas disociadas de
hipocampo de rata (Figura 1A).

El andlisis inmunohistoquimico del intestino delgado demostré que DPPX se expresé especificamente en neuronas
del plexo mientérico y que los anticuerpos de los pacientes también reaccionaron con el DPPX expresado en estas
neuronas (Figura 2).

Ejemplo 3: inmunoprecipitaciéon, espectrometria de masas e inmunoblot

Inmunoprecipitacién e inmunoblot:

Se cultivaron neuronas de hipocampo de rata en pocillos de 100 mm (densidad 108 neuronas/pocillo) y se incubaron
a 37 °C con suero filtrado del paciente (diluciéon 1:100) durante 1 hora. Se lavaron las neuronas con PBS, se lisaron
con tampon (NaCl 150 mM, EDTA 1mM, tris(hidroximetil)aminometano [Tris]-HCI 100 mM, acido desoxicdlico 0,5%,
Triton X-100 1% [Sigma Labs, St. Louis, MO], pH 7,5) conteniendo inhibidores de proteasa (P8340; Sigma Labs) y
centrifugado a 16,1 x 10% g durante 20 minutos a 4 °C. Se retuvo el sobrenadante y se incubd con proteina A/G en
perlas de agarosa (20423; Pierce, Rockford, IL) durante una noche a 4 °C, se centrifugo, y el pellet conteniendo las
perlas con los anticuerpos de los pacientes ligados al antigeno de superficie celular se lavé con PBS, se alicuoto y se
conservo a -80 °C. Se resuspendié una alicuota de este pellet en tampdn de Laemmli, se hirvié durante 10 minutos,
se separd en un gel de poliacrilamida para electroforesis al 4 a 15% en dodecil sulfato sédico, y se visualizé las
proteinas con gel de tincion EZBlue (G104 1; Sigma Labs). Las bandas visibles de proteina precipitada por el suero de
los pacientes fueron extraidas del gel y analizadas utilizando espectrometria de masas en la instalaciéon central de
protedmica del Instituto de gendmica en el Abramson Cancer Center (Universidad de Pennsylvania). Después de la
caracterizacion del antigeno, se separaron alicuotas congeladas de los pellets indicados mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico como se describiéd anteriormente, se transfiri6 a una membrana
immobilon-P (Millipore IPVH00010) y se tifid con el anticuerpo indicado contra DPPX (desarrollado por BR, 1:0000).
La reactividad se desarrollo utilizando los anticuerpos secundarios apropiados biotinilados (1:2000) y el método de
avidina-biotina peroxidasa y el método de diaminobencidina.

Espectrometria de masas:

Se cortaron las bandas de proteina de los geles y se enviaron a la instalacion de protedmica de la Universidad de
Pennsylvania. Se digirieron las bandas de proteina con tripsina y se analizaron con un espectrémetro de masas
(Thermo Electron Corporation, San José, CA) de cromatografia nano liquida (nano LC)/nanospray/trampa de iones
lineal (TIL) tal y como se indica.?° Brevemente, se inyectaron 3 uL de muestra digerida con tripsina en el autocargador
de Eksigent (Dublin, CA). Las muestras digeridas se separaron en una columna C18 de 10 cm, utilizando nano LC de
Eksigent con un flujo de 200 yL/min, gradiente de 45 minutos. Se utilizd nanospray en linea para la separacion de los
péptidos en LTQ y el software Xcalibur (Thermo Scientific, Waltham, MA) para la adquisicién de datos en bruto. Los
ficheros de los datos en bruto se exploraron utilizando Mascot (Matrix Science, Boston, MA) contra las bases de datos
NCBI y Swissprot (Swiss Institute of Bioinformatics, Basilea, Suiza). El corte para la identificacion de confianza de la
proteina fue =70.
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Resultados:

La inmunoprecipitacion del antigeno objetivo con el suero de uno de los pacientes, seguido de separacion
electroforética de proteinas y tincion en gel EZBlue mostré una banda distintiva de aproximadamente 100 kDa que no
estaba presente en el inmunoprecipitado utilizando el suero de control (Figura 1B). La excision de la banda del gel y
el analisis mediante espectrometria de masas demostrdé que contenia secuencias derivadas de DPPX (puntuaciones
6441, 5945 y 383; puntuacion de corte para identificacion de confianza de la proteina =70). Este descubrimiento se
confirmé mediante inmunoblotting del precipitado con un anticuerpo especifico para DPPX (Figura 1C).

Ejemplo 4: inmunocitoquimica en células HEK293

Se transfectaron células HEK293 con plasmidos conteniendo DPPX-S de rata (dominio citoplasmico corto de 32
aminoacidos), DPPX-L (dominio citoplasmico largo de 88 aminoacidos), DPPXed-myc (constructo DPPX con dominio
extracelular eliminado, y ligado a myc-tag), rata Kv4.2, DPPX humano (DPP6; Origene, secuencia NM_001039350.1;
SEC ID N°: 1), humano DPP10), o plasmido sin inserto (control)." En otros experimentos se co-transfectaron las
células con DPPX y Kv4.2 en relaciones equimolares. La reactividad de los anticuerpos de pacientes se evalué como
se ha indicado anteriormente.?' Para este propdsito se cultivaron las células durante 24 horas tras la transfeccion
antes de la evaluacion. Las células transfectadas se fijaron con paraformaldehido 4%, se permeabilizaron con Triton
X-100 0,1% y se incubaron con suero de pacientes (1:200) o FCS (1:2) y dependiendo del antigeno de interés uno de
los siguientes anticuerpos, DPPX (policlonal de conejo desarrollado por BR diluido 1:1000; policlonal de conejo abcam
41811 diluido 1:200 o monoclonal de raton Sta Cruz #365147 diluido 1:500), Kv4.2 (policlonal de conejo, Alomone
Labs, #APC-023 diluido 1:500), o anticuerpo myc-tag (monoclonal de ratén myc-tag 9B11, Cell Signaling, diluido
1:2000) durante 2 horas, y el correspondiente anticuerpo secundario fluorescente (cabra anti-humano IgGAlexa Fluor
488; cabra anti-conejo IgG Alexa Fluor 555, o cabra anti-raton IgGAlexa Fluor 555, todos a 1:1000). Los resultados se
fotografiaron bajo un microscopio de fluorescencia utilizando el software Zeiss Axiovision (Zeiss, Thornwood, NY).

Resultados:

Las células transfectadas con DPPX-S o DPPX-L de rata mostraron reactividad similar con suero o FCS de pacientes,
consistente con el reconocimiento de un epitopo extracelular (la Figura 3 muestra la reactividad con DPPX-L; se obtuvo
reactividad similar con DPPX-S, no mostrado). Los anticuerpos de los pacientes no reaccionaron con las células
expresando Kv4.2 (Figura 2 suplementaria) y la reactividad con DPPX no se modificé cuando se coexpres6 con Kv4.2
(datos no mostrados). Analisis posteriores utilizando un plasmido de DPPX de rata en el cudl se eliminé el dominio
extracelular (DPPXed-myc)!" mostraron abrogacion de la reactividad con el suero y FCS de los pacientes 1y 4, y
reactividad débil con el suero y FCS de los pacientes 2 y 3, indicando que los ultimos dos pacientes tenian anticuerpos
contra la superficie celular y epitopos intracelulares (paneles D y G de la Figura 3 suplementaria). Adicionalmente, las
células HEK293 transfectadas con DPPX humano también mostraron reactividad con el suero o FCS de los 4 pacientes
con anticuerpos DPPX (muestra que reaccionan con secuencias de DPPX de rata) mientras que no mostraron
reactividad con el suero y FCS de 10 individuos sanos. Aunque DPPX y DPP10 tienen un 51% de identidad de la
secuencia de aminoécidos,'? los anticuerpos de los pacientes no reaccionaron con DPP10 (datos no mostrados).
Globalmente estos descubrimientos demuestran que los anticuerpos de los pacientes son especificos de DPPX pero
no del canal Kv4.2, y que algunos pacientes tienen anticuerpos contra ambos, los dominios intracelular y extracelular
de DPPX.

A continuacion, los inventores determinaron la reactividad del suero o FCS de los 149 controles con un ensayo basado
en células coexpresando DPPX y Kv4.2. No se encontr6 que ninguno de estos sujetos tuviera anticuerpos que
reaccionasen contra estas 2 proteinas, sugiriendo que los anticuerpos contra DPPX son especificos del subgrupo de
pacientes con encefalitis autoinmune. Contrariamente, un paciente sin encefalitis con un timoma y miastenia
seronegativa gravis (incluido en los controles) tenia anticuerpos para DPP10, pero no para DPPX (Martinez-
Hernandez, datos no mostrados).

Ejemplo 5: inmunohistoquimica con ratones de tipo salvaje y DPPX-nulo

Se generaron y genotipificaron ratones de tipo salvaje y DPPX-nulo tal y como se ha indicado previamente.?? Los
cerebros se extrajeron, seccionaron sagitalmente, procesaron y examinaron mediante el método estandar de
inmunohistoquimica avidina-biotina-peroxidasa utilizando suero (1:200) o FCS (1:5) de los pacientes tal y como se ha
indicado para el cerebro de rata.

Resultados:

Para acabar de confirmar la especificidad de los anticuerpos de los pacientes para DPPX, se comparé la
inmunohistoquimica del cerebro de ratones de tipo salvaje con el de ratones DPPX-nulo. Estos experimentos
demostraron abrogacion de la reactividad del suero o FCS de 3 pacientes (aquellos mostrados en la Tabla 1) con el
cerebro de ratones DPPX-nulo indicando que los anticuerpos de los pacientes se dirigieron inicamente contra DPPX,
y que el paciente 1 tenia anticuerpos adicionales contra otra proteina de identidad desconocida (Figura 4H).
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> INSTITUCIO CATALANA DE RECERCA | ESTUDIS AVANQATS (ICREA) INSTITUT D
INVESTIGACIONS BIOMEDIQUES AUGUST PI | SUNYER (ID IBAPS)

<120> Método de diagndstico para la deteccion de una enfermedad autoinmune y materias relacionadas
<130> 103083PC
<160> 4

<170> BiSSAP 1.0
<210>1

<211> 801

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<221> SOURCE
<222>1 ..801

<223> /mol_type="proteina"/organismo="Homo sapiens"

<400> 1
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Met
Met
Ala
Ser
Lys
65

Asp
Gln
val
Glu
Pro
145
Pro
Lys
Ile
Ile
Ser
225
Trp
Ser
Pro
Ser
Glu

305
Met

Lys
Glu
Ile
val
50

Lys
Pro
Lys
Leu
Ile
130
Ile
His
Leu
Phe
Arg
210
Asp
Trp
Arg
Thr
Ile
290
Met

val

Glu
Leu
Ala
35

Ile
val
Glu
Gly
Ile
115
Ser
Tyr
Gly
Gln
Glu
195
val
Trp
Ser
val
val
275
Ser
Met

Lys

Lys
val
20

Leu
Leu
Thr
Ala
Thr
100
Glu
Pro
Gln
Asp
Tyr
180
Asn
val
Leu
Pro
Pro
260
Lys
Leu

Pro

Trp

Ala
Gly
Leu
Leu
val
Lys
val
Gly
Asp
His
Pro
165
Ala
Asn
Ser
Tyr
Asp
245
Ile
Pro
His
Pro

Ala
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Met Ile
Ser Asn
val Ile
Thr Pro

55
Glu Asp

70

Trp Ile
Arg Leu
Lys Lys

Arg Glu
135

Lys
Pro
Leu

40
Ala
Leu
Ser
Trp

Ile
120

Thr
Pro

25
val
Glu
Phe
Asp
Asnh

105
Glu

Ala Lys
10
Gln Arg

Ile Cys

Asp Asn

Ser Glu

75

Thr Glu
90

val Glu

Ser Leu

Tyr Ala Leu Phe

Ser Tyr Thr Gly Tyr Tyr

150

155

Gln Ser Leu Asp Pro Pro

170

Gly Trp Gly Pro Lys Gly
185

Ile Tyr Tyr Cys
200

Thr Gly

215

Glu Glu
230

Gly Thr

Met Glu

Tyr His

Lys
Glu
Arg
Leu

Tyr
280

Glu
Ile
Leu
Pro

265
Pro

Ala His
Gly val

Leu Lys
235
Ala Tyr
250
Thr Tyr

Lys Ala

val Ile Gly Leu Asnh Gly

295

Asp Asp Pro Arg Met Arg
310

315

Thr Ser Thr Lys val Ala

17

Met
Asn
Ser
Ser

60
Asp
Phe
Thr
Arg
Ser
140
val
Glu
Gln
val
Ile
220
Thr
Ala
Thr
Gly
Pro
300
Glu

val

Gln
Trp
Leu

45
Leu
Phe
Ile
Asn
Ala
125
Tyr
Leu
val
Gln
Gly
205
Tyr
His
Ala
Gly
Ser
285
Thr
Tyr

Thr

Gly
Lys

30
Ile
Ser
Lys
Tyr
Thr
110
Ile
Asn
Ser
Ser
Leu
190
Lys
Asn
Ile
Ile
Ser
270
Glu
His
Tyr

Trp

Asn

15
Gly
val

Gln

Arg

95
Ser
Arg
val
Lys
Asn
175
Ile
Gln
Gly
Ala
Asn
255
Ile
Asn

Asp

Leu

val

Thr
Lys
His
Glu
Thr
Tyr
Glu
Ile
160
Ala
Phe
Ala
Leu
His
240
Asp
Tyr
Pro
Leu
Thr

320
Asn



Arg
val
Gln
Ile
385
val
Thr
Gly
Gln
Ser
465
His
Met
Glu
Lys
Gln
545
Leu
Phe
val
Leu
Met
625
Arg
Ile
Ser
Ser
Met
705
Leu
Ala
Gln
Gln
Ile

785
Asp

<210> 2
<211>748
<212> PRT

Ala
Cys
Asn
370
Arg
Ser
Ser
Asnh
Leu
450
Cys
Ser

val

Gln
Thr
355
Glu
Ala
Ser
Gly
Lys
435
Tyr
Asp
Met
Thr
Asn
515
Glu
Leu
val
val
Lys
595
Glu
Ala
Ala
Pro
Leu
675
Arg
Lys
Ile
Leu
Tyr
755
Leu

Asp
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<220>

<221> SOURCE

Asn
340
Lys
Glu
Ile
Ser
Asp
420
Ile
Ser
Leu
Asp
val
500
Glu
Tyr
Lys
val
Ser
580
Cys
val
val
val
Ala
660
Ser
Tyr
val
His
Ile
740
Pro
Tyr

Lys

325
val

Lys
Pro
Pro
Gln
405
Trp
Tyr
Ala
val
Phe
485
His
His
Arg
Pro
Asp
565
Trp
Asp
Arg
Arg
Phe
645
Lys
Pro
Leu
Ala
Pro
725
Thr
Asp
Arg

Leu
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330
Ser Ile Leu Thr Leu Cys
345

His Glu Asp Glu Ser Glu
360
val Phe Ser Lys Asp Gly
375

Gln Gly Gly Arg Gly Lys

390 395

Pro Ash Ser Ser Asn Asp
410

Asp val Thr Lys Ile Leu

425
Phe Leu Ser Thr Glu Asp
440
Asn Thr val Gly Asn Phe
455

Glu Asn Cys Thr Tyr Phe

470 475

Phe Leu Leu Lys Cys Glu
490

Asn Thr Thr Asp Lys Lys
505
val Lys Lys Ala ITe Asn
520
Asp Ile Glu Ile Asp Asp
535
Ala Thr Phe Thr Asp Thr
550 555
Gly Thr Pro Gly Ser Gln
570
Glu Thr val Met val Ser
585
Gly Arg Gly Ser Gly Phe
600

Arg Arg Leu Gly Leu Leu
615
Thr Met Leu Lys Glu Gln
630 635
Gly Lys Asp Tyr Gly Gly
650

Gly Glu Asn GIn Gly Gln
665
Ile Thr Asp Phe Lys Leu
680

Gly Leu His Gly Leu Asp
695
His Arg val Ser Ala Leu
710 715
Thr Ala Asp Glu Lys Ile
730
Gln Leu ITe Arg Gly Lys
745
Glu Ser His Tyr Phe Thr
760

Ser Ile IT1e Asn Phe Phe
775

Leu Thr val Thr Ala Lys

790 795

18

Asp
Ala
Arg
380
Phe
Asn
Ala
Leu
Asn
460
Ser
Gly
Lys
Asp
Tyr
540
Thr
Ser
Ser
Gln
Glu
620
Tyr
Tyr
Thr
Tyr
Asnh
700
Glu
His
Ala
Ser
val

780
Glu

Ala
Trp
365
Lys
Tyr
Ile
Tyr
Pro
445
Arg
Ala
Pro
Met
Ar

525
Asn
val
His
Gly

605
Glu

Leu
Phe
Ala
685
Arg
Glu
Phe
Asn
Ser
765
Glu

Asp

Thr
350
Leu
Phe
His
Gln
ASp
430
Arg
Gln
Ser
Gly

Phe
510

g Gln

Leu
Tyr
Ala
Gly
590
Thr
Lys
Asp
Ser
Thr
670
Ser
Ala
Gln
Gln
Tyr
750
Ser
Cys

Glu

335
Thr

His
Phe
Ile
Ser
415
Glu
Arg
Cys
Phe
val
495
Asp
Met
Pro
Pro
Glu
575
Ala
Lys
Asp
Arg
Thr
655
Cys
Ala
Tyr
Gln
His
735
Ser
Leu

Phe

Gly
Arg
Phe
Thr
400
Ile
Lys
Arg
Leu
Ser
480
Pro
Leu
Pro
Met
Leu
560
Lys
val
Leu
Gln
Thr
640
Tyr
Gly
Phe
Glu
Phe
720
Thr
Leu
Lys
Arg

Glu
800
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<400> 2

Thr
Glu
Trp
Ile
Lys
65

Lys
Ser
Gln
Gly
Ile
145
Thr
Glu
Gly
Met
Tyr
225
val
Asp
Thr
Ser
His
305
val
Gln
Pro
Asp
Phe
385
Asn
Glu
Phe
Asn
val

465
Lys

Pro
Asp
Ile
Leu
50

Lys
Glu
His
Ser
Trp
130
Tyr
Gly
Glu
Thr
Glu
210
His
Ile
Asp
Ser
Ile
290
Glu
Phe
Gly
Asnh
val
370
Leu
Thr
Asnh
Leu
Thr
450
Gln

Ile

Ala
Leu
Ser
35

Arg
Ile
Tyr
Thr
Leu
115
Gly
Tyr
Lys
Glu
Arg
195
Leu
Tyr
Gly
Pro
Thr
275
Leu
AsSp
Ser
Gly
Ser
355
Thr
Ser
val
Cys
Leu
435
Thr
Lys

Glu

Glu
Phe
20

Asp
Asn
Glu
Ala
Gly
100
Asp
Pro
Cys
Glu
Ile
180
Leu
Pro
Pro
Leu
Arg
260
Lys
Thr
Glu
Lys
Arg
340
Ser
Glu
Thr
Asp
Thr
420
Lys
Asp
Ala

val

Asp
5
Ser
Lys
val
Ser
Leu
85
Tyr
Pro
Lys

Ala
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Thr Ser Leu
Glu Asp Phe

Glu Phe Ile
40
Glu Thr Asn
55
Leu Arg Ala
70
Phe Ser Tyr

Tyr val Leu

Pro Glu val

120

Gly Gln Gln
135
His val Gly
150

Ser
Lys

25
Tyr
Asn
Ile
Asn

Ser

105

Ser
Leu

Lys

Gly val Ile Tyr Asn

165
Leu

Lys Ser His

Ile

185

Gln
10
Ile
Arg
Ser
Arg
val
90
Lys
Asn
Ile
Gln
Gly

170
Ala

Ala Tyr Ala Thr Ile Asn

Thr
Lys
Asn
245
Met
val
Leu
Ser
Asp
325
Gly
Ash
Ile

Glu

200

Tyr Thr Gly Ser val
2

15

Ala Gly Ser Glu Asn

230

Gly Pro Thr His Asp

250

Arg Glu Tyr Tyr Ile

265

Ala val Thr Trp Leu

280

Cys Asp Ala Thr Thr

295

Glu Ala Trp Leu His

310

Gly Arg Lys Phe Phe

330

Lys Phe Tyr His Ile

345

Asp Asn Ile GIn Ser

360

Leu Thr Tyr Asp Glu

375

Asp Leu Pro Arg Arg

390

Asp Phe Asn Arg Gln Cys

405
Tyr

Cys
Lys
Ile

Glu
485

410

val Ser Ala Ser Phe

425

Glu Gly Pro Gly val

440

Arg Arg Met Phe Asp

455

Tyr Asp Arg Gln Met
470

Asp Tyr Ser Leu Pro

19

490

Lys
His
Glu
Thr
Tyr
Glu
Ile
Ala
Phe
Ala
155
Leu
His
Asp
Tyr
Pro
235
Leu
Thr
Asn
Gly
Arg
315
Phe

Thr

Lys
Arg
395
Leu
Ser
Pro
Leu
Pro

475
Met

Lys
Asp
Arg
val

60
Glu
Pro
Pro
Lys
Ile
140
Ile
Ser
Trp
Ser
Pro
220
Ser
Glu
Met
Arg
val
300
Gln
val
val
Thr
Arg
380
His
Ser
His
Thr
Glu
460
Lys

Gln

Lys
Pro
Lys

45
Leu
Ile
val
His
Leu
125
Phe
Arg
Asp
Trp
Arg
205
Thr
Ile
Met
val
Ala
285
Cys
Asnh
Arg
Ser
Ser
365
Asnh
Leu
Cys
Asnh
val
445
Ala
Ile

Ile

val
Glu
Gly
Ile
Ser
Tyr
Gly
110
Gln
Glu
val
Trp
Ser
190
val
val
Ser
Met
Lys
270
Gln
Thr
Glu
Ala
Ser
350
Gly
Lys
Tyr
Asp
Met
430
Thr
Asn
Glu

Leu

Thr

15
Ala
Ser
Glu
Pro
Gln

95
Asp
TYyr
Asnh
val
Leu
175
Pro
Pro
Lys
Leu
Pro
255
Trp
Asn
Lys
Glu
Ile
335
Ser
Asp
Leu
Ser
Leu
415
Asp
val
Glu
TYyr

Lys
495

val
Lys
val
Gly
Asp
80
His
Pro
Ala
Asn
Ser
160
Tyr
Asp
Leu
Pro
His
240
Pro
Ala
val
Lys
Pro
320
Pro
Gln
Trp
Tyr
Ala
400
val
Phe
His
Gln
Arg

480
Pro
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Ala
Gly
Glu
Gly
545
Arg
Thr
Gly
Gly
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625
Gly
His
Thr
Gln
Glu
705
Ser
Pro
<210> 3

<211>111
<212> PRT

Thr
Thr
Thr
530
Arg
Arg
Met
Lys
Glu
610
Thr
Leu
Arg
Ala
Leu

690
Ser

Thr

Phe
Pro
515
val
Gly
Leu
Leu
Asp
595
Asn
Asp
His
val
Asp
675
Ile
His
Ile

Ala

<213> Rattus novegicus

<220>

<221> SOURCE

<222>1.111

Thr
500
Gly
Leu
Ser
Gly
Lys
580
Tyr
Gln
Phe
Gly
Ser
660
Glu
Lys
Tyr
Gly

Thr
740
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Asp Thr Ala His Tyr Pro Leu

505

Ser GIn Ser val Ser Glu Arg

520

val Ser Ser His Gly Ala val

Gly Phe
550

Phe Leu

565

Glu Gln

Gly Gly
Gly Gln

535
Gln

Glu
Tyr
Tyr

Thr
615

Gly Thr Lys Leu
555

Glu Lys Asp GIn

570
Ile Asp Lys Thr
585

Leu Ser Thr Tyr

600

Phe Thr Cys Gly

Lys Leu Tyr Ala Ser Ala Phe

630

635

Leu Asp Asn Arg Ala Tyr Glu

645

650

Ala Leu Glu Asp Gln Gln Phe

665

Lys Ile His Phe GIn His Thr

Gly Lys Ala Asn Tyr Ser Leu
695

Phe His Ser val Ala Leu Lys

710

715

Phe Phe val Glu Cys Phe Arg

725

730

Ala Lys Glu Asp Glu Glu Glu

745

<223> /mol_type="proteina"/organismo="Rattus norvegicus"

<400> 3

Met
Ser
Pro
val
Tyr
65

Asn

Ile
<210> 4

<211> 55
<212> PRT

Ala
Phe
Glu
Ala
50

Gln
Pro

Leu

Ser
Pro
Glu
35

Pro
Ala
Pro

val

<213> Rattus novegicus

<220>

<221> SOURCE

Leu
Ala
20

Asp
Arg
Arg
Gln

Ile
100

Tyr Gln
5
Pro Pro
Ala Gly
Glu Arg
Ser Asp
70
Arg Asn

Cys Ser

Arg
Glu
Ser
Gly

55
Cys
Trp

Leu

Phe Thr Gly Lys
10
Ala Ser His Leu
25
Lys Pro Leu Gly
40
Gly Ala Gly Gly

Asp Glu Glu A;g
Lys Gly Ile Ala
90
Ile val Thr Ser
105

20

Leu
Phe
val
540
Leu
Met
Arg
Ile
Ser
620
Ser
Met
Leu
Ala
Gln

700
Gln

Asp

Leu
Pro
Arg

60
Glu
Ile

val

Leu
Glu
525
val
His
Glu
val
Leu
605
Ala
Glu

Thr

Glu
685
Ile
His

Gln

Asn
Gly
Gln

45
Pro
Leu
Ala

Ile

val
510
val
Lys
Glu
Ala
Ala
590
Pro
Leu
Arg
Lys
Ile
670
Leu
Tyr
Leu

Asp

Thr
Gly

30
Ala
Arg
val
Leu

Leu
110

val
Thr
Cys
val
val
575
val
Ala
Ser
Tyr
Leu
655
His
Ile
Pro
Tyr

Lys
735

Ser

15
Gln
Gln
Phe
Gly
Leu

95
Leu

Asp
Trp
Asp
Arg
560
Arg
Phe
Lys
Pro
Leu
640
Ala
Ala
Thr
Asp
Arg

720
Leu

Arg
Gly

Ala

Ser
80
val
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<222>1..55
<223> /mol_type="proteina" /organismo="Rattus norvegicus"

<400> 4

Met Thr Thr Ala Lys Glu Pro Ser Ala Ser Gly Lys Ser val Gln Gln

1 5 10 15

Gln Asp Gln Glu Leu val Gly Ser Asn Pro Pro Gln Arg Asn Trp Lys
20 25 30

Gly ITe Ala ITe Ala Leu Leu val Ile Leu val ITe Cys Ser Leu Ile
35 40 45
val Thr Ser val Ile Leu Leu
50 55

21
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un polipéptido o proteina que comprende uno o varios epitopos de proteina-6 similar a dipeptidil-peptidasa
en un método in vitro de diagndstico de un trastorno autoinmune del sistema nervioso en un sujeto.

2. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque el polipéptido o proteina comprende

a. la secuencia de acuerdo con la SEC. ID N°: 1 o una secuencia de aminoacido con al menos 70%, al menos 75,
al menos 80, al menos 90, al menos 92, al menos 94, al menos 96, al menos 98 o al menos 99% de identidad de
secuencia respecto a SEC. ID. N°: 1, y/o
b. la secuencia de acuerdo con la SEC. ID N°: 2 o una secuencia de aminoacido con al menos 70%, al menos 75,
al menos 80, al menos 90, al menos 92, al menos 94, al menos 96, al menos 98 o al menos 99% de identidad de
secuencia respecto a SEC. ID. N°: 2, y/o
c. la secuencia de acuerdo con la SEC. ID N° 3 o una secuencia de aminoacido con al menos 70%, al menos 75,
al menos 80, al menos 90, al menos 92, al menos 94, al menos 96, al menos 98 o al menos 99% de identidad de
secuencia respecto a SEC. ID. N°: 3, y/o
d. La secuencia de acuerdo con la SEC. ID N°: 4 o una secuencia de aminoacido con al menos 70%, al menos
75, al menos 80, al menos 90, al menos 92, al menos 94, al menos 96, al menos 98 o al menos 99% de identidad
de secuencia respecto a SEC. ID. N°: 4.

3. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde

(a) el polipéptido o proteina tiene al menos 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 aminoacidos consecutivos de
secuencias de aminoacido de acuerdo con SEC. ID. N°: 1, SEC. ID. N°: 2, SEC. ID. N°: 3 0 SEC. ID. N°: 4; 0

(b) el polipéptido o la proteina es un homologo con al menos 70, al menos 75, al menos 80, al menos 90, al menos
92, al menos 94, al menos 96, al menos 98 o al menos 99% de identidad de secuencia respecto al polipéptido o
proteina de (a).

4. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el polipéptido o proteina
comprende otros aminoacidos, los cuales se unen de forma N-terminal o C-terminal y facilitan la purificacion del
polipéptido o proteina.

5. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque el polipéptido o proteina esta
unido a una molécula reportera o una fase sélida.

6. Uso de un acido nucleico que codifica un polipéptido o proteina que comprende uno o varios epitopos de proteina-
6 similar a dipeptidil-peptidasa en un método in vitro de diagndstico de una enfermedad autoinmune del sistema
nervioso en un sujeto.

7. Uso de un vector que comprende un acido nucleico que codifica un polipéptido o proteina que comprende uno o
varios epitopos de proteina-6 similar a dipeptidil-peptidasa en un método in vitro de diagnéstico de una enfermedad
autoinmune del sistema nervioso en un sujeto, en el que el vector se ajusta para la expresion de dicho polipéptido o
proteina.

8. Uso de una célula que comprende un vector que comprende un acido nucleico que codifica un polipéptido o proteina
que comprende uno o varios epitopos de proteina-6 similar a dipeptidil-peptidasa en un método in vitro de diagndstico
de una enfermedad autoinmune del sistema nervioso en un sujeto.

9. Un método de diagnéstico in vitro para el diagnéstico de una enfermedad autoinmune del sistema nervioso central
que comprende la etapa de deteccion de un anticuerpo que se une especificamente a proteina-6 similar a dipeptidil-
peptidasa humana en una muestra de un sujeto.

10. El método de diagnéstico in vitro de acuerdo con la reivindicacion 9, caracterizado porque la muestra de un sujeto
se pone en contacto con un polipéptido o proteina que comprende uno o varios epitopos de proteina-6 similar a
dipeptidil-peptidasa humana y se detecta la unién de un anticuerpo de la muestra al polipéptido o proteina.

11. El método de diagndstico in vitro de acuerpo con las reivindicaciones 9 o 10, caracterizado porque la unién de un
anticuerpo de la muestra al polipéptido o proteina se detecta con un ensayo de inmunofluorescencia, micromatriz de
proteinas, ELISA, ensayo de luminiscencia, blot, ensayo radioinmune, western blot o dot blot.

12. Uso de un kit de ensayo que comprende un polipéptido o proteina que comprende uno o varios epitopos de
proteina-6 similar a dipeptidil-peptidasa en un método in vitro de diagnéstico de una enfermedad autoinmune del
sistema nervioso en un sujeto.

13. Uso de una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido o proteina que comprende uno o varios
epitopos de proteina-6 similar a dipeptidil-peptidasa en un método in vitro de diagndstico de una enfermedad
autoinmune del sistema nervioso en un sujeto.
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Figura 2A
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Figura 2B
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6

29



ES 2712474713

Figura7

30



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

