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DESCRIPCION
Isoformas de GP2 y su uso en la captura de autoanticuerpos

La invencion se refiere a un método para unién o captura de autoanticuerpos dirigidos a diversas isoformas de
glucoproteina 2 (GP2). En particular, la invencion proporciona un método in vitro para el diagnéstico de un trastorno
autoinmunitario mediante la deteccién de autoanticuerpos que se unen a una o mas isoformas de GP2. La invencién
se caracteriza por la provision de multiples isoformas de GP2 como dianas de autoanticuerpos y abarca la utilizacién
practica del hallazgo de que la especificidad de isoforma de autoanticuerpos anti-GP2 permite la determinacion de
enfermedades autoinmunitarias particulares. La invencion también proporciona un equipo desarrollado para llevar a
cabo el método reivindicado. La presente invencioén es util para determinar si una muestra de un individuo comprende
autoanticuerpos asociados con una enfermedad autoinmunitaria y para diferenciar entre mdultiples enfermedades
autoinmunitarias que presentan sintomas similares.

Antecedentes de la invenciéon

GP2 es una glucoproteina de membrana de las células acinares del pancreas [1]. GP2 se ha detectado en las células
de borde en cepillo del intestino y como componente de los lisosomas o0 como péptido libre, no unido a membrana, en
jugo pancreatico. Componiendo de 30 a 45 % de la proteina de membrana general, representa el componente principal
de la membrana granular de zimégeno. Junto con otras proteinas pancreaticas secretoras de los granulos zimégenos,
tales como sincolina, lectina ZG16p, sinaptobrevina 2 y otros proteoglucanos de matriz de sulfato, GP2 es un
componente de las balsas lipidicas de la membrana granular y la sincolina interactia con GP2. Estos complejos,
incluyendo también otras proteinas tales como ZG46p, forman la matriz submembranosa.

La glucoproteina 2 (GP2) se ha identificado como la principal diana autoantigénica de anticuerpos pancreaticos (PAB)
especificos de la enfermedad de Crohn (EC) [2,3]. Ademas de su ubicacion restringida previamente supuesta en el
pancreas, datos recientes han demostrado que GP2 también es un constituyente de las células microplegadas (M) del
epitelio asociado al foliculo, que parece tener un efecto antimicrobiano, como su homélogo renal, uromodulina
(proteina Tamm-Horsfall) [4,5]. Adicionalmente, las pruebas emergentes indican que GP2 se sobreexpresa en el sitio
de inflamacioén intestinal en pacientes con EC y que esta molécula modula las respuestas inmunitarias innatas y
adaptativas [2,6,7]

Tanto la EC como la enfermedad celiaca (ECe) demuestran inflamacion del intestino. Sin embargo, la localizacién de
la destruccion intestinal y los mecanismos fisiopatoldgicos responsables de la induccion de estas enfermedades son
muy distintos [8,9]. No obstante, se cree que los procesos inflamatorios observados en EC y ECe se agravan por o
conducen a un deterioro de la barrera intestinal [10,11]. Se han recopilado cada vez mas pruebas que demuestran
que ambas entidades clinicas implican la pérdida de tolerancia humoral a los antigenos propios y de la microbiota [12-
15]. Se ha mostrado en la técnica que la pérdida de tolerancia a GP2 es un rasgo caracteristico de la destruccion
intestinal en pacientes con EC [16-18].

Se ha informado de pérdida de tolerancia a GP2 en hasta 30 % de los pacientes con EC y hasta aproximadamente 8-
10 % de los pacientes con colitis ulcerosa (CU), la otra enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) principal [19-21]. Se ha
evaluado la importancia clinica de estos autoanticuerpos y la seropositividad para los anticuerpos anti-GP2 parece
identificar a los pacientes con EC con localizacién ileocolonica, comportamiento estenosante y comienzo temprano de
la enfermedad [16,17,22-24].

Se han detectado autoanticuerpos patégenos (PAB) relacionados con EC en pacientes con ECe, una enteropatia
cronica mediada por el sistema inmunitario del intestino delgado precipitada por exposicién al gluten en la dieta en
individuos genéticamente predispuestos [25,26]. La exposicién al gluten en estos pacientes desencadena procesos
inflamatorios que conducen a un grado variable de dafio intestinal que es reversible con el inicio de una dieta sin gluten
(DSG). Los cambios destructivos de la mucosa detectados en biopsias duodenales y yeyunales conducen a atrofia
vellosa con hiperplasia de las criptas, un recuento elevado de linfocitos intraepiteliales y un deterioro de la barrera
intestinal, una complicacién clinica también observada en pacientes con Ell [27,28]. En contraste con los cambios
inflamatorios de la mucosa en ECe, la inflamacién transmural en la EC abarca todas las capas de la pared intestinal y
la adventicia y puede aparecer en todo el tracto intestinal [29]. Pueden desarrollarse lesiones tisulares graves, tales
como fisuras, abscesos, estenosis y fistulas en la evolucion de la EC.

La inmunopatogenia de la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) asi como la de la ECe son poco conocidas [30,31].
En ambas afecciones actuan mecanismos de degradacion inmunoldégica impulsados por antigenos, pero aun no esta
claro si la pérdida de tolerancia a GP2 también se puede observar en un subgrupo de pacientes con ECe. Si esta
presente esta caracteristica, podria indicar ademas que se inicia una respuesta anti-GP2 debido al dafio de la barrera
intestinal y el intestino permeable [32].

Se han descrito en 2000 dos variantes de GP2, que se producen en los seres humanos debido al corte y empalme
alternativo [33]. Ademas de la forma grande de GP2, que contiene 527 aminoacidos y denominada alfa, existe una
forma beta mas corta que comprende solo 380 aminoacidos. La forma beta parece expresarse de manera dominante
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en tejido pancreatico humano.

En la actualidad, se han descrito cuatro isoformas de GP2 (véanse las tablas 1 a 3 de la descripcion detallada de la
invencion).

Aunque, segun varios autores, el nivel de GP2 y la gravedad de la Ell se correlacionan, el contexto fisioldgico es
desconocido. Asimismo, la funcién fisiolégica de las cuatro isoformas conocidas de GP2 aun no esta clara.

Se dice que los péptidos que tienen secuencias muy similares a la isoforma de a-GP2 grande son responsables de la
formacion de tumores pancreaticos. Se pretende usar anticuerpos contra GP2 como analito y marcador en el
diagnostico del cancer de pancreas y usar el péptido y su secuencia de acido nucleico en la terapia inmunolégica de
enfermedades cancerosas del pancreas (documento WO 01/94409). Los anticuerpos contra la isoforma de B-GP2
pequefia encuentran uso como marcadores de pancreatitis (documento WO 96/17873). Se dice que un aumento de la
concentracién de B-GP2 es indicativo de la enfermedad.

La enfermedad celiaca (o conocida como celiaquia o esprue celiaco) es un trastorno autoinmunitario del intestino
delgado que aparece en personas de todas las edades desde la infancia en adelante. Los sintomas incluyen dolor e
incomodidad en el tracto digestivo, estrefiimiento crénico y diarrea, anemia y astenia, pero estos pueden estar
ausentes y se han descrito sintomas en otros sistemas de 6rganos.

El diagnéstico de ECe puede llevarse a cabo a través de multiples enfoques, aunque ninguno se considera
completamente fiable. Los analisis de sangre seroldgicos son la investigacion de primera linea necesaria para realizar
un diagndstico de ECe. Los anticuerpos antiendomisiales del tipo de inmunoglobulina A (IgA) pueden detectar ECe.
También se puede aplicar serologia para anticuerpos anti-tTG, por lo que los ensayos anti-tTG actuales se basan en
una proteina recombinante humana como antigeno.

EC y CU representan las dos Ell mas importantes. Se caracterizan por procesos inflamatorios cronicos, recidivantes,
destructores de tejidos en el sistema digestivo. Hasta ahora, la etiologia y patogenia de la EC asi como de la CU no
estan claras. Aunque la inflamacién en la CU aparece predominantemente en la mucosa y submucosa del colon y el
recto, la EC se caracteriza por procesos inflamatorios granulomatosos, que penetran en la pared, del tubo
gastrointestinal completo.

Las investigaciones histologicas muy complejas y relativamente costosas de biopsias de mucosa constituyen medios
habituales en el diagndstico de la Ell (EC/CU). Con este fin, se recogen biopsias especialmente de areas
macroscopicamente evidentes asi como no evidentes. Para utilizar eficazmente el potencial del diagndstico diferencial
histopatoldgico es, sin embargo, necesario recoger biopsias de al menos cinco segmentos anatdmicos diferentes de
todo el colon, incluyendo el recto, del ileon terminal y el tubo gastrointestinal superior. Dichos analisis requieren mucho
tiempo y son invasivos, proporcionando molestias significativas al paciente.

Todavia es dificil encontrar enfoques de diagndstico sencillos para el diagnéstico de ECe, EC y CU. Aunque se han
desarrollado algunos ensayos inmunolégicos, con frecuencia son necesarios andlisis adicionales histolégicos o
basados en biopsias. Se han descrito autoanticuerpos contra proteinas del citoesqueleto en pacientes con EC
confirmados por medio de biopsia. Se han encontrado autoanticuerpos contra citoqueratina 18, actina, vimentina,
desmina y tropomiosina, entre otros. Aunque se ha descubierto que los autoanticuerpos de citoqueratina 18 se
correlacionan con la actividad de la enfermedad, no han logrado ganar aceptacion en el diagnéstico rutinario de la Ell,
probablemente como resultado de su baja especificidad. Se ha hecho referencia explicita a la identificacion necesaria,
aun por encontrar, del o los autoantigenos pancreéticos para aclarar el estado de los procesos autoinmunitarios en la
patogenia de la EC y respaldar la diferenciacion de casos poco claros de Ell mediante diagnéstico de laboratorio
adecuado.

GP2 se ha identificado previamente como un biomarcador para pancreatitis y se han desarrollado anticuerpos dirigidos
contra GP2 para consultar los niveles de GP2 en pacientes con Ell (documento WO 96/17873 A1). Se han descrito
previamente diagnosticos basados en autoanticuerpos que implican GP2 como autoantigeno (documento WO
2008/089756 A2). Se han descrito autoanticuerpos anti-GP2 en algunos pacientes con ECe (Bonaci-Nikolic Branka et
al., Clinica Chimica Acta 413 (2012) 822-823). Sin embargo, no se ha desvelado previamente ninguna especificidad
de isoforma de los autoanticuerpos y tampoco se ha desvelado, ni es posible desvelar, la diferenciaciéon entre EC y
ECe, basandose en los métodos desvelados en la técnica.

A pesar de los diversos ensayos disponibles para diagnéstico de EC, CU o ECe, todavia existe una incertidumbre
significativa sobre qué enfoque es ideal.

Asimismo, debido al solapamiento de sintomas entre cada una de estas enfermedades, la mayoria de los ensayos
moleculares e histolégicos todavia se consideran subdptimos, si no completamente incapaces de distinguir entre
trastornos autoinmunitarios separados del tubo gastrointestinal. Por ejemplo, el documento WO 2011/130546 A1
describe un método para distinguir la EC de otras afecciones autoinmunitarias basandose en una puntuacion
compuesta de anticuerpos microbianos, que requiere un andlisis complejo para permitir la identificacion de las
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afecciones. Son necesarios medios de diagndstico molecular eficaces y sencillos que proporcionen de manera eficaz
diferenciacion entre cada una de las afecciones mediante ensayos inmunolégicos.

Sumario de la invencién

Por lo tanto, la invencion se refiere a un método in vitro para el diagnostico de colangitis esclerosante primaria mediante
la deteccion de autoanticuerpos de una muestra que se unen con una o mas isoformas de glucoproteina 2 (GP2), que
comprende

- proporcionar una muestra de un sujeto que presenta sintomas y/o se sospecha que tiene colangitis esclerosante
primaria,

- proporcionar dos o mas isoformas de glucoproteina 2 (GP2), en donde se proporcionan al menos una de las
isoformas 1 y/o 2 y al menos una de las isoformas 3 y/o 4, en donde las secuencias de aminoacidos de las isoformas
1,2, 3y 4 son segun las SEQ ID NO 1, 2, 3 y 4, respectivamente, o secuencias de aminoacidos de mas de 80 %,
mas de 85 %, mas de 90 % o mas preferentemente mas de 95 % de identidad de secuencia con secuencias de
las SEQIDNO 1,2,3vy4,

- poner en contacto dicha muestra con dichas isoformas de GP2 y
- detectar autoanticuerpos de dicha muestra que se unen con dichas una o mas isoformas

- en donde las etapas de contacto y deteccidén comprenden: permitir que los autoanticuerpos en dicha muestra se
unan con mas de una de dichas isoformas de GP2, formando de este modo un complejo (complejo GP2-
autoanticuerpo), poner en contacto dicho complejo con un marcador para formar un complejo marcado; y detectar
la presencia o ausencia del complejo marcado para dichas isoformas de GP2 y asociar la presencia de los
autoanticuerpos detectados en la muestra con la presencia de colangitis esclerosante primaria.

La invencion se refiere al hallazgo sorprendente e inesperado de que diferentes isoformas de la proteina GP2 son
dianas de autoanticuerpos que estan asociados con diferentes enfermedades autoinmunitarias.

Las diversas isoformas de GP2, preferentemente segun las secuencias descritas en el presente documento, pueden
usarse, por lo tanto, en el diagndstico y/o la diferenciacion de enfermedades autoinmunitarias, en particular trastornos
autoinmunitarios asociados con autoanticuerpos que se unen a componentes del tubo digestivo o intestinal
(gastrointestinal) de dicho sujeto.

Segun la presente invencion, los componentes del tubo gastrointestinal, con los que se pueden unir autoanticuerpos,
incluyen, pero sin limitacion, la mucosa del intestino delgado u otro tejido del intestino delgado, la matriz extracelular
vellosa, células epiteliales intestinales, en particular células epiteliales vellosas, el endomisio u otros tejidos o células
del estdbmago, intestino delgado y colon, en particular las células que revisten el estomago, intestino delgado y colon.

En el momento de la invencioén, se desconocia completamente que las diversas isoformas de GP2 pudieran usarse
como epitopo o diana para distinguir entre la presencia o ausencia de diferentes enfermedades autoinmunitarias,
preferentemente las caracterizadas por autoanticuerpos que se unen a componentes del tubo gastrointestinal de un
sujeto.

De este modo, el método permite la diferenciacion entre dichas enfermedades en funcién de sus distintos perfiles de
autoanticuerpos, que se dirigen solo a un subconjunto de las isoformas de GP2 proporcionadas en el presente
documento. El uso de multiples isoformas de GP2 representa, de este modo, un concepto novedoso e inventivo a la
luz de la técnica anterior con respecto al diagnoéstico de enfermedades autoinmunitarias usando GP2 como diana.

El uso de muiltiples isoformas de GP2 como dianas de autoanticuerpos en diagndstico es comun a realizaciones
preferidas de la invencidn, representando de este modo un concepto unificador que es novedoso e inesperado a la luz
de la técnica citada.

Segun la invencion, las isoformas se seleccionan de proteinas que comprenden o consisten en:

- secuencias de aminoacidos de las isoformas 1, 2, 3 y/o 4 de las SEQ ID NO 1, 2, 3 y/o 4, respectivamente, o

- secuencias de aminoacidos de mas de 80 %, mas de 85 %, mas de 90 % o mas preferentemente mas de 95 % de
identidad de secuencia con las SEQ ID NO 1, 2, 3 y/o 4.

Las isoformas de GP2 también se refieren a las que tienen sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos que
las enumeradas de manera explicita. Esto se refiere a una o0 mas secuencias de aminoacidos que son similares, pero
no idénticas, a la secuencia de aminoacidos proporcionada de manera explicita en el presente documento.
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La presente invencién también abarca variaciéon de la longitud de las secuencias de aminoéacidos y acidos nucleicos
codificantes como se describe en el presente documento. Una persona experta es capaz de proporcionar variantes de
secuencias de aminoacidos artificiales que son mas largas o mas cortas que las secuencias especificas de las SEQ
ID NO 1 a 4, que aun presentaran suficiente similitud con las formas naturales para proporcionar los resultados de
diagnostico descritos en el presente documento. Por ejemplo, variantes mas cortas de las isoformas mas largas (SEQ
ID NO 1 o 2) que comprenden 10, 20, 30, 40 o 50 aminoacidos menos que la forma de longitud completa también
pueden permitir resultados de diagnostico eficaces, como se describe en el presente documento. Por ejemplo,
variantes mas largas de las isoformas mas cortas (SEQ ID NO 3 o 4) que comprenden 10, 20, 30, 40 o 50 aminoé&cidos
de secuencia de GP2 mas que la forma de longitud natural también pueden permitir resultados de diagndstico eficaces,
como se describe en el presente documento.

También se desvela en el presente documento un método para el diagnéstico de la enfermedad celiaca (ECe), en
donde la presencia de autoanticuerpos IgG y/o IgA de una muestra de dicho sujeto que se unen con las isoformas 1
y/o 2 de GP2 (SEQ ID NO 1 y/o 2) indica la presencia de ECe. Este efecto es preferentemente especifico para las
isoformas 1y 2. La provision de al menos dos isoformas, al menos una de 3 y/o 4 y al menos una de 1 y/o 2, permite
un diagnostico de ECe mas sélido del que era posible anteriormente. Por lo tanto, esta realizacion también se
caracteriza por los hallazgos inesperados relacionados con la especificidad de isoforma de los autoanticuerpos anti-
GP2.

Se desvela en el presente documento un método para el diagndstico de la enfermedad celiaca (ECe), en donde una
cantidad aumentada o mayor de autoanticuerpos IgG y/o IgA que se unen a las isoformas 1 y/o 2 de GP2 (SEQ ID NO
1 y/o 2) en comparacion con los autoanticuerpos IgG y/o IgA que se unen a las isoformas 3 y/o 4 (SEQ ID NO 3 y/o 4)
en una muestra de un sujeto indica la presencia de ECe en dicho sujeto.

También se desvela en el presente documento un método que comprende:

- medir una cantidad de autoanticuerpos IgG y/o IgA que se unen a las isoformas 1 y/o 2 de GP2 (SEQ ID NO 1 y/o
2) y una cantidad de autoanticuerpos IgG y/o IgA que se unen a las isoformas 3 y/o 4 (SEQ ID NO 3 y/o 4) en la
muestra;

- comparar la cantidad de autoanticuerpos IgG y/o IgA que se unen a las isoformas 1 y/o 2 de GP2 (SEQ ID NO 1
y/o 2) con la cantidad de autoanticuerpos IgG y/o IgA que se unen a las isoformas 3 y/o 4 ( SEQ ID NO 3 y/o 4),
en donde, cuando la cantidad de autoanticuerpos IgG y/o IgA que se unen a las isoformas 1 y/o 2 de GP2 (SEQ
ID NO 1 y/o 2) es mayor que la cantidad de autoanticuerpos IgG y/o IgA que se unen a las isoformas 3 y/o 4 (SEQ
ID NO 3 y/o 4), al sujeto se le diagnostica enfermedad celiaca.

Se desvela en el presente documento un método para el diagnéstico de la enfermedad de Crohn (EC), en donde la
presencia de autoanticuerpos IgG y/o IgA de una muestra de dicho sujeto que se unen a las isoformas 1, 2, 3 y/o 4 de
GP2 (SEQ ID NO 1, 2, 3 y/o 4), preferentemente isoformas 2, 3 y/o 4 (SEQ ID NO 2, 3 y/o 4), mas preferentemente
isoformas 3 y/o 4 (SEQ ID NO 3 y/o 4), indica la presencia de EC.

Se ha mostrado por primera vez que los autoanticuerpos en pacientes con EC que se unen a GP2 se unen a las
formas relativamente mas cortas de GP2, concretamente, las isoformas 3 y/o 4. Por lo tanto, esta realizacion se
caracteriza por los hallazgos inesperados relacionados con la especificidad de isoforma de los autoanticuerpos anti-
GP2.

También se desvela en el presente documento un método para el diagnostico de la enfermedad de Crohn (EC), en
donde una cantidad aumentada o mayor de autoanticuerpos IgG y/o IgA que se unen a las isoformas 3 y/o 4 de GP2
(SEQ ID NO 3 y/o 4) en comparacion con los autoanticuerpos IgG y/o IgA que se unen a las isoformas 1 y/o 2 (SEQ
ID NO 1 y/o 2) en una muestra de dicho sujeto indica la presencia de EC en dicho sujeto.

También se desvela en el presente documento un método que comprende:

- medir una cantidad de autoanticuerpos IgG y/o IgA que se unen a las isoformas 1 y/o 2 de GP2 (SEQ ID NO 1 y/o
2) y una cantidad de autoanticuerpos IgG y/o IgA que se unen a las isoformas 3 y/o 4 (SEQ ID NO 3 y/o 4) en la
muestra;

- comparar la cantidad de autoanticuerpos 1gG y/o IgA que se unen a las isoformas 1 y/o 2 de GP2 (SEQ ID NO 1
y/o 2) con la cantidad de autoanticuerpos IgG y/o IgA que se unen a las isoformas 3 y/o 4 ( SEQ ID NO 3 y/o 4),
en donde, cuando la cantidad de autoanticuerpos IgG y/o IgA que se unen a las isoformas 3 y/o 4 de GP2 es mayor
que la cantidad de autoanticuerpos IgG y/o IgA que se unen a las isoformas 1 y/o 2, al sujeto se le diagnostica
enfermedad de Crohn.

El método también se refiere a un método como se describe esencialmente en el presente documento, por el que
dicho método puede describirse como un método in vitro para la deteccion de autoanticuerpos de una muestra que se
unen con una o mas isoformas de glucoproteina 2 (GP2), que comprende una o mas de las caracteristicas descritas
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en el presente documento.

La provision de la muestra para analizar puede referirse a obtener una muestra de un paciente o a proporcionar una
muestra preparada previamente que ya se ha obtenido, preferentemente de un paciente que presenta sintomas y/o
se sospecha que tiene un trastorno autoinmunitario, preferentemente un trastorno autoinmunitario asociado con
autoanticuerpos que se unen a componentes del tubo digestivo o intestinal de dicho sujeto.

Se proporcionan en el presente documento ejemplos de los sintomas de dichos trastornos y no se pretende que limiten
el alcance de la invencion. Dichos sintomas son bien conocidos por los facultativos expertos en el campo. Cualquier
referencia a la provision de multiples isoformas comprende la provisién de mas de una isoforma para analisis. Las
multiples isoformas se pueden usar en el método como se ha descrito simultdneamente, de manera sucesiva, también
en diferentes puntos temporales durante diversos procedimientos de diagnéstico, por ejemplo, con minutos, horas,
semanas o meses de diferencia. En algunas realizaciones de la invencién, se puede usar una isoforma sola, por
ejemplo, en andlisis de seguimiento para confirmacion. El uso de multiples isoformas se refiere preferentemente al uso
simultaneo de multiples isoformas, por ejemplo, cuando las isoformas se unen con una sola fase sélida para analisis
con una sola muestra, o en fases soélidas separadas para analisis de una sola muestra al mismo tiempo (en otras
palabras, en las mismas condiciones).

La muestra de la presente invencion se refiere preferentemente a una muestra obtenida de un paciente, tal como un
liquido corporal, preferentemente una muestra de sangre, plasma o suero, pero también se puede referir a muestra
de heces. También se pueden usar muestras tisulares en el método de la invencion. No se pretende que ningun
procesamiento particular de la muestra sea limitante del alcance de la invencion, esencialmente se puede usar
cualquier muestra obtenida del paciente, con o sin etapas de procesamiento adicionales antes de la administracion en
el método descrito en el presente documento.

El contacto de una muestra con las isoformas de GP2 puede tener lugar en cualquier entorno dado. En una realizacion,
se usa una fase solida, a la que se unen las isoformas. La muestra se proporciona preferentemente como una muestra
liquida y se pone en contacto con las isoformas de GP2, permitiendo de este modo que los autoanticuerpos de la
muestra interactien con las isoformas de GP2 en condiciones que permitan la unién de dichos anticuerpos con el
epitopo de GP2. Dichas condiciones son conocidas por una persona experta y pueden representar condiciones
bioldgicas, en las que las proteinas relevantes son capaces de formar sus estructuras nativas o casi nativas, para
permitir que las propiedades de unién de los anticuerpos habiliten la interaccién con dichas isoformas.

Las etapas de contacto y deteccién pueden llevarse a cabo en realizaciones adicionales de la siguiente manera:
permitir que el anticuerpo se una a las una o mas isoformas de GP2, formando de este modo un complejo (complejo
GP2-autoanticuerpo), poner en contacto el complejo con un marcador, tal como un anticuerpo indicador marcado,
preferentemente un anticuerpo que se une a inmunoglobulina humana, para formar un complejo marcado; y detectar
la presencia o ausencia del complejo marcado y asociar preferentemente la presencia de los anticuerpos detectados
en la muestra con la enfermedad autoinmunitaria.

La deteccion de anticuerpos unidos puede llevarse a cabo de cualquier manera adecuada dada, incluyendo, pero sin
limitacion, el uso de un espectrofotometro para detectar el color de un sustrato cromogénico, un contador de radiacion
para detectar radiacion, tal como un contador gamma para la deteccion de 1251 o un fluorimetro para detectar
fluorescencia en presencia de luz de una longitud de onda determinada.

Puede llevarse a cabo lavado de los anticuerpos unidos como se conoce habitualmente en la técnica, por ejemplo,
como se lleva a cabo en un inmunoensayo convencional, tal como un ensayo ELISA. Se describen en el presente
documento medios de deteccidon adicionales.

En el momento de la invencién, se desconocia completamente que las diversas isoformas de GP2 pudieran usarse
como epitopo o diana para distinguir entre la presencia o ausencia de diferentes enfermedades autoinmunitarias,
preferentemente las caracterizadas por autoanticuerpos que se unen a componentes del tubo gastrointestinal de un
sujeto. EI método permite la diferenciacion entre dichas enfermedades en funciéon de sus distintos perfiles de
autoanticuerpos, que se dirigen solo a un subconjunto de las isoformas de GP2 proporcionadas en el presente
documento. El uso de multiples isoformas de GP2 representa, de este modo, un concepto novedoso e inventivo a la
luz de la técnica anterior con respecto al diagnéstico de enfermedades autoinmunitarias usando GP2 como diana.

El método permite de este modo la diferenciacién de enfermedades autoinmunitarias, que pueden mostrar sintomas
de enfermedad muy similares con respecto a problemas digestivos, colicos y dolor, diarrea, entre otros, a través de un
inmunoensayo sencillo y rentable, tal como un ELISA, evitando de este modo procedimientos de diagndstico mas
complicados, tales como endoscopias o analisis de biopsias.

En una realizacion, el método de la presente invencion se caracteriza por que dicho método proporciona diferenciacion
de un trastorno autoinmunitario, caracterizado por autoanticuerpos que se unen a componentes del tubo
gastrointestinal de dicho sujeto, de uno o mas trastornos autoinmunitarios adicionales también caracterizados por
autoanticuerpos que se unen a componentes del tubo gastrointestinal de dicho sujeto.
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En una realizacion, el método de la presente invencion se caracteriza por que dicho trastorno esta asociado con
autoanticuerpos que se unen a una o mas, pero no todas, de las isoformas 1 a 4 de GP2 segun las SEQ ID NO 1 a 4.
Como se demuestra en los ejemplos experimentales del presente documento, en algunas realizaciones de la
invencion, las poblaciones de autoanticuerpos se unen solo a un subconjunto de las isoformas de GP2, en particular,
las formas largas o cortas de la proteina GP2, y no ambas. Por ejemplo, los autoanticuerpos de pacientes celiacos se
unen solo a las isoformas 1y 2.

Se desvela en el presente documento que los autoanticuerpos anti-GP2 de pacientes con ECe se unen exclusivamente
a las isoformas 1 y/o 2 de GP2, por lo que la poblaciéon de autoanticuerpos de pacientes con EC se unen
preferentemente a las isoformas 3 y/o 4. El reconocimiento de este hecho habilita el método como se describe en el
presente documento con respecto a la diferenciacion entre EC y CU, en particular debido a la identificacion de
autoanticuerpos que se unen a las isoformas 3 y/o 4, preferentemente 4, lo que indica la presencia de EC, y
preferentemente la ausencia de ECe y/o CU.

Se desvela en el presente documento un método para el diagndstico de diagndstico de enfermedad celiaca (ECe) y
la diferenciacion de la enfermedad de Crohn (EC), en donde una mayor cantidad de autoanticuerpos 1gG y/o IgA que
se unen a las isoformas 1 y/o 2 de GP2 (SEQ ID NO 1 y/o 2) en comparacion con los autoanticuerpos I1gG y/o IgA que
se unen a las isoformas 3 y/o 4 (SEQ ID NO 3 y/o 4) en una muestra de dicho sujeto indica la presencia de ECe y la
ausencia de EC en dicho sujeto.

También se desvela un método para el diagnéstico de la enfermedad de Crohn (EC) y la diferenciaciéon de la
enfermedad celiaca (ECe) y/o la colitis ulcerosa (CU).

Se desvela en el presente documento un método para el diagndstico de la enfermedad de Crohn (EC), en donde la
presencia de autoanticuerpos IgG y/o IgA de una muestra de dicho sujeto que se unen a las isoformas 3 y/o 4 de GP2
(SEQ ID NO 3 y/o 4) en un grado relativamente mayor que a las isoformas 1 y/o 2 (SEQ ID NO 1 y/o 2) indica la
presencia de EC.

También se desvela en el presente documento un método para el diagnostico de diagnostico de la enfermedad de
Crohn (EC) y la diferenciacion de la enfermedad celiaca (ECe) y/o la colitis ulcerosa (CU), en donde una mayor
cantidad de autoanticuerpos IgG y/o IgA que se unen a las isoformas 3 y/o 4 de GP2 (SEQ ID NO 3 y/o 4) en
comparacion con los autoanticuerpos IgG y/o IgA que se unen a las isoformas 1 y/o 2 (SEQ ID NO 1 y/o 2) en una
muestra de dicho sujeto indica la presencia de EC y la ausencia de ECe y/o CU en dicho sujeto.

Se desvela en el presente documento un método de diferenciacion entre colitis ulcerosa (CU) y enfermedad de Crohn
(EC), en donde la presencia de autoanticuerpos IgG y/o IgA de una muestra de dicho sujeto que se unen a las
isoformas 3 y/o 4 de GP2 (SEQ ID NO 3 y/o 4) en un grado comparativamente mayor que a las isoformas 1 y/o 2 (SEQ
ID NO 1 y/o 2) indica la presencia de EC y preferentemente la ausencia de CU.

También se desvelan métodos que comprenden el tratamiento de la enfermedad autoinmunitaria identificada. Se
mencionan posibles tratamientos a continuacion.

La invencion proporciona ademas un equipo para el diagndstico de un trastorno autoinmunitario mediante la deteccion
de autoanticuerpos de una muestra que se unen a una o mas isoformas de glucoproteina 2 (GP2), que comprende
dos o mas isoformas de GP2, en donde al menos una de las isoformas 1 y/o 2 y al menos una de las isoformas 3 y/o
4 estan presentes, en donde las secuencias de aminoacidos de las isoformas 1, 2, 3 y 4 son segun las SEQ ID NO 1,
2, 3 y 4, respectivamente, o secuencias de aminoacidos de mas de 80 %, mas de 85 %, mas de 90 % o mas
preferentemente mas de 95 % de identidad de secuencia con secuencias de las SEQ ID NO 1, 2, 3y 4.

También se desvela un equipo para el diagndstico de un trastorno autoinmunitario mediante la deteccion de
autoanticuerpos de una muestra que se unen con una o mas isoformas de glucoproteina 2 (GP2) segun la
reivindicacion anterior, que comprende:

- al menos una molécula de acido nucleico que codifica las isoformas 1 y/o 2 (SEQ ID NO 1 y/o 2) y al menos una
molécula de acido nucleico que codifica las isoformas 3 y/o 4 (SEQ ID NO 3 y/o 4), tales como las que son segun
las SEQ ID NO 5 a 8, o una molécula de &cido nucleico que comprende una secuencia degradada de las mismas,
0 una secuencia complementaria de la misma, o una secuencia de mas de 80 %, mas de 85 %, mas de 90 % o
mas preferentemente mas de 95 % de identidad de secuencia con una cualquiera o més de las SEQ ID NO 5 a 8.

Se desvela en el presente documento el uso de las moléculas de acido nucleico en el método o equipo como se
describe en el presente documento, en donde dichas moléculas de acido nucleico comprenden una secuencia que
codifica las isoformas 1, 2, 3 y/o 4 (SEQ ID NO 1, 2, 3 y/o 4), tales como las que son segun las SEQ IDNO 5a 8, o
una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia degradada de la misma, o una secuencia
complementaria de la misma, o una secuencia de mas de 80 %, mas de 85 %, mas de 90 % o mas preferentemente
mas de 95 % de identidad de secuencia con una cualquiera o mas de las SEQ ID NO 5 a 8.
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Como se describe en el presente documento, el hallazgo de que diferentes isoformas de GP2 son dianas de
autoanticuerpos que estan asociados con enfermedades autoinmunitarias especificas, es un hallazgo sorprendente e
inesperado como tal.

Por lo tanto, la combinacion de multiples isoformas de GP2 en un formato adecuado para llevar a cabo el presente
método estd motivada solo por el hallazgo novedoso y sorprendente de la presente invencion. Por lo tanto, la
combinacion de multiples isoformas de GP2 como tales debe considerarse un descubrimiento inesperado de la técnica.
No existe ninguna sugerencia en la bibliografia relevante de que se haya desarrollado la provision de un equipo que
comprenda multiples isoformas de GP2 para llevar a cabo el presente método.

En una realizacion preferida, el equipo de la presente invencion se caracteriza por que dicho equipo comprende:

- secuencias de aminoacidos de las isoformas 1 y/o 2 (SEQ ID NO 1 y/o 2) y las isoformas 3 y/o 4 (SEQ ID NO 3
ylo4),y

- secuencias de aminoacidos de mas de 80 %, mas de 85 %, mas de 90 % o mas preferentemente mas de 95 % de
identidad de secuencia con las isoformas 1 y/o 2 (SEQ ID NO 1 y/o 2) y las isoformas 3 y/o 4 (SEQ ID NO 3 y/o 4).

En una realizacion, el equipo de la presente invencion se caracteriza por que dicho equipo comprende una fase sélida
en la que al menos una secuencia de aminoacidos de las isoformas 1 y/o 2 (SEQ ID NO 1 y/o 2) y al menos una
secuencia de aminoacidos de las isoformas 3 y/o 4 (SEQ ID NO 3 y/o 4), o secuencias de aminoacidos de mas de
80 %, mas de 85 %, mas de 90 % o mas preferentemente mas de 95 % de identidad de secuencia con las isoformas
1y/o 2 (SEQ ID NO 1 y/o 2) y las isoformas 3 y/o 4 (SEQ ID NO 3 y/o 4) estan inmovilizadas.

En una realizacion, el equipo de la presente invenciéon comprende adicionalmente:

- uno o mas anticuerpos humanos antiinmunoglobulina, en donde dichos anticuerpos humanos anti-inmunoglobulina
se unen a autoanticuerpos de los subtipos de Ig IgG, IgA y/o IgM,

- un marcador, capaz de unirse a dicho anticuerpo humano anti-inmunoglobulina o ligado a dicho anticuerpo anti-
inmunoglobulina, y

- un medio para detectar dicho marcador.

También se entiende que las realizaciones descritas en el presente documento en referencia al equipo de la presente
invencion se refieren a caracteristicas estructurales de los componentes del método como se describe en el presente
documento. Por lo tanto, las caracteristicas del equipo como se describe en el presente documento también pueden
usarse para caracterizar el método, y viceversa.

Por lo tanto, la invencion también se refiere al uso de un equipo como se describe en el presente documento para el
diagnéstico de un trastorno autoinmunitario mediante la deteccién de autoanticuerpos de una muestra que se une con
al menos una secuencia de aminoacidos de las isoformas 1 y/o 2 (SEQ ID NO 1 y/o 2) o al menos una secuencia de
aminoacidos de las isoformas 3 y/o 4 (SEQ ID NO 3 y/o 4).

La invencion se refiere ademas a un sistema para el diagnostico de un trastorno autoinmunitario mediante la deteccion
de autoanticuerpos de una muestra que se une con una o mas isoformas de glucoproteina 2 (GP2), que comprende
una o mas isoformas de GP2, que comprende dos o mas isoformas de GP2, en donde estan presentes al menos una
de las isoformas 1 y/o 2 y al menos una de las isoformas 3 y/o 4.

En una realizacion, el sistema comprende: un dispositivo de procesamiento informatico opcionalmente en red
configurado para realizar instrucciones ejecutables; y un programa informatico, el programa informatico comprende un
mddulo de software ejecutado por el dispositivo de procesamiento informatico para aplicar un modelo o algoritmo para
analizar dichos autoanticuerpos.

En una realizacioén, el sistema se caracteriza por que el programa informatico comprende ademas un maédulo de
software ejecutado por el dispositivo de procesamiento informatico para designar un régimen de tratamiento para el
individuo.

En una realizacion, el sistema se caracteriza por que se identifica que un paciente del que se ha tomado dicha muestra
proporciona dicha muestra y, opcionalmente, se trata para la enfermedad autoinmunitaria.

El tratamiento para una enfermedad autoinmunitaria del tubo gastrointestinal puede estar relacionado con cualquier
tratamiento adecuado conocido por un facultativo médico experto. El tratamiento médico de la Ell puede ser
individualizado para cada paciente. La eleccion de qué farmacos usar y por qué via administrarlos (oral, rectal,
inyeccion, infusién) depende de factores que incluyen el tipo, la distribucion y la gravedad de la enfermedad del
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paciente, asi como otros factores de prondstico histdricos y bioquimicos, y las preferencias del paciente. Por ejemplo,
se puede administrar mesalazina. En general, dependiendo del nivel de gravedad, la Ell autoinmunitaria puede
necesitar inmunosupresion para controlar los sintomas, tal como administracién de prednisona, inhibicion del TNF,
azatioprina (Imuran), metotrexato o 6-mercaptopurina. Con frecuencia, se usan esteroides antiinflamatorios para
controlar los brotes de enfermedades. Los pacientes con enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa pueden recibir
inhibidores del TNF. Los casos graves pueden requerir cirugia, tal como reseccioén intestinal o una colostomia o
ileostomia temporal o permanente. La cirugia puede curar la colitis ulcerosa si se extrae el intestino grueso. Se puede
crear una bolsa a partir del intestino delgado cuando sea necesario, esta actia como el recto y evita la necesidad de
una ileostomia permanente.

Como se desvela en el presente documento, el sistema comprende: (a) un dispositivo de procesamiento informatico,
opcionalmente conectado a una red informatica; y (b) un médulo de software ejecutado por el dispositivo de
procesamiento informatico para analizar, en una muestra, de un sujeto, una cantidad de autoanticuerpos que se unen
a dos o mas isoformas de glucoproteina 2 (GP2), en donde el sistema clasifica los autoanticuerpos en grupos, en
donde los grupos comprenden autoanticuerpos del grupo 1 que se unen con las isoformas 1 y/o 2 (SEQ ID NO 1 y/o
2) y autoanticuerpos del grupo 2 que se unen con las isoformas 3 y/o 4 (SEQ ID NO 3 y/o 4), y el sistema atribuye la
muestra a un trastorno seleccionado de tales como enfermedad celiaca (ECe), enfermedad de Crohn (EC) y/o colitis
ulcerosa (CU), o en un grupo sano en funcion de la cantidad de autoanticuerpos del grupo 1 o grupo 2 medidos.

También se desvela en el presente documento un sistema que comprende:

- dos o mas isoformas de GP2, en donde estan presentes al menos una de las isoformas 1 y/o 2 y al menos una de
las isoformas 3 y/o 4,

- un analizador de muestras para determinar la cantidad de autoanticuerpos en una muestra que se unen con
isoformas de la glucoproteina 2 (GP2), y

- un sistema informatico para recibir y analizar preferentemente de manera automatica los datos obtenidos y para
correlacionar la cantidad de los autoanticuerpos con un diagnostico de enfermedad celiaca (ECe), enfermedad de
Crohn (EC) y/o colitis ulcerosa (CU), en donde la cantidad de autoanticuerpos se determina de acuerdo con el
método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

Descripcion detallada de la invencién

Tabla 1: Terminologia de las isoformas de GP2

Aminoacidos Pubmed n.°
537 Isoforma 1 SEQ ID NO.1 | NP_001007241.2
534 Isoforma 2 SEQ ID NO.2| NP_001493.2
390 Isoforma 3 SEQ ID NO.3 | NP_001007242.2
387 Isoforma 4 SEQ ID NO.4 | NP_001007243.2
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Tabla 2: Secuencias de aminoacidos de las isoformas 1 a 4

SEQ ID | Secuencia de aminoacidos Descripcion
NO.
SEQID | MPHLMERMVGSGLLWLALVSCILTQASAVQRGYGNPIEAS | Variante de transcripcion:
NO 1 Esta variante (1) representa
SYGLDLDCGAPGTPEAHVCFDPCQNYTLLDEPFRSTENSA | |5 transcripcion més larga,
GSQGCDKNMSGWYRFVGEGGVRMSETCVQVHRCQTDA | aunque aparece con poca
PMWLNGTHPALGDGITNHTACAHWSGNCCFWKTEVLVKA | recuencia. Codifica la
proteina mas larga
CPGGYHVYRLEGTPWCNLRYCTVPRDPSTVEDKCEKACR | (isoforma 1).
PEEECLALNSTWGCFCRQDLNSSDVHSLQPQLDCGPREIK
VKVDKCLLGGLGLGEEVIAYLRDPNCSSILQTEERNWVSVT
SPVQASACRNILERNQTHAIYKNTLSLVNDFIIRDTILNINFQ
CAYPLDMKVSLQAALQPIVSSLNVSVDGNGEFIVRMALFQD
QNYTNPYEGDAVELSVESVLYVGAILEQGDTSRFNLVLRN
CYATPTEDKADLVKYFIIRNSCSNQRDSTIHVEENGQSSES
RFSVQMFMFAGHYDLVFLHCEIHLCDSLNEQCQPSCSRSQ
VRSEVPAIDLARVLDLGPITRRGAQSPGVMNGTPSTAGFLV
AWPMVLLTVLLAWLF
ﬁng ID | MPHLMERMVGSGLLWLALVSCILTQASAVQRGYGNPIEAS \E/"ﬂtriantelclettlrfzwg)scripcién(:j
Sta variante carece de
SYGLDLDCGAPGTPEAHVCFDPCQONYTLLDEPFRSTENSA | | segmento alternativo en
GSQGCDKNMSGWYRFVGEGGVRMSETCVQVHRCQTDA | el marco, en comparacion
con la variante 1. La
PMWLNGTHPALGDGITNHTACAHWSGNCCFWKTEVLVKA | [0t e cuitante
CPGGYHVYRLEGTPWCNLRYCTDPSTVEDKCEKACRPEE | (isoforma 2) es més corta
ECLALNSTWGCFCRQDLNSSDVHSLQPQLDCGPREIKVKY | dué 1a isoforma 1. La
isoforma 2 también se
DKCLLGGLGLGEEVIAYLRDPNCSSILQTEERNWVSVTSPV | conoce como la forma alfa.
QASACRNILERNQTHAIYKNTLSLVNDFIIRDTILNINFQCAY
PLDMKVSLQAALQPIVSSLNVSVDGNGEFIVRMALFQDQN
YTNPYEGDAVELSVESVLYVGAILEQGDTSRFNLVLRNCYA
TPTEDKADLVKYFIIRNSCSNQRDSTIHVEENGQSSESRFS
VQMFMFAGHYDLVFLHCEIHLCDSLNEQCQPSCSRSQVRS
EVPAIDLARVLDLGPITRRGAQSPGVMNGTPSTAGFLVAW
PMVLLTVLLAWLF
SEQID | MPHLMERMVGSGLLWLALVSCILTQASAVQRVPRDPSTVE | Variante de transcripcion:
NO 3 Esta variante (3) carece de

DKCEKACRPEEECLALNSTWGCFCRQDLNSSDVHSLQPQ
LDCGPREIKVKVDKCLLGGLGLGEEVIAYLRDPNCSSILQTE
ERNWVSVTSPVYQASACRNILERNQTHAIYKNTLSLVYNDFIIR
DTILNINFQCAYPLDMKVSLQAALQPIVSSLNVSVDGNGEFI
VRMALFQDQNYTNPYEGDAVELSVESVLYVGAILEQGDTS

RFNLVLRNCYATPTEDKADLVKYFIIRNSCSNQRDSTIHVEE
NGQSSESRFSVQMFMFAGHYDLVFLHCEIHLCDSLNEQCQ
PSCSRSQVRSEVPAIDLARVLDLGPITRRGAQSPGVMNGT
PSTAGFLVAWPMVLLTVLLAWLF

un segmento alternativo en
el marco, en comparacion
con la variante 1. La
proteina resultante
(isoforma 3) tiene un
extremo N mas corto en
comparacion con la
isoforma 1, aunque se
mantienen los 31 aa mas N
terminales.

10




ES 2790577 T3

(continuacion)

SEQ ID | Secuencia de aminoacidos Descripcion

NO.

SEQID MPHLMERMVGSGLLWLALVSCILTQASAVQRDPSTVEDKC | Variante de transcripcion:
NO 4 Esta variante (4) carece de

EKACRPEEECLALNSTWGCFCRQDLNSSDVHSLQPQLDC
GPREIKVKVDKCLLGGLGLGEEVIAYLRDPNCSSILQTEER
NWVSVTSPVQASACRNILERNQTHAIYKNTLSLVYNDFIIRDT
ILNINFQCAYPLDMKVSLQAALQPIVSSLNVSVDGNGEFIVR
MALFQDQNYTNPYEGDAVELSVESVLYVGAILEQGDTSRF

dos segmentos alternativos
en el marco, en
comparacion con la variante
1. La proteina resultante
(isoforma 4) tiene un
extremo N mas corto en

NLVLRNCYATPTEDKADLVKYFIIRNSCSNQRDSTIHVEEN
GQSSESRFSVQMFMFAGHYDLVFLHCEIHLCDSLNEQCQP
SCSRSQVRSEVPAIDLARVLDLGPITRRGAQSPGVMNGTP
STAGFLVAWPMVLLTVLLAWLF

comparacioén con la
isoforma 1, aunque se
mantienen los 31 aa mas N
terminales. La isoforma 4
también se conoce como la
forma beta.

Tabla 3: Secuencias de ADN (tales como ADNc) correspondientes a cada una de las isoformas

SEQ ID NO. Secuencia de nucleétidos Descripcion

SEQIDNO5 ATGCCTCACCTTATGGAAAGGATGGTGGGCTCTGGCCT LS:‘:;);Q: ;eBase
CCTGTGGCTGGCCTTGGTCTCCTGCATTCTGACCCAGG CCDS
CATCTGCAGTGCAGCGAGGTTATGGAAACCCCATTGAA CCDS42128.1

GCCAGTTCGTATGGGCTGGACCTGGACTGCGGAGCTCC
TGGCACCCCAGAGGCTCATGTCTGTTTTGACCCCTGTCA
GAATTACACCCTCCTGGATGAACCCTTCCGAAGCACAGA
GAACTCAGCAGGGTCCCAGGGGTGCGATAAAAACATGA
GCGGCTGGTACCGCTTTGTAGGGGAAGGAGGAGTAAGG
ATGTCGGAGACCTGTGTCCAGGTGCACCGATGCCAGAC
AGACGCTCCCATGTGGCTGAATGGGACCCACCCTGCCC
TTGGGGATGGCATCACCAACCACACTGCCTGTGCCCATT
GGAGTGGCAACTGCTGTTTCTGGAAAACAGAGGTGCTG
GTGAAGGCCTGCCCAGGCGGGTACCATGTGTACCGGTT
GGAAGGCACTCCCTGGTGTAATCTGAGATACTGCACAGT
TCCACGAGACCCATCCACTGTGGAGGACAAGTGTGAGA
AGGCCTGCCGCCCCGAGGAGGAGTGCCTTGCCCTCAAC
AGCACCTGGGGCTGTTTCTGCAGACAGGACCTCAATAG
TTCTGATGTCCACAGTTTGCAGCCTCAGCTAGACTGTGG
GCCCAGGGAGATCAAGGTGAAGGTGGACAAATGTTTGC
TGGGAGGCCTGGGTTTGGGGGAGGAGGTCATTGCCTAC
CTGCGAGACCCAAACTGCAGCAGCATCTTGCAGACAGA
GGAGAGGAACTGGGTATCTGTGACCAGCCCCGTCCAGG
CTAGTGCCTGCAGGAACATTCTGGAGAGAAATCAAACCC
ATGCCATCTACAAAAACACCCTCTCCTTGGTCAATGATTT

11
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(continuacion)

SEQ ID NO.

Secuencia de nucledtidos

Descripcion

CATCATCAGAGACACCATCCTCAACATCAACTTCCAATG
TGCCTACCCACTGGACATGAAAGTCAGCCTCCAAGCTG
CCTTGCAGCCCATTGTAAGTTCCCTGAACGTCAGTGTGG
ACGGGAATGGAGAGTTCATTGTCAGGATGGCCCTCTTC
CAAGACCAGAACTACACGAATCCTTACGAAGGGGATGC
AGTTGAACTGTCTGTTGAGTCCGTGCTGTATGTGGGTGC
CATCTTGGAACAAGGGGACACCTCCCGGTTTAACCTGGT
GTTGAGGAACTGCTATGCCACCCCCACTGAAGACAAGG
CTGACCTTGTGAAGTATTTCATCATCAGAAACAGCTGCT
CAAATCAACGTGATTCCACCATCCACGTGGAGGAGAATG
GGCAGTCCTCGGAAAGCCGGTTCTCAGTTCAGATGTTCA
TGTTTGCTGGACATTATGACCTAGTTTTCCTGCATTGTGA
GATTCATCTCTGTGATTCTCTTAATGAACAGTGCCAGCCT
TCTTGCTCAAGAAGTCAAGTCCGCAGTGAAGTACCGGC
CATCGACCTAGCCCGGGTTCTAGATTTGGGGCCCATCA
CTCGGAGAGGTGCACAGTCTCCCGGTGTCATGAATGGA
ACCCCTAGCACTGCAGGGTTCCTGGTGGCCTGGCCTAT
GGTCCTCCTGACTGTCCTCCTGGCTTGGCTGTTCTGA

12
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(continuacion)

SEQ ID NO. Secuencia de nucleétidos Descripcion

SEQIDNO6 | ATGCCTCACCTTATGGAAAGGATGGTGGGCTCTGGCCT LS:ZO;{EE geBase
CCTGTGGCTGGCCTTGGTCTCCTGCATTCTGACCCAGG | ccDs
CATCTGCAGTGCAGCGAGGTTATGGAAACCCCATTGAA CCDS10582.2

GCCAGTTCGTATGGGCTGGACCTGGACTGCGGAGCTCC
TGGCACCCCAGAGGCTCATGTCTGTTTTGACCCCTGTCA
GAATTACACCCTCCTGGATGAACCCTTCCGAAGCACAGA
GAACTCAGCAGGGTCCCAGGGGTGCGATAAAAACATGA
GCGGCTGGTACCGCTTTGTAGGGGAAGGAGGAGTAAGG
ATGTCGGAGACCTGTGTCCAGGTGCACCGATGCCAGAC
AGACGCTCCCATGTGGCTGAATGGGACCCACCCTGCCC
TTGGGGATGGCATCACCAACCACACTGCCTGTGCCCATT
GGAGTGGCAACTGCTGTTTCTGGAAAACAGAGGTGCTG
GTGAAGGCCTGCCCAGGCGGGTACCATGTGTACCGGTT
GGAAGGCACTCCCTGGTGTAATCTGAGATACTGCACAG
ACCCATCCACTGTGGAGGACAAGTGTGAGAAGGCCTGC
CGCCCCGAGGAGGAGTGCCTTGCCCTCAACAGCACCTG
GGGCTGTTTCTGCAGACAGGACCTCAATAGTTCTGATGT
CCACAGTTTGCAGCCTCAGCTAGACTGTGGGCCCAGGG
AGATCAAGGTGAAGGTGGACAAATGTTTGCTGGGAGGC
CTGGGTTTGGGGGAGGAGGTCATTGCCTACCTGCGAGA
CCCAAACTGCAGCAGCATCTTGCAGACAGAGGAGAGGA
ACTGGGTATCTGTGACCAGCCCCGTCCAGGCTAGTGCC
TGCAGGAACATTCTGGAGAGAAATCAAACCCATGCCATC
TACAAAAACACCCTCTCCTTGGTCAATGATTTCATCATCA
GAGACACCATCCTCAACATCAACTTCCAATGTGCCTACC
CACTGGACATGAAAGTCAGCCTCCAAGCTGCCTTGCAG
CCCATTGTAAGTTCCCTGAACGTCAGTGTGGACGGGAAT
GGAGAGTTCATTGTCAGGATGGCCCTCTTCCAAGACCA

GAACTACACGAATCCTTACGAAGGGGATGCAGTTGAACT
GTCTGTTGAGTCCGTGCTGTATGTGGGTGCCATCTTGGA
ACAAGGGGACACCTCCCGGTTTAACCTGGTGTTGAGGA
ACTGCTATGCCACCCCCACTGAAGACAAGGCTGACCTT
GTGAAGTATTTCATCATCAGAAACAGCTGCTCAAATCAA
CGTGATTCCACCATCCACGTGGAGGAGAATGGGCAGTC
CTCGGAAAGCCGGTTCTCAGTTCAGATGTTCATGTTTGC
TGGACATTATGACCTAGTTTTCCTGCATTGTGAGATTCAT
CTCTGTGATTCTCTTAATGAACAGTGCCAGCCTTCTTGCT
CAAGAAGTCAAGTCCGCAGTGAAGTACCGGCCATCGAC
CTAGCCCGGGTTCTAGATTTGGGGCCCATCACTCGGAG
AGGTGCACAGTCTCCCGGTGTCATGAATGGAACCCCTA
GCACTGCAGGGTTCCTGGTGGCCTGGCCTATGGTCCTC
CTGACTGTCCTCCTGGCTTGGCTGTTCTGA

13




ES 2790577 T3

(continuacion)

SEQ ID NO. Secuencia de nucledtidos | Descripcion
SEQIDNO7 | ATGCCTCACCTTATGGAAAGGATGGTGGGCTCTGGCCT LS:E’;{E: geBase
CCTGTGGCTGGCCTTGGTCTCCTGCATTCTGACCCAGG | ceps

CATCTGCAGTGCAGCGAGTTCCACGAGACCCATCCACT
GTGGAGGACAAGTGTGAGAAGGCCTGCCGCCCCGAGG
AGGAGTGCCTTGCCCTCAACAGCACCTGGGGCTGTTTC
TGCAGACAGGACCTCAATAGTTCTGATGTCCACAGTTTG
CAGCCTCAGCTAGACTGTGGGCCCAGGGAGATCAAGGT
GAAGGTGGACAAATGTTTGCTGGGAGGCCTGGGTTTGG
GGGAGGAGGTCATTGCCTACCTGCGAGACCCAAACTGC
AGCAGCATCTTGCAGACAGAGGAGAGGAACTGGGTATC
TGTGACCAGCCCCGTCCAGGCTAGTGCCTGCAGGAACA
TTCTGGAGAGAAATCAAACCCATGCCATCTACAAAAACA
CCCTCTCCTTGGTCAATGATTTCATCATCAGAGACACCA
TCCTCAACATCAACTTCCAATGTGCCTACCCACTGGACA
TGAAAGTCAGCCTCCAAGCTGCCTTGCAGCCCATTGTAA
GTTCCCTGAACGTCAGTGTGGACGGGAATGGAGAGTTC
ATTGTCAGGATGGCCCTCTTCCAAGACCAGAACTACACG
AATCCTTACGAAGGGGATGCAGTTGAACTGTCTGTTGAG
TCCGTGCTGTATGTGGGTGCCATCTTGGAACAAGGGGA
CACCTCCCGGTTTAACCTGGTGTTGAGGAACTGCTATGC
CACCCCCACTGAAGACAAGGCTGACCTTGTGAAGTATTT
CATCATCAGAAACAGCTGCTCAAATCAACGTGATTCCAC
CATCCACGTGGAGGAGAATGGGCAGTCCTCGGAAAGCC
GGTTCTCAGTTCAGATGTTCATGTTTGCTGGACATTATGA
CCTAGTTTTCCTGCATTGTGAGATTCATCTCTGTGATTCT
CTTAATGAACAGTGCCAGCCTTCTTGCTCAAGAAGTCAA
GTCCGCAGTGAAGTACCGGCCATCGACCTAGCCCGGGT
TCTAGATTTGGGGCCCATCACTCGGAGAGGTGCACAGT
CTCCCGGTGTCATGAATGGAACCCCTAGCACTGCAGGG
TTCCTGGTGGCCTGGCCTATGGTCCTCCTGACTGTCCTC

CTGGCTTGGCTGTTCTGA

CCDS45433.1
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(continuacion)

SEQ ID NO. Secuencia de nucledtidos | Descripcion
SEQIDNO8 | ATGCCTCACCTTATGGAAAGGATGGTGGGCTCTGGCCT LSSBOQ{E: jeBase

CCTGTGGCTGGCCTTGGTCTCCTGCATTCTGACCCAGG ccDS
CATCTGCAGTGCAGCGAGACCCATCCACTGTGGAGGAC | CCDS45432.1
AAGTGTGAGAAGGCCTGCCGCCCCGAGGAGGAGTGCC

TTGCCCTCAACAGCACCTGGGGCTGTTTCTGCAGACAG

GACCTCAATAGTTCTGATGTCCACAGTTTGCAGCCTCAG
CTAGACTGTGGGCCCAGGGAGATCAAGGTGAAGGTGGA
CAAATGTTTGCTGGGAGGCCTGGGTTTGGGGGAGGAGG
TCATTGCCTACCTGCGAGACCCAAACTGCAGCAGCATCT
TGCAGACAGAGGAGAGGAACTGGGTATCTGTGACCAGC
CCCGTCCAGGCTAGTGCCTGCAGGAACATTCTGGAGAG
AAATCAAACCCATGCCATCTACAAAAACACCCTCTCCTT

GGTCAATGATTTCATCATCAGAGACACCATCCTCAACAT

CAACTTCCAATGTGCCTACCCACTGGACATGAAAGTCAG
CCTCCAAGCTGCCTTGCAGCCCATTGTAAGTTCCCTGAA
CGTCAGTGTGGACGGGAATGGAGAGTTCATTGTCAGGA
TGGCCCTCTTCCAAGACCAGAACTACACGAATCCTTACG
AAGGGGATGCAGTTGAACTGTCTGTTGAGTCCGTGCTGT
ATGTGGGTGCCATCTTGGAACAAGGGGACACCTCCCGG
TTTAACCTGGTGTTGAGGAACTGCTATGCCACCCCCACT
GAAGACAAGGCTGACCTTGTGAAGTATTTCATCATCAGA
AACAGCTGCTCAAATCAACGTGATTCCACCATCCACGTG
GAGGAGAATGGGCAGTCCTCGGAAAGCCGGTTCTCAGT
TCAGATGTTCATGTTTGCTGGACATTATGACCTAGTTTTC
CTGCATTGTGAGATTCATCTCTGTGATTCTCTTAATGAAC
AGTGCCAGCCTTCTTGCTCAAGAAGTCAAGTCCGCAGTG
AAGTACCGGCCATCGACCTAGCCCGGGTTCTAGATTTG

GGGCCCATCACTCGGAGAGGTGCACAGTCTCCCGGTGT
CATGAATGGAACCCCTAGCACTGCAGGGTTCCTGGTGG
CCTGGCCTATGGTCCTCCTGACTGTCCTCCTGGCTTGG

CTGTTCTGA

La referencia CCDS se refiere al proyecto CCDS como se describe en "The consensus coding sequence (CCDS)
project: Identifying a common protein-coding gene set for the human and mouse genomes", Pruitt KD, et al, Genome
Res. julio de 2009; 19 (7): 1316-23.

Un autoanticuerpo es un anticuerpo (un tipo de proteina) fabricado por el sistema inmunitario que se dirige contra una
0 mas de las proteinas propias del individuo. Muchas enfermedades autoinmunitarias estan asociadas y/o provocadas
por dichos autoanticuerpos.

La expresion "enfermedad autoinmunitaria” se refiere a cualquier enfermedad dada asociada y/o provocada por la
presencia de autoanticuerpos. Las enfermedades autoinmunitarias surgen de una respuesta inmunitaria anémala del
cuerpo contra sustancias y tejidos normalmente presentes en el cuerpo (autoinmunidad). Esto puede estar restringido
a determinados drganos o implicar un tejido particular.

Una enfermedad autoinmunitaria preferida de la invencion es la enfermedad inflamatoria intestinal. La expresion

"enfermedad inflamatoria intestinal" o "EIl" se refiere a trastornos gastrointestinales que incluyen, sin limitacion,
enfermedad de Crohn (EC), colitis ulcerosa (CU) y colitis indeterminada (Cl).
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Por lo tanto, una enfermedad autoinmunitaria preferida de la invencion es una enfermedad autoinmunitaria del tubo
digestivo o intestinal de dicho sujeto. Dichas enfermedades se caracterizan porque el trastorno autoinmunitario
presenta autoanticuerpos que se unen a componentes del tubo digestivo o intestinal de dicho sujeto. Dichos
componentes del tubo digestivo o intestinal pueden ser cualquier 6rgano, tejido, célula o proteina hallado en dicha
area del sujeto. El tubo digestivo o intestinal puede entenderse como el tubo gastrointestinal (tubo Gl), que se refiere
al estomago y al intestino, y se divide en los tubos gastrointestinales superior e inferior, y puede incluir todas las
estructuras desde la boca hasta el ano. El tubo también se puede dividir en intestino proximal, intestino medio e
intestino distal, lo que refleja el origen embriolégico de cada segmento del tubo.

Los autoanticuerpos relacionados con el tubo gastrointestinal (Gl) pueden evaluarse en enfermedades
autoinmunitarias tales como la enfermedad inflamatoria intestinal, hepatitis autoinmunitaria y enfermedad celiaca.
Dichos autoanticuerpos pueden referirse a ANCA (anticuerpos citoplasmaticos anti-neutréfilos) y/o ASCA. Pueden
detectarse ASCA IgA e IgG en sueros de pacientes con enfermedad de Crohn y pueden usarse para diferenciar la
enfermedad de Crohn de la CU.

El término "muestra" incluye cualquier muestra bioldgica obtenida de un individuo. Las muestras adecuadas para su
uso en la presente invencion incluyen, sin limitacion, sangre completa, plasma, suero, saliva, orina, heces, lagrimas,
cualquier otro liquido corporal, jugos pancreaticos puros o jugos duodenales, muestras tisulares (p. €j., biopsia) y
extractos celulares de los mismos (p. €j., extracto de glébulos rojos). En una realizacion preferida, la muestra es una
muestra de suero. El uso de muestras tales como suero, saliva y orina es bien conocida en la técnica (véase, p. €j.,
Hashida et al., J. Clin. Lab. Anal., 11: 267-86 (1997)). Un experto en la materia apreciara que muestras tales como
muestras de suero se pueden diluir antes del analisis.

El término "individuo", "sujeto" o "paciente" se refiere normalmente a seres humanos, pero también a otros animales,
incluyendo, p. €j., otros primates, roedores, caninos, felinos, equinos, ovinos, porcinos y similares.

Como se usa en el presente documento, la expresion "sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos" incluye
una secuencia de aminoacidos que es similar, pero no idéntica, a la secuencia de aminoacidos de origen natural. Por
ejemplo, una secuencia de aminoacidos, es decir, polipéptido, que tiene sustancialmente la misma secuencia de
aminoacidos que las isoformas de GP2 en las SEQ ID NO 1 a 4 y puede tener una o mas modificaciones, tales como
adiciones, supresiones o sustituciones de aminoacidos en relacién con la secuencia de aminoacidos de las isoformas
de GP2, siempre que el polipéptido modificado conserve sustancialmente al menos una actividad biolégica de GP2 tal
como inmunorreactividad, en particular la reactividad inmunitaria especifica para las enfermedades que pueden
diagnosticarse segun la presente invencion. Una modificacion particularmente util de un polipéptido de la presente
invencion, o un fragmento del mismo, es una modificacion que confiere, por ejemplo, mayor estabilidad o reactividad.
La incorporacién de uno o mas D-aminoacidos es una modificacion util para aumentar la estabilidad de un polipéptido
o fragmento polipeptidico. De manera similar, la supresién o sustitucion de restos de lisina puede aumentar la
estabilidad al proteger el polipéptido o fragmento polipeptidico contra la degradacion.

Como se usa en el presente documento, la expresion "isoforma de GP2" incluye una proteina que tiene al menos
aproximadamente 50 % de identidad de aminoacidos con una o mas de las SEQ ID NO 1 a 4. Como ejemplo no
limitante, una isoforma de GP2 de la invencién puede tener al menos aproximadamente 60 %, 65 %, 70 %, 75 %,
80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia de aminoacidos
con una o mas de las SEQ ID NO 1 a 4. También se incluyen en el presente documento variantes de acido nucleico
de las SEQ ID NO 5 a 8 que codifican una secuencia proteica de las SEQ ID NO 1 a 4, o una secuencia sustancialmente
con la misma secuencia de aminoacidos. También se incluye la secuencia de acido nucleico complementaria, asi
como una secuencia degradada modificada para usar la naturaleza degradada del cdédigo genético, como conoce un
experto en la materia.

Las secuencias de aminoacidos también pueden comprender de 0 a 100, de 2 a 50, de 5 a 20 o, por ejemplo, de 8 a
15, o cualquier valor de 0 a 20, adiciones o supresiones de aminoacidos en el extremo N y/o C de las proteinas. Los
extremos también pueden modificarse con secuencias conectoras adicionales, o eliminacion de secuencias, siempre
que las propiedades de unidon a autoanticuerpos y la inmunorreactividad de la proteina se mantengan esencialmente
y los autoanticuerpos como se describen en el presente documento se unan de manera analoga con la secuencia
especifica proporcionada.

Se han desvelado en la técnica anterior diversas formas de preparar péptidos funcionalmente analogos. En la
ensefanza de acuerdo con la invencion se incluyen péptidos disefiados a partir de los péptidos de la invencion usando
dichos métodos. Por ejemplo, una forma de generar péptidos funcionalmente andlogos se ha descrito en PNAS USA
1998, 13 de octubre, 9521, 12179-84; documentos WO 99/6293 y/o WO 02/38592; las ensefianzas anteriores se
incorporan por la presente en la divulgacion de la invencion. Es decir, todos los péptidos, fragmentos peptidicos o
estructuras que comprenden péptidos generados usando los métodos mencionados anteriormente, a partir de los
péptidos de la invencién, son péptidos segun la invencion, siempre que cumplan el objeto de la invencién y, en
particular, interaccionen con los autoanticuerpos patégenos. Por ejemplo, estos autoanticuerpos pueden ser
autoanticuerpos agonistas que activan receptores.
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Las isoformas de GP2 también se pueden describir como antigenos, ya que reaccionan con un anticuerpo dirigido a
dicha proteina isoforma de GP2. Las isoformas de GP2 también pueden denominarse proteinas o dianas. Para su uso
en los métodos de la invencién, un antigeno de GP2 se puede purificar parcialmente. Un antigeno de GP2 también se
puede preparar de forma recombinante expresando una secuencia de acido nucleico codificante como se describe en
el presente documento usando métodos bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Ausubel et al., Current
Protocols in Molecular Biology John Wiley & Sons, Inc. Nueva York (1999)).

El término "diagndstico" incluye el uso de los dispositivos, métodos y sistemas, de la presente invencion para
determinar la presencia o ausencia o probabilidad de presencia o ausencia de un trastorno médicamente relevante en
un individuo. El término también incluye dispositivos, métodos y sistemas para evaluar el nivel de actividad de la
enfermedad en un individuo. En algunas realizaciones, se usan algoritmos estadisticos para diagnosticar una forma
leve, moderada, grave o fulminante del trastorno en funcién de los criterios desarrollados por Truelove et al., Br. Med.
J., 12: 1041-1048 (1955). En otras realizaciones, se usan algoritmos estadisticos para diagnosticar una forma de leve
a moderada, de moderada a grave o de grave a fulminante de la Ell en funcién de los criterios desarrollados por
Hanauer et al., Am. J. Gastroenterol., 92: 559-566 (1997). Como se desvela en el presente documento, se usa la
presencia de anticuerpos contra GP2 para diagnosticar la enfermedad de Crohn. Un experto en la materia conocera
otros métodos para evaluar la gravedad de la Ell en un individuo.

El analisis comparativo descrito en el presente documento entre la uniéon de autoanticuerpos con diferentes isoformas
de GP2 es un método preferido de la presente invencién. Puede usarse la comparacion directa basada en la union de
autoanticuerpos medida en el mismo experimento. Para esta realizacion, la cantidad de isoforma de GP2
proporcionada para el experimento deberia controlarse cuidadosamente para permitir el analisis comparativo directo.
Como alternativa, o en combinacién, se pueden usar valores o patrones de control que proporcionen muestras con
autoanticuerpos o representen cantidades de control de los mismos, como ya se ha obtenido de pruebas analiticas
anteriores. Es posible usar valores de control que han sido generados por el andlisis de cohortes u otros grandes
numeros de sujetos que padecen cualquier enfermedad dada o grupo de control. Los expertos en la materia conocen
medios estadisticos adecuados para el analisis y la comparacion de dichos conjuntos de datos. Se pueden usar
muestras de control para controles positivos (tales como enfermos) o controles negativos (de sujetos sanos) para
valores de referencia en comparacion simultanea o no simultanea.

La invencién también abarca el uso del método para supervisar enfermedades, también conocido como supervision
de la progresion o remision de la enfermedad autoinmunitaria. La expresion "supervision de la progresion o remision
de la enfermedad autoinmunitaria” incluye el uso de los dispositivos, métodos y sistemas de la presente invencion para
determinar la patologia (p. ej., presencia o gravedad de la enfermedad autoinmunitaria) de un individuo. En
determinados casos, los resultados de un algoritmo estadistico (p. ej., un sistema clasificador estadistico de
aprendizaje) se comparan con los resultados obtenidos para el mismo individuo en un momento anterior. En algunos
aspectos, los dispositivos, métodos y sistemas de la presente invencion también se pueden usar para predecir la
progresion de la enfermedad autoinmunitaria, p. ej., determinando la probabilidad de que la enfermedad
autoinmunitaria progrese rapida o lentamente en un individuo en funcién de la presencia o el nivel de al menos un
marcador en una muestra. En otros aspectos, los dispositivos, métodos y sistemas de la presente invencion también
se pueden usar para predecir la remision de la enfermedad autoinmunitaria, p. ej., determinando la probabilidad de
que la enfermedad autoinmunitaria remita rapida o lentamente en un individuo en funcion de la presencia o el nivel de
al menos un marcador en una muestra. También se puede realizar supervision de la terapia, por la que se supervisa
la progresion de la enfermedad en un sujeto durante el transcurso de cualquier terapia dada.

En determinados casos, la presencia o el nivel de anticuerpos anti-GP2 o al menos un marcador se determina usando
un inmunoensayo o un ensayo inmunohistoquimico. Un ejemplo no limitante de un inmunoensayo adecuado para su
uso en el método de la presente invencion incluye un ELISA. Los ejemplos de ensayos inmunohistoquimicos
adecuados para su uso en el método de la presente invencion incluyen, pero sin limitacion, ensayos de
inmunofluorescencia tales como ensayos de anticuerpos de fluorescencia directa, ensayos de IFA, ensayos de
inmunofluorescencia anticomplemento y ensayos de inmunofluorescencia de avidina-biotina. Otros tipos de ensayos
inmunohistoquimicos incluyen ensayos de inmunoperoxidasa.

La enfermedad celiaca (ECe) es un trastorno autoinmunitario del intestino delgado que aparece en personas de todas
las edades desde la infancia en adelante. Los sintomas incluyen molestias en el tubo digestivo, estrefiimiento crénico
y diarrea, anemia y astenia, pero estos pueden estar ausentes y se han descrito sintomas en otros sistemas de
6rganos. La ECe severa conduce a los sintomas caracteristicos de heces palidas, sueltas y grasientas (esteatorrea) y
pérdida de peso o falta de aumento de peso (en nifios pequefios). Las personas con enfermedad celiaca mas leve
pueden presentar sintomas que son mucho mas sutiles y aparecen en otros rganos ademas del intestino. También
es posible tener enfermedad celiaca sin ningun sintoma en absoluto. Pueden presentarse dolor abdominal y
calambres, hinchazén con distensién abdominal y Ulceras en la boca. A medida que el intestino se dafia mas, se puede
desarrollar un grado de intolerancia a la lactosa. Con frecuencia, los sintomas se atribuyen al sindrome del intestino
irritable (Sll), y solo se reconocen posteriormente como enfermedad celiaca; una pequeia proporcion de personas
con sintomas de SlI tienen enfermedad celiaca subyacente y se recomienda la exploracién para detectar la
enfermedad celiaca para las personas con sintomas de SlI.
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La enfermedad de Crohn (EC) es una enfermedad de inflamacion cronica que puede afectar a cualquier parte del tubo
gastrointestinal. Habitualmente, la parte distal del intestino delgado, es decir, el ileon y el ciego se ven afectados. En
otros casos, la enfermedad se limita al intestino delgado, colon o region anorrectal. La EC afecta ocasionalmente al
duodeno y el estdmago y con menos frecuencia al eséfago y la cavidad oral. Las manifestaciones clinicas variables
de la EC son, en parte, resultado de la localizacién anatdmica variable de la enfermedad. Los sintomas mas frecuentes
de la EC son dolor abdominal, diarrea y fiebre recurrente. La EC se asocia habitualmente con la obstruccién intestinal
o fistula, un pasaje anémalo entre las asas intestinales enfermas.

La enfermedad de Crohn pertenece al grupo de las enfermedades inflamatorias intestinales cronicas. Es una
inflamacioén granulomatosa crénica, supuestamente autoagresiva, que puede aparecer en todo el tubo gastrointestinal,
es decir, desde la cavidad oral hasta el ano. Afecta principalmente al intestino delgado inferior (ileon terminal, con
aproximadamente 40 % afectado) y el colon, con menos frecuencia en el eséfago y la boca. La enfermedad de Crohn
se caracteriza por una afeccion discontinua, segmentaria (las denominadas "lesiones discontinuas") de la mucosa
intestinal, es decir, la enfermedad puede estar presente simultdneamente en una pluralidad de secciones intestinales
separadas por secciones sanas. Otras designaciones de la enfermedad son enteritis regional, ileitis terminal,
enterocolitis regional y enteritis cronica esclerosante, o la abreviatura EC (enfermedad de Crohn) y la enfermedad
autoinmunitaria (enfermedad inflamatoria intestinal) como expresién genérica. En consecuencia, la enfermedad de
Crohn en el sentido de la invencion es cualquier afeccion que se caracterice macroscopicamente por los siguientes
cambios: Fendmeno de manguera de jardin: estenosis segmentarias provocadas por fibrosis, Fenomeno de
adoquines: mucosa inflamada en alternancia con ulceraciones profundas, produciendo de este modo una apariencia
de adoquines o tumor conglomerado inflamatorio: diversas secciones intestinales se adhieren entre si.

La colitis ulcerosa (CU) es una enfermedad del intestino grueso caracterizada por diarrea crénica con calambres, dolor
abdominal, hemorragia rectal, secreciones sueltas de sangre, pus y moco. Las manifestaciones de la CU varian
ampliamente. Un patron de agravamientos y remisiones tipifica la evolucion clinica para aproximadamente 70 % de
los pacientes con CU, aunque estan presentes sintomas continuos sin remision en algunos pacientes con CU. Las
complicaciones locales y sistémicas de la CU incluyen artritis, inflamacion de los ojos, tales como uveitis, Ulceras
cutaneas y enfermedad hepatica. Ademas, la CU, y especialmente la forma extensa, de larga duracion, de la
enfermedad se asocia con un mayor riesgo de carcinoma de colon.

La pancreatitis en el sentido de la invencion es inflamacion del pancreas que puede ser aguda o tomar un curso
crénico. Se induce habitualmente pancreatitis por la activacion de enzimas pancreaticas dentro del érgano. La funcién
de estas enzimas es digerir las proteinas y las grasas de modo que se induzca autodigestién del 6rgano. La
autodigestion da lugar a inflamacion del pancreas. En los casos graves, se pueden desarrollar hemorragia, dafio tisular
grave, infecciones y quistes. Una glandula inflamada puede provocar que las enzimas entren en el torrente sanguineo,
alcanzando de este modo los pulmones, el corazén y los rifiones donde pueden surgir mas dafios. Se desarrolla
pancreatitis aguda cuando el pancreas se inflama repentinamente pero después se recupera. Algunos pacientes
padecen pancreatitis aguda varias veces, pero se recuperan completamente todas las veces. La pancreatitis aguda
aparece repentinamente y puede ser una enfermedad grave, potencialmente mortal que provoca una gran cantidad
de complicaciones, pero los pacientes normalmente se recuperan de la pancreatitis aguda. La incidencia es de
aproximadamente cinco a diez nuevas enfermedades por cada 100.000 habitantes al afio.

Segun la invencion, las isoformas de GP2 descritas en el presente documento se usan para detectar colangitis
esclerosante primaria. También se desvela en el presente documento el uso de las isoformas de GP2 descritas en el
presente documento para detectar enfermedades hepaticas o enteritis autoinmunitarias. Lo mas sorprendente es que
el autoantigeno GP2 es adecuado no solo para la deteccion especifica de la enfermedad autoinmunitaria, sino también
para la deteccion de diversas enfermedades hepaticas.

La colangitis en el sentido de la invencion se refiere a la inflamacién de los conductos biliares intrahepaticos. Puede
ser inducida por diversas causas, incluyendo, entre otras cosas, obstruccion de los conductos biliares por calculos
biliares, estenosis, tumores o infestacién por parasitos. Se diferencia en colangitis purulenta aguda, colangitis
destructiva no purulenta y colangitis esclerosante crénica.

Las enteritis autoinmunitarias en el sentido de la invencion implican cualquier forma de enteritis, especialmente las
provocadas por enfermedades inflamatorias intestinales cronicas. Ademas, las enteritis autoinmunitarias en el sentido
de la invencién implican las provocadas por patégenos de salmonella, E. coli, célera o tifus, o por hongos, protozoos,
sustancias téxicas, pero también cualquier enteritis basada en alergia o cualquier forma de enteritis actinica, enteritis
por Yersinia o disenteria bacteriana.

Como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo" incluye una poblacién de moléculas de
inmunoglobulina, que puede ser policlonal o monoclonal y de cualquier isotipo, o un fragmento inmunolégicamente
activo de una molécula de inmunoglobulina. Dicho fragmento inmunolégicamente activo contiene las regiones
variables de cadena pesada y ligera, que componen la parte de la molécula de anticuerpo que se une especificamente
a un antigeno. Por ejemplo, un fragmento inmunoldgicamente activo de una molécula de inmunoglobulina conocida
en la técnica como Fab, Fab' o F(ab')2 se incluye dentro del significado del término anticuerpo.
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En ofra realizacién ventajosa, el inmunoensayo se usa en la deteccién de anticuerpos, para lo que se prevé la union
del antigeno de isoforma de GP2 a una fase sdlida. Después de la adicion de solucion de muestra, el anticuerpo del
paciente incluido en la misma se une con el antigeno GP2. El anticuerpo que se obtiene, p. €j., del suero o las heces
de un paciente y se une a GP2 se detecta posteriormente usando un marcador o reactivo marcado y opcionalmente
se cuantifica. Por tanto, segun la invencion, se efectia deteccién de los anticuerpos en este método usando reactivos
marcados segun la tecnologia de ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas) bien conocida. Por lo tanto, los
marcadores segun la invencion comprenden enzimas que catalizan una reaccion quimica que puede determinarse por
medios Opticos, especialmente por medio de sustratos cromdgenos, métodos quimioluminiscentes o colorantes
fluorescentes. En otra realizacién preferida, los autoanticuerpos se detectan marcando con sustancias débilmente
radioactivas en radioinmunoensayos (RIA) en donde se mide la radioactividad resultante.

Como ejemplos de medios para detectar el marcador en el método de la presente invencion, se pueden usar diversas
técnicas de inmunoensayo, incluyendo inmunoensayos competitivos y no competitivos, para determinar la presencia
o el nivel de uno o0 mas marcadores en una muestra (véase, p. €j., Self et al., Curr. Opin. Biotechnol., 7: 60-65 (1996)).
El término inmunoensayo abarca técnicas que incluyen, sin limitacion, inmunoensayos enzimaticos (EIA) tales como
técnica de inmunoensayo multiplicado por enzimas (EMIT), ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA),
ELISA de captura de antigenos, ELISA de tipo sandwich, ELISA de captura de anticuerpos IgM (MAC ELISA) e
inmunoensayo enzimatico de microparticulas (MEIA); inmunoensayos de electroforesis capilar (CEIA);
radioinmunoensayos (RIA); ensayos inmunorradiométricos (IRMA); inmunoensayos de polarizacion de fluorescencia
(FPIA); y ensayos de quimioluminiscencia (CL). Si se desea, dichos inmunoensayos pueden automatizarse. También
se pueden usar inmunoensayos junto con fluorescencia inducida por laser (véase, p. ej., Schmalzing et al.,
Electrophoresis, 18: 2184-2193 (1997); Bao, J. Chromatogr. B. Biomed. Sci.,, 699: 463-480 (1997)). Los
inmunoensayos de liposomas, tales como inmunoensayos de liposomas por inyeccion de flujo e inmunosensores de
liposomas, también son adecuados para su uso en la presente invencion (véase, p. €j., Rongen et al., J. Immunol.
Methods, 204: 105-133 (1997)). Ademas, los ensayos de nefelometria, en los que la formaciéon de complejos de
proteina/anticuerpo da como resultado aumento de la dispersion de la luz que se convierte en una sefial de velocidad
maxima en funcion de la concentracion del marcador, son adecuados para su uso en la presente invencion. Los
ensayos de nefelometria estan disponibles en el mercado de Beckman Coulter (Brea, Calif.; equipo n.° 449430) y
pueden realizarse usando un analizador de nefelémetro Behring (Fink et al., J. Clin. Chem. Clin. Biol. Chem., 27: 261-
276 (1989)).

Los inmunoensayos descritos anteriormente son particularmente utiles para determinar la presencia o el nivel de uno
0 mas marcadores en una muestra (y pueden considerarse ejemplos de medios para detectar un marcador), en donde
un marcador puede entenderse como un autoanticuerpo dirigido a una isoforma de GP2. Como ejemplo no limitante,
un ELISA de neutrdfilos fijo es Util para determinar si una muestra es positiva para ANCA o para determinar los niveles
de ANCA en una muestra. De manera similar, un ELISA que usa fosfopeptidomanano de la pared celular de levadura
es Util para determinar si una muestra es positiva para ASCA-IgA y/o ASCA-IgG, o para determinar los niveles de
ASCA-IgA y/o ASCA-IgG en una muestra. Un ELISA que usa proteina de isoforma de GP2 o un fragmento de la misma
es util para determinar si una muestra es positiva para anticuerpos anti-GP2 o para determinar los niveles de anticuerpo
anti-GP2 en una muestra.

En otra realizacién preferida del método segun la invencion, los autoanticuerpos se detectan en un inmunoensayo,
preferentemente con acoplamiento directo o indirecto de un reactivo a una sustancia marcadora. Esto permite
adaptacion flexible del método a los potenciales y requisitos de diferentes laboratorios y sus equipos de diagnéstico
de laboratorio. En una realizacién ventajosa, los anticuerpos especificos de la enfermedad autoinmunitaria se detectan
en un inmunoensayo en el que los anticuerpos estan presentes disueltos en una fase liquida, preferentemente diluidos
en una solucién de tampdn convencional bien conocida por los expertos en la materia o en un liquido corporal sin
diluir. Segun la invencién, también se puede efectuar deteccion utilizando muestras de heces.

En otra realizacion preferida de la invencién, las moléculas de GP2 unidas a fase sdlida o solubles se usan para unirse
a los anticuerpos. En una segunda etapa de reaccion, se emplean inmunoglobulinas antihumanas, preferentemente
seleccionadas del grupo que comprende anticuerpos IgA antihumano, IgM antihumano y/o IgG antihumano, siendo
dichas inmunoglobulinas antihumanas conjugados marcados de manera detectable de dos componentes que pueden
conjugarse con cualquier enzima marcadora convencional, especialmente sustratos cromégenos y/o
quimioluminiscentes, preferentemente con peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina. La ventaja de esta
realizacion radica en el uso de tecnologia de ELISA disponible habitualmente en instalaciones de laboratorio de modo
que pueda establecerse deteccion segun la invencién de manera rentable. En otra realizacién preferida de la invencion,
el anticuerpo unido a GP2 reacciona con inmunoglobulinas antihumanas, preferentemente seleccionadas del grupo
que comprende anticuerpos IgA antihumano, IgM antihumano y/o IgG antihumano, acoplados de manera detectable
a isotiocianato de fluoresceina (FITC). De manera similar al ELISA mencionado anteriormente, la tecnologia de FITC
representa un sistema que esta disponible en muchos lugares y, por lo tanto, permite el establecimiento sin problemas
y de bajo coste de la deteccidn de la invencion en la rutina de laboratorio.

La unién inmunoldgica especifica del anticuerpo con el marcador de interés se puede detectar directa o indirectamente

a través de un marcador. Cualquier medio dado para detectar estos marcadores puede considerarse un medio para
detectar el marcador segun el método de la invencidn. Los marcadores directos incluyen marcadores fluorescentes o
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luminiscentes, metales, colorantes, radionuclidos y similares, unidos con el anticuerpo. Se puede usar un anticuerpo
marcado con yodo-125 (125l) para determinar los niveles de uno o mas marcadores en una muestra. Un ensayo de
quimioluminiscencia que usa un anticuerpo quimioluminiscente especifico para el marcador es adecuado para
deteccién no radioactiva, sensible, de los niveles de marcador. Un anticuerpo marcado con fluorocromo también es
adecuado para determinar los niveles de uno o mas marcadores en una muestra. Los ejemplos de fluorocromos
incluyen, sin limitacién, DAPI, fluoresceina, Hoechst 33258, R-ficocianina, B-ficoeritrina, R-ficoeritrina, rodamina,
Texas red y lisamina. Se pueden obtener en el mercado anticuerpos secundarios ligados a fluorocromos, p. €j., F(ab')2
de cabra anti-IgG humano-FITC esté4 disponible de Tago Immunologicals (Burlingame, Calif.).

Las etiquetas indirectas incluyen diversas enzimas bien conocidas en la técnica, tales como peroxidasa de rabano
picante (HRP), fosfatasa alcalina (AP), B-galactosidasa, ureasa y similares. Se puede usar un sistema de deteccion
de peroxidasa de rabano picante, por ejemplo, con el sustrato cromogénico tetrametilbencidina (TMB), que produce
un producto soluble en presencia de perdxido de hidrégeno que es detectable a 450 nm. Se puede usar un sistema
de deteccion de fosfatasa alcalina con el sustrato cromégeno fosfato de p-nitrofenilo, por ejemplo, que produce un
producto soluble facilmente detectable a 405 nm. De manera similar, se puede usar un sistema de deteccién de B-
galactosidasa con el sustrato cromégeno o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido (ONPG), que produce un producto soluble
detectable a 410 nm.

Se puede analizar una sefial del marcador directo o indirecto, por ejemplo, usando un espectrofotometro para detectar
el color de un sustrato cromoégeno; un contador de radiacion para detectar radiacion tal como un contador gamma para
la deteccion de 125I; o un fluorimetro para detectar fluorescencia en presencia de luz de una longitud de onda
determinada. Para la deteccion de anticuerpos ligados a enzimas, se puede realizar un andlisis cuantitativo de la
cantidad de niveles de marcadores usando un espectrofotémetro tal como un lector de microplacas EMAX (Molecular
Devices; Menlo Park, California) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Si se desea, los ensayos de la
presente invencién se pueden automatizar o realizar de manera robdtica, y la sefial de multiples muestras se puede
detectar simultaneamente.

En determinadas realizaciones, la presente invencion proporciona métodos para diagnosticar la enfermedad
autoinmunitaria o subtipos clinicos de la misma usando isoformas de GP2. Diversos marcadores de enfermedad
inflamatoria intestinal (la enfermedad autoinmunitaria), tales como marcadores bioquimicos, marcadores serolégicos,
marcadores genéticos u otras caracteristicas clinicas o ecograficas, son adecuados para su uso y se pueden combinar
con algoritmos estadisticos para clasificar una muestra de un individuo como muestra de la enfermedad
autoinmunitaria. Los ejemplos de marcadores de las enfermedades (un autoanticuerpo dirigido contra las isoformas
de GP2 descritas en el presente documento) adecuados para su uso en la presente invencién incluyen, pero sin
limitacion, anticuerpos antineutréfilos (p. ej., ANCA, pANCA, cANCA, NSNA, SAPPA, etc.) o anticuerpos anti-
Saccharomyces cerevisiae (p. €j., ASCA-IgA, ASCA-IgG, ASCA-IgM, etc.) Un experto en la materia conocera
marcadores adicionales adecuados para su uso en los algoritmos estadisticos de la presente invencion.

La determinacion de los niveles de ANCA y/o la presencia o ausencia de pANCA en una muestra es util en la presente
invencién. Como se usa en el presente documento, la expresion "anticuerpo citoplasmatico antineutréfilos” o "ANCA"
incluye anticuerpos dirigidos a componentes citoplasmaticos y/o nucleares de neutrdfilos. La actividad de ANCA se
puede dividir en varias categorias amplias segun el patron de tincion de ANCA en neutrdfilos: (1) tincion de neutréfilos
citoplasmaticos sin resaltado perinuclear (CANCA); (2) tincién perinuclear alrededor del borde exterior del nucleo
(PANCA); (3) tincion perinuclear alrededor del borde interior del nucleo (NSNA); y (4) tincion difusa con moteado en
todo el neutréfilo (SAPPA). Se pueden determinar los niveles de ANCA en una muestra de un individuo, por ejemplo,
usando un inmunoensayo tal como un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) con neutrofilos fijados con
alcohol.

La determinacion de los niveles de ASCA (p. ej., ASCA-IgA y/o ASCA-IgG) en una muestra también es util en la
presente invencion. Como se usa en el presente documento, la expresion "inmunoglobulina A anti-Saccharomyces
cerevisiae" o "ASCA-IgA" incluye anticuerpos del isotipo de inmunoglobulina A que reaccionan especificamente con
S. cerevisiae. De manera similar, la expresiéon "inmunoglobulina G anti-Saccharomyces cerevisiae" o "ASCA-IgG"
incluye anticuerpos del isotipo de inmunoglobulina G que reaccionan especificamente con S. cerevisiae. La
determinacién de si una muestra es positiva para ASCA-IgA o ASCA-IgG se realiza usando un antigeno especifico
para ASCA. Dicho antigeno puede ser cualquier antigeno o mezcla de antigenos con el que se unan especificamente
ASCA-IgA y/o ASCA-IgG. Aunque los anticuerpos ASCA se caracterizaron inicialmente por su capacidad para unirse
a S. cerevisiae, los expertos en la materia entenderan que se puede obtener un antigeno con el que se une
especificamente ASCA de S. cerevisiae o de diversas otras fuentes siempre que el antigeno sea capaz de unirse
especificamente con anticuerpos ASCA.

La invencion también se refiere a moléculas de proteinas y acidos nucleicos correspondientes a las secuencias
descritas en el presente documento, por ejemplo, proteinas o moléculas de acido nucleico que comprenden o consisten
en dichas secuencias.

La determinacion de autoanticuerpos para las nuevas isoformas de GP2 o uso de las mismas en un ELISA como
antigeno en fase sdlida en el diagnéstico seroldgico de las enfermedades descritas en el presente documento no se
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ha considerado ni mencionado en la técnica anterior.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método en donde se detectan enfermedades autoinmunitarias de
anticuerpos IgA, IgM y/o IgG humanos.

Como se usa en el presente documento, la expresion "isoforma de GP2", "GP2", "antigeno GP2", "molécula GP2",
"proteina GP2", "péptido GP2" o "autoantigeno GP2", u otra expresiéon que haga referencia a GP2 se refiere a las
nuevas isoformas de GP2 de las secuencias como se desvelan en el presente documento, o secuencias
funcionalmente analogas de las mismas, preferentemente a las isoformas 1, 2, 3 y 4. En una realizacion preferida del
método segun la invencién, la isoforma de GP2 es de origen humano, animal, recombinante o sintético. GP2
representa un péptido muy conservado de modo que GP2 de cualquier origen pueda usarse provechosamente para
deteccion siempre que la secuencia sea funcionalmente analoga de la secuencia segun la invencion. Se conserva alta
afinidad de unién entre la GP2 como antigeno y los autoanticuerpos.

En otra realizacién preferida de la invencién, la GP2 de acuerdo con una o mas de las secuencias desveladas en el
presente documento esta unida a una fase sélida. Se puede efectuar unién de GP2 de acuerdo con una o més de las
secuencias desveladas en el presente documento a la fase sdlida mediante un espaciador. Todos los compuestos
quimicos que tienen precondiciones estructurales y funcionales adecuadas para la funcidn espaciadora pueden usarse
como espaciadores siempre que no modifiquen el comportamiento de union de tal manera que la unién del
autoanticuerpo contra GP2 de acuerdo con una o mas de las secuencias desveladas en el presente documento se
vea afectada negativamente.

En otra realizacion preferida de la invencion, la molécula comprende un conector o espaciador seleccionado del grupo
de acidos a-aminocarboxilicos, asi como homo- y heterooligémeros de los mismos, acidos a,w-aminocarboxilicos y
homo- o heterooligémeros ramificados de los mismos, otros aminoacidos, asi como homo- o heterooligémeros lineales
y ramificados; aminooligoalcoxialquil-aminas; derivados del acido maleinimidocarboxilico; oligémeros de alquilaminas;
derivados de 4-alquilfenilo; derivados de 4-oligoalcoxifenilo o 4-oligoalcoxifenoxi; derivados de 4-
oligoalquilmercaptofenilo o  4-oligoalquilmercaptofenoxi;  derivados de  4-oligoalquilaminofenilo o 4-
oligoalquilaminofenoxi; derivados de (oligoalquilbencil)fenilo o 4-(oligoalquilbencil)fenoxi, asi como derivados de 4-
(oligoalcoxibencil)fenilo o 4-(oligoalcoxibencil)fenoxi; derivados de tritilo; derivados de benciloxiarilo o benciloxialquilo;
derivados de xanthen-3-iloxialquilo; derivados de acido (4-alquilfenil)- u w-(4-alquilfenoxi)alcanoico; derivados de
oligoalquilfenoxialquilo u oligoalcoxifenoxialquilo; derivados de carbamato; aminas; derivados de trialquilsililo o
dialquilalcoxisililo; derivados de alquilo o arilo o combinaciones de los mismos.

Segun la invencidn, también se prefiere realizar el método de deteccién descrito anteriormente en una fase sélida, por
ejemplo, mediante la conexion de la molécula de GP2 con la fase sodlida a través de un conector, en cuyo caso la
capacidad de almacenamiento del péptido aumenta provechosamente como resultado del ligamiento
sorprendentemente estable del antigeno de GP2 con la fase sdélida.

En otra realizacién preferida de la invencion, la molécula de GP2 se usa como un autoantigeno unido a fase sélida o
soluble para la deteccion directa o indirecta de autoanticuerpos en heces y/o liquidos corporales, especialmente sangre
y/o suero, en cuyo caso, se encontrd que el uso de la molécula de GP2 de acuerdo con una o mas de las secuencias
desveladas en el presente documento era particularmente ventajoso.

En otra realizacion preferida de la invencién, las secuencias segun la presente solicitud, o los péptidos que pueden
generarse a partir de las mismas, estan inmovilizadas. De manera mas especifica, la molécula de GP2 unida a fase
soélida de acuerdo con una o mas de las secuencias desveladas en el presente documento esta unida a polimeros
organicos, inorganicos, sintéticos y/o mixtos, preferentemente agarosa, celulosa, gel de silice, poliamidas y/o alcoholes
polivinilicos. En el sentido de la invencion, se entiende que la inmovilizacion implica diversos métodos y técnicas para
fijar los péptidos en vehiculos especificos, p. €j., segun los documentos WO 99/56126 o WO 02/26292. Por ejemplo,
la inmovilizaciéon puede servir para estabilizar los péptidos de modo que su actividad no se reduzca o modifique de
manera adversa por exposicion bioldgica, quimica o fisica, especialmente durante el almacenamiento o en uso de un
solo lote. La inmovilizacion de los péptidos permite el uso repetido en condiciones técnicas o clinicas rutinarias;
asimismo, una muestra, preferentemente componentes sanguineos, puede hacerse reaccionar con al menos uno de
los péptidos segun la invencién de manera continua. En particular, esto se puede lograr mediante diversas técnicas
de inmovilizacion, produciéndose la unién de los péptidos con otros péptidos o moléculas o con un vehiculo de tal
manera que la estructura tridimensional, en particular en el centro activo que media en la interacciéon con los
autoanticuerpos, de las moléculas correspondientes, especialmente de dichos péptidos, no cambiaria.
Provechosamente, no hay pérdida de especificidad para los autoanticuerpos de pacientes como resultado de dicha
inmovilizacién. En el sentido de la invencién, se pueden usar tres métodos basicos para inmovilizacion:

(i) Reticulacion: en la reticulacion, los péptidos se fijan entre si sin afectar de manera adversa a su actividad.
Provechosamente, ya no son solubles como resultado de dicha reticulacion.

(i) Unién con un vehiculo: la unién con un vehiculo se produce mediante adsorcion, unién idnica o union covalente,
por ejemplo. Dicha unién también puede tener lugar dentro de células microbianas o liposomas u otras estructuras
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membranosas, cerradas o abiertas. Provechosamente, los péptidos no se ven afectados de manera adversa por
dicha fijacion. Por ejemplo, es posible el uso multiple o continuo de péptidos unidos a vehiculos con ventaja en el
diagndstico clinico o la terapia.

(iii) Inclusion: la inclusion en el sentido de la invencion se produce especialmente en una membrana semipermeable
en forma de geles, fibrillas o fibras. Provechosamente, los péptidos encapsulados estan separados de la solucion
de muestra circundante por una membrana semipermeable de tal manera que todavia es posible la interaccién con
los autoanticuerpos o fragmentos de los mismos. Estan disponibles diversos métodos para la inmovilizacion, tales
como adsorcion en un vehiculo inorganico u organico inerte o con carga eléctrica. Por ejemplo, dichos vehiculos
pueden ser geles porosos, 6xido de aluminio, bentonita, agarosa, almidén, nailon o poliacrilamida. La inmovilizacion
se produce a través de fuerzas de unién fisicas, que implican frecuentemente interacciones hidréfobas y union
idnica. Provechosamente, dichos métodos son faciles de manejar y tienen poca influencia en la conformacion de
los péptidos. Provechosamente, la unién se puede mejorar como resultado de las fuerzas de unidn electrostaticas
entre los grupos con carga de los péptidos y el vehiculo, p. ej., usando intercambiadores de iones, en particular
Sephadex.

Otro método es la union covalente con materiales portadores. Ademas, los vehiculos pueden tener grupos reactivos
que forman enlaces homopolares con cadenas laterales de aminoacidos. Son grupos adecuados en péptidos los
grupos carboxilo, hidroxilo y sulfuro y especialmente los grupos amino terminales de lisinas. Los grupos aromaticos
ofrecen la posibilidad de acoplamiento diazo. La superficie de las particulas microscépicas de vidrio poroso se puede
activar mediante tratamiento con silanos y posteriormente hacer reaccionar con péptidos. Por ejemplo, los grupos
hidroxilo de polimeros naturales se pueden activar con bromocianégeno y posteriormente acoplarse con péptidos.
Provechosamente, una gran cantidad de péptidos pueden experimentar unién covalente directa con resinas de
poliacrilamida. La inclusion en redes tridimensionales implica la inclusion de los péptidos en geles ionotrépicos u otras
estructuras bien conocidas por los expertos en la materia. De manera mas especifica, los poros de la matriz son de
naturaleza tal que los péptidos se conservan, permitiendo la interaccidon con las moléculas diana. En la reticulacion,
los péptidos se convierten en agregados poliméricos mediante reticulacion con agentes bifuncionales. Dichas
estructuras son gelatinosas, facilmente deformables y, en particular, adecuadas para su uso en diversos reactores. Al
afadir otros componentes inactivos tales como gelatina en la reticulacion, es posible una mejora ventajosa de las
propiedades mecanicas y de union. En microencapsulacion, el volumen de reaccion de los péptidos esta restringido
por medio de membranas. Por ejemplo, se puede llevar a cabo microencapsulacion en forma de polimerizacion
interfacial. Debido a la inmovilizacién durante la microencapsulacion, los péptidos se hacen insolubles y, por tanto,
reutilizables. En el sentido de la invencion, son péptidos inmovilizados todos los péptidos que se encuentran en una
condicion que permite su reutilizacion. La restriccion de la movilidad y la solubilidad de los péptidos por medios
quimicos, biolégicos o fisicos provechosamente reduce el coste del proceso, en particular cuando se eliminan
autoanticuerpos de los componentes sanguineos.

La invencion también se refiere a un equipo de diagnoéstico para la determinacion de enfermedades autoinmunitarias,
gue comprende una molécula de isoforma de GP2 de acuerdo con una o mas de las secuencias desveladas en el
presente documento. El equipo de diagndstico incluye opcionalmente instrucciones acerca de la combinacién de los
contenidos del equipo y/o la provision de una formulacion para la deteccion de enfermedades inflamatorias intestinales,
en particular enfermedad de Crohn, pancreatitis cronica, enfermedad celiaca y/o colitis ulcerosa. Por ejemplo, la
instruccion puede estar en forma de un folleto de instrucciones u otro medio que proporcione al usuario informacion
acerca del tipo de método en donde se van a usar las sustancias mencionadas. Evidentemente, la informaciéon no
necesariamente tiene que estar en forma de un folleto de instrucciones y la informacién también se puede transmitir a
través de Internet, por ejemplo. Para un paciente, un efecto ventajoso de dicho equipo es, por ejemplo, que, sin dirigirse
directamente a un médico, puede determinar el estado real de una enfermedad incluso durante un viaje v,
opcionalmente, adaptar la dieta y las actividades en consecuencia.

FIGURAS
Sin pretender ser limitante, la invencion se explicara ahora con mas detalle en referencia a las figuras.

Figuras del ejemplo 1:

Fig. 1: Diferencias de aminoacidos (AA) de las 4 isoformas de glucoproteina 2 (V, valina; P, prolina; R, arginina).

Fig. 2: Reactividad de 1gG a 4 isoformas de GP2 diferentes mediante ELISA en 10 pacientes con enfermedad
celiaca de novo (A) y 50 donantes de sangre (B). Los datos se presentan como densidades pticas (DO) en
diagramas de caja y bigotes con valores lejanos, definidos como valores que son menores que el cuartil inferior
menos 3 veces el intervalo intercuartil o mayores que el cuartil superior mas 3 veces el intervalo intercuartil,
presentados como triangulos.

Fig. 3: Reactividad de IgA a 4 isoformas de GP2 diferentes mediante ELISA en 10 pacientes con enfermedad

celiaca de novo (A) y 50 donantes de sangre (B). Los datos se presentan como densidades opticas (DO) en
diagramas de caja y bigotes con valores lejanos, definidos como valores que son menores que el cuartil inferior
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menos 3 veces el intervalo intercuartil o mayores que el cuartil superior mas 3 veces el intervalo intercuartil,
presentados como rectangulos.

Fig. 4: Analisis de la curva de caracteristicas operativas del receptor de IgG (A) e IgA (B) para 4 isoformas de
GP2 diferentes mediante ELISA en 10 pacientes con enfermedad celiaca de novo (A) y 50 donantes de sangre

(B)

Figuras del ejemplo 2:

Fig. 5: Reactividad de IgG a la isoforma 1 de GP2 en 44 pacientes con EC, 30 pacientes con CU y 21 donantes
de sangre. Los datos se presentan como densidades 6pticas (DO) en diagramas de caja y bigotes con valores
lejanos, definidos como valores que son menores que el cuartil inferior menos 3 veces el intervalo intercuartil o
mayores que el cuartil superior mas 3 veces el intervalo intercuartil, presentados como triangulos.

Fig. 6: Reactividad de IgG a la isoforma 2 de GP2 en 44 pacientes con EC, 30 pacientes con CU y 21 donantes
de sangre. Los datos se presentan como densidades 6pticas (DO) en diagramas de caja y bigotes con valores
lejanos, definidos como valores que son menores que el cuartil inferior menos 3 veces el intervalo intercuartil o
mayores que el cuartil superior mas 3 veces el intervalo intercuartil, presentados como triangulos.

Fig. 7: Reactividad de IgG a la isoforma 3 de GP2 en 44 pacientes con EC, 30 pacientes con CU y 21 donantes
de sangre. Los datos se presentan como densidades 6pticas (DO) en diagramas de caja y bigotes con valores
lejanos, definidos como valores que son menores que el cuartil inferior menos 3 veces el intervalo intercuartil o
mayores que el cuartil superior mas 3 veces el intervalo intercuartil, presentados como triangulos.

Fig. 8: Reactividad de IgG a la isoforma 4 de GP2 en 44 pacientes con EC, 30 pacientes con CU y 21 donantes
de sangre. Los datos se presentan como densidades 6pticas (DO) en diagramas de caja y bigotes con valores
lejanos, definidos como valores que son menores que el cuartil inferior menos 3 veces el intervalo intercuartil o
mayores que el cuartil superior mas 3 veces el intervalo intercuartil, presentados como triangulos.

Las referencias en las figuras a ECr se refieren a EC.
Fig. 9: Analisis de la curva de caracteristicas operativas del receptor de IgG (A) e IgA (B) para 4 isoformas de GP2
diferentes en 44 pacientes con EC, 30 pacientes con CU y 21 donantes de sangre.

Ejemplos
Sin pretender ser limitante, la invencion se explicara ahora con mas detalle en referencia a un ejemplo.

Los experimentos proporcionados en el presente documento demuestran que los autoanticuerpos dirigidos a las
isoformas mas largas de GP2 (1 y 2) pueden usarse para el diagndstico de la enfermedad celiaca de novo y se
caracterizan por mejores caracteristicas de rendimiento del ensayo que los autoanticuerpos en comparacion con las
isoformas mas cortas. Se pueden usar autoanticuerpos para las isoformas mas cortas de GP2, en particular la isoforma
4, para el diagnostico diferencial de enfermedades inflamatorias intestinales y muestran una mejor diferenciacion de
pacientes con enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa.

Materiales:
Expresion de GP2 en células de Spodoptera frugiperda 9

Para la expresion de las cuatro isoformas de GP2, se emplearon cuatro plasmidos que codifican la secuencia de
aminoacidos de las isoformas de GP2 NP_001007241.2 (isoforma 1), NP_001493.2 (isoforma 2), NP_001007242.2
(isoforma 3) y NP_001007243.2 (isoforma 4) (fig. 1, tablas 1-3). Se afadieron un sitio de escision de trombina (VPRGS)
y un marcador de His6 en el extremo C-terminal. El inserto obtenido se ligdé en un sitio BamHI y EcoRI de un vector
pVL1393 lo que dio como resultado 4 plasmidos (pVL-GP2xtrunc-Trombina-His) y las construcciones se verificaron
mediante secuenciacion.

Para transfeccion, se diseminaron 106 células Sf9 en medio de cultivo TC-100 (Biochrom, Berlin, Alemania) que
contiene FCS al 10 %, glutamina 6 mM, estreptomicina 50 ug/ml y penicilina 50 U/ml, y se incubaron en un matraz de
25 cm2 durante al menos dos horas a 28 °C. Para transfeccion, se prepararon dos soluciones que contenian 2,5 ug
de BaculoGold (Virus-DNA, BD Biosciences, San José, CA) y 2,5 ug de ADN de los vectores pVL-GP2xtrunc-
Trombina-His y el reactivo de transfeccion Polyfect (Qiagen, Hilden, Alemania) disueltos en agua destilada,
respectivamente. Ambas soluciones se mezclaron e incubaron a temperatura ambiente (TA) durante 20 minutos.

El medio de cultivo de Sf9 se reemplazé con TC-100 sin suero y la solucidn de transfeccion preparada se afiadié al
cultivo de Sf9 y se incubd durante una noche a 28 °C, posteriormente. A continuacion, el medio se cambié por medio
de cultivo. Después de 5 dias, se recogi6 el sobrenadante que contenia el virus recombinante y se uso para infecciones
adicionales.
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Para la infeccion de células Sf9 con el ADN de GP2 que contenia Baculovirus, se diseminaron células Sf9 en matraces
de 150 cm? con una densidad de 2x106 células/cm2. El sobrenadante de un cultivo infectado anterior se afiadié en
una proporcion de 1 a 10 y los cultivos se incubaron en un agitador (100 rpm) a 28 °C durante 3 dias. Después de
recoger el sobrenadante para la purificacion de la isoforma de GP2 secretada, la expresion de GP2 se controlo
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) y transferencia de Western
usando anticuerpos anti-His y anti-GP2 humana como se describe en otra parte.

Purificacion de isoformas de GP2 mediante cromatografia de intercambio iénico y quelato de Ni

Los sobrenadantes recogidos se clarificaron mediante centrifugacion y se sometieron a una columna de quelato de Ni
(HisTrap, 1 ml, GE Healthcare) controlada por AKTA-FPLC (GE Healthcare, Munich, Alemania) equilibrada con tampén
de union (fosfato de sodio 20 mM, NaCl 200 mM, imidazol 50 mM, pH 8,0). Para eliminar la proteina no unida, la
columna se aclard posteriormente con 7 ml de tampdn de unién. Las proteinas unidas se eluyeron con imidazol
500 mM en una solucién de fosfato de sodio 20 mM (pH 7,5). Las fracciones se recogieron y se almacenaron con
azida de sodio al 0,01 % a 4 °C hasta su purificacion posterior.

Para cromatografia de intercambio anidnico, se equilibré una columna Mono Q 5/50 (SGE Healthcare) con fosfato de
sodio 20 mM (pH 7,5). Después de la aplicacion de la solucién que contiene GP2, las proteinas unidas se eluyeron
con un gradiente de NaCl 1 M en un tampén de fosfato de sodio 20 mM (pH 7,5). Las fracciones que contenian
glucoproteina 2 se agruparon, se dializaron frente a tampoén Tris 50 mM (pH 7,5) y se almacenaron con azida sédica
al 0,01 % a 4 °C hasta su uso posterior.

Deteccidn de anticuerpos anti-isoforma de GP2 mediante ELISA

Se evaluaron IgG e IgA contra las 4 isoformas de GP2 en muestras de suero de pacientes y controles mediante un
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Como dianas antigénicas en fase solida, estos ensayos emplean
las diferentes isoformas de GP2 humanas recombinantes expresadas en células de Spodoptera frugiperda 9. En
resumen, se aplicaron isoformas de GP2 a una concentracion de 5 ug/ml sobre placas de microtitulacion Maxisorb
(Nunc, Roskilde, Dinamarca) en tampoén de recubrimiento (pH 9,5) a 4 °C. Después de bloquear a TA durante una
hora, las muestras de suero diluidas 1 en 100 se incubaron a TA durante una hora y se lavaron. Se afiadieron
anticuerpos IgG o IgA anti-humanos conjugados con peroxidasa de rabano picante (Seramun GmbH, Heidesee,
Alemania) y se revelaron con sustrato de perdxido de hidrégeno/tetrametilbencidina listo para su uso (Seramun,
Heidesee, Alemania). La reaccion se detuvo con acido sulfurico 0,25 mol/l después de 15 minutos. La densidad optica
(DO) de las muestras se ley6 usando un lector de microplacas (SLT, Crailsheim, Alemania) a una longitud de onda de
450 nm/620 nm.

ELISA para la deteccion de anticuerpos especificos de ECe

Los anticuerpos IgA e 1gG en suero contra tTG recombinante humano (anti-tTG) y dDG (anti-dGD) se determinaron
mediante ELISA segun las instrucciones del fabricante (GA Generic Assays GmbH) [34]. La densidad optica se leyo
en un lector de microplacas a 450 nm vy los resultados se expresaron como unidades arbitrarias (U/ml). Para estos
ensayos se uso el punto de corte de positividad a 10 U/ml de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. La
sensibilidad del ensayo funcional [35] se determiné a 2 U/ml y 3 U/ml para IgA anti-tTG y anti-dGD, respectivamente,
y 3 U/mly 2 U/ml para IgG contra tTG y dGD, respectivamente.

Analisis estadistico

Se usaron las pruebas de Mann-Whitney de dos colas, no paramétrica, y de Kruskal-Wallis para evaluar diferencias
estadisticamente significativas de muestras independientes en 2 o mas grupos, respectivamente. Se empled la prueba
de Wilcoxon no paramétrica para analizar muestras emparejadas. Los valores de P menores de 0,05 se consideraron
significativos. Los calculos se realizaron con el software estadistico Medcalc (Medcalc, Mariakerke, Bélgica).

Ejemplo 1: Se dirigen anticuerpos anti-glucoproteina 2 en pacientes con enfermedad celiaca contra las
isoformas largas 1y 2

Los experimentos proporcionados en el presente documento muestran que en muestras de suero obtenidas de
pacientes con ECe, se observaron niveles significativamente mayores de IgG para las isoformas 1, 2 y 3 de GP2
cGP2red con respecto a las de donantes de sangre. La reactividad de IgG a la isoforma 4 no fue diferente (p > 0,05).
Por el contrario, los niveles de IgA para las cuatro isoformas de GP2 mostraron niveles significativamente mayores en
pacientes con enfermedad celiaca de novo que en los controles. Hubo una reactividad significativamente mayor de
IgG e IgA a las isoformas de GP2 mas largas 1y 2 de GP2 cGP2red con respecto a las isoformas mas cortas 3 y 4.

Sujetos

Se evaluaron diez muestras de suero de pacientes con ECe de novo y 50 sueros de control de donantes de sangre

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2790577 T3

sanos (DS). La mediana de edad de los 40 pacientes con ECe (8 mujeres) fue de 16 afios con un intervalo intercuartil
(IIC) de 6 afios a 22 afos. La mediana de edad de los DS (23 mujeres, 27 hombres) fue de 24 afios (IIC 18-41). Los
diagnosticos clinicos se basaron en criterios clinicos, radioldgicos, endoscopicos e histolégicos convencionales.

Resultados

Los pacientes con enfermedad celiaca de novo demostraron niveles significativamente mayores de IgG contra las
isoformas 1, 2 y 3 de GP2 cGP2red con respecto a los de donantes de sangre (p = 0,001, p = 0,004, p = 0,0388,
respectivamente) (fig. 2, 3). La reactividad de IgG a la isoforma 4 no fue diferente (p > 0,05). Por el contrario, los
niveles de IgA para las 4 isoformas de GP2 mostraron niveles significativamente mayores en pacientes con
enfermedad celiaca de novo que en los controles (p <0,001, respectivamente). Hubo una reactividad
significativamente mayor de IgG e IgA a las isoformas de GP2 mas largas 1y 2 de GP2 cGP2red con respecto a las
isoformas mas cortas 3 y 4 (p > 0,05, respectivamente).

Al investigar a pacientes con enfermedad celiaca de novo y controles, el andlisis de la curva de caracteristicas
operativas del receptor revel6 un area bajo la curva (ABC) significativamente mayor para autoanticuerpos IgG contra
la isoforma 1 (0,898, IC al 95 %: 0,792 - 0,961) y 2 (0,854, IC al 95 %: 0,739 - 0,932) cGP2red con respecto a
autoanticuerpos contra la isoforma 4 (0,638, IC al 95 %: 0,505 - 0,758, p < 0,05, respectivamente). Hubo una tendencia
a una ABC mayor para IgG contra a la isoforma 1y 2 en contraste con los autoanticuerpos contra la isoforma 3 (0,708,
IC al 95 %: 0,576 - 0,818; p = 0,0725, p = 0,0652, respectivamente).

Los autoanticuerpos IgA contra la isoforma 1 (1,000, IC al 95 %: 0,940 - 1,000) y 2 (1,000, IC al 95 %: 0,940 - 1,000)
demostré una ABC cGP2red significativamente mayor con respecto a autoanticuerpos contra la isoforma 3 (0,912, IC
al 95 %: 0,810 - 0,970, p < 0,05, respectivamente). Hubo una tendencia a una ABC mayor para IgG contra a la isoforma
1y 2 en contraste con los autoanticuerpos contra la isoforma 4 (0,957, IC al 95 %: 0,871 - 0,992; p = 0,0712, p =
0,0712, respectivamente).

En resumen, pueden usarse autoanticuerpos para las isoformas mas largas de GP2 para el diagndstico de la
enfermedad celiaca de novo y se caracterizan por mejores caracteristicas de rendimiento del ensayo que los
autoanticuerpos para las isoformas mas cortas.

Ejemplo 2: Se dirigen anticuerpos anti-glucoproteina 2 en pacientes con EC contra las isoformas largas 1y 2

La invencién también se basa en el hallazgo de que las isoformas de GP2 como se desvelan en el presente documento
son sorprendentemente adecuadas para el diagnostico o el control de la terapia de enfermedades inflamatorias
cronicas u otras enfermedades autoinmunitarias, especialmente enfermedad de Crohn (EC) y/o colitis ulcerosa (CU).
En particular, las nuevas isoformas de GP2 como se describen en el presente documento permiten una diferenciacion
mas reproducible y mas precisa entre EC y CU. Se pueden usar autoanticuerpos para las isoformas mas cortas de
GP2, en particular la isoforma 4, para el diagnéstico diferencial de enfermedades inflamatorias intestinales y muestran
una mejor diferenciacion de pacientes con enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa.

Sujetos

44 pacientes con EC, 30 pacientes con CU y 21 donantes de sangre se analizaron para detectar IgG e IgA anti-isotipos
de GP2. Los diagnésticos clinicos se basaron en criterios clinicos, radiolégicos, endoscoépicos e histologicos
convencionales.

Resultados

El IgG contra la isoforma 1 de GP2 demostré valores de DO significativamente diferentes en 44 pacientes con EC, 30
pacientes con CU y 21 donantes de sangre (Fig. 5, p < 0,0001). Los pacientes con EC demostraron IgG elevado contra
la isoforma 1 de GP2 en comparacion con los de pacientes con CU y donantes de sangre (p < 0,05). Asimismo, los
pacientes con CU tenian mayores anticuerpos contra la isoforma 1 que los donantes de sangre (p < 0,05).

De manera analoga, IgG contra las isoformas 2 y 3 de GP2 también demostré valores de DO significativamente
diferentes en 44 pacientes con EC, 30 pacientes con CU y 21 donantes de sangre (Fig. 6, 7, p < 0,0001). Los pacientes
con EC demostraron IgG elevado contra las isoformas 2 y 3 de GP2 en comparacion con los de pacientes con CU y
donantes de sangre (p < 0,05, respectivamente). Asimismo, los pacientes con CU tenian mayores anticuerpos contra
la isoforma 2 y 3 que los donantes de sangre (p < 0,05, respectivamente).

El IgG contra la isoforma 4 de GP2 también demostro valores de DO significativamente diferentes en 44 pacientes con
EC, 30 pacientes con CU y 21 donantes de sangre (Fig. 8, p < 0,0001). Los pacientes con EC revelaron IgG elevado
contra la isoforma 4 de GP2 en comparacién con los de pacientes con CU y donantes de sangre (p < 0,05). Sin
embargo, los pacientes con CU no tenian un nivel de anticuerpos diferente a la isoforma 4 en comparacion con los
donantes de sangre (p > 0,05).

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2790577 T3

El IgA contra las isoformas 1, 3 y 4 de GP2 también demostr6 valores de DO significativamente diferentes en 44
pacientes con EC, 30 pacientes con CU y 21 donantes de sangre (p < 0,0001). Los pacientes con EC mostraron IgGA
elevado contra las isoformas 1, 3 y 4 de GP2 en comparacién con los de pacientes con CU y donantes de sangre
(p < 0,05, respectivamente). Sin embargo, los pacientes con CU no tenian un nivel de anticuerpos diferente a esas 3
isoformas en comparacion con los donantes de sangre (p > 0,05).

El IgA contra la isoforma 2 de GP2 también demostré valores de DO significativamente diferentes en 44 pacientes con
EC, 30 pacientes con CU y 21 donantes de sangre (p < 0,0001). Los pacientes con EC revelaron IgG elevado contra
la isoforma 2 de GP2 en comparacion con los de pacientes con CU (p < 0,05) pero no de donantes de sangre (p > 0,05).

Los resultados muestran que, a través de un andlisis de caracteristicas operativas del receptor (ROC), las nuevas
isoformas de GP2, en particular isoforma 4 de GP2, permiten mejor deteccién y/o diferenciacion para el diagnéstico
serolégico de la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU).

Los experimentos desvelados en el presente documento demuestran que es posible una clara diferenciacién entre EC
y CU a nivel seroldgico mediante el uso de las isoformas desveladas en el presente documento, preferentemente
isoformas 3 y/o 4 de GP2 (Fig. 7 y 8). Como se puede observar en estas figuras, los autoanticuerpos IgG de pacientes
con CU no se unen a las isoformas 3 y 4 de GP2. Por lo tanto, el uso de las isoformas 3 y 4 en el método de diagnoéstico
como se describe en el presente documento permitira una clara diferenciacién entre los pacientes con EC y CU. #

Abreviaturas

DS, donante de sangre; ECe, enfermedad celiaca; IC, intervalo de confianza; EC o ECr, enfermedad de Crohn; CV,
coeficiente de variacion; ELISA, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas; DSG, dieta sin gluten; GP2,
glucoproteina 2; Ell, enfermedad inflamatoria intestinal; 1IC, intervalo intercuartil; célula M, célula microplegada o
membranosa; PAB, autoanticuerpo pancreatico; rho, coeficiente de correlacion de rango de Spearman; TA,
temperatura ambiente, colitis ulcerosa CU,
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tgcattctga cccaggcatc tgcagtgcag cgaggttatg gaaaccccat tgaagccagt 120
tcgtatggge tggacctgga ctgcggagcet cctggcacce cagaggctca tgtetgtttt 180
gacccctgte agaattacac cctcecctggat gaacccttce gaagcacaga gaactcagca 240
gggtcccagg ggtgcgataa aaacatgagc ggctggtacc getttgtagg ggaaggagga 300
gtaaggatgt cggagacctg tgtccaggtg caccgatgcc agacagacgc tcccatgtgg 360
ctgaatggga cccaccctge ccttggggat ggcatcacca accacactgce ctgtgcccat 420
tggagtggca actgctgttt ctggaaaaca gaggtgctgg tgaaggecctg cccaggeggg 480
taccatgtgt accggttgga aggcactccce tggtgtaatc tgagatactg cacagttceca 540
cgagacccat ccactgtgga ggacaagtgt gagaaggcct gccgccccga ggaggagtge 600
cttgccctca acagcacctg gggectgttte tgcagacagg acctcaatag ttcetgatgtce 660
cacagtttgc agcctcaget agactgtggg cccagggaga tcaaggtgaa ggtggacaaa 720
tgtttgectgg gaggcctggg tttgggggag gaggtcattg cctacctgeg agacccaaac 780
tgcagcagca tcttgcagac agaggagagg aactgggtat ctgtgaccag ccccgtccag 840
gctagtgccet gcaggaacat tctggagaga aatcaaaccc atgccatcta caaaaacacce 900
ctctecttgg tcaatgattt catcatcaga gacaccatcce tcaacatcaa cttccaatgt 960
gcctacccac tggacatgaa agtcagcectce caagctgect tgcagecccat tgtaagttcece 1020
ctgaacgtca gtgtggacgg gaatggagag ttcattgtca ggatggccct cttccaagac 1080
cagaactaca cgaatcctta cgaaggggat gcagttgaac tgtctgttga gtccgtgetg 1140
tatgtgggtg ccatcttgga acaaggggac acctcccggt ttaacctggt gttgaggaac 1200
tgctatgcca cccccactga agacaaggcet gaccttgtga agtatttcat catcagaaac 1260
agctgctcaa atcaacgtga ttccaccatc cacgtggagg agaatgggca gtcctcggaa 1320
agccggttcet cagttcagat gttcatgttt gcectggacatt atgacctagt tttcectgeat 1380
tgtgagattc atctctgtga ttctcttaat gaacagtgcc agecttcecttg ctcaagaagt 1440
caagtccgca gtgaagtacc ggccatcgac ctagcccggg ttctagattt ggggcccatce 1500
actcggagag gtgcacagtc tccecggtgtc atgaatggaa cccctagcac tgcagggtte 1560
ctggtggcct ggcctatggt cctcctgact gtectectgg cttggetgtt ctga 1614

<210>6

<211> 1605

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6
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atgcctcacce ttatggaaag gatggtggge tctggectcee tgtggetgge cttggtetcee 60
tgcattctga cccaggcatc tgcagtgcag cgaggttatg gaaaccccat tgaagccagt 120
tcgtatggge tggacctgga ctgcggaget cctggcaccce cagaggctca tgtcectgtttt 180
gacccecctgtce agaattacac cctectggat gaacccttcce gaagcacaga gaactcagca 240
gggtcccagg ggtgcgataa aaacatgagc ggctggtacce getttgtagg ggaaggagga 300
gtaaggatgt cggagacctg tgtccaggtg caccgatgcc agacagacgce tcccatgtgg 360
ctgaatggga cccaccctgce ccttggggat ggcatcacca accacactge ctgtgceccat 420
tggagtggca actgctgttt ctggaaaaca gaggtgctgg tgaaggcctg cccaggecggg 480
taccatgtgt accggttgga aggcactccc tggtgtaatc tgagatactg cacagaccca 540
tccactgtgg aggacaagtg tgagaaggcc tgccgecccecg aggaggagtg ccttgeccte 600
aacagcacct ggggctgttt ctgcagacag gacctcaata gttctgatgt ccacagtttg 660
cagcctcage tagactgtgg gcccagggag atcaaggtga aggtggacaa atgtttgcetg 720
ggaggcctgg gtttggggga ggaggtcatt gcctacctge gagacccaaa ctgcagcagce 780
atcttgcaga cagaggagag gaactgggta tctgtgacca gccecegtceca ggectagtgec 840
tgcaggaaca ttctggagag aaatcaaacc catgccatct acaaaaacac cctcectcecettg 900
gtcaatgatt tcatcatcag agacaccatc ctcaacatca acttccaatg tgcctaccca 960
ctggacatga aagtcagcct ccaagctgcec ttgcagceccca ttgtaagttc cctgaacgtce 1020
agtgtggacg ggaatggaga gttcattgtc aggatggccce tcttceccaaga ccagaactac 1080
acgaatcctt acgaagggga tgcagttgaa ctgtctgttg agtccgtget gtatgtgggt 1140
gccatcttgg aacaagggga cacctceccecgg tttaacctgg tgttgaggaa ctgctatgcece 1200
acccccactg aagacaagge tgaccttgtg aagtatttca tcatcagaaa cagctgcectca 1260
aatcaacgtg attccaccat ccacgtggag gagaatgggc agtcctcgga aagccggttce 1320
tcagttcaga tgttcatgtt tgctggacat tatgacctag ttttcctgeca ttgtgagatt 1380
catctctgtg attctcttaa tgaacagtgec cagceccecttcett gectcaagaag tcaagtcecge 1440
agtgaagtac cggccatcga cctagcccgg gttctagatt tggggcccat cactcecggaga 1500
ggtgcacagt ctccecggtgt catgaatgga acccctagca ctgcagggtt cctggtggcece 1560
tggcctatgg tcctectgac tgtcctectg gettggetgt tcetga 1605

<210>7

<211> 1173

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7
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atgcctcacc ttatggaaag gatggtgggce tctggecctcece tgtggectgge cttggtetcece 60
tgcattctga cccaggcatc tgcagtgcag cgagttccac gagacccatc cactgtggag 120
gacaagtgtg agaaggcctg ccgcecceccecgag gaggagtgece ttgeccctcaa cagcacctgg 180
ggctgtttct gcagacagga cctcaatagt tctgatgtcec acagtttgca gectcagceta 240
gactgtgggc ccagggagat caaggtgaag gtggacaaat gtttgctggg aggcctgggt 300
ttgggggagg aggtcattgc ctacctgcga gacccaaact gcagcagcat cttgcagaca 360
gaggagagga actgggtatc tgtgaccagc ccecgtccagg ctagtgectg caggaacatt 420
ctggagagaa atcaaaccca tgccatctac aaaaacaccc tctccttggt caatgatttce 480
atcatcagag acaccatcct caacatcaac ttccaatgtg cctacccact ggacatgaaa 540
gtcagcctee aagcectgectt gecageccatt gtaagttece tgaacgtcag tgtggacggg 600
aatggagagt tcattgtcag gatggccctce ttccaagacc agaactacac gaatccttac 660
gaaggggatg cagttgaact gtctgttgag tccgtgectgt atgtgggtge catcttggaa 720
caaggggaca cctcceggtt taacctggtg ttgaggaact gctatgccac ccccactgaa 780
gacaaggctg accttgtgaa gtatttcatc atcagaaaca gctgctcaaa tcaacgtgat 840
tccaccatce acgtggagga gaatgggcag tcctcggaaa gccggttctc agttcagatg 900
ttcatgtttg ctggacatta tgacctagtt ttcctgcatt gtgagattca tctctgtgat 960
tctcettaatg aacagtgecca gecttettge tcaagaagtce aagtccgecag tgaagtaccg 1020
gccatcgace tagccegggt tctagatttg gggecccatca ctecggagagg tgcacagtcet 1080
cceggtgtca tgaatggaac ccctagcact gcagggttcec tggtggectg gectatggtce 1140
ctcctgactg tecctectgge ttggetgtte tga 1173
<210> 8
<211> 1164
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 8
atgcctcacc ttatggaaag gatggtgggc tctggcecctcece tgtggetgge cttggtetcecce 60
tgcattctga cccaggcatc tgcagtgcag cgagacccat ccactgtgga ggacaagtgt 120
gagaaggcct gccgccccga ggaggagtgce cttgceccctca acagcacctg gggectgttte 180
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tgcagacagg
cccagggaga
gaggtcattg
aactgggtat
aatcaaaccc
gacaccatcc
caagctgect
ttcattgtca
gcagttgaac
acctcececggt
gaccttgtga
cacgtggagg
gctggacatt
gaacagtgcc
ctagceceggg
atgaatggaa

gtcectectgg

acctcaatag
tcaaggtgaa
cctacctgeg
ctgtgaccag
atgccatcta
tcaacatcaa
tgcagcccat
ggatggcecct
tgtctgttga
ttaacctggt
agtatttcat
agaatgggca
atgacctagt
agccttcettg
ttctagattt
ccectageac

cttggetgtt
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ttctgatgtce
ggtggacaaa
agacccaaac
cceccgtecag
caaaaacacc
cttccaatgt
tgtaagttcce
cttccaagac
gtcecgtgetg
gttgaggaac
catcagaaac
gtcctecggaa
tttectgeat
ctcaagaagt
ggggcccatce
tgcagggttce

ctga

cacagtttgc
tgtttgcectgg
tgcagcagca
gctagtgect
ctctcecttgg
gcctacccac
ctgaacgtca
cagaactaca
tatgtgggtg
tgctatgceca
agctgctcaa
agcecggttcet
tgtgagattc
caagtccgca
actcggagag

ctggtggect
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agcctcagcet
gaggcctggg
tcttgcagac
gcaggaacat
tcaatgattt
tggacatgaa
gtgtggacgg
cgaatcctta
ccatcttgga
ccecccactga
atcaacgtga
cagttcagat
atctctgtga
gtgaagtacc
gtgcacagtc

ggcctatggt

agactgtggg
tttgggggag
agaggagagg
tctggagaga
catcatcaga
agtcagcctce
gaatggagag
cgaaggggat
acaaggggac
agacaaggct
ttccaccatc
gttcatgttt
ttctcttaat
ggccatcgac
tceceggtgte

cctectgact

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1164
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REIVINDICACIONES

1. Método in vitro para el diagndstico de colangitis esclerosante primaria mediante la deteccion de autoanticuerpos de
una muestra que se unen con una o mas isoformas de glucoproteina 2 (GP2), que comprende

- proporcionar una muestra de un sujeto que presenta sintomas y/o se sospecha que tiene colangitis esclerosante
primaria,

- proporcionar dos o mas isoformas de glucoproteina 2 (GP2), en donde se proporcionan al menos una de las
isoformas 1 y/o 2 y al menos una de las isoformas 3 y/o 4, en donde las secuencias de aminoacidos de las isoformas
1,2, 3y 4 son segun las SEQ ID NO 1, 2, 3 y 4, respectivamente, o secuencias de aminoacidos de mas de 80 %,
mas de 85 %, mas de 90 % o mas preferentemente mas de 95 % de identidad de secuencia con secuencias de
las SEQIDNO 1,2,3vy4,

- poner en contacto dicha muestra con dichas isoformas de GP2 y

- detectar autoanticuerpos de dicha muestra que se unen con dichas una o mas isoformas

- en donde las etapas de contacto y deteccién comprenden: permitir que los autoanticuerpos en dicha muestra se
unan con mas de una de dichas isoformas de GP2, formando de este modo un complejo (complejo GP2-
autoanticuerpo), poner en contacto dicho complejo con un marcador para formar un complejo marcado; y detectar
la presencia o ausencia del complejo marcado para dichas isoformas de GP2 y asociar la presencia de los
autoanticuerpos detectados en la muestra con la presencia de colangitis esclerosante primaria.

2. Equipo para el diagndstico de un trastorno autoinmunitario mediante la deteccidon de autoanticuerpos de una muestra
que se unen con una o mas isoformas de glucoproteina 2 (GP2), que comprende dos o mas isoformas de GP2, en
donde al menos una de las isoformas 1 y/o 2 y al menos una de las isoformas 3 y/o 4 estan presentes, en donde las
secuencias de aminoacidos de las isoformas 1, 2, 3 y 4 son segun las SEQ ID NO 1, 2, 3 y 4, respectivamente, o
secuencias de aminoacidos de mas de 80 %, mas de 85 %, mas de 90 % o mas preferentemente mas de 95 % de
identidad de secuencia con secuencias de las SEQ ID NO 1, 2, 3y 4.

3. Equipo para el diagndstico de un trastorno autoinmunitario mediante la deteccion de autoanticuerpos de una muestra
gue se unen con una o mas isoformas de glucoproteina 2 (GP2) segun la reivindicaciéon anterior, que comprende
ademas:

- uno o mas anticuerpos humanos antiinmunoglobulina, en donde dichos anticuerpos humanos anti-
inmunoglobulina se unen a autoanticuerpos de los subtipos de Ig 19G, IgA y/o IgM,

- un marcador, capaz de unirse a dicho anticuerpo humano anti-inmunoglobulina o ligado a dicho anticuerpo anti-
inmunoglobulina, y

- un medio para detectar dicho marcador, y

- una fase sélida en la que al menos una de las isoformas 1 y/o 2 y al menos una de las isoformas 3 y/o 4 se
inmovilizan mediante un conector o espaciador, o mediante unién o reticulacién, en donde las secuencias de
aminoacidos de las isoformas 1, 2, 3 y 4 son segun las SEQ ID NO 1, 2, 3 y 4, respectivamente, o secuencias de
aminoacidos de mas de 80 %, mas de 85 %, mas de 90 % o mas preferentemente mas de 95 % de identidad de
secuencia con secuencias de las SEQIDNO 1, 2, 3y 4.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5

IgG anti GP2-1 (DO)

Fig. 6

IgG anti GP2-2 (DO)
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Fig. 7
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Fig. 9
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