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RESUMO

“Método analitico e kit para o mesmo”

A presente invencdo refere-se a um péptido que compreende
uma arginina simetricamente dimetilada e constitui um
determinante imunoldégico de anticorpos presentes no soro de
pacientes com 1lupus eritematoso sistémico (SLE) e em que a
metilacdo ¢é um requisito ©prévio para reagir com estes
anticorpos. A invencdo também se refere a wutilizacdo do
referido péptido para o diagndéstico de SLE e diferenciacéo
entre SLE e MCTD.
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DESCRICAO
“Método analitico e kit para o mesmo”
Campo da inveng¢ao

A presente invencdo refere-se a um péptido gque compreende
uma arginina simetricamente dimetilada e constitui um
determinante imunoldégico de anticorpos presentes no soro de
pacientes com lupus eritematoso sistémico (SLE) e em que a
metilacdo é um requisito prévio para reagir com os referidos
anticorpos. A invencdo também se refere a wutilizacdo do
referido péptido para o diagndéstico de SLE e diferenciacédo
entre SLE e doenca mista do tecido conjuntivo (MCTD).

Antecedentes da invencéao

As doencas reumdticas sistémicas caracterizam-se pela
ocorréncia de auto-anticorpos circulantes contra alvos
intracelulares definidos (revisto em von Mihlen e Tan, 1995).
Entre os primeiros auto-anticorpos a ser identificados estéo
0os anti-Sm, gue tém uma associacdo estreita com o lapus
eritematoso sistémico (SLE) (Tan e Kunkel 1966). Deste modo,
os anticorpos anti-Sm foram incluidos como um dos critérios de
classificacdo para esta doenca pela American College of
Rheumatology (Tan et al., 1982). Além dos auto-anticorpos
direccionados para o complexo  Sm, muito frequentemente
encontram-se anticorpos anti-ADN, anti-PCNA, anti-Ul-RNP,
anti-nucleossoma, anti-histona, anti-Ro/SS-A, anti-La/SS-B,
anti-RNP ribossdémico e antifosfolipido em pacientes gque sofrem
de SLE (von Mihlen e Tan 1995).

Em média, ¢é encontrada reactividade anti-Sm em 5-30% dos
pacientes com SLE, embora a frequéncia especifica varie com
base no sistema de deteccdo e etnicidade da populacdo com SLE
(Abuaf et al., 1990; Jaekel et al., 2001). O antigénio de Sm
faz parte do complexo de corte e rearranjo (spliceossoma) que
catalisa o corte e rearranjo (“splicing”) do pré-ARNm nuclear
(Seraphin, 1995; Lerner et al., 1980). O préprio complexo
compreende pelo menos nove polipéptidos diferentes com pesos
moleculares na gama de 9-29,5 kDa [B (B1, 28 kDba), B'(BR2,
29 kba), N (B3, 29,5 kDa), Dl (l6 kDa), D2 (16,5 kDa), D3
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(18 kDa), E (12 kDa), F (11 kDa) e G (9 kDa)] (Hoch, 1994).
Todas essas proteinas nucleares podem servir como alvos da
resposta imunitaria anti-3Sm, muito frequentemente os
polipéptidos B e D, que sdo assim considerados os antigénios
principais (Hoch, 1994; Brahms et al., 1997; Ou et al., 1997).
No entanto, os RNP egpecificos de SmBB’ e Ul gque sdo muito
frequentemente o alvo dos auto-anticorpos em pacientes com
MCTD partilham epitopos de reactividade cruzada pelo que o SmD
¢ considerado o antigénio de Sm mais especifico (van Venrooij
et al., 1991; Hoch et al., 1999). De entre a familia de SmD, o
padrdo de SmD1/D3 ¢ pelo menos quatro vezes mais comum do que
o reconhecimento de SmD1/D2/D3 com uma imunorreactividade para
SmD1 pronunciada (Hoch et al., 1999). Em estudos de mapeamento
de epitopos, varios epitopos lineares e conformacionais foram
mapeados nas proteinas SmB e D (Rokeach et al., 1992; Hirakata
et al., 1993). Em SmDl e BB' a reactividade principal foi
encontrada predominantemente nas extenssbes C-terminais
(Rokeach et al., 1992; Hirakata et al., 1993; Rokeach e Hoch,
1992). Verificou-se que o epitopo PPPGMRPP (SEQ ID NO:2) que
ocorre trés vezes nas extensdes C-terminais de SmBB' tem
reactividade cruzada com outras estruturas ricas em prolina de
auto-antigénios do spliceossoma, tais como antigénios
especificos de Ul e de proteinas retrovirais, tais como p24
gag de HIV-1 (De Keyser et al., 1992). Estudos de
monitorizacdo e experiéncias de imunizacdo revelaram que este
motivo é consistentemente o epitopo de SmBB' detectado mais
precocemente que actua como ponto de partida de fendmenos de
disseminacdo de epitopos na molécula BB' e para os
polipéptidos SmD (Arbuckle, 1999; Greidinger e Hoffman, 2001).
Um estudo recente identificou cinco epitopos lineares em SmD2
e quatro em SmD3 distribuidos nas moléculas inteiras (McClain
et al., 2002). Todos estes epitopos partilham propriedades
badsicas e estdo expostos na superficie da proteina, o que os
torna antigénicos (McClain et al., 2002). Um dos epitopos de
células B em SmD3 descritos (epitopo 4; aa 104-1206)
apresentava uma homologia estreita com uma regido antigénica
da proteina SmDl, conduzindo por fim a uma reactividade
cruzada (McClain et al., 2002). Para fins de diagndstico,
utilizou-se um péptido sintético que corresponde a extensdo
C-terminal de SmDl para desenvolver um sistema ELISA com
sensibilidades e especificidades de diagndéstico na gama de 36-
70% e de 91,7% e 97,2%, respectivamente (Riemekasten et al.,
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1998; Jaekel et al., 2001). Recentemente, verificou-se gue os
polipéptidos D1, D3 e BB' contém dimetilarginina simétrica
(sdR) qgque constitui um auto-epitopo principal no terminal C de
SmD1 (Brahms et al., 2000; Brahms et al., 2001). Num destes
estudos, um péptido sintético de SmD1 (aa 95-119) que continha
sdR demonstrou uma imunorreactividade significativamente
aumentada em comparacdo com o péptido ndo modificado, o que
reflecte uma contradicdo com dados anteriores (Riemekasten et
al., 1998; Brahms et al., 2000).

Em WO099/11667 descreve-se um método para produzir
péptidos gque contém argininas metiladas e gque constituem
determinantes imunogénicos de anticorpos presentes em soros de
pacientes com SLE ou virus de Epstein-Barr (EBV) e em que a
metilacdo ¢ um requisito ©prévio para reagir com estes
anticorpos. No entanto, estes péptidos estdo descritos em
geral e ndo foi referida nenhuma relacdo entre a sequéncia de
péptido e a capacidade para diagnosticar a doenca auto-imune.

Sumario da invencéao

Verificédmos agora que o péptido que reivindicamos
compreendendo uma arginina simetricamente dimetilada numa
posicdo definida ¢é essencial para o diagndéstico de SLE e
verificou-se, surpreendentemente, gue este péptido pode ser
utilizado num imunoensaio de diagndstico, altamente especifico
e fidvel para a seleccdo de pacientes com SLE e para a
diferenciacdo entre SLE e MCTD. Também se podem utilizar
multimeros do péptido para os mesmos fins. Pode-se utilizar um
kit que compreende o péptido reivindicado para o diagndstico
de SLE, bem como para a diferenciacdo entre SLE e MCTD. A
vantagem da invencdo reivindicada é que ndo detecta amostras
falso positivas do grupo de amostras de MCTD.

Constitui um objecto da presente invencdo proporcionar um
método analitico para a deteccdo de anticorpos anti-Sm.

O presente inventor verificou, surpreendentemente, que a
dimetilacdo simétrica de um determinado residuo de arginina na
sequéncia de SmD3 é crucial para a sua antigenicidade. Deste
modo, num aspecto, a presente invencdo proporciona um péptido
(S33) que contém 15-16 aminodcidos compreendendo arginina
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simetricamente dimetilada (sdR) que ¢é capaz de reagir com
anticorpos e em que a referida dimetilacdo é crucial para a
reaccdo entre o referido péptido e os referidos anticorpos e
em que os referidos anticorpos estdo presentes no soro de
pacientes com lUpus eritematoso sistémico (SLE), em gque o
péptido S33 compreende a sequéncia de aminoacidos
AARGsdRGRGMGRGNIF (SEQ ID NO:1).

Noutro aspecto, a arginina dimetilada simétrica tem a
posicdo 112 na sequéncia polipeptidica de SmD3.

Noutro aspecto, o péptido S33 compreende uma arginina
dimetilada simétrica com a estrutura

CH 4 cu,

HN

N //NH
CH

NH

|
{CHz)‘

HC NH ,COOH

Noutro aspecto, a invencdo é um método para utilizacdo do
péptido S33 para o diagndéstico in vitro de SLE.

Noutro aspecto, a invencdo é um método para utilizacdo do
péptido S33 para a diferenciacdo entre SLE e doenca mista do
tecido conjuntivo (MCTD).

Noutro aspecto, a invencdo é um kit para utilizacdo do
péptido S33 para monitorizacdo 1in vitro da actividade de
doenca em pacientes com SLE com ADNcd negativo, em que a
actividade da doenca é definida como uma correlacdo entre o
titulo de anticorpo e o novo péptido mimotopo e a actividade
da doenca.

Noutro aspecto, a invencdo é um método para monitorizar o
titulo de anticorpo por teste repetido de modo a monitorizar o
efeito do tratamento, ou a actividade da doenca.

Noutro aspecto, a invencdo é um péptido multimérico que
compreende multiplos do péptido S33.
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Breve descrigdo das Figuras

Figura 1. Analise de epitopos de SmD1 e SmD3.
Sintetizaram-se extensdes C-terminais de SmDl1 (a) e SmD3 (b)
como séries de péptidos (15-mero; desfasamento de aa) e
analisaram-se com soros de pacientes. O péptido imunorreactivo

o

n.° 77 foi também testado como variantes de mimotopos (c).
Figura 2. Caracteristicas de desempenho do ensaio, do
novo ensaio anti-S$33. Variabilidade intra-ensaio e inter-
ensaios a), linearidade Db) e anédlise da caracteristica
operacional do <receptor, ROC, incluindo wvalor preditivo
positivo (PPV), wvalor preditivo negativo (NPV) e eficiéncia a
diferentes limites de exclusdo (c).

Figura 3. Um paciente masculino com SLE foi clinica e
serologicamente observado durante um periodo de tempo de
18 meses.

Descrigdo detalhada da invencg¢éao

Exemplo 1
Amostras de soro

Recolheram-se soros (n=628) de pacientes que sofrem de
llpus eritematoso sistémico (SLE; n=176), artrite reumatdide
(RA, n=86), sindrome de Sjogren (SS, n=24); doenca mista do
tecido conjuntivo (MCTD, n=26), esclerodermia (SSc, n=26) e
polimiosite/dermatomiosite (PM/DM, n=13). Todos o0s pacientes
foram classificados de acordo com o0s critérios da ACR para
cada doenca (Tan et al., 1982; Arnett et al., 1988). Para
determinar melhor a especificidade do ensaio, analisdmos um
grupo de soros de pacientes com doencas infecciosas (n=77),
incluindo hepatite C (HCV; n=30), citomegalovirus (CMV; n=22)
e virus Epstein-Barr (EBV; n=25), bem como de 192 dadores de
sangue saudaveis. Todos os soros foram armazenados a -80°C até
utilizacdo. Para mapeamento de epitopos utilizou-se um painel
de cinco soros contendo anticorpos anti-Sm. Como controlos
negativos, seleccionaram-se soros auto-imunes com outras
especificidades de anticorpos diferentes de anti-Sm.
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Caracterizacdo seroldégica de soros de pacientes com SLE
seleccionados ao acaso. Todos os soros de pacientes auto-
imunes foram testados quanto a auto-anticorpos contra
histonas, ADNcd e complexo Sm utilizando Varelisa®
quantitativo (Pharmacia Diagnostics, Freiburg, Alemanha). Os
soros e amostra de SLE que demonstraram resultados inesperados
também foram medidos no kit de pesquisa ANA-Split ELISA semi-
quantitativo (Pharmacia, Freiburg, Alemanha). O Ultimo ensaio
contém os auto-antigénios Ul-68kDa, Ul-A, Ul-C, SmBB', SmD,
Ro-52, Ro-60 e La. Todos os ELISA foram realizados de acordo
com as instrucgbes de utilizacédo.

Exemplo 2
Mapeamento de epitopos com oligopéptidos imobilizados

As sequéncias publicadas de SmD1l, P13641 (Rokeach et al.,
1988) e SmD3, P43331, (Lehmeier et al., 1994) foram utilizadas
para sintetizar péptidos 15-mero com sobreposicdo, com um
robot de pipetagem de acordo com o protocolo descrito por
Gausepohl e Behn (2002). As extensfdes C-terminais de ambos os
polipéptidos foram sintetizadas com um desfasamento de
2 aminodcidos (sobreposicdo de 13 aminodcidos). Cada péptido
que contém arginina foi sintetizado como trés variantes, com
arginina natural, com sdR ou com dimetilarginina assimétrica
(asDMA) nas posicdes respectivas. Mais tarde, sintetizou-se um
péptido de SmD3 altamente reactivo com algumas combinac¢cdes de
arginina natural e sdR. No final da sintese de péptidos os
sitios de ligacdo nédo especificos foram blogueados por
incubacdo das membranas durante a noite em tampdo bloqueador
(BB), a temperatura ambiente (RT). Apds um passo de lavagem,
as membranas foram incubados com amostras de soro a uma
diluicédo de 1:100 em BB, durante 2h a RT. 0Os anticorpos né&o
ligados foram removidos por trés passos de lavagem. Para
deteccdo diluiu-se anticorpo de cabra anti-IgG humana
conjugado com peroxidase a 1:5000 em BB e incubou-se durante
75 min (RT). Os anticorpos secundéarios supérfluos foram
removidos por trés passos de lavagem. Por fim, os anticorpos
ligados foram visualizados utilizando o sistema de deteccéo
por qgquimioluminescéncia aumentada (ECL) . Utilizaram-se
condicdes de ensaio nas quais o0s soros negativos né&o
apresentavam reactividade.
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Exemplo 3
ELISA de péptido SS3

Preparag¢do de placas ELISA. O péptido S33 liofilizado foi
utilizado para preparar uma solucdo mide de 10 pg/ml que foi
armazenada em aliquotas a -20°C, até utilizacdo. A ligacdo do
péptido a placas ELISA foi realizada utilizando 2,5 pg/ml do
péptido em tampdo de revestimento num volume final de 120 nul
por poco. O procedimento de revestimento foi realizado a 15°C
durante 20 h. Os sitios de ligacdo n&do especifica foram
bloqueados com solucdo bloqueadora. Depois de desprezar a
solugcdo de Dbloqueio, as fases sbélidas foram secas a 37°C
durante 2h e seladas. O ensaio foi realizado de acordo com o
protocolo geral do sistema Varelisa® (Pharmacia Diagnostics,
Freiburg). Os dadores de sangue demonstraram uma gJgama de
reactividade de 0,4-11,5 U/ml o que resulta num valor médio de
2,2 U/ml e um DP de 1,2 U/ml. O 1limite de exclusdo foi
tecnicamente ajustado para 13 U/ml apds andlise ROC. Os PPV e
NPV foram calculados a diferentes wvalores de limite de
excluséo.

Precisdo e reprodutibilidade. Fizeram-se medicdes da
imprecisdo (variabilidade inter-ensaios e intra-ensaio) com 4
e 6 réplicas, respectivamente. Para determinar a precisdo do
ELISA de anti-péptido S33 testaram-se soros anti-Sm adequados,
uma amostra de valor baixo (L); uma amostra de valor médio (M)
e uma amostra de valor elevado (H) em cinco corridas
independentes, num dia (inter-ensaios), ou numa Unica corrida
(intra-ensaio). Para a precisdo na mesma corrida, mediu-se I,
M e H em seis réplicas numa fase sdélida. Os dados de preciséo
foram calculados utilizando analise ANOVA.

Linearidade. A linearidade foi analisada testando
diluicdes (1:1; 2:3; 1:2; 1:4; 1:8; 1l:16; 1:32) do ponto
padrdo mais elevado (S6) e da amostra de valor elevado da
andlise de ©precisdo (H). Para cada ponto de diluicéo,
calculou-se uma razdo entre a reactividade medida e o valor
esperado e subtraiu-se 1 deste quociente.
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Exemplo 4
Estudo de correlacgéao

Testaram-se soros de SLE seleccionados ao acaso (n=50) e
varios controlos (n=100) wutilizando os testes de anticorpo
anti-Sm disponiveis comercialmente, de diferentes fornecedores
(Sm teste A - Sm teste D) e os resultados foram comparados com
o0 observado no teste ELISA de anti-S33.

Exemplo 5
Estudo de monitorizagdo de um paciente com SLE

Um paciente masculino com SLE foi clinica e
serologicamente observado ao longo de um periodo de tempo de
18 meses (6 amostras de soro; veja-se a Figura 3). O paciente
foi testado quanto a anticorpos contra o complexo RNP/Sm, o
antigénio Sm, o complexo Ul-RNP isolado, histonas, ADNcd e
péptido S33, wutilizando os ©respectivos kits de teste da
Pharmacia Diagnostics.

Resultados

Mapeamento fino de epitopos de extensdes C-terminais de SmD1
e D3. Para avaliar o efeito da dimetilacdo de arginina na
antigenicidade de SmDl e SmD3 e para mapear epitopos
relevantes em ambos os polipéptidos, testou-se um painel de
soros anti-Sm com séries de péptidos (15 meros, desfasamento
de 2) que abrangem a regido C-terminal de SmD1 (P13641) e SmD3
(P43331) .

Os resultados mostram gque a dimetilacdo de residuos de
arginina afecta de forma significativa a ligacdo de anticorpos
anti-Sm ao terminal C de polipéptidos SmDl e D3 (veja-se a
Figura 1). Todos os soros anti-SmD (#36, #37, #31, #84, #Sm)
demonstraram uma ligacdo aumentada a péptidos SmD1 que contém
a forma simétrica de dimetilarginina (sdR). Em especial, os
péptidos gque consistem de glicina e repeticdes de DMA
apresentavam exclusivamente uma reactividade forte com os
anticorpos (péptido no. 9, 10). Apesar de tudo, 0s
polipéptidos SmDl gque contém DMA representam um substrato
bastante inespecifico para anticorpos anti-Sm, uma vez que
eles também foram alvo de anticorpos anti-centrédmero (ACA;
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#soro CEN (centrdémero)). De notar gque esses ACA também se
ligaram a péptidos que contém a forma assimétrica de DMA.

As experiéncias de ligacdo com péptidos derivados de SmD3
apresentaram resultados semelhantes. Apenas os péptidos SmD3
que contém sdR reagiram com anticorpos anti-Sm confirmando a
importdncia da metilacgcdo simétrica de residuos de arginina
(veja-se Figura 1b). Ao contrédrio do smDl, nenhum soro
controlo (e.g. CEN) demonstrou ligacdo do anticorpo a péptidos
derivados de SmD3, o que reflecte uma especificidade elevada.
Um péptido particular (N.° 77, '°°AAsSdRGsdRGsdRGMGSARGNIEF'??)
SEQ ID NO:3 foi fortemente reconhecido por trés de entre cinco
soros anti-Sm. Utilizando uma anédlise mutacional em que o0s
residuos de arginina de ‘’®AARGRGRGMGRGNIF'?? (SEQ ID NO:4)
foram sucessivamente substituidos com sdR fomos capazes de
mostrar que um péptido mimotopo com um Unico residuo de
arginina na posicdo 112 apresentava imunorreactividade com
todos os cinco soros anti-Sm (#36, #37, #31, #84, #Sm), mas
ndo com os controlos (e.g. CEN; veja-se Figura 1c). Deste
modo, introduzindo apenas um sdR e numa posicdo definida
(aminoéacido 112) de SmD3, foi possivel aumentar a
sensibilidade deste péptido ('"°*AARGSdRGRGMGRGNIF'??; S33), SEQ
ID NO: 1 sem perda de especificidade. Este péptido candidato
foi subsequentemente sintetizado como antigénio soltvel e
utilizado como substrato em ELISA.

Caracterizagcdo imunosserolégica do grupo de pacientes
com SLE. Para avaliar se a nossa coorte de pacientes com SLE
representa um painel de soros de SLE representativo,
seleccionaram-se aleatoriamente, aproximadamente 100 amostras
de SLE e testaram-se quanto a reactividade para Ul-68kD, Ul-A,
Ul-C, SmBB', SmD, Ro-52/SS-A, Ro-60/SS-A, La/SS-B, histona
ADNcd e B2-glicoproteina (Split ANA-Profil research assay,
Pharmacia Diagnostics, Freiburg, Alemanha). A prevaléncia
encontrada para os diferentes auto-anticorpos tinha uma boa
concordéncia com estudos anteriores (Jaekel et al., 2001).
Deste modo, em relacdo aos seus perfis de auto-anticorpos, a
coorte de SLE parece ser uma populacdo de SLE representativa.
Os resultados das medicdes do painel de SLE estdo resumidos na
tabela 1.
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Tabela 1. Prevaléncia (%) de especificidades de auto-
anticorpos clinicamente relevantes em pacientes que sofrem de
SLE (n=101)

Auto-anticorpos para
Ul-68 Ul-A Ul-C SmBB' SmD Ro-52 Ro-60 La Histona ADNcd Glicoproteina p2

15,8 24,8 25,7 21,8 15,8 21,8 47,5 21,8 37,6 51 17

ELISA de anti-péptido S33

Por motivos técnicos, sintetizou-se um péptido soltvel de
15 aminoé&cidos que apresenta a sensibilidade e especificidade
mais elevada no teste SPOT ("’ AARGSJRGRGMGRGNIF'??) SEQ ID NO:1
com uma Cys adicional no terminal C. Este péptido foi
subsequentemente utilizado para desenvolver um sistema ELISA
baseado no protocolo geral dos testes Varelisa® (Pharmacia,
Freiburg, Alemanha)

Caracteristicas de desempenho do ensaio. Para avaliar as
caracteristicas de desempenho do ensaio analisou-se a
precisdo, reprodutibilidade e linearidade. Encontrou-se uma
variabilidade intra-ensaio e inter-ensaios (CV%) de trés
amostras na gama de 1,82 a 6,25% e de 2,27 a 7,42%,
respectivamente. As séries de diluigdes de duas amostras
demonstraram uma gama linear em cinco diluic¢des subsequentes
(desvio >20%). Para a definicdo de limite de exclusdo, fez-se
uma anadlise das caracteristicas de operacdo do receptor (ROC)
com soros de SLE e controlo. As caracteristicas de desempenho
do ensaio do novo teste anti-S$33, incluindo variabilidade
intra-ensaio e inter-ensaios (a), linearidade (b), anélise
ROC, PPV, NPV e eficiéncia (c) estdo resumidas na Figura 2
(a-c).

Para avaliacdo da relevancia de diagndéstico do novo
teste, utilizou-se um limite de exclusdo técnico de 13U/ml
para combinar especificidade elevada com sensibilidade
moderada. Os soros de 176 pacientes com SLE de 181 pacientes
auto-imunes diagnosticados sem ser com SLE, de 77 pacientes
com doencas infecciosas e de 192 dadores normais humanos foram
analisados no novo sistema ELISA. 28 pacientes com SLE (15, 9%)
testaram positivo para anticorpos anti-S$33, apresentando uma
reactividade significativamente aumentada de até 952 U/ml com
um valor médio de 43 U/ml (DP = 160,2 U/ml). Os pacientes com
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disturbios relacionados demonstraram uma reactividade reduzida
significativa no novo sistema ELISA (média 3,36 U/ml). Apenas
um paciente do grupo de RA testou positivo (24,6 U/ml). Nenhum
dos controlos restantes, incluindo pacientes que sofrem de SSc
(n=26), PM/DM (n=13), MCTD (n=126) ou doencas infecciosas
(n=77) apresentou reactividade contra o péptido S33. As
amostras de soro de pacientes com doencas infecciosas
demonstraram uma reactividade reduzida (média 0,67 U/ml; valor
maximo 3,3 U/ml), mesmo quando comparadas com dadores
saudavelis (média 2,21 U/ml; valor méximo 11,5 U/ml). O wvalor
méximo destes soros de doencas infecciosas foi encontrado no
grupo EBV. Os resultados estdo resumidos na Tabela 2.

Tabela 2 Resultados de ELISA utilizando S33 com soros de SLE e
varios soros controlo

N.° (%) de soros Valor Médio Valor Maximo

anti-S33 positivos (U/ml) (U/ml1)
SLE (n=176) 28 (15,9) 43,0 1190,0
Doengas reumdticas (181) 1(0,6) 2,2 24,6
RA (86) 1 (1,2) 1,6 24,6
PSS (24) 0 1,9 3,9
MCTD (26) 0 3,1 12,8
SSc (26) 0 2,4 4,3
PM/DM (13) 0 2,8 9,6
Doengas infecciosas (77) 0 0,67 3,3
HCV (30) 0 0,42 1,1
CMV (22) 0 0,8 3,2
EBV(25) 0 0,78 3,3
Individuos sauddveis (192) 0 2,21 11,5

Em resumo, 15 amostras do grupo de SLE (n=176) e apenas
um soro dos controlos (n=449, 0,2%) tiveram resultados
positivos, resultando numa especificidade de diagndstico de
99,8% e uma sensibilidade de 15,9%. PPV e NPV, bem como a

eficiéncia de diagnéstico foram calculados a 96,6%, 75,3% e

76,3%, respectivamente (veja-se Figura 2c). Estes dados
indicam que 0s anticorpos anti-S33 parecem estar

exclusivamente presentes em soros de pacientes com SLE.

Além da reactividade anti-péptido S33, as amostras de ra
falso positivas contém titulos elevados de anticorpos contra
ul-mps- 68kda (razdo 4,5), ul-c (razdo 9,4) e histonas
(133,8 u/ml) (veja-se tabela 3). Os titulos de anti-smbb’ e
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anti-smd, tal como determinados por ELISA estavam elevados
quando comparados com o0s controlos, mas eram ainda inferiores
aos valores de limite de exclusdo (veja-se a tabela 3).

Tabela 3. Perfil de auto-anticorpos do paciente de RA falso
positivo no novo ensaio de péptido S33

N.° ID Grupo de Ul- Ul- Ul- SmBB'* SmD* Ro- Ro- La* histona’ ADNcd?

do Soro controlo 68kD* A* C* 52* 60* [U/ml1] [U/m1]
R15 Ra 4,5 0,6 9,2 0,8 0,8 0,2 0,7 0,5 133,8 15,6
" Ensaio semiquantitativo (ANA-Split); limite de exclusdo >1,4

! limite de exclusdao (30U/ml)
2 limite de exclusdo (55U/ml)

Correlagcdo com outros auto-anticorpos. Em relacdo a
possiveis correlacdes existentes entre anticorpos anti-S33 e
outras espécies de auto-anticorpos, foi realizada uma
avaliacdo estatistica utilizando o painel de SLE de
aproximadamente 100 soros seleccionados aleatoriamente. As
correlacdes significativas eram com Ul-68kDa (p= 0,0335), Ul-A
(p < 0,0001), Ul-C (p < 0,0001), SmBB' (p < 0,0001), SmD
(p < 0,0001), ADNcd (p < 0,0001) e histona (p < 0,0001), mas
ndo com Ro-52 (p= 0,2192), Ro-60 (p= 0,2212) e La (p= 0,8785)
(veja-se tabela 4).

Tabela 4. Associagdo entre positividade anti-S33 e outras
espécies Aab em SLE

Aab Ul- Ul-A Ul-C SmB Sm D Ro-52 Ro-60 La Histo- dsD Glicopro-
para 68kD B’ na NA teina B2

S33 + 8/16 12/25 11/26 11/22 11/16 5/22 12/48 4/22 10/38 13/51 4/16

50% 48% 42,3% 50% 68,8% 22,7% 25% 18,2% 26,3% 25,5% 25%
2-taile 0,033 <0,0 <0,0 <0,0 <0,0 0,21 0,22 0,87 <0,0 <0,0 0,3792
dp 5* 001* 001* 001* 001* 92 12 85 001* 001*

Correlacédo de Pearson; * Estatisticamente significativo

Analisando a reactividade para o complexo-Sm, cinco
amostras dos pacientes com SLE seleccionados aleatoriamente
(n=101) reagiram com o antigénio de SmD purificado, mas né&o
com o péptido S33. 0Os restantes 11 soros positivos para SmD
(68,8%) também deram resultados positivos no novo ELISA de
anti-péptido S33. De notar que de entre as amostras positivas
para anti-S$33, se encontraram 4 pacientes (#89, #92, #20627,
#9811) todos negativos para anti-SmD e apresentando
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reactividade anti-péptido S33 de 15,4, 21,3, 41,3 e 13,9
unidades, respectivamente.

Para avaliar as correlagcdes com testes de anticorpos
anti-Sm disponiveis comercialmente de diferentes fornecedores,
testaram-se 50 soros de SLE seleccionados ao acaso do grupo de
pacientes com SLE e 100 controlos, utilizando os testes de
anticorpo anti-Sm de diferentes fornecedores. 6 de entre
50 soros SLE (12%) e nenhum dos controlos (0%) era positivo no
teste de anticorpo anti-S33, resultando numa sensibilidade de
12% e uma especificidade de 100%. Pelo contrario, o ensaio
anti-Sm de diferentes fornecedores, o teste de Sm A, B e C
determinaram apenas 5 amostras de SLE (10%) e entre 6 (teste
Sm A, C) e 12 (teste Sm D) pacientes do grupo de controlo. A
maioria dos resultados falso positivo foi encontrada no grupo
de pacientes com MCTD (veja-se Tabela 5).

Tabela 5. Reactividade de soros controlo, essencialmente MCTD
nos testes de diferentes fornecedores

Soro Imunoensaios
N.° ID Diagnéstico Varelisa (R) Teste A Teste B Teste C Teste D
®S33 de Sm de Sm de Sm de Sm
U/ml 13* RE Unidades Razdo Razédo
20* 40° 1* 1*
105 25516 MCTD 3,0 87,9 118,8 1,1 4,8
107 25518 MCTD 1,0 14,4 37,5 0,3 1,4
108 25519 MCTD 0,0 6,7 52,0 0, ,
110 25521 MCTD 0,5 87,4 111,7 1,5 ,
112 25523 MCTD 0,0 21,6 34,1 0,6 0,3
121 25532 MCTD 2,6 7,4 26,9 0,3 3,5
123 25534 MCTD 1,1 10,5 41,7 0,6 2,3
126 25537 MCTD 3,2 7,2 41,4 0,3 0,3
128 25539 MCTD 0,7 4,2 67,1 0,5 3,7
129 25540 MCTD 4,1 118,5 132,4 2,4 3,1
132 25543 MCTD 2,4 12,8 42,7 0,3 2,3
133 25544 MCTD; SLE 9,9 136,0 153,7 7,9 5,4
137 254438 SSc 2,2 72,2 105,3 1,2 2,8
145 25456 MCTD 1,1 8,4 30,9 0,3 1,5

# valores de limite de exclusdo sugeridos

Estudo de monitorizagdo de um paciente com SLE. Um
paciente masculino com SLE foi <c¢linica e serologicamente
observado durante um periodo de tempo de 18 meses (6 amostras
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de soro; veja-se Figura 3). ©No inicio do estudo de
monitorizacdo, o paciente apresentava uma resposta imunitéria
forte contra o complexo RNP/Sm (razdo de 18), o antigénio Sm
(razdo de 16), o novo antigénio Sm (337,5 U/ml) e uma resposta
moderada ao complexo Ul-RNP isolado (razdo de 2), bem como a
histonas (59,5 U/ml). Ndo foli encontrada nenhuma reactividade
para ADNcd (19,1 U/ml; 1limite de exclusdo 55 U/ml). Nesse
ponto de tempo, o registo médico registou uma fase inactiva da
doenca. Mais tarde, o titulo de anticorpo contra o novo
antigénio Sm aumentou significativamente, atingindo o seu pico
na terceira amostra de soro recolhida em Agosto de 1999. Pelo
contrario, observou-se um menor titulo anti-RNP/Sm entre a
segunda e a gquarta amostragem de sangue, seguido de outro
forte aumento na quinta amostra. Nesse ponto de tempo, o
titulo contra o novo antigénio Sm (S33) era menor do gue antes
e o0 estado da doenca foi descrito como inactivo, de acordo com
0 registo médico. N&o se observaram nenhumas alteracdes
significativas nos titulos anti-ADNcd e anti-histona durante o
tempo de observacdo do paciente.

Nos exemplos apresentados a resposta imunitédria anti-Sm
foi analisada contra os antigénios de Sm D1 e D3 gue séo
considerados os polipéptidos especificos de SLE (van Venrooji
et al., 1991; Hoch et al., 1999). Utilizando péptidos
imobilizados, verificou-se que a dimetilacdo simétrica dos
residuos de arginina desempenha um papel 1importante na
formacdo dos epitopos de células B principais em ambos os
auto-antigénios. Verificou-se que esta observacdo tinha uma
boa concorddncia com o resultado de Brahms et al. (2000) e
portanto contraditdéria com as observacdes de Riemekasten e
colaboradores (1998). De notar que além das investigacdes
anteriores, se verificou que com péptidos como 0s
anteriormente descritos, a especificidade dos péptidos SmD3
era mais elevada do gque com os derivados de SmDI1.

McClain e colaboradores (2002) descreveram quatro regides
antigénicas de SmD3, das quais a regido antigénica 4 cobre a
area de 104-126. Na presente invencéo, 0s péptidos
sintetizados em pinos foram submetidos a anadlise, mas sem
utilizacdo da forma modificada de arginina. Na presente
invencdo, a reactividade dentro desta regido foi apenas
encontrada no caso da arginina natural ser substituida por
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sdR. Estes resultados contraditdérios poderdo ser explicados
por utilizacdo de diferentes soros, metodologia e/ou pelos
varios comprimentos do péptido. Trés de entre cinco sSoros
reconheceram especificamente o) péptido
‘9% AA SARGSARGSARGMGSARGNIF'?? (SEQ ID NO:3) deste exemplo. De
notar que a dimetilacdo de apenas uma arginina numa posicédo
definida (aa 112) podia aumentar ainda mais a sensibilidade
deste péptido mimotopo particular, sem perda de
especificidade. Com base nestes dados utilizou-se um péptido
candidato  (*“’AARGSJRGRGMGRGNIF'*?) SEQ ID NO:1 para
desenvolver um sistema de ELISA. O novo ensaio anti-Sm (anti-
S$33) demonstrou uma sensibilidade de 14, 9% e uma
especificidade de 99,7% para lupus, resultando num valor
preditivo positivo (PPV; 93,7%) e valor preditivo negativo
(NPV; 80,2%) elevados e, deste modo, uma eficiéncia de
diagnéstico elevada (80,7%). Assim, este teste oferece novas
oportunidades para o diagndéstico de lupus eritematoso
sistémico, especialmente para diferenciacdo entre SLE e MCTD,
como revelado pelo estudo de correlacédo.

Analisando as propriedades biogquimicas dos epitopos de Sm
identificados verifica-se que o pl pode ser tomado como uma
previsdo da antigenicidade do complexo-Sm. Em Ul-RNP-A, SmB' e
D1, o pl médio de regides antigénicas era 10,4 (ndo antigénico
6,0) e em SmD2 e D3 mais do que pI 9,0 (McClain et al., 2002).
Estas verificacdes da invencdo ajustam-se bem ao pl elevado do
péptido S33 (> 12,88). 0O facto do carécter bésico simplesmente
aumentar a probabilidade de exposicdo da superficie destas
regides e assim a acessibilidade aos anticorpos, terd que ser
ainda investigado.

Anticorpos EBV, EBNA e anti-SmD. Estudos de mapeamento de
epitopo em SmDl identificaram um motivo de epitopo (aa 95-119)
que tem reaccdo cruzada com uma sequéncia hombéloga 35-58 do
antigénio nuclear 1 do virus Epstein-Barr (EBNA-1) (Sabbatini
et al., 1993; Sabbatini et al., 1993; Marchini et al., 1994).
Um estudo mais recente mostrou gque este epitopo também tem
reacgdo cruzada com uma regido homdéloga de SmD3 qgue contém
repeticdes de glicina e arginina (RGRGRGMGR) SEQ ID NO:5
(McClain et al., 2002). Além disso, tornou-se evidente que
GPRR (aa 114-119 em SmDl) representa um motivo comum de auto-
epitopo com reaccdo cruzada, gque estd presente ndo sb6 em
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EBNA-1, mas também numa variedade de auto-antigénios,
incluindo CENP-A, B, C, SmBB’, SmDl e Ro-52, para designar
apenas alguns (Mahler et al., 2001). Assim, o0s pacientes que
sofrem de mononucleose infecciosa ou disturbios relacionados
com SLE podem ser testados como falsos positivos em ELISA que
utilizam extensdes C-terminais de SmDl ou SmD3. Além disso,
varios estudos sugeriram uma influéncia do EBV no
desenvolvimento de condigdes do tipo Lupus (James et al.,
1997). Deste modo, considera-se que a utilizacdo de soros
positivos para EBRV como controlos é uma constatacdo importante
no sentido de obter um imunocensaio anti-SmD altamente
especifico e fiédvel. De entre os 25 controlos de doenca de EBV
apresentados nao foi encontrada nenhuma amostra falso
positiva, o que confirma a especificidade elevada sugerida
para o ensaio anti-S33-ab. Infelizmente, Riemekasten e
colaboradores (1998) né&o incluiram este grupo de pacientes na
avaliacdo do seu teste.

Correlagdes com outras espécies de auto-anticorpos. A
reactividade sobreposta entre ADN e antigénios de Sm foi
descrita em varias publicacdes (Bloom et al., 1993; Reichlin
et al., 1994; Zhang et al., 1995). Apesar de nestes estudos se
ter utilizado SmD de comprimento total, na presente invencéo
havia também uma correlacdo entre a reactividade anti-ADNcd e
anti-S33 (p < 0,0001). Além do ADN, a presente invencido também
apresenta uma correlacdo positiva entre anti-S33 e Ul-68
(p < 0,0001), Ul-A (p < 0,0001), Ul-C (p < 0,0001), SmBB'
(p < 0,0001), Sm (p < 0,0001) e SmD (p < 0,0001), mas nadao com
histonas (p = 0,0259), La (p = 0,8747), Ro-52 (p = 0,4034) e
Ro-60 (p = 0,0143). O facto de as associacdes observadas serem
causadas ou ndo por reactividade cruzada, ou por diferentes
espécies de auto-anticorpos gue muitas vezes ocorrem em
simultidneo permanece pouco claro. Outros estudos terdo que ser

realizados para esclarecer este assunto.

Riemekasten versus Brahms. O conflito ¢ébvio entre os
resultados de Riemekasten et al. e Brahms et al. poderéd ser
explicado pela existéncia de diferentes epitopos nas extensdes
C-terminais de SmDl. O péptido aa 83-119 (Riemekasten et al.,
1998) pode formar um epitopo conformacional, engquanto que
péptidos mais curtos wutilizados no segundo estudo contém
sitios de ligacdo dependentes de sdR lineares (Brahms et al.,
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2000). Além disso, a reactividade reduzida contra o SmDl de
comprimento total (Riemekasten et al., 1998) em comparacdo com
o péptido SmDlgs-119 Sugere gue este epitopo de péptido
representa uma estrutura criptica. Esta observacdo levanta a
questdo de quais o0s epitopos que sdo “vistos” in vivo e quais
0s que desempenham um papel central na patogénese do SLE. Num
estudo recente tornou-se evidente gque a injeccdo de SmDlgs-119
fundido com uma proteina transportadora é capaz de acelerar o
processo patogénico de ratinhos propensos a Lupus (Riemekasten
et al., 2001).

Sindrome de “Rhupus”. A artrite reumatdide (RA) e o lupus
eritematoso sistémico (SLE) sd@o distUrbios relacionados com
uma etiologia auto-imune. Ambas as doencas sdo acompanhadas
pela ocorréncia de anticorpos auto-reactivos contra estruturas
definidas. Varios estudos descreveram sindromes sobrepostas
entre RA e Lupus que foram, por isso, por vezes designadas por
sindrome de “Rhupus” (Miyachi e Tan, 1979; Panush et al.,
1988; Brand et al., 1992) . Nos exemplos apresentados,
verificou-se que um ©paciente no grupo RA apresentava
reactividade anti-S33 (24,6 U/ml). O facto destes resultados
reflectirem um teste falso positivo ou se pelo contradrio os
auto-anticorpos contra o péptido S33 representam um precursor
de condicdes do tipo lupus permanece pouco claro e tera que
ser investigado.
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<210> 1

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<220>

<221> MOD_RES

<222> (5) . . (5)

<223> METILACAO, simétrica

<400> 1

Ala Ala Arg Gly Arg Gly Arg Gly Met Gly Arg Gly Asn Ile Phe
1 5 10 15

<210> 2

<211> B

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Pro Pro Pro Gly Met Arg Pro Fro
1 5

<210> 3

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado
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<220>

<221> MOD RES

<222> (3)7-(3)

<223> METILACAO, simétrica

<220>

<221> MOD RES
<222> (5)..(5)
<223> METILACAO, simétrica

<220>

<221> MOD RES

<222> (7)) ..(7)

<223> METILACAO, simétrica

<220>

<221> MOD RES

<222> (11)..(11)

<223> METILACAOQ, simétrica

<400> 3

Ala Ala Arg Gly Arg Gly Arg Gly Met Gly Arg Gly Asn Ile Phe
1 5 10 15

<210> 4

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<400> 4

Ala Ala Arqg Gly Arg Gly Arg Gly Met Gly Arg Gly Asn Ile Phe
1 L] 10 15

<210> 5

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Arg Gly Arg Gly Brg Gly Met Gly Arg
1 5

<210> 6

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial



EP 1 613 645/PT
24

<220>
<223> Péptido sintetizado

<400> o

Asp Val Glu Pre Lys Val Lys Sex Lys Lys Arg Glu Ala val Ala
1 5 10 15

<210> 7

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<400> 7

val Glu Pro Lys Val Lys Ser Lys Lys Arg Glu Ala Vval Als ?éy
1 5 10

<210> 8

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<400> 8

Pro Lys Val Lys Ser Lys Lys Arg Glu Ala Val Ala Gly Arg Gly
1 5 10 i35

<210> 9

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<400> 9
Val Lys Ser Lys Lys Arg Glu Ala Val Ala Gly Arg Gly Axg Gly
1 5 10 15
<210> 10
<211> 15
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado
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<400> 10

Ser Lys Lys Arg Glu Ala val Ala Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly
1 5 10 15

<210> 11

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<400> 11

Lys Arg Glu Ala val RAla Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly Arg Giy
1 5 10 15

<210> 12

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<400> 12

Glu Ala Val Rla Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly
1 5 10 15

<210> 13

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<400> 13

Val Ala Gly Arg Gly Arg Gly Axg Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly
1 5 10 15

<210> 14

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado
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<400> 14
Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly
5 10 15

<210> 15

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<400> 15

Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly Axrg Gly Arg Gly Arg Gly Gly Pro
1 5 10 15

<210> 16

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<400> 16

Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly Gly Pro Arg ?gg
1 5 10

<210> 17

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<400> 17

Gln Vval Ala Ala Arg Gly Arg Gly Aryg Gly Met Gly Arg Gly Agn
1 5 10 1

<210> 18

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado
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<400> 18

Val Ala Ala Arg Gly Arg Gly Arg Gly Met Gly Arg Gly Asn Ile
1 5 10 15

<210> 19

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<400> 19

Ala Ala Arg Gly Arg Gly Arg Gly Met Gly Arg Gly Asn Ile Phe
1 5 10 15

<210> 20

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<400> 20

Ala Arg Gly Arg Gly Arg Gly Met Gly Arg Gly Asn Ile Phe Gln
1 S 10 15

<210> 21

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<400> 21

Arg Gly Arg Gly Arg Gly Met Gly Arg Gly Asn Ile Phe Gln Lys
1 5 10 15

<210> 22

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado
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<400> 22

Gly Arg Gly Arg Gly Met Gly Arg Gly Asn Ile Phe Gln Lys Axg
1 5 10 15

<210> 23

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<400> 23

Arg Gly Arg Gly Met Gly Arg Gly Asn Ile Phe Gla Lys Arg Arg
1 5 10 15

<210> 24

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<220>

<221> MOD RES

<222> (3)..(3)

<223> METILACAO, SIMETRICA

<400> 24

Ala Ala Arg Gly Arg Gly Arg Gly Met Gly Arg Gly Asn Ile Phe
1 5 10 15

<210> 25

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<220>

<221> MOD RES

<222> (7)..(7)

<223> METILACAO, SIMETRICA

<400> 25

Bla Ala Arg Gly Arg Gly Arg Gly Met Gly Arg Gly Asn Ile Phe
1 5 10 15
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<210> 26
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Péptido sintetizado
<220>
<221> MOD RES
<222> (11)..(11)
<223> METILACAO, SIMETRICA
<400> 26
Ala Ala Arg Gly Arg Gly Arg Gly Met Gly Arg Gly Asn Ile Phe
1 5 10 15

Lisboa, 2008-02-01
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REIVINDICACOES

1. Péptido compreendendo a sequéncia de aminoacidos
AARGsdRGRGMGRGNIF (SEQ ID NO: 1) que ¢é capaz de reagir com
anticorpos que estdo presentes em soros de pacientes com lupus
eritematoso sistémico (SLE) em que sdR é uma arginina
simetricamente dimetilada.

2. Péptido de acordo com a reivindicacdo 1 em que a
arginina simetricamente dimetilada tem a posicdo 112 na
sequéncia polipeptidica de SmD3.

3. Péptido de acordo com as reivindicac¢des 1 ou 2, em que

a estrutura da arginina simetricamente dimetilada é

CH 4 (:H3

HN +

\ //NH

CH

NH

|
(CH2 )3

HC NH 2COOH

4, Utilizacdo de um péptido, compreendendo a sequéncia de
aminoadcidos AARGSdRGRGMGRGNIF (SEQ ID NO: 1), que é capaz de
reagir com anticorpos que estdo presentes em soros de
pacientes com lUpus eritematoso sistémico (SLE) para o fabrico
de uma composicdo para o diagndéstico de pacientes com SLE.

5. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 4, em que O
diagnéstico é um diagnéstico diferencial para distinguir entre
pacientes com SLE e pacientes com doenca mista do tecido
conjuntivo (MCTD) .

6. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 4, em que o
diagndéstico é um diagnéstico de SLE in vitro.

7. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 4, em que a
composicdo ¢é utilizada para a monitorizacdo in vitro da
actividade de doenca de pacientes com SLE com ADNcd negativo.
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8. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 4, em que a
referida composicdo é utilizada para diferenciar entre SLE e
MCTD.

9. Utilizacéo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 4 a 8, em qgque a arginina simetricamente
dimetilada tem a posicdo 112 na sequéncia polipeptidica de
SmD3.

10. Utilizacdo de um péptido multimérico que compreende ©
péptido de acordo com a reivindicacédo 1.

11. Utilizacé&o de acordo com qualquer uma das
reivindicacées 4 a 10, em que a estrutura da arginina

simetricamente dimetilada é

CHa CM:i

HN +
NH

\ 7

CH

(CH2 )3

HC NH2COOH

12. Método para monitorizar uma actividade de doenca
compreendendo o teste repetido para monitorizar o titulo de
anticorpos capazes de reagir com o péptido de acordo com as
reivindicac¢des 1-3, de modo a monitorizar o efeito do
tratamento ou a actividade da doenca.

Lisboa, 2008-02-01
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CEN-0006

AARGRGRGMGRGNIF

AARGsGRGMGRGNIF
AARGRGsCMGRGNIF
AARGRGRGMGsSGNIF
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Fig. 2a
Concentracao de anticorpo
Baixa Média Elevada

Intra-ensaio
Média [U/mi] 7.1 36.3 83.8
CV(%) 1.82 3.79 6.52
Intra-ensaio
Média [U/ml] 7.48 36.54 91
CV(%) 3.87 7.42 2.27
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Sensibilidade (verdadeiros positivos)

6/7

Fig. 2¢

Sem discriminagéo

10

Sensibilidade % 2.7
Especificidade % 983

Eficiéncia % 82
PPV % 81.3
NPV % 824

208
e5.9
Bfd
a4
012

/ Valor de limite de excluséo [U/ml]
7

13 25
14.9 93
59.7 100
807 7.8
937 100
80.2 79.4

1 L) 1

0 0,2 0,4 0,6

1-especificidade (falsos positivos)

0,8

1
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