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DESCRIPCION

Procedimiento analitico y kit para el mismo.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a un péptido que comprende una arginina dimetilada simétrica, y constituye un
determinante inmunolégico de los anticuerpos presentes en el suero de los pacientes con lupus sistémico eritematoso
(SLE), y en el que la mutilacién es un requisito previo para reaccionar con dichos anticuerpos. La invencién también
se refiere al uso de dicho péptido para la diagnosis de SLE y la diferenciacién de SLE y enfermedad de tejido conectivo
mixto (MCTD).

Antecedentes de la invencion

Las enfermedades reumaticas sistémicas se caracterizan por la aparicion de anticuerpos circulantes a dianas intra-
celulares definidas (revisado en von Miihlen y Tan, 1995). Entre los mds tempranos de esos anticuerpos a identificar
estaban el anti-Sm, que estdn estrechamente asociados a lupus sistémico eritematoso (SLE) (Tan y Kunkel 1966). De
este modo, los anticuerpos anti-Sm se han incluido como uno de los criterios de clasificacién del Colegio Americano
de Reumatologia para esa enfermedad (Tan et al., 1982), Aparte de los anticuerpos que dirigen el complejo de Sm
anticuerpos anti-ADN, anti- PCNA, anti-U1-RNP, anti-nucleosoma, anti-histona, anti-Ro/SS-A, anti-La/SS-B, anti-
ribosémico RNP y anti-fosfolipido se encuentran frecuentemente en en pacientes que padecen de SLE (von Miihlen y
Tan 1995).

De media la reactividad de anti-Sm se encuentra en el 5 -30 % de los pacientes con SLE, aunque la frecuencia
especifica variard dependiendo del sistema de deteccion y la etnicidad de la poblacién de SLE (Abuaf et al., 1990;
Jaekel et al., 2001). El antigeno de Sm es parte del complejo espliceosomal que cataliza el ayuste de pre-ARNm
nuclear (Seraphin, 1995; Lerner et al., 1980). El propio complejo comprende al menos nueve polipéptidos diferentes
con pesos moleculares que varian entre 9-29,5 kDa [B (B1, 28 kDa), B’ (B2, 29 kDa), N (B3, 29,5 kDa), D1 (16
kDa), D2 (16,5 kDa), D3 (18 kDa), E (12 kDa), F (11 kDa) y G (9 kDa)] (Hoch, 1994). Todas esas proteinas de
nicleo pueden servir como dianas de la respuesta inmune de anti-Sm, lo més frecuentemente los polipéptidos B y
D, que se consideran, por lo tanto, los antigenos principales (Hoch, 1994; Brahms et al., 1997; Ou et al., 1997).
Sin embargo, los RNP especificos de SmBB’ y Ul que son frecuentemente la Diana de los autoanticuerpos en los
pacientes con MCTD comparten epitopes de reactividad cruzada, por consiguiente SmD se considera como el antigeno
de Sm mds especifico (van Venrooij et al., 1991; Hoch et al., 1999). Dentro de la familia de SmD el patron de
SmD1/D3 es al menos cuatro veces mas comun que el reconocimiento de SmD1/D2/D3 con una inmunorreactividad
pronunciada a SmD 1 (Hoch et al., 1999). En los estudios de mapeo de epitopes, se han mapeo varios epitopes lineales
y conformacionales sobre las proteinas SmB- y D (Rokeach et al., 1992; Hirakata et al., 1993). Sobre SmD1 y BB’
la reactividad principal se encontré predominantemente en las extensiones C-terminal (Rokeach et al., 1992; Hirakata
et al., 1993; Rokeach y Hoch, 1992). El epitope PPPGMRPP (SEQ ID NO: 2) que aparece tres veces dentro de las
extensiones C-terminal de SmBB’ se mostré que reaccionan de manera cruzada con otras estructuras ricas en prolina
de antigenos espliceosomales tales como los antigenos especificos de U 1 de las proteinas retrovirales tales como p24
gag de VIH-1 (De Keyser et al., 1992). Los estudios de seguimiento y experimentos de inmunizacién revelaron que
este motivo es de manera consistente el epitope de SmBB’ mds temprano que se puede detectar que actia como punto
de partida de los episodios de dispersion de epitopes dentro de la molécula de BB’ y para los polipéptidos de SmD
(Arbuckle, 1999; Greidinger y Hoffman, 2001). Un estudio reciente identificé cinco epitopes lineales sobre SmD?2
y cuatro sobre SmD3 distribuidos en las moléculas enteras (McClain et al., 2002). Todos estos epitopes comparten
propiedades bdsicas y estdn expuestos sobre la superficie de la proteina que les hace antigénicos (McClain et al.,
2002). Uno de los epitopes de las células B descritos sobre SmD3 (epitope 4; aa 104-126) mostré una homologia
estrecha a una regién antigénica de la proteina SmD1 que finalmente conduce a reactividad cruzada (McClain et al.,
2002). Para propésitos de diagnosis un péptido sintético que corresponde a la extension C-terminal de SmD 1 se us6
para desarrollar un ELISA, sistema con sensibilidades y especificidades de diagndstico y que varian entre 36-70% e
entre 91,7% y 97,2%, respectivamente (Riemekasten et al., 1998; Jaekel et al., 2001). Recientemente, se ha mostrado,
que los polipéptidos D1, D3 y BB’ contienen dimetilarginina simétrica (sdR) que constituye un autoepitope principal
dentro del extremo C de SmD1 (Brahms ez al., 2000; Brahms et al., 2001). En uno de estos estudios un péptido sintético
de SmD1 (aa 95-119) que contiene sdR demostré un incremento significativo de la reactividad cruzada comparada con
el péptido no modificado que refleja un conflicto con los datos previos (Riemekasten et al., 1998; Brahms et al., 2000).

En el documento WO 99/11667 se describe un procedimiento para producir péptidos que contienen argininas meti-
ladas y que constituyen determinantes inmunogénicos de los anticuerpos presentes en suero de los pacientes con SLE
o virus de Epstein-Barr (EBV) y en el que la mutilacién es un requisito previo para reaccionar con dichos anticuerpos.
Sin embargo estos péptidos se describen en general y no se ha descrito ninguna conexién entre la secuencia de péptidos
y la capacidad para diagnosticar enfermedad autoinmune.

Sumario de la invencion
Los inventores han descubierto ahora el péptido de los inventores reivindicado que comprende una arginina dime-
tilada simétrica en una posicion definida es esencial para la diagnosis de SLE, y se ha encontrado sorprendentemente

que este péptido se puede usar en un inmunoensayo de diagndstico altamente especifico y fiable para la seleccion de
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pacientes de SLE y para la diferenciacién entre SLE y MCTD. Los multimeros del péptido también se pueden usar
para los mismos propdsitos.

Se puede usar un kit que comprende el péptido reivindicado para la diagnosis de SLE asi como para la diferencia-
cioén entre SLE y MCTD. La ventaja de la invencién reivindicada es que no recoge las muestras falsas positivas del
grupo de muestras de MCTD.

Es un objeto de la presente invencién proporcionar un procedimiento analitico para la deteccion de anticuerpos
anti-Sm.

El presente inventor ha encontrado sorprendentemente que la dimetilacién simétrica de un cierto resto arginina
dentro de la secuencia de SmD3 es crucial para su antigenicidad.

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencién proporciona un péptido (S33) que contiene 15-16 aminodcidos,
que contiene arginina dimetilada simétrica (sdR), que es capaz de reaccionar con anticuerpos y siendo dicha mutilacién
crucial para la reaccién entre dicho péptido y dichos anticuerpos y en el que dichos anticuerpos estan presentes en el
suero de los pacientes con lupus sistémico eritematoso (SLE), en el que el péptido S33 comprende la secuencia de
aminodcidos

AARG sdR GRGMGRGNIF (SEQ ID NO:1)

En un aspecto adicional la arginina dimetilada simétrica tiene la posicién 112 en la secuencia del polipéptido de
SmD3.

En un aspecto adicional el péptido S33 comprende una arginina dimetilada simétrica con la estructura
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En un aspecto adicional la invencién es un procedimiento para el uso del péptido S33 para la diagnosis in vitro de
SLE.

En un aspecto adicional la invencién es un procedimiento para el uso del péptido S33 para la diferenciacion de
SLE y enfermedad de tejido conectivo mixto (MCTD).

En un aspecto adicional la invencién es un kit para uso del péptido S33 para controlar in vitro la actividad de la
enfermedad en pacientes de SLE negativos de ADNds, en el que la actividad de la enfermedad se define como una
correlacion entre el titulo del anticuerpo y el nuevo péptido mimotopo y la actividad de la enfermedad.

En un aspecto adicional la invencion es un procedimiento para seguir el titulo del anticuerpo mediante ensayo
repetido con el fin de controlar el efecto de tratamiento o actividad de enfermedad.

En un aspecto adicional la invencién es un péptido multimérico que comprende multiplos del péptido S33.
Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Andlisis de epitope de SmDI y SmD3. Extensiones C-terminal de SmD1 (a) y SmD3 (b) se sintetizaron
como disposiciones de péptido (15 meros; impresién de aa) y y se sondaron con suero de pacientes. El péptido no. 77
inmunorreactivo se ensayé ademds como variantes de mimototo (c).

Figura 2. Caracteristicas de realizacién del nuevo ensayo de S33. Variabilidad Intra- e inter ensayo a.), lineali-
dad (b.), y andlisis de ROC Caracteristica Operativa del receptor que incluye Valor Predictivo Positivo (PPV), Valor
Predictivo Negativo (NPV) y eficacia a diferentes cortes (c-).

Figura 3. Un paciente varén de SLE se observé de manera clinica y sexoldgica durante un periodo de 18 meses.
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Descripcion detallada de la invencion
Ejemplo 1
Muestras de suero

Se recogi6 suero (n = 628) de pacientes que sufren lupus sistémico eritematoso (SLE; n = 176), arthritis reumatoide
(RA, n = 86), sindrome de Sjogren (SS, n = 24); enfermedad de tejido conectivo mixto (MCTD, n = 26), escleroderma
(SSc, n = 26) y polimiositis/dermatomiositis (PM/DM, n = 13). Todos los pacientes se clasificaron de acuerdo con el
criterio de ACR para cada enfermedad (Tan ef al., 1982; Arnett ef al., 1988). Para determinar ademas la especificidad
del ensayo, los inventores analizaron un grupo de sueros de pacientes con enfermedades infecciosas (n = 77) que
incluyen virus de hepatitis-C (VHC; n = 30), de citomegalo (CMV; n = 22) y de Epstein-Barr (EBV; n = 25) asi como
entre 192 donantes de sangre sanos. Todos los sueros se alamacenaron a -80°C hasta uso. Para el mapeo de de epitopes
se usé un panel de cinco sueros que contenia anticuerpos anti-Sm. Como controles negativos se seleccionaron sueros
antiinmunes con diferentes especificidades de anticuerpos de anti-Sm.

Caracterizacion seroldgica de sueros de pacientes de SLE seleccionados al azar. Se ensayaron todos los sueros de
los pacientes autoinmunes para los autoanticuerpos a histonas, ADNds y el complejo de Sm usando Varelisa® s cuanti-
tativo (Pharmacia Diagnostics, Freiburg, Alemania). Los sueros de SLE y las muestras, que demostraron resultados no
esperados también se midieron en el Kit cuantitativo de investigaciéon ELISA de division ANA (Pharmacia, Freiburg,
Alemania). El ultimo ensayo contiene los autoantigenos U1-68 kDa, U1-A, U1-C, SmBB’, SmD, Ro-52, Ro-60 y

La. Todos los ELISA se realizaron de acuerdo con las instrucciones de uso.
Ejemplo 2
Mapeo de Epitopes con oligopéptidos inmovilizados

Las secuencias publicaads de SmD1, P13641, (Rokeach et al., 1988) y SmD3, P43331, (Lehmeier ef al., 1994) se
usaron para sintetizar péptidos de 15 meros de superposicién con un robot de pipeteado de acuerdo con el protocolo
descrito por Gausepohl y Behn (2002). Las extensiones C-terminal de ambos polipéptidos se sintetizaron con una
impresion de 2 aminodcidos (superposicién de 13 aminodcidos). Cada péptido que contiene arginina se sintetizé en
forma de tres variantes, con arginina natural, con sdR o con dimetilarginina asimétrica (asDMA) en las posiciones
respectivas. Después de esto, se sintetiz6 un péptido altamente reactivo de SmD3 con ciertas combinaciones de arginina
natural y sdR. Después de la finalizacién de la sintesis de péptidos se bloquearon sitios de unién no especifica mediante
incubacién durante la noche de las membranas en tampén de bloqueo 1:100 en (BB) a temperatura ambiente (TA).
Después de una etapa de lavado las membranas se incubaron con muestras de suero a una diluciéon de 1:100 en BB
durante 2 h a TA. Los anticuerpos no inidos se retiraron mediante tres etapas de lavado. Para la deteccion anticuerpo
de IgG cabra - anti- humano conjugado a peroxidasa se diluyé 1:5000 en BB y se incubd durante 75 min (TA).
Se retiraron los anticuerpos secundarios superfluos mediante tres etapas de lavado. Finalmente, se visualizaron los
anticuerpos unidos usando el sistema de deteccion de quimioluminiscencia (ECL). Se usaron condiciones de ensayo
en las que los sueros negativos no mostraron reactividad.

Ejemplo 3
ELISA del péptido S33

Preparacion de placas de ELISA. El péptido S33 liofilizado se us6 para preparar una soluciéon madre de 10 ug/ul,
que se almacend en alicuotas a -20°C hasta el uso. La unién del péptido a placas de ELISA se llevd a cabo usando
2,5 ug/ml del péptido en tampén de revestimiento en un volumen final de 120 ul por pocillo. El procedimiento de
revestimiento se llevo a cabo a 15°C durante 20 h. Los sitios de unién no especificos se bloquearon con solucién de
bloqueo. Después de desechar las fases sélidas de la solucion de bloqueo se secaron a 37°C durante 2 h y se sellaron.

El ensayo se realiz6 de acuerdo con el protocolo general del sistema Varelisa® (Pharmacia Diagnostics, Friburgo).
Los donantes de sangre demostraron un intervalo de reactividad de 0,4-11,5 U/ml que dan como resultado un valor
medio de 2,2 U/ml y un valor de D S de 1,2 U/ml. El corte se estableci6 técnicamente a 13 U/ml después de andlisis
de RO. Los valores de PPV y NPV se calcularon a diferentes valores de corte.

Precision y reproducibilidad. Las mediciones de imprecision (variabilidad inter- e intra- ensayos) se realizaron
con 4 y 6 réplicas, respectivamente. Para determinar la precisién dipéptido anti-S33 se ensayaron sueros anti-Sm
adecuados de ELISA, una muestra de valor bajo (L); una muestra de valor medio (M) y una muestra de valor alto (H)
en cinco ensayos independientes el dia uno (Inter.-ensayo), o en un solo ensayo (intra-ensayo). Para la precisién dentro
del ensayo se midieron L, M y H en seis réplicas sobre una fase sélida. Los datos de precisién se calcularon usando
andlisis de ANOVA.

Linealidad. La linealidad se analizé mediante diluciones de ensayo (1:1; 2:3; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32) del punto
estandar mds alto (S6) y de la muestra de alto valora partir del andlisis de precisién (H). Para cada punto de dilucién,
se calcul6 una relacion de la reactividad medida al valor esperado, y se rest6 1 de este cociente.
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Ejemplo 4
Estudio de correlacion

Se ensayaron sueros de SLE seleccionados al azar (n = 50) y diversos controles (n = 100) usando ensayos de
anticuerpo anti-Sm de diferenets proveedores (Sm ensayo Ade Sm - Ensayo D de Sm) y se compararon los resultados
con los hallazgos del ensayo de ELISA de anti-S33.

Ejemplo 5
Estudio de seguimiento de un paciente de SLE

Un paciente varén de SLE se observé clinicamente y seroldgicamente durante un periodo de tiempo de 18 meses
(6 muestras de suero; véase la figura 3). El paciente se ensay6 para evaluar los anticuerpos para el complejo RNP/Sm,
para el antigeno Sm, para el complejo UI-RNP, para las histonas, para el ADNds, y para el péptido S33 usando los kits
de ensayo respectivos de Pharmacia Diagnostics.

Resultados

Mapeo fino de epitopes de las extensiones C-terminal de SmD1 y D3. Para evaluar el efecto de la dimetilacion de
arginina sobre la antigenicidad de SmD Iy SmD3 y para mapear los epitopes relevantes sobre ambos polipéptidos se
ensay6 un panel de sueros anti-Sm con disposiciones de péptido (15 meros, 2 impresiones) que cubren la region C-
terminal de SmD1 (P13641) y SmD3 (P43331).

Los resultados muestran que la dimetilacién de los restos arginina afecta a la unién de los anticuerpos anti-Sm a
los polipéptidos C-terminal SmDI- y D3, de manera significativa (véase la figura 1). Todos los sueros anti-SmD (n° 36,
n°® 37, n° 31, n° 84, n° Sm) demostraron un aumento de unién a péptidos SmD1 que contenian la forma simétrica de
la dimetilarginina (sdR). Especialmente los péptidos que constan de glicina y repeticiones de DMA, exclusivamente
mostraron una fuerte reactividad con los anticuerpos (péptido no. 9, 10). No obstante, los polipéptidos SmD1 que
contienen DMA representan un sustrato por el contrario no especifico para los anticuerpos anti-Sm ya que ellos
también eran diana de los anticuerpos anti-centrémero (ACA; n°® suero CEN (centrémero)). De manera interesante,
aquellos ACA se unieron también a péptidos que contenian la forma asimétrica de DMA.

Los experimentos de unién con péptidos derivados de SmD3 mostraron resultados similares. Solamente los pépti-
dos SmD3 que contenian sdR reaccionaron con los anticuerpos anti-Sm confirmando la importancia de la mutilacién si-
métrica de restos de arginina (véase la figura 1b). Al contrario que SmD1, ningtin suero de control (por ejemplo, CEN)
demostr6 unién de anticuerpo a péptidos derivados de SmD3 reflejando una alta especificidad. Un péptido particular
(n°. 77, " AA sdRGsdRG sdRGMGsdRGNIF'??) SEQ ID NO: estaba fuertemente reconocido por por tres de los cinco
antisueros anti-Sm. Usando un andlisis mutacional en el que los restos de arginina de ' AARGRGRGMGRGNIF'*?
(SEQ ID NO: 4) se reemplazaron sucesivamente por sdR los inventores eran capaces de mostrar que un péptido mi-
motopo con un solo resto de arginina dimetilada en la posicién 112 mostré inmunorreactividad con los cinco sueros
anti-Sm (n° 36, n° 37, n° 31, n° 84, n° Sm) pero no con los controles (por ejemplo, CEN; véase la figura 1c.). De este
modo, introduciendo solamente un sdR y a una posicién definida (aminodcido 112) de SmD3, fue posible incrementar
la sensibilidad de este péptido ('® AARG sdRGRGMGRGNIF'??; $33), SEQ ID NO: 1 sin pérdida de especificidad.
Este péptido candidato se sintetizé posteriormente como antigeno soluble y se usé como sustrato en ELISA.

Caracterizacion Immunoserolégica del grupo de pacientes de SLE. Para evaluar si el la cohorte de pacientes de
SLE de los inventores representa un panel de suero de SLE representativo aproximadamente 100 muestras de SLE se
seleccionaron al azar y se ensayaron para U1-68kD, Ul- A, U1-C, SmBB’, SmD, Ro-52/SS-A, Ro-60/SS-A, La/SS-B,
histona ADNds y reactividad de 52-glicoproteina (ensayo de investigacién Split ANA-Profil, Pharmacia Diagnostics,
Friburgo, Alemania). La prevalencia de los diferentes autoanticuerpos se encontré en una buena conformidad a los
estudios previos (Jaekel et al., 2001). De este modo, con relacién a sus perfiles de autoanticuertpos, la cohorte de SLE
parece ser una poblacién representativa de SLE. Los resultados de las mediciones del panel de SLE se resumen en la
tabla 1.

TABLA 1

Prevalencia (%) de especificidades de autoanticuerpos relevantes en pacientes que sufren de SLE (n = 101)

Autoanticuerpos para

U1-68 U1-A U1-C_ SmBB’ SmD Ro-52 Ro-60 La Histona ADNds B2-Glicoproteina
15,8 24 .8 257 21.8 15.8 21,8 47,5 218 376 51 17
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ELISA de péptido Anti-S33

Un péptido de 15 aminodcidos soluble que muestra la mayor sensibilidad y especificidad en el ensayo SPOT
(" AARG sdRGRGMGRGNIF!??) SEQ ID NO: 1 se sintetizo por razones técnicas con una Cys adicional en el extremo
C. Este péptido se usd posteriormente para desarrollar un sistema ELISA basandose en el protocolo general de los
ensayos Varelisa® (Pharmacia, Friburgo, Alemania).

Caracteristica de comportamiento de ensayo. Para evaluar las caracteristicas de comportamiento de ensayo se
analizaron precision, reproducibilidad y linealidad. Se encontré la variabilidad intra- e inter ensayo (CV%) de tres
muestras que variaba entre 1,82y 6,52% y entre 2,27 y 7,42%, respectivamente. Las series de dilucién de dos muestras
demostraron una variacion lineal sobre cinco diluciones posteriores (desviacién > 20%). Para la definicion de corte
se realiz6 un andlisis de las caracteristicas operativas del receptor (ROC) con SLE y suero control. Las caracteristicas
del de comportamiento del ensayo del Nuevo ensayo anti-S33 que incluye variabilidad intra e inter ensayo (a.), la
linealidad(b.), andlisis de ROC, PPV, NPV y eficacia (c.) se resumen en la figura 2 (a.-c.).

Para la evaluacién de la relevancia de diagndstico del nuevo ensayo se usé un corte técnico de 13 U/ml para com-
binar la alta especificidad con sensibilidad moderada. Se analizaron sueros de 176 pacientes de SLE, de 181 pacientes
autoinmunes diagnosticados de manera diferente de SLE, de 77 pacientes con enfermedades infecciosas y de 192 do-
nantes normales humanos en el nuevo sistema ELISA.. 28 pacientes SLE (15,9%) se ensayaron positivos para anticuer-
pos anti-S33 que muestran un incremento significativo de reactividad de hasta 952 U/ml con un valor medio de 43 U/ml
(D S =160,2 U/ml). Los pacientes de trastornos relacionados demostraron una reduccion significativa de la reactividad
en el nuevo sistema ELISA (media 3,36 U/ml). Solamente un paciente del grupo RA se ensay6 positivo (24,6 U/ml).
Ninguno de los controles restantes que incluyen pacientes que padecen SSc (n =26), PM/DM (n= 13), MCTD (n = 126)
o enfermedades infecciosas (n = 77) mostro reactividad de para el péptido S33. Las muestras de suero de los pacientes
con enfermedades infecciosas mostraron una reduccion de la reactividad (media 0,67 U/ml; valor maximo 3,3 U/ml);
incluso cuando se compara con los donantes sanos (media 2,21 U/ml; valor mdximo 11,5 U/ml). El valor mdximo
de los sueros de enfermedades infecciosas se encontré en el grupo EBV. Los resultados se resumen en la Tabla 2.

TABLA 2

Resultados de ELISA usando S33 con SLE y diversos sueros control

N° %) de sueros positivos anti-S33__ Valor medio (U/mi)  Valor maxima {U/mi;

SLE (n=176) 28 {15,9) 43,0 1190,0

Enfermedades

Reumaticas (181) 1(0,6) 2,2 24,6
RA (88) ; 1(1,2) 1,6 24,6
pss (24) 0 1,9 3,8
MCTD (26) 0 3,1 12,8
SS8c¢ (26) 0 2,4 4,3
PM/DM (13) 0 2,8 9,6

Enfermedades

infecciosas (77) ] 0,67 3,3
VHC (30) 0 0,42 1,1
CMV (22) 0 0,8 3,2
EBV (25) 0 0,78 3,3

Individuos

sanos {192} 0 2,21 11,5

En resumen, 15 muestras del grupo SLE (n = 176) y solamente un suero de los controles (n = 449, 0,2%) se ensay6
positivo dando como resultado una especificidad de diagndstico de 99,8% y una sensibilidad de 15,9%. PPV y NPV,
asi como la eficacia de diagndstico se calculé a 96,6%, 75,3% y 76,3%, respectivamente (véase la figura 2 c.). Estos
datos indican que los anticuerpos anti-S33 parecen estar exclusivamente presentes en pacientes SLE.

Aparte de la reactividad del péptido de anti-s33 la muestra ra falsa positive contiene altas titulaciones de los
anticuerpos para los ul-rnps- 68 kda (relacién 4,5), ul-c (relacién 9,4) e histonas (133,8 u/ml) (véase la tabla 3).
Las titulaciones de anti-smbb y anti-smd como se determina por ELISA eran elevadas cuando se comparan con los
controles, pero todavia por debajo de los niveles de corte (véase la tabla 3).
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Correlacion con otros anticuerpos autoanticuerpos. Con relacién a la posible existencia entre los anticuerpos anti-
S33 y otras especies de autoanticuerpos, se realizé una evaluacién estatica usando el panel SLE de aproximadamente
100 sueros seleccionados al azar. Las correlaciones significativas eran a U1-68 kDa (p = 0,0335), U1-A (p < 0,0001),
U1-C (p < 0,0001) SmBB’ (p < 0.0001), SmD (p < 0,0001), ADNds (p < 0,0001) e histona (p < 0,0001), pero no a
Ro-52 (p=0,2192), Ro-60 (p=0,2212) y La (p = 0,8785) (véase la tabla 4).

TABLA 4

Asociacion entre la positividad de anti-S33 y otras especies de Aab en SLE

Aab U1-68kD U1-A U1-C SmBB ’'SmD Ro- Ro- Lla histona ADNds B2-

a B’ 52 60 Glicoproteina
S33 + 8/16 12125 11/26 11/22 11116 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 0,21 022 087 <0,0 <0,0 0,3792
dp 5 001* 001* 001* 001 92 12 85 001* 011*

Correlacién de Pearson; * Estadisticamente significativo

Mirando la reactividad hacia el complejo de Sm, cinco muestras de pacientes de SLE seleccionados al azar (n =
101) reaccionaron con el antigeno de SmD purificado, pero no con el péptido S33. Los 11 sueros positivos de SmD
(68,8%) también se ensayaron positivos en el nuevo ELISA del péptido anti-S33. De manera interesante, entre las
muestras positivas de anti-S33, 4 pacientes (n° 89, n° 92, n° 20627, n° 9811) se encontraron, todas negativas anti-SmD
mostrando reactividades de péptido anti-S33 de 15,4, 21,3, 41,3 y 13,9 unidades, respectivamente.

Para evaluar las correlaciones con los ensayos de anticuerpos anti-Sm comercialmente disponibles de 50 provee-
dores diferentes seleccionados al azar se ensayaron sueros de SLE del grupo de pacientes de SLE y 100 controles
usando los ensayos de anticuerpos anti-Sm de diferentes proveedores. 6 de 50 sueros de SLE (12%) y ninguno de los
controles (0%) eran positivos en el ensayo de anticuerpos anti-S33 dando como resultado una sensibilidad de 12% y
una especificidad de 100%. Al contrario que el ensayo de anti-Sm de diferentes proveedores el ensayo A, By C de
Sm accedia solamente a 5 muestras de SLE (10%) y entre 6 (ensayo A, C de Sm) y 12 (ensayo D de Sm) pacientes del
grupo de control. La mayoria de los resultados falso positivos se encontraron dentro del grupo de pacientes de MCTD
(véase la tabla 5).

TABLA 5

Reactividad de suero control, principalmente MCTD en los ensayos de diferenets proveedores

Suero Inmunoensayos

Ne, D Diagnosis Varefisa (R) ®S33 Ensayo A Sm Ensayo B Sm Ensayo C Sm Ensayc D Sm
Umi 13 # RE 20# Unidades 40 # Relacion 1# Relacion 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 0.9 2,7

110 25521 MCTD 0,5 87,4 11,7 1,5 4.2

112 25523 MCTD 0.0 218 34,1 0,6 0,3

121 25532 MCTD 2,86 7.4 26,8 0.3 3,5

123 25534 MCTD 11 10,5 417 06 2,3

126 25537 MCTD 32 7,2 41,4 0,3 0,3

128 25538 MCTD 0,7 42 67,1 0,8 37

129 25540 MCTD 4,1 1185 1324 2.4 3,1

132 25543 MCTD 2,4 12,8 427 0,3 2.3

133 25544 MCTD; SLE 9,9 136,0 183,7 7.8 54

137 25448 SSc 22 72,2 105,3 1.2 28

145 25456 MCTD 1.1 84 30,9 0,3 1.5

# valores de corte sugeridos
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Estudio de seguimiento de un paciente de SLE. Un paciente macho de SLE se observé clinicamente durante un
periodo de 18 meses (6 muestras de suero; véase la figura 3). Al comienzo del estudio de seguimiento el paciente
mostré una fuerte respuesta inmune hacia el complejo RNP/Sm (relacién de 18), al antigeno Sm (relacién de 6), al
nuevo antigeno de Sm (337,5 U/ml) y una respuesta moderada a al complejo U1-RNP aislado (relacién de 2) asi
como a las histonas (59,5 U/ml). No se pudo encontrar ninguna reactividad a ADNds (19,1 U/ml; corte 55 U/ml). En
ese momento el registro medico resefié una fase inactiva de enfermedad. Mads tarde el titulo del anticuerpo hacia el
nuevo antigeno de Sm se incrementd significativamente alcanzando su maximo en la tercera muestra de suero retirada
en agosto de 1999. Por el contrario una disminucién del titulo de anti-RNP/Sm se pudo observar entre el segundo y
cuarto muestreo de sangre seguido de otro fuerte incremento en la quinta muestra. En ese momento el titulo contra el
nuevo antigeno Sm (S33) era menor que antes y el estado de la enfermedad se resefié como inactivo de acuerdo con
el registro médico. No se pudieron encontrar alteraciones significativas en el titulo de anti-ADNds y anti-histona titer
durante el tiempo de observacién del paciente.

En los ejemplos presentados la respuesta immune de anti-Sm se habia analizado hacia los antigenos de Sm D1 y
D3, que se considera que son los polipéptidos especificos de SLE (van Venrooji et al., 1991; Hoch et al., 1999). Usando
péptidos inmovilizados se ha mostrado que la dimetilacién simétrica de restos de arginina juega un papel importante en
la formacién de los epitopes de las células B o ambos antigenos. Esta observacion se encontré en Buena conformidad
con el resultado de Brahms ef al. (2000) y de este modo contradictorias con los hallazgos de Riemekasten y colegas
(1998). De manera interesante y ademads de las investigaciones previas, se encontrd que con los péptidos como se ha
descrito previamente la especificidad de los péptidos de SmD3 era mayor que los derivados de SmD]1.

McClain y colegas (2002) describian cuatro regiones antigénicas SmD3 de los que la regién 4 antigénica cubre
el area 104-126. En esta invencién los péptidos sintetizados sobre apoyos se sometieron a andlisis pero sin usar la
forma modificada de arginina. En la presente invencidn la reactividad dentro de esta regién solamente encontrada en el
caso de arginina natural se reemplazé por sdR. Estos resultados contradictorias se podrian explicar mediante el uso de
sueros diferentes, metodologia y / o variando la longitud del péptido. Tres de cinco sueros reconocian especificamente
el péptido '®AA sdRG sdRGARGMG sdRGNIF'?? (SEQ ID NO:3) de este ejemplo. De manera interesante, la dime-
tilacién de una arginina solamente y en una posicion definida (aa 112) podria incrementar a demds la sensibilidad de
eset péptido mimotopo particular sin pérdida de especificidad. Basdndose en estos datos se us6 un péptido candidato
("AARG sdRGRGMGRGNIF'?) SEQ ID NO: 1 para desarrollar un sistema ELISA. El Nuevo ensayo anti-Sm (anti-
S33) demostrd una sensibilidad de 14,9% y una especificidad de 99,7% para lupus dando como resultado un valor alto
positivo (PPV; 93,7%) y predictivo negativo(NPV; 80,2%) y de este modo una alta eficacia de diagndstico (80,7%).
Por lo tanto este ensayo ofrece nuevas oportunidades para la diagnosis de lupus sistémico eritematoso, especialmente
para la diferenciacién de SLE y MCTD como se revela por el estudio de correlacién.

Mirando las propiedades bioquimicas de los epitopes de Sm se revela que el pl se puede considerer como predictor
de la antigenicidad sobre el complejo de Sm. Sobre U1-RNP-A, SmB’ y D1, el valor medio de pl de las regiones
antigénicas era 10,4 (no antigénico 6,0) y sobre SmD2 y D3 mads de pIs 9,0 (McClain et al., 2002). Estos hallazgos
de la invencién se ajustan bien al alto valor de pl del péptido S33 (> 12,88). Se ha de investigar adicionalmente si el
caracter basico simplemente incrementa la probabilidad de exposicidén de estas regiones y de este modo la accesibilidad
a los anticuerpos.

EBV, EBNA y anticuerpos anti-SmD. Los estudios de mapeo de SmD1 han identificado un motivo de epitope (aa
95-119) que reacciona de manera cruzaad con una secuencia homdloga 35-58 del antigeno 1 nuclear del virus Epstein-
Barr 1 (EBNA-1) (Sabbatini et al., 1993; Sabbatini et al., 1993; Marchini et al., 1994). Un studio mas reiente ha
mostrado que este epitope reacciona de manera cruzada con una regiéon homoéloga de SmD3 que contiene repeticiones
de glicina arginina (RGRGRGMGR) SEC ID No: 5 (McClain et al., 2002). Ademds ha llegado a ser evidente que
GPRR (aa 114-119 sobre SmD1) representa un motivo de autoepitope de reaccién cruzada comun, que estd persente
no solamente sobre EBNA-1, sino también sobre una variedad de autoantigenos que incluyen CENP-A, B, C, 5SmBB’,
SmD1 y Ro-52, para mencionar solamente unos pocos (Mahler et al., 2001). De este modo los pacientes que sufren
mononucleosis infecciosa o trastornos relacionados con SLE deberian ensayarse como falsos positivos en los ELISA
que usan las extensiones C-terminal de SmD1 o SmD3, Ademas, varios estudios han sugerido una influencia de EBY
en el desarrollo de afecciones de tipo Lupus (James et al., 1997). Por lo tanto se considera que el uso de sueros
EBYV positivos como controles es un hallazgo importante hacia un inmunoensayo de anti-SmD altamente especifico y
fiable. Entre los 25 controles de enfermedad de EBV presentados, no se encontré ninguna muestra falso positivo que
confirmara la alta especificidad sugerida del ensato anti-S33-abs. Desafortunadamente, Riemekasten y colegas (1998)
no incluyeron este grupo de pacientes en la evaluacién de su ensayo.

Correlaciones con otras especies de anticuerpos. La reactividad de superposicién entre ADN y antigenos Sm se
ha resefiado en varias publicaciones (Bloom et al., 1993; Reichlin et al., 1994; Zhang et al., 1995). Mientras en estos
estudios se us6 SmD de longitud completa, en la presente invencién, también existia una correlacién de reactividad
de anti-dsDNA vy anti-S33 (p < 0,0001), Aparte del ADN, la presente invencioén también muestra una correlacién
positiva de anti-S33 y U1-68 (p < 0,0001), Ul-A (p < 0,0001), UI-C (p < 0,0001), SmBB’ (p < 0,0001), Sm (p <
0,0001) y SmD (p < 0,0001), pero no con las histons (p = 0,0259), La (p = 0,8747), Ro-52 (p = 0,4034) y Ro-60 (p =
0,0143). No esta claro si las asociaciones observadas son provocadas por reactividad cruzada o por diferentes especies
de anticuerpos que se producen a menudo de manera simultinea. Ademds se han de dirigir estudios para verter mas
luz en esta cuestion.
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Riemekasten contra Brahms. El conflicto obvio entre los resultados de Riemekasten et al. y Brahms et al. Se
debe explicar por la existencia de epitopes diferenets en las extensiones C-terminal de SmD1. El péptido aa 83-119
(Riemekasten et al., 1998) puede formar un epitope conformacional, mientras que los péptidos mds cortos usados en el
segundo estudio contiene sitios de unidn lineales, dependientes de sdR (Brahms et al., 2000). Ademads, la reactividad
reducida contra SmD1 de longitud completa (Riemekasten et al., 1998), comparada con el péptido SmD1g;_;9, sugiere
que este epitope de péptido representa una estructura critica. Esta observacion plantea la cuestion, dichos epitopes se
“ven” in vivo y juegan el papel central en la patogénesis de SLE. En un estudio reciente se hace evidente, que la
inyecciéon de SmD1g;_ ;9 fusionado a una proteina vehiculo es capaz de acelerar el proceso patogénico de ratones
propensos a Lupus (Riemekasten et al., 2001).

Sindrome “Rufus”. Artritis reumatoide (RA) y lupus sistémico eritematoso(SLE) son trastornos relacionados con
una etiologfa autoinmune. Ambas enfermedades estdn acompafiadas por la aparicién de anticuerpos auto reactivos a
estructuras definidas. Se han resefiado varios estudios sindromes superpuestos entre RA y Lupus, que se llamaron por
lo tanto algunas veecs el Sindrome de “Rufus” (Miyachi y Tan, 1979; Panush et al., 1988; Brand et al., 1992), En los
ejemplos presentados se encontré un paciente dentro del grupo RA que demostré reactividad anti-S33 (24,6 U/ml).
Si este resultado refleja un ensayo falso positivo o si los anticuerpos para el péptido S33 representan un precursor de
afecciones de tipo lupus no permanece claro y también se tiene que investigar.
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido, que comprende la secuencia de aminodcidos AARGsdRGRGMGRGNIF (SEQ ID NO: 1), que es
capaz de reaccionar con los anticuerpos que estan presentes en el suero de los pacientes con lupus sistémico eritema-
toso (SLE), en el que sdR es una arginina dimetilada simétrica.

2. Un péptido de acuerdo con la reivindicacion 1 donde la arginina dimetilada de manera simétrica tiene la posicién
112 en la secuencia de polipéptidos de SmD3.

3. The péptido de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en el que la estructura de la arginina dimetilada de manera
simétrica es

CHy Oy
|

|

HN +

N

CH

NH

ieHy )y

|

HC NH 26’00&

4. Uso de un péptido, que comprende la secuencia de aminodcidos AARGsdRGRGMGRGNIF (SEQ ID NO: 1),
que es capaz de reaccionar con los anticuerpos que estdn presentes en el suero de los pacientes con lupus sistémico
eritematoso (SLE) para la fabricacién de una composicion para la diagnosis de pacientes de SLE.

5. Uso de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que la diagnosis es diagnosis diferencial para distinguir entre
pacientes de SLE y pacientes con enfermedad de tejido conectivo mixto (MCTD).

6. Uso de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que la diagnosis es una diagnosis in vitro de SLE.

7. Uso de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que dicha composicién se usa para controlar in vitro la actividad
de la enfermedad de pacientes de SLE negativos de ADNds

8. Uso de acuerdo con la reivindicacion 4, wh en el que dicha composicion se usa para la diferenciacion entre SLE
y MCTD.

9. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8 donde la arginina dimetilada de manera simétrica
tiene la posicién 112 en la secuencia de polipéptidos de SmD3.

10. Uso de un péptido multimérico que comprende el péptido de la reivindicacion 1.

11. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 10, en el que la estructura de la arginina dimetilada
de manera simétrica es

CH,  EH,

I
HN
N
CH

MH

|
€4,y
I

HO Nt , COOH

12. Un procedimiento para controlar una actividad de la enfermedad que comprende ensayar repetidamente para
seguir el titulo de los anticuerpos capaces de reaccionar con el péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicacio-
nes 1-3 con el fin de controlar el efecto de tratamiento o la actividad de la enfermedad.
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Fig.2a

concentracion de anticuerpos
baja media alta

Intra ensayo

media [U/mi] 7.1 36,3 83,8
CV (%) 1,82 3,79 6,52
2-taile 0,033 <0,0 <00 <00 <00 021 022 087 <00 <00 03792
dp 5 0o1* 001* 001 001* 92 12 85  001* O11*
media [U/ml] 7,48 36,54 91

CV (%) 3,97 7,42 2,27
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Sensibilidad (positivos verdaderos)
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Fig. 2¢
4; -
0,9 “ Sin discrimiancion
0,8 4 —0—833
0,7 4
0,6 4

0,5 1

valores de corte Uimi}

O q ol 7 10 13 23
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Pharmacia Diagnostics AB
<120> Procedimiento analitico y su kit
<130> P0O6663EP00

<140> PCT/SE2004/000526
<141> 02-04-2004

<160> 26

<170> PatentIn version 3.3
<210>1

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintetizado

<220>

<221> MOD__RES
<222>(5)..(5)

<223> METILACION, 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 Pro
1 5

<210>3

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintetizado
<220>

<221> MOD__RE5

<222> (3) 7-(3)_

<223> METILACION, simétrica
<220>

<221> MOD__RES

<222> (5)...(5)

<223> METILACION, simétrica
<220>

<221> MOD__RES
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<222> (7).._(7)

<223> METILACION, simétrica
<220>

<221> MOD RES

<222> (11).._(11)

<223> METILACION, 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 Arg Gly Arg Gly Arg Gly Met Gly Arg Gly Asn Ile Phe
1 5 10 15

<210>5
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Arg Gly Arg Gly Arg Gly Met Gly Arg
1 5

<210> 6

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintetizado

<400> 6

Asp Val Glu Pro Lys Val Lys Ser Lys Lys Arg Glu Ala Val Ala
1 5 10 15

<210>7

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintetizado
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<400> 7

Val Glu Pro Lys Val Lys Ser Lys Lys Arg Gly Ala Val Ala Gly
1 5 10 15

<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 15

<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 Arg Gly
1 5 10 15

<210> 10

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintetizado

<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 Ala Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly
1 5 10 15
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<210> 12

<211> 15

<212> PRT

<213> Aurtificial

<220>

<223> Péptido sintetizado

<400> 12

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

<210> 13

<211> 15

<212> PRT

<213> Aurtificial

<220>

<223> Péptido sintetizado

<400> 13

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

<210> 14

<211> 15

<212> PRT

<213> Aurtificial

<220>

<223> Péptido sintetizado

<400> 14

Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly Arg Gly
1 5 10 15

<210> 15

<211> 15

<212> PRT

<213> Aurtificial

<220>

<223> Péptido sintetizado

<400> 15

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

<210> 16
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
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<223> Péptido sintetizado

<400> 16

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

<210> 17

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintetizado

<400> 17

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

<210> 18

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintetizado

<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 5 10 15
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<210> 21

<211> 15

<212> PRT

<213> Aurtificial

<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> Aurtificial

<220>

<223> Péptido sintetizado

<400> 22

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

<210> 23

<211> 15

<212> PRT

<213> Aurtificial

<220>

<223> Péptido sintetizado

<400> 23

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

<210> 24

<211> 15

<212> PRT

<213> Aurtificial

<220>

<223> Péptido sintetizado
<220>

<221> MOD__RES
<222> (3)..3)

<223> METILACION, SIMETRICA
<400> 24

Ala Ala Arg Gly Arg Gly Arg Gly Met Gly Arg Gly Asn Ile Phe
1 5 10 15
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<210> 25

<211> 15

<212> PRT

<213> Aurtificial

<220>

<223> Péptido sintetizado
<220>

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

<223> METILACION, SIMETRICA

<400> 25

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

<210> 26

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintetizado
<220>

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

<223> METILACION, SIMETRICA
<400> 26

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