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DESCRIPCION

Péptidos citrulinados derivados de la fibrina reconocidos por autoanticuerpos especificos de la poliartritis reuma-
toide y usos de los mismos.

La presente invencidn se refiere a nuevos péptidos citrulinados reconocidos por autoanticuerpos especificos de la
poliartritis reumatoide.

La poliartritis reumatoide (en lo sucesivo abreviada como “PR”) es el mds frecuente de los reumatismos inflamato-
rios crénicos. Se trata de una enfermedad autoinmune, y el suero de los pacientes afectados contiene autoanticuerpos
de los que algunos son especificos y pueden constituir un marcador de esta enfermedad, lo que permite su diagnds-
tico incluso en estados precoces. Se han efectuado asi investigaciones con vistas a identificar antigenos reconocidos
por estos anticuerpos, con el fin de obtener preparaciones purificadas utilizables en técnicas cldsicas de diagndstico
inmunolégico.

Se ha demostrado que autoanticuerpos especificos de la PR reconocen diferentes variantes isoeléctricas de la (pro)
filagrina (para revision, véase por ejemplo SERRE y VINCENT, In: Autoantibodies, PETER and SHOENFELD Eds,
Elsevier Science Publishers, 271-276, 1996). Estos autoanticuerpos han sido denominados por este motivo: “autoanti-
cuerpos antifilagrina (AAF)”. La Solicitud EP-0.511.116 describe la purificacién y la caracterizacién de antigenos de
la familia de las filagrinas reconocidos por estos anticuerpos y su uso en el diagndstico de la poliartritis reumatoide.

Posteriormente, los epitopos de filagrina reconocidos por los AAF han sido identificados como regiones de la
molécula de filagrina portadoras de restos citrulilo, resultantes de la transformacién de restos arginilo por una pep-
tidilarginina desiminasa (Girbal-Neuhauser E y col., J Immunol, 162, 585-94, 1999; Schellekens GA y col., J Clin
Invest, 101, 273-81, 1998). El analisis de diversos péptidos sintéticos derivados de la secuencia de la filagrina humana
ha demostrado que la desiminacidn (citrulinacién) era necesaria para la constitucién de epitopos reconocidos por los
AAF, que hoy en dia se denominan igualmente autoanticuerpos antiproteinas citrulinadas (AAPC). En la exposicién
que se ofrece a continuacion se usard esta denominacion.

Se ha observado igualmente que el entorno de los restos citrulilo desempefiaba también un papel importante (Gir-
bal-Neuhauser E, 1999, citado anteriormente; Schellekens GA, 1998, citado anteriormente; Union A y col., Arthritis
Rheum, 46, 1185-95, 2002); se han identificado algunos aminodcidos “permisivos” respecto de la fijacion del anti-
cuerpo y cuya naturaleza modula probablemente la afinidad de fijacién del anticuerpo. Entre estos aminoécidos, los
restos -gly-, -ser-, -his-, -thr- y -gln-, son los que se encuentran més a menudo en el entorno inmediato de los restos
citrulilo de los péptidos “filagrina” citrulinados que, en la actualidad, se han identificado como portadores de epitopos
reconocidos por los AAPC (Sebbag M y col., Rev Rhum, 68, 106, 2001).

Se han obtenido péptidos citrulinados muy numerosos reconocidos especificamente por AAPC y titiles en el diag-
noéstico de la PR a partir de la filagrina. Sin embargo, se ha observado igualmente que, aunque estrechamente especifica
de la PR, la reactividad de estos diferentes péptidos citrulinados frente a los AAPC era heterogénea, siendo péptidos
diferentes reconocidos por sueros extraidos de sujetos diferentes. Esto implica que para obtener un reactivo de diagnds-
tico capaz de identificar la presencia de AAPC en una gran poblacién es necesario asociar varios péptidos diferentes.

Paralelamente, se ha demostrado que los AAPC son secretados por los plasmocitos del tejido sinovial (Masson-
Bessera C y col., Clin Exp Immunol, 119, 544-52, 2000) y son dirigidos especificamente contra formas citrulinadas
de las cadenas « y S8 de fibrina presentes en este tejido (Masson-Bessera C y col., J Immunol, 166, 4177-84, 2001).

El documento WO 01/02.437 y Sebbag y col. (Joint Bone Spine vol. 71, 2004, p. 493-502) divulgan el uso de
derivados citrulinados de la fibrina para el diagnéstico de la poliartritis reumatoide. Nijenhuis y col. (Clinica Chimica
Acta vol. 350, 2004, p. 17-34) discuten las ventajas de los péptidos citrulinados con respecto a las proteinas citrulinadas
para el diagnéstico de la poliartritis reumatoide.

Los autores de la invencién han emprendido, con el fin de caracterizar mejor los epitopos reconocidos por los
AAPC, la identificacion de los presentados por las cadenas « y 8 de la fibrina. Con este fin han evaluado la reactividad
de sueros que contienen AAPC frente a péptidos sintéticos citrulinados derivados de la secuencia de la cadena a y de
la secuencia de la cadena S de la fibrina. Teniendo en cuenta la heterogeneidad conocida de los perfiles de reaccién
de los péptidos citrulinados extraidos de la filagrina con los AAPC, los autores de la invencién han usado mezclas de
sueros elegidas de manera que contengan AAPC que representan los diferentes perfiles de reactividad observados en
el caso de estos péptidos extraidos de la filagrina, con el fin de detectar todos los péptidos de la fibrina que pueden ser
reconocidos por AAPC.

Los péptidos sometidos a ensayo se han obtenido a partir de la secuencia de la cadena « y de la secuencia de la
cadena 8 de la fibrina. En total, se han elegido 72 péptidos, de ellos 41 derivados de la cadena « de la fibrina y 31
derivados de su cadena (. Entre los 72 péptidos citrulinados analizados, los autores de la invencién han identificado
13 péptidos derivados de la secuencia de la cadena a y 5 péptidos derivados de la de la cadena 8 de la fibrina como
reactivos significativamente con una y/u otra de las mezclas de sueros sometidas a ensayo y asi como portadores de
epitopos reconocidos por algunos de los AAPC presentes en esta(s) mezcla(s).
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Los autores de la invencién han analizado a continuacién individualmente cada uno de los 18 péptidos reactivos
identificados con cada uno de los sueros constitutivos de las mezclas sometidas a ensayo. Este andlisis ha confirmado,
para la mayor parte de los péptidos sometidos a ensayo, la gran variabilidad interindividual de especificidad de los
AAPC observada anteriormente en el caso de péptidos citrulinados derivados de la filagrina.

Por otra parte, esto ha permitido a los autores de la invencion identificar péptidos que, de manera inesperada,
poseen un espectro de reactividad con los AAPC mucho mayor que los comunicados hasta el presente en el caso de
péptidos citrulinados derivados de la filagrina. En efecto, los autores de la invencién han identificado 5 péptidos citru-
linados (4 péptidos derivados de la cadena a y 1 derivado de la cadena 8 de la fibrina), que son cada uno reconocidos
individualmente por al menos el 40% de los sueros analizados y parecen asi portadores de epitopos mayores. Entre
estos péptidos, dos son reconocidos por la mayoria de los sueros y presentan ademads perfiles de reactividad comple-
mentarios que engloban la totalidad de los sueros analizados. Cada uno de estos sueros reconoce en efecto a uno y/u
otro de estos péptidos. Esto sugiere que estos dos péptidos son portadores de motivos estructurales representativos de
una muy amplia mayoria de los diferentes motivos reconocidos por los AAPC.

La presente invencion tiene por objeto un péptido aislado reconocido por autoanticuerpos antiproteinas citrulinadas
(AAPC) presentes en el suero de los pacientes afectados de poliartritis reumatoide, caracterizado porque comprende
al menos un resto citrulilo y porque se elige en el grupo constituido por:

a) un péptido definido por la secuencia X, PAPPPISGGGYX,AX; (ID SEC N°: 1) en la que X, X, y X; representan
cada uno un resto citrulilo o un resto arginilo y al menos uno de los restos X, o X; es un resto citrulilo;

b) un péptido definido por la secuencia GPX; VVEX,HQSACKDS (ID SEC N°: 2) en la que X, y X, representan
cada uno un resto citrulilo o un resto arginilo y al menos uno de los restos X; o X, es un resto citrulilo;

¢) un péptido definido por la secuencia SGIGTLDGFX,HX,HPD (ID SEC N°: 3) en la que X, y X, representan
cada uno un resto citrulilo o un resto arginilo y al menos uno de los restos X; o X, es un resto citrulilo;

d) un péptido definido por la secuencia VDIDIKIX;SCX,GSCS (ID SEC N°: 4) en la que X, y X, representan cada
uno un resto citrulilo o un resto arginilo y al menos uno de los restos X; o X, es un resto citrulilo;

e) un péptido definido por la secuencia X;GHAKSX,PVX;GIHTS (ID SEC N°: 12) en la que X, X, y Xj; repre-
sentan cada uno un resto citrulilo o un resto arginilo y al menos uno de los restos X;, X, o X3 es un resto citrulilo;

f) un péptido que comprende al menos 5 aminodcidos consecutivos, preferentemente al menos 7 aminodcidos
consecutivos y ventajosamente, de 8 a 14 aminoacidos consecutivos, incluyendo al menos un resto citrulilo, de uno de
los péptidos a) a e) anteriores.

Los péptidos segtn la invencién tienen un tamaifio de al menos 5 aminodcidos, preferentemente un tamafio de 5 a
25 aminodcidos, y, de manera totalmente preferida, un tamafio de 10 a 20 aminodacidos.

Segtin una forma de realizacion preferida de un péptido segin la invencién se elige entre:

- un péptido definido por la secuencia ID SEC N°: 1 en la que al menos X; es un resto citrulilo, o un péptido
que comprende un fragmento de al menos 5 aminoécidos consecutivos de dicha secuencia que contiene dicho resto
citrulilo;

- un péptido definido por la secuencia ID SEC N 2 en la que al menos X, es un resto citrulilo, o un péptido
que comprende un fragmento de al menos 5 aminoécidos consecutivos de dicha secuencia que contiene dicho resto
citrulilo;

- un péptido definido por la secuencia ID SEC N°: 3 en la que al menos X, es un resto citrulilo, o un péptido
que comprende un fragmento de al menos 5 aminoacidos consecutivos de dicha secuencia que contiene dicho resto
citrulilo;

- un péptido definido por la secuencia ID SEC N°: 4 en la que al menos X; es un resto citrulilo, o un péptido
que comprende un fragmento de al menos 5 aminodcidos consecutivos de dicha secuencia que contiene dicho resto
citrulilo;

- un péptido definido por la secuencia ID SEC N°: 12 en la que al menos Xj; es un resto citrulilo, o un péptido
que comprende un fragmento de al menos 5 aminodcidos consecutivos de dicha secuencia que contiene dicho resto
citrulilo.

De manera particularmente preferida, un péptido segin la invencién se elige entre:

- un péptido definido por la secuencia ID SEC N°: 1 en la que X;, X, y X; son restos citrulilo, o un péptido de al
menos 16 aminodcidos que comprende dicha secuencia;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2310853 T3

- un péptido definido por la secuencia ID SEC N° 2 en la que X; y X, son restos citrulilo, o un péptido que
comprende un fragmento de al menos 5 aminodcidos consecutivos de dicha secuencia que contiene dichos restos
citrulilo;

- un péptido definido por la secuencia ID SEC N° 3 en la que X; y X, son restos citrulilo, o un péptido que
comprende un fragmento de al menos 5 aminodcidos consecutivos de dicha secuencia que contiene dichos restos
citrulilo;

- un péptido definido por la secuencia ID SEC N° 4 en la que X; y X, son restos citrulilo, o un péptido que
comprende un fragmento de al menos 5 aminodcidos consecutivos de dicha secuencia que contiene dichos restos
citrulilo;

- un péptido definido por la secuencia ID SEC N°: 12 en la que X, X, y X; son restos citrulilo, o un péptido que
comprende un fragmento de al menos 10 aminodcidos consecutivos de dicha secuencia que contiene dichos restos
citrulilo.

Pueden obtenerse péptidos citrulinados conformes a la invencién, por ejemplo, a partir de fragmentos de fibrina o
de fibrindgeno naturales, recombinantes, o de sintesis, por la accion de la peptidil-arginina-deiminasa (PAD); pueden
obtenerse igualmente por sintesis peptidica, incorporando directamente uno o varios restos citrulina en el péptido
sintetizado.

Los péptidos citrulinados conformes a la invencién engloban igualmente derivados de los péptidos ID SEC N°: 1 a
4y 12 o fragmentos de éstos, definidos anteriormente, llevando dichos derivados modificaciones destinadas a mejorar
su reconocimiento por los AAPC: a modo de ejemplos de tales derivados, se citardn: péptidos ciclados; péptidos de
tipo retro, en los que se encadenan L-aminodcidos seglin una secuencia inversa a la del péptido a reproducir; péptidos
de tipo retro-inverso, constituidos por aminodcidos de la serie D (en lugar de aminoacidos de la serie L de péptidos
naturales) encadenados segiin una secuencia inversa a la del péptido a reproducir.

Muy ventajosamente, se trata de péptidos en los que la funcién carboxilo (COOH) terminal se sustituye por una
funcién carboxamida (CONH,). En este marco, son péptidos particularmente preferidos aquellos en los que el resto
C-terminal es un resto citrulilo cuya funcién carboxilo se sustituye por una funcién carboxamida.

La presente invencién tiene igualmente por objeto todo péptido reconocido por los AAPC presentes en el suero de
los pacientes afectados por poliartritis reumatoide y que contienen en su extremo C-terminal un resto citrulilo cuya
funcién carboxilo se sustituye por una funcién carboxamida. Ventajosamente, dicho péptido contiene en su secuencia
al menos otro resto citrulilo. Preferentemente, dicho péptido comprende de 5 a 25 aminodcidos.

La sustitucién de la funcién carboxilo del resto citrulina C-terminal por una funcién carboxamida puede permitir
aumentar la reactividad del péptido con los AAPC, o, llegado el caso, convertir en reactivos con los AAPC péptidos
que no lo son naturalmente.

Los péptidos citrulinados conformes a la invencidn engloban igualmente derivados de los péptidos ID SEC N°:
1 a4y 12 o de fragmentos de éstos, como los definidos anteriormente, llevando dichos derivados modificaciones
destinadas a facilitar su sintesis y/o a mejorar su estabilidad. A modo de ejemplo de dichos derivados, se citardn los
péptidos que incluyen aminodcidos cuyos grupos carboxilo estdn esterificados o transformados en grupos amida y/o
aminodcidos cuyo grupo aminado estd alquilado, por ejemplo metilado o acetilado. Los grupos amina y carboxilo de
los péptidos pueden estar presentes en forma de la sal correspondiente a la base o al 4cido.

A partir de los péptidos citrulinados descritos anteriormente es también posible obtener péptidos mimotopos que
comprenden al menos un resto citrulilo (péptido mimotopo citrulinado).

Estos péptidos mimotopos pueden obtenerse cribando bancos de péptidos citrulinados cuyas secuencias se definen
a partir de las de los péptidos ID SEC N° 1, 2, 3, 4, 12 de la presente invencién, usados en este marco como “péptidos
modelo”.

Preferentemente, estos bancos de péptidos se realizan mediante sintesis de diferentes péptidos de tamafio com-
prendido entre 10 y 20, preferentemente entre 12 y 17 aminodcidos, en particular 15 aminoécidos. Cada uno de estos
péptidos conserva al menos 2, preferentemente al menos 4, ventajosamente al menos 6, de manera particularmente
preferida al menos 8 y muy ventajosamente al menos 10 aminodcidos, incluyendo al menos un resto citrulilo, de 1a se-
cuencia del péptido modelo elegido en las mismas posiciones que en dicho péptido modelo, siendo las otras posiciones
variables.

Estos bancos pueden cribarse ventajosamente como se describe en los ejemplos mostrados a continuacion y sobre
todo con ayuda de sueros representativos de diferentes perfiles de reactividad de AAPC, como los definidos en el
Ejemplo 1 a continuacién.
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Los procedimientos de sintesis de péptidos mimotopos son bien conocidos de por si. Se hard referencia, por ejem-
plo, al capitulo 6 de “Chemical approaches to the synthesis of peptides and proteins”, Paul Lloyd-Williams, Fernando
Albericio and Ernest Giralt, CRC Press New York, 1997, “Peptides libraries”, paginas 237-270.

Estos péptidos mimotopos citrulinados pueden usarse, solos 0 en combinacién con otros péptidos citrulinados, y
preferentemente en combinacion con al menos uno de los otros péptidos de la invencidn, en una prueba de diagnéstico
de la PR para reconocer los AAPC.

La presente invencién tiene igualmente por objeto el uso de los péptidos segin la invencion, como los definidos
anteriormente, para detectar la presencia de AAPC en una muestra biolégica, en el marco del diagndstico in vitro de
la PR.

La presente invencion tiene asi por objeto composiciones antigénicas, Utiles para detectar la presencia de AAPC
en una muestra bioldgica en el marco del diagndstico in vitro de la PR, composiciones que se caracterizan porque
comprenden al menos un péptido segtin la invencién.

Las composiciones segtin la invencién pueden asociar entre si diferentes péptidos elegidos entre los péptidos segiin
la invencidn, o bien pueden asociar uno o varios péptidos segin la invencién con uno o varios péptidos citrulinados
derivados sobre todo de la filagrina.

Segtin una forma de realizacion preferida de una composicion antigénica segin la invencidn, ésta comprende al
menos un péptido de secuencia ID SEC N°: 1 y al menos un péptido de secuencia ID SEC N°: 2, como se definen
anteriormente.

Esta composicién posee un espectro de reactividad muy grande y puede permitir ademds detectar la PR en un
estado precoz.

Ventajosamente, una composicién segtn la invencién puede comprender ademds un péptido de secuencia ID SEC
N°: 3 y/o un péptido de secuencia ID SEC N°: 4 y/o un péptido de secuencia ID SEC N°: 12, como los definidos
anteriormente.

Las composiciones segtin la invencién pueden, llegado el caso, presentarse en forma de composiciones multipep-
tidicas, en las que los péptidos constitutivos se asocian entre si o a una molécula portadora generalmente por unién
covalente. A modo de ejemplo, se citardn los multipéptidos antigénicos (MAP, por “multiple antigen peptides” descri-
tos sobre todo por TAM (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 85, 5409-13, 1988)).

La presente invencion tiene igualmente por objeto un procedimiento de deteccion de la presencia de AAPC en una
muestra biolégica, en el marco del diagnéstico in vitro de la PR, procedimiento que se caracteriza porque comprende:

- la puesta en contacto de dicha muestra biolégica con al menos un péptido o una composicién antigénica se-
glin la invencidn, segin se define anteriormente, en condiciones que permiten la formacién de un complejo antige-
no/anticuerpo con los AAPC eventualmente presentes en dicha muestra;

- la deteccidn, por todos los medios apropiados, del complejo antigeno/anticuerpo eventualmente formado.

Este procedimiento de deteccién puede ponerse en practica gracias a un conjunto que comprende al menos un
péptido o una composicién antigénica segin la invencidn, y, llegado el caso, tampones y reactivos apropiados para la
constitucién de un medio de reaccién que permita la formacién de un complejo antigeno/anticuerpo y/o de medios de
deteccion de dicho complejo antigeno/anticuerpo.

Ventajosamente, dicho conjunto comprende un péptido o una composicién antigénica segtin la invencién, inmo-
vilizado en un soporte s6lido. A modo de ejemplos no limitativos de soportes s6lidos utilizables, se citardn placas de
microvaloracién, conos del aparato VIDAS® (comercializado por BIOMERIEUX), bolas, microbolas o microparticu-
las, cintas, etc.

Dicho conjunto puede comprender igualmente muestras de referencia, como uno o varios sueros negativos y uno o
varios sueros positivos.

La presente invencién tiene también por objeto un procedimiento de deteccion de la presencia de AAPC en una
muestra bioldgica, en el marco del diagnéstico in vitro de la PR, procedimiento que se caracteriza porque comprende:

- el suministro de un primer péptido citrulinado capaz de entrar en competencia para la unién a dichos AAPC con
un péptido segun la invencién, como el definido anteriormente;

- la puesta en contacto de dicho primer péptido con dicha muestra bioldgica, en condiciones que permiten la
formacién de un complejo antigeno/anticuerpo con los AAPC eventualmente presentes en dicha muestra;

- la deteccidn, por todos los medios apropiados, del complejo antigeno/anticuerpo eventualmente formado.
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En particular, el primer péptido citrulinado capaz de entrar en competencia con un péptido segin la invencion es
un péptido mimotopo citrulinado que puede obtenerse como se describe anteriormente.

La presente invencién se comprenderd mejor con ayuda del complemento de descripcion que se ofrecerd a con-
tinuacién, que se refiere a ejemplos que ilustran la identificacion de los péptidos segin la invencién y la puesta de
manifiesto de su perfil de reactividad frente a los AAPC.

Ejemplo 1

Puesta de manifiesto de la heterogeneidad de la reaccion de AAPC con péptidos citrulinados extraidos de filagrina y
obtencion de mezclas de sueros representativas de los diferentes perfiles de reactividad

Se han usado 90 sueros, que presentan AAPC detectables a la vez mediante ELISA y mediante inmunotransferen-
cia en fibrinégeno humano desiminado in vitro (Masson-Bessera C, 2001, citado anteriormente; Nogueira L y col.,
Arthritis Res, 4, 90, 2002) pero también por inmunofluorescencia indirecta en criocortes de eséfago de rata (Vincent
Cy col., Ann Rheum Dis, 48, 712-22, 1989) y por inmunotransferencia en filagrina epidérmica humana (Vincent C y
col., J Rheumatol, 25, 838-46, 1998). La reactividad de estos 90 sueros multipositivos se ha analizado en ELISA con
respecto a 5 péptidos citrulinados diferentes cuya reactividad frente a AAPC se habia establecido previamente. Estos
péptidos son los siguientes:

E12D ESSRDGSXHPRSHD (ID SEC N: 5)
T12E TGSSTGGXQGSHHE (ID SEC N°: 6)
E12H EQSADSSXHSGSGH (ID SEC N°: 7)
cfco SHQESTXGXSRGRSGRSGS (ID SEC N°: 8)

cf48-65-4 TIHAHPGSXXGGRHGYHH (ID SECN":9)

(X designa un resto citrulilo).

Los péptidos E12D, T12E y E12H han sido descritos por Girbal-Neuhauser, E. y col. (1999). Los péptidos cfc6 y
cf48-65-4 han sido descritos por Schellekens, G. y col. (1998).

El andlisis por ELISA se ha efectuado segtin el protocolo descrito por Girbal-Neuhauser, E. y col. (1999)
Este analisis ha permitido identificar 12 perfiles de reactividad con respecto a los 5 péptidos.

Estos perfiles se resumen en la Tabla I a continuacion.

TABLA I
Perfil E12D E12H T12E cfc6 cf48-65-4

1 + + + +

2 + + +

3 + +

4 + +

5 +

6 + +

7 +

8 + + +

9 +

10 + +

11 +

12 +




ES 2310853 T3

Para que sean lo mds representativas posible de los diferentes perfiles de reactividad de AAPC, las mezclas, deno-
minadas en lo sucesivo mezclas: “A” y “B”, se han constituido cada una mediante mezcla a partes iguales de 10 sueros

5

20

25

30

35

40

45

50

55

60

que representan diferentes perfiles de reactividad en péptidos “filagrina”.

La composicién de estas dos mezclas se indica en la Tabla I a continuacién.
TABLA II
Suero Perfil | Mezcla

97.0459 1

97.0388 3

97.1436 4

97.0169 6

97.0530 7 A
97.0311 8

97.0506 9

97.0468 10

97.0796 11

97.0907 12

97.1715 1

97.0524 1

97.0323 2

97.0794 4

95.0256 5 8
97.1795 5

97.1474 9

97.0244 10

97.1548 11

97.1210 12

Estas dos mezclas A y B son as representativas de la heterogeneidad de especificidad de los sueros AAPC+.
Ejemplo 2

Identificacion de péptidos citrulinados derivados de cadenas a y B de la fibrina, que reaccionan con los AAPC

Los péptidos sometidos a ensayo se han obtenido a partir de la secuencia de la cadena @ y de la secuencia de
la cadena § de la fibrina [parte correspondiente respectivamente a los restos 36-635 y 45-491 de las cadenas A(a)
(referencia NP Acceso: NP_068657) y B(8) (referencia SWISSPROT FIBB_HUMAN Prim. Acceso: P02675) del
fibrinégeno]. Las secuencias de los restos 1 a 635y 1 a 491 de las cadenas A(a) y B(B) del fibrindgeno se representan
igualmente respectivamente en la lista de secuencias en anexo en los niimeros ID SEC N°: 10 y ID SECN®: 11 yenla
fig. 1A y B. Las secuencias indicadas en negrita en la fig. 1 son las de las secuencias de sefal de proteinas seguidas de
las de sus fibrinopéptidos (A y B, respectivamente).
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Cada cadena a o S de fibrina se ha segmentado en secuencias contiguas de 15 aminodacidos y se han elegido todos
los péptidos que comprenden al menos un resto arginilo. En el caso de los péptidos en los cuales el resto arginilo
se situaba en el extremo NH,- o COOH-terminal, se ha elegido una segunda serie de péptidos de 15 aminodcidos,
encabalgidndose con los primeros, de forma que se recentra el resto arginilo terminal en la secuencia. Ademas, se
ha sintetizado un péptido correspondiente a los restos 621-629 de la cadena a de la fibrina. En total, se han elegido
72 péptidos, de ellos 41 derivados de la cadena « de la fibrina y 31 derivados de su cadena S. Para cada uno de los
péptidos, la forma con resto(s) arginilo (forma nativa) y la forma en la que todos los restos arginilo se han sustituido
por restos citrulilo (forma citrulinada) se han sintetizado segtin el procedimiento en fase s6lida de Merrifield con una
pureza > 60% [Société NeoMPS (Estrasburgo, Francia)].

La lista de los péptidos citrulinados elegidos se da en la Tabla III a continuacién:

TABLA III

A. Primera serie:

Cadena o

(136-50Cit3s,42

(X,71 -1 85Cit173,131

2351-365Cit;s3

0(456-470Cit453'459

a66-80Citgg a186-200Cit1g6,190 0366-380Citzs7 a501-515Cits10,512
a81-95Cits, 0216-230City16 218 0381-395Cit3e4 0546-560Cits,7
0111-125Cit114 123 0246-260Cit 58 0396-410Cit404 a561-575Cits73
126-140Cit19 135,137 0261-275Citpg3 271 0411-425Cityys 0591-605Citsgq
141-155Cit 43 0276-290Cit g7 0426-440Cit26 0621-629Citg,1 627
0.156-170Cit1¢0,168 306-320Cit30s 0441-455City43 621-635Cits21 627,630
Cadena B
B45-59City7 55 B195-209Cit195 199 206 B330-344Citsa4 B435-449City36 445
B60-74Citso 72,74 3210-224Cit,24 B375-389Cits7s B465-479City7s
p75-89Cits; B240-254Cityss B390-404Citzes B480-491Citygs
B120-134Cit121,124 B255-269Citye7 3405-419Cit410

B150-164Cits

3285-299Cit 05 204

B420-434Cits

B. Segunda serie:

Cadena a

«138-1 52Cit143

a300-314Citags

0438-452Citys3

b1 5-629Cit521 627

o183-1 97C|t1 86,190

(1347-361 Cit353

0455-469Cit4sg 459

0213-227Citz16 218

(1363-3770“357

(1542 -5 560“:547

0259-273Citge3 271

(1420-4340":425'425

(1588-6020it591

Cadena j

B50-64Citss g0

B202-216City0

3281-295Cit2g5 204

B474-488Cits75 485

B116-130Cits21 124

B215-229Citz24

B373-387City7e

B188-202Cit4gs 199

B219-233Citp2

B416-430Cityy1

B193-207Citrgs.199.206

B236-250Citps

B433-447Cityss 4t

? Este péptido se ha sintetizado con la funcién carboxilo (COOH) del resto citrulilo C-terminal
bien en forma “libre” (COOH), o bien en forma amidada (funcién carboxamida: CONH,).
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La nomenclatura usada es la siguiente: nombre de origen de la cadena polipeptidica (« o ) del fibrin6geno del que
se deriva la secuencia, después posicién en esta secuencia del resto amino-terminal del péptido - posicién del resto
carboxi-terminal del péptido. Estas posiciones estdn numeradas con respecto al extremo N-terminal del fibrindgeno.
La mencién Cit indica que se trata de una forma citrulinada del péptido. La posicion del resto arginilo que se sustituye
por un resto citrulilo se indica en indice. Sélo se presentan las formas citrulinadas de los péptidos.

Cada par de péptidos (citrulinado y no citrulinado) se ha sometido a ensayo en ELISA con una mezcla a partes
iguales de 10 sueros que no presentan AAPC (mezcla de control) y con las 2 mezclas A y B descritas en el Ejemplo 1.

Los péptidos se han sometido a ensayo después de recubrimiento de placas de poliestireno irradiado (Nunc Ma-
xisorp) en tres tampones diferentes (acetato pH 5,0, PBS pH 7,4 y carbonato pH 9,0), de manera que se optimicen
las posibilidades de fijacion pasiva de los péptidos (10 pg/ml) que presentaban puntos isoeléctricos muy heterogéneos
(que se extienden de 4 a 12 para las formas no citrulinadas). Cada par de péptidos (forma nativa y citrulinada) se ha
sometido a ensayo en la misma placa y un par de péptidos de control -péptido “filagrina” citrulinado cfc6 y su corres-
pondiente nativo cfO (Schellekens GA, 1998, citado anteriormente)- se ha incluido durante cada experimentacion, lo
que ha permitido calcular un coeficiente de variacién interensayos y efectuar las correcciones.

Después de saturaciéon en PBS-BSA al 2%, se han incubado las mezclas de sueros diluidos al 1/50 en PBS 2
NaCl - BSA al 2% y después se ha revelado su fijacion con IgG de cabra anti-IgG humana marcada con peroxidasa
(Southern) diluidas al 1/1.000 en PBS BSA al 2%. Todas las incubaciones han tenido lugar durante 1 h a 4°C y han
ido seguidas seguido de lavados en PBS-Tween al 0,1%. La actividad de la peroxidasa se ha revelado mediante una
solucién de ortofenilendiamina (2 mg/ml - Sigma) en perdxido de hidrégeno (0,03% - Sigma). La reaccién se ha
interrumpido después 5 minutos con dcido sulftirico 4 M y se ha medido la densidad éptica (DO) a 492 nm gracias a
un espectrofotometro automatico (Multiskan, Thermo Labsystems).

La reactividad especifica de las mezclas de sueros con respecto a los péptidos citrulinados correspondia a la dife-
rencia entre la DO obtenida con el péptido citrulinado y la obtenida con el péptido nativo correspondiente (delta DO).
Los resultados corresponden a la media de 2 determinaciones. Todo péptido citrulinado que permite obtener una delta
DO superior a 0,250 para al menos una de las dos mezclas A y B después de recubrimiento en al menos uno de los
tres tampones, se ha considerado como reactivo.

Entre los 72 péptidos citrulinados analizados, 13 péptidos derivados de la secuencia de la cadena @ de la fibrina
y 5 péptidos derivados de la de la cadena S se han revelado como portadores de epitopos reconocidos por los AAPC.
Entre estos péptidos, 6 péptidos eran muy reactivos (delta DO > 1,5), 8 péptidos lo eran de manera media (0,5 < delta
DO < 1,5) y 4 péptidos lo eran poco (0,25 < delta DO < 0,5). Los otros péptidos citrulinados han revelado ser poco
o nada reactivos (0,0 < delta DO < 0,25). No se ha observado ninguna reactividad con la mezcla de control, lo que
permite identificar los péptidos reactivos como portadores de epitopo(s) reconocido(s) por los AAPC.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Los resultados obtenidos para los 18 péptidos reactivos se presentan en la Tabla IV a continuacion:

TABLA IV
Tampén de revestimiento
Péptido Mezcia de sueros
Acetato PBS Carbonato
Mezcla A 4,00 2,69 3,43
(1,36-50(:“33,42
Mezcla B 427 2,65 2,64
Mezcla A 0,15 0,29 0,75
al71-1 85Cit17a,131
Mezcla B 0,08 0,21 0,47
Mezcla A 0,41 1,68 1,36
a183-1 97Cit136)190
Mezcla B 0,01 0,15 0,07
Mezcla A 0,04 0,00 0,00
&246-2600it25g
Mezcla B 0,27 0,25 0,33
Mezcla A 0,14 0,60 0,12
(1259-273Cit263,271
Mezcla B 0,21 0,69 0,20
Mezcla A 0,28 0,37 0,26
C£366-3800it357
Mezcla B 0,00 0,04 0,08
Mezcla A 0,04 0,02 0,43
0 396-41 OCit4o4
Mezcla B 0,15 0,17 0,20
Mezcla A 0,09 0,16 0,56
o041 1-4250|t425
Mezcla B 0,38 0,66 043
Mezcla A 0,16 0,92 0,15
0501-515Cits10 512
Mezcla B 0,72 2,60 0,79
Mezcla A 0,38 0,74 0,33
a546-560Cits47
Mezcla B 0,05 0,15 0,16
Mezcla A 0,05 0,30 0,01
o561 -5750“573
Mezcla B 0,14 0,52 0,17
Mezcla A 0,05 0,16 0,36
a588—602Cit591
Mezcla B 0,06 0,33 0,67
621.635Cit Mezcla A 0,25 1,57 1,17
oB21- i
621,627,630 Mezcla B 0,18 1,51 1,20
B60-74Cit . Mezcla A 1,02 2,06 1,27
- i
sorars Mezcla B 283 2.69 272
Mezcla A 0,25 0,29 1,14
B210-224City,4
Mezcla B 0,00 0,60 1,56

10




20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2310853 T3

TABLA 1V (continuacién)

Tampén de revestimiento

Péptido Mezcla de sueros
Acetato PBS Carbonato

_ Mezcla A 0,12 0,60 0,61

[3281 -295C|t235'294
Mezcla B 0,11 0,75 0,71
_ Mezcla A 0,36 0,48 0,44

B420-434C|t421

Mezcla B 0,00 0,00 0,00
) Mezcla A 0,41 0,58 0,67

B433-4470It435_445
Mezcla B 0,00 0,00 0,03

2 Los resultados indicados corresponden a los obtenidos con la forma del péptido que

tiene una funcién C-terminal amidada (funcién carboxamida: CONH,)

Ejemplo 3
Perfil de reactividad de los péptidos citrulinados que reaccionan con los AAPC

Los 14 péptidos portadores de los epitopos mds reactivos (delta DO > 0,5 para una u otra de las mezclas de suero (A
y B) con al menos uno de los tres tampones de recubrimiento) se han sometido a ensayo independientemente con los
20 sueros constitutivos de las mezclas A y B, con el fin de evaluar el perfil de reactividad de cada uno de estos péptidos.
Las pruebas se han efectuado en ELISA en las mismas condiciones que en el Ejemplo 2 anterior, salvo que, para cada
par de péptidos, se ha elegido como tampdn de recubrimiento el que haya permitido obtener la mds alta reactividad
frente a este péptido durante el cribado (el tamp6n en el que la suma de las delta DO obtenidas respectivamente para
las mezclas A y B de sueros era mdxima). Ademads, las diluciones de los sueros se han ajustado de tal manera que
tengan una avidez equivalente para el fibrin6geno desiminado entero. Asi, para cada suero, se ha elegido la dilucién
que permite obtener una DO de 1 en ELISA en el fibrindgeno desiminado (Nogueira L, 2002, citado anteriormente).
Las diluciones se escalonaron del 1/20 al 1/2700.

Los resultados se ilustran en la Tabla V a continuacidn.

(Tabla pasa a pagina siguiente)

11



ES 2310853 T3

uejussaid as ou Gz'0 > OQ exsp so7 ,
BAl}OBS) BJS OU anb BA ‘oAeSus e oppewWwos By 3s OU g B[oZaW €| 9p SOJaNS SO| 8p [ENPIAIpUI pepiAioeal el ‘sopidad sau) sojse eled
(*HNOD :epiwexodled
uoIoUNy) BPEPIWE [EUILLIBL-D UOIOUN) BUN SUdl) anb opljdad [sp ew.o) B] UOD SOPIUS)CO SO| B USPUOdsSa1I00 SOPEDIpUl SOPE)NSal SO,

0Z/L | 0Z/2 | O2/S | OL/Z | Oliz | 02/S | oLE | 02/9 | 02/9 | 02/6 | 02/6 | 02/0L | 0z/zL | 0z/yl | sonysod solans N

¥8'0 2.0 L€0 ec'’e | ooe/L | olzL'le

€€0 ¥r'0 ¥0'L L) 00€/L | L060°.6

120 | 8L'L 190 690 9’0 | 00S/L | 96/0°/6

€50 120 62'c 8y'L 09/1 8vGl /6

0S'0 €2l | 00,2/ | vve0'L6

Ze'0 Zv'o 18°0 80°L 00/ | 89¥0°/6

6£0 120 oc’0 | 80°L 650 | €6'L | /€0 0z/L vivl 16

Gg8'0 08'L ¥r'0 €6'L Gl/L 9060°/6

620 oc'0 | 280 | 9’0 G6'lL /€0 | L2'0 | €6°1 002/l | LLE0'L6

¥¥'0 690 /6T 0S/1 0£GS0°.6

pe'l 08'0 Le'o | oow/L | 69L0°26

6.'0 6%'0 1S'0 62'C 0S/1L G6/1°16

/€T ge'e | sp'e GE/L 9620°.6

G6'L 9z'0 | 60'C | 0e'e er'e | 620 0S/1 ¥6.0°/6

082 oc'e 0SL/L | 9¢¥L' L6

A 88'c | LT | et 0S/1 88€0°/6

9’0 | 9l'l €2’ 181 | €2'L 0Zl/l | €2€0°.6

GZ0 | 650 | s8¢ 6E'C 002/l | ¥2S0°L6

6.1 0S5'c 00€/L | SL2L°/6

8e'0 | LZ'e Z2Z'z | 620 GS'€ | ,1L0 09/L 65%0°/6

= R

2 |8 | 3| 5| &8s | |8 |8 |38 |8 |g|GB
c el s 2|2l lza2|2]8]§ |z

5 8| 8| S| 8|38 | 8|88 |8 | 2|8 | g |wemaloes
Q Q & E : Q z O & F g g g S
g g g ¢ g g 8 § & 3 s 2 N
2 Gy e © 8. * g 2 2 2 R

10

15

20

25

30

N E|qEL

35

40

45

50

55

60

65

12



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2310853 T3

Ejemplo 4

Comparacion de la reactividad del péptido B60-74Citsy 1214 Seglin que su funcion C-terminal sea un carboxilo (COOH)
o una carboxamida (CONH,)

Se han recubierto placas ELISA con el péptido 560-74Citg .74 cuya funcidén C-terminal del resto citrulilo carboxi-
terminal no estd amidada (forma que lleva una funcién COOH terminal, en lo sucesivo designada como “forma no
amidada”), con el péptido B60-74City 7,74 cuya funcién C-terminal del resto citrulilo carboxi-terminal estd amidada
(forma que lleva una funciéon CONH, terminal, en lo sucesivo designada como “forma amidada”) y el péptido no
citrulinado 860-74 (cuya funcién C-terminal del resto arginilo carboxi-terminal no estd amidada), todos diluidos en
PBS. Las mezclas A y B de sueros descritos en el ejemplo 1 se han sometido a ensayo segin el procedimiento descrito
en el ejemplo 2. Como en el ejemplo 2, la reactividad especifica del péptido en forma no amidada o en forma amidada
correspondia a la diferencia entre la DO obtenida con estos dos péptidos citrulinados y la obtenida con el péptido no
citrulinado 860-74. La reactividad de la forma amidada del péptido parece claramente mas intensa que la de la forma
no amidada que era, sin embargo, significativa. Los resultados corresponden a la media de dos experimentos, cada uno
de los cuales comprende dos determinaciones. Los resultados se presentan en la Tabla VI a continuacién.

TABLA VI
Péptido Mezcla de sueros Delta DO
. _ Mezcla A 0,30
B60-74Citgp 72,74 N0 amidado
Mezcla B 1,16
Mezcla A 2,13
B60-74Cit50,72_74 amidado
Mezcla B 274

Referencias citadas en la descripcion

Esta lista de referencias citadas por el solicitante pretende tinicamente ayudar al lector y no forma parte del
documento de patente europeo. Aun cuando se ha puesto el mayor esmero en su elaboracion, no pueden excluirse
errores u omisiones y la EPO declina toda responsabilidad a este respecto.
Documentos de patentes citados en la descripcion

e EP-0.511.116-A [0003]

e W0O-0.102.437-A [0008]

e FR-0.411.782 [0062]

e FR-0.413.711 [0062]

e FR-0.508.422 [0062].
Bibliografia distinta de patentes citada en la descripcion

e SERRE; VINCENT. Autoantibodies. Elsevier Science Publishers, 1996, 271-276 [0003]

e GIRBAL-NEUHAUSERE y col. J Immunol, 1999, vol. 162, 585-94 [0004]

o SCHELLEKENS GA y col. J Clin Invest, 1998, vol. 101, 273-81 [0004]

¢ UNION A y col. Arthritis Rheum, 2002, vol. 46, 1185-95 [0005]

¢ SEBBAG M y col. Rev Rhum, 2001, vol. 68, 106 [0005]

e MASSON-BESSERA C y col. Clin Exp Immunol, 2000, vol. 119, 544-52 [0007]

e MASSON-BESSERA C y col. J Immunol, 2001, vol. 166, 4177-84 [0007]
¢ SEBBAG y col. Joint Bone Spine, 2004, vol. 71, 493-502 [0008]
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e NIJENHUIS y col. Clinica Chimica Acta, 2004, vol. 350, 17-34 [0008]

e Chemical approaches to the synthesis of peptides and proteins. PAUL LLOYD-WILLIAMS; FERNANDO
ALBERICIO; ERNEST GIRALT. Peptides libraries. CRC Press, 1997, 237-270 [0027]

e TAM. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1988, vol. 85, 5409-13 [0035]
¢ NOGUEIRA Ly col. Arthritis Res, 2002, vol. 4, 90 [0041]
e VINCENT C y col. Ann Rheum Dis, 1989, vol. 48, 712-22 [0041]

e VINCENT C y col. J Rheumatol, 1998, vol. 25, 838-46 [0041].
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REIVINDICACIONES

1. Péptido aislado reconocido por autoanticuerpos antiproteinas citrulinadas (AAPC) presentes en el suero de los
pacientes afectados por poliartritis reumatoide (PR), caracterizado porque comprende al menos un resto citrulilo y
porque se elige entre el grupo constituido por:

a)

b)

)

d

e)

f)

un péptido definido por la secuencia X;PAPPPISGGGYX,AX; (ID SEC N° 1) en la que X, X, y X;
representan cada uno un resto citrulilo o un resto arginilo y al menos uno de los restos X, o X; es un resto
citrulilo;

un péptido definido por la secuencia GPX,; VVEX,HQSACKDS (ID SEC N°: 2) en la que X, y X, repre-
sentan cada uno un resto citrulilo o un resto arginilo y al menos uno de los restos X; o X, es un resto
citrulilo;

un péptido definido por la secuencia SGIGTLDGFX,HX,HPD (ID SEC N°: 3) en la que X; y X, repre-
sentan cada uno un resto citrulilo o un resto arginilo y al menos uno de los restos X; o X, es un resto
citrulilo;

un péptido definido por la secuencia VDIDIKIX; SCX,GSCS (ID SEC N°: 4) en la que X; y X, representan
cada uno un resto citrulilo o un resto arginilo y al menos uno de los restos X; o X, es un resto citrulilo;

un péptido definido por la secuencia X;GHAKSX,PVX;GIHTS (ID SEC N°: 12) en la que X, X, y X;
representan cada uno un resto citrulilo o un resto arginilo y al menos uno de los restos X;, X, o X3 es un
resto citrulilo;

un péptido que comprende al menos 5 aminodcidos consecutivos, incluyendo al menos un resto citrulilo,
de uno de los péptidos a) a e) anteriores.

2. Péptido segun la reivindicacioén 1,

caracterizado porque se elige entre el grupo constituido por:

un péptido definido por la secuencia ID SEC N°: 1 en la que al menos X; es un resto citrulilo, o un péptido
que comprende un fragmento de al menos 5 aminodcidos consecutivos de dicha secuencia que contiene
dicho resto citrulilo;

un péptido definido por la secuencia ID SEC N°: 2 en la que al menos X, es un resto citrulilo, o un péptido
que comprende un fragmento de al menos 5 aminodcidos consecutivos de dicha secuencia que contiene
dicho resto citrulilo;

un péptido definido por la secuencia ID SEC N°: 3 en la que al menos X, es un resto citrulilo, o un péptido
que comprende un fragmento de al menos 5 aminodcidos consecutivos de dicha secuencia que contiene
dicho resto citrulilo;

un péptido definido por la secuencia ID SEC N°: 4 en la que al menos X; es un resto citrulilo, o un péptido
que comprende un fragmento de al menos 5 aminodcidos consecutivos de dicha secuencia que contiene
dicho resto citrulilo;

un péptido definido por la secuencia ID SEC N°: 12 en la que al menos X; es un resto citrulilo, o un péptido
que comprende un fragmento de al menos 5 aminodcidos consecutivos de dicha secuencia que contiene
dicho resto citrulilo.

3. Péptido segun la reivindicacién 2,

caracterizado porque se elige entre el grupo constituido por:

un péptido definido por la secuencia ID SEC N°: 1 en la que X, X, y X3 son restos citrulilo, o un péptido
de al menos 16 aminoacidos que comprende dicha secuencia;

un péptido definido por la secuencia ID SEC N°: 2 en la que X; y X, son restos citrulilo, o un péptido que
comprende un fragmento de al menos 5 aminodcidos consecutivos de dicha secuencia que contiene dichos
restos citrulilo;

un péptido definido por la secuencia ID SEC N°: 3 en la que X; y X, son restos citrulilo, o un péptido que

comprende un fragmento de al menos 5 amino4cidos consecutivos de dicha secuencia que contiene dichos
restos citrulilo;
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- un péptido definido por la secuencia ID SEC N°: 4 en la que X; y X, son restos citrulilo, o un péptido que
comprende un fragmento de al menos 5 aminodcidos consecutivos de dicha secuencia que contiene dichos
restos citrulilo;

- un péptido definido por la secuencia ID SEC N°: 12 en la que X, X, y X3 son restos citrulilo, o un péptido
que comprende un fragmento de al menos 10 aminodcidos consecutivos de dicha secuencia que contiene
dichos restos citrulilo.

4. Péptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la funcién carboxilo (COOH) terminal se
sustituye por una funcién carboxamida (CONH,).

5. Uso de un péptido segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para detectar la presencia de AAPC
especificos de la PR en una muestra bioldgica.

6. Composicién antigénica, caracterizada porque comprende al menos un péptido segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

7. Composicién antigénica segtin la reivindicacioén 6, caracterizada porque comprende un péptido de secuencia
ID SEC N°: 1 y un péptido de secuencia ID SEC N°: 2 segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

8. Composicién antigénica seglin una cualquiera de las reivindicaciones 6 6 7, caracterizada porque comprende
un péptido de secuencia ID SEC N°: 3 y/o un péptido de secuencia ID SEC N°: 4 y/o un péptido de secuencia ID SEC
N°: 12, segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

9. Procedimiento de deteccion de la presencia de AAPC en una muestra bioldgica, procedimiento que se caracte-
riza porque comprende:

- la puesta en contacto de dicha muestra biolégica con al menos un péptido segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 o una composicién antigénica segiin una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en
condiciones que permiten la formacién de un complejo antigeno/anticuerpo con los AAPC eventualmente
presentes en dicha muestra;

- la deteccidn, por todos los medios apropiados, del complejo antigeno/anticuerpo eventualmente formado.

10. Procedimiento de deteccion de la presencia de AAPC en una muestra bioldgica, procedimiento que se carac-
teriza porque comprende:

- el suministro de un primer péptido citrulinado capaz de entrar en competencia para la unién a dichos AAPC
con un péptido como el definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4;

- la puesta en contacto de dicho primer péptido con dicha muestra bioldgica en condiciones que permiten la
formacién de un complejo antigeno/anticuerpo con los AAPC eventualmente presentes en dicha muestra;

- la deteccidn, por todos los medios apropiados, del complejo antigeno/anticuerpo eventualmente formado.
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<400> 10

Met
1
Ala
Gly
Asp
Pro
65
Phe
Lys
Leu
Arg
Val
145
Ala
Ile
Asp
Ala
Lys

225
Leu

Phe
Trp
val
Ser
50

Ser
Thr
Asn
Arg
Val
130
Ile
Gln
Arg
Leu
Lys
210
Met

Gln

Ser
Thr
Arg
35

Asp
Gly
Asn
Asn
Gly
115
Ser
Glu
Leu
Ser
Lys
195
Asp
Lys

Lys

Met
Ala
20

Gly
Trp
Cys
Arg
Lys
100
Asp
Glu
Lys
Val
Cys
180
Asp
Leu

Pro

val

Arg
Asp
Pro
Pro
Arg
Ile
85

Asp
Phe
Asp
val
Asp
165
Arg
Tyr
Leu

Val

Pro
245

Ile
Ser
Arg
Phe
Met
70

Asn
Ser
Ser
Leu
Gln
150
Met
Gly
Glu
Pro
Pro

230
Pro
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Val
Gly
Val
Cys
55

Lys
Lys
His
Ser
Arg
135
His
Lys
Ser
Asp
Ser
215
Asp

Glu

Cys
Glu
Val
40

Ser
Gly
Leu
Ser
Ala
120
Ser
Ile
Arg
Cys
Gln
200
Arg

Leu

Trp

Leu
Gly
25

Glu
Asp
Leu
Lys
Leu
105
Asn
Arg
Gln
Leu
Ser
185
Gln
Asp
vVal

Lys

Val
10

Asp
Arg
Glu
Ile
Asn
90

Thr
Asn
Ile
Leu
Glu
170
Arg
Lys
Arg

Pro

Ala
250

Leu
Phe
His
Asp
Asp
Ser
Thr
Arg
Glu
Leu
155
val
Ala
Gln
Gln
Gly

235
Leu

Ser
Leu
Gln
Trp
60

Glu
Leu
Asn
Asp
Val
140
Gln
Asp
Leu
Leu
His
220

Asn

Thr

Val
Ala
Ser
45

Asn
Val
Phe
Ile
Asn
125
Leu
Lys
Ile
Ala
Glu
205
Leu

Phe

Asp

Val Gly
15

Glu Gly

30

Ala Cys

Tyr Lys
Asn Gin
Glu Tyr
85
Met Glu
110
Thr Tyr
Lys Arg
Asn Val
Asp Ile
175
Arg Glu
190
Gln Vval
Pro_Leu

Lys Ser

Met Pro
255

Thr
Gly
Lys
Cys
Asp
80

Gln
Ile
Asn
Lys
Arqg
160
Lys
Val
Ile
Ile
Gln

240
Gln
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Met
" Gly
Pro
Thr
305
Trp
Gly
Arg
Ser
Gln
385
Gly
Ser
Leu
Val
Val
465
Glu
Leu
His
Phe
Glu
545
Sexr
Ser
Asp

Ser

Lys
625

<210> 11
<211> 491
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Arg
Ser
Ser

290
Gly

Lys
Ser
Pro
Ala
370
Trp
Asn
Gly
Val
Thr
450
Thr
Val
Gly
Pro
Pro
530
Ser
Ser
Ser
Ser
Glu

610
Ser

Met
Thr
275
Ser
Asn
Pro
Ser
Gly
355
Gly
His
Ala
Asn
Thr
435
Ser
Lys
Val
Thr
Asp
515
Gly
Arg
His
Tyr
Thr
595
Ala

Arg

Glu
260
Ser
Ala
Arg
Gly
Gly
340
Ser
His
Ser
Arg
Val
420
Ser
Gly
Thr
Thr
Leu
500
Glu
Phe
Gly
His
Ser
580
Phe
Asp

Pro

Leu
Tyx
Gly
Asn
Ser
325
Thr
Thx
Trp
Glu
Pro
405
Ser
Lys
Ser
Val
Ser
485
Ser
Ala
Phe
Ser
Pro
565
Lys
Glu
His

Val
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Glu Arg
Gly Thr

Ser Trp
295

Pro Gly

310

Ser Gly

Gly Ser
Gly Thr

Thr Ser
375

Ser Gly

380

Asn Asn

Pro Gly
Gly Asp

Thr Thr
455

Ile Gly

470

Glu Asp

Gly Ile
Ala Phe

Ser Pro
535

Glu Ser

550

Gly Ile

Gln Phe
Ser Lys
Glu Gly

615

Arg Gly
630

Pro
Gly
280
Asn
Ser
Pro
Thr
Trp
360
Glu
Ser
Pro
Thr
Lys
440
Thr
Pro
Gly
Gly
Phe
520
Met
Gly
Ala
Thr
Ser
600
Thr

Ile

Gly
265
Ser
Ser
Ser
Gly
Gly
345
Asn
Ser
Phe
Asp
Arg
425
Glu
Thr
Asp
Ser
Thr
505
Asp
Leu
Ile
Glu
Ser
585
Tyr
His

His

Gly
Glu
Gly
Gly
Ser
330
Asn
Pro
Ser
Arg
Trp
410
Arg
Leu
Arg
Gly
Asp
490
Leu
Thr
Gly
Phe
Phe
570
Ser
Lys

Ser

Thr

Asn
Thr
Ser
Thr
315
Thr
Gln
Gly
Val
Pro
395
Gly
Glu
Axg
Arg
His
475
Cys
Asp
Ala
Glu
Thr
555
Pro
Thr
Met
Thr

Ser
635

Glu
Glu
Ser
300
Gly
Gly
Asn
Ser
Ser
380
Asp
Thr
Tyr
Thr
Ser
460
Lys
Pro
Gly
Ser
Phe
540
Asn
Ser
Ser

Ala

Lys
620

Ile
Ser
285
Gly
Gly
Ser
Pro
Ser
365
Gly
Ser
Phe
His
Gly
445
Cys
Glu
Glu
Phe
Thr
525
Val
Thr
Arg
Tyr
Asp

605
Arg

Thr
270
Pro
Pro
Thr
Trp
Gly
350
Glu
Ser
Pro
Glu
Thr
430
Lys
Ser
Val
Ala
Arg
510
Gly
Ser
Lys
Gly
Asn
590
Glu

Gly

Arg
Arg
Gly
Ala
Asn
335
Ser
Arg
Thx
Gly
Glu
415
Glu
Glu
Lys
Thr
Met
485
His
Lys
Glu
Glu
Lys
575
Arg
Ala

His

Gly
Asn
Ser
Thr
320
Ser
Pro
Gly
Gly
Ser
400
Val
Lys
Lys
Thr
Lys
480
Asp
Arg
Thr
Thr
Ser
560
Ser
Gly
Gly

Ala



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 11

Met
His
Val
Leu
Pro
65

Thr
His
Gln
Glu
Phe
145
Gln
Glu
Thr
Ile
Thr
225
Cys
Ile
Asn
Ser
Asn
305
Glu
Pro

Lys

Gln

Lys
Leu
Asn
Asp
50

Ile
Gln
Ala
Glu
Leu
130
Gln
Val
Lys
Asn
Gln
210
Pro
Glu
Gln
Thr
Val
290
Val
Tyr
Thr
Ala

Ile
370

Arg
Leu
Asp
Lys
Ser
Lys

Asp

Ala

115
Asn

Tyr
Lys
His
Leu
195
Lys
Cys
Glu
Pro
Glu
275
Asp
Ala
Trp
Glu
His

355
Ser

Met
Leu
20

Asn
Lys
Gly
Lys
Pro
100
Leu
Asn
Met
Asp
Gln
180
Arg
Leu
Thr
Ile
Asp
260
Asn
Phe
Thr
Leu
Leu
340
Tyr

Val

val
Leu
Glu
Arg
Gly
Val
85

Asp
Leu
Asn
Tyr
Asn
165
Leu
Val
Glu
val
Ile
245
Ser
Gly
Gly
Asn
Gly
325
Leu

Gly

Asn

Ser
Leu
Glu
Glu
Gly
Glu
Leu
Gln
Val
Leu
150
Glu
Tyr
Leu
Ser
Ser
230
Arg
Ser
Gly
Arg
Thr
310
Asn
Ile
Gly

Lys
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Trp
Leu
Gly
Glu
55

Tyr
Axg
Gly
Gln
Glu
135
Leu
Asn
Ile
Arg
Asp
215
Cys
Lys
Val
Trp
Lys
295
Asp
Asp
Glu
Phe

Tyr
375

Ser
Cys
Phe
40

Ala
Arg
Lys
Val
Glu
120
Ala
Lys
Val
Asp
Ser
200
vVal
Asn
Gly
Lys
Thr
280
Trp
Gly
Lys
Met
Thr

360
Arg

Phe
Val
25

Phe
Pro
Ala
Ala
Leu
105
Arg
Val
Asp
Val
Glu
185
Ile
Ser
Ile
Gly
Pro
265
Val
Asp
Lys
Ile
Glu
345
Val

Gly

His
10

Phe
Ser
Ser
Arg
Pro
90

Cys
Pro
Ser
Leu
Asn
170
Thr
Leu
Ala
Pro
Glu
250
Tyr
Ile
Pro
Asn
Ser
330
Asp
Gln

Thr

Lys
Leu
Ala
Leu
Pro
75

Asp
Pro
Ile
Gln
Trp
155
Glu
Val
Glu
Gln
val
235
Thr
Arg
Gln
Tyr
Tyr
315
Gln
Trp

Asn

Ala

Leu
Val
Arg
Arg
60

Ala
Ala
Thr
Arg
Thr

140
Gln

Asn
Asn
Met
220
Val
Ser
Val
Asn
Lys
300
Cys
Leu
Lys
Glu

Gly
380

Lys
Lys
Gly
45

Pro
Lys
Gly
Gly
Asn
125
Ser
Lys
Ser
Ser
Leu
205
Glu
Ser
Glu
Tyr
Arg
285
Gln
Gly
Thr
Gly
Ala

365
Asn

Thr
Ser
30

His
Ala
Ala
Gly
Cys
110
Ser
Ser
Arg
Ser
Asn
190
Arg
Tyr
Gly
Met
Cys
270
Gln
Gly
Leu
Arg
Asp
350

Asn

Ala

Met
15

Gln
Arg
Pro
Ala
Cys
95

Gln
Val
Ser
Gln
Glu
175
Ile
Ser
Cys
Lys
Tyr
255
Asp
Asp
Phe
Pro
Met
335
Lys
Lys

Leu

Lys
Gly
Pro
Pro
Ala
80

Leu
Leu
Asp
Ser
Lys
160
Leu
Ala
Lys
Arg
Glu
240
Leu
Met
Gly
Gly
Gly
320
Gly
Vval
Tyr

Met
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Asp Gly
385
Asn Gly

Thr Ser
Trp Tyr

Gly Gly
450

Val Vval

465

Ser Met

<210> 12
<211> 15
<212> PRT

Ala
Met
Asp
Asn
435
Gln
Trp

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido citrulinado

<220>
<221> misc_feature
<222> (1) .. (1)

Ser
Phe
Pro
420
Arg
Tyr
Met

Ile

Gln
Phe
405
Arg
Cys
Thr

Asn

Arg
485

<223> X =resto citrulilo o arginilo

<220>
<221> misc_feature
<222>(7) .. (7)

<223> X = resto citrulilo o arginilo

<220>
<221> misc_feature
<222> (10) .. (10)

<223> X = resto citrulilo o arginilo

<400> 12

Leu
390
Ser
Lys
His
Trp
Trp

470
Pro
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Met Gly
Thr Tyr
Gln Cys
Ala Ala
440
Asp Met
455
Lys Gly

Phe Phe

Glu
Asp
Ser
425
Asn
Ala

Ser

Pro

Asn
Arg
410
Lys
Pro
Lys
Trp

Gln
490

Arg
395
Asp
Glu
Asn
His
Tyr

475
Gln

Thr
Asn
Asp
Gly
Gly

460
Ser

Met
Asp
Gly
Arg
445
Thr

Met

Thr
Gly
Gly
430
Tyr
Asp

Arg

Ile
Trp
415
Gly
Tyr
Asp

Lys

His
400
Leu
Trp

Trp

Met
480

Xaa Gly His Ala Lys Ser Xaa Pro Val Xaa Gly Ile His Thr Ser
10

1

5
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