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DESCRIPCION
Reactivo de mediciéon inmunolégica para su uso en la medicion de KL-6
Campo técnico

El campo técnico de esta invencion se refiere a un reactivo de ensayo y a un ensayo para la medicién de KL-6 en
una muestra. Ademas, el campo técnico de la presente invencion se refiere a una técnica de inmunoaglutinacion, a
reactivos y a métodos para inhibir reacciones no especificas en esta técnica.

Antecedentes de la técnica

KL-6 es un antigeno de hidrato de carbono sialilado que esta implicado en fibrosis pulmonar (documento no de
patente (DNP) 1, documento de patente (DP) 1). Los niveles de KL-6 se miden para el diagnostico y la
determinacion de estrategias terapéuticas para neumonia intersticial dado que niveles de KL-6 elevados y su
fluctuacion en neumonia intersticial indican un estado patologico (DP 1). Se han dado a conocer un método de
prediccién de la aparicion de neumonia intersticial provocada por la administracion de interferén mediante la
medicion de niveles de MUC-1/KL-6 en suero (DP 2), un método de examen de prondstico en pacientes con cancer
de pulmoén mediante la medicion de KL-6 (DP 3) y un método de deteccion de carcinoma mucinoso papilar
intraductal o cancer de pancreas mediante la medicion de KL-6 en jugo pancreatico (DP 4). En los ultimos afios, ha
aumentado la necesidad de la medicion de KL-6 para el diagndstico y la determinacion de estrategias terapéuticas
para neumonia intersticial incluyendo neumonia intersticial inducida por farmacos, neumonia intersticial inducida por
trastorno del colageno, etc., diagndstico de pacientes con canceres de pulmén, de pancreas, etc., y diagndstico y
determinacion de estrategias terapéuticas para neumonia intersticial en pacientes tratados con preparacion de
anticuerpos para artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, artritis idiopatica juvenil generalizada, enfermedad de
Castleman, etc.

En los documentos de patente 1-4, se ha usado el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (a continuacion en
el presente documento, método ELISA) para la medicion de KL-6. Aunque ELISA es un método fiable, el ensayo de
inmunoaglutinacion de latex es superior para pruebas rapidas, faciles y econdmicas de un gran numero de muestras
y se usa ampliamente como reactivo clinico para medir componentes traza.

Sin embargo, cuando una muestra que contiene el factor reumatoide se somete a prueba mediante un método de
medicion inmunolégica tal como ELISA o inmunoaglutinacion de latex, la aparicion de una reaccién no especifica
debida a interferencia a partir del factor reumatoide dependiente de la muestra es un problema conocido (DNP 2).
Ademas, la aparicién de una reaccién no especifica debida a interferencia a partir de anticuerpos heterdfilos
(anticuerpo anti-inmunoglobulina de ratén: HAMA, etc. y anticuerpo anti-inmunoglobulina de cabra: HAGA, etc.) es
un problema conocido.

Se conoce que un método que elimina la parte de Fc del anticuerpo unido al latex, un método que usa un anticuerpo
que se une al factor reumatoide (DP 5) y otros métodos similares inhiben la interferencia a partir del factor
reumatoide en el ensayo de inmunoaglutinacion de latex.

ElI DNP 3 da a conocer un ensayo de aglutinacion de latex para anticuerpos humanos anti-IgM de Brucella; el DNP 4
da a conocer un inmunoensayo de latex turbidimétrico para ferritina sérica; el DNP 5 da a conocer un inmunoensayo
de latex de alfa-fetoproteina sérica usando pretratamiento con polietilenglicol.

Sin embargo, los presentes inventores han encontrado muestras en las que no se pudo inhibir adecuadamente la
aparicién de reacciones no especificas ni siquiera mediante los métodos mencionados anteriormente.

Bibliografia de la técnica anterior

Bibliografia de patentes

[Documento de patente 1] Solicitud examinada publicada japonesa n.° 1995-31207
[Documento de patente 2] Solicitud no examinada publicada japonesa n.° 2005-121441
[Documento de patente 3] Publicaciéon de patente japonesa n.° 4083855

[Documento de patente 4] Solicitud no examinada publicada japonesa n.° 2006-308576
[Documento de patente 5] Solicitud no examinada publicada japonesa n.° 1995-12818

Bibliografia no de patentes
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[Documento no de patente 1] New serum indicator of interstitial pneumonitis activity. Sialylated carbohydrate antigen
KL-6. Kohno N, Kyoizumi S, Awaya Y, Fukuhara H, Yamakido M, Akiyama M. Chest. julio de 1989; 96 (1): 68-73.

[Documento no de patente 2] Interference by rheumatoid factor with the detection of C-reactive protein by the latex
agglutination method. Deyo RA, Pope RM, Persellin RH. J Rheumatol. mayo-junio de 1980; 7 (3): 279-87.

[Documento no de patente 3] Latex agglutination assay for human anti-Brucella IgM antibodies; Cambiaso C. L.
et al., Journal of Immunological Methods, septiembre de 1989; 122 (2): 169-175

[Documento no de patente 4] Turbidimetric latex immunoassay for serum ferritin. Bernard A. et al., Journal of
Immunological Methods, julio de 1984; 71 (2): 141-147

[Documento no de patente 5] Latex immunoassay of serum alpha-fetoprotein using polyethylene glycol pretreatment.
Passelecq B. et al., abril de 1988; 109 (1): 69-74

Sumario de la invencion
Problemas que van a resolverse mediante la invencién

La presente invencion tiene como objetivo proporcionar un reactivo de ensayo y un ensayo para medir con precision
KL-6, en particular, un reactivo de ensayo y un ensayo para medir con precision KL-6 en muestras que contienen el
factor reumatoide y/u otras sustancias no especificas.

Medios para resolver el problema

La presente invencion proporciona un reactivo de inmunoensayo de KL-6 que comprende una disolucion a de un pH
de 4,0 a un pH de 5,5 que contiene una inmunoglobulina derivada de animal que reacciona con factor reumatoide y
una disolucién que contiene un portador insoluble en el que se inmoviliza un anticuerpo anti-KL-6.

La presente invencion también proporciona un método para inmunoensayo de KL-6 que comprende usar una
muestra, una inmunoglobulina derivada de animal que reacciona con factor reumatoide, y un portador insoluble en el
que se inmoviliza un anticuerpo anti-KL-6 y medir el cambio en la absorbancia que acompania a la aglutinacién del
portador insoluble debido a la reaccion inmunitaria entre KL-6 en la muestra y el anticuerpo anti-KL-6 inmovilizado en
el portador insoluble en una disolucién a de un pH de 4,0 a un pH de 5,5.

Estudios extensos de los presentes inventores indicaron que pueden medirse con precisién KL-6 en muestras que
contienen el factor reumatoide y/u otras sustancias no especificas usando un reactivo de inmunoensayo que
comprende una disolucion a pH de 4,0 a 5,5 que contiene el inhibidor de interferencia del factor reumatoide y un
portador insoluble en el que se inmovilizan anticuerpos anti-KL-6. Esto condujo a completar la presente invencion.
Mas especificamente, esta invencion tiene la siguiente configuracion.

(1) Un reactivo de inmunoensayo de KL-6 que comprende una disolucién (pH de 4,0 a 5,5) que contiene un inhibidor
de interferencia del factor reumatoide y una disolucion que contiene un portador insoluble en el que se inmoviliza un
anticuerpo anti-KL-6.

(2) El reactivo de inmunoensayo segun el punto (1) anterior, en el que el portador insoluble es una particula de latex.

(3) Un inmunoensayo de KL-6 que comprende medir el cambio en la absorbancia que acompafia a la aglutinacién de
un portador insoluble debido a la reaccion inmunitaria entre KL-6 en una muestra y un anticuerpo anti-KL-6
inmovilizado en el portador insoluble en una disoluciéon a pH de 4,0 a 5,5, usando la muestra, un inhibidor de
interferencia del factor reumatoide, y un portador insoluble en el que se inmoviliza un anticuerpo anti-KL-6.

(4) Un inmunoensayo de KL-6 en el que se afiade una disolucién a pH de 4,0 a 5,5 que contiene un inhibidor de
interferencia del factor reumatoide y un portador insoluble en el que se inmoviliza un anticuerpo anti-KL-6 a una
muestra y se mide el cambio en la absorbancia que acompafa a la aglutinacion del portador insoluble debido a la
reaccion inmunitaria entre KL-6 en la muestra y el anticuerpo anti-KL-6 inmovilizado en el portador insoluble.

(5) El inmunoensayo segun el punto (3) o (4) anterior, en el que el portador insoluble es una particula de latex.

No existen restricciones particulares en cuanto al inhibidor de interferencia del factor reumatoide usado en la
presente invencion siempre que inhiba la interferencia del factor reumatoide en el inmunoensayo, y pueden
mencionarse como ejemplos HBR (Scantibodies Lab) e inmunoglobulinas derivadas de animal que reaccionan con
factor reumatoide tales como IgM, 1gG e IgA.

Tal como se describié anteriormente, las inmunoglobulinas derivadas de animal pueden ser anticuerpos policlonales
o0 monoclonales.
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La cantidad usada del inhibidor de interferencia del factor reumatoide mencionado anteriormente es preferiblemente
de 10 a 200 pg/ml.

Pueden mencionarse disoluciones tampén a pH de 4,0 a 5,5, tales como acido citrico, acido acético, glicina y
tampones de Good a las que se afiade el inhibidor de interferencia del factor reumatoide, como disolucién a pH de
4,0 a 5,5 que contiene el inhibidor de interferencia del factor reumatoide usada en la presente invencion, y la
concentracion de la disolucion tampdn mencionada anteriormente es preferiblemente de 5 a 200 mM.

Tal como se describe en el documento de patente 1, el anticuerpo anti-KL-6 usado en la presente invencion puede
prepararse segun el método convencional de produccion de anticuerpos monoclonales tras inmunizar ratones con la
linea celular derivada de adenocarcinoma pulmonar VMRC-LCR como antigeno (Derivation of specific antibody-
producing tissue culture and tumor lines by cell fusion. Kohler G, Milstein C. Eur J Immunol. julio de 1976; 6 (7):
511-9).

Pueden mencionarse polvos de polimero organico, polvos inorganicos, microorganismos, hematocitos y residuo
celular como ejemplos del portador insoluble usado en la presente invencion.

Pueden mencionarse polvos de polimero natural tales como agarosa insoluble, celulosa y dextrano insoluble y
polvos de polimero sintético tales como poliestireno, copolimeros de estireno-sulfonato de estireno, copolimeros de
acrilonitrilo-butadieno-estireno, copolimeros de cloruro de vinilo-éster de acrilato y copolimeros de acetato de
vinilo-éster acrilico como ejemplos de los polvos de polimero organico mencionados anteriormente, en particular,
resulta deseable latex en el que se ha suspendido uniformemente un polvo de polimero sintético.

Pueden mencionarse fragmentos metalicos tales como oro, titanio, hierro y niquel; silice; alimina y carbono en polvo
como ejemplos de los polvos inorganicos mencionados anteriormente.

Aunque el diametro de particula promedio del portador insoluble mencionado anteriormente depende del ensayo y
dispositivo de medicion, normalmente se usan particulas con un diametro de desde 0,05 hasta 1,0 um.

Puede mencionarse una union quimica o fisica como ejemplo de métodos de inmovilizacion de anticuerpos anti-KL-6
en el portador insoluble mencionado anteriormente.

El portador insoluble mencionado anteriormente en el que se inmovilizan anticuerpos anti-KL-6 esta presente
normalmente en una disolucion, y pueden mencionarse Tris, glicina y tampones de Good como ejemplos de las
disoluciones usadas.

Pueden mencionarse liquidos corporales derivados fisiolégicamente (biolégicos) como los “analitos” que son las
dianas principales de medicion en el ensayo de la presente invencion. Pueden mencionarse especificamente sangre,
suero, plasma, orina, saliva, esputo, lagrimas, otorrea o liquido prostatico, pero las muestras pueden no limitarse a
estas.

Reacciones de hemaglutinaciéon y aglutinacion de latex son ejemplos de sistemas de medicion usados para la
medicion de reacciones de anticuerpo-antigeno usando el reactivo mencionado anteriormente. Pueden emplearse
métodos mediante los cuales se examina 6pticamente el grado de aglutinacion como método de medicion de
aglutinacion provocada por las reacciones mencionadas anteriormente.

En particular, en el método de examen optico, se miden la intensidad de luz dispersada, la absorbancia o la
intensidad de luz transmitida que acompafian a la aglutinacion del portador insoluble provocada por una
inmunorreaccion entre KL-6 en la muestra y anticuerpos anti-KL-6 inmovilizados en el portador insoluble, tras
mezclar la disolucién a pH de 4,0 a 5,5, que contiene el inhibidor de interferencia del factor reumatoide mencionado
anteriormente, y la muestra con la disolucion del portador insoluble mencionado anteriormente en el que se
inmovilizan anticuerpos anti-KL-6. En este caso el pH de la mezcla mencionada anteriormente esta preferiblemente
en el intervalo de 4,0 a 5,5. Puede usarse una longitud de onda de mediciéon de 300 a 1000 nm, y el ensayo mide el
aumento o la disminucién en la intensidad de luz dispersada, la absorbancia o la intensidad de luz transmitida segun
el diametro de particula, la concentracién y el tiempo de reaccién del portador insoluble usado, basandose en el
conocimiento de un experto en la técnica.

Con el fin de realizar un inmunoensayo de la presente invencion, la inmunorreaccion entre KL-6 en la muestra y
anticuerpos anti-KL-6 inmovilizados en el portador insoluble debe realizarse en condiciones en las que la muestra, el
inhibidor de interferencia del factor reumatoide y el portador insoluble en el que se inmovilizan anticuerpos anti-KL-6
estan presentes en una disolucién a pH de 4,0 a 5,5.

Preferiblemente, pueden mencionarse acido citrico, acido acético, glicina y tampoén de Good de 5 a 200 mM, como
ejemplos de la disolucién mencionada anteriormente a pH de 4,0 a 5,5.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 535529 T3

Efecto de la invencion

Segun la presente invencion, en un inmunoensayo que usa una reaccion de aglutinaciéon de un portador insoluble tal
como el ensayo de inmunoaglutinacion de latex, pueden someterse a prueba numerosas muestras de manera
rapida, facil, econémica y con precision, incluso cuando existen preocupaciones acerca de la aparicion o el aumento
de reacciones no especificas atribuibles al factor reumatoide o anticuerpos heteréfilos, reacciones no especificas en
las que no se inhibe la interferencia por anticuerpos que se unen al factor reumatoide o diversos anticuerpos
derivados de animal, reacciones no especificas atribuibles a algo distinto del factor reumatoide o anticuerpos
heterdfilos, reacciones no especificas debidas al uso de preparaciones de anticuerpos, etc.

Descripcion de realizaciones
Materiales y métodos
<Anticuerpo anti-KL-6>

Se uso el anticuerpo obtenido mediante el método descrito en el documento de patente 1 (particularmente en el
primer ejemplo) como anticuerpo anti-KL-6. El método de produccion de anticuerpos descrito en el documento de
patente 1 es tal como sigue:

1) Inmunizacién

Se inmunizaron por via subcutanea ratones BALB/c hembra de ocho semanas de edad con 5 x 10° células derivadas
a partir de una linea celular de adenocarcinoma pulmonar (a continuacion en el presente documento VMRC-LCR), y
posteriormente, se les inyectaron por via intraperitoneal a los ratones 8 x 10° células dos veces con un intervalo de
2 semanas.

2) Fusion celular

Tres dias tras la inmunizacion final, se extirpo el bazo y se hizo pasar a traves de una malla inoxidable para preparar
una suspension celular. Se mezclaron celulas de bazo (8,4 x 10’ ) con células de mieloma resistentes a
8-azaguanina P3-NSI-Ag4/1 (NSI) (4,2 x 107) y se centrifugaron. A continuacion, se afadié 1 ml de polietilenglicol al
45% (peso molecular promedio de 6000) al precipitado, y se agité suavemente la mezcla durante 2 min. Tras lavar,
se suspendlo la mezcla en medio RPMI que contenia suero de ternero fetal al 10% (medio RPMI completo), y se
afiadieron 10° células a 0,1 ml por pocillo a una placa de microcultivo de 96 pocillos. Tras 24 h, se afiadieron 0,1 ml
de medio RPMI completo que contenia 100 uM de hipoxantina, 0,4 uM de aminopterina y 16 uM de timidina (medio
HAT). En el segundo, tercer, quinto, séptimo y décimo dia tras el comienzo del cultivo, se desecharon 0,1 ml de
sobrenadante de cultivo y se afiadio un volumen igual (0,1 ml) de medio HAT. Se observé proliferacion de
hibridomas en todos los pocillos tras 12 dias.

3) Seleccion de hibridomas

Se seleccionaron hibridomas que producian anticuerpos frente a células VMRC-LCR mediante un inmunoensayo
enzimatico. El inmunoensayo enzimatico se realiz6 tal como sigue:

Se cultivaron células VMRC-LCR en una placa de microcultivo de 96 pocillos hasta confluencia, se fijaron durante de
5 a 7 min en glutaraldehido al 0,25%, y se lavaron cinco veces. A continuacién, se anadieron 0,1 ml de
sobrenadante de cultivo de hibridoma, y se permitié que reaccionase la mezcla durante 1 h a temperatura ambiente.
Tras lavar cinco veces, se afiadieron 50 pl del anticuerpo de cabra conjugado con peroxidasa del rabano anti-
inmunoglobulina de ratén como anticuerpo secundario y se permitié que reaccionase durante 1 h. Tras lavar de seis
a siete veces, se afiadieron 100 ul de tampon acido citrico 50 mM que contenia disolucion de perdxido de hidrégeno
al 1,1% y 2,2-azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS) 150 pg/ml, y se permiti6 que la mezcla
desarrollase color durante 10 min a temperatura ambiente. A continuacion, se afiadieron 50 pl de acido oxalico al
10% para detener la reacciéon. Se midié la absorbancia a 405 nm mediante un espectrofotometro de microplacas, y
se seleccionaron hibridomas con absorbancia de 0,02 o méas.

Se ftransfirieron los hibridomas seleccionados a una placa de cultivo de 24 pocillos en la que se habian unido
timocitos de raton BALB/c (células alimentadoras), y se cultivaron con medio RPMI completo que contenia
hipoxantina 100 pM y timidina 16 uM (medio HT). Tras alcanzar la confluencia, se seleccionaron de nuevo
hibridomas que producian anticuerpos frente a células VMRC-LCR mediante un inmunoensayo enzimatico.

A continuacién se clonaron los hibridomas seleccionados mediante el método de dilucién limitante. En resumen, se
diluyeron células hasta 50 6 10 células/ml, se afiadieron a una placa de microcultivo de 96 pocillos que contenia
células alimentadoras a 0,1 ml por pocillo, y se cultivaron durante 2 semanas con medio HT. Se seleccionaron
clones de los pocillos con una sola colonia de hibridomas. Se hicieron reaccionar estos clones con células
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VMRC-LCR mediante un inmunoensayo enzimatico, y se seleccionaron clones de hibridomas que secretaban
anticuerpos que no mostraron ninguna reaccion frente a fibroblastos pulmonares humanos normales.

Se seleccionaron clones que reaccionaban con fibroblastos pulmonares humanos de entre estos clones mediante
tincion con inmunoperoxidasa de secciones congeladas. Especificamente, se obtuvieron carcinomas pulmonares
humanos y carcinomas de otros 6rganos asi como tejido normal mediante procedimientos quirirgicos y se
prepararon secciones congeladas de 4 um. Tras la fijacion con acetona, se afiadié el sobrenadante de cultivo de
clones de hibridomas, y se permitié que reaccionase la mezcla durante 30 min a temperatura ambiente. Tras lavar
rigurosamente, se permitié que reaccionase la mezcla con el anticuerpo biotinilado anti-IgG de ratén (reaccionando
con la cadena v, la cadena A y la cadena k) durante 30 min a temperatura ambiente. Tras lavar adicionalmente, se
afadié peroxidasa del rabano con avidina-biotina, y se permiti6 que reaccionase la mezcla durante 1 h a
temperatura ambiente. Tras lavar rigurosamente, se afadié tampoén Tris-HCI 50 mM que contenia diaminobencidina
0,5 mg/ml (como sustrato) y peréxido de hidrégeno al 0,01% (pH 7,0), y se permitié que la mezcla desarrollase color.

De esta manera, se obtuvo un hibridoma que producia anticuerpos monoclonales que reaccionaban con epitelio
alveolar; epitelio bronquiolar; células serosas de glandula bronquial; células foliculares de tiroides; epitelio de
esofago; células de glandula cardiaca; epitelio de conducto pancreatico; epitelio tubular; epitelio de transicion de
vejiga urinaria; endometrio; adenocarcinoma pulmonar; carcinoma de células escamosas pulmonar; carcinoma
pulmonar de células pequefias; adenocarcinoma de estdmago, papila duodenal, conductos biliares, pancreas, colon,
recto, tiroides y glandula mamaria; y carcinoma de células escamosas de eséfago, pero no con epitelio bronquial;
células mucosas gastricas superficiales; glandula pildrica; epitelio duodenal; epitelio del colon; epitelio del recto;
hepatocitos; células exocrinas de pancreas; células endocrinas de pancreas; células glomerulares renales; célula
escamosa de cuello uterino; epitelio dérmico; carcinoma de células escamosas de cuello uterino; y carcinoma
hepatocelular. Este hibridoma se denominé una célula KL-6 y el anticuerpo monoclonal que produjo se denomind
anticuerpo anti-KL-6.

4) Produccién de anticuerpos monoclonales
Trasplante in vivo

Se les inyectaron por via intraperitoneal, a ratones BALB/c a los que se les iba a trasplantar el hibridoma, 0,5 ml de
2,6,10,14-tetrametilpentadecano por anticipado (de 5 a 10 dias antes), y se trasplantaron por via intraperitoneal
5x 10° células de hibridoma. Tras 3 semanas, se formaron tumores de hibridoma intraperitoneales y se dilato el
abdomen en el ratdbn sometido a trasplante.

Como resultado, se gener6é una alta concentracion de anticuerpo monoclonal en el liquido ascitico y el suero
sanguineo, y se recogieron estos liquidos.

<Preparacion de particulas de latex>

En resumen, se mezclaron 1100 g de agua destilada, 200 g de estireno, 0,2 g de estirenosulfonato de sodio y una
disolucion acuosa de 1,5 g de persulfato de potasio disuelto en 50 g de agua destilada, en un recipiente de reaccion
de vidrio de 2 | equipado con un agitador, un condensador de reflujo, un detector de temperatura, una entrada de
nitrégeno y una camisa. Se reemplazé la atmdsfera en el recipiente por gas nitrogeno, y se polimerizé la mezcla
durante 48 h a 70°C con agitacion.

Tras la polimerizacion, se filir6 la disolucion mencionada anteriormente a través de un papel de filtro y se
recuperaron particulas de latex. Se midié el diametro de las particulas de latex obtenidas mediante analisis de
imagenes de al menos 100 particulas. Se tomaron fotografias para el analisis de imagenes de las particulas de latex
a un aumento de 10.000x usando un microscopio electronico de transmision (JEM-1010, JEOL). El diametro
promedio fue de 0,2 um.

Ejemplos
[EJEMPLO 1]

(Preparacion de una disolucion que contiene particula de latex con anticuerpo anti-KL-6 inmovilizado (una disolucion
que contiene particulas de latex en las que se inmovilizan anticuerpos anti-KL-6; denominada reactivo 2 a
continuacion en el presente documento))

Se afiadié una disolucion de anticuerpo anti-KL-6 (Tris-HCI 5 mM, pH 8,0) ajustada hasta 0,7 mg/ml a una cantidad
igual de disolucién que contenia particulas de latex al 1,0% que tenian un diametro de particula promedio de 0,2 pm
(Tris-HCI 5 mM, pH 8,0). Tras agitar durante 2 h a 4°C, se afiadioé una cantidad igual de disolucién de BSA al 2,0%
(Tris-HCI 5 mM, pH 8,0), y se agit6 la mezcla durante 1 h a 4°C. Tras la centrifugacion, se desechd el sobrenadante,
y se resuspendio el precipitado en Tris-HCI 5 mM, pH 8,0. Se diluyé esta mezcla con Tris-HCI 5 mM, pH 8,0 de
manera que la absorbancia a una longitud de onda de 600 nm fue de 4,5 Abs. Se us6 esta disoluciéon como reactivo
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2.

Preparacion de una disoluciéon que contiene el inhibidor de interferencia del factor reumatoide (a continuacion en el
presente documento, reactivo 1).

Especificamente, se prepard tampon citrato 30 mM (pH 4,0) que contenia cloruro de sodio 1000 mM, BSA al 1,0% y
HBR 50 pg/ml (Scantibodies Lab, 3KC533) y se us6 como reactivo 1.

(Muestra)

Se midié la concentracion del factor reumatoide en muestras a partir de pacientes con reumatismo mediante el
ensayo N-assay Nittobo TIA RF (Nittobo Medical Co., Ltd.) y se midi6 la concentracion de KL-6 usando Picolumi
(marca comercial registrada) KL-6 (Sanko Junyaku Co., Ltd.); se midi6 cada una segun la documentacion de
producto e instrucciones del fabricante respectivas. Se expreso el valor de KL-6 medido como el 100% y se compard
con el valor medido segun el inmunoensayo de la presente invencion.

(Ensayo de la concentracion de KL-6)

Se mezclaron el reactivo 1 y el reactivo 2, y se midié la concentracion de KL-6 en la muestra que contenia el factor
reumatoide usando un analizador automatizado Hitachi 7170. Especificamente, se afiadieron 150 pl de reactivo 1 a
2,5 yl de muestra y tras incubar durante 5 min a 37°C, se afiadieron 50 pl de reactivo 2, y se agité la mezcla. Se
midieron los cambios en la absorbancia asociados con la aglutinacion a lo largo los siguientes 5 min a una longitud
de onda principal de 570 nm y una longitud de onda secundaria de 800 nm. Se calcul6 la concentracion de KL-6
aplicando el cambio en la absorbancia a una curva de calibraciéon obtenida mediante la medicién de una sustancia
patrén de concentracion conocida.

(Ensayo de pH de la mezcla)

Tras mezclar la muestra, el reactivo 1 y el reactivo 2 en la misma razén que en el ensayo de KL-6 mencionado
anteriormente, se midié el pH usando un medidor de pH Castany LAB F-21 (Horiba Ltd.).

[EJEMPLOS 2 A 4]

En lugar de tampon citrato 30 mM (pH 4,0) en el reactivo 1 del ejemplo 1, se usaron tampones citrato 30 mM a
pH 4,5 (ejemplo 2), pH 5,0 (ejemplo 3) y pH 5,5 (ejemplo 4). Se realizaron mediciones usando los mismos reactivos
y el mismo ensayo que en el ejemplo 1.

(Ejemplos comparativos 1 a 6)

Se realizaron mediciones usando los mismos reactivos y el mismo ensayo que en el ejemplo 1 excepto porque se
usaron tampon glicina 30 mM a pH 3,5 (ejemplo comparativo 1) y tampones fosfato 30 mM a pH 6,0 (ejemplo
comparativo 2), 6,5 (ejemplo comparativo 3), 7,0 (ejemplo comparativo 4), 7,5 (ejemplo comparativo 5) y 8,0
(ejemplo comparativo 6) en lugar de tampon citrato 30 mM (pH 4,0) en el reactivo 1 del ejemplo 1.

Resultados y discusion

Se investigo la eficacia de la inhibicion de reacciones no especificas cuando se varié el pH del reactivo 1 para una
muestra que contenia una alta concentracion del factor reumatoide (muestra con factor reumatoide elevado). En la
tabla 1 se muestran los resultados de mediciones del reactivo 1 a pH de 3,5 a 8,0 para las muestras A y B con factor
reumatoide elevado y la muestra C normal (ejemplos 1 a 4, ejemplos comparativos 1 a 6).

Tabla 1
Disolucion de dilucion de Acido citrico Glicina Acido fosférico
muestra

pH 4,0 4,5 5,0 5,5 3,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0

Conc. [Conc. de| Ei Ej. Ej. Ej. Ej. Ej.

de RF | KL-6* | Ej. 1 Ei.2 | Ej.3 | Ej.4 - comp. | comp. | comp. | comp. | comp.

(UImiy| (U/mi) comp. 1177 3 4 5 6
Muestra A| 1019 | 553 [109,7%|111,3%|111,6%|111,6% | 120,4% |146,5%|143,0%|137,8%|135,9%|123,8%
Muestra B| 894 | 2880 [109,6%|112,8%|114,5%|112,1%| 114,3% [113,0%(112,1%|114,1%|114,5%|114,9%
Muestra C| 11 494 | 94,4% | 91,0% | 89,5% | 93,0% | 100,5% | 91,6% | 85,1% | 86,0% | 90,5% | 93,3%

Glicina: Tampon glicina
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Acido citrico: Tampén citrato

Acido fosférico: Tampén fosfato

RF: Factor reumatoide

*: Medicion mediante Picolumi (marca comercial registrada) KL-6

El porcentaje en los ejemplos y los ejemplos comparativos es con respecto a un valor del 100% de las mediciones
mediante Picolumi (marca comercial registrada) KL-6

Conc.: Concentracion
Ej.: Ejemplo
Ej. comp.: Ejemplo comparativo

Considerando que la concentracion de KL-6 medida mediante Picolumi (marca comercial registrada) KL-6 era del
100%, se creyd que se producian reacciones no especificas cuando los valores de KL-6 medidos mediante el
ensayo de la presente invencién eran de menos del 85% o de mas del 115%. Si los valores estaban dentro del
intervalo del 85% al 115%, se consider6é que el método tenia precision suficiente, y se confirmé la eficacia de la
inhibiciéon de reacciones no especificas.

Usando el inhibidor de interferencia del factor reumatoide y el intervalo de pH de la técnica anterior (pH de 6,0 a 8,0),
los valores medidos para la muestra B con factor reumatoide elevado estaban dentro del intervalo del 85% al 115%
de los valores medidos mediante Picolumi (marca comercial registrada) KL-6. Por otro lado, los valores medidos
para la muestra A con alto factor reumatoide, superaron el 115% de los valores medidos mediante Picolumi (marca
comercial registrada) KL-6 en el intervalo de pH de la técnica anterior (ejemplos comparativos 2 a 6), y se observo
una reaccion no especifica, que no pudo inhibirse suficientemente ni siquiera por el inhibidor de interferencia del
factor reumatoide.

Sorprendentemente, tras cambiar el pH del reactivo 1 al intervalo de desde 4,0 hasta 5,5, los valores medidos para
las muestras tanto A como B con factor reumatoide elevado estaban dentro del intervalo del 85% al 115% de los
valores medidos mediante Picolumi (marca comercial registrada) KL-6 y se inhibieron reacciones no especificas
(ejemplos 1 a 4). Este resultado mostré que se inhibieron las reacciones no especificas del factor reumatoide y las
distintas del factor reumatoide mediante la presente invencion, y los valores medidos fueron precisos. Puesto que no
se observd ninguna variacion dependiente del pH o del tampdén en los valores medidos para la muestra C, se
confirmo que la variacion del pH o el cambio de tampones no afectan a los valores medidos de KL-6.

En la tabla 2 se muestran los resultados de la medicién de pH cuando se mezclaron la muestra, el reactivo 1 y el
reactivo 2 en la misma razén que en el ensayo de concentracion de KL-6 mencionado anteriormente.

Tabla 2
Disolucién de Acido citrico Glicina Acido fosfdrico
dilucion de
muestra
pH 4,0 4.5 5,0 55 3,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0
. . . . Ej. Ej. Ej. Ej. Ej. Ej.
Ei.1 | E.2  E.3 Ei.4 comp.1 | comp.2 | comp.3 | comp.4 | comp.5 | comp. 6
Muestra A 4,0 4.5 5,0 55 3,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0
Muestra B 4,0 4.5 5,0 55 3,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0
Muestra C 4,0 4.5 5,0 55 3,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0

Glicina: Tampon glicina
Acido citrico: Tampén citrato
Acido fosférico: Tampén fosfato

Ej.: Ejemplo
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Ej. comp.: Ejemplo comparativo

Tal como se describié anteriormente, el pH del reactivo 1 (pH de 4,0 a 5,5), para el que no se observaron reacciones
no especificas, todavia era de 4,0 a 5,5 tras mezclar (ejemplos 1 a 4). Esto sugirié que podria obtenerse la misma
eficacia de la inhibicién de reacciones no especificas usando un pH de desde 4,0 hasta 5,5 cuando se mide la
concentracion de KL-6.

[EJEMPLOS 5Y 6 Y EJEMPLOS COMPARATIVOS 7 A 10]

(Preparacion del reactivo 1)

<Ejemplos 5y 6>

Se prepararon tampon citrato 30 mM (ejemplo 5: pH 4,0, 4,5, 5,0 y 5,5) y tampon acetato 30 mM (ejemplo 6: pH 4,0,
4,5, 5,0 y 5,5) que contenian cloruro de sodio 1000 mM, BSA al 1,0% y HBR 50 pg/ml (Scantibodies Lab, 3KC533)
como disoluciones que contenian el inhibidor de interferencia del factor reumatoide.

<Ejemplo comparativo 7>

En resumen, se prepararon tampoén fosfato 30 mM (pH 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 y 8,0), tampdn glicina 30 mM (pH 3,5) y
tampon citrato 30 mM (pH 4,0, 4,5, 5,0, 5,5 y 6,0) que contenian cloruro de sodio 1000 mM y BSA al 1,0% como
disoluciones que no contenian el inhibidor de interferencia del factor reumatoide (sin HBR).

<Ejemplo comparativo 8>

Se prepararon tampon fosfato 30 mM (pH 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 y 8,0), tampon glicina 30 mM (pH 3,5) y tampodn citrato
30 mM (pH 6,0) que contenian cloruro de sodio 1000 mM, BSA al 1,0% y HBR 50 pg/ml (Scantibodies Lab, 3KC533)
como disoluciones que contenian el inhibidor de interferencia del factor reumatoide.

<Ejemplo comparativo 9>

Se prepararon tampén fosfato 30 mM (pH 6,0, 6,5, 7,0, 7,5y 8,0), tampdn glicina 30 mM (pH 3,5) y tampdn acetato
30 mM (pH 4,0, 4,5, 5,0, 5,5 y 6,0) que contenian cloruro de sodio 1000 mM y BSA al 1,0% como disoluciones que
no contenian el inhibidor de interferencia del factor reumatoide.

<Ejemplo comparativo 10>

Se prepararon tampon fosfato 30 mM (pH 6,0, 6,5, 7,0, 7,5y 8,0), tampdn glicina 30 mM (pH 3,5) y tampdn acetato
30 mM (pH 6,0) que contenian cloruro de sodio 1000 mM, BSA al 1,0% y HBR 50 nug/ml (Scantibodies Lab, 3KC533)
como disoluciones que contenian el inhibidor de interferencia del factor reumatoide.

(Medicion de muestras)

Se midieron concentraciones de KL-6 mediante el mismo ensayo que en el ejemplo 1, usando el tampén descrito
anteriormente en los ejemplos 5y 6 y los ejemplos comparativos 7 a 10 como el reactivo 1 respectivo y el reactivo 2
descrito en el ejemplo 1 como reactivo 2.

Resultados y discusion

Se investigd la eficacia de la inhibicion de reacciones no especificas cuando difiri6 el pH de disoluciones que
contenian o que no contenian el inhibidor de interferencia del factor reumatoide. En las tablas 3, 4 y 5 se muestran
los resultados. Se dividieron las muestras en grupos a, b y ¢ como en la tabla basandose en el comportamiento de
cada muestra en diversas condiciones.

Tabla 3

Valor medido a cada pH en disoluciones que no contenian el inhibidor de interferencia del factor reumatoide
(ejemplo comparativo 7)

Conc. anc. Acido citrico Glicina A,Ci.d o Acido fosfdrico
e citrico
de RF| "%
(Ul/ml) 40 | 45 | 50 | 55 | 35| 60 | 60 | 65 | 70 | 75 | 80
(U/ml)
Sc:“a' '\t"r‘;eg' 100 | 211 [131,9%|116,5%|116,0%|115,3%138,3%133,9%117,6%)|133,8%|146,5%)|142,8%(140,1%
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'\:'r‘;eé' 1755 | 953 [141,8%|131,2%|157,5%)|323,8%|707,8%704,8%875,3%|659,9%|499,6%(542,2%605,4%
'\frieﬁ' 371 | 284 |145,3%|116,5%|123,9%(127,2%126,1%271,1%150,6%)|273,0%| 380,2%|267,6%|171,3%
Sc:“t; '\t"r‘;eé 376 | 301 |123,2%|199,5%|253,2%|326,8%217,4%A461,8%256,3%|375,4%|610,3%|693,6%| 737,5%
'\t"r‘;eﬁ' 18 | 752 [212,3%|153,9%)|134,6%|134,5%131,1%/137,9%134,7%137,5%|145,6%|134,9%)| 126,5%
Gru 'Vt"rJ:T 8 [1327108,9%| 99,5% | 94,3% | 96,1% |92,2%|92,0%| 97,0% | 97,8% | 97,9% | 98,3% | 96,9%
poc '\{'r”aej 144 | 708 [102,9%|102,9%| 99,7% |105,2%[107,8%/105,9%108,5%|109,4%112,8%110,7%|113,1%

Glicina: Tampon glicina

Acido citrico: Tampén citrato

Acido fosférico: Tampén fosfato

RF: Factor reumatoide

*: Medicion mediante Picolumi (marca comercial registrada) KL-6

El porcentaje es con respecto a un valor del 100% de las mediciones mediante Picolumi (marca comercial
registrada) KL-6

Cifras en el area sombreada de gris: Valores mayores del +15% de Picolumi (marca comercial registrada) KL-6

4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 3,5, 6,0, 6,5, 7,0 y 8,0 bajo los nombres de los tampones representan el pH de las disoluciones de
dilucion de muestra

Conc.: Concentracion
Tabla 4

Valor medido a cada pH en disoluciones que contenian el inhibidor de interferencia del factor reumatoide [ejemplo 5
(pH 4,0-5,5) y ejemplo comparativo 8 (pH 3,5, 6,0-8,0)]

c(j):rl;cF. cieogi- Acido citrico Glicina QE_'S:% Acido fosférico
(Ul/ml) (UE/;mI) 40 | 45 | 50 | 55 | 35 | 60 | 60 | 65 | 7,0 | 75 | 80
Gru. '\t"r‘;eg' 100 | 211 |92,0% [108,8%|110,9%|110,3%|128,5%|123,8%|115,6%|125,2%|130,1%|131,6%|127,6%
poa '\t"r‘;eé' 1755 | 953 |105,2%|109,3%|109,7%|112,2%140,5%|132,4%|123,2%|130,3%|160,5%|175,6%|180,7%
'\fr‘f; 371 | 284 |96,7% |98,0% |99,5% [103,1%|102,7%|104,6%|101,5%| 96,9% | 99,0% | 97,4% | 97,4%
Sc:“t; '\t"r‘;eé 376 | 301 |94,9% [100,5%|100,2%| 97,5% |101,6%|101,4%| 97,5% | 94,6% | 98,9% | 97,2% | 96,0%
'\t"r‘;eﬁ' 18 | 752 |96,8% |97,0% [101,8%|103,9%|102,7%|101,3%|105,3%)|100,4%|101,3%|101,1%| 99,5%
Gru 'Vt"rff 8 | 1327 110,7%)| 98,9% | 97,3% | 96,2% | 97,2% | 92,3% | 97,0% | 98,9% | 98,7% | 98,3% | 97,3%
poc“fr‘fj' 144 | 708 [101,2%|103,7%| 99,1% | 99,5% |104,0%| 98,0% [101,9%|103,7%|102,7%|101,4%|100,9%

Glicina: Tampon glicina
Acido citrico: Tampén citrato
Acido fosférico: Tampén fosfato

RF: Factor reumatoide
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*: Medicion mediante Picolumi (marca comercial registrada) KL-6

El porcentaje es con respecto a un valor del 100% de las mediciones mediante Picolumi (marca comercial
registrada) KL-6

Cifras en el area sombreada de gris: Valores mayores del +15% de Picolumi (marca comercial registrada) KL-6

4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 3,5, 6,0, 6,5, 7,0 y 8,0 bajo los nombres de los tampones representan el pH de las disoluciones de
dilucion de muestra

Conc.: Concentracion
Tabla 5

Valores medidos a cada pH en disoluciones que no contenian y que contenian el inhibidor de interferencia del factor
reumatoide

(1) Disoluciones que no contenian el inhibidor de interferencia del factor reumatoide (ejemplo comparativo 9)

ccj::rllQCF. ngc*. Acido acético Glicina aAcZitciigo Acido fosforico
(U|/m|)(’fbﬁl) 40 | 45 | 50 | 55 | 35 | 60 | 60 | 65 | 70 | 75 | 80
Gru. '\t"r‘;eg' 100 | 211 [122,1%[116,1%|119,3%)|128,2%|138,3%|148,1%|117,6%| 133,8%| 146,5%142,8%140,1%
p°a'\t"r‘;e§' 1755 | 953 |149,1%(152,0%179,1%|911,5%|707,8%|631,0%|875,3%|659,9%|499,6%|542,2%|605,4%
'\:'r‘;eﬁ' 371 | 284 |127,4%|117,5%|124,2%150,3%|126,1%|325,7%|150,6%(273,0%|380,2%|267,6%| 171,3%
Sc:“t; '\t’:‘;eé 376 | 301 |163,9%|207,8%(291,8%|412,7%|217,4%|468,8%|256,3%|375,4%|610,3%|693,6%|737,5%
'\t"r‘;eﬁ 18 | 752 |168,8%(139,5%|134,2%)|135,4%|131,1%|142,7%|134,7%|137,5%| 145,6%|134,9%126,5%
Gru “ff:ls 8 |1327|94,7% | 91,2% | 91,4% | 91,2% | 92,2% | 93,7% | 97,0% | 97,8% | 97,9% | 98,3% | 96,9%
poc“{'r‘;ej' 144 | 708 | 96,0% | 98,8% | 98,8% |103,8%|107,8%|108,8%|108,5%|109,4%|112,8%|110,7%|113,1%

Tabla 5 (cont.)

(2) Disoluciones que contenian el inhibidor de interferencia del factor reumatoide [ejemplo 6 (pH 4,0-5,5) y ejemplo
comparativo 10 (pH 3,5y 6,0-8,0)]

Conc. Acido

Conc.d Acido acético Glicinal "5 Acido fosfdrico
de RF eBPEL- acético
(Ui | 40 | 45 | 50 | 55 | 35 | 60 | 60 | 65 | 7.0 | 75 | 80
Gru_'\t"r‘;eg' 100 | 211 [104,9% |105,7%[102,6%|113,0% [128,5%|126,4%|115,6%|125,2%)|130,1%|131,6%(127,6%|
p°a'\t"r‘;e§' 1755 | 953 [111,9% |104,7%|112,3%|114,9% [140,5%|142,4%|123,2%|130,3%)|160,5%|175,6%|180,7%)
'\fr‘f; 371 | 284 |91,2% | 98,2% |102,1%|101,0%[102,7%| 98,5% |101,5%| 96,9% | 99,0% | 97,4% | 97,4%
Sc:“t;'\t"r‘;eé' 376 | 301 [105,1% | 97,2% |104,9%|105,8%[101,6%/102,8%)| 97,5% | 94,6% | 98,9% | 97,2% | 96,0%
'\t"r‘;eﬁ' 18 | 752 |86,7% | 96,3% | 97,6% |101,8%102,7%| 99,9% |105,3%|100,4%)|101,3%|101,1%]| 99,5%
Gru-NtIlrJ:T- 8 [1327(92,3% | 91,7% | 90,2% | 92,7% | 97,2% | 94,0% | 97,0% | 98,9% | 98,7% | 98,3% | 97,3%
poc“fr“aej' 144 | 708 |93,8% | 94,2% | 95,7% | 96,9% |104,0%|101,3%|101,9%|103,7%)|102,7%|101,4%|100,9%

Glicina: Tampon glicina

Acido fosférico: Tampén fosfato
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Acido acético: Tampdn acetato
RF: Factor reumatoide
*: Medicion mediante Picolumi (marca comercial registrada) KL-6

El porcentaje es con respecto a un valor del 100% de las mediciones mediante Picolumi (marca comercial
registrada) KL-6

Cifras en el area sombreada de gris: Valores mayores del +15% de Picolumi (marca comercial registrada) KL-6

4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 3,5, 6,0, 6,5, 7,0 y 8,0 bajo los nombres de los tampones representan el pH de las disoluciones de
dilucion de muestra

Conc.: Concentracion

Se obtuvieron excelentes resultados del £15% de los valores medidos mediante Picolumi (marca comercial
registrada) KL-6 del grupo c en las tablas 3 y 4 a cada pH, independientemente de la presencia del inhibidor de
interferencia del factor reumatoide lo que sugiri6 que el propio inhibidor de interferencia del factor reumatoide no
tenia ningun efecto adverso sobre los valores medidos.

Por otro lado, se confirmo la existencia de muestras que superaban el 115% de los valores medidos mediante
Picolumi (marca comercial registrada) KL-6 y para las que se producian reacciones no especificas cuando se
midieron usando disoluciones que no contenian el inhibidor de interferencia del factor reumatoide, tales como las
muestras incluidas en los grupos a 'y b en la tabla 3.

Se obtuvieron excelentes resultados para las muestras del grupo b en la tabla 4 cuando se afadié el inhibidor de
interferencia del factor reumatoide, independientemente del pH, y se confirmé que el inhibidor de interferencia del
factor reumatoide inhibia reacciones no especificas. Por otro lado, a pH 3,5 y entre pH 6,0 y 8,0, no se observd
ningun efecto de inhibiciéon de reacciones no especificas para las muestras del grupo a en la tabla 4, ni siquiera
cuando se afadi6 el inhibidor de interferencia del factor reumatoide; sin embargo, entre pH 4,0 y 5,5, se observé un
fuerte efecto de inhibicién de reacciones no especificas.

Incluso cuando se cambié el tampdn de acido citrico (acido tricarboxilico) a acido acético (acido monocarboxilico)
que tenia pH de 4,0 a 6,0, aunque hubieron muestras que superaban el 115% de los valores medidos mediante
Picolumi (marca comercial registrada) KL-6 y para las que se producian reacciones no especificas con disoluciones
que no contenian el inhibidor de interferencia del factor reumatoide [tabla 5 (1)], se observé el mismo efecto de
inhibicién de reacciones no especificas que en el caso de tampdn citrato con disoluciones que si incluian el inhibidor
de interferencia del factor reumatoide entre pH 4,0 y 5,5 [tabla 5 (2)]. Por otro lado, en el grupo a en las tablas 3 a 5,
no se observd ningun efecto de inhibicion de reacciones no especificas a pH 6,0 usando cualquiera de tampon
citrato o acetato, lo que sugirioé que el uso del inhibidor de interferencia del factor reumatoide, y el ajuste del pH de la
disolucion diluida de muestra a entre 4,0 y 5,5 cuando se mide KL-6, inhiben reacciones no especificas lo mas
eficazmente, independientemente del tipo de tampon.

Aplicabilidad industrial

La presente invencion proporciona un método para medir KL-6 para ayudar en el diagndstico y la determinacion de
estrategias terapéuticas para neumonia intersticial y un reactivo de ensayo o kit de reactivos para la implementacion
del método mencionado anteriormente. La presente invencion es util para el diagnéstico y la determinacion de
estrategias terapéuticas para neumonia intersticial incluyendo neumonia intersticial inducida por farmacos y
neumonia intersticial que se origina por trastorno del colageno, el diagndstico de pacientes con canceres tales como
cancer de pulmén y cancer de pancreas, y para fines tales como diagnostico y determinacion de estrategias
terapéuticas para neumonia intersticial en pacientes tratados con una preparacion de anticuerpos para artritis
reumatoide, enfermedad de Crohn, artritis idiopatica juvenil generalizada y enfermedad de Castleman. Puesto que la
presente invencion esta protegida segun sea necesario como reactivo, kit de reactivos y uso de estos en la
fabricacion, tiene aplicabilidad industrial y no esta excluida de la patentabilidad.
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REIVINDICACIONES

Reactivo de inmunoensayo de KL-6 que comprende una disolucion a de un pH de 4,0 a un pH de 5,5 que
contiene una inmunoglobulina derivada de animal que reacciona con factor reumatoide y una disolucién que
contiene un portador insoluble en el que se inmoviliza un anticuerpo anti-KL-6.

Reactivo de inmunoensayo segun la reivindicacion 1, en el que el portador insoluble es una particula de
latex.

Reactivo de inmunoensayo segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la inmunoglobulina derivada de animal
que reacciona con factor reumatoide es una IgM, IgG o IgA.

Método para inmunoensayo de KL-6 que comprende usar una muestra, una inmunoglobulina derivada de
animal que reacciona con factor reumatoide, y un portador insoluble en el que se inmoviliza un anticuerpo
anti-KL-6 y medir el cambio en la absorbancia que acompania a la aglutinacion del portador insoluble debido
a la reaccion inmunitaria entre KL-6 en la muestra y el anticuerpo anti-KL-6 inmovilizado en el portador
insoluble en una disolucién a de un pH de 4,0 a un pH de 5,5.

Método para inmunoensayo de KL-6 segun la reivindicacion 4, en el que la etapa de usar una muestra,
inmunoglobulinas derivadas de animal que reaccionan con factor reumatoide y un portador insoluble en el
que se inmoviliza un anticuerpo anti-KL-6 comprende afiadir a la muestra una disolucién a de un pH de 4,0
a un pH de 5,5 que contiene las inmunoglobulinas derivadas de animal que reaccionan con factor
reumatoide y una disolucién del portador insoluble en el que se inmoviliza un anticuerpo anti-KL-6.

Método para el inmunoensayo de KL-6 segun la reivindicacion 4 6 5, en el que el portador insoluble es una
particula de latex.

Método para el inmunoensayo de KL-6 segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que la
inmunoglobulina derivada de animal que reacciona con factor reumatoide es IgM, 1gG o IgA.
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