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Diagndstico de lupus eritematoso sistémico

Descripcion
Area del invento

[0001] Este invento se relaciona a métodos y botiquines para diagnosticar lupus eritematoso sistémico (SLE -
systemic lupus erythematosus) en un sujeto. Particularmente, este invento se relaciona a un perfil especifico de
anticuerpos en la diagnosis de SLE en un sujeto.

ANTECEDENTES DEL INVENTO

[0002] El lupus eritematoso sistémico (SLE - systemic lupus erythematosus) es un trastorno inflamatorio
autoinmune, que ocurre predominantemente en mujeres jovenes. El SLE puede afectar muchos de los sistemas
organicos del cuerpo, incluyendo los rifiones, la piel, las articulaciones, el sistema nervioso, las membranas serosas,
células y vasos sanguineos. Aunque la causa especifica del SLE es desconocida, varios factores son asociados con
el desarrollo de la enfermedad, incluyendo factores genéticos, raciales, hormonales y ambientales.

[0003] El desarrollo de SLE es usualmente cronico, con recaidas e impredecible. SLEs sin tratamientos pueden ser
fatales puesto que progresan desde un ataque a la piel y a las articulaciones a los 6rganos internos, incluyendo los
pulmones, el corazoén y los rifiones, haciendo, por lo tanto, que una diagnosis temprana y precisa y/o una evaluacion
de riesgos del desarrollo del SLE sea particularmente importante. El SLE aparece principalmente como una serie de
brotes, con periodos de intervencién de una manifestacion pequefia o sin manifestaciones de la enfermedad. El
dafo de los rifiones, medido por el monto de proteinas en la orina, es una de las areas mas agudas del dafio
asociado con la patogenicidad del SLE, y da cuenta de por lo menos el 50% de la mortalidad y morbilidad de la
enfermedad.

[0004] EI SLE se caracteriza por la produccion de autoanticuerpos inusuales en la sangre. Se ha demostrado que
mas de 100 auto-moléculas diferentes enlazan a autoanticuerpos en diferentes pacientes (Sherer et al., 2004,
Semin. Arthritis (Artritis). Rheum. 34:501-37), formando complejos inmunolégicos que circulan en la sangre y
eventualmente se depositan en los tejidos. Estos depdsitos de complejos inmunoldgicos causan una inflamacién
cronica y eventualmente dafios del tejido. Los anticuerpos también tienen efectos patogénicos directos que
contribuyen a una anemia hemolitica y trombocitopenia.

[0005] Cominmente, un diagnéstico de SLE puede realizarse en base a 11 criterios definidos por el American
College of
Rheumatology (ACR - Universidad Americana de Reumatologia). Estos criterios incluyen una irritacion malar, una
irritacion discoide, fotosensibilidad, Ulceras orales, artritis, serositis, trastornos renales, trastornos neurolégicos,
trastornos hematolégicos (por ejemplo, leucopenia, linfopenia, anemia hemolitica o trombocitopenia), trastornos
inmunolégicos y anticuerpos anti-nucleares (ANA - anti-nuclear antibodies) (Tan et al., 1997, Arthritis (Artritis) Rheum
1997, 40:1725). Un sujeto puede ser diagnosticado clinicamente con SLE si cumple con por lo menos 4 de los 11
criterios. Sin embargo, el SLE todavia es posible aun en caso de que existan menos de los 4 criterios.

[0006] Mientras que los anticuerpos anti-nucleares y los autoanticuerpos anti dsADN, fosfolipidos y proteinas Sm
estan dentro de los 11 criterios utilizados para diagnosticar a SLE (Tan et al., 1997, Arthritis (Artritis) Rheum 1997,
40:1725), muchos pacientes diagnosticados con SLE no tienen estos autoanticuerpos, especialmente cuando ellos
estan en una remision clinica.

[0007] Uno de los retos mas dificiles en la administracién clinica de enfermedades autoinmunes complejas tales
como el SLE es la identificacion precisa y temprana de la enfermedad en un paciente. Adicionalmente, ningun
marcador diagnéstico confiable ha sido identificado para permitir a los trabajadores clinicos u otros el definir en una
forma precisa los aspectos fisiopatolégicos del SLE, la actividad clinica, la respuesta a la terapia o su prognosis.

El chip antigénico

[0008] Micro ensayos de antigenos son herramientas desarrolladas recientemente para la caracterizacion a alto
caudal de la respuesta inmunoldgica (Robinson et al., 2002, Nat Med 8, 295-301), y han sido utilizados para analizar
respuestas inmunoldgicas en vacunas y en trastornos autoinmunes (Robinson et al., 2002; Robinson et al., 2003,
Nat Biotechnol. 21, 1033-9; Quintana et al.,
2004; Kanter et al., 2006, Nat Med 12, 138-43). Se tiene la hipotesis, de que los patrones de varias reactividades
podrian ser mas reveladoras que relaciones simples entre antigenos y anticuerpos (Quintana et al., 2006, Lupus 15,
428-30) tal como se demostr6 en andlisis previos de repertorios autoinmunes de ratones (Quintana et al., 2004;
Quintana et al., 2001, J Autoimmun 17, 191-7) y de humanos (Merbl et al., 2007, J Clin Invest 117, 712-8; Quintana
et al., 2003, J Autoimmun 21, 65-75) en salud y enfermedad. Por lo tanto, repertorios de autoanticuerpos tienen el
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potencial de suministrar nuevos conceptos de la patogénesis de la enfermedad y sirven como bio-marcadores
autoinmunes (Cohen, 2007, Nat Rev Immunol. 7, 569-74) del proceso de la enfermedad.

[0009] La publicacion PCT numero WO 02/08755 de algunos inventores de este invento es dirigida a un método, un
sistema y una herramienta de fabricacion para aglutinar y, por lo tanto, identificar antigenos pre definidos que
reaccionan con inmunoglobulinas no determinadas del suero derivado de sujetos que son pacientes en necesidad
del diagnostico de la enfermedad o del monitoreo del tratamiento. La publicacion ‘755 presenta el uso de ensayos de
antigenos para identificar a antigenos que reaccionan con las inmunoglobulinas del suero derivado de sujetos que
padecen de varias enfermedades. Ademas, se presentan métodos de diagndstico y sistemas Utiles para estos
métodos, utilizando el paso de aglutinamiento de un subconjunto de antigenos de una pluralidad de antigenos,
siendo dicho subconjunto de antigenos reactivos con una pluralidad de anticuerpos que son derivados de varios
pacientes que tienen un sistema inmunolégico deshabilitado y que sufren de una enfermedad y asocian o disocian a
los anticuerpos de un sujeto con el aglutinamiento resultante.

[0010] La publicacién de aplicacion de patente de Estados Unidos nimero 2005/0260770 de algunos inventores de
este invento presenta un sistema de ensayos de antigenos y sus usos diagnésticos. Esta aplicacién suministra un
método para diagnosticar una enfermedad inmunoldgica, y particularmente la diabetes de tipo uno, o una
predisposicién de estas en un sujeto, que comprende en determinar una capacidad de inmunoglobulinas del sujeto
para enlazar especificamente cada sonda de antigenos de un conjunto de sondas de antigenos.

[0011] La publicacién PCT namero WO 10/128506 de algunos inventores de este invento se relaciona con los
métodos para identificar el desarrollo de una enfermedad cardiovascular en un individuo, especificamente, para
reconocer el desarrollo de un proceso de infarto agudo de miocardio (AMI — acute myocardial infarction) en un
individuo. Li et al. presenta en Protein Clinical and Experimental Immunology (Clinica Proteinica e Inmunologia
Experimental) 147 (2006), 60-70 perfiles de autoanticuerpos de ensayos proteinicos para conceptos relacionados
con SLE y sindromes del lupus incompletos.

[0012] En el articulo "Autoantigen microarray for multiplex characterization of auto-antibody responses" (“Micro
Ensayos de Auto Antigenos para una Caracterizacion Multiple de Respuestas de Autoanticuerpos”) publicado en
Nature Medicine (Medicina Natural) 8(3) (2002), 295-301, Robinson et al. habla acerca del uso de micro ensayos
gue contienen auto antigenos para la deteccion de anticuerpos que reconocen a dichos autoanticuerpos
involucrados en diferentes enfermedades, tal como lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide.

[0013] No se ha presentado en la industria un ensayo de antigenos que pueda suministrar un ensayo especifico,
confiable, preciso y discriminatorio para diagnosticar a SLE. Aquellos ensayos discriminatorios tendrian un alto valor
para la identificacion de la presencia del SLE en pacientes o la discriminacion de la susceptibilidad para desarrollar
la enfermedad y para personalizar métodos terapéuticos adecuados para cada paciente.

[0014] Todavia existe la necesidad para métodos mejorados de diagndstico y botiquines Utiles para el diagnéstico de
SLE en un sujeto.

RESUMEN DEL INVENTO

[0015] Este invento suministra métodos para diagnosticar al lupus eritematoso sistémico (SLE - systemic lupus
erythematosus) en un sujeto.

[0016] Este invento se basa en parte en los resultados inesperados obtenidos cuando se hacian pruebas de
reactividad de anticuerpos de pacientes con SLE usando un ensayo de antigenos. El andlisis resulté en la
identificacion de patrones (nicos de reactividad de autoanticuerpos. Inesperadamente, los patrones Unicos de
autoanticuerpos persistieron independientemente de la actividad de la enfermedad y estan presentes también en
sujetos con remisiones clinicas a largo plazo (por ejemplo, sujetos en remision renal). Ventajosamente, el patrén de
reactividad mostrdé una alta sensibilidad y especificidad impresionantes para SLE. Ademas, un sujeto de control
saludable que tuvo el patrén de anticuerpos de SLE se descubrié que posteriormente desarrollé un SLE clinico.

[0017] Por lo tanto, este invento suministra patrones Unicos de reactividad de antigenos-autoanticuerpos relevantes
a SLE. Mientras que algunos antigenos individuales (por ejemplo, el acido hialurénico) fueron identificados por tener
una suficiencia propia para diagnosticar adecuadamente a SLE, las combinaciones especificas de estos antigenos,
tal como se detall6 en la tabla 1 a continuacién, fueron significativamente mas precisos y confiables en la
discriminacion de patrones de SLE y en sujetos de control que cada antigeno por su propia cuenta.
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Tabla 1-antigenos que discriminan a SLE y a controles

de salud

IDENTIFICACION

Antigeno SECUENCIAL NUMERO: [Nimero CAS
acido hialurénico 9067-32-7
IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO:
CD99 1
ADN de hebra doble (dsDNA - double strand DNA) 73049-39-5
ADN de hebra simple (ssDNA - single strand DNA ) 91080-16-9
IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO:
virus de Epstein-Barr (EBV - Epstein-Batrr virus) 2
IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO:
mieloperoxidasa (MPO) 3
proteina enlazadora del factor de crecimiento similar a la | IDENTIFICACION
insulina-1 (IGFBP-1 (Insulin-like growth factor binding protein- | SECUENCIAL NUMERO:
1) 4
cardiolipina 383907-10-6
colageno tipo Ill (colageno I 9007-34-5
colageno tipo IV (colageno 1V) 9007-34-5
actina 51005-14-2

proteina morfogenética 6sea-4 (BMP4 - Bone morphogenetic
protein-4)

IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO:
5

CMV (CMV Pp150)

IDENTIFICACION i
SECUENCIAL NUMERO:
6

F50

IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO:
-

factor de crecimiento de hepatocitos (HGF - Hepatocyte
Growth Factor)

IDENTIFICACION i
SECUENCIAL NUMERO:
8

HSP60p18

IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO:
9

Virus de la rubéola (RV - Rubella virus)

IDENTIFICACION i
SECUENCIAL NUMERO:
10

proteina enlazadora del calcio S100 A4 (S100A4)

IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO:
11

CITED1

IDENTIFICACION i
SECUENCIAL NUMERO:
12

triada fragil de histidina (FHIT - Fragile Histidine Triad)

IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO:
13

[0018] De acuerdo al primer aspecto, este invento suministra un método para diagnosticar a lupus eritematoso

sistémico (SLE - systemic lupus erythematosus) en un sujeto, que consiste en:

0] Determinar la reactividad de los anticuerpos de IgG y de IgM en una muestra obtenida proveniente de un
sujeto que tiene por lo menos 4 antigenos seleccionados de un grupo que consiste de: IGFBP1, CD99, acido
hialurénico, EBV, ssDNA, dsDNA, MPO, cardiolipina, colageno lll, colageno IV, actina, BMP4, CMV, F50, HGF,
HSP60p18, RV, S100A4, CITED 1 y FHIT, determinando, por lo tanto, el patrén de reactividad de la muestra para la

pluralidad de antigenos, y




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2560 809 T3

(ii) Comparar el patrén de reactividad de dicha muestra con un patrén de reactividad de control, donde una
reactividad incrementada de los anticuerpos IgG en relacion a una pluralidad de antigenos seleccionados del grupo
gue consiste de: acido hialurénico, EBV, ssDNA, dsDNA, BMP4, F50, HGF y HSP60p18, y/o una reactividad
reducida de anticuerpos IgM en relacion a una pluralidad de antigenos seleccionados de un grupo que consiste de:
IGFBP1, CD99, MPO, cardiolipina, colageno IlIl, colageno IV, actina, CMV, RV, S100A4, CITED1 y FHIT en
comparacion con el patrén de reactividad de una muestra de control es una indicacién que el sujeto padece de SLE.

[0019] En una seccidn, los antigenos comprenden por lo menos 5 antigenos. En otra seccion, los antigenos
comprenden por lo menos 6 antigenos. En otra seccién, los antigenos comprenden por lo menos 7 antigenos. En
otra seccién, los antigenos comprenden por lo menos 8 antigenos. De acuerdo a una seccion de ejemplo los
antigenos son IGFBP1, CD99, acido hialurénico, EBV, ssDNA, dsDNA, MPO, cardiolipina y colageno lll. Cada
posibilidad representa una seccion separada del invento.

[0020] Tal como se utiliza aqui, la “reactividad de los anticuerpos en una muestra” en relaciéon a “una pluralidad de
antigenos” se refiere a la reactividad inmunoldgica de cada anticuerpo en la muestra a un antigeno especifico
seleccionado de una pluralidad de antigenos. La reactividad inmunolégica del anticuerpo hacia el antigeno, es decir,
su capacidad para enlazarse especificamente al antigeno, puede utilizarse para determinar el monto de los
anticuerpos en la muestra. Especificamente, de terminar la “reactividad de los anticuerpos IgG e IgM en una
muestra” se refiere a la reactividad de por lo menos un anticuerpo IgG en la muestra en relaciéon a un antigeno
especifico seleccionado de una pluralidad de antigenos, y por lo menos un anticuerpo IgM en relacién a otro
antigeno especifico seleccionado de una pluralidad de antigenos.

[0021] EIl patrén de reactividad de la muestra refleja, por lo tanto, los niveles de cada uno de los anticuerpos
probados en la muestra, suministrando, por lo tanto, un ensayo cuantitativo. En una seccion en particular, la
reactividad es determinada cuantitativamente. Por lo tanto, por ejemplo, la reactividad de un anticuerpo en relacién a
un antigeno puede incrementarse o reducirse. En ciertas secciones, la reactividad de por lo menos un anticuerpo en
relacion a un antigeno especifico (proveniente de una pluralidad de antigenos) es regulada / incrementada.
Preferiblemente, la reactividad de los anticuerpos IgG es regulada/incrementada (es decir, se incrementa). En
secciones adicionales, la reactividad de por lo menos un anticuerpo en relacion a un antigeno especifico es
regulada/reducida. Preferiblemente, la reactividad de los anticuerpos IgM es regulada/reducida (es decir, se rebaja).

[0022] Comunmente, el determinar la reactividad de anticuerpos en la muestra en relaciéon a una pluralidad de
antigenos se realiza utilizando un inmuno - ensayo. Ventajosamente, la pluralidad de antigenos puede ser usada en
la forma de un ensayo de antigenos.

[0023] De acuerdo a una seccién, el método comprende el determinar la reactividad de los anticuerpos 1gG en la
muestra obtenida proveniente del sujeto en relaciéon a una pluralidad de antigenos seleccionados provenientes de un
grupo que consiste de: acido hialurénico, EBV, ssDNA, dsDNA, BMP4, F50, HGF y HSP60p18. De acuerdo a una
seccion de ejemplo, el método comprende el determinar la reactividad de los anticuerpos IgG en la muestra obtenida
de un sujeto en relacion a una pluralidad de antigenos seleccionados de un grupo que consiste de: &cido hialurénico,
EBV, ssDNA y dsDNA. En una seccion especifica, la reactividad de un anticuerpo IgG en relaciéon a un antigeno
(seleccionado de una pluralidad de antigenos) es regulada/incrementada. De acuerdo a esta seccion, una
regulacion/incremento entre el patron de reactividad de dicha muestra obtenida proveniente del sujeto en
comparacion con el patron de reactividad de una muestra de control es una indicaciéon de que el sujeto padece de
SLE.

[0024] El método comprende el determinar la reactividad de los anticuerpos IgM en la muestra obtenida de un sujeto
en relacién a una pluralidad de antigenos seleccionados de un grupo que consiste de: CD99, IGFBP1, MPO,
cardiolipina, colageno Ill, colageno 1V, actina, CMV, RV, S100A4, CITED1 y FHIT. De acuerdo a una seccion de
ejemplo, el método comprende el determinar la reactividad de los anticuerpos IgM en la muestra sérica obtenida del
sujeto en relacion a una pluralidad de antigenos seleccionados provenientes de un grupo que consiste de: CD99,
MPO, IGFBP1, cardiolipina y colageno Ill. De acuerdo a otra seccion, el método comprende el determinar la
reactividad de los anticuerpos IgM en la muestra sérica obtenida de un sujeto en relacion a una pluralidad de
antigenos seleccionados de un grupo que consiste de: CD99, MPO, IGFBP1, cardiolipina y colageno Ill. De acuerdo
a otra seccion, el método comprende el determinar la reactividad de los anticuerpos IgM en la muestra sérica
obtenida del sujeto en relacién a una pluralidad de antigenos seleccionados de un grupo que consiste de: CD99,
MPO y Colageno lll. En una seccién especifica, la reactividad de un anticuerpo IgM en relacién a un antigeno (de
una pluralidad de antigenos) es regulada/reducida. En una seccion especifica, la regulacién/reduccion entre el
patron de reactividad de dicha muestra obtenida de un sujeto en comparacion con el patrén de reactividad de control
es una indicacion que el sujeto padece de SLE.

[0025] De acuerdo a otra seccion, el método comprende el determinar la reactividad de los anticuerpos IgM en la
muestra sérica obtenida de un sujeto en relacion a una pluralidad de antigenos seleccionados de un grupo que
consiste de: CD99, MPO
y Colageno lll. En una seccion en particular, la regulacion/reduccién entre el patron de reactividad de dicha muestra
obtenida de un sujeto en comparacion con el patrén de reactividad de control es una indicacién de que el sujeto
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padece de en una remision renal.

[0026] De acuerdo a otra seccion, la muestra obtenida del sujeto es un fluido biolégico. De acuerdo a algunas
secciones, la muestra es seleccionada de un grupo que consiste de plasma, suero, sangre, fluido cerebroespinal,
fluido sinovial, esputo, orina, saliva, lagrimas, especimenes linfaticos, o cualquier otro fluido biolégico conocido en la
industria. De acuerdo a ciertas secciones, la muestra obtenida del sujeto es seleccionada de un grupo que consiste
de plasma, suero y sangre. De acuerdo a una seccion, la muestra es una muestra sérica. Cada posibilidad
representa una seccién separada del invento.

[0027] De acuerdo a ciertas secciones de los métodos de este invento, el control es seleccionado de un grupo que
consiste de una muestra de por lo menos un individuo saludable, un panel de muestras de control de un conjunto de
individuos saludables, y un conjunto almacenado de informacién de individuos saludables. Tipicamente, un individuo
saludable es un sujeto que no padece de SLE o cualquier otra forma de lupus. En otra seccién, un individuo
saludable es un sujeto que no padece de ninguna enfermedad autoinmune.

[0028] De acuerdo a algunas secciones, el método comprende ademas la dilucién de la muestra, por ejemplo, 1:10 o
mas antes de determinar la reactividad de los anticuerpos en la muestra.

[0029] Una “diferencia” entre los patrones de reactividad se refiere, en diferentes secciones, a una diferencia
estadisticamente diferente significativa, o en otras secciones a una diferencia reconocida por una persona con
conocimiento en la industria.

[0030] Ventajosamente, los métodos del invento podrian utilizar el uso del aprendizaje y reconocimiento de patrones
de los analizadores, algoritmos de aglutinamiento y similares, para discriminar entre patrones de reactividad de
sujetos saludables de control a aquellos de pacientes que tienen SLE. Como tales, este término incluye
especificamente una diferencia medida, por ejemplo, determinar la reactividad de los anticuerpos en una muestra de
prueba en relaciéon a una pluralidad de antigenos, y su comparacion del patrén resultante de reactividad con los
patrones de reactividad de muestras de control negativas y positivas (por ejemplo, las muestras obtenidas de sujetos
de control que no padecen de SLE o pacientes que padecen de SLE, respectivamente) utilizando aquellos
algoritmos y/o analizadores. La diferencia también podria ser medida al comparar el patréon de reactividad de la
muestra de prueba con una regla predeterminada de clasificaciéon obtenida de esa forma.

[0031] De acuerdo a otro aspecto, los antigenos son seleccionados de un grupo que consiste de: IGFBP1, CD99,
acido hialurénico, MPO, colageno llI.

[0032] De acuerdo a una seccion, los antigenos comprenden ademas por lo menos uno, por lo menos 2 o por lo
menos 3 antigenos seleccionados de dsDNA, ssDNA, EBV y cardiolipina. Cada posibilidad representa una seccion
separada del invento.

[0033] Otros objetos, caracteristicas y ventajas de este invento se volveran claras a partir de la siguiente descripcion
y esquemas.

DESCRIPCION BREVE DE LOS ESQUEMAS
[0034]

La figura 1 muestra la reactividad de anticuerpos de sujetos individuales en relacion a las reactividades de antigenos
que caracterizan a pacientes con SLE. El suero de controles saludables (cuadrados negros) y de sujetos con SLE en
remision renal (circulos abiertos), nefritis lUpica aguda (triangulos abiertos), o sin una interaccion renal (*) fueron
probadas para detectar las reactividades de los anticuerpos en relacién al antigeno designado. El monto relativo de
reactividad de anticuerpos se muestra en el eje Y. El eje X ordena a los sujetos de acuerdo a su reactividad relativa.

La figura 2 muestra un analisis tridimensional de los componentes principales (PCA - principal component analysis).
El PCA se bas6 en 7 reactividades de antigenos que distinguen a controles saludables de pacientes con SLE en
remision renal (tabla 6). La estrella representa la firma de un sujeto que fue saludable en el momento de la
recaudacion de sueros pero que después desarrollé a SLE, controles saludables son representados por cuadrados
negros, sujetos con SLE en remision renal se muestran como circulos abiertos, sujetos con nefritis lUpica aguda se
muestran como triangulos y sujetos con SLE sin una interaccién renal se representan como ateriscos.

DESCRIPCION DETALLADA DEL INVENTO

[0035] Este invento suministra métodos para diagnosticar al lupus eritematoso sistémico (SLE - systemic lupus
erythematosus) en un sujeto utilizando ensayos de sondas de antigenos para practicar aquel diagnoéstico, e
identificar conjuntos especificos de sondas de antigenos para generar aquellos ensayos. Por lo tanto, se presenta
una prueba de biomarcadores que se basa en autoanticuerpos para una diagnosis temprana de SLE, que incluye a
SLE en remision renal.
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[0036] Sin desear ser limitado por cualquier teoria en particular o mecanismo de accion, el invento se basa en parte
en el hallazgo que el perfil de reactividad de anticuerpos en el suero de pacientes con SLE fue claramente distinto a
los individuos saludables de control. Aunque los autoanticuerpos séricos han sido investigados extensamente en lo
qgue se refiere a SLE, las Unicas firmas inmunolégicas de anticuerpos tal como se describen aqui no han sido
descritas antes. Ventajosamente, las Unicas firmas de anticuerpos de este invento suministran ensayos altamente
sensibles y especificos para diagnosticar a SLE.

[0037] De acuerdo a algunas secciones, este invento suministra un método para diagnosticar al lupus eritematoso
sistémico (SLE - systemic lupus erythematosus) en un sujeto, y el método comprende:

0] Determinar la reactividad de los anticuerpos IgG e IgM en la muestra obtenida del sujeto a por lo menos 4
antigenos seleccionados de un grupo que consiste de: IGFBP1, CD99, acido hialurénico, EBV, ssDNA, dsDNA,
MPO, cardiolipina, colageno lll, colageno 1V, actina, BMP4, CMV, F50, HGF, HSP60p18, RV, S100A4, CITED 1y
FHIT, determinando, por lo tanto, el patrén de reactividad de la muestra en relacion a la pluralidad de antigenos, y

(ii) Comparar el patréon de reactividad de dicha muestra en relaciéon a un patrén de reactividad de control,

Donde un incremento en reactividad de los anticuerpos IgG en relacién a una pluralidad de antigenos seleccionados
del grupo que consiste de: acido hialuréonico, EBV, ssDNA, dsDNA, BMP4, F50, HGF y HSP60p18, y/o una
reactividad reducida de los anticuerpos IgM en relacion a una pluralidad de antigenos seleccionados de un grupo
gue consiste de: IGFBP1, CD99, MPO, cardiolipina, colageno lll, colageno 1V, actina, CMV, RV, S100A4, CITED1 y
FHIT en comparacién al patron de reactividad de la muestra de control es una indicacion que el sujeto padece de
SLE.

[0038] el patrén de reactividad de la muestra refleja los niveles de cada uno de los anticuerpos probados en la
muestra, suministrando, por lo tanto, un ensayo cuantitativo. En una seccién importante, los anticuerpos son
determinados cuantitativamente. En otra seccidon importante, una diferencia cuantitativa entre el patron de
reactividad de dicha muestra obtenida del sujeto en comparaciéon con el patron de reactividad de control es una
indicacion que el sujeto padece de SLE. La regulacidn/incremento de la reactividad de un anticuerpo,
especificamente de un anticuerpo IgG, en una muestra en relaciéon a un antigeno se refiere a un incremento (es
decir, elevacién) de alrededor de por lo menos 2, alrededor por lo menos 3, alrededor por lo menos 4 o alrededor por
lo menos 5 veces mas (es decir, mayor) que los niveles de reactividad de los anticuerpos en relacion al antigeno en
el control. La regulacién/reduccion de la reactividad de un anticuerpo, especificamente de un anticuerpo IgM, en una
muestra en relacién a un antigeno se refiere a una reduccion (es decir, decremento) de alrededor de por lo menos 2,
alrededor de por lo menos 3, alrededor de por lo menos 4, o alrededor por lo menos 5 veces mas baja que los
niveles de reactividad del anticuerpo en relacion al antigeno en el control.

[0039] Tal como se ejemplifica en este documento mas adelante, un analisis de antigenos de autoanticuerpos (es
decir, usando analisis de micro ensayos) puede identificar los patrones de autoanticuerpos séricos asociados con las
diferentes formas clinicas de SLE; las firmas se basaron en patrones colectivos de autoanticuerpos, y no en
reactividades individuales de autoanticuerpos. Estos patrones informativos incluyeron a los autoanticuerpos 1gG, asi
como a los autoanticuerpos IgM. Ademas, los patrones informativos incluyeron reducciones, asi como incrementos
de las reactividades de autoanticuerpos en relacion a aquellas encontradas en los controles saludables.

[0040] En una seccion especifica, el método comprende:

0] Determinar la reactividad de los anticuerpos IgG en una muestra obtenida de un sujeto en relacién a una
pluralidad de antigenos seleccionados de un grupo que consiste de: acido hialurénico, EBV, ssDNA y dsDNA;

(ii) Determinar la reactividad de los anticuerpos IgM en una muestra obtenida del sujeto en relaciéon a una
pluralidad de antigenos seleccionados de un grupo que consiste de: CD99, MPO, IGFBP1, cardiolipina y colageno
III; determinando, por lo tanto, el patrén de reactividad de la muestra en relacion a una pluralidad de antigenos; y

(i) Comparar el patron de reactividad de dicha muestra en relacion a un patron de reactividad de control,
donde un incremento entre el patron de reactividad de los anticuerpos 1gG en dicha muestra obtenida del sujeto en
comparacion con el patrén de reactividad de control es una indicacién que el sujeto padece de SLE, o donde exista
una reduccion entre el patrén de reactividad de los anticuerpos IgM en dicha muestra obtenida del sujeto en
comparacion con el patron de reactividad de control es una indicacion que el sujeto padece de SLE.

[0041] En otra seccién adicional, un incremento entre el patrén de reactividad de los anticuerpos IgG en dicha
muestra obtenida del sujeto en comparacion con el patron de reactividad de control es una indicacién que el sujeto

padece de SLE, y una reduccion entre el patrén de reactividad de los anticuerpos IgM en dicha muestra obtenida del
sujeto en comparacion con el patron de reactividad de control es una indicacion de que el sujeto padece de SLE.

Sondas de antigenos y conjuntos de sondas de antigen 0s
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[0042] Esta especificacion también presenta sondas de antigenos y conjuntos de sondas de antigenos utiles para
diagnosticar a SLE, tal como se describe en este documento.

[0043] De acuerdo a los principios del invento, el invento suministra ademas una pluralidad de antigenos también
conocidos en este documento como conjuntos de sondas de antigenos. Estos conjuntos de sondas de antigenos
comprenden una pluralidad de antigenos que son reactivos especificamente con el suero de los sujetos que tienen
SLE. De acuerdo a los principios del invento, la pluralidad de antigenos puede ser usada ventajosamente en la
forma de un ensayo de antigenos. De acuerdo a algunas secciones el ensayo de antigenos es configurado
convenientemente en la forma de un chip de antigenos.

[0044] Una “sonda” tal como se utiliza en este documento significa un compuesto capaz de enlazar especificamente
a un componente. De acuerdo a un aspecto, este invento suministra un conjunto de sondas de antigenos
conformado de una pluralidad de antigenos seleccionados de un grupo que consiste de: CD99, IGFBP1, acido
hialurénico, EBV, ssDNA, dsDNA, MPO, cardiolipina, colageno lll, colageno IV, actina, BMP4, CMV, F50, HGF, HRP,
HSP60p18, RV, S100A4, CITED1 y FHIT. De acuerdo a ciertas secciones, el conjunto de sondas de antigenos
comprende un subconjunto de los antigenos de este invento. En una seccion especifica, el subconjunto de
antigenos consiste de CD99, IGFBP1, acido hialurénico, EBV, ssDNA, dsDNA, MPO, cardiolipina y colageno Ill. La
reactividad de los anticuerpos en relacion a la pluralidad de antigenos del invento podria determinarse de acuerdo a
técnicas conocidas en la industria. Ademas, los antigenos utilizados en este invento son conocidos en la industria y
estan disponibles comercialmente, por ejemplo, de Sigma Aldrich o Prospec.

Acido hialurénico

[0045] EIl acido hialurénico es un glicosaminoglicano anidénico no sulfatado distribuido ampliamente a través de los
tejidos conectores, epiteliales y neurales. En una seccion especifica, el antigeno de acido hialurénico de este invento
es un acido hialurénico humano, por ejemplo, proveniente del cordén umbilical de la placenta humana (disponible
comercialmente, por ejemplo, de Sigma Aldrich, niumero de catalogo H1876; nimero de CAS 9067-32-7). Ejemplos
adicionales no limitantes de acidos hialurénico sostienen un nimero de CAS seleccionado de: 31799-91-4 o 9067-
32-7.

EBV

[0046] El virus Epstein-Barr (EBV - Epstein-Barr virus), también llamado virus de herpes humana 4 (HHV-4 - Human
herpes virus 4), es un virus de la familia del herpes. La reactividad de anticuerpos en relacién al antigeno EBV puede
terminarse de acuerdo a técnicas conocidas en la industria. En una seccion especifica, el antigeno de EBV de este
invento contiene el antigeno temprano de tipo D de HHV-4 (banco genético: CAD53407.1), en regiones del terminal
C en los aminoacidos 306-3 190 tal como se establece en la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 2. En una
seccién, dicho EBV consiste de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 2, o0 un analogo o uno de sus
fragmentos. El antigeno de EBV esta disponible comercialmente, por ejemplo, de Prospec, nUmero de catalogo
CMV-272.

Acido desoxirribonucleico de doble hebra (dsDNA)

[0047] Los anticuerpos anti-dsDNA que son altamente especificos para SLE; estan presentes en un 70% de los
casos, y aparecen en solamente el 0.5 por ciento de los péptidos sin la presencia de SLE. La reactividad de los
anticuerpos en relacion al antigeno dsDNA puede determinarse de acuerdo a las técnicas conocidas en la industria.
En una seccién en particular, el dsDNA tiene un ndmero de CAS de 73049-39-5. El antigeno de 73049-39-5 esta
disponible comercialmente, por ejemplo, de Sigma Aldrich, nmero de catalogo D1501.

Acido desoxirribonucleico de una hebra (ssDNA)

[0048] La reactividad de los anticuerpos en relacion al antigeno ssDNA puede determinarse de acuerdo a técnicas
conocidas en la industria. En una seccion en especifico, el ssDNA tiene un nidmero de CAS de 91080-16-9. El
antigeno de ssDNA esté disponible comercialmente, por ejemplo, de Sigma Aldrich, nimero de catadlogo D8899.

CD99

[0049] CD99 (también conocido como el antigeno E2, glicoproteina de la superficie de la célula T) es expresada en
la membrana celular de algunas células de linfocitos, timocitos corticales y de granulosa del ovario. El antigeno
también es expresado por la mayoria de células de islotes pancreaticos, células Sertoli de los testiculos, y algunas
células endoteliales. En una seccién especifica, el antigeno CD99 de este invento es un CD99 humano (NP_002405
0 NP_001116370.1). La secuencia de aminoacidos de una isoforma de CD99 humano. Un precursor se establece en
la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 1. En una seccién, dicho antigeno CD99 consiste de la
IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 1, o un analogo o uno de sus fragmentos. Dicho antigeno CD99 esta
disponible comercialmente, por ejemplo, de Prospec, nimero de catalogo PRO-294.
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Mieloperoxidasa (MPQO)

[0050] MPO es una enzima importante utilizada por granulocitos durante la lisis fagocitica de particulas foraneas
sumergidas. En tejidos normales y en una variedad de trastornos mieloproliferativos las células mieloides tanto de
los tipos neutrofilicos como eosinofilicos, en todas las etapas de maduracién, mostraron una fuerte reactividad
citoplasmica en relacion a MPO. En una seccion especifica, el antigeno MPO de este invento es un MPO humano
(NP_000241.1). La secuencia de aminoacidos del MPO humano se establece en la IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERO: 3. En una seccion, dicho antigeno MPO consiste de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 3, o
un analogo o uno de sus fragmentos. Dicho antigeno MPO estéa disponible comercialmente, por ejemplo, de Propec,
namero de catalogo ENZ-334.

Proteina enlazadora del factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGFBP1 - Insulin-like growth factor binding

protein 1)

[0051] ElI IGFBP1 es un miembro de la familia de proteinas enlazadoras de factores de crecimiento similares a la
insulina (IGFBP) y codifica una proteina con un dominio IGFBP y un dominio de tiroglobulina de tipo I. La proteina se
enlaza con los factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs) 1y Il y circula en el plasma. El IGFBP1 humano
puede producirse recombinantemente como una sola cadena de polipéptidos que contiene a 218 aminoacidos, que
tiene una masa molecular de 28.8 KDa. En una seccion especifica, el antigeno IGFBP1 de este invento es un
IGFBP1 humano (NP_000587.1). La secuencia de aminoacidos del IGFBP1 humano se establece en la
IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 4. En una seccién, aquel antigeno IGFBP1 consiste de la
IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 4, o un analogo o uno de sus fragmentos. Dicho antigeno IGFBP1 esta
disponible comercialmente, por ejemplo, de Prospec, nimero de catalogo CYT-299.

Cardiolipina

[0052] La cardiolipina (1,3-bis(sn-3'-fosfatidil)-sn-glicerol) es un fosfolipido mitocondrial que se encuentra en los
tejidos de mamiferos en concentraciones bajas, mas a menudo en la membrana mitocondrial interna. La calle
Pirulina inhibe la adherencia de células de fibronectina, vitronectina y colageno de tipo I. En una seccién especifica,
el antigeno cardiolipina de este invento es una cardiolipina bovina. La reactividad de los anticuerpos en relacion al
antigeno de cardiolipina puede determinarse de acuerdo a técnicas conocidas en la industria. En una seccién
especifica, la cardiolipina tiene un numero de CAS de 383907-10-6. El antigeno de cardiolipina bovina esta
disponible comercialmente, por ejemplo, de 383907-10-6. NUumero de catalogo C0563.

Colageno tipo Il

[0053] El colageno de tipo Il es el 2° colageno mas abundante en los tejidos humanos y ocurre particularmente en
los tejidos que muestran propiedades elasticas, tales como la piel, los vasos sanguineos y varios érganos internos.
Las mutaciones del colageno de tipo Il causan la forma mas severa del sindrome de Ehlers-Danlos, EDS (Ehlers-
Danlos syndrome) IV, que afecta a las arterias, a los 6rganos internos, a las articulaciones y a la piel, y puede causar
una muerte abrupta cuando las arterias grandes se rompen. En secciones especificas, el antigeno de colageno de
tipo 1l de este invento es un colageno de tipo Il de Bornstein y Traub, por ejemplo, proveniente de la placenta
humana. La reactividad de los anticuerpos en relacion al antigeno de colageno Il podria determinarse de acuerdo a
técnicas conocidas en la industria. En una seccién en especifico, el colageno 11l tiene un nimero de CAS de 9007-
34-5. El antigeno de colageno Il esta disponible comercialmente, por ejemplo, de Sigma Aldrich, nimero de
catalogo C4407.

Colageno tipo IV

[0054] En contraste con la mayoria de colagenos, el colageno de tipo IV es un miembro exclusivo de las membranas
basales y por medio de interacciones complejas intra - moleculares e internas forman redes supra moleculares que
afectan a la adhesion, migracion y diferenciacion celular (Khoshnoodi et al., Microsc Res Tech. 2008 May;71(5):357-
70). En una seccion en especifico, el antigeno de colageno de tipo IV de este invento es un colageno de tipo IV de
Bornstein y Traub, por ejemplo, proveniente de la placenta humana. La reactividad de los anticuerpos en relacién al
antigeno de colageno IV podria determinarse de acuerdo a técnicas conocidas en la industria. En una seccion
especifica el colageno IV tiene un nimero de CAS de 9007-34-5. El antigeno de colageno IV esta disponible
comercialmente, por ejemplo, de Sigma Aldrich, nimero de catalogo C7521.

Actina

[0055] La actina es una proteina de43 kDa que se conserva altamente entre las especies. Existen 3 isotipos
principales de actina (a, 3 e y), que muestran mas de un 90% de la homologia de aminoéacidos (aa) entre isotipos y
mas del 98% de homologia con miembros de un grupo especifico isotipico. La actina participa en muchos
procedimientos celulares importantes incluyendo la contraccion muscular, la morbilidad celular, la divisién celular y
citocinesis, movimiento de la vesicula y movimiento de organulos, sefializacion celular y el establecimiento y
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mantenimiento de uniones celulares y de formas celulares. En una seccion especifica, la antigena actina de este
invento es una actina bovina. La reactividad de los anticuerpos de la antigena actina puede determinarse de acuerdo
a las técnicas conocidas en la industria. En una seccién en especifico, la actina tiene un nimero de CAS de 51005-
14-2. El antigeno de actina bovina esta disponible comercialmente, por ejemplo, de Sigma Aldrich, nimero de
catalogo A3653.

Proteina morfogenética ésea-4 (BMP4 - Bone morphogenetic protein-4)

[0056] ElI BMP4 juega un rol importante en la ocurrencia de la formacion ésea endocondral en humanos. Una
reduccion en la expresion de BMP4 se ha asociado con una variedad de enfermedades 6seas, incluyendo el
trastorno heredable de Fibrodisplasia osificante progresiva. E| BMP humano (por ejemplo, NP_570912.2) puede
producirse recombinantemente en E. Coli en forma de una cadena no glicosilada monomérica de polipéptidos (masa
molecular de 13,009 Daltons). En una seccién en especifico, el antigeno BMP4 de este invento es un BMP4 humano
(disponible comercialmente, por ejemplo, de Prospec, nimero de catadlogo CYT-361). En una seccién especifica, el
antigeno BMP4 tiene la secuencia de aminoacidos que se establece en la IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERO: 5 (SPKHHSQRARKKNKNCRRHSLYVDFSDVGWNDWIVAPPGYQAFYCHGDCPFPL
ADHLNSTNHAIVQTLVNSVNSSIPKACCVPTELSAISMLYLDEYDKVVLKNYQEMV VEGCGCR, o un analogo o uno
de sus fragmentos.

CMV

[0057] EI CMV (citomegalovirus) pertenece a la subfamilia Betaherpesvirinae de las Herpesviridae que incluye a los
tipos de virus simples 1y 2, al virus varicela-zoster, y al virus Epstein-Barr. EI CMV es un virus de ADN linear de 2
hebras con 162 capsémeros proteinicos hexagonales rodeados por una membrana lipida. CMV tiene el genoma mas
grande de los virus del herpes, que varia desde 230-240 parejas de kilobases. El CMV humano se compone de
repeticiones Unicas e invertidas que incluyen la existencia de 4 isdmeros de genoma causados por la inversion de
componentes de genoma L-S (clase E). El antigeno CMV utilizado en los ejemplos de este documento, mas
adelante, es una proteina recombinante derivada de E. Coli que contiene a regiones inmuno - dominantes de CMV
Pp150 (UL32) que residen en los aminoacidos 1011-1048. Dicho CMV Pp150 (e.g., G1:224496137 o Gl:224496135)
es conocido para aquellas personas con conocimiento en la industria. La secuencia de aminoacidos de dicho CMV
Ppl150 se establece en la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 6. En una seccion, dicho CMV Pp150
consiste de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 6, o un analogo o uno de sus fragmentos. El antigeno de
CMV de este invento es disponible comercialmente, por ejemplo, de Prospec, nimero de catadlogo CMV-216.

50

[0058] El antigeno F50 usado en los ejemplos de este documento a continuacion es un oligopéptido que tiene la
secuencia de aminoécidos CVKGGTTKIFLVGDYSSSAE tal como se establece en la IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO: 7. En una seccién, dicho antigeno F50 consiste de la IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERO: 7 o un analogo o uno de sus fragmentos.

Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF - Hepatocyte Growth Factor)

[0059] HGF es un factor de crecimiento multifuncional que regula al crecimiento celular y a la motilidad celular.
Ejerce un efecto mitogénico fuerte en los hepatocitos y en las células epiteliales primarias. El HGF humano puede
producirse recombinantemente en un baculoviridae como una cadena de polipéptidos no glicosilada de
heterodimeros que consiste de una cadena a de 463 aminoacidos y una cadena 3 de 234 aminoacidos teniendo una
masa molecular total de 78.0 KDa. En una seccion especifica, el antigeno HGF de este invento es un HGF humano
(AAAB4297.1). La secuencia de aminoéacidos de dicho HGF humano se establece en la IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO: 8. En una seccion, dicho HGF consiste de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:
8, 0 un analogo uno de sus fragmentos. Dicho antigeno HGF esta disponible comercialmente, por ejemplo, de
Prospec, niumero de catalogo CYT-244.

Peréxido de rabano picante (HRP - Horseradish peroxide)

[0060] La peroxidasa de rabano picante es un polipéptido de cadena simple que contiene 4 puentes de disulfuro. Es
una glicoproteina que contiene un 18% de carbohidratos. La composicién de carbohidratos consiste de galactosa,
arabinosa, xilosa, fucosa, manosa, manosamina y galactosamina dependiendo de la isoenzima especifica. HRP
pertenece al grupo de protoporfirinas ferrosas de peroxidasas y pueden aislarse de raices del rabano picante
(Amoracia rusticana). La reactividad de los anticuerpos en relacion al antigeno HRP puede determinarse de acuerdo
a técnicas conocidas en la industria. En una seccion especifica, el HRP tiene un nimero de CAS de 9003-99-0. El
antigeno HRP esta disponible comercialmente, por ejemplo, de Sigma Aldrich, nimero de catalogo P6782.

HSP60p18

[0061] El antigeno HSP60p18 utilizado en los ejemplos de este documento, mas adelante, es un oligopéptido que
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tiene la secuencia de aminoacidos QSIVPALEIANAHRKPLVIIA tal como se establece en la IDENTIFICACIQN
SECUENCIAL NUMERO: 9. En una seccion, dicho antigeno HSP60p18 consiste de la IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO: 9, o un analogo o uno de sus fragmentos.

Virus de la rubéola (RV - Rubella virus)

[0062] El RV es un virus de RNA de hebras positivas envueltas de la familia de las Togaviridae. En una seccion
especifica, el antigeno RV es una proteina recombinante derivada del E. Coli que contiene los aminoacidos 1-123 de
las regiones C de capsulas de RV. La secuencia de aminoacidos de la capsula C de RV es conocida para aquellas
personas con conocimiento en la industria, por ejemplo, NP_740662.1. La secuencia de aminoacidos de los
aminoécidos 1-123 de la capsula C de RV se establece en la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 10. En
una seccién, dicho antigeno RV consiste de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 10, o un anélogo o uno
de sus fragmentos. Dicho antigeno RV esta disponible comercialmente, por ejemplo, de Prospec, numero de
catalogo RUB-293.

S100A4

[0063] La S100A4 (también conocido como la proteina enlazadora de calcio S-100 A4, Metastasina, Calvasculina)
es un miembro de la familia S100 de proteinas que contiene a los motivos enlazadores de calcio de mano EF. La
S100A esta compuesta de una cadena alfa y beta. La S100A4 podria funcionar en polimerizacion de motilidad,
invasion y tubulina. En una seccidon especifica, el antigeno S100A4 del invento es una S100A4 humana
(CAG29341.1). La secuencia de aminoacidos de la S100A4 humana se establece en la IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO: 11. En una seccién, dicho antigeno S100A4 consiste de la IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO: 11, o un analogo o uno de sus fragmentos. Dicho antigeno S100A4 esta disponible
comercialmente, por ejemplo, de Prospec, nimero de catalogo PRO-307.

CITED 1

[0064] El transactivador de interaccion Cbp/p300 humano 1 (CITED1, también conocido como la proteina especifica
de melanocitos 1 o MSG1) es una proteina que tiene 193 aminoacidos (NP_001138359.1). La secuencia de
aminoécidos de CITED1 humano se establece en la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 12. En una
seccidn, dicho antigeno CITED1 consiste de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 12, o un analogo o uno
de sus fragmentos. El antigeno CITED1 esta disponible comercialmente, por ejemplo, de Prospec, nimero de
catalogo PRO-295.

FHIT

[0065] La FHIT (triada fragil de histidina) es un miembro de la familia genética de triadas de histidina, involucrada en
el metabolismo de purinas. La proteina FHIT es una supresora de tumores con una expresion reducida o sin ninguna
expresion en muchos tipos de cancer. En una seccion especifica, el antigeno FHIT del invento es un FHIT humano
(ABM66093.1). La secuencia de aminoéacidos del FHIT humano consiste de la IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERO: 13, o un analogo o uno de sus fragmentos. Dicho antigeno FHIT esta disponible comercialmente, por
ejemplo, de Prospec, nimero de catadlogo PRO-297.

[0066] La pluralidad de antigenos (o el conjunto de sondas de antigenos) comprende o consiste de uno de sus
subconjuntos, por ejemplo, por lo menos 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, u 11 diferentes antigenos donde cada uno es
seleccionado de los antigenos presentados en este invento. Aquellos subconjuntos pueden ser seleccionados para
dar como resultado una sensibilidad y/o especificidad 6ptima del ensayo de diagnéstico. En otras secciones, el
conjunto de sondas comprende hasta 10, o en otras secciones hasta 15, 20, 30, 40 o 50 diferentes antigenos. Debe
tomarse en cuenta, que mientras que aquellos conjuntos de sondas son considerados suficientes para identificar
confiablemente a un sujeto con SLE, los conjuntos de sondas de antigenos utilizados en el invento pueden usarse
convenientemente, en ciertas secciones, en la forma de ensayos de antigenos que comprenden un nimero mas
grande de antigenos, por ejemplo, alrededor de 25 antigenos o mas.

[0067] De acuerdo a una seccién especifica, el conjunto de sondas de antigenos es conformada por una pluralidad
de antigenos seleccionados de CD99, IGFBP1, acido hialurénico, MPO, EBV, ssDNA, dsDNA, y cardiolipina, tal
como se detalla en este documento, para el diagnostico de SLE.

[0068] En otra seccion, un conjunto de sondas se conforma de acido hialurénico, EBV, ssDNA y dsDNA. Tal como
se presenta aqui, este subconjunto de antigenos mostré reactividades reguladas/incrementadas con anticuerpos IgG
en sueros obtenidos de los sujetos con SLE. En otra seccién, una pluralidad de antigenos consistia de CD99, MPO,
IGFBP1 y cardiolipina. Tal como se presentd en este documento, este subconjunto de antigenos demostré
reactividades reguladas/reducidas con anticuerpos IgM en los sueros obtenidos de sujetos con SLE.

[0069] En otra seccién, un conjunto de sondas que consistia de los antigenos: acido hialurénico, EBV, ssDNA,
dsDNA, CD99, MPO vy colageno lll es suficiente para discriminar entre sujetos con SLE con remision renal, e
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individuos saludables que no padecen de SLE. En otra seccién, la pluralidad de antigenos consiste de acido
hialurénico, EBV, ssDNA y dsDNA. Tal como se describe en este documento, este subconjunto de antigenos
demostré reactividades reguladas/incrementadas con anticuerpos IgG en sueros obtenidos de sujetos con SLE,
particularmente SLE con remision renal. En otra seccién, la pluralidad de antigenos consistia de CD99, MPO y
colageno lll. Tal como se presenta en este documento, este subconjunto de antigenos demostrd reactividades
reguladas/reducidas de los anticuerpos IgM en el suero obtenido de los sujetos con SLE, incluyendo aquellos con
remision renal.

[0070] Las ondas de antigenos que son utilizadas en los ensayos del invento podrian ser purificadas o sintetizadas
usando métodos bien conocidos en la industria. Por ejemplo, una proteina o un péptido proteinico utilizando
métodos recombinantes o sintéticos conocidos, incluyendo, pero sin limitarse a, métodos de fases sélidas (por
ejemplo, quimica Boc o f-Moc) y de sintesis de fases de soluciones (Stewart y Young, 1963; Meienhofer, 1973;
Schroder y Lupke, 1965; Sambrook et al., 2001). Una persona con conocimiento en la industria posee el
conocimiento requerido para obtener o sintetizar las ondas de antigenos del invento. Algunas de las sondas de
antigenos también son comercialmente disponibles, por ejemplo, de Sigma (St. Louis, MO, USA), Prospec (Ness-
Ziona, Israel), Abnova (Taipei City, Taiwan), Matreya LLC (Pleasant Gap, PA, Estados Unidos), Avanti Polar Lipids
(Alabaster, AL, Estados Unidos), Calbiochem (San Diego, CA, Estados Unidos), Chemicon (Temecula, CA, Estados
Unidos), GeneTex (San Antonio, TX, Estados Unidos), Novus Biologicals (Littleton, CO, Estados Unidos) Assay
Designs (Ann Arbor, MI, Estados Unidos), ProSci Inc. (Poway, CA, Estados Unidos), EMD Biosciences (San Diego,
CA, Estados Unidos), Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, Estados Unidos), HyTest (Turku, Finlandia), Meridian Life
Science (Memphis, TN Estados Unidos) y Biodesign International (Saco, ME, Estados Unidos), tal como se detalla
en este documento mas adelante.

[0071] Debe tomarse en cuenta, que el invento utiliza sondas de antigenos, asi como homdlogos, fragmentos y sus
derivados, siempre y cuando estos homaélogos, fragmentos y derivados sean reactivos reticularmente desde el punto
de vista inmunolégico con estas sondas de antigenos. El término “reactivos reticularmente desde el punto de vista
inmunolégico” es utilizado en este documento para referirse a 2 o mas antigenos que son enlazados
especificamente por el mismo anticuerpo. El término “homaélogo” tal como se utiliza en este documento se refiere a
un péptido que tiene por lo menos un 70%, por lo menos un 75%, por lo menos un 80%, por lo menos un 85%, o por
lo menos un 90% de identidad con la secuencia de aminoacidos del antigeno. La reactividad reticular puede
determinarse por cualquiera de un nimero de técnicas de inmuno - ensayos, tales como un ensayo de competencia
(que mide la capacidad de un antigeno de prueba para inhibir competitivamente el enlace de un anticuerpo a su
antigeno conocido).

[0072] EI término “fragmento” es utilizado en este documento para referirse a una porcion de un polipéptido, o un
analogo de un polipéptido que permanece reactivo reticularmente desde un punto de vista inmunolégico con las
ondas antigenas, por ejemplo, para reconocer inmuno-especificamente al antigeno objetivo. El fragmento puede
tener la longitud de alrededor del 40%, alrededor del 50%, alrededor del 60%, alrededor del 70%, alrededor del 80%,
alrededor del 85%, alrededor del 90% o alrededor del 95% del antigeno respectivo.

[0073] EIl término péptido se refiere cominmente a un polipéptido de hasta alrededor de 50 residuos aminoacidos de
largo. De acuerdo a secciones especificas, los péptidos antigénicos del invento pueden tener de 10-50 aminoacidos
de largo y son comunmente de alrededor de 10-30 o alrededor de 15-25 aminoacidos de largo.

[0074] EI término abarca péptidos naturales (ya sean productos degradados, péptidos sintetizados sintéticamente o
péptidos recombinantes), peptidomiméticos (cominmente, péptidos sintetizados sintéticamente), y los peptoides y
semipeptoides analogos de péptidos, y pueden tener, por ejemplo, modificaciones que hacen que los péptidos sean
mas estables cuando estan en un cuerpo o mas capaces de penetrar a células. Las modificaciones incluyen, pero no
se limitan a: modificaciones de la terminal N; modificaciones de la terminal C; modificaciones de los enlaces de los
péptidos, incluyendo, pero sin limitarse a, CH2-NH, CH2-S, CH2-S=0O, O=C-NH, CH2-O, CH2-CH2, S=C-NH,
CH=CH, y CF=CH; modificaciones estructurales; y modificaciones residuales.

[0075] Los antigenos utilizados en el invento pueden tener un acido carboxi terminal, tal como una amida de carboxi,
tal como un alcohol de terminal reducida o como cualquier sal farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, como una
sal metdlica, incluyendo una sal de sodio, potasio, litio o calcio, 0 como una sal con una base organica, o como una
sal con un acido mineral, incluyendo acido sulfdrico, acido hidroclérico o acido fosférico, o como un acido orgéanico,
por ejemplo, &cido acético o acido maléico.

[0076] Los derivativos funcionales consisten de modificaciones quimicas a las cadenas laterales de aminoacidos y/o
las particulas de carboxilos y/o aminos de dichos péptidos. Aquellas moléculas derivadas incluyen, por ejemplo,
aquellas moléculas en las cuales los grupos de aminos libres han sido derivados para formar hidrocloratos de
aminos, grupos sulfonilos de p-tolueno, grupos de carbobenzoxis, grupos de t-butiloxicarbonilos, grupos de
cloroacetilos o grupos de formilos. Los grupos de carboxilos libres pueden ser derivados de sales, ésteres de metilos
o de estilos u otros tipos de ésteres o hidracidas. Los grupos de hidroxilos libres pueden derivarse para formar
derivados O-acilos u O- alquilos. El nitrégeno de imidazol de histidina puede derivarse para formar N-im-
benzilhistidina. También incluidos como derivados quimicos son aquellos polipéptidos, que contienen uno 0 mas
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derivados de aminoacidos modificados o que ocurren naturalmente de los 20 residuos de aminoacidos estandar. Por
ejemplo: la 4-hidroxiprolina puede ser sustituida por prolina; la 5-hidroxilisina puede ser sustituida por lisina; 3-
metilhistidina puede ser sustituida por histidina; homoserina puede ser sustituida por serina; y ornitina puede ser
sustituida por lisina.

[0077] Los residuos de aminoacidos aqui descritos estan en la forma isométrica de “L”, a menos que se indique otra
forma. Sin embargo, los residuos en la forma isométrica “D” pueden ser sustituidos por cualquier residuo de
aminoacidos de L, siempre y cuando los péptidos retengan sustancialmente la especificidad deseada de
anticuerpos.

[0078] Analogos adecuados pueden ser sintetizados facilmente por métodos y aparatos de sintesis de péptidos que
actualmente son consideradas normales o métodos recombinantes. Todos esos analogos se basaran esencialmente
en los antigenos del invento de acuerdo a su secuencia de aminoacidos, pero tendrdn uno o mas residuos de
aminoacidos eliminados, sustituidos o agregados. Cuando los residuos de aminoacidos son sustituidos, aquellos
reemplazos conservadores que son previstos son aquellos que no alteran significativamente la estructura o
antigenicidad del polipéptido. Por ejemplo, aminoacidos basicos seran reemplazados con otros aminoacidos basicos,
unos acidos con otros acidos y neutrales con otros neutrales. Ademas de los analogos que comprenden
sustituciones conservadoras tal como se acaba de mencionar, analogos que comprenden sustituciones no
conservadoras de aminoacidos también se contemplan, siempre y cuando estos analogos sean reactivos
reticularmente desde el punto de vista inmunolégico con un péptido del invento.

[0079] Los antigenos lipidos a ser utilizados en los ensayos del invento pueden ser purificados o sintetizados
utilizando métodos bien conocidos en la industria (refiérase, por ejemplo, a Biochemistry of Lipids, Lipoproteins, and
Membranes (Bioquimica de Lipidos, Lipoproteinas y Membranas), 4.sup.th Ed. (2002; Vance D E y Vance, J E,
editors; Elsevier, Amsterdam, Boston); Enzymes in Lipid Modification (Enzimas en Modificacion de Lipidos) (2000;
Bornsheuer, U T, editor; Wiley-VCH, Weinheim, N.Y.); Lipid Synthesis and Manufacture (Sintesis y Fabricacion de
Lipidos) (1999; Gunstone, F D, editor; Sheffield Academic Press, Sheffield, Inglaterra; CRC Press, Boca Raton, Fla.);
Lipid Biochemistry (Bioquimica de Lipidos), 5.sup.th Ed (2002; Gurr, M |, Harwood, J L, and Frayn, K N, editors;
Blackwell Science, Oxford, Malden, Mass). En otra seccién, los antigenos de lipidos a ser utilizados en el ensayo del
invento pueden ser comprados comercialmente tal como se detalla en este documento mas adelante.

Métodos de diagndstico

[0080] De acuerdo a algunas secciones, el invento suministra métodos de diagnostico Utiles para la deteccién de
SLE.

[0081] De acuerdo a algunas secciones, los métodos del invento son ejecutados al determinar la reactividad de los
anticuerpos en una muestra obtenida de un sujeto de prueba en relacion a por lo menos 4 antigenos seleccionados
de un grupo que consiste de: acido hialurénico, CD99, IGFBP1, EBV, ssDNA, dsDNA, MPO, cardiolipina, colageno
Ill, colageno 1V, actina, BMP4, CMV, F50, HGF, HSP60p18, RV, S100A4, CITED1 y FHIT, determinando, por lo
tanto, el patron de reactividad de la muestra en relacién con la pluralidad de antigenos, y comparando el patréon de
reactividad de dicha muestra a un patron de reactividad de control. Una reactividad incrementada de los anticuerpos
IgG en relacion a una pluralidad de antigenos seleccionados de un grupo que consiste de: acido hialurénico, EBV,
ssDNA, dsDNA, BMP4, F50, HGF y HSP60p18, y/o una reactividad reducida de los anticuerpos IgM en relacién a
una pluralidad de antigenos seleccionados de un grupo que consiste de: IGFBP1, CD99, MPO, cardiolipina,
colageno lll, colageno 1V, actina, CMV, RV, S100A4, CITED1 y FHIT en comparacion al patrén de reactividad de una
muestra de control es una indicacion que el sujeto padece de SLE.

[0082] Tal como se utiliza aqui, el término “reactividad de anticuerpos en una muestra” en relacién a “una pluralidad
de antigenos” se refiere a la reactividad inmunoldgica de cada anticuerpo en la muestra en relaciéon a un antigeno
especifico seleccionado de una pluralidad de antigenos. La reactividad inmunolégica del anticuerpo en relacién al
antigeno, es decir, su capacidad para enlazarse especificamente con el antigeno, puede ser utilizada para
determinar el monto del anticuerpo en la muestra, suministrando, por lo tanto, un ensayo cuantitativo. Los niveles
calculados de cada uno de los anticuerpos probados en la muestra son referidos selectivamente como el patron de
reactividad de la muestra de estos antigenos.

[0083] Un anticuerpo “dirigido hacia” un antigeno, es utilizado en este documento como un anticuerpo que es capaz
de enlazarse especificamente al antigeno. El determinar los niveles de anticuerpos dirigidos a una pluralidad de
antigenos involucra el medir el nivel de cada anticuerpo en la muestra, donde cada anticuerpo es dirigido a un
antigeno especifico seleccionado de: acido hialurénico, EBV, ssDNA, dsDNA, CD99, MPO, IGFBP1, cardiolipina,
colageno lll, colageno 1V, actina, BMP4, CMV, F50, HGF, HSP60p18, RV, S100A4, CITED1 y FHIT. Este paso es
realizado comUnmente utilizando un inmuno - ensayo, tal como se detalla en este documento.

[0084] En otras secciones, el determinar la reactividad de los anticuerpos en dicha muestra a dicha pluralidad de

antigenos, (y los niveles de cada uno de los anticuerpos probados en la muestra) se realiza por medio de un proceso
que comprende:
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0] Contactar a la muestra, bajo condiciones tales que un complejo especifico de antigenos-anticuerpos pueda
formarse, con un conjunto de sondas de antigenos conformada por dicha pluralidad de antigenos, y

(ii) Cuantificar el monto del complejo antigenos-anticuerpos formado por cada sonda de antigenos.

[0085] El monto del complejo antigenos-anticuerpos es una indicacion del nivel de los anticuerpos probados en la
muestra (o la reactividad de la muestra con el antigeno).

[0086] En ciertas secciones, la muestra de prueba y las muestras de control comprenden a anticuerpos IgG e IgM.
Especificamente, la muestra de prueba y las muestras de control pueden comprender a anticuerpos 1gG e IgM. En
otra seccion importante, las muestras de prueba y de control comprenden una pluralidad de anticuerpos 1gG y una
pluralidad de anticuerpos IgM. En otra seccion, la reactividad de por lo menos un anticuerpo en relacién a un
antigeno especifico de una pluralidad de antigenos del invento es regulada / incrementada. En otra seccion, la
reactividad de por lo menos un anticuerpo en relacion a un antigeno especifico es regulada/reducida.

[0087] De acuerdo a otro aspecto, este invento suministra un método para evaluar si un sujeto tiene el riesgo de
desarrollar a SLE, cuyo método comprende: (i) determinar la reactividad de los anticuerpos IgG e IgM en una
muestra obtenida de un sujeto en relacién a por lo menos 4 antigenos seleccionados de un grupo que consiste de:
acido hialurénico, CD99, EBV, ssDNA, dsDNA, MPO, IGFBP1, cardiolipina, colageno lll, colageno 1V, actina, BMP4,
CMV, F50, HGF, HSP60p18, RV, S100A4,
CITEDL1 y FHIT, determinando, por lo tanto, el patrén de reactividad de la muestra en relacion a una pluralidad de
antigenos, y (ii) comparar el patrén de reactividad de dicha muestra con un patron de reactividad de control, donde
una reactividad incrementada de los anticuerpos IgG en relaciéon a una pluralidad de antigenos seleccionados de un
grupo que consiste de: acido hialurénico, EBV, sDNA, dsDNA, BMP4, F50, HGF y HSP60p18, y/o una reactividad
reducida de los anticuerpos IgM en relacion a una pluralidad de antigenos seleccionados de un grupo que consiste
de: IGFBP1, CD99, MPO, cardiolipina, colageno lll, colageno 1V, actina, CMV, RV, S100A4, CITED1 y FHIT en
comparacion al patron de reactividad de una muestra de control es una indicacion de que el sujeto padece de SLE.

[0088] De acuerdo a una seccion de ejemplo los antigenos consisten de acido hialurénico, CD99, EBV, ssDNA,
dsDNA, MPO, IGFBP1, cardiolipina y colageno lll. De acuerdo a otra seccion, la pluralidad de antigenos consiste de
acido hialurénico, CD99, MPO, IGFBP1 y colageno lll.

[0089] En algunas secciones, los métodos de este invento utilizan un sistema de micro - ensayos de antigenos para
caracterizar informaticamente patrones informativos de anticuerpos tales como biomarcadores especificos para sub-
tipos de SLE, tal como se detalla en este documento.

[0090] Los métodos de diagndstico difieren en su sensibilidad y especificidad. La “sensibilidad” de un ensayo de
diagndstico es el porcentaje de individuos con la enfermedad que dan un positivo a la prueba (porcentaje de
“verdaderos positivos”). Los individuos enfermos que no son detectados por el ensayo son “falsos negativos”. Los
sujetos que no tienen la enfermedad y que tiene un resultado negativo de la prueba en el ensayo tienen el término
de “verdaderos negativos”. La “especificidad” del ensayo de diagndstico es de uno menos la tasa de falsos positivos,
donde la tasa de “falsos positivos” se define como la proporcion de aquellas personas que no tienen la enfermedad
pero que resultan positivos.

[0091] En algunas secciones, la pluralidad de antigenos es seleccionada para exhibir por lo menos el 70%, por lo
menos el 80%, por lo menos el 85%, por lo menos el 90%, por lo menos el 95%, o por lo menos el 99% de
sensibilidad, combinado con por lo menos el 70%, por lo menos el 80%, por lo menos el 85%, por lo menos el 90%,
o por lo menos el 95% de especificidad. En algunas secciones, la sensibilidad y la especificidad son por lo menos el
75%, por lo menos el 80%, por lo menos el 85%, por lo menos el 90% o por lo menos el 95%.

[0092] En una seccién, el método distingue a SLE con una sensibilidad de por lo menos el 70% hasta una
especificidad de por lo menos el 85% cuando se compara a los sujetos de control (por ejemplo, un individuo
saludable que no padece de SLE). En otra seccion, el método distingue a SLE con una sensibilidad de por lo menos
el 80% hasta una especificidad de por lo menos el 90% cuando se compara con sujetos de control. En otra seccién,
el método distingue a SLE con una sensibilidad de por lo menos el 90% hasta una especificidad de por lo menos el
90% cuando se compara con sujetos de control.

Anticuerpos, muestras e inmunoensayos

[0093] Los anticuerpos, o inmunoglobulinas, comprenden 2 cadenas pesadas unidas por enlaces de disulfuros y 2
cadenas ligeras, cada cadena ligera es unida a una de las respectivas cadenas pesadas por medio de enlaces de
disulfuros y una configuracion en forma de “Y”. Cada cadena pesada tiene en un extremo un dominio variable (VH)
seguido por un numero de dominios constantes (CH). Cada cadena ligera tiene un dominio variable (VL) en un
extremo y un dominio constante (CL) en el otro extremo, el dominio variable de la cadena ligera esta alineado con el
dominio variable de la cadena pesada y el dominio constante de la cadena ligera esta alineado con el primer dominio
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constante de la cadena pesada (CH1). Los dominios variables de cada pareja de cadenas ligera y pesada forman al
lugar donde se enlazan los antigenos.

[0094] El isotipo de la cadena pesada (gama, alfa, Delta, épsilon o mu) determina la clase de la inmunoglobulina
(I9G,

IgA, IgD, IgE o IgM, respectivamente). La cadena ligera tiene 2 isotipos (kappa, k o lambda, A) en todas las clases de
anticuerpos.

[0095] Debe entenderse que cuando los términos “anticuerpo” o “anticuerpos” son utilizados, esto tiene la intencion
de incluir anticuerpos intactos, tales como anticuerpos policlonales o anticuerpos monoclonales (mAbs - monoclonal
antibodies), asi como sus fragmentos proteoliticos tales como los fragmentos Fab o F(ab’)2. Ademas, se incluye
dentro del enfoque del invento (por ejemplo, como reactivos de inmunoensayos, tal como se detalla en este
documento) anticuerpos quimeéricos; anticuerpos recombinantes y disefiados, y sus fragmentos.

[0096] Fragmentos de anticuerpos funcionales de ejemplo comprenden a regiones variables completas o
esencialmente completas de cadenas ligeras y pesadas y que se definen de la siguiente forma:

0] Fv, definido como un fragmento disefiado genéticamente que consiste de la region variable de la cadena
ligeray la region variable de la cadena pesada expresada como 2 cadenas;

(ii) Fv de una sola cadena ('scFv" - single-chain Fv), una molécula de una sola cadena disefiada
genéticamente incluyendo la regién variable de la cadena ligera y la regién variable de la cadena pesada, unidas por
un enlace adecuados de polipéptidos.

(iii) Fab, un fragmento de una molécula de anticuerpos que contiene una porcion enlazadora de antigenos
monovalente de una molécula de anticuerpos, obtenida al tratar a todo el anticuerpo con la papaina de enzimas para
generar la cadena ligera intacta y el fragmento Fd de la cadena pesada, que consiste de sus dominios variable y de
CH1,;

(iv) Fab’, un fragmento de una molécula de anticuerpos que contiene una porciéon enlazadora de antigenos
monovalente de una molécula de anticuerpos obtenida al tratar a todo el anticuerpo con pepsina enzimatica, seguido
por una reduccion (2 fragmentos Fab’ son obtenidos por cada molécula de anticuerpos); y

(v) F(ab’)2, un fragmento de una molécula de anticuerpos que contiene una porcion enlazadora de antigenos
monovalentes de una molécula de anticuerpos, obtenida al tratar a todo el anticuerpo con la pepsina enzimatica (es
decir, un dimero de los fragmentos Fab’ unido por 2 enlaces de disulfuros).

[0097] El término “antigenos” tal como se utiliza en este documento es una molécula o una porcién de una molécula
capaz de ser enlazada por un anticuerpo. El antigeno es capaz, cominmente, de inducir un animal para producir un
anticuerpo capaz de enlazarse a un epitope de aquel antigeno. Un antigeno puede tener uno o mas epitopes. La
reaccion especifica referenciada a lo que se acaba de mencionar tiene el propdsito de indicar que el antigeno
reaccionara, en una forma altamente selectiva, con su anticuerpo correspondiente y no con la multitud de otros
anticuerpos que podrian ser provocados por otros antigenos. Un “péptido antigénico” es un péptido que es capaz de
enlazar especificamente a un anticuerpo.

[0098] En otra seccion, la deteccion de la capacidad de un anticuerpo para enlazarse especificamente a una sonda
de antigenos puede realizarse al cuantificar la formacion especifica del complejo antigenos-anticuerpos. El término
“enlazar especificamente” tal como se utiliza en este documento significa que el enlace de un anticuerpo a una
sonda de antigenos no es inhibida competitivamente por la presencia de moléculas no relacionadas.

[0099] En ciertas secciones, el método de este invento es realizado al determinar la capacidad de un antigeno del
invento para enlazarse especificamente a anticuerpos del isotipo IgG, o, en otras secciones, a anticuerpos del IgM,
aislados de un sujeto.

[0100] Métodos para obtener muestras biolégicas adecuadas que contengan anticuerpos de un sujeto son bien
conocidas dentro de la habilidad de aquellas personas que tienen conocimiento en la industria. Cominmente,
muestras adecuadas comprenden a sangre completa y sus productos derivados, tales como plasma y suero. En
otras secciones, otras muestras que contienen anticuerpos podrian utilizarse, por ejemplo, muestras de CSF, orina y
saliva.

[0101] Numerosos métodos bien conocidos de recaudacion de fluidos pueden utilizarse para recaudar la muestra
biologica del sujeto para realizar los métodos del invento.

[0102] De acuerdo a este invento, cualquier inmunoensayo adecuado puede ser utilizado con los péptidos del sujeto.

Aquellas técnicas son bien conocidas para personas con un conocimiento normal en la industria y han sido descritas
en muchos manuales y textos de inmunologia estandar. En ciertas secciones importantes, determinar la capacidad
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de los anticuerpos para enlazarse especificamente con las sondas de antigenos se realiza utilizando un método que
se basa en ensayos de sondas de antigenos. Preferiblemente, el ensayo es incubado con sueros diluidos
adecuados del sujeto (por ejemplo, diluidos a 1:10) para permitir un enlace especifico entre los anticuerpos
contenidos en el suero y las sondas de antigenos inmovilizadas, enjuagar el suero que no fue enlazado y sacarlo del
ensayo, incubar el ensayo enjuagado con un ligando detectable conjugado con marcaciones de anticuerpos del
isotipo deseado, enjuagar las marcaciones no adheridas fuera del ensayo, y medir los niveles de la marcacion
enlazada a cada sonda de antigenos.

[0103] De acuerdo a algunos aspectos, los métodos de este invento pueden practicarse utilizando ensayos de
antigenos tal como se presenta en WO 02/08755 y U.S. 2005/0260770 de algunos inventores de este invento. WO
02/08755 es dirigida a un sistema y un articulo de fabricaciéon para aglutinar y, por lo tanto, identificar reactivos de
antigenos pre - definidos con inmunoglobulinas no determinadas del suero derivadas de los sujetos pacientes que
tengan la necesidad de diagnosis de la enfermedad o monitoreo del tratamiento. Ademas, se presentan métodos de
diagndstico y sistemas (tiles en estos métodos, que utilizan el paso de aglutinar un subconjunto de antigenos de una
pluralidad de antigenos, siendo dicho subconjunto de antigenos reactivos con una pluralidad de anticuerpos
derivados de una pluralidad de pacientes, y asociando o disociando los anticuerpos de un sujeto con el
aglutinamiento resultante. La publicacion de aplicacion de patente de Estados Unidos numero 2005/0260770
otorgada a algunos de los inventores de este invento presenta un sistema de ensayo de antigenos y sus usos de
diagnostico. La aplicacién suministra un método para diagnosticar una enfermedad inmunolégica, particularmente la
diabetes tipo 1, o su predisposicion en un sujeto, que comprende el determinar una capacidad de las
inmunoglobulinas del sujeto para enlazarse especificamente a cada sonda de antigenos de un conjunto de sondas
antigenos. Las ensefianzas de dichas presentaciones se incorporan por completo tal como si se establecieran en
este documento.

[0104] En otras secciones, otros inmunoensayos pueden ser utilizados, incluyendo, pero sin limitarse a, el ensayo de
inmunoabsorcidn enlazado a enzimas (ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay), citometria de flujo con esferas
multiplex (tal como el sistema hecho por Luminex), resonancia de plasmones superficiales (SPR — Surface plasmon
resonance), elipsometria y otros inmunoensayos que utilizan, por ejemplo, lectura laser, deteccién de luz, deteccion
de protones por medio de un foto-multiplicador, fotografias con un sistema basado en una camara digital o un
sistema de video, cuenta de radiacion, deteccién de fluorescencia, deteccién electronica, deteccion magnética y
cualquier otro sistema que permita una medida cuantitativa de enlaces de antigenos-anticuerpos.

[0105] Varios métodos han sido desarrollados para preparar ensayos adecuados para los métodos de este invento.
Métodos vanguardistas involucran el usar un aparato robdético para aplicar o “detectar” soluciones distintas que
contienen sondas de antigenos a ubicaciones con direcciones especificas separadas muy de cerca en la superficie
de un soporte plano, tipicamente un soporte de video, tal como una lamina de microscopio, que es procesada
subsiguientemente por un tratamiento térmico y/o quimico para adherir a las sondas de los antigenos a la superficie
del soporte. Convenientemente, la superficie de vidrio es activada primero por un tratamiento quimico que deja una
capa de grupos reactivos tales como los grupos epoxi en la superficie, que se enlaza covalentemente con cualquier
molécula que contenga grupos libres de aminos o tioles. Soportes adecuados podrian incluir ademas a soportes de
silicona, nitrocelulosa, papel y similares.

[0106] Preferiblemente, cada sonda de antigenos, o cada subconjunto distinto de sondas de antigenos de este
invento, que es adherido a una ubicacién especifica ubicable del ensayo es adherida independientemente a por lo
menos 2, mas preferiblemente por lo menos 3 ubicaciones especificas separadas que pueden ser ubicadas del
ensayo para permitir la generacién de informacién estadisticamente robusta.

[0107] Adicionalmente a las sondas de antigenos del invento, el ensayo puede incluir, ventajosamente, sondas de
antigenos de control u otros quimicos estandar. Tales sondas de antigenos de control podrian incluir sondas de
control de normalizacién. Las sefiales obtenidas provenientes de las sondas de control de normalizacion suministran
un control para las variaciones en las condiciones de enlace, intensidad demarcacion, eficiencia “de lectura” y otros
factores que podrian causar que la sefial de una interaccion de ligandos de enlace de anticuerpos-sondas varien.
Por ejemplo, sefiales, tales como intensidad de fluorescencia, se leidas de otras sondas de antigenos del ensayo se
dividen para la sefial (por ejemplo, la intensidad de fluorescencia) provenientes de las sondas de control de
estandarizacion, normalizando, por lo tanto, las medidas. Las sondas de control de normalizacién pueden estar
enlazadas en varias ubicaciones que se puede localizar en el ensayo de sondas de antigenos para controlar la
variacion espacial en la eficiencia de las ondas de anticuerpos-ligandos. Preferiblemente, las sondas de control de
normalizacion estan ubicadas en las esquinas o filos del ensayo para controlar los efectos del borde, asi como en la
parte central del ensayo.

[0108] Los ligandos de anticuerpos marcados pueden ser de cualquiera de varios tipos de ligandos de anticuerpos.
Preferiblemente, el ligando de anticuerpos es un anticuerpo que es capaz de enlazarse especificamente a la porcion
Fc de los anticuerpos del sujeto que se esta utilizando. Por ejemplo, en los casos en los que los anticuerpos del
sujeto son del isotipo IgM, el ligando de anticuerpos es preferiblemente un anticuerpo capaz de enlazarse
especificamente a la region Fc de los anticuerpos IgM del sujeto.
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[0109] EI ligando de los anticuerpos del sujeto puede conjugarse a cualquiera de los varios tipos de marcaciones
detectables. Preferiblemente la marcacién es un fluoréforo, mas preferiblemente Cy3. Alternamente, el fluoréforo
podria ser cualquiera de varios fluoréforos, incluyendo a Cy5, Isotiocianato de fluoresceina (FITC - fluorescein
isothiocyanate), ficoeritrina (PE - phycoerythrin), rodamina, Texas red, y similares. Anticuerpos conjugados de
fluoréforo adecuados especificos para anticuerpos de isotipos especificos son ampliamente disponibles de
proveedores comerciales y métodos para su produccion estan bien establecidos.

[0110] Los anticuerpos del sujeto pueden ser aislados para el andlisis de su capacidad para enlazar a sondas de
antigenos en cualquiera de varias formas, dependiendo de la aplicacion y de su proposito. Puesto que los
anticuerpos del sujeto pueden estar adecuadamente y convenientemente en la forma de suero o plasma de sangre o
una de sus diluciones (por ejemplo, una dilucién de 1:10), los anticuerpos pueden ser expuestos a cualquier nivel
deseado de purificacion antes de ser probados para su capacidad de enlazar especificamente a sondas de
antigenos. El método de este invento puede ser practicado usando anticuerpos completos del sujeto, o fragmentos
de anticuerpos del sujeto que contienen una region variable del anticuerpo.

Andlisis de datos

[0111] En algunas secciones, los métodos del invento pueden implementar el uso de analizadores de aprendizaje y
reconocimiento de tendencias, algoritmos de aglutinamiento y similares, para discriminar entre patrones de
reactividad de sujetos que tienen un sub-tipo de SLE en comparacién de los sujetos de control. Por ejemplo, los
métodos podrian incluir el determinar la reactividad de anticuerpos en una muestra de prueba en relacion a una
pluralidad de antigenos, y comparar los patrones resultantes con los patrones de reactividad de muestras de control
negativas y positivas utilizando aquellos algoritmos y/o analizadores.

[0112] Por lo tanto, en otra seccién, una diferencia significativa entre el patron de reactividad de una muestra de
prueba en comparacion a un patron de reactividad de una muestra de control, donde la diferencia es computada
utilizando un algoritmo de reconocimiento de aprendizaje y de patrones, indica que el sujeto padece de SLE. Por
ejemplo, el algoritmo podria incluir, sin limitarse, a clasificadores supervisados o0 no supervisados incluyendo
algoritmos estadisticos que podrian incluir, pero no se limitan a, analisis de componentes principales (PCA - principal
component analysis), cuadrados minimos parciales (PLS - partial least squares), regresion linear miltiple (MLR -
multiple linear regression), regresién de componentes principales (PCR - principal component regression), analisis
de funcién discriminatoria (DEA - discriminant function analysis) incluyendo a analisis discriminatorio linear (LDA -
linear discriminant analysis), y analisis de aglutinamiento incluyendo el vecino mas cercano, redes neurales
artificiales, algoritmos de aglutinamiento acoplados de 2 direcciones, Perceptrones de capas mdltiples (MLP - multi-
layer perceptrons), red neural de regresion generalizada (GRNN — generalized regression neural network), sistemas
de interferencia difusa (FIS - fuzzy inference systems), mapas auto-organizacionales (SOM - self-organizing map),
algoritmos genéticos (GAS - genetic algorithms), sistemas neuro-difusos (NFS - neuro-fuzzy systems), teoria de
resonancia adaptable (ART - adaptive resonance theory).

[0113] En ciertas secciones, uno o mas algoritmos o programas informaticos pueden ser utilizados para comparar el
monto de cada anticuerpo cuantificado en la muestra de prueba en contra de un corte determinado (o en contra de
un namero de cortes predeterminados). Alternamente, una 0 mas instrucciones para realizar manualmente los pasos
necesarios pueden ser suministrados por un humano.

[0114] Los algoritmos para determinar y comparar andlisis de patrones incluyen, pero no se limitan a, analisis de
componentes principales, el andlisis linear de Fischer, algoritmos de redes neurales, algoritmos genéticos,
reconocimiento de patrones ldgicos difusos, y similares. Después de que se completen los analisis, la informacion
resultante puede, por ejemplo, mostrarse en una pantalla, trasmitirse a un servidor de computadora o almacenarse
en un dispositivo de almacenamiento para su carga subsecuente.

[0115] Muchos de los algoritmos son algoritmos que se basan en redes neurales. Una red neural tiene una capa de
entrada, capas de procesamiento y una capa de salida. La informacién en una red neural es distribuida a lo largo de
las capas de procesamiento. Las capas de procesamiento estan compuestas de nodos que estimulan las neuronas
por medio de la interconexion de sus nodos. Similarmente al analisis estadistico que revela patrones subyacentes en
una recaudacién de informacion, las redes neurales ubican patrones consistentes en una recaudacion de
informacién, que se basa en criterios predeterminados.

[0116] Algoritmos adecuados de reconocimiento de patrones incluyen, pero no se limitan a, el andlisis de
componentes principales (PCA - principal component analysis), andlisis discriminatorio linear de Fischer (FLDA -
Fisher linear discriminant analysis), modelaje independiente suave de analogia de clases (SIMCA - soft independent
modeling of class analogy), vecinos mas cercanos de K (KNN - K-nearest neighbors), redes neurales, algoritmos
genéticos, logica difusa y otros algoritmos de reconocimiento de patrones. En algunas secciones, el andlisis
discriminatorio linear de Fischer (FLDA - Fisher linear discriminant analysis) y analisis discriminatorios canénicos
(CDA - canonical discriminant analysis) asi como sus combinaciones son utilizados para comparar la firma de salida
y la informacion disponible de la base de datos.

[0117] En otras secciones, el andlisis de componentes principales es utilizado. El andlisis de componentes
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principales (PCA - principal component analysis) involucra una técnica matematica que transforma un nimero de
variables correlacionadas a un nimero mas pequefio de variables no correlacionadas. El nimero mas pequefio de
variables no correlacionadas es conocido como los componentes principales. El primer componente principal o
vector propio toma en cuenta mucha de la variabilidad de la informacién tanto como sea posible, y cada componente
sucesor toma en cuenta lo mas posible la variabilidad remanente. El objetivo principal de PCA es el reducir las
dimensiones del conjunto de informacion e identificar nuevas variables subyacentes.

[0118] El analisis del componente principal compara la estructura de 2 0 mas matrices de covarianza en una forma
jerarquica. Por ejemplo, una matriz podia ser idéntica a otra excepto que cada elemento de la matriz es multiplicado
por una sola constante. Las matrices son, por lo tanto, proporcionales entre si. Mas particularmente, las matrices
comparten vectores propios idénticos (o componentes principales), pero sus factores propios difieren por una
constante. Otra relacién entre las matrices es que comparten componentes principales en comun, pero sus factores
propios difieren. La técnica matematica utilizada en el andlisis de componentes principales se llama analisis propios.
El vector propio asociado con el valor propio mas grande tiene la misma direccion que el primer componente
principal. El vector propio asociado con el 2° valor propio mas grande determina la direccién del 2° componente
principal. La suma de los valores propios da como resultado el rastro de la matriz cuadrada y el nimero maximo de
los vectores propios es igual al nimero de columnas de esta matriz.

[0119] En otra seccién, el algoritmo es un clasificador. Un tipo de clasificador es creado al “capacitar” al algoritmo
con informacién proveniente de un conjunto de capacitacion y cuyo rendimiento es evaluado con la informacién del
conjunto de prueba. Ejemplos de clasificadores utilizados en conjunto con el invento son analisis discriminatorios,
andlisis de decisiones ramificadas, curvas o divisiones del operador y receptor y andlisis de puntajes.

[0120] El término “decision ramificada” se refiere a un clasificador con una estructura de ramificaciones similares a
un flujograma utilizado para clasificaciones. Ramificaciones de decisiones consisten de divisiones repetidas de un
conjunto de informacién a subconjuntos. Cada division consiste de una regla sencilla aplicada a una variable, por
ejemplo, “si el valor de” la variable uno “es mayor que “el limite uno”; entonces vaya a la izquierda, si no vaya a la
derecha”. Asimismo, el espacio dado caracteristico es partido en un conjunto de rectangulos asignando cada
rectangulo a una clase.

[0121] Los términos “conjunto de pruebas” o “desconocidos” o “conjunto de validacion” se refieren a un subconjunto
de todo el conjunto de informacion disponible que consiste de aquellas entradas no incluidas en el conjunto de
capacitacion. La informacién de prueba es aplicada para evaluar el rendimiento de los clasificadores.

[0122] Los términos “conjunto de capacitacién” o “conjunto conocido” o “conjunto referencial” se refieren a un
subconjunto del conjunto completo respectivo de informacion disponible. El subconjunto es, tipicamente,
seleccionado aleatoriamente, y es usado exclusivamente con el propésito de la construccion del clasificador.

Diagndstico de SLE

[0123] Los métodos del invento son Utiles en el diagnéstico de lupus eritematoso sistémico (SLE - systemic lupus
erythematosus). En algunas secciones, el SLE es cutaneo. En algunas secciones, dicho SLE es cutaneo subagudo o
SCLE (subacute cutaneous SLE). Otras formas de lupus también pueden ser diagnosticadas utilizando los métodos
y botiquines del invento, tales como nefritis, cerebritis, extrarrenal, pediatrica, no renal, discoide (DEL) y alopecia.
Cada posibilidad es una seccion separada del invento. “Lupus” tal como se utiliza en este documento es una
enfermedad o trastorno autoinmune que involucra anticuerpos que atacan al tejido conectivo.

[0124] Tal como se utiliza aqui, el término “diagnéstico” o “diagnosis” se refiere al proceso de identificar una
condicion o enfermedad médica (por ejemplo, SLE) mediante sus sefiales, sintomas y en particular de los resultados
de varios procedimientos de diagndstico, incluyendo, por ejemplo, detectar la reactividad de anticuerpos en una
muestra bioldgica (por ejemplo, suero) obtenida de un individuo, en relacion a una pluralidad de antigenos. Ademas,
tal como se utiliza en este documento el término “diagnosis” o “diagnostico” abarca la deteccién de una enfermedad,
examinando una presencia o una gravedad de una enfermedad, distinguiendo una enfermedad de otras
enfermedades incluyendo aquellas enfermedades que pueden presentar uno o mas sintomas similares o idénticos,
suministrando una prognosis de la enfermedad, monitoreando el progreso o relapso de la enfermedad, asi como una
evaluacion de la eficacia y/o relapso del tratamiento de una enfermedad, trastorno o condicién, asi como la seleccion
de una terapia y/o un tratamiento para una enfermedad, la optimizacién de cierta terapia para una enfermedad, el
monitoreo del tratamiento de una enfermedad, y/o la prediccion de la sostenibilidad de una terapia para pacientes o
sub-poblaciones especificas o el determinar la dosis apropiada de un producto terapéutico en pacientes o sub-
poblaciones.

[0125] Tal como se demuestra en este documento mas adelante (ejemplo 4), una muestra fue obtenida de un sujeto
cuando ella estaba en un estado saludable y fue negativa para anticuerpos estandar anti-ADN, pero 8 meses
después ella empez6 a padecer de sintomas no especificos y se encontrd, después de 7 meses, que cumplié con
los criterios para un diagnéstico de SLE. Por lo tanto, la firma del micro - ensayo de antigenos también podria
detectar SLE pre-clinicos. En una seccién especifica, el método y botiquines del invento son Utiles para diagnosticar
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a SLEs pre clinicos. En otra seccion especifica, el método y botiquines del invento son Utiles para una deteccién
temprana de SLE.

[0126] En una seccion, el sujeto a quien se esta diagnosticando, de acuerdo a los métodos del invento, es
sintomatico. En otras secciones, el sujeto es asintomatico.

[0127] EIl procedimiento de diagnosis puede realizarse in vivo o in vitro, preferiblemente in vitro.

Criterios para diagnosticar a SLE

[0128] Los criterios de 1982 de The American College of Rheumatology (la Universidad Americana de
Reumatologia) resumen las caracteristicas necesarias para diagnosticar a SLE. La presencia de 4 de los 11 criterios
producen una sensibilidad de un 85% y una especificidad del 95% para SLE. Pacientes con SLE pueden presentar
cualquier combinacion de caracteristicas clinicas y evidencia seroldgica de lupus.

. Serositis - pleuresia, pericarditis en examinaciones o ECG diagndstico o toma de imagenes.

. Ulceras orales - orales o de la nasofaringe, usualmente indoloras; el paladar es mas especifico.

. Artritis-no erosiva, 2 0 mas articulaciones periféricas con sensibilidad o hinchazén.

. Fotosensibilidad-reaccién térmica inusual cuando existe exposicion a la luz.

. Enfermedades sanguineas - leucopenia (<4 X 10° células/mL en mas de una ocasion), linfopenia (<1500

células/mL en mas de una ocasion), trombocitopenia (<100 X 10° cells/mL en la ausencia de medicamentos ilicitos),
anemia hemolitica.

. Interaccién renal - proteinuria (>0.5 g/d o 3+ positivo en pruebas de tiras reactivas) o cilindros celulares.

. ANAs - concentraciones superiores generalmente mas especificas (>1:160); debe ser en la ausencia de
medicaciones asociadas con lupus inducido por drogas.

. Fenémeno inmunoldgico - dsDNA; anticuerpos anti-Smith (Sm); anticuerpos antifosfolipidos
(inmunoglobulina anticardiolipina G [IgG - immunoglobulin G] o inmunoglobulina M [IgM] o anticoagulante de lupus);
resultados de pruebas serolégicas con un falso-positivo biolégico para sifilis, células de lupus eritematoso (LE)
(omitido en 1997).

. Enfermedad neuroldgica - epilepsia o psicosis en la ausencia de otras causas.
. Irritacién malar - eritema fijo sobre los cachetes y el puente nasal, plano o elevado.
. Irritacién discoide - lesiones eritematosas anulares elevadas con escalas queratosicas y conexiones

foliculares, a menudo con cicatrices.

[0129] Dos de los instrumentos méas usados cominmente para el diagnéstico de SLE son el indice de Actividad de la
Enfermedad de Lupus Eritematoso Sistémico (SLEADAI - Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index) y
la Medida de Actividad de Lupus Sistémico (SLAM - Systemic Lupus Activity Measure).

El indice de Actividad de la Enfermedad SLE (SLEDAI - SLE Disease Activity Index)

[0130] EI SLEDAI es un indice que mide la actividad de la enfermedad a pesar la importancia de cada sistema
organico involucrado. El SLEDAI incluye 24 elementos, que representan a 9 sistemas organicos. Las variables se
obtienen por medio de examinacién histdrica y fisica y por evaluaciones de laboratorio. Cada elemento es pesado
desde 1 hasta 8 basandose en la significancia del 6rgano involucrado. Por ejemplo, a las Ulceras bucales se les
asigna un puntaje de 2, mientras que a los ataques epilépticos se les asigna un puntaje de 8. Los parametros de
laboratorio que se incluyen en el SLEDAI incluyen un conteo de glébulos blancos, un conteo de plaquetas, analisis
de orina, suero C3, C4 y de anti-dsDNA. El puntaje total maximo es 105.

Medicion de la Actividad de Lupus Sistémico (SLAM - Systemic Lupus Activity Measure)

[0131] La SLAM incluye a 32 elementos que representan a 11 sistemas organicos. A los elementos se les asigna
puntaje no solo como presentes / ausentes, sino que se los califica en una escala de 1 a 3 basandose en su
gravedad. El total puntaje posible para SLAM es 86. El SLEDAI y SLAM han demostrado ser validos, confiables y
sensibles al cambio a lo largo del tiempo (Liang et al. 1989, Arth Rheum 32:1107-18), y son usados ampliamente en
protocolos de investigacion y ensayos clinicos. Estos indices son particularmente Utiles para examinar el valor de los
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marcadores seroldgicos o inflamatorios que se han propuesto recientemente de la actividad de la enfermedad en
SLE.

[0132] A pesar de la utilidad obvia de estos instrumentos, existen algunas debilidades. Primeramente, no existe
siempre una configuracion completa entre SLAM y SLEDAI en el mismo conjunto de pacientes. Existen algunas
posibles razones para estas discrepancias. A diferencia de SLEDAI, SLAM incluye sintomas constitucionales tales
como fatiga y fiebre, que podrian o no ser consideradas atribuibles a un SLE activo; estos indices de actividad se
basan en la interpretacion fisica. Adicionalmente, SLEDAI no captura grados leves de actividad en algunos sistemas
organicos y no tiene descripciones para varios tipos de actividades, tales como la anemia hemolitica.

[0133] Los siguientes ejemplos son presentados para ilustrar mas completamente algunas secciones del invento.
Ellas no deberian ser consideradas, sin embargo, como limitantes de la amplia cobertura del invento.

EJEMPLOS
Materiales y métodos
Sujetos humanos

[0134] El estudio aprobado por la junta de revision institucional de cada unidad clinica participante; un
consentimiento informado fue obtenido de todos los pacientes.

[0135] 3 grupos de pacientes de SLE y un grupo de control fueron estudiados: 15 pacientes en remision renal; 14
pacientes con nefritis de lupus activa; 11 pacientes sin una interaccion renal; y 16 controles saludables de iguales
proporciones en lo que se refiere a edad y género. Las muestras sanguineas y los datos clinicos fueron recaudados
de los pacientes con SLE que llegaron a la unidad de reumatologia y el departamento de hematologia del Centro
médico Sheba, en Israel; la unidad de reumatologia en el centro médico de Hadassah, Ein Kerem, Jerusalem, Israel;
y la unidad biolégica celular y de inmunogenética de la nacion para investigaciones biolégicas, Medellin, Colombia.
Todos los pacientes cumplieron con los criterios del American College of Rheumatology (Universidad Americana de
Reumatologia) para SLE (Tan et al: Arthritis.Rheum. 25:1271, 1982; actualizado por MC Hochberg, Arthritis (Artritis).
Rheum. 1997; 40:1725.). Los pacientes con SLE con nefritis de lupus activa fueron definidos por un SLEDAI mayor o
igual a 8 y uno de lo siguiente: una nueva ocurrencia de proteinuria mayor o igual que un gramo; un incremento en la
tasa de proteina urinaria: queratina superior o igual que 2; o un incremento mayor o igual que un 50% de la linea
base del suero de creatinina. Los pacientes con SLE en remision renal fueron individuos que alguna vez fueron
diagnosticados con nefritis activa de lupus tal como se definié anteriormente, pero ahora tenian un indice de
actividad de la enfermedad de lupus eritematoso sistémico (SLEDAI) menor o igual a 4 y algo de los siguiente: un
regreso al nivel de queratina sérica de la linea base con una reduccion de proteinuria dentro del 25% de su nivel de
linea base, o un regreso a la linea base de la proteinuria y un regreso de la creatinina sérica adentro del 25% de su
nivel de linea base. Todos los pacientes en remisidon permanecieron estables por lo menos durante 6 meses; el
tiempo medio de remision fue de 8 afios; el rango fue de 3 meses a 30 afios. Se constatd que los pacientes sin una
interaccion renal conocida no padecieron una interaccion de los rifiones en el pasado y durante el seguimiento de
por lo menos un afio. El tiempo medio desde la diagnosis fue de 7 afos; el rango fue de desde 0.5 a 27 afios.
Informacion adicional de los pacientes se muestran en la tabla 2 (los valores son presentados como una media + un
error estandar o un porcentaje).

Tabla 2-las caracteristicas clinicas de los pacientes SLE

Interaccion renal
Caracteristicas
Nada (N = 11) Remision (N = 15) Activo (N = 14)
Género (porcentaje femenino) 100% 87% 86%
Edad (afios) 40.6 4.4 36.1+3.2 32425
SLEDAI 181 1.1+04 14622
Anti ADN Ab (porcentaje positivo) 18% 40% 86%
Complemento (porcentaje reducido) 9% 7% 83%
Creatinina miligramos/dL 0.75 +£0.03 0.97 £0.08 1.2+0.26
Duracion de la enfermedad (meses) 84 +29 150 + 23 118 +25
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Micro - ensayos de antigenos y pruebas séricas

[0136] Chips de micro ensayos de antigenos fueron preparados tal como se describié en Merbl et al. 2007 J. Clin.
Invest. 117:712- y Quintana et al. 2006, Lupus 15:428-30; y Quintana et al. 2004, Proc. Natl. Acad. Sci. Estados
Unidos. 101: 14615-21.

[0137] 694 antigenos, cada uno a su concentracion optima (la mayoria a 1 mg/mililitro), fueron colocados en
triplicado en sustratos de vidrio activados con epoxi utilizando un robot de 48 pernos (Microgrid 600, Genomics
Solutions, Ann Arbor, MI, Estados Unidos). Estos antigenos incluyeron proteinas, péptidos sintéticos de las
secuencias de proteinas seleccionadas, nucleétidos, fosfolipidos y otras moléculas autbnomas y no auténomas. Los
micro ensayos fueron bloqueados entonces durante una hora a 37 °C con 1% de alblmina sérica bovina. El suero
de pruebas en un amortiguador de blogueo (diluido a 1:10) se incub6 bajo un cobertor durante una hora a 37 °C. Los
ensayos se lavaron y se incubaron durante una hora a 37 °C con una dilucion de 1:500 de 2 anticuerpos de
deteccion, mezclados juntos: un anticuerpo conjugado con Cy3 de IgG anti-humano de cabra, y un anticuerpo
conjugado con Cy5 de IgM anti-humano de cabra, (ambos comprados de Jackson ImmunoResearch Laboratories
Inc. West Grove, PA, Estados Unidos). La adquisiciébn de imagenes se realizé por medio de laser (Agilent
Technologies,

Santa Clara, CA, Estados Unidos) y los resultados fueron analizados por el software Quantarray (Packard BioChip
Technologies, Billerica, MA, Estados Unidos) y por un software desarrollado adicionalmente. El rango cuantitativo de
la intensidad de la sefial de enlaces a cada lugar de antigenos fue de 0-65,000; este rango de deteccion hizo posible
el obtener informacién confiable a una dilucién de 1:10 de las muestras de prueba (Quintana et al.. Proc. Natl. Acad.
Sci. Estados Unidos. 105:18889-94). Anticuerpos anti-ADN también fueron medidos por separado usando ELISA
(QUANTA-Lite, Inova, San Diego, CA) y el ensayo Farr (Wold et al., ciencia 161: 806).

Andlisis de imagenes y procesamiento de datos

[0138] Lugares errados técnicamente fueron excluidos manualmente por medio de una inspeccién visual de cada
diapositiva. Las intensidades de primer plano y del plano posterior de varios lugares de cada antigeno fueron
promediadas, y un valor de logaritmo de base 10 de la diferencia entre el primer plano y el plano de fondo se
calcularon; las diferencias menores a 500 fueron restringidas a 500 y luego transformadas a logaritmos. Para
controlar las diferencias entre las diferentes diapositivas, el valor promedio de la intensidad de laser de cada
diapositiva (en el correspondiente canal IgM o 1gG) fue sustraido. El valor de cada antigeno fue cambiado entonces
para que el valor minimo de todo el conjunto de datos sea igual a cero. El valor resultante fue tomado como la
reactividad del antigeno de los anticuerpos que se enlazan a aquel antigeno localizado. Los antigenos que
mostraron una reactividad de cero en mas del 80% de las diapositivas fueron excluidos, tal como fueron los
antigenos cuyos coeficientes de variacion a lo largo de las diapositivas fueron mas bajos que el 20%. De esta forma,
las reactividades de los antigenos IgM 694 y el IgG 694 fueron reducidas a alrededor de 930 reactividades, casi
separadas por igual entre los canales IgM e IgG.

Andlisis estadistico

[0139] Se realizé un analisis estadistico para identificar las reactividades de antigenos y los grupos de reactividades
de antigenos que pueden distinguirse entre los diferentes grupos y sujetos. Las diferentes comparaciones fueron
realizadas en la misma forma, designadas genéricamente en este documento como los grupos A y B, cada uno
consistiendo de nA and nB sujetos (siendo cada sujeto una diapositiva de microensayo separada). Para estimar la
calidad de la diferenciacion entre los grupos A y B, un procedimiento de dejar a uno fuera (LOO - leave-one-out) se
aplicé (Duda et al., 2001, Pattern Classification (Clasificacién de Patrones). John Wiley and Sons, Inc., New York.
654 pp): se dejé afuera a un sujeto de nA+nB, y el resto de los sujetos de nA+nB-1 fueron utilizados para
seleccionar los antigenos candidatos para separar a los grupos A y B. Una prueba T entre los grupos Ay B
(excluyendo a un sujeto) se aplico, y los antigenos d que pasaron un nivel de una tasa falsa de descubrimiento (FDR
- false discovery rate) del 5% fueron seleccionados (Benjamini et al., 1995, Journal of the Royal Statistical Society
(Revista de la Real Sociedad Estadistica) B. 57:289-300). Estos antigenos fueron utilizados entonces para clasificar
al sujeto que se quedd afuera utilizando el algoritmo de los vecinos mas cercanos K (Duda et al., 2001), con K = 3.
Mas especificamente, el sujeto que se dejé afuera busca por sus 3 puntos mas cercanos de datos de sujetos en el
espacio dimensional d que contienen los otros sujetos nA+nB-1, y realiza su clasificaciéon de acuerdo a la clase con
la mayoria de estos 3 sujetos. Este procedimiento fue repetido para todos los sujetos de nA+nB; el rendimiento, que
aparece en la tabla 3 fue simplemente el nimero de clasificaciones erréneas, cuantificadas como medidas de
especificidad (una tasa de falsos positivos) y sensibilidad (una tasa de falsos negativos).

[0140] La composicién de la lista de reactividades separadoras de antigenos puede variar dependiendo del sujeto
especifico que se deja afuera en la ejecucion especifica de validacion reticular de LOO. Para identificar ain mas las
reactividades de antigenos que pueden jugar un rol importante en los grupos de separacion A y B, las reactividades
de antigenos que aparecieron en la lista de candidatos en por lo menos el 90% de las pruebas LOO fueron
seleccionados. El procedimiento de LOO fue repetido con cada una de estas reactividades seleccionadas de
antigenos, actuando individualmente, a clasificar al sujeto que se quedé afuera utilizando un criterio de limites mas
simple: los valores de reactividad de los sujetos de capacitacion de los sujetos de entrenamiento nA+nB-1 para los
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cuales se encontré aquel valor limite que maxi miso la especificidad, y luego se clasificé el punto de dejar afuera
usando este limite. La especificidad y sensibilidad LOO promedio de ésta clasificacion en los sujetos de nA+nB-1
aparecen para cada uno de los antigenos seleccionados en las tablas 4 y 6. Para probar el rendimiento de las
combinaciones de las reactividades de antigenos, la combinacién especifica fue proyectada a un espacio
unidimensional usando el andlisis de componentes principales (PCA - principal component analysis), y la
combinacion fue tratada de acuerdo al tratamiento dado a las reactividades individuales que se mencionaron
anteriormente.

[0141] Adicionalmente a la prueba de LOO, los sujetos en los grupos A y B, fueron tomados en cuenta juntos con su
lista de reactividades diferenciadoras de antigenos, y usadas para clasificar a un grupo de prueba C por medio de
los 3 vecinos mas cercanos. Por ejemplo, toda la lista de reactividades frecuentes de antigenos que separ6 a los
controles saludables de los sujetos con SLE en remision renal fue utilizada para clasificar a los otros 2 grupos con
SLE - aquellos en un relapso renal y aquellos sin una interaccién renal. La figura 2 muestra una proyeccién de estas
reactividades de antigenos en un espacio tridimensional usando una representacion de un andlisis de componentes
principales (PCA - principal component analysis) (Duda et al., 2001).

EJEMPLO 1
Las reactividades de microensayos de antigenos diferencian a sujetos con SLE de los controles saludables

[0142] La tabla 3 muestra un andlisis global de las 930 reactividades totales de anticuerpos de los sujetos saludables
de control en comparacion con aquellos de los 3 grupos con SLE basandose en una prueba de dejar a uno afuera
(LOO - leave one out): todos los sujetos con SLE; los sujetos con SLE en remision renal; y los sujetos con SLE con
una nefritis de lupus activa. El promedio de sensibilidad y especificidad de LOO se presentan para un clasificador de
vecinos mas cercanos de K = 3.

[0143] El analisis muestra que las reactividades de los micro ensayos separaron claramente a los 3 grupos de los
sujetos con SLE de controles saludables. Una comparacion entre los controles saludables y los sujetos con SLE sin
una interaccién renal no aparece en la tabla porque ningun antigeno excedi6 el nivel FDR del 5% en algunas de las
pruebas de LOO. Ademas, los varios sub-grupos de los sujetos con SLE, con los nimeros limitados disponibles para
pruebas, tampoco pudieron separarse entre si porque ninguna de las reactividades de los antigenos sobrepasé un
nivel de FDR del 5% en ninguna de las pruebas de LOO.

Tabla 3-rendimiento del microensayo de antigenos en diferentes tareas de clasificacion

Controles saludables en comparacion a: Sensibilidad Especificidad

Todos los sujetos con SLE 90% 81%

Sujetos con SLE en remision renal 93% 100%

Pacientes con SLE con nefritis activa de lupus 86% 100%
EJEMPLO 2

Los sujetos con SLE manifiestan regulaciones / incrementos y reducciones de las reactividades individuales

[0144] La tabla 5 lista a las reactividades especificas de anticuerpos distinguidas en todos los pacientes con SLE
como un grupo de los sujetos saludables de control. 8 reactividades de anticuerpos fueron reguladas/incrementadas
en el grupo con SLE en comparacion con el control: dsDNA, ssDNA, acido hialurénico, EBV, BMP4, F50, HGF y
hsp60p18. Ademas, 13 reactividades de anticuerpos IgM fueron reguladas/reducidas en el grupo con SLE en
comparacion con el control: MPO, IGFBP1, CD99, Cardiolipina, actina, CMV, colageno-lll, colageno-IV, RV, S100A4,
CITED1y FHIT.

[0145] La tabla 4 lista a las reactividades especificas de anticuerpos que distinguieron a todos los pacientes con SLE
como un grupo de los sujetos saludables de control. La figura uno muestra montos relativos de reactividades de
anticuerpos en relacién a los antigenos listados en la tabla 4 en cada suero. Las diferencias entre los 2 grupos para
cada uno de estos antigenos excedié un nivel FDR del 5% (p<0.0007). 4 reactividades de anticuerpos IgG fueron
reguladas/incrementadas en el grupo con SLE: las reactividades clasicas a dsDNA y ssDNA, la reactividad al virus
Epstein-Barr (EBV - Epstein-Barr Virus), que se demostré previamente que tiene una asociacion fuerte con SLE
(Barzilai et al., 2007, Ann. N Y Acad. Sci. 1108:567-77), y una reactividad sorpresiva al acido hialurénico (figura 1).

Tabla 4-reactividades de anticuerpos que distinguen individualmente a los sujetos saludables de control de todos los
pacientes con SLE
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Antigenos Isotipo de inmunoglobulina Sensibilidad (porcentaje) Especificidad (porcentaje)
regulados/incrementados con SLE
dsDNA 1gG 58 87
ssDNA 1gG 75 94
Acido hialurénico 1gG 86 86
EBV 1gG 70 88
Regulados/reducidos con SLE
MPO IgM 78 88
IGFBP1 IgM 59 82
CD99 IgM 61 93
Cardiolipina IgM 60 81
Todos los 8 antigenos IgM + 1gG 93 88
todos los 4 antigenos IgG 1gG 90 88
todos los 4 antigenos IgM IgM 68 88

[0146] Se encontr6 que 4 reactividades nuevas de antigenos, todas IgM, estaban reguladas/reducidas en SLE: la
proteina enlazadora del factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGFBP1 - Insulin-like growth factor binding
protein 1), CD99, Cardiolipina y mieloperoxidasa (MPO). Las actividades de los anticuerpos IgM de los sujetos con
SLE a estos antigenos tendieron a ser bajos o indetectables en comparacién con los controles saludables (figura 1).
En contraste a las reactividades reducidas de IgM hacia MPO y hacia la cardiolipina, anticuerpos 1gG incrementados
a estos antigenos han sido asociadas con SLE y otras enfermedades relacionadas con la vasculitis (Barzilai et al.,
2007; Sen e Isenberg, 2003 Lupus 12:651-8; Love, P.E. y Santoro, S.A. 1990, Ann. Intern. Med. 112:682-98;
Moreland et al., 1991. Clin. Immunol. Immunopathol. 60:412-8).

[0147] La tabla 4 muestra que, a excepcion de la reactividad de IgG en relacion al acido hialurénico, las otras
reactividades individuales mostraron una sensibilidad para SLE de menos del 80%. Sin embargo, las especificidades
de cada reactividad, ya sea por un IgG incrementado o un IgM reducido, fueron superiores al 80%. La combinacién
de todas las 8 reactividades incrementd la sensibilidad a mas del 90% junto con la combinaciéon de 4 reactividades
incrementadas de IgG fue mas sensible que la combinacién de las 4 reactividades reducidas de IgM: 90% en
comparacion con el 68%, respectivamente. Las especificidades de cada uno de los conjuntos combinados fueron
igual al 88%.

Tabla 5-reactividades de anticuerpos que distinguen individualmente a los sujetos saludables de control de todos los
pacientes con SLE

Antigenos Isotipo de inmunoglobulina Sensibilidad (porcentaje) Especificidad (porcentaje)

regulados/incrementados con SLE
dsDNA 18G 58 87
ssDNA 1gG 75 94
Acido hialurénico 18G 86 86
EBV 18G 70 88
BMP4 1gG 38 88
F50 1gG 38 88
HGF 1gG 69 82
hsp60p18 1gG 49 87

Regulados/reducidos con SLE
MPO IgM 78 88
IGFBP1 IgM 59 82
CD99 IgM 61 93
Cardiolipina 1IgM 60 81
Actina 1gM 58 77
CMV 1gM 53 87
coldgeno lll 1gM 64 83
colageno IV 1IgM 57 77
HRP 1gM 44 88
RV IgM 38 88
S100A4 IgM 36 88
CITED 1gM 45 88
FHIT 1gM 23 88

EJEMPLO 3
Los sujetos con SLE en remisién mantienen una firma de SLE

[0148] Una pregunta importante es si la remision clinica renal esta asociada con un retorno de la tendencia de
anticuerpos SLE a un estado de salud. La tabla 6 muestra que los pacientes con SLE en remision clinica todavia
mantuvieron una firma de SLE. Estos pacientes manifestaron reactividades significativamente
reguladas/incrementadas de IgG a los mismos 4 antigenos que caracterizaron al conjunto general de sujetos con
SLE: dsDNA, ssDNA, acido hialurénico y EBV. Ademas, aquellos en remisién manifestaron una regulacion/reduccion
de las 3 reactividades IgM, de las cuales 2 eran caracteristicas generales del grupo con SLE: una reactividad
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reducida de IgM en relacion a CD99 y en relaciéon a MPO estuvieron presentes en ambos grupos, pero aquellos en
remision manifestaron una reactividad reducida de IgM en relacion al colageno Il en vez de en relacién a la
cardiolipina y en relacién al IGFBP1 (figura 1).

[0149] La tabla 6 también muestra que el combinar a las 4 reactividades incrementadas de 1gG snd thr y 3 reducidas
de IgM conllevd un 100% de sensibilidad y un 94% de especificidad. Por lo tanto, una combinacién de reactividades
puede suministrar un nivel mas alto de precision que cualquier los componentes de reaccién individualmente. Notese
que el conjunto de reactividades combinadas reducidas de IgM se desempefié tan bien como el conjunto de
reactividades combinadas incrementadas de IgM lo cual parece ser una caracteristica de SLE.

Tabla 6-reactividades de anticuerpos gue distinguen individualmente a sujetos saludables de control de los pacientes
con SLE en remisién renal

Antigenos Isotipo de Ig Sensibilidad (porcentaje) Especificidad (porcentaje)
regulados/incrementados con SLE
dsDNA 18G 87 94
ssDNA 1gG 47 87
Acido hialurénico 1gG 93 86
EBV 18G 73 88
Regulados/reducidos con SLE
MPO 1gM 87 94
coldgeno Il IgM 73 83
CD99 1gM 77 93
Todos los 7 antigenos 1gM + 1gG 100 94
todos los 4 antigenos de 1gG 1gM 93 94
todos los 3 antigenos de I1gM 1gM 93 94
EJEMPLO 4

La firma de remision de SLE también caracteriza otros grupos de SLE

[0150] Para determinar si la lista de reactividades de antigenos caracteristica del SLE en remisién podria ser
aplicable a SLE. En general, usamos los 7 antigenos que separaron a los sujetos en remision de los controles
saludables (tabla 6) para clasificar a los 14 pacientes con SLE con nefritis activa de lupus y a los 11 pacientes con
SLE sin interaccion renal.

[0151] Estos 25 pacientes con SLE fueron clasificados por medio de un algoritmo de los 3 vecinos mas cercanos,
basandose en 15 pacientes con SLE en remisién y 16 controles saludables. 23 de estos 25 sujetos con SLE fueron
clasificados correctamente, generando una sensibilidad del 92%. Sé6lo 2 de 26 pacientes con SLE fueron clasificados
erréneamente (No se muestra).

[0152] La figura 2 muestra una representacion tridimensional de PCA (proyectada a partir del espacio abarcado por
los 7 antigenos separadores) de los sujetos del control saludable y aquellos con varios sub-grupos de SLE. Los
controles saludables fueron separados claramente por las 7 reactividades de antigenos de los sujetos con SLE en
remision. Ademas, los individuos en remisiéon a largo plazo, con nefritis aguda del lupus, o sin interaccion renal
estuvieron completamente en superposicion. En otras palabras, la lista de remisién de reactividades de antigenos en
la tabla 3 constituye una firma de anticuerpos de SLE que incluye a sujetos con SLE con nefritis activa del lupus y
aquellos sin una interaccién renal. Extraordinariamente, el sujeto marcado por una estrella azul, que fue proyectada
hacia el dominio de SLE de la figura 2; el suero de este sujeto fue obtenido cuando ella estuvo en un estado
saludable y fue negativo para anticuerpos estandar anti-ADN, pero 8 meses después ella empezéd a padecer de
sintomas no especificos y se encontré eventualmente, después de 7 meses, que cumplia con los criterios de
diagndstico de SLE. Por lo tanto, la firma de micro ensayo-antigenos también detecta a los SLE pre - clinicos.
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[0154] La descripcion que se menciond anteriormente de las secciones especificas revelara completamente la
naturaleza general del invento que otras personas pueden, al aplicar un conocimiento actual, modificar facilmente
y/o adaptar para varias aplicaciones tal como secciones especificas sin experimentacion indebida y sin apartarse del
concepto genérico, y, por lo tanto, aquellas adaptaciones y modificaciones deben y tienen la intencién de ser
abarcadas dentro del significado y rango de equivalentes de las secciones presentadas. Se debe entender que las
frases y terminologias utilizadas en este documento son para propdsitos de descripcién y no para su limitacion. Los
significados, materiales y pasos para ejecutar varias de las funciones aqui descritas pueden tomar una variedad de
formas alternativas sin apartarse del invento.
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Reivindicaciones

1. Un método para diagnosticar lupus eritematoso sistémico (SLE - systemic lupus erythematosus) en un sujeto,
cuyo método comprende:

(i) determinar la reactividad de los anticuerpos de IgG y de IgM en una muestra obtenida del sujeto con por lo menos
4 antigenos seleccionados de un grupo que consiste de: IGFBP1, CD99, acido hialurénico, EBV, ssDNA, dsDNA,
MPO, cardiolipina, colageno lll, colageno IV, actina, BMP4, CMV, F50, HGF, HSP60p18, RV, S100A4, CITED1 y
FHIT, determinando, por lo tanto, el patron de reactividad de la muestra en relacién a la pluralidad de antigenos; y

(ii) comparar el patrén de reactividad de dicha muestra con un patrén de reactividad de control;

Donde una reactividad incrementada de los anticuerpos de IgG en relacion a una pluralidad de antigenos
seleccionados de un grupo que consiste de: acido hialurénico, EBV, ssDNA, dsDNA, BMP4, F50, HGF y HSP60p18,
y/o una reactividad reducida de anticuerpos de IgM en relacién a una pluralidad de antigenos seleccionados de un
grupo que consiste de: IGFBP1, CD99, MPO, cardiolipina, colageno Ill, colageno 1V, actina, CMV, RV, S100A4,
CITED1 y FHIT en comparacién con el patron de reactividad de una muestra de control es una indicacion que el
sujeto padece de SLE.

2. El método de la reivindicacion uno, donde la pluralidad de antigenos comprende por lo menos 5 antigenos.
3. El método de la reivindicacion uno, donde la pluralidad de antigenos comprende por lo menos 6 antigenos.
4. El método de la reivindicacién uno, donde la pluralidad de antigenos comprende por lo menos 7 antigenos.
5. El método de la reivindicaciéon uno, donde la pluralidad de antigenos comprende por lo menos 8 antigenos.

6. El método de la reivindicacion uno, donde la pluralidad de antigenos consiste de IGFBP1, CD99, &acido
hialurénico, EBV, ssDNA, dsDNA, MPO, cardiolipina y colageno llI.

7. El método de la reivindicacién uno, que comprende el determinar la reactividad de una pluralidad de anticuerpos
de IgG y una pluralidad de anticuerpos de IgM en dicha muestra en relacion a dicha pluralidad de antigenos.

8. El método de la reivindicacion uno, que comprende el determinar la reactividad de los anticuerpos de 1gG en la
muestra obtenida del sujeto en relacion a una pluralidad de antigenos seleccionados de un grupo que consiste de:
acido hialurénico, EBV, ssDNA y dsDNA.

9. El método de la reivindicacion uno, que comprende el determinar la reactividad de anticuerpos de IgM en la
muestra obtenida del sujeto en relacion a una pluralidad de antigenos seleccionados de un grupo que consiste de:
CD99, IGFBP1, MPO, cardiolipina y colageno lll.

10. El método de la reivindicacién uno que comprende el determinar la reactividad de anticuerpos de IgM en la
muestra obtenida del sujeto en relacion a una pluralidad de antigenos seleccionados de un grupo que consiste de:
CD99, IGFBP1, MPO y cardiolipina.

11. El método de la reivindicacion uno, que comprende el determinar la reactividad de anticuerpos de IgM en la
muestra obtenida del sujeto en relacion a una pluralidad de antigenos seleccionados de un grupo que consiste de:
CD99, MPO y colageno lll, donde una regulacion/reduccién entre el patrén de reactividad de dicha muestra obtenida
del sujeto en comparacion con el patrén de reactividad de una muestra de control es una indicacién que el sujeto
padece de SLE en remision renal.

12. El método de la reivindicacion uno, donde la muestra es una muestra sérica.
13. El método de la reivindicacion uno, donde el control es seleccionado de un grupo que consiste de una muestra
de por lo menos un individuo saludable, un panel de muestras de control de un conjunto de individuos saludables, y

un conjunto almacenado de datos provenientes de individuos de control.

14. El método de la reivindicacién uno, que ademas comprende la dilucién de la muestra 1:10 antes de determinar la
reactividad de los anticuerpos en la muestra.

15. El método de la reivindicacion uno, donde dicha pluralidad de antigenos es utilizada en la forma de un ensayo
antigénico.
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Figura 1 (Cont. 1)
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Figura 1 (Cont. 2)
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