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DESCRIPCION
Procedimiento para aumentar la especificidad de pruebas de diagndstico para enfermedades autoinmunitarias

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere, en general, a un procedimiento para aumentar la especificidad de pruebas basadas
en anticuerpos para ayudar en el diagnoéstico de enfermedades autoinmunitarias. Mas especificamente, la presente
invencion se refiere a un procedimiento para aumentar la especificidad de dicha prueba diagndstica poniendo en
contacto una muestra objeto con un antigeno de bloqueo antes de probar que es capaz de unirse a cualquier
anticuerpo de interferencia presente en la muestra.

Antecedentes de la invencion

En la técnica se conoce la deteccion de anticuerpos en muestras bioldgicas para ayudar en el diagnostico de
enfermedades, una infeccién o una reaccion inmunitaria. Para algunas indicaciones, tales como enfermedades
autoinmunitarias, estos anticuerpos son autoanticuerpos que reconocen y forman complejos con “antigenos propios”,
moléculas dentro del propio cuerpo de una persona que son capaces de estimular autoinmunidad. La enfermedad
autoinmunitaria surge cuando el cuerpo inicia una respuesta inmunitaria contra sus propios tejidos y 6rganos.
Cuando esto ocurre, el sistema inmunitario produce anticuerpos, también conocidos como autoanticuerpos que se
dirigen y atacan las células o tejidos del cuerpo. Esta reaccion se denomina respuesta autoinmunitaria y se
caracteriza mas comunmente por una inflamacién y un dafo tisular. Por lo tanto, las enfermedades autoinmunitarias
son un gran riesgo de salud a nivel mundial. No se conoce el nimero actual de individuos que padecen una
enfermedad autoinmunitaria debido a la falta de estadisticas registradas. Sin embargo, se espera que este nimero
aumente dramaticamente en la proxima década debido a varios factores, incluyendo el aumento de la contaminacion
ambiental. En particular, la contaminaciéon ambiental, tal como la radiacion ultravioleta, el ozono, los disolventes
organicos y las particulas ultrafinas se han relacionado con la induccion y/o exacerbacion de las enfermedades
autoinmunitarias. Hoy en dia, existen mas de ochenta enfermedades causadas por autoinmunidad, y varias otras se
cree que son el resultado de esta condicion. Aproximadamente el 5-7 % de los americanos estan afectados por
estas enfermedades y mas del 75 % de estos son mujeres. De hecho, es una de las diez causas principales de
muerte en mujeres en todos los grupos de edad hasta los 65 afios. Por comparacién, aproximadamente 23,5
millones de personas en los Estados Unidos padecen una enfermedad autoinmunitaria comparado con los 9,0
millones que tienen cancer.

Algunas enfermedades autoinmunitarias son especificas de un tejido u érgano, mientras que otras afectan varios
organos del cuerpo humano. Las enfermedades de esta ultima categoria se denominan a menudo “enfermedades
reumaticas autoinmunitarias sistémicas” (“ERAS”, systemic autoimmune rheumatic diseases), y los sintomas pueden
variar de un paciente a otro, produciéndose dafo tisular e inflamacion en multiples sitios y érganos sin relacion con
su composicion antigénica. Algunas de las ERAS mas comunes incluyen artritis reumatoide, lupus eritematoso
sistémico (lupus), enfermedad mixta del tejido conectivo, esclerosis sistémica, polimiositis, dermatomiositis,
sindrome de Sjogren y similares. Generalmente se cree que las enfermedades autoinmunitarias estan influenciadas
por multiples factores, siendo algunos de los factores que contribuyen la disposicién genética, factores del huésped
(tales como defectos de los linfocitos T y la estimulacion policlonal de linfocitos B que son resistentes a los
controles), factores ambientales (tales como virus, agentes quimicos y ciertas infecciones microbianas) y
mecanismos dirigidos por antigenos (tales como antigenos secuestrados o antigenos exdgenos de reaccion
cruzada).

Una caracteristica comin de muchas ERAS es la presencia de uno o mas tipos de anticuerpos antinucleares
(“AAN”) en los fluidos corporales de los pacientes afectados. Generalmente, los AAN son autoanticuerpos dirigidos
contra antigenos en el nucleo de las propias células de la persona. Por lo tanto, con el tiempo, se han formulado
diversos ensayos y examenes de diagnostico de AAN, para la deteccion de los AAN, tales como los ensayos de
inmunofluorescencia indirecta (“IFI”) y ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (“ELISA”).

El ensayo de IFl es una de las pruebas de rutina mas cominmente usadas para la deteccion de los AAN y esta
recomendado por el Colegio Americano de Reumatologia (“CAR”). Normalmente, un suero de un paciente se diluye
en una solucion tampoén y se deja reaccionar con células que se han fijado en un portaobjetos. Si en el suero del
paciente hay anticuerpos que son inmunoreactivos con los componentes del antigeno asociados con la célula, se
uniran a las células y formaran un complejo antigeno-anticuerpo. Tras un lavado para retirar cualquier material sin
unir, se detecta la presencia de complejos antigeno-anticuerpo usando un anticuerpo anti-ser humano marcado con
un resto fluorescente. Después se detecta la presencia de una sefal fluorescente visualizando las células en un
microscopio 0 mas recientemente con sistemas de imagen digital.

El procedimiento de IFl no es especifico para ciertas enfermedades autoinmunitarias debido a que se detectan
diversas especificidades de autoanticuerpos que tienen asociaciones clinicas diferentes. En varios casos
significativos, multiples patrones de fluorescencia solapados pueden complicar sustancialmente la interpretacion del
patron. Por lo tanto, los ensayos especificos de confirmacion son obligatorios para identificar las especificidades del
autoanticuerpo presentes en el espécimen del paciente. Mas especificamente, incluso si se ve que un patréon es
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sugestivo de una enfermedad autoinmunitaria especifica, es necesario una extensa prueba confirmatoria con
antigenos purificados tales como Sm, Scl-70, Ro, La, RNP y ADN de doble hélice (“ADNdh”), usando ensayos tales
como inmunoensayos de enzimas (“IEE”), inmunodifusion o hemaglutinacion antes de que uno pueda utilizar los
resultados de la prueba para ayudar en el diagndstico de la enfermedad. Ademas, puede suceder la ocultacion de
los patrones de fluorescencia, especialmente si la muestra no se titula apropiadamente. Estudios recientes han
mostrado que la IFI en las lineas celulares (“HEp-2”) epiteliales del ser humano tiene un tasa de falsos positivos de
aproximadamente el 20 %. Especificamente, cuando las pruebas de diagnostico de AAN producen un resultado de
falso positivo, los médicos normalmente pediran una serie de pruebas confirmatorias que no solo son costosas sino
que también pueden conducir a un diagnostico erréneo. Por consiguiente, uno de los inconvenientes para usar el
procedimiento de IFl, para la deteccién de AAN, es que genera un gran numero de falsos positivos, que pueden
conducir a un diagndstico erréneo de los pacientes que padecen una enfermedad autoinmunitaria o condiciones que
simulan una enfermedad autoinmunitaria, y posteriormente un tratamiento innecesario o un tratamiento insuficiente.

Ademas, los resultados pueden ser dificiles de interpretar y como tal, la utilizacion de los resultados con anticuerpos
especificos normalmente es menor que la 6ptima. Ademas, el retraso entre la generaciéon de un examen positivo y la
generacion de los resultados con anticuerpos especificos puede ser dificil tanto para el paciente como para el
médico, dado el valor predictivo positivo bajo del resultado inicial. En particular, cuando se reciben los resultados con
anticuerpos especificos, pueden ser muy sugerentes en algunos casos (por ejemplo, anticuerpo anti-Sc1-70 positivo,
que indica una alta probabilidad de esclerosis sistémica) o pueden no ser muy utiles (por ejemplo, solo Ro52
positivo, asociacion clinica todavia desconocida). Como tal, una prueba de AAN positiva puede producir una parte
considerable de individuos con AAN positivos con evidencias no confirmadas de enfermedad autoinmunitaria. Esto
se vuelve aun mas crucial en vista de la percepcién de que los autoanticuerpos pueden preceder a la aparicién
clinica de la enfermedad autoinmunitaria durante muchos afios.

Por consiguiente, la IFI es un procedimiento diagndstico con limitaciones obvias que no genera un registro
permanente, supone multiples ensayos, que consume mucho tiempo, es laborioso y caro (cuando se consideran los
costes de personal y de seguimiento de las pruebas), requiere experiencia considerable en la interpretacion de los
resultados y puede conducir a errores de diagnostico de la enfermedad autoinmunitaria.

En los ultimos afios, se ha informado de que aproximadamente el 20 % de los individuos sanos contenian AAN, en
los que los anticuerpos anti moteado fino denso 70 (“anti-DFS70”) representan una causa importante de los
resultados de falso positivo. Los anticuerpos anti-DFS70 se han identificado inicialmente como los AAN de un
paciente con cistitis intersticial, y estos autoanticuerpos se han asociado después con otras condiciones diversas de
enfermedad tales como dermatitis atépica (Ochs y col., 1994 J Urol; 151:587-592). Ochs y col. han descrito el patréon
de tincion de IFI por anticuerpos anti-DFS70 como un patrén de tincién inmunohistoquimico caracteristico en células
HEp-2 que consiste en un DFS (moteado fino denso, del inglés dense fine speckled) distribuido en el nucleoplasma
en células en interfase y con tincién generalizada acentuada de cromosomas condensados en las células mitoticas.
Aunque se ha reconocido una proteina de 70 kDa mediante inmunotransferencia y el antigeno se ha denominado
inicialmente DFS70, el principal autoantigeno diana se ha identificado posteriormente como el factor de crecimiento
derivado del epitelio del cristalino (LEDGF), también denominado coactivador de la transcripcion de ADN p75. Se
cree que esta proteina tiene varias funciones fisiolégicas, incluyendo servir como cofactor para la replicacion del
virus de la inmunodeficiencia humana a través de una interaccion con la integrasa viral, y también se expresa
altamente en el tejido tumoral de la préstata.

Desde su primera caracterizacion, se han encontrado anticuerpos anti-DFS70 en el suero de pacientes con una
variedad de condiciones inflamatorias crénicas, pacientes con cancer e incluso frecuentemente en individuos sanos.
En 2005, Dellavance y col. (Dellavance y col. 2005 J Rheumatol 32(11):2144-9) han evaluado mas de 10.000
muestras de AAN positivas por IFl y después inmunotransferencia, informando que los anticuerpos anti-DFS70 eran
comunes entre los individuos con AAN positivo sin evidencia de ERAS, y que entre los pacientes autoinmunitarios
con este autoanticuerpo, mas del 50 % tenian evidencias de tiroiditis autoinmunitaria. La prevalencia mas alta de
anticuerpos anti-DFS70 se ha informado en pacientes con sindrome de Vogt-Harada (66,7 %) y dermatitis atopica
(30 %), seguido de individuos sanos (~ 10 %), mientras que su prevalencia en las ERAS es significativamente menor
(~ 2-3 %). Ademas, cuando se considera el prondstico y el resultado a largo plazo de los individuos que tienen
anticuerpos anti-DFS70, se ha informado recientemente que ninguno de los 40 individuos sanos con anti-DFS70
positivo desarrollaron una enfermedad autoinmunitaria en un intervalo medio de 4 afios. Por lo tanto, se ha sugerido
que los anticuerpos anti-DFS pueden utilizarse como un biomarcador para descartar la ERAS.

Sin embargo, la posible importancia clinica de los autoanticuerpos para DFS70/LEDGF también se ha cuestionado
debido a estudios en conflicto. En 2004, Watanabe y col. (Watanabe y col. 2004 Arthritis Rheum 50:892-900) han
mostrado que los sintomas asociados con dermatitis atdpica estaban presentes entre los sujetos con anti-DFS70
positivo. Adicionalmente por el contrario, Yamada y col. (Yamada y col. 2001 Immunol Lett 78:161-8) han usado el
ensayo ELISA para mostrar una alta prevalencia de anticuerpos para DFS70 en pacientes con sindrome de Vogt-
Harada, un trastorno autoinmunitario e inflamatorio sistémico. Otros estudios también han demostrado que los
autoanticuerpos para DFS70/LEDGF aparecen en una variedad de condiciones inflamatorias crénicas. Por
consiguiente, la importancia clinica de las pruebas para los autoanticuerpos anti-DFS70 sigue siendo un punto de
debate debido a su asociacion y relevancia para el diagnoéstico de la enfermedad autoinmunitaria. Sin embargo, se
ha logrado un consenso de que los anticuerpos anti-DFS70 son significativamente menos frecuentes en pacientes
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con ERAS en comparaciéon con los individuos sanos. Por lo tanto, los anticuerpos anti-DFS70 reducen la
especificidad y por lo tanto el valor predictivo positivo de la prueba de AAN.

Por lo tanto, existe una necesidad en el campo para un procedimiento que aumente la especificidad de las pruebas
basadas en anticuerpos para las enfermedades autoinmunitarias que reduzca la frecuencia de falsos positivos en la
deteccion de AAN, el alto coste, las pruebas de confirmacion innecesarias y los errores de diagnostico de
enfermedades autoinmunitarias.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 muestra la secuencia de aminoacidos deducida del antigeno del DFS70 de longitud completa (SEQ ID
NO: 1).

La FIG. 2 muestra un grafico que representa la reactividad de los anti-DFS70 en pacientes autoinmunitarios y
controles sanos tanto antes como después de la absorcién de autoanticuerpos anti-DFS70. Antes de la absorcién
de los anticuerpos anti-DFS70 (barras negras) 10/11 de las muestras de donantes sanos fueron positivas.
Después de la absorcion (barras blancas), solamente 2/10 siguieron siendo positivas.

Breve descripcion de las secuencias

La SEQ ID NO: 1 es la secuencia de aminoacidos del antigeno del DFS70 de longitud completa que consiste en
530 aminoacidos.

La SEQ ID NO: 2 es la secuencia de aminoacidos de un fragmento antigénico derivado del DFS70
correspondiente a los residuos de aminoacido 1-326 del antigeno del DFS70 de longitud completa.

La SEQ ID NO: 3 es la secuencia de aminoacidos de un fragmento antigénico derivado del DFS70
correspondiente a los residuos de aminoacido 323-530 del antigeno del DFS70 de longitud completa.

La SEQ ID NO: 4 es la secuencia de aminoacidos de un fragmento antigénico derivado del DFS70
correspondiente a los residuos de aminoacido 375-530 del antigeno del DFS70 de longitud completa.

La SEQ ID NO: 5 es la secuencia de aminoacidos de un fragmento antigénico derivado del DFS70
correspondiente a los residuos de aminoacido 323-375 del antigeno del DFS70 de longitud completa.

La SEQ ID NO: 6 es la secuencia de aminoacidos de un fragmento antigénico derivado del DFS70
correspondiente a los residuos de aminoacido 323-407 del antigeno del DFS70 de longitud completa.

La SEQ ID NO: 7 es la secuencia de aminoacidos de un fragmento antigénico derivado del DFS70
correspondiente a los residuos de aminoacido 349-435 del antigeno del DFS70 de longitud completa.

La SEQ ID NO: 8 es la secuencia de aminoacidos de un fragmento antigénico derivado del DFS70
correspondiente a los residuos de aminoacido 349-450 del antigeno del DFS70 de longitud completa.

La SEQ ID NO: 9 es la secuencia de aminoacidos de un fragmento antigénico derivado del DFS70
correspondiente a los residuos de aminoacido 349-464 del antigeno del DFS70 de longitud completa.

Sumario de la invenciéon

Se ofrece el siguiente sumario simplificado para proporcionar un entendimiento basico de algunos aspectos de la
materia objeto reivindicada. Este sumario no es una visién amplia, y no esta destinado a identificar elementos
claves/criticos o delimitar el alcance de la materia objeto reivindicada. Su fin es presentar algunos conceptos de una
forma simplificada como preludio a la descripcidn mas detallada que se presenta mas adelante.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a un procedimiento para aumentar la especificidad de un ensayo
de enfermedad autoinmunitaria basado en anticuerpos comprendiendo las etapas de: proporcionar una muestra de
suero o plasma de un paciente; poner en contacto la muestra de suero o plasma con un antigeno derivado del
DFS70 para formar un complejo entre el antigeno derivado del DFS70 y los anticuerpos anti-DFS70 que pueden
estar presentes en la muestra; hacer reaccionar la muestra con una diana de la enfermedad autoinmunitaria; y
detectar los anticuerpos para la diana de la enfermedad autoinmunitaria.

En algunas realizaciones ejemplares, la etapa de poner en contacto la muestra de suero o plasma con un antigeno
derivado del DFS70 para formar un complejo entre el antigeno derivado del DFS70 y los anticuerpos anti-DFS70 que
pueden estar presentes en la muestra bloquea la apariciéon de los autoanticuerpos anti-DFS70 en los resultados del
ensayo de enfermedad autoinmunitaria basado en anticuerpos.

En realizaciones adicionales de la presente invencion, la etapa de poner en contacto la muestra de suero o plasma
con un antigeno derivado del DFS70 para formar un complejo entre el antigeno derivado del DFS70 y los
anticuerpos anti-DFS70 que pueden estar presentes en la muestra proporciona una identificacion mejorada de otros
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anticuerpos en la muestra objeto.

En otra realizacion, la presente invencion se refiere a un procedimiento para aumentar la especificidad de un ensayo
de enfermedad autoinmunitaria basado en anticuerpos, en el que el ensayo de enfermedad autoinmunitaria basado
en anticuerpos es una prueba con anticuerpos antinucleares (AAN). En otras realizaciones ejemplares, el ensayo de
enfermedad autoinmunitaria basado en anticuerpos se selecciona del grupo que consiste en un ensayo
inmunoabsorbente  fluorescente (EIF), un ensayo inmunoabsorbente quimioluminiscente (EIQ), un
radioinmunoensayo (RIE), un inmunoensayo enzimatico multiplicado, un radioinmunoensayo en fase sélida (RIEFS)
y un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).

En diversos aspectos de la presente invencion, el antigeno derivado del DFS70 usado en los procedimientos como
se describe en el presente documento es la SEQ ID NO: 1. En realizaciones alternativas, el antigeno derivado del
DFS70 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9. En otras
realizaciones ejemplares, el antigeno derivado del DFS70 es un fragmento de la secuencia de aminoacidos del
DFS70 (SEQ ID NO: 1). Ademas, en al menos una realizacion de la presente invencion, el antigeno derivado del
DFS70 puede prepararse diluyendo, en solucién, un antigeno derivado del DFS70 antes de poner en contacto la
muestra de suero o plasma con un antigeno derivado del DFS70.

En realizaciones adicionales de la presente invencion, la diana de la enfermedad autoinmunitaria es una molécula, o
una combinacién de moléculas, asociadas con una enfermedad autoinmunitaria sistémica. En otras realizaciones, la
diana de la enfermedad autoinmunitaria es una molécula, o una combinacién de moléculas, asociadas con una
enfermedad del tejido conectivo. En diversos aspectos de la presente invencion, la enfermedad del tejido conectivo
se selecciona del grupo que consiste en, pero sin limitacion: lupus eritematoso sistémico (LES), polimiositis (PM),
esclerosis sistémica y enfermedad mixta del tejido conectivo (EMTC).

Diversos procedimientos de deteccién ejemplares para la detecciéon de anticuerpos para la diana de la enfermedad
autoinmunitaria incluyen usar un marcador seleccionado del grupo que consiste en un agente fluorescente, una
enzima, un quimioluminiscente, un fotosensibilizador y particulas suspendibles.

Otros aspectos de la presente invencién se encuentran durante toda la memoria descriptiva.

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencion generalmente se refiere a un procedimiento para aumentar la especificidad de una prueba
diagndstica para ayudar en el diagndstico de enfermedades autoinmunitarias. Mas especificamente, la presente
invencion se refiere a un procedimiento para aumentar la especificidad de dicha prueba diagnéstica, por ejemplo una
prueba de AAN, poniendo en contacto una muestra objeto con un antigeno de bloqueo especifico antes de probar
que es capaz de unirse a los autoanticuerpos de interferencia presentes en la muestra.

Se ha mostrado que la deteccion de anticuerpos anti-DFS70 en las muestras objeto produce un nimero significativo
de falsos positivos cuando se llevan a cabo pruebas de AAN, debido a que algunos individuos sanos e individuos
con alteraciones distintas a las ERAS tienen anticuerpos anti-DFS70. Ademas, los anticuerpos anti-DFS70 generan
patrones de fluorescencia de DFS70 que ocultan los resultados de las pruebas de inmunofluorescencia, haciendo
mas dificil identificar los patrones de fluorescencia pertenecientes a otros anticuerpos detectados. Por estas
razones, la contribucién de los anticuerpos anti-DFS70 a un resultado positivo de la prueba de AAN puede conducir
a un potencial error de diagnoéstico a no ser que se lleve a cabo una prueba exhaustiva de confirmacion.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un procedimiento para aumentar la especificidad de las pruebas
diagndsticas para ayudar en el diagnéstico de enfermedades autoinmunitarias, tales como pruebas de AAN, en las
que la pre-incubacion con un antigeno derivado del DFS70 permite al antigeno derivado del DFS70 unirse a
cualquiera de los anticuerpos anti-DFS70 presentes en una muestra objeto, previniendo de este modo la deteccion
de anticuerpos anti-DFS70. Por lo tanto, la pre-incubacion con un antigeno derivado del DFS70 evita que los
anticuerpos anti-DFS70 se detecten, lo que aumenta la especificidad de una prueba de inmunodiagnéstico al reducir
el numero de falsos positivos...

Mas especificamente, la presente invenciéon proporciona, en un aspecto, un procedimiento para aumentar la
especificidad de una prueba de AAN. El procedimiento incluye: preparar una muestra objeto de un paciente; poner
en contacto la muestra objeto del sujeto con un antigeno derivado del DFS70, o antigeno de bloqueo, para unir
cualquiera de los anticuerpos anti-DFS70 de interferencia que pueden estar presentes en la muestra objeto; hacer
reaccionar la muestra objeto con una diana de la enfermedad autoinmunitaria; y detectar la union de uno o mas
anticuerpos en la muestra objeto para una diana de la enfermedad autoinmunitaria en la muestra objeto. El antigeno
de bloqueo puede ser el antigeno del DFS70 de longitud completa (SEQ ID NO: 1) o un fragmento del mismo que
incluye un epitopo, tal como cualquiera de los antigenos derivados del DFS70 ejemplares ejemplificados en las SEC
NOS: 2-9.

Como se ha discutido, hay varias ventajas al usar los procedimientos descritos en la presente invencion. La
ocurrencia de falsos positivos se reduce significativamente, en algunos casos una reduccion de hasta el 50 % de los
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anticuerpos no asociados a enfermedad. Adicionalmente, otra ventaja es el desenmascaramiento de los patrones
clinicamente relevantes asociados con las enfermedades autoinmunitarias sistémicas que se han ocultado por el
patron de fluorescencia del DFS70. Especificamente, cuando un antigeno de bloqueo, ejemplificado por cualquier
antigeno derivado del DFS70, se pone en contacto con una muestra objeto, el antigeno de bloqueo se une a
cualquiera de los autoanticuerpos anti-DFS70 presentes en la muestra objeto. Debido a que los autoanticuerpos
anti-DFS70 se unen al antigeno derivado del DFS70, los autoanticuerpos anti-DFS70 son incapaces de unirse
posteriormente a una diana de la enfermedad autoinmunitaria deseada. Por lo tanto, usando un antigeno de
bloqueo, la especificidad y precision de una prueba de inmunodiagndstico puede aumentarse significativamente de
acuerdo con los procedimientos descritos en el presente documento.

Definiciones

En la descripcidn que sigue, se utilizan extensamente varios términos usados en el campo de la biologia molecular,
inmunologia y medicina. Con el fin de proporcionar una comprension clara y consistente de la memoria descriptiva y
reivindicaciones, incluyendo el alcance que ha de darse a tales términos, se proporcionan las siguientes
diferenciaciones no limitativas.

Cuando los términos “uno”, “un”, o “una” se usan en esta divulgacion, significan “al menos uno” o “uno o mas”, a
menos que se indique lo contrario.

La expresion “enfermedad autoinmunitaria” se refiere a una enfermedad o a un trastorno que surge de las
reacciones inmunitarias dirigidas contra los propios tejidos y 6rganos de un individuo o la manifestacion de los
mismos o la condicidon resultante de los mismos. Tal como se usa en el presente documento, la expresion
"enfermedad autoinmunitaria” incluye el cancer y otros estados de enfermedad en los que los anticuerpos que se
dirigen hacia los propios tejidos no estan necesariamente implicados en la condicion de enfermedad pero aun son
importantes en los diagnosticos. Adicionalmente, en una realizacion, se refiere a una condicion que resulta de, o se
agrava por, la produccién de autoanticuerpos por linfocitos B de anticuerpos que son reactivos con los tejidos y los
antigenos normales del cuerpo. En otras realizaciones, la enfermedad autoinmunitaria es la que implica la secrecién
de un autoanticuerpo que es especifico para un epitopo de un antigeno propio (por ejemplo un antigeno nuclear).

La expresion “enfermedad autoinmunitaria sistémica” se refiere a una enfermedad, trastorno o una combinacién de
sintomas causados por reacciones autoinmunitarias que afectan a mas de un érgano. Por consiguiente, la expresion
“enfermedad autoinmunitaria sistémica” incluye, pero sin limitacion, nefritis anti-MBG (enfermedad de Goodpasture),
granulomatosis con poliangeitis (GPA), poliangeitis microscopica (PAM), lupus eritematoso sistémico (LES),
polimiositis (PM) o enfermedad celiaca.

La expresion “enfermedad del tejido conectivo” se refiere a una enfermedad, trastorno o una combinacion de
sintomas causados por reacciones autoinmunitarias que afectan al tejido conectivo del cuerpo. Por consiguiente, la
expresion “enfermedad del tejido conectivo” incluye, pero sin limitacion, lupus eritematoso sistémico (LES),
polimiositis (PM), esclerosis sistémica o enfermedad mixta del tejido conectivo (EMTC).

El término "anticuerpo" se refiere a una molécula de inmunoglobulina que es capaz de unirse a un epitopo o un
determinante antigénico. El término "anticuerpo” incluye los anticuerpos completos y los fragmentos de union al
antigeno de los mismos, incluyendo anticuerpos de cadena simple. Por consiguiente, el término "anticuerpo” incluye
un anticuerpo de union a un antigeno de un ser humano y fragmentos de anticuerpo, incluyendo, pero sin limitacion,
Fab, Fab' y F(ab'),, Fd, Fvs de cadena simple (Fvcs), anticuerpos de cadena simple, Fvs unidos por disulfuro (Fvsd)
y fragmentos que comprenden un dominio V. 0 Vu. Los anticuerpos pueden ser de cualquier origen animal tales
como por ejemplo mamiferos, incluyendo ser humano, murino, conejo, cabra, cobaya, camello, caballo y similares.

El término “antigeno” se refiere a una molécula que es capaz de provocar una respuesta inmunitaria. El término
“antigeno” incluye cualquier molécula que es capaz de estar unida a un anticuerpo. Ademas, el término “antigeno”
puede referirse a un antigeno proteinico o no proteinico. El antigeno puede ser una proteina entera o una parte de la
misma.

La frase “sustitucion de un aminoacido” como se usa en el presente documento se refiere al reemplazo o conversion
de un residuo de aminoacido en una secuencia con otra molécula. La molécula puede ser un aminoacido natural o
no natural, una molécula organica u otro resto quimico. En el reemplazo, un residuo de aminoacido en una
secuencia que se sintetiza puede sustituirse con otro residuo de aminoacido o molécula. Por ejemplo, reemplazando
leucina con isoleucina, que seria una sustitucion conservadora, en la que un residuo de aminoacido hidréfobo se
sustituye con otro residuo de aminoacido hidréfobo. En la conversion, un residuo de aminoacido en una secuencia
se convierte en otro aminoacido. Por ejemplo, la glutamina puede convertirse mediante desaminacion en acido
glutamico, o la arginina convertirse mediante una deiminasa en citrulina.

El término “péptido” como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia de dos o mas residuos
aminoacidos unidos por enlaces peptidicos. Un péptido se distingue de una proteina nativa debido a que su
secuencia generalmente es menor que la secuencia de la proteina nativa. El péptido puede aislarse de la digestion
de una proteina o prepararse sintéticamente. La secuencia de aminoacidos del péptido puede ser idéntica a la
secuencia de la proteina nativa o modificada. La modificaciéon puede ser por conversion enzimatica de uno o mas
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residuos de aminoacido particulares en otros residuos de aminoacido. Ademas, la modificacién puede efectuarse
mediante la sustitucion, supresién o inserciéon de uno o mas residuos de aminoacido durante la sintesis del péptido.

El término “autoanticuerpo” se refiere a una inmunoglobulina dirigida contra la propia proteina, carbohidrato, acido
nucleico u otra molécula presente en el cuerpo del ser humano. Mas especificamente, el término “autoanticuerpo” se
refiere a un anticuerpo que es capaz de unirse a un antigeno propio o fragmento del mismo.

La expresion “diana de la enfermedad autoinmunitaria” o “diana” se refiere a una molécula, tal como un antigeno,
contra la que puede obtenerse una respuesta autoinmunitaria, en la que una respuesta obtenida puede detectarse
usando un ensayo diagndstico. Mas especificamente, como se usa en el presente documento, la expresion “diana
de la enfermedad autoinmunitaria” se refiere a una proteina, tal como un antigeno proteinico, que se usa para
determinar la presencia, ausencia, o cantidad de un anticuerpo en una muestra de un sujeto. Adicionalmente, la
“diana de la enfermedad autoinmunitaria” es una molécula inmunogénica que comparte al menos un epitopo con una
proteina de un antigeno implicado en una enfermedad autoinmunitaria.

La expresion "prueba de diagndstico basada en anticuerpos" o "prueba de inmunodiagndstico" se refiere a una
prueba de diagndstico o ensayo, para detectar la presencia o ausencia de autoanticuerpos para las dianas definidas,
tales como antigenos propios. Mas especificamente, la expresion "prueba de diagndstico basada en anticuerpos” es
un ensayo en el que un anticuerpo se une especificamente a un antigeno para proporcionar la detecciéon y/o
cuantificacion del anticuerpo o antigeno. Una "prueba de diagndstico basada en anticuerpos” se caracteriza por el
uso de propiedades de unién especificas de un anticuerpo particular para aislar, captar y/o cuantificar el antigeno.

La expresion “antigeno de bloqueo” se refiere a cualquier antigeno derivado del DFS70 usado como un antigeno de
bloqueo.

La expresion “anticuerpo de interferencia” se refiere a cualquier anticuerpo que se une a un antigeno de bloqueo.

La expresion “muestra objeto” se refiere a diversas muestras que incluyen, pero sin limitarse a las mismas, suero,
plasma, lisado de células, leche, saliva, fluido vitreo, liquido lacrimal, homogeneizado de tejido, liquido sinovial,
liquido cefalorraquideo, liquido pleural y homogeneizado de tejido. Las muestras para la deteccion de los
autoanticuerpos circulantes incluyen, por ejemplo, sangre, suero y plasma. En una realizacion, por conveniencia, la
muestra es plasma o suero, a pesar de que se ha informado que la saliva es una muestra biologica adecuada para
medir la presencia de autoanticuerpos antimicrobianos como se describe en el presente documento. El término
"sujeto" o "paciente”, como se usa en el presente documento, se refiere a una variedad de especies animales de la
que puede obtenerse una muestra para la deteccién de la presencia de una enfermedad autoinmunitaria. Estos
animales incluyen, pero sin limitacion, mamiferos, pajaros, reptiles y peces. Mas especificamente, el sujeto es un
mamifero y mas especificamente, el mamifero es un ser humano. El sujeto también puede padecer una enfermedad
infecciosa, cancer, una respuesta a una vacuna, u otros estados en los que la medicién de la respuesta del
anticuerpo resulta ser util.

Enfermedad autoinmunitaria

La enfermedad autoinmunitaria se produce cuando el sistema inmunitario no funciona correctamente, interpretando
las macromoléculas o tejidos del propio cuerpo como extrafios y produciendo autoanticuerpos o células inmunitarias
que se dirigen y atacan a macromoléculas, células o tejidos particulares del cuerpo. Al igual de lo que ocurre con
una respuesta inmunitaria normal contra una molécula extraia, la respuesta autoinmunitaria también produce
diferentes clases en diferentes etapas de una enfermedad autoinmunitaria. Cada sistema de un érgano individual del
ser humano puede verse afectado, incluyendo el sistema nervioso, gastrointestinal, endocrino, circulatorio, asi como
los tejidos conectivos y ojos. Las enfermedades autoinmunitarias incluyen mas de 80 enfermedades cronicas muy
variadas que afectan a un 5-7 % de la poblacion, siendo mujeres alrededor de dos tercios de los cuales son mujeres.
Como grupo son las enfermedades menos comprendidas. Se sospecha que estas enfermedades tienen
predisposicion genética, pero estan provocadas por una infeccion u otros factores desencadenantes.

Los ejemplos de enfermedades o trastornos autoinmunitarios incluyen, pero sin limitacion, encefalomielitis aguda
diseminada (EAD), leucoencefalitis aguda necrotizante hemorragica, enfermedad de Addison, agammaglobulinemia,
alopecia areata, amiloidosis, espondilitis anquilosante, nefritis anti-MBG (enfermedad de Goodpasture), sindrome
antifosfolipido (SAF), angioedema autoinmunitario, anemia aplasica autoinmunitaria, disautonomia autoinmunitaria,
hepatitis autoinmunitaria, hiperlipidemia autoinmunitaria, inmunodeficiencia autoinmunitaria, enfermedad
autoinmunitaria del oido interno (EAOI), miocarditis autoinmunitaria, pancreatitis autoinmunitaria, retinopatia
autoinmunitaria, purpura trombocitopénica autoinmunitaria (PTA), enfermedad tiroidea autoinmunitaria, urticaria
autoinmunitaria, neuropatias axonal y neuronal, enfermedad de Balo, enfermedad de Behget, penfigoide bulloso,
miocardiopatia, enfermedad de Castleman, enfermedad celiaca, enfermedad de Chagas, sindrome de fatiga crénica,
polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica (PDIC), osteomielitis multifocal recurrente cronica (OMRC),
sindrome de Churg-Strauss, penfigoide cicatricial / penfigoide benigno de las mucosas, enfermedad de Crohn,
sindrome de Cogan, enfermedad de aglutinina fria, bloqueo cardiaco congénito, miocarditis por Coxsackie y la
enfermedad de CREST.
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Otros ejemplos incluyen crioglobulinemia mixta esencial, neuropatias desmielinizantes, dermatitis herpetiforme,
dermatomiositis, enfermedad de Devic (neuromielitis 6ptica), lupus discoide, sindrome de Dressler, endometriosis,
fascitis eosinofilica, eritema nudoso, sindrome de Evans, fibromialgia, alveolitis fibrosante, arteritis de células
gigantes (arteritis temporal), glomerulonefritis, granulomatosis con poliangitis (GP) véase enfermedad de Wegener,
enfermedad de Graves, sindrome de Guillain-Barré, encefalitis de Hashimoto, tiroiditis de Hashimoto, anemia
hemolitica, purpura de Henoch-Schonlein, herpes gestacional, hipogammaglobulinemia, purpura trombocitopénica
idiopatica (PTI), nefropatia por IgA, enfermedad esclerosante relacionada con 1IgG4, lipoproteinas
inmunorreguladoras, miositis con cuerpos de inclusion, diabetes dependiente de insulina (tipo 1), cistitis intersticial,
artritis juvenil, diabetes juvenil, sindrome de Kawasaki, sindrome de Lambert-Eaton, vasculitis leucocitoclastica,
liquen plano, liquen escleroso, conjuntivitis lefiosa , enfermedad IgA lineal (EAL), Lupus (LES), enfermedad de Lyme
cronica, enfermedad de Meniere, poliangeitis microscopica, enfermedad mixta del tejido conjuntivo (EMTC), Ulcera
de Mooren, enfermedad de Mucha-Habermann, esclerosis multiple, miastenia gravis, miositis, narcolepsia,
neuromielitis 6ptica (de Devic), neutropenia, penfigoide cicatricial ocular y neuritis optica.

Aun oftros ejemplos incluyen reumatismo palindrémico, PANDAS (trastornos neuropsiquiatricos pediatricos
autoinmunitarios asociados con Streptococcus), degeneracion cerebelosa paraneoplasica, hemoglobinuria
paroxistica nocturna (HPN), sindrome de Romberg, sindrome de Parsonnage-Turner, Pars planitis (uveitis
periférica), pénfigo, neuropatia periférica, encefalomielitis perivenosa, anemia perniciosa, sindrome de POEMS,
poliarteritis nodosa, sindromes poliglandulares autoinmunitarios de tipo I, Il y Ill, polimialgia reumatica, polimiositis,
sindrome postinfarto de miocardio, sindrome postpericardiotomia, dermatitis por progesterona, cirrosis biliar primaria,
colangitis esclerosante primaria, psoriasis, artritis psoriasica, fibrosis pulmonar idiopatica, pioderma gangrenoso,
aplasia pura de células rojas, fendmeno de Raynaud, distrofia simpatica refleja, sindrome de Reiter, policondritis
recidivante, sindrome de piernas inquietas, fibrosis retroperitoneal, fiebre reumatica, artritis reumatoide, sarcoidosis,
sindrome de Schmidt, escleritis, escleroderma, sindrome de Sjogren, autoinmunidad del esperma vy testicular,
sindrome de la persona rigida, endocarditis bacteriana subaguda (EBS), sindrome de Susac, oftalmia simpatica,
arteritis de Takayasu, arteritis temporal / arteritis de células gigantes, purpura trombocitopénica (PT), sindrome de
Tolosa-Hunt, mielitis transversa, colitis ulcerosa, enfermedad indiferenciada del tejido conectivo (EITC), uveitis,
vasculitis, dermatosis vesiculoampollosas, vitiligo, granulomatosis de Wegener (ahora denominada granulomatosis
con poliangitis (GP)).

Autoanticuerpos

El sistema inmunitario del ser humano protege al cuerpo contra la infeccion mediante la generacion de anticuerpos
contra sustancias extrafias o produciendo linfocitos T citotdxicos que tienen receptores que reconocen ciertos
péptidos que invaden o infectan las células. Los anticuerpos, también conocidos como inmunoglobulinas, abreviado
“Ig”, estan en la superficie de los linfocitos B y en la sangre u otros liquidos corporales de los vertebrados.
Normalmente estan compuestos de unidades estructurales basicas cada una con dos cadenas pesadas grandes y
dos cadenas ligeras pequefias para formar, por ejemplo, monémeros con una unidad basica, dimeros con dos
unidades o pentameros con cinco unidades. Existen varios tipos diferentes de cadenas pesadas de anticuerpos, y
varios tipos diferentes de anticuerpos, que se agrupan en diferentes isotipos en base a que cadena pesada poseen.
Se conocen cinco isotipos diferentes de anticuerpos en los mamiferos, IgM, IgA, 1gG, IgD e IgE, que desempefian
diferentes funciones, y ayudan a dirigir la respuesta inmunitaria apropiada para cada tipo diferente de molécula
extrafia que se encuentran.

Aunque la estructura general de todos los anticuerpos es muy similar, una pequefa regién en la punta de la proteina
es extremadamente variable, lo que permite que existan millones de anticuerpos con estructuras en la punta
ligeramente diferentes. Esta region se conoce como la region hipervarible que incluye la regiéon determinante de
complementariedad (RDC). Cada una de estas variantes puede unirse a una diana diferente, conocida como
antigeno. Esta enorme diversidad de anticuerpos permite que el sistema inmunitario reconozca igualmente una
amplia diversidad de antigenos. La unica parte del antigeno reconocida por un anticuerpo se denomina epitopo.
Estos epitopos se unen con su anticuerpo correspondiente en una interaccién altamente especifica, denominada de
ajuste inducido, que permite a los anticuerpos identificar y unirse solo a su antigeno unico entre los millones de
moléculas diferentes que componen un organismo. El reconocimiento de un antigeno por un anticuerpo dirige el
ataque de otras partes del sistema inmunitario. Los anticuerpos también pueden neutralizar dianas directamente
mediante, por ejemplo, la unién a una parte de un patégeno que la necesita para causar una infeccion.

La gran y diversa poblacion de anticuerpos se genera por combinaciones aleatorias de un conjunto de segmentos de
genes que codifican diferentes sitios de union a antigenos (o paratopos), seguido de mutaciones aleatorias en esta
zona del gen del anticuerpo, que crean aun mas diversidad. Una seleccidon de anticuerpos con alta afinidad por el
patégeno conduce a los resultados de la respuesta inmunitaria en un aumento de la produccion de anticuerpos
reactivos. Los genes de los anticuerpos también se reorganizan en un proceso denominado cambio de clase que
cambia la base de la cadena pesada a otra, creando de un isotipo del anticuerpo diferente que retiene la region
variable especifica del antigeno. El cambio de clase permite que una Unica reactividad del anticuerpo se use por
varias partes diferentes del sistema inmunitario. La producciéon de anticuerpos es la principal funcién del sistema
inmunitario humoral.
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Cada clase de anticuerpo se adapta estructuralmente para una actividad y funciones biolégicas particulares de la
mejor forma a una parte diferente en el cuerpo. Esto es porque existen varios genes para la region constante de la
cadena H. Por lo tanto, cada clase/subclase de anticuerpo, a través de su region Fc lleva a cabo una funcién
particular. En algunos casos, los anticuerpos de diferentes clases pueden expresarse en etapas diferentes de una
infeccion o enfermedad incluso se ha pensado que tienen la misma actividad biolégica, por ejemplo, la IgM e IgG en
la fijacion del complemento.

La deteccion e identificacion de autoanticuerpos en estas enfermedades ha arrojado informacion valiosa para el
diagnéstico, prondstico y tratamiento de pacientes con enfermedades autoinmunitarias. Actualmente, a pesar de las
limitaciones tales como la falta de adaptacion a las técnicas de ensayo de alto rendimiento y del gran volumen, alto
costo y alto nivel de falsos positivos, los AAN mediante IF| es todavia la estrategia de diagndstico mas popular para
la deteccion de autoanticuerpos en el suero y plasma de pacientes de los que se sospecha que tienen una
enfermedad autoinmunitaria sistémica. Sin embargo, una contribucién fiable de la serologia de un autoanticuerpo
para el diagndstico de la enfermedad autoinmunitaria aun requiere que se realicen multiples ensayos.

Recientemente, sin embargo, los autoanticuerpos que producen un patron de tincion referidos como moteado fino
denso nuclear se han relacionado con la enfermedad autoinmunitaria como un biomarcador para descartar el
diagndstico de la enfermedad autoinmunitaria.

DFS70

El DFS70 se ha identificado inicialmente como una proteina de ~ 70 kDa a través de experimentos de
inmunotransferencia usando el suero de pacientes con cistitis intersticial. En los ultimos afios, se ha informado de
que aproximadamente el 20 % de los individuos sanos contenian AAN, en los que los anticuerpos anti moteado fino
denso 70 (“anti-DFS70”) representan una causa principal de resultados de falso positivo. Inicialmente los anti-DFS70
se han identificado como un AAN de un paciente con cistitis intersticial, pero los autoanticuerpos se han asociado
mas tarde con diversas condiciones de enfermedad y especialmente con dermatitis atépica. El patréon de tincion de
IFI tipico se ha descrito como un DFS distribuido a través del nucleo y en la cromatina en metafase. Adicionalmente,
aunque se ha reconocido una proteina de 70 kDa mediante inmunotransferencia y el antigeno se ha denominado
inicialmente moteado fino denso 70 (DFS70), el principal autoantigeno diana se ha identificado posteriormente como
el factor de crecimiento derivado del epitelio del cristalino (‘LEDGF”) o coactivador de la transcripcion de ADN p75.
Se cree que esta proteina tiene varias funciones fisiolégicas, que incluyen servir como cofactor para la replicacion
del virus de la inmunodeficiencia humana a través de una interaccion con la integrasa viral, y también se expresa
altamente en el tejido tumoral de la préstata.

Desde su primera caracterizacion, los anticuerpos anti-DFS70 se han encontrado en el suero de pacientes con una
variedad de condiciones inflamatorias cronicas, pacientes con cancer e incluso en algunos individuos sanos. En
2005, Dellavance y col. han evaluado mas de 10.000 muestras positivas de AAN mediante IFl y después
inmunotransferencia, informando que los anticuerpos anti-DFS70 eran comunes entre los individuos con AAN
positivo sin evidencia de enfermedad reumatica autoinmunitaria (“ERA”), y que entre los pacientes autoinmunitarios
con este autoanticuerpo, mas del 50 % tenian evidencias de tiroiditis autoinmunitaria. Se ha informado de la
prevalencia mas alta de anticuerpos anti-DFS70 en pacientes con el sindrome de Vogt-Harada (66,7 %) y dermatitis
atopica (30 %), seguido de individuos sanos (~ 10 %) mientras que su prevalencia en la ERA es significativamente
menor (~ 2-3 %). Ademas, cuando se considera el prondstico y el resultado a largo plazo de los individuos que
tienen anticuerpos anti-DFS70, se ha informado recientemente que ninguno de los 40 individuos sanos con anti-
DFS70 positivo desarrollaron una enfermedad autoinmunitaria en un intervalo medio de 4 afios. Esta observacion es
de gran importancia ya que se ha informado de que algunos autoanticuerpos predicen la aparicion de ERAS durante
muchos afos. Por lo tanto, la presente invencion implica la constatacion de que la utilizacién de la proteina DFS70
como un antigeno de bloqueo proporciona un valor diagnéstico para descartar posibles resultados de falso positivo y
por lo tanto hace mas fiables los resultados de la prueba de AAN, de modo que aumenta la probabilidad de una
contribucion correcta para el diagndstico.

La siguiente ensefianza divulga diversas realizaciones de la presente invencion. Un experto en la materia identificara
faciimente que se pueden usar otras realizaciones. Por lo tanto, las ensefianzas particulares establecidas a
continuacién no son limitativas de ninguna manera de la memoria descriptiva y las reivindicaciones.

El antigeno de bloqueo de la presente invencion puede purificarse de una fuente natural, producirse de manera
recombinante o prepararse sintéticamente. Puede ser una proteina de longitud completa, una parte de la proteina de
longitud completa o un péptido que comprenda uno o mas determinantes antigénicos de una o mas proteinas. La
secuencia puede ser idéntica a la secuencia de la proteina nativa o puede estar modificada.

Ademas, los vectores de expresion pueden utilizarse para preparar péptidos antigénicos. Un segmento de ADN que
codifica para un péptido puede sintetizarse mediante técnicas quimicas, por ejemplo, el procedimiento del
fosfotriéster de Matteucci M.D. y col. (J. Am. Chem. Soc., 103:3185 (1981)). Después el segmento de ADN puede
ligarse a un vector de expresion y puede usarse una célula huésped transformada con el vector para producir €l
péptido. Véase, por ejemplo, Current Protocols In Molecular Biology, Ausubel, F.M. y col., eds., John Wiley & Sons,
Nueva York, N.Y. y las Patentes de Estados Unidos n.° 4.237.224, 4.356.270, 4.468.464, 4.683.195 y 4.889.818.
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El antigeno también puede prepararse usando la técnica de sintesis en fase sélida inicialmente descrita por R. B.
Merrifield (J. Am. Chem. Soc., 1963, 85:2149-2154). Pueden encontrarse otras técnicas de sintesis, por ejemplo, en
Bodanszky, M. y col., Peptide Synthesis, John Wiley & Sons, 22 Ed., (1976) asi como en otros trabajos de referencia
conocidos por los expertos en la materia. Puede encontrarse un resumen de las técnicas de sintesis en J. Stuart y J.
D. Young, Solid Phase Peptide Synthesis, Pierce Chemical Company, Rockford, Ill., 32 Ed., Neurath, H. y col., Eds.,
p. 104-237, Academic Press, Nueva York, N.Y. (1976). Los grupos protectores adecuados para su uso en dichas
sintesis se encontraran en los textos anteriores, asi como en J. F. W. McOmie, Protective Groups in Organic
Chemistry, Plenum Press, Nueva York, N.Y. (1973).

En general, los procedimientos sintéticos comprenden la adiciéon secuencial de uno o mas residuos de aminoacido o
residuos de aminoacido protegidos a una cadena de polipéptido en crecimiento. En la sintesis en fase solida, el
aminoacido protegido o derivatizado se une a un soporte soélido inerte a través de su grupo carboxilo o amino no
protegido. Después el grupo protector del grupo amino o carboxilo se retira selectivamente y se mezcla de manera
similar el siguiente residuo de aminoacido protegido en la secuencia y se hace reaccionar en condiciones adecuadas
para formar el enlace amida con el residuo unido al soporte sélido. Después el grupo protector del grupo amino y
carboxilo se retira de este residuo recién afiadido y después se afiade el siguiente residuo en la secuencia, y asi
sucesivamente. Después de que todos los aminoacidos deseados se han unido en la secuencia apropiada, se retira
secuencial o simultaneamente cualquiera de los grupos protectores restantes del grupo terminal y lateral. Después la
secuencia de aminodacidos se separa del soporte sélido. Para controlar la formaciéon de enlaces disulfuro de un
péptido que tiene multiples residuos de cisteina, pueden usarse diferentes grupos protectores que pueden retirarse
independientemente permitiendo que solo las cisteinas que se desean sean reactivas para la formacién del enlace
disulfuro (Hargittai, B. y Barany, G., 1999, J. Peptide Res. 54:468-479).

La secuencia de aminoacidos del antigeno puede modificarse si se purifica de una fuente natural, se produce de
manera recombinante o se prepara sintéticamente. El antigeno modificado se selecciona para que sea una variante
funcional o inmunolégicamente equivalente de las variaciones biolégicas que suceden naturalmente (por ejemplo,
las variantes alélicas, ortdlogos, variantes de empalme o variantes post-translacionales).

Las modificaciones post-translacionales que suceden durante la vida de una proteina se consideran “sustituciones
permisibles” de los residuos de aminoacido y pueden mejorar la union de la secuencia antigénica al autoanticuerpo.
Si bien no se conocen todas las modificaciones post-translacionales de las proteinas, se anticipa que un experto en
la materia haria sustituciones permisibles dentro de las secuencias de aminoacidos para determinar si puede
lograrse la union mejorada una vez se identifican tales modificaciones post-translacionales para esa proteina en
particular. Los ensayos ELISA pueden determinar facilmente las secuencias modificadas que tienen una reactividad
y/o selectividad aumentada para un anticuerpo.

Otras modificaciones dentro del alcance de la presente invencion proporcionan algunas ventajas en el uso del
antigeno, especificamente en su capacidad para imitar el sitio antigénico de la proteina, asi como la afinidad por el
autoanticuerpo de interés. Estas modificaciones, referidas como “variantes”, incluyen cualquier secuencia de
aminoacidos en la que uno o mas residuos se han afadido o insertado, eliminado o sustituido con otro residuo. El
término “sustituido” incluye las modificaciones de un residuo de aminoacido existente mediante mutagénesis de sitio
dirigido, mutagénesis aleatoria o mediante tratamiento quimico, tal como mediante modificacion enzimatica.

Las variantes de adicion incluyen fusiones N- o C- terminal e inserciones intrasecuencia de aminoacidos individuales
o multiples. En un tipo de variante de adicién, los residuos de cisteina pueden afadirse en los extremos de las
secuencias de aminoacidos o insertarse entre las secuencias de aminoacidos. Estos residuos de cisteina pueden
utilizarse para formar enlaces disulfuro en el péptido o entre dos 0 mas péptidos. Se conoce bien en la técnica que
los péptidos ciclicos, asi como los complejos que contienen multiples copias de péptidos antigénicos, proporcionan
uniones mejoradas a sus dianas en comparacion con sus homologos lineales. EI nimero de conformaciones que
pueden formarse por el péptido dependera de la cantidad de residuos de cisteina en la secuencia de aminoacidos.
El control de la formacion del enlace disulfuro intramolecular puede alcanzarse usando grupos protectores que
pueden retirarse selectivamente (Hargittai, B. y Barany, G., 1999, J. Peptide Res. 54:468-479). También se ha
encontrado que los enlaces disulfuro preferenciales pueden formarse mediante la insercion de residuos de
aminoacido cargados adyacentes a los residuos de cisteina. Especificamente, cuando se prefiere un puente
disulfuro entre dos residuos de cisteina inespecificos, los residuos de aminoacido cargados opuestamente pueden
colocarse adyacentes a estas cisteinas para promover la union a través de interacciones de carga. En la misma
medida, donde algunos residuos de cisteina estan flanqueados por aminoacidos cargados idénticamente, se prevé
que no se favorecera la formacién de disulfuro. Adicionalmente, la formacién de puentes sulfhidrilo intramoleculares
e intermoleculares también puede controlarse por el pH y la concentracion de antigeno.

Las variantes de delecidon pueden prepararse mediante truncamientos del N- o C- terminal o por la eliminacion
intrasecuencia de los residuos de aminoacido. Los truncamientos pueden prepararse por digestion de las secuencias
antigénicas purificadas obtenidas de la proteina. Alternativamente, la secuencia antigénica puede prepararse
sintéticamente, o de manera recombinante al tener deleciones intrasecuencia o truncamientos terminales.

Las sustituciones de aminoacidos dentro de la secuencia antigénica pueden usarse para alterar la funcién o
caracteristicas quimicas del antigeno. Especificamente, los residuos de aminoacido pueden sustituirse para afectar
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a la estructura, carga, hidrofobicidad o hidrofilicidad de la secuencia antigénica. Por ejemplo, el aminoacido prolina
actla para restringir la conformacion de las secuencias antigénicas, lo que puede resultar en una actividad de unién
mejorada para el anticuerpo. El ensayo ELISA puede determinar faciimente una actividad mejorada de estas
secuencias antigénicas modificadas.

Las variantes pueden tener desde 1 a 3, 5, 10,15, 20, 25 o 50 sustituciones, inserciones, adiciones y/o deleciones de
aminoacidos. Las sustituciones pueden ser conservadoras, no conservadoras, o una combinaciéon de ambas. Las
secuencias antigénicas de la presente invencion pueden comprender al menos 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 o 50
residuos de aminoacido consecutivos de una proteina natural. Ademas, pueden ser al menos el 50 %, 60 %, 70 %,
80 %, 90 % o 95 % idénticas a la proteina natural. Adicionalmente, pueden tener una actividad inmunolégica de mas
del 1 %, 10 %, 25 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o 100 % de una proteina natural.

El antigeno de bloqueo de la presente invencion funciona principalmente para unirse a los autoanticuerpos anti-
DFS70 en una muestra del paciente de manera que cualquiera de los autoanticuerpos anti-DFS70 que pueden estar
presentes se unan y por lo tanto no puedan participar en una reaccién posterior con una diana de la enfermedad
autoinmunitaria. Esto puede conseguirse incluyendo una etapa de pre-incubacion antes de realizar una prueba de
inmunodiagnéstico de una muestra objeto con una diana de la enfermedad autoinmunitaria.

Para los fines de la presente invencion, el antigeno derivado del DFS70 usado como antigeno de bloqueo puede ser
una proteina DFS70 de origen natural que se ha extraido usando técnicas de extraccién de proteinas bien conocidas
por los expertos en la materia. Alternativamente, en diversas realizaciones, la proteina o antigeno del DFS70 puede
ser un péptido sintético. En otras realizaciones, la proteina DFS70 puede ser un péptido recombinante producido a
través de técnicas de ingenieria molecular.

En realizaciones mas especificas, el antigeno de bloqueo del DFS70 de la presente invencion puede ser un antigeno
derivado del DFS70, en el que el antigeno de bloqueo esta compuesto de al menos un fragmento de la proteina
DFS70. Se ha informado por Ogawa y col. (Ogawa et al. 2004 J Autoimmun 23: 221-231) de una evidencia de la
variacion de la reactividad de los epitopos en antigenos derivados del DFS70 en el que los constructos de DFS70
que comprenden diferentes partes recombinantes de la proteina DFS70 se probaron para la autoantigenicidad. En
diversas realizaciones, el antigeno de bloqueo del DFS70 puede ser una proteina completa o un péptido
inmunogénico derivado del DFS70. Los antigenos peptidicos adecuados para la unién a autoanticuerpos anti-DFS70
en una muestra del paciente pueden disefiarse, construirse y emplearse de acuerdo con técnicas bien conocidas.
Véase, por ejemplo, Harlow & Lane Eds.,Cold Spring Harbor Laboratory (1988); Czernik, Methods in Enzymology,
201: 264-283 (1991); Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85: 21-49 (1962)). De acuerdo con esto, se contempla en la
presente invencion que la proteina DFS70, y los fragmentos de la misma, pueden ser adecuados para hacerlos
reaccionar como un antigeno de bloqueo en los procedimientos descritos en el presente documento.

Se contempla que las modificaciones y cambios pueden hacerse en la preparacion de un antigeno de bloqueo del
DFS70 y aun obtener una molécula funcional que codifica una proteina con caracteristicas deseables. Por ejemplo,
ciertos aminoacidos pueden sustituirse por otros aminoacidos en una estructura proteica sin pérdida apreciable de la
capacidad de unidn interactiva con estructuras tales como, por ejemplo, regiones de uniéon al antigeno de
anticuerpos o sitios de unién en moléculas de sustrato. Dado que la capacidad interactiva y la naturaleza de una
proteina es lo que define esa actividad funcional bioldégica de la proteina, algunas sustituciones de aminoacidos
pueden hacerse en una secuencia de la proteina y sin embargo obtener una proteina con propiedades similares. Por
tanto, se contempla que pueden hacerse diversos cambios en la secuencia de aminoacidos de diversos antigenos
derivados del DFS70 sin pérdida apreciable en su utilidad o actividad biolégica.

Pre-incubacién

Preparacion de una muestra objeto: En algunas realizaciones de la presente invencion, una muestra objeto que
consta de suero, plasma u otro fluido corporal como se ha descrito previamente se obtiene del sujeto para la pre-
incubacion con el antigeno de bloqueo. Ademas, la muestra objeto puede estar en diversas formas incluyendo, pero
sin limitacion, liquida, congelada, refrigerada, liofilizada y otras formas conocidas en la técnica. La muestra también
puede someterse a unas etapas adicionales de purificacion o tratamiento antes de y/o seguido de la etapa de pre-
incubacién en el presente documento.

En diversas realizaciones que se describen a continuacion, el uso de la expresion “solucién de DFS” se entiende que
incluye el antigeno del DFS70 y el antigeno derivado del DFS70 como se ha descrito anteriormente. En una
realizacion ejemplar, la solucion de DFS70 puede prepararse diluyendo el antigeno del DFS70 o el antigeno
derivado del DFS70 en un tampén para formar una solucién de DFS70. En otras realizaciones de la presente
invencion, el antigeno derivado del DFS70 puede prepararse en diversas formas incluyendo, pero sin limitacion,
liquida, congelada, refrigerada, liofilizada, inmovilizada en una fase sdlida mediante absorcion o unida
covalentemente y otras formas conocidas en la técnica.

Puesta en contacto de la muestra objeto con el antigeno derivado del DFS70: Una realizacion ejemplar de una etapa
de pre-incubacion consiste en preparar una solucion de DFS70 para usarse como diluyente, en la que una muestra
objeto se pone en contacto con la solucién de DFS70 para absorber los anticuerpos anti-DFS70. En realizaciones
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preferidas, la muestra objeto se pone en contacto con la solucion de DFS70 en condiciones eficaces y durante un
periodo de tiempo suficiente para permitir la formacion de complejos inmunitarios entre el antigeno del DFS70 y los
anticuerpos anti-DFS70 que pueden estar o no presentes en la muestra objeto.

Efecto de desenmascaramiento

En diversas realizaciones de la presente invencion, una de las ventajas proporcionadas por la pre-incubacion de una
muestra objeto con el antigeno de bloqueo es un efecto de desenmascaramiento que aumenta la precisiéon de las
pruebas de inmunodiagndstico. En realizaciones ejemplares, se consigue el desenmascaramiento de otros
anticuerpos cuando los anticuerpos anti-DFS70 en una muestra de un paciente se absorben mediante la adicién del
antigeno de bloqueo del DFS70 durante una etapa de pre-incubaciéon. Mas especificamente, la absorcion de
anticuerpos anti-DFS70 en la muestra del paciente evitara que el patrén del DFS70 emerja en las pruebas de
inmunodiagnéstico con una diana de la enfermedad autoinmunitaria, evitando de este modo ocultar los patrones de
fluorescencia pertenecientes a otros anticuerpos. Por lo tanto, el bloqueo de la aparicion del patrén del DFS70 en los
resultados de inmunodiagndstico permite la identificacion mejorada de otros autoanticuerpos asociados con la
autoinmunidad sistémica. En particular, el bloqgueo de los patrones del DFS70 permite la identificacion de
autoanticuerpos que de otro modo no podria haber sido lograda, permitiendo una interpretacion mas facil de los
resultados de la prueba y por lo tanto diagnosticos mas precisos de los pacientes con enfermedad autoinmunitaria.

Formato de ensayo

Los procedimientos de ensayo de fase solida y liquida utiles conocidos en la técnica pueden utilizarse con la
presente invencion. Mientras que un ensayo particular que se ha descrito en el presente documento es un ensayo de
inmunofluorescencia, la presente invencion no se limita especificamente a este tipo de ensayo.

Otros inmunoensayos bien conocidos que pueden adaptarse para detectar el nivel de autoanticuerpos en una
muestra que se hace reaccionar con un antigeno incluyen ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA),
ensayo inmunoabsorbente fluorescente (EIF), ensayo inmunoabsorbente quimioluminiscente (EIQ),
radioinmunoensayo (RIE), técnicas de inmunoensayo enzimatico multiplicado (TIEM), radioinmunoensayo en fase
sélida (RIEFS), inmunotransferencia, reacciones de precipitacion de difusion en gel, ensayos de inmunodifusion,
inmunoensayos in situ (por ejemplo, usando marcadores de oro coloidal, enzimas o radiois6topos, por ejemplo),
transferencias Western, reacciones de precipitacion, ensayos de aglutinacion (por ejemplo, ensayos de aglutinacion
en gel, ensayos de hemaglutinacion, etc.), ensayos de fijacion del complemento, ensayos de inmunofluorescencia,
ensayos de proteina A y ensayos de inmunoelectroforesis, etc. Cualquier tecnologia de ensayo que resulte en una
sefial impartida por la reacciéon de los autoanticuerpos con un antigeno heterogéneo de la presente invencion se
considera en diversas realizaciones de la presente invencion. Cada uno de los procedimientos de ensayo puede
emplear técnicas de anticuerpos individuales o dobles en las que se utiliza un medio indicador para sefalizar la
inmunoreaccion y de este modo la uniéon de un autoanticuerpo para detectarse con un antigeno heterogéneo
derivado del DFS70 de la presente invencion. Para una revision de los diferentes inmunoensayos que pueden
usarse, véase: The Immunoassay Handbook, David Wild, ed., Stockton Press, Nueva York, 1994. Un imunoensayo
competitivo con separacion en fase solida o un ensayo inmunomeétrico para la prueba de anticuerpos es otro ejemplo
de ensayo adecuado para su uso en la presente invencion. Véase, The Immunoassay Handbook, capitulo 2 y
Maggio, Enzyme Immunoassay, CRC Press, Cleveland, Ohio (1981); y en Goldman, Fluorescent Antibody Methods,
Academic Press, Nueva York, N.Y. (1980).

Por ejemplo, una tecnologia general de ensayo determina la presencia, y preferentemente la cantidad, de
autoanticuerpos en una muestra de fluido bioldgico en tres etapas. Primero, la muestra de fluido bioldgico se mezcla
con un antigeno para formar una mezcla de inmunoreaccion. El antigeno preferentemente se une operativamente a
un soporte sélido de manera que la mezcla de inmunoreaccion tiene tanto una fase liquida como una fase sélida. A
continuacion se mantiene la mezcla de inmunoreaccién en condiciones bioldgicas de ensayo durante un periodo de
tiempo, normalmente predeterminado, suficiente para formar un complejo antigeno-autoanticuerpo en la fase sélida.
En los formatos de ensayo heterogéneos, los reactivos normalmente se separan tras el periodo de mantenimiento,
normalmente lavando y reteniendo la fase soélida. En la ultima etapa se determina la presencia y preferentemente la
cantidad del complejo formado en la segunda etapa y con ello la presencia o la cantidad de autoanticuerpos en la
muestra del fluido biolégico.

La prueba de anticuerpos antinucleares fluorescentes (ANNF) se ha disefiado por George Friou, M. D. en 1957 y es
una prueba de deteccion sensible usada para detectar autoanticuerpos (Friou, GJ 1962 Arthritis Rheum 5:407-410).
Los ANN se encuentran en pacientes con una variedad de enfermedades autoinmunitarias, tales como pero sin
limitacién lupus eritematoso sistémico, sindrome de Sjogren, artritis reumatoide, polimiositis, dermatomiositis,
esclerosis sistémica, tiroiditis de Hashimoto, diabetes mellitus juvenil y enfermedad de Addison vy fibrosis pulmonar.
Los ANN también pueden encontrarse en pacientes con infecciones crénicas o cancer. Muchas medicaciones
incluyendo procainamida, hidralazina y dilantina pueden estimular la produccién de los ANN. La prueba de ANN se
solicita cuando alguien muestra signos y sintomas que se asocian con el LES u otro trastorno autoinmunitario. Las
personas con trastornos autoinmunitarios pueden tener una amplia variedad de sintomas tales como febricula, dolor
en las articulaciones, fatiga y/o erupciones cutaneas inexplicables que pueden cambiar con el tiempo. En todos los
casos que se han mencionado anteriormente, y adicionalmente de acuerdo con los procedimientos y otros ensayos
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de inmunodiagnéstico descritos en el presente documento, la absorcion de los anticuerpos anti-DFS70 mejora
significativamente la precision de la ANNF.

Los ANN generan una amplia variedad de patrones de tincion diferentes en células HEp-2, una linea celular que se
usa con frecuencia para la prueba de ANN. Algunos patrones son altamente indicativos para el autoanticuerpo
provocando el patrén de tincion (es decir, anticuerpos anti-centromero) mientras que otros no son indicativos para
una cierta especificidad del anticuerpo. Por lo tanto, se requiere de pruebas de confirmacién extensas para
identificar los anticuerpos presentes en la muestra.

Ha de entenderse que la presente invencién se aplica a una amplia variedad de procedimientos de deteccion, para
los que la etapa de pre-incubacién descrita a continuacién puede modificarse adecuadamente en consecuencia.

Ejemplos
Ejemplo 1
Preparacién de la muestra del paciente

El suero de los individuos sanos (n=124, 86 mujeres y 38 hombres) se obtuvo de una fuente comercial (Promedix,
Union, NJ). La edad media era de 37 afios (desviacion estandar 13,1 afos; 17-60 afios). Las muestras de los
pacientes con LES se recogieron en la facultad de medicina, Dalhousie University (Halifax, NS, Canada). El
diagnéstico de los pacientes con LES se establecié de acuerdo con los criterios de enfermedad de la AC. Los datos
de los pacientes se usaron de manera anénima considerando la ultima versiéon de la Declaracién de Helsinki sobre
principios éticos de la investigacion en seres humanos. La recogida de muestras de los pacientes se llevé a cabo de
acuerdo con las regulaciones del comité local de ética y donde la aprobacion por escrito necesaria se obtuvo de la
respectiva Junta de Revisién Institucional.

Ejemplo 2
Pre-incubacion con el antigeno de bloqueo

La secuencia de ADN que codifica para el fragmento de antigeno recombinante DFS70 se cloné en el vector de
expresion plExBac-3 y la proteina recombinante se expresé en células de insecto (células SF9, Invitrogen). La
preparacion de los fragmentos del antigeno recombinante DFS70 se baso en los procedimientos descritos en Ogawa
y col., (Ogawa y col. 2004 J Autoimmun 23:221-231). La purificacion del antigeno del DFS70 etiquetado con histidina
se hizo usando una columna de niquel. La pureza del antigeno se verific6 mediante electroforesis en gel y resulté
ser > 95 %.

El recombinante DFS70 se diluyo en PBS a una concentracién final de aproximadamente 0,6 mg/ml. Después la
solucion de DFS70 resultante se us6 como el diluyente de la muestra para absorber los anticuerpos anti-DFS70. El
suero de los pacientes con enfermedades autoinmunitarias sistémicas y de individuos sanos que previamente se
habian identificado como anticuerpo anti-DFS70 positivo (mediante QUANTA Flash DFS70) se diluyé 1/40 en a.)
PBS y b.) en solucion de DFS70. Después las muestras diluidas se probaron para los AAN en células HEp-2 (NOVA
Lite(R, INOVA Diagnostics, San Diego, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las muestras diluidas se
aplicaron a los portaobjetos y se incubaron durante 30 minutos. Los anticuerpos no unidos se retiraron mediante
lavado. Se afadid el anticuerpo secundario conjugado con isotiocianato de fluorosceina (ITCF). Después la
intensidad de la fluorescencia se midié usando un sistema de imagen digital (NOVA View®, INOVA Diagnostics, San
Diego, CA).

Ejemplo 3
Prueba de inmunodiagnéstico

La inmunofluorescencia indirecta se hizo usando células NOVA Lite™ HEp-2 (INOVA Diagnostics, San Diego, CA).
El suero se probé a una dilucion 1:40 de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La lectura de los portaobjetos
se llevo a cabo usando un sistema de imagen digital de IFI (NOVA View® Inova Diagnostics, San Diego, CA).

El ensayo QUANTA FlashTM DFS70 es un nuevo ensayo de quimioluminiscencia (QL) llevado a cabo en el
instrumento BIO-FLASH® (biokit s.a., Barcelona, Espafia). El ensayo usa el recombinante DFS70 como se descrlblo
anteriormente, también se usa actualmente solo para fines de investigacion y utiliza el instrumento BIO- FLASH® , que
contiene un luminédmetro, asi como todas las herramientas y los accesorios para la manipulacion del I|qU|do
necesario para llevar a cabo el ensayo.

Un ensayo de tipo QUANTA Flash™ se desarrollé usando recombinante DFS70 recubierto sobre particulas de latex
paramagnético. Antes de su uso, el paquete de reactivos que contiene todos los reactivos de ensayo necesarios se
invierte suavemente treinta veces. Después los tubos de reactivos sellados se perforan con el tapén del paquete de
reactivos. La muestra de suero de un paciente se prediluye con el tampén de la muestra BIO- FLASH® en una
pequefa cubeta de plastico desechable. Se combinan pequenas cantidades del suero diluido del paciente, las
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particulas y el tampon de ensayo todos en una segunda cubeta, se mezclan y después se incuban durante 9,5
minutos a 37 °C. Las particulas magnetizadas se sedimentan y se lavan varias veces seguido de la adicién de anti-
IgG humana conjugada con isoluminol y de nuevo se incuban 9,5 minutos a 37 °C. Las particulas magnetizadas se
sedimentan y se lavan repetidamente. El conjugado de isoluminol se oxida cuando se afaden a la cubeta una
solucion de hidréxido de sodio y soluciones de perdxido (“Activadores”) y el destello de luz producido de esta
reaccion se mide como Unidades Relativas de Luz (URL) mediante el sistema optico del BIO-FLASH®. Las URL son
proporcionales a la cantidad de conjugado de isoluminol que se une a la IgG humana, que a su vez es proporcional
a la cantidad de anticuerpos anti-DFS70 unidos al antigeno sobre las particulas.

Los anticuerpos para ADNdh, cromatina, SS-A (tanto Ro52 como Ro60), SS-B, ribosoma P, C1Q, RNP y Sm se
determinaron mediante los QUANTA Lite ELISA (INOVA, San Diego, US) todos llevados a cabo de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Ejemplo 4
Analisis de los resultados

Los datos se evaluaron estadisticamente usando el programa Analyse-it (Versiéon 2.03; Analyse-it Software, Ltd.
Leeds, Reino Unido). Se llevé a cabo la prueba de Spearman para analizar la correlacion entre el QUANTA Flash
DFS70 y el IFI con NOVA View. Los valores de p<0,05 se consideraron significativos.

En una cohorte de 251 pacientes con LES, se identificaron anticuerpos anti-DFS70 en 7 (2,8 %) de los pacientes.
Solo 1 de cada 7 pacientes no tenia otros anticuerpos detectables. Ademas, se encontraron anticuerpos anti-DFS70
en 11 de cada 124 (8,9 %) individuos aparentemente sanos.

Se probaron diez muestras QUANTA Flash DFS70 positivas, junto con una muestra en el limite mediante IFl. Se
encontré que las diez muestras positivas eran positivas por completo y la muestra en el limite era negativa. 7 de 7
muestras anti-DFS70 positivas de pacientes con LES también eran positivas mediante IFI.

Solo 1 de 7 pacientes (14,3 %) con LES anti-DFS70 positivo (o 1/251 con LES, 0,4 %) se volvieron negativos cuando
la dilucién de la muestra se preincubé con antigeno del DFS70. Por el contrario, 8 de 10 (80,0 %) individuos
aparentemente sanos se volvieron negativos cuando la dilucién de la muestra se preincubé con antigeno del DFS70.
Las dos muestras que permanecieron positivas tenian al menos un anticuerpo adicional.

La disminucion en la reactividad era significativamente mas pronunciada en individuos sanos comparado con los

pacientes con LES. Tras la inmunoabsorcion, la reactividad media era 24,5 % en individuos sanos y 64,3 % en
pacientes con LES comparado con los resultados anteriores a la absorcion.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para aumentar la especificidad de un ensayo de enfermedad autoinmunitaria basado en
anticuerpos que comprende las etapas de:

a. poner en contacto una muestra de suero o plasma con un antigeno derivado del moteado fino denso 70
(DFS70) para formar un complejo entre el antigeno derivado del DFS70 y los anticuerpos anti-DFS70 que
pueden estar presentes en la muestra;

b. hacer reaccionar la muestra con una diana de la enfermedad autoinmunitaria; y

c. detectar los anticuerpos para la diana de la enfermedad autoinmunitaria.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el ensayo de enfermedad autoinmunitaria basado
en anticuerpos es una prueba de anticuerpos antinucleares (ANN).

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el ensayo de enfermedad autoinmunitaria basado
en anticuerpos se selecciona del grupo que consiste en un ensayo inmunoabsorbente fluorescente (EIF), un ensayo
inmunoabsorbente quimioluminiscente (EIQ), un radioinmunoensayo (RIE), un inmunoensayo enzimatico
multiplicado, un radioinmunoensayo en fase sélida (RIEFS), un ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFl) y un
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).

4. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el antigeno derivado
del DFS70 es la SEQ ID NO: 1.

5. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el antigeno derivado del
DFS70 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9.

6. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el antigeno derivado del
DFS70 es un fragmento de la secuencia de aminoacidos del DFS70 (SEQ ID NO: 1).

7. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el antigeno derivado
del DFS70 se prepara diluyendo, en solucion, antes de la etapa b, un antigeno derivado del DFS70.

8. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la diana de la
enfermedad autoinmunitaria es una molécula asociada con una enfermedad autoinmunitaria sistémica.

9. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la diana de la
enfermedad autoinmunitaria es una molécula asociada con una enfermedad del tejido conectivo.

10. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que la enfermedad del tejido conectivo se selecciona
del grupo que consiste en: lupus eritematoso sistémico (LES), polimiositis (PM), esclerosis sistémica y enfermedad
mixta del tejido conectivo (EMTC).

11. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la deteccion de los
anticuerpos para la diana de la enfermedad autoinmunitaria es usando un marcador seleccionado del grupo que
consiste en un fluorescente, una enzima, un quimioluminiscente, un fotosensibilizador y particulas suspendibles.

12. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la etapa de poner
en contacto la muestra de suero o plasma con un antigeno derivado del DFS70 para formar un complejo entre el
antigeno derivado del DFS70 y los anticuerpos anti-DFS70 que pueden estar presentes en la muestra, bloguea la
aparicion de los autoanticuerpos anti-DFS70 en los resultados del ensayo de enfermedad autoinmunitaria basado en
anticuerpos.

13. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la etapa de poner
en contacto la muestra de suero o plasma con un antigeno derivado del DFS70 para formar un complejo entre el
antigeno derivado del DFS70 y los anticuerpos anti-DFS70 que pueden estar presentes en la muestra proporciona
una identificacion mejorada de otros anticuerpos en la muestra objeto.

14. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el antigeno derivado del DFS70 se purifica de una
fuente natural, se produce de forma recombinante o se prepara sintéticamente.
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