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REF.: 58~-02-D

Se deseribe wn método para detectar anticuerpos

frente a dcido desoxirribonueleico natural (n-DNA), anticuer

pos anti-ndcleos, anticuerpos frente a proteinas que no con-

tienen histona, factores reumatoides, anticuerpos frente a
tiroglobulina, y un ensayo inmuno~fluorescente para tal de-
teceidn. E1 método comprende la incubscién de un con;;ugado .
insoluble de albdmina de suero bovino metilada (mBSA ;—écldo
desoxirrivonucleico natural (n~DHA) u owos sus t;ratos con sue

ro de pacientes con lupus eritematosus sistémico (SLE) u -
otras enfermedades autoinmunes durante un periocdo de tiempo
suficientemente largo, el 1§.vado del precipitado o flocula-
do, la separacién y descartado del mismo del fluidb' 'ox“ie S0~
brenada., la adicidn de wm anticuerpo anti*inmunoglob.ﬂina
marecado con fluoresceina. al floculado lavado y la mcubaclén
de la mezcla marcada durante un periodo 1o suficielrhemente
largo, lavado del floculado incubado y separacidén del mismo
del fluido sobi‘enadante, 1z suspensidn de 13; pasta en un me-
dio 1fouido para determinar la fluorescencia del floculado,-
la cual es proporcional a la "concen'bracién de anticuerpos
frente al dcido desoxirribonucleico y otras muesiras en el
suero. El eonjugado insoluble de albimina de suero bovino me
tilade (mBSA)~dcido desoxirribonucleico natural (n-DNA) retie
ne 1a forma de doble hélice del doido desoxirribonucleico na
tural (n-DNA). |

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

‘Esta invencién se refiere e ensayos inmumofluo-
rescentes y, mds particularmente, a un ensayo inmumofluores—
cente indirecto en fase sélida (SPIIF) para 1la deteccién de:
anticuerpos humorales frente 8l deido desoxirribonucleico na~
turel (n-DNA). -
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un codgulo fibroso, compacto, gue es virtualmente imposible

El empleo de albumina del suero bovino metilada
(mBSA) como vehiculo para el 4cldo nucleico con fines de in-
munizacidn, se conoce ya desdé hace una década (Plescia y
otros Proc. Nat. Acad. Sei. 52, p. 279, 1964). La albimina
de suero bovino metilada (mBSA) se ha utilizado tambien en

procedimientos de fraccionamiento para la pufifiéacién de

decido nucleico (Mandell y Hershey, Analytical Biochemistry 1]

p. 66, 1960). _ .

 La formecidén de los conjugados de écidn'ﬁesoxirqi
bonucleico (DNA)-albimina de suero bovino metilada fueron
deseritos por primers vez por Flescia y otros (Proc. Nat.

Acad. Sei. 52, p. 279, 1964). El primer objeto de e;st_os in-

veatigadores fue promover anticuerpos frente a'DNArdesnamurah

lizado (una hélice) y para cogjugados insolubles m%ﬁ@époli
nucleotidos mds pequefios. g
Hasta la‘presente invencidn, no se ha utilizado
un precipitado (es decir, un conjugado) de albimina de suero
bovino metilada (mBSA)-deido pésoxﬁnibonucleico natural (n-
DNA) como sustrato para detectar anticuerpos frente a n-DNA.
In vez de esto, las autoridades han aconsejado no emplear
conjugados mBSA-n-DNA para inmmigzaciones. Como ha sido se~-
fialado por Plescia y otros (Proe. Nat. Sei. 52, p. 279, 1964
"La mezcla de mBSA con DNA natﬁral de lugar a la formacidn de

de inyectar®.

Los medios convencionales utilizados para detec~
tar anticuerpos frente a DNA natural incluyen radioinmunoen-
sayoé (RIA) y ensayos de aglutinacién de latex. Sin embargo,
el primer méitodo es bastante caro y consume demasiado tiem-

po y €l Ultimo es poco sensible.

. 4
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Con objeto de superar estas desventajas se nece-
sitaba un método barato y sensible que no consuma tiempo.
Este método es el proporcionade por la presente invencién

tal como se sefiala y describe 2 continuacién.

El método presente ds detectar y/o determinar
cuantitativamente anticuerpos anti~dcido desoxizribonucleico
- natural (n~DNA) y otros, en suero de varics pacientes especi|

ficamente afectadosy, comprende las siguientes etapa;é':”

A,

B

D,

" separacién de la misma del fluido sobrenadan

RESUMEN DE LA TNVENCION

g

*

incubacidn de un conjugado insolublc de al-
bimina bovina metilada (mBSA)=-deido ::iésoxirj._
bonucleico natural (n-DNA) con el suevo de
un paciente con lupus érythemaitosis\‘éﬁtemé
tico (SIE) dureante un periodo de tiempo Su-
ficientes | |

1avé,6.o de diche mezcla floculada de suero y

te; .

adicién de ur; anticuerpo anti-inmunoglobuli-
na marcada con fluoresceins al floculado la-
vado e incubacién de la mezcla marcada duran
te un periodo de tiempo suficiente;

lavado de dicho floculado incubado y separa-
cién del mismo del fluido sobrenadante; y
suspensidn de la pasta de mezcla de anti-
cuerpe en un medio de lavado y determinacidén
de ls fluorescez:xcia del floculado, la cual eT
proporcional a la concentracién de dichos an
ticuerpos frente a dicho deido desoxirribonu-|-

cleico (DWA).
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Segin la presente invencidn, los anticuerpos an
$i-DNA son detectados por un ensayo inmunofluorescente indi-{
recto en fage sélida que comprende un conjugado estable e in
soluble de BSA metilada y 4cido desoximribonucleico natural dJ
doble hélice (n-DNA).

Se pueden preparar otros conjugados insolubles

>
,,,,,

humana o un extracto de nucleos de timo de ternera'(GTE) con
BSA metilads. Estos conjugados insolubles se utiliééﬂipomo
sustratos para la deteccién de factores reumatoideé;:éhtiﬂ
cuerpos anti-tiroglobulina y anticuerpos anti-micleos, res-
pectivamente, en el suero dé pacientes que sufren de-enfer-
medades autoinmmes. , -

DESCRIPCION DE TOS ASPECTOS PREEERIDdS

El presente método emplea un conjugado’éétable,
insoluble, de albimina de suero bovino mefilada (mBSA)~dcido
desoxﬂribonuoléico natursl (n~-DNA) en ensayos- inmmofluoreg
centes indirectos en fase sélida para la deteccidén de anti-
cuerpos frente a deido desoﬁfribonucleico natursl (n-DNA).

Segtin un aspecto de la presente invencidn, se in
cuban cantldades iguales del conjugado de albimina de suero
bovino metilada (mBSA)-fcido desoximribonucleico natural (n-
DNR) y el suero de un paciente con lupus erythematosus sis-
téﬁiéo (SLE) durante un periodoe de tiempo suficientemente
largo. La mezcla incubada se lava despues con wna solucién y
se separa de*lé misme el fluido sobreng@ante. Despues, se
affade wn snticuerpo anti-inmunoélobulina, maxrcado con fluo-
resceina, al floculado lavade y la mezels mercada se incuba
durante un periodo de tiempe suficiente. Se lava despues el
floculado inéubado y @e separa del mismo el fluido sobrena-

. L]
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dante,

Se suspende una pasta de la mezela de anticuerpo

en wn medio de lavado y se determina la fluorescencia del

floculado a 430/520 nm por excitacidn y emisidén, respectiva-

mente, Ya que la flucrescencia del floculado es proporcional

8 la concenlracién de antlicucrpos frente al dcide desoxird-

. bonucleico natural (n-DHA), estos anticuerpos (n—Dﬁﬁ} ﬁueaen

detectarse,

| La mezela incubada puede lavarse con uﬁfﬁé@io de
lavado tal como albﬁmina gue contilene solucin salinéfcon
tampén de fosfato (PBS). Se marea el ambicuerpo anti~inmumo

globulina (anti-inmmoglobulina G o anti~inmmoglovulina M) -

- con un agente fluorescente tal como isoticcianato de” Tluoreg

ceina,
Los valores de fluoraescencia obtenidos para el
suerc procedente de un paciente con lupue erythematosis eig

témico (SIE) se comparan con los valores de fluorescencis de

- wna lfnea de base para el suero de control normel., lLa dife-

rencia de fluorescencia de 163 sueros proporciona la base
para la determinaci6n de los enticuerpos frente al dcido de
soxirdbonueleico natural (n-DNA) en el suero de lupus ery-
thematosus sistémico (SLE).

. _ El ensayo empleado para detecctar anticuerpos en
un suero es un ensayo inmumofluorescente indirecto en fase
86lida que comprende un conjugado.estable e insoluble obtg
nido a partir @e un‘polimero soluble seleccionado del grupo
que conoigte en deido desoxirpibonucleico natural de doble
hélice (n-DNA), inmunoglobulina ¢ de conejo (IgG), tiroglo-
bulina humena, y un extracto de nuéleos de timo de texrmera

insolubilizado con glbdmina metilada de suero bovino (mBSA).
‘ 3 ’ -
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Segin la presente invencidn, cuando el polfmero
goluble es deido desoxinibonucleico natural (n~DNA), el en-
sayo es para detecclidén de anticuerpos frente a deido desoxi

rribonucleico natural (n-DNA) en lupus erythematosus sistémi,

co.

En otro ensayo en el cuel el polimero soluble oo

‘a6

inmmoglobulina ¢ de conejo (IgG), se utiliza el ensayo para
detectar onticuerpos frente a inmumoglobulina G (Igéi;fal co,
mo sucede con la artritis reumatoide. Cuando el po;iﬁero So-
luble es tiroglobulina humana, el ensayo se emplea ﬁéfg de~-
tectar anticuerpos frente & tiroglobulina en la tir&iéitis
autoinmme. El extracto de nucleoé de timo de terneiqjinso~
lubiiizado gse emplea para detectar anticuerpos,antifndéleos.
Segin el presente ensayo, Se pueden utixizér

otros materiales solubles con la albUmina de suero'fOQino me
tilada (mBSA) para formar el conjugado insoluble necesario
para la deteccidn de anticuerpos frente a antigenos en variag
enfermedades. Estos materiales solubles incluyen albiimina mg
tilada de suero humeno (mHSA) y un extracto de nucleos celu-
lares soluble tal como Antfgeno Nuclear Extraible (ENA), pa-
ra diagnéatico de enfermedades de tejido cohjuntivo mixto.

_ . En el conjugado insoluble la albimina metilads
de suero bovino (mBSA) puede sér sustituida en la insolubi-
lizacién de polimeros solubles (por ej. n-DNA)., Se ha visto
gue cuando la albimina metilada de suero humano (mHSA) sug-
tituye a la elblimina metilada de suero bovino (mBSA), se ob-
tienen excelentes conjugados. Hay muy poca diferencia en la
deteccidén de anticuerpos cuando se emplea albimina metilada
de suero humano (mHSA) para insolubilizar los polfmeros solu
bles..

L]
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El precipitado insoluble, es decir, conjugado,
de albimina metilada de suero bovino~dcido desoxirrbonuclei-
co natural (n-DNA) retiene la forma de doble hélice de la
n-DNA original, tal como se demuesira por un endlisis de la
fluorescencia de wna nuestrs del preoipitado, realizado se-
gin el métodc Ge Morgan y Pulleyblank (BioChem. Biophis. Res
Commications 6, 1974, p. 346). o

El precipitado mBSA-n-DNA (es decir conjugado)

. e comporta en 6l ensayo de forma similar al 4eido desoxiryi-

bonucleico natural (n~DNWA) antes de su incolubilizacidn. Es

decir, ous el conjugado retienc propiedades fluosrescentes a

vn pH alto aue son caracteristicas del deido desoxirzibonue

cleico natursl de Goble hélice [n-~DWA).
Ademds, el conjugado insoluble de albimins meti-
lada de suero bovino o albdmina metilada de suerc humano y

un polfmero insoluble (por ej., n-DNA) retiene la antigeni-

cidad del polimero soluble. Esto se ha demostrado con expe-

rimentos en los que la adioién de DNA soluble inhibe especi-

ficamente la reactividad de sueros de lupus con el floculado

- insoluble mBSA-DNA, Ademds el precipiter el mBSA con n~DNA,

por ejemplo, se produce una firma copulacidén de manera que
no eg detectable nada de n-DNA soluble libre en los fluidoes
soﬁrena&antes despues de varios lavados. Segin esto el con-~
jugado (es decir mBSA-n-DNA) es muy estable.

Los siguientes ejemplos se dam para ilustrar los
agpectos preferidos y las ventajas de la presente invenciédn.

EJEMPLO 1
Sintesis del conjugado de albimina de

suero bovino metilada (wBSA)-deido de
goxirribonueleico natural (n~-DA)

Segin la presente inveneidn, el conjugado para

4
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la deteccidén de anticuerpos frente a deido desoxirribonuclei-
co natural se prepars como se sefiala a continuacidn.
Se disuelve el dcido desoxirdbonucleico natural

(n=DNA) procedente del timo de termera; Escherichia coli,

o esperma de salmén en una solucién salina con tampén de fog
fato (PBS) o una concontracién de 1,0 mg/ml. Despues, la al-
blmina metilade de suero boviﬁo (mBSA) se disvelve en Agua a
una concentracién de 10 mg/ml. Se mezclan las dos scluciones
en mwa relacidén Gptima previemente estableeids pard in méxi-
mo en la precipitacidn /700 wl de mBSA (10 mg/ml) por 1 mg
de #~DNA7, y se incuba a 37°C durente dos horas. '

Se lava ¢l precipitado con PBS por centrifuga~
eién hasta que no se detecta nade de fcido desoxirrhonuelei
co natural litre (n-DNA) en el fluido sobrenadante descarta-
do. Se suspende la pasta en FPBS. Se homogeiniza el- flcculado
gtilizando un triturador de tejido de vidrio para obtener
una suspensién mds uniforme, y se normaliza ia concentracidn
del floculado empleando un fluorémetro Turner‘430 a 490/520
mm (Aexcitacién/A emisién) yqa 540/590 nm con bromuro de ety
dium.Se centrifuga la suspensién y se suspende en un volumén
apropiado de FBS suplementado con 5% de BSA. Se divide la
sgspensién en partes alicuotas de 5,0 ml y se liofilizan.
Déspues de reconstituida, sSe ensaya la suepensién en cuanto
gl deido desoxirribonucleico natural libre (soluble) (n-DNA)
por adicidén de bromuro de ethidium al sobrenadante claro des
puea de centrifugacién. No hay (n~DNA) libre ¥y correspon~
dientemente no se obsexrva potenciacién de la fluorescencia
& 540/590 rm. |

Este conjugado insoluble se prepara para la de-
teccibén de anticuerpos frente a dcido desoxircbonucleico na-

. b}
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~10 ~

tural (n~DNA) en el suero de pa;t-::ien'tes con lupus erythemato~
sus sistémico (SLE).

Los conjugados insolubles de inmxmaglo‘bulina G
de conejo (ZgG)-mBSA, tiroglobulina humana-mBSA, y CTE-mBSA
gse preparan egencialmente por el mismo procedimiento que el
sefialado antes. Las ynicas diferencias son las relaciones 6p
timas de wBSA a IgG, tiroglobulina, o CIE y la adicidn de
0,2% de glutaraldehido para estabilizacidn del flociiiééov re_
sultante. _

EJEMPLO_2 R

.
“aa

Deteccidén de finticuerpos Anti-dcido de- .
soxirribonucleico naturasl (n-DNA)

SR

Se incuban en un tubo de ensayo de borosilicato
100 pl de conjugado de albvmina metilada de suero boy:i.po

(mBSA)-n-DNA con 100 1 de una dilucién apropiada c»ié‘ﬂsuero

- (es decir 1:2, 1:4 6 1:10) de un paciente con lupus ‘arythe=-

matosus sistémico (SLE). Se incuba la mezcla durante treinta
minutos a la temperatura ambiente, Se lava la mezela tres
veces por cqntrifugacién con una solucidn salina de tampén
fosfato (PBS), esto es, se afiaden 4 ml de PBS, y se centrify
ge el tubo de ensayo a 2000 xg y se aspira el fluido claro
sobrenadante. '

‘ ' Se ‘aflade anticuerpo anti~-inmumoglobulina marca~
da con fluoresceina, 100 nl de una dilucidn apropiada (es .d_e__
cir, 1:400) y se incuba 'a tem;)era.tura ambiente durante 30 mi
nutos. Se lava dos veces la mezé:la ﬁocﬂaﬁa de antiouerpo
marcado por centrifugacidn.

Se suspende la pasta de mezela floculada de an-
ticuerpo en 2,0 ml de PBS y se determina la fluorescencia a

490/520 nm por excitacidn y emisién respeciivemente. Este en

' Y
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-11 .

sayo Tluorométrico se 1leva a cabo utilizahdo un eapectro-
fluorémetro equipado con monocromadores, es decir, un fluord
metro Turner 430, |
Los valores obtenidos para el suero de pacientes
con lupus erythematosus sistémicos (SIE) se comparan con una
1linea de base para suero normal de control.
FEJEMPLO PP

Pruebas de fluoroinmuncensayo e

El fluoroinmmoenseyo como el que se hd“ééscri~
to antes en el Ejemplo 2, se emples paré detectar lﬁsfﬁntiw
cuerpos frente a n-DNA en el suero de‘pacientes con “Jupus
erythematosus sistémico (SIE). Con objeto de detectar.apro—
piadamente los anticuerpos en’el suero‘(SLE), se ensaya tam
bien el suero de pacientes normales. -

A continuacidén se da una lista de valé:Qdee sue

ro normal de control, cada uno de diferentes individuo, jun-

to con la desviacién media y patrén, que es wna medida de la

reproducibilidad del enéayo.'Estos datos me obtienen emplean

do el fluorometro Turner 430: ELl suero se diluye 1:4.

Fluorescencia del sueroc de un paciente normal
Némero de la muestra % FV490/SI20u
1 , 0,175
2 0,180
3 0,185
4 0,185
5 - 0,170
6
7
8

0,175

0,185

0,175
media + 8D = 0,179 + 0,606
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- un aumento especifico de fluorescencia en los sueros SIE

- mide e¢s la de DHA y anticuerpos anti~DNA, se lleva a cébo la

-2 -

i) éntiouerpo empleado en este ensayo es anti-TglG humana
de cabra marcado con fluoresceina. '

Con objeto de comparar con los anteriores datos,
ge dan los valores siguientesAde la fluworescencia de suero
de pacientes SLE. Los valores se obtienen del suero de indi-
viduos con lupus erythematosus sistémico (SIE).

Fluorescencia de suero de pacientes SLE
Mimero de muestra . % P 490/520%
1 0,430
0,310
0,370
0,215
0,315
0,225
0,335
0,485

0 -3 O Ut W N

Zp anticuerpo utilizado para este ensayo es anti-IgG huma-
na de cabra marcado con fluoresceina.

Como se muestrs en las tablas anteriores, hay

cuando se comparan con la linea base de los sueros de con-
trol normeles.
| A partir de este experimento se puede concluir
que ¢l suero de pacientes SLE tiene anticuerpos frente a
n-~-DNA.
EJENPLO 4

Especificidad del fluoroinmunoensayo
en fase s6lidas de anticuerpos anti~DNA

Con objeto de determinar si la reaccién que se

4 ‘
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inhibicidn siguiente del experimentio de enlace., Se divide

el suero de vn vaciente con SIE y un control normal en vo-
1tmenes iguales de 100 ml. A cada parte alicuota de suero se
afiade 100 nl de wne solucidn aque contiene DNA librs (varian-
do entre O y 100 ng) y se incuba durante 1 hora a 372C. Des-
pues, se affaden 100 wl de mBSA-DNA a cada muestra y se lleva
3 cabo el ensayo como en el Ejemplo 2. S

Muestra de DHA soluble

suero afindido (ug) % F _(490/520) % Inhibicidn
Control 0 1,08 NA',_
1 1,08 n
5 1,10 . oM
\ 10 1,10 NA
50 " 0,88 o
100 . 0,84 NA
SIE 0- 5,02 0
T 3,62 35
5 . 3,55 37
10 i 3,22 45
50 1,85 79
' 100 | 1,58 86

NA = no aplicable

noe Se observa la inhibicién de anticuerpos de sue-

roé SLE a mBSA-DNA al pre~inéubar los sueros con DNA solublel

El grado de inhibicién és proporcional a la concentracidn

del inhibidor. |
EJEMPLO 5

Comparacién de la Inmunofluoresééncia indirecta en
fase sdlida (SPIIF) y el Radioinmunoensayoc (RIA)

Con objeto de comparar la sensibilidad del pre-

sente fluorcinmunoensayo con la del radioinmunoensayo (RIA),
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sSe hé ensayado el suero de diez pacientes SLE empleando el
fluofoinmunoensayo en fase s6lida (SPIIF) y un equipo de ra-
dioinmunoensayo (RIA) distribuido por Amersham/Searle. A con
tinuacibn se dan los resultados de los ensayos.,

El radioinmunoensayo (RIA) cmplea deido deSOXl~

rrlbonucleico (DNA) maxrcado con I125

" Nimero de muestra SPIIF (% F) RIA (% enlacé)_

LI SR,

1 0 11 .

2 £33 . . 120 .
3 58 88 -

4 35 58
5 0 : 2
6 t o
7 67 13 -
8 10 0

9 130 ) 120

10 62 : 15

Como se muestra en la tabla anterior, el ensayo
SPIIT es tan sensible como el ensayo RIA.
EJEMPLO 6
Deteccién de Anticuernos Anti-micleos em-

pleando un extracto de ndcleos de timo de
ternera insolubilizado con mBSA

Se purificen micleos de timo de ternera y se ex
trae el material nuclear sénicamente a 60 KHZ durante 3 mi-
nutos en tampén de fosfato hipotdénico. Se érecipita el ex-
tracto de mficleos con mBSA ¥y se lava una vez con una Solu-
cidn de glutaraldehido al 0,25%. Se utiliza el preeipitado
como sustrate para detectar los anticuerpos anti-nlcleos em-
pleando el mélodo descrito en el Ejemplo 2. Ademds se iden-—

tifican los sueros ANA positivos empleando un recipiente de |

3
4
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~15.

tapa deslizable gque se encuentra en el comercio y la concen

tracién de anticuerpos asi determinada se expresa como

Muestras de Inmmofluorescencia en fase
suero Conc. ANA 86lida
Anti-vG Anti~yM
Control 0 0 0
ANA +
1 1:20 29 | 5
2 1:80 24 99
3 1:640 47 | 38
4 1:1280 87 63"

Los anticuerpos enti-micleos de la clase Igt y
IsM son detectables empleando el fluorqinmunoensayo”entfase
s61ida. Ias muestras de suero muy concentradas preséniﬁn pTO
porcionalmente una elevada fluorescencia. En alguncé'basos
(véase muestra 1:80), la titulacién obienida empleando, el
equipo que se encuentra en el comercio falla al revelar la
prevalencia de une clase de anticuerpos (IgM) sobre otra.

En resumen, la Patente de Imvencidn que se¢ so=
i .

" licita, deberd recaer sobre 188 siguientes:

REIVINDICACIONES

1.~ Un método para detectar anticuerpos selec-
cionados del grupo formado por anticuerpos frente al &cido

desoxirribonucleico natural de doble hélice, anticuerpos

frente a la inmunoglobulina G de conejo, anticuerpos fren-

te a la tiroglobulina humeana y anticuerpos frente a los ex-
tracfos de timo de ternera en suero, que comprende:

a) incubar un conjugado insocluble de albimina me-
tilada de suero de bovino con un antigeno seleccionado del
grupo formado por: acido dosoxirribonucleico natufal de do-
ble hélice, inmonoglobulina G de comejo, tiroglobulina humz

.
:
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N

na y extractos de timo de ternera con un suero de un pacien-
te durante un periodo de tiempo suficiente, formandose asi
un floculado de suero; ' ‘
b) lavar dicha mezcla_floculada de suero y separar
de la nisma el fluido sobrenadante;
¢) agregar un anticuerpo anti;inmunoglobulina.parca—

PUARY

do con fluresceina al floculado lavado e incubar la mezcla

»

marcada durante un periodo suficiente de tiempo;

B R )

- an

d) lavar dicho floculado incubado y separar,ﬁel

-
-

mismo el fluido sobrenadante; y

e) suspender el floculado en un medio de lavado y

determinar la fluorescencia del mismo, que es proporcionar a

la concentracién de dichos anticuerpos. . B

2.- Un método segin la reivindicacién 1, ceracte-
rizado porque dicho antigeno es &4cido desoxirribonucléico
natural ¥y iqs énticuerpos son anticuerpos frente al &cido
desoxirribonucleico natural en lupus erythematosus sistémico

3.= Un método segin la;reivindicacién 1, donde di-
cho antigeno es inmunoglobulina G de conejo, y dichos anti-
cuerpos son anticuerpos frente a la inmunoglobulina G en
artritis reumatoide. ‘

_ 4.~ Un método seglin la reivindicacidn 1, donde di-
cho antigeno es tiroglobulina humana y dichos anticuerpos
son anticuerpos frente a la tiroglobulina en tiroiditis
autoinmune.

, 5.~ Un método segun la reivindicacidén 1, donde di
cho antigeno es un extracto de micleos del timo de ternera

v los anticuerpos son anticuerpos anti-micleos.

6.~ Un método seglin laz reivindicacidén 1, donde. el
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conjugado insoluble obtenido de suero bovino metilado y el
antigeno retienen la especificidad aﬁtigena de dicho anti-
geno.

| 7.~ Un método segin la reivindicacidn 1, donde
.gla albimina de suero humano metilada, sustituye a la albi-
mina de suero bovipo metilada.

8.~ Un método segin la reivindicacién 1, dondé un
extracto de ntcleos celulares soluble sustituye a diyhb ele-
mento.

9;- Un método segin la reivindicacidn 8, déﬁdé
dicho extracto de nicleos celulares soluble. es antigéno nu-
clear extraible. |

10.- Un método seglin la reivindicacién 9, donde
dicho antigeno nuclear extraible se utiliza en'un eﬁaayo
para la deteccidén de anticuerpos para enfermedadeslde7te-
Jjido cohjuntivo mixto. ‘

11.- Sé reivindica por dltimo como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita:

" UN METbDO PARA DETECTAR ANT%CUERPOS ",

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente memoria descriptiva que consta de diecisiete pagindg
mecanografiadas.

Madrid

AS
s
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