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DESCRIPCION
Ensayo para determinar la ocupacién del receptor in vivo
Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a métodos para medir directamente la ocupacidn del receptor in vivo en tiempo real
mediante un compuesto unido covalentemente en el lisado de sangre. Mas especificamente, la presente invencion
se refiere a la medicidon de la ocupacion del receptor de BTK in vivo en tiempo real como biomarcador
farmacodinamico para el desarrollo de farmacos clinicos.

Antecedentes de la invencion

El descubrimiento y desarrollo de farmacos es un proceso largo y de alto riesgo. Se ha estimado que el costo
promedio de desarrollar un nuevo medicamento exitoso es de hasta 2.600 millones de ddlares debido al fracaso de
innumerables farmacos candidatos durante el proceso inicial de descubrimiento y desarrollo, y se estima que la tasa
de supervivencia general del farmaco candidato que ingresa a los estudios clinicos es inferior al 12 % (Informe de
PhRMA, "Biopharmaceutical Research & Development: The Process Behind New Medicines", 2015). Los principales
problemas que provocaron el fracaso de estos farmacos candidatos estaban relacionados con una eficacia clinica
insuficiente o nula durante la fase final del desarrollo, en particular durante los ensayos clinicos de prueba de
concepto (fase Il) (Kola, I., et. al., J. Nature Reviews. Drug Discovery 2004, 3, 711-715; Arrowsmith, J., Nature
Reviews. Drug Discovery 2011, 10, 87; Morgan, P., et. al., Drug Discovery Today 2012, 17, 419-424).

Se han disefiado muchos medicamentos de moléculas pequefias y productos biolégicos en desarrollo para mediar
en el sistema inmunitario. Por ello, estos farmacos candidatos a menudo requieren niveles de dosis muy bajos para
desencadenar la respuesta deseada. Por lo tanto, la comprensién temprana de las propiedades farmacocinéticas
(PK) y farmacodinamicas (PD) de estos farmacos candidatos es crucial para determinar el intervalo de dosis
adecuado para los ensayos clinicos (Topalian, S. L., et. al., The New England Journal of Medicine 2012, 366, 2443-
2454; Brahmer, J. R., et. al,, The New England Journal of Medicine 2012, 366, 2455-2465; Tolcher, A. W., et. al,,
Journal of Clinical Oncology: Official Journal of the American Society of Clinical Oncology 2009, 27, 5800-5807; Hua,
F., et. al., Journal of Clinical Pharmacology 2014, 54, 14-22; Rutgeerts, P. J., et. al., Gut 2013, 62, 1122-1130). Para
mejorar la eficiencia clinica y reducir los costos durante la fase de desarrollo de medicamentos, la medicién
cuantitativa del perfil PD es tan importante como el perfil PK para el disefio racional de ensayos clinicos. Esto es
especialmente cierto cuando el perfil PD cambia con mdultiples dosis.

Los ensayos de ocupacién del receptor (RO) miden la unién de una molécula a su proteina receptora (o diana) y
proporcionan datos cuantitativos que pueden usarse para generar un perfil PD (Liang, M., et. al., Cytometry B Clin
Cytom 2016, 90, 117-127). La medicién de RO es una determinacién critica para relacionar la eficacia con el
mecanismo en modelos animales preclinicos y en estudios clinicos. En la practica, la RO es particularmente util para
tomar decisiones sobre el aumento de dosis en el estudio primero en humanos (FIH).

La tirosina cinasa de Bruton (BTK) desempefia un papel clave en la transduccién y activacién de sefiales a través de
las rutas de receptor de linfocitos B, receptor Fc y RANKL (Seiler, T., et. al., Expert Opin Investig Drugs 2017, 26,
909-915; Whang, J. A, et. al., Drug Discovery Today 2014, 19, 1200-1204). Para farmacos basados en anticuerpos,
la RO generalmente se monitorea mediante citometria de flujo utilizando anticuerpos que compiten con la molécula
diana para la medicion del receptor libre y anticuerpos no competitivos para la medicién del receptor total (Liang, M,
et. al., Cytometry B Clin Cytom 2016, 90, 117-127; Woska, J. R., Jr., et. al., Journal of immunological methods 2003,
277, 101-115). Sin embargo, para antagonistas de moléculas pequefias, no existen reactivos de anticuerpos para la
deteccién directa del receptor ocupado mediante citometria de flujo. Anteriormente, la RO de BTK de ibrutinib en
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se determiné utilizando una sonda de afinidad fluorescente que
se unié al sitio de ocupaciéon activo de BTK libre (no ocupada), seguido de deteccibén mediante SDS/PAGE vy
escaneo de gel fluorescente (Honigberg, L. A.; J. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 2010, 107, 13075-13080). El ensayo basado en sonda de afinidad fluorescente solo puede
determinar la cantidad de BTK libre, por consiguiente, se requiere un ensayo adicional mediante
inmunotransferencia tipo Western para medir la BTK total. Debido a la gran cantidad de muestras generadas en
estudios clinicos, el uso de dos plataformas de ensayo no es practico. Ademas, el método carece de comparabilidad
directa entre la medicién no unida y la medicién total, lo que da como resultado una alta variacién del ensayo.

Recientemente, se ha informado y utilizado un ensayo de RO de BTK basado en ELISA que utliza una sonda
covalente biotinilada en un estudio clinico con acalabrutinib y CC-292 (Barf, T., et. al., The Journal of pharmacology
and experimental therapeutics 2017; Evans, E. K., et al, The Journal of pharmacology and experimental
therapeutics 2013, 346, 219-22). En este enfoque, sélo se detecta la BTK libre mientras se elimina la BTK unida al
farmaco (DB-BTK). La concentracién de BTK total se determina utilizando la muestra previa a la dosis con el
supuesto de que el nivel total de BTK permanece constante en todas las muestras.

Como alternativa, se puede utilizar un ensayo independiente basado en transferencia de energia por resonancia de
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fluorescencia con resolucién temporal (TR-FRET) para BTK libre y total para estimar la ocupacién de BTK en
mononucleocitos de sangre periférica (PBMC) (Lutz, J. D. N., et. al., Poster presentation at the 7th American
Conference on Pharmacometrics (ACoP7) in Bellevue, WA. 23-26 de octubre de 2016. 20186). Sin embargo, la BTK
libre y total se miden de forma independiente, en lugar de simultdneamente en la misma muestra y se encontrd que
los niveles de BTK total variaban significativamente entre muestras (Honigberg, L. A., supra). Por lo tanto, los
enfoques basados en ELISA o TR-FRET estan limitados por la variabilidad inherente resultante de la eleccién
metodolégica.

El documento WO 2016/100593 describe métodos y sistemas de ensayo tanto para la determinacidén cuantitativa de
una diana tal como BTK como para la ocupacién de la diana, incluida la cantidad relativa de diana disponible
asociada con un inhibidor o ligando de diana, como un inhibidor irreversible de BTK.

El ensayo de cromatografia liquida-espectrometria de masas en tandem (CL-EM/EM) ha demostrado potencial en la
cuantificacién de proteinas debido a su excelente selectividad de ensayo y capacidad de multiplexacién (Neubert, H.,
et. al, Bioanalysis 2014, 6, 1731-1733). En particular, el ensayo LBA-CL-EM "hibrido" que combina el
enriquecimiento por inmunocaptura, seguido de la deteccién por CL-EM/EM se ha convertido en una poderosa
plataforma tecnolégica para medir biomarcadores proteicos o agentes terapéuticos con una excelente selectividad
de deteccién (Stevenson, L., et. al., Bioanalysis 2013, 5, 2903-2918). El principal beneficio del ensayo de CL-EM es
su capacidad de cuantificar tanto DB-BTK como BTK libre simultaneamente en la misma muestra. Por lo tanto, la
determinacién de RO es mucho menos sensible a la variacién de la muestra o del proceso.

Sin embargo, el desarrollo del ensayo de CL-EM plantea una serie de desafios. En primer lugar, las muestras de
sangre de animales o humanos a los que se les ha administrado un farmaco pueden contener una cantidad excesiva
del farmaco, que reaccionaré con el receptor libre ex vivo para formar un receptor unido al farmaco, lo que da como
resultado una sobreestimacién de la RO. En segundo lugar, la CL-EM/EM suele ser menos sensible que un ensayo
ELISA.

Breve sumario de la invencion

La presente invencién se refiere en general a ensayos para monitorear y medir la unién de un farmaco de interés a
un receptor. En este ensayo, una muestra de sangre extraida de un sujeto al que se le ha administrado el
compuesto de interés se incuba con una solucién de lisis que contiene un desactivador. Luego, el receptor unido al
farmaco y unido al desactivador se aisla de la muestra de sangre lisada. El receptor unido al farmaco y unido al
desactivador aislado se digiere para generar péptidos sustitutos unidos al farmaco y unidos al desactivador. La
cantidad de péptidos sustitutos se determina. La ocupacién del receptor se puede determinar comparando la
cantidad de péptido sustituto unido al farmaco con el péptido sustituto unido al farmaco y unido al desactivador total.

Més especificamente, la invencidn se refiere a un método de ensayo para determinar la ocupacién del receptor de
farmacos en un sujeto al que se le administra un farmaco de interés que se une covalentemente al receptor de
interés, comprendiendo dicho método las etapas de:

a. recoger una muestra de sangre del sujeto tratado con el farmaco de interés

b. afladir una solucién de lisis que comprende un desactivador que se une irreversiblemente al mismo sitio de
receptor que el farmaco de interés a la muestra de sangre,

c. aislar el receptor unido al farmaco y unido al desactivador mediante inmunocaptura,

d. digerir el receptor unido al farmaco y unido al desactivador aislado para generar péptidos sustitutos unidos al
farmaco y unidos al desactivador,

e. medir la cantidad de péptidos sustitutos utilizando CL-EM/EM y determinar la cantidad de receptor unido al
farmaco comparando la cantidad de péptido sustituto unido al farmaco con la cantidad total de péptidos sustitutos
unidos al farmaco y unidos al desactivador.

En una realizacion de la invencién, el desactivador compite con el compuesto de interés para unirse
irreversiblemente al receptor en el mismo sitio que el compuesto de interés.

En otra realizacién de la invencion, el desactivador se afiade al tampén de lisis en niveles en exceso molar del
compuesto de interés. En otra realizacién de la invencién, el desactivador se afiade al tampén de lisis en una
cantidad de 105 a 1000 veces en exceso, basandose en la concentracién del receptor enddgeno.

En otra realizacién de la invencidn, la solucién de lisis con desactivador se afiade inmediatamente después de
recoger la muestra de sangre. En otra realizacion de la invencién, la solucién de lisis con desactivador se afiade en
el intervalo de 5 minutos posteriores a la recogida de la muestra de sangre.

En otra realizacién de la invencion, el receptor se une especificamente al agente de captura, que estd inmovilizado
en un soporte solido (por ejemplo, perlas magnéticas, perlas de agarosa o material de relleno de columna), y por lo
tanto estd separado de otras proteinas y péptidos enddégenos, que no se unen muy fuertemente al anticuerpo de
captura [Fung, E.N. et. al., Bioanalysis 2016, 8, 847-856].
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En otra realizacién de la invencién, el receptor unido al farmaco y unido al desactivador se elimina del sustrato de
inmunocaptura antes de la etapa de digestion.

En otra realizacién de la invencién, el receptor unido al farmaco y unido al desactivador se digiere mientras todavia
esta asociado con el sustrato de inmunocaptura.

En otra realizacién de la invencién, la proteasa utilizada durante la etapa de digestién se selecciona del grupo que
consiste en serina proteasas, cisteina proteasas, treonina proteasas, acido aspartico proteasas, acido glutamico
proteasas y metaloproteasas. Los ejemplos de proteasas incluyen ftripsina, quimotripsina, Glu-C proteasa, Lys-C
proteasa, Lys-N proteasa, Asp-N proteasa, Arg-C proteasa.

En otra realizacién de la invencién, los péptidos sustitutos unidos al farmaco y unidos al desactivador se miden
simultdneamente mediante una Unica ejecucién de CL-EM/EM.

En el ensayo de la invencidn, la ocupacién del receptor se calcula comparando la cantidad de péptido sustituto unido
al farmaco con la cantidad total de péptido sustituto unido al farmaco y unido al desactivador.

En una realizacion de la invencién, la ocupacién del receptor se mide 1) recogiendo sangre de un sujeto al que se le
administra un compuesto de interés que se une irreversiblemente al receptor, 2) agregando inmediatamente a la
sangre recogida una solucién de lisis que contiene un compuesto desactivador que se une irreversiblemente al
mismo sitio que el compuesto de interés, 3) aislando el receptor unido al farmaco y al desactivador de la muestra de
sangre lisada y desactivada utilizando una etapa de inmunocaptura, 4) digiriendo el receptor unido al farmaco y al
desactivador aislado mientras aun est4 unido al sustrato de inmunocaptura, 5) midiendo la cantidad de péptidos
sustitutos unidos al farmaco y unidos al desactivador simultineamente en una Unica ejecuciéon de CL-EM/EM y 6)
determinando la ocupacién del receptor comparando la cantidad de péptido sustituto unido al farmaco con la
cantidad total de péptido sustituto unido al farmaco y unido al desactivador.

En un aspecto preferido de las realizaciones anteriores, el receptor es BTK, el compuesto de interés se muestra en
la Figura 1A y el desactivador correspondiente se muestra en la Figura 1B.

En otro aspecto preferido de las realizaciones anteriores, el sustrato de inmunocaptura son perlas de captura de
estreptavidina T1.

En otro aspecto preferido de las realizaciones anteriores, el clon de Acm n.° MAB 5807 o el clon de Acm n.° MAB
D3HS es el anticuerpo anti-BTK unido al sustrato de inmunocaptura.

En otro aspecto preferido de las realizaciones anteriores, la BTK aislada unida al desactivador y unida al farmaco se
digiere con tripsina mientras aln esta asociada con la perla de inmunocaptura.

En otro aspecto preferido de las realizaciones anteriores, la ocupacién del receptor de BTK se calcula comparando
la cantidad de péptido sustituto unido al farmaco con el péptido sustituto unido al farmaco y unido al desactivador
total.

En una realizacién de la invencién, la ocupacidén del receptor de BTK se mide 1) recogiendo sangre de un sujeto al
que se le administra el compuesto mostrado en la Figura 1A, 2) agregando inmediatamente una solucién de lisis que
contiene el compuesto desactivador mostrado en la Figura 1B, 3) aislando la BTK unida al farmaco y al desactivador
usando una etapa de inmunocaptura, 4) digiriendo la BTK unida al farmaco y al desactivador aislada con tripsina
mientras aln esta asociada con la perla de inmunocaptura, 5) midiendo la cantidad de péptidos sustitutos unidos al
farmaco y unidos al desactivador simultaneamente en una Unica ejecucién de CL-EM/EM y 6) determinando la
ocupacién del receptor de BTK comparando la cantidad de péptido sustituto unido al farmaco con el péptido sustituto
unido al farmaco y unido al desactivador total.

Breve descripcién de las figuras

La Figura 1A'y 1B muestra la estructura de A) Compuesto A; B) compuesto desactivador.

La Figura 2 muestra la alineacién de secuencias de proteinas BTK de humanos y monos (macaco de la
India/macaco cangrejero), respectivamente. Los recuadros indican los péptidos tripsinicos utilizados para el analisis.
Dentro de la secuencia de aminoécidos, Cys 481 (marcada con la flecha) estd unida al compuesto A (DB-BTK) o al
compuesto desactivador (QB-BTK). El péptido tripsinico QRPIFITEYMANGCLLNYLR (SEQ ID NO: 1, como se
muestra en la Tabla 1) unido al compuesto de la Figura 1A o 1B se utilizé para la cuantificacién.

La Figura 3 muestra una representacion esquematica del ensayo de RO de BTK mediante inmunocaptura-CL-
EM/EM. Los péptidos sustitutos utilizados son el péptido unido al farmaco (DB-QRP) y el péptido unido al
desactivador (QB-QRP).

La Figura 4 muestra que los anticuerpos de captura de diferentes proveedores (m mAb-D3H5, o mAb-MABS5807)
tienen un rendimiento de inmunocaptura diferencial entre la BTK endégena en sangre humana y la BTK
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recombinante (utilizada como calibradores).

La Figura 5A - 5D muestra el efecto de la concentracién de tripsina, tiempo de digestién en las respuestas de CL-
EM/EM de los péptidos sustitutos generados a partir de DB-BTK (5A y 5B) y QB-BTK (5C y 5D) a 50 °C (5A y 5C) o
60 °C (5B y 5D). Los péptidos sustitutos, DB-QRP o QB-QRP se midieron mediante CL-HRMS en un espectrometro
de masas Thermo's Q Exactive™ Hybrid Quadrupole-Orbitrap™. Los experimentos se realizaron por triplicado para
cada condicion.

La Figura 6 muestra una comparacién de la respuesta de la sefial para cada etapa de carga tanto para DB-BTK(m)
como para QB-BTK(o).

La Figura 7A - 7C muestra (7A) el espectro de iones de producto de EM/EM de iones positivos por
electropulverizacion de [M+3H** en m/z 967,4 para el péptido DB-QRP; (7B) el espectro de iones de producto de
EM/EM de iones positivos por electropulverizacion de [M+3H]** en m/z 9625 para el péptido QB-QRP; y (7C) el
espectro de iones de producto de EM/EM de iones positivos por electropulverizacion de [M+3H]** en m/z 965,9 para
el péptido SIL-QB-QRP (patrén interno) obtenido de un espectrometro de masas Triple Quad 5500 de Sciex.

La Figura 8A - 8F muestra cromatogramas de monitoreo de reacciones multiples (MRM) para DB-QRP (péptido
sustituto para DB-BTK) (8A-8C) y QB-QRP (péptido sustituto para QB-BTK) (8D-8F), y sus patrones internos (IS);
(8A y 8D) cromatogramas de los analitos obtenidos a partir de lisado de sangre de mono en blanco en los que las
contribuciones de BTK endégena se eliminaron mediante pretratamiento con el desactivador o el farmaco
individualmente; (8B y 8E) cromatogramas de los analitos obtenidos del lisado de sangre de mono que contiene el
analito en LLOQ y su IS; (8C y 8F) cromatogramas del IS obtenidos a partir de lisado de sangre de mono que solo
contiene el IS. (cy f) ['°Cs, '®N]-QB-QRP se usé como el IS para DB-QRP y QB-QRP.

La Figura 9A - 9D muestra los resultados de PK 'y PD obtenidos de los monos n.® 5149, n.° 5151 y n.° 5169 a los que
se les administrd el compuesto (BMS-986195) que se muestra en la Figura 1A en dos dosis diferentes 0,10 mg/kg o
0,5 mg/kg. Se recogieron muestras de sangre a las 1, 3, 5, 7 y 24 h del dia 1 para la evaluacion PK (datos
mostrados en 9A y 9B) y se recogieron antes de la dosis, 1, 3, 5, 7, 24, 48, 72, 144 y 168 h para la evaluacion PD
(datos mostrados en 9C y 9D) (véase el Ejemplo 2).

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién puede entenderse mas facilmente mediante referencia a la siguiente descripcién detallada de
las realizaciones preferidas de la invencién y los Ejemplos incluidos en el presente documento.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "unido irreversiblemente” se refiere a un tipo de compuesto
que se une permanentemente a un receptor, ya sea formando un enlace covalente con el sitio activo, o como
alternativa simplemente uniéndose fuertemente de modo que la tasa de disociacién sea efectivamente cero en
escalas de tiempo relevantes.

Tal como se utiliza en el presente documento, los términos "compuesto de interés" y "farmaco" se utilizan
indistintamente y se refieren a la molécula que se une a la diana de interés.

Tal como se utiliza en el presente documento, los términos "diana" y "receptor” se utilizan indistintamente cuando se
hace referencia al foco del ensayo de RO.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "inmediatamente" cuando se refiere a cuando se afiade la
solucién de lisis que contiene la molécula de desactivador a la muestra de sangre significa tan pronto como sea
posible después de que se haya recogido la muestra de sangre. Como alternativa, la solucién de lisis que contiene la
molécula de desactivador se agrega en el intervalo de los primeros 5 minutos después de que se haya recogido la
muestra de sangre.

Esta invenciéon describe el desarrollo de un ensayo de ocupacién del receptor in vivo, mas especificamente, un
ensayo de ocupacion del receptor (RO) de tirosina cinasa de Bruton (BTK) in vivo. La sensibilidad del ensayo es
clave para determinar la RO en niveles de ocupacién muy altos o muy bajos donde la diana unida o libre podria ser
inferior al 5 %.

La presente divulgacion proporciona un método que comprende las etapas de a) recoger una muestra de sangre de
un sujeto tratado con el compuesto de interés, b) agregar una solucién de lisis que contiene un desactivador
especifico del receptor a la muestra de sangre, c) aislar el receptor de interés, d) digerir el receptor aislado para
generar péptidos sustitutos, e) medir la cantidad de péptidos sustitutos y determinar la ocupacién del receptor
comparando la cantidad de péptido sustituto unido al farmaco con la cantidad total de péptidos sustitutos unidos al
farmaco y unidos al desactivador.

Més especificamente, la invencidn se refiere a un método de ensayo para determinar la ocupacién del receptor de
farmacos en un sujeto al que se le administra un farmaco de interés que se une covalentemente al receptor de
interés, comprendiendo dicho método las etapas de:

a. recoger una muestra de sangre del sujeto tratado con el farmaco de interés
b. afladir una solucién de lisis que comprende un desactivador que se une irreversiblemente al mismo sitio de
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receptor que el farmaco de interés a la muestra de sangre,

c. aislar el receptor unido al farmaco y unido al desactivador mediante inmunocaptura,

d. digerir el receptor unido al farmaco y unido al desactivador aislado para generar péptidos sustitutos unidos al
farmaco y unidos al desactivador,

e. medir la cantidad de péptidos sustitutos utilizando CL-EM/EM y determinar la cantidad de receptor unido al
farmaco comparando la cantidad de péptido sustituto unido al farmaco con la cantidad total de péptidos sustitutos
unidos al farmaco y unidos al desactivador.

Recogida de una muestra de sangre de un sujeto al que se le administra el compuesto de interés.

En una realizacién de la invencién, Il compuesto de interés se une irreversiblemente a al menos un aminoacido del
receptor. Un ejemplo de un compuesto de interés es el compuesto mostrado en la Figura 1A, que se une
irreversiblemente a BTK.

Se afiade a la muestra de sangre una solucién de lisis que contiene un desactivador especifico del receptor

Hubo una serie de desafios que impactaron en la selectividad y la sensibilidad del desarrollo del ensayo de
ocupacién del receptor (RO). En particular, la presencia del farmaco libre y receptor libre en la muestra de sangre
podria generar un receptor unido al farmaco ex vivo durante la etapa de lisis, lo que llevaria a una sobreestimacion
de la RO. Se descubrié que la adicién de un desactivador especifico del receptor durante la etapa de lisis convierte
rapidamente el receptor libre en un receptor unido al desactivador (QB), bloqueando de ese modo la formacidn de
receptores unidos al farmaco ex vivo.

En una realizacién, el ensayo de RO comprende la lisis de la muestra de sangre en presencia de un desactivador
para convertir el receptor endégeno en un receptor unido al desactivador, evitando de ese modo la formacién del
receptor enddgeno unido al farmaco.

En una realizacién de la invencién, el desactivador se une irreversiblemente al mismo aminoacido que el compuesto
de interés. Preferiblemente, el desactivador compite con el compuesto de interés en la unién al receptor. En otra
realizacion de la invencién, el desactivador se afiade a la solucién de lisis en exceso molar con respecto al
compuesto de interés. En otra realizacién de la invencidn, la solucién de lisis que contiene el desactivador se afiade
inmediatamente después de recoger la muestra de sangre.

Un experto en la materia conoceria las soluciones de lisis celular. Las soluciones de tampén de lisis celular
disponibles comercialmente incluyen el tampén de lisis NP-40 (ThermoFisher Scientific), tampén de lisis RIPA
(Abbexa), tampon de lisis ACK (ThermoFisher Scientific), tampén de lisis celular (10x) (n.° de cat.: 9803, Cell
Signaling Technology). El tampén de lisis se utiliza para lisar células en condiciones no desnaturalizantes.

Un ejemplo de un compuesto desactivador es el compuesto mostrado en la Figura 1B, que se une irreversiblemente
a BTK.

Aislamiento del receptor unido al farmaco y unido al desactivador de la solucién de lisado celular

La inmunocaptura es un método de limpieza de muestras altamente selectivo que aprovecha la inmunoafinidad
Unica de la proteina diana y el agente de captura (Stevenson, L., ef. al., Bioanalysis 2013, 5, 2903-2918). La
seleccién del anticuerpo de captura adecuado con alta eficiencia de inmunocaptura para la diana endbégena es clave
para el éxito del ensayo. Un experto en la materia sabria cdmo generar anticuerpos especificos para su proteina
diana en caso de que un anticuerpo especifico no estuviera disponible comercialmente.

Para evaluar la eficiencia de inmunocaptura, se examinan los anticuerpos utilizando dianas unidas al farmaco y
unidas al desactivador. Los anticuerpos se seleccionan en funcién de su alta afinidad tanto con la diana unida al
farmaco como con la diana unida al desactivador. Por ejemplo, para seleccionar anticuerpos especificos para BTK,
se evalué la capacidad de inmunocaptura del clon de Acm disponible comercialmente n.° MAB5807 y del clon de
Acm n.° D3H5. Sorprendentemente, el Acm, clon n.° MAB5807 no pudo detectar BTK endégena, DB-BTK o QB-BTK
con la sensibilidad necesaria aunque muestra alta afinidad por BTK recombinante, DB-BTK o QB-BTK. Tal como se
muestra en la Figura 4, mientras que la respuesta de CL-EM de la BTK end6gena fue demasiado baja cuando se
utilizé el Acm clon n.° 5807, el otro clon, el clon de Acm n.° D3H5 dio una respuesta moderada para la BTK
recombinante unida al farmaco y unida al desactivador, y una respuesta mayor para la BTK endégena unida al
farmaco y unida al desactivador. Dado que el objetivo final era determinar la BTK end6gena unida al farmaco y unida
al desactivador en la sangre humana, se seleccion6 el clon n.° D3HS para su uso en el ensayo de RO de BTK.

Generacién de péptidos sustitutos de receptor unido al farmaco y unido al desactivador

Los péptidos sustitutos de receptor generados para su uso en el ensayo de RO deben contener el sitio de unién del
compuesto de interés. Adicionalmente, los péptidos sustitutos deben ser sensibles a la deteccién por CL-EM.
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En una realizacién de la invencidn, el receptor unido al farmaco y unido al desactivador aislado se digiere con una o
més proteasas seleccionadas del grupo que consiste en serina proteasas, cisteina proteasas, treonina proteasas,
acido aspartico proteasas, &cido glutamico proteasas y metaloproteasas. Los ejemplos de proteasas aceptables
incluyen tripsina, quimotripsina, Glu-C proteasa, Lys-C proteasa, Lys-N proteasa, Asp-N proteasa, Arg-C proteasa.

La Tabla 1 describe los péptidos sustitutos generados cuando BTK se digiere con diversas proteasas.

Tabla 1. Péptidos de BTK generados cuando se tratan con diversas proteasas

Proteasa Péptido de BTK generado SEQ ID NO
Tripsina QRPIFIITEYMANGCLLNYLR 1
Quimotripsina MANGCLLNY 2
Glu-C YMANGCLLNYLRE 3
Lys-C QRPIFIITEYMANGCLLNYLREMRHRFQTQQLLEMCK 4
Lys-N KQRPIFIITEYMANGCLLNYLREMRHRFQTQQLLEMC 5
Asp-N DEFIEEAK VMMNLSHEKLVQLYGVCTEQRPIFITEYMAN 6
GCLENYLREMRHRFOTOOLLEMCK
Arg-C GQYDVAKMIKEGSMSEDEFIEEAKVMMNLSHEKLYQLY G 7
VCTKORPIFHTEYMANGCLLNYLR

Dado que la cuantificacién de la diana unida al farmaco y de la diana unida al desactivador se basa en la respuesta
de EM de los péptidos sustitutos representativos, los rendimientos de la digestion de estos péptidos sustitutos
podrian tener un impacto dréstico en la sensibilidad de la deteccién.

En una realizacién de la invencidn, la etapa de digestién se realiza antes o después de la elucién del receptor unido
al farmaco y unido al desactivador del sustrato de inmunocaptura. Preferiblemente, la etapa de digestién se realiza
mientras la diana estd unida al sustrato de inmunocaptura. Por ejemplo, la BTK unida al farmaco y unida al
desactivador se traté con una digestién con tripsina mientras aln estaba unida a la perla de inmunocaptura.

Medicién de la cantidad de péptidos sustitutos

En una realizacién de la invencidn, la ocupacién del receptor se puede determinar midiendo los péptidos sustitutos
unidos al desactivador y unidos al farmaco simultdneamente en una Unica ejecucién de CL-EM/EM.

Durante el desarrollo inicial del método, la DB-BTK y la QB-BTK generadas a partir de la reacciéon se analizaron
utilizando una espectrometria de masas de alta resolucién (EMAR) Q Exactive HF. Al utilizar la masa exacta
esperada de los péptidos sustitutos, se identificaron todos los péptidos sustitutos. La abundancia de sefial de cada
etapa de carga se muestra en la Figura 6. Los datos muestran que tanto DB-BTK como QB-BTK dieron la respuesta
mas alta para la etapa de tres cargas, por consiguiente, el ion [M+3H]*" se utiliz6 tanto para DB-QRP (péptido
sustituto de DB-BTK) como para QB-QRP (péptido sustituto de QB-BTK) como ion original para la deteccién de
MRM. Como se muestra en la Figura 7A-7C, se mostraron varios iones de producto en los espectros de EM/EM. El
ion de producto correspondiente al ion y» (m/z -288) y al ion bg (m/z ~755 para DB-QRP y QB-QRP, m/z ~ 765 para
IS) muestran una buena intensidad para la deteccién de MRM con ion y> mejor que ion bs. Punto que el ion yo en m/z
-288 tiene un pico de interferencia que se muestra en los canales de MRM de DB-QRP y QB-QRP, ion bs se utilizé
como ion de producto para la deteccién de MRM.

Los cromatogramas de MRM tipicos de DB-QRP, QB-QRP e IS a partir de lisado de sangre de mono en blanco,
lisado de sangre de mono en blanco enriquecido con DB-BTK y QB-BTK a la concentracién del LLOQ de 0,250 nM
para DB-BTK y 0,125 nM para QB-BTK se muestran en las Figuras 8a, 8b, 8d y 8e. Los cromatogramas de masas
de MRM tipicos de ['°Cg,'®N]-QB-QRP del lisado de sangre de mono en blanco con solo IS se muestran en las
figuras 8c y 8f. No se encontraron picos de interferencia significativos del lisado de mono en blanco en el tiempo de
retencién ni en el canal iénico de DB-QRP, QB-QRP o IS cuando se analizé el lisado de sangre de mono en blanco
de control. DB-QRP, QB-QRP y sus IS se eluyeron de la columna UHPLC con una retencién de 5,02, 4,87 y 4,87
min, respectivamente.

Limite inferior de cuantificacién

Los limites inferiores de cuantificacion (LLOQ) para DB-QRP y QB-QRP fueron 0,250 nM y 0,125 nM, que son las
concentraciones més bajas para ambos analitos en las curvas estandar. Como se muestra en las Figuras 8b y 8e, la
relacion sefial-ruido (S/N) de DB-QRP o QB-QRP en los niveles de concentracién de LLOQ fue de al menos 3 o
mas.

Linealidad de la curva de calibracién y exactitud y precisién de los controles de calidad

Para la calificacién del método para cuantificar RO de BTK en lisado de sangre, todas las curvas estandar se
ajustaron a un modelo de regresién cuadratica ponderada 1/x con curvas estandar que oscilaban entre 0,250y 12,5
nM para DB-BTK y entre 0,125 y 12,5 nM para QB-BTK. En cada ejecucién, para al menos dos tercios de los



10

15

20

ES 2992942 T3

patrones de calibracidén, las desviaciones de las concentraciones retrocalculadas con respecto a sus valores
nominales estuvieron en el intervalo del 20,0 % (25,0 % en el nivel de LLOQ). Como se muestra en las Tablas 2-3,
las desviaciones de las concentraciones retrocalculadas con respecto a sus valores nominales estuvieron en el
intervalo del +11,1 % para DB-BTK y en el intervalo del 19,8 % para QB-BTK para tres ejecuciones de exactitud y
precision. La exactitud y precisiéon se evaluaron utilizando las muestras de control de calidad.

Tabla 2. Resumen de datos obtenidos a partir de la precisién y exactitud de las muestras de curva estandar para el
ensayo de DB-BTK

Ejecuciones Ejecucion 1 Ejecucién 2 Ejecucién 3
Concentracién nominal  Concentracién % de Concentracion % de Concentracion % de
(nM) pred. desviacion pred. desviacion pred. desviacion
0,250 0,229 -8,4 0,237 -5,2 0,256 2,4
0,500 0,482 -3,6 0,505 1,0 0,495 -1,0
1,000 1,080 8,0 1,110 11,0 0,986 -1,4
2,000 2,186 9,3 1,810 -9,5 2,012 0,6
5,000 4,776 -4,5 5,256 5,1 4,853 -2,9
10,000 9,568 -4,3 9,376 -6,2 11,114 11,1
12,500 12,951 3,6 13,203 5,6 11,341 -9,3

Tabla 3. Resumen de datos obtenidos a partir de la precisién y exactitud de las muestras de curva estandar para el
ensayo de QB-BTK

Ejecuciones Ejecucién 1 Ejecucién 2 Ejecucién 3

Concentracion Concentracion % de Concentracién  Concentracion  Concentracién % de

nominal (nM) pred. desviacion pred. pred. pred. desviacion
0,125 0,126 0,8 0,13 4,0 0,116 -7,2
0,250 0,217 -13,2 0,264 5,6 0,209 -16,4
0,500 0,544 8,8 0,442 -11,6 0,599 19,8
1,000 0,996 -0,4 0,991 -0,9 1,058 5,8
2,000 2,142 7,1 2,076 3,8 2,023 1,2
5,000 4,963 -0,7 4,846 -3,1 4,807 -3,9
10,000 9,282 -7,2 10,5 5,0 9,835 -1,7
12,500 13,159 53 12,116 -3,1 12,757 2,1

Tabla 4. Calificacién del ensayo: datos de control de calidad obtenidos a partir de lisado de sangre de mono que
contiene el 25, 50 y 90 % de ocupaciéon de BTK

Nivel de Ejecucién 1 Ejecucién 2 Ejecucién 3
control de DB-BTK  QB-BTK % de DB-BTK  QB-BTK % de DB-BTK  QB-BTK % de
calidad (nM) (nM) RO de (nM) (nM) RO de (nM) (nM) RO de
(n=6) BTK BTK BTK
QC del 25 1,331 3,821 25,8 0,933 3,616 20,5 0,951 2,768 25,6
% de RO de 1,371 3,918 25,9 1,102 3,835 22,3 0,817 2,743 22,9
BTK 1,499 4,385 25,5 1,18 4,12 22,3 0,79 2,364 25,0
1,408 3,85 26,8 0,882 3,727 19,1 0,804 2,219 26,6
1,21 3,604 25,1 1,076 3,985 21,3 0,867 2,63 24,8
1,214 3,653 24,9 0,933 3,687 20,2 0,781 2,353 24,9
QC del 50 2,541 2,283 52,7 1,849 2,391 43,6 1,739 1,739 50,0
% de RO de 2,629 2,454 51,7 2,105 2,403 46,7 1,85 1,648 52,9
BTK 2,783 2,658 51,1 1,736 2,033 46,1 1,651 1,659 49,9
2,479 2,456 50,2 2,166 2,52 46,2 1,553 1,596 49,3
2,208 2,137 50,8 2,384 2,625 47,6 1,827 1,667 52,3
2,813 2,424 53,7 2,301 2,500 47,9 1,577 1,485 51,5
QC del 90 5,035 0,449 91,8 4,299 0,471 90,1 3,234 0,35 902
% de RO de 4,830 0,384 92,6 4,600 0,495 90,3 2,684 0,237 91,9
BTK 4,881 0,427 92,0 3,652 0,436 89,3 2,933 0,274 91,5
4,080 0,356 92,0 4,677 0,495 90,4 3,139 0,286 91,6
4,631 0,419 91,7 5,009 0,511 90,7 3,235 0,296 91,6
4,485 0,420 91,4 4,710 0,505 90,3 2,866 0,279 91,1

Como se muestra en la Tabla 4, la diferencia entre el % de RO de BTK medido y el % de RO de BTK teérico estuvo
en el intervalo del +5 % para todos los QC para las tres ejecuciones, excepto para una de cada seis muestras de
QC_25 % de RO y una de cada seis muestras de QC_50 % de RO en la ejecucién 2 que tuvieron una diferencia
entre los valores medidos y teéricos de > 5 %.

El % de CV y el % de desviacién estuvieron en el intervalo del 10 % para todos los QC en las tres ejecuciones,
excepto para un QC_25 % de RO, con un % de desviacién de -16,2 % (Tabla 5). Los resultados demostraron que el
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método era preciso y exacto para el anélisis del % de RO de BTK en lisado de sangre de mono.

Tabla 5. Resumen de datos de control de calidad obtenidos del lisado de sangre de mono que contiene el 25, 50 y
90 % de ocupacién de BTK (n = 8).

QCs de RO de BTK (valor DB-BTK (nM) QB-BTK (nM) RO de BTK media % % de
nominal, %) medida (%) de  desviacién
cv

Ejecucion 1

QC_25 % de RO 1,3392£0,113 3,872+ 0,279 25,7 2,6 2,7

QC_50 % de RO 2,576+0,223 2,402 £ 0,177 51,7 2,5 3,4

QC_90 % de RO 4,657+0,342 0,409 + 0,033 91,9 0,4 2,1

Ejecucion 2

QC_25 % de RO 1,018+0,118 3,828 £ 0,192 21,0 6,0 -16,2

QC_50 % de RO 2,090£0,253 2,412 £ 0,204 46,4 3,3 -7,3

QC_90 % de RO 4,491+0,470 0,486 + 0,028 90,2 0,5 0,2

Ejecucion 3

QC_25 % de RO 0,835+ 2,513 £0,231 25,0 4,8 -0,1
0,064

QC_50 % de RO 1,700 £ 1,632 £ 0,086 51,0 2,9 20
0,126

QC_90 % de RO 3,015 0,287 + 0,037 91,3 0,6 1,5
0,224

Evaluacién de estabilidad

Las estabilidades establecidas para DB-BTK y QB-BTK en lisado de sangre de mono se resumen en la Tabla 6. Los
resultados indicaron que la estabilidad de DB-BTK y QB-BTK no tuvo impacto o tuvo un impacto minimo en el % de
RO de BTK, ya que la diferencia entre el % de RO de BTK medido y el % de RO de BTK tedrico estuvo en el
intervalo del +5 % para todos los QC, independientemente de la concentraciéon absoluta de DB-BTK o QB-BTK,
disminuyendo después de 2 ciclos de congelacién y descongelacién a -80 °C o almacenados a temperatura
ambiente durante 24 h o almacenados a -80 °C durante 224 dias.

Tabla 6. Evaluacién de la estabilidad de las muestras de control de calidad en el % de RO de BTK del 25 % vy 90 %

Evaluacién de DB-BTK medida (nM) QB-BTK medida (nM) RO de BTK medida media CvV Desv
estabilidad (%) (%) (%)

2 ciclos de
congelacién y
descongelacién

QC_25% de RO 0,968 + 0,108 3,435 + 0,307 22,0 3,0 -12,2
QC 90 % de RO 4372 £ 0,157 0,505 + 0,050 89,7 0,9 -0,4
24 horas en TA

QC_25% de RO 0,912 + 0,086 3,099 +0177 22,8 6,9 -9
QC 90 % de RO 3,019+ 0,120 0,398 + 0,040 88,4 1,0 -1,8
224 dias a-80 °C

QC_25% de RO 0,890 + 0,067 2,500 £ 0,186 26,3 4.4 51
QC 90 % de RO 3,719 £ 0,039 0,367 + 0,032 91,0 0,8 1,1

Uso del ensayo de ocupacién del receptor de CL-EM/EM de inmunocaptura

La medicién de RO es una determinacion critica para relacionar la eficacia con el mecanismo en modelos animales
preclinicos y en estudios clinicos. En la practica, la RO es particularmente Util para tomar decisiones sobre el
aumento de dosis en el estudio primero en humanos (FIH).

EJEMPLO 1

Preparacién de muestras de control de calidad y patrones de BTK unida a farmaco (DB-BTK) y BTK unida a
desactivador (QB-BTK)

Reactivos y materiales

Los compuestos farmacolégicos y desactivadores que se muestran en las Figuras 1A y 1B, respectivamente, fueron
sintetizados por Investigacién y Desarrollo en Bristol-Myers Squibb (Princeton, NJ). El anticuerpo monoclonal de
conejo anti-BTK biotinilado (lote n.°2 D3H5, n.° de cat: 12624) y tampédn de lisis 10 x (n.° de cat.: 9803) se
adquirieron de Cell Signaling Technology (Danvers, MA). Las perlas Dynabeads My one de estreptavidina T1 (n.° de
cat.: 65602) se adquirieron de ThermoFisher Scientific (Carlsbad, CA). La proteina BTK recombinante (n.° de cat.:
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PV3587) se adquirié de Life Technologies (Carlsbad, CA). El inhibidor de proteasa (n.° de cat.: 539134) se adquirid
de Millipore Sigma (Billerica, MA). El patron interno (IS) utilizado para el ensayo, ['3Co,'>El N]-QB-QRP que contiene
aminoécidos flanqueantes tanto en el extremo N como en el C (Tabla 8), fue sintetizado por el Departamento de
Sintesis Quimica de Bristol-Myers Squibb (BMS) (Princeton, NJ, EE.UU.). La sangre completa de mono ACD-A se
adquirié de Bioreclamation Inc. (Westbury, NY). Todos los demés reactivos eran de calidad analitica. El dispositivo
de separacién magnética MagnaBot 96 (n.° de cat.: V8151) se adquirié de Promega Corporation (Madison, Wl).

Preparacién de los patrones de referencia para BTK unida al farmaco (DB-BTK)

La BTK recombinante (5,9 pM, 200 pl) se combiné con 400 pl de PBS y luego se afiadié 15 pl de solucidén de
farmaco 1,0 mg/ml (compuesto mostrado en la Figura 1A) en acetonitrilo (2701 uM de farmaco, 15 pl). La solucién se
incubé entonces a TA durante 1 h, dando como resultado una concentracion de DB-BTK de 1919 nM. La
concentracién de DB-BTK se basd en la cantidad de BTK libre total utilizada para la reaccién porque la conversién
de BTK libre a DB-BTK fue de -100 % en presencia de una cantidad excesiva de farmaco.

Preparacién de los patrones de referencia para BTK unida al desactivador (QB-BTK)

La BTK recombinante (5,9 pM, 200 pl) se combiné con 400 pl de PBS y luego se afiadié 15 pl de solucidén de
desactivador 1,0 mg/ml (compuesto mostrado en la Figura 1B) en acetonitrilo (2806 pM de desactivador, 15 pl). La
solucién se incub6é a TA durante 1 h, dando como resultado una concentracién de QB-BTK de 1919 nM. La
concentracion de QB-BTK se basé en la cantidad de BTK libre total utilizada para la reaccion porque la conversion
de BTK libre a QB-BTK fue de ~ 100 % en presencia de una cantidad excesiva de desactivador.

Preparacién de céctel de tampdn de lisis que contiene desactivador: Tampén de lisis 2x con inhibidor de proteasa
0,0133x y solucién de desactivador 1,5 uM:

Se mezclé un vial que contenia 15 ml de tampén de lisis 10x con 1,0 ml de inhibidor de proteasa y 80 pl de solucién
de desactivador 0,5 mg/ml (compuesto mostrado en la Figura 1B) en DMSO. Luego, la solucién se diluyé con 59 mi
de agua desionizada para un volumen total de 75 ml.

Preparacién de coctel de tampdn de lisis que contiene farmaco: Tampdn de lisis 2x con inhibidor de proteasa
0,0133x y solucién de farmaco 1,5 uM

Se mezclé un vial que contenia 15 ml de tampén de lisis 10x con 1,0 ml de inhibidor de proteasa y 83 pl de solucién
de farmaco 0,5 mg/ml (compuesto mostrado en la Figura 1A) en DMSO. Luego, la solucién se diluyé con 59 ml de
agua desionizada para un volumen total de 75 ml.

Preparacién del lisado+433 (100 % de QB-BTK) de sangre de mono

La sangre completa de mono ACD-A (3,5 ml) se combind con 7 ml del tampén de lisis que contenia 1,5 uM de
desactivador (compuesto mostrado en la Figura 1B). Las muestras se agitaron durante 1 hora a temperatura
ambiente.

Preparacién del lisado+195 (100 % de DB-BTK) de sangre de mono

La sangre completa de mono ACD-A (3,5 ml) se combind con 7 ml del tampén de lisis que contenia 1,5 uM de
farmaco (compuesto mostrado en la Figura 1A). Las muestras se agitaron durante 1 hora a temperatura ambiente.

Preparacién de muestras de control de calidad (QCs) utilizando lisado de sangre que contiene BTK enddégena

Las QCs de RO de BTK se preparan mezclando diferentes porcentajes de Lisado+433 y Lisado+195. QC inferior
(LQC), QC medio (MQC) y QC alto (HQC) con % de RO de BTK al 25 %, al 50 % y al 90 % se prepararon
mezclando Lisado+433/Lisado+195 a 2250/750, 1500/1500, 300/2700 (v/v), respectivamente tal como se muestra en
la Tabla 7.

Tabla 7. Preparacion de muestras de control de calidad utilizando lisado de sangre de mono que contiene BTK

endbgena
QCs de RO de BTK Ocupacién de BTK tedrica Lisado+4332 (ul) Lisado+195° (ul) Volumen total (ul)
(%)
QC del 25 % de RO 25 2250 750 3000
QC_50 % de RO 50 1500 1500 3000
QC_90 % de RO 90 300 2700 3000

2 El lisado+433 se obtuvo mediante el pretratamiento del lisado de mono con solucién de desactivador (Figura 1B).
b El lisado+195 se obtuvo mediante el pretratamiento del lisado de mono con solucién de farmaco (Figura 1A).
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Preparacién de la curva esténdar de DB-BTK (BTK+195): Uso del Lisado+433 de sangre de mono

Se prepararon patrones de calibracién (STD) a 0,250, 0,500, 1,00, 2,00, 5,00, 10,0 y 12,5 nM de DB-BTK en lisado
de sangre de mono que contenia el 0 % de DB-BTK mediante dilucién independiente de las soluciones madre de
DB-BTK (1919 nM en tampén). Durante la preparacién, se prepararon diluciones intermedias de 200 y 20 nM para
DB-BTK diluyendo 1919 nM de solucién madre de DB-BTK con Lisado+433 de sangre, y luego se diluyeron aiin méas
hasta obtener las muestras finales de STD. Las concentraciones nominales se basaron en el volumen de sangre, la
concentracién real en el lisado sanguineo fue 1/3 de cada uno debido al factor de dilucién de 3.

Preparacién de la curva de esténdar de QB-BTK (BTK+433): Uso del Lisado+195 de sangre de mono

Se prepararon patrones de calibracion (STD) a 0,125, 0,250, 0,500, 1,00, 2,00, 5,00, 10,0 y 12,5 nM de QB-BTK en
lisado de sangre de mono que contenia el 0 % de QB-BTK mediante dilucién independiente de las soluciones madre
de QB-BTK (1919 nM en tampdn). Durante la preparacidn, se prepararon diluciones intermedias de 200 y 20 nM
para QB-BTK diluyendo 1919 nM de solucién madre de QB-BTK con Lisado+195 de sangre, y luego se diluyeron
aun mas hasta obtener las muestras finales de STD. Las concentraciones nominales se basaron en el volumen de
sangre, la concentracién real en el lisado sanguineo fue 1/3 de cada uno debido al factor de dilucién de 3.

Preparacién de perias de captura de estreptavidina T1 con anticuerpo biotinilado anti-BTK.

La concentraciéon de perla Dynabeads My one de estreptavidina T1 para inmunoprecipitaciéon fue de 10 mg/ml. La
capacidad de unién del Acm biotinilado fue de 20 pg de Acm/mg de perla. Se dividieron en alicuotas un total de 25
ml de perlas de estreptavidina T1 en 10 tubos de 2,5 ml cada uno. Las muestras se lavaron con 3 ml de solucién
PBST. Se usé un iman DynaMag™-5 para separar las perlas magnéticas de las matrices de muestra liquida.
Después de descartar el Ultimo lavado, las perlas se resuspendieron en 2,5 ml de PBST en cada tubo, luego se
afladieron 0,500 ml de anticuerpo anti-BTK biotinilado (1 mg/ml, n.° de lote: D3H5). Las muestras en 10 tubos (0,500
ml) se incubaron a TA durante 1 h. Las perlas se separaron de la solucién y las perlas de cada tubo se lavaron con 3
ml de PBST. Las perlas en los tubos se resuspendieron en 2,5 ml de PBST. La concentracién final de anticuerpo
anti-BTK fue de 0,2 pg/ul de perlas. Las muestras se almacenaron a 4 °C para su uso futuro.

Inmunocaptura para el enriquecimiento de BTK unida al farmaco (DB-BTK) y BTK unida al desactivador (QB-BTK) a
partir de lisado de sangre. Alicuotas de muestras de lisado de sangre de 3000 pl para el lisado de sangre de mono
de control, patrones de calibraciéon, muestras de control de calidad o muestras de estudio de monos se centrifugaron
a temperatura ambiente. Se afiadié anticuerpo de captura anti-BTK (60 pl a 0,2 pg de Acm/pl de perla) en perlas al
sobrenadante de las muestras centrifugadas, las muestras se incubaron a TA durante 120 minutos seguido de
centrifugacion. Se eliminé el sobrenadante y se afladi®¢ PBST a las muestras con perlas. Las muestras se
transfirieron a una placa LowBind de 96 pocillos en un manipulador de liquidos TECAN y se colocaron sobre el
dispositivo de separacion magnética MagnaBot 96. Las perlas se lavaron con 800 ul de PBST dos veces, seguido de
500 pl de NH4OAc 25 mM con Tween-20 al 0,05 %. Después de retirar el tampén de lavado, las perlas en la placa
de 96 pocillos LowBind se utilizaron para la digestién con tripsina como se describe a continuacién.

Digestién con tripsina. Después de la adicién de IS (100 pl de SIL-QB-QRP 0,5 pyg/ml en NH4OAc 25 mM con
Tween-20 al 0,05 %) excepto el lisado en blanco (al que se le agregaron 100 pl de NH4OAc 25 mM con Tween-20 al
0,05 %) a las perlas en una placa de 96 pocillos, se afiadieron 25 pl de NHsOHCs 100 mM a cada muestra. Las
muestras se digirieron mediante la adicién de 25 pl de solucién de tripsina recién preparada a 160 ng/pl en
NH4OHC3 100 mM y se incubé a 50 °C durante 30 minutos antes de extinguir con 20 pl de MeOH/4cido férmico al 50
%/50 % (v/v). Las muestras se agitaron en vértex brevemente y luego se colocaron en la parte superior de un
dispositivo MagnaBot 96, el sobrenadante se transfirié a una nueva placa de 96 pocillos, seguido de una
centrifugacién a 4000 rpm durante 2 minutos. Las muestras se analizaron mediante CL-EM/EM.

Anélisis de UHPLC-EM/EM. Para la calificacién del ensayo y el anélisis de muestras, se utilizé un espectrometro de
masas AB Sciex Triple Quad 5500 de Sciex (Forster City, CA) para la adquisiciéon de datos de CL-EM/EM.

La siguiente condicién de CL-EM/EM se utilizé para la calificaciéon del ensayo y el analisis de muestras de PD. Para
cada muestra procesada, se inyecté un volumen de 50 pl del digesto en un sistema de cromatografia liquida de ultra
alto rendimiento (UHPLC) (modelo LC-30AD, Shimadzu Scientific Instruments, Inc., Columbia, MD). Las condiciones
de UHPLC-EM/EM descritas a continuacién se utilizaron especificamente para la cuantificacion de BTK ocupada y
desactivada en lisado de sangre de mono. Se usé una columna Waters CORTECS™ UPLC C18+ (2,1 x 100 mm,
1,6 ym, Waters Corporation, Milford, MA) para el analisis del péptido DB-QRP y QB-QRP. La fase mévil A estaba
compuesta por el 0,1 % de acido férmico en agua; mientras que la fase mévil B era acido férmico al 0,1 % en
acetonitrilo. La separacion por UHPLC se realizé utilizando una elucién en gradiente comenzando con 15 % de By
mantener durante 0,5 min, seguido de cambiar % de B del 15 % al 30 % en 2,5 min, y luego cambiar % de B del 30
% al 45 % en 4,9 min, luego aumentar % de B del 45 % al 90 % en 0,1 min y mantener durante 1 min, luego
disminuir % de B del 95 % al 15 % en 0,1 min, mantener durante 1,0 min y detener a los 10,0 min. El caudal fue de
0,600 ml/min y la temperatura de la columna fue de 60 °C. Con una configuracién de valvula de conmutacion, el
eluyente UHPLC se introdujo con un intervalo de tiempo de 3,0-6,5 min en un espectrometro de masas Triple Quad
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5500™ equipado con una fuente de pulverizacion de iones turbo obtenida de AB Sciex (Forster City, CA). El
espectrémetro de masas se hizo funcionar en modo de ionizacién por electropulverizacién positiva con los siguientes
ajustes: gas de cortina, 30 unidades; gas CAD, 9 unidades; gas 1, 65 unidades; gas 2, 65 unidades; tensién de
pulverizacién de iones turbo de 4000 V positivos y temperatura de la sonda turbo a 600 °C. El espectrémetro de
masas se operé en modo MRM con la transicién de m/z 962,493 > 755,40, 967,174 > 755,40 y 965,825 > 765,50
para QB-QRP, DB-QRP y SIL-QB-QRP (IS), respectivamente (Tabla 8). Los datos sin procesar se procesaron
utilizando el software Analyst® (versién 1.6.2, AB SCIEX) para la integracién de picos cromatograficos y los
resultados procesados se exportaron a Watson LIMS™ (versién 7.4, ThermoFisher Scientific Inc.) para regresion de
patrones de calibracién y célculos de concentracion de QCs y otras muestras. Los datos estadisticos sobre el
rendimiento del ensayo (ANOVA) se calcularon utilizando Watson LIMS™.

Tabla 8. Transiciones de MRM utilizadas para la deteccién por CL-EM/EM de péptidos sustitutos y sus patrones
internos marcados con isétopos estables.

Péptido sustituto Secuencias de péptido sustituto [M+3H]* Transicién de MRM

DB-QRP? (n.° de aa 467-487) Ci 966,8368  m/z 967,17—755,4

;
QRPIFITEYMANGCLLNYLR
Férmula: CqasH205FN34032S2

GOty

l':)'..;‘ Jg:()

QB-QRP? (n.° de aa 467-487) Ll )\r 962,1649 miz 962,50—755,4

QRPIFIITEYMANGéLLNYLR
Férmula: C134H203FN3403282

4 S:‘NH;

HECWW
B =

Ny
13 IBNLO R b < r\/vy )
[7Co, N} iﬁtirﬁgp (patron “‘J\’ 9655073  m/z 965,83 — 7655
t
TRQRPKFIITEYMANGCLLNYLREA
Férmula después de la digestién con
tripsina:
"3CoC125H203F ""NN33032S

@ E| péptido sustituto se denomina QRP basandose en los primeros tres simbolos de aminoacidos de los 21
aminoacidos del péptido tripsinico. DB-QRP = Péptido QRP unido al farmaco; QB-QRP = Péptido QRP unido al
desactivador.

b El simbolo de F* representa una ['*Cg,">N]-fenilalanina. El segmento peptidico subrayado fue un péptido tripsinico y
se controlé mediante un ensayo de CL-EM/EM.

Calificacién del ensayo. La calificacién del ensayo consistié en tres ejecuciones de precisién y exactitud con una
evaluacién adicional de la estabilidad que incluyd congelacién y descongelacién, TA y estabilidad a largo plazo de
las QCs de RO de BTK. La linealidad del método se evalud utilizando siete puntos de curva de calibracién de DB-
BTK (0,250 nM - 12,5 nM) u ocho de QB-BTK (0,125 nM - 12,5 nM) en todas las ejecuciones de calificacién. Para la
cuantificacion se utilizé un modelo de regresién cuadratica con ponderacién 1/x. Los criterios de aceptacion fueron
los siguientes: en cada ejecucidn, para al menos dos tercios de los patrones de calibracién, las desviaciones de las
concentraciones retrocalculadas con respecto a sus valores nominales estuvieron en el intervalo del £20,0 % (£25,0
% en el nivel de LLOQ). Para las QCs de RO de BTK, para al menos el 50 % de las QCs en cada nivel, la diferencia
entre el % de RO de BTK medido y el % de RO de BTK teérico debe estar en el intervalo de 5 %. Por ejemplo, para
QC_25 % de RO de BTK, el % de RO de BTK medido debe estar en el intervalo del 25,0 £ 5,0 %. La selectividad del
ensayo se evalud utilizando Unicamente lisado de sangre en blanco, QCO (lisado en blanco con IS Unicamente).

EJEMPLO 2
Aplicacién a estudios de PD de mono.
Para evaluar la utilidad y solidez del ensayo de RO de BTK por CL-EM/EM en comparacién con un ensayo basado

en ELISA establecido, se realizé un estudio de dosis Unica ascendente del compuesto mostrado en la Figura 1A. A
los macacos cangrejeros se les administré el compuesto farmacolégico 1A a 0,1, 0,2 y 0,5 mg/kg por via oral. Se
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recogieron muestras de sangre a las 1, 3, 5, 7 y 24 h del dia 1 para la evaluacién PK y se recogieron antes de la
dosis, 1, 3, 5, 7, 24, 48, 72, 144 y 168 h para la evaluacién PD utilizando ensayos de RO de BTK por CL-EM/EM asi
como el ensayo de union de ligando (LBA) descrito en el Ejemplo 3.

Muestras de PD para el ensayo de RO de BTK por CL-EMIEM.

Antes de la toma de muestras de PD, se prepard el siguiente céctel de tampén de lisis que contenia tampén de lisis
2x con inhibidor de proteasa 0,0133x y solucién de desactivador 1,5 uM (compuesto mostrado en la Figura 1B): Se
mezclé un vial que contenia 15 ml de tampén de lisis 10x con 1,0 ml de inhibidor de proteasa y 80 pl de desactivador
0,5 mg/ml compuesto 1B en DMSO. Luego, la solucién se diluyd con 59 ml de agua desionizada para un volumen
total de 75 ml.

Como se ha mencionado anteriormente, se recogieron 2 ml de muestras de sangre en el momento establecido. Se
lisaron 1,5 ml de la sangre recogida con 3 ml del céctel de tampédn de lisis que contenia el desactivador compuesto
1B. Inmediatamente después del mezclado, las muestras se agitaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Las
muestras de lisado de sangre se almacenaron a o por debajo de -70 °C inmediatamente después de la recogida. Las
muestras se utilizaron para inmunocaptura con ensayo por CL-EM/EM.

EJEMPLO 3
Ensayo de RO de BTK mediante LBA

Se recogié sangre completa de mono tratada con ACD-A en puntos de tiempo establecidos después de la
dosificacién y se agregd a una placa de 96 pocillos, de fondo en V, de 2 ml (Costar, n.° de cat. 3960) y se lisé con
tampdn de lisis 2x (Cell Signaling, n.° de cat. 9803) que contiene inhibidor de proteasa (Calbiochem, n.° de cat.
539134) y sonda biotinilada (BMT-105186). El lisado se ftransfiri6 a una placa recubierta de estreptavidina
(ThermoFisher Scientific, neutrAvidin® n.° de cat. 15128) y se incubd con agitacion durante 1 hora a temperatura
ambiente. Después del lavado, se afiadi6 el anticuerpo anti-BTK (Cell Signaling, n.° de cat. 8547, dilucién 1:1000 en
PBS + Tween20 al 0,05 % + BSA al 0,5 %) y se incubd mientras se agitaba durante 1 hora a temperatura ambiente.
La placa de lavo, seguido de la adicidn de anticuerpo secundario de peroxidasa de rédbano picante de cabra anti-
conejo (Invitrogen, G21234) a una dilucién de 1:2500 en PBS + Tween20 al 0,05 % + BSA al 0,5 %. La prueba
ELISA se desarrollé con la adicién de tetrametilbencidina (TMB) (Sigma, n.° de cat. T0440) y se dej6 desarrollar y se
detuvo con la adicién de acido sulfirico 2,0 N. Se leyé la absorbancia a 450 nm y se calculd el % relativo de
inactivacion de BTK de las muestras de estudio a partir de una curva estandar de muestras que contenian diferentes
proporciones de lisados de sangre de mono normal mezclados con lisados desactivados de sangre pretratada con
BMT-126867 2 uM para permitir la inactivacién completa de BTK antes de la lisis.

Anélisis farmacocinético mediante CL-EM
Se recogieron 0,5 ml de sangre de mono en los puntos temporales establecidos para la evaluacion PK. Cada
muestra de sangre se centrifugé para separar el plasma. Se agregaron inmediatamente 10 pl de la solucidén de

desactivador 125 uyM (compuesto mostrado en la Figura 1B) a 200 pl de plasma. Después de mezclar, las muestras
se almacenaron a -20 °C y se utilizaron para analisis de CL-EM/EM.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de ensayo para determinar la ocupacidn del receptor de farmacos en un sujeto al que se le administra
un farmaco de interés que se une covalentemente al receptor de interés, comprendiendo dicho método las etapas

de:

a. recoger una muestra de sangre de un sujeto tratado con el farmaco de interés,

b. afladir una solucién de lisis que comprende un desactivador que se une irreversiblemente al mismo sitio de
receptor que el farmaco de interés a la muestra de sangre,

c. aislar el receptor unido al farmaco y unido al desactivador mediante inmunocaptura,

d. digerir el receptor unido al farmaco y unido al desactivador aislado para generar péptidos sustitutos unidos al
farmaco y unidos al desactivador,

e. medir la cantidad de péptidos sustitutos utilizando CL-EM/EM y determinar la cantidad de receptor unido al
farmaco comparando la cantidad de péptido sustituto unido al farmaco con la cantidad total de péptidos sustitutos
unidos al farmaco y unidos al desactivador.

2. El ensayo de la reivindicacién 1, en donde el farmaco de interés se muestra en la Figura 1A.

3. El ensayo de la reivindicacion 1, en donde el desactivador de la etapa (b) se muestra en la Figura 1B.

4. El ensayo de la reivindicacién 1, en donde la etapa de digestion (d) es la digestién con tripsina.

5. Un método para determinar la ocupacién del receptor de tirosina cinasa de Bruton (BTK) en un sujeto al que se le
administra un farmaco mostrado en la Figura 1A, comprendiendo dicho método las etapas de:

a. recoger una muestra de sangre del sujeto al que se le administra el farmaco,

b. afiadir a la muestra de sangre una solucién de lisis que contiene el desactivador mostrado en la Figura 1B,

c. aislar la BTK unida al farmaco y unida al desactivador con anticuerpo biotinilado anti-BTK unido a perlas de
estreptavidina T1,

d. digerir el complejo BTK unida al farmaco y unida al desactivador aislada-anticuerpo con tripsina para generar
péptidos sustitutos,

e. medir la cantidad de péptidos sustitutos usando cromatografia CL-EM/EM y determinar la cantidad de BTK
unida al farmaco comparando la cantidad de péptido sustituto unido al farmaco con la cantidad total de péptidos
sustitutos unidos al farmaco y unidos al desactivador.
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FiG. 8A

Perfil de conc. de BMS-986195 en plasma frente a tiempo
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FIG. 9C

Perfil de % de ocupacion de BTK frente a tiempo

de scupacién de BTK
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