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DESCRIPCION
Ensayo de anticuerpos antifarmaco con supresion de interferencia de la diana

La presente invencidn esta en el campo de los ensayos de anticuerpos antifarmaco. En el presente documento se
informa de un ensayo de anticuerpos antifarmaco con interferencia de la diana reducida del farmaco terapéutico.

Antecedentes de la invencion

Moxness, M., et al. (Ann. N. Y. Acad. Sci. USA 1005 (2003) 265-268) informaron de ensayos de unidén a
radioligando para anticuerpos anti-insulina (IAB) totales y clase Ig. En primer lugar, se acidificaron los sueros de
prueba y de control para disociar la insulina unida y se afiadié carbdn vegetal para adsorber la insulina sérica.
Después de la neutralizacion, se retiré el carbén vegetal con la insulina unida del suero mediante centrifugacién.
Para cada ensayo, las muestras de suero con la insulina extraida se incubaron con insulina radiomarcada en
presencia y ausencia de altos niveles de insulina no marcada para determinar la unién no especifica y la union total,
respectivamente. Por tanto, Moxness et al. informaron de una comparacion de dos protocolos de ensayo de ADA
en los que se compararon la incubacién durante la noche y la disociacién acida.

Patton, A., et al. (J. Immunol. Meth. 304 (2005) 189-195) informaron de un ELISA de doble captura que usa una
superficie de antigeno de alta densidad acoplada covalentemente combinada con una etapa de disociacion acida
para permitir la deteccidn de anticuerpos en presencia de antigeno en suero humano, es decir, sin retirada previa
del exceso de antigeno. Por tanto, Patton et al. informaron de un protocolo de ensayo en el que el exceso de
antigeno no se retira antes del analisis del anticuerpo terapéutico. Los autores comparan las muestras pretratadas
con acido con muestras no pretratadas, pero con un procedimiento de ensayo de otro modo idéntico.

Lee, JW.,, et al. (AAPS J. 13 (2011) 99-110) informan de que el impulsor predominante del bioanalisis para
respaldar el desarrollo de farmacos es el uso previsto de los datos. Las metodologias fiables para las mediciones
de mAb vy su ligando antigénico (L) en circulacién son fundamentales para la evaluacién de las relaciones
exposicion-respuesta para respaldar las evaluaciones de eficacia y seguridad, y de la seleccion de dosis. Los
ensayos de unién a ligando (LBA) se usan ampliamente para el analisis de biofarmacos terapéuticos proteicos y
ligandos antigénicos (L) para respaldar las evaluaciones de farmacocinética/farmacodinamica (FC/FD) y de
seguridad. En particular, para farmacos de anticuerpos monoclonales (mAb) que se unen de forma no covalente a
L, pueden existir multiples formas de mAb y L in vivo, incluyendo mAb libre, L libre y complejos mono y/o bivalentes
de mAb y L. Dada la complejidad del equilibrio dinamico de uniéon que se produce en el cuerpo después de la
dosificaciéon y las multiples fuentes de perturbaciéon del equilibrio durante el bioanélisis, esta claro que la
cuantificacién ex vivo de las formas de interés (mAb y L libres, unidos o totales) puede diferir de las reales in vivo.
En principio, los reactivos LB A y los formatos de ensayo se pueden disefiar para medir las formas totales o libres
de mAby L. Sin embargo, la confirmacion de las formas que se miden en las condiciones especificadas puede ser
técnicamente complicada.

Kelly, M., et al. (AAPS J., 15 (2013) 646-658) informan de que un area que recientemente ha estado recibiendo
cada vez mas atencién es la evaluacion del analito "libre" y "total" y el impacto del formato del ensayo en esas
evaluaciones. Los autores proporcionan una revisién critica de la literatura disponible y exploran prospectivamente
procedimientos para mitigar el impacto potencial de los anticuerpos antifarmaco en la medicién del ensayo FC.
Ademas, los procedimientos para incrementar la tolerancia a los farmacos en los ensayos de ADA (anticuerpos
antifarmaco) se podrian readaptar para evaluar o incrementar la tolerancia a ADA en los ensayos FC, normalmente
con una etapa preparatoria para romper el inmunocomplejo y extraer el farmaco. Cabe sefialar que la
implementacién de manipulaciones tan complicadas no se consideraria rutinaria para el bioanalisis clinico en una
fase posterior, sino que proporcionaria informacién valiosa al comienzo de la fase de investigacion del desarrollo
del procedimiento para la interpretacion de la farmacocinética. En Ultima instancia, cualquier procedimiento de
extraccion usado para ayudar a cuantificar el farmaco probablemente daria como resultado una evaluacion "total”.

Davis, R.A., et al. (J. Pharm. Biomed. Anal. 48 (2008) 897-901) informaron de un procedimiento para cuantificar la
concentracion total de biomarcador (libre mas unido) en presencia de altos niveles de MoAb terapéutico usando un
unico MoAb no competitivo en un formato de captura/elucion acida. Este ensayo tiene la capacidad de detectar y
cuantificar con exactitud niveles circulantes de biomarcadores de ng/ml en presencia de 200 y/ml 0 mas de MoAb
terapéutico.

Salimi-Moosavi, H., et al. (J. Pharm. Biomed. Anal. 51 (2010) 1128-1133) informaron de enfoques de tratamiento
alcalino y acido/guanidina para disociar la union de proteinas y desnaturalizar preferentemente el ThA. Las
proteinas antigénicas neutralizadas se pueden determinar mediante ELISA. Estos procedimientos proporcionan
mediciones reproducibles de la proteina antigénica total sin interferencia de ThA. Las muestras de suero, los
estandares y los controles de calidad que contenian proteina antigénica y ThA se trataron con un tampén alcalino
(pH =13) que contenia caseina o un tampdn acido/guanidina (pH <1). Se midieron con éxito las proteinas
antigénicas totales para dos sistemas ThA diferentes y se eliminaron completamente las interferencias mediante
los tratamientos. Estos procedimientos se aplicaron con éxito al analisis en muestras de suero preclinicas.
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Smith, HW., et al. (Regul. Toxicol. Pharmacol. 49 (2007) 230-237) divulgaron la deteccién de anticuerpos contra
proteinas terapéuticas en presencia de proteina terapéutica residual usando un tratamiento de muestra mediante
extraccion en fase sdlida con disociacién acida (SPEAD) antes del ELISA.

Bourdage, J.S., etal. (J. Immunol. Meth. 327 (2007) 10-17) divulgaron un ensayo de elucién por captura de afinidad
(ACE) para la deteccion de anticuerpos antifarmaco para tratamientos con anticuerpos monoclonales en presencia
de altos niveles de farmaco.

Zoghbi, J., et al. (J. Immunol. Meth. 426 (2015) 62-69) divulgaron un procedimiento innovador y novedoso para
resolver el problema de la interferencia del farmaco y de la diana en ensayos de inmunogenicidad que comprende
cuatro componentes para la deteccion de ADA total (ADA libre y ADA unido al farmaco) en presencia del farmaco
en muestras de pacientes: (1) usar un exceso de farmaco para saturar el ADA libre y formar ADA unido al farmaco
como complejos farmaco-ADA, (2) precipitar el complejo usando un agente tal como PEG, (3) disociar con acido el
ADA del farmaco e inmovilizar (capturar) el ADA libre (y el farmaco libre) en condiciones acidas (sin neutralizacién)
sobre una superficie de gran capacidad, y (4) detectar el ADA libre (no el farmaco capturado) usando un reactivo de
deteccion anti-lg humana especifico.

Bourdage, J.S., et al. (J. Immunol. Meth. 327 (2007) 10-17) divulgaron un ensayo de elucién por captura de afinidad
(ACE) para la deteccion de anticuerpos antifarmaco para tratamientos con anticuerpos monoclonales en presencia
de altos niveles de farmaco.

El estandar de referencia actual en los ensayos de anticuerpos antifarmaco (ADA) es el ensayo de doble captura
con el farmaco en ambos lados de un complejo formado que se detecta. Este parece ser el formato de ensayo
apropiado para detectar los isotipos de ADA y la especificidad de ADA.

Collet-Brose, J., et al., (J. Immunol. Res., ID de articulo 5069678 (2016)) divulgaron la evaluacion de multiples
plataformas tecnologicas de inmunoanalisis para seleccionar el ensayo de anticuerpos antifarmaco que presenta la
tolerancia méas apropiada al farmaco y a la diana. El objetivo de este estudio fue, en la fase de desarrollo del ensayo
y, por tanto, con un apropiado grado de rigurosidad, seleccionar la plataforma tecnoldgica y el procedimiento de
pretratamiento de muestras mas apropiados para un ensayo clinico de ADA.

El documento WO 2008/031532 divulgd un anticuerpo que se une especificamente a IgG de macaco cangrejero
caracterizado por no unirse a |IgG humana, y un procedimiento para la determinacion inmunolégica de un
inmunocomplejo (complejo DA/ADA) de un anticuerpo farmacoloégico (DA) y un anticuerpo contra dicho anticuerpo
farmacolodgico (anticuerpo antifarmaco, ADA) en una muestra de una especie de mono usando un inmunoanalisis
de doble captura de doble antigeno. En el presente documento se usa un anticuerpo anti-IlgG de macaco
cangrejero especifico que no se une de forma cruzada a IgG humana, con lo que este ensayo no se puede usar
para analizar muestras humanas. Adicionalmente, la presencia de una diana terapéutica soluble no dara como
resultado una sefial positiva falsa en el ensayo como se informa en el documento WO 2008/031532.

El documento WO 2015/123315 divulgé ensayos para detectar la presencia o cantidad de un anticuerpo
antifarmaco que comprenden una etapa de precipitacién que da como resultado una precipitacion de
inmunocomplejos (farmaco con ADA), seguida de una acidificacion del precipitado que da como resultado una
liberaciéon de ADA de los complejos y una adsorcion acida del ADA en una superficie para una configuracion final
de complejos mensurables.

Llinares-Tello, F., et al. (BMJ 73 (2014) THUO166) divulgaron la utilidad de la disociacién acida en la deteccién de
inmunogenicidad en pacientes en tratamiento con farmacos anti-TNF en un ensayo de ADA estandar. Wessels et
al., Bioanalysis, 8, pp. 2135-2145 (21016) describen otro procedimiento para detectar anticuerpos antifarmaco
usando la deteccién secundaria de Fc.

Sumario de la invencion

En el presente documento se informa de un ensayo de anticuerpos antifarmaco en el que se reduce, o incluso se
elimina, el enmascaramiento del anticuerpo antifarmaco por la diana (terapéutica) del farmaco.

En el presente documento se informa de un ensayo de anticuerpos antifarmaco que es especialmente util para
muestras que comprenden el farmaco, su diana y anticuerpos antifarmaco, en el que se reduce, o incluso se
elimina, la interferencia de la diana (terapéutica) del farmaco.

La invencion se basa, al menos en parte, en el hallazgo de que se puede usar una etapa de incubacién realizada al
pl de la diana o a un valor de pH acido antes de la deteccion del anticuerpo antifarmaco para reducir la interferencia
de la diana del anticuerpo (farmaco) terapéutico presente en una muestra de suero o plasma en un ensayo (de
deteccion) de anticuerpos antifarmaco. El ensayo de acuerdo con la presente invencién es especialmente Uil si la
diana del farmaco terapéutico tiende a agregarse y provoca, de este modo, una unién no especifica, y/o si la diana
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es bivalente/multivalente y, de este modo, normalmente da como resultado una sefial positiva falsa en el ensayo.

La invencion se basa, al menos en parte, en el hallazgo de que se puede reducir, o incluso eliminar, la interferencia
de la diana (terapéutica) soluble del farmaco (anticuerpo terapéutico) presente en la muestra que se va a analizar
en un inmunoanalisis usando dos 0 mas etapas de disociacién acida en el procedimiento de ensayo.

La invencion se basa, al menos en parte, en el hallazgo de que se pueden usar las propiedades de
precipitacionfagregacion de la diana (terapéutica) soluble en presencia de ADA y de farmaco para reducir la
interferencia de la diana (terapéutica) soluble en un inmunoanalisis. La acidificacion usada en general a valores de
pH bajos aun da como resultado una sefial (de fondo) alta que da como resultado una pérdida de sensibilidad
(véase, por ejemplo, la figura 18). Se ha descubierto que, para mejorar la etapa de desactivacion de la diana
soluble / reducir la interferencia de la diana, no es necesario incluir una precipitacién de inmunocomplejos en el
procedimiento de ensayo. Se ha descubierto que se puede lograr una mejora en la sensibilidad del ensayo /
reduccién de la interferencia de la diana (terapéutica) soluble en un inmunoanalisis mediante la acidificacién y
neutralizacién sin ninguna separacién y/o resuspension del precipitado.

La invencion se basa, al menos en parte, en el hallazgo de que se puede usar una etapa de tratamiento acido para
retirar, es decir, precipitar, la diana soluble (por ejemplo, en/cerca de su punto isoeléctrico). El uso de dicha etapa
de tratamiento acido para retirar la diana (terapéutica) soluble en la muestra y para reducir la interferencia de la
diana en un inmunoanalisis hace que el procedimiento de acuerdo con la presente invencion sea, en general,
aplicable. Sin estar limitado por esta teoria, se asume que el procedimiento de acuerdo con la presente invencién
es mas adecuado para el analisis de muestras clinicas con respuesta inmunitaria desconocida, ya que se puede
asumir que la diana (terapéutica) soluble esta presente en cantidades comparables en diferentes individuos.

La invencion se basa, al menos en parte, en el hallazgo de que una incubacidn al pl de la diana soluble es
ventajosa para mejorar el rendimiento de un inmunoanalisis, por ejemplo, para reducir |la interferencia de la diana o
para mejorar la sensibilidad del ensayo.

Se describe un inmunoanélisis para detectar y/o determinar y/o cuantificar la cantidad de anticuerpo antifarmaco,
en el que el anticuerpo antifarmaco se puede unir especificamente a un anticuerpo farmacoldgico, en el que el
anticuerpo farmacologico se puede unir especificamente a una diana terapéutica, en una muestra de suero o
plasma con interferencia de la diana reducida, que comprende las siguientes etapas (en el siguiente orden):

a) incubar un anticuerpo de captura inmovilizado con una muestra de suero o plasma, que comprende el
farmaco, el anticuerpo diana y el anticuerpo antifarmaco, para formar un complejo anticuerpo de
captura-anticuerpo antifarmaco,

b) lavar el complejo formado en la etapa a) con un tampdn que comprende un gllicido y un detergente, que tiene
un valor de pH de aproximadamente el pl de la diana,

c) incubar durante 12 a 24 horas el complejo lavado de la etapa b) con un anticuerpo marcador conjugado con
un marcador (detectable) para formar un complejo anticuerpo de captura-anticuerpo antifarmaco-anticuerpo
marcador, (y)

d) detectar y/o determinar y/o cuantificar la cantidad de anticuerpo antifarmaco mediante la determinacion del
marcador (detectable) en el complejo formado en la etapa c).

En un modo de realizacién, el farmaco es un anticuerpo (anticuerpo farmacolédgico).
En un modo de realizacion, el anticuerpo marcador y el anticuerpo de captura son el anticuerpo farmacolégico.

En un modo de realizacién, el inmunoanalisis comprende un anticuerpo de captura, un anticuerpo marcador y un
anticuerpo de deteccidn, en el que el anticuerpo de captura es el farmaco conjugado con un primer miembro de un
par de unién, el anticuerpo marcador es el anticuerpo farmacoldgico conjugado con un marcador detectable y el
anticuerpo de deteccién, que se conjuga ademas con una enzima, es un anticuerpo que se une especificamente al
marcador detectable.

En un modo de realizacién, el anticuerpo de captura y/o el anticuerpo marcador se seleccionan
independientemente entre si del grupo que consiste en anticuerpo farmacolégico completo/de longitud completa,
F(ab)2, Fab y scFv del anticuerpo farmacoldgico. En un modo de realizacién, el anticuerpo de captura y el
anticuerpo marcador son cada uno un anticuerpo farmacolégico de longitud completa, o un F(ab’)2 del anticuerpo
farmacoldgico, o un Fab del anticuerpo farmacolégico.

En un modo de realizacién, el glucido es un monosacarido, un disacarido o un trisacarido. En un modo de
realizacién, el glucido es un disacarido. En un modo de realizacion, el glucido se selecciona del grupo de
disacaridos que consiste en sacarosa, lactosa, maltosa, isomaltosa y trehalosa. En un modo de realizacién
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preferente, el glicido es sacarosa.
En un modo de realizacion, el glucido tiene una concentracion de aproximadamente un 6,5 % en peso.
En un modo de realizacién, el glucido es sacarosa a una concentracion de aproximadamente un 6,5 % en peso.

En un modo de realizacion, el detergente es un detergente no iénico. En un modo de realizacién, el detergente se
selecciona del grupo de detergentes que consiste en éter de polialquilenglicol (nombre comercial Brij),
monoésteres de polioxietilensorbitano (nombre comercial Tween), etoxilato de octilfenol (nombre comercial Trion o
Nonident), octil-beta-glucésido, n-acido graso-N-metil-D-glucamida (nombre comercial MEGA) vy
N,N’-bis-(3-D-gluconamidopropil)colamida (nombre comercial CHAP). En un modo de realizacién preferente, el
detergente es dodecil éter de polietilenglicol.

En un modo de realizacidn, el glucido es sacarosa y el detergente es dodecil éter de polietilenglicol.

En un modo de realizacion, la incubacién es durante 14 a 20 horas. En un modo de realizacién, la incubacién es
durante 15 a 17 horas. En un modo de realizacion, la incubacién es durante aproximadamente 16 horas.

En un modo de realizacién, el glucido es sacarosa, el detergente es dodecil éter de polietilenglicol y la incubacién
es durante 15 a 17 horas.

En un modo de realizacion, el primer miembro de un par de union se selecciona del grupo que consiste en hapteno,
antigeno y hormona. En un modo de realizacion, el par de unién es un par antigeno/anticuerpo o un par
hapteno/anticuerpo anti-hapteno.

En un modo de realizacion, el par de union se selecciona del grupo que consiste en biotina/(estrept)avidina,
teofilina/anticuerpo anti-teofilina, 5-bromo-desoxiuridina/anticuerpo anti-5-bromo-desoxiuridina,
digoxigenina/anticuerpo anti-digoxigenina y helicar/anticuerpo anti-helical. En un modo de realizacion, el par de
unién es biotina y (estrept)avidina.

En un modo de realizacién, el farmaco es un anticuerpo anti-C5 y la diana es C5 humana.

En un modo de realizacion, el glucido es sacarosa, el detergente es dodecil éter de polietilenglicol, el farmaco es un
anticuerpo anti-C5 y la diana es C5 humana.

En un modo de realizacion, el glucido es sacarosa, el detergente es dodecil éter de polietilenglicol, el farmaco es un
anticuerpo anti-C5, la diana es C5 humana y el tampdn tiene un valor de pH de aproximadamente 5,5 o
aproximadamente 5,0.

En un modo de realizacidn, la muestra es una muestra humana (muestra de suero o plasma humano).

Un aspecto como se informa en el presente documento es un inmunoanalisis para detectar y/o determinar y/o
cuantificar la cantidad de anticuerpo antifarmaco, en el que el anticuerpo antifarmaco se puede unir
especificamente a un anticuerpo farmacoldgico, en el que el anticuerpo farmacolégico se puede unir
especificamente a una diana terapéutica, en una muestra de suero o plasma con interferencia de la diana reducida,
que comprende las siguientes etapas:

a) incubar la muestra de suero o plasma a un valor de pH que es aproximadamente el valor de pl de la diana y,
opcionalmente, retirar el precipitado formado después de la incubacion,

b) incubar la muestra de suero o plasma obtenida en la etapa a) a un valor de pH de aproximadamente 2 vy,
opcionalmente, centrifugar la muestra incubada para retirar el precipitado formado,

c) ajustar el valor de pH a aproximadamente 7,4, afiadir anticuerpo de captura conjugado con un primer
miembro de un par de unién y anticuerpo marcador conjugado con un marcador detectable a la muestra de suero o
plasma obtenida en la etapa b), e incubar la mezcla para formar un complejo anticuerpo de captura-anticuerpo
antifarmaco-anticuerpo marcador, (y)

d) medir y/o determinar y/o cuantificar el complejo formado en la etapa c) y, de este modo, detectar y/o
determinar y/o cuantificar la cantidad de anticuerpo antifarmaco en la muestra de suero o plasma.

En un modo de realizacién, la etapa de medir y/o determinar y/o cuantificar el complejo anticuerpo de
captura-anticuerpo antifarmaco-anticuerpo marcador (paso d)) comprende las etapas de

d1) incubar la muestra de suero o plasma obtenida en la etapa c) con el segundo miembro del par de unién
conjugado a una superficie sodlida para capturar el complejo anticuerpo de captura-anticuerpo
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antifarmaco-anticuerpo marcador y, opcionalmente, lavar la superficie,

d2) detectar y/o determinar y/o cuantificar la cantidad de anticuerpo antifarmaco mediante la determinacion del
marcador detectable en el complejo formado en la etapa d1).

En un modo de realizacion, la incubacion a aproximadamente el valor de pl de la diana es a un valor de pH en el
intervalo de 0,5 unidades de pH por debajo del pl de la diana a 0,5 unidades de pH por encima del valor de pl de la
diana.

En un modo de realizacidn, la incubacién en la etapa a) es con agitacién.

En un modo de realizacion, la incubacion en la etapa a) es durante 1,5 a 2,5 horas. En un modo de realizacién
preferente, la incubacién en la etapa a) es durante aproximadamente 2 horas.

En un modo de realizacidn, la incubacién en la etapa b) es durante aproximadamente 5 min.
En un modo de realizacion, la incubacién en la etapa d) es durante aproximadamente 60 min.
En un modo de realizacion, el anticuerpo marcador y el anticuerpo de captura son el anticuerpo farmacolégico.

En un modo de realizacién, el inmunoanalisis comprende un anticuerpo de captura, un anticuerpo marcador y un
anticuerpo de deteccidn, en el que el anticuerpo de captura es el farmaco conjugado con un primer miembro de un
par de unién, el anticuerpo marcador es el anticuerpo farmacoldgico conjugado con un marcador detectable y el
anticuerpo de deteccién, que se conjuga con una enzima, es un anticuerpo que se une especificamente al
marcador detectable.

En un modo de realizacién, el anticuerpo de captura y/o el anticuerpo marcador se seleccionan
independientemente entre si del grupo que consiste en anticuerpo farmacolégico completo/de longitud completa,
F(ab)2, Fab y scFv del anticuerpo farmacoldgico. En un modo de realizacién, el anticuerpo de captura y el
anticuerpo marcador son cada uno un anticuerpo farmacolégico de longitud completa, o un F(ab’)2 del anticuerpo
farmacoldgico, o un Fab del anticuerpo farmacologico.

En un modo de realizacion, el primer miembro de un par de union se selecciona del grupo que consiste en hapteno,
antigeno y hormona. En un modo de realizacion, el par de unién es un par antigeno/anticuerpo o un par
hapteno/anticuerpo anti-hapteno.

En un modo de realizacion, el par de union se selecciona del grupo que consiste en biotina/(estrept)avidina,
teofilina/anticuerpo anti-teofilina, 5-bromo-desoxiuridina/anticuerpo anti-5-bromo-desoxiuridina,
digoxigenina/anticuerpo anti-digoxigenina y helicar/anticuerpo anti-helical. En un modo de realizacion, el par de
unién es biotina y (estrept)avidina.

En un modo de realizacién, el farmaco es un anticuerpo anti-C5 y la diana es C5 humana. En un modo de
realizacién, el valor de pH en la etapa a) esta en el intervalo de pH 4,7 a pH 5,5. En un modo de realizacién
preferente, el valor de pH en la etapa a) es de aproximadamente pH 5,0 o aproximadamente pH 5,5.

En un modo de realizacion, el inmunoanalisis para detectar y/o determinar y/o cuantificar la cantidad de anticuerpo
antifarmaco, en el que el anticuerpo antifarmaco se puede unir especificamente a un anticuerpo farmacoldgico, en
el que el anticuerpo farmacolégico es un anticuerpo anti-C5 que se puede unir especificamente a C5 humana, en
una muestra de suero o plasma con interferencia de la diana reducida, comprende las siguientes etapas:

a) incubar la muestra de suero o plasma a un valor de pH en el intervalo de 4,7 a 5,5 durante 1,5 a 2,5 horas v,
opcionalmente, retirar el precipitado formado después de la incubacion,

b) incubarla muestra de suero o plasma obtenida en la etapa a) a un valor de pH de aproximadamente 2 durante
aproximadamente 5 minutos y, opcionalmente, centrifugar la muestra incubada para retirar el precipitado formado,

c) ajustar el valor de pH a aproximadamente 7,4, afiadir anticuerpo farmacoldgico de captura conjugado con
biotina y anticuerpo farmacolégico marcador conjugado con digoxigenina a la muestra de suero o plasma obtenida
en la etapa b), e incubar la mezcla para formar un complejo anticuerpo de captura-anticuerpo
antifarmaco-anticuerpo marcador,

d) incubarla muestra de suero o plasma obtenida en la etapa c) con (estrept)avidina conjugada a una superficie
solida para capturar el complejo anticuerpo de captura-anticuerpo antifarmaco-anticuerpo marcador v,
opcionalmente, lavar la superficie, (y)

e) detectar y/o determinar y/o cuantificar la cantidad de anticuerpo antifarmaco determinando la digoxigenina en



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3012463 T3

el complejo formado en la etapa d) mediante incubacién con un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con
peroxidasa de rabano picante y, después de esto, incubacién con HPPA o TMB, y detectando y/o determinando y/o
cuantificando de este modo la cantidad de anticuerpo antifarmaco en la muestra de suero o plasma
(correlacionando el complejo formado con la cantidad de ADA en la muestra).

En un modo de realizacion de todos los aspectos, la muestra es de un animal. En un modo de realizacién, el animal
se selecciona de un ser humano y un animal de experimentacién. En un modo de realizacion, la muestra es de un
animal al que se le habia administrado el farmaco antes de obtener la muestra. En un modo de realizacion, la
muestra es de un paciente que necesita un tratamiento con el farmaco al que se le habia administrado el farmaco
antes de obtener la muestra. En ningln caso se vuelve a aplicar la muestra a un ser vivo después de que se haya
realizado con la misma el procedimiento informado en el presente documento.

En un modo de realizacion de todos los aspectos, la muestra es una muestra humana (muestra de suero o plasma
humano).

En un modo de realizacion de todos los aspectos, los complejos son complejos no covalentes.
En general, el inmunoanalisis comprende las siguientes etapas:

a) inmovilizar el anticuerpo de captura sobre una superficie sélida y, opcionalmente, lavar la superficie después
de la etapa de inmovilizacion para retirar el anticuerpo de captura no unido y no especificamente unido,

b) incubar el anticuerpo de captura inmovilizado de la etapa a) con una muestra que contiene suero o plasma
que, opcionalmente, se ha diluido para tener una concentracion del anticuerpo antifarmaco dentro del intervalo de
detecciéon del inmunoanalisis, para formar un complejo anticuerpo de captura-anticuerpo antifarmaco, v,
opcionalmente, lavar la superficie después de la etapa de incubacién para retirar la muestra no unida y no
especificamente unida,

c) incubar el complejo anticuerpo de captura-anticuerpo antifarmaco de la etapa b) con un anticuerpo marcador
marcado para formar un complejo anticuerpo de captura-anticuerpo antifarmaco-anticuerpo marcador v,
opcionalmente, lavar la superficie después de la etapa de incubacion para retirar el anticuerpo marcador no unidoy
no especificamente unido,

d) incubar el complejo anticuerpo de captura-anticuerpo antifarmaco-anticuerpo marcador de la etapa ¢) con un
anticuerpo que se une especificamente al marcador del anticuerpo marcador conjugado con una enzima para
formar un complejo anticuerpo de captura-anticuerpo antifarmaco-anticuerpo marcador-anticuerpo de deteccion vy,
opcionalmente, lavar la superficie después de la etapa de incubacion para retirar el anticuerpo de deteccidén no
unido y no especificamente unido,

e) incubar el complejo anticuerpo de captura-anticuerpo antifarmaco-anticuerpo marcador-anticuerpo de
deteccion de la etapa d) con un sustrato incoloro de la enzima que, tras la accion de la enzima sobre el sustrato, se
convierte en un producto de reaccién coloreado y determinar la densidad optica después de un periodo de tiempo
predefinido, (y)

f) correlacionar la densidad 6ptica determinada en la etapa e) con una curva de calibracion y, de este modo,
determinar la cantidad de anticuerpo antifarmaco en la muestra.

Descripcién detallada de la invencioén

Para el anélisis de anticuerpos terapéuticos (farmaco o, abreviado, D), asi como de los respectivos anticuerpos
contra el anticuerpo terapéutico (anticuerpo antifarmaco o, abreviado, ADA), en muestras de origen in vitro o in
vivo, es necesario un ensayo respectivo.

El ADA se une a su antigeno (in vitro e in vivo), es decir, el anticuerpo terapéutico/farmaco, y se forma un equilibrio
entre el ADA libre y el farmaco libre, respectivamente, asi como el farmaco mono y dicomplejado (asumiendo un
farmaco monoespecifico bivalente). Este equilibrio es dinamico, es decir, el cambio en la concentraciéon de un
componente que participa en este equilibrio también cambia las concentraciones de todos los demas componentes
que participan en este equilibrio.

Si bien la fraccién de ADA libre, es decir, no unido, se correlaciona con la disponibilidad del farmaco para unirse y la
capacidad de unidén del ADA a su antigeno, es decir, el farmaco, in vivo, se puede usar la determinacion del ADA
total para caracterizar la interaccién entre el ADA vy el farmaco.

Para una evaluacién farmacocinética completa de un farmaco, por ejemplo, es importante conocer la concentracién
de ADA, ya sea libre, es decir, capaz de unirse al farmaco, o en complejo con el farmaco, en la circulacién
sistémica. El ADA libre se puede evaluar como un biomarcador potencial.
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Un ensayo para determinar el ADA en una muestra se puede ver afectado si el antigeno del farmaco esta presente
en la muestra. Para la evaluacion farmacocinética, es importante la fraccion de ADA que se puede unir o esta unida
al farmaco.

Los términos "anticuerpo terapéutico” y "farmaco" se usan de manera intercambiable en el presente documento.
Estos términos se usan en el sentido mas amplio y engloban diversas estructuras de anticuerpo, incluyendo, pero
sin limitarse a, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo,
anticuerpos biespecificos) y fragmentos de anticuerpo, siempre que presenten la actividad de unién a antigeno
deseada.

En determinados modos de realizacion, el farmaco es un anticuerpo monoespecifico. En un modo de realizacién, el
farmaco es un anticuerpo monoespecifico bivalente. En un modo de realizacién preferente, el farmaco es un
anticuerpo monoclonal monoespecifico bivalente.

En determinados modos de realizacion, el farmaco es un anticuerpo multiespecifico, por ejemplo, un anticuerpo
biespecifico. Los anticuerpos multiespecificos son anticuerpos monoclonales que tienen especificidades de unién
para al menos dos antigenos diferentes. En determinados modos de realizacidn, una de las especificidades de
unién es por un primer antigeno y la otra es por un segundo antigeno diferente. En determinados modos de
realizacién, los anticuerpos biespecificos se pueden unir a dos epitopos diferentes del mismo antigeno. Se pueden
preparar anticuerpos biespecificos como anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpo. En un
modo de realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo biespecifico que se une especificamente a un primer y un
segundo antigeno. En un modo de realizacién, el anticuerpo biespecifico tiene i) una primera especificidad de unién
que se une especificamente a un primer antigeno o un primer epitopo en un antigeno y ii) una segunda
especificidad de unidén que se une especificamente a un segundo antigeno o un segundo epitopo en el (mismo)
antigeno. En un modo de realizacion, el segundo epitopo en el mismo antigeno es un epitopo no solapante. En un
modo de realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo biespecifico bivalente. En un modo de realizacién preferente, el
anticuerpo es un anticuerpo monoclonal biespecifico bivalente.

Se describen anticuerpos multiespecificos en los documentos WO 2009/080251, WO 2009/080252, WO
2009/080253, WO 2009/080254, WO 2010/112193, WO 2010/115589, WO 2010/136172, WO 2010/145792 o WO
2010/145793.

Las expresiones "anticuerpo anti-C5" y "un anticuerpo que se une (especificamente) a C5" se refieren a un
anticuerpo que se puede unir a C5 con una afinidad suficiente, de modo que el anticuerpo sea util como agente
diagnéstico y/o terapéutico al dirigirse a C5. En un modo de realizacion, el grado de unién de un anticuerpo anti-C5
a una proteina distinta de C5 no relacionada es de menos de aproximadamente un 10 % de la uniéon del anticuerpo
a C5. En determinados modos de realizacién, un anticuerpo anti-C5 se une a un epitopo de C5 que se conserva
entre C5 de especies diferentes. En un modo de realizacién preferente, la C5 es C5 humana.

El término "C5", como se usa en el presente documento, engloba cualquier C5 natural de cualquier fuente de
vertebrado, incluyendo mamiferos tales como primates (por ejemplo, seres humanos y monos) y roedores (por
ejemplo, ratones y ratas). A menos que se indique de otro modo, el término "C5" se refiere a una proteina C5
humana que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 30 y que contiene la secuencia de
cadena beta mostrada en SEQ ID NO: 31. El término engloba C5 no procesada "de longitud completa”, asi como
cualquier forma de C5 que resulte del procesamiento en la célula. El término también engloba variantes naturales
de C5, por ejemplo, variantes de empalme o variantes alélicas. La secuencia de aminoacidos de una C5 humana
ejemplar se muestra en SEQ ID NO: 30 (C5 "natural" o "wt"). La secuencia de aminoacidos de una cadena beta
ejemplar de C5 humana se muestra en SEQ ID NO: 31. Las secuencias de aminoacidos de los dominios MG1,
MG2 y MG1-MG2 ejemplares de la cadena beta de C5 humana se muestran en SEQ ID NO: 32, 33 y 34,
respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de C5 de macaco cangrejero y murino ejemplares se muestran
en SEQ ID NO: 35y 96, respectivamente. Los residucs aminoacidicos 1-19 de SEQ ID NO: 30, 31, 34, 35y 96
corresponden a una secuencia sefial que se retira durante el procesamiento en la célula y, por tanto, falta en la
secuencia de aminoacidos ejemplar correspondiente.

El término "anticuerpo monoclonal”, como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo obtenido de
una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacion son idénticos y/o se unen al mismo epitopo, excepto por posibles anticuerpos variantes,
por ejemplo, que contienen mutaciones naturales o que surgen durante la produccién de una preparacion de
anticuerpos monoclonales, estando presentes dichas variantes en general en cantidades insignificantes. En
contraste con las preparaciones de anticuerpos policlonales, que tipicamente incluyen diferentes anticuerpos
dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal de una preparacién de
anticuerpos monoclonales se dirige contra un Unico determinante en un antigeno. Por tanto, el modificador
"monoclonal" indica el caracter del anticuerpo como que se ha obtenido de una poblacion sustancialmente
homogénea de anticuerpos, y no se debe interpretar como que requiera la produccién del anticuerpo por ningun
procedimiento particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que se van a usar de acuerdo con la presente
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invencidn se pueden preparar por una variedad de técnicas, incluyendo, pero sin limitarse a, el procedimiento de
hibridoma, procedimientos de ADN recombinante, procedimientos de presentacién en fagos y procedimientos que
usan animales transgénicos que contienen todos o parte de los locus de inmunoglobulina humana, describiéndose
en el presente documento dichos procedimientos y otros procedimientos ejemplares para preparar anticuerpos
monoclonales.

Los principios de diferentes inmunoanalisis se describen, por ejemplo, por Hage, D.S. (Anal. Chem. 71 (1999)
294R-304R). Lu, B., et al. (Analyst 121 (1996) 29R-32R) informan de la inmovilizacién orientada de anticuerpos
para el uso en inmunoanalisis. Se informa de inmunoanalisis mediados por avidina-biotina, por ejemplo, por
Wilchek, M.y Bayer, E.A., en Methods Enzymol. 184 (1990) 467-469.

Los anticuerpos monoclonales y sus dominios constantes contienen varias cadenas laterales de aminoacidos
reactivas para conjugarse con un miembro de un par de unién, tal como un polipéptido/proteina, un polimero (por
ejemplo, PEG, celulosa o poliestirol) 0 una enzima. Los grupos reactivos quimicos de aminoacidos son, por
ejemplo, grupos amino (lisinas, grupos alfa-amino), grupos tiol (cistinas, cisteinas y metioninas), grupos acido
carboxilico (acidos asparticos, acidos glutamicos) y grupos alditol. Dichos procedimientos, por ejemplo, se
describen por Aslam M. y Dent, A., en "Bioconjugation”, MacMillan Ref. Ltd. 1999, paginas 50-100.

Uno de los grupos reactivos mas comunes de los anticuerpos es el g-amino alifatico del aminoacido lisina. En
general, practicamente todos los anticuerpos contienen abundante lisina. Las aminas de lisina son nucleéfilos
razonablemente buenos por encima de pH 8,0 (pKa = 9,18) y, por lo tanto, reaccionan facil y limpiamente con una
variedad de reactivos para formar enlaces estables. Los compuestos reactivos con amina reaccionan
principalmente con lisinas y 1os grupos a-amino de proteinas. Los ésteres reactivos, en particular ésteres de
N-hidroxi-succinimida (NHS), estan entre los reactivos empleados mas comunmente para la modificacion de
grupos amina. El pH 6ptimo para la reaccion en un entorno acuoso es pH 8,0 a 9,0. Los isotiocianatos son reactivos
de modificacion de amina y forman enlaces tiourea con proteinas. Reaccionan con aminas proteicas en solucién
acuosa (6ptimamente a pH 9,0 a 9,5). Los aldehidos reaccionan en condiciones acuosas suaves con aminas
alifaticas y aromaticas, hidracinas e hidracidas para formar un intermedio imina (base de Schiff). Se puede reducir
selectivamente una base de Schiff con agentes reductores suaves o fuertes (tales como borohidruro de sodio o
cianoborohidruro de sodio) para obtener un enlace alquilamina estable. Otros reactivos que se han usado para
modificar aminas son anhidridos de acido. Por ejemplo, el anhidrido dietilentriaminopentaacético (DTPA) es un
agente quelante bifuncional que contiene dos grupos anhidrido reactivos con amina. Puede reaccionar con grupos
N terminales y e-amina de aminoacidos para formar enlaces amida. Los anillos de anhidrido se abren para crear
brazos quelantes de metal multivalentes que se pueden unir firmemente a metales en un complejo de coordinacion.

Otro grupo reactivo comun en los anticuerpos es el residuo tiol del aminoacido que contiene azufre cistina y su
producto de reduccién cisteina (o semi-cistina). La cisteina contiene un grupo tiol libre, que es mas nucledfilo que
las aminas y, en general, es el grupo funcional mas reactivo en una proteina. Los tioles son, en general, reactivos a
pH neutro y, por lo tanto, se pueden acoplar selectivamente a otras moléculas en presencia de aminas. Puesto que
los grupos sulfhidrilo libres son relativamente reactivos, las proteinas con estos grupos a menudo existen con ellos
en su forma oxidada como grupos disulfuro o enlaces disulfuro. En dichas proteinas, se requiere la reduccion de los
enlaces disulfuro con un reactivo tal como ditiotreitol (DTT) para generar el tiol libre reactivo. Los compuestos
reactivos con tiol son los que se acoplaran a los grupos tiol en polipéptidos, formando productos acoplados con
tioéter. Estos reactivos reaccionan rapidamente a pH ligeramente acido a neutro y, por lo tanto, se pueden hacer
reaccionar selectivamente en presencia de grupos amina. La literatura informa del uso de varios reactivos de
reticulacion tiolantes, tales como el reactivo de Traut (2-iminotiolano), (acetiltio)acetato de succinimidilo (SATA) y
6-[3-(2-piridilditio)propionamidolhexanoato de sulfosuccinimidilo (Sulfo-LC-SPDP) para proporcionar maneras
eficaces de introducir multiples grupos sulfhidrilo por medio de grupos amino reactivos. Los derivados de
haloacetilo, por ejemplo, yodoacetamidas, forman enlaces tioéter y también son reactivos para la modificacién con
tiol. Otros reactivos Utiles son las maleimidas. La reaccién de maleimidas con reactivos reactivos con tiol es
esencialmente la misma que con yodoacetamidas. Las maleimidas reaccionan rapidamente a pH ligeramente
acido a neutro.

Otro grupo reactivo comun en los anticuerpos son los acidos carboxilicos. Los anticuerpos contienen grupos acido
carboxilico en la posicion C terminal y dentro de las cadenas laterales del acido aspartico y acido glutamico. La
reactividad relativamente baja de los acidos carboxilicos en agua normalmente hace dificil el uso de estos grupos
para modificar selectivamente polipéptidos y anticuerpos. Cuando se hace esto, el grupo éacido carboxilico
normalmente se convierte en un éster reactivo por el uso de una carbodiimida soluble en agua y se hace reaccionar
con un reactivo nucleéfilo tal como una amina, hidracida o hidracina. El reactivo que contiene amina debe ser una
base débil para reaccionar selectivamente con el acido carboxilico activado en presencia de las e-aminas mas
altamente basicas de lisina para formar un enlace amida estable. Se puede producir la reticulacion proteica cuando
el pH se eleva por encima de 8,0.

Se puede usar peryodato de sodio para oxidar la parte de alcohol de un glucido dentro de un resto glucidico fijado
a un anticuerpo a un aldehido. Se puede hacer reaccionar cada grupo aldehido con una amina, hidracida o
hidracina como se describe para los acidos carboxilicos. Puesto que el resto glucidico se encuentra
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predominantemente en la region del fragmento cristalizable (regién Fc) de un anticuerpo, se puede lograr la
conjugacién a través de la modificacion dirigida al sitio del carbohidrato lejos del sitio de unién a antigeno. Se forma
un intermedio de base de Schiff, que se puede reducir a una alquilamina a través de la reduccién del intermedio con
agentes reductores solubles en agua de cianoborohidruro de sodio (suave y selectivo) o borohidruro de sodio
(fuerte).

La conjugacién de un anticuerpo marcador y/o de captura y/o de deteccién con su ligando de conjugacion se puede
realizar mediante diferentes procedimientos, tales como uniéon quimica, o unién a través de un par de union. El
término "ligando de conjugacién”, como se usa en el presente documento, indica, por ejemplo, soportes solidos,
polipéptidos, marcadores detectables, miembros de pares de unién especificos. En un modo de realizacion, se
realiza la conjugacion del anticuerpo de captura y/o marcador y/o de deteccion a su ligando de conjugacion uniendo
quimicamente por medio de grupos N terminal y/o e-amino (lisina), grupos €-amino de diferentes lisinas, grupos
funcionales carboxilo, sulfhidrilo, hidroxilo y/o fendlico de la cadena principal aminoacidica del anticuerpo y/o
grupos alditol de la estructura de carbohidrato del anticuerpo. En un modo de realizacion, el anticuerpo de captura
se conjuga con su ligando de conjugacion a través de un par de unién. En un modo de realizacién preferente, el
anticuerpo de captura se conjuga con biotina y se realiza la inmovilizacion en un soporte solido por medio de
avidina o estreptavidina inmovilizada en un soporte sdélido. En un modo de realizacion, el anticuerpo de captura se
conjuga con su ligando de conjugacion a través de un par de uniéon. En un modo de realizacion preferente, el
anticuerpo marcador se conjuga con digoxigenina mediante un enlace covalente como marcador detectable.

El término "muestra" incluye, pero no se limita a, cualquier cantidad de una sustancia de un ser vivo o ser
anteriormente vivo. Dichos seres vivos incluyen, pero no estan limitados a, seres humanos, ratones, monos, ratas,
conejos y otros animales. En un modo de realizacion, la muestra se obtiene de un mono, especialmente un macaco
cangrejero, o un conejo, o un ratén o rata, o un ser humano. En un modo de realizacion preferente, la muestra es
una muestra de un humano. Dichas sustancias incluyen, pero no se limitan a, en un modo de realizacién, sangre
entera, plasma o suero de un individuo, que son las fuentes de muestra mas ampliamente usadas en la rutina
clinica.

El término "fase sdlida" indica una sustancia no fluida, e incluye particulas (incluyendo microparticulas y
microesferas) preparadas a partir de materiales tales como polimero, metal (particulas paramagnéticas,
ferromagnéticas), vidrio y ceramica; sustancias en gel tales como geles de silice, aliumina y poliméricos; capilares,
que se pueden preparar con polimero, metal, vidrio y/o ceramica; zeolitas y otras sustancias porosas; electrodos;
placas de microvaloracion; tiras sélidas; y cubetas, tubos u otros recipientes de muestra para espectrémetro. Un
componente de fase sdlida se distingue de las superficies sdlidas inertes por que una "fase sélida" contiene al
menos un resto en su supefficie, que esta destinado a interactuar con una sustancia en una muestra. Una fase
solida puede ser un componente estacionario, tal como un tubo, tira, cubeta o placa de microvaloracion, o pueden
ser componentes no estacionarios, tales como microesferas y microparticulas. Se puede usar una variedad de
microparticulas que permiten la fijacion no covalente o bien covalente de proteinas y otras sustancias. Dichas
particulas incluyen particulas poliméricas, tales como poliestireno y poli(metacrilato de metilo); particulas de oro,
tales como nanoparticulas de oro y coloides de oro; y particulas ceramicas, tales como particulas de silice, vidrioy
oxido de metal. Véase, por ejemplo, Martin, C.R., et al, Analytical Chemistry-News & Features, 70 (1998)
322A-327A, o Butler, J.E., Methods 22 (2000) 4-23.

Los cromogenos (grupos vy tintes fluorescentes o luminiscentes), las enzimas, los grupos o particulas metalicas
activos en RMN, los haptenos, por ejemplo, la digoxigenina, son ejemplos de "marcadores detectables". El
marcador detectable también puede ser un grupo de reticulacion fotoactivable, por ejemplo, un grupo acido o
acirina. Los quelatos metalicos que se pueden detectar mediante electroquimioluminiscencia también son grupos
emisores de sefiales preferentes, dandose particular preferencia a quelatos de rutenio, por ejemplo, un quelato de
rutenio (bispiridilo)s?*. Los grupos marcadores de rutenio adecuados se describen, por ejemplo, en los documentos
EP 0580 979, WO 90/05301, WO 90/11511 y WO 92/14138. Para la deteccion directa, el grupo marcador se puede
seleccionar de cualquier grupo de marcadores detectables conocidos, tales como tintes, grupos marcadores
luminiscentes tales como grupos quimioluminiscentes, por ejemplo ésteres de acridinio o dioxetanos, o tintes
fluorescentes, por ejemplo, fluoresceina, cumarina, rodamina, oxacina, resorufina, cianina y derivados de los
mismos. Otros ejemplos de grupos marcadores son complejos metélicos luminiscentes, tales como complejos de
rutenio o europio, enzimas, por ejemplo, como las usadas para ELISA o para CEDIA (inmunoanalisis con donante
de enzima clonada, por ejemplo, el documento EP-A-0 061 888) y radioisotopos.

Los sistemas de deteccién indirecta comprenden, por ejemplo, que el reactivo de deteccion, por ejemplo, el
anticuerpo de deteccidn, se margue con un primer miembro de un par de unién. Los ejemplos de pares de unién
adecuados son antigeno/anticuerpo, biotina o analogos de biotina tales como aminobiotina, iminobiotina o
destiobiotina/avidina o estreptavidina, glucido/lectina, acido nucleico o analogo de acido nucleico/acido nucleico
complementario, y receptor/ligando, por ejemplo receptor de hormona esteroidea/hormona esteroidea. En un modo
de realizacion preferente, los primeros miembros de pares de union comprenden hapteno, antigeno y hormona. En
un modo de realizacidon preferente, el hapteno se selecciona del grupo que consiste en digoxina, digoxigenina y
biotina y analogos de los mismos. El segundo miembro de dicho par de unién, por ejemplo, un anticuerpo,
estreptavidina, etc., se marca normalmente para permitir la deteccidn directa, por ejemplo, por los marcadores
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como se menciona anteriormente.

El término "inmunoanalisis" indica cualquier técnica que utiliza moléculas de unidn especifica, tales como
anticuerpos, para capturar y/o detectar una diana especifica para realizar ensayo cualitativos o cuantitativos. En
general, un inmunoanalisis se caracteriza por las siguientes etapas: 1) inmovilizacion o captura del analito y 2)
deteccién y medicion del analito. El analito se puede capturar, es decir, unir a, sobre cualquier superficie sdlida, tal
como, por ejemplo, una membrana, una placa de plastico o alguna otra superficie sdlida.

Los inmunoanalisis se pueden realizar, en general, en tres formatos diferentes. Uno es con deteccidn directa, otro
con deteccién indirecta o mediante un ensayo de tipo sandwich. El inmunoanélisis de deteccién directa usa un
anticuerpo de deteccién (o marcador) que se puede medir directamente. Una enzima u otra molécula permite la
generacién de una sefial que producira un color, fluorescencia o luminiscencia que permitira visualizar o medir la
sefial (también se pueden usar radioisétopos, aunque no se usan comunmente en la actualidad). En un ensayo
indirecto se usa un anticuerpo principal que se une al analito para proporcionar una diana definida para un
anticuerpo secundario (anticuerpo marcador) que se une especificamente a la diana proporcionado por el
anticuerpo principal (denominado anticuerpo detector o marcador). El anticuerpo secundario genera la sefial
mensurable. El ensayo de tipo sandwich usa dos anticuerpos, un anticuerpo de captura y un anticuerpo marcador
(detector). El anticuerpo de captura se usa para unir (inmovilizar) el analito de la solucién o unirse a él en solucion.
Esto permite retirar especificamente el analito de la muestra. El anticuerpo marcador (detector) se usa en una
segunda etapa para generar una sefial (ya sea directa o indirectamente como se describe anteriormente). El
formato de tipo sandwich requiere dos anticuerpos, cada uno con un epitopo distinto en la molécula diana. Ademas,
no deben interferir entre si, ya que ambos anticuerpos se deben unir a la diana al mismo tiempo.

Modos de realizacién del procedimiento de acuerdo con la invencion

La interferencia de un farmaco en un ensayo de ADA es un fendémeno en general conocido, pero no la interferencia
de la diana del farmaco en un ensayo de ADA.

En general, después de la disociacién acida, una etapa de neutralizacion sigue a la disociacion acida o basica para
permitir que los compafieros de unidn formen puentes nuevamente, provocando que el factor de interferencia, si
aun existe en solucién, se vuelva a unir también, manteniendo el problema.

Se han usado muchos enfoques para mitigar este problema, tales como la disociacion acida o basica, la inhibicién
competitiva de la interferencia usando anticuerpos especificos, la retirada de los factores de interferencia, la
extraccion en fase sélida con disociacién acida (SPEAD), la elucion por captura por afinidad (ACE) y muchos otros.
El uso de la disociacion acida en un ensayo de doble captura ha mostrado cierta mejora en la tolerancia a los
farmacos para la deteccién de ADA (véase, por ejemplo, Moxness, M., et al., Clin. Chem. 51 (10), 1983; Patton, A.,
et al., J. Immunol. Methods 304 (2005) 189).

La precipitacién con PEG de la molécula diana o del inmunocomplejo se basa en el tamafio (0 peso molecular, MW)
y depende de la concentracién de PEG. Cuanto mayores sean las concentraciones de PEG, menores seran los
MW de las dianas que precipitaran. Para reducir la precipitacion de proteinas séricas no especificas, tales como
albumina e inmunoglobulina, se usa una concentracién baja de PEG para precipitar inmunocomplejos
ADA:farmaco de gran MW. El uso del principio de precipitacion, acoplado con la disociacién acida y la captura
sobre una superficie de alta capacidad en condiciones acidas (evitando que los compafieros de unién se vuelvan a
unir), permite la deteccién especifica de ADA o farmaco o diana farmacoldgica usando reactivos de deteccién
especificos.

La disociacién acida se usa comuUnmente para romper los complejos farmaco-ADA y, por tanto, liberar el ADA de
dichos inmunocomplejos. El ADA liberado (libre) puede formar complejos con el anticuerpo de deteccién en una
etapa posterior. La etapa de disociacion acida puede acortar el tiempo total del ensayo en comparacién con un
ensayo de ADA clasico (sin etapa de disociacién acida). En general, la atencion se centra en la sensibilidad
comparable.

En general, un ensayo de ADA estandar tiene la desventaja de un prolongado tiempo de incubacién para lograr el
nuevo equilibrio entre el ADAYy los reactivos en presencia de farmaco residual. Sise aplica un tiempo de incubacién
corto, solo se puede obtener una baja tolerancia al farmaco (= baja sensibilidad con farmaco residual).

La formacidn de los complejos mensurables lleva tiempo y depende de la constante de velocidad de asociacién del
ADA a los reactivos. Para el ensayo de ADA estandar, la constante de velocidad de disociacion de los
inmunocomplejos es la etapa limitante de tiempo. Por este motivo, se aplican tiempos de incubacion mas largos
(normalmente durante la noche) a la incubacién de la muestra y los reactivos.

Por tanto, la disociacion acida es, predominantemente, un procedimiento de disociacion del complejo.

Un aspecto de acuerdo con la presente invencién es un inmunoanalisis para detectar y/o determinar y/o cuantificar
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la cantidad de anticuerpo antifarmaco, en el que el anticuerpo antifarmaco se puede unir especificamente a un
anticuerpo farmacolégico, en el que el anticuerpo farmacoldgico se puede unir especificamente a una diana
terapéutica, en una muestra de suero o plasma, que comprende las siguientes etapas:

a) incubar un anticuerpo de captura inmovilizado con una muestra de suero o plasma, que comprende el
farmaco, el anticuerpo diana y el anticuerpo antifarmaco, para formar un complejo anticuerpo de
captura-anticuerpo antifarmaco,

b) lavar el complejo formado en la etapa a) con un tampdn que comprende un gllicido y un detergente, que tiene
un valor de pH de aproximadamente el pl de la diana,

c) incubar durante 12 a 24 horas el complejo lavado de la etapa b) con un anticuerpo marcador marcado para
formar un complejo anticuerpo de captura-anticuerpo antifarmaco-anticuerpo marcador, (y)

d) detectar y/o determinar y/o cuantificar la cantidad de anticuerpo antifarmaco mediante la determinacion del
marcador detectable en el complejo formado en la etapa c).

En un modo de realizacion, el glucido es sacarosa, el detergente es dodecil éter de polietilenglicol, el farmaco es un
anticuerpo anti-C5, la diana es C5 humana y el tampén tiene un valor de pH de aproximadamente 5,5.

Un aspecto de acuerdo con la presente invencién es un inmunoanalisis para detectar y/o determinar y/o cuantificar
la cantidad de anticuerpo antifarmaco, en el que el anticuerpo antifarmaco se puede unir especificamente a un
anticuerpo farmacolégico, en el que el anticuerpo farmacoldgico se puede unir especificamente a una diana
terapéutica, en una muestra de suero o plasma, que comprende las siguientes etapas:

a) incubar la muestra de suero o plasma a un valor de pH que es aproximadamente el valor de pl de la diana y,
opcionalmente, retirar el precipitado formado después de la incubacion,

b) incubar la muestra de suero o plasma obtenida en la etapa a) a un valor de pH de aproximadamente 2 vy,
opcionalmente, centrifugar la muestra incubada para retirar el precipitado formado,

c) ajustar el valor de pH a aproximadamente 7,4, afiadir anticuerpo de captura conjugado con un primer
miembro de un par de unién y anticuerpo marcador conjugado con un marcador detectable a la muestra de suero o
plasma obtenida en la etapa b), e incubar la mezcla para formar un complejo anticuerpo de captura-anticuerpo
antifarmaco-anticuerpo marcador, (y)

d) medir y/o determinar y/o cuantificar el complejo formado en la etapa c) y, de este modo, detectar y/o
determinar y/o cuantificar la cantidad de anticuerpo antifarmaco en la muestra de suero o plasma.

En un modo de realizacién, la etapa de medir y/o determinar y/o cuantificar el complejo anticuerpo de
captura-anticuerpo antifarmaco-anticuerpo marcador (paso d)) comprende las etapas de

d1) incubar la muestra de suero o plasma obtenida en la etapa c) con el segundo miembro del par de unién
conjugado a una superficie sodlida para capturar el complejo anticuerpo de captura-anticuerpo
antifarmaco-anticuerpo marcador y, opcionalmente, lavar la superficie, (y)

d2) detectar y/o determinar y/o cuantificar la cantidad de anticuerpo antifarmaco mediante la determinacion del
marcador detectable en el complejo formado en la etapa d1).

En un modo de realizacion, el inmunoanalisis para detectar y/o determinar y/o cuantificar la cantidad de anticuerpo
antifarmaco, en el que el anticuerpo antifarmaco se puede unir especificamente a un anticuerpo farmacoldgico, en
el que el anticuerpo farmacolégico es un anticuerpo anti-C5 que se puede unir especificamente a C5 humana, en
una muestra de suero o plasma, comprende las siguientes etapas:

a) incubar la muestra de suero o plasma a un valor de pH en el intervalo de 4,7 a 5,5 durante 1,5 a 2,5 horas v,
opcionalmente, retirar el precipitado formado después de la incubacion,

b) incubarla muestra de suero o plasma obtenida en la etapa a) a un valor de pH de aproximadamente 2 durante
aproximadamente 5 minutos y, opcionalmente, centrifugar la muestra incubada para retirar el precipitado formado,

c) ajustar el valor de pH a aproximadamente 7,4, afiadir anticuerpo farmacoldgico de captura conjugado con
biotina y anticuerpo farmacolégico marcador conjugado con digoxigenina a la muestra de suero o plasma obtenida
en la etapa b), e incubar la mezcla para formar un complejo anticuerpo de captura-anticuerpo
antifarmaco-anticuerpo marcador,

d) incubarla muestra de suero o plasma obtenida en la etapa c) con (estrept)avidina conjugada a una superficie
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solida para capturar el complejo anticuerpo de captura-anticuerpo antifarmaco-anticuerpo marcador v,
opcionalmente, lavar la superficie, (y)

e) detectary/o determinar y/o cuantificar la cantidad de anticuerpo antifarmaco determinando la digoxigenina en
el complejo formado en la etapa d) mediante incubacién con un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con
peroxidasa de rabano picante y, después de esto, incubacién con HPPA o TMB, y detectando y/o determinando y/o
cuantificando de este modo la cantidad de anticuerpo antifarmaco en la muestra de suero o plasma.

El ensayo como se informa en el presente documento aborda la interferencia de la diana de un farmaco terapéutico
en la medicion y/o determinacidn y/o cuantificaciéon de anticuerpos antifarmaco en una muestra de suero o plasma.

Normalmente, se debe abordar la interferencia del farmaco en la determinacion y/o medicion y/o cuantificacion de
anticuerpos antifarmaco (ADA) en una muestra de suero o plasma. Por lo tanto, las medidas pueden ser una alta
sensibilidad especifica por el anticuerpo antifarmaco, influir en el equilibrio de la muestra hacia el anticuerpo
antifarmaco libre, disociar los complejos ADA-farmaco mediante el pretratamiento de la muestra, detectar los
complejos ADA-farmaco o enriquecer en ADA.

Pero, de este modo, no se aborda la interferencia de la diana del farmaco en la muestra.

El inmunoanélisis como se informa en el presente documento se ejemplifica en lo que sigue con un anticuerpo
anti-C5 terapéutico. Esto se presenta simplemente como una ejemplificacién del inmunoanalisis actualmente
informado y no se debe interpretar como una limitacion de la invencién actual.

La C5 humana tiene una concentracion sérica de aproximadamente 70 ug/ml (aproximadamente 368 nM).

Se evaluaron diferentes diluciones de muestra (1:100, 1:1000), diferentes concentraciones de anticuerpo de
captura asi como de anticuerpo marcador (500 ng/ml cada uno, 1000 ng/ml cada uno, 1500 ng/ml cada uno,
2000 ng/ml cada uno), diferentes concentraciones de peroxidasa (5 mU, 10mU, 25mU, 50mU a una
concentracion de anticuerpo de captura y marcador de 1000 ng/ml) (véanse las figuras 1 y 2). Para todos los
experimentos, se realizé una incubacién de la muestra con los reactivos durante la noche.

La invencidn se basa, al menos en parte, en el hallazgo de que la concentracion del anticuerpo de captura y del
anticuerpo marcador debe ser de al menos 500 ng/ml, con lo que, a 1500 ng/ml 0 mas, no se podria lograr ninguna
ganancia de sefial adicional.

Pero esta presente un fondo bastante alto.

En presencia de suero humano al 1 % (v/v), se pudo observar unién no especifica. El bloqueo de la placa con BSA
no resolviod el problema de la unién no especifica.

sin BSA:
Bi/Dig Bi/Dig - | Bi/- | -/Dig Bi/Dig
valor de valor de corte
corte individual neg./pos. respecto al valor de corte del tampén | de HPS
2199 66 58 78 78
g 1631 2198 83 83 68 72
T 2201 54 60 58 53 74 63 644 669
2195 59 58 53 51
c 2205 55 75 62 56
8 84 2202 53 72
g 2194
- 2196
con BSA:
Bi/Dig Bi/Dig - | Bil- | -/Dig Bi/Dig
valor de valor de corte
corte individual negq./pos. respecto al valor de corte del tampdn | de HPS
2199 :
0 2198 1294 | 1286
% 1690 2201 55 51 51 51 61 66 653 663
2195
S 2205
g 71 2202
3 2194
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2196

1370 | 1380 |

Se puede observar que, incluso en ausencia de los reactivos Bi/Dig, se obtiene una sefial alta (columna"-/-"). Entre
otras cosas, todavia se puede observar union no especifica del reactivo de deteccidon (columna "-/Dig").

Mediante la adicién de un detergente (Brij 35), se pudo observar una reduccion de la unidén no especifica (véanse
las columnas "Bi/-" y "-/Dig"). En ausencia del detergente, el valor de corte (CP) fue 10240 (aprox. 2562 ng/ml)
(véase la columna "Bi/Dig"), mientras que, en presencia del detergente, el CP fue 4708 (aprox. 817 ng/ml) (véase la
columna "Bi/Dig"). Pero el coeficiente de variacién (CV) de las muestras individuales es alto.

sin detergente:

Bi/Dig Bi/Dig - | Bil- | -/Dig Bi/Dig
valor de neg./pos. respecto al valor de corte del | valor de corte de
corte individual tampén HPS
2199 195 198 98 86
g 1471 2198 167 179 66 62 185 209 1359 1388
T 2201 192 157 83 86 189 181 714 749
2195 63 63
- 2205 201 192 66 65
8 216 2202 153 172 78 86
g 2194 152 180 78 82
* 2196 { 81 89
con detergente:
Bi/Dig Bi/Dig - | Bi/- | -/Dig Bi/Dig
valor de valor de corte
corte individual neg./pos. respecto al valor de co
2199 66 65 65 71 |
0 2198 53 53 51 56 63 75 828 862
T | 194 201 63|55 |58 |54
2195 55 54 53 55
c 2205 54 53 52 54
8 144 2202 53 56 57 54
g 2194 55 58 58 55
- 2196 64 69 54 67 72 81 856 882

El intercambio del sustrato por la enzima de deteccion puede reducir la proporcion sefial-ruido (S/R) con detergente
y HPPA (acido 3-(4-hidroxifenil)propidnico):

Bi/Dig Bi/Dig - | Bi/- | -/Dig Bi/Dig

valor de valor de corte

corte individual neg./pos. respecto al valor de corte del tampoén | de HPS

2199 66 65 65 71

1044 2198 53 53 51 56 63 75 828 862
g 2201 63 55 58 54 63 66 470 489
T 2195 55 54 53 55

2205 54 53 52 54

g | [ZE e le Lo in
&
© 2196 64 69 54 67 72 81 856 882
con detergente y TMB (3,3',5,5'-tetrametil-bencidina):

Bi/Dig Bi/Dig -/- Bi/- -/Dig Bi/Dig
50000 2,136 | 2,138 | 0,046 | 0,049 | 0,030 | 0,031 | 0,033 | 0,033 | 0,036 | 0,037 | 0,124 | 0,122
17857 1,126 | 1,119 | 0,043 | 0,047 | 0,029 | 0,029 | 0,029 | 0,029 | 0,032 | 0,031 | 0,048 | 0,050
6378 0,546 | 0,538 | 0,046 | 0,049 | 0,032 | 0,031 | 0,030 | 0,030 [ 0,033 | 0,033 | 0,042 | 0,041
2278 0,313 | 0,310 | 0,045 | 0,048 | 0,028 | 0,030 | 0,030 | 0,029 [ 0,033 | 0,033 | 0,100 [ 0,099
813 0,162 | 0,162 | 0,029 | 0,033 | 0,028 | 0,028 | 0,029 | 0,027 [ 0,033 | 0,032 | 0,092 | 0,092
291 0,084 | 0,092 | 0,029 | 0,033 | 0,029 | 0,030 | 0,030 | 0,026 [ 0,035 | 0,035 | 0,127 | 0,127
104 0,068 | 0,060 | 0,028 | 0,032 | 0,028 | 0,029 | 0,030 | 0,028 [ 0,034 | 0,035 | 0,154 | 0,158
blanco | 0,050 | 0,050 | 0,030 | 0,033 | 0,030 | 0,031 | 0,031 | 0,029 [ 0,033 | 0,032 | 0,050 | 0,049
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Cuando se usé HPPA, el valor de corte (CP) fue 4708 (aprox. 817 ng/ml), mientras que, cuando se usd TMB, el CP
fue 0,162 (aprox. 845 ng/ml).

HPPA TMB
blanco
de S/R blanco de SR
mezcla mezcla
%)
o | 1389 0,044
T
c 7,8 1,9
QO
g | 178 0,023
©

Para evitar una incubacién prolongada (incubacion durante la noche), se introdujo una etapa de disociacion acida.
A continuacién, el procedimiento comprende una incubacion de 30 minutos a pH 2, seguida de un ajuste del pH a
pH 7,4, adicion del anticuerpo de captura biotinilado y el anticuerpo marcador digoxigenilado y una incubacién de
una hora.

A partir de 8 muestras individuales, se determiné un valor promedio de 4410 unidades de fluorescencia con un
coeficiente de variacién de un 9 %. El valor de corte fue 5059 unidades fluorescentes (1915 ng/ml). Por tanto, la
introduccion de la etapa de disociacion acida no dio como resultado una mejora de la sensibilidad.

La presencia de plasma o suero no modificod significativamente las caracteristicas del ensayo. El suero humanoy el
de NHP proporcionan resultados de ensayo similares (véase la figura 3).

El suero de caballo y de conejo proporcionan resultados similares como tampdn. La C5 de caballo y de conejo no
presentan reactividad cruzada. La sefial de blanco de suero humano empobrecido en C5 es comparable a la del
tampén y las seflales tras una dilucién 4x son menores que con la mezcla de sueros humanos (véase la figura 4).

El rendimiento del ensayo se vio afectado por el incremento del suero de caballo y, por lo tanto, del contenido de C5
de caballo en la muestra (véase la figura 5).

Asimismo, una adicién de C5 humana provoca un incremento de la sefial, lo que confirma que la interferencia del
ensayo proviene de la diana del anticuerpo terapéutico en la muestra (véase la figura 6).

Se ha descubierto que la calibracion de un ensayo de doble captura es posible tanto con C5 como con pAb de
control, es decir, la C5 esta provocando sefiales en el ensayo (véase la figura 7). Sin estar limitado por esta teoria,
se asume que los agregados pegajosos de C5 estan provocando el problema (véase la figura 8 (tampdn de lavado
pH 7,4) y la figura 9 (tampdn de lavado pH 5,5)).

Se ha descubierto que tanto C5 como pAb se unen al farmaco terapéutico. Una mayor proporcién entre farmaco y
C5 da como resultado respuestas menores, lo que indica que no hay unién no especifica (véanse los datos de
BlAcore en la figura 10).

Se ha descubierto que tanto C5 como pAb se unen al farmaco terapéutico usando una superficie prerrecubierta con
el farmaco terapéutico. Después de capturar la C5, |la superficie se puede unir al farmaco terapéutico, lo que
sugiere que todavia hay epitopos libres presentes, lo mismo que sucede para la C5 agregada (véase la figura 11).

En base a estos hallazgos, se ha adaptado adicionalmente el procedimiento usando una etapa de lavado
potenciada que consiste en lavar 6 veces con un tampdn con un valor de pH de 5,5. Sin estar limitado por esta
teoria, esto reduce la cantidad de agregados capturados.

Resultados en suero al 1 %; S/R = 7; valor de corte = 2429 FU (0,82 ng/ml)

individual D.O. promedio concentracién
2199 2005 >blanco, <104 ng/ml
2198 1364 >blanco, <104 ng/ml
2201 374 <blanco

2195 1050 >blanco, <104 ng/ml
2205 970 >blanco, <104 ng/ml
2202 1881 >blanco, <104 ng/ml
2194 1593 >blanco, <104 ng/ml
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[ 2196 | 2188 | >blanco, <104 ng/ml |

Resultados en suero al 0,1 %; S/R = 2; valor de corte = 2660 FU (0,84 ng/ml)

individual | D.O. promedio | concentracién
2199 2670 >blanco, <104 ng/ml
2198 1822 >blanco, <104 ng/ml
2201 1187 <blanco

2195 1507 >blanco, <104 ng/ml
2205 1403 >blanco, <104 ng/ml
2202 2148 >blanco, <104 ng/ml
2194 1840 >blanco, <104 ng/ml
2196 2262 >blanco, <104 ng/ml

La proporcion S/R disminuye con la dilucion. El valor de corte y el calibrador mas bajo son similares en muestras
que contienen suero al 1 % y 0,1 %. El valor de corte estuvo cerca de 100 ng/ml para el control positivo en suero.

Se adapté el ensayo a los hallazgos como se informa en el presente documento para reducir la formacién de
agregados mediante realizaciéon de una incubacion a 4 °C durante aproximadamente 16 horas (durante la noche),
mediante la adicién de un 6,5 % en peso de sacarosa al tampon de ensayo y mediante la adicidn del detergente no
iénico Brij 35.

El ensayo se adapté ademés usando un tampoén de lavado con un valor de pH de 5,5 para reducir la interaccién
entre el farmaco terapéutico y la diana, es decir, C5.

En base a los hallazgos como se explica anteriormente, se establecié un nuevo formato de ensayo en el que los
agregados de C5 presentes en la muestra se retiran antes de la determinacién y/o medicion y/o cuantificacion del
anticuerpo antifarmaco en una muestra.

El nuevo formato de ensayo como se informa en el presente documento comprende una etapa de precipitacién
especifica en la que la diana del anticuerpo terapéutico precipita a un valor de pH de aproximadamente su valor de
pl. En el caso de un anticuerpo anti-C5 como farmaco terapéutico, la diana es C5 humanay la precipitacion se logra
mediante una incubacién a un valor de pH en el intervalo de 4,7 a 5,5. En un modo de realizacion, la incubacion es
a un valor de pH de aproximadamente 5. En un modo de realizacion preferente, la incubacidn es a un valor de pH
de aproximadamente 5 durante aproximadamente 2 horas, opcionalmente con agitacién.

El nuevo formato de ensayo como se informa en el presente documento comprende, después de la etapa de
precipitacion especifica, una etapa de disociacidén acida. En esta etapa, sin estar limitado por esta teoria, el ADA
(anticuerpo anti-anticuerpo anti-C5; anticuerpo anti-farmaco) se disocia del precipitado. En un modo de realizacién
preferente, la disociacion acida es mediante una incubacion a un valor de pH de aproximadamente 2 durante
aproximadamente 5 minutos.

El nuevo formato de ensayo como se informa en el presente documento comprende opcionalmente, después de la
etapa de disociacion acida, una etapa de centrifugacion.

El nuevo formato de ensayo como se informa en el presente documento comprende, después de la etapa de
disociacién é&cida, la etapa de ajuste del valor de pH de la muestra a aproximadamente 7,4, seguida de la adicién
del anticuerpo de captura y el anticuerpo marcador con incubacidén posterior. En un modo de realizacion, el
anticuerpo de captura y el anticuerpo marcador son el anticuerpo farmacolégico. En un modo de realizacién, el
anticuerpo de captura se conjuga con un primer miembro de un par de unién. En un modo de realizacién, el par de
unién se selecciona de biotina/(estrept)avidina, hapteno/anticuerpo anti-hapteno, acido nucleico/acido nucleico
complementario y ligando/receptor de ligando. En un modo de realizacion preferente, el par de unién es
biotina/(estrept)avidina. En un modo de realizacién preferente, el anticuerpo de captura se conjuga con biotina. En
un modo de realizacion, el anticuerpo marcador se conjuga con un marcador detectable.

El nuevo formato de ensayo como se informa en el presente documento comprende, después de la etapa de
incubacién con el anticuerpo de captura y el anticuerpo marcador, la inmovilizacién del complejo anticuerpo de
captura-anticuerpo antifarmaco-anticuerpo marcador sobre una fase sdélida derivatizada con el segundo miembro
del par de union. En un modo de realizacion preferente, el segundo miembro del par de unidn es (estrept)avidina.

El nuevo formato de ensayo como se informa en el presente documento comprende, después de la etapa de
inmovilizacion, la etapa de medicién y/o determinacion y/o cuantificacion de la cantidad del complejo inmovilizado
mediante incubacion del complejo inmovilizado con un anticuerpo que se une especificamente al marcador
detectable conjugado con una enzima que cataliza la conversién de un sustrato incoloro en un producto coloreado,
seguida de incubacidn con el sustrato incoloro de la enzima, determinacion de la cantidad de producto coloreado
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formado y correlacién de la cantidad de producto coloreado formado con una curva de calibracion y, de este modo,
determinacién de la cantidad de anticuerpo antifarmaco en la muestra. En un modo de realizacion, el marcador
detectable es un hapteno. En un modo de realizacidn, el hapteno se selecciona de biotina, digoxigenina, teofilinay
bromo desoxiuridina. En un modo de realizacién preferente, el marcador detectable es digoxigenina. En un modo
de realizacion preferente, la enzima es peroxidasa de rabano picante. En un modo de realizacion, el sustrato
incoloro es ABTS o HPPA o TMB. En un modo de realizacidn preferente, el sustrato incoloro es TMB.

Los resultados obtenidos con un procedimiento como se informa en el presente documento (enfoque de
precipitacion de C5) basados en 30 muestras individuales se presentan en las siguientes tablas.

datos de la curva de calibracién:

concentracién | promedio Desv. est. | CV calculado recuperacién

| [ng/mi] [FU] [FU] [%] [ng/mi] [%]
50000 41337 146 0,4 50054 100
17857 18883 151 0,8 19421 109
6378 7290 33 0,4 6107 96
2278 3010 91 3,0 2050 90
813 1475 16 1,1 827 102
291 774 9 1,2 347 119
104 340 4 1,2 96 93
mezcla 118 6 54

seflales FU de las 30 muestras individuales:
102 103 116 132
133 98 96 97
105 100 99 113
112 112 101 102
114 122 115 109
116 123 130 112
136 131 133 116

123 133

promedio 114
Desv. est. 12,7
cv 11 %
CcP 135

El nuevo ensayo que se informa en el presente documento tiene un intervalo dinamico adecuado a alto, es sensible
y aborda la interferencia de los niveles diana individuales presentes en la muestra que se va a analizar.

Para el procesamiento de la muestra, antes del analisis no es necesario retirar el precipitado formado en la etapa
de incubacion a aproximadamente el pl de la diana. Sin la etapa de incubacién acida, la interferencia esta presente
(véase la figura 12):

A: con centrifugacion después de
etapa de tratamiento acido (figura 12, 2)

promedio 114
Desv. est. 7,9
CVv 7%
CP[FU] 127
CP [ng/ml] 12

de tratamiento ac

B: sin centrifugacion después de etapa

ido (figura 12, 1)

promedio 98

Desv. est. 9,3

[ 9%

CP[FU] 113

CP [ng/ml] 17

C: sin etapa de incubacién acida (figura
12, 3)

promedio 3290

Desv. est. 4353
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CV 132 %
CP [FU] 10428
CP [ng/ml] 2084

La calibracién con control positivo, tiempo de incubacion prolongado y lavado a pH 5,5 se muestra en la figura 13.
El promedio de 15 muestras individuales es 119, el valor de la mezcla de blancos es 123 y el valor de corte es 135.

La calibracién con anticuerpo policlonal, tiempo de incubacidn prolongado y lavado a pH 7,4 se muestra en la figura
14. El promedio de 15 muestras individuales es 145, el valor de la mezcla de blancos es 157 y el valor de corte es
193.

La calibracidén con anticuerpo policlonal, tiempo de incubacion corto y lavado a pH 5,5 se muestra en la figura 15. El
promedio de 15 muestras individuales es 124, el valor de la mezcla de blancos es 115 y el valor de corte es 247.

La calibracion con anticuerpo policlonal en presencia de C5, incubacion de 2 horas a pH 5y lavado a pH 5,5 se
muestra en la figura 16.

La calibracion con anticuerpo policlonal en presencia de C5, incubacion de 2 horas a pH 5y lavado a pH 7,5 se
muestra en la figura 17.

La calibracion con anticuerpo policlonal en presencia de C5, incubacion de 30 minutos a pH 2y lavado a pH 5,5 se
muestra en la figura 18 (ensayo de ADA usando disociacidon &acida de acuerdo con la técnica).

Anticuerpo farmacolégico ejemplar para modos de realizacidn especificos de la invencién

El documento US 2016/0167054 divulga anticuerpos anti-C5 y procedimientos de uso de los mismos. En algunos
modos de realizacion, un anticuerpo anti-C5 aislado divulgado se une a un epitopo dentro de la cadena beta de C5
con mayor afinidad a pH neutro que a pH acido.

C5 es una proteina de 181 kDa que se encuentra en el suero normal a aproximadamente 71 ug/ml (0,4 uM). C5
esta glucosilada, con aproximadamente un 1,5-3 % de su masa atribuida al carbohidrato. La C5 madura es un
heterodimero de una cadena alfa de 106 kDa que esta unida por disulfuro a una cadena beta de 66 kDa. C5 se
sintetiza como una proteina precursora monocatenaria (precursor pro-C5) de 1577 aminoacidos (véanse, por
ejemplo, los documentos US 6.355.245 y US 7.432.356). El precursor pro-C5 se escinde para proporcionar la
cadena beta como un fragmento aminoterminal y la cadena a como un fragmento carboxiterminal alfa. Los
fragmentos polipeptidicos de la cadena alfa y la cadena beta se conectan entre si por medio de un enlace disulfuro
y constituyen la proteina C5 madura.

La C5 madura se escinde en los fragmentos C5a y C5b durante la activacion de las vias del complemento. C5a se
escinde de la cadena alfa de C5 por la C5 convertasa como un fragmento aminoterminal que comprende los
primeros 65 aminoacidos de la cadena alfa. La porcién restante de la C5 madura es el fragmento C5b, que contiene
el resto de |la cadena alfa unida por disulfuro a la cadena beta. Aproximadamente un 20 % de la masa de 11 kDa de
C5a se atribuye al carbohidrato.

C5a es una anafilatoxina. C5b se combina con C6, C7, C8 y C9 para formar el complejo de ataque a la membrana
(MAC, C5b-9, complejo de complemento terminal (TCC)) en la superficie de la célula diana. Cuando se inserta un
numero suficiente de MAC en las membranas de las células diana, se forman poros de MAC para mediar la lisis
osmética rapida de las células diana.

Las anafilatoxinas pueden desencadenar la desgranulacion de los mastocitos, que libera histamina y otros
mediadores de la inflamacién, dando como resultado la contraccién del musculo liso, una permeabilidad vascular
incrementada, activacion de leucocitos y otros fendmenos inflamatorios, incluyendo la proliferacion celular que da
como resultado la hipercelularidad. C5a también funciona como un péptido quimiotactico que sirve para atraer
granulocitos tales como neutréfilos, eosindéfilos, basofilos y monocitos al sitio de activacion del complemento.

La actividad de C5a se regula por la enzima plasmatica carboxipeptidasa N que retira la arginina carboxiterminal de
C5a formando el derivado Cb5a-des-Arg. CSa-des-Arg presenta solo un 1 % de la actividad anafilactica y la
actividad quimiotactica polimorfonuclear del C5a no modificado.

Si bien un sistema del complemento que funciona apropiadamente proporciona una defensa sélida contra los
microbios infecciosos, la regulacidon o activacion inadecuada del complemento se ha implicado en la patogenia de
una variedad de trastornos, incluyendo, por ejemplo, artritis reumatoide (AR), nefritis IUpica, lesién por
isquemia-reperfusién, hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN), sindrome hemolitico urémico atipico (SHUa),
enfermedad por depdsitos densos (EDD), degeneracién macular (por ejemplo, degeneracidn macular senil (DMS)),
sindrome de hemdlisis, enzimas hepaticas elevadas y plaguetas bajas (HELLP), purpura trombocitopénica
trombética (PTT), muerte fetal espontanea, vasculitis pauciinmunitaria, epidermdlisis ampollosa, muerte fetal
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recurrente, esclerosis multiple (EM), lesién cerebral traumatica; y lesiones resultantes de infarto de miocardio,
circulacion extracorporal y hemodialisis (véase, por ejemplo, Holers ef al., Immunol. Rev. 223 (2008) 300-316). Por
lo tanto, la inhibicion de activaciones excesivas 0 no controladas de la cascada del complemento puede
proporcionar beneficios clinicos a los pacientes con dichos trastornos, especialmente a los pacientes con
hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN).

Eculizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido contra la proteina del complemento C5 vy el primer
tratamiento aprobado para el tratamiento de la hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN) y el sindrome hemolitico
urémico atipico (SHUa) (véase, por ejemplo, Dmytrijuk et al., The Oncologist 13 (2008) 894-910). Eculizumab
inhibe la escision de C5 en C5a y C5b por la C5 convertasa, lo que evita la generacion del complejo de
complemento terminal C5b-9. Tanto C5a como C5b-9 provocan los acontecimientos mediados por el complemento
terminal que son caracteristicos de la HPN y el SHUa (véanse también los documentos WO 2005/065607, WO
2007/96586, WO 2008/060790 y WO 2010/054403). Varios informes han descrito otros anticuerpos anti-C5. Por
ejemplo, el documento WO 86/28707 describié un anticuerpo anti-C5 que se une a la cadena alfa de C5, pero no se
une a Cbha, y bloguea la activacion de C5, mientras que el documento WO 2002/30886 describié un anticuerpo
monoclonal anti-C5 que inhibe la formacién de C5a. Por otra parte, el documento WO 2004/006653 describié un
anticuerpo anti-C5 que reconoce el sitio proteolitico de la C5 convertasa en la cadena alfa de C5 e inhibe la
conversion de C5 en C5a y C5b. El documento WO 2010/015608 describié un anticuerpo anti-C5 que tiene una
constante de afinidad de al menos 1x10E7 M-1. En un modo de realizacién, el farmaco es Eculizumab.

En algunos modos de realizacién, el procedimiento es para la deteccidon de un ADA contra un anticuerpo anti-C5
que se une a un epitopo dentro de la cadena beta de C5. En algunos modos de realizacién, el anticuerpo anti-C5 se
une a un epitopo dentro del dominio MG1-MG2 de la cadena beta de C5. En algunos modos de realizacion, el
anticuerpo anti-C5 se une a un epitopo dentro de un fragmento que consiste en los aminoacidos 27-115 de la
cadena beta (SEQ ID NO: 31) de C5. En algunos modos de realizacién, el anticuerpo anti-C5 se une a un epitopo
dentro de la cadena beta (SEQ ID NO: 31) de C5 que comprende al menos un fragmento seleccionado del grupo
que consiste en los aminoacidos 38-48, 61-67 y 98-101. En algunos modos de realizacion, el anticuerpo anti-C5 se
une a un epitopo dentro de un fragmento de la cadena beta (SEQ ID NO: 31) de C5 que comprende al menos un
residuo aminoacidico seleccionado del grupo que consiste en Glu48, Asp51, His61, His63, Lys100 e His101 de
SEQ ID NO: 31. En otros modos de realizacién, el anticuerpo se une a C5 con mayor afinidad a pH neutro que a pH
acido. En otros modos de realizacidn, el anticuerpo se une a C5 con mayor afinidad a pH 7,4 que a pH 5,8. En otro
modo de realizacion, el anticuerpo anti-C5 se une al mismo epitopo que un anticuerpo descrito en la tabla 1. En
otros modos de realizacién, el anticuerpo se une al mismo epitopo que un anticuerpo descrito en la tabla 1 con
mayor afinidad a pH 7,4 que a pH 5,8. En otro modo de realizacién, el anticuerpo anti-C5 se une al mismo epitopo
que un anticuerpo descrito en las tablas 2 0 3. En otros modos de realizacién, el anticuerpo se une al mismo
epitopo que un anticuerpo descrito en las tablas 2 o 3 con mayor afinidad a pH 7,4 que a pH 5,8.

Tabla 1
SEQ ID NO:
anticuerpo VH V0L HVR-H HVR-H HVR-H
1 2 3 HVR-L1 | HVR-L2 | HVR-L3
CFA0305 1 11 36 46 56 66 76 86
CFA0307 2 12 37 47 57 67 77 87
CFA0357 3 13 38 48 58 68 78 88
CFA0501 4 14 39 49 59 69 79 89
CFA0538 5 15 40 50 60 70 80 90
CFA0590 6 16 11 51 61 71 81 91
CFA0567 7 17 42 52 62 72 82 92
CFA0573 8 18 43 53 63 73 83 93
CFA0576 9 19 44 54 64 74 84 94
Tabla 2
SEQ ID NO:
anticuerpo VH HVR-H1 HVR-H2 HVR-H3
305L05 10 45 55 65
305L015 97 108 109 112
305L016 98 108 110 112
305L018 99 108 109 112
305L019 100 108 109 112
305L020 100 108 109 112
305L022 100 108 109 112
305L023 101 108 111 112
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Tabla 3
SEQ ID NO:
anticuerpo | VL HVR-L1 HVR-L2 HVR-L3
305L05 20 75 85 95
305L015 102 113 114 116
305L016 102 113 114 116
305L018 102 113 114 116
305L019 102 113 114 116
305L020 103 113 114 116
305L022 104 113 115 116
305L023 104 113 115 116

En determinados modos de realizacion, el anticuerpo anti-C5 compite por la unién a C5 con un anticuerpo que
comprende un par VHy VL seleccionado de: (a) un VH de SEQ ID NO: 01y un VL de SEQ ID NO: 11; (b) un VH de
SEQ ID NO: 05y un VL de SEQ ID NO: 15; (¢) un VH de SEQ ID NO: 04 y un VL de SEQ ID NO: 14; (d) un VH de
SEQ ID NO: 06 y un VL de SEQ ID NO: 16; (e) un VH de SEQ ID NO: 02 y un VL de SEQ ID NO: 12; (f) un VH de
SEQ ID NO: 03y un VL de SEQ ID NO: 13; (g) un VH de SEQ ID NO: 09 y un VL de SEQ ID NO: 19; (h) un VH de
SEQ ID NO: 07 y un VL de SEQ ID NO: 17; (i) un VH de SEQ ID NO: 08 y un VL de SEQ ID NO: 18; y (j) un VH de
SEQID NO: 10 y un VL de SEQ ID NO: 20.

N

En determinados modos de realizacién, el anticuerpo anti-C5 es para su uso como un medicamento. En un modo
de realizacion, el anticuerpo anti-C5 se usa para tratar una enfermedad o afeccién mediada por el complemento
que implica una activacién excesiva o descontrolada de C5. En modos de realizacion adicionales, el anticuerpo
anti-C5 se usa para tratar enfermedades o trastornos que incluyen, pero no se limitan a, hemoglobinuria paroxistica
nocturna (HPN), degeneracion macular senil, infarto de miocardio, artritis reumatoide, osteoporosis, artrosis e
inflamacién. El anticuerpo anti-C5 se usa para potenciar la eliminacién de C5 del plasma.

En determinados modos de realizacién, el procedimiento es para la deteccién de ADA contra un anticuerpo anti-C5
que comprende un VH como en cualquiera de los modos de realizacion proporcionados anteriormente y una regién
constante de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las SEQ ID NO:
27, 28, 29, 105, 106 y 107. En determinados modos de realizacion, el procedimiento es para la deteccién de un
anticuerpo anti-C5 que comprende un VL como en cualquiera de los modos de realizacion proporcionados
anteriormente y una regién constante de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de una
cualquiera de las SEQ ID NO: 36, 37 y 38.

En determinados modos de realizacién, el procedimiento es para la deteccién de ADA contra un anticuerpo anti-C5
que compite por la unién a C5 con un anticuerpo que comprende un par VH y VL seleccionado de: (a) un VH de
SEQ ID NO: 01y un VL de SEQ ID NO: 11; (b) un VH de SEQ ID NO: 22y un VL de SEQ ID NO: 25; (c) un VH de
SEQ ID NO: 21y un VL de SEQ ID NO: 24; (d) un VH de SEQ ID NO: 05y un VL de SEQ ID NO: 15; (e) un VH de
SEQ ID NO: 04 y un VL de SEQ ID NO: 14; (f) un VH de SEQ ID NO: 06 y un VL de SEQ ID NO: 16; (g) un VH de
SEQ ID NO: 02 y un VL de SEQ ID NO: 12; (h) un VH de SEQ ID NO: 03 y un VL de SEQ ID NO: 13; (i) un VH de
SEQIDNO: 09y un VL de SEQID NO: 19; (j)un VHde SEQ ID NO: 7 y un VL de SEQ ID NO: 17; (k) un VH de SEQ
IDNO: 8y un VL de SEQ ID NO: 18; (I) un VH de SEQ ID NO: 23y un VL de SEQ ID NO: 26; y (m) un VH de SEQ
ID NO: 10y un VL de SEQ ID NO: 20.

En determinados modos de realizacién, el procedimiento es para la deteccién de ADA contra un anticuerpo anti-C5

que compite por la unién a C5 con un anticuerpo que comprende un par VH y VL seleccionado de: (a) un VH de

SEQ ID NO: 22y un VL de SEQ ID NO: 25; (b) un VH de SEQ ID NO: 21y un VL de SEQ ID NO: 24; (c) un VH de

SEQ ID NO: 05y un VL de SEQ ID NO: 15; (d) un VH de SEQ ID NO: 04 y un VL de SEQ ID NO: 14; (e) un VH de

SEQ ID NO: 06 y un VL de SEQ ID NO: 16; (f) un VH de SEQ ID NO: 02y un VL de SEQ ID NO: 12; (g) un VH de

SEQ ID NO: 03 y un VL de SEQ ID NO: 13; (h) un VH de SEQ ID NO: 09 y un VL de SEQ ID NO: 19; (i) un VH de
)

SEQIDNO: 07y un VL de SEQID NO: 17; (j)un VHde SEQ ID NO: 8 y un VL de SEQ ID NO: 18; (k) un VH de SEQ
ID NO: 23y un VL de SEQ ID NO: 26.

Se proporcionan los siguientes ejemplos, secuencias y figuras para contribuir al entendimiento de la presente
invencidn, exponiéndose su verdadero alcance en las reivindicaciones adjuntas.

Descripcién de las figuras

Figura 1: Efecto de diferentes concentracion de anticuerpo de captura, asi como de anticuerpo marcador
((1): 500 ng/ml cada uno, (2): 1000 ng/ml cada uno, (3): 1500 ng/ml cada uno, (4): 2000 ng/ml cada
uno).

Figura 2: Efecto de diferentes concentraciones de peroxidasa ((1): 5 mU, (2): 10 mU, (3): 25 mU, (4): 50 mU
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Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:

Figura 9:

Figura 10:

Figura 11:

Figura 12:

Figura 13:
Figura 14:
Figura 15:

Figura 16:

Figura 17:

Figura 18:

Ejemplos

Ejemplo 1

ES 3012463 T3

a una concentracion de anticuerpo de captura y marcador de 1000 ng/ml).

Efecto del suero humano y de NHP ((1): suero humano, (2): plasma humano, (3): suero de macaco
cangrejero).

Efecto de plasma de caballo (1), de conejo (2), humano empobrecido en C5 (3) y de tampoén (4).

El rendimiento del ensayo se vio afectado por el incremento del suero de caballo y, por lo tanto, del
contenido de C5 de caballo en la muestra (véase la figura 5) (suero humano al 1 % en suero de
caballo al 0 % (1), 1% (2), 5 % (3) 0 10 % (4)).

Efecto de C5 humana en el ensayo (pAb + (1): suero humano, (2): tampén+Brij, (3): 500 ng/ml de
C5 en suero humano, (4): 500 ng/ml de C5 en tampdn+Biij).

Calibracion de un ensayo de doble captura con C5 ((1): pH 7,4, (2): pH 5,5, (3): pH 8,0) y pAb de
control (anticuerpo anti-idiotipico) ((4): pH 7,4, (5). pH 5,5, (6): pH 8,0).

Uso de tampén de lavado a pH 7,4 en el ensayo de doble captura (calibracion con (1) anticuerpo
anti-idiotipico pAb y anticuerpo de captura y marcador, (2) C5 sin anticuerpo de captura y sin
anticuerpo marcador, (3) C5 con anticuerpo de captura y sin anticuerpo marcador, (4) C5 sin
anticuerpo de captura pero con anticuerpo marcador, (5) C5 con anticuerpo de captura y
anticuerpo marcador).

Uso de tampén de lavado a pH 5,5 en el ensayo de doble captura (calibracion con (1) anticuerpo
anti-idiotipico pAb y anticuerpo de captura y marcador, (2) C5 sin anticuerpo de captura y sin
anticuerpo marcador, (3) C5 con anticuerpo de captura y sin anticuerpo marcador, (4) C5 sin
anticuerpo de captura pero con anticuerpo marcador, (5) C5 con anticuerpo de captura y
anticuerpo marcador).

Efecto de la proporcién farmaco-C5; sensograma de SPR ajustado; (1): C5, (2): C5+pAb
100/100 nM, (3): C5+pAb 100/10 nM, (4): C5+pAb 100/250 nM, (5). C5+pAb 100/500 nM, (6):
C5+pAb 100/50 nM, (7). mADb-C5, (8). pAb-mAb anti-idiotipico C5, (9) tampdn.

Union de pAb (verde) y C5 (rojo) a una superficie recubierta con farmaco biotinilado, seguida de
adicion de tampdn o marcador (1, 2)/farmaco digoxigenilado (3, 4) en el momento indicado por la
flecha.

Calibracion de pAb en el ensayo de doble captura (1) sin centrifugacion (2) con centrifugacién en
comparacidén con una calibracion sin aplicar la etapa de incubacién acida (3).

Calibracion con control positivo, tiempo de incubacion prolongado y lavado a pH 5,5.

Calibracion con anticuerpo policlonal, tiempo de incubacion prolongado y lavado a pH 7,4.
Calibracion con anticuerpo policlonal, tiempo de incubacion corto y lavado a pH 5,5 confidencial.
Calibracion con anticuerpo policlonal en presencia de suero (1), tampon (2), incubacion de 2 horas
a pH 5y lavado a pH 5,5, calibracién con C5 en presencia de suero (3), tampdn (4), incubacion de
2 horas a pH 5y lavado a pH 5,5.

Calibracion con anticuerpo policlonal en presencia de suero (1), tampon (2), incubacion de 2 horas
a pH 5y lavado a pH 7,4, calibracién con C5 en presencia de suero (3), tampdn (4), incubacion de
2 horas apH Sy lavado a pH7,4.

Calibracion con anticuerpo policlonal en presencia de suero (1), tampén (2), incubacién de 0,5

horas a pH 2 y lavado a pH 5,5, calibracién con C5 en presencia de suero (3), tampoén (4),
incubacién de 0,5 horas a pH 2 y lavado a pH 5,5.

Ensayo con sacarosa y Brij

Se incubé el farmaco biotinilado y digoxigenilado con 30 muestras de suero individuales. Para someter a prueba
funcionalmente los reactivos usados (control), se prepararon muestras de suero (mezcla de suero) con diferentes
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concentraciones de un estandar de control positivo artificial, se incubaron y procesaron como muestras de suero
individuales. Las concentraciones del farmaco marcado se mantuvieron constantes a 1000 ng/ml cada una. La
concentracion sérica final en el ensayo fue de un 1 %. Se transfirieron los inmunocomplejos formados a una placa
de microvaloracién recubierta de estreptavidina (SA) blanca y se incubaron durante 1 hora para inmovilizar los
complejos por medio del reactivo de captura marcado con biotina. Después de la aspiracién del sobrenadante, se
retiraron las sustancias no unidas mediante lavados repetidos. Se incubaron los complejos inmovilizados con un
anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con peroxidasa de rabano picante (anti-digoxigenina-POD (poli)). Se
realizd cada etapa con el mismo tampon usando un tampén PBS con sacarosa al 6,5 % o bien un tampdn universal
Roche para ELISA con Brij 35 a una concentracién de un 0,5 %. Finalmente, se visualizaron los inmunocomplejos
inmovilizados formados mediante adicion de solucidon de HPPA oxidada, un sustrato POD fluorescente. Se
determind la emisién fotométricamente (excitacién a 320 nm, emision a 405 nm de longitud de onda) y se ajustd en
relacidn con la concentracién del control positivo en la muestra. Los CV de las muestras de suero individuales son
un 29 % (ensayo de tampon sacarosa) y un 181 % (tampoén universal Roche con Brij).

Ejemplo 2

Ensayo con etapa de incubacién acida

Seincubaron las muestras de suero individuales (N = 30) y las muestras de control positivo artificial durante 2 horas
con un tampdn de acetato 10 mM, pH 5,0. Después de esto, se incubaron las muestras durante 5 min con
clorhidrato de glicina 0,1 M, pH 2,0. Se mezclaron las muestras acidificadas con anticuerpo de captura biotinilado y
anticuerpo de deteccién digoxigenilado, se neutralizaron con tampén TRIS 0,5 M pH 8,5 y se incubaron durante
30 mina TAy 450 rpm en un agitador de placas de microvaloracién. La concentracion sérica final del ensayo fue de
un 1%. Se transfirieron los inmunocomplejos formados a una placa de microvaloracién recubierta de
estreptavidina (SA) y se incubaron durante 1 hora para inmovilizar los inmunocomplejos por medio del anticuerpo
de captura marcado con biotina. Después de la aspiracion del sobrenadante, se retiraron las sustancias no unidas
mediante lavados repetidos. Se incubaron los complejos inmovilizados con un fragmento Fab anti-digoxigenina
conjugado con peroxidasa de rabano picante (anti-Dig-POD). Se visualizaron los inmunocomplejos inmovilizados
formados mediante adicién de solucion de HPPA oxidada, un sustrato POD fluorescente. Se determiné la emision
fotométricamente (excitacién a 320 nm, emision a 405 nm de longitud de onda) y se ajustd en relacion con la
concentracion del control positivo artificial en la muestra de suero. El control positivo artificial proporciona una
proporcién blanco/ruido a 100 ng/ml en suero 100 % de >3. EI CV de las muestras de sueroindividuales (N = 30) es
deun7 %.

Ejemplo 3

Ensayo con bajo contenido de suero y sin disociacién acida

Seincubd el farmaco biotinilado y digoxigenilado con 32 sueros individuales a una concentracién sérica final de un
1% y un 0,1 %. Para someter a prueba funcionalmente los reactivos usados (control), se prepararon muestras de
suero (mezcla de suero) con diferentes concentraciones de un estandar de control positivo artificial, se incubarony
procesaron como muestras de suero individuales. Las concentraciones del farmaco marcado se mantuvieron
constantes a 1000 ng/ml cada una. Se transfirieron los inmunocomplejos formados a una placa de microvaloracién
recubierta de estreptavidina (SA) blanca y se incubaron durante 1 hora para inmovilizar los complejos por medio del
reactivo de captura marcado con biotina. Después de la aspiracién del sobrenadante, se retiraron las sustancias no
unidas mediante lavados repetidos. Se incubaron los complejos inmovilizados con un anticuerpo anti-digoxigenina
conjugado con peroxidasa de rabano picante (anti-digoxigenina-POD (poli)). Finalmente, se visualizaron los
inmunocomplejos inmovilizados formados mediante adicion de solucion de HPPA oxidada, un sustrato POD
fluorescente. Se determind la emisidén fotométricamente (excitacién a 320 nm, emisién a 405 nm de longitud de
onda) y fue proporcional a la concentracion del control positivo en la muestra. El control positivo artificial indica una
sensibilidad del ensayo de ~100 ng/ml en suero al 100 % para el ensayoaun 1y un 0,1 %. EI CV de las muestras
de suero individuales es de un 74 % (ensayo de suero al 0,1 %) y de un 65 % (ensayo de suero al 1 %).
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REIVINDICACIONES

1. Uninmunoanalisis para cuantificar la cantidad de anticuerpo anti-anticuerpo anti-C5, en el que el anticuerpo
anti-anticuerpo anti-C5 se puede unir especificamente a un anticuerpo anti-C5, en el que el anticuerpo anti-C5 que
se puede unir especificamente a C5 humana, en una muestra de suero o plasma con interferencia de C5 humana
reducida que comprende las siguientes etapas:

a) incubar la muestra de suero o plasma a un valor de pH que esta en el intervalo de pH 4,7 a pH 5,5 v,
opcionalmente, retirar el precipitado formado después de la incubacion,

b) incubar la muestra de suero o plasma obtenida en la etapa a) a un valor de pH de aproximadamente 2 vy,
opcionalmente, centrifugar la muestra incubada para retirar el precipitado formado,

c) ajustar el valor de pH a aproximadamente 7,4, afiadir anticuerpo de captura conjugado con un primer
miembro de un par de unién y anticuerpo marcador conjugado con un marcador detectable a la muestra de suero o
plasma obtenida en la etapa b), e incubar la mezcla para formar un complejo anticuerpo de captura-anticuerpo
antifarmaco-anticuerpo marcador,

d) cuantificar el complejo formado en la etapa c) y, de este modo, cuantificar la cantidad de anticuerpo
antifarmaco en la muestra de suero o plasma.

2. Elinmunoanalisis de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la etapa de cuantificar el complejo anticuerpo
de captura-anticuerpo antifarmaco-anticuerpo marcador (etapa d)) comprende las etapas de

d1) incubar la muestra de suero o plasma obtenida en la etapa c) con el segundo miembro del par de unién
conjugado a una superficie sodlida para capturar el complejo anticuerpo de captura-anticuerpo
antifarmaco-anticuerpo marcador y, opcionalmente, lavar la superficie,

d2) cuantificar la cantidad de anticuerpo antifarmaco mediante la determinacion del marcador detectable en el
complejo formado en la etapa d1).

3. Elinmunoanalisis de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que el valor de pH en la
etapa a) es de aproximadamente pH 5,0 o de aproximadamente pH 5,5.

4.  El inmunoanalisis de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la incubacién en la
etapa a) es durante 1,5 a 2,5 horas.

5. Elinmunoanalisis de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la incubacion en la
etapa b) es durante aproximadamente 5 min.

6. Elinmunoanalisis de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la incubacién en la
etapa d) es durante aproximadamente 60 min.

7. El inmunoanalisis de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el anticuerpo
marcador y el anticuerpo de captura son el anticuerpo anti-C5.

8. El inmunoanalisis de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el inmunoanalisis
para cuantificar la cantidad de anticuerpo antifarmaco, en el que el anticuerpo antifarmaco se puede unir
especificamente a un anticuerpo farmacoldgico, en el que el anticuerpo farmacolégico es un anticuerpo anti-C5 que
se puede unir especificamente a C5 humana, en una muestra de suero o plasma, comprende |as siguientes etapas:

a) incubar la muestra de suero o plasma a un valor de pH en el intervalo de 4,7 a 5,5 durante 1,5 a 2,5 horas v,
opcionalmente, retirar el precipitado formado después de la incubacion,

b) incubarla muestra de suero o plasma obtenida en la etapa a) a un valor de pH de aproximadamente 2 durante
aproximadamente 5 minutos y, opcionalmente, centrifugar la muestra incubada para retirar el precipitado formado,

c) ajustar el valor de pH a aproximadamente 7,4, afiadir anticuerpo farmacoldgico de captura conjugado con
biotina y anticuerpo farmacolégico marcador conjugado con digoxigenina a la muestra de suero o plasma obtenida
en la etapa b), e incubar la mezcla para formar un complejo anticuerpo de captura-anticuerpo
antifarmaco-anticuerpo marcador,

d) incubarla muestra de suero o plasma obtenida en la etapa c) con (estrept)avidina conjugada a una superficie

solida para capturar el complejo anticuerpo de captura-anticuerpo antifarmaco-anticuerpo marcador v,
opcionalmente, lavar la superficie,
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e) detectar el anticuerpo antifarmaco determinando la digoxigenina en el complejo formado en la etapa d)
mediante incubacién con un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con peroxidasa de rabano picante y, después
de esto, incubacién con HPPA o TMB, y detectar, de este modo, el anticuerpo antifarmaco en la muestra de suero
o plasma (correlacionando el complejo formado con la cantidad de ADA en la muestra).
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