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DESCRIPCION
Ensayo de anticuerpo antifarmaco
La invencion comprende un método para la determinacion de anticuerpos antifarmaco.

Antecedentes de la invencién

Los inmunoensayos de fase sélida estandares con anticuerpos monoclonales implican la formacién de un complejo
entre un anticuerpo adsorbido sobre una fase sélida (anticuerpo de captura), un antigeno y un anticuerpo de otro
epitopo del antigeno conjugado con un enzima o con un marcaje detectable (anticuerpo trazador). De esta manera
se forma un sandwich: fase sélida-anticuerpo de captura-antigeno-anticuerpo trazador. En el sandwich, la actividad
del enzima conjugado a anticuerpo (o la cantidad de marcaje detectable) es proporcional a la concentracién de
antigeno en el medio de incubaciéon. Un ensayo de tipo sdndwich es el inmunoensayo de puente de doble antigeno,
en el que los anticuerpos de captura y trazados se unen a diferentes epitopos del antigeno. Hoesel W. et al., J.
Immunol. Methods 294:101-110, 294, informan de un ensayo de puente de doble antigeno anti-EPO en el que se
utiliza una mezcla de rhEPO inmovilizado acoplado a grupos aminos y a grupos carbohidratos. Los inmunoensayos
tales como el ELISA de puente de doble antigeno son tipos de ensayo comunes en la investigacion de una
respuesta inmunogénica de un paciente a un fadrmaco de anticuerpo. Mire-Sluis A.R. et al.., J. Immunol. Methods
289:1-16, 2004, resumen las recomendaciones para el disefio y optimizacion de los inmunoensayos utilizando la
deteccion de anticuerpos del huésped contra productos biotecnoldgicos. Segun Mire-Sluis et al., los bien conocidos
formatos de ensayo de anticuerpo anti-fArmaco presentan considerables desventajas. Los ensayos de anticuerpo
antifarmaco se mencionan, por ejemplo, en los documentos WO n° 2005/045058 y n° 90/006515. Los ensayos de
anticuerpo antiidiotipico se mencionan, por ejemplo, en la patente US n° 5.219.730, documento WO n° 87/002778, y
patentes EP n° 0 139 389 y n° 0 170 302. Wadhwa M. et al., J. Immunol. Methods 278:1-17, 2003, informan de
estrategias para la deteccion, medicion y caracterizacion de anticuerpos no deseados inducidos por productos
biologicos terapéuticos. Un ensayo inmunolégico para la determinacién inmunoldgica de un anticuerpo contra un
anticuerpo de farmaco en una muestra utilizando un inmunoensayo de puente de doble antigeno se describe en el
documento PCT n°® EP2007/001935. Un ensayo inmunolégico para la determinacién de anticuerpos humanos en
monos se describe en el documento WO n° 2006/066912. En la técnica (por ejemplo documento US n°
2003/0068664), también son conocidos sistemas de ensayo que permiten la deteccion de anticuerpos terapéuticos
activos. Dichos sistemas requieren la union del antigeno a una fase solida, la unién del anticuerpo terapéutico a
dicho antigeno unido y la deteccion del anticuerpo terapéutico unido mediante el antigeno a la fase sélida.

Bourdage J.S. et al. (J. Pharmaceut. Biomed. Anal. 39:685-690, 2005) informan del efecto del formato del
inmunoensayo de puente de doble antigeno sobre la dependencia de la concentracién de recubrimiento de antigeno
y las implicaciones para el disefio de ensayos de inmunogenicidad para anticuerpos monoclonales.

Descripcion resumida de la invencién

La invencion proporciona un método para la determinacion inmunolégica de un complejo inmunolégico (complejo
DA/ADA) de un anticuerpo de farmaco (AF) humano o humanizado y un anticuerpo contra dicho anticuerpo de
farmaco (anticuerpo antifarmaco, AAF) en una muestra de una especie de mono seleccionada de entre Cynomolgus,
Rhesus y babuino utilizando un ensayo de tipo sandwich, que comprende un anticuerpo de captura y un anticuerpo
trazador, caracterizado porque uno de dichos anticuerpos es un anticuerpo de unidn especifica a IgG de
Cynomolgus y que no se une a IgG humana y el otro anticuerpo es un anticuerpo de union especifica a
inmunoglobulina humana y que no se une a IgG de Cynomolgus y porque la muestra se preincuba con una cantidad
predeterminada de dicho anticuerpo de farmaco.

El complejo inmunoldgico se abrevia adicionalmente como complejo AF/AAF.

En una realizacion preferente de la invencion, el anticuerpo de captura es un anticuerpo que se une especificamente
a IlgG humana y el anticuerpo trazador es un anticuerpo que se une especificamente a IgG de Cynomolgus y que no
se una a inmunoglobulina humana. En una realizacion preferente de la invencidn, el anticuerpo de captura es un
anticuerpo que se une especificamente a IgG de Cynomolgus y que no se une a inmunoglobulina humana y el
anticuerpo trazador es un anticuerpo que se une especificamente a IgG humana.

El anticuerpo anti-lg humana se une especificamente a IgG humana. Preferentemente, el anticuerpo anti-lgG de
Cynomolgus y/o el anticuerpo anti-lg humana es/son monoclonales. Dicho anticuerpo de unién especifica a
inmunoglobulina humana no se une a IgG de Cynomolgus. Preferentemente, dicho anticuerpo de unién a
inmunoglobulina humana es producido por la linea celular DSM ACC2708. Dicho anticuerpo de unién a IgG de
Cynomolgus no se une a IgG humana. Preferentemente dicho anticuerpo de uniéon a IgG de Cynomolgus es
producido por la linea celular 3.25.12 (DSM n® ACC2799), 3.29.15 (DSM n°® ACC2800), 4.38.30 (DSM n°® ACC2801),
7.57.41 (DSM n° ACC2802) 6 7.72.32 (DSM n° ACC2803).
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Durante el curso de dicha determinacién se forma un complejo entre el anticuerpo anti-lgG de Cynomolgus, el
complejo AF/AAF y el anticuerpo anti-lgG humano y la cantidad de complejo formada se correlaciona con la
concentracion de complejo AF/AAF, AF y/o AAF.

Segun la invencién, se lleva a cabo un andlisis de muestras tras la preincubacion con una cantidad predeterminada
del anticuerpo de farmaco. En dicho ensayo se observan sefiales positivas en el caso de que la muestra contenga
anticuerpos antifarmaco independientes de la presencia/ausencia de anticuerpos de farmaco en la muestra.

Preferentemente, el anticuerpo de captura se conjuga con la fase solida mediante adsorcion pasiva y, por lo tanto,
se conjuga con la fase sélida en por lo menos dos sitios de anticuerpo diferentes. La adsorcion pasiva se describe
en, por ejemplo, Butler J.E., Solid Phases in Immunoassay, en: Inmunoassays, Diamandis E.P. y Christopoulos T.K.
(editores), Academic Press San Diego, 1996, paginas 205-225.

En una realizacion preferente de la invencién, el anticuerpo de captura se inmoviliza mediante una pareja de union
especifica. Dicha pareja de union (primer componente/segundo componente) es, por ejemplo, estreptavidina o
avidina/biotina, anticuerpo/antigeno (ver, por ejemplo, Hermanson G.T. et al., Bioconjugate Techniques, Academic
Press, 1996), lectina/polisacérido, esteroide/proteina de unién a esteroide, hormona/receptor de hormona,
enzima/sustrato, IgG/proteina A y/o G, etc. Preferentemente, el anticuerpo de captura se conjuga con biotina y la
inmovilizacion se lleva a cabo mediante avidina o estreptavidina inmovilizada.

Preferentemente, la conjugacion del anticuerpo con su pareja de conjugacion se lleva a cabo mediante unién
quimica mediante grupos N-terminales y/o e-amino (lisina), grupos €-amino de diferentes lisinas, grupos funcionales
carboxi, sulfhidrilo, hidroxilo y/o fendlico del esqueleto de aminoacidos del anticuerpo y/o grupos de alcohol de
sacarido de la estructura carbohidrato del anticuerpo.

En una realizacién preferente de la invencién, el anticuerpo trazador se conjuga con un marcaje detectable,
preferentemente se conjuga mediante una pareja de unidn especifica. Dicha pareja de unién (primer
componente/segundo componente) es, por ejemplo, estreptavidina o avidina/biotina, anticuerpo/antigeno,
lectina/polisacéarido, esteroide/proteina de uniéon a esteroide, hormonal/receptor de hormona, enzima/sustrato,
IgG/proteina A y/o G, etc. Preferentemente, el anticuerpo trazador se conjuga mediante digoxigenina y un anticuerpo
contra digoxigenina con el marcaje detectable. Alternativamente, el anticuerpo trazador se conjuga con un marcaje
electroquimioluminiscente, tal como un complejo de rutenio-bispiridilo. En una realizacion preferente de la invencion,
el anticuerpo trazador se conjuga con digoxigenina y la union al marcaje detectable se lleva a cabo mediante un
anticuerpo contra la digoxigenina.

Descripcion detallada de la invencién

La expresién "anticuerpo de farmaco" segun la invencién se refiere a un anticuerpo que puede administrarse en un
individuo para el tratamiento de una enfermedad. En un ensayo llevado a cabo segun la invencion, el anticuerpo de
farmaco y el anticuerpo de captura, o el anticuerpo de farmaco y el anticuerpo trazador, respectivamente
comprenden "la misma" molécula de anticuerpo, por ejemplo producida recombinantemente con el mismo vector de
expresion y que comprende la misma secuencia de aminoacidos. Los anticuerpos de farmaco (anticuerpos
monoclonales terapéuticos) se estan utilizando ampliamente para el tratamiento de diversas enfermedades, tales
como enfermedades oncoldgicas (por ejemplo neoplasias hematolégicas y sélidas, entre ellas el linfoma no de
Hodgkin, el cancer de mama y el cancer colorrectal), enfermedades inmunol6gicas, enfermedades del sistema
nervioso central, enfermedades vasculares o enfermedades infecciosas. Dichos anticuerpos se describen, por
ejemplo, en Levene A.P. et al., Journal of the Royal Society of Medicine 98:145-152, 2005. Dichos anticuerpos son,
por ejemplo, anticuerpos contra CD20, CD22, HLA-DR, CD33, CD52, EGFR, G250, GD3, HER2, PSMA, CD56,
VEGF, VEGF2, CEA, antigeno Lewis-Y, receptor de IL-6 6 receptor de IGF-1. También se describen anticuerpos
terapéuticos en Groner B. et al., Curr. Mol. Meth. 4:539-547, 2004; Harris M., Lancet Oncol. 5:292-302, 2004.

Un ejemplo (preferentemente monoclonal) de anticuerpo de farmaco terapéutico es un anticuerpo contra el receptor
de IL-6 (mADb IL6R). Dicho anticuerpo se describe en, por ejemplo, Mihara M. et al., Clin. Immunol. 98:319-326, 2001,
Nishimoto N. et al., Blood 106:2627-2632, 2005, en el ensayo clinico n® NCT00046774, en el documento WO n°
2004/096274.

Un ejemplo (preferentemente monoclonal) de anticuerpo de farmaco terapéutico es un anticuerpo contra el receptor
de IGF-1 (mAb IGF-1R). Dicho anticuerpo se describe en, por ejemplo, los documentos WO n°® 2004/087756 y n°
2005/005635.

Los "anticuerpos antifarmaco” son anticuerpos que pueden presentar como diana cualquier regién del anticuerpo de
farmaco, tal como, por ejemplo, el dominio variable, los dominios constantes o la glucoestructura del anticuerpo de
farmaco. Dichos anticuerpos antifarmaco pueden aparecer durante la terapia de anticuerpo como reaccién
inmunogénica de un paciente (ver Pan Y. et al., FASEB J. 9:43-49, 1995). La mayoria de los "anticuerpos
antifarmaco” se unen a una o mas de las regiones determinantes de complementariedad del anticuerpo de farmaco.
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La afinidad de los anticuerpos antifarmaco para su antigeno de anticuerpo de farmaco es en general mas baja que la
afinidad del anticuerpo de farmaco para su antigeno diana.

Un "anticuerpo anti-lgG de Cynomolgus" es un anticuerpo, preferentemente monoclonal (es decir, un anticuerpo anti-
Cynomolgus monoclonal, mAb<IgG Cyno>) que se une especificamente a IgG de Cynomolgus (inmunoglobulina G
de Cynomolgus). Dicho anticuerpo se une a una IgG de Cynomolgus con una constante de disociacion (=Kpis) de por
lo menos 10° moles/l, mas preferentemente con una Kpis de por lo menos 10" moles/I. Simultaneamente, la
propiedad de no unirse a la IgG humana esta garantizada por una Kpjs de 10® moles/l o peor, por ejemplo de 10°
moles/l. También preferentemente, el anticuerpo de unién a IgG de Cynomolgus y que no se une a la IgG humana
presentara una diferencia de por lo menos 100 veces entre su reactividad hacia la IgG de Cynomolgus y hacia la IgG
humana, respectivamente.

Preferentemente, el anticuerpo anti-lgG de Cynomolgus se une también a IgG de titi comun, IgG de mono Rhesus e
IgG de babuino con una constante de disociacion (=Kpis) de gor lo menos 10® moles/I, preferentemente de 107
moles/l, mas preferentemente con una Kpis de por lo menos 10™*° moles/.

En una realizacion, el anticuerpo utilizado en la invencién es un anticuerpo monoclonal. El término "monoclonal” tal
como se utiliza en la presente solicitud se refiere a una poblacién de anticuerpos producidos por una sola célula o su
progenie y también a la unién a un Unico determinante antigénico de su antigeno diana. La expresion "que no se une
a IgG humana" o equivalentes gramaticales de la misma tal como se utiliza en la presente solicitud se refiere a un
anticuerpo que no muestra uniéon especifica a una IgG humana, es decir, que presenta una Kpis de 107 moles/l o
peor, por ejemplo de 10" moles/I. Ello no incluye una poblacién policlonal de anticuerpos de Cynomolgus que se ha
adsorbido cruzadamente con inmunoglobulinas humanas con el fin de eliminar la unién de la IgG de Cynomolgus a
la 1IgG humana. La adsorcion cruzada no sirve para una poblacion de anticuerpos policlonales, y menos de
anticuerpos monoclonales, que no se unen a IgG humana debido al equilibrio de unién que se forma en este
proceso. Debido a este equilibrio existen varios anticuerpos que se unen a IgG humana que no se encuentran
adsorbidos cruzadamente y que quedan en solucién y, de esta manera, en la preparacion de anticuerpos obtenida.
De esta manera, no se elimina por completo de las inmunoglobulinas que se habian adsorbido cruzadamente a IgG
humana la unién anti-lgG humana y todavia muestran union a IgG humana.

El término "mono" segun la invencidn se refiere a Cynomolgus, titi comin, mono Rhesus y babuino. Preferentemente
se refiere a "'mono” Cynomolgus, macaco Rhesus y babuino.

Preferentemente, el anticuerpo anti-lg humano (Ig significa inmunoglobulina) es un anticuerpo que se une
especificamente a un epitopo que no se encuentra presente en la inmunoglobulina de Cynomolgus tal como se
indica en el documento WO n° 2006/066912. Este epitopo se caracteriza por su union mAb<H-Fcypan>M-R10Z8E9,
también denominado mAb<h-Fc y>M-R10Z8E9, o brevemente mAb M-R10Z8E9. En una realizacion preferente
segun la presente invencion, el anticuerpo anti-lg humana se caracteriza adicionalmente por la unién al mismo
epitopo que mAb M-R10Z8E9. mAb M-R10Z8E9 es producido por la linea celular depositada en DSMZ el 22 de
diciembre de 2004 como DSM n°® ACC2708. Preferentemente el anticuerpo anti-lg humana comprende los dominios
variables de cadenas pesada y ligera de mAb M-R10Z8E9. Méas preferentemente el anticuerpo anti-lg humana
comprende las regiones CDR de los dominios variables de las cadenas pesada y ligera de mAb M-R10Z8E9 y un
marco no humano. Preferentemente el anticuerpo anti-lg humana es un anticuerpo monoclonal (mAb anti-lg
humana).

Las propiedades de union de un anticuerpo, especialmente la Kpis, preferentemente se evalian mediante un aparato
BlAcore®. En este método, las propiedades de unidn se evallan a partir de los cambios en resonancia de plasmoén
superficial (RPS). Resulta conveniente unir el anticuerpo investigado a la fase sélida (denominada chip) y evaluar la
unién de un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal o incluso de suero que comprende IgG a dicho chip
recubierto.

Los soportes solidos para los inmunoensayos segun la invencién se encuentran ampliamente descritos en el estado
de la técnica (ver, por ejemplo, Butler J.E., Methods 22:4-23, 2000).

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

La expresion "inmunoensayo de puente de doble antigeno” tal como se utiliza en la presente invencion se refiere a
un inmunoensayo de tipo sandwich en el que el antigeno se une a dos anticuerpos diferentes, uniéndose cada uno a
un epitopo diferente no solapante o interfiriente del antigeno. En este ensayo, se forma un sandwich que comprende
un anticuerpo de captura, el antigeno y un anticuerpo trazador y, de esta manera, el antigeno forma un puente entre
dos anticuerpos que se unen a él.
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Los anticuerpos monoclonales y sus dominios constantes contienen como proteinas varias cadenas laterales
reactivas para el acoplamiento con una pareja de unién, tal como una superficie, una proteina, un polimero (por
ejemplo PEG), celulosa, o poliestireno, un enzima o un elemento de una pareja de unién. Los grupos quimicos
reactivos de los anticuerpos son, por ejemplo, grupos amino (grupos €-amino de lisinas, grupos a-amino), grupos tiol
(cistinas, cisteinas, metioninas), grupos éacido carboxilico (acidos asparticos, acidos glutdmicos) y grupos de
sacarido-alcohol. Dichos métodos se describen en, por ejemplo, Aslam M. y Dent A., Bioconjugation, MacMillan Ref.
Ltd., paginas 50 a 100, 1999.

El término "muestra” incluye cualquier cantidad de una sustancia procedente de un mono. Entre dichas sustancias
se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, sangre completa, suero o plasma de dicho individuo, las cuales son las
fuentes mas ampliamente utilizadas de muestras en la rutina preclinica.

La expresion "fase sélida" se refiere a una sustancia no liquida, e incluye particulas (incluyendo microparticulas y
perlas) realizadas en materiales tales como polimero, metal (particulas paramagnéticas y ferromagnéticas), vidrio y
cerdmica; sustancias de gel, tales como geles de silice, alimina y polimero; capilares, que pueden realizarse en
polimero, metal, vidrio y/o cerdmica; zeolitas y otras sustancias porosas; electrodos; placas de microtitulacion; tiras
sélidas; cubetas, tubos u otros recipientes de muestras para espectrémetros. Un componente fase solida de un
ensayo se distingue de las superficies solidas inertes con las que puede encontrarse en contacto el ensayo en que
una "fase solida" contiene por lo menos una fraccion sobre su superficie que se pretende que interactie con el
anticuerpo de captura. Una fase sélida puede ser un componente estacionario, tal como un tubo, tira, cubeta o placa
de microtitulacion, o puede ser un componente no estacionario, tal como perlas y microparticulas. También pueden
utilizarse microparticulas como fase sélida para formatos de ensayo homogéneos. Puede utilizarse una diversidad
de microparticulas que permitan la unién no covalente o covalente de proteinas y otras sustancias. Entre dichas
particulas se incluyen las particulas de polimero, tal como poliestireno y poli(metilmetacrilato), particulas de oro tales
como nanoparticulas de oro y coloides de oro, y particulas ceramicas, tales como particulas de silice, vidrio y 6xido
metdlico. Ver, por ejemplo, Martin C.R. et al., Analytical Chemistry-News & Features 70:322A-327A, 1998.

Los cromdgenos (grupos y pigmentos fluorescentes o luminiscentes), enzimas, grupos o particulas metalicas activas
en la RMN, haptenos tales como, por ejemplo, digoxigenina, son ejemplos de marcajes detectables. El marcaje
detectable también puede ser un grupo reticulante fotoactivable, por ejemplo un grupo azido o azirina. Los quelatos
metdlicos que pueden detectarse mediante electroquimioluminiscencia también son grupos preferentes emisores de
sefales, resultando particularmente preferentes los quelatos de rutenio, por ejemplo un quelato de rutenio
(bispiridilo)32+. Se describen grupos de marcaje de rutenio adecuados en, por ejemplo, la patente EP n° 0 580 979 y
documentos WO n° 90/05301, n° 90/11511 y n° 92/14138.

Los inmunoensayos son bien conocidos por el experto en la materia. Los métodos para llevar a cabo dichos
ensayos, asi como las aplicaciones y procedimientos practicos se resumen en libros de texto relacionados. Son
ejemplos de libros de texto relacionados, Tijssen P., Preparation of enzyme-antibody or other enzyme-
macromolecule conjugates, en: Practice and theory of enzyme immunoassays, Burdon, R.H. y v. Knippenberg, P.H.
(editores), Elsevier, Amsterdam, paginas 221-278, 1990, y diversos volimenes de Colowick S.P. y Caplan N.O.
(editores), "Methods in Enzymology"”, Academic Press, referidos a los métodos de deteccion inmunolégica,
especialmente los volimenes 70, 73, 74, 84,92 y 121.

Los anticuerpos utilizados en la invencién pueden ser producidos por las lineas celulares de hibridoma n° 3.25.12
(DSM n°® ACC2799), 3.29.15 (DSM n°® ACC2800), 4.38.30 (DSM n°® ACC2801), 7.57.41 (DSM n°® ACC2802) 6 7.72.32
(DSM n°® ACC2803). Pueden encontrarse anticuerpos adicionales Utiles en la invencion, es decir, de unién especifica
a IgG de Cynomolgus y que no se unen a la IgG humana, por ejemplo utilizando el método descrito de manera
general en el Ejemplo 3.

Alternativamente, por ejemplo, puede utilizarse un método en el que en una primera etapa se determine el
solapamiento de epitopos de dos anticuerpos de union al mismo antigeno diana con ayuda de un sistema de ensayo
competitivo. Con este fin, por ejemplo con ayuda de un inmunoensayo enzimatico, se somete a ensayo el grado en
que el anticuerpo en cuestién compite con el anticuerpo conocido para la unién a un antigeno diana inmovilizado,
por ejemplo un anticuerpo producido por las lineas celulares segun la invencion. Con este fin se incuba con el
anticuerpo conocido en forma marcada un antigeno diana apropiadamente inmovilizado y un exceso del anticuerpo
en cuestion. Mediante la determinacion de la cantidad de anticuerpo unido en forma marcada en presencia y en
ausencia del anticuerpo en cuestion puede evaluarse el grado en que el anticuerpo en cuestion puede desplazar el
anticuerpo conocido de la unién. En el caso de que se produzca un desplazamiento superior a 20%,
preferentemente superior a 30%, a la misma concentracion o un desplazamiento superior a 70%, preferentemente
superior a 80%, a concentraciones mas altas, preferentemente en el caso de un exceso de 10° a 10° veces del
anticuerpo en cuestion, referido al anticuerpo conocido, se produce solapamiento de epitopos y ambos anticuerpos
se unen a la misma parte 0 a una parte solapante del mismo epitopo. Dicho anticuerpo identificado se utiliza en la
segunda etapa del método. En ésta se determina la unidon del anticuerpo identificado en la etapa uno a la IgG
humana. Dicha determinacion puede llevarse a cabo, por ejemplo, con un ELISA, un inmunoensayo o mediante
resonancia de plasmon superficial. En el caso de que no pueda determinarse union a IgG humana, dicho anticuerpo
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se define como un anticuerpo de union especifica a IgG de Cynomolgus y que no se une a IgG humana.
Alternativamente, puede identificarse un anticuerpo utilizado en la invencién mediante la determinacién de la Kpis
hacia la IgG de Cynomolgus y la IgG humana por separado y comparar estos valores.

La presente invencion informa de un método de determinacion inmunolégica para la determinacién de complejos de
anticuerpos de farmaco y anticuerpos antifarmaco, que en lo sucesivo se denominan complejos AF/AAF. En mayor
detalle, la presente invencibn comprende un método para la determinaciéon inmunolégica de un complejo
inmunolégico (complejo AF/AAF) de un anticuerpo de farmaco (AF) humano y un anticuerpo contra dicho anticuerpo
de farmaco (anticuerpo antifarmaco, AAF) en una muestra de una especie de mono utilizando un inmunoensayo de
tipo sandwich, que comprende un anticuerpo de captura y un anticuerpo trazador, en el que uno de dichos
anticuerpos es un anticuerpo de unién especifica a IgG de Cynomolgus y que preferentemente no se une a IgG
humana y el otro de dichos anticuerpos es un anticuerpo de unién especifica a IgG humana y que preferentemente
no se une a IgG de Cynomolgus. En una realizacién, el anticuerpo de captura es un anticuerpo que se une
especificamente a IgG humana y que no se une a IgG de Cynomolgus y el anticuerpo trazador es un anticuerpo que
se une especificamente a IgG de Cynomolgus y que no se une a IgG humana. En una realizacién diferente, el
anticuerpo de captura es un anticuerpo que se une especificamente a IgG de Cynomolgus y que no se une a IgG
humana y el anticuerpo trazador es un anticuerpo que se une especificamente a IgG humana y que no se une a IgG
de Cynomolgus. Otra realizacién de la presente invencion es que el anticuerpo que se une especificamente a IgG de
Cynomolgus y/o el anticuerpo de unién especifica a IgG humana es/son monoclonales.

En una realizacion preferente del presente método la muestra se preincuba con una cantidad predeterminada del
anticuerpo de farmaco. Lo anterior permite la deteccion de anticuerpos antifarmaco con independencia de la
presencia del anticuerpo de farmaco en la muestra, ya que el presente método es para la deteccion de complejos
AF/AAF (ver, por ejemplo, las figuras 5 y 6).

Segun la elevada identidad entre los anticuerpos de farmaco humanos o humanizados y las IgG de Cynomolgus, los
determinantes antigénicos principales del anticuerpo de farmaco son sus regiones determinantes de
complementariedad. Estos determinantes antigénicos preferentemente resultan reconocidos por el anticuerpo
antifarmaco. De esta manera, la mayoria de los "anticuerpos antifarmaco" reconocen, y por lo tanto, se unen a las
regiones determinantes de complementariedad del anticuerpo de farmaco correspondiente. La formacion del
complejo de anticuerpoantifarmaco-anticuerpo de farmaco enmascara los epitopos antigénicos y, de esta manera,
compite con la determinacion de dicho complejo en un ensayo de tipo sandwich.

El anticuerpo anti-lgG humana es un anticuerpo de unidn especifica a un epitopo que no se encuentra presente
sobre las inmunoglobulinas obtenidas de un Cynomolgus, tal como se describe en, por ejemplo, el documento WO
n® 2006/066912. En una realizacion preferente, el anticuerpo anti-lgG humana se caracteriza adicionalmente por la
unioén al mismo epitopo que el anticuerpo producido por la linea celular DSM n°® ACC 2708, que se une a un epitopo
que se encuentra presente sobre todas las subclases de inmunoglobulina humana de clase G y aparentemente no
se encuentra presente sobre la inmunoglobulina de la mayoria de animales experimentales excepto sobre la IgG de
los chimpancés. En una realizaciéon preferente adicional, el anticuerpo anti-lgG humana es el anticuerpo producido
por la linea celular DSM n® ACC2708.

Inesperadamente se ha encontrado que con el método segun la invencion se evita una deteccion incompleta del
anticuerpo antifarmaco. En el caso de que, por ejemplo, la molécula de captura se una al mismo determinante
antigénico que el anticuerpo antifarmaco, es decir, las CDR del anticuerpo de farmaco, la unién del anticuerpo de
farmaco a la molécula de captura bloquearia estos epitopos, es decir, los enmascararia para el anticuerpo
antifarmaco y de esta manera evitaria que se uniese y fuese detectado el anticuerpo antifarmaco. Ello resulta en una
deteccion incompleta de los anticuerpos antifarmaco en la muestra. El anticuerpo antifarmaco normalmente presente
una baja afinidad de unién al anticuerpo de farmaco, requiriendo por lo tanto la colaboracién de ambas regiones de
unién a antigeno del anticuerpo antifarmaco para la unién del anticuerpo de farmaco. De esta manera, no resulta
posible la unién a la molécula de captura, conduciendo también a una baja deteccién del anticuerpo antifarmaco. Por
lo tanto, la captura mediante las CDR de un anticuerpo antifarmaco no resulta adecuada para un ensayo.

De esta manera, un aspecto de la presente invencion es un método para la determinacién inmunolégica de un
complejo inmunolégico (complejo AF/AAF) de un anticuerpo de farmaco (AF) y un anticuerpo contra dicho anticuerpo
de farmaco (anticuerpo antifarmaco, AAF) en una muestra de una especie de mono utilizando un inmunoensayo de
tipo sandwich, que comprende un anticuerpo de captura y un anticuerpo trazador, en el que uno de dichos
anticuerpos es un anticuerpo de unién especifica a IgG de Cynomolgus y que no se une a IgG humana y el otro
anticuerpo es un anticuerpo de unién especifica a IgG humana y que preferentemente no se une a IgG de
Cynomolgus. En una realizacién de dicho aspecto, el anticuerpo se une especificamente a IgG de Cynomolgus y no
se une a IgG humana producida por la linea celular n®° DSM ACC2799 6 la n°® DSM ACC2800 6 la n° DSM ACC2801
6 la n°® DSM ACC2802 6 la n° DSM ACC2803. En otra realizacién de dicho aspecto, se encuentra el anticuerpo que
se une especificamente a la IgG humana y que no se une a la IgG de Cynomolgus producida por la linea celular n®
DSM ACC2708.
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En una realizacion del presente método, la cantidad de complejo formada se correlaciona con la concentracion de
complejo AF/AAF, de AF y/o de AAF.

En otra realizacion se encuentra el anticuerpo de captura de union al anticuerpo antifarmaco o al complejo AF/AAF
gue no se une a las CDR o a la region marco en estrecha proximidad secuencial o geométrica de las CDR del
anticuerpo antifarmaco.

Las lineas celulares de hibridoma preferentes segun la invencion, 3.25.12, 3.29.15, 4.38.30, 7.57.41 y 7.72.32 se
depositaron, bajo el Tratado de Budapest sobre el reconocimiento internacional del depésito de microorganismos a
los fines del procedimiento en materia de patentes, en la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSMZ), Alemania:

Clon n° de depésito Fecha de depésito
3.25.12 DSM ACC2799 | 24.08.2006
3.29.15 DSM ACC2800 | 24.08.2006
4.38.30 DSM ACC2801 | 24.08.2006
7.57.41 DSM ACC2802 | 24.08.2006
7.72.32 DSM ACC2803 | 24.08.2006
MAB M-R10Z8E9 | DSM ACC2708 | 22.12.2004

Los ejemplos y figuras siguientes se proporcionan con el fin de ayudar a la comprension de la presente invencion, el
alcance real de la cual se proporciona en las reivindicaciones adjuntas.

Descripcion de las figuras

Figura 1: ensayo de deteccién de complejos AF/AAF -sin adicion de AF.

Se inmovilizaron anticuerpos anti-lg humana biotinilados en una placa de microtitulacion recubierta con
estreptavidina (SA-MPT). Los complejos de anticuerpo de farmaco/anticuerpo antifarmaco (AF/AAF)
fueron capturados por los anticuerpos anti-lg humana inmovilizados (Bi, biotinilado). EI complejo AF/AAF
unido se detecta con anticuerpos anti-lgG de Cynomolgus marcados con digoxigenina (Dig, digoxinilado)
y conjugado de anticuerpo anti-digoxigenina y peroxidasa de rdbano picante (POD) (anticuerpo policlonal
anti-DIG conjugado con POD, pAb<Dig>POD). A modo de estandar se utiliz6 IgG humana conjugada
quimicamente con IgG de Cynomolgus.

Figura 2: ensayo de deteccién de complejos AF/AAF -sin adicion de AF.
Antes del andlisis de muestras, se diluyeron muestras de suero de mono en tampén basado en PBS y se
afiadié anticuerpo de farmaco. Tras preincubar durante 15 minutos, las muestras se analizaron en el
ELISA anteriormente indicado (ver la descripcion de la figura 1).

Figura 3: ensayo de deteccion de AAF utilizando anticuerpos anti-Cynomolgus.
El anticuerpo de farmaco biotinilado se unié a una placa de microtitulacién recubierta con estreptavidina
(SA-MPT) (Bi: biotinilado). El anticuerpo antifarmaco (AAF) se une al anticuerpo de farmaco inmovilizado.
El AAF unido se detecta a partir de los anticuerpos anti-lgG de Cynomolgus marcados con digoxigenina
(Dig: digoxinilado) y conjugado de anticuerpo anti-digoxigenina y peroxidasa de rdbano picante
(pAb<Dig>POD). A modo de estandar se utilizé anticuerpo anti-lgG humana conjugado quimicamente con
IgG de Cynomolgus.

Figura 4: curva estandar del ensayo del complejo AF/AAF.
Se proporcionan las densidades Opticas (DO) para las diversas concentraciones de IgG humana
conjugada quimicamente con IgG de Cynomolgus diluida en tampon basado en PBS con suero al 1%
(v/v) de Cynomolgus.

Figura 5: deteccién de complejos AF/AAF en muestras de un estudio PK de dosis Unicas en Cynomolgus de
HumAb<IGF-1R> (3 mg/kg, i.v.).
Se recogieron muestras de suero en 8 puntos temporales entre 0 h'y 1.176 h después de la dosificacion
de farmaco y se analizaron con el ELISA (mostrado en la figura 1) sin adicion de anticuerpo de farmaco.
Se proporciona en el grafico la cantidad de complejos AF/AAF (sefial de DO a 405 nm) vs. tiempo tras la
dosificacion.

Figura 6: deteccién de complejos AF/AAF en muestras de un estudio PK de dosis Unicas en Cynomolgus de
HumAb<IGF-1R> (3 mg/kg, i.v.).
Se recogieron muestras de suero en 8 puntos temporales entre 0 h'y 1.176 h después de la dosificacion
de farmaco y se analizaron con el ELISA (mostrado en la figura 2) sin adicién de anticuerpo de farmaco.
Se proporciona en el grafico la cantidad de complejos AF/AAF (sefial de DO a 405 nm) vs. tiempo tras la
dosificacion.

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 428 876 T3

Figura 7: comparacion entre la deteccién de IgG de Cinymolgus con un anticuerpo monoclonal anti-lgG de
Cynomolgus y un anticuerpo policlonal anti-IlgG de Cynomolgus
Se proporcionan las densidades Opticas (sefial (mediana)) para las diversas concentraciones de IgG
humana conjugada quimicamente con IgG de Cynomolgus diluida en tampo6n basado en PBS con suero al
1% (v/v) de Cynomolgus.

Ejemplos

Ejemplo 1

Preparacién de IgG de Cynomolgus y fragmento Fc de Cynomolgus
a) Preparacion de IgG de Cynomolgus

El suero de Cynomolgus se deslipidé con Aerosil® 380 y se precipitd con sulfato aménico (a 2,0 M). Se homogeneizé
el pellet en tampén de fosfato y se dializé frente a tampén de fosfato, pH 7,0. La mezcla se separ6 mediante
cromatografia de intercambio iénico DEAE a pH 7,0 y la IgG en el eluido se concentr6 y se purific6 mediante
filtracion en gel.

b) Preparacion de Fc de Cynomolgus

La IgG purificada de a) se fragmentd con papaina (4 mU de papaina por cada mg de IgG) en presencia de cisteian
15 mM a 37°C a pH 7,0. Tras 80 minutos, la mezcla se incubd con yodoacetamida (a 30 mM) a 25°C y se dializ6
posteriormente fente a tampon HEPES 10 mM, con NaCl 30 mM, pH 7,5. La mezcla se separé mediante
cromatografia de intercambio idnico en Q-Sepharose. La fraccion Fab se encontraba en el eluido y la fracciéon Fc se
eluyo mediante la utilizacion de un gradiente salino de cloruro sédico hasta 1 M. Finalmente, la fraccion Fc se dializd
frente a tampon fosfato y se purific6 mediante filtracion en gel.

Ejemplo 2
Generacion de anticuerpos monoclonales anti-IgG de Cynomolgus
a) Inmunizacion de ratones

Se inmunizaron ratones Balb/c o NMRI hembra, respectivamente, de 8 a 12 semanas de edad, principalmente por
via intraperitoneal con 100 mg de IgG de Cynomolgus (inmunoglobulina G de Cynomolgus) o Fc de Cynomolgus
mezclado con ACF (adyuvante completo de Freund). Se llevaron a cabo tres etapas adicionales de inmunizacion
intraperitoneal tras 4, 7 y 10 semanas, con la aplicacién de 100 mg de IgG de Cynomolgus en cada raton mezclados
con AIF (adyuvante incompleto de Freund). A continuacién, se realizaron inmunizaciones intravenosas de refuerzo,
cada una con 100 mg de IgG de Cynomolgus en PBS (solucién salina tamponada con fosfato, con adicion de
antihistaminicos y adrenalina) 3 dias antes de la fusion.

b) Fusion y clonacién

La fusion de las células de bazo de los ratones inmunizados segun a) con células de mieloma se llevd a cabo segin
Galfré G. y Milstein C., Methods Enzymol. 73:3-46, 1981. Se mezclaron aproximadamente 1x10° esplenocitos con
aproximadamente 2x10’ células de mieloma (P3x63-Ag8.653, ATCC n° CRL 1580) y se centrifugaron (10 minutos a
300xg y 4°C). A continuacion las células se lavaron una vez con medio de cultivo RPMI 1640 sin SFB (suero de feto
bovino) y se centrifugaron nuevamente a 400xg en un vial cénico de 50 ml. A continuacién se afiadié 1 ml de PEG
(polietilenglicol, peso molecular: 4.000 g/mol) y se llevé a cabo la mezcla mediante pipeteado. Tras 1 minuto en un
bafio de agua a 37°C, se afiadieron gota a gota 5 ml de RPMI 1640 sin FCS, se mezcld la suspension, se llend hasta
50 ml con RPMI 1640 con FCS al 10% (v/v) y después se centrifugd. Las células sedimentadas se resuspendieron
en RPMI 1640 con FCS al 10% y se sembraron en placa en medio de seleccidon con hipoxantina-azaserina (100
mmoles/| de hipoxantina, 1 mg/ml de azaserina en RPMI 1640 con FCS al 10%) que contenia el factor de
crecimiento interleuquina-6 (IL-6, 100 U/ml). Tras aproximadamente 10 dias, los cultivos primarios se sometieron a
ensayo para la sintesis de anticuerpos especificos (ver el Ejemplo 3). Los cultivos primarios que mostraban union a
IgG de Cynomolgus, asi como ausencia de reaccion cruzada con IgG humana normal, se individualizaron mediante
la deposicion de células individuales en placas de cultivo celular de 96 pocillos utilizando un citémetro de flujo
(FACSAria, BD Biosciences); el medio contenia el factor de crecimiento interleuquina-6 (100 U/ml). Siguiendo este
protocolo se generaron los clones depositados (Tabla 1). Las lineas celulares utiles en la presente invencién se
depositaron en la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Alemania (Tabla 1).
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Tabla 1:
clones de mAb anti-Cynomolgus

Clon Clase y subclase de IgG Inmunégeno n° de depdsito l;echla .de

epésito
3.25.12 IgG1, kappa IgG DSM ACC2799 24.08.2006
3.29.15 IgG1, kappa IgG DSM ACC2800 24.08.2006
4.38.30 IgG1, kappa IgG DSM ACC2801 24.08.2006
7.57.41 IgG2a, kappa Fc DSM ACC2802 24.08.2006
7.72.32 IgG1, kappa Fc DSM ACC2803 24.08.2006

c¢) Produccién de inmunoglobulina a partir de sobrenadantes de cultivo celular

Las Ilneas celulares de hibridoma generadas se inocularon a densidades celulares iniciales (células vivas) de entre
1,0x10° y 2,2x10° células por ml (dependiendo de la linea celular individual) en medio RPMI 1640 suplementadas
con FCS al 10% y se expandieron en una tecnologia de centrifugacion durante un periodo de entre 9 y 16 dias
(dependiendo de la linea celular individual). En los sobrenadantes de cultivo recolectados se alcanzaron
concentraciones de entre 36 y 61 mg de anticuerpo monoclonal por ml. La purificacion de los anticuerpos a partir de
los sobrenadantes de cultivo se llevd a cabo segin métodos quimicos estandares para proteinas, por ejemplo segun
Bruck C. et al., Methods Enzymol. 121:587-596, 1986.

Ejemplo 3
Ensayos de cribado para la deteccién de anticuerpos anti-lgG de Cynomolgus
a) Cribado primario para anticuerpos que se unen preferentemente a IgG de Cynomolgus

Para la determinacion de la especificidad de los anticuerpos en los sobrenadantes de cultivo de las células de
hibridoma, se recubrieron MPT (placas de microtitulacion) prerrecubiertas con estreptavidina recombinante
(MicroCoat, Bernried, lote n°® MC 1098) con IgG de Cynomolgus biotinilada, 250 ng/ml, o con IgG humana biotinilada,
250 ng/ml, respectivamente, en PBS suplementado con BSA Il al 1,0% (p/v) (100 ml en cada pocillo, 60 minutos de
incubacién a temperatura ambiente, con agitacion), y posteriormente se lavaron 3 veces con NaCl al 0,9%
(p/v)/Tween 20 al 0,05%. En la etapa siguiente, en cada pocillo se afiadieron 100 ml de la solucion de anticuerpo
gue debia someterse a ensayo (sobrenadante de cultivo) y se incubaron durante 60 minutos a temperatura
ambiente, con agitacion. Tras 3 etapas de lavado con NaCl al 0,9% (p/v)/Tween al 0,05% por pocillo, se afiadieron
100 ml de un fragmento F(ab"), marcado con peroxidasa de rdbano picante de un anticuerpo policlonal de oveja anti-
Fcy de raton, para la deteccion de anticuerpo unido de la muestra, y se incubaron durante 60 minutos a temperatura
ambiente, con agitacion. A contmuauon se llevd a cabo el lavado tal como anteriormente. Finalmente, en cada
pocillo se afiadieron 100 ml de ABTS® (Roche Diagnostics GmbH, n° de catalogo 1684302). Tras 30 minutos de
incubacién a temperatura ambiente, se midid la extincion (DO) a 405 y 492 nm [405/492] en un lector comercial de
placas de microtitulacion de ELISA. Este cribado condujo a la selecciéon de anticuerpos que se unian bien a IgG de
Cynomolgus y que mostraban una reactividad cruzada nula/baja con la IgG humana. Esta seleccién de anticuerpos
se sometio adicionalmente al ensayo b).

b) Seleccion de anticuerpos sin reactividad cruzada detectable con la IgG humana

Con el fin de identificar, a partir de la seleccion de anticuerpos del cribado primario a), aquellos que no mostraban
reactividad cruzada detectable con la IgG humana, se llevd a cabo el ensayo descrito a continuacion. Se recubrieron
MPT prerrecubiertas con estreptavidina recombinante (MicroCoat, Bernried, lote n°® MC 1098) con IgG de
Cynomolgus biotinilada, 250 ng/ml, en PBS (solucion salina tamponada con fosfato) con BSA 1l al 1,0% (100 ml en
cada pocillo, 60 minutos de |ncubaC|on a temperatura ambiente, con agitacion), y posteriormente se lavaron 3 veces
con NacCl al 0,9% (p/v)/Tween 20 al 0,05%. En la etapa siguiente, en cada pocillo se afiadieron 100 ml de la
solucién de anticuerpo que debia someterse a ensayo (sobrenadante de cultivo) y 50 ml de PBS (sefal de
referencia) 6 50 ml de una solucién de IgG humana (80 mg/ml; concentracion final del ensayo: 27 mg/ml; sefial del
ensayo), respectivamente, y se incubaron durante 60 minutos a temperatura ambiente, con agitacion. Tras tres
etapas de lavado con NaCl al 0,9% (p/v)/Tween al 0,05% por pocillo, se afiadieron 100 ml de un fragmento F(ab')»
marcado con peroxidasa de rabano picante de un anticuerpo policlonal de oveja anti-Fcy de ratén, para la deteccion
de anticuerpo unido de la muestra, y se incubaron durante 60 minutos a temperatura ambiente, con agitacion. A
contlnuacmn se llevd a cabo el lavado tal como anteriormente. Finalmente, en cada pocillo se afiadieron 100 ml de
ABTS® (Roche Diagnostics GmbH, n® de catalogo 1684302). Tras 30 minutos de incubacion a temperatura
ambiente, se midié la extincion a [405/492] nm en un lector comercial de placas de microtitulacion de ELISA. Los
anticuerpos que mostraban una sefial de ensayo no significativamente diferente de la sefial de referencia asociada
se seleccionaron para la utilizacién posterior. En términos cuantitativos, lo anterior equivalente a una reactividad
cruzada estimada con la IgG humana <0,001%. (Definicion de "no significativamente diferente": sefial de
ensayo=90% a 110% de la sefial de referencia).
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Ejemplo 4
Preparacién de un conjugado de IgG de Cynomolgus (IgG-Cyno) e IgG humana (IgG-H)
a) Preparacion de IgG-Cyno-SATP

La IgG de Cynomolgus purificada a partir de suero de Cynomolgus mediante cromatografia de intercambio i6nico y
filtracion en gel se dializ6 frente a tampdén de fosfato potasico 30 mM, pH 7,1, y la solucién de proteinas resultante se
ajusté a una concentracion de proteinas de aproximadamente 10 mg/ml. Se disolvi6 N-succinimidil-3-
acetiltiopropionato (SATP) en DMSO y se afiadié a la solucién de anticuerpo en una proporcion molar de 1:5
(IgG:SATP). La mezcla se incub6 durante 60 minutos a 25°C a pH 7,1. La reaccion se detuvo mediante la adicion de
L-lisina a una concentracion final de 10 mM; el pH se ajust6 a 6,1, y el exceso de SATP se elimind mediante dialisis
frente a tampon de fosfato potasico 10 mM, con NaCl 200 mM y EDTA 1 mM, pH 6,1.

b) Preparacion de IgC-H-MH

La IgG humana purificada a partir de suero humano mediante cromatografia de intercambio i6nico se dializé frente a
tampon de fosfato potasico 30 mM, pH 7,1, y la solucién de proteinas resultante se ajustd a una concentracion de
proteinas de aproximadamente 20 mg/ml. Se disolvio éster de N-maleimidohexanoil-N-hidroxisuccinimida (MHS) en
DMSO vy se afiadi6 a la solucion de anticuerpo en una proporcién molar de 1:6 (IgG:MHS). La mezcla se incub6
durante 60 minutos a 25°C a pH 7,1. La reaccion se detuvo mediante la adicién de L-lisina a una concentracion final
de 10 mM; el pH se ajustd a 6,1, y el exceso de MHS se elimind mediante dilisis frente a tampén de fosfato potésico
10 mM, con NaCl 200 mMy EDTA 1 mM, pH 6,1.

¢) Conjugacion de IgG-Cyno-SATP con IgG-H-MH

Se desacetild IgG-Cyno-SATP en IgG-Cyno-SH mediante la adicion de solucion de hidroxilamina 1 M al 2,5% (v/v),
pH 7,5, e incubando durante 60 minutos a 25°C. El anticuerpo desacetilado se mezcld con 1gG-H-MH (proporcion
molar de 1gG-Cyno-SH: IgG-H-MH=1:1) hasta una concentracién final de aproximadamente 7 mg/ml de IgG totales.
El pH se ajustd a 7,1 y la mezcla se incub6 a 25°C. El procedimiento de conjugacion se analizd con una columna
analitica de filtracion en gel (por ejemplo TSK 3000). El procedimiento de conjugacion se detuvo tras 40 minutos en
general, mediante la adicion de cisteina hasta una concentracion final de 2 mM. Tras 30 minutos de incubacion, se
afadié N-metilmaleimida (NMM) hasta una concentracion final de 5 mM y se ajusté el pH a 7,5. Tras 60 minutos de
incubacién a 25°C, se separ6 el conjugado mediante cromatografia de filtracion en gel con Sephacryl S-300 para
eliminar los anticuerpos no conjugados.

Ejemplo 5
Preparcion de anticuerpo monoclonal digoxigenilado anti-Fc de Cynomolgus
a) Preparacion de anticuerpo monoclonal digoxigenilado anti-Fc de Cynomolgus

El sobrenadante de fermentacion del anticuerpo monoclonal anti-Fc de Cynomolgus se concentré aproximadamente
diez veces, se transfirid a un tampoén con TRIS 20 mM, sulfato aménico 1 M, pH 9,0, y se aplic6 a proteina A-
sefarosa. El eluido con citrato sédico 0,2 M a pH 3,0 se dializé frente a tampon fosfato, pH 7,5. Se separaron los
contaminantes de la IgG bovina (de FCS en el caldo de fermentacién) mediante inmunoadsorcion con anticuerpos
inmovilizados contra IgG bovina.

b) Digoxigenilacion de anticuerpo monoclonal anti-Fc de Cynomolgus

Una solucién del anticuerpo monoclonal anti-Fc de Cynomolgus en tampo6n fosfato se ajusté a pH 8,1 y a una
concentracion de aproximadamente 2 mg/ml. Se disolvi6 en DMSO acido digoxigenin-3-O-metilcarbonil-g-
aminocaproico-éster de N-hidroxisuccinimida y se afiadié a la solucion de anticuerpo en una proporcion molar de
1:5. La reaccién se detuvo tras 60 minutos mediante la adicion de L-lisina y el exceso de reactivo de marcaje se
eliminé mediante didlisis frente a tampén de fosfato potasico 50 mM, con NaCl 150 mM, pH 7,5.

Ejemplo 6
Evaluacion de la unién/especificidad de anticuerpo con el sistema BlAcore®

Todas las mediciones se llevaron a cabo con el aparato BlAcore®2000 utilizando un chip CM5. El recubrimiento de
este chip con un anticuerpo se consiguié mediante acoplamiento estandar de aminas. A menos que se indique lo
contrario, todas las incubaciones se llevaron a cabo en tampén HBS (HEPES, NaCl, pH 7,4) a 25°C. Una cantidad
saturante de anticuerpo monoclonal anti-lgG de Cynomolgus, mAb M-R10Z8E9 y anticuerpo policlonal anti-Fcy
humano (Dianova, Alemania), respectivamente, se inmoviliz6 mediante acoplamiento de aminas en diferentes
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canales del mismo chip CM5. Todos los sueros animales se diluyeron en tampén HBS que contenia 1 mg/ml de CM-
dextrano a una concentracion final de 1%. La unién se analiz6 mediante inyeccion de los sueros diluidos 1 en 100 y
la incubacién durante 60 segundos. La disociacion se midi6 mediante lavado de la superficie del chip con tampén
HBS durante 180 segundos. Utilizando software de evaluacién BIA de BIAcore®, se calcularon los valores de
constante de disociacion (=Kpis) con un modelo de ajuste 1:1 de Langmuir. Para todos los sueros animales este
calculo se basa en la suposicion de que el nivel de IgG es de 15 mg/ml. Los valores de sefial 80 segundos después
del inicio de la inyeccion del anticuerpo de ensayo se seleccionaron para la comparacion de la cantidad de IgG unida
(UR en la Tabla 2).

Tabla 2:
Sefiales de union [UR] de sueros animales a anticuerpo monoclonal anti-lgG de Cynomolgus y un antisuero
policlonal anti-Fcy humano
Muestra (suero) mAb(ilnotl: %yzn; r1r120)Igus PAb<H-Fcy>
UR unién Kpis. €n moles/I UR union Kpis. €n moles/I

Titi -31,4 falta de unién 532 1,41*10™
Babuino 2038,5 9,39*10" 1404,6 6,37*10
Rata -20,9 falta de unién 48,2 falta de unién
Chimpancé -28,2 falta de unién 1918,1 3,72*10"°

Muestra (suero) mAb(glrgr'{?/;; ngus PAb<H-Fcy>
Cynomolgus 2278,7 2,03*10"° 13448 | 7,17*10™
Macaco Rhesus 2362,8 5,09*10° 1172,1 | 9,08*10°"
NMRI-ratén -15,7 falta de unién -23,8 falta de unién
ser humano -25,5 falta de union 15716 | 4,56*107°
Perro -35,9 falta de unién 564,3 1,15%10™

Muestra (suero) mAb(i{‘;,; S_VQQTZ")'Q”S PAb<H-Foy
CD1-ratén -40,4 | falta de unién -30,7 | falta de union

La Tabla 2 muestra que el anticuerpo monoclonal anti-lgG de Cynomolgus no reacciona cruzadamente con suero
humano. Solo se detect6 IgG comprendida en suero de Cynomolgus, Rhesus y babuino. En contraste con el
anticuerpo monoclonal anti-lgG de Cynomolgus, el anticuerpo policlonal anti-Fc humano muestra una elevada
reactividad con sueros humano, de perro y de todas las especies de mono sometidas a ensayo.

Ejemplo 7
Ensayo del complejo AF/AAF -sin adicion de AF.

Se unié mAb M-R10Z8E9 biotinilado a los pocillos de una placa de microtitulacién recubierta de estreptavidina (SA-
PMT) en la primera etapa. El exceso de anticuerpo no unido se eliminé mediante lavado. Después, las muestras de
suero de mono y los estandares de referencia (IgG humana quimicamente conjugada con IgG de Cynomolgus
afiadida a suero de Cynomolgus al 1%) se incubaron en los pocillos. Tras eliminar mediante lavado las sustancias
no unidad, el complejo AF/AAF unido se detectd con anticuerpos anti-Cynomolgus digoxigenilados, seguido de la
incubacién con un anticuerpo anti-digoxigenina marcado con geroxidasa de rédbano picante. El conjugado de
anticuerpo-enzima cataliza la reaccion de color del sustrato ABTS". Se midi6 la sefial utilizando un lector de ELISA a
una longitud de onda de 405 nm (longitud de onda de referencia: 490 nm ([405/490] nm)). Los valores de
absorbancia de cada muestra de suero se determinaron por duplicado. Un esquema que ejemplifica este sistema de
ensayo se muestra en la figura 1.

Ejemplo 8

Ensayo del complejo AF/AAF -sin adicion de AF.

Antes del analisis de muestras, se diluyeron muestras de suero de mono en tampén basado en PBS y se afiadio
anticuerpo de farmaco. Tras preincubar durante 15 minutos, las muestras se analizaron en el ELISA anteriormente
indicado. Un esquema que ejemplifica este sistema de ensayo se muestra en la figura 2.

Ejemplo 9

Deteccion de complejos de AF/AAF en muestras de un estudio PK de Cynomolgus.

Se analizaron muestras de suero de un estudio PK (PK=farmacocinético) de dosis Unicas en Cynomolgus con un
anticuerpo humano contra IGF-1R (documento WO n° 2005/005635, 3 mg/kg, i.v.) con el ELISA anteriormente

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 428 876 T3

indicado: i) deteccion de complejos de AF/AAF sin adicion de anticuerpo de farmaco (figura 5), e ii) deteccién de
complejos de AF/AAF sin adicién de anticuerpo de farmaco (figura 6). En 8 puntos temporales entre 0 h 'y 1.176 h
tras la dosificacién, se recolectaron y analizaron las muestras de suero. Se proporciona en el gréafico la cantidad de
complejos AF/AAF (sefial de DO a 405 nm) vs. tiempo tras la dosificacion. Tal como muestra la figura 5, solo se
detectaron sefales positivas sin adicion in vitro de anticuerpo de farmaco en las muestras de suero entre 336 h y
672 h (pico) en el caso de que se formasen complejos de AF/AAF in vivo. En ausencia de anticuerpos antifarmaco,
no se formaron complejos inmunolégicos y no se detectaron sefiales positivas (puntos temporales anteriores a 336
h). Debido a la ausencia de farmaco en muestras 672 h después de la dosificacion o posteriormente, no podia
detectarse ningln complejo. Al afiadir anticuerpo de farmaco a la muestra de suero como etapa de preincubacion se
detectaron/eran detectables complejos de AF/AAF tanto formados in vivo como formados in vitro. Una sefial positiva
s6lo depende de la generacion de AAF, tal como se demuestra en la figura 6. Ambos diagramas (figuras 5 y 6) se
correlacionan bien con la curva de farmaco-tiempo.

Ejemplo 10
Ensayo de deteccion de AAF utilizando anticuerpos anti-Cynomolgus.

Se unid anticuerpo de farmaco biotinilado (anticuerpo humano contra IGF-1R) se uni6 a los pocillos de una placa de
microtitulacion recubierta de estreptavidina (SA-PMT) en la primera etapa. El exceso de anticuerpo no unido se
elimindé mediante lavado. Posteriormente, se incubaron las muestras de suero de mono (diluido 20 veces en tampon
basado en PBS) y los estandares de referencia. Tras eliminar mediante lavado las sustancias no unidas, el
anticuerpo antifarmaco (AAF) unido se detectdé con anticuerpos anti-Cynomolgus digoxigenilados, seguido de la
incubacién con un anticuerpo anti-digoxigenina marcado con geroxidasa de rédbano picante. El conjugado de
anticuerpo-enzima cataliza la reaccion de color del sustrato ABTS". Se midi¢ la sefial utilizando un lector de ELISA a
una longitud de onda de 405 nm (longitud de onda de referencia: 490 nm). Los valores de absorbancia de cada
muestra de suero se determinaron por triplicado. Un esquema que ejemplifica este sistema de ensayo se muestra en
la figura 3.

Ejemplo 11
Preparacién de anticuerpos policlonales contra IgG de Cynomolgus
a) Purificacion de anticuerpos policlonales a partir de suero de conejo.

Se inmunizaron conejos con Fc de Cynomolgus siguiendo métodos estdndares. En el suero en bruto de cinco
conejos inmunizados con Fc de Cynomolgus, se eliminaron los componentes lipidicos mediante deslipidacion con
Aerosil (al 1,5% (p/v)) y se precipitaron las inmunoglobulinas con sulfato aménico (1,7 M). Tras el tratamiento &cido
(30 minutos, a pH 5,5) y didlisis frente a tampdn fosfato potasico 15 mM, suplementado con NaCl 50 mM, pH 7,0, la
mezcla se separd mediante cromatografia de intercambio iénico en DEAE a pH 7,0 y la fraccion de IgG en el eluido
(=anticuerpo policlonal de conejo anti-IgG de Cynomolgus) se concentr6 a aproximadamente 25 mg/ml.

b) Preparacién de anticuerpos policlonales de conejo anti-lgG de Cynomolgus purificados por afinidad (pAb<IgG
Cyno>) sin reactividad cruzada con la IgG humana

La fraccion de IgG concentrada de la etapa a) se transfirid a un sistema de tampones con fosfato potasico 50 mM,
suplementado con NaCl 150 mM, pH 7,5 (PBS). El inmunosorbente con IgG de Cynomolgus inmovilizado, preparado
mediante conjugacion de 1IgG de Cynomolgus a NHS-sefarosa mediante técnicas del estado de la técnica, se
empaqueto en una columna y se equilibré con tampon fosfato potasico 50 mM, suplementado con NaCl 150 mM, pH
7,5.

Se aplicaron 10 mg de IgG/ml de inmunosorbente a la columna equilibrada con PBS. La columna se lavo
sucesivamente con PBS, NaCl 0,5 M suplementada con Tween® 20 al 0,05% (p/v) y NaCl 30 mM. La IgG unida
especificamente a la matriz de afinidad se eluy6 con HCI 3 mM y &cido propidnico 1 M y se dializ6 frente a PBS.

Para eliminar los anticuerpos con reactividad cruzada para la IgG humana, los anticuerpos purificados por afinidad
se aplicaron a una columna de afinidad con IgG humana inmovilizada, preparados mediante conjugacion de 1gG
humana no especifica con NHS-sefarosa mediante técnicas del estado de la técnica. La columna se equilibré con
PBS. Se aplicaron a la columna aproximadamente 6 mg de IgG/ml de inmunosorbente. La fraccion de 1gG policlonal
especifica se encontraba en el eluido. A continuacion se regenerd la columna con NaCl 0,5 M suplementado con
Tween® 20 al 0,05% (p/v), NaCl 30 mM, acido propiénico 1 M y PBS. Se repitié dos veces la inmunosorcion de la
IgG de unién no especifica para eliminar por completo los anticuerpos con reactividad cruzada con la IgG humana.

El anticuerpo policlonal anti-lgG de Cynomolgus purificado resultante sin reactividad cruzada con la IgG humana se
concentré a aproximadamente 4 mg/ml y se almacené a -80°C.
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Ejemplo 12

Evaluacién de la union/especificidad de anticuerpo de los anticuerpos policlonales de conejo anti-Fc de Cynomolgus
(pAb<Fc-Cyno>) mediante el sistema BlAcore®

Todas las mediciones se llevaron a cabo con el aparato BlAcore®2000 utilizando un chip CM5. El recubrimiento de
este chip con un anticuerpo se consiguié mediante acoplamiento estandar de aminas. A menos que se indique lo
contrario, todas las incubaciones se llevaron a cabo en tampén HBS (HEPES, NaCl, pH 7,4) a 25°C. Una cantidad
saturante de anticuerpo monoclonal anti-lgG de Cynomolgus se inmoviliz6 mediante acoplamiento de aminas sobre
el chip CM5. Todos los sueros animales se diluyeron en tampén HBS que contenia 1 mg/ml de CM-dextrano a una
concentracion final de 1%. La unién se analizé6 mediante inyeccién de los sueros diluidos 1 en 100 y la incubacion
durante 60 segundos. La disociacion se midié6 mediante lavado de la superficie del chip con tampén HBS durante
180 segundos. Utilizando software de evaluacion BIA de BlAcore®, se calcularon los valores de constante de
disociacion (=Kpis) con un modelo de ajuste 1:1 de Langmuir. Para todos los sueros animales este célculo se basa
en la suposicion de que el nivel de 1gG es de 15 mg/ml. Los valores de sefial 80 segundos después del inicio de la
inyeccion del anticuerpo de ensayo se seleccionaron para la comparacion de la cantidad de IgG unida (UR en la
Tabla 3).

Tabla 3:
Sefiales de unién [UR] de sueros animales a anticuerpo policlonal anti-lgG de
Cynomolgus
Muestra (suero) pAb anti-Cynomolgus
UR unién Kpis. €n moles/|

Titi 50,8 1,80*10°"
Babuino 12974 4,11%10™°
Rata -12,4 falta de unién
Chimpancé 3,8 falta de unién
Cynomolgus 1357,9 1,92*107
Macaco Rhesus 12446 2,16*10°
NMRI-ratén 42,1 4,27*10'6
ser humano -6,7 falta de unién
Perro -10 falta de union
CD1-raton -15,9 falta de union

La Tabla 3 muestra que el anticuerpo policlonal anti-lgG de Cynomolgus no reacciona cruzadamente con suero
humano. Sélo se detectd la IgG de mono comprendida en suero de mono titi, Cynomolgus, Rhesus y babuino. En
contraste con el anticuerpo monoclonal anti-lgG de Cynomolgus, el anticuerpo policlonal anti-lgG de Cynomolgus
muestra reactividad con el suero de raton NMRI. Ademés, el anticuerpo policlonal anti-lgG de Cynomolgus no se une
a la 1IgG humana y presenta una diferencia de reactividad de por lo menos 100 veces entre la reactividad con la IgG
de mono y con la IgG de mono.
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REIVINDICACIONES

1. Método para la determinacion inmunoldgica de un complejo inmunoldgico (complejo AF/AAF) de un anticuerpo de
farmaco (AF) humano o humanizado y un anticuerpo contra dicho anticuerpo de farmaco (anticuerpo antifarmaco,
AAF) en una muestra de una especie de mono seleccionada de entre Cynomolgus, Rhesus y babuino utilizando un
ensayo de tipo sandwich, que comprende un anticuerpo de captura y un anticuerpo trazador, caracterizado porque
uno de dichos anticuerpos es un anticuerpo de unién especifica a IgG de Cynomolgus y que no se une a IgG
humana y el otro anticuerpo es un anticuerpo de unién especifica a inmunoglobulina humana y que no se une a IgG
de Cynomolgus y porque la muestra se preincuba con una cantidad predeterminada de dicho anticuerpo de farmaco.

2. Método segln la reivindicacién 1, caracterizado porque el anticuerpo de captura es un anticuerpo que se une
especificamente a IgG humana y el anticuerpo trazador es un anticuerpo que se une especificamente a IgG de
Cynomolgus y que no se une a inmunoglobulina humana.

3. Método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el anticuerpo de captura es un anticuerpo que se une
especificamente a 1IgG de Cynomolgus y que no se une a inmunoglobulina humana y el anticuerpo trazador es un
anticuerpo que se une especificamente a la IgG humana.

4. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el anticuerpo de unién especifica a
IgG de Cynomolgus y/o el anticuerpo de unidn especifica a inmunoglobulina humana es/son monoclonales.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque la cantidad de complejo formada se
correlaciona con la concentracién de complejo AF/AAF, de AF y/o de AAF.

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el anticuerpo de captura se
inmoviliza mediante una pareja de unién especifica.

7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el anticuerpo trazador se conjuga
con el marcaje detectable mediante una pareja de unién especifica.

8. Método segun la reivindicacion 7, caracterizado porque el anticuerpo trazador se conjuga con digoxigenina y la
unién al marcaje detectable se lleva a cabo mediante un anticuerpo contra la digoxigenina.
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Fig. 1
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5
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