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DESCRIPCION
Ensayo de anticuerpos antifarmaco

La invencion comprende un método para la determinacion de anticuerpos antifarmaco y kits para el uso de dichos
ensayos.

Antecedentes de la invenciéon

Los inmunoensayos convencionales en fase sélida con anticuerpos monoclonales implican la formacion de un
complejo entre un anticuerpo adsorbido/inmovilizado sobre una fase sélida (anticuerpo de captura), el antigeno, y un
anticuerpo a otro epitopo del antigeno conjugado con una enzima (anticuerpo indicador). Por lo tanto, se forma un
sandwich: fase soélida-anticuerpo de captura-antigeno-anticuerpo indicador. En la reacciéon catalizada por el
sandwich, la actividad de la enzima conjugada con anticuerpos es proporcional a la concentracién de antigenos en el
medio de incubacién. El método de sandwich convencional también se denomina inmunoensayo de doble union a
antigenos debido a que anticuerpos de captura e indicadores se unen a diferentes epitopos del antigeno. Hoesel,
W., et al., en J. Immunol. Methods 294 (2004) 101-110, informan de un ensayo de doble unién a antigenos anti-EPO
mediante el cual se us6 una mezcla de rhEPO inmovilizada acoplada a grupos amino y a grupos hidrato de carbono.
Los inmunoensayos tales como ELISA de doble unién a antigenos son tipos de ensayos comunes en la investigacion
de una respuesta inmunogénica de un paciente a un farmaco de anticuerpo. Mire-Sluis, A.R., et al., J. Immunol.
Methods 289 (2004) 1-16, resumen las recomendaciones para el disefio y la optimizacion de inmunoensayos que
usan la deteccion de anticuerpos huésped frente a productos de biotecnologia. De acuerdo con Mire-Sluis et al., los
formatos de ensayo de anticuerpos antifArmaco bien conocidos muestran desventajas considerables. Se mencionan
ensayos de anticuerpos antifarmaco, por ejemplo, en el documento WO 2005/045058 y en el documento WO
90/006515. Se mencionan ensayos de anticuerpos anti-idiotipicos, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos N°
5.219.730; documento WO 87/002778; documento EP 0 139 389; y documento EP 0 170 302. Wadhwa, M., et al., en
J. Immunol. Methods 278 (2003) 1-17, informan de estrategias para la deteccién, medida y caracterizacion de
anticuerpos no deseados inducidos por agentes bioldgicos terapéuticos.

Bourdage, J.S. et al. en J. Pharm. Biomed. Anal_39 (2005)_685-690 informaron de un efecto de formato de
inmunoensayo de doble unién a antigenos sobre la dependencia de la concentracion del revestimiento del antigeno
e implicaciones para el disefio de ensayos de inmunogenicidad para anticuerpos monoclonales. Un inmunoensayo
cinético de enzimas para la cuantificacion de anticuerpos a un anticuerpo monoclonal humanizado en suero humano
se informa en Thurmond, L., M. et al. (J. Pharm. Biomed. Anal_16_(1998) 1317-1328). Baert, F. et al. _N. Engl. J.
Med_348 (2003)_601-608 informan sobre la influencia de la inmunogenicidad en la eficacia a largo plazo del
infliximab en la Enfermedad de Crohn.

Sumario de la Invencién

La invencién proporciona métodos y medios para la determinacién inmunoldgica de un anticuerpo frente a un
anticuerpo de farmaco en una muestra usando un inmunoensayo doble de unién a antigenos.

La invencidén proporciona un método para la determinacion inmunolégica de un anticuerpo frente a un anticuerpo de
farmaco en una muestra usando un inmunoensayo de doble unién a antigenos que comprende un anticuerpo de
farmaco de captura y un anticuerpo de farmaco indicador, caracterizado por que el anticuerpo de farmaco de captura
es una mezcla de dicho anticuerpo de farmaco que comprende al menos dos de dichos anticuerpos de farmaco que
difieren en el sitio del anticuerpo al que se conjugan con la fase sdlida, y el anticuerpo de farmaco indicador es una
mezcla de dicho anticuerpo de farmaco que comprende al menos dos de dichos anticuerpos de farmaco que difieren
en el sitio del anticuerpo al que se conjugan con la marca detectable.

Preferentemente, la conjugacion del anticuerpo de farmaco con su compaifiero de conjugacién se realiza mediante
unioén por via quimica a través de grupos N-terminales y/o e-amino (lisina), grupos €-amino de lisinas diferentes,
grupos con funcionalidad carboxi, sulfhidrilo, hidroxilo y/o fendlica de la cadena principal del aminoacido del
anticuerpo de farmaco y/o grupos de alcohol de azlcar de la estructura del hidrato de carbono del anticuerpo de
farmaco.

Preferentemente, la mezcla de anticuerpo de farmaco de captura comprende el anticuerpo de farmaco conjugado a
través de un grupo amino y a través de una estructura de hidrato de carbono a su compariero de conjugacion.

Preferentemente, la mezcla de anticuerpo de farmaco de captura y/o la mezcla de anticuerpo de farmaco indicador
comprende el anticuerpo de farmaco, conjugado a través de al menos dos grupos amino diferentes, con su
compafiero de conjugacion. Dicho acoplamiento a través de grupos amino diferentes se puede realizar por acilacion
de una parte de los grupos €-amino con agentes de proteccion quimica, por ejemplo por citraconilaciéon, en una
primera etapa. En una segunda etapa, la conjugacion se realiza a través de los grupos amino restantes.
Posteriormente, se retira la citraconilacién y el anticuerpo de farmaco se conjuga con el compafiero de conjugacién a
través de grupos amino libre restantes, es decir, el anticuerpo de farmaco obtenido se conjuga con el compafiero de
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conjugacion a través de grupos amino que no se han protegido por citraconilacion.

Los agentes de proteccion quimica adecuados forman enlaces en aminas de cadena lateral sin proteger y son
menos estables y diferentes a esos enlaces en el extremo N. Se conocen muchos de dichos agentes de proteccion
guimica (véase, por ejemplo Solicitud de Patente Europea EP 0 651 761). Los agentes de proteccién quimica
preferentes incluyen anhidridos ciclicos de &cido dicarboxilico tales como anhidridos del acido maleico o
citraconilico.

Preferentemente, el anticuerpo de farmaco de captura se conjuga con la fase sélida mediante adsorciéon pasiva y por
lo tanto se conjuga con la fase soélida en al menos dos sitios diferentes del anticuerpo. La adsorcién pasiva se
describe, por ejemplo, en Butler, J. E., en "Solid Phases in Immunoassay" 205-225; Diamandis, E.P., y
Christopoulos, T.K. (Editors): Immunoassays (1996) Academic Press San Diego.

Preferentemente, la mezcla de anticuerpo de farmaco indicador comprende el anticuerpo de farmaco conjugado a
través de un grupo amino y a través de una estructura de hidrato de carbono a su compafiero de conjugacion.

Preferentemente, la relacion de anticuerpo de farmaco de captura a anticuerpo de farmaco indicador es de 1:10 a
50:1 (relacién se refiere a relacion de moléculas de anticuerpo independientemente del peso molecular de los
conjugados que puede ser diferente).

Preferentemente, la relacion de anticuerpo de farmaco conjugado con amino (anticuerpo de farmaco indicador o de
captura) a anticuerpo de farmaco conjugado con hidrato de carbono (anticuerpo de farmaco indicador o de captura)
en una mezcla de modo que sea de 1:10 a 10:1 (relacion se refiere a relacion de moléculas de anticuerpo
independientemente del peso molecular de los conjugados que puede ser diferente).

En una realizacién preferente de la invencion, el anticuerpo de farmaco de captura se conjuga (inmoviliza) a través
de un par de unién especifico. Dicho par de unién (primer componente/segundo componente) es, por ejemplo,
estreptavidina o avidina/biotina, anticuerpo/antigeno (véase, por ejemplo, Hermanson, G.T., et al., Bioconjugate
Techniques, Academic Press, 1996), lectina/polisacarido, proteina de union esteroide/esteroide, receptor de
hormona/hormona, enzima/sustrato, IgG/Proteina A y/o G, etc. Preferentemente, el anticuerpo de farmaco de
captura se conjuga con biotina y la inmovilizacion se realiza a través de avidina o estreptavidina inmovilizada.

En una realizacion preferente de la invencién, el anticuerpo de farmaco indicador se conjuga con una marca
detectable, preferentemente se conjuga a través de un par de unién especifico. Dicho par de unién (primer
componente/segundo componente) es, por ejemplo, estreptavidina o avidina/biotina, anticuerpo/antigeno (véase, por
ejemplo, Hermanson, G.T., et al., Bioconjugate Techniques, Academic Press, 1996), lectina/polisacarido, proteina de
unioén esteroide/esteroide, receptor de hormona/hormona, enzima/sustrato, IgG/Proteina A y/lo G, etc.
Preferentemente, el anticuerpo de farmaco indicador se conjuga a través de digoxigenina y un anticuerpo frente a
digoxigenina con la marca detectable. Como alternativa, el anticuerpo de farmaco indicador se conjuga con una
marca electroquimioluminiscente, tal como un complejo de rutenio y bispiridilo.

Descripcion detallada de la invencion

El término "anticuerpo de farmaco" de acuerdo con la invencién representa un anticuerpo que se puede administrar a
un individuo, de modo que se sospecha que una muestra de dicho individuo comprende dicho anticuerpo de farmaco
después de la administracion. Dentro de un ensayo realizado de acuerdo con la invencion, el anticuerpo de farmaco,
el anticuerpo de farmaco de captura y el anticuerpo de farmaco indicador comprenden la "misma" molecular de
anticuerpo, por ejemplo producida de forma recombinante con el mismo vector de expresion y que comprende la
misma secuencia de aminoacidos. Se estan usando anticuerpos de farmaco (anticuerpos monoclonales
terapéuticos) ampliamente para el tratamiento de diversas enfermedades tales como enfermedades oncolégicas (por
ejemplo, neoplasias hematolégicas y soélidas que incluyen linfoma no Hodgkin, cancer de mama, y cancer
colorrectal). Dichos anticuerpos se describen, por ejemplo, en Levene, A.P., et al., Journal of the Royal Society of
Medicine 98 (2005) 146-152. Dichos anticuerpos son, por ejemplo, anticuerpos frente a CD20, CD22, HLA-DR,
CD33, CD52, EGFR, G250, GD3, HER2, PSMA, CD56, VEGF, VEGF2, CEA, antigeno de Levis Y, receptor IL-6 0
receptor de IGF-1. Ademas, se describen anticuerpos terapéuticos en Groner, B., et al., Curr. Mol. Med. 4 (2004)
539-547; y en Harris, M. Lancet Oncol. 5 (2004) 292-302.

Un anticuerpo a modo de ejemplo (preferentemente monoclonal) es un anticuerpo frente al receptor de IL-6 (mAB IL-
6R). Dicho anticuerpo se describe, por ejemplo, en Mihara et al., Clin. Immunol. 98 (2001) 319-326; Nishimoto, N., et
al., Blood 106 (2005) 2627-2632, en lllei, G.G. et al. 62(2) (2010) 542-552 (ensayo clinico NCT00046774), o en el
documento WO 2004/096274.

Un anticuerpo a modo de ejemplo (preferentemente monoclonal) es un anticuerpo frente al receptor de IGF-1 (mAB
IGF-1R). Dicho anticuerpo se describe, por ejemplo, en el documento WO 2004/087756, o en el documento WO
2005/005635.
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Los anticuerpos antifarmaco son anticuerpos que se dirigen frente a cualquier region del anticuerpo de farmaco, tal
como la region variable, la regién constante o la glicoestructura del anticuerpo de farmaco. Dichos anticuerpos
antifarmaco se pueden producir durante la terapia con anticuerpos como una reaccion inmunogénica de un paciente
(véase, Pan, Y., et al., FASEB J. 9 (1995) 43-49).

Los anticuerpos monoclonales contienen como proteinas un nimero de cadenas laterales reactivas. Dichos grupos
de anticuerpos quimicos reactivos son, por ejemplo, grupos amino (lisinas, grupos alfa-amino), grupos tiol (cistinas,
cisteina, y metionina), grupos acido carboxilico (acido aspartico, acido glutamico), y grupos azucar-alcohdlico.

En el estado de la técnica se describen ampliamente soportes sélidos para los inmunoensayos de acuerdo con la
invencion (véase, por ejemplo, Butler, J.E., Methods 22 (2000) 4-23).

Los principios de diferentes inmunoensayos se describen, por ejemplo, en Hage, D.S., en 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 inmunoensayos. Inmunoensayos mediados por avidina-biotina se informan, por ejemplo, en Wilchek, M., y
Bayer, E.A., Methods Enzymol. 184 (1990) 467-469.

Los anticuerpos monoclonales y sus dominios constantes contienen como proteinas un numero de cadenas laterales
reactivas para acoplamiento a un compafiero de union tal como una superficie, una proteina, un polimero, tal como
PEG, Celulosa o Paoliestirol, una enzima, o un miembro de un par de unién. Los grupos de anticuerpos reactivos
guimicos son, por ejemplo, grupos amino (lisinas, grupos alfa-amino), grupos tiol (cistinas, cisteinas, y metioninas),
grupos acido carboxilico (acidos asparticos, acidos glutamicos), y grupos azlcar-alcohdlico. Dichos métodos se
describen, por ejemplo, en Aslam M., y Dent A., Bioconjugation, MacMillan Ref. Ltd. 1998, paginas 50-100.

Uno de los grupos reactivos mas comunes de proteinas es la e-amina alifatica del aminoacido lisina. En general, casi
todos los anticuerpos contienen lisina en gran cantidad. Las aminas lisina son nucledéfilos razonablemente buenos a
pH superior a 8,0 (pKa = 9,18) y por lo tanto reaccionan facil y limpiamente con una diversidad de reactivos para
formar enlaces estables.

Otro grupo reactivo comin en anticuerpos es el resto tiol del aminoéacido cistina que contiene azufre y su producto de
reduccion, cisteina (o semi cistina). La cistina contiene un grupo tiol libre, que es mas nucledfilo que las aminas y por
lo general es el grupo funcional mas reactivo en una proteina. Por lo general, los tioles son reactivos a pH neutro, y
por lo tanto se pueden acoplar a otras moléculas selectivamente en presencia de aminas.

Dado que los grupos sulfhidrilo libre son relativamente reactivos, las proteinas con estos grupos existen a menudo
con ellos en su forma oxidada como grupos disulfuro o enlaces disulfuro. La inmunoglobulina M es un ejemplo de un
pentamero unido a disulfuro, aunque las subunidades de la Inmunoglobulina G se unen mediante puentes disulfuro
internos. En dichas proteinas, se requiere la reduccion de los enlaces disulfuro con un reactivo tal como ditiotreitol
(DTT) para generar el tiol libre reactivo. Sin embargo, este método también divide la unién de la cadena en estos
anticuerpos y la reunién de las cadenas para permitir un plegado apropiado puede no ser posible. Ademas de cistina
y cisteina, algunas proteinas también presentan el aminoacido metionina que contiene azufre en una unién tioéter.
La modificacion selectiva de la metionina por lo general es dificil de conseguir y apenas se usa como método de
union de farmacos y otras moléculas a anticuerpos. La bibliografia informa del uso de varios reactivos de reticulacién
de tiolacion tales como el reactivo de Traut (2-iminotiolano), acetato de succinimidilo (acetiltio) (SATA), y 6-[3-(2-
piridilditio)propionamido]hexanoato de sulfosuccinimidilo (Sulfo-LC-SPDP) para proporcionar rutas eficaces para
introducir grupos sulfhidrilo multiples a través de grupos amino reactivos.

La quimica de la bioconjugacion es la unién de biomoléculas a otras biomoléculas, moléculas pequefias, y polimeros
por medios quimicos o biolégicos. Esto incluye la conjugacién de anticuerpos y sus fragmentos, acidos nucleicos y
sus andalogos, y componentes liposomales (u otras moléculas biolégicamente activas) entre si o con cualquier grupo
molecular que afiade propiedades Utiles. Estos grupos moleculares incluyen radioniclidos, farmacos, toxinas,
enzimas, quelatos de metal, fluoréforos, haptenos y otros.

Otro grupo reactivo comun en anticuerpos son los acidos carboxilicos (acido aspartico, acido glutamico). Las
proteinas contienen grupos acido carboxilico en la posicién C-terminal dentro de las cadenas laterales de acido
aspartico y de acido glutamico. La reactividad relativamente baja de los éacidos carboxilicos en agua hace
normalmente dificil el uso de estos grupos para modificar selectivamente proteinas y otras biomoléculas. Cuando se
realiza ésto, el grupo acido carboxilico normalmente se convierte en un éster reactivo mediante el uso de una
carbodiimida soluble en agua y se hace reaccionar con un reactivo nucledfilo tal como una amina, hidrazida, o
hidrazina. El reactivo que contiene amina deberia ser débilmente béasico con el fin de reaccionar selectivamente con
el acido carboxilico activado en presencia de otras aminas sobre la proteina. la reticulacion de la proteina se puede
producir cuando el pH se eleva por encima de 8,0.

Se puede usar peryodato sédico para oxidar la parte del alcohol de un azdcar dentro de un resto de hidrato de

carbono a un aldehido. Cada grupo aldehido se puede hacer reaccionar con una amina, hidrazida, o hidrazina tal
como se ha descrito para los acidos carboxilicos. Dado que el resto de hidrato de carbono se encuentra
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predominantemente en la regién del fragmento cristalizable (Fc) de un anticuerpo, la conjugacion se puede
conseguir a través de una modificacion dirigida al sitio del hidrato de carbono mas alejado del sitio de union al
antigeno.

Los reactivos amino-reactivos reaccionan principalmente con lisinas y con los grupos a-amino de las proteinas. Los
ésteres reactivos, particularmente ésteres de N-hidroxi-succinimida (NHS), estan entre los reactivos mas usados
normalmente para la modificacion de grupos amina. El pH 6ptimo para la reaccién en un entorno acuoso es pH de
8,0 a 9,0. Los isotiocianatos son reactivos de modificacién de amina y forman enlaces tiourea con las proteinas.
Estos reaccionan con las aminas proteicas en solucién acuosa (de forma 6ptima a pH de 9,0 a 9,5). Los aldehidos
reaccionan en condiciones acuosas suaves con aminas alifaticas y aromaticas, hidrazinas, e hidrazidas para formar
una imina intermedia (base de Schiff). Una base de Schiff se puede reducir de forma selectiva con agentes de
reduccion suaves o fuertes (tales como borohidruro sédico o cianoborohidruro sddico) para derivar un enlace de
alquil amina estable.

Otros reactivos que se han usado para modificar aminas son los anhidridos de acido. Por ejemplo, el anhidrido
dietilentriaminapentaacético (DTPA) es un agente de quelacion bifuncional que contiene dos grupos anhidrido
reactivos a amina. Puede reaccionar con grupos N-terminales y e-amina de las proteinas para formar uniones amida.
El anillo del anhidrido se abre para crear ramas polivalentes, de que la acciébn de metales capaces de unir
fuertemente a los metales en un complejo de coordinacion.

Los reactivos tiol-reactivos son aquellos que se acoplaran con grupos tiol sobre las proteinas, formando productos
acoplados con tioéter. Estos reactivos reaccionan rapidamente a pH de ligeramente acido a neutro y por lo tanto se
pueden hacer reaccionar de forma selectiva en presencia de grupos amina.

Los derivados de haloacetilo, por ejemplo yodoacetamidas, forman enlaces tioéter y son reactivos para la
modificacién del tiol. En anticuerpos, la reaccion se produce en los grupos cisteina que estan intrinsecamente
presentes o que resultan de la reduccién de disulfuros de cistina en diversas posiciones del anticuerpo.

Reactivos Utiles adicionales son las maleimidas. La reacciéon de las maleimidas con reactivos tiol-reactivos es
basicamente la misma que para las yodoacetamidas. Las maleimidas reaccionan rapidamente a pH de ligeramente
acido a neutro.

Aminas, hidrazidas, e hidrazinas son reactivos aldehido y acido carboxilico-reactivos (formacién de enlaces amida,
hidrazona, o alquil amina). Aminas, hidrazidas, e hidrazinas se pueden acoplar a los acidos carboxilicos de las
proteinas después de la activacién del grupo carboxilo mediante una carbodiimida soluble en agua. El reactivo que
contiene amina debe ser débilmente basico con el fin de que reaccione de forma selectiva con la proteina activada
por carbodiimida en presencia de de las g-aminas mas altamente basicas de la lisina para formar un enlace amida
estable.

Aminas, hidrazidas, e hidrazinas también pueden reaccionar con grupos aldehido, que se pueden generar sobre
anticuerpos por oxidacion con peryodato de los restos de hidratos de carbono sobre el anticuerpo. En este supuesto,
se forma un compuesto intermedio de base de Schiff, que se puede reducir a una alquil amina a través de la
reduccion del compuesto intermedio con agentes de reduccion solubles en agua de cianoborohidruro sédico (suave
y selectiva) o borohidruro sddico (fuerte).

El término "muestra” incluye, pero no se limita a, cualquier cantidad de una sustancia de un ser vivo o de un ente
anteriormente vivo. Dichos entes vivos incluyen, pero no se limitan a, seres humanos, ratones, monos, ratas,
conejos, y otros animales. Dichas sustancias incluyen, pero no se limitan a, sangre entera, suero, o plasma de un
individuo, que son las fuentes mas ampliamente usadas de muestra en la rutina clinica.

La expresion "fase solida" se refiere a una sustancia no fluida, e incluye particulas (incluyendo microparticulas y
perlas) preparadas a partir de materiales tales como polimero, metal (particulas paramagnéticas, ferromagnéticas),
vidrio, y ceramica; sustancias de gel tales como geles de silice, alimina, y polimero; capilares, que se pueden
preparar con polimero, metal, vidrio, y/o ceramica; zeolitas y otras sustancias porosas; electrodos; placas de
microtitulacion; tiras sélidas; y cubetas, tubos u otros envases para muestras de espectrometro. Un componente de
un ensayo en fase soélida se distingue de las superficies solidas inertes con las que el ensayo se puede poner en
contacto en que una "fase sélida" contiene al menos un resto sobre su superficie, que se pretende que interactien
con el anticuerpo de farmaco de captura. Una fase soélida puede ser un componente estacionario, tal como un tubo,
tira, cubeta o placa de microtitulacion, o pueden ser componentes no estacionarios, tales como perlas y
microparticulas. Ademas, las microparticulas se pueden usar en forma de una fase sélida para formatos de ensayo
homogéneo. Se puede usar una diversidad de microparticulas que permitan la unién no covalente o covalente de
proteinas y de otras sustancias. Dichas particulas incluyen particulas de polimero tales como poliestireno y
poli(metilmetacrilato); particulas de oro tales como nanoparticulas de oro y coloides de oro; y particulas de ceramica
tales como particulas de silice, vidrio, y 6xido metalico. Véase, por ejemplo Martin, C.R., et al., Analytical Chemistry-
News & Features, 1 de mayo de 1998, 322A-327A, que se incorpora en el presente documento por referencia.
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Cromaogenos (grupos fluorescentes o luminescentes y colorantes), enzimas, grupos activos por RMN o particulas de
metal, haptenos, por ejemplo digoxigenina, son ejemplos de marcas detectables. Ademas, la marca detectable
puede ser un grupo de reticulacion fotoactivable, por ejemplo un grupo azido o un grupo azirina. Ademas, los
guelatos metdlicos que se pueden detectar por electroquimioluminiscencia son grupos de emision de sefiales
preferentes, dandose preferencia en particular a los quelatos de rutenio, por ejemplo un relato de rutenio
(bispiridilo)32+. Grupos de marcado con rutenio adecuados se describen, por ejemplo, en el documento EP 0 580
979, el documento WO 90/05301, el documento WO 90/11511, y el documento WO 92/14138.

La invencidén proporciona un método para la determinacion inmunolégica de un anticuerpo frente a un anticuerpo de
farmaco en una muestra usando un inmunoensayo de doble unién a antigenos que comprende un anticuerpo de
farmaco de captura y un anticuerpo de farmaco indicador, en el que el anticuerpo de farmaco de captura es una
mezcla del anticuerpo de farmaco que comprende al menos dos de los anticuerpos de farmaco que difieren en el
sitio del anticuerpo en el que se conjugan con la fase solida, y el anticuerpo de farmaco indicador es una mezcla del
anticuerpo de farmaco que comprende al menos dos de los anticuerpos de farmaco que difieren en el sitio del
anticuerpo en el que se conjugan con la marca detectable.

El anticuerpo de farmaco de captura Gtil en un método de acuerdo con la invencidn se conjuga con una fase sélida.
La conjugacion se realiza preferentemente mediante unién quimica a través de grupos N-terminales y/o e-amino
(lisina), grupos €-amino de diferentes lisinas, grupos con funcionalidad carboxi, sulfhidrilo, hidroxilo y/o fendlica de la
cadena principal del aminoacido del anticuerpo de farmaco y/o grupos de alcohol de azlcar de la estructura de
hidrato de carbono del anticuerpo de farmaco. El anticuerpo de farmaco de captura Gtil en un método de acuerdo con
la invencién es una mezcla de al menos dos anticuerpos de farmaco conjugados con una fase sélida, en el que al
menos dos anticuerpos de farmaco conjugados con una fase sélida difieren en el sitio en el que se conjugan con la
fase solida. Por ejemplo, la mezcla de al menos dos anticuerpos de farmaco conjugados con una fase sélida puede
comprender un anticuerpo de farmaco conjugado a través de un aminoacido de la cadena principal del aminoacido a
la fase sélida y un anticuerpo de farmaco conjugado a través de un grupo de alcohol de azlUcar de una estructura de
hidrato de carbono del anticuerpo de farmaco con la fase sélida. Ademas, por ejemplo, la mezcla de al menos dos
anticuerpos de farmaco conjugados con una fase sélida puede comprender anticuerpos de farmaco conjugados con
la fase sdlida a través de diferentes restos de aminoacidos de su cadena principal de aminoacido. La expresion
"resto de aminoacido diferente" representa dos tipos diferentes de aminoacidos, tales como por ejemplo lisina y
acido aspartico, o tirosina y acido glutamico, o dos restos de aminoacidos con ndmeros diferentes de la cadena
principal del aminoacido del anticuerpo de farmaco. En el Gltimo caso, el aminoacido puede ser del mismo tipo o de
diferente tipo. Las expresiones "diferir en el sitio del anticuerpo " y "sitio" indican una diferencia en el tipo del sitio,
por ejemplo grupo aminoacido hubo alcohol de azucar, o en el nimero de los aminoacidos de la cadena principal del
aminoacido en la que la anticuerpo de farmaco se conjuga con la fase sélida. Lo mismo se aplica viceversa al
anticuerpo de farmaco indicador Gtil en un método de acuerdo con la invencién.

Los siguientes ejemplos y figura se proporcionan para ayudar en la comprension de la presente invencién, cuyo
alcance real se expone en las reivindicaciones adjuntas.

Descripcion de las figuras

Figural Ensayo de unién para la deteccion de anticuerpos antifarmaco:
El anticuerpo de farmaco biotinilado (Captura-Bl) se une a una placa de microtitulacién revestida con
estreptavidina (SA-MTP). El anticuerpo antifarmaco se une al anticuerpo de farmaco de captura (Captura-
BI; BI = biotinilado) con anticuerpo de farmaco indicador marcado con digoxigenina (Indicador-DIG; DIG =
digoxinilado). El complejo inmovilizado se detecta mediante conjugados de peroxidasa de rabano picante
anti-digoxigenina policlonal (pAB<DIG>-POD). El anticuerpo antifarmaco de conejo policlonal (rpAB) se
usa como patrén.

Figura2 Curva estandar de la variante 1 de ELISA de union usando conjugados de los ejemplos 1y 4:
Se proporcionan las densidades Opticas (DO) para las diversas concentraciones de rpAB como diluidas en
tampon de PBS-T (solucién salina tamponada con fosfato, Tween® 20 al 0,05 % en volumen) con suero
humano al 5 %.

Figura3 Curva estandar de la variante 2 de ELISA de union usando conjugados de los ejemplos 2 y 5:

Se proporcionan las densidades 6pticas (DO) para las diversas concentraciones de rpAB como diluidas en
tampo6n de PBS-T con suero humano al 5 %.

Figura4 Curva estandar de la variante 3 de ELISA de unién usando conjugados de los ejemplos 3y 6:

Se proporcionan las densidades 6pticas (DO) para las diversas concentraciones de rpAB como diluidas en
tampon de PBS-T con suero humano al 5 %.
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Figura5 Curva estandar de la variante 4 de ELISA de union usando conjugados de los ejemplos 1, 3y 4, 6:

Se proporcionan las densidades Opticas (DO) para las diversas concentraciones de rpAB como diluidas en
tampo6n de PBS-T con suero humano al 5 %.

Figura 6 Curva estandar de la variante 5 de ELISA de unién usando conjugados de los ejemplos 1, 2, 3y 4, 5, 6:

Se proporcionan las densidades 6pticas (DO) para las diversas concentraciones de rpAB como diluidas en
tampon de PBS-T con suero humano al 5 %.

Figura7 Curva estandar de la variante 1 de ELISA de unién usando adsorcion pasiva para inmovilizacién en sélido:

Se proporcionan las densidades Opticas (DO) para las diversas concentraciones de rpAB como diluidas en
tampo6n de PBS-T con suero humano al 5 %.

Ejemplos
Ejemplo 1
Biotinilacion de anticuerpo mAB IL-6R con éster de N-hidroxisuccinimida del acido D-biotinoil-aminocaproico

Anticuerpo frente al receptor de IL-6 (MAB IL-6R) se dializ6 frente tampén (tampoén de fosfato potasico 100 mM (en
lo sucesivo denominado K-PQg), pH 8,5). A continuacion, la solucién se ajusté hasta una concentracion de proteinas
de 10 mg/ml. El éster de N-hidroxisuccinimida del acido D-biotinoil-aminocaproico se disolvi6 en DMSO y se afiadio
a la solucion de anticuerpos en una relacién molar de 1:5. Después de 60 minutos, la reaccién se detuvo mediante la
adicion de L-lisina. El exceso de reactivo de marcado se retir6 por dialisis frente a K-PO4 25 mM complementado con
NaCl 150 mM, pH 7,5.

Ejemplo 2

Biotinilacion de mAB IL-6R con éster de N-hidroxisuccinimida del acido D-biotinoil-aminocaproico después de
tratamiento con anhidrido del &cido citracénico

mMAB IL-6R se dializ6 frente a K-PO4 100 mM, pH 8,4. A continuacion, la solucién se ajusté hasta una concentracion
de proteinas de 20 mg/ml. El anhidrido del acido citracénico se disolvi6 en DMSO y se afiadié a la solucion de
anticuerpos en una relacion molar de 1:5. Después de 120 minutos, la reaccion se detuvo por cromatografia sobre
una columna con Sephadex® G25 equilibrado con K-PO4 100 mM, pH 8,4. La solucién de anticuerpos se ajusté hasta
una concentracion de proteinas de aproximadamente 4 mg/ml. El éster de N-hidroxisuccinimida del &cido D-biotinoil-
aminocaproico se disolvi6 en DMSO y se afiadié a la solucion de anticuerpos en una relacion molar de 1:5. La
reaccion se detuvo después de 60 minutos mediante la adicion de L-lisina. El exceso del reactivo marcado se retiré
por dialisis frente a tampdn de acetato sédico 200 mM, pH 5,0. La solucién de anticuerpos se transfirié a un K-PO4
25 mM complementado con NaCl 150 mM, pH 7,2, por cromatografia sobre una columna con Sephadex® G25.

Ejemplo 3
Biotinilacién de mAB IL-6R con hidrazida de biotina

mAB IL-6R se dializé frente a tampon de acetato sdédico 100 mM, pH 5,5. A continuacion, la solucién se ajust6 hasta
una concentracion de proteinas de 20 mg/ml. Se disolvié peryodato sédico en tampdn de acetato soédico 100 mM, pH
5,5, y se afiadio a la solucién de anticuerpos hasta una concentracion final de 10 mM. La reaccién se detuvo
después de 30 minutos por cromatografia sobre una columna de Sephadex® G25 equilibrada con tampén de acetato
sédico 100 mM, pH 5,5. La solucion de anticuerpos se ajusté hasta una concentracién de proteinas de
aproximadamente 5 mg/ml. La hidrazida de biotina se disolvi6 en DMSO y se afiadio a la solucion de anticuerpos en
una relacion molar de 1:50. La reaccion se detuvo después de 120 minutos mediante la adicién de borohidruro
sadico hasta una concentracion final de 15 mM. Después de 30 minutos la solucién de anticuerpos se dializé frente a
K-PO4 25 mM complementado con NaCl 150 mM, pH 7, 2.

Ejemplo 4

Digoxigenilacion de mAB IL-6R con éster de N-hidroxisuccinimida del acido digoxigenin 3-O-metilcarbonil-¢-
aminocaproico

mAB IL-6R se dializ6 frente a tampon de digoxigenilacion (K-PO4 100 mM, pH 8,5). A continuacion, la solucion se
ajustd hasta una concentracion de proteinas de 10 mg/ml. El éster de N-hidroxisuccinimida del acido digoxigenin 3-
O-metilcarbonil-e-aminocaproico se disolvié en DMSO y se afiadi6 a la solucién de anticuerpos en una relaciéon molar
de 1:5. Después de 60 minutos la reaccion se habia detenido mediante la adicién de L-lisina. El exceso de reactivo
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de marcado se retiré por didlisis frente a K-PO4 25 mM complementado con NaCl 150 mM, pH 7,5.
Ejemplo 5

Digoxigenilacion de mAB IL-6R con éster de N-hidroxisuccinimida del acido digoxigenin 3-O-metilcarbonil-¢-
aminocaproico después de tratamiento con anhidrido del acido citracénico

MAB IL-6R se dializ6 frente a K-PO4 100 mM, pH 8,4. A continuacion, la solucién se ajusté hasta una concentracién
de proteinas de 20 mg/ml. El anhidrido del acido citracénico se disolvi6 en DMSO y se afiadié a la solucion de
anticuerpos en una relacion molar de 1:5. La reaccion se habia detenido después de 120 minutos por cromatografia
sobre una columna con Sephadex®625 equilibrada con K-PO4 100 mM, pH 8,4. La solucién de anticuerpos se ajusto
hasta una concentracion de proteinas de aproximadamente 4 mg/ml. éster de N-hidroxisuccinimida del acido
digoxigenin 3-O-metilcarbonil-e-aminocaproico se disolvi6 en DMSO y se afiadié a la solucién de anticuerpos en una
relaciéon molar de 1:5. La reaccion se habia detenido después de 60 minutos mediante la adiciéon de L-lisina. El
exceso del reactivo marcado se retir6 por dialisis frente a tampén de acetato sédico 200 mM, pH 5,0. La solucién de
anticuerpos se transfiri6 ha un tampén con K-POs 25 mM y NaCl 150 mM, pH 7,2, por cromatografia sobre una
columna con Sephadex® G25.

Ejemplo 6
Digoxigenilacion de mAB IL-6R con digoxigenina-X-hidrazida

mAB IL-6R se dializé frente a tampon de acetato soédico 100 mM, pH 5,5. A continuacion, la solucién se ajust6 hasta
una concentracion de proteinas de 20 mg/ml. Se disolvié peryodato sédico en tampdn de acetato soédico 100 mM, pH
5,5, y se afiadio a la solucién de anticuerpos hasta una concentracion final de 10 mM. La reaccién se habia detenido
después de 30 minutos por cromatografia sobre una columna Sephadex® G25 equilibrada con tampén de acetato
sédico 100 mM, pH 5,5. La solucion de anticuerpos se ajusté hasta una concentracién de proteinas de
aproximadamente 5 mg/ml. La digoxigenina-X-hidrazida se disolvi6 en DMSO y se afiadid6 a la solucion de
anticuerpos en una relacion molar de 1:50. Después de 120 minutos la reaccion se habia detenido mediante la
adiciéon de borohidruro sédico hasta una concentracion final de 15 mM. Después de 30 minutos la solucion de
anticuerpos se dializ6 frente a K-PO, 25 mM complementado con NaCl 150 mM, pH 7,2.

Ejemplo 7
ELISA de union para deteccién de anticuerpos frente al mAB IL-6R

mAB IL-6R biotinilado se habia conjugado (unido sobre) a los pocillos de una placa de microtitulacién revestida con
estreptavidina (SA-MTP) en la primera etapa. El anticuerpo sin conjugar (sin unir) se retir6 mediante lavado con
tampon universal. A continuacion, las muestras y los patrones de referencia (anticuerpo policlonal anti-mAB IL-6R de
conejo fijado en suero humano al 5 %) se incubaron en los pocillos. El anticuerpo anti-mAB IL-6R se unié al mAB IL-
6R inmovilizado. Después de retirar por lavado las sustancias sin unir, el anticuerpo anti-mAB IL-6R unido se detectd
con mAB IL-6R digoxigenilado seguido de incubacién con un anticuerpo anti-digoxigenina marcado con peroxidasa
de rabano picante (véase la Figura 1). El conjugado de anticuerpo-enzima cataliz6 la reaccién de color del sustrato
ABTS®. La sefial se midié con un lector de ELISA a 405 nm (longitud de onda de referencia: 490 nm). Los valores de
la absorbancia de cada muestra de suero se determinaron por triplicado.

Se realizaron cinco variantes diferentes del ELISA de unién:

- variante 1 usando conjugados de los ejemplos 1y 4

- variante 2 usando conjugados de los ejemplos 2y 5

- variante 3 usando conjugados de los ejemplos 3y 6

- variante 4 usando conjugados mixtos de los ejemplos 1 y 3 y conjugados mixtos de los ejemplos 4y 6
- variante 5 usando conjugados mixtos de los ejemplos 1-3 y conjugados mixtos de los ejemplos 4-6.

Las sefiales y las curvas patron de referencia obtenidas en las diferentes variantes de ELISA se muestran en la
Tabla 1y en las Figuras 2-6.

Tabla 1: Sefiales patron de referencia en las diferentes variantes de ELISA.

Variante de la Variante de la Variante de la Variante de la Variante de la
conc. de ref. [ng/ml] o ~ o < <
sefal 1 sefal 2 sefal 3 sefal 4 sefal 5
0,00 0,031 0,033 0,048 0,039 0,039
0,78 0,064 0,066 0,077 0,072 0,068
1,56 0,097 0,102 0,106 0,102 0,097
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Variante de la Variante de la Variante de la Variante de la Variante de la
conc. de ref. [ng/ml] o ~ < < o

sefal 1 sefal 2 sefal 3 sefal 4 sefal 5
3,13 0,162 0,168 0,166 0,164 0,160
6,25 0,288 0,295 0,287 0,287 0,279
12,50 0,545 0,567 0,538 0,544 0,529
25,00 1,055 1,069 1,048 1,065 1,035
50,00 2,092 2,087 2,140 2,085 2,030

El analisis de nuestras con las diferentes curvas patrén se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2: Andlisis de Muestra de Suero.

equivalentes de concentracion de pAB anti-mAB IL-6R [ng/ml]

Id. de la muestra | variante 1 | variante 2 variante 3 variante 4 variante 5
F262760-16 54,46 53,78 88,02 76,26 68,50
F825050-26 10,21 11,51 4,57 7,88 9,71
F963840-22 21,92 23,04 23,53 23,63 24,82
E597480-16 76,02 76,29 55,18 N/D N/D

Tal como muestra la Tabla 1, todos los conjugados se pueden usar para la deteccion de anticuerpos anti-mAB IL-6R.
Usando el mismo anticuerpo policlonal anti-mAB IL-6R de conejo, las curvas patron de referencia para todas las
variantes del ensayo son muy similares (Figuras 2-6).

Ejemplo 8

ELISA de unién para deteccién de anticuerpos anti-mAB IGF-1R usando interaccion de estreptavidina/biotina para
inmovilizacion en fase solida

Anticuerpo biotinilado frente a IGF-1R (mAB IGF-1R, anticuerpo de farmaco) se conjugd (se unié sobre) con los
pocillos de una placa de microtitulacién revestida con estreptavidina (SA-MTP) en la primera etapa. El anticuerpo sin
conjugar (sin unir) se retird6 mediante lavado con tampdn universal. A continuacion, las muestras y los patrones de
referencia (anticuerpo policlonal anti-mAB IGF-1R de conejo fijado en suero humano al 5 %) se incubaron en los
pocillos. El anticuerpo anti-mAB IGF-1R se unid al mAB IGF-1R inmovilizado. Después de retirar por lavado las
sustancias sin unir, el anticuerpo anti-mAB IGF-1R unido se detecté con mAB IGF-1R digoxigenilado seguido de
incubacién con un anticuerpo anti-digoxigenina marcado con peroxidasa de rabano picante. El conjugado de
anticuerpo-enzima catalizé la reaccion de color del sustrato ABTS®. La sefial se midié con un lector de ELISA a una
longitud de onda de 405 nm (longitud de onda de referencia: 490 nm). Los valores de la absorbancia de cada
muestra de suero se determinaron por triplicado.

Se realizaron tres variantes diferentes del ELISA de union:

- variante 1 usando conjugados de acuerdo con los ejemplos 1y 4

- variante 2 usando conjugados de acuerdo con los ejemplos 2y 5

- variante 3 usando conjugados mixtos preparados de acuerdo con los ejemplos 1 y 2 y conjugados mixtos
preparados de acuerdo con los ejemplos 4y 5.

Todas las variantes reactivas de mAB IGF-1R biotinilado y digoxigenilado se sintetizaron tal como se ha descrito
anteriormente para mAB IL-6R (ejemplos 1, 2, 4y 5).

Las sefiales patron de referencia obtenidas en las diferentes variantes de ELISA se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Sefales patron de referencia en las diferentes variantes de ELISA.

conc. de ref. [ng/ml] Variante de la Variante de la Variante de la
sefial 1 sefial 2 sefial 3
0,00 0,126 0,056 0,110
0,31 0,161 0,092 0,147
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conc. de ref. [ng/ml] Variante de la Variante de la Variante de la

sefial 1 sefial 2 sefial 3
0,63 0,205 0,131 0,191
1,25 0,286 0,203 0,267
2,50 0,440 0,348 0,425
5,00 0,772 0,660 0,744
10,00 1,349 1,223 1,321
20,00 2,113 2,060 2,133

El analisis de muestras con las diferentes curvas patron se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4: Andlisis de muestras de suero.

equivalentes de concentracion de pAB anti-mAB IGF-1R [ng/ml]
Id. de la muestra variante 1 variante 2 variante 3
840 h_femenino 2,04 10,64 7,27
1008 h_femenino 11,38 24,05 14,05
504 h_masculino 51,17 67,76 60,49

La Tabla 3 muestra que todos los conjugados se pueden usar para la deteccion de anticuerpos anti-mAB IGF-1R.
Usando el mismo anticuerpo anti-mAB IGF-1R policlonal de conejo, los valores patrén de referencia para las
variantes del ensayo son muy similares (Tabla 3).

Ejemplo 9

ELISA de unién para deteccién de anticuerpos anti-mAB IGF-1R usando adsorcidon pasiva para conjugacion
(inmovilizacién) con una fase sélida

Una placa de micratitulacion (MTP) (Maxisorb®, Nunc) se revistio con mAB IGF-1R en tampon de carbonato (pH 9,6),
a temperatura ambiente (TA) durante 1 hora. Después de lavar tres veces con PBS-Tween®20, todos los pocillos de
las MTP se bloguearon con PBS/BSA al 3 % (p/v) (albumina de suero bovino) a temperatura ambiente durante 1
hora y a continuacion se lavaron de nuevo. A continuacion, se incubaron las muestras y los patrones de referencia
(anticuerpo anti-mAB IGF-1R de conejo policlonal en suero humano al 5 %). El anticuerpo anti-mAB IGF-1R se uni6
al mAB IGF-1R inmovilizado. Después de retirar por lavado las sustancias sin unir, el anticuerpo anti-mAB IGF-1R
unidos se detecté con mAB IGF-1R digoxigenilado seguido de incubacién con un anticuerpo anti-digoxigenina
marcado con peroxidasa de rabano picante. El conjugado de anticuerpo-enzima catalizé la reaccién de color del
sustrato ABTS®. La sefial se midi6 con un lector de ELISA a una longitud de onda de 405 nm (longitud de onda de
referencia: 490 nm). Las densidades oOpticas de cada muestra de suero se determinaron por triplicado.

Se realizaron tres variantes diferentes del ELISA de unién:

- variante 1 usando conjugados de acuerdo con el ejemplo 4

- variante 2 usando conjugados de acuerdo con el ejemplo 5

- variante 3 usando conjugados mixtos preparados de acuerdo con los ejemplos 4y 5.

Todas las variantes reactivas de mAB IGF-1R digoxigenilado se sintetizaron tal como se ha descrito anteriormente
para mAB IL-6R (ejemplos 4 y 5). Las sefiales patron de referencia en las diferentes variantes de ELISA se muestran
enlaTabla 5y en la Figura 7.

Tabla 5: Sefiales patrén de referencia.

Variante de la Variante de la Variante de la
conc. de ref. [ng/ml] ~ ~ o
sefal 1 sefal 2 sefal 3
0,00 0,124 0,113 0,113
8,00 0,163 0,138 0,158
16,00 0,238 0,166 0,189
32,00 0,305 0,289 0,337

10
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Variante de la Variante de la Variante de la
conc. de ref. [ng/ml] ~ ~ <
sefal 1 sefal 2 sefal 3
64,00 0,598 0,510 0,558
128,00 1,023 0,990 1,032
256,00 2,097 1,864 1,990

Tal como muestra la Tabla 5, el ensayo de union de acuerdo con la invencién usando adsorcién pasiva para
conjugacion (inmovilizacién) de mAB IGF-1R con la fase sdlida se puede realizar para deteccion de anticuerpos anti-
mAB IGF-1R. Usando el mismo anticuerpo anti-mAB IGF-1R policlonal de conejo, los valores patron de referencia
para todas las tres variantes del ensayo son muy similares (Tabla 5).

11



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2498 377 T3

REIVINDICACIONES

1. Método para la determinacion inmunolégica de un anticuerpo frente a un anticuerpo de farmaco en una muestra
usando un inmunoensayo de doble unién a antigenos que comprende un a anticuerpo de farmaco de captura y un
anticuerpo de farmaco indicador, caracterizado por que

i) el anticuerpo de farmaco de captura es una mezcla de dicho anticuerpo de farmaco que comprende al menos
dos de dichos anticuerpos de farmaco que difieren en el sitio del anticuerpo al que se conjugan con la fase
sélida; y

i) el anticuerpo de farmaco indicador es una mezcla de dicho anticuerpo de farmaco que comprende al menos
dos de dichos anticuerpos de farmaco que difieren en el sitio del anticuerpo al que se conjugan con la marca
detectable.

2. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por que la conjugacion del anticuerpo del farmaco con
su compafiero de conjugacion se realiza mediante unién por via quimica a través de grupos N-terminales y/o e-
amino (lisina), grupos €-amino de lisinas diferentes, grupos con funcionalidad carboxi, sulfhidrilo, hidroxilo y/o
fendlica de la cadena principal del aminoacido del anticuerpo de farmaco y/o grupos alcohol de azucar de la
estructura de hidrato de carbono del anticuerpo de farmaco.

3. Método de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, caracterizado por que la mezcla de anticuerpo de farmaco
indicador comprende el anticuerpo de farmaco conjugado a través de un grupo amino y a través de una estructura
de hidrato de carbono con su compafiero de conjugacion.

4. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que la mezcla de
anticuerpo de farmaco de captura comprende el anticuerpo de farmaco conjugado a través de un grupo amino y a
través de una estructura de hidrato de carbono con su compafiero de conjugacion.

5. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que la conjugacion del
anticuerpo de farmaco de captura con la fase sélida se realiza mediante adsorcién pasiva.

6. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que la relacion de
anticuerpo de farmaco de captura a anticuerpo de farmaco indicador es de 1:10 a 50:1 (relacion se refiere a relacion
de moléculas de anticuerpo independientemente del peso molecular de los conjugados que puede ser diferente).

7. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que la relacién de
anticuerpo de farmaco conjugado con amino (anticuerpo de farmaco indicador o de captura) a anticuerpo de farmaco
conjugado con hidrato de carbono (anticuerpo de farmaco indicador o de captura) en dicha mezcla es de 1:10 a 10:1
(elacién se refiere a relacion de moléculas de anticuerpo independientemente del peso molecular de los conjugados
que puede ser diferente).

8. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4y 6 a 7, caracterizado por que el anticuerpo
de farmaco de captura se inmoviliza a través de un par de unién especifico.

9. Método de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado por que el anticuerpo de farmaco de captura se conjuga
con biotina y la inmovilizacién se realiza a través de avidina o estreptavidina inmovilizadas.

10. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado por que el anticuerpo de
farmaco indicador se conjuga con la marca detectable a través de un par de unién especifico.

11. Método de acuerdo con la reivindicacién 10, caracterizado por que el anticuerpo de farmaco indicador se conjuga
con digoxigenina y la union a la marca detectable se realiza a través de un anticuerpo frente a digoxigenina.
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