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DESCRIPCION
Ensayos para la deteccion de autoanticuerpos contra farmacos anti-TNF
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los trastornos autoinmunoldgicos son un problema médico significativo y muy extendido. Por ejemplo, la artritis
reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmunolégica afecta a mas de dos millones de personas en los Estados
Unidos. La AR provoca una inflamacién crénica de las articulaciones y tipicamente es una enfermedad progresiva
que presenta el potencial de causar la destruccion articular y discapacidad funcional. La causa de la artritis
reumatoide es desconocida, aunque se han implicado en la etiologia de la enfermedad la predisposicion genética,
agentes infecciosos y factores medioambientales. En la AR activa, entre los sintomas pueden incluirse la fatiga, la
falta de apetito, la fiebre moderada, dolores musculares y articulares y la rigidez. Ademas, durante los brotes de la
enfermedad, las articulaciones con frecuencia se enrojecen, se hinchan, y estan dolorosas y sensibles, debido a la
inflamacién del sinovio. Ademas, debido a que la AR es una enfermedad sistémica, la inflamacion puede afectar a
o6rganos y areas del cuerpo diferentes de las articulaciones, incluyendo glandulas de los ojos y la boca, el
revestimiento pulmonar, el pericardio y los vasos sanguineos.

Aarden et al. describen la inmunogenicidad de los anticuerpos anti-factor de necrosis tumoral y proporcionan
métodos de medicién de anti-anticuerpos (Current Opinion in Immunology, Elsevier, Oxford, GB, vol. 20, n° 4, 1 de
agosto de 2008, paginas 431 a 435).

El documento n°® US 2009/035216 da a conocer un método para determinar la concentracion y biodisponibilidad in
vivo de biofarmacéuticos.

Sickert et al. comentan la mejora de la tolerancia farmacoldgica en los ensayos de inmunogenicidad mediante el
tratamiento con acido en Biacore (Journal of Immunological Methods, Elsevier Science Publishers B.V., Amsterdam,
NL, vol. 334, n® 1-2, 20 de mayo de 2008, paginas 29 a 36).

Lofgren et al. describen la deteccién de anticuerpos neutralizadores anti-proteina terapéutica en muestras de suero o
plasma que contienen niveles elevados de la proteina terapéutica (Journal of Immunological Methods, Elsevier,
Science Publishers B.V., Amsterdam, NL, vol. 308, n® 1-2, 20 de enero de 2006, paginas 101 a 108).

Bourdage et al. dan a conocer un ensayo de captura por afinidad y elucién (CAE) para la deteccion de anticuerpos
antifarmaco contra terapéuticos de anticuerpo monoclonal en presencia de niveles elevados de farmaco (Journal of
Immunological Methods, Elsevier, Science Publishers B.V., Amsterdam, NL, vol. 327, n°® 1-2, 25 de septiembre de
2007, paginas 10 a 17).

Smith et al. describen la deteccién de anticuerpos contra proteinas terapéuticas en presencia de proteina terapéutica
residual utilizando una extraccién en fase solida con tratamiento de las muestras mediante disociacion acida
(SPEAD) previamente al ELISA (Regulatory Toxicology and Pharmacology, Academic Press, New York, NY, US, vol.
49, n° 3, 13 de noviembre de 2007, paginas 230 a 237).

Patton et al. informan de un ELISA de puente con disociacion acida para la deteccion de anticuerpos dirigidos contra
proteina terapéuticas en presencia del antigeno, Journal of Immunological Methods, Elsevier Science Publishers
B.V., Amsterdam, NL, vol. 304, n® 1-2, 1 de septiembre de 2005, paginas 189 a 195).

Canan Abay et al. informan de la demostracion de anticuerpos especificos contra infliximab inducidos durante el
tratamiento de un paciente con espondilitis anquilosante (Rheumatology International; Clinical and Experimental
Investigations, Springer, Berlin, DE, vol. 26, n® 5, 1 de marzo de 2006, paginas 473 a 480).

Bendtzen et al. describen el seguimiento individualizado de la biodisponibilidad e inmunogenicidad farmacolégicas
en pacientes de artritis reumatoide tratados con el inhibidor del factor alfa de necrosis tumoral infliximab (Arthritis &
Rheumatism, John Wiley & Sons, Inc., US, vol. 54, n° 12, 1 de diciembre de 2006, paginas 3782 a 3789).

Rojas J.R. et al. informan de la formacidn, distribucién y eliminacion de complejos inmunoldgicos de infliximab y anti-
infliximab en monos Cynomolgus (Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, American Society for
Pharmacology and Experimental Therapeutics, US, vol. 313, n° 2, 1 de mayo de 2005, paginas 578 a 585).

Entre los tratamientos tradicionales para el control de la AR y otros trastornos autoinmunolégicos se incluyen
"farmacos de primera linea" de accion rapida y "farmacos de segunda linea", de acciéon mas lenta. Los farmacos de
primera linea reducen el dolor y la inflamacion. Entre los ejemplos de dichos farmacos de primera linea se incluyen
la aspirina, el naproxeno, el ibuprofeno, el etodolac y otros farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), asi
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como corticoesteroides, administrados por via oral o inyectados directamente en los tejidos y articulaciones. Los
farmacos de segunda linea inducen la remision de la enfermedad y previenen la progresiva destruccion articular y
también se denominan farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad o FAME. Entre los ejemplos de
farmacos de segunda linea se incluyen el oro, la hidrocloroquina, la azulfidina y los agentes inmunosupresores, tal
como el metotrexato, la azatioprina, la ciclofosfamida, el clorambucilo y la ciclosporina. Sin embargo, muchos de
estos farmacos presentan efectos secundarios perjudiciales. D eesta manera, se han buscado terapias adicionales
para la artritis reumatoide y otros trastornos autoinmunolégicos.

El factor alfa de necrosis tumoral (TNF-a) es una citoquina producida por numerosos tipos celulares, incluyendo los
monocitos y macréfagos, que originalmente se identificé basandose en su capacidad de inducir la necrosis de
determinados tumores de ratén. Posteriormente, se demostré que un factor denominado caquectina, asociado a la
caquexia, era idéntico al TNF-a. Se ha implicado el TNF-a en la fisiopatologia de una diversidad de otras
enfermedades y trastornos humanos, incluyendo el choque, la sepsis, infecciones, enfermedades
autoinmunolégicas, AR, enfermedad de Crohn, rechazo del trasplante y la enfermedad del injerto contra el huésped.

Debido al papel perjudicial del TNF-a humano (hTNF-a) en una diversidad de trastornos humanos, se han disefiado
estrategias terapéuticas para inhibir o contrarrestar la actividad del TNF-a humano. En particular, se han buscado
anticuerpos que se unen a hTNF-a y lo neutralizan como medio para inhibir la actividad de hTNF-a. Algunos de los
primeros de dichos anticuerpos eran anticuerpos monoclonales (mAb) de ratén, secretados por hibridomas
preparados a partir de linfocitos de ratones inmunizados con hTNF-a (ver, por ejemplo, la patente US n° 5.231.024,
de Moeller et al.). Aunque dichos anticuerpos anti-hTNF-a de ratén con frecuencia muestran una elevada afinidad
para hTNF-a y son capaces de neutralizar la actividad de hTNF-a, su utilizacién in vivo se ha limitado a los
problemas asociados a la administracién de anticuerpos de ratén en seres humanos, tales como una semivida en
suero corta, una incapacidad de inducir determinadas funciones efectoras humanas y la induccion de una respuesta
inmunolégica no deseada contra anticuerpos de ratén en un ser humano (la reaccién "anticuerpo humano antiratén"
(HAMA)).

Mas recientemente, se han aplicado terapias biolégicas al tratamiento de trastornos autoinmunolégicos tales como la
artritis reumatoide. Por ed'emplo, la FDA ha aprobado para el tratamiento de la artritis reumatoide cuatro inhibidores
de TNF-a: REMICADE' (infliximab), un mAb quimérico anti-TNF-a, ENBREL TM (etanercept), una proteina de
fusién TNFR-Fc de lIg, HUMIRA™ (adalimumab), un mAb humano anti-TNF-a y CIMZIA® (certolizumab pegol), un
fragmento Fab PEGilado. También se utiliza CIMZIA® para el tratamiento de enfermedad de Crohn (EC) moderada a
grave. Aunque dichas terapias biolégicas han demostrado tener éxito en el tratamiento de la artritis reumatoide y
otros trastornos autoinmunoldgicos tales como la EC, no todos los sujetos tratados responde, o responden bien, a
dicha terapia. Ademas, la administracién de inhibidores de TNF-a puede inducir una respuesta inmunoldgica al
farmaco y conducir a la produccién de autoanticuerpos, tales como anticuerpos humanos antiquiméricos (HACA),
anticuerpos humanos antihumanizados (HAHA) y anticuerpos humanos antiraton (HAMA). Dichas respuestas
inmunolégicas HACA, HAHA o HAMA pueden asociarse a reacciones de hipersensibilidad y cambios drasticos en la
farmacocinética y distribucion bioldgica del inhibidor inmunoterapéutico de TNF-a que impiden el tratamiento
posterior con el farmaco. De esta manera, existe una necesidad en la técnica de ensayos para detectar la presencia
de autoanticuerpos contra elementos bioldgicos anti-TNF-a en una muestra de un paciente para el seguimiento de la
terapia con inhibidores de TNF-a y para guiar las decisiones de tratamiento. La presente invencién satisface esta
necesidad y también proporciona ventajas relacionadas.

BREVE DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona ensayos para detectar y medir la presencia o nivel de autoanticuerpos contra
terapéuticos farmacolégicos anti-TNF-a en una muestra. La presente invencion resulta Util para optimizar la terapia y
realizar un seguimiento de los pacientes que reciben terapéuticos farmacolégicos anti-TNF-a para la deteccion de la
presencia o el nivel de autoanticuerpos (por ejemplo HACA y/o HAHA) contra el farmaco. La presente invencion
proporciona ademas métodos para seleccionar la terapia, optimizar la terapia y/o reducir la toxicidad en sujetos que
reciben farmacos anti-TNF-a para el tratamiento de enfermedades o trastornos mediados por TNF-a.

En un aspecto, la presente invencién proporciona un método para detectar la presencia o el nivel de un
autoanticuerpo contra un farmaco anti-TNF-a en una muestra sin interferencia del farmaco anti-TNF-a en la muestra,
comprendiendo el método:
(a) poner en contacto la muestra con un acido para disociar los complejos preformados del autoanticuerpo y el
farmaco anti-TNF-a, en el que la muestra presenta o se sospecha que presenta un autoanticuerpo contra el
farmaco anti-TNF-a,
(b) poner en contacto la muestra con un farmaco anti-TNF-a marcado tras la disociacion de los complejos
preformados, en el que opcionalmente la etapa (b) comprende ademas poner en contacto un control interno
marcado con la muestra,
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(c) neutralizar el acido en la muestra para formar complejos marcados del farmaco anti-TNF-a marcado y el
autoanticuerpo,

(d) someter los complejos marcados a cromatografia de exclusion por tamafio para separar los complejos
marcados, y

(e) detectar los complejos marcados, detectando de esta manera la presencia o el nivel del autoanticuerpo sin
interferencia del farmaco anti-TNF-a en la muestra.

La muestra puede ponerse en contacto con un acido a una concentracion de entre 0,1 My 5 M.

El acido puede neutralizarse mediante la adicién de uno o mas agentes neutralizadores a la muestra.
La muestra puede obtenerse de un sujeto que recibe terapia con el farmaco anti-TNF-a.

Los complejos pueden eluirse en primer lugar, seguido de farmaco anti-TNF-a marcado libre.

El farmaco anti-TNF-a puede marcarse con un fluor6foro o un pigmento fluorescente.

Los métodos para detectar farmacos anti-TNF-a y anticuerpos antifarmacos se describen adicionalmente en la
publicacion de patente PCT n°® WO 2011/056590.

En otros aspectos, la presente invencion proporciona un método para seleccionar un curso de terapia (por ejemplo
para seleccionar un farmaco anti-TNF-a apropiado) para el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por
TNF-a en un sujeto, comprendiendo el método:
(a) detectar la presencia o el nivel de un autoanticuerpo contra el farmaco anti-TNF-a en una muestra del sujeto
sin interferencia del farmaco anti-TNF-a en la muestra, comprendiendo el método:
(i) poner en contacto la muestra con un acido para disociar los complejos preformados del autoanticuerpo y el
farmaco anti-TNF-q, en el que la muestra presenta o se sospecha que presenta un autoanticuerpo contra el
farmaco anti-TNF-q,
(ii) poner en contacto la muestra con un farmaco anti-TNF-a marcado tras la disociacion de los complejos
preformados,
(iii) neutralizar el acido en la muestra para formar complejos marcados del farmaco anti-TNF-a marcado y el
autoanticuerpo,
(iv) someter los complejos marcados a cromatografia de exclusion por tamafio para separar los complejos
marcados, y
(v) detectar los complejos marcados, detectando de esta manera la presencia o el nivel del autoanticuerpo sin
interferencia del farmaco anti-TNF-a en la muestra, y
(b) determinar una dosis posterior del curso de terapia para el sujeto o si deberia administrarse un curso de
terapia diferente en el sujeto basandose en la presencia o el nivel del autoanticuerpo, optimizando de esta
manera la terapia y/o reduciendo la toxicidad del farmaco anti-TNF-a.

La dosis posterior del curso de terapia puede incrementarse, reducirse 0 mantenerse basandose en la presencia o el
nivel del autoanticuerpo.

El diferente curso de terapia puede comprender un farmaco anti-TNF-a diferente, o en el que el diferente curso de
terapia comprende el curso de terapia actual conjuntamente con un agente inmunosupresor, o en el que el diferente
curso de terapia comprende cambiar a un curso de terapia que no sea de un farmaco anti-TNF-a.

El farmaco anti-TNF-a puede seleccionarse de entre el grupo que consiste de infliximab, etanercept, adalimumab,
certolizumab pegol, golimumab, CNTO 148 y combinaciones de los mismos.

El autoanticuerpo contra el farmaco anti-TNF-a puede seleccionarse de entre el grupo que consiste de un anticuerpo
humano antiquimérico (HACA), un anticuerpo humano antihumanizado (HAHA), un anticuerpo humano antiratén
(HAMA) y combinaciones de los mismos.

El acido puede comprender un &cido organico, un &cido inorganico, o mezclas de los mismos, en el que
opcionalmente el acido organico comprende acido citrico.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La figura 1 muestra ensayos ejemplares en los que se utilizé HPLC de exclusién por tamafio para detectar la

unién entre TNFa-Alexasszy HUMIRA™.
La figura 2 muestra las curvas de dosis-respuesta de la unién de HUMIRA™ a TNFa-Alexasar.
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La figura 3 muestra un método actual basado en ELISA para medir los niveles de HACA, conocido como ensayo
de puente.

La figura 4 ilustra una descripcién general ejemplar de los ensayos de deteccion de autoanticuerpos para medir
las concentraciones de HACA/HAHA generados contra REMICADE™.

La figura 5 muestra un andlisis de dosis-respuesta de uniéon de anticuerpo anti-lgG humano a REMICADE™-
Alexa647.

La figura 6 muestra un segundo andlisis de dosis-respuesta de unién de anticuerpo anti-lgG humano a
REMICADE™-Alexasas7.

La figura 7 muestra curvas de dosis-respuesta de unién de anticuerpo anti-lgG humano a REMICADE ™-Alexaga7.
La figura 8 muestra la formacion de inmunocomplejo REMICADE M_Alexass7 €n suero humano normal y suero
positivo para HACA.

La figura 9 proporciona un resumen de las mediciones de HACA de 20 muestras de suero de pacientes que se
llevaron a cabo utilizando el ensayo de puente o el ensayo de cambio de movilidad.

La figura 10 proporciona un resumen y una comparacion de los métodos actuales para la medicion de
concentraciones séricas de HACA con el nuevo ensayo HACA.

La figura 11 muestra los perfiles de HPLC-CET de IFX marcado con fluoréforo (FI) incubado con suero normal
(NHS) o positivo para HACA (PPH). La adicién de cantidades crecientes de suero positivo para HACA a la
mezcla de incubacion desplazé de manera dependiente de la dosis el pico de IFX-FI a las posiciones de elucion
de masa molecular mas alta, C1y C2.

La figura 12 muestra las curvas de dosis-respuesta de IFX-FI unido y libre generadas con diluciones crecientes
de suero positivo para HACA determinadas mediante el ensayo de cambio de movilidad. (A) Se incubaron
diluciones crecientes de suero positivo para HACA con 37,5 ng de IFX-FI. A mayor dilucién (menos HACA), se
observo mas IFX-FI libre en el andlisis de HPLC-CET. (B) Se incubaron diluciones crecientes de suero positivo
para HACA con 37,5 ng de IFX-FI. A mayor dilucion (menos HACA), se observé menos IFX-FI unido a HACA en
el andlisis de HPLC-CET.

La figura 13 muestra los perfiles de HPLC-CET de TNF-a-FI incubado con suero normal (NHS) o suero con
adicion de IFX. La adicion de cantidades crecientes de suero con adicion de IFX a la mezcla de incubacion
desplazé de manera dependiente de la dosis el pico fluorescente de TNF-a a las posiciones de eluciéon de masa
molecular més alta.

La figura 14 muestra las curvas de dosis-respuesta de TNF-a unido y libre generadas con diluciones crecientes
de suero con adicion de IFX determinadas mediante el ensayo de cambio de movilidad. Las concentraciones
crecientes de IFX afadido a la mezcla de incubacién redujeron el porcentaje de TNF-a libre, incrementando
simultaneamente el porcentaje de TNF-a unido.

La figura 15 muestra la medicion del nivel relativo de HACA y la concentracidon de IFX en pacientes de Ell
tratados con IFX en diferentes puntos temporales, mediante el ensayo de cambio de movilidad.

La figura 16 muestra la medicion de control del paciente del nivel de HACA y de la concentraciéon de IFX en
sueros de pacientes de Ell tratados con IFX en diferentes puntos temporales.

La figura 17 muestra ensayos ejemplares para detectar la presencia de (A) autoanticuerpos no neutralizadores o
(B) autoanticuerpos neutralizadores, tales como HACA.

La figura 18 muestra ensayos para detectar la presencia de autoanticuerpos neutralizadores tales como HACA.
La figura 19 muestra perfiles de cambio de movilidad de ADL marcado con Fl incubado con suero humano
normal (NHS) en presencia de diferentes cantidades de anticuerpo anti-lgG humano. La adicion de cantidades
crecientes de anticuerpo anti-lgG humano a la mezcla de incubacion desplazé de manera dependiente de la
dosis el pico de FI-ADL (FA) a las posiciones de elucién de masa molecular mas alta, C1 y C2, mientras que el
control interno (CI) no se desplazé.

La figura 20 muestra una curva de dosis-respuesta de anticuerpo anti-lgG humano sobre el desplazamiento de
FI-ADL libre. Se incubaron cantidades crecientes de anticuerpo anti-lgG humano con 37,5 ng de FI-ADL y control
interno. A mayor cantidad de anticuerpo afiadida a la mezcla de reaccién, menor proporcion entre FI-ADL libre y
control interno.

La figura 21 muestra los perfiles de cambio de movilidad de TNF-a marcado con Fl incubado con suero humano
normal (NHS) en presencia de diferentes cantidades de ADL. Exc.=494 nm; Em.=519 nm. La adicién de
cantidades crecientes de ADL a la mezcla de incubacion desplazé de manera dependiente de la dosis el pico de
TNF-FI (FT) a las posiciones de elucion de masa molecular mas alta, mientras que el control interno (CI) no se
desplazoé.

La figura 22 muestra una curva de dosis-respuesta de ADL sobre el desplazamiento de TNF-a-Fl libre. Se
incubaron cantidades crecientes de ADL con 100 ng de TNF-a-Fl y control interno. A mayor cantidad de ADL
afiadida a la mezcla de reaccion, menor proporcién entre TNF-a-Fl libre y control interno.

La figura 23 muestra los perfiles de cambio de movilidad de Remicade marcado con FI (IFX) incubado con suero
normal (NHS) o suero agrupado de pacientes positivo para HACA.

La figura 24 muestra los perfiles de cambio de movilidad de HUMIRA marcado con Fl (ADL) incubado con suero
normal (NHS) o anticuerpo de ratén anti-lgG1 humano.

La figura 25 muestra los perfiles de cambio de movilidad de HUMIRA marcado con Fl (ADL) incubado con suero
normal (NHS) o anticuerpo agrupado de pacientes positivo para HAHA.
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La figura 26 muestra una ilustracion del efecto de la etapa de disociacion acida. "A" representa Remicade
marcado; "B" representa HACA, "C" representa Remicade.

La figura 27 muestra el porcentaje de infliximab marcado libre como funcion de log porcentaje de suero de
paciente sin una etapa de disociacién acida.

La figura 28 muestra el porcentaje de infliximab marcado libre como funcion de log porcentaje de suero de
paciente sin una etapa de disociacién acida.

La figura 29 muestra los niveles séricos de IFX en un paciente tratado con infliximab como funcién del tiempo
para el caso de paciente n° 1.

La figura 30 muestra los niveles séricos de IFX en un paciente tratado con infliximab como funcién del tiempo
para el caso de paciente n° 3.

La figura 31 muestra los niveles séricos de TNF-a en un paciente tratado con infliximab como funcion del tiempo
para el caso de paciente n° 3.

La figura 32 muestra los perfiles de cambio de movilidad de IFX marcado con FI para el caso de paciente n° 1
(A), el caso de paciente n° 2 (B, C) y el caso de paciente n°® 4 (D).

La figura 33 muestra los perfiles de cambio de movilidad de IFX marcado con FI para el caso de paciente n° 5
(A), el caso de paciente n° 6 (B, C) y el caso de paciente n° 7 (D, E).

La figura 34 muestra los niveles de citoquinas en diferentes grupos de suero de paciente.

La figura 35 muestra el andlisis de muestras que contienen TNF-Alexa488 y Remicade mediante ensayo de
cambio de movilidad utilizando un detector de fluorescencia con configuraciones de ganancia en diferentes
valores.

La figura 36 muestra graficos de isoabsorbancia obtenidos para suero humano normal (panel superior) y TNF-
Alexa488 (panel inferior) en fase mévil de HPLC (1X PBS, BSA al 0,1% en agua). Se dibujan las longitudes de
onda de excitacion en el eje Y y las longitudes de onda de emision se dibujan en el eje X.

La figura 37 muestra el andlisis de HPLC de suero humano normal (izquierda) y de 25 ng de TNF-Alexa488
(derecha) detectado con las configuraciones indicadas. El nivel de fondo de fluorescencia del suero humano
normal se encuentra muy reducido.

La figura 38 muestra la curva estandar generada mediante analisis de HPLC de muestras que contienen una
cantidad fija de TNF-Alexa488 y tituladas con diversas cantidades de Remicade.

La figura 39 muestra una comparacion entre la determinacion de infliximab en muestras clinicas mediante
ensayo de cambio de movilidad y mediante ELISA. Los puntos gris oscuro son de muestras positivas para HACA
y los puntos gris claro son de muestras negativas para HACA. Las lineas discontinuas representan los limites
inferiores de las cuantificaciones para los métodos respectivos.

La figura 40 muestra una comparacion entre la determinacién de HACA en muestras clinicas mediante ensayo
de cambio de movilidad y mediante ELISA.

La figura 41 muestra el recuento acumulado de muestras clinicas positivas para HAA determinado mediante
ensayo de cambio de movilidad y mediante ELISA.

DESCRIPCION DETALLADA
I. Introduccién

La presente invencion se basa en parte en el descubrimiento de que un ensayo de cambio de movilidad homogénea
utilizando la cromatografia de exclusién por tamafo y la disociacion acida para permitir el equilibrado de los
complejos inmunolégicos resulta particularmente ventajoso para medir la presencia o el nivel de autoanticuerpos
(por ejemplo HACA, HAHA, etc.) que se generan contra los farmacos anti-TNF-a. Dichos autoanticuerpos también se
conocen como anticuerpos anti-farmaco o AAF. En consecuencia, la presencia o el nivel de autoanticuerpos contra
un farmaco anti-TNF-a administrado en un sujeto que lo necesita puede medirse sin interferencia sustancial del
farmaco anti-TNF-a administrado que también se encuentra presente en la muestra del sujeto. En particular, puede
incubarse una muestra del sujeto con una cantidad de acido que resulte suficiente para permitir la medicién de la
presencia o el nivel de autoanticuerpos en la presencia del farmaco anti-TNF-a sin interferencia sustancial por
niveles elevados de farmaco anti-TNF-a.

Los niveles elevados de farmaco anti-TNF-a en una muestra (por ejemplo niveles elevados de infliximab) interfieren
con la medicién de los niveles de anticuerpo antifarmaco (por ejemplo los niveles de HACA). Bajo determinadas
condiciones de elevada concentracién de farmaco, el anticuerpo antifarmaco presente en una muestra se encuentra
acomplejado con el farmaco no marcado también presente en la muestra. Al poner en contacto con la muestra un
farmaco marcado, por ejemplo infliximab marcado, el anticuerpo antifarmaco presente en la muestra resulta
cinéticamente bloqueado de formar un complejo con el farmaco marcado. De esta manera, los complejos
preformados de anticuerpo antifarmaco y el farmaco no marcado interfieren con la medicién del anticuerpo
antifarmaco, que depende de la formacion de un complejo entre el anticuerpo antifarmaco presente y el farmaco
marcado. La etapa de disociacion acida descrita en la presente memoria permite que el anticuerpo antifarmaco
presente en la muestre se disocie del farmaco no marcado y forme nuevamente complejos tanto con el farmaco
marcado como el no marcado. Mediante la disociacion del anticuerpo antifarmaco del farmaco no marcado, el
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anticuerpo antifarmaco presente en una muestra puede equilibrarse entre el farmaco marcado y el farmaco no
marcado.

Tal como se muestra en la figura 27, los niveles elevados de farmaco anti-TNF-a (por ejemplo infliximab) interfieren
con la deteccién de anticuerpos antifarmaco (por ejemplo anticuerpos de infliximab o ATI) al llevar a cabo el ensayo
de cambio de movilidad sin una etapa de disociacion acida. Sin embargo, la figura 28 muestra que la disociacién
acida seguida de cinética de union en fase solucién homogénea para permitir el equilibrado y la nueva formacion de
complejos inmunolégicos increment6 significativamente la tolerancia al farmaco anti-TNF-a de manera que pudieron
medirse los anticuerpos antifarmaco en presencia de niveles elevados de farmaco anti-TNF-a (por ejemplo de hasta
0 de por lo menos aproximadamente 60 ug/ml). De esta manera, los ensayos resultan particularmente ventajosos
respecto a métodos actualmente disponible ya que permiten la deteccion y la medicién de anticuerpos antifarmaco
en cualquier momento durante la terapia con un farmaco anti-TNF-a (por ejemplo con independencia de los niveles
bajos, intermedios o altos de farmaco anti-TNF-a en una muestra, tal como una muestra de sangre), superando de
esta manera una limitacién importante de los métodos de la técnica, que requieren la recoleccion de muestras a
concentraciones de valle del farmaco.

En determinados aspectos, el presente método resulta ventajoso porque resuelve y supera las limitaciones actuales
asociadas a la administracion de farmacos anti-TNF-a tales como el infliximab, en parte mediante la provision de
informacién util para guiar las decisiones de tratamiento para aquellos pacientes que reciben o estan a punto de
recibir terapia de farmacos anti-TNF-a. En particular, los métodos resultan de utilidad para seleccionar una terapia
anti-TNF-a apropiada para el tratamiento inicial, para determinar cuando o como ajustar o modificar (por ejemplo
incrementar o reducir) la dosis posterior de un farmaco anti-TNF-a para optimizar la eficacia terapéutica y/o reducir la
toxicidad, para determinar cuando o como combinar un farmaco anti-TNF-a (por ejemplo a una dosis inicial,
incrementada, reducida o igual) con uno o mas agentes inmunosupresores tales como el metotrexato (MTX) o
azatioprina (AZA), y/o para determinar cuando o cémo modificar el curso actual de la terapia (por ejemplo cambiar a
un farmaco anti-TNF-a diferente o a un farmaco con diana en un mecanismo diferente).

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, el presente método resulta particularmente Gtil en los métodos siguientes
de mejora del control del paciente mediante el guiado de las decisiones de tratamiento:
1. pronéstico de la enfermedad de Crohn: tratamiento de los pacientes que mas probablemente se beneficiaran
de la terapia.
2. Seguimiento de anticuerpos antiterapéuticos (SAA) + indice de actividad de la enfermedad basado en
marcadores biolégicos.
3. Subestratificacion de SAA.
4. SAA con modelaje farmacocinético.
5. Seguimiento de la respuesta y prediccion del riesgo de recaida:
a. Prevencion de la terapia de mantenimiento crénico en pacientes con bajo riesgo de recurrencia,
b. Marcadores de cicatrizacién mucosal,
c. Seleccion de terapia: decision de combinar o no la terapia de farmaco anti-TNF con un agente
inmunosupresor tal como MTX o AZA.
6. Seleccion de pacientes para farmacos biolégicos.

1. Definiciones

Tal como se utilizan en la presente memoria, los términos y expresiones siguientes presentan los significados
atribuidos a ellos a menos que se indique lo contrario.

Las expresiones "farmaco anti-TNF-a" o "inhibidor de TNF-a" tal como se utilizan en la presente memoria pretenden
comprender agentes que incluyen proteinas, anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, proteinas de fusion (por
ejemplo proteinas de fusién de Ig o proteinas de fusion de Fc), proteinas de unién multivalentes (por ejemplo DVD
Ig), antagonistas de TNF-a de molécula pequefia y moléculas de origen natural o no natural similares y/o formas
recombinantes y/o manipuladas de las mismas que, directa o indirectamente, inhiben la actividad de TNF-a, tal como
mediante la interaccion de TNF-a, tal como la interaccién de TNF-a con un receptor de superficie celular para TNF-a,
la inhibicion de la produccion de proteina TNF-q, la inhibicién de la expresion génica de TNF-q, la inhibicion de la
secrecion de TNF-a de las células, la inhibicién de la sefializacion del receptor de TNF-a o cualesquiera otros
medios que resulten en una menor actividad de TNF-a en un sujeto. La expresion "farmaco anti-TNF-a" o "inhibidor
de TNF-a" preferentemente incluye agentes que interfieren con la actividad de TNF-a. Entre los ejemplos de
farmacos anti-TNF-a se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, infliximab (REMICADETM, Johnson and Johnson),
anticuerpo  monoclonal humano anti-TNF adalimumab (D2E7/HUMIRATM, Abbott Laboratories), etanercept
(ENBREL™, Amgen), certolizumab pegol (CIMZIA®, UCB, Inc.), golimumab (SIMPONI®, CNTO 148), CDP 517
(Celltech), CDP 870 (Celltech), asi como otros compuestos que inhiben la actividad de TNF-a, de manera que al
administrarlos en un sujeto que sufre o presenta un riesgo de sufrir un trastorno en el que la actividad de TNF-a
resulta perjudicial (por ejemplo la AR), se trata el trastorno.
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El término "TNF-a" pretende incluir una citoquina humana que existe como forma secretada de 17 kDa y una forma
asociada a membrana de 26 kDa, la forma biolégicamente activa de la cual esta compuesta de un trimero de
moléculas de 17 kDa unidas no covalentemente. La estructura de TNF-a se describe adicionalmente en, por
ejemplo, Jones et al., Nature 338:225-228, 1989. El término TNF-a pretende incluir el TNF-a humano, un TNF-a
humano recombinante (rhTNF-a) o TNF-a que presenta una identidad de por lo menos aproximadamente 80%
respecto a la proteina TNF-a humana. El TNF-a humano consiste de un dominio citoplasmatico de 35 aminoacidos
(aa), un segmento transmembranal de 21 aa y un dominio extracelular (DEC) de 177 a (Pennica D. et al., Nature
312:724, 1984). En el DEC, el TNF-a humano comparte una identidad de secuencia de aa de 97% con el TNF-a de
rhesus, y una identidad de secuencia de aa de 71% a 92% con TNF-a bovino, canino, de rata del algodén, equino,
felino, de raton, porcino y de rata. Puede prepararse TNF-a mediante métodos de expresion recombinante
estandares u obtenerse comercialmente (R&D Systems, n° de catdlogo 210-TA, Minneapolis, Minn.).

El término "TNF-a" puede referirse a un "antigeno”, que incluye una molécula o una parte de la molécula capaz de
ser ligado por un farmaco anti-TNF-a. TNF-a puede presentar uno o mas epitopos. En determinados casos, TNF-a
reaccionara, de manera altamente selectiva, con un anticuerpo anti-TNF-a. Entre los antigenos preferentes que se
unen a anticuerpos, fragmentos y regiones de anticuerpos anti-TNF-a se incluyen por lo menos 5 aminoacidos de
TNF-a humano. En determinados casos, TNF-a presenta una longitud suficiente y un epitopo de TNF-a que es
capaz de unirse a anticuerpos anti-TNF-a y a fragmentos y regiones de los mismos.

La expresion "que predice la sensibilidad a un farmaco anti-TNF-a" pretende referirse a una capacidad de evaluar la
probabilidad de que el tratamiento de un sujeto con un farmaco anti-TNF-a resulte o no eficaz en el sujeto (por
ejemplo que proporcione un beneficio medible). En particular, dicha capacidad de evaluar la probabilidad de que el
tratamiento resultara o no efectivo tipicamente se utiliza después de iniciar el tratamiento y se ha observado en el
sujeto un indicador de efectividad (por ejemplo un indicador de beneficio medible). Los farmacos anti-TNF-a
particularmente preferentes son agentes bioldgicos que han sido autorizados por la FDA para la utilizacién en seres
humanos en el tratamiento de enfermedades o trastornos mediados por TNF-a y entre ellos se incluye los farmacos
anti-TNF-a indicados en la presente memoria.

La expresion "cromatografia de exclusion por tamafio” o "CET" incluye un método cromatografico en el que se
separan moléculas en soluciéon basandose en su tamafio y/o volumen hidrodinamico. Se aplica a moléculas grandes
0 a complejos macromoleculares tales como proteinas y sus conjugados. Tipicamente, al utilizar una solucién
acuosa para transportar la muestra por la columna, la técnica se conoce como cromatografia de filtracion en gel.

Los términos "complejo”, "inmunocomplejo”, "conjugado” e "inmunoconjugado” incluyen, aunque sin limitarse a ellos,
TNF-a unido (por ejemplo por medios no covalentes) a un farmaco anti-TNF-a, un farmaco anti-TNF-a unido (por
ejemplo por medios no covalentes) a un autoanticuerpo contra el farmaco anti-TNF-a y un farmaco anti-TNF-a unido
(por ejemplo por medios no covalentes) tanto a TNF-a como a un autoanticuerpo contra el farmaco anti-TNF-a.

Tal como se utiliza en la presente memoria, una entidad que se modifica con el término "marcado"” incluye cualquier
entidad, molécula, proteina, enzima, anticuerpo, fragmento de anticuerpo, citoquina o especie relacionada que se
conjuga con otra molécula o entidad quimica que es detectable empiricamente. Entre las especies quimicas
adecuadas como marcajes para entidades marcadas se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, pigmentos
fluorescentes, por ejemplo pigmentos Alexa Fluor® tales como Alexa Fluor® 647, puntos cuanticos, pigmentos
oOpticos, pigmentos luminiscentes y radionucleidos, por ejemplo 12,

La expresion cantidad eficaz" incluye una dosis de un farmaco que es capaz de conseguir un efecto terapéutico en
un sujeto que lo necesita, asi como la cantidad biodisponible de un farmaco. El término "biodisponible” incluye la
fraccion de una dosis administrada de un farmaco que se encuentra disponible para la actividad terapéutica. Por
ejemplo, una cantidad eficaz de un farmaco Util para tratar enfermedades y trastornos en los que se ha implicado
TNF-a en la fisiopatologia podria ser la cantidad capaz de prevenir o aliviar uno 0 mas de los sintomas asociados a
la misma.

La expresion "deteccion de marcaje de fluorescencia" incluye un medio para detectar un marcaje fluorescente. Entre
los medios de deteccion se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, un espectrometro, un fluorimetro, un fotémetro y
un dispositivo de deteccién incorporado cominmente en un instrumento cromatografico, tal como, aunque sin
limitarse a ellos, cromatografia liquida de alto rendimiento-de exclusiéon por tamafio, tal como, aunque sin limitacién,
el sistema de HPLC Agilent-1200.

La expresion "optimizar la terapia” incluye optimizar la dosis (por ejemplo la cantidad o el nivel eficaz) y/o el tipo de
una terapia particular. Por ejemplo, optimizar la dosis de un farmaco anti-TNF-a incluye incrementar o reducir la
cantidad del farmaco anti-TNF-a posteriormente administrado en un sujeto. En determinados casos, optimizar le tipo
de farmaco anti-TNF-a incluye cambiar el farmaco anti-TNF-a administrado por otro farmaco diferente (por ejemplo
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un farmaco anti-TNF-a diferente). En otros casos, optimizar la terapia incluye coadministrar una dosis de un farmaco
anti-TNF-a (por ejemplo a una dosis incrementada, reducida o a la misma dosis que la dosis previa) en combinacién
con un farmaco inmunosupresor.

El término "coadministrar" incluye administrar mas de un agente activo de manera que la duracion del efecto
fisiolégico de un agente activo se solape con el efecto fisiolégico de un segundo agente activo.

El término "sujeto”, "paciente" o "individual" tipicamente se refiere a seres humanos, aunque también a otros
animales, incluyendo, por ejemplo, otros primates, roedores, caninos, felinos, equinos, ovinos, porcinos y similares.

La expresion "curso de terapia” incluye cualquier enfoque terapéutico que se sigue para aliviar o prevenir uno 0 mas
sintomas asociados a una enfermedad o trastorno mediado por TNF-a. La expresion comprende administrar
cualquier compuesto, farmaco, procedimiento y/o régimen Util para mejorar la salud de un individuo con una
enfermedad o trastorno mediado por TNF-a e incluye cualquiera de los agentes terapéuticos indicados en la
presente memoria. El experto en la materia apreciara que el curso de terapia o la dosis del curso de terapia actual
puede modificarse (por ejemplo incrementarse o reducirse) basandose en la presencia o el nivel de concentracion de
TNF-qa, del farmaco anti-TNF-a y/o del anticuerpo antifarmaco utilizando los métodos.

La expresion "farmaco inmunosupresor” o "agente inmunosupresor" incluye cualquier sustancia capaz de producir un
efecto inmunosupresor, por ejemplo la prevencion o la disminucion de la respuesta inmunolégica, tal como mediante
irradiacion o mediante la administracion de farmacos tales como antimetabolitos, sueros antilinfocitarios, anticuerpos,
etc. Entre los ejemplos de farmacos inmunosupresores se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, farmacos tiopurina
tales como la azatioprina (AZA) y metabolitos de la misma, antimetabolitos tales como el metotrexato (MTX),
sirolimus (rapamicina), temsirolimus, everolimus, tacrolimus (FK-506), FK-778, anticuerpos globulina anti-linfocito,
anticuerpos globulina anti-timocito, anticuerpos anti-CD3, anticuerpos anti-CD4 y conjugados de anticuerpo-toxina,
ciclosporina, micofenolato, monofosfato de mizoribina, escoparona, acetato de glatiramero, metabolitos de los
mismos, sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, derivados de los mismos, profarmacos de los mismos
y combinaciones de los mismos.

La expresion "farmaco tiopurina” incluye azatioprina (AZA), 6-mercaptopurina (6-MP) o cualquier metabolito de los
mismos que presente eficacia terapéutica e incluye, aunque sin limitarse a ellos, 6-tioguanina (6-TG), 6-
metilmercaptopurina ribdsido, nucleétidos 6-tioinosina (por ejemplo monofosfato de 6-tioinosina, difosfato de 6-
tioinosina, trifosfato de 6-tioinosina), nucledétidos 6-tioguanina (por ejemplo monofosfato de 6-tioguanosina, difosfato
de 6-tioguanosina, trifosfato de 6-tioguanosina), nucleétidos 6-tioxantoxina (por ejemplo monofosfato de 6-
tioxantosina, difosfato de 6-tioxantosina, trifosfato de 6-tioxantosina), derivados de los mismos, analogos de los
mismos y combinaciones de los mismos.

El término "muestra” incluye cualquier espécimen biolégico obtenido de un individuo. Entre las muestras se incluyen,
aunque sin limitarse a ellos, sangre completa, plasma, suero, glébulos rojos, glébulos blancos (por ejemplo células
mononucleares de sangre periférica (PBMC), células polimorfonucleares (PMN)), liquido de lavado ductal, aspirado
de fluido del pezén, liquido linfatico (por ejemplo células tumorales diseminadas del nédulo linfatico), aspirado de
médula ésea, saliva, orina, deposiciones (es decir, heces), esputo, liquido de lavado bronquial, lagrimas, aspirado
con aguja fina (por ejemplo recolectado mediante aspiracion aleatoria periareolar con aguja fina), cualquier otro
liquido corporal, una muestra de tejido, tal como una biopsia de un sitio de inflamacién (por ejemplo biopsia con
aguja), extractos celulares de la misma y una fracciéon enriquecida en inmunoglobulinas derivada de uno o mas de
dichos liquidos o tejidos corporales. La muestra puede ser de sangre completa, una fraccion componente de la
misma, tal como plasma, suero o un pellet celular, o una fraccién enriquecida en inmunoglobulinas de la misma. El
experto en la materia apreciard que previamente al analisis pueden diluirse las muestras, tal como las muestras de
suero. La muestra puede obtenerse mediante aislamiento de células PBMC y/o PMN utilizando cualquier técnica
conocida. La muestra puede ser una biopsia de tejido, tal como, por ejemplo, de un sitio de inflamacién tal como una
parte del tracto gastrointestinal o tejido sinovial.

Las etapas de los métodos no deben llevarse a cabo necesariamente en el orden particular en el que se presentan.
Un experto ordinario en la materia entendera que se encuentran comprendidos otras ordenaciones de las etapas de
los métodos.

Los corchetes, "[]" indican que se hace referencia a la especie dentro de los corchetes por su concentracion.
Ill. Descripciones
Se dan a conocer ensayos para detectar y medir la presencia o el nivel de autoanticuerpos contra terapéuticos

farmacolédgicos anti-TNF-a en una muestra. El presente método resulta Util para optimizar la terapia y realizar un
seguimiento de los pacientes que reciben terapéuticos farmacoldgicos anti-TNF-a para la deteccién de la presencia
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o el nivel de autoanticuerpos (por ejemplo HACA y/o HAHA) contra el farmaco. Se dan a conocer métodos para
seleccionar la terapia, optimizar la terapia y/o reducir la toxicidad en sujetos que reciben farmacos anti-TNF-a para el
tratamiento de enfermedades o trastornos mediados por TNF-a.

Se da a conocer un método para detectar la presencia o el nivel de un autoanticuerpo contra un farmaco anti-TNF-a
en una muestra sin interferencia del farmaco anti-TNF-a en la muestra, comprendiendo el método:
(a) poner en contacto la muestra con un acido para disociar los complejos preformados del autoanticuerpo y el
farmaco anti-TNF-a, en el que la muestra presenta o se sospecha que presenta un autoanticuerpo contra el
farmaco anti-TNF-a,
(b) poner en contacto la muestra con un farmaco anti-TNF-a marcado tras la disociacion de los complejos
preformados,
(c) neutralizar el acido en la muestra para formar complejos marcados (es decir inmunocomplejos o conjugados)
del farmaco anti-TNF-a marcado y el autoanticuerpo (es decir, en el que el farmaco anti-TNF-a marcado y el
autoanticuerpo no se encuentran unidos entre si covalentemente),
(d) someter los complejos marcados a cromatografia de exclusién por tamafio para separar los complejos
marcados (por ejemplo de farmaco anti-TNF-a marcado libre), y
(e) detectar los complejos marcados, detectando de esta manera la presencia o el nivel del autoanticuerpo sin
interferencia del farmaco anti-TNF-a en la muestra.

Sin restringirse a ninguna teoria en particular, se cree que la disociacién acida cambia el Kp entre el autoanticuerpo
(también conocido como anticuerpo antifarmaco o ADA) y el farmaco anti-TNF-a. En particular, se plantea la teoria
de que la disociacién acida rompe los enlaces entre ADA y el farmaco anti-TNF-a. Entre estos enlaces se incluyen,
aunque sin limitarse a ellos, enlaces de hidrégeno, enlaces electrostaticos, fuerzas de van der Waals y/o enlaces
hidrofébicos. La adicion de acido incrementa el pH y, de esta manera, se incrementa la concentracion de iones de
hidrégeno. Los iones de hidrogeno ahora pueden competir para las interacciones no covalentes anteriormente
indicadas. Esta competicion rebaja la Kg entre ADA y el farmaco anti-TNF-a.

Se da a conocer que el farmaco anti-TNF-a puede seleccionarse de entre el grupo que consiste de REMICADE™
(infliximab), ENBREL™ (etanercept), HUMIRA™ (adalimumab), CIMZIA® (certolizumab pegol), SIMPONI®
(golimumab, CNTO 148) y combinaciones de los mismos.

Se da a conocer que el autoanticuerpo de farmaco anti-TNF-a incluye, aunque sin limitarse a ellos, anticuerpos
antiquiméricos humanos (HACA), anticuerpos humanos antihumanizados (HAHA) y anticuerpos humanos antiraton
(HAMA), asi como combinaciones de los mismos.

Se da a conocer que las etapas (a) y (b) se llevan a cabo simultdneamente, por ejemplo las muestras se ponen en
contacto con un acido y un farmaco anti-TNF-a marcado simultdneamente. La etapa (b) puede llevarse a cabo antes
de la etapa (a), por ejemplo la muestra en primer lugar se pone en contacto con un farmaco anti-TNF-a marcado y
después se pone en contacto con un acido. Las etapas (b) y (c) pueden llevarse a cabo simultdneamente, por
ejemplo la muestra se pone en contacto con un farmaco anti-TNF-a marcado y se neutraliza (por ejemplo mediante
el contacto de la muestra con uno 0 mas agentes neutralizadores) simultaneamente.

La muestra puede ponerse en contacto con una cantidad de un acido que resulte suficiente para disociar los
complejos preformados del autoanticuerpo y el farmaco anti-TNF-a de manera que el farmaco anti-TNF-a marcado,
el farmaco anti-TNF-a no marcado y el autoanticuerpo del farmaco anti-TNF-a puedan equilibrarse y formar
complejos entre ellos.

Los métodos pueden comprender la deteccién de la presencia o el nivel del autoanticuerpo sin interferencia
sustancial del farmaco anti-TNF-a que también se encuentra presente en la muestra. La muestra puede ponerse en
contacto con una cantidad de un acido que resulte suficiente para permitir la deteccién y/o la medicién del
autoanticuerpo en presencia de un nivel elevado del farmaco anti-TNF-a.

Se da a conocer que la expresion "nivel elevado de un farmaco anti-TNF-a" puede incluir niveles de farmaco de
entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100 mg/ml, de entre aproximadamente 20 y aproximadamente 80
mg/ml, de entre aproximadamente 30 y aproximadamente 70 mg/ml, o de entre aproximadamente 40 y
aproximadamente 80 mg/ml. La expresion "nivel elevado de un farmaco anti-TNF-a" puede incluir niveles de farmaco
superiores o iguales a aproximadamente 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 6 100 mg/ml.

El &cido puede comprender un acido organico. El acido puede comprender un acido inorganico. El acido puede
comprender una mezcla de un &cido organico y un &cido inorganico. Entre los ejemplos no limitativos de acidos
organicos se incluyen &cido citrico, acido isocitrico, acido glutamico, acido acético, acido lactico, acido formico, acido
oxalico, acido urico, acido trifluoroacético, acido bencenosulfénico, acido aminometanosulfénico, acido canfor-10-
sulfénico, acido cloroacético, acido bromoacético, acido yodoacético, acido propanoico, acido butanoico, acido
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glicérico, acido succinico, acido malico, acido aspartico y combinaciones de los mismos. Entre los ejemplos no
limitativos de acidos inorganicos se incluyen acido clorhidrico, acido nitrico, acido fosférico, acido sulfurico, acido
bérico, acido fluorhidrico, acido bromhidrico y combinaciones de los mismos.

La cantidad de un &cido puede corresponder a una concentracion de entre aproximadamente 0,01 M y
aproximadamente 10 M, entre aproximadamente 0,1 M y aproximadamente 5 M, entre aproximadamente 0,1 y
aproximadamente 2 M, entre aproximadamente 0,2 M y aproximadamente 1 M o entre aproximadamente 0,25 M y
aproximadamente 0,75 M de un acido o de una mezcla de acidos. La cantidad de un acido puede corresponder a
una concentracion superior o igual a aproximadamente 0,01 M, 0,05 M, 0,1 M, 0,2 M, 0,3 M, 0,4 M, 0,5 M, 0,6 M, 0,7
M, 0,8M,09M,1M,2M,3M4M,5M,6M,7M,8M,9 M6 10 M de un acido o de una mezcla de acidos. El pH
del acido puede ser de, por ejemplo, aproximadamente 0,1, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0 6
6,5.

La muestra puede ponerse en contacto con un acido durante un periodo de tiempo que resulte suficiente para
disociar los complejos preformados del autoanticuerpo y del farmaco anti-TNF-a. En determinados casos, la muestra
se pone en contacto (por ejemplo se incuba) con un &cido durante un periodo de tiempo comprendido entre
aproximadamente 0,1 horas y aproximadamente 24 horas, entre aproximadamente 0,2 horas y aproximadamente 16
horas, entre aproximadamente 0,5 horas y aproximadamente 10 horas, entre aproximadamente 0,5 horas y
aproximadamente 5 horas, o entre aproximadamente 0,5 horas y aproximadamente 2 horas. En otros casos, la
muestra se pone en contacto (por ejemplo se incuba) con un acido durante un periodo de tiempo superior o igual a
aproximadamente 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 horas. La
muestra puede ponerse en contacto con un acido a 4°C, a temperatura ambiente (TA) o a 37°C.

La etapa de neutralizacion del acido puede comprender elevar el pH de la muestra para permitir la formacién de
complejos entre el farmaco anti-TNF-a marcado y el autoanticuerpo contra el farmaco anti-TNF-a asi como de los
complejos entre farmaco anti-TNF-a no marcado y el autoanticuerpo. El acido puede neutralizarse mediante la
adicion de uno o mas agentes neutralizadores tales como, por ejemplo, bases fuertes, bases débiles, soluciones
tampon y combinaciones de los mismos. El experto en la materia apreciara que las reacciones de neutralizacién no
implican necesariamente un pH resultante de 7. En algunos casos la neutralizacion del acido resulta en una muestra
gue es basica. En otros casos, la neutralizacion del acido resulta en una muestra que es acida (aunque de pH
superior al de la muestra antes de la adicion del agente neutralizador). El agente neutralizador puede comprender un
tampon, tal como solucién salina tamponada con fosfato (por ejemplo 10x PBS) a una pH de aproximadamente 7,3.

La etapa (b) puede comprender ademas poner en contacto un control interno con la muestra conjuntamente ¢ on un
farmaco anti-TNF-a marcado (por ejemplo antes, durante o después de la disociacion de los complejos
preformados). En determinados casos, el control interno comprende un control interno marcado, tal como, por
ejemplo, biocitina-Alexa488. En otros casos determinados, la cantidad del control interno marcado se encuentra
comprendida entre aproximadamente 1 ng y aproximadamente 25 ng, entre aproximadamente 5 ng y
aproximadamente 25 ng, entre aproximadamente 5 ng y aproximadamente 20 ng, entre aproximadamente 1 ng y
aproximadamente 20 ng, entre aproximadamente 1 ng y aproximadamente 10 ng, o entre aproximadamente 1 ng y
aproximadamente 5 ng por cada 100 ml de muestra analizada. En otros casos, la cantidad del control interno
marcado es superior o igual a aproximadamente 1 ng, 5 ng, 10 ng, 15 ng, 20 ng 6 25 ng por cada 100 ml de muestra
analizada.

A modo de ejemplo no limitativo de los métodos, pueden incubarse muestras, tales como muestras de suero (por
ejemplo suero de sujetos que reciben terapia con un farmaco anti-TNF-a, tal como Remicade (IFX)) con acido citrico
0,5 M, pH 3,0, durante una hora a temperatura ambiente. Tras la disociacién de los complejos preformados entre
farmaco anti-TNF-a (no marcado) y autoanticuerpo contra el farmaco anti-TNF-a (por ejemplo anticuerpo antifarmaco
tales como anticuerpos anti-IFX (AAl)), puede afiadirse farmaco anti-TNF-a marcado (por ejemplo IFX-Alexa488) y
un control interno y neutralizarse la mezcla de reaccion (por ejemplo inmediatamente) con un agente neutralizador,
tal como 10x PBS, pH 7,3. Tras la neutralizacion, la mezcla de reaccién puede incubarse durante otra hora a
temperatura ambiente (por ejemplo en un agitador de placas) para permitir el equilibrado y completar la reformacion
de complejos inmunoldgicos entre el farmaco anti-TNF-a marcado o no marcado y el anticuerpo antifarmaco. A
continuacion, las muestras pueden filtrarse y analizarse mediante HPLC-CET tal como se indica en la presente
memoria.

Los métodos (por ejemplo que comprenden la disociacion &acida seguido de cinética de unién en fase solucion
homogénea) pueden incrementar significativamente la tolerancia al farmaco IFX de manera que la AAl puede
medirse en presencia de IFX hasta aproximadamente 60 mg/ml. Ver el Ejemplo 14 y las figuras 27 y 28. En otras
palabras, los métodos pueden detectar la presencia o el nivel de autoanticuerpos contra farmacos anti-TNF-q, tales
como AAl, asi como autoanticuerpos contra otros farmacos anti-TNF-a en presencia de niveles elevados de
farmacos anti-TNF-a (por ejemplo IFX) aunque sin interferencia sustancial de los mismos.
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Se da a conocer un método para optimizar la terapia y/o reducir la toxicidad de un farmaco anti-TNF-a en un sujeto
que recibe un curso de terapia con el farmaco anti-TNF-a, comprendiendo el método:
(a) detectar la presencia o el nivel de un autoanticuerpo contra el farmaco anti-TNF-a en una muestra del sujeto
sin interferencia del farmaco anti-TNF-a en la muestra, comprendiendo el método:
(i) poner en contacto la muestra con un acido para disociar los complejos preformados del autoanticuerpo y el
farmaco anti-TNF-q, en el que la muestra presenta o se sospecha que presenta un autoanticuerpo contra el
farmaco anti-TNF-a,
(ii) poner en contacto la muestra con un farmaco anti-TNF-a marcado tras la disociaciéon de los complejos
preformados,
(iii) neutralizar el acido en la muestra para formar complejos marcados (es decir inmunocomplejos o
conjugados) del farmaco anti-TNF-a marcado y el autoanticuerpo (es decir, en el que el farmaco anti-TNF-a
marcado y el autoanticuerpo no se encuentran unidos entre si covalentemente),
(iv) someter los complejos marcados a cromatografia de exclusion por tamafio para separar los complejos
marcados (por ejemplo de farmaco anti-TNF-a marcado libre), y
(v) detectar los complejos marcados (detectando de esta manera, por ejemplo, la presencia o el nivel del
autoanticuerpo sin interferencia del farmaco anti-TNF-a en la muestra), y
(b) determinar una dosis posterior del curso de terapia para el sujeto o si deberia administrarse un curso de
terapia diferente en el sujeto basandose en la presencia o el nivel del autoanticuerpo, optimizando de esta
manera la terapia y/o reduciendo la toxicidad del farmaco anti-TNF-a.

La dosis posterior del curso de terapia puede incrementarse, reducirse 0 mantenerse basandose en la presencia o el
nivel del autoanticuerpo. A modo de ejemplo no limitativo, una dosis posterior del curso de terapia se reduce la
detectar un nivel elevado del autoanticuerpo en la muestra. El curso de terapia diferente puede comprender un
farmaco anti-TNF-a diferente, el curso de terapia actual conjuntamente con un agente inmunosupresor, o cambiar a
un curso de terapia que no sea un farmaco anti-TNF-a (por ejemplo interrumpir la utilizacion de un anticuerpo
terapéutico anti-TNF-a). A modo de ejemplo no limitativo, se administra un curso de terapia diferente al detectar un
nivel elevado del autoanticuerpo en la muestra.

Las etapas (i) e (ii) pueden llevarse a cabo simultdneamente, por ejemplo, la muestra se pone en contacto con un
acido y un farmaco anti-TNF-a marcado simultdneamente. La etapa (ii) puede llevarse a cabo antes de la etapa (i),
por ejemplo la muestra en primer lugar se pone en contacto con un farmaco anti-TNF-a marcado y después se pone
en contacto con un acido. Las etapas (ii) e (iii) pueden llevarse a cabo simultaneamente, por ejemplo la muestra se
pone en contacto con un farmaco anti-TNF-a marcado y se neutraliza (por ejemplo mediante el contacto de la
muestra con uno 0 mas agentes neutralizadores) simultdaneamente.

Puede marcarse un farmaco anti-TNF-a con cualquiera de entre una diversidad de grupos detectables. Un farmaco
anti-TNF-a puede marcarse con un fluoréforo o un pigmento fluorescente. Entre los ejemplos no limitativos de
fluoréforos o pigmentos fluorescentes se incluyen los listados en el catdlogo de sondas molecular (ver R. Haugland,
The Handbook-A Guide to Fluorescent Probes and Labeling Technologies, 10a edicion, Molecular probes, Inc.,
2005). Entre dichos fluoréforos o pigmentos fluorescentes ejemplares se incluyen, aunque sin limitarse a ellos,
pigmentos Alexa Fluor® tales como Alexa Fluor® 350, Alexa Fluor® 405, Alexa Fluor® 430, Alexa Fluor® 488, Alexa
Fluor® 514, Alexa Fluor® 532, Alexa Fluor® 546, Alexa Fluor® 555, Alexa Fluor® 568, Alexa Fluor® 594, Alexa Fluor®
610, Alexa Fluor® 633, Alexa Fluor® 635, Alexa Fluor® 647, Alexa Fluor® 660, Alexa Fluor® 680, Alexa Fluor® 700,
Alexa Fluor® 750 y/o Alexa Fluor® 790, asi como otros fluoréforos, incluyendo, aunque sin limitarse a ellos, cloruro de
dansilo (DNS-CI), 5-(yodoacetamida)fluorosceina (5-IAF), 5-isotiocianato de fluorosceina (FITC), 5- (y 6-
)isotiocianato de tetrametilrrodamina  (TRITC), 6-acriloil-2-dimetilaminonaftaleno (Acrylodan), cloruro de 7-
nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol-4-ilo (NBD-CI), bromuro de etidio, amarillo Lucifer, hidrocloruro de 5-carboxirrodamina
6G, lisamina-rodamina B cloruro de sulfonilo, Texas Red™ cloruro de sulfonilo, BODIPY™, &cidos naftalamina-
sulfénicos (por ejemplo, acido 1-anilinonaftalén-8-sulfénico (ANS), acido 6-(p-toluidinil)naftalén-e-2-sulfénico (TNS) y
similares), antroil-acido graso, DPH, aido parinarico, TMA-DPH, fluorenil-acido graso, fluoresceina-
fosfatidiletanolamina, Texas Red-fosfatidiletanolamina, pirenil-fosfatidilcolina, fluorenil-fosfatidilcolina, merocianina
540, 1-(3-sulfonatopropil)-4-[3-[2[(di-n-butilamino)-6 naftil]vinil]piridinio betaina (naftilo estirilo),
3,3'dipropiltiadicarbocianina (diS-Cs-(5)), 4-(p-dipentil-aminoestiril)-1-metilpiridinio (di-5-ASP), Cy-3 yodoacetamida,
Cy-5-N-hidroxisuccinimida, Cy-7-Isotiocianato, rodamina 800, IR-125, naranja tiazol, Azure B, Nilo azul, ftalocianina
de Al, oxaxin-1,4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), Hoechst 33342, TOTO, naranja acridina, homodimero de etidio,
N(etoxicarbonilmetil)-6-metoxiquinolinio (MQAE), Fura-2, verde calcio, carboxi SNARF-6, BAPTA, coumarina,
fitoflGores, coroneno, complejos de metal-ligando, IRDye® 700DX, IRDye® 700, IRDye® 800RS, IRDye® 800CW,
IRDye® 800, Cy5, Cyb.5, Cy7, DY 676, DY680, DY682, DY780, y mezclas de los mismos. Entre los fluoréforos
adecuados adicionales se incluyen cofactores enzimaticos, lantanido, proteina fluorescente verde, proteina
fluorescente amarilla, proteina fluorescente roja 0 mutantes y derivados de los mismos. El segundo elemento de la
pareja de unién especifica puede presentar un grupo detectable unido al mismo.
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Tipicamente el grupo fluorescente es un fluoréforo seleccionado de entre la categoria de pigmentos que comprende
polimetinas, ftalocianinas, cianinas, xantenos, fluorenos, rodaminas, coumarinas, fluoresceinas y BODIPY™

El grupo fluorescente puede ser un fluoréforo de infrarrojo cercano (FIC) que emite en el intervalo de entre
aproximadamente 650 y aproximadamente 900 nm. La utilizacion de tecnologia de fluorescencia de infrarrojo
cercano resulta ventajosa en ensayos biolégicos ya que elimina o reduce sustancialmente el fondo de la
autofluorescencia de los sustratos biolégicos. Otro beneficio de la tecnologia de fluorescencia de IR cercano es que
la luz dispersada de la fuente de excitacion se reduce en gran medida ya que la intensidad de dispersion es
proporcional a la cuarta potencia inversa de la longitud de onda. Una fluorescencia de fondo reducida y una baja
dispersién resultan en una elevada proporcion de sefial a ruido, lo que resulta esencial para una deteccion altamente
sensible. Ademas, la ventana Opticamente transparente en la region de IR cercano (650 nm a 900 nm) en tejidos
biolégicos convierte a la fluorescencia de IRC en una tecnologia valiosa para la obtenciéon de imagenes in vivo y
aplicaciones de deteccion subcelular que requieren la transmision de luz a través de componentes b|olog|cos El
grupo fluorescente preferentemente se selecciona de entre el grupo que consiste de IRDye 700DX, IRDye 700,
IRDye 800RS IRDye 800CW, IRDye 800, Alexa Fluor® 660, Alexa Fluor® 680, Alexa Fluor® 700, Alexa Fluor® 750,
Alexa Fluor 790, Cy5 Cy5.5, Cy7 DY 676, DY680 DY682 y DY780 El grupo de infrarrojo cercano puede ser
IRDye 800CW, IRDye 800, IRDye 700DX, IRDye 700 6 Dynomic DY676

El marcaje fluorescente se lleva a cabo utilizando un derivado quimicamente reactivo de un fluoréforo. Entre los
grupos reactivos comunes se incluyen derivados reactivos de isotiocianato, tales como FITC y TRITC (derivados de
fluoresceina y rodamina), ésteres de succinimidilo reactivos con aminas, tales como NHS-fluoresceina y compuestos
fluorados activados por maleimida reactivos con sulfhidrilo, tales como fluorescein-5-maleimida, muchos de los
cuales se encuentran disponibles comercialmente. La reaccién de cualquiera de dichos pigmentos reactivos con un
farmaco anti-TNF-a resulta en un enlace covalente estable que se forma entre el fluoréforo y el farmaco anti-TNF-a.

En determinados casos, tras una reaccion de marcaje fluorescente, con frecuencia resulta necesario eliminar
cualquier fluoréforo no reaccionado de la molécula diana marcada. Con frecuencia lo anterior se consigue mediante
cromatografia de exclusiéon por tamafio, aprovechando la diferencia de tamafios entre el fluoréforo y la proteina
marcada.

Los pigmentos fluorescentes reactivos se encuentran disponibles de muchas fuentes. Pueden obtenerse con
diferentes grupos reactivos para la unién a diversos grupos funcionales dentro de la molécula diana. También se
encuentran disponibles en kits de marcaje que contienen todos los componentes para llevar a cabo una reaccion de
marcaje. En un aspecto preferente, se utiliza maleimida Alexa Fluor® 647 C2 de Invitrogen (n° de cat. A-20347).

La union inmunoldgica especifica de un anticuerpo antifarmaco (AAF) a un farmaco anti-TNF-a puede detectarse
directa o indirectamente. Entre los marcajes directos se incluyen las etiquetas fluorescentes o luminiscentes, los
metales, los pigmentos, los radionucleidos y S|m|Iares unidos al anticuerpo. En determinados casos, puede utilizarse
un farmaco anti-TNF-a marcado con yodo 125 ( I) para determinar los niveles de concentracion de AAF en una
muestra. En otros casos, un ensayo de quimioluminiscencia utilizando un farmaco anti-TNF-a quimioluminiscente
que es especifico para AAF en una muestra resulta adecuado para la deteccién no radioactiva sensible de los
niveles de concentracion de AAF. En casos particulares, también resulta adecuado un farmaco anti-TNF-a marcado
con un fluorocromo para determinar los niveles de concentracién de AAF en una muestra. Entre los ejemplos de
fluorocromos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, pigmentos Alexa Fluor®, DAPI, fluoresceina, Hoechst 33258,
R-ficocianina, B-ficoeritrina, R-ficoeritrina, rodamina, rojo Texas y lisamina. Pueden obtenerse comercialmente
anticuerpos secundarios unidos a fluorocromos, por ejemplo, F(ab"), de cabra anti-IlgG humano-FITC se encuentra
disponible de Tago Immunologicals (Burlingame, CA).

Entre los marcajes indirectos se incluyen diversos enzimas bien conocidos de la técnica, tales como la peroxidasa de
rabano picante (PRP), la fosfatasa alcalina (FA), la B-galactosidasa, la urea y similares. Puede utilizarse un sistema
de deteccion de peroxidasa de rdbano picante, por ejemplo con el sustrato cromogénico tetrametilbencidina (TMB),
que rinde un producto soluble en presencia de perdxido de hidrégeno que es detectable a 450 nm. Puede utilizarse
un sistema de deteccién de fosfatasa alcalina con el sustrato cromogénico fosfato de p-nitrofenilo, por ejemplo, que
rinde un producto soluble facilmente detectable a 405 nm. De manera similar, puede utilizarse un sistema de
deteccion de B-galactosidasa con el sustrato cromogénico o-nitrofenil-B-D-galactopiranésido (ONPG), que rinde un
producto soluble facilmente detectable a 410 nm. Puede utilizarse un sistema de deteccion de ureasa con un
sustrato tal como urea-azul bromocresol (Sigma Immunochemicals, St. Louis, MO). Puede obtenerse un anticuerpo
secundario util unido a un enzima a partir de varias fuentes comerciales, por ejemplo F(ab'), de cabra anti-lgG
humana-fosfatasa alcalina puede obtenerse de Jackson ImmunoResearch (West Grove, PA).

Puede analizarse una sefial procedente del marcaje directo o indirecto utilizando, por ejemplo, un espectrofotdémetro
para detectar el color de un sustrato cromogenlco un contador de radiacion para detectar la radiacion, tal como un
contador gamma para la deteccion de "I, o un fluorimetro para detectar la fluorescencia en presencia de luz de una
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determinada longitud de onda. Para la deteccién de anticuerpos unidos a enzima, puede llevarse a cabo un analisis
cuantitativo de los niveles de AAF utilizando un espectrofotdmetro, tal como un lector de microplacas EMAX
(Molecular Devices, Menlo Park, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Si se desea, los ensayos pueden
automatizarse o ejecutarse robéticamente, y puede detectarse simultaneamente la sefial de mdltiples muestras.

Puede utilizarse la cromatografia de exclusiéon por tamafio. El principio subyacente de la CET es que las particulas
de diferentes tamafios eluyen (se filtran) a través de una fase estacionaria a diferentes velocidades. Ello resulta en la
separacion de una solucion de particulas basandose en el tamafio. Con la condicion de que todas las particulas se
carguen simultdneamente o practicamente de manera simultanea, las particulas del mismo tamafio eluyen juntas.
Cada columna de exclusién por tamafio presenta un abanico de pesos moleculares que pueden separarse. El limite
de exclusion define el peso molecular en el extremo superior de dicho abanico y es donde las moléculas son
excesivamente grandes para resultar atrapadas en la fase estacionaria. El limite de permeacion define el peso
molecular en el extremo inferior del abanico de separacion y es donde las moléculas de un tamafio suficientemente
pequefio pueden penetrar en los poros de la fase estacionaria por completo y todas las moléculas bajo dicha masa
molecular son tan pequefias que eluyen como una Unica banda.

En determinados aspectos, se recoge el eluyente en volimenes constantes, o fracciones. Cuanto mas similares de
tamafo sean las particulas, mas probablemente se encontraran en la misma fraccién y no se detectaran separadas.
Preferentemente, las fracciones recogidas se examinan mediante técnicas espectroscépicas para determinar la
concentracion de las particulas eluidas. Tipicamente, entre las técnicas de deteccidn espectroscépica Utiles en el
presente método se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, la fluorimetria, el indice refractivo (IR) y la luz ultravioleta
(UV). En determinados casos, el volumen de elucion disminuye de manera aproximadamente lineal con el logaritmo
del volumen hidrodinamico molecular (es decir, las fracciones mas pesadas eluyen las primeras).

Se da a conocer un kit para detectar la presencia o el nivel de autoanticuerpos contra un farmaco anti-TNF-a en una
muestra. El kit puede comprender uno o mas de los componentes siguientes: un acido (0 mezcla de acidos), un
farmaco anti-TNF-a marcado (por ejemplo un anticuerpo anti-TNF-a marcado), un control interno marcado, un
agente neutralizador (0 mezclas del mismo), medios para la deteccién (por ejemplo un detector de fluorescencia),
una cromatografia liquida de alto rendimiento-de exclusién por tamafio (HPLC-ET) y/o instrucciones para la
utilizacion del kit.

Se da a conocer ademas un método para seleccionar un curso de terapia (por ejemplo para seleccionar un farmaco
anti-TNF-a apropiado) para el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por TNF-a en un sujeto,
comprendiendo el método:
(a) analizar una muestra obtenida del sujeto para determinar la presencia, el nivel o el genotipo de uno o mas
marcadores en la muestra,
(b) aplicar un algoritmo estadistico a la presencia, nivel o genotipo de uno o mas marcadores determinados en la
etapa (a) para generar un indice de actividad/gravedad de la enfermedad, y
(c) seleccionar un curso de terapia apropiado (por ejemplo una terapia anti-TNF-a) para el sujeto basandose en
el indice de actividad/gravedad de la enfermedad.

Se da a conocer un método para optimizar la terapia y/o reducir la toxicidad en sujeto que recibe un curso de terapia
para el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por TNF-a, comprendiendo el método:
(a) analizar una muestra obtenida del sujeto para determinar la presencia, el nivel o el genotipo de uno o mas
marcadores en la muestra,
(b) aplicar un algoritmo estadistico a la presencia, nivel o genotipo de uno o mas marcadores determinados en la
etapa (a) para generar una actividad de enfermedad/indice de gravedad, y
(c) determinar una dosis posterior del curso de terapia para el sujeto o si deberia administrarse un curso de
terapia diferente en el sujeto basandose en el indice de actividad/gravedad de la enfermedad.

El curso de la terapia puede comprender un anticuerpo anti-TNF-a. En determinados casos, el anticuerpo anti-TNFa
es un elemento seleccionado de entre el grupo que consiste de REMICADE™ (infliximab), ENBREL™ (etanercept),
HUMIRA™ (adalimumab), CIMZIA® (certolizumab pegol), SIMPONI® (golimumab, CNTO 148) y combinaciones de
los mismos. El curso de la terapia puede comprender un anticuerpo anti-TNF-a conjuntamente con un agente
inmunosupresor.

El nivel de uno o0 mas marcadores puede comprender un nivel total, un nivel de activacién o combinaciones de los
mismos. En casos particulares, el marcador o marcadores son elementos seleccionados de entre el grupo que
consiste de un marcador inflamatorio, un factor de crecimiento, un marcador serolégico, una citoquina y/o
quimoquina, un marcador de estrés oxidativo, un receptor de superficie celular, un marcador de ruta de sefalizacion,
un marcador genético, un anticuerpo anti-TNF-a, un anticuerpo antifarmaco (AAF) y combinaciones de los mismos.
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En algunos casos, el marcador inflamatorio es un elemento seleccionado de entre el grupo que consiste de CRP,
SAA, VCAM, ICAM, calprotectina, lactoferrina, IL-8, Rantes, TNF-a, IL-6, IL-1 B, S100A12, M2-piruvato quinasa (PK),
IFN, IL-2, TGF, IL-13, IL-15, IL-12 y combinaciones de los mismos. En otros casos, el factor de crecimiento es un
elemento seleccionado de entre el grupo que consiste de GM-CSF, VEGF, EGF, factor de crecimiento de
queratinocitos (KGF, FGF7) y combinaciones de los mismos. En todavia otros casos, el marcador seroldgico es un
elemento seleccionado de entre el grupo que consiste de un anticuerpo anti-neutréfilos, un anticuerpo
antimicrobiano, un anticuerpo anti-Saccharomyces cerevisiae y combinaciones de los mismos. En casos adicionales,
la citoquina es un elemento seleccionado de entre el grupo que consiste de TNF-a, IL-6, IL-1B, IFN-y, IL-10 y
combinaciones de los mismos. En otros casos, el receptor de superficie celular es CD64. En todavia otros casos, el
marcador de la ruta de sefializacion es una molécula de transduccion de sefiales. En otros casos, el marcador
genético es una mutacién en un gen de la ruta inflamatoria.

La etapa (a) puede comprender la determinacion de la presencia, el nivel y/o el genotipo de por lo menos dos, tres,
cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, quince, veinte, treinta, cuarenta, cincuenta o mas marcadores en la
muestra. En determinados casos, la muestra se selecciona de entre el grupo que consiste de suero, plasma, sangre
completa, heces, células mononucleares de sangre periférica (PBMC), células polimorfonucleares (PMN) y una
biopsia de tejido.

El algoritmo estadistico puede comprender un sistema clasificador estadistico de aprendizaje. En algunos casos, el
sistema clasificador estadistico de aprendizaje se selecciona de entre el grupo que consiste de un bosque aleatorio,
arbol de clasificacion y regresion, arbol de decision ampliado, redes neuronales, maquina de vectores de soporte,
modelo detector general de interaccion automatica de chi-cuadrado, arbol interactivo, curva spline de regresion
multiadaptativa, clasificador de aprendizaje automatico y combinaciones de los mismos. En determinados casos, el
algoritmo estadistico comprende un Unico sistema clasificador estadistico de aprendizaje. En determinados otros
casos, el algoritmo estadistico comprende una combinacion de por lo menos dos clasificadores estadisticos de
aprendizaje. En algunos casos, los dos 0 mas sistemas clasificadores estadisticos de aprendizaje se aplican en
tandem. Se describen ejemplos no limitativos de algoritmos estadisticos y andlisis adecuados para la utilizacion en el
método en la solicitud internacional n°® PCT/US2011/056777, presentada el 18 de octubre de 2011.

El método puede comprender ademas enviar los resultados de la seleccion o determinacion de la etapa (c) a un
médico clinico. La etapa (c) puede comprender la seleccién de un curso de terapia inicial para el sujeto.

La etapa (b) puede comprender ademas aplicar un algoritmo estadistico a la presencia, nivel o genotipo de uno o
mas marcadores determinados en un tiempo anterior durante el curso de la terapia para generar un indice anterior
de actividad/gravedad de la enfermedad. En algunos casos, el indice anterior de actividad/gravedad de la
enfermedad se compara con el indice de actividad/gravedad de la enfermedad generado en la etapa (b) para
determinar una dosis posterior del curso de la terapia o si deberia administrarse un curso de terapia diferente. La
dosis posterior del curso de terapia puede incrementarse, reducirse o mantenerse basandose en el indice de
actividad/gravedad de la enfermedad generado en la etapa (b). En algunos casos, el curso diferente de terapia
comprende un anticuerpo anti-TNF-a diferente. En otros casos, el curso de terapia diferente comprende el curso
actual de terapia conjuntamente con un agente inmunosupresor.

Los métodos para detectar anticuerpos anti-TNF-a y anticuerpos antifarmaco (AAF) se describen en la presente
memoria y en la solicitud publicada de patente PCT n°® WO 2011/056590. En particular, la presencia o el nivel de
anticuerpos antifarmaco puede determinarse segun métodos que comprenden una etapa de disociacién acida
mediante la puesta en contacto de una muestra con un acido antes, durante y/o después de poner en contacto la
muestra con un farmaco anti-TNF-a marcado.

Se da a conocer ademas un método para predecir el curso de una enfermedad o trastorno mediado por TNF-a en un
sujeto, comprendiendo el método:
(a) analizar una muestra obtenida del sujeto para determinar la presencia, el nivel o el genotipo de uno o mas
marcadores en la muestra,
(b) aplicar un algoritmo estadistico a la presencia, nivel o genotipo de uno o mas marcadores determinados en la
etapa (a) para generar una actividad de enfermedad/indice de gravedad, y
(c) predecir el curso de la enfermedad o trastorno mediado por TNF-a basandose en el indice de
actividad/gravedad de la enfermedad generado en la etapa (b).

La etapa (b) puede comprender ademas aplicar un algoritmo estadistico a la presencia, nivel o genotipo de uno o
mas marcadores determinados en un tiempo anterior para generar un indice anterior de actividad/gravedad de la
enfermedad. En determinados casos, el indice anterior de actividad/gravedad de la enfermedad se compara con el
indice de actividad/gravedad de la enfermedad generado en la etapa (b) para predecir el curso de la enfermedad o
trastorno mediado por TNF-a.
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Tras determinar el diagnostico o pronéstico de un sujeto que recibe una terapia de farmaco anti-TNF-a o tras
predecir la probabilidad de respuesta a un farmaco anti-TNF-a en un sujeto diagnosticado con una enfermedad o
trastorno en el que se ha implicado TNF-a en la fisiopatologia, por ejemplo, aunque sin limitaciéon, choque, sepsis,
infecciones, enfermedades autoinmunolodgicas, ARN, enfermedad de Crohn, rechazo del trasplante y enfermedad del
injerto contra el huésped, segun los métodos descritos en la presente memoria, el presente método puede
comprender ademas la recomendacion de un curso de terapia basado en el diagnéstico, prondstico o prediccion. Se
da a conocer que el método puede comprender ademas la administracién en el sujeto de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un farmaco anti-TNF-a que resulta Gtil para tratar uno 0 mas sintomas asociados a la
enfermedad o trastorno mediado por TNF-a. Para aplicaciones terapéuticas, el farmaco anti-TNF-a puede
administrarse solo o coadministrarse en combinacién con uno o mas farmacos anti-TNF-a adicionales y/o uno o mas
farmacos que reducen los efectos secundarios asociados al farmaco anti-TNF-a (por ejemplo un agente
inmunosupresor). De esta manera, el presente método permite ventajosamente que un médico clinico ponga en
practica una "medicina personalizada" mediante el guiado de las decisiones de tratamiento e informando de la
seleccién y optimizacion de la terapia de farmacos anti-TNF-a de manera que se administre el farmaco correcto al
paciente correcto en el momento correcto.

IV. Indice de actividad/gravedad de la enfermedad

En determinados aspectos, el presente método proporciona un analisis basado en un algoritmo de uno o de una
pluralidad (por ejemplo dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete 0 mas) marcadores bioloégicos para mejorar la exactitud de
la seleccién de terapia, la optimizacion de la terapia, la reduccién de la toxicidad y/o el seguimiento de la eficacia del
tratamiento terapéutico de farmaco anti-TNF-a.

A titulo de ejemplo no limitativo, el indice de actividad/gravedad de la enfermedad puede comprender detectar, medir
o determinar la presencia, nivel (concentracidon (por ejemplo total) y/o activacion (por ejemplo fosforilacién)) o
genotipo de uno o mas marcadores biolégicos especificos en una 0 mas de las categorias de marcadores bioldgicos
siguientes:

(1) Marcadores inflamatorios

(2) Factores de crecimiento

(3) Serologia (por ejemplo marcadores inmunolégicos)

(4) Citoquinas y quimioquinas

(5) Marcadores de estrés oxidativo

(6) Receptores de superficie celular (por ejemplo CD64 y otros)

(7) Rutas de sefializacién

(8) Otros marcadores (por ejemplo marcadores genéticos, tales como los genes de la ruta inflamatoria).

La presencia y/o nivel de uno o los dos marcadores siguientes también puede detectarse, medirse o determinarse en
una muestra del paciente (por ejemplo una muestra de suero de un paciente sometido a terapia de farmaco anti-
TNF-a): (9) niveles de farmaco anti-TNF-a (por ejemplo niveles de anticuerpo terapéutico anti-TNF-a libre) y/o (10)
niveles de anticuerpo antifarmaco (AAF) (por ejemplo niveles de autoanticuerpo contra el farmaco anti-TNF-a).

A continuacion puede aplicarse un Unico algoritmo estadistico o una combinacién de dos o mas algoritmos
estadisticos en la presente memoria a la presencia, nivel de concentracion, nivel de activacién o genotipo de los
marcadores detectados, medidos o determinados en la muestra, para de esta manera seleccionar la terapia,
optimizar la terapia, reducir la toxicidad o realizar un seguimiento de la eficacia del tratamiento terapéutico con un
farmaco anti-TNF-a. De esta manera, los métodos resultan Utiles en la determinacion del control del paciente
mediante la determinacién del estado inmunolégico del paciente.

La comprension del curso clinico de la enfermedad permitira a los médicos realizar decisiones de tratamiento mejor
informadas para sus pacientes de enfermedad inflamatoria (por ejemplo Ell (por ejemplo enfermedad de Crohn),
artritis reumatoide (AR), otras) y podria ayudar a dirigir el desarrollo de nuevos farmacos en el futuro. El marcador o
marcadores biol6gicos ideales para la utilizacion en el indice de actividad/gravedad de la enfermedad descrito en la
presente memoria deberia poder identificar los individuos en riesgo de la enfermedad y deberia ser especifico de la
misma. Ademas, el marcador o marcadores biolégicos deberia poder detectar la actividad de la enfermedad y
permitir un seguimiento del efecto del tratamiento y deberia presentar un valor predictivo de la recaida o recurrencia
de la enfermedad. Sin embargo, la prediccién del curso de la enfermedad ahora se ha expandido mas alla de
simplemente la recurrencia de la enfermedad, quizas mas importante, se ha expandido para incluir predictores de
complicaciones de la enfermedad, incluyendo la cirugia. El presente método resulta particularmente ventajoso
porque proporciona indicadores de la actividad y/o gravedad de la enfermedad y porque permite obtener una
prediccion del riesgo de recaida en aquellos pacientes en remision. Ademas, los marcadores biolégicos e indice de
actividad/gravedad de la enfermedad del presente método presentan enormes implicaciones para el control del
paciente, asi como para la toma de decisiones terapéuticas y ayudaria o asistiria en dirigir la terapia apropiada a
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aquellos pacientes que es mas probable que se beneficiasen de la misma y evitaria el coste y potencial toxicidad de
la terapia de mantenimiento crénica en pacientes con bajo riesgo de recurrencia.

A. Marcadores inflamatorios

Aunque el curso de una enfermedad inflamatoria tipicamente se mide en términos de actividad inflamatoria mediante
ensayos no invasivos, utilizando el recuento de globulos blancos, este método presenta una baja especificidad y
muestra una correlacion limitada con la actividad de la enfermedad.

De esta manera, varios marcadores inflamatorios, incluyendo marcadores bioquimicos, marcadores serolégicos,
marcadores proteicos, marcadores genéticos y otras caracteristicas clinicas o ecograficas, resultan particularmente
utiles en los métodos para seleccionar la terapia, para optimizar la terapia, para reducir la toxicidad y/o para el
seguimiento de la eficacia del tratamiento terapéutico con uno o mas agentes terapéuticos tales como farmacos
bioldgicos (por ejemplo los farmacos anti-TNF-a). En determinados aspectos, los métodos descritos en la presente
memoria utilizan la aplicaciéon de un algoritmo (por ejemplo el andlisis estadistico) a la presencia, nivel de
concentracion y/o genotipo determinado para uno o mas marcadores inflamatorios (por ejemplo solos o en
combinacién con marcadores bioldgicos de otras categorias) para ayudar o asistir en la prediccion del curso de la
enfermedad, para seleccionar una terapia de farmaco anti-TNF-a apropiada, para optimizar la terapia de farmaco
anti-TNF-a, para reducir la toxicidad asociada a la terapia con farmaco anti-TNF-a o para el seguimiento de la
eficacia del tratamiento terapéutico con un farmaco anti-TNF-a.

Entre los ejemplos no limitativos de marcadores inflamatorios adecuados para la utilizacién en el presente método se
incluyen marcadores bioquimicos, seroldégicos y marcadores proteicos, tales como, por ejemplo, citoquinas,
quimoquinas, proteinas de fase aguda, moléculas de adhesion celular, proteinas S100 y/o otros marcadores
inflamatorios.

1. Citoquinas y quimoquinas

La determinacion de la presencia o del nivel de por lo menos una citoquina o quimoquina en una muestra resulta
particularmente util en el presente método. Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "citoquina" incluye
cualquiera de entre una diversidad de polipéptidos o proteinas secretados por células inmunolégicas que regulan un
abanico de funciones del sistema inmunoldgico y comprende citoquinas pequefias tales como las quimoquinas. El
término "citoquina” incluye ademas las adipocitoquinas, que comprenden un grupo de citoquinas secretadas por
adipocitos que funcionan, por ejemplo, en la regulacién del peso corporal, la hematopoyesis, la angiogénesis, la
cicatrizacion de heridas, la resistencia a la insulina, la respuesta inmunoldgica y la respuesta inflamatoria.

En determinados aspectos, se determina en una muestra la presencia o el nivel de por lo menos una citoquina,
incluyendo, aunque sin limitarse a ellos, TNFa, inductor débil de apoptosis relacionado con TNF (TWEAK),
osteoprotegerina (OPG), IFN-a, IFN-B, IFN-y, IL-1q, IL-1f3, antagonista de receptor de IL-1 (IL-1ra), IL-2, IL-4, IL-5,
IL-6, receptor soluble de IL-6 (sIL-6R), IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, IL-23 e IL-27. En
determinados otros aspectos, se determina en una muestra la presencia o el nivel de por lo menos una quimoquina,
tal como, por ejemplo, CXCL1/GRO1/GROa, CXCL2/GR0O2, CXCL3/GRO3, CXCL4/PF-4, CXCL5/ENA-78,
CXCL6/GCP-2, CXCL7/NAP-2, CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10, CXCL11/I-TAC, CXCL12/SDF-1, CXCL13/BCA-1,
CXCL14/BRAK, CXCL15, CXCL16, CXCL17/DMC, CCL1, CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1la, CCL4/MIP-1,
CCL5/RANTES, CCL6/C10, CCL7/MCP-3, CCL8/MCP-2, CCL9/CCL10, CCL11l/eotaxina, CCL12/MCP-5,
CCL13/MCP-4, CCL14/HCC-1, CCL15/MIP-5, CCL16/LEC, CCL17/TARC, CCL18/MIP-4, CCL19/MIP-3p,
CCL20/MIP-3a, CCL21/SLC, CCL22/MDC, CCL23/MPIF1, CCL24/Eotaxin-2, CCL25/TECK, CCL26/Eotaxin-3,
CCL27/CTACK, CCL28/MEC, CL1, CL2 y CX3CL1. En determinados aspectos adicionales, se determina en una
muestra la presencia o el nivel de por lo menos una adipocitoquina, incluyendo, aunque sin limitarse a ellos, la
leptina, la adiponectina, la resistina, el inhibidor 1 del activador del plasmindgeno activo o total (PAI-1), visfatina y
proteina 4 de unién a retinol (PUR4). Preferentemente, se determina la presencia o el nivel de TNFa, IL-6, IL-8, IL-
1B, IL-2, IL-12, IL-13, IL-15, IFN (e.g., IFN-a, IFN-B, IFN-y), IL-10, CCL5/RANTES y/o otras citoquinas o quimoginas.

En determinados casos, la presencia o el nivel de una citoquina o quimoquina particular se detecta al nivel de la
expresion de ARNm con un ensayo tal como, por ejemplo, un ensayo de hibridacion o un ensayo basado en la
amplificacion. En determinados otros casos, la presencia o el nivel de una citoquina o quimoquina particular se
detecta al nivel de la expresion de proteinas utilizando, por ejemplo, un inmunoensayo (por ejemplo ELISA) o un
ensayo inmunohistoquimico. Los kits de ELISA adecuados para determinar la presencia o el nivel de una citoquina o
quimoquina de interés en una muestra de suero, plasma, saliva u orina se encuentran disponibles de, por ejemplo,
R&D Systems, Inc. (Minneapolis, MN), Neogen Corp. (Lexington, KY), Alpco Diagnostics (Salem, NH), Assay
Designs, Inc. (Ann Arbor, Ml), BD Biosciences Pharmingen (San Diego, CA), Invitrogen (Camarillo, CA), Calbiochem
(San Diego, CA), CHEMICON International, Inc. (Temecula, CA), Antigenix America Inc. (Huntington Station, NY),
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QIAGEN Inc. (Valencia, CA), Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules, CA) y/o Bender MedSystems Inc. (Burlingame,
CA).

La secuencia del polipéptido IL-6 humano se proporciona en, por ejemplo, GenBank n° de acceso NP_000591. La
secuencia (codificante) del ARNm de IL-6 humano se proporciona en, por ejemplo, GenBank n° de acceso
NM_000600. El experto en la materia apreciara que IL-6 también es conocido como interferén beta 2 (IFNB2), HGF,
HSF y BSF2.

La secuencia del polipéptido IL-18 humano se proporciona en, por ejemplo, GenBank n° de acceso NP_000567. La
secuencia (codificante) del ARNm de IL-18 humano se proporciona en, por ejemplo, GenBank n°® de acceso
NM_000576. El experto en la materia apreciara que IL-1f3 también es conocido como IL1 F2 e IL-1beta.

La secuencia del polipéptido IL-8 humano se proporciona en, por ejemplo, GenBank n° de acceso NP_000575 (SEC
ID n° 1). La secuencia (codificante) del ARNm de IL-8 humano se proporciona en, por ejemplo, GenBank n° de
acceso NM_000584 (SEC ID n° 2). El experto en la materia apreciard que IL-8 también es conocido como CXCLS,
K60, NAF, GCP1, LECT, LUCT, NAP1, 3-10C, GCP-1, LYNAP, MDNCF, MONAP, NAP-1, SCYBS8, TSG-1, AMCF-l y
b-ENAP.

La secuencia del polipéptido TWEAK humano se proporciona en, por ejemplo, GenBank n° de acceso NP_003800 y
AAC51923. La secuencia (codificante) del ARNm de TWEAK humano se proporciona en, por ejemplo, GenBank n°®
de acceso NM_003809 y BC104420. El experto en la materia apreciara que TWEAK también es conocido como el
elemento 12 de la superfamilia de ligandos del factor de necrosis tumoral (TNFSF12), ligando APO3 (APO3L),
CD255, ligando de DR3, ligando 14 inducible por factor de crecimiento (Fn14) y UNQ181/PR0207.

2. Proteinas de fase aguda

La determinacién de la presencia o del nivel de por lo menos una o mas proteinas de fase aguda en una muestra
también resulta Util en el presente método. Las proteinas de fase aguda son una clase de proteinas cuyas
concentraciones plasmaticas se incrementan (proteinas de fase aguda positivas) o se reducen (proteinas de fase
aguda negativas) en respuesta a la inflamacién. Esta respuesta se denomina reaccion de fase aguda (también
denominada respuesta de fase aguda). Entre los ejemplos de proteinas de fase aguda positivas se incluyen, aunque
sin limitarse a ellas, la proteina C reactiva (PRC), la proteina dimero D, la proteina de uniéon a manosa, alfa-1
antitripsina, alfal-antiquimotripsina, alfa2-macroglobulina, fibrindbgeno, protrombina, factor VIII, factor de von
Willebrand, plasminégeno, factores del complemento, ferritina, componente P del amiloide sérico, amiloide sérico A
(ASA), orosomucoide (glucoproteina acida alfa 1, GPA), ceruloplasmina, haptoglobina y combinaciones de los
mismos. Entre los ejemplos no limitativos de proteinas de fase aguda negativas se incluyen albumina, transferrina,
transtiretina, transcortina, proteina de union a retinol y combinaciones de las mismas. Preferentemente se determina
la presencia o el nivel de PRC y/o ASA.

En determinados casos, la presencia o el nivel de una citoquina 0 quimoquina particular se detecta al nivel de la
expresion de ARNm con un ensayo tal como, por ejemplo, un ensayo de hibridacion o un ensayo basado en la
amplificaciéon. En determinados otros casos, la presencia o el nivel de una proteina de fase aguda particular se
detecta al nivel de la expresion de proteinas utilizando, por ejemplo, un inmunoensayo (por ejemplo ELISA) o un
ensayo inmunohistoquimico. Por ejemplo, puede utilizarse un ensayo ELISA colorimétrico de tipo sandwich
disponible de Alpco Diagnostics (Salem, NH) para determinar el nivel de PRC en una muestra de suero, plasma,
orina o heces. De manera similar, puede utilizarse un kit de ELISA disponible de Biomeda Corporation (Foster City,
CA) para detectar los niveles de PRC en una muestra. Otros métodos para determinar los niveles de PRC en una
muestra se describen en, por ejemplo, las patentes US n° 6.838.250 y n° 6.406.862, y las publicaciones de patente
US n° 2006/0024682 y n° 2006/0019410. Entre los métodos adicionales para determinar los niveles de PRC se
incluyen, por ejemplo, los ensayos de inmunoturbidimetria, los ensayos de inmunodifusién rapida y los ensayos de
aglutinacion visuales. Los kits de ELISA adecuados para determinar la presencia o el nivel de AAS en una muestra,
tal como suero, plasma, saliva, orina o heces, se encuentran disponibles de, por ejemplo, Antigenix America Inc.
(Huntington Station, NY), Abazyme (Needham, MA), USCN Life (Missouri City, TX) y/o U.S. Biological (Swampscott,
MA).

La proteina C reactiva (PRC) es una proteina presente en la sangre en respuesta a la inflamacién (una proteina de
fase aguda). PRC es tipicamente producida por el higado y por las células grasas (adipocitos). Es un elemento de la
familia de proteinas de la pentraxina. La secuencia del polipéptido PRC humano se proporciona en, por ejemplo,
GenBank n° de acceso NP_000558. La secuencia (codificante) del ARNm de la PRC humana se proporciona en, por
ejemplo, GenBank n° de acceso NM_000567. El experto en la materia apreciara que la PRC también es conocida
como PTX1, MGC88244 y MGC149895.
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Las proteinas del amiloide A sérico (AAS) Se expresan constitutivamente diferentes isoformas de AAS (ASS
constitutivas) a niveles diferentes o en respuesta a estimulos inflamatorios (AAS de fase aguda). Estas proteinas son
producidas predominantemente por el higado. La conservacion de estas proteinas en todos los invertebrados y
vertebrados sugiere que las AAS desempefian una funcién absolutamente esencial en todos los animales. Las
proteinas de amiloide A sérico de fase aguda (AAS-A) son secretadas durante la fase aguda de la inflamacion. La
secuencia del polipéptido AAS humano se proporciona en, por ejemplo, GenBank n° de acceso NP_000322. La
secuencia (codificante) del ARNm de la AAS humana se proporciona en, por ejemplo, GenBank n° de acceso
NM_000331. El experto en la materia apreciara que la AAS también es conocida como PIG4, TP5314, MGC111216 y
SAAL.

3. Moléculas de adhesion celular (MAC IgSF)

La determinacion de la presencia o del nivel de por lo menos una o mas moléculas de adhesion celular de la
superfamilia de las inmunoglobulinas en una muestra también resulta Gtil en el presente método. Tal como se utiliza
en la presente memoria, la expresién "molécula de adhesién celular de la superfamilia de las inmunoglobulinas"
(MAC IgSF) incluye cualquiera de entre una diversidad de polipéptidos o proteinas situadas sobre la superficie de
una célula que presenta uno o0 mas dominios plegados de tipo inmunoglobulina, y que funcionan en la adhesion
intercelular y/o en la transdusccién de sefiales. En muchos casos, las MAC IgSF son proteinas transmembranales.
Entre los ejemplos no limitativos de MAC IgSF se incluyen las moléculas de adhesién a células neuronales (MACN,
por ejemplo MACN-120, MACN-125, MACN-140, MACN-145, MACN-180, MACN-185, etc.), moléculas de adhesion
intercelular (MAIC, por ejemplo MAIC-1, MAIC-2, MAIC-3, MAIC-4 y MAIC-5), molécula 1 de adhesion celular
vascular (MACV-1), molécula 1 de adhesion a células endoteliales-plaquetas (MAPCE-1), molécula de adhesion
celular L1 (MACL1), molécula de adhesién celular con homologia con MACL1 (homélogo proximo de L1) (HPL1),
lectinas de tipo Ig de unién a acido sialico (LIUAS, por ejemplo LIUAS-1, LIUAS-2, LIUAS-3, LIUAS-4, etc.), nectinas
(por ejemplo nectina-1, nectina-2, nectina-3, etc.) y moléculas de tipo nectina (por ejemplo Necl-1, Necl-2, Necl-3,
Necl-4 y Necl-5). Preferentemente se determina la presencia o el nivel de MAIC-1 y/o MACV-1.

MAIC-1 es una proteina de adhesion celular transmembranal que se encuentra continuamente presente a bajas
concentraciones en las membranas de los leucocitos y las células endoteliales. Con la estimulacién de las
citoquinas, las concentraciones se incrementan mucho. La MAIC1 puede ser inducida por IL-1 y TNF-a y es
expresada por el endotelio vascular, los macroéfagos y los linfocitos. En la Ell, las citoquinas proinflamatorias causan
la inflamacién mediante la regulacion positiva de la expresion de las moléculas de adhesién, tales como MAIC1 y
MACV-1. La expresion incrementada de las moléculas de adhesién recluta mas linfocitos al tejido infectado,
resultando en la inflamacioén del tejido (ver Goke et al., J. Gastroenterol. 32:480, 1997, y Rijcken et al., Gut. 51:529,
2002). MAIC1 esta codificada por el gen de la molécula 1 de adhesién intercelular (MAIC1, Entrez ID génico 3383,
GenBank n° de acceso NM_000201) y es producida tras el procesamiento del polipéptido precursor de la molécula 1
de adhesion intercelular (GenBank n° de acceso SNP_000192).

MACV-1 es una proteina de adhesion celular transmembrana que media en la adhesion de los linfocitos, monocitos,
eosindfilos y basdfilos al endotelio vascular. La regulacién positiva de MACV-1 en las células endoteliales por las
citoquinas se produce como resultado de una transcripcién génica incrementada (Por ejemplo en respuesta al factor
alfa de necrosis tumoral (TNF-a) y la interleuquina-1 (IL-1)). La MACV-1 esta codificada por el gen de la molécula 1
de adhesién celular vascular (MACV-1, Entrez ID génico 7412) y es producida tras el procesamiento diferencial del
transcrito (GenBank n® de acceso NM_001078 (variante 1) o NM_080682 (variante 2)) y el procesamiento de la
isoforma de procesamiento del polipéptido precursor (GenBank n° de acceso NP_001069 (isoforma a) o NP_542413
(isoforma b)).

En determinados casos, la presencia o el nivel de una MAC IgSF se detecta al nivel de la expresién de ARNm con
un ensayo tal como, por ejemplo, un ensayo de hibridacibn o un ensayo basado en la amplificacion. En
determinados otros casos, la presencia o el nivel de una MAC IgSF se detecta al nivel de la expresién de proteinas
utilizando, por ejemplo, un inmunoensayo (por ejemplo ELISA) o un ensayo inmunohistoquimico. Los anticuerpos y/o
kits de ELISA adecuados para determinar la presencia o el nivel de MAIC-1 y/o MACV-1 en una muestra, tal como
una muestra de tejido, biopsia, suero, plasma, saliva, orina o heces se encuentran disponibles de, por ejemplo,
Invitrogen (Camarillo, CA), Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA) y/o Abcam Inc. (Cambridge, MA).

4. Proteinas S100

La determinacion de la presencia o del nivel de por lo menos una proteina S100 en una muestra también resulta Gtil
en el presente método. Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "proteina S100" incluye cualquier
elemento de uan familia de proteinas acidas de baja masa molecular caracterizadas por la expresion especifica de
tipo celular y la presencia de 2 dominios de unién a calcio EF-hand. Existen por lo menos 21 tipos diferentes de
proteinas S100 en el ser humano. El nombre se deriva del hecho de que las proteinas S100 son 100% solubles en
sulfato aménico a pH neutro. La mayoria de proteinas S100 son homodiméricas, consistiendo de dos polipéptidos
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idénticos que se mantienen unidos mediante enlaces no covalentes. Aunque las proteinas S100 son
estructuralmente similares a la calmodulina, difieren en que son especificas de tipo celular, se expresan en células
particulares a diferentes niveles dependiendo de factores ambientales. Las proteinas S-100 se encuentran
normalmente presentes en células derivadas de la cresta neural (por ejemplo células de Schwann, melanaocitos,
células gliales), condrocitos, adipocitos, células mioepiteliales, macréfagos, células de Langerhans, células
dendriticas y queratinocitos. Las proteinas S100 se han implicado en una diversidad de funciones intracelulares y
extracelulares, tales como la regulacion de la fosforilacion de proteinas, los factores de transcripcion, la homeostasis
de Ca®', la dindmica de constituyentes del citoesqueleto, las actividades enzimaticas, el crecimiento y la
diferenciacion celulares y la respuesta inflamatoria.

La calgranulina es una proteina S100 que se expresa en miltiples tipos celulares, incluyendo las células epiteliales
renales y los neutréfilos, y es abundante en monocitos infiltrantes y granulocitos bajo condiciones de inflamacion
cronica. Entre los ejemplos de calgranulinas se incluyen, aunque sin limitacion, la calgranulina A (también conocida
como S100A8 6 MRP-8), la calgranulina B (también conocida como S100A9 6 MRP-14) y la calgranulina C (también
conocida como S100A12).

En determinados casos, la presencia o el nivel de una proteina S100 particular se detecta al nivel de la expresion de
ARNmM con un ensayo tal como, por ejemplo, un ensayo de hibridaciéon o un ensayo basado en la amplificacion. En
determinados otros casos, la presencia o el nivel de una proteina S100 particular se detecta al nivel de la expresién
de proteinas utilizando, por ejemplo, un inmunoensayo (por ejemplo ELISA) o un ensayo inmunohistoquimico. Se
encuentran disponibles kits de ELISA adecuados para determinar la presencia o el nivel de una proteina S100, tal
como calgranulina A (S100A8), calgranulina B (S100A9) o calgranulina C (S100A12) en una muestra de suero,
plasma o suero, por ejemplo de Peninsula Laboratories Inc. (San Carlos, CA) y Hycult Biotechnology b.v. (Uden,
Paises Bajos).

La calprotectina, el complejo de S100A8 y S100A9, es una proteina de union a calcio y a cinc presente en el citosol
de neutréfilos, monocitos y queratinocitos. La calprotectina es una proteina importante en los granulocitos y
macréfagos neutrofilos y constituye hasta 60% de las proteinas totales en el fraccion citosol en estas células. Por lo
tanto, es un marcador sustitutivo de la produccion de neutréfilos. Su concentracion en las heces se correlaciona con
la intensidad de la infiltracion de los neutréfilos en la mucosa intestinal y con la gravedad de la inflamacion. En
algunos casos la calprotectina se mide con un ELISA utilizando muestras fecales pequefas (50 a 100 mg) (ver, por
ejemplo, Johne et al., Scand. J. Gastroenterol. 36:291-296, 2001).

5. Otros marcadores inflamatorios

La determinacion de la presencia o del nivel de la lactoferrina en una muestra también resulta Gtil en el presente
método. En determinados casos, la presencia o el nivel de lactoferrina se detecta al nivel de la expresion de ARNm
con un ensayo tal como, por ejemplo, un ensayo de hibridacién o un ensayo basado en la amplificacion. En
determinados otros casos, la presencia o el nivel de lactoferrina se detecta al nivel de la expresion de proteinas
utilizando, por ejemplo, un inmunoensayo (por ejemplo ELISA) o un ensayo inmunohistoquimico. Puede utilizarse un
kit de ELISA de lactoferrina disponible de Calbiochem (San Diego, CA) para detectar la lactoferrina humana en una
muestra de plasma, orina, lavado broncoalveolar o liquido cerebroespinal. De manera similar, puede utilizarse un kit
de ELISA disponible de U.S. Biological (Swampscott, MA) para determinar el nivel de lactoferrina en una muestra de
plasma. La publicacion de patente US n° 2004/0137536 describe un ensayo de ELISA para determinar la presencia
de niveles elevados de lactoferrina en una muestra de heces. De manera similar, la publicacion de patente US n°
2004/0033537 describe un ensayo ELISA para determinar la concentracion de lactoferrina enddgena en una muestra
de heces, moco o bilis. La presencia o el nivel de anticuerpos antilactoferrina puede detectarse en una muestra
utilizando, por ejemplo, proteina lactoferrina o un fragmento de la misma.

La determinacion de la presencia o el nivel de una 0 mas isozimas de piruvato quinasa, tales como M1-PK y M2-PK
en una muestra también resulta Gtil. En determinados casos, la presencia o el nivel de M1-PK y/o M2-PK se detecta
al nivel de la expresion de ARNm con un ensayo tal como, por ejemplo, un ensayo de hibridacion o un ensayo
basado en la amplificacién. En determinados otros casos, la presencia o el nivel de M1-PK y/o M2-PK se detecta al
nivel de la expresion de proteinas utilizando, por ejemplo, un inmunoensayo (por ejemplo ELISA) o un ensayo
inmunohistoquimico. También se conocen los isozimas M1/M2 de piruvato quinasa como isozima muscular de
piruvato quinasa (PKM), la piruvato quinasa de tipo K, la proteina de union a la hormona tiroidea citosoélica (PUHTC),
la proteina 1 de unién a la hormona tiroidea (PUHT1) o la proteina 3 de interaccion con opa (P103).

La determinacion de la presencia o del nivel de uno o mas factores de crecimiento en una muestra también resulta
util en el presente método. Entre los ejemplos no limitativos de factores de crecimiento se incluyen los factores de
crecimiento transformante (FCT), tales como FCT-a, FCT-B, FCT-B2, FCT-B3, etc., que se describen en detalle
posteriormente.
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6. Conjunto ejemplar de marcadores inflamatorios

Puede detectarse por lo menos uno o una pluralidad (por ejemplo dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve,
diez 0 mas, tales como, por ejemplo, un panel) de los marcadores inflamatorios siguientes (por ejemplo solos o en
combinacion con marcadores biolégicos de otras categorias) para ayudar o asistir en la prediccion del curso de la
enfermedad y/o para mejorar la exactitud de la seleccién de terapia, la optimizacién de la terapia, la reduccion de la
toxicidad y/o el seguimiento de la eficacia del tratamiento terapéutico de la terapia de farmato anti-TNF-a:

a. PRC

b. AAS

c. MACV

d. MAIC

e. calprotectina

f. lactoferrina

g.IL8

h. Rantes

i. TNF-a

j. IL-6k

k. IL-1 beta

I. S100A12

m. piruvato quinasa (PK) M2

n. IFN

o0.1L2

p. FCT

g. IL-13

r.IL-15

s. IL12

t. Otras quimoquinas o citoquinas.

B. Factores de crecimiento

Una diversidad de factores de crecimiento, incluyendo marcadores bioquimicos, marcadores seroldgicos,
marcadores proteicos, marcadores genéticos y otras caracteristicas clinicas o ecograficas, resultan particularmente
adecuados para la utilizacion en los métodos para seleccionar la terapia, para optimizar la terapia, para reducir la
toxicidad y/o para el seguimiento de la eficacia del tratamiento terapéutico con uno o mas agentes terapéuticos tales
como farmacos biol6gicos (por ejemplo los farmacos anti-TNF-a). En determinados aspectos, los métodos descritos
en la presente memoria utilizan la aplicacién de un algoritmo (por ejemplo el andlisis estadistico) a la presencia, nivel
de concentraciéon y/o genotipo determinado para uno o mas marcadores inflamatorios (por ejemplo solos o en
combinacion con marcadores biolégicos de otras categorias) para ayudar o asistir en la prediccion del curso de la
enfermedad, para seleccionar una terapia de farmaco anti-TNF-a apropiada, para optimizar la terapia de farmaco
anti-TNF-a, para reducir la toxicidad asociada a la terapia con farmaco anti-TNF-a o para el seguimiento de la
eficacia del tratamiento terapéutico con un farmaco anti-TNF-a.

De esta manera, la determinacion de la presencia o del nivel de uno o mas factores de crecimiento en una muestra
también resulta Gtil en el presente método. Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "factor de
crecimiento” incluye cualquiera de entre una diversidad de péptidos, polipéptidos o proteinas que son capaces de
estimular la proliferacion celular y/o la diferenciacion celular.

En determinados aspectos, se determina en una muestra la presencia o el nivel de por lo menos un factor de
crecimiento, incluyendo, aunque sin limitarse a ellos, el factor de crecimiento epidérmico (FCE), el factor de
crecimiento epidérmico de unién a heparina (FCE-UH), el factor de crecimiento endotelial vascular (FCEV), el factor
derivado de epitelio pigmentado (FDEP, también conocido como SERPINF1), la anfirregulina (AREG, también
conocida como factor de crecimiento derivado de schwannoma (FCDS)), factor de crecimiento fibroblastico basico
(FCFb), factor de crecimiento de hepatocitos (FCH), factor a de crecimiento transformante (FCT-a), factor B de
crecimiento transformante (FCT-B1, FCT-B2, FCT-B3, etc.), endotelina-1 (ET-1), factor de crecimiento de
gueratinocitos (FCQ, también conocido como FGF7), proteinas morfogenéticas 6seas (por ejemplo PMO1-PMO15),
factor de crecimiento derivado de plaquetas (FCDP), factor de crecimiento nervioso (FCN), factor de crecimiento
nervioso B (FCN-B), factores neurotréficos (por ejemplo factor neurotréfico derivado de cerebro (FNDC), neurotrofina
3 (NT3), neurotrofina 4 (NT4), etc.), factor 9 de diferenciacion del crecimiento (FDC-9), factor estimulante de colonias
de granulocitos (FEC-G), factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (FEC-GM), miostatina (GDF-8),
eritropoyetina (EPO) y trombopoyetina (TPO). En particular, puede determinarse la presencia o el nivel de por lo
menos uno de entre FCEV, FCE, FCFb, ET-1, FCT-B2 y/o FCT-B3. Se ha encontrado que estos marcadores son
significativamente mas abundantes en Ell activa que en los controles, indicando que podrian desempefiar un papel
en la induccién de la cicatrizacion tras los dafios mucosales en la superficie luminal del intestino en la Ell.
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En determinados casos, la presencia o el nivel de un factor de crecimiento particular se detecta al nivel de la
expresion de ARNm con un ensayo tal como, por ejemplo, un ensayo de hibridacion o un ensayo basado en la
amplificacion. En determinados otros casos, la presencia o el nivel de un factor de crecimiento particular se detecta
al nivel de la expresion de proteinas utilizando, por ejemplo, un inmunoensayo (por ejemplo ELISA) o un ensayo
inmunohistoquimico. Se encuentran disponibles kits de ELISA adecuados para determinar la presencia o el nivel de
un factor de crecimiento en una muestra de suero, plasma, saliva u orina de, por ejemplo, Antigenix America Inc.
(Huntington Station, NY), Promega (Madison, WI), R&D Systems, Inc. (Minneapolis, MN), Invitrogen (Camarillo, CA),
Chemicon International, Inc. (Temecula, CA), Neogen Corp. (Lexington, KY), PreproTech (Rocky Hill, NJ), Alpco
Diagnostics (Salem, NH), Pierce Biotechnology, Inc. (Rockford, IL) y/o Abazyme (Needham, MA).

La secuencia polipeptidica del factor de crecimiento epidérmico (FCE) humano se proporciona en, por ejemplo,
GenBank n°® de acceso NP_001954 (SEC ID n° 19). La secuencia (codificante) del ARNm del FCE humano se
proporciona en, por ejemplo, GenBank n° de acceso NM_001963 (SEC ID n° 20). El experto en la materia apreciara
gue el FCE también se conoce como beta-urogastrona, URG y HOMG4.

La secuencia del polipéptido del factor de crecimiento endotelial vascular (FCEV) humano se proporciona en, por
ejemplo, GenBank n°® de acceso NP_001020537 (SEC ID n° 21), NP_001020538, NP_001020539, NP_001020540,
NP_001020541, NP_001028928, y NP_003367. La secuencia (codificante) del ARNm del FCEV humano se
proporciona en, por ejemplo, GenBank n° de acceso NM_001025366 (SEC ID n° 22), NM_001025367,
NM_001025368, NM_001025369, NM_001025370, NM_001033756, and NM_003376. El experto en la materia
apreciara que el FCEV también se conoce como VPF, VEGFA, VEGFA y MGC70609

Puede detectarse por lo menos uno o una pluralidad (por ejemplo dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve,
diez o mas, tal como, por ejemplo, un panel) de los marcadores inflamatorios siguientes (por ejemplo solos o en
combinacién con marcadores bioldgicos de otras categorias) para ayudar o asistir en la prediccion del curso de la
enfermedad y/o para mejorar la exactitud de la seleccion de terapia, la optimizacién de la terapia, la reduccién de la
toxicidad y/o el seguimiento de la eficacia del tratamiento terapéutico de la terapia de farmaco anti-TNF-a: FEC-GM,
FCEV, FCE, factor de crecimiento de queratinocitos (FCQ, FCF7) y otros factores de crecimiento.

C. Serologia (marcadores inmunolégicos)

La determinacion de marcadores serolégicos o inmunoldgicos, tales como autoanticuerpos, en una muestra (por
ejemplo una muestra de suero) también resulta Gtil en el presente método. Los anticuerpos contra moléculas
antiinflamatorias tales como IL-10, FCT-B y otros pueden suprimir la capacidad del cuerpo de controlar la inflamacién
y la presencia o el nivel de estos anticuerpos en el paciente indica que deben utilizarse potentes medicamentos
inmunosupresores, tales como los farmacos anti-TNF-a. La cicatrizacion mucosal puede resultar en una reduccion
del titulo de anticuerpos contra antigenos bacterianos tales como, por ejemplo, OmpC, flagelinas (cBir-1, Fla-A, FlaX,
etc.), 12 y otros (PANCA, ASCA, etc.).

De esta manera, en determinados aspectos, los métodos descritos en la presente memoria utilizan la aplicacion de
un algoritmo (por ejemplo el analisis estadistico) a la presencia, nivel de concentracién y/o genotipo determinado
para uno o0 mas marcadores inflamatorios (por ejemplo solos o en combinacién con marcadores biolégicos de otras
categorias) para ayudar o asistir en la predicciéon del curso de la enfermedad, para seleccionar una terapia de
farmaco anti-TNF-a apropiada, para optimizar la terapia de farmaco anti-TNF-a, para reducir la toxicidad asociada a
la terapia con farmaco anti-TNF-a o para el seguimiento de la eficacia del tratamiento terapéutico con un farmaco
anti-TNF-a.

Entre los ejemplos no limitativos de marcadores inmunolégicos seroldgicos adecuados para la utilizacion en el
presente método se incluyen anticuerpos antineutrofilos, anticuerpos anti-Saccharomyces cerevisiae y/o otros
anticuerpos antimicrobianos.

1. Anticuerpos antineutrofilos

La determinacion de los niveles de ANAC y/o la presencia o la ausencia de pANAC en una muestra resulta Gtil en los
métodos. Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "anticuerpo citoplasmatico antineutréfilos" o
"ACAN" incluye anticuerpos dirigidos contra componentes citoplasmaticos y/o nucleares de los neutrdéfilos. La
actividad de ACAN puede dividirse en varias categorias amplias basandose en el patrén de tincion de ACAN en los
neutrofilos: (1) tincidon de neutréfilos citoplasmaticos sin marcado perinuclear (ANACc), (2) tincién perinuclear en
torno al borde exterior del nucleo (pANAC), (3) tincién perinuclear en torno al borde interior del nicleo (NSNA), y (4)
tincion difusa con manchas en todo el neutréfilo (SAPPA). En determinados casos, la tincion pANAC es sensible al
tratamiento de ADNasa. El término ANAC comprende todas las variedades de reactividad antineutréfilos, incluyendo,
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aunque sin limitacion, ANACc, ANACp, NSNA y SAPPA. De manera similar, el término ANAC comprende todos los
isotipos de inmunoglobulina, incluyendo, aunque sin limitarse a ellas, las inmunoglobulinas Ay G.

Los niveles de ANAC en una muestra de un individuo pueden determinarse utilizando, por ejemplo, un
inmunoensayo tal como un ensayo de inmunosorcion ligada a enzima (ELISA) con neutréfilos fijados con alcohol. La
presencia o la ausencia de una categoria particular de ANAC, tal como pANAC, puede determinarse, por ejemplo,
utilizando un ensayo inmunohistoquimico tal como un ensayo de anticuerpos fluorescentes indirectos (AFI).
Preferentemente, la presencia o la ausencia de pANAC en una muestra se determina utilizando un ensayo de
inmunofluorescencia con neutréfilos fijados y tratados con ADNasa. Ademas de neutrdfilos fijados, entre los
antigenos especificos para ANAC que resultan adecuados para determinar los niveles de ANAC se incluyen, aunque
sin limitacién, extractos de neutréfilos no purificados o parcialmente purificados, proteinas purificadas, fragmentos de
proteinas o péptidos sintéticos, tales como histona H1 6 fragmentos reactivos con ANAC de los mismos (ver, por
ejemplo, patente US n° 6.074.835), antigenos de tipo histona H1, antigenos porina, antigenos de Bacteroides o
fragmentos reactivos con ANAC de los mismos (ver, por ejemplo, la patente US n° 6.033.864), antigenos de
vesiculas secretorias o fragmentos reactivos con ANAC de los mismos (ver, por ejemplo, solicitud de patente USA n°
08/804.106) y anticuerpos idiotipicos anti-ANAC. El experto en la materia apreciara que la utilizacién de antigenos
adicionales especificos para ANAC resulta posible con el presente método.

2. Anticuerpos anti-Saccharomyces cerevisiae

La determinacion de los niveles de AASC (por ejemplo AASC-IgA y/o AASC-IgG) en una muestra resulta util en el
presente método. Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresién "inmunoglobulina A anti-Saccharomyces
cerevisiae" 0 "AASC-IgA" incluye anticuerpos del isotipo inmunoglobulina A que reaccionan espcificamente con S.
cerevisiae. De manera similar, la expresiéon "inmunoglobulina G anti-Saccharomyces cerevisiae" o "AASC-IgG"
incluye anticuerpos del isotipo inmunoglobulina G que reaccionan especificamente con S. cerevisiae.

La determinacion de si una muestra es positiva para AASC-IgA o AASC-IgG se lleva a cabo utilizando un antigeno
especifico para AASC. Dicho antigeno puede ser cualquier antigeno o mezcla de antigenos que se une
especificamente a AASC-IgA y/o AASC-IgG. Aunque los anticuerpos AASC se caracterizaron inicialmente por su
capacidad de unirse a S. cerevisiae, el experto en la materia entendera que un antigeno que se une especificamente
a AASC puede obtenerse a partir de S. cerevisiae o de una diversidad de otras fuentes con la condicién de que el
antigeno sea capaz de unirse especificamente a los anticuerpos AASC. De acuerdo con lo anteriormente expuesto,
entre las fuentes ejemplares de un antigeno especifico para AASC que pueden utilizarse para determinar los niveles
de AASC-IgA y/o AASC-IgG en una muestra se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, células de levadura muertas
enteras, tales como células de Saccharomyces o de Candida, manano de pared celular de levadura, tal como
fosfopeptidomanano (PPM), oligosacaridos tales como oligomandsidos, neoglucolipidos, anticuerpos idiotipicos anti-
AASC vy similares. Resultan adecuadas diferentes especies y cepas de levadura, tales como S. cerevisiae cepas
Sul, Su2, CBS 1315 6 BM 156, o Candida albicans cepa VW32, para la utilizacién como antigeno especifico para
AASC-IgA y/o AASC-IgG. También resultan adecuados antigenos purificados y sintéticos especificos para AASC en
la determinacién de los niveles de AASC-IgA y/o AASC-IgG en una muestra. Entre los ejemplos de antigenos
purificados se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, antigenos oligosacaridos purificados, tales como
oligomandsidos. Entre los ejemplos de antigenos sintéticos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, oligomandsidos
sintéticos tales como los descritos en la publicacion de patente US n° 2003/0105060, por ejemplo D-Man ((1-2) D-
Man B(1-2) D-Man B(1-2) D-Man-OR, D-Man a(1-2) D-Man a(1-2) D-Man a(1-2) D-Man-OR y D-Man a(1-3) D-Man
a(1-2) D-Man a(1-2) D-Man-OR, en donde R es un atomo de hidrégeno, un alquilo C1 a C29, 0 un grupo conector
opcionalmente marcado.

Las preparaciones de mananos de pared celular de levadura, por ejemplo PPM, pueden utilizarse para determinar
los niveles de AASC-IgA y/o AASC-IgG en una muestra. Dichos antigenos de superficie solubles en agua pueden
prepararse mediante cualquier técnica de extraccion apropiada conocida de la técnica, incluyendo, por ejemplo, el
autoclavado, o pueden obtenerse comercialmente (ver, por ejemplo, Lindberg et al., Gut 33:909-913, 1992). La
fraccion estable frente a acidos de PPM también resulta Util en los algoritmos estadisticos (Sendid et al., Clin. Diag.
Lab. Immunol. 3:219-226, 1996). Un PPM ejemplar que resulta Util para determinar los niveles de AASC en una
muestra se deriva de S. uvarum cepa ATCC n° 38926.

Los antigenos oligosacaridos purificados, tales como oligomandsidos, también pueden resultar Utiles para
determinar los niveles de AASC-IgA y/o AASC-IgG en una muestra. Los antigenos oligomandsido purificados
preferentemente se convierten en neoglucolipidos tal como se describe en, por ejemplo, Faille et al., Eur. J.
Microbiol. Infect. Dis. 11:438-446, 1992. El experto en la materia entendera que la reactividad de dicho antigeno
oligomanésico con AASC puede optimizarse modificando la longitud de cadena del manosilo (Frosh et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82:1194-1198, 1985), la configuracion anomérica (Fukazawa et al., en: "Immunology of Fungal
Disease", E. Kurstak (ed.), Marcel Dekker Inc.., New York, paginas 37-62, 1989; Nishikawa et al., Microbiol.
Immunol. 34:825-840, 1990; Poulain et al., Eur. J. Clin. Microbiol. 23:46-52, 1993; Shibata et al., Arch. Biochem.
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Biophys. 243:338-348, 1985 Trinel et al., Infect. Immun., 60:3845-3851, 1992); o la posicion del enlace (Kikuchi et
al., Planta 190:525-535, 1993).

Entre los oligomanédsidos adecuados para la utilizacién en los métodos se incluyen, aunque sin limitacion, un
oligomanésido que presenta la manotetraosa Man(1-3) Man(1-2) Man(1-2) Man. Dicho oligomanésido puede
purificarse a partir de PPM tal como se describe en, por ejemplo, Faille et al., supra. Un neoglucolipido ejemplar
especifico para AASC puede construirse liberando el oligomandsido de su PPM respectivo y posteriormente
acoplando el oligomandésido liberado con 4-hexadecil-anilina o similar.

3. Anticuerpos antimicrobianos

La determinacion de los niveles de anticuerpo anti-OmpC en una muestra también resulta Util en el presente método.
Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "anticuerpo anti-proteina C de membrana externa" o
"anticuerpo anti-OmpC" incluye anticuerpos dirigidos contra una porina de membrana externa bacteriana tal como se
describe en, por ejemplo, la publicacion de patente PCT n® WO 01/89361. La expresion "proteina C de membrana
externa" o "OmpC" se refiere a una porina bacteriana que es inmunorreactiva con un anticuerpo anti-OmpcC.

El nivel de anticuerpo anti-OmpC presente en una muestra de un individuo puede determinarse utilizando una
proteina OmpC o un fragmento de la misma, tal como un fragmento inmunorreactivo de la misma. Entre los
antigenos OmpC adecuados que resultan (tiles para determinar los niveles de anticuerpo anti-OmpC en una
muestra se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, una proteina OmpC, un polipéptido OmpC que presenta
sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos que la proteina OmpC, o un fragmento de la misma, tal como
un fragmento inmunorreactivo de la misma. Tal como se utiliza en la presente memoria, un polipéptido OmpC
generalmente describe los polipéptidos que presentan una secuencia de aminoacidos con una identidad superior a
aproximadamente 50%, preferentemente superior a aproximadamente 60%, mas preferentemente superior a
aproximadamente 70%, todavia mas preferentemente superior a aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% O 99% respecto a una proteina OmpC, determinando la identidad de aminoacidos con un programa de
alineacion de secuencias tal como CLUSTALW. Dichos antigenos pueden prepararse mediante, por ejemplo,
purificacién a partir de bacterias entéricas, tales como E. coli, mediante expresion recombinante de un acido
nucleico, tal como GenBank n° de acceso KO0541, por medios sintéticos, tal como la sintesis peptidica en solucién o
en fase solida, o mediante la utilizacion de expresion fagica.

La determinacion de los niveles de anticuerpo anti-12 en una muestra también resulta util en el presente método. Tal
como se utiliza en la presente memoria, la expresion "anticuerpo anti-I2" incluye los anticuerpos dirigidos contra un
antigeno microbiano que comparte homologia con reguladores transcripcionales bacterianos, tal como se describe
en, por ejemplo, la patente US n° 6.309.643. El término "I2" se refiere a un antigeno microbiano que es
inmunorreactivo con un anticuerpo anti-12. La proteina 12 microbiana es un polipéptido de 100 aminoacidos que
comparte cierta débil homologia con la proteina 4 predicha de C. pasteurianum, Rv3557c de Mycobacterium
tuberculosis y un regulador transcripcional de Aquifex aeolicus. Las secuencias de acidos nucleicos y proteica de la
proteina I2 se describen en, por ejemplo, la patente US n° 6.309.643.

El nivel de anticuerpo anti-12 presente en una muestra de un individuo puede determinarse utilizando una proteina 12
o un fragmento de la misma, tal como un fragmento inmunorreactivo de la misma. Entre los antigenos 12 adecuados
gue resultan utiles para determinar los niveles de anticuerpo anti-I2 en una muestra se incluyen, aunque sin limitarse
a ellos, una proteina 12, un polipéptido 12 que presenta sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos que la
proteina I12, o un fragmento de la misma, tal como un fragmento inmunorreactivo de la misma. Dichos polipéptidos 12
muestran una similitud de secuencia superior respecto a la proteina 12 que respecto a la proteina 4 de C.
pasteurianum e incluyen variantes de isotipo y homoélogos de los mismos. Tal como se utiliza en la presente
memoria, un polipéptido 12 generalmente describe los polipéptidos que presentan una secuencia de aminoacidos
con una identidad superior a aproximadamente 50%, preferentemente superior a aproximadamente 60%, mas
preferentemente superior a aproximadamente 70%, todavia mas preferentemente superior a aproximadamente 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% & 99% respecto a una proteina |2 natural, determinando la identidad de
aminoacidos con un programa de alineacion de secuencias tal como CLUSTALW. Dichos antigenos 12 pueden
prepararse mediante, por ejemplo, purificacion a partir de microbios, mediante expresion recombinante de un acido
nucleico codificante de un antigeno 12, por medios sintéticos, tal como la sintesis peptidica en solucién o en fase
sélida, o mediante la utilizacién de expresion fagica.

La determinacién de los niveles de anticuerpo anti-flagelina en una muestra también resulta Gtil en el presente
método. Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresién "anticuerpo anti-flagelina" incluye anticuerpos
dirigidos contra un componente proteico de los flagelos bacterianos, tal como se describe en, por ejemplo, la
solicitud publicada de patente PCT n°® WO 03/053220 y la publicaciéon de patente US n° 2004/0043931. El término
"flagelina" se refiere a una proteina de flagelo bacteriano que es inmunorreactiva con un anticuerpo anti-flagelina.
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Las flagelinas microbianas son proteinas presentes en el flagelo bacteriano que se disponen en un cilindro hueco
formando el filamento.

El nivel de anticuerpo anti-flagelina presente en una muestra de un individuo puede determinarse utilizando una
proteina flagelina o un fragmento de la misma, tal como un fragmento inmunorreactivo de la misma. Entre los
antigenos flagelina adecuados que resultan Gtiles para determinar los niveles de anticuerpo anti-flagelina en una
muestra se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, la flagelina Chir-1, la flagelina X, la flagelina A, la flagelina B,
fragmentos de las mismas, y combinaciones de las mismas, un polipéptido flagelina que presenta sustancialmente la
misma secuencia de aminoacidos que la proteina flagelina, o un fragmento de la misma, tal como un fragmento
inmunorreactivo de la misma. Tal como se utiliza en la presente memoria, un polipéptido flagelina generalmente
describe los polipéptidos que presentan una secuencia de aminoacidos con una identidad superior a
aproximadamente 50%, preferentemente superior a aproximadamente 60%, mas preferentemente superior a
aproximadamente 70%, todavia mas preferentemente superior a aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% 06 99% respecto a una proteina flagelina natural, determinando la identidad de aminoacidos con un
programa de alineacién de secuencias tal como CLUSTALW. Dichos antigenos flagelina pueden prepararse
mediante, por ejemplo, purificacion a partir de una bacteria tal como Helicobacter Bilis, Helicobacter mustelae,
Helicobacter pylori, Butyrivibrio fibrisolvens, y una bacteria presente en el ciego, mediante expresion recombinante
de un &cido nucleico codificante de un antigeno flagelina, por medios sintéticos, tales como la sintesis peptidica en
solucion o en fase soélida, o mediante la utilizacion de expresion fagica.

D. Marcadores de estrés oxidativo

La determinacion de los marcadores de estrés oxidativo en una muestra también resulta Gtil en el presente método.
Entre los ejemplos no limitativos de marcadores de estrés oxidativo se incluyen los basados en proteinas o en ADN,
los cuales pueden detectarse midiendo la oxidaciéon de las proteinas y la fragmentacion del ADN, respectivamente.
Entre otros ejemplos de marcadores de estrés oxidativo se incluyen compuestos organicos tales como el
malondialdehido.

El estrés oxidativo representa un desequilibrio entre la producciéon y la manifestacion de especies de oxigeno
reactivo y la capacidad de un sistema biolégico de destoxificar facilmente los intermediarios reactivos o de reparar el
dafio resultante. Las perturbaciones del estado redox normal de los tejidos puede causar efectos toxicos mediante la
produccién de perdxidos y radicales libres que dafian todos los componentes de la célula, incluyendo proteinas,
lipidos y ADN. Algunas especies oxidativas reactivas incluso pueden actuar como mensajeros mediante un
fendmenos denominado sefializacion redox.

Los derivados de metabolitos oxidativos reactivos (DMOR), las proporciones de glutation oxidado a reducido (Eh
GSH) yl/o las proporciones de cisteina oxidada a reducida (Eh CySH) pueden utilizarse para cuantificar el estrés
oxidativo. Ver, por ejemplo, Neuman et al., Clin. Chem., 53:1652-1657, 2007. Las modificaciones oxidativas de
residuos de cisteina altamente reactivos en proteinas tales como las tirosina fosfatasas y las proteinas relacionadas
con la tiorredoxina también pueden detectarse o medirse utilizando técnicas tales como, por ejemplo, la
espectrometria de masas (EM). Ver, por ejemplo, Naito et al., Anti-Aging Medicine 7(5):36-44, 2010. Entre otros
marcadores de estrés oxidativo se incluyen acroleina unida a proteina, tal como se describe en, por ejemplo, Uchida
et al., PNAS 95(9):4882-4887, 1998, el ensayo de radicales libres de oxigeno (ERLO), que refleja los niveles de
hidroperéxidos organicos, y el potencial redox del par glutation reducido/disulfuro de glutation, (Eh) GSH/GSSG. Ver,
por ejemplo, Abramson, Atherosclerosis 178(1):115-21, 2005.

E. Receptores de superficie celular

La determinacion de los marcadores de superficie celular en una muestra también resulta Gtil en el presente método.
La semivida de farmacos anti-TNF-a tales como Remicade y Humira se encuentra significativamente reducida en
pacientes con un nivel de inflamacién elevado. CD64, el receptor de alta afinidad para la inmunoglobulina (Ig) G1 e
IgG3, se expresa predominantemente en fagocitos mononucleares. Las células polimorfonucleares (PMN) en reposo
apenas expresan CD64, pero la expresion de este marcador esta regulada positivamente por interferén y factor
estimulante de colonias de granulocitos que actlan sobre precursores mieloides en la médula 6sea. El
entrecruzamiento de CD64 con complejos de IgG ejerce varias respuestas celulares, incluyendo la internalizacion de
complejos inmunolégicos mediante endocitosis, la fagocitosis de particulas opsonizadas, la desgranulacion, la
activacion del estallido oxidativo y la liberacién de citoquinas.

De esta manera, en determinados aspectos, los métodos descritos en la presente memoria utilizan la aplicacion de
un algoritmo (por ejemplo el anadlisis estadistico) a la presencia, nivel de concentraciéon y/o genotipo determinado
para uno o mas receptores de superficie celular tales como CD64 (por ejemplo solos o en combinaciéon con
marcadores biolégicos de otras categorias) para ayudar o asistir en la prediccion del curso de la enfermedad, para
seleccionar una terapia de farmaco anti-TNF-a apropiada, para optimizar la terapia de farmaco anti-TNF-a, para
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reducir la toxicidad asociada a la terapia con farmaco anti-TNF-a o para el seguimiento de la eficacia del tratamiento
terapéutico con un farmaco anti-TNF-a.

F. Rutas de sefializacién

La determinacion de las rutas de sefalizacion en una muestra también resulta Gtil en el presente método. La
activacion de las células polimorfonucleares (PMN), seguido de la infiltracién en la mucosa intestinal (sinovio en el
caso de la AR) y la migracion a través del epitelio de criptas se consideran una caracteristica clave de la Ell. Se ha
estimado mediante excrecién fecal de leucocitos marcados con indio-111 que la migracién de las células PMN de la
circulacion a la seccion enfermedad del intestino se encuentra incrementada en 10 veces 0 mas en los pacientes de
Ell. De esta manera, en determinados aspectos, la medicion de la activacion de las células PMN de la sangre o la
inflamacién de los tejidos mediante la medicién de rutas de sefializacion utilizando un ensayo tal como el
inmunoensayo reactivo incrementado con enzimas colaborativo (CEER) es una manera ideal de entender la
enfermedad inflamatoria. La tecnologia CEER se describe en los documentos de patente siguientes: solicitudes
publicadas de patente PCT n°® WO 2008/036802, WO 2009/012140, WO 2009/108637, WO 2010/132723, WO
2011/008990 y WO 2011/050069; y la solicitud de patente PCT n° PCT/US2011/066624.

De esta manera, en determinados aspectos, los métodos descritos en la presente memoria utilizan la aplicacion de
un algoritmo (por ejemplo el analisis estadistico) a la presencia, nivel de concentraciéon y/o genotipo determinado
para uno o mas moléculas de transduccién de sefiales en una o mas rutas de sefializaciéon (por ejemplo solas o en
combinacion con marcadores biolégicos de otras categorias) para ayudar o asistir en la prediccion del curso de la
enfermedad, para seleccionar una terapia de farmaco anti-TNF-a apropiada, para optimizar la terapia de farmaco
anti-TNF-a, para reducir la toxicidad asociada a la terapia con farmaco anti-TNF-a o para el seguimiento de la
eficacia del tratamiento terapéutico con un farmaco anti-TNF-a. Puede medirse el nivel total y/o el nivel de activacién
(por ejemplo fosforilacién) de una 0 mas moléculas de transduccion de sefiales en una o mas rutas de sefializacion.

La expresion "molécula de transduccion de sefiales” o "transductor de sefiales" incluye proteinas y otras moléculas
gue llevan a cabo el procedimiento por el que una célula convierte una sefial o estimulo extracelular en una
respuesta, implicando tipicamente secuencias ordenadas de reacciones bioquimicas en el interior de la célula. Entre
los ejemplos de moléculas de transduccién de sefiales se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, los receptores
tirosina quinasa, tales como RFCE (por ejemplo, RFCE/HER1/ErbB1, HERZ2/Neu/ErbB2, HERS3/ErbB3,
HER4/ErbB4), RFCEV1/FLT1, RFCEV2/FLK1/KDR, RFCEV3/FLT4, FLT3/FLK2, PDGFR (por ejemplo, PDGFRA,
PDGFRB), c-KIT/SCFR, INSR (receptor de insulina), IGF-IR, IGF-1IR, IRR (receptor relacionado con receptor de
insulina), CSF-1R, FGFR 1-4, HGFR 1-2, CCK4, TRK A-C, c-MET, RON, EPHA 1-8, EPHB 1-6, AXL, MER, TYROS,
TIE 1-2, TEK, RYK, DDR 1-2, RET, ¢c-ROS, cadherina V, LTK (tirosina quinasa de leucocitos), ALK (quinasa de
linfoma anaplasico), ROR 1-2, MUSK, AATYK 1-3 y RTK 106; formas truncadas de receptores tirosina quinasa, tales
como receptores de HER2 con dominios extracelulares aminoterminales faltantes (por ejemplo, p95ErbB2 (p95m),
pl10, p95c, p95n, etc.), receptores de cMET truncados con dominios extracelulares aminoterminales faltantes y
receptores de HER3 truncados con dominios extracelulares aminoterminales faltantes; dimeros de receptor tirosina
quinasa (por ejemplo, p95HER2/HER3; p95HER2/HER?2; receptor de HER3 truncado con HER1, HER2, HER3 6
HER4; HER2/HER2; HER3/HERS3; HER2/HER3; HER1/HER2; HER1/HER3; HER2/HER4; HER3/HER4; etc.); no
receptor tirosina quinasas, tales como BCR-ABL, Src, Frk, Btk, Csk, Abl, Zap70, Fes/Fps, Fak, Jak, Ack y LIMK;
componentes de la cascada de sefializacion de la tirosina quinasa, tales como AKT (por ejemplo, AKT1, AKT2,
AKT3), MEK (MAP2K1), ERK2 (MAPK1), ERK1 (MAPKS3), PI3K (por ejemplo, PIK3CA (p110), PIK3R1 (p85)), PDK1,
PDK2, fosfatasa y homologo de tensina (PTEN), SGK3, 4E-BP1, P70S6K (por ejemplo, variante de procesamiento
alfa | de la quinasa S6 de p70), proteina tirosina fosfatasas (por ejemplo, PTP1B, 5 PTPN13, BDP1, etc.), RAF,
PLA2, MEKK, JNKK, JNK, p38, Shc (p66), Ras (por ejemplo, K-Ras, N-Ras, H-Ras), Rho, Racl, Cdc42, PLC, PKC,
p53, ciclina D1, STAT1, STATS3, fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2), fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato (PIP3),
mTOR, BAD, p21, p27, ROCK, IP3, TSP-1, NOS, GSK-3B, RSK 1-3, JNK, c-Jun, Rb, CREB, Ki67, paxilina, NF-kB e
IKK; receptores de hormona nuclear, tales como el receptor de estrogeno (RE), el receptor de progesterona (RP), el
receptor de andrégeno, el receptor de glucocorticoide, el receptor de mineralocorticoide, el receptor de vitamina A, el
receptor de vitamina D, el receptor de retinoide, el receptor de hormona tiroidea y los receptores huérfanos;
coactivadores y represores de receptor nuclear, tal como se amplifica en el cancer de mama-1 (AIB1) y en el
correpresor 1 de receptor nuclear (CORN), respectivamente, y combinaciones de los mismos.

La expresion "estado de activacion" se refiere a si una molécula de transduccién de sefiales particular se encuentra
activada. De manera similar, la expresion "nivel de activacion" se refiere a si una molécula de transduccion de
sefiales particular se encuentra activada. El estado de activacion tipicamente corresponde a la fosforilacion,
ubiquitinacién y/o estado de acomplejamiento de una 0 mas moléculas de transduccién de sefiales. Entre los
ejemplos no limitativos de los estados de activacion (listados entre paréntesis) se incluyen: HER1/EGFR (EGFRuVIII,
EGFR fosforilado (p-), EGFR:Shc, EGFR ubiquitinado (u-), p-EGFRuvIIl); ErbB2 (p-ErbB2, p95HER2 (ErbB2
truncado), pp95HER2, ErbB2:Shc, ErbB2:PI3K, ErbB2:EGFR, ErbB2:ErbB3, ErbB2:ErbB4); ErbB3 (p-ErbB3, ErbB3
truncado, ErbB3:PI3K, p-ErbB3:PI3K, ErbB3:Shc); ErbB4 (p-ErbB4, ErbB4:Shc); c-MET (p-c-MET, ¢-MET truncado,
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complejo c-Met:HGF); AKT1 (p-AKT1); AKT2 (p-AKT2); AKT3 (p-AKT3); PTEN (p-PTEN); P70S6K (p-P70S6K); MEK
(p-MEK); ERK1 (p-ERK1); ERK2 (p-ERK2); PDK1 (p-PDK1); PDK2 (p-PDK2); SGK3 (p-SGK3); 4E-BP1 (p-4E-BP1);
PIK3R1 (pPIK3R1); c-KIT (p-c-KIT); ER (p-ER); IGF-1R (p-IGF-1R, IGF-1R:IRS, IRS:PI3K, p-IRS, IGF-1R:PI3K);
INSR (p-INSR); FLT3 (p-FLT3); HGFR1 (p-HGFR1); HGFR2 (p-HGFR2); RET (p-RET); PDGFRA (p-PDGFRA);
PDGFRB (p-PDGFRB); VEGFR1 (p-VEGFR1, VEGFR1:PLCy, VEGFR1:Src); VEGFR2 (p-VEGFR2, VEGFR2:PLCy,
VEGFR2:Src, VEGFR2:heparin-sulfato, VEGFR2:VE-cadherina); VEGFR3 (p-VEGFR3); FGFR1 (p-FGFR1); FGFR2
(p-FGFR2); FGFR3 (p-FGFR3); FGFR4 (p-FGFR4); TIEI (p-TIEl); TIE2 (p-TIE2); EPHA (p-EPHA); EPHB (p-EPHB);
GSK-3B (p-GSK-3B); NF-kB (p-NF-kB, NF-kB-IkB complejo alfa y otros), IkB (p-IkB, p-P65:1kB); IKK (fosfo IKK); BAD
(p-BAD, BAD: 14-3-3); mTOR (p-mTOR); Rsk-1 (p-Rsk-1); Jnk (p-Jnk); P38 (p-P38); STAT1 (p-STAT1); STAT3 (p-
STAT3); FAK (p-FAK); RB (p-RB); Ki67; p53 (p-p53); CREB (p-CREB); c-Jun (p-c-Jun); c-Src (p-c-Src); paxilina (p-
paxilina); GRB2 (p-GRB2), Shc (p-Shc), Ras (p-Ras), GAB1 (p-GAB1), SHP2 (p-SHP2), GRB2 (p-GRB2), CRKL (p-
CRKL), PLCy (pPLCy), PKC (e.g., p-PKCa, p-PKCB, p-PKC®), adducina (p-adducina), RB1 (p-RB1) y PYK2 (p-
PYK2).

Las tablas siguientes proporcionan ejemplos adicionales de moléculas de transduccién de sefiales para las que
pueden determinarse en una muestra los niveles totales y/o la activacion (por ejemplo la fosforilacién) en una
muestra (por ejemplo solos 0 en combinacion con marcadores bioldgicos de otras categorias) para ayudar o asistir
en la prediccién del curso de la enfermedad, para seleccionar una terapia de farmaco anti-TNF-a apropiada, para
optimizar la terapia de farmaco anti-TNF-a, para reducir la toxicidad asociada a la terapia con farmaco anti-TNF-a o
para el seguimiento de la eficacia del tratamiento terapéutico con un farmaco anti-TNF-a.

Tabla 1 Tabla 2
Sitios Sitios
E Total f Fosfo
| nsayos Total / Fos Fasto Ensayos Total / Fosfo Fosfo

VEGFRZ Tenal VESGFRAZ Fosfo YO51,1212 TIE Total TIE-2 Foslo ¥A0Z {51179
Eck Total Erk Fosfo THIE VT4 tok ¥ Totsl 3 Fosto V10071008
AkETotal ARt Fosfo TH0E, 5473 STATS Tatal $TATS Fosfo yo44/699
MK, Tortal MEK Fasfo t217/221 $TAT ATakal $TAT 2 Foslo Yis
MEK Tatal WIEK Fosdo s:;,}::: FGFRL todad FGFRI EFosio ¥ 653, TE8
3 ]
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G. Marcadores genéticos

La determinacion de la presencia o la ausencia de variantes alélicas (por ejemplo los PSN) en uno o mas
marcadores genéticos en una muestra (por ejemplo solos o en combinacién con marcadores biolégicos de otras
categorias) también resulta util en los métodos para ayudar o asistir en la prediccién del curso de la enfermedad,
para seleccionar una terapia de farmaco anti-TNF-a apropiada, para optimizar la terapia de farmaco anti-TNF-a, para
reducir la toxicidad asociada a la terapia con farmaco anti-TNF-a o para el seguimiento de la eficacia del tratamiento
terapéutico con un farmaco anti-TNF-a.

Entre los ejemplos no limitativos de marcadores genéticos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, cualquiera de los
genes de la ruta inflamatoria y los PSN correspondientes que pueden genotiparse tal como se indica en la Tabla 3
(por ejemplo un gen NOD2/CARD15, un gen de la ruta IL12/IL23, etc.). Preferentemente, se determina la presencia
o la ausencia de por lo menos una variante alélica, por ejemplo un polimorfismo de un solo nucleétido (PSN), en el
gen NOD2/CARD15 y/o uno o mas genes en la ruta IL12/IL23. Ver, por ejemplo, Barrett et al., Nat. Genet. 40:955-
62, 2008, y Wang et al., Amer. J. Hum. Genet. 84:399-405, 2009.
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Tabla 3
Gen PSN
NOD2 (R702W) -SNP8 1s2066844
NOD2 (G908R) -SNP12 rs2066845
NOD2 (3020insC) -SNP13 rs5743293
ATG16L1 (T300A) rs2241880
IL23R (R381Q) rs11209026
DLG5 rs2165047
NOD2/CARD15 rs2066847
IL23R rs11465804
ATG16L1 rs3828309
MST1 rs3197999
PTGER4 rs4613763
IRGM rs11747270
TNFSF15 rs4263839
ZNF365 rs10995271
NKX2-3 rs11190140
PTPN2 rs2542151
PTPN22 1s2476601
ITLN1 1s2274910
IL12B rs10045431
CDKAL1 rs6908425
CCR6 rs2301436
JAK2 rs10758669
C110orf30 rs7927894
LRRK2, MUC19 rs11175593
ORMDL3 rs2872507
STAT3 rs744166
ICOSLG rs762421
GCKR rs780094
BTNL2, SLC26A3, HLA-DRB1, HLA-DQA1 rs3763313
PUS10 rs13003464
CCL2, CCL7 rs991804
LYRM4 rs12529198
SLC22A23 rs17309827
ILI8RAP rs917997
IL12RB2 rs7546245
IL12RB1 rs374326
CD3D 1$3212262
CD3G 1$3212262
CD247 rs704853
JUN rs6661505
CD3E rs7937334
IL18R1 rs1035127
CCR5
MAPK14 rs2237093
IL18 rs11214108
IFNG rs10878698
MAP2K6 rs2905443
STAT4 rs1584945
IL12A rs6800657
TYK2 rs12720356
ETV5 rs9867846
MAPK8 rs17697885
IRGM rs13361189
IRGM rs4958847
IRGM rs1000113
IRGM rs11747270
TL1A/TNFSF15 rs6478109
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TL1A/TNFSF15 rs6478108
TL1A/TNFSF15 rs4263839
PTN22 rs2476601
CCRG6 rs1456893
CCRG6 12301436
5pl3/PTGER4 rs1373692
5pl3/PTGER4 rs4495224
5pl3/PTGER4 rs7720838
5p13/PTGER4 rs4613763
ITLN1 rs2274910
ITLN1 rs9286879
ITLN1 rs11584383
IBD5/5031 rs2188962
IBD5/5031 rs252057
IBD5/5031 rs10067603
GCKR rs780094
TNFRSF6B rs1736135
ZNF365 rs224136
ZNF365 rs10995271
C110orf30 rs7927894
LRRK2;MUC19 rs1175593
IL-27 rs8049439
TLR2 rs4696480
TLR2 rs3804099
TLR2 rs3804100
TLR2 rs5743704
TLR2 rs2405432
TLR4 (D299G) rs4986790
TLR4 (T3991) rs4986791
TLR4 (S360N) rs4987233
TLR9 rs187084
TLR9 rs352140
NFC4 rs4821544
KIF21B rs11584383
IKZF1 rs1456893
C110orf30 rs7927894
CCL2,CCL7 rs991804
ICOSLG rs762421
TNFAIP3 rs7753394
FLJ45139 rs2836754
PTGER4 rs4613763
ECM1 rs7511649
ECM1 (T130M) rs3737240
ECM1 (G290S) rs13294
GLI1 (G933D) 152228224
GLI1 (Q1100E) 152228226
MDR1 (3435C>T) rs1045642
MDR1 (A893S/T) rs2032582
MAGI2 16962966
MAGI2 rs2160322
IL26 rs12815372
IFNG,IL26 rs1558744
IFNG,IL26 rs971545
IL26 rs2870946
ARPC2 rs12612347
1L10,I1L19 rs3024493
1L10,IL19 rs3024505
IL23R rs1004819
IL23R rs2201841
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IL23R rs11465804
IL23R rs10889677
BTLN2 1s9268480
HLA-DRB1 rs660895
MEP1 rs6920863
MEP1 1s2274658
MEP1 rs4714952
MEP1 rs1059276
PUS10 rs13003464
PUS10 rs6706689
RNF 186 rs3806308
RNF186 rs1317209
RNF186 rs6426833
FCGR2A,C rs10800309
CEP72 rs4957048
DLD,LAMB1 rs4598195
CAPN10,KIF1A rs4676410
IL23R rs11805303
IL23R rs7517847
IL12B/p40 rs1368438
IL12B/p40 rs10045431
IL12B/p40 rs6556416
IL12B/p40 rs6887695
IL12B/p40 rs3212227
STAT3 rs744166
JAK2 rs10974914
JAK2 rs10758669
NKX2-3 rs6584283
NKX2-3 rs10883365
NKX2-3 rs11190140
IL18RAP rs917997
LYRM4 rs12529198
CDKAL1 rs6908425
MAGI2 rs2160322
TNFRSF6B rs2160322
TNFRSF6B rs2315008
TNFRSF6B rs4809330
PSMG1 rs2094871
PSMG1 rs2836878
PTPN2 rs2542151
MST1/3p21 rs9858542
MST1/3p21 rs3197999
SLC22A23 rs17309827
MHC rs660895
XBP1 rs35873774
ICOSLG1 1s762421
BTLN2 rs3763313
BTLN2 rs2395185
BTLN2 rs9268480
ATG5 rs7746082
CUL2,CREM rs17582416
CARD9 rs4077515
ORMDL3 rs2872507
ORMDL3 rs2305480

Entre los PSN adicionales Utiles en el presente método se incluyen, por ejemplo, rs2188962, rs9286879,
rs11584383, rs7746082, rs1456893, rs1551398, rs17582416, rs3764147, rs1736135, rs4807569, rs7758080 y
rs8098673. Ver, por ejemplo, Barrett et al., Nat. Genet. 40:955-62, 2008.
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1. NOD2/CARD15

La determinacién de la presencia o la ausencia de variantes alélicas tales como los PSN en el gen NOD2/CARD15
resulta particularmente (til en el presente método. Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "variante
de NOD2/CARD15" o "variante de NOD2" incluye una secuencia de nucledtidos de un gen NOD2 que contiene uno
0 mas cambios en comparacion con el gen NOD2 de tipo salvaje o una secuencia de aminoacidos de un polipéptido
NOD2 que contiene uno o mas cambios en comparacion con la secuencia del polipéptido NOD2 de tipo salvaje.
NOD2, también conocido como CARD15, se ha sido localizado en el locus IBD1 del cromosoma 16 y ha sido
identificado mediante clonacion posicional (Hugot et al., Nature 411:599-603, 2001), asi como una estrategia de gen
candidato posicional (Ogura et al., Nature 411:603-606, 2001; Hampe et al., Lancet 357:1925-1928, 2001). El locus
IBD1 presenta una puntuacion elevada de ligamiento de puntos multiples (LPM) para la enfermedad intestinal
inflamatoria (LPM=5,7 en el marcador D16S411 en 16q12). Ver, por ejemplo, Cho et al., Inflamm. Bowel Dis., 3:186-
190, 1997; Akolkar et al., Am. J. Gastroenterol. 96:1127-1132, 2001; Ohmen et al., Hum. Mol. Genet. 5:1679-1683,
1996; Parkes et al., Lancet 348:1588, 1996; Cavanaugh et al.,, Ann. Hum. Genet. 62:291-8, 1998; Brant et al.,
Gastroenterology 115:1056-1061, 1998; Curran et al., Gastroenterology 115:1066-1071, 1998; Hampe et al., Am. J.
Hum. Genet. 64:808-816, 1999; y Annese et al., Eur. J. Hum. Genet. 7:567-573, 1999.

Las secuencias de ARNm (codificante) y polipeptidica de NOD2 humana se proporcionan en, por ejemplo, GenBank
n® de acceso NM_022162 y NP_071445, respectivamente. Ademas, la secuencia completa del clon Rp11-327F22
del cromosoma 16 humano, que incluye NOD2, se proporciona en, por ejemplo, GenBank n° de acceso AC007728.
Ademas, la secuencia de NOD?2 de otras especies puede encontrarse en la base de datos GenBank.

La proteina NOD2 contiene dominios amino-terminales de reclutamiento de caspasa (DRCA) que pueden activar NF-
kappa B (NF-kB) y varios dominios repetidos ricos en leucinas carboxi-terminales (Ogura et al., J. Biol. Chem.
276:4812-4818, 2001). NOD2 presenta homologia estructura con el regulador de apoptosis Apaf-1/CED-4 y una
clase de productos génicos resistentes a enfermedades vegetales (Ogura et al., supra). De manera similar a los
productos génicos resistentes a enfermedades vegetales, NOD2 presenta un dominio efecto aminoterminal, un
dominio de unién a nucledtidos y repeticiones ricas en leucinas (RRL). NOD2 de tipo salvaje activa el factor nuclear
NF-kappa B, sensibilizandolo frente a lipopolisacaridos bacterianos (LPS, Ogura et al., supra; Inohara et al., J. Biol.
Chem. 276:2551-2554, 2001). NOD2 puede funcionar como receptor intercelular para LPS, requiriéndose las
repeticiones ricas en leucinas para la sensibilidad.

Se han descrito previamente variaciones en tres polimorfismos de un solo nucleétido en la region codificante de
NOD2. Estos tres PSN, denominados R702W ("PSN 8"), G908R ("PSN 12") y 1007fs ("PSN 13") se encuentran
situados en la region carboxi-terminal del gen NOD2 (Hugot et al., supra). Una descripcién adicional de PSN 8, PSN
12 y PSN 13, asi como PSN adicionales en el gen NOD2 adecuados para la utilizacion en el método, pueden
encontrarse en, por ejemplo, las patentes US n°® 6.835.815, n°® 6.858.391 y n°® 7.592.437 y en las publicaciones de
patente US n° 2003/0190639, 2005/0054021 y 2007/0072180.

Puede localizarse una variante de NOD2 en una region codificante del locus NOD2, por ejemplo dentro de una
regién codificante de varias repeticiones ricas en leucinas en la parte carboxi-terminal del polipéptido NOD2. Entre
dichas variantes de NOD?2 situadas en la regién repetida rica en leucinas de NOD2 se incluyen, aunque sin limitarse
a ellas, R702W ("PSN 8") y G908R ("PSN 12"). Una variante de NOD2 (til en el método también puede codificar un
polipéptido NOD2 que capacidad reducida de activar NF-kappa B en comparacion con la activacion de NF-kappa B
por un polipéptido NOD2 de tipo salvaje. A titulo de ejemplo no limitativo, la variante de NOD2 1007fs ("PSN 13")
resulta en un polipéptido NOD2 truncado que presenta una capacidad reducida de inducir NF-kappa B en respuesta
a la estimulacion con LPS (Ogura et al., Nature 411:603-606, 2001).

Una variante de NOD?2 util en el método puede ser, por ejemplo, R702W, G908R 6 1007fs. R702W, G908R y 1007fs
se encuentran localizados dentro de la regién codificante de NOD2. Un método de la invencién puede poner en
practica con la variante R702W de NOD2. Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "R702W" incluye
un polimorfismo de un solo nucleétido dentro del exén 4 del gen NOD2, que aparece dentro de un triplete codificante
del aminoacido 702 de la proteina NOD2. El alelo de NOD?2 de tipo salvaje contiene un residuo de citosina (c) en la
posicion 138.991 de la secuencia AC007728, que se encuentra dentro de un triplete codificante de una arginina en el
aminoacido 702. La variante R702W de NOD2 contiene un residuo de timina (t) en la posicion 138.991 de la
secuencia AC007728, resultando en una sustitucion de arginina (R) por triptéfano (W) en el aminoacido 702 de la
proteina NOD2. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, dicha variante de NOD2 se denomina "R702W" o
"702W" y también puede denominarse "R675W" basandose en el sistema anterior de numeracion de Hugot et al.,
supra. Ademas, la variante R702W también es conocida como alelo "PSN 8" o un alelo "2" en PSN 8. El nimero ID
de PSN del NCBI para R702W o PSN 8 es rs2066844. La presencia de la variante R702W de NOD2 y otras
variantes de NOD2 pueden detectarse convenientemente mediante, por ejemplo, ensayos de discriminacién alélica o
andlisis de secuencias.
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También puede ponerse en practica un método de la invencion con la variante G908R de NOD2. Tal como se utiliza
en la presente memoria, el término "G908R" incluye un polimorfismo de un solo nucleétido dentro del exén 8 del gen
NODZ2, que aparece dentro de un triplete codificante del aminoacido 908 de la proteina NOD2. El aminoacido 908 se
encuentra localizado dentro de una regién repetida rica en leucinas del gen NOD2. El alelo de NOD2 de tipo salvaje
contiene un residuo de guanina (g) en la posiciéon 128.377 de la secuencia AC007728, que se encuentra dentro de
un triplete codificante de glicina en el aminoacido 908. La variante G908R de NOD2 contiene un residuo de citosina
(c) en la posicion 128.377 de la secuencia AC007728, resultando en una sustitucion de glicina (G) por arginina (R)
en el aminoacido 908 de la proteina NOD2. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, dicha variante de NOD2 se
denomina "G908R" o "908R" y también puede denominarse "G881 R" basandose en el sistema anterior de
numeracion de Hugot et al., supra. Ademas, la variante G908R también es conocida como alelo "PSN 12" o un alelo
"2" en PSN 12. El nimero ID de PSN del NCBI para G908R o PSN 12 es rs2066845.

También puede ponerse en practica un método con la variante 1007fs de NOD2. Esta variante es una insercion de
un solo nucledtido que resulta en un desplazamiento de marco en la décima repeticion rica en leucinas de la
proteina NOD2 y le sigue un coddén de parada prematuro. El truncado resultante de la proteina NOD2
aparentemente evita la activacion de NF-kappaB en respuesta a lipopolisacaridos bacterianos (Ogura et al., supra).
Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "1007fs" incluye un polimorfismo de un solo nucleétido dentro
del ex6n 11 del gen NOD2, que se encuentra dentro de un triplete codificante del aminoacido 1007 de la proteina
NOD2. La variante 1007fs contiene una citosina que ha sido afiadida a la posicion 121.139 de la secuencia
AC007728, resultando en una mutacion de desplazamiento de marco en el aminoacido 1007. De acuerdo con lo
anterior, dicha variante de NOD2 se denomina "1007fs" y también puede denominarse "3020insC" o "980fs"
basandose en el sistema de numeracion anterior de Hugot et al., supra. Ademas, la variante 1007fs de NOD2
también es conocida como alelo "PSN 13" o un alelo "2" en PSN 13. El nimero ID de PSN del NCBI para 1007fs o
PSN 13 es rs2066847.

El experto en la materia reconoce que un alelo variante particular de NOD2 u otro alelo polimérfico puede definirse
convenientemente, por ejemplo en comparacion con un individuo de referencia del Centre d'Etude du
Polymorphisme Humain (CEPH), tal como el individuo designado 1347-02 (Dib et al., Nature 380:152-154, 1996)
utilizando ADN de referencia disponible comercialmente, obtenido, por ejemplo, de PE Biosystems (Foster City, CA).
Ademas, puede obtenerse informacion especifica sobre las PSN obtenidas de la dbPSN del National Center for
Biotechnology Information (NCBI).

También puede localizarse una variante de NOD2 en una regién no codificante del locus NOD2. Entre las regiones
no codificantes se incluyen, por ejemplo, secuencias de intron, asi como secuencias 5' y 3' no traducidas. Un
ejemplo no limitativo de un alelo variante de NOD?2 situado en una regién no codificante del gen NOD2 es la variante
JW 1, que se describe en Sugimura et al., Am. J. Hum. Genet. 72:509-518, 2003, y en la publicacion de patente US
n® 2007/0072180. Entre los ejemplos de alelos variantes de NOD2 situados en la regién 3' no traducida del gen
NOD2 se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, los alelos variantes JW15 y JW16, que se describen en la
publicacion de patente US n° 2007/0072180. Entre los ejemplos de alelos variantes de NOD2 situados en la region 5'
no traducida (por ejemplo la regién promotora) del gen NOD2 se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, los alelos
variantes JW17 y JW18, los cuales se describen en la publicacién de patente US n® 2007/0072180.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "alelo variante JW1" incluye una variacidon genética en el
nucleétido 158 de la secuencia intermedia 8 (intrén 8) del gen NOD2. En relacion a la secuencia AC007728, el alelo
variante JW1 se encuentra situado en la posicién 128.143. La variacion genética en el nucleétido 158 del intrén 8
puede ser, aunque sin limitacion, una sustitucién de un solo nucleétido, sustituciones de mdltiples nucleétidos o una
delecion o insercion de uno o mas nucleoétidos. La secuencia de tipo salvaje del intron 8 presenta una citosina en la
posicion 158. A titulo de ejemplos no limitativos, un alelo variante JW1 puede presentar una sustitucion de citosina
(c) por adenina (a), citosina (c) por guanina (g) o de citosina (c) por timina (t) en el nucle6tido 158 del intrén 8. El
alelo variante JW1 puede ser un cambio de una citosina (c) por una timina (t) en el nucleétido 158 del intrén 8 de
NOD2.

La expresion "alelo variante JW15" incluye una variacién genética en la regién 3' no traducida de NOD2 en la
posicion nucledtida 118.790 de la secuencia AC007728. La variacion genética en el nucle6tido 118.790 puede ser,
aunque sin limitacion, una sustitucién de un solo nucleétido, sustituciones de multiples nucleétidos, o una delecion o
insercién de uno o mas nucleétidos. La secuencia de tipo salvaje presenta una adenina (a) en la posicion 118.790. A
titulo de ejemplos no limitativos, un alelo variante JW15 puede presentar una sustitucion de adenina (a) por citosina
(c), de adenina (a) por guanina (g) o de adenina (a) por timina (t) en el nucleétido 118.790. El alelo variante JW15
puede ser un cambio de una adenina (a) por citosina (c) en el nucleétido 118.790.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresién "alelo variante JW16" incluye una variacion genética en la
region 3' no traducida de NOD?2 en la posicion nucledtida 118.031 de la secuencia AC007728. La variacion genética
en el nucledtido 118.031 puede ser, aunque sin limitacion, una sustitucion de un solo nucleétido, sustituciones de
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multiples nucleétidos, o una delecién o insercion de uno o mas nucleétidos. La secuencia de tipo salvaje presenta
una guanina (g) en la posicién 118.031. A titulo de ejemplos no limitativos, un alelo variante JW16 puede presentar
una sustitucion de guanina (g) por citosina (c), de guanina (g) por adenina (a) o de guanina (g) por timina (t) en el
nucleétido 118.031. El alelo variante JW16 puede ser un cambio de una guanina (g) por adenina (a) en el nucleétido
118.031.

La expresion "alelo variante JW17" incluye una variacion genética en la region 5' no traducida de NOD2 en la
posicion nucledtida 154.688 de la secuencia AC007728. La variacion genética en el nucleétido 154.688 puede ser,
aunque sin limitacion, una sustitucién de un solo nucleétido, sustituciones de multiples nucleétidos, o una delecion o
insercién de uno o mas nucledtidos. La secuencia de tipo salvaje presenta una citosina (c) en la posicién 154.688. A
titulo de ejemplos no limitativos, un alelo variante JW17 puede presentar una sustitucion de citosina (c) por guanina
(9), de citosina (c) por adenina (a) o de citosina (c) por timina (t) en el nucleétido 154.688. El alelo variante JW17
puede ser un cambio de una citosina (c) por timina (t) en el nucleétido 154.688.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresién "alelo variante JW18" incluye una variacion genética en la
regién 5' no traducida de NOD2 en la posicion nuclettida 154.471 de la secuencia AC007728. La variacién genética
en el nucledtido 154.471 puede ser, aunque sin limitacion, una sustitucion de un solo nucleétido, sustituciones de
multiples nucleétidos, o una delecién o insercion de uno o mas nucleétidos. La secuencia de tipo salvaje presenta
una citosina (c) en la posicion 154.471. A titulo de ejemplos no limitativos, un alelo variante JW18 puede presentar
una sustitucion de citosina (c) por guanina (g), de citosina (c) por adenina (a) o de citosina (c) por timina (t) en el
nucleétido 154.471. El alelo variante JW18 puede ser un cambio de una citosina (c) por timina (t) en el nucleétido
154.471.

Se entiende que los métodos pueden ponerse en practica con dichos alelos variantes u otros alelos variantes de
NOD2 situados en una regién codificante o una region no codificante (por ejemplo intrén o regién promotora) del
locus NOD2. Se entiende ademas que los métodos pueden implicar la determinacién de la presencia de una, dos,
tres, cuatro o mas variantes de NOD2, incluyendo, aunque sin limitarse a ellas, los alelos PSN 8, PSN 12 y PSN 13,
y otras variantes de region codificante, asi como de no codificante.

V. Ejemplos

El presente método se describe en mayor detalle mediante ejemplos especificos. Los ejemplos siguientes se
proporcionan a titulo ilustrativo. El experto en la materia podra reconocer facilmente una diversidad de parametros
no criticos que pueden cambiarse o modificarse rindiendo esencialmente los mismos resultados.

Ejemplo 1. Nuevo ensayo de cambio de movilidad para la medicion de niveles de farmacos bioldgicos anti-TNF-a

El presente ejemplo ilustra un nuevo ensayo homogéneo para medir la concentracién de farmaco anti-TNF-a en una
muestra de paciente (por ejemplo de suero) utilizando la cromatografia de exclusion por tamafio para detectar la
union del farmaco anti-TNF-a a TNF-a marcado fluorescentemente. El ensayo resulta ventajoso porque evita la
necesidad de etapas de lavado, utiliza fluoréforos que permiten la deteccién en los espectros visible y/o de IR que
reduce el fondo y problemas de interferencia con el suero, incrementa la capacidad de detectar farmacos anti-TNF-a
en pacientes con un titulo bajo debido a la elevada sensibilidad de la deteccion con marcaje fluorescente y se
produce como una reaccion en fase liquida, reduciendo de esta manera la probabilidad de cualesquiera cambios en
el epitopo por unién a una superficie sélida, tal como una placa de ELISA.

En un método ejemplar, se marca TNF-a con un fluoréforo (por ejemplo Alexass7), en donde el fluoréforo puede
detectarse en los espectros tanto visible como de IR. El TNF-a marcado se incuba con suero humano en una
reaccion en fase liquida para permitir que se una el farmaco anti-TNF-a presente en el suero. EI TNF-a marcado
también puede incubarse con cantidades conocidas del farmaco anti-TNF-a en una reaccion en fase liquida para
generar una curva estandar. Tras la incubacién, las muestras se cargan directamente en una columna de exclusion
por tamafio. La union del farmaco anti-TNF-a a TNF-a marcado resulta en un desplazamiento hacia la izquierda del
pico en comparacion con TNF-a marcado solo. La concentracion del farmaco anti-TNF-a presente en la muestra de
suero seguidamente puede compararse con la curva estandar y los controles.

La figura 1 muestra un ejemplo del ensayo del presente método, en el que se utilizd la HPLC de exclusion por
tamafio para detectar la union entre TNFa-Alexassy y HUMIRA™ (adalimumab). Tal como se muestra en la figura 1,
la union de HUMIRA™ a TNF-a-Alexass; causé un desplazamiento del pico de TNF-a-Alexass7 hacia la izquierda.

La figura 2 muestra las curvas de dosis-respuesta de la unién de HUMIRA™ a TNFa-Alexassz. En particular, la figura
2A muestra que HUMIRA™ incrementé de manera dependiente de la dosis el desplazamiento de TNF-a-Alexass7 en
el ensayo de cromatografia de exclusion por tamafio. La figura 2B muestra que la presencia de 1% de suero humano
no presenté ningun efecto significativo sobre el desplazamiento de TNF-a-Alexagss7 €n el ensayo de cromatografia de
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exclusién por tamafio. La figura 2C muestra que la presencia de suero agrupado positivo para RF no presenté
ningun efecto significativo sobre el desplazamiento de TNF-a-Alexass7 €n el ensayo de cromatografia de exclusion
por tamano.

De esta manera, el presente ejemplo demuestra la utilidad del presente método en el seguimiento de pacientes que
reciben un farmaco anti-TNF-a tal como HUMIRA™: (1) para guiar en la determinacion de la dosis de farmaco
apropiada, (2) para evaluar la farmacocinética del farmaco, por ejemplo para determinar si el farmaco esta siendo
eliminado del cuerpo con excesiva rapidez, y (3) para guiar las decisiones de tratamiento, por ejemplo si cambiar del
farmaco anti-TNF-a actual a un inhibidor de TNF-a diferente o a otro tipo de terapia.

Ejemplo 2. Nuevo ensayo de cambio de movilidad para la medicién de los niveles de HACA y HAHA

El presente ejemplo ilustra un nuevo ensayo homogéneo para medir la concentracion de autoanticuerpos (por
ejemplo HACA y/o HAHA) en una muestra de paciente (por ejemplo de suero) utilizando la cromatografia de
exclusién por tamafio para detectar la unién del farmaco anti-TNF-a a TNF-a marcado fluorescentemente. El ensayo
resulta ventajoso porque evita la necesidad de etapas de lavado, las cuales eliminan HACA y HAHA de baja
afinidad, utiliza fluoréforos que permiten la deteccion en los espectros visible y/o de IR que reduce el fondo y los
problemas de interferencia con el suero, incrementa la capacidad de detectar HACA y HAHA en pacientes con un
titulo bajo debido a la elevada sensibilidad de la deteccién con marcaje fluorescente y se produce como una
reaccion en fase liquida, reduciendo de esta manera la probabilidad de cualesquiera cambios en el epitopo por unién
a una superficie sélida, tal como una placa de ELISA.

La utilidad clinica de la medicion de autoanticuerpos (por ejemplo HACA, HAHA, etc.) que se generan contra
inhibidores de TNF-a queda ilustrada por el hecho de que las HACA se detectaron en 53%, 21% y 7% de los
pacientes de artritis reumatoide tratados con 1 mg/kg, 3 mg/kg y 10 mg/kg de infliximab. Al combinar infliximab con
metotrexato, la incidencia de anticuerpos fue menor, 15%, 7% y 0%, lo que indica que la terapia inmunosupresora
concurrente resulta eficaz en la reduccion de las respuestas antifarmaco, aunque también indica que una dosis
elevada de anticuerpo anti-TNF-a podria conducir a tolerancia. En la enfermedad de Crohn, se ha informado de una
incidencia mucho mas alta; tras la quinta infusion, el 61% de los pacientes presentaba HACA. Se acort6 la respuesta
clinica en presencia de HACA. Ver Rutgeerts, N. Engl. J. Med. 348:601-608, 2003. Un estudio retrospectivo de
infliximab y niveles de HACA medidos durante un periodo de 3 afios entre 2005 y 2008 en 155 pacientes demostro
que se detectaban HACA en 22,6% (N=35) de los pacientes con enfermedad intestinal inflamatoria. Ver Afif et al.,
"Clinical Utility of Measuring Infliximab and Human Anti-Chimeric Antibody Levels in Patients with Inflammatory
Bowel Disease"; articulo presentado en la Digestive Disease Week; 30 de mayo a 3 de junio, 2009; Chicago, IL. Los
autores concluyeron que cambiar el tratamiento basandose en los sintomas clinicos Unicamente podria conducir a
un control inadecuado.

El ensayo de cambio de movilidad homogéneo resulta ventajoso frente a los métodos actuales, tales como el ensayo
de puente mostrado en la figura 3 para medir las concentraciones de los autoanticuerpos (por ejemplo HACA y/o
HAHA) en una muestra del paciente debido a que el método inventivo es capaz de medir la concentraciéon de
autoanticuerpos tales como HACA sin unién no especifica e interferencia con la fase sélida de la placa ELISA, sin
interferencia del farmaco anti-TNF-a (por ejemplo con el ensayo de puente, deben realizarse mediciones de HACA a
niveles valle del farmaco anti-TNF-a) y sin ninguna dependencia de la multivalencia del anticuerpo (por ejemplo, los
anticuerpos IgG4 no se detectan utilizando el ensayo de puente debido a que los anticuerpos 1IgG4 son biespecificos
y no pueden entrecruzar el mismo antigeno). De esta manera, el presente método presenta por lo menos las
ventajas siguientes respecto a los métodos actuales: evita la union de los antigenos a las superficies sélidas (se
evita la desnaturalizacion); elimina el efecto de 1gG4; supera los problemas de valle del anticuerpo terapéutico;
detecta anticuerpos con afinidades débiles; elimina la union no especifica de las IgG irrelevantes e incrementa la
sensibilidad y especificidad de la deteccion.

En un método ejemplar, se marca un farmaco anti-TNF-a (por ejemplo REMICADETM) con un fluoréforo (por ejemplo
Alexasa?), en donde el fluoréforo puede detectarse en los espectros tanto visible como de IR. El farmaco anti-TNF-a
marcado se incuba con suero humano en una reaccion en fase liquida para permitir que se unan HACA y HAHA
presentes en el suero. El farmaco anti-TNF-a marcado también puede incubarse con cantidades conocidas del
anticuerpo anti-lgG en una reaccion en fase liquida para generar una curva estandar. Tras la incubacion, las
muestras se cargan directamente en una columna de exclusiéon por tamafio. La unién de los autoanticuerpos a
farmaco anti-TNF-a marcado resulta en un desplazamiento hacia la izquierda del pico en comparacién con farmaco
marcado solo. La concentracion de HACA y HAHA presentes en la muestra de suero seguidamente puede
compararse con la curva estandar y los controles. La figura 4 ilustra una descripcion general ejemplar de los ensayos
de deteccion de autoanticuerpos para medir las concentraciones de HACA/HAHA generados contra REMICADE™.
En determinados casos, los niveles elevados de HACA/HAHA indican que la terapia actual con REMICADE™
deberia cambiarse a otro farmaco anti-TNF-a, tal como HUMIRA™,
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El principio de este ensayo se basa en el cambio de movilidad del complejo Remicade unido a anticuerpo y marcado
con Alexass7 frente a Remicade marcado con Alexass; pero libre en cromatografia liquida de alto rendimiento-
exclusién por tamafio (HPLC-ET) debido al incremento del peso molecular del complejo.

La cromatografia en el presente ejemplo se llevd a cabo en un sistema de HPLC Agilent-1200 utilizando una
columna Bio-Sep de 300x7,8 mm SEC-3000 (Phenomenex) con un intervalo de fraccionamiento de pesos
moleculares de 5.000 a 700.000 y una fase moévil de 1X PBS, pH 7,4, a un caudal de 0,5 ml/min con deteccion de
UV a 650 nm. Se carg6 un volumen de muestra de 100 yl en la columna para cada analisis.

El complejo de Remicade marcado con Alexass7 unido a anticuerpo se forma mediante la incubacién de una cantidad
conocida del anticuerpo y Remicade marcado con Alexa647 en el tampdén de eluciéon 1X PBS, pH 7,3, a temperatura
ambiente durante 1 hora antes del analisis de HPLC-ET.

La figura 5 muestra un andlisis de dosis-respuesta de unién de anticuerpo anti-lgG humano a REMICADE ™-Alexasaz
detectado utilizando el ensayo de cromatografia de exclusion por tamafio. La union del anticuerpo anti-IgG a
REMICADE™-Alexa 647 caus6 un desplazamiento del pico de REMICADE ™-Alexa 647 hacia la izquierda. La figura
6 muestra un segundo andlisis de dosis-respuesta de unién de anticuerpo anti-lgG humano a REMICADE ™-Alexasaz
detectado utilizando el ensayo de cromatografia de exclusion por tamafio. Las cantidades mas altas de anticuerpo
anti-lgG resultaron en un incremento dependiente de la dosis de la formacion de complejos de anti-
IgG/REMICADE ™-Alexa 647, tal como indica el desplazamiento del pico de REMICADE -Alexa647 hacia la
izquierda. La figura 7 muestra curvas de dosis-respuesta de union de anticuerpo anti-lgG humano a REMICADE™-
Alexa647.

La figura 8 muestra la formacion del inmunocomplejo REMICADE ™-Alexass; en suero humano normal y suero
positivo para HACA detectados utilizando el ensayo de cromatografia de exclusion por tamafio con 100 ul de
muestra inyectada. Tal como se muestra en la figura 8, la union de HACA presente en muestras del paciente a
REMICADE™-Alexass; causé un desplazamiento del pico de REMICADE -Alexass; hacia la izquierda. De esta
manera, el ensayo de cromatowtr:]rafl’a de exclusion por tamario resulta particularmente ventajoso porque mide HACA
en presencia de REMICADE™, puede utilizarse mientras el paciente se encuentra bajo terapia, mide la unién de
HACA tanto débil como fuerte, es un ensayo de cambio de movilidad de mezcla y lectura, y Buede extenderse a
otros enfoques que utilizan REMICADE™ marcado para el equilibrado con HACA y REMICADE™.

La figura 9 proporciona un resumen de las mediciones de HACA de 20 muestras de suero de pacientes que se
llevaron a cabo utilizando el ensayo de puente o el ensayo de cambio de movilidad. El presente estudio comparativo
demuestra que los presentes métodos presentan una sensibilidad incrementada respecto a los métodos actuales
debido a que 3 muestras que eran negativas para HACA medido utilizando el puente de ensayo eran realmente
positivas para HACA al medirlas utilizando el ensayo de cambio de movilidad (ver los pacientes n°® SK07070305,
SK07070595 y SK07110035).

De esta manera, el presente ejemplo demuestra la utilidad del presente método en el seguimiento de pacientes que
reciben un farmaco anti-TNF-a (por ejemplo REMICADETM) para detectar la presencia o el nivel de autoanticuerpos
(por ejemplo HACA y/o HAHA) contra

el farmaco, debido a que dichas respuestas inmunolégicas pueden asociarse a reacciones de hipersensibilidad y
cambios drasticos en la farmacocinética y distribucion biolégica del farmaco anti-TNF-a que impiden el tratamiento
posterior con el farmaco.

En conclusion, los Ejemplos 1 y 2 demuestran que TNF-a y los anticuerpos anti-TNF-a pueden marcarse
eficientemente con Alexass7. Al incubar TNF-a-Alexass; marcado con anticuerpos anti-TNF-a, se desplazé el tiempo
de retenciéon del complejo marcado de TNF-a/anticuerpo anti-TNF-a y la cantidad de anticuerpo anti-TNF-a que
causaba el desplazamiento pudo cuantificarse mediante HPLC. Ademas, al incubar anticuerpo anti-TNF-a marcado
con anticuerpo anti-lgG humana, se desplazé el tiempo de retencién del complejo marcado de anticuerpo anti-TNF-
o/anticuerpo anti-IgG y la cantidad de anticuerpo anti-lgG que causaba el desplazamiento pudo cuantificarse
mediante HPLC. Ademas, se demostré que el bajo contenido de suero del sistema de ensayo presentaba poco
efecto sobre el analisis de HPLC. Finalmente, pudo generarse una curva estandar para los ensayos de anticuerpo
anti-TNF-a y HACA/HAHA y pudo utilizarse para cuantificar los niveles séricos del paciente de anticuerpo anti-TNF-a
o de HACA/HAHA. Ventajosamente, el presente método proporciona en determinados aspectos un ensayo de
cambio de movilidad, tal como un ensayo homogéneo de mezcla y lectura desarrollado para medir tanto farmaco
como anticuerpos contra el farmaco. Se generd una curva estandar para los farmacos bioldgicos anti-TNF-a
Remicade y Humira y también para los anticuerpos HACA contra Remicade. El formato de ensayo de cambio de
movilidad, al contrario que el ELISA, elimina el recubrimiento con antigenos de la superficie sélida y no resulta
afectado por la unién no especifica de 1gG no relevantes. El formato de ensayo es simple, aunque muy sensible y
puede utilizarse para detectar todos los farmacos biolégicos anti-TNF-a (por ejemplo Remicade, Humira, Enbrel y
Cimzia), asi como el anticuerpo neutralizador (anti-RemicadeTM) en el suero del paciente.
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Ejemplo 3. Medicién de los niveles de anticuerpos antiquiméricos humanos (HACA) y de infliximab (IFX) en suero de
paciente utilizando un nuevo ensayo de cambio de movilidad.

RESUMEN

Antecedentes: el infliximab (IFX) es un terapéutico anticuerpo monoclonal quimérico contra TNF-a que se ha
demostrado que resulta eficaz en el tratamiento de enfermedades autoinmunolégicas tales como la artritis
reumatoide (AR) y la enfermedad intestinal inflamatoria (Ell). Sin embargo, se han encontrado anticuerpos contra
IFX en algunos pacientes tratados con IFX mediante la deteccion de anticuerpos antiquiméricos humanos (HACA), lo
gue podria reducir la eficacia del farmaco o inducir efectos adversos. El seguimiento de los niveles de HACA e IFX
en pacientes individuales podria ayudar a optimizar la dosificacion y el tratamiento con IFX. Los métodos actuales
para detectar HACA se basan en ensayos de fase so6lida, los cuales estan limitados por el hecho de que la presencia
de IFX en la circulacién podria enmascarar la presencia de HACA vy, por lo tanto, la medicion Unicamente puede
realizarse por lo menos 8 semanas después de una dosis de IFX. Ademas, este lapso de tiempo confunde
adicionalmente los ensayos debido a la rapida eliminacién de la circulacion sanguinea de los complejos
inmunolégicos de elevado peso molecular. Para superar estas desventajas, los presentes inventores han
desarrollado y evaluado un nuevo método para medir los niveles séricos de IFX y HACA en pacientes tratados con
IFX.

Métodos: se ha desarrollado un nuevo ensayo de cambio de movilidad sin marcaje radioactivo, en fase sélida, de
exclusién por tamafio (ET)-HPLC para medir los niveles de HACA e IFX en suero procedente de pacientes tratados
con IFX. El complejo inmunolégico (por ejemplo TNF-a/IFX o IFX/HACA), TNF-a o IFX libre, y la proporcién de
unido/libre pueden resolverse y calcularse con elevada precision. Se determinaron las concentraciones séricas de
IFX o HACA con curvas estandares generadas mediante la incubacién con diferentes concentraciones de IFX o
suero agrupado positivo para HACA. Mediante la utilizacién de este nuevo ensayo los presentes inventores midieron
los niveles de IFX y HACA en sueros recogidos de pacientes de Ell tratados con IFX que habian recaido y
compararon los resultados con los obtenidos mediante el ensayo tradicional de ELISA de puente.

Resultados: se generaron curvas de dosis-respuesta con el nuevo ensayo con una elevada sensibilidad. Se
demostro la deteccion de HACA en presencia de un exceso de IFX. En las 117 muestras de suero procedentes de
pacientes tratados con IFX, se encontraron 65 muestras con niveles de IFX superiores al limite de deteccién y el
promedio fue de 11,0+6,9 mg/ml. Para los niveles de HACA, se encontré que 33 muestras (28,2%) eran positivas,
mientras que el ensayo de ELISA de puente detecté Unicamente 24 muestras positivas. Los presentes inventores
identificaron ademas 9 falsos negativos y 9 falsos positivos en las muestras determinadas mediante el ensayo de
puente. Se encontrd que los niveles de HACA se encontraban incrementados en 11 pacientes durante el curso del
tratamiento de IFX, mientras que se encontr6 que los niveles de IFX se encontraban significativamente reducidos.

Conclusiones: se ha desarrollado un nuevo ensayo de cambio de movilidad sin marcaje radioactivo, en fase liquida,
para medir los niveles de IFX y HACA en suero procedente de pacientes tratados con IFX. El ensayo presentaba
elevadas sensibilidad y precision, y los resultados obtenidos eran reproducibles. El presente nuevo ensayo puede
utilizarse ventajosamente para medir los niveles de HACA e IFX mientras los pacientes se encuentran bajo terapia.

INTRODUCCION

El factor alfa de necrosis tumoral (TNF-a) desempefia un papel crucial en la patogénesis de las enfermedades
autoinmunolégicas, tales como la enfermedad de Crohn (EC) y la artritis reumatoide (AR). Esta bien documentado
que el bloqueo de TNF-a con anticuerpos terapéuticos tales como el infliximab (IgGlk monoclonal quimérico
humano-murino) o adalimumab (anticuerpo monoclonal totalmente humano) reduce la actividad de la enfermedad en
la EC y la AR. Sin embargo, aproximadamente 30% a 40% de los pacientes no responden a la terapia anti-TNF-a y
algunos pacientes necesitan dosis mas altas o ajustes de la frecuencia de dosificacién debido a la falta de una
respuesta suficiente. Las diferentes de biodisponibilidad y farmacocinética del farmaco entre pacientes individuales
podria contribuir al fracaso del tratamiento. La inmunogenicidad de los farmacos, que provoca que los pacientes
desarrollen HACA/HAHA, podria resultar en un abanico de reacciones adversas, desde una respuesta alérgica leve
a un choque anafilactico. Estos problemas ya han sido reconocidos por muchos investigadores, organismos de
control de medicamentos, compafiias aseguradoras sanitarios y fabricantes de medicamentos. Ademas, muchos
pacientes con un fracaso de respuesta secundario a un farmaco anti-TNF-a se benefician de un cambio a otro
farmaco anti-TNF-q, lo que sugiere que los anticuerpos neutralizadores dirigidos especificamente contra la proteian
utilizada para el tratamiento podria desempefiar un papel (Radstake et al., Ann. Rheum. Dis. 68(11):1739-45, 2009).
Por lo tanto, se justifica el seguimiento de los pacientes para los niveles de farmaco y HACA/HAHA de manera que
pueda adaptarse la administracion del farmaco al paciente individual y pueden administrarse terapias prolongadas
de manera efectiva y econdmica con un riesgo reducido o nulo para los pacientes (Bendtzen et al., Scand. J.
Gastroenterol. 44(7):774-81, 2009).
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Se han utilizado varios inmunoensayos ligados a enzima para evaluar los niveles circulantes de farmacos y de
HACA/HAHA. La figura 10 proporciona un resumen de los ensayos actuales disponibles para la medicion de HACA
en comparacion con el nuevo ensayo de HACA del presente método. Una de las limitaciones de las actuales
metodologias es que los niveles de anticuerpos son dificiles de medir cuando hay una cantidad medible de farmaco
en la circulacion. En contraste con los métodos en fase sdlida actuales para detectar HACA en los que las
mediciones sdélo pueden llevarse a cabo por lo menos 8 semanas después de una dosis de IFX, el nuevo ensayo del
presente método es un ensayo sin marcaje radioactivo, en fase liquida, de exclusion por tamafio (ET)-HPLC que es
capaz de medir los niveles de HACA e IFX en suero procedente de pacientes mientras estan bajo tratamiento con
IFX.

A continuacion se proporcionan los argumentos para medir las concentraciones séricas de farmacos biolégicos anti-
TNF-a y anticuerpos contra farmacos biolégicos de TNF-a en pacientes: (1) para estudios de FC en ensayos
clinicos, (2) puede ser un requerimiento de la FDA durante ensayos clinicos para el seguimiento de la respuesta
inmunolégica del paciente al farmaco bioldgico, (3) para realizar un seguimiento de la respuesta del paciente al
farmaco biolégico mediante la medicion de HACA o HAHA para guiar la dosificacion del farmaco para cada paciente,
y (4) para la utilizacién como guia para el cambio a un farmaco biolégico diferente en el caso de que fracase el
farmaco inicial.

METODOS

Andlisis de HPLC-ET de los niveles de infliximab (IFX) en el suero del paciente. Se marcé el TNF-a recombinante
humano con un fluoréforo ("FI", tal como, por ejemplo, Alexa Fluor® 488) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Se incubé TNF-a marcado con diferentes cantidades de IFX o suero de paciente durante una hora a temperatura
ambiente. Se analizaron muestras de 100 pyl mediante cromatografia de exclusién por tamafio en un sistema de
HPLC. Se utiliz6 DFL para realizar el seguimiento del TNF-a-FI libre y el complejo inmunoldgico TNF-a-FI unido
basandose en sus tiempos de retencién. Se calcularon los niveles de IFX a partir de la curva estandar.

Andlisis de HPLC-ET de los niveles de HACA en el suero del paciente. Se marcéd IFX purificado con FI. El IFX
marcado se incub6 con diferentes diluciones de suero agrupado positivo para HACA o suero de paciente diluido
durante una hora a temperatura ambiente. Se analizaron muestras de 100 pl mediante cromatografia de exclusién
por tamafio en un sistema de HPLC. Se utilizé DFL para realizar el seguimiento del IFX-FI libre y el complejo
inmunolégico IFX-FI unido basandose en sus tiempos de retencion. Se utilizé la proporcion de IFX-FI unido a libre
para determinar el nivel de HACA.

Procedimiento de ensayo de cambio de movilidad para medir HACA en suero. El principio de este ensayo se basa
en el cambio de movilidad del complejo de infliximab (IFX) marcado con Fl unido a HACA frente a IFX marcado con
FI pero libre en cromatografia liquida de alto rendimiento-exclusion por tamafio (HPLC-ET) debido al incremento del
peso molecular del complejo. La cromatografia se llevo a cabo en un sistema de HPLC Agilent-1200 utilizando una
columna Bio-Sep de 300x7,8 mm SEC-3000 (Phenomenex) con un intervalo de fraccionamiento de pesos
moleculares de 5.000 a 700.000 y una fase mévil de 1X PBS, pH 7,3, a un caudal de 0,5 a 1,0 ml/min con deteccién
DFL. Se carg6 un volumen de muestra de 100 pl en la columna para cada analisis. El complejo de IFX marcado con
FI unido a HACA se form6 mediante la incubacién de suero procedente de pacientes tratados con IFX e IFX
marcado con Fl en el tampén 1X PBS, pH 7,4, a temperatura ambiente durante 1 hora antes del analisis de HPLC-
ET. El ensayo también se llevd a cabo en presencia de diversos agentes de interferencia, tales como factor
reumatoide y TNF-B, con el fin de validar el ensayo.

RESULTADQOS:

La figura 11 muestra la separacion del complejo de IFX-FI unido a HACA respecto de IFX-FI libre debido al cambio
de movilidad del complejo de alto peso molecular. Tal como puede observarse en los paneles c y d, el tiempo de
retencién del pico fluorescente se desplaz6 de 21,8 min. a 15,5-19,0 min. A mayor cantidad presente de HACA en la
mezcla de reaccion, queda menos IFX-FI libre en el cromatograma y se forma méas complejo inmunolégico. La figura
12 muestra las curvas de dosis-respuesta del cambio del pico fluorescente causado por la adicion de HACA.
Utilizando la muestra positiva para HACA, los presentes inventores pudieron detectar un desplazamiento de pico con
diluciones 1:1.000 del suero.

La figura 13 muestra la separacion del complejo de TNF-a-FI unido a IFX respecto de TNF-a-FI libre debido al
cambio de movilidad del complejo de alto peso molecular. Tal como puede observarse en los paneles c y d, el
tiempo de retencion del pico fluorescente se desplazé de 24 min. a 13-19,5 min. A mayor cantidad presente de IFX
en la mezcla de reaccion, queda menos TNF-a-FI libre en el cromatograma y se forma mas complejo inmunolégico.
La figura 14 muestra las curvas de dosis-respuesta del cambio del pico de TNF-a-FI causado por la adicion de IFX.
Basandose en el IFX afiadido, el limite de deteccién es 10 ng/ml de IFX en el suero.
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El nuevo ensayo de cambio de movilidad se validé sometiendo a ensayo muestras de suero de pacientes positivos y
negativos para HACA medidos mediante el ensayo de puente (Tabla 4). Utilizando este ensayo los presente
inventores analizaron muestras de suero de 50 pacientes sanos y 117 pacientes de Ell tratados con IFX. La totalidad
de las muestras de 50 sujetos sanos presentaba un nivel de IFX inferior al limite de deteccién, mientras que 65 de
las muestras de pacientes presentaban una concentracion media de IFX de 11,0 mg/ml. La Tabla 5 muestra los
niveles de HACA en el suero de controles sanos y pacientes de Ell tratados con IFX medidos mediante ensayo de
puente y ensayo de cambio de movilidad. El ensayo de puente detecté menos pacientes positivos para HACA que el
ensayo de cambio de movilidad, y méas falsos negativos, asi como mas falsos positivos.

Tabla 4. Correlacién entre los niveles relativos de HACA en suero de paciente de muestras fuertemente positivas y
negativas en ensayo de puente y ensayo de HPLC-ET

Ensayo de puente Ensayo HPLC de desplazamiento Correlacion
Positivas 82 81 99%
Negativas 12 12 100%

Tabla 5. Andlisis de muestras de paciente, de niveles séricos de HACA utilizando el ensayo de puente (valor de
corte: 1,69 yg/ml) y ensayo HPLC de desplazamiento (valor de corte: 0,19, proporcién entre IFX unido y libre).

Sujetos HACA-positivo Ensayo de puente
(n) Ensayo de Ensayo de Falsos Falsos
puente HPLC negativos positivos
Control sano 50 N/A 0 N/A N/A
Paciente tratado con | 117 24 (20.5%) 33 (28.2%) 9 (IFX elevado) | 9
IFX

Los resultados falsos negativos estan causados por suero de paciente que contiene niveles elevados de IFX que
interfiere con el ensayo de puente sobre la determinacién de HACA, mientras que en el ensayo de HPLC-ET no
resulta afectado. Los resultados falsos positivos estan causados por suero de paciente que contiene niveles
elevados de sustancia de interferencia no especifica que podria interferir con el ensayo de puente.

La figura 15 muestra la relacién entre el nivel de HACA y la concentracion de IFX sobre pacientes de Ell durante el
curso del tratamiento con IFX. Pudo detectarse HACA incluso en V10 (30 semanas) y continu6 incrementandose en
algunos pacientes durante el tratamiento de IFX. La figura 16 muestra que puede detectarse HACA en presencia de
IFX utilizando el ensayo. Un nivel méas alto de HACA en el suero estaba asociado a un nivel mas bajo de IFX que
pudo detectarse (por ejemplo redujo la biodisponibilidad). De esta manera, la detecciéon precoz de HACA durante el
tratamiento con IFX podria guiar al médico y/o al paciente en el cambio a otros farmacos anti-TNF o a incrementar la
dosis de IFX.

Los ensayos se validaron en términos de precision intraensayo e interensayo (basandose en el parametro CV) y la
susceptibilidad a los agentes de interferencia. Se presenta este andlisis a continuacion:

Ensayo de infliximab

Enzayo de HACA
Parameio g ¥
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Ensayo de infliximab

Agente de - Concentracion .

. . Intervalo tipico ; Interferencia

interferencia sometida a ensayo

IgG., IgA, IgM 0,4-16 mg/ml 10, 2,0, 1,5 mg/ml NA

ATI 3,71-150 U/ml (0-60 100 U/ml (- 55 pg/ml) Interfiere con la deteccion de muestras
pg/ml) con baja concentracion de FIX (<5 yg/ml)

Factor reumatoide | >30 IU/ml (pacientes Up to 387 IU/ml NA
positivos para AR)

TNF-a 6,2-6,6 pg/ml 0,0125 ng/ml-40 yg/ml | 100 ng/ml

TNFR1/TNFR2 1,9/4,5 ng/ml 0,1-1.000 ng/ml NA

Suero hemolizado | >20 HI 100-300 HI NA

También se sometieron a ensayo los agentes siguientes y no mostraron interferencia: Azatioprina, metotrexato,
TNF-B, suero lipémico, hemoglobina

Ensayo de HACA

Agente de interferencia | Intervalo tipico gr(]);acye;tracmn sometida a Interferencia
IgG, IgA, IgM 0,4-16 mg/ml 10, 2,0, 1,5 mg/ml NA
Infliximab 0-100 mg/ml 0,78-100 pg/ml NA

Factor reumatoide >30 IU/ml (pacientes positivos | Hasta 774 IU/ml NA

para AR)

TNF-a 6,2-6,6 pg/ml 0,0125 ng/ml-40 pg/ml 250 ng/ml
TNFR1/TNFR2 1,9/4,5 ng/ml 0,1-1000 ng/ml NA

Suero hemolizado >20 HI 100-300 HI NA

También se sometieron a ensayo los agentes siguientes y no mostraron interferencia: Azatioprina, metotrexato,

TNF-B, suero lipémico, hemoglobina

CONCLUSIONES

Los farmacos bioldgicos anti-TNF-a pueden marcarse facilmente con un fluoréforo ("FI") y el formato de ensayo de
cambio de movilidad 5 utilizado para medir HACA/HAHA es un ensayo homogéneo sin el recubrimiento de antigenos
en una superficie sélida y las multiples etapas de lavado e incubaciéon de un ELISA tipico. La incubacion de IFX
marcado con IFX en suero positivo para HACA resulta en la formacion de un complejo inmunolégio que eluye en una
posicion diferente de IFX marcado con Fl libre en la HPLC-ET y, de esta manera, puede cuantificarse la cantidad de
HACA. La presencia de otros componentes del suero presenta pocos efectos sobre el ensayo de cambio de
movilidad. El formato de ensayo de cambio de movilidad, al contrario que el ELISA, no resulta afectado por la unién
no especifica de IgG no relevantes y detecta el isotipo IgG4. Las muestras de suero sano no provocan cambio de
movilidad de IFX marcado con Fl y 28,2% de los pacientes tratados con IFX se encontrd que presentaban HACA en
el ensayo. De esta manera, el formato de ensayo descrito en la presente memoria es muy sensible y puede aplicarse
a la deteccion de todos los farmacos bioldgicos (por ejemplo Remicade, Humira, Enbrel y Cimzia), asi como sus
anticuerpos (por ejemplo anti-Remicade, anti-Humira, anti-Enbrel y anti-Cimzia) en el suero del paciente. Resulta
notable que, ya que HACA puede detectarse en presencia de IFX utilizando el ensayo de cambio de movilidad, la
deteccién precoz de HACA durante el tratamiento con IFX podria guiar al médico y/o al paciente en el cambio a otros
farmacos anti-TNF o a incrementar la dosis posterior de IFX.

Los presentes inventores han desarrollado un nuevo ensayo de HPLC-ET sin marcaje radioactivo y en fase liquida,
para medir los niveles de IFX y HACA en muestras de suero procedentes de pacientes tratados con IFX. El nuevo
ensayo presenta elevadas sensibilidad, exactitud y precision, y los resultados son altamente reproducibles, lo que
hace que este ensayo resulte adecuado para el ensayo rutinario de un gran nimero de muestras de suero humano.
El nuevo formato de ensayo, al contrario que el ELISA, elimina el recubrimiento con antigenos de la superficie solida
y no resulta afectado por la union no especifica de IgG no relevantes. Estas ventajas del formato de ensayo descrito
en la presente memoria reducen los resultados falsos negativos y falsos positivos del ensayo. Ventajosamente, el
formato de ensayo es muy sensible y puede utilizarse para detectar todos los farmacos bioldgicos, asi como sus
anticuerpos, presentes en el suero mientras el paciente se encuentra bajo terapia.

Ejemplo 4. Diferenciacion entre anticuerpos antiquiméricos humanos (HACA) neutralizadores y no neutralizadores en
suero de paciente utilizando nuevos ensayos de cambio de movilidad.

El presente ejemplo ilustra nuevos ensayos homogéneos para medir las concentraciones de autoanticuerpos (por
ejemplo HACA) en una muestra de paciente (por ejemplo de suero) y para determinar si dichos autoanticuerpos son
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autoanticuerpos neutralizadores 0 no neutralizadores utilizando la cromatografia de exclusién por tamafio para
detectar la unién de estos autoanticuerpos a farmaco anti-TNF-a marcado fluorescentemente en presencia de TNF-a
marcado fluorescentemente. Estos ensayos resultan ventajosos porque evitan la necesidad de etapas de lavado, las
cuales eliminan HACA de baja afinidad, utilizan fluoréforos diferentes que permiten la detecciéon en los espectros
visible y/o de IR que reducen el fondo y los problemas de interferencia con el suero, incrementa la capacidad de
detectar HACA neutralizador o no neutralizador en pacientes con un titulo bajo debido a la elevada sensibilidad de la
deteccién con marcaje fluorescente y se produce como una reaccion en fase liquida, reduciendo de esta manera la
probabilidad de cualesquiera cambios en el epitopo por unién a una superficie sélida, tal como una placa de ELISA.

En un método ejemplar, se marca un farmaco anti-TNF-a (por ejemplo REMICADETM) con un fluoréforo "FI" (ver,
por ejemplo, la figura 17A), en donde el fluoréforo puede detectarse en los espectros tanto visible como de IR. De
manera similar, se marca TNF-a con un fluoréforo "F2" (ver, por ejemplo, la figura 17A), en el que el fluoréforo
también puede detectarse en espectros visibles o de IR, o en ambos, y en el que "FI" y "F2" son fluoréforos
diferentes. El farmaco anti-TNF-a marcado se incuba con suero humano en una reaccion en fase liquida y el TNF-a
marcado se afiade a la reaccion para permitir la formacion de complejos (es decir, complejos inmunolégicos) entre el
farmaco anti-TNF-a marcado, TNF-a marcado y/o HACA presente en el suero. Tras la incubacién, las muestras se
cargan directamente en una columna de exclusidn por tamafio. La union de tanto el autoanticuerpo (por ejemplo
HACA) y TNF-a marcado al farmaco anti-TNF-a marcado resulta en un desplazamiento hacia la izquierda del pico
(por ejemplo el "complejo inmunolégico 1" en la figura 17A) en comparaciéon con un complejo binario entre el
autoanticuerpo y el farmaco anti-TNF-a marcado (por ejemplo el "complejo inmunolégico 2" en la figura 17A), el
farmaco marcado solo o TNF-a marcado solo. La presencia de este complejo ternario de autoanticuerpo (por
ejemplo HACA), TNF-a marcado y farmaco anti-TNF-a marcado, indica que el autoanticuerpo presente en la muestra
de suero es una forma no neutralizadora del autoanticuerpo (por ejemplo HACA), de manera que el autoanticuerpo
no interfiere con la unién entre el anticuerpo anti-TNF-a y TNF-a. En un método particular, tal como se muestra en la
figura 17A, en caso de encontrarse presente HACA no neutralizador en el suero, se observara un desplazamiento
tanto de FI-REMICADE™ como de F2-TNF-q, resultando en un incremento en los picos de tanto el complejo
inmunolégico 1 como el complejo inmunolégico 2, y en una reduccion de los picos de FI-REMICADE™ libre y de F2-
TNF-a libre. Sin embargo, la presencia del complejo binario entre el autoanticuerpo (por ejemplo HACA) y el farmaco
anti-TNF-a marcado (por ejemplo el "complejo inmunolégico 2" en la figura 17B) en ausencia del complejo ternario
de autoanticuerpo (por ejemplo HACA), TNF-a marcado y farmaco anti-TNFa marcado indica que el autoanticuerpo
presente en la muestra de suero es una forma neutralizadora del autoanticuerpo (por ejemplo HACA), de manera
que el autoanticuerpo interfiere con la unién entre el anticuerpo anti-TNF-a y TNF-a. En un método particular, tal
como se muestra en la figura 17B, en caso de encontrarse presente HACA neutralizador en el suero, se observara
un desplazamiento de FI-REMICADE™, resultando en un incremento del complejo inmunolégico 2, y en una
reduccion de los picos de FI-REMICADE™ libre y en ningun cambio en el pico de F2-TNF-a libre. En determinados
casos, la presencia de HACA neutralizador indica que la terapia actual con REMICADE™ deberia cambiarse a otro
farmaco anti-TNF-a, tal como HUMIRA™,

En un método alternativo, el farmaco anti-TNF-a marcado en primer lugar se incuba con suero humano en una
reaccion en fase liquida para permitir la formacién de complejos (es decir, complejos inmunoldgicos) entre el
farmaco anti-TNF-a marcado y HACA presente en el suero. Tras la incubacioén, las muestras se cargan directamente
en una primera columna de exclusion por tamafio. La unién del autoanticuerpo (por ejemplo HACA) al farmaco anti-
TNF-a marcado resulta en un desplazamiento hacia la izquierda del pico (por ejemplo el "complejo inmunolégico 2"
en la figura 18) en comparacion con farmaco marcado solo. A continuacion se afiade TNF-a marcado a la reaccién
para determinar si es capaz de desplazar (por ejemplo competir con) el autoanticuerpo (por ejemplo HACA) para la
unién al farmaco anti-TNF-a marcado, permitiendo de esta manera la formacion de complejos (es decir, complejos
inmunolégicos) entre el farmaco anti-TNF-a marcado y TNF-a marcado. Tras la incubacién, las muestras se cargan
directamente en una segunda columna de exclusion por tamafio. La unién del farmaco anti-TNF-a marcado a TNF-a
marcado resulta en un desplazamiento hacia la izquierda del pico (por ejemplo el "complejo inmunolégico 3" en la
figura 18) en comparacion con TNF-a marcado solo. La alteracion de la unién entre el autoanticuerpo (por ejemplo
HACA) y el farmaco anti-TNF-a marcado mediante la adicion de TNF-a marcado indica que el autoanticuerpo
presente en la muestra de suero es una forma neutralizadora del autoanticuerpo (por ejemplo HACA), de manera
gue el autoanticuerpo interfiere con la union entre el anticuerpo anti-TNF-a ¥ TNF-a. En determinados casos, la
presencia de HACA neutralizador indica que la terapia actual con REMICADE M deberia cambiarse a otro farmaco
anti-TNF-a, tal como HUMIRA™.

Ejemplo 5. Andlisis de anticuerpos antifarmaco (AAF) humanos contra adalimumab en suero de paciente utilizando
un nuevo ensayo homogéneo de cambio de movilidad.

Antecedentes y objetivo: se ha demostrado que los anticuerpos monoclonales contra TNF-a tales como infliximab
(IFX), adalimumab (HUMIRATM) y certolizumab resultan eficaces en el tratamiento de la enfermedad intestinal
inflamatoria (Ell) y otros trastornos inflamatorios. Los anticuerpos antifarmaco (AAF) podrian reducir la eficacia del
farmaco y/o inducir efectos adversos. Sin embargo, se han encontrado AAF no sélo en pacientes tratados con el
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anticuerpo quimérico infliximab, sino también en pacientes tratados con el anticuerpo humanizado adalimumab. El
seguimiento de los niveles de AAF y de farmaco en pacientes individuales podria ayudar a optimizar el tratamiento y
la administraciéon en el paciente. Los presentes inventores han desarrollado un ensayo homogéneo de cambio de
movilidad sin marcaje radioactivo en fase liquida para medir con exactitud en el suero tanto HACA (anticuerpo
antiquimérico humano) como IFX en los pacientes. Dicho método de ensayo supera una limitacién importante de los
actuales ensayos en fase solida para la deteccion de HACA: la incapacidad para detectar con exactitud HACA en
presencia de IFX en circulacion. En el presente estudio, los presentes inventores han evaluado dicho nuevo método
para medir los niveles séricos de AAF y de farmaco en pacientes tratados con el farmaco de anticuerpo humanizado,
adalimumab.

Métodos: el ensayo de cambio de movilidad se basé en el cambio del tiempo de retencién de un antigeno libre frente
a un complejo inmunolégico de antigeno-anticuerpo sobre la separacion de exclusion por tamafo. Se mezcld
adalimumab marcado con fluoréforo o TNF-a y control interno con muestras de suero con el fin de medir el cambio
de movilidad del adalimumab libre y TNF-a en presencia de AAF o farmaco. Los cambios en la proporcion de
adalimumab libore o TNF-a y control interno son indicadores de la formacién de complejo inmunolégico. Se
determinaron las concentraciones séricas de AAF o adalimumab con curvas estandares generadas mediante la
incubacién con diferentes concentraciones de anticuerpo anti-lgG humano o adalimumab purificado. Mediante la
utilizacién del ensayo de cambio de movilidad, los presentes inventores midieron los niveles de adalimumab y de
AAF en sueros recogidos de pacientes de Ell tratados con adalimumab que ya no respondian.

Resultados: se generaron curvas de dosis-respuesta con anticuerpo anti-lgG humano para la medicion del cambio
de movilidad del adalimumab marcado. El limite de deteccién del ensayo era de 1 ng de anti-lgG humano. Se
sometieron a ensayo los sueros de cincuenta controles sanos para AAF y todas las muestras presentaban niveles de
AAF inferiores al limite de deteccidn (es decir, sin cambio del adalimumab marcado libre). También se demostré la
deteccién de AAF en presencia de adalimumab afiadido exdgenamente. Para medir la concentracion de farmaco en
pacientes tratados con adalumumab, los presentes inventores generaron una curva estandar con diferentes
cantidades de adalimumab respecto al cambio de movilidad de TNF-a marcado y el limite de deteccién del
adalimumab era de 10 ng.

Conclusiones: el ensayo homogéneo de cambio de movilidad sin marcaje radioactivo en fase liquida del presente
método se aplico a la medicién de los niveles de AAF y adalimumab en muestras de suero de pacientes tratados con
adalimumab. Se encontré que el ensayo era reproducible y de alta sensibilidad y exactitud, y que podia utilizarse
para evaluar los niveles de AAF en muestras de suero de pacientes tratados con adalimumab.

Ejemplo 6. Andlisis de anticuerpos antifarmaco (AAF) contra adalimumab en suero de paciente utilizando un nuevo
ensayo propietario de cambio de movilidad.

RESUMEN

Antecedentes: se ha demostrado que los farmacos anti-TNF-a tales como el infliximab (IFX) y el adalimumab (ADL)
resultan eficaces en el tratamiento de la enfermedad intestinal inflamatoria (Ell). Sin embargo, la induccion de AAF
en los pacientes tratados podria reducir la eficacia del farmaco y/o inducir efectos adversos. En efecto, se han
encontrado AAF no sélo en pacientes tratados con IFX, sino también en pacientes tratados con ADL. El seguimiento
de los niveles de AAF y de farmaco en pacientes individuales podria ayudar a optimizar el tratamiento y la
administracion en el paciente. Los presentes inventores han desarrollado un ensayo propietario de cambio de
movilidad para medir con exactitud en el suero tanto HACA (anticuerpo antiquimérico humano) como IFX en
pacientes tratados con IFX. Dicho ensayo supera una limitacion importante de los actuales ensayos en fase solida
para la deteccion de HACA: la incapacidad para detectar con exactitud HACA en presencia de IFX en circulacion. En
el presente estudio, los presentes inventores han evaluado dicho nuevo ensayo para medir los niveles séricos de
AAF y de farmaco en pacientes tratados con el farmaco de anticuerpo totalmente humano ADL.

Métodos: el ensayo de cambio de movilidad se bas6é en el cambio del tiempo de retencién de un complejo
inmunolégico de antigeno-anticuerpo frente a antigeno libre en la cromatografia de exclusién por tamafio. Se mezclo
ADL o TNF-a marcado con fluoréforo y control interno con muestras de suero con el fin de medir el cambio de
movilidad de ADL y TNF-a marcados, en presencia de AAF o farmaco. Los cambios en la proporcion de ADL libre o
TNF-a y control interno son indicadores de la formacién de complejo inmunoldgico. Se determinaron las
concentraciones séricas de ADA o ADL con curvas estandares generadas mediante la incubacion con diferentes
concentraciones de anticuerpo anti-lgG humano o ADL purificado. Utilizando este ensayo los presentes inventores
midieron los niveles de ADL y AAF en sueros recogidos de pacientes de Ell tratados con ADL.

Resultados: se generaron curvas de dosis-respuesta con anticuerpo anti-lgG humano para la medicion del cambio
de movilidad del ADL marcado. El limite de deteccién del ensayo era de 10 ng de anti-IgG humano. Se sometieron a
ensayo 100 controles sanos para AAF y todas las muestras presentaban niveles de AAF inferiores al limite de
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deteccién (es decir, sin cambio de ADL marcado libre). Se demostré la deteccion de AAF en cinco de 114 muestras
de pacientes de Ell tratados con ADL. Para medir la concentracion de farmaco en pacientes tratados con ADL, los
presentes inventores generaron una curva estandar con diferentes cantidades de ADL respecto al cambio del TNF-a
marcado, con un limite de deteccion de 10 ng.

Conclusiones: los presentes inventores aplicaron su ensayo propietario de cambio de movilidad sin marcaje
radioactivo en fase liquida para medir los niveles de AAF y ADL en suero de pacientes tratados con ADL. Los
ensayos eran reproducibles y de alta sensibilidad y exactitud, y resultan Utiles para evaluar los niveles de AAF en
muestras de suero de pacientes tratados con ADL.

INTRODUCCION

Se ha demostrado que los farmacos biologicos anti-factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) tales como el infliximab
(IFX), el etanercept, el adalimumab (ADL) y el certolizumab pegol reducen la actividad de la enfermedad en varias
enfermedades autoinmunoldgicas, incluyendo la enfermedad de Crohn (EC) y la artritis reumatoide (AR). Sin
embargo, algunos pacientes no responden a la terapia anti-TNF-a, mientras que otros requieren una dosificacion
mas alta 0 mas frecuente debido a la falta de respuesta suficiente, o el desarrollo de reacciones a la infusion.

La inmunogenicidad de los anticuerpos terapéuticos que causa que los pacientes desarrollen anticuerpos contra los
farmacos podria contribuir al fracaso de los tratamientos y de las reacciones a la infusion. Algunos anticuerpos
qguiméricos como IFX presentan un potencial mas alto de inducir la generacion de anticuerpos en comparacion con
anticuerpos totalmente humanizados como el ADL. La prevalencia de anticuerpos contra IFX (HACA) en pacientes
de AR varia entre 12% y 44% y aparentemente es inversamente proporcional al nivel de IFX en suero de paciente y
la respuesta terapéutica. Aunque el ADL totalmente humanizado se supone que es menos inmunogénico que los
anticuerpos murinos 0 quiméricos, varios estudios han informado de la formacién de anticuerpos humanos
antihumanizados (HAHA) y han demostrado la prevalencia de la generacion de anticuerpos de 1% a 87% en
pacientes de AR y EC (Aikawa et al., Immunogenicity of Anti-TNF-alpha agents in autoimmune diseases. Clin. Rev.
Allergy Immunol. 38(2-3):82-9, 2010).

Muchos pacientes con fracaso de respuesta secundario a un farmaco anti-TNF-a podrian beneficiarse del cambio a
otro farmaco anti-TNF-a o del incremento de la dosificacién y/o de la frecuencia de dosificacion. Por lo tanto, se
justifica el seguimiento de los pacientes para los niveles de farmaco y de anticuerpo antifarmaco (AAF) de manera
que la administracién de farmaco puede personalizarse a cada paciente individual. Este enfoque permite ajustar las
dosis cuando esté justificado o el cese de la medicacion en caso de detectar niveles de AAF (Bendtzen et al.,
Individual medicine in inflammatory bowel disease: monitoring bioavailability, pharmacokinetics and immunogenicity
of anti-tumour necrosis factor-alpha antibodies. Scand. J. Gastroenterol. 44(7):774-81, 2009; Afif et al., Clinical utility
of measuring infliximab and human anti-chimeric antibody concentrations in patients with inflammatory bowel
disease. Am. J. Gastroenterol., 105(5):1133-9, 2010).

Se han desarrollado varios ensayos para medir HACA y HAHA. Una de las limitaciones de las actuales metodologias
es que los niveles de AAF no pueden medirse fiablemente cuando hay un nivel elevado de farmacos en la
circulacion.

Los presentes inventores han desarrollado un ensayo propietario de cambio de movilidad sin marcaje radioactivo en
fase liquida para medir los niveles de AAF y de ADL en suero de pacientes tratados con ADL que no resulta
afectado por la presencia del farmaco en el suero.

METODOS

Se incubé ADL marcado con fluoréforo (FI) con suero de paciente para formar el complejo inmunolégico. Se incluyé
un péptido pequefio marcado con Fl a modo de control interno en cada reaccion. Se utilizaron cantidades diferentes
de anticuerpo anti-lgG humano para generar una curva estandar con el fin de determinar el nivel sérico de AAF. Se
separ6 el ADL marcado con FI del complejo unido a anticuerpo basandose en su peso molecular mediante
cromatografia de exclusiéon por tamafio. Se utilizé la proporcién de ADL marcado con FI libre y control interno de
cada muestra para extrapolar la concentracién de HAHA a partir de la curva estandar. Se utiliz6 una metodologia
similar para medir los niveles de ADL en muestras de suero de paciente con TNF-a marcado con Fl.

RESULTADOS:
La figura 19 muestra la separacién del complejo de FI-ADL unido a anticuerpo anti-IlgG humano respecto de FI-ADL

libre debido al cambio de movilidad del complejo de alto peso molecular. Tal como puede observarse en los paneles
c a h, el tiempo de retencion del pico fluorescente se desplazé de 10,1 min. a 7,3-9,5 min. A mayor cantidad
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presente de anticuerpo anti-lgG humano en la mezcla de reaccion, queda menos ADL libre en el cromatograma y se
forma mas complejo inmunolégico (h a ¢). El tiempo de retencién para el control interno era de 13,5 min.

La figura 20 muestra la curva de dosis-respuesta del cambio del pico fluorescente causado por la adiciéon de anti-IgG
humano. El incremento de la concentracion de anticuerpo anti-lgG humano reduce la proporcién entre ADL libre y
control interno debido a la formacion del complejo inmunoldgico. La sensibilidad del ensayo era de 10 ng/ml de
anticuerpo anti-lgG humano. El control interno "FI-BioCyt" corresponde a Alexa Fluor® 488-biocitina (BioCyt), que
combina el fluoréforo verde fluorescente Alexa Fluor® 488 con biotina y una amina primaria fixable por aldehido
(lisina) (Invitrogen Corp., Carlsbhad, CA).

La figura 21 muestra la separacion del complejo de TNF-a-FI unido a ADL respecto de TNF-a-FI libre debido al
cambio de movilidad del complejo de alto peso molecular. Tal como puede observarse en los paneles c y j, el tempo
de retencion del pico fluorescente se desplaz6 de 11,9 min. a 6,5-10,5 min. A mayor cantidad presente de HACA en
la mezcla de reaccion, queda menos TNF-Alexa libre en el cromatograma y se forma mas complejo inmunolégico.

La figura 22 muestra las curvas de dosis-respuesta del cambio del pico de TNF-a-FI causado por la adicién de ADL.
Basandose en el ADL afadido, el limite de deteccion es 10 ng/ml de ADL en el suero.

La Tabla 6 demuestra que las muestras de suero de 100 sujetos sanos y 114 pacientes de Ell tratados con ADL
fueron analizadas para los niveles de AAF y ADL utilizando el ensayo de cambio de movilidad. La totalidad de las
muestras de 100 sujetos sanos presentaba niveles de AAF inferiores al limite de deteccion (sin cambio de FI-ADL
libre), mientras que 5 de 114 muestras de paciente presentaba una concentracion de AAF de 0,012 a >20 ug/ml. El
promedio de los niveles de ADL en muestras de 100 sujetos sanos fue de 0,76+10 pg/ml (intervalo de 0 a 9,4 pg/ml).
El promedio de los niveles de ADL en 114 muestras de suero de pacientes tratados con Ell fue de 10,8+17,8 ug/ml
(intervalo de 0 a 139 ug/ml). Cuatro de cada cinco muestras positivas para AAF presentaba niveles indetectables de
ADL.

Tabla 6. Niveles en suero de paciente de AAF y ADL medidos mediante el ensayo de cambio de movilidad

Sujetos Sexo Edad (afios) Positivo para Nivel de ADL

(n) (VIM) (promedio) AAF (ug/ml)
Control sano 100 38/62 18-62 (37,1) 0 0,76+1,00
Paciente de Ell tratado |, , 51/63 20-69 (39,9) 5(4,3%) 10,80+17,80
con ADL

CONCLUSIONES

El formato de ensayo de cambio de movilidad utilizado para medir HACA/IFX es un ensayo homogéneo sin el
recubrimiento con antigenos de una superficie sélida, y sin las multiples etapas de lavado e incubacion de un ELISA
tipico. Este ensayo puede aplicarse a la medicién de farmacos AAF y anti-TNF. La sensibilidad del ensayo (intervalo
de pg/ml) es superior para la medicién de tanto AAF como ADL en suero de paciente que utilizando métodos de
ELISA (intervalo de pg/ml). Las muestras de suero de control sano no provocaron cambio de movilidad de ADL
marcado con Fl y 4,3% de los pacientes tratados con ADL se encontré que presentaban AAF en el ensayo. Aunque
las muestras de suero de control sano causaron un cambio de movilidad de TNF-a marcado con Fl, que podria
haberse debido a la presencia de receptor libre soluble de TNF-qa, la media de ADL en los pacientes tratados con
ADL era mucho mas alta (10,8 frente a 0,76 mg/ml). La deteccién precoz de AAF y el seguimiento del nivel de
farmaco ADL mientras el paciente recibe tratamiento de ADL permitira al médico optimizar la dosificacion de ADL o
cambiar a otro farmaco anti-TNF-a en caso apropiado para, de esta manera, optimizar el control global de la
enfermedad del paciente.

Tabla 7. Niveles en suero de paciente de AAF y ADL medidos mediante el ensayo de cambio de movilidad
Sujetos Sexo Edad Nivel de ADL Positivo para AAF
(n) (VIM) (promedio) (ug/ml)
Control sano 100 38/62 18-62 (37,1) 0,76 £1,00 0
Paciente de Ell 114 51/63 20-69 (39,9) 10,80 +£17,80 0-4 pyg/ml ADL: 4 de 42
tratado con ADL (9,52%)

Utilizando el presente ensayo de cambio de movilidad los presentes inventores analizaron muestras de suero
procedentes de 100 sujetos sanos y 114 pacientes de Ell tratados con ADL para los niveles de AAF y ADL. La
totalidad de las muestras de los 100 sujetos sanos presentaba niveles de AAF inferiores al limite de deteccién
(sin cambio de FI-ADL libre), mientras que 4 de 42 muestras de paciente con 0 a 4 yg/ml de ADL presentaba
una concentracion media de AAF de 0,012 a >20 ug/ml. El promedio de los niveles de ADL en las muestras de
100 sujetos sanos fue de 0,76+1,0 pg/ml (intervalo de 0 a 9,4 pug/ml). El promedio de los niveles de ADL en 114
muestras de suero de pacientes tratados con ADL fue de 10,8+17,8 pyg/ml (intervalo de 0 a 139 yg/ml). Cuatro
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de cada cuatro muestras positivas para AAF presentaba niveles indetectables de ADL. Para la deteccion de
AAF, los 114 pacientes de Ell tratados con ADL fueron divididos en dos categorias: 0 a 4 yg/ml de ADL y >4
pg/ml de ADL. Los pacientes con mas de 4 ug/ml de ADL se sometieron a ensayo con una cantidad mayor de
ADL-FI para contrarrestar la competicion de ADL circulante con ADL-FI.

Las muestras de suero de control sano no causaron un cambio de movilidad del ADL marcado con Fl. En un estudio
preliminar, se encontré que el 9,52% de los pacientes con 0,4 ug/ml de ADL presentaba AAF en el presente ensayo.

Ejemplo 7: determinacion de los niveles de concentracion de REMICADE™ y anticuerpos antifarmaco humanos

El presente ejemplo describe un método para determinar los niveles de farmacos anti-TNF-a, por ejemplo de
REMICADEM™ (Infliximab) en una muestra de suero, asi como para determinar los niveles de un anticuerpo
antifarmaco humano, por ejemplo un anticuerpo antiquimérico humano (HACA) contra REMICADE™ (Infliximab).

Etapa 1: determinacion del nivel de concentracion de REMICADE™ (infliximab) en una muestra.

TNF-a puede marcarse con un fluoréforo (por ejemplo Alexass7), en donde el fluoréforo puede detectarse en los
espectros tanto visible como de IR, o en ambos. El TNF-a marcado se incuba con suero humano en una reaccion en
fase liquida para permitir que se una el farmaco anti-TNF-a presente en el suero. El TNF-a marcado también puede
incubarse con cantidades conocidas del farmaco anti-TNF-a en una reaccion en fase liquida para generar una curva
estandar. Tras la incubacion, las muestras se cargan directamente en una columna de exclusién por tamafio. La
union del farmaco anti-TNF-a a TNF-a marcado resulta en un desplazamiento hacia la izquierda del pico en
comparacion con TNF-a marcado solo. La concentracion del farmaco anti-TNF-a presente en la muestra de suero
seguidamente puede compararse con la curva estandar y los controles.

Analisis de HPLC-ET de los niveles de REMICADE™ (infliximab) en el suero del paciente. Se marcé TNF-a
recombinante humano con un fluoréforo (Alexa Fluor® 48824 siguiendo las instrucciones del fabricante. Se incubd
TNF-a marcado con diferentes cantidades de REMICADE™ o suero de paciente durante una hora a temperatura
ambiente. Se analizaron muestras de 100 ul mediante cromatografia de exclusion por tamafio en un sistema de
HPLC. Se utilizé la deteccién de marcaje fluorescente para realizar el seguimiento del TNF-a marcado libre y el
complejo inmunolégico de TNF-a unido basandose en sus tiempos de retencién. Se calcularon los niveles de
REMICADE™ a partir de la curva estandar.

Las ecuaciones siguientes son relevantes al presente ensayo:

Ecuacién I: TNF-a marcado + REMICADE™ - (TNF-0 marcado sREMICADE™)compleo

Ecuacion I1: [REMIC&DETMIm TNF-a marcado presente — [{TNF-{I
marcadoeREMICADE™) gometeio]

Ecuacion ITI: [REMICADE™] = [(TNF-a marcadosREMIC ADE™)emeisio]/ [TNF- marcado ] x
[TNF-o marcado]

En la Etapa 1, se pone en contacto una cantidad conocida de TNF-a marcado con una muestra de suero que
contiene REMICADE™. ElI TNF-a marcado y REMICADE™ forman un complejo  (TNF-a
marcado*REMICADE ™)compiejo, Ver la Ecuacion |. Debido a que la totalidad del REMICADE™ formara un complejo
con TNF-a marcado, la concentracién de REMICADE™ presente antes de la introduccion de TNF-a marcado es
igual a la concentracion medida de TNF-a marcadosREMI-CADE™ ompiejo, Ver la Ecuacion 1. El nivel de
concentracion de REMICADE™ se calculé multiplicando la proporcion entre [(TNF
marcado*REMICADE ™)compiejo)/[TNF-a marcado] y [TNF-a marcado], ver la Ecuacion Ill. La proporcién [(TNF-a
marcado*REMI-CADE™)compiejo]/[TNF-a marcado] se obtuvo integrando el area bajo la curva para el pico de (TNF-a
marcado*REMI-CADE™)compiejo, @ partir de un gréfico de intensidad de la sefial como funcién del tiempo de elucién
del HPLC de exclusion por tamafio, y dividiendo este niimero por la integracion resultante del area bajo la curva para
el pico de TNF-a marcado del grafico. La [TNF-a marcado] es conocida a priori.

Etapa 2: determinacion del nivel de anticuerpo antiquimérico humano, HACA.

44



10

15

20

25

30

ES 2530175713

El farmaco anti-TNF-a (por ejemplo REMICADETM) puede marcarse con un fluoréforo, por ejemplo Alexassz, €n
donde el fluor6foro puede detectarse en los espectros tanto visible como fluorescente. El farmaco anti-TNF-a
marcado se incuba con suero humano en una reaccion en fase liquida para permitir que se una cualquier HACA
presente en el suero. El farmaco anti-TNF-a marcado también puede incubarse con cantidades conocidas del
anticuerpo anti-lgG o suero de paciente positivo agrupado en una reaccion en fase liquida para generar una curva
estandar. Tras la incubacion, las muestras se cargan directamente en una columna de exclusién por tamafio. La
union de los autoanticuerpos a farmaco anti-TNF-a marcado resulta en un desplazamiento hacia la izquierda del pico
en comparacion con farmaco marcado solo. La concentracion de HACA presente en la muestra de suero
seguidamente puede compararse con la curva estandar y los controles.

Analisis de HPLC-ET de los nlveles de HACA en el suero del paciente. Se marcé REMICADE" purlflcado con un
fluoréforo. Se incubé REMICADE™ marcado con diferentes diluciones de suero agrupado positivo para HACA o
suero de paciente diluido durante una hora a temperatura ambiente. Se analizaron muestras de 100 yl mediante
cromatografia de exclusion por tamano en un sistema de HPLC. Se utilizé la deteccién de marcaje quorescente para
realizar el seguimiento de REMICADE™ marcado libre y el complejo |nmunolog|co de REMICADE™ marcado unido,
basandose en sus tiempos de retencion. Se utilizé la proporcién entre REMICADE™ unido a libre para determinar el
nivel de HACA tal como se indica posteriormente.

Procedimiento de ensayo de cambio de movilidad para medir HACA en suero. El pr|n0|p|o de este ensayo se basa
en el cambio de mOV|I|dad del anticuerpo antifarmaco, por ejemplo HACA, con REMICADE™ marcado con Alexass7
frente a REMICADE™ marcado con Alexass7 pero libre en cromatografia liquida de alto rendimiento-exclusién por
tamafio (HPLC-ET) debido al incremento del peso molecular del complejo. La cromatografia se llevé a cabo en un
sistema de HPLC Agilent-1200 utilizando una columna Bio-Sep de 300x7,8 mm SEC-3000 (Phenomenex) con un
intervalo de fraccionamiento de pesos moleculares de 5.000 a 700.000 y una fase mévil de 1X PBS, pH 7,3, a un
caudal de 0,5 a 1,0 ml/min con deteccion de marcaje fluorescente, por ejemplo la deteccion de UV a 650 nm.
Enfrente del sistema de HPLC Agilent-1200 con una columna Bio-Sep de 300x7,8 mm SEC-3000 se encontraba un
precolumna analitica BioSep de 75x7,8 mm SEC-3000. Se cargd un volumen de muestra de 100 pl en la columna
para cada analisis. El complejo de HACA y complejo de REMICADE marcado se formé mediante la incubacién de
suero procedente de un paciente tratado con REMICADE™ y REMICADE ™ marcado en el tampo6n de elucion 1X
PBS, pH 7,3, a temperatura ambiente durante 1 hora antes del analisis de HPLC-ET.

Las ecuaciones siguientes son relevantes al presente ensayo:

Ecuacién IV: REMICADE™ + REMICADE™ marcado + HACA —»
(REMICADE ™ HACA)corgiso + (REMICADE™ marcado  sHACA Joogisio

Ecuacién V: [REMICADE™]/[REMICADE ™sHACA sorgieio ] = [REMICADE™ marcado 1/
REMICADE™ marcado »HAC Aqpiso |

Ecuacién VI: [HACA] = [REMICADE™sHACA g + [REMICADE™
marcado *HACA] gl

Ecuacién VII: [REMICADE™sHACA cxpisio ] = [REMICADE™] x [REMICADE™
marcado 'e HAC A spieio J/[REMICADE™ marcado ]

Ecuacién VIII: [REMICADE™ marcado 'sHACA wpigo ] = [REMICADE™ marcado ] x
[REMICADE™ marcado $HACA gpise ]/ [REMICADE™ marcado ']

Ecuacién IX: [REMICADE™]qunidad eficr = [REMICADE™] — [HACA]
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Determinacion de los niveles de concentracion de anticue%os humanos anti-farmaco de TNF-a, por ejemplo HACA.
Se afiadié una concentracion conocida de REMICADE ™ marcado a una muestra de suero. HACA forma un
complejo con REMICADE™ o REMICADE™ marcado. Ver la Ecuacién IV. Se determiné la [REMICADE™] en la
Etapa 1, anteriormente. Mediante la integracion del area bajo la curva para REMICADE TM marcado*HACA compiejo Y
dividiendo este nimero por la integracion resultante del area bajo la curva para REMICADE TM marcado libre, se
obtuvo la proporcion entre [REMICADE™marcado*HACAompiej] ¥ [REMICADE™marcado] La proporcion entre
[REMICADE™] y [REMICADE™HACAwmpie] €s igual a la proporcion entre [REMICADE™ marcado] y
[REMICADETM marcado*HACA ompiejo], Ver la Ecuacion V. Debido a que HACA se equilibra y forma un complejo tanto
con REMICADE™ como REMICADE ™ marcado, la cantidad total de HACA es igual a la suma de la cantidad de
REMICADE "™*HACAcompiejo Y la cantidad de REMICADE™ marcadosHACAcompiejo, Ver la Ecuacion VI. Debido a que
la proporcion entre [REMICADE™] y [REMICADE ™eHACAwmieo] €s igual a la proporcion entre
[REMICADE™marcado] y [REMICADE™marcado*HACAcompieio], tanto [REMICADE™-HACA]compee COMO
[REMICADE™marcado-HACAcompiejy] Se determinan mediante la multiplicacion de la proporcion entre
[REMICADE™marcado*HACAcompiejo)/[REMICADE™marcado] por, respectivamente, la concentracion de de
REMICADE™, determinada en la Etapa 1, y la concentracién de REMICADE™ marcado, conocida a priori. Ver las
Ecuaciones VIl y VIII. Por lo tanto, la cantidad total de HACA es igual a la suma de (1) [REMICADE™], de la etapa 1,
multiplicado por [REMICADE™marcado*HACA)complejo)/[REMICADE™marcado], y (2) [REMICADE™marcado],
conocida a priori, multiplicado por [REMICADE ™marcado*HACA)complejo)/ [REMICADE ™marcado].

Determinacion de los niveles de concentracion eficaces de REMICADE ™. Debido a que HACA se acompleja con
REMICADE™, la cantidad eficaz de REMICADE™ disponible en una muestra de suero es la cantidad de
REMICADETM, medida en la Etapa 1, menos la cantidad de HACA, medida en la Etapa 2, ver la Ecuacion IX.

Céalculo ejemplar. En el paciente JAG en V10, se determiné que la [REMICADETM] era de 7,5 yg/ml. Ver la figura
16c¢. Este resultado se obtuvo siguiendo la Etapa 1 y utilizando las Ecuaciones | a lll. 7,5 yg/ml es igual a 30 ng/4 pl.
Debido a que se utilizaron 4 yl de muestra en la medicién en la Etapa 2, se encontraba presente un total de 30,0 ng
de REMICADE™ en la muestra analizada. La proporcion [REMICADE™marcadosHACA]comp/[REMICADE ™marcado]
para el paciente JAG en V10 era de 0,25, ver la figura 16b. La [REMICADETMmarcado] introducida en la muestra fue
de 37,5 ng/100 pl. Debido a que se utilizaron 100 pl de REMICADE ™ marcado en la medicién en la Etapa 2, se
encontraba presente un total de 37,5 ng de REMICADE™ marcado en la muestra analizada. Utilizando la Ecuacion
VII, la cantidad total de REMICADE™eHACAmpiejo €ra de 30 ng multiplicada por 0,25, que equivale a 7,5 ng de
REMICADE™  marcadosHACAcompiep. ~ Utilizando  la Ecuacién VI, la  cantidad  total  de
REMICADE™marcadosHACAcompiejo €ra de 37,5 ng multiplicada por 0,25, es igual a 9,4 ng de REMICADE™
marcado*HACAcomplejo. Utilizando la Ecuacion VI, la cantidad total de HACA era igual a la suma de 9,4 ngy 7,5 ng,
que es igual a 16,9 ng de HACA. Los 16,9 ng de HACA se encontraban presentes en 4 ul de muestra. La [HACA] era
de 16,9 ng/4 pl, que equivale a 4,23 pg/ml. Utilizando la Ecuacion IX, la cantidad eficaz de REMICADE™ era igual a
7,5 pg/ml de REMICADE™, determinada en la Etapa 1, menos 4,23 pg/ml de HACA determinado en la Etapa 2. En
el presente calculo ejemplar, la [REMICADETM] eficaz era igual a 3,27 pg/mil.

Ejemplo 8: determinacion de los niveles de concentracion de HUMIRA™ y de anticuerpos antifarmaco humanos

El presente ejemplo describe un método para determinar los niveles de HUMIRA™ en una muestra de suero, asi
como para determinar los niveles de anticuerpos humanos antihumanos (HAHA).

Etapa 1: determinacion del nivel de concentracion de HUMIRA™ en una muestra.

TNF-a puede marcarse con un fluordforo (por ejemplo Alexass7), en donde el fluoréforo puede detectarse en los
espectros tanto visible como de IR, o en ambos. El TNF-a marcado se incuba con suero humano en una reaccion en
fase liquida para permitir que se una el farmaco anti-TNF-a presente en el suero. El TNF-a marcado también puede
incubarse con cantidades conocidas del farmaco anti-TNF-a en una reaccion en fase liquida para generar una curva
estandar. Tras la incubacioén, las muestras se cargan directamente en una columna de exclusion por tamafio. La
union del farmaco anti-TNF-a a TNF-a marcado resulta en un desplazamiento hacia la izquierda del pico en
comparaciéon con TNF-a marcado solo. La concentracion del farmaco anti-TNF-a presente en la muestra de suero
seguidamente puede compararse con la curva estandar y los controles.

Analisis de HPLC-ET de los niveles de HUMIRA™ en el suero del paciente. Se marcé TNF-a recombinante humano
con un fluoréforo, Alexa Fluor® 488, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se incubd TNF-a marcado con
diferentes cantidades de HUMIRA™ o suero de paciente durante una hora a temperatura ambiente. Se analizaron
muestras de 100 ul mediante cromatografia de exclusién por tamafio en un sistema de HPLC. Se utiliz6 la deteccion
de marcaje fluorescente para realizar el seguimiento del TNF-a marcado libre y el complejo inmunolégico de TNF-a
unido basandose en sus tiempos de retencion. Se calcularon los niveles de HUMIRA™ a partir de la curva estandar.

Las ecuaciones siguientes son relevantes al presente ensayo:
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Ecuacién X: TNF-a marcado + HUMIRA™ — {INF-a marcados HUMIRA ™) cmeieio

Ecuacién XI: [HUMIRA™] = [{TNF-u marcados HUMIR A comuieiol

Ecuacién XII: [HUMIRA™] = [(TNF-a marc. s HUMIRA ™ )ooepieso /[ TNF-x marcado ] x
| TNF-a marcado]

En la Etapa 1, se pone en contacto una cantidad conocida de TNF-a marcado con una muestra de suero que
contiene HUMIRA™. EI TNF-a marcado y HUMIRA™ forman un complejo (TNF-a marcadosHUMIRA™ )compicio, VET la
Ecuacion X. Debido a que la totalidad del HUMIRA™ formara un complejo con TNF-a marcado, la [HUMIRA™)
presente antes de la introduccion de TNF-a marcado es igual a la [TNF-a marcadosHUMIRA™ compiejo], Ver la
Ecuacién XI. Se calculé la [HUMIRATM] multiplicando la proporcion entre [(TNF-a marcadosHUMIRA™)compiejo)/[TNF-a
marcado] y [TNF-a marcado]. Ver la Ecuacion XIl. Mediante la integracion del area bajo la curva para TNF-a
marcado y el area bajo la curva para (TNF-a marcado-Fa*HUMIRA™)compiejo Y dividiendo la integracién resultante
para (TNFa marcadosHUMIRA™)compiejo POT la integracion resultante para TNFa marcado, se obtiene la proporcién
[(TNFa marcadosHUMIRA™)compieio] @ [TNFa marcado]. La [TNF-a marcado] es conocida a priori.

Etapa 2: determinacion del nivel de anticuerpo humano antihumano, por ejemplo HAHA. Un farmaco anti-TNF-a, por
ejemplo HUMIRA™, puede marcarse con un fluor6foro, por ejemplo Alexass7, en donde el fluor6foro puede
detectarse en los espectros tanto visible como fluorescente. El farmaco anti-TNF-a marcado se incuba con suero
humano en una reaccion en fase liquida para permitir que se una cualquier HACA presente en el suero. El farmaco
anti-TNF-a marcado también puede incubarse con cantidades conocidas del anticuerpo anti-lgG o suero de paciente
positivo agrupado en una reaccion en fase liquida para generar una curva estandar. Tras la incubacion, las muestras
se cargan directamente en una columna de exclusion por tamafio. La unién de los autoanticuerpos a farmaco anti-
TNF-a marcado resulta en un desplazamiento hacia la izquierda del pico en comparacién con farmaco marcado solo.
La concentracion de HAHA presente en la muestra de suero seguidamente puede compararse con la curva estandar
y los controles.

Analisis de HPLC-ET de los niveles de HAHA en el suero del paciente. Se marco HUMIRA™ purificado con un
fluoréforo. Se incubd HUMIRA™ marcado con diferentes diluciones de suero agrupado positivo para HAHA o suero
de paciente diluido durante una hora a temperatura ambiente. Se analizaron muestras de 100 pl mediante
cromatografia de exclusion por tamafio en un sistema de HPLC. Se utiliz6 la deteccién de marcaje fluorescente para
realizar el seguimiento de HUMIRA™ marcado libre y el complejo inmunolégico de HUMIRA™ marcado unido,
basandose en sus tiempos de retencion. Se utilizé la proporcién entre HUMIRA™ unido y libre para determinar el
nivel de HAHA tal como se indica posteriormente.

Procedimiento de ensayo de cambio de movilidad para medir HAHA en suero. El principio de este ensayo se basa
en el cambio de movilidad del anticuerpo, por ejemplo HAHA, complejo de HUMIRA™ marcado con Alexass frente a
HUMIRA™ marcado con Alexass7 pero libre en cromatografia liquida de alto rendimiento-exclusion por tamafio
(HPLC-ET) debido al incremento del peso molecular del complejo. La cromatografia se llevé a cabo en un sistema
de HPLC Agilent-1200 utilizando una columna Bio-Sep de 300x7,8 mm SEC-3000 (Phenomenex) con un intervalo de
fraccionamiento de pesos moleculares de 5.000 a 700.000 y una fase mévil de 1X PBS, pH 7,3, a un caudal de 0,5 a
1,0 ml/min con deteccién de marcaje fluorescente, por ejemplo la deteccién de UV a 650 nm. Enfrente del sistema
de HPLC Agilent-1200 con una columna Bio-Sep de 300x7,8 mm SEC-3000 se encontraba un precolumna analitica
BioSep de 75x7,8 mm SEC-3000. Se carg6 un volumen de muestra de 100 pl en la columna para cada analisis. Se
carg6 un volumen de muestra de 100 pl en la columna para cada analisis. El complejo de HUMIRA™ marcado y con
HAHA unido se form6 mediante la incubacion de suero procedente de pacientes tratados con HUMIRA 'y HUMIRA™
marcado en el tampén 1X PBS, pH 7,3, a temperatura ambiente durante 1 hora antes del analisis de HPLC-ET.
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Ecuacién XIIT; HUMIRA™ + HUMIRA™ marcado + HAHA —
(HUMIRA™eHAH A compieio + (HUMIRA™ marcado $HAHA ) compieio

Ecuacién XIV: [HUMIRA™/JTHUMIRA ™eHAHA congleio] = [HUMIRA™
marcado]/[HUMIRA marcados HAHA compieio ]

Ecuacién XV: [HAHA] = [HUMIRA™sHAHA o] + [HUMIRA™
marcado *HAHA o0 |

Ecuacién XVI: [HUMIRA™eHAHA spigo] = THUMIRA™ IHUMIRA™
marcado iHﬁHAmM]f{HUM[Rﬁ marcado ]

Ecuacién XVII: [HUMIRA™ marcado eHAHA compiejo) = [HUMIRA™ marcado ] x {labeled-
HUMIRA™sHAHA gomeieio) {HUMIRA™ marcado |

Ecuacién XVIIT:[HUMIRA™ ] cunidad eficaz = [HUMIRA™] — [HAHA]

Célculo para la Etapa 2: Se afiadié a una muestra de suero una concentracion conocida de HUMIRA™ marcado.
HAHA forma un complejo con HUMIRA™ o HUMIRA™ marcado. Ver la Ecuacion XlIl. Se determiné la [HUMIRA™
en la Etapa 1, tal como se ha indicado anteriormente. Mediante la integracion del area bajo la curva para HUMIRAT

marcadoHAHAompiejo Y €l &rea bajo la curva para HUMIRA™ marcado y dividiendo la integracion resultante para
(HUMIRA™marcado™eHAHAmpiejo POr la integracion resultante para HUMIRA™ marcado, se obtiene la proporcion
[HUMIRA™ marcado™eHAHAmpiejo] @ [HUMIRATM marcado]. La  proporcion [HUMIRA™] a
[HUMIRA™eHAHAompiejo] €S igual a la proporcion de [HUMIRA™marcado] a [HUMIRA™marcadosHAHAompiejo]. Ver
la Ecuacion XIV. Debido a que HAHA se equilibra y forma un complejo tanto con HUMIRA como HUMIRA™
marcado, la cantidad total de HAHA es igual a la suma de la cantidad de HUMIRA™eHAHA omplex Y HUMIRA™
marcado*HAHAompiejo. Ver la Ecuacion XV. Debido a que la proporcion de [HUMIRA™] a [HUMIRA™eHAHA compiejo]
es igual a la proporcién de [HUMIRA marcado] a [HUMIRA™marcado*HAHAcmpiejo], |a concentracion de tanto
[HUMIRA™-HAHAcompiejo] como [HUMIRA™marcado-HAHAompiejo] Se determinan mediante multiplicacion de la
proporcion de [HUMIRA marcado*HAHAompiejo)/[HUMIRA marcado] por [HUMIRA™], determinada en la Etapa 1, y
[HUMIRA™ marcado], conocida a priori, respectivamente. Ver las Ecuaciones XVI y XVII. Debido a que HAHA se
acompleja con HUMIRA™, la cantidad eficaz de HUMIRA™ disponible en una muestra de suero es la cantidad de
HUMIRA, medida en la Etapa 1, menos la cantidad de HAHA, medida en la Etapa 2. Ver la Ecuacién XVIII.

Célculo ejemplar. En el paciente SL03246013, ver la figura 25, se determiné que la [HUMIRATM] era de 16,9 ug/mi;
ver la figura 25. Este resultado se obtuvo siguiendo la Etapa 1 y utilizando las Ecuaciones X a Xll. 16,9 ug/ml
equivale a 67,6 ng/4 pl. Debido a que se utilizaron 4 yl de muestra en la medicion en la Etapa 2, se encontraba
presente un total de 67,6 ng de HUMIRA™ en la muestra analizada. La proporcion  de
[HUMIRA™marcadoHAHA]compiejo/[HUMIRA™marcado] para el paciente SL03246013 era de 0,055; ver la figura 25.
La [HUMIRA™marcado] introducida en la muestra fue de 37,5 ng/ 100 ul. Debido a que se utilizaron 100 pl de
HUMIRA™ marcado en la medicion en la Etapa 2, se encontraba presente un total de 37,5 ng de HUMIRA™
marcado en la muestra analizada. Utilizando la Ecuacién XVI, la cantidad total de HUMIRA™eHACAcomplejo €ra de
67,6 ng multiplicada por 0,055, que es igual a 3,71 ng de HUMIRA™ marcado*HAHAompiejo. Utilizando la Ecuacion
XVII, la cantidad total de HUMIRA™marcado*HAHAompiejo €ra de 37,5 ng multiplicada por 0,055, que es igual a 2,06
ng de HUMIRA™ marcadosHAHAompiejo. Utilizando la Ecuacién XV, la cantidad total de HAHA era igual a la suma de
3,71 ng y 2,06 ng, que es igual a 5,77 ng de HAHA. Los 5,77 ng de HAHA se encontraban presentes en 4 pul de
muestra. La {HAHA] era de 5,77 ng/4 pl, lo que equivale a 1,44 pg/ml. Utilizando la Ecuacion XVII, la cantidad eficaz
de HUMIRA™ era igual a 16,99 pg/ml de HUMIRA™, determinada en la Etapa 1, menos 1,44 pg/ml de HAHA
determinado en la Etapa 2. En el presente célculo ejemplar, la [HUMIRATM] eficaz era igual a 15,46 pg/ml.
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Ejemplo 9: determinacién de la cantidad de un complejo de HACA o HAHA con REMICADE™, REMICADE™
marcado, HUMIRA o HUMIRA marcado.

El presente ejemplo describe un método para la determinacion de la cantidad de un complejo de HACA o HAHA con
REMICADE™ REMICADE™ marcado, HUMIRA o HUMIRA marcado en referencia a un estandar interno.

Mediante la utilizacién de un control interno, por ejemplo biocitina-Alexa488, pueden identificarse y analizarse
correctamente artefactos del suero y variaciones de un experimento a otro. La cantidad de control interno, por
ejemplo biocitina-Alexa488, es de entre aproximadamente 50 y aproximadamente 200 pg por cada 100 mi
analizados.

Se incub6 HUMIRA™ marcado con fluoréforo (F1) con suero de paciente para formar el complejo inmunolégico. Se
incluy6é un péptido pequefio marcado con Fl, por ejemplo biocitina-Alexa 488, a modo de control interno en cada
reaccion. En un caso, se utilizaron cantidades diferentes de anticuerpo anti-lgG humano para generar una curva
estandar con el fin de determinar el nivel sérico de HAHA. En otro caso, se utilizd suero de paciente positivo
agrupado titulado que habia sido calibrado con HAHA purificado para generar una curva estandar con el fin de
determinar los niveles séricos de HAHA. En todavia otro caso, el método descrito en el Ejemplo 7 se utilizé para
generar una curva estandar con el fin de determinar los niveles séricos de HAHA. Se separ6 el HUMIRA marcado
libre del complejo unido a anticuerpo basandose en su peso molecular mediante cromatografia de exclusion por
tamafio. Se utilizé la proporcién entre HUMIRA marcado libre y control interno de cada muestra para extrapolar la
concentracion de HAHA a partir de la curva estandar. Se utiliz6 una metodologia similar para medir los niveles de
HUMIRA en muestras de suero de paciente con TNF-a marcado.

La proporcién inicial de farmaco marcado, es decir, REMICADE ™ marcado o HUMIRA marcado, respecto al control
interno es igual a 100. Tal como se ilustra en las figuras 23 y 24, cuando la proporcién entre farmaco marcado y
control interno cae a menos de 95, se infiere que el farmaco marcado se encuentra acomplejado con un compuesto
de unién a antifarmaco, por ejemplo HACA y HAHA. La proporcion entre [farmaco marcado] y [control interno] se
obtiene integrando el area bajo la curva para el farmaco marcado y el control interno, y dividiendo después la
integracion resultante para el farmaco marcado por la integracion resultante para el control interno.

Ejemplo 10: determinacion de la proporciéon entre farmacos anti-TNF-a acomplejados y farmacos anti-TNF-a no
acomplejados.

La proporcién entre farmaco anti-TNF-a acomplejado y farmaco anti-TNF-a no acomplejado se obtiene integrando el
area bajo la curva para tanto el farmaco anti-TNF-a acomplejado y el farmaco anti-TNF-a no acomplejado, dividiendo
después la integracion resultante para el farmaco anti-TNF-a acomplejado por la integracion resultante para el
farmaco anti-TNF-a no acomplejado.

El farmaco anti-TNF-a no acomplejado puede ser REMICADE™, con niveles de entre aproximadamente 0 ng y 100
ng en una muestra. La cantidad de REMICADE™ marcado es de aproximadamente 37,5 ng.

Mediante la utilizacién de un control interno, por ejemplo biocitina-Alexa488, pueden identificarse y analizarse
correctamente artefactos del suero y variaciones de un experimento a otro. La cantidad de control interno, por
ejemplo biocitina-Alexa488, es de entre aproximadamente 50 y aproximadamente 200 pg por cada 100 ml
analizados.

La proporcién entre farmaco anti-TNF-a marcado, por ejemplo REMICADE™ o HUMIRA™, y el control interno
marcado se obtiene integrando el area bajo la curva para el farmaco anti-TNF-a marcado y el control interno
marcado, dividiendo después la integracién resultante para el farmaco anti-TNF-a marcado por la integracién
resultante para el control interno marcado.

La proporcion [(farmaco anti-TNF-a marcadosAutoanticuerpo)compieio]/[control interno] se obtiene integrando el area
bajo la curva para el pico de (farmaco anti-TNF-a marcadosAutoanticuerpo)compiejo, @ partir de un grafico de
intensidad de la sefial como funcién del tiempo de eluciéon del HPLC de exclusién por tamafio, y dividiendo este
namero por la integracion resultante del area bajo la curva para el pico de control interno del gréafico. El farmaco anti-
TNF-a marcado puede ser REMICADE ™ marcado. El farmaco anti-TNF-a marcado puede ser HUMIRA™ marcado.

Ejemplo 11: determinacion de la proporcion entre TNF-a libre y acomplejado.

El presente ejemplo describe un método para la determinacion de la cantidad de un complejo de TNF-a marcado con
REMICADE™ o HUMIRA™ en referencia a un estandar interno.
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Mediante la utilizacién de un control interno, por ejemplo biocitina-Alexa488, pueden identificarse y analizarse
correctamente artefactos del suero y variaciones de un experimento a otro. La cantidad de control interno, por
ejemplo biocitina-Alexa488, es de entre aproximadamente 1 y aproximadamente 25 ng por cada 100 ml analizados.

El TNF-a marcado no acomplejado puede presentar niveles de entre aproximadamente 50 ng y 150 ng en una
muestra. En determinados casos, la cantidad de TNF-a marcado es de aproximadamente 100,0 ng.

Se incub6 TNF-a marcado con fluoréforo (FI) con suero de paciente para formar el complejo inmunolédgico. Se
incluyé un péptido pequefio marcado con FI, por ejemplo biocitina-Alexa 488, a modo de control interno en cada
reaccion. Se gener6 una curva estandar afiadiendo concentraciones conocidas de farmaco anti-TNF-a purificado y
después extrapolando a partir de la curva para determinar la concentracién, en unidades pg/ml.

La proporcion inicial de TNF-a marcado a control interno era de 100. En el caso de que la proporcion de TNF-a
marcado a control interno caiga a menos de 95, se infiere que el TNF-a marcado se encuentra acomplejado con un
farmaco anti-TNF-a, por ejemplo Remicade™ o Humira™. La proporcion entre [TNF-a marcado] y [control interno] se
obtiene integrando el area bajo la curva para el TNF-a marcado y el control interno, y dividiendo después la
integracion resultante para TNF-a marcado por la integracion resultante para el control interno.

Ejemplo 12: optimizacion de la terapia de farmaco anti-TNF-a mediante la medicién de los niveles de farmaco anti-
TNF-a y/o de anticuerpo antifarmaco (AAF).

El presente ejemplo describe métodos para optimizar la terapia de farmaco anti-TNF-a, reduciendo la toxicidad
asociada a la terapia de farmaco anti-TNF-a, y/o el seguimiento de la eficacia del tratamiento terapéutico con un
farmaco anti-TNF-a mediante la medicidn de la cantidad (por ejemplo el nivel de concentracion) de farmaco anti-
TNF-a (por ejemplo el nivel de anticuerpo terapéutico anti-TNF-a) y/o de anticuerpo antifarmaco (AAF) (por ejemplo
el nivel de autoanticuerpo contra el farmaco anti-TNF-a) en una muestra de un sujeto que recibe terapia de farmaco
anti-TNF-a. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, los métodos proporcionados en el presente ejemplo
proporcionan informacién Util para guiar las decisiones de tratamiento, por ejemplo determinando cuando o cémo
ajustar o modificar (por ejemplo incrementar o reducir) la dosis posterior de un farmaco anti-TNF-a, mediante la
determinacion de cuando o como combinar un farmaco anti-TNF-a (por ejemplo a una dosis incrementada, reducida
0 a la misma dosis) con uno 0 mas agentes inmunosupresores tales como el metotrexato (MTX) o la azatioprina, y/o
mediante la determinacion de cuando o como modificar el curso de terapia actual (por ejemplo cambiar a un farmaco
anti-TNF-a diferente).

Unicamente a fines ilustrativos los escenarios siguientes proporcionan una demostracion de cémo los métodos
permiten ventajosamente optimizar la terapia y minimizar o reducir la toxicidad (por ejemplo los efectos secundarios)
basandose en el nivel de farmaco anti-TNF-a (por ejemplo el nivel de anticuerpo terapéutico anti-TNF-a libre) y/o
AAF (por ejemplo el nivel de autoanticuerpo contra el farmaco anti-TNF-a) en una muestra de un sujeto que recibe
terapia de farmaco anti-TNF-a. Los niveles del farmaco anti-TNF-a y de AAF pueden medirse con los nuevos
ensayos descritos en la presente memoria.

Escenario n° 1: nivel elevado de farmaco anti-TNF-a con nivel bajo de anticuerpo antifarmaco (AAF)

Niveles de farmaco=10 a 50 ng/10 pl; niveles de AAF=0,1 a 2 ng/10 pl. Entre las muestras de pacientes con dicho
perfil se incluian las muestras de los pacientes BAB y JAA en la visita 10 ("V10"). Ver la figura 16b.

Los pacientes que reciben terapia de farmaco anti-TNF-a y que presentan dicho perfil particular deberian ser
tratados con farmacos inmunosupresores como azatioprina (AZA) conjuntamente con el farmaco anti-TNF-a (por
ejemplo infliximab).

Escenario n° 2: nivel intermedio de farmaco anti-TNF-a con nivel bajo de AAF.

Niveles de farmaco=5 a 20 ng/10 pl; niveles de AAF=0,1 a 2 ng/10 pl. Entre las muestras de pacientes con dicho
perfil se incluian las muestras de los pacientes DGO, JAG y JJH en V10. Ver la figura 16b.

Los pacientes que reciben terapia de farmaco anti-TNF-a y que presentan dicho perfil particular deberian ser
tratados con farmacos inmunosupresores como azatioprina (AZA) conjuntamente con una dosis mas alta del
farmaco anti-TNF-a (por ejemplo infliximab). El experto en la materia sabra que las dosis convenientemente mas
altas 0 mas bajas a las del curso de terapia actual pueden ajustarse de manera que se optimice la terapia de
farmaco, por ejemplo una dosis posterior que es de por lo menos aproximadamente 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5,
6,65,7,75,8,8,5,9,9,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 6 100 veces superior o inferior a la dosis actual.

Escenario n° 3: nivel intermedio de farmaco anti-TNF-a con nivel intermedio de AAF.
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Niveles de farmaco=5 a 20 ng/10 ul; niveles de AAF=0,5 a 10 ng/10 ul. Entre las muestras de pacientes con dicho
perfil se incluian las muestras del paciente JMM en la visita 10 ("V10") y del paciente J-L en la visita 14 ("V14"). Ver
la figura 16b.

Los pacientes que reciben terapia de farmaco anti-TNF-a y que presenta este perfil particular deberian ser tratados
con un farmaco diferente. A titulo de ejemplo no limitativo, un paciente sometido a terapia de infliximab (IFX) y con
niveles intermedios de IFX y AAF (es decir, HACA) deberia cambiarse a terapia con adalimumab (HUMIRATM).

Escenario n° 4: nivel bajo de farmaco anti-TNF-a con nivel elevado de AAF.

Niveles de farmaco=0 a 5 ng/10 pl; niveles de AAF=3,0 a 50 ng/10 pl. Entre las muestras de pacientes que
presentaban dicho perfil se incluian muestras de todos los pacientes en V14 en la figura 16b.

Los pacientes que reciben terapia de farmaco anti-TNF-a y que presentan este perfil particular deberian ser tratados
con un farmaco diferente. A titulo de ejemplo no limitativo, un paciente sometido a terapia de infliximab (IFX) y con
un nivel t%a'o de IFX y un nivel elevado de AAF (es decir, HACA) deberia cambiarse a terapia con adalimumab
(HUMIRA™).

Ejemplo 13. Medicién de anticuerpos antiquiméricos humanos (HACA) en muestras de suero de paciente mediante
ensayo HPLC de cambio de movilidad.

El presente ejemplo describe un procedimiento de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) destinado a
cuantificar el nivel de anticuerpos contra Remicade en muestras de suero de paciente.

El principio del ensayo HPLC de cambio de movilidad se basa en el cambio del tiempo de retenciéon de un complejo
inmunolégico de antigeno-anticuerpo frente a antigeno libre en la cromatografia de HPLC de exclusion por tamafio.
Los estandares, los controles y las muestras de paciente se disociaron con acido durante una hora, antes de la
adicion de Remicade marcado fluorescentemente y de un control interno marcado fluorescentemente, para reducir el
efecto del Remicade circulante. A continuacién, todas las reacciones se neutralizaron y se incubaron durante una
hora para permitir la formaciéon de complejos inmunolégicos. Antes de la inyeccidn en una columna de exclusion por
tamafno, se filtraron todas las reacciones y se cargaron en el sistema de HPLC con una temperatura de
almacenamiento de 4°C. Se separ6 el HACA unido a Remicade respecto del Remicade libre mediante cromatografia
de exclusién por tamafio. La cantidad de HACA se determiné a partir de la proporcion entre el area del pico de
Remicade marcado libre y el area del pico de control interno marcado.

La sangre puede recogerse mediante venipuncion de los pacientes. Pueden utilizarse los materiales adicionales
siguientes: Chromasolv HPLC Water; tubos de microtitulacion de 1,2 ml; placa de muestras Nunc de 96 pocillos; 10X
PBS pH 7,4; Remicade-AlexaFluor 488/Biocitina-AlexaFluor 488; sistema de filtracién estériles de 1 |; Multiscreen
HTS, placas de filtracion de 96 pocillos GV; precolumna BioSep-SEC-S 3000 de 75 x 7,8 mm; columna de analisis
BioSep-SEC-S 3000 de 300 x 7,8 mm; azida sodica al 0,05%/agua para HPLC; detector de capilar de residuos;
viales de HPLC; inserciones para muestras de HPLC; colector de vacio Multiscreen HTS; sistema de HPLC
Agilent1200.

Se preparé una fase movil para HPLC (solucién 1X de PBS, pH 7,310,1). Se agruparon 200 ml de 10X PBS, pH 7,4,
con 1.750 ml de agua para HPLC en una probeta graduada. Se determiné el pH de lo resultante y se ajustd con HCI
1 N. Se incrementé el volumen total a 2.000 ml con agua para HPLC. Lo resultante se filtr6 a través de una
membrana de 0,22 ym. Se utiliz6 una precolumna BioSep-SEC-S 3000 de Phenomenex y una columna analitica
BioSep-SEC-S 3000 para un sistema de HPLC. Se ajustaron los detectores de UV para registrar en 280 nm y 210
nm.

Se prepararon estandares, controles y muestras de paciente. Se diluyeron estandares, controles y muestras de
suero de paciente. Las muestras de suero, los estandares y los controles se prepararon sobre hielo en una placa de
96 pocillos Nunc de 0,5 ml. En primer lugar debe afadirse la muestra de suero, seguido de acido citrico 0,5 M, pH
3,0, y finalmente agua para HPLC. Se incubaron los estandares, los controles y las muestras durante una hora a
temperatura ambiente en un agitador de placas para conseguir la disociacion completa de las muestras. La placa se
cubrié con hoja de aluminio durante la incubacion. Se afiadi6 Remicade-AlexaFluor488/Biocitina-AlexaFluor488. Se
prepararon volumenes especificados de Remicade-AlexaFluor488/Biocitina-AlexaFluor488 en agua para HPLC. Se
afiadieron 6 ml de agua para HPLC a los pocillos adecuados. Se afiadid6 Remicade-AlexaFluor488/Biocitina-
AlexaFluor488 a los pocillos adecuados.

Otros acidos organicos pueden resultar adecuados para la utilizaciéon con el presente ensayo, incluyendo, aunque
sin limitarse a ellos, el acido ascérbico o el 4cido acético.
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Neutralizacién de muestras. Se afiadié un volumen especificado de 10X PBS, pH 7,4, a los pocillos adecuados. Se
mezclaron las muestras utilizando una pipeta seis veces. Se incubaron los estandares, los controles y las muestras
durante una hora a temperatura ambiente en un agitador de placas para conseguir la formacién completa de
complejos inmunoldgicos. La placa se cubrié con hoja de aluminio durante la incubacion. La mezcla incubada se
transfirié a una nevera a 4°C en caso de no transferirse inmediatamente a los viales de HPLC.

Se preparé estandar de columna en una nueva placa para muestras con 15 pl de estandar de columna y se
afiadieron 285 pl de fase movil al mismo pocillo. Los estandares, los controles y las muestras se diluyeron hasta 2%
de suero. El volumen especificado de cada estandar, control y muestra se transfirié a los pocillos apropiados en una
nueva placa para muestras. A la misma placa para muestras se afiadio el estandar de columna en el que se habia
preparado. Se afiadi6 el volumen especificado de 10X PBS, pH 7,4, a los pocillos apropiados. Se afiadio el volumen
especificado de agua para HPLC a los pocillos adecuados. Se mezclaron las muestras utilizando una pipeta seis
veces. Las muestras se filtraron a través de una placa de filtracion Multiscreen de 0,2 ym. La placa de recoleccion se
afnade bajo la placa de filtracion. Se transfirieron 295 pl de muestra a la posicion respectiva en la placa de filtracion.
Se incorpor6 la placa de filtracion con muestras y placa de recoleccion al colector de vacio. Se filtraron las muestras
hacia el interior de la placa de recoleccién. Se transfirieron estandares, controles y muestras a viales de HPLC.

Se utilizé una pipeta para transferir 250 ul de estandares, controles y muestras a viales de inyecciéon de HPLC
marcados. Se transfirieron estandares, controles y muestras a una HPLC. Los parametros de la HPLC pueden incluir
los siguientes: Volumen de inyeccién: 100 um; caudal: 1,0 ml/min. de tampdn de elucién A; Tiempo de apagado: 20
min.; tiempo de estabilizacion ("post time"): desactivado; presion minima: O Bar; presién maxima: 400 Bar;
termostato: desactivado; los parametros DAD eran 210 nm y 280 nm con 4 nm y Referencia desactivada; anchura de
pico (tiempo de respuesta): >0,1min. (2s); divisién: 4 nm; parametros de DFL Excitacion: 494 nm, Emisién: 519 nm;
una inyeccién en cada vial; volumen de inyeccion de 100 ul para cada muestra.

Ejemplo 14. Ensayo de disociacién acida de HACA.

Tal como se ilustra en la figura 26, una etapa de disociaciéon acida permite el correcto equilibrado de las especies
acomplejadas antes de medir los niveles de concentracion de las especies constituyentes. Los niveles elevados de
farmaco pueden interferir con la deteccidn de anticuerpos antifArmaco tales como HACA. Tal como se representa en
la figura 26, la etapa de disociacién acida permite el equilibrado de los complejos de farmaco marcado "A" o farmaco
no marcado "C" con el anticuerpo antifarmaco HACA, "B". Tras la introduccion del acido para disociar el complejo
BC, pueden afiadirse niveles elevados de A. A continuacion, la muestra puede diluirse y puede medirse la
concentracion de "AB". La concentracion de "BC" tras la etapa de disociacion acida puede calcularse basandose en
las cantidades conocidas o medidas de "A"y "B".

Las figuras 27 y 28 ilustran el porcentaje de infliximab marcado libre como funcién de log porcentaje de suero de
paciente con y sin una etapa de disociacion acida, respectivamente.

Pueden utilizarse los materiales siguientes en dicho ensayo: Remicade-Alexa488/Biocitina-Alexa488; suero humano
normal; control positivo para HACA (CPH); estandar de columna; 10X PBS, 1X PBS, pH 7,3; placa de filtracién
Multiscreen; placa para muestras; HCI 1 N; acido citrico 0,5 M. Se prepararon titulaciones de CPH en NHS. Se
prepararon diluciones en serie de dos veces mediante la transferencia de 35 pl de una muestra a 35 yl de NHS.
Pueden prepararse las soluciones siguientes para la utilizacién con dicho ejemplo:

Solucién 1: 90 ul de 25% de CPH/75% de NHS,

Solucién 2: 90 pl de 12,5% de CPH/87,5% de NHS,

Solucién 3: 90 ul de 6,25% de CPH/93,75% de NHS.
Las muestras pueden mantenerse sobre hielo antes, durante y después del andlisis descrito en la presente memoria.

Se prepararon las soluciones siguientes:
Solucion 4: una solucién tampon; solucidon 5: una solucién estandar de columna; solucién 6: NHS al 2%; solucién 7:
NHS al 2% + 37,5 Remicade-Alexa488/Biocitina-Alexa488.

A dichas soluciones se afiadieron muestras de suero, acido citrico, agua para HPLC en una placa para muestras de
96 pocillos. Se afiadieron muestras de suero a los pocillos respectivos. Se afiadié acido citrico 0,5 M, pH 3,0, a los
pocillos respectivos. Se afiadié agua para HPLC a los pocillos respectivos.

Se prepar6 una serie de muestras, incluyendo lo siguiente: Solucién 8: tampén,

Solucién 9: 15 pl de estandar de columna y 285 ul de 1X PBS, pH 7,3; solucién 10: NHS al 2%; solucién 11: NHS
al 2% + 37,5 Remicade-Alexa488/Biocitina-Alexa488,
Solucién 12: CPH al 2% + 0% de NHS + 37,5 Remicade-Alexa488/Biocitina-Alexa488,
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Soluciéon 13: CPH al 1% + NHS al 1% + 37,5 Remicade-Alexa488/Biocitina-Alexa488,
Solucién 14: CPH al 0,5% + NHS al 1,5% + 37,5 Remicade-Alexa488/Biocitina-Alexa488, solucion 15: CPH al
0,25% + NHS al 1,75% + 37,5 Remicade-Alexa488/Biocitina-Alexa488, soluciéon 16: CPH al 0,125% + NHS al
1,875% + 37,5 Remicade-Alexa488/Biocitina-Alexa488,
Solucién 17: CPH al 0,063% + NHS al 1,937% + 37,5 Remicade-Alexa488/Biocitina-Alexa488,
Solucién 18: CPH al 0,031% + NHS al 1,969% + 37,5 Remicade-Alexa488/Biocitina-Alexa488,
Solucién 19: CPH al 0,016% + NHS al 1,984% + 37,5 Remicade-Alexa488/Biocitina-Alexa488, solucion 20: CPH
al 2% + NHS al 0% + 37,5 Remicade-Alexa488/Biocitina-Alexa488, solucién 21: control elevado,
Solucién 22: control intermedio,
Solucion 23: control bajo,
Solucién 24: NHS al 2%,
Solucién 25: NHS al 2% + 37,5 Remicade-Alexa488/Biocitina-Alexa488.
A todas las muestras se afiadieron 5,5 pl de acido citrico 0,5 M, pH 3y 10,9 ml de agua para HPLC.

Se prepararon 450 pl de Remicade-Alexa488/Biocitina-Alexa488 0,074 mg/ml. Se afiadieron 6 ul de agua para HPLC
a tres pocillos separados. A los pocillos restantes se afiadieron 6 pl de Remicade-AlexaFluor488/Biocitina-
AlexaFluor488 0,074 mg/ml.

Neutralizacién de muestras. Se afiadieron 27,6 yl de 10X PBS, pH 7,3, a todos los pocillos excepto a uno. Se
mezclaron las muestras utilizando una pipeta seis veces. Las muestras se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente en la oscuridad en un agitador de placas. Se afiadieron 15 ul de estandar de columna al pocillo al que no
se afiadieron 27,6 yl de 10X PBS, pH 7,3. Se afiadieron 285 pl de 1X PBS, pH 7,3, al pocillo al que no se afiadieron
27,6 pl de 10X PBS, pH 7,3. Las muestras se diluyeron hasta 2% de suero.

Se transfirieron 18,4 ul de cada muestra a los pocillos correspondientes de la nueva placa para muestras. Utilizando
la misma placa para muestras en la que se habia preparado el estandar, se afiadieron 22,6 pl de 10X PBS a todos
los pocillos excepto al pocillo al que no se habian afiadido los 27,6 yl de 10X PBS, pH 7,3. Se afiadieron 254 pl de
agua para HPLC a todos los pocillos excepto al pocillo al que no se habian afiadido 27,6 yl de 10X PBS, pH 7,3. Se
mezclaron las muestras utilizando una pipeta. Se transfirierion 295 pl de estandares, controles y muestras a una
placa de filtracion de 96 pocillos. Utilizando una pipeta, se transfirieron 250 pl de estandares, controles y muestras a
viales de inyeccion de HPLC.

Ejemplo 15. Caso de paciente 1 de un paciente con recaida bajo terapia anti-TNF-a

El ensayo inicial indicé la ausencia de HACA en el suero y niveles de IFX en rapida eliminacién. Se calcul6 que la
semivida de IFX era de 46,9 horas. Se increment6 la dosis y la frecuencia de IFX. El paciente respondio. Ver la
figura 29 para una descripcion de los niveles de IFX como funcién del tiempo.

Tres meses después, el paciente presentd una recaida, se realizé un nuevo ensayo del paciente y se encontré que
presentaba un nivel bajo de HACA e IFX indetectable. Todas las citoquinas analizadas se encontraban dentro de
intervalos normales.

Paciente HACA* (ug/ml) | IEX (ug/ml) | IEN-y (pg/ml) | IL-1B (pg/ml) | IL-6 (pg/ml) | TNF-a (pg/ml)
GRDO0065 | 0,34 ND 5,32 0,06 2,38 6,16

El tratamiento sugerido era azatioprina y opcionalmente el cambio a una terapia de farmaco anti-TNF alternativo.
Ademas, el seguimeinto continuo del paciente para detectar la formacion de otros anticuerpos antifarmaco (AAF).

Ejemplo 16. Caso de paciente 2 de un paciente con recaida bajo terapia anti-TNF-a.
Cuatro meses después de los ensayos iniciales, se sometieron a ensayo dos muestras, que se recogieron

separadas por 8 dias. Los niveles de HACA eran elevados y los niveles de IFX eran indetectables. La
recomendacion es que el paciente debe cambiarse a un terapéutico anti-TNF alternativo.

Paciente Fecha de | HACA IFX IFN-y IL-1B IL-6 TNF-a
recoleccion (pug/ml) (ug/mL) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)

GRD0077 | Dial >26 ND 1,57 0,61 3,38 0,00

GRDO0078 | Dia2 >26 ND 1,31 0,24 2,01 0,00

Ejemplo 17. Caso de paciente 3 de un paciente con recaida bajo terapia anti-TNF-a
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Se calculd la concentracion de IFX con una curva estandar generada mediante la reaccidon de diferentes
concentraciones de IFX contra TNF-a marcado. La muestra de los 11 dias era de 3,8 pug/ml en diluciones 1:25 (por lo
menos 3 semividas). Ver la figura 30 para una descripcion de los niveles séricos de infliximab como funcién del
tiempo. Ver la figura 31 para una descripcion de los niveles séricos de TNF-a como funciéon del tiempo. El
tratamiento recomendado es combinar IFX con un farmaco inmunosupresor u opcionalmente cambiar a un farmaco
anti-TNF alternativo.

Ejemplo 18. Caso de paciente 4 de un paciente con recaida bajo terapia anti-TNF-a
Se encontré que un paciente presentaba un nivel elevado de HACA e IFX indetectable. Los niveles de TNF-a se

encontraban elevados; todas las demas citoquinas analizadas se encontraban dentro de intervalos normales. El
tratamiento sugerido es cambiar a una terapéutico anti-TNF alternativo.

Paciente Hg?nﬁ) IFX (ug/mL) | IFN-y (pg/ml) IL-1B (pg/ml) | IL-6 (pg/ml) | TNF-a (pg/ml)
GRDO0009 21,75 ND 1,07 0,08 2,71 35,54

La figura 32 muestra los perfiles de cambio de movilidad de IFX marcado con Fl para el caso de paciente n°® 1 (A), el
caso de paciente n° 2 (B, C) y el caso de paciente n° 4 (D).

Ejemplo 19. Caso de paciente 5 de un paciente con recaida bajo terapia anti-TNF-a

Se encontr6 que un paciente presentaba un nivel bajo de HACA e IFX indetectable. Los niveles de TNF-a se
encontraban muy elevados; todas las demas citoquinas analizadas se encontraban dentro de intervalos normales.
La terapia sugerida es incrementar la dosis o la frecuencia de administracién de IFX o cambiar a un farmaco anti-
TNF alternativo conjuntamente con la adicion de un farmaco inmunosupresor. Ademas, una terapia sugerida es
continuar realizando un seguimiento del paciente para ver si se incrementan los niveles de HACA/ADA.

Paciente HACA (ug/ml) IFX (ug/mL) [ IFN-y (pg/ml) | IL-1B (pg/ml) | IL-6 (pg/ml) -(I;)'\é'/:m?)
SK12100143 | 2,80 ND 2,78 1,38 7,79 161,01

Ejemplo 20. Caso de paciente 6 de un paciente con recaida bajo terapia anti-TNF-a

Se encontré que un paciente presentaba un nivel intermedio de HACA y niveles bajos de IFX. Los niveles de IL-13 e
IL-6 eran muy elevados. El nivel de IFN-y se encontraba ligeramente elevado y el de TNF-a se encontraba dentro del
intervalo normal. El tratamiento sugerido es cambiar a un farmaco anti-TNF-a diferente o una terapia con un farmaco
con diana en un mecanismo diferente (por ejemplo un anticuerpo monoclonal inhibidor de receptor de IL-6, tal como
Actemra (tocilizumab) conjuntamente con la adicién de un farmaco inmunosupresor).

Paciente HACA (ug/ml) | IFX (ug/imL) | IEN-y (pg/ml) | IL-18 (pg/ml) | IL-6 (pg/mi) (Tp’\g'ml‘)
SK07160939 | 9,42 11,06 13,31 366,11 2302,41 2,68

Ejemplo 21. Caso de paciente 7 de un paciente con recaida bajo terapia anti-TNF-a

Se encontré que el paciente presentaba niveles bajos de HACA. Se detectaron niveles bajos de IFX. Los niveles de
IFN-y se encontraban elevados; todas las demas citoquinas analizadas se encontraban dentro de intervalos
normales. El tratamiento sugerido es incrementar la dosis de IFX o cambiar a una terapia con un farmaco con diana
en un mecanismo diferente (por ejemplo un anticuerpo anti-IFN-y tal como fontolizumab). Alternativamente, el
tratamiento sugerido puede ser afiadir un farmaco inmunosupresor.

Paciente HACA (ug/ml) IFX (ug/mL) | IFN-y (pg/ml) | IL-1B (pg/ml) | IL-6 (pg/ml) ;rp’\gl;'/:r;:l()
SK12020346 | ND 4,02 98,87 0,52 8,97 7,83

La figura 33 muestra los perfiles de cambio de movilidad de IFX marcado con Fl para el caso de paciente n° 5 (A), el
caso de paciente n° 6 (B, C) y el caso de paciente n°® 7 (D, E).

Ejemplo 22. Niveles de citoquinas en diferentes grupos de suero de paciente.
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El presente ejemplo describe los niveles de citoquinas, tales coo, aunque sin limitarse a ellos, IFN-y, 1I-13, IL-6 y
TNFa, en muestras de suero de control normal, CU tratada con infliximab, EC tratado con Humira y positivas para
HACA. Tal como se ilustra en la figura 34, el suero de paciente positivo para HACA tipicamente presentaba niveles
mas altos de todas las citoquinas analizadas (por ejemplo IFN-y, II-183, IL-6 y TNFa). Basandose en la presencia de
autoanticuerpos contra IFX (es decir, HACA) y niveles altos de citoquinas, estos pacientes deberian cambiarse a un
farmaco anti-TNF alternativo, opcionalmente en combinacién con un farmaco inmunosupresor.

Ejemplo 23: cuantificacion de estandares de HACA mediante ensayo de disociacién acida.

El presente ejemplo describe la cuantificacion de HACA en muestras estandares utilizando el ensayo de disociacion
acida descrito en el Ejemplo 14 con una cantidad fija de Remicade ™ -AlexaFluor488 y cantidades variables de
Remicade™ no marcado. En particular, pueden determinarse concentraciones de HACA comprendidas entre 25
U/ml y 100 U/ml en presencia de Remicade™ no marcado en varios 6rdenes de magnitud. Los datos para la
determinacion de HACA en un estandar de baja concentracion (25 U/ml), un estandar de concentracion intermedia
(50 U/ml) y un estandar de concentracién elevada (100 U/ml) se presentan en las Tablas 8, 9 y 10, respectivamente.
La concentracion de Remicade™ no marcado en cada muestra se determiné utilizando el ensayo de cambio de
movilidad descrito en el Ejemplo 1. Tras la disociacion acida y el equilibrado, el complejo resultante de
HACA/Remicade™-AlexaFluor488 en una muestra dada se determind mediante HPLC-ET y se calculé HACA total
siguiendo los calculos presentados en el Ejemplo 7. Se proporciona el porcentaje de recuperacion de HACA en cada
andlisis (basandose en la concentracion conocida de HACA en el estandar).

Tabla 8. Cuantificacién de estandar de HACA de baja concentracién (25 U/ml) con concentracién variable de
Remicade.

Resultado de cambio de g
- Concentracion final
movilidad
HACA
Remicade™ | Promedio SD CV(%) % . de | Recuperacion unidq a ™ HACA | Recuperacion
(Mug/ml) (U/ml) cambio (%) Remicade total (%)
no marcado
0 27,30 1,22 4,47 NA 109,19 NA 27,3 109,19
100 4,20 0,01 0,26 -84,60 16,82 22,35 26,55 | 106,21
50 6,94 1,67 24,00 -74,56 27,78 18,46 25,40 | 101,61
25 9,87 1,28 12,98 -63,86 39,47 13,11 22,98 | 91,91
12,5 12,71 0,71 5,62 -53,42 50,86 8,45 21,16 | 84,65
6,25 15,67 0,70 4,48 -42,58 62,70 5,21 20,88 | 83,52
3,125 18,03 1,10 6,08 -33,96 72,11 2,99 21,02 | 84,09
1,56 20,97 1,39 6,62 -23,17 83,89 1,74 22,71 | 90,85
0,78 23,30 0,49 2,09 -14,65 93,19 0,97 24,26 | 97,06
Tabla 9. Cuantificacién de estandar de HACA de concentracién intermedia (50 U/ml) con concentracién variable de
Remicade.
Resultado de cambio o
. Concentracion final
de movilidad
HACA unido
Remicade™ | Promedio SD CV(%) % (_je Recuperacion | a _ iy HACA | Recuperacion
(ng/ml) (U/ml) cambio | (%) Remicade total (%)
no marcado
0 54,16 0,80 | 1,49 NA 108,33 NA 54,16 108,32
100 7,01 0,80 | 11,36 | -87,06 14,02 37,25 44,25 88,51
50 12,22 0,51 | 4,14 -77,45 | 24,43 32,46 44,68 89,36
25 19,15 0,19 | 1,00 -64,65 | 38,29 25,44 44,59 89,17
12,5 25,55 0,81 | 3,17 -52,83 | 51,09 16,97 42,52 85,04
6,25 31,71 0,33 | 1,04 -41,46 | 63,42 10,53 42,24 84,49
3,125 38,32 0,46 | 1,20 -29,25 | 76,64 6,38 44,70 89,40
1,56 42,32 0,02 | 0,05 -21,87 | 84,63 3,51 45,83 91,65
0,78 49,19 0,85 | 1,73 -9,19 98,37 2,04 51,23 102,45
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Tabla 10. Cuantificacién de estandar de HACA de concentracion elevada (100 U/ml) con concentracion variable de
Remicade.

Resultado de cambio de R
- Concentracion final
movilidad
HACA
i ™ i 0, Te i Te
Remicade Promedio sD CV(%) % .de Recuperacion unldqa ™ HACA Recuperacion
(ng/ml) (U/ml) cambio | (%) Remicade total (%)
no marcado
0 104,61 0,50 | 0,48 NA 104,61 NA 104,61 104,61
100 15,34 0,24 | 1,59 -85,34 15,34 81,54 96,88 96,88
50 25,86 0,61 | 2,37 -75,29 25,86 68,71 94,57 94,57
25 40,50 1,42 | 3,50 -61,28 40,50 53,82 94,32 94,32
12,5 59,90 0,16 | 0,27 -42,74 59,90 39,80 99,70 99,70
6,25 76,27 0,94 | 1,23 -27,10 76,27 25,34 101,60 101,60
Resultado de cambio de P
- Concentracion final
movilidad
HACA
. ™ . 0 L . L
Remicade Promedio sD CV(%) ) .de Recuperacion unldqa ™ HACA Recuperacion
(ng/ml) (U/ml) cambio | (%) Remicade total (%)
no marcado
3,125 88,80 1,01 | 1,14 -15,11 88,80 14,77 103,58 103,58
1,56 94,38 0,72 | 0,76 -9,78 94,38 7,83 102,21 102,21
0,78 104,80 1,26 | 1,20 0,18 104,80 4,35 109,15 109,15

Ejemplo 24: un nuevo paradigma de terapia farmacoldgica anti-TNF.

El paradigma existente de terapia farmacologica anti-TNF, basado en el nivel de farmaco y el nivel de HACA
determinado en una muestra del paciente, se describe de manera general en la Tabla 11, a continuacion:

Tabla 11

Paradigma actual

HACA FARMACO Accion
BAJO BAJO Incrementar dosis
INTERM. BAJO Incrementar dosis
ALTO BAJO Cambiar terapia
BAJO INTERM. Continuar
INTERM. INTERM. Indefinido
ALTO INTERM. Cambiar terapia
BAJO ALTO Continuar
INTERM. ALTO Continuar
ALTO ALTO Cambiar terapia

Sin embargo, este paradigma resulta complicado por la elevada variabilidad de los niveles de farmaco en los
pacientes con nivel indefinido de HACA.

El paradigma terapéutico del presente método utiliza un indice de actividad/gravedad de la enfermedad derivado de
un andlisis basado en un algoritmo de uno o mas marcadores biologicos para la seleccion de la terapia, la
optimizacion de la terapia, la reduccion de la toxicidad, el seguimiento de la eficacia del tratamiento terapéutico o
una combinacion de los mismos, con un farmaco anti-TNF. En determinados aspectos, las acciones que deben
tomarse basandose en este nuevo paradigma se indican de manera general para diversos escenarios ilustrativos en
la Tabla 12, a continuacion:

Tabla 12. Paradigma del presente método

indice de actividad de la

HACA FARMACO Accion
enfermedad

BAJO BAJO BAJO Continuar

BAJO BAJO INTERM. Incrementar dosis
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BAJO BAJO ALTO Incrementar dosis
BAJO INTERM. BAJO Continuar
BAJO INTERM. INTERM. Incrementar dosis
BAJO INTERM. ALTO Incrementar dosis
BAJO ALTO BAJO Co_nt_inuar 0 Reducir dosis para evitar
toxicidad
BAJO ALTO INTERM. Continuar
BAJO ALTO ALTO Cambiar terapia
INTERM. BAJO BAJO Continuar
INTERM. BAJO INTERM. Incrementar dosis
INTERM. BAJO ALTO Incrementar dosis o cambiar terapia
INTERM. INTERM. BAJO Continuar
INTERM. INTERM. INTERM. Continuar
INTERM. INTERM. ALTO Cambiar terapia
INTERM. ALTO BAJO Continuar o Reducir dosis para evitar
toxicidad
INTERM. ALTO INTERM. Continuar
INTERM. ALTO ALTO Cambiar terapia
ALTO BAJO BAJO Cambiar terapia
ALTO BAJO INTERM. Cambiar terapia
ALTO BAJO ALTO Cambiar terapia
ALTO INTERM. BAJO Cambiar terapia
ALTO INTERM. MOD Cambiar terapia
ALTO INTERM. ALTO Cambiar terapia
ALTO ALTO BAJO Cambiar terapia
ALTO ALTO INTERM. Cambiar terapia.
ALTO ALTO ALTO Cambiar terapia

Se observa que pueden seguirse las acciones terapéuticas para pacientes con niveles de HACA intermedios
mediante el seguimiento de los cambios de la actividad de la enfermedad. En determinados casos, los niveles
elevados de HACA pueden motivar un cambio de la terapia a pesar de otros parametros, debido a la naturaleza
inmunoldégica de la condicion.

Ejemplo 25: deteccion de niveles bajos de Remicade en muestras de tejido.

Se ha demostrado que los pacientes con artritis reumatoide (AR) presentan una respuesta inferior a 100 ng/ml de
Remicade durante el curso del tratamiento. Se ha desarrollado un ensayo HPLC de cambio de movilidad de
Remicade tal como se comenta en la presente memoria que detecta la presencia de Remicade en el suero del
paciente, que evita muchos de los problemas del formato ELISA. En determinados aspectos, el limite inferior actual
de cuantificacion (LIAC) para el presente ensayo inventivo es de aproximadamente 0,49 ug/ml, permitiendo el
analisis de la mayoria de los pacientes. La investigacion actual de los presentes inventores indica que el ajuste de
diversos parametros del detector de fluorescencia (cambiar la longitud de onda de emisiéon a 525 nm e incrementar
la ganancia del FMT a 16), el ensayo HPLC de cambio de movilidad de Remicade puede detectar cuantitativamente
incluso tan solo 50 ng/ml de Remicade en el suero con elevada reproducibilidad. De hecho, este nivel de sensibilidad
permite el analisis de niveles de Remicada en muestras de tejido pequefias (<10 mg). La deteccion de Remicade en
el tejido nos permite conocer mas sobre la cantidad de Remicade que ha alcanzado el sitio de inflamacion,
proporcionando mas informacién sobre la farmacocinética y detalles mecanisticos del farmaco.

Métodos

El aislamiento de la proteina del tejido del paciente se consigue mediante la extraccion de células completas. Se
introducen trozos de 1 a 10 mg de tejido en un tubo y después se congelan en un ambiente criogénico. A
continuacion se homogeneiza la muestra criogénica utilizando el fragmentador mecanico de tejidos Covaris
CryoPrep. Tras la pulverizacion, la muestras se transfieren a un tubo que contiene ~300 ml de tampén de extraccién
(Tris 50 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, NP-40 al 1%, desoxicolato al 0,25%, EDTA 1 mM) que contiene un céctel de
inhibidor de proteasa de mamifero (Sigma, St. Louis, Mo). A continuacion, las muestras se transfieren
inmediatamente a la parte acustica del instrumento CryoPrep para la fragmentacién adicional mediante sonicacion.
Seguidamente las muestras se incuban durante 45 min. sobre hielo para permitir la disociacién completa de los
componentes celulares. Los extractos se centrifugan a 4°C durante 15 min. a alta velocidad. Se dividen en alicuotas
los sobrenadantes y se congelan a -80°C. Las concentraciones de proteinas se cuantifican utilizando el ensayo de
proteinas de Lowry (Bio-Rad). Se descongela una alicuota de 200 ul y después se afiaden 5,0 ng de TNF-a
recombinante marcado fluorescentemente (TNF-Alexa488). Tras la incubacién a temperatura ambiente durante 1
hora, la solucién se encuentra en equilibrio y se han formado diversos complejos de TNF-Alexa488/Remicade de
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peso molecular creciente. Tras la filtracién, se inyecta la muestar en una columna de HPLC de exclusion por tamafio
BioSep S-3000 Phenomenex. Este ensayo en fase liquida en tiempo real resuelve los complejos de Remicade-TNF
respecto de TNF libre basandose en el tamafio de los complejos formados.

Aunque el limite inferior actual de cuantificacién resulta adecuado para la mayoria de pacientes, existe una
necesidad de incrementar la sensibilidad para la utilizacion en pacientes de AR (ver anteriormente). En un aspecto,
el ensayo se basa en la deteccion de 25 ng de TNF-Alexa488 en una inyeccion de 100 ul en la columna de HPLC de
exclusién por tamafio. La utilizacién de fluorescencia como el método de deteccion proporciona flexibilidad para la
optimizacion de las longitudes de onda de excitacién y emision, asi como de la capacidad de incrementar la
ganancia del tubo fotomultiplicador (FMT). Los ajustes actuales para la validacion del ensayo de Remicade son:

DFL Aex=494, Aem=519

Ganancia de FMT=12

Estos ajustes se fijan basandose en las longitudes de onda publicadas para el grupo de AlexaFluor 488, asi como
los ajustes de ganancia del FMT normales para el DFL Agilent 1200 series. El incremento de la ganancia del FMT
incrementa la sefial y el ruido, pero hasta determinado factor el incremento de la sefial es superior al incremento del
ruido. El salto de ganancia a ganancia es igual a un factor de 2. Los parametros mas importantes para optimizar son
las longitudes de onda de excitacién y emisidn y aunque los maximos publicados son un punto de partida til, con
frecuencia resulta necesario optimizarlos porque la excitacion depende de los compuestos mismos, asi como de las
caracteristicas del instrumento especifico.

Al detectar cantidades bajas de Remicade, aparece un pico especifico que refleja un complejo de TNF-Alexa488 y
Remicade en un tiempo de retencion de 9,2 minutos. En un aspecto, resulta importante que la altura de este pico se
encuentre por lo menos 3 veces sobre el fondo y que la concentracién sérica calculada en mdltiples réplicas
presente un coeficiente de varianza inferior a 20%. La proporcion de sefial a ruido de este pico especifico de
Remicade-TNFAlexa488 respecto al fondo de suero humano normal puede ser, de esta manera, el punto de partida
para incrementar la sensibilidad del ensayo.

Para incrementar la sensibilidad, se optimiz6 la ganancia del FMT, asi como las longitudes de onda de excitacion y
emision, basandose en los resultados de los graficos de amplificacion y de isoabsorbancia. Se titulé el Remicade en
presencia de diluciones de TNF-Alexa488 a diferentes niveles de ganancia del FMT comprendidos entre 12 y 18
utilizando las longitudes de onda actuales de excitacion y emision, de 494 y 519 nm, respectivamente.

La figura 35 muestra una cantidad estandar de TNF-Alexa488, asi como el pico pequefio en Rt=9,2 minutos que
refleja un complejo de Remicade-TNF (panel superior). Al reducir la cantidad de TNF-Alexa488 a 2,5 ng, resulta
evidente que el fondo de suero humano normal al 4% empieza a interferir con la resolucién del pico de TNF libre, asi
como el pico en 9,2 minutos que refleja un complejo de Remicade-TNF (panel intermedio). El incremento de la
ganancia del FMT a 18 (panel inferior) incrementa la sefial y el ruido igualmente (los datos son similares para todos
los niveles del FMT).

Resulta evidente a partir de los datos que la fluorescencia de fondo del suero humano normal interfiere con la
cuantificacion de los niveles bajos de Remicade utilizando los ajustes actuales. Para incrementar la sensibilidad del
ensayo, resultan necesarias modificaciones adicionales de los ajustes del DFL para reducir la sefial de fondo del
suero. Para investigar lo anterior, se llevaron a cabo experimentos a diferentes longitudes de onda de excitacion y
emision basandose en los resultados de los graficos de isoabsorbancia. Los graficos de isoabsorbancia se
obtuvieron de suero humano normal, TNF-Alexa488, fase moévil (1X PBS/BSA al 0,1%) y agua.

La figura 36 muestra las longitudes de onda de excitacién en el eje Y y las longitudes de onda de emision se dibujan
en el eje X. La comparacion entre los graficos para el suero humano normal (panel superior) y TNF-Alexa488 (panel
inferior) muestran un solapamiento significativo en los maximos tanto de excitacion como de emision (vértica de la
regiéon en forma de V en los graficos). El cambio de la longitud de onda de emisién a por lo menos 525 nm
probablemente mantendra una sensibilidad elevada para TNF-Alexa488, reduciendo simultaneamente el fondo de
suero normal. La longitud de onda de emision se fij6 en 525 nm y después se repitieron los experimentos
observando TNF-Alexa488, asi como el fondo de suero humano normal. Se inyecté TNF-Alexa488 en presencia de
NHF al 4% y se evalué la proporcién de sefial a ruido.

La figura 37 muestra el andlisis de suero humano normal (panel izquierdo) y de 25 ng de TNF-Alexa488 (panel
derecho) mediante HPLC con los ajustes indicados. El nivel de fondo de fluorescencia del suero humano normal se
encontraba muy reducido. Tras demostrar que el nivel de fluorescencia de fondo del suero se encontraba reducido,
se evalu6 la proporcion de sefial a ruido del ensayo a diferentes niveles de ganancia del FMT, comprendidos entre
12 y 18. Los resultados del andlisis, presentados en la Tabla 13, a continuacion, establecen que una ganancia del
FMT de 16 proporciona un beneficio significativo.
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Tabla 13
FMT | Emision Area promedio NHS fondo (n=2) Area ng(ea?gspl(ﬁzgf TNF- Sefial/Ruido
12 519 45,95 544 11,84
12 525 17,4 481,5 27,67
16 519 1053 8747 8,31
16 525 210,5 8019,5 38,10

A continuacion, se sondeé la sensibilidad del ensayo generando curvas estandares, tales como el grafico mostrado
en la figura 38. Se utilizaron 2,5 ng de TNF-Alexa488 por cada inyeccion; se titul6 el Remicade en el intervalo de 50
ng/ml a 5,86 ug/ml para establecer el limite de deteccion. Se realizé nuevamente un seguimiento del pico en el
tiempo de retencion 9,2 como criterio para la proporcion de sefial a ruido y se utilizé la concentracion mas baja que
repetidamente (n=20) daba lugar a una altura de pico 3:1 para calcular el LDC. Se presentan los resultados de este
tipo de andlisis en la tabla a continuacion:

Tabla 14
Ajustes experimentales: Ganancia del FMT=16 AEx = 494 nm, AEm =525 nm 2,5 ng
Alexa488/100 pl de inyecciéon

LOB (area) 0,040
LOD (area) 0,044
LDC (n=20) 13,00 ng/mL
LIAC (n=20) 51,02 ng/mL
CV% = 21,07
Precision=111,40%

Mediante el cambio de la longitud de onda de emision a 525 nm y el incremento de la ganancia del FMT a 16, el
ensayo de cambio de movilidad ahora puede detectar cuantitativamente incluso tan solo 50 ng/ml de Remicade en el
suero con elevada reproducibilidad. La optimizacién adicional puede incrementar la sensibilidad en mayor grado,
aunque el nuevo formato deberia permitir el andlisis de los pacientes de AR que muestran respuesta incluso a
concentraciones séricas de Remicade muy bajas. La correlacién entre los niveles bajos de Remicade y la respuesta
del paciente, el resultado clinico y marcadores bioldgicos relacionados permiten tomar decisiones para un enfoque
mas personalizado al tratamiento.

Ejemplo 26: analisis de estudio clinico del ensayo de cambio de movilidad vs. ELISA.

Se llevaron a cabo estudios iniciales tal como anteriormente utilizando muestras de pacientes con ECA activa
(N=117) y pacientes de CU (N=10) tratados con infliximab durante varias semanas. Se compararon los datos de
ensayo de cambio de movilidad con los resultados de ELISA.

Tal como se muestra en la figura 39, ambos métodos se correlacionaban (coeficiente de correlacion=0,812,
p<2,2x10'16 para los datos recogidos sobre los limites inferiores de cuantificacion) en la determinacion de infliximab
en las muestras. Se demostroé que 6% de las muestras en las que se habia determinado mediante ELISA que eran
negativas para infliximab, eran positivas para infliximab segun el ensayo de cambio de movilidad. Ninguna de las
muestras que se habia determinado que eran negativas para infliximab por el ensayo de cambio de movilidad, eran
positivas para infliximab segun el ensayo de cambio de movilidad. Tal como se determiné mediante el ensayo de
cambio de movilidad, cuatro muestras negativas para infliximab se encontr6 que eran positivas para HACA. Los
datos del ELISA y del ensayo de cambio de movilidad también se encontraban correlacionados para la
determinacion de HACA, tal como se muestra en la figura 40. Treinta y siete de las muestras consideradas negativas
para HACA segun el ELISA se encontré que eran positivas para HACA en el ensayo de cambio de movilidad.

Se tabularon frente al tiempo los recuentos acumulados por semana de muestras positivas para HACA, tal como se
muestra en la figura 41. Aunque los datos del ensayo de cambio de movilidad (figura 41, linea superior) y del ELISA
(figura 41, linea inferior) empezaron a converger tras 60 semanas, el ensayo de cambio de movilidad resulté en un
recuento mas alto de los especimenes positivos para HACA en puntos temporales anteriores. La prueba exacta de
Fisher se aplicé a los datos recogidos en diversos puntos temporales. Los valores de p determinados por el ensayo
fueron 0,0381, 0,0240 y 0,6791 a las 46, 50 y 66 semanas, respectivamente. Conjuntamente los estudios clinicos
indican que el ensayo de cambio de movilidad supera la variabilidad y limitaciones de interferencia del ELISA. La
tecnologia también es aplicable a un amplio espectro de proteinas terapéuticas para condiciones tales como artritis
reumatoide y enfermedad intestinal inflamatoria. Dada la necesidad critica de una deteccion precisa de los niveles
de farmaco y de anticuerpos antifarmaco en el desarrollo de estrategias terapéuticas, el ensayo de cambio de
movilidad permite un mejor control del tratamiento del paciente.
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Ejemplo 27: evaluacion de un nuevo ensayo homogéneo de cambio de movilidad para la medicion de los niveles de
anticuerpos antiquiméricos humanos (HACA) y de infliximab (IFX) en suero de paciente.

Antecedentes: La lista de bioterapéuticos basados en anticuerpos disponibles para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias tales como la enfermedad intestinal inflamatoria (Ell) y la artritis reumatoide (AR) se esta
incrementando constantemente. Sin embargo, determinados pacientes generaran anticuerpos antifarmaco (AAF)
que puede provocar un abanico de consecuencias, entre ellas la alteracion de la farmacocinética del farmaco, una
reduccion/pérdida de la eficacia del farmaco y reacciones adversas del farmaco. El seguimiento de los pacientes
para farmaco anticuerpo y niveles de AAF no sélo es un requisito de la FDA durante el proceso de desarrollo de un
farmaco, sino que también resulta muy importante para un correcto control del paciente durante el tratamiento con
estos farmacos. Se dispone de diferentes métodos para la evaluacion de los niveles de AAF y de farmaco,
incluyendo el inmunoensayo de fase sélida, radioinmunoprecipitacion (RIPA) y resonancia del plasmon superficial
(RPS). Sin embargo, se identifican muchas desventajas en estos métodos, incluyendo epitopos
enmascarados/alterados por inmovilizaciéon del antigeno o marcaje, la incapacidad de definir la especificidad de
especies y la deteccién de isotipo, el fracaso en la deteccién de anticuerpos de baja afinidad, la necesidad de
instrumentos dedicados o reactivo marcado radioactivamente, y una baja tolerancia al farmaco presente en la
muestra. Los presentes inventores han desarrollado un ensayo homogéneo de cambio de movilidad sin marcaje
radioactivo en fase liquida para medir los niveles de HACA y de farmaco en suero de pacientes tratados con IFX.
Este método supera muchas de las limitaciones de los métodos actuales de medicion de HACA y del nivel de
farmaco.

Métodos: para llevar a cabo el ensayo de cambio de movilidad de HACA, se incubd infliximab (IFX) marcado con
AlexaFluor 488 (Alexa488) que contenia un control de carga de Alexa488, con suero positivo para HACA y se dejé
que alcanzase el equilibrio. Tras el equilibrado, seguidamente la mezcla de reaccion se inyecté en una columna de
HPLC. Se resolvieron Alexa488-IFX libre y los complejos inmunoldgicos mediante cromatografia HPLC de exclusion
por tamafio (CET) y se midié con un detector de fluorescencia (DFL) la intensidad de la fluorescencia de cada pico
resuelto. Los cambios en la proporcién entre el area del pico de Alexa488-IFX libre y el area del pico de Alexa488
control interno indican la cantidad de complejos inmunoldgicos formada. Se utilizaron diferentes diluciones de suero
positivo para HACA para generar una curva estandar, que se ajusté a un modelo logistico de 5 parametros para
considerar la asimetria. Se calcul6 la cantidad de HACA en las muestras a partir de la curva estandar. Se utiliz6 una
metodologia y andlisis similares para medir el nivel de IFX en el suero, excepto en que se utilizé TNF-a marcado con
Alexa488 para unirse a IFX y se utilizé IFX purificado como el estandar. Los presentes inventores llevaron a cabo
una validacién completa del método tanto en los ensayos de HACA como de IFX, y compararon los resultados de
ensayo de muestras clinicas con los obtenidos de los métodos ELISA.

Resultados: la validacion del ensayo de cambio de movilidad de HACA revel6 un limite inferior de cuantificacion de
6,75 U/ml en muestras de suero, lo que es equivalente a 35,4 ng/ml, y este valor es inferior a las exigencias del
sector (250 a 500 ng/ml). El intervalo lineal de cuantificacion es de 6,75 a 150 U/ml. La determinacion de la precision
intra-ensayo e inter-ensayo rindié un coeficiente de variacion inferior a 15% y la precision del ensayo era inferior al
20%. La tolerancia al farmaco IFX en el ensayo es de hasta 100 pyg/ml en el suero de ensayo. Los niveles
terapéuticos de azatioprina (AZA) y metotrexato (MTX), presencia de factor reumatoide (774 1U/ml), niveles normales
de inmunoglobulinas, los TNF y los receptores solubles de TNF, no presentaron ninguna interferencia significativa en
el ensayo. Se sometieron a ensayo muestras de ensayo de 100 sujetos sanos no expuestos a farmaco para fijar el
punto de corte de 6,75 U/ml (mediat1,65SD). También se evaluaron cien muestras de suero positivas para HACA
mediante ELISA de puente utilizando el ensayo de cambio de movilidad. Globalmente existe una fuerte correlacion
entre los dos métodos para determinar los niveles de HACA (Rho de Spearman=0,337, p=0,0196). Sin embargo, el
nuevo método fue capaz de identificar 23 muestras falsamente positivas del ELISA de puente. Se obtuvieron
resultados similares de la validacion del ensayo de cambio de movilidad de IFX.

Conclusiones: los resultados del presente estudio demuestran la superioridad del ensayo de cambio de movilidad al

medir HACA e IFX en las muestras de suero de paciente. Este método también puede aplicarse a la deteccion de
otros biofarmacéuticos y AAF en muestras de suero de pacientes, tales como los tratados con adalimumab.
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REIVINDICACIONES

1. Método para detectar la presencia o el nivel de un autoanticuerpo contra un farmaco anti-TNF-a en una
muestra sin interferencia del farmaco anti-TNF-a en la muestra, comprendiendo el método:
(&) poner en contacto la muestra con un &cido para disociar los complejos preformados del
autoanticuerpo y el farmaco anti-TNF-a, en el que la muestra presenta o se sospecha que presenta un
autoanticuerpo contra el farmaco anti-TNF-a,
(b) poner en contacto la muestra con un farmaco anti-TNF-a marcado tras la disociacion de los
complejos preformados, en el que opcionalmente la etapa (b) comprende ademas poner en contacto un
control interno marcado con la muestra,
(c) neutralizar el acido en la muestra para formar complejos marcados del farmaco anti-TNF-a marcado
y el autoanticuerpo,
(d) someter los complejos marcados a cromatografia de exclusién por tamafio para separar los
complejos marcados, y
(e) detectar los complejos marcados, detectando de esta manera la presencia o el nivel del
autoanticuerpo sin interferencia del farmaco anti-TNF-a en la muestra.

2. Método segun la reivindicacion 2, en el que la muestra se pone en contacto con un acido a una
concentracion de entre 0,1 My 5 M.

3. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que el acido se neutraliza mediante la adicion
de uno o mas agentes neutralizadores a la muestra.

4. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la muestra se obtiene de un sujeto que
recibe terapia con un farmaco anti-TNF-a.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que los complejos se eluyen en primer lugar,
seguido de farmaco anti-TNF-a marcado libre.

6. Método segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el farmaco anti-TNF-a se marca con un
fluoroféro o un pigmento fluorescente.

7. Método para optimizar la terapia y/o reducir la toxicidad de un farmaco anti-TNF-a en un sujeto que recibe
un curso de terapia con el farmaco anti-TNF-a, comprendiendo el método:
(a) detectar la presencia o el nivel de un autoanticuerpo contra el farmaco anti-TNF-a en una muestra del
sujeto sin interferencia del farmaco anti-TNF-a en la muestra, comprendiendo el método:
(i) poner en contacto la muestra con un acido para disociar los complejos preformados del autoanticuerpo
y el farmaco anti-TNF-a, en el que la muestra presenta o se sospecha que presenta un autoanticuerpo
contra el farmaco anti-TNF-a,
(ii) poner en contacto la muestra con un farmaco anti-TNF-a marcado tras la disociacion de los complejos
preformados,
(i) neutralizar el acido en la muestra para formar complejos marcados del farmaco anti-TNF-a marcado y
el autoanticuerpo,
(iv) someter los complejos marcados a cromatografia de exclusion por tamafio para separar los complejos
marcados, y
(v) detectar los complejos marcados, detectando de esta manera la presencia o el nivel del autoanticuerpo
sin interferencia del farmaco anti-TNF-a en la muestra, y
(b) determinar una dosis posterior del curso de terapia para el sujeto o si deberia administrarse un curso
de terapia diferente en el sujeto basandose en la presencia o el nivel del autoanticuerpo, optimizando de
esta manera la terapia y/o reduciendo la toxicidad del farmaco anti-TNF-a.

8. Método segun la reivindicacién 7, en el que la dosis posterior del curso de terapia se incrementa, se reduce
0 se mantiene basandose en la presencia o el nivel del autoanticuerpo.

9. Método segun la reivindicacion 7 6 8, en el que el diferente curso de terapia puede comprender un farmaco
anti-TNF-a diferente, o en el que el diferente curso de terapia comprende el curso de terapia actual conjuntamente
con un agente inmunosupresor, o en el que el diferente curso de terapia comprende cambiar a un curso de terapia
que no sea de un farmaco anti-TNF-a.

10. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el farmaco anti-TNF-a se selecciona de

entre el grupo que consiste de infliximab, etanercept, adalimumab, certolizumab pegol, golimumab, CNTO 148 y
combinaciones de los mismos.
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11. Método segun cualqueira de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el autoanticuerpo contra el farmaco anti-
TNF-a puede seleccionarse de entre el grupo que consiste de un anticuerpo humano antiquimérico (HACA), un
anticuerpo humano antihumanizado (HAHA), un anticuerpo humano antiraton (HAMA) y combinaciones de los
mismos.

12. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el acido puede comprender un acido
organico, un acido inorganico, o mezclas de los mismos, en el que opcionalmente el acido organico comprende
acido citrico.

13. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que la presencia o el nivel del autoanticuerpo
se detecta en presencia de un nivel elevado del farmaco anti-TNF-a, en el que opcionalmente el nivel elevado del
farmaco anti-TNF-a corresponde a un nivel de farmaco anti-TNF-a de entre 10 y 100 pg/ml.

14. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que la cromatografia de exclusion por
tamafio es cromatografia liquida de alto rendimiento de exclusién por tamafio (HPLC-ET).

15. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que la muestra es suero.

62



ES 2530175713

L9

o 82 9. . TE W 8 9w U O
Jwﬁ " ]f.,xw-- ,r}.f\x.t.x\.l.,. w o
Vi y PN [0
i > 4 2 eawnyeopun (8
4 —t _m..mﬂmf LP9gxag-Ap | mam
r3 !
i iE
s )
eRwn Brip + “Yexey-4Ni Brlg
o g2 % 0w e & 8 9 s @ B
g
ol
gl
0z
52
piv
Bl Dri
w82 9z v 2 O B & v Z ea
. L :
algl “"exenyt | 4 . ]
X | exal-INL oz
= bt 37
m ry s Pyl
g “exsiy-dNL Brig

BIRLINH

“Bexay-dNL

a

Eﬁmé.mzh

63



ES 2530175713

[Bufesing Bo

0¢ 8¢ 07 &L 0 990 00

ey

d5.34

2V IMHA0 DB

&l

S¥nw .

S

& "BHA

fuleumy Bog
@ §¢ 07 & & &% 80
T4
: s 0803 2
s | Byl -1
S £
B0

%} 1B+ ejueioed ep opedrube cuens us Jpgexefy-dNL % [B [BLLLIOU OUBLUNY 0JBNS LB /Hgexaiy-4NL
E RJLUNY 8 UOIUN B 8pejsandsasgisop ap eAUNng B BIWNK 8P uoiun g| apejsend sarsisop ep BN

3

g

[Bulzawny Hey
0F SF O¢ §) %1 %% 68

9e

frict G503 w.ﬂ.

oA | ECETE =N 05 =

5o 2
4L,

SNMW
GGl
LF9EXay-ANL B

EJLNY &P UCIUN Bjap B)sandsal-SIsop ap EAINY

v

64



ES 2530175713

Ensayo de puente:

Infliximab
biotinilado

Murino
Humano

23 LACA

infisamad

FIG. 3

65



ES 2530175713

4 00 = Wd

SPBOIWIS Y-, EX3lY

(€}

i

13-071dH @p sisijeuy

VOvH

¥ old

04 0SL = Nd a4 0SE = Nd

YOVH (8}

(¢}

T —
UQIDEQNIU|

BREDILISN- B XS

apediway ap ewusasald us euoiouny ofesus |3 ()

13-071dH 8jueipsw ofeidwoo [op ugoeoynuen) (g)

olejdwod |8 Jeuwuoj eied (YO vH) sjuaioed ap oians uod ugioegnauj (z)

/79EXS|y U0OD Ope2lell apediway ap ugioeledald (1)

66



ES 2530175713

et AN A AN S| S S 1 Z. 0 8 o ¥ oz o
| I NS e 2o |
| S0eEey 2 807 5 eRIY - £E9Re1 ary o) 5 90} 62 ey Mm |
i =l b i _
g & 0

iZL |

|

"

g
»X8[y-8peoILiaY Bu Gz'g+ OUBLINYRUE Iqed 8p OB| epBIGZLTT) EnEE.EB_Em Y Bu 6z ‘g+ouew wnygue e1qea op mu_ bugza Ty
—mﬁ@m ﬁ hita 43 al L 7 _ﬁ L MM F £ U w:n ~-|., EL fa _J 1

% 4 9, el s o
s 5 5609} oty n = ClRGLeEy o
L0k 42 Baly = . e S = i
® B 3 G
s XBNy-apeoiway bu Gz'g-+ ouewnygue eIgeD ap wn_ m_u mE. wm {H) rs@xay-apeOaY Bu GZ‘g+ouBWINYQUE BIGED %ms%ﬁ@
N SR . U S SN SO | W b [ W .. > S RN RO T 1)
Yo e N z0
o ) N ] o
% ) Y. 90
£0BGJC B 13 #0 | EZRTEY BAY _.m.__
L H f=] i
A o iz
& Uk =2 e
EnEE.mEu__Ez Bu _.N m+ _.,_EEE__E riqes ap b ap Bug s (4) EnEE.EB_Emz Bu _.N.wt,__h wnygue eiges ap mn_ m:m {3
WS Bl e B8 WL F O, o UMpC -S| R | A N
Y 75 | R 70
Y 0 Vo )
.C_ .M.m _._. ._"_ .m.n_
SHEsE ey 2 = L L1gGy ey 13 Wh_
........ = 1.1 RO iy
»<EX8[y-apeojway Bu Gz'g + ouewnygue eiqes ap 9B6) Bug'y (g) . pyaSAfy-apEILEY Busy's (3}
WMEL M. @ 9 W@ o E._ &  ® 8 8w e O
4 A
.*-ﬂ “-
ag || g
L 70
N :
___________ L ot

ouRWNYQUE e1qes ap 5 B|BUSZ) () " oouerq op uopni3) ¥4 HY 'S8 X3 by

67



ES 2530175713

o i 8 9z /4 14 , 07 , 8l . Al x4 . oL
................................... PR 3
N S5 wuys 9y, 3
v € o . 50
&8 & 8  wew U4 90
BT ) . o
O s 44 0
93|-1uy BuGZ'TE + LP9exs|y-apediway 8uszg T
S
i 82 9 144 44 0z 8 0 7l 4! 0,
.__,,,., / .%%/.M\ ww
R/ ¥ o3 &
P &0 -990
& 08 v -80
/@ M =l
* O3I-1uY BU9TGT + L9exa|y-apediway 8ugzg et
Uit 6 9z 57 @ e 8 9 bl Ol .
/,..,, 7 == 70
-y 0
AL/ -90
&8 ~80
s 2 i
< 93|-luy Bug L + Ly9eXa)y-apediway 8uszg 5
uw 82 74 8L 9l ¥l Z 0 ;
-20
-0
90
80
Ly9eX3|y-3pediway 8ugz9 T

68



ES 2530175713

£ o4

{mu} obe-puy oy
ol &0 o8 A

Fraad " Iﬁ
)

35

5. & 3

8 §

TR

> 8

FACR!ES L -G B .m

6£08°0 | TIHAUNSIONS w g

JEpUE]S o B =

Jepugisy -

ouewny 5bj-que odianogue
ap SaU0DENUSIL0D Sajuala}lp ap epuasald ue
Jyaexa|y-apeaiway ap olajdwoo ap sisop ap ejsandsay

d

i o8y Soy
08 54°0 050 20 00°0 520 050 £20- 00 b
§i14
§EL

i

B5EC 0523 18

8L TIHANGIONSH| 93

Jepue|sy :, 314

(%) Jpgeneiy-apeaiuey

"
jepugisy  * e

B0}

ouewny 56j-nue odianonue
ap SAUOIJBNUSIUOD SJUSISJIP LOD UQIDEQNIUI B] SBJ)
ajuejsal /yoexa|y-apediway ap ejsandsal-sisop ap BAIND

v

69



ES 2530175713

i bt b g N e T S o

W}M ,,,,, £ v oo N Mﬁ rate zo

m m L _.ﬂ Far % m n%m_..._& £ o

e e J o0 & & A 4

&%&. Y 5 :{H awm%nv v g
& o%c £ § n%@

¥ b |
&%@ gl -
iz e

70

Eﬂ.m. &N =— e N..N e .ﬂ_m_N ! .....”.mm.:....... _.m_.—. ........ 3 En.ﬁw. i Nw Lo, m_._“_ _E._E. .W_N A .N.N W E .ﬂ__N il .m._—“..L mﬁ.. : .m_.—. o .N“. 5 .D ._u
Mp—,_zr...___wr_.__ .h.\-lu .......... wi L e | .m. :]lf__.x\._.mr/{\......:..zl._.llcﬁlaj: .............. i |
&.,me B Y g &A_% ¥ 5 2 5
- S g0 S i
il b & &%c :
i "
&Y zh | 5
.J.____z\. W .
& B e S

U Z'y exa|y-apediway+9%, |B [BWIOU OUBWINY 0JONS g

o0 ¥ |E |EWIOU OUBWNY OJang v



ES 2530175713

6 O

190> 439 - 401 Bupgl
AR Lbg - apeoisy Sugzg
0e'E 7 () OMISOd OAIJISOd 19T £8109280NS
BO'b 8r' 0 OMISOd OAljISOd gL'e2 £6009230MS
190> 820 OMISOd OAIJISOd 25 ZZE0EE0NS
bLe €20 OMjISOd OAlJISOd 8¥Z JOE0L0800S
6Y'L . OAISOd OAisOd 2.6 Ge0LE080NS
9 x OAIJISOc] OAIISOg 1Z2e 2OLOROBONS
o0 20 OAljISOd OMISOH ¥LT ERLOLCLONS
pelL ] OMJISD4 OAMISOd 9e6T pEETARN A
100> g0 OM}ISOd OAIJISO4 926 OLZOLELONS
BT T OMJISOc| OAIJISO4 Ca SB0LLELOMS
65T OISO OAIJISOY LG 850LLELONS
OAljIsOd OAISO4 LERLPLIONS
oAIsOd OAISOd LZLL8020NS
OAlISOg OAISOd £iTLL0L0Y%S

2L 840 OAIJISOd OAL}ISOd 97 LiP0L0L0MS
; CER ) YOVH @ OAljE)I[END OAJEJIJUEND
() SPEIRIRY | 5nonuiaprmary wowK OIQWED Bp Lumm:m_ %M:r_mmm %_E____amm 0S308 3P oN
(%% |e cians) pepijiow ap olqued ap oAesu3 sjuend 8p yS[13

71



ES 2530175713

ELISA homogeneo de Ensayo de HACA de
il ke union basado en la presents invencion
béctina y DIG L
FiRemicade  RACA
W i
Bia-
Fermato da &, Remicade S, DIC-Ramicade l
3' HACA HACA
: ® Bio-Remicede WY
Remicade ; il :
Interferencia
de fondo Alto Alto Bajo
no especifica
Sensibdidad Bajo Intermedio Alto
|Posbiidad de Falso- :
positiva y Falso- Alto Alto Bajo
negaivo
|dentificacion de L
isofipo de Ig Ne Ho Si
Toderancia del far-
ot an e Pobre Pobre Buena

Fi:. 10

72



ES 2530175713

LE O

LHjE .qm; mm g8 al T gl n__ﬁ_ A e o
e £ J.f!.\t?ﬂu. B - ,.sztz...:z.f .3?3?3. %%E%E A, 'z ey .
EEL wmw_v R & / x\z.a
& L 04 Y,
: i3 80| = o 093
g R (2 4
14-X41 ooun * p g i o
£ § qif ; SR
W P RIS e e e e O L B e Lo it tH O hm xm_ [ L L] 3|u .|. m —M.“.wlu_ —mlxm— mm.ﬁlm |
(4-Xd] mmm LE +%Z B SHN +%Z B ScH [3-Xdl BUS'LE + %G'E B SHN + %G 018 SdH
i gy 7z AR g5 Hoon Uy 7 gz g v P Sh
Eifﬁxﬁ(is:: gy !{i et 6] éﬁiﬁs«ﬁ i {e{,ﬁ%;g
\i = s = e s
2 01 7 8 0
/ 1) g0
3 H e T
: a5 .
ey, ! 13Xd1 BuSLE + %P 12 SHN %p 12 SHN

73



ES 2530175713

VYOVH eled oallisod [0Jju0d ap aJans ap ugn|iq

QN Qo v o QW
PPN WL VI N .

¥

oplun [4-XdI ¥ =011

X4] @p alejuaniod

(%) opmun |4

4 D

vOvH eled oalisod j0Jju02 2p 012ns ap ugpn|g

N o O Qv NI

2

2.iqlf 14-Xdl ¥
e

g

(%) 2191 |4-XdI =p elejusoiod

74



ES 2530175713

£L D14

LGl B o BB B B WG B O BB B T O
BN _ i e NS / I
< / = T BT R fr\)(..ﬂil___ iz
mw”__ ,_.d_. .M m%ﬂ i mmm. @ o g

Y 0 : % 07

% EEY vﬁ _“__ﬂ

Ltk OpIun 14-D-4N.L b 2uiqll I4-P-dNL opIun |4-0-4N1 b

84q| 4-D-3NL P i o

[-RdNLE BUODT +%F B SHN + %41 Sugs

14-0-NL BUQOT +9%b [B SHN +X41| SugoE

;_,E 9 ¥ [ i gl G ¥l ol ?u LT 92 ¥ in iz Bk 9k ¥l A Eu
: = e e {1} : L o 3
% 3 i 5 @

% ﬁ - (& £

mw, ! {F it

204 w% {5

SEEET % mm

a.ql] |4-D-4dNL g Y B uﬁ:

[4-P4 N1 BUpOT + %Y 12 SHN

‘ot 1B SHN

75



ES 2530175713

fiw b} y4i Bory

OPIUN |4=dNL =

0L
=08
el
=00
0L

¥i "Sid

%) opiun |J-4NL @p efeluadiod

o

fu/Br] 3 Boy
§1 01

2iq |4-ANL =

§ 0T

P

28%8R

(%) @1qu |4-dNL 8p alejusdiog

EETEEE

76



ES 2530175713

SN 3P U9PI3j0sal ap odwiay]

FIA A A
[V, [— | " | 1E1)
i T -
¢#+M+ ¢ o
I.# .111 .m o
L T 57 8
@ H., .E:.m
] *4, 1
SN 52 8
& +*, AEFW
e .Ew
. .m.ﬁm
2
i i ]G
o178
. q L

&
&

X4l uod opejen
ajualoed ap oJans ua X 4| 3p [BAN

G Ol

EASaNW 2P UQPIN0s 2p odway ]

FiA mw______ N.____...
e e .y 000
& *4
&
~G00
a®y P
gt + vV
? e’ et gt
Y g
pa¥e, tog
.ﬁl_.mﬂ L & .ﬁ._ﬂ_ M
o te .. =0Z'0
| +*
- + LGZ'0
&
ﬁl_ﬁ.ﬂ. .I_” =00
» =4

X4l uod opejeJ) sysioed
8p 0Jans Ua Y OYH ap OAleJRd [BAIN

=CE0

a.qy| B opjun |4-Xd| ap upiaiodoid

77



ES 2530175713

BIISENIW 8P UQI228|028) ap odwal]
riA 1%}

(jwy/Brl) qewnxjju) ep uodRIIUBIUOY

@ gL

X4 UOD OJUBIWEEI] 8 SEJ) SBIENPIAIPYI
sajualoed || Ue QEWIXI|UI 8P UQIJBIWBIUOD

9i "Oid

BIjSaNW 8p UQI229|02%8) ap odwal]
¥l giA

i e

QO0ES
BYBEEE

e
%

& icoo

¥ 4| U0d ojuBjWElR) |@ seJ) sajualoed ||
8p 0J8ns Ud YJYH 8p OAJE}SI [BAIN

Pih BEA

2

- SLL°0

= o

5§ 5

aJq)| B oppun |4-X4| @p uojasodoid

s
T
4
=]

" GOED

o e

X4l uoa
OJUBWEIEI] B 0SINI |@ BjuBINp aualoed

ap 0JaNs | Us YOVH 9P OARERI [OAIN

78



ES 2530175713

A. Ensayo de HACA no neutralizador
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Niveles séricos de IFX en paciente tratado
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Niveles séricos de TNF-a en paciente tratado
con infliximab
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HPLC de cambio de movilidad (U/ml)
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Nimero de muestras HACA®*
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