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DESCRIPCION

Inmunoensayo para la determinacion directa de contenido de antigeno en productos que comprenden particulas de
antigeno acoplado a un adyuvante

La presente descripcion se refiere a métodos para la determinacion directa de la potencia antigénica de productos
que comprenden particulas de antigeno acoplado a adyuvante.

Para garantizar la calidad de los productos que comprenden particulas de adyuvante acoplado a antigeno, y
especialmente particulas de aluminio acoplado a antigeno, es esencial determinar la cantidad, identidad y/o
integridad de los antigenos unidos a las particulas de adyuvante, y especialmente aluminio.

Es particularmente relevante determinar la calidad de estos productos después de la formulacion, después del
almacenamiento y/o inmediatamente antes de la administracion para asegurar una dosificacion precisa del antigeno
en combinacioén con el adyuvante.

Aunque estan disponibles multiples técnicas de analisis para determinar la cantidad de un antigeno en solucion
como el ELISA convencional, estas técnicas no son adecuadas para determinar con exactitud y de forma
reproducible la cantidad, identidad y/o integridad de las particulas de antigeno acoplado a adyuvante debido a, entre
otros, a la presencia de agregados en el producto.

Teniendo en cuenta lo anterior, es un objetivo de la presente invencion, entre otros objetivos, proporcionar un
método capaz de determinar faciimente, con precision y/o de forma reproducible la potencia, es decir, el potencial
inmunogénico, de los productos que comprenden particulas de adyuvante acoplado a antigeno como vacunas y
otros agentes inmunoterapéuticos.

Un factor clave que determina la capacidad de determinar directamente, con facilidad, con precision y/o de forma
reproducible la potencia, es decir, el potencial inmunogénico de los productos que comprenden particulas de
adyuvante acoplado a antigeno, es ser capaz de determinar una curva dosis-respuesta del producto. Las curvas
dosis-respuesta permiten, por ejemplo, determinar la inhibicién de IgG en un 50% siendo una medida fiable para la
potencia inmunogénica del producto.

WO 01/51926 describe un inmunoensayo enzimatico de competicion para evaluar el contenido total de antigeno de
los antigenos adsorbidos en aluminio.

Los objetivos anteriores, entre otros objetivos, se cumplen mediante la presente invencion a través de un método
como se define en la reivindicacién 1 adjunta.

Especialmente, los objetivos anteriores, entre otros objetivos, se cumplen mediante la presente invencion a través de
un método para determinar la potencia antigénica de un producto que comprende particulas de adyuvante acoplado
a antigeno, el método comprende las etapas de:

a) poner en contacto el producto que comprende las particulas de adyuvante acoplado a antigeno con
moléculas de inmunoglobulina capaces de reconocer el antigeno en condiciones que permiten la union
antigeno-inmunoglobulina;

b) proporcionar una superficie con el antigeno, sin el adyuvante, inmovilizado sobre la misma;

c) poner en contacto el producto de contacto con la inmunoglobulina de la etapa (a) con la superficie de la
etapa (b) en condiciones que permitan la uniéon antigeno-inmunoglobulina;

d) separar las moléculas de inmunoglobulina no unidas y las particulas de adyuvante acoplado a antigeno
unidas a las moléculas de inmunoglobulina;

e) detectar moléculas de inmunoglobulina unidas al antigeno determinando directamente de ese modo el
contenido antigénico de un producto que comprende particulas de adyuvante acoplado a antigeno

en donde las particulas de adyuvante acoplado a antigeno son particulas de aluminio acoplado a antigeno o
particulas de tirosina acoplada a antigeno y en donde la inmunoglobulina es 1gG.

Los presentes inventores han descubierto sorprendentemente que detectar moléculas de inmunoglobulina unidas a
antigeno proporciona una medida fiable, precisa y/o reproducible del contenido antigénico en el producto original. En
otras palabras, los presentes inventores han descubierto sorprendentemente que la cantidad de moléculas de
inmunoglobulina unidas a antigeno detectadas por el presente método es inversamente proporcional al contenido de
antigeno en el producto original.

La etapa actual (c) se precede preferiblemente, después de la etapa (a), de una etapa de centrifugacion recogiendo
el sedimento de las particulas de adyuvante acoplado a antigeno.
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Segun una realizacion preferida del presente método, el producto es una vacuna o un agente inmunoterapéutico.

Las particulas de adyuvante acoplado a antigeno presentes son particulas de aluminio acoplado a antigeno.
Actualmente, los Unicos adyuvantes aprobados para vacunas humanas son adyuvantes que comprenden aluminio.

Generalmente, los adyuvantes basados en aluminio usados en vacunas humanas estan basados en hidroxido de
aluminio, Alhydrogel, fosfato de aluminio, sulfato de aluminio y potasio y alumbre. Por consiguiente, segun todavia
otra realizacion preferida de la presente invencion, el aluminio se selecciona del grupo que consiste en hidréxido de
aluminio, Alhydrogel, fosfato de aluminio, fosfato de aluminio y potasio y alumbre.

Debido a que la presente invencién es particularmente beneficiosa en vacunas en particulas u otros medicamentos
inmunogénicos, el presente antigeno es preferiblemente un alérgeno o alergoide.

La inmunoglobulina usada para la deteccion es una inmunoglobulina IgG como un anticuerpo policlonal o
monoclonal.

Preferiblemente, la etapa (e) del presente método comprende poner en contacto las moléculas de inmunoglobulina
unidas al antigeno con una segunda molécula de inmunoglobulina capaz de reconocer la molécula de
inmunoglobulina unida al antigeno en condiciones que permiten la unién de la inmunoglobulina unida al antigeno con
la segunda molécula de inmunoglobulina y la deteccion de la unién de la inmunoglobulina unida al antigeno con la
segunda molécula de inmunoglobulina.

La segunda molécula de inmunoglobulina presente esta provista preferiblemente de un marcador detectable,
preferiblemente, una enzima, mas preferiblemente HRP. El uso de una enzima, y especialmente HRP, proporciona
una amplificacién de senal a través de la conversion de un sustrato detectable proporcionando de este modo una
mayor sensibilidad de deteccion.

La presente superficie se proporciona preferiblemente a través de una placa de ELISA que permite un uso eficiente y
automatizado del presente método. En otras palabras, el presente método se lleva a cabo preferiblemente en uno o
mas pocillos de placa de ELISA permitiendo una inmovilizacién eficiente del antigeno a la superficie, un manejo
eficiente de una o mas etapas del presente método como la separacion de las moléculas de inmunoglobulina no
unidas y las particulas de adyuvante acoplado a antigeno unidas a las moléculas de inmunoglobulina y/o la etapa de
detecciodn posterior.

Segun una realizacion preferida de la presente invencion, el producto que comprende particulas de adyuvante
acoplado a antigeno es una suspension, y especialmente una suspension en donde las particulas de adyuvante
acoplado a antigeno estan al menos parcialmente agregadas.

Segun la presente invencion, la etapa (d) comprende preferiblemente lavar la superficie una o mas veces con una
solucion de lavado adecuada, como un tampén de lavado.

La presente invencion sera aun mas detallada en el siguiente ejemplo de una realizacion particularmente preferida
de la presente invencion. En el ejemplo, se hace referencia a figuras en donde:

Figura 1: muestra una representacion esquematica de un método segun la presente invencion;

Figura 2: muestra las curvas de inhibicion de IgG de dos lotes de alergoides, una preparacion de alérgeno (extracto
nativo) y un alergoide adsorbido en aluminio;

Figura 3: muestra la reproducibilidad del presente método mediante analisis de la potencia de una muestra de
alergoide al mismo tiempo como control. Las otras curvas son tres preparaciones diluidas de alergoide alu-adsorbido
independientes;

Figura 4: muestra el resultado de una comparacion del presente método con un método de la técnica anterior
designado como DAFIA.

Ejemplo

Se ha desarrollado y validado un nuevo método para la determinacion de la potencia de alergoides adsorbidos en
aluminio. El presente método se describe esquematicamente en la Figura 1.

Un ensayo de potencia es una prueba de inhibicién de IgG y se basa en la inhibicién de la unién de IgG sobre placas
de 96 pocillos recubiertas con alergoide por alergoides alu-adsorbidos (producto farmacolégico).

Brevemente, se recubren durante la noche placas de microtitulacion de 96 pocillos con alergoide a 1 ug/ml en
tampon bicarbonato 50 mM, pH 9,6. Después del recubrimiento, se lavan y se bloquean las placas con BSA al 3%.

Paralelamente con la etapa de bloqueo, se pre-incuban anticuerpos policlonales de conejo IgG anti-alergoide con
distintas concentraciones de alergoides adsorbidos en aluminio en BSA al 0,1%, TBS-Tween, pH 7,5.
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Después de 2 horas, las mezclas de IgG y alergoide adsorbido en aluminio se afiaden a los pocillos de la placa de
microtitulacion recubiertos con alergoide y los anticuerpos IgG libres, especificos de alergoide, se unen a las placas
recubiertas con alergoide.

A continuacién, se lavan las placas y la IgG unida se detecta con anticuerpos anti-conejo marcados con HRP.
Finalmente, se lavan las placas, se tifien con TMB durante exactamente 15 minutos y se detiene la coloracion con
H.SO4 0,5 M. La intensidad de color de los pocillos se mide a 450 nm usando un lector de placas de microtitulacion.

La medida en que los anticuerpos IgG se unen a la placa en presencia de alergoide adsorbido en aluminio se
compara con la cantidad maxima de anticuerpos IgG que se unen a la placa en ausencia de alergoide adsorbido en
aluminio (valor E-max).

Los resultados se expresan finalmente como porcentaje de inhibicion con relacion a la E-max. Se toma como
parametro de potencia el valor de inhibicién de IgG en un 50%. Este valor se calcula mediante el trazado de una
curva de inhibicion usando un modelo logistico de 4 parametros y usa el valor 50% en la curva.

Se muestra un resultado representativo del presente método en las figuras 2 y 3.

Brevemente, como también se muestra esquematicamente en la figura 1, se pre-incuba IgG de conejo especifica de
alergoide con distintas concentraciones de producto farmacoldgico. Seguidamente, se incuba la mezcla en placas de
96 pocillos recubiertas con alergoide. Después, se lavan las placas y la IgG unida se detecta con anticuerpos anti-
conejo marcados con HRP. Finalmente, se afade sustrato TMB para generar color que se mide a 450 nm. La
intensidad de color es una medida de la cantidad de IgG unida. Se toma como parametro de potencia el valor de
inhibicion de 1gG en un 50%. Este valor se calcula mediante el trazado de una curva de inhibiciéon usando un modelo
logistico de 4 parametros y usa el valor 50% en la curva.

Ejemplo comparativo

Antes del desarrollo del presente método, se investigo si se podria reproducir un ensayo descrito por Zhu et al. en el
Journal of Immunological Methods, 344 (2009), paginas 73-78.

Este ensayo, el DAFIA (Direct Alhydrogel Formulation Immunoassay), se disefié para determinar directamente el
contenido de antigeno sobre aluminio. Basado en el DAFIA, se us6 el siguiente método.

Se afiadid alergoide adsorbido en aluminio a placas de fondo en U y se lavaron mediante centrifugacion con PBS,
pH 7,4. Después, se bloquearon las placas con PBS/BSA al 3%, y después del lavado se incubaron con anticuerpos
anti-alergoide marcados con biotina. Después del lavado, se afadio estreptavidina marcada con HRP vy, tras el
lavado, se tind con TMB.

Los resultados se presentan en la figura 4. Se ensay6 una preparacion de alergoide no adsorbido al lado de los
alergoides adsorbidos como control de ensayo.

Resultados: se llevaron a cabo un niumero de pruebas, sin embargo, los ensayos revelan resultados muy variables
(se muestra un ejemplo en la figura) y no se encontraron respuestas adecuadas a la dosis. Mas experimentos
mostraron que la sefial provenia principalmente del alergoide no unido. ElI DAFIA no era adecuado para medir la
potencia del alergoide adsorbido en aluminio.
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REIVINDICACIONES

1. Método para determinar la potencia de un producto que comprende particulas de adyuvante acoplado a
antigeno, el método comprende las etapas de:

(a) poner en contacto el producto que comprende las particulas de adyuvante acoplado a antigeno con
moléculas de inmunoglobulina capaces de reconocer el antigeno en condiciones que permiten la union
antigeno-inmunoglobulina;

(b) proporcionar una superficie con el antigeno, sin el adyuvante, inmovilizado sobre la misma;

(c) poner en contacto el producto de contacto con la inmunoglobulina de la etapa (a) con la superficie de la
etapa (b) en condiciones que permitan la unién antigeno-inmunoglobulina;

(d) separar las moléculas de inmunoglobulina no unidas y las particulas de adyuvante acoplado a antigeno
unidas a moléculas de inmunoglobulina;

(e) detectar las moléculas de inmunoglobulina unidas al antigeno determinando de este modo la potencia de un
producto que comprende particulas de adyuvante acoplado a antigeno mediante la determinacion de la
inhibicién de IgG en un 50% usando una curva dosis-respuesta;

en donde las particulas de adyuvante acoplado a antigeno son particulas de aluminio acoplado a antigeno o
particulas de tirosina acoplada a antigeno y en donde la inmunoglobulina es 1gG.

2, Método segun la reivindicacion 1, en donde el producto es una vacuna o un agente inmunoterapéutico.

3. Método segun la reivindicacion 1, en donde el aluminio se selecciona del grupo que consiste en hidroxido
de aluminio, Alhydrogel, fosfato de aluminio, sulfato de potasio y aluminio y alumbre.

4, Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el antigeno es un alérgeno.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la etapa (e) comprende poner en contacto

las moléculas de inmunoglobulina unida a antigeno con una segunda molécula de inmunoglobulina capaz de
reconocer la molécula de inmunoglobulina unida a antigeno en condiciones que permiten la unién de la molécula de
inmunoglobulina unida a antigeno con la segunda molécula de inmunoglobulina y la detecciéon de la unién de la
molécula de inmunoglobulina unida a antigeno con la segunda molécula de inmunoglobulina.

6. Método segun la reivindicacién 5, en donde la segunda inmunoglobulina comprende un marcador
detectable.

7. Método segun la reivindicacion 6, en donde el marcador es una enzima, preferiblemente HRP.

8. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la superficie es proporcionada por la placa
de ELISA.

9. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en donde el producto que comprende particulas de

adyuvante acoplado a antigeno es una suspension.

10. Método segun cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 9, en donde la etapa (d) comprende lavar la
superficie una o mas veces.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
==g==Alergoide lote 1
a8 —ap— Alergoide Alu-adsorbido
—@— Extracto nativo
i | ... Alergoide lote 2
2,5
;J
1.5
L
0,5
0
0.1 0,1 1 10 100 1 )]

ug/ml



ES 2 594 895 T3

FIGURA 3
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FIGURA 4
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