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DESCRIPCION
Ensayos relacionados con anti-VLA-4
REIVINDICACION DE PRIORIDAD

Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud provisional de patente de Estados Unidos n°. 61/250,553,
presentada el 11 de octubre de 2009.

CAMPO DE LA INVENCION
La invencion se refiere a ensayos asociados con terapias inmunomoduladoras
RESUMEN DE LA INVENCION

La invencidn se basa, al menos en parte, en el desarrollo de una prueba para analizar el nivel de un anticuerpo anti-
integrina y el anticuerpo anti-(anticuerpo anti-integrina), por ejemplo, un anticuerpo anti-farmaco, en una muestra.

En base a la divulgacién que se engloba en el presente documento, la presente invencién proporciona un
procedimiento para analizar el nivel de un anticuerpo IgG4 humanizado anti-VLA-4 , el procedimiento comprende:

a) poner en contacto una muestra biolégica obtenida de un sujeto con un agente de captura asociado con un
sustrato, donde el agente de captura se puede unir a un anticuerpo IgG4 humanizado anti-VLA-4 en la muestra para
formar un complejo y donde el sustrato es una porcién de un sistema inmunocromatografico de flujo lateral; y

b) detectar la unién del agente de captura al anticuerpo IgG4 humanizado anti-VLA-4 con un agente secundario que
se une a dicho complejo en el sistema inmunocromatografico de flujo lateral y determinar si el nivel del anticuerpo
I9G4 humanizado anti-VLA-4 esta por encima o por debajo de un nivel predeterminado basado en la deteccién;

donde el agente de captura es un anticuerpo o un fragmento de unién del antigeno del mismo y el agente
secundario se selecciona de entre (i) un anticuerpo anti-lgG4 o (ii) un anticuerpo anti-anti-VLA-4.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un aparato para analizar el nivel de un anticuerpo IgG4
humanizado anti-VLA-4 en una muestra biolégica, donde el aparato es un aparato de flujo lateral que comprende:

una zona de recepcién de la muestra, una zona de marcaje y una zona de pruebas, donde

la zona de pruebas estd mas abajo de la zona de recepcion de la muestra y contiene un agente de captura asociado
con un sustrato, donde el agente de captura se puede unir a un anticuerpo IgG4 humanizado anti-VLA-4 en la
muestra bioldgica para formar un complejo, y

la zona de marcaje esta mas arriba de la zona de recepcién de la muestra y contiene uno o mas agentes
secundarios, donde dichos uno o mas agentes secundarios son capaces de unirse al complejo que comprende el
agente de captura y el anticuerpo IgG4 humanizado anti-VLA-4, y

donde el agente de captura es un anticuerpo o un fragmento de union al antigeno del mismo y el agente secundario
se selecciona de entre (i) un anticuerpo anti-lgG4 o (ii) un anticuerpo anti-anti-VLA-4.

En un aspecto de la divulgacién, un procedimiento para disminuir el nivel de un anticuerpo anti-integrina en un sujeto
incluye la puesta en contacto de una muestra bioldgica de un sujeto con un agente de captura detectable asociado
con un sustrato, donde el agente de captura se puede unir a un anticuerpo anti-integrina en la muestra, la deteccion
de la unién del agente de captura con un nivel del anticuerpo anti-integrina en la muestra y el tratamiento del sujeto
con intercambio de plasma hasta que el nivel del anticuerpo anti-integrina en la muestra alcance un nivel
predeterminado. El procedimiento puede incluir a un sujeto que haya sido tratado con natalizumab y al que se ha
diagnosticado o se sospecha que presenta una infeccién por virus JC.

Algunos casos pueden incluir una o0 mas de las siguientes caracteristicas. El contacto de la muestra bioldgica con un
agente de captura detectable y la deteccion de la unién del agente de captura puede incluir el andlisis en un sistema
de flujo lateral. La unién del agente de captura con el anticuerpo en la muestra puede producir una sefial detectable.
La unién del agente de captura con el anticuerpo puede ser detectada mediante un agente secundario. El nivel
predeterminado del anticuerpo puede ser de aproximadamente 1 pg/ml, 2 pg/ml, 3 pg/ml, 4 pg/ml, 5 pg/ml, 6 pg/ml,
7 pg/ml, 8 pg/ml, 9 pg/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml, o 20 pg/ml. La puesta en contacto de una muestra bioldgica de un
sujeto con un agente de captura detectable asociado con un sustrato y la deteccién de la unién del agente de
captura al anticuerpo puede tener lugar un dia, dos dias, tres dias, cuatro dias, cinco dias seis dias, una semana,
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dos semanas, tres semanas o cuatro semanas después del tratamiento de intercambio de plasma. El tratamiento de
intercambio de plasma se puede repetir una vez al dia, o una vez cada dos dias, tres dias, cuatro dias, cinco dias,
seis dias, una semana, dos semanas, tres semanas 0 cuatro semanas. La muestra biolégica puede ser sangre,
plasma, suero, orina, saliva, liquido cefalorraquideo, esputo, liquido del cristalino, sudor, leche, ascitis, mucosidad,
liguido sinovial, liquido peritoneal, exudados transdérmicos, exudados faringeos, lavado broncoalveolar,
aspiraciones traqueales, semen, mucosidad cervical, secrecion vaginal, secrecién uretral o liquido amniético. El
anticuerpo anti-integrina puede ser un anticuerpo recombinante anti-integrina o un anticuerpo de cadena anti-alfa4
integrina. El agente de captura puede ser un anticuerpo o una integrina.

En otro aspecto de la divulgacién, un aparato para analizar el nivel de un anticuerpo anti-integrina en una muestra
biolégica incluye un sustrato, un agente de captura detectable asociado con un sustrato, donde el agente de captura
puede unir un anticuerpo anti-integrina en la muestra biologica.

Algunos casos pueden incluir una o0 mas de las siguientes caracteristicas. El aparato puede incluir un sistema de
flujo lateral. La union del agente de captura con el anticuerpo anti-integrina puede producir una sefial detectable. La
unién del agente de captura con el anticuerpo anti-integrina se puede detectar mediante un agente secundario. El
agente de captura puede ser un anticuerpo o una integrina. El anticuerpo anti-integrina puede ser un anticuerpo
recombinante anti-integrina. El anticuerpo recombinante anti-integrina es un anticuerpo de cadena anti-alfad
integrina. El sustrato puede ser nitrocelulosa, acetato de celulosa, papel de filtro, tela o papel de fibra de vidrio. La
muestra biolégica puede ser sangre, plasma, suero, orina, saliva, liquido cefalorraquideo, esputo, liquido del
cristalino, sudor, leche, ascitis, mucosidad, liquido sinovial, liquido peritoneal, exudados transdérmicos, exudados
faringeos, lavado broncoalveolar, aspiraciones traqueales, semen, mucosidad cervical, secrecién vaginal, secrecion
uretral o liquido amnidtico. La unién del agente de captura con el anticuerpo se puede detectar en aproximadamente
30 segundos a aproximadamente 60 minutos o mas después de la union.

En otro aspecto de la divulgacion, un procedimiento para un ensayo del nivel de un anticuerpo anti-integrina en una
muestra bioldgica incluye la obtencién de una muestra biolégica de un sujeto, la puesta en contacto de la muestra
con un agente de captura detectable asociado con un sustrato, donde el agente de captura se puede unir un
anticuerpo anti-integrina en la muestra y la deteccién y correlacion de la unién del agente de captura al nivel del
anticuerpo anti-integrina. El procedimiento puede incluir a un sujeto que haya sido tratado con natalizumab y al que
se ha diagnosticado o se sospecha que presenta una infeccién por virus JC.

Algunos casos pueden incluir una o mas de las siguientes caracteristicas. La puesta en contacto de la muestra con
un agente de captura detectable y la detecciéon de la unién del agente de captura puede incluir el analisis en un
sistema de flujo lateral. La unién del agente de captura al anticuerpo puede producir una sefial detectable. La union
del agente de captura al anticuerpo se puede detectar mediante un agente secundario. El procedimiento de la
divulgacion puede incluir la administracién de un tratamiento al sujeto para reducir el nivel del anticuerpo anti-
integrina en el sujeto. El tratamiento puede ser el intercambio de plasma. El nivel del anticuerpo anti-integrina se
puede medir un dia, dos dias, tres dias, cuatro dias, cinco dias, seis dias, una semana, dos semanas, tres semanas
0 cuatro semanas después de la administracion del tratamiento. La administracion del tratamiento y la medicion del
nivel del anticuerpo anti-integrina se puede repetir hasta que el nivel del anticuerpo anti-integrina en la muestra
alcance un nivel predeterminado. El nivel predeterminado puede ser de aproximadamente 1 pg/ml, 2 pg/ml, 3 pg/ml,
4 pg/ml, 5 pg/ml, 6 pg/ml, 7 pg/ml, 8 pg/ml, 9 pug/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml, o 20 pg/ml. Los tratamientos se pueden
administrar una vez al dia o una vez cada dos dias, tres dias, cuatro dias, cinco dias, seis dias, una semana, dos
semanas, tres semanas o cuatro semanas. El anticuerpo anti-integrina puede ser un anticuerpo recombinante anti-
integrina. El anticuerpo anti-integrina puede ser un anticuerpo de cadena anti-alfa4 integrina. El agente de captura
puede ser un anticuerpo o una integrina. La muestra bioldgica puede ser sangre, plasma, suero, orina, saliva, liquido
cefalorraquideo, esputo, liquido del cristalino, sudor, leche, ascitis, mucosidad, liquido sinovial, liquido peritoneal,
exudados transdérmicos, exudados faringeos, lavado broncoalveolar, aspiraciones traqueales, semen, mucosidad
cervical, secrecion vaginal, secrecion uretral o liquido amniético.

En otro aspecto de la divulgacién, un procedimiento para el ensayo de la eficacia de un tratamiento puede ser la
obtencion de una muestra biolégica de un sujeto sometido a un tratamiento para disminuir el nivel de anticuerpo anti-
integrina en el sujeto, la puesta en contacto de la muestra con un agente de captura detectable asociado con un
sustrato, donde el agente de captura se puede unir a un anticuerpo anti-integrina en la muestra y la deteccion y la
correlacion de la union del agente de captura al nivel del anticuerpo anti-integrina, donde un nivel de anticuerpo anti-
integrina en la muestra inferior al nivel predeterminado es indicativo de la eficacia del tratamiento. El procedimiento
puede incluir a un sujeto que haya sido tratado con natalizumab y al que se ha diagnosticado o se sospecha que
presenta una infeccion por virus JC.
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Algunos casos pueden incluir una o mas de las siguientes caracteristicas. La puesta en contacto de la muestra con
un agente de captura detectable y deteccién y correlacion de la union del agente de captura puede incluir un ensayo
en un sistema de flujo lateral. La unién del agente de captura al anticuerpo puede producir una sefial detectable. La
union del agente de captura al anticuerpo se puede detectar mediante un agente secundario. El nivel
predeterminado puede ser de aproximadamente 1 pug/ml, 2 pg/ml, 3 pg/ml, 4 pg/ml, 5 pg/ml, 6 pg/ml, 7 pg/ml, 8
pg/ml, 9 pg/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml, o 20 pg/ml. La muestra biolégica se puede obtener del sujeto un dia, dos dias,
tres dias, cuatro dias, cinco dias, seis dias, una semana, dos semanas, tres semanas 0 cuatro semanas después
del tratamiento. El tratamiento se puede repetir una vez al dia o una vez cada dos dias, tres dias, cuatro dias, cinco
dias, seis dias, una semana, dos semanas, tres semanas 0 cuatro semanas. El tratamiento puede incluir el
intercambio de plasma. La muestra bioldgica puede ser sangre, plasma, suero, orina, saliva, liquido cefalorraquideo,
esputo, liquido del cristalino, sudor, leche, ascitis, mucosidad, liquido sinovial, liquido peritoneal, exudados
transdérmicos, exudados faringeos, lavado broncoalveolar, aspiraciones traqueales, semen, mucosidad cervical,
secrecion vaginal, secrecion uretral o liquido amniético. El anticuerpo anti-integrina puede ser un anticuerpo
recombinante anti-integrina. El anticuerpo anti-integrina puede ser un anticuerpo anti-alfa4. El agente de captura
puede ser un anticuerpo o una integrina.

En otro aspecto de la divulgacién, un kit para analizar el nivel de un anticuerpo anti-integrina en una muestra
biolégica para su uso en el tratamiento con medicion del nivel de un anticuerpo anti-integrina en un sujeto y
monitorizacién de la eficacia del tratamiento incluye una comprobacion que incluye un sustrato y un agente de
captura detectable asociado con el sustrato. El agente de captura puede unirse a un anticuerpo anti-integrina en la
muestra biol6gica y un tampén de deteccion. El sujeto puede incluir un sujeto que haya sido tratado con natalizumab
y al que se ha diagnosticado o se sospecha que presenta una infeccion por virus JC. El kit puede incluir ademas
instrucciones para interpretar el nivel del anticuerpo anti-integrina. El kit también se puede usar para monitorizar la
eficacia del tratamiento en el sujeto.

Algunos ejemplos del kit pueden incluir una o mas de las siguientes caracteristicas. El sustrato puede ser una
porcion de un sistema de flujo lateral. La unién del agente de captura al anticuerpo puede producir una sefal
detectable. La unién del agente de captura al anticuerpo se puede detectar mediante un agente secundario. El
agente de captura puede ser un anticuerpo o una integrina. El anticuerpo anti-integrina puede ser un anticuerpo
recombinante anti-integrina. El anticuerpo recombinante anti-integrina puede ser un anticuerpo anti-alfa4. El sustrato
puede ser nitrocelulosa, acetato de celulosa, papel de filtro, tela o papel de fibra de vidrio. La muestra biolégica
puede ser sangre, plasma, suero, orina, saliva, liquido cefalorraquideo, esputo, liquido del cristalino, sudor, leche,
ascitis, mucosidad, liquido sinovial, liquido peritoneal, exudados transdérmicos, exudados faringeos, lavado
broncoalveolar, aspiraciones traqueales, semen, mucosidad cervical, secrecion vaginal, secrecién uretral o liquido
amniodtico. La union del agente de captura con el anticuerpo se puede detectar en aproximadamente 30 segundos a
aproximadamente 60 minutos o mas después de la unién.

En otro aspecto de la divulgacién, un procedimiento para el ensayo de la eficacia de un tratamiento puede ser la
obtencién de una muestra biolégica de un sujeto sometido a un tratamiento con un anticuerpo anti-VLA4, la puesta
en contacto de la muestra con un agente de captura detectable asociado a un sustrato, donde el agente de captura
puede unir un anticuerpo anti-integrina en la muestra y la deteccion y la correlacién de la uniéon del agente de
captura al nivel del anticuerpo anti-integrina para determinar la eficacia del tratamiento.

Algunos casos pueden incluir una o més de las siguientes caracteristicas. La puesta en contacto de la muestra con
un agente de captura detectable y deteccién y correlacion de la union del agente de captura puede incluir un ensayo
en un sistema de flujo lateral. La unién del agente de captura al anticuerpo puede producir una sefial detectable. La
union del agente de captura al anticuerpo se puede detectar mediante un agente secundario. La muestra biolégica
se puede obtener del sujeto antes del tratamiento o un dia, dos dias, tres dias, cuatro dias, cinco dias, seis dias, una
semana, dos semanas, tres semanas 0 cuatro semanas después del tratamiento. La obtenciéon de la muestra
bioldgica se puede repetir una vez al dia o una vez cada dos dias, tres dias, cuatro dias, cinco dias, seis dias, una
semana, dos semanas, tres semanas 0 cuatro semanas. La muestra biolégica puede ser sangre, plasma, suero,
orina, saliva, liquido cefalorraquideo, esputo, liquido del cristalino, sudor, leche, ascitis, mucosidad, liquido sinovial,
liquido peritoneal, exudados transdérmicos, exudados faringeos, lavado broncoalveolar, aspiraciones traqueales,
semen, mucosidad cervical, secrecién vaginal, secrecion uretral o liquido amniético. El anticuerpo anti-anti-integrina
puede ser un anticuerpo recombinante anti-anti-integrina. El anticuerpo anti-anti-integrina puede ser un anticuerpo
de cadena anti-anti-alfa4 integrina. El agente de captura puede ser un anticuerpo.

En otro aspecto de la divulgacién, un aparato para analizar el nivel de un anticuerpo anti-anti-VLA4 en una muestra

biolégica y monitorizar la eficacia del tratamiento con un anticuerpo anti-VLA4 en un sujeto incluye una prueba que
incluye un sustrato y un agente de captura detectable asociado al sustrato, donde el agente de captura puede unirse
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a un anticuerpo anti-anti-VLA4 en la muestra biolégica y un tampon de deteccion. El kit puede incluir ademas
instrucciones para interpretar el nivel del anticuerpo anti-anti-VLA4. El kit también se puede usar para monitorizar la
eficacia del tratamiento en el sujeto.

En algunos casos, el kit puede incluir una 0 méas de las siguientes caracteristicas. El sustrato puede ser una porcion
de un sistema de flujo lateral. La unién del agente de captura al anticuerpo puede producir una sefial detectable. La
unién del agente de captura al anticuerpo se puede detectar mediante un agente secundario. El agente de captura
puede ser un anticuerpo. El sustrato puede ser nitrocelulosa, acetato de celulosa, papel de filtro, tela o papel de fibra
de vidrio. La muestra biolégica puede ser sangre, plasma, suero, orina, saliva, liquido cefalorraquideo, esputo,
liquido del cristalino, sudor, leche, ascitis, mucosidad, liquido sinovial, liquido peritoneal, exudados transdérmicos,
exudados faringeos, lavado broncoalveolar, aspiraciones traqueales, semen, mucosidad cervical, secrecion vaginal,
secrecion uretral o liquido amnidtico. La unién del agente de captura con el anticuerpo se puede detectar en
aproximadamente 30 segundos a aproximadamente 60 minutos o0 mas después de la union.

En otro aspecto de la divulgacién, un procedimiento para detectar anticuerpos anti-farmaco en una muestra biolégica
puede ser la obtencién de una muestra biolégica de un sujeto sometido a un tratamiento con un anticuerpo anti-
VLA4, la puesta en contacto de la muestra con un agente de captura detectable asociado con un sustrato, donde el
agente de captura puede unirse a un anticuerpo anti-integrina en la muestra y la deteccion y la correlacién de la
union del agente de captura al nivel del anticuerpo anti-integrina para determinar la eficacia del tratamiento.

En otro aspecto de la divulgacion, un kit para detectar el anticuerpo anti-anti-VLA4 en una muestra bioldgica incluye
una prueba que incluye un sustrato y un agente de captura detectable asociado al sustrato, donde el agente de
captura puede unirse a un anticuerpo anti-anti-VLA4 en la muestra biologica y un tampon de deteccion.

La presente invencién y sus realizaciones se exponen en las reivindicaciones adjuntas.

Definiciones

Los articulos "un" y "una" se usan en el presente documento para referirse a un o mas de un (es decir, por lo menos
uno) objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento” significa un elemento o mas de un elemento.

El término "aproximadamente" se usa en el presente documento para referirse a un valor + 20% de un valor
numeérico determinado. Por consiguiente, "aproximadamente un 60%" significa un valor entre 60 + (20% de 60) (es
decir, entre 48 y 70).

El término "0" se usa en el presente documento y se usa de manera intercambiable con, para referirse al término
"y/o," a no ser que el contexto indique claramente lo contrario.

Tal como se usa en el presente documento, el término "purificar,” "purificado/a,” o "purificacion" significa la
extraccion o el aislamiento de una molécula de su entorno mediante, por ejemplo, aislamiento o separacion. Las
moléculas "sustancialmente purificadas" estan por lo menos aproximadamente un 60% libres, por ejemplo, por lo
menos aproximadamente un 75% libres, o por lo menos aproximadamente un 90% libres de otros componentes a
los que estan asociadas. En algunos casos, una molécula sustancialmente purificada esta por lo menos un 60%
libre, un 75% libre, un 90% libre, o un 95% libre de otros componentes. Tal como se usan en el presente documento,
estos términos también se refieren a la extraccioén de contaminantes de una muestra.

Tal como se usa en el presente documento, "muestra” se refiere a cualquier compuesto que pueda contener un
analito para el que se busca un ensayo de analito. La muestra puede ser una muestra biolégica, como un liquido
biolégico o un tejido biologico. Ejemplos de liquidos biolégicos incluyen sangre, suero, orina, saliva, liquido
cefalorraquideo, esputo, liquido del cristalino, sudor, leche, ascitis, mucosidad, liquido sinovial, liquido peritoneal,
exudados transdérmicos, exudados faringeos, lavado broncoalveolar, aspiraciones traqueales, semen, mucosidad
cervical, secrecion vaginal, secrecion uretral o liquido amni6tico o similares. Los tejidos bioldgicos son agregados de
células, normalmente de un tipo en particular junto con su sustancia intercelular que forman uno de los materiales
estructurales de humanos, animales, plantas, bacterias, hongos o estructuras viricas, incluyendo los tejidos
conectores,epiteliales musculares y nerviosos. Los ejemplos de tejidos bioldgicos también incluyen o6rganos,
tumores, nédulos linfaticos, arterias y células individuales.

Tal como se usa en el presente documento,"muestra liquida" se refiere a un material que se sospecha contiene un
analito(s) de interés y cuyo material presenta una fluidez suficiente para fluir a través de un dispositivo o ensayo
descrito en el presente documento. Una muestra liquida se puede obtener de su fuente y ser usada directamente en
un ensayo descrito en el presente documento o se puede tratar previamente para modificar sus caracteristicas.
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Estas muestras pueden incluir humanos, animales o muestras artificiales. La muestra se puede preparar en
cualquier medio que no interfiera con un ensayo descrito en el presente documento. Normalmente, la muestra es
una solucién acuosa o un liquido bioldgico descrito en el presente documento.

Una muestra liquida puede ser un derivado de cualquier fuente, como un liquido fisiolégico, que incluyen sangre,
suero, orina, saliva, liquido cefalorraquideo, esputo, liquido del cristalino, sudor, leche, ascitis, mucosidad, liquido
sinovial, liquido peritoneal, exudados transdérmicos, exudados faringeos, lavado broncoalveolar, aspiraciones
traqueales, semen, mucosidad cervical, secrecion vaginal, secreciones uretrales o liquido amnidético y similares.
Homogenados liquidos de tejidos celulares como, por ejemplo, raspados de pelo, piel y ufias. Ademas, se puede
usar un material solido para ser analizado sobre la presencia de un analito como muestra de prueba después de
haber sido modificado para formar un medio liquido, por ejemplo, un extracto, o para liberar un analito.

Tal como se usa en el presente documento, "antigeno" se refiere a cualquier compuesto capaz de unirse a un
anticuerpo,o frente a cuyos anticuerpos puede aparecer.

Tal como se usa en el presente documento,"anticuerpo” se refiere a un polipéptido sustancialmente codificado por
un gen de la inmunoglobulina o genes de la inmunoglobulina, o fragmentos de las mismas. Los genes reconocidos
por la inmunoglobulina incluyen las regiones constantes kappa, lambda, alfa, gama, delta, epsilon y mu, asi como
innumerables genes de la region variable de la inmunoglobulina. Las cadenas ligeras se clasifican como kappa o
lambda. Las cadenas pesadas se clasifican como gama, mu, alfa, delta o epsilon, que definen a su vez las clases de
inmunoglobulina 1gG, IgM, IgA, 1gD e IgE, respectivamente. Normalmente, un anticuerpo es una inmunoglobulina
gue presenta un &rea en su superficie 0 en una cavidad que se une especificamente a, y por ello se define como
complementaria con una organizacion espacial y polar particular de otra molécula. El anticuerpo puede ser policlonal
o monoclonal. Los anticuerpos pueden incluir una inmunoglobulina completa o fragmentos de la misma. Sus
fragmentos pueden incluir, por ejemplo, Fab, Fab’, F(ab").,Fv, cadena simple Fv(scFv) y similares. Los anticuerpos
también pueden incluir anticuerpos quiméricos o fragmentos de los mismos producidos mediante procedimientos de
recombinacion. En algunos casos de la divulgacién el anticuerpo detectado es un anticuerpo IgG4. En un ensayo
descrito en el presente documento se detecta un monémero de anticuerpos IgG4, se detectan anticuerpos 1gG4
completos o se detectan tanto un monémero de anticuerpo IgG4 como anticuerpos IgG4 completos.

Tal como se usa en el presente documento, el término "analito” se refiere a un componente conocido o desconocido
de una muestra, que se unira especificamente a un agente de captura si el analito y el agente de captura son
miembros de un par de unién especifico. Por lo general, los analitos son biopolimeros, por ejemplo, un oligdbmero o
un polimero como un oligonucleétido, un polipéptido (por ejemplo, un anticuerpo) o similares. En algunos casos, un
analito puede existir en una fase movil (como un liquido) que es detectado por un agente de captura.

Tal como se usa en el presente documento, el término "reactivo marcado" se refiere a una sustancia que comprende
un marcador detectable unido a un agente de unién especifico. La unién puede ser una unién covalente o no-
covalente, pero el método de unién no es importante. El marcador permite que el reactivo marcado produzca una
sefial detectable que esta relacionada con la presencia de un analito en una muestra descrita en el presente
documento. El componente del agente de unién especifico del reactivo marcado se selecciona para unirse directa o
indirectamente a un analito. El reactivo marcado se puede asociar con un sustrato descrito en el presente
documento, se puede combinar con una muestra liquida para formar una solucién liquida, se puede afiadir a un
sustrato separadamente de una muestra 0 se puede depositar previamente o inmovilizar de forma reversible en el
sustrato. Ademas, el agente de union especifico se puede marcar antes o durante la realizacion del ensayo descrito
en el presente documento mediante cualquier método de uniéon adecuado conocido en la técnica. EI marcador
detectable puede ser un marcador detectable directamente o un marcador que se detecta usando métodos
indirectos.

Tal como se usa en el presente documento, el término "sefial detectable" se refiere a una sefial producida por la
union del agente de captura con un analito. En algunas formas de realizacion, una sefial detectable es detectable
mediante una inspeccion visual. Sin limitacion, el tipo de sefial producida depende del marcador usado.
Generalmente, las sefales detectables que indican la presencia o ausencia de un analito en una muestra pueden
ser evidentes por su propia cuenta, por ejemplo, detectables como lineas, signos de mas o menos, o simbolos con
formas en particular, o pueden ser evidentes mediante comparacion con una referencia, como un indicador de color
de referencia.

Tal como se usa en el presente documento, el término "agente de captura” se refiere a un agente que se une a un

analito mediante una interaccion que es suficiente para permitir que el agente se una especificamente a un analito.
Por ejemplo, el agente de captura se puede unir especificamente a un analito con una disociaciéon constante (Kq)
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inferior a aproximadamente 10°M sin que se una a otras dianas. La interaccion de la uniéon se puede mediar
mediante un sitio de unién del agente de captura. Los agentes de captura incluyen, por ejemplo, cualquier
polipéptido, por ejemplo, un anticuerpo. Los agentes de captura se pueden unir a un sustrato o pueden estar
presentes en una solucion.

Tal como se usa en el presente documento, el término "union especifica" se refiere a la unién preferente de un
agente a un analito particular que esta presente en una mezcla de diferentes analitos. Normalmente, la unidon
especifica diferencia entre analitos deseados o no deseados en una muestra. Un agente de uniéon especifica
diferencia normalmente entre un analito deseado o no deseado mediante la unién de mas de aproximadamente 10 a
100 veces 0 mas a un analito deseado con preferencia a otros analitos. En algunos casos, dicha unién preferente
puede ser de por lo menos 1.000 a 10.000 veces. Por ejemplo, la afinidad entre un agente de captura y un analito
cuando estan unldos especificamente en un complejo agente de captura/analito es de por Io menos
aproximadamente 10 ™, por lo menos aproximadamente 10™M, por Io menos aproximadamente 10 M por lo
menos aproxmadamente 10" M 0 por lo menos Proxmadamente 0™, por ejemplo, por lo menos 10 ™, por lo
menos 10°M, por lo menos 10° M, por lo menos 10° °M o por lo menos10

Tal como se usa en el presente documento, el término "complejo agente de captura/analito” es un complejo que
resulta de la unién especifica de un agente de captura con un analito.

Tal como se usa en el presente documento, "agentes de unién" se refiere a pares de moléculas que se pueden
encontrar en un complejo agente de captura/analito, es decir, presentan una union especifica el uno con el otro.

Tal como se usa en el presente documento, el término "valoracién" se refiere a cualquier forma de medida, e incluye
la determinacién de si un elemento estd presente o no. Los términos "determinacion”, "medicion”, "evaluacién”,
"valoracion" y "analisis" se usan de forma intercambiable e incluyen determinaciones cuantitativas y cualitativas.

Tal como se usa en el presente documento, un "marcador detectable" se refiere a un atomo (por ejemplo, un
radionucleétido), una molécula (por ejemplo, fluoresceina) o un complejo que se detecta o que se puede usar para
detectar (por ejemplo, debido a una propiedad fisica o quimica) la presencia de un analito o para permitir la unién de
otra molécula a la que estd unido covalentemente o asociado de otra forma. El término también se refiere a
moléculas unidas covalentemente o asociadas de otra forma (por ejemplo, una biomolécula como una enzima) que
acttia en un sustrato para producir un &tomo, molécula o complejo detectable. Los marcadores detectables incluyen
cualquier composicion detectable mediante mecanismos espectroscopicos, fotoquimicos, bioquimicos,
inmunoquimicos, eléctricos, dpticos o quimicos. Por ejemplo, los marcadores incluyen biotina para la tincion con
conjugado de estreptavidina marcada, perlas magnéticas (por ejemplo, Dynabeads™.), tintes fluorescentes (por
ejemplo, Texas rOJo rodamina, proteina fluorescente verde y similares), marcadores radioactivos (por ejemplo, H®.
1 s* c¥ o P*), enzimas (por ejemplo, hidrolasas, especialmente fosfatasas como la fosfatasa alcalina,
esterasas y glicosidasas u oxidoreductasas, especialmente peroxidasas como peroxidasa de rabano picante y otras
usadas habitualmente en ensayos ELISA), sustratos, cofactores, inhibidores, grupos quimioluminiscentes, agentes
cromogénicos y marcadores colorimétricos como particulas coloidales metalicas (como el oro), particulas coloidales
no metdlicas (como selenio o telurio) o perlas de cristal coloreado o plastico (por ejemplo, poliestireno, polipropileno,
latex, etc.). Los ejemplos no limitantes de patentes que dan a conocer dichos marcadores incluyen las patentes de
Estados Unidos, n°® 3.817.837; 3.850.752; 3.939.350; 3.996.345; 4.277.437; 4.275.149 y 4.366.241. Los medios para
detectar dichos marcadores son conocidos por los expertos en la técnica.

Tal como se usa en el presente documento, los términos "sandwich”, "sandwich ELISA", "diagnéstico por sandwich"
y "captura ELISA" se refieren al concepto de deteccion de un analito con dos 0 mas agentes de prueba diferentes.
Por ejemplo, un agente de captura puede unirse directa o indirectamente a un sustrato y se puede pasar una
muestra de prueba sobre la superficie del sustrato para permitir que el agente de captura se una especificamente a
su analito cognado. Un reactivo marcado, por ejemplo, un anticuerpo marcado o un reactivo de deteccion alternativo
(que se puede unir al analito), puede ser usado entonces para determinar si un agente de captura se une
especificamente a un analito.

Tal como se usa en el presente documento, el término "sustrato” significa cualquier soporte capaz de unirse o de
asociarse con un agente de captura. Los sustratos conocidos incluyen vidrio, poliestireno, polipropileno, polietileno,
dextrano, nailon, amilasas, celulosas naturales o modificadas, poliacrilamidas, agarosa y magnetita. La naturaleza
del sustrato puede ser soluble hasta cierto punto o insoluble. La estructura del sustrato no es limitante, y el sustrato
puede presentar cualquier configuracion estructural siempre y cuando el agente de captura sea capaz de unirse a un
analito. Por consiguiente, la configuraciéon estructural puede ser esférica, como en una perla, o cilindricos, como el
interior de la superficie de un tubo de ensayo o la superficie externa de una varilla. Alternativamente, la superficie
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puede ser plana, como en una lamina, una placa de cultivo, una tira de prueba, etc. Los expertos en la técnica
conoceran muchos otros sustratos adecuados para unirse 0 asociar un agente de captura, o pueden determinarlos
de igual forma mediante experimentacion rutinaria.

Tal como se usa en el presente documento, el término "sujeto" se refiere a cualquier animal, por ejemplo, un
mamifero, humano o no humano. Los sujetos ejemplares incluyen, pero no se limitan a, humanos, primates no
humanos, ratones, ratas, cobayas, ganado vacuno, ovejas, cabras, cerdos, perros, gatos, pajaros, ciervos, alce,
conejo, reno, ciervo y caballos.

Tal como se usa en el presente documento, el término "mediciéon del nivel de" se refiere tanto a la deteccion
cuantitativa como cualitativa.

Los siguientes dibujos se presentan Unicamente con el propdsito de ilustrar y no son limitantes.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es un esquema del aparato de flujo lateral y los resultados de una prueba correspondiente al Ejemplo 1
tras la carga de varios componentes.

La Figura 2 es un esquema del aparato de flujo lateral y los resultados de una prueba correspondiente al Ejemplo 2
tras la carga de varios componentes.

La Figura 3 es un esquema del aparato de flujo lateral y los resultados de una prueba correspondiente al Ejemplo 3
tras la carga de varios componentes.

La Figura 4 es un esquema del aparato de flujo lateral y los resultados de una prueba correspondiente al Ejemplo 4
tras la carga de varios componentes.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y las
reivindicaciones.

DESCRIPCION DETALLADA

A no ser que se indique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado conocido habitualmente por los expertos en la técnica a los que pertenece esta
invencion. Aunque se pueden usar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente
documento en la practica o ensayo de la presente invencion, a continuacion se describen métodos y materiales
adecuados. En caso de conflicto, prevalecera la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones. Ademas,
los materiales, procedimientos y ejemplos son sélo ilustrativos y no pretenden ser limitativos.

Los pacientes que reciben terapias con farmacos que son inmunomoduladores son vulnerables a algunas
enfermedades como la leucoencefalopatia multifocal progresiva (LMP). Por ejemplo, la LMP se ha descrito en
pacientes tratados con natalizumab. Se ha descubierto que un método para tratar a dichos sujetos es reducir la
cantidad (por ejemplo, la concentracion plasmatica) del agente terapéutico inmunomodulador (por ejemplo,
natalizumab) en el paciente. Debido a la rapida progresion de la enfermedad y a la gran distribucion geografica de
los pacientes, asi como otras cuestiones, existe la necesidad de una prueba rapida y fiable que se pueda usar para
determinar el nivel de farmaco en el paciente. Para la prueba, es una ventaja que se presente de forma que se
pueda administrar e interpretar de forma precisa en poco tiempo. Esta es una cuestién especial en una terapia
inmunomoduladora, que puede ser dificil de diferenciar de los propios anticuerpos del paciente. Por consiguiente,
este problema se ha resuelto usando un disefio de prueba rapida que los médicos pueden usar de forma precisa y
facil para determinar si el nivel de una terapia inmunomoduladora se ha modulado suficientemente para aumentar la
probabilidad de mitigar la progresion de un caso activo de LMP. Variando la dosis de la terapia inmunomoduladora
se puede paliar la progresion de la fase de la enfermedad en un paciente. Debido a que la variacion de la dosis de la
terapia inmunomoduladora es importante para el tratamiento, ensayos descritos en el presente documento también
se pueden usar para monitorizar rapidamente el nivel del farmaco en un paciente, por ejemplo, en pacientes con
esclerosis mudltiples incluyendo pacientes pediatricos. En otro ejemplo, los ensayos descritos en el presente
documento pueden detectar anticuerpos anti-integrina en un sujeto que fue tratado con natalizumab y al que se ha
diagnosticado, o se sospecha que presenta, una infeccién con virus JC. El virus JC es un tipo de papilomavirus
humano que puede provocar LMP y otras enfermedades en pacientes con inmunodeficiencia o en pacientes tratados
con un farmaco destinado a inducir un estado de inmunosupresion (por ejemplo, pacientes con trasplantes de
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organos).

Ademas, en el presente documento se describen los ensayos para detectar anticuerpos anti-farmacos. La presencia
de estos anticuerpos en un sujeto puede afectar la exposicion al farmaco y/o tener como resultado eventos adversos
relacionados con la infusién, por ejemplo, como se ha descrito en tratamientos con el anticuerpo humanizado anti-
VLA-4. Por consiguiente, ensayos para la deteccidon de anticuerpos anti-farmaco (por ejemplo, el farmaco es un
anticuerpo anti-VLA-4; los anticuerpos anti-farmaco son anticuerpos anti-anti-VLA-4) pueden ser Utiles para el
tratamiento usando el farmaco de interés (por ejemplo, un farmaco anti-VLA-4 como el natalizumab).

Por lo general, el aparato es un sustrato solido asociado con un agente captura que se puede usar para detectar
especificamente un agente terapéutico inmuno-modulador (por ejemplo, el natalizumab) o anticuerpos contra el
agente inmuno-modulador (por ejemplo, un anticuerpo anti-farmaco como los anticuerpos contra el natalizumab). En
algunos casos, la deteccién se calibra para proporcionar un método para determinar si la cantidad de agente
terapéutico inmunomodulador o de anticuerpo anti-farmaco estd por encima o por debajo de una concentraciéon o
titulo especificos. Esta informacion se puede relacionar con si la terapia adicional (por ejemplo, plasmaféresis) es
necesaria para reducir mas la cantidad de agente terapéutico inmuno-modulador en el paciente y mitigar, de este
modo, el riesgo asociado a la LMP.

En el presente documento también se describe un kit para probar la presencia de un agente terapéutico
inmunomodulador como el natalizumab o anticuerpos contra dicho agente terapéutico inmunomodulador.
Generalmente, un kit incluye por lo menos un reactivo o aparato como el descrito en el presente documento para
detectar el agente terapéutico inmunomodulador o anticuerpos contra un agente inmunomodulador. El kit también
puede incluir instrucciones para usar los reactivos y/o el aparato. Estas instrucciones también pueden incluir el uso
del kit para determinar la cantidad de un analito e interpretar los resultados del ensayo. Por ejemplo, las
instrucciones pueden proporcionar una guia sobre si la deteccién de un nivel especifico de un natalizumab es
suficiente para tratar a un sujeto que presenta, o se sospecha que presenta, LMP.

Aparato para el andlisis de los analitos

Los expertos en la técnica conocen diversos dispositivos de andlisis y dichos dispositivos de andlisis se pueden
adaptar para usar uno o0 mas agentes de captura, por ejemplo, un anticuerpo descrito en el presente documento,
para analizar uno 0 mas analitos, por ejemplo, un anticuerpo anti-integrina como el anti-VLA-4 (por ejemplo, un
natalizumab), por ejemplo, un anticuerpo anti-farmaco, (por ejemplo, anti-natalizumab), descrito en el presente
documento. Los ejemplos no limitantes incluyen varilla de medicién o probador, flujo lateral, flujo dual y dispositivos
mediante flujo, particularmente los que son inmunoensayos. Ejemplos no limitantes de dispositivos de flujo lateral
incluyen los descritos en las patentes de Estados Unidos Nos. 4.818.677,4.943.522,5.096.837(RE
35.306),5.096.837,5.118.428,5.118.630,5.221.616,5.223.220,5.225.328,5.415.994,5.434.057,5.521.102,5.536.646,5.
541.069,5.686.315,5.763.262,5.766.961,5.770.460,5.773.234,5.786.220,5.804.452,5.814.455,5.939.331,6.306.642.
Otros ejemplos no limitantes de dispositivos de flujo lateral incluyen las patentes de Estados Unidos Nos.
4.703.017,6,187.598,6.352.862,6.485.982,6.534.320y6.767.714. Los ejemplos no limitantes de dispositivos de
varillas de medicién incluyen aquellos descritos en las patentes de Estados Unidos, n°:
4,235,601,5,559,041,5,712,172y6,790,611.

Un aparato para analizar el nivel de un analito puede incluir un sustrato, por ejemplo, un sustrato con el que se
asocia un agente de captura. Los ejemplos no limitantes de sustratos incluyen vidrio, poliestireno, polipropileno,
polietileno, dextrano, nailon, amilasas, celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas, agarosa y magnetita. El
sustrato puede presentar cualquier configuracion estructural siempre y cuando el agente de captura sea capaz de
unirse a un analito.

En algunos casos, el sustrato esta contenido en un soporte, por ejemplo, un soporte que es esférico, como en una
perla, o cilindrico, como en la superficie interior de un tubo de ensayo o la superficie externa de una varilla.
Alternativamente, el sustrato o soporte puede ser plano, como en una lamina, una placa de cultivo, una tira de
prueba y similares.

En un ejemplo, el aparato es un aparato de flujo lateral que incluye una zona de recepcion de la muestra, una zona
de marcaje, una zona de prueba y una zona de control. En algunos casos, una region de prueba comprende las
zonas de prueba y de control. En algunos casos, una regién de prueba, que comprende las zonas de prueba y de
control, es observable.

En algunos ejemplos, la zona de recepcién de la muestra acepta una muestra liquida que puede contener uno o mas

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 666 372 T3

analitos de interés. En otro ejemplo, la zona de recepcion de la muestra esta sumergida en una muestra liquida. Una
zona de marcaje esta localizada por debajo de la zona de recepcién de la muestra y contiene uno o mas reactivos
moviles marcados que reconocen, 0 son capaces de unir, uno o0 mas analitos de interés. Ademas, una region de
prueba esta dispuesta por debajo de la zona de marcaje y contiene las zonas de prueba y de control. La/las zona(s)
de prueba contienen generalmente un agente de captura asociado con el sustrato en la zona de prueba. En algunos
casos, el agente de captura esta inmovilizado en el sustrato en la zona de prueba. Generalmente, el agente de
captura inmovilizado se une especificamente al analito de interés.

Mientras la muestra liquida fluye a través del sustrato, el analito de interés se unira primero con un reactivo marcado
gue se mueve en la zona de marcaje y después se queda retenido en la zona de prueba. En algunos ejemplos, la
region de prueba comprende un material que es opaco en estado seco y transparente en estado humedo. Por
consiguiente, cuando se usa una zona de control que comprende una marca en el dispositivo, esta marca se sitlia
aproximadamente en la region de prueba de forma que se vuelve visible en la regién de prueba cuando la regién de
prueba esta en un estado humedo.

En otro ejemplo, la muestra liquida fluye a través de una via de flujo que va desde la zona de recepcién de la
muestra (por encima), a través de la zona de marcaje, y después a las zonas de prueba y de control (comprendidas
conjuntamente en una regién de prueba) (mas debajo). Opcionalmente, la muestra liquida puede continuar después
hacia a zona absorbente.

En otro ejemplo, la zona de recepcion de la muestra estd compuesta por una almohadilla de aplicacion absorbente.
Los materiales adecuados para la fabricacién de almohadillas de aplicaciébn absorbentes incluyen, pero no se
limitan, a materiales o almohadillas de polietileno hidrofilico, fibra acrilica, fibra de vidrio, papel de filtro o
almohadillas, papel deshidratado, pulpa de celulosa, tela, y similares. Por ejemplo, la zona de recepcion de la
muestra puede estar compuesta por un material como una fibra acrilica hidroligada no tejida (por ejemplo, disponible
en Dupont Nonwovens) o material HDK (disponible en HDK Industries, Inc., Rogersville, TN). En otro ejemplo, la
zona de recepcion de la muestra se construye a partir de cualquier material que sea capaz de absorber agua.

En otros ejemplos, el dispositivo de prueba se configura para realizar un ensayo inmunolégico. En algunos casos, el
transporte liquido a través del sustrato se basa en la accién capilar. En otra situacion, el transporte liquido a través
del sustrato se basa en un flujo lateral no-bibuloso, donde todos los componentes disueltos o dispersados de la
muestra liquida se transportan a tasas sustancialmente equivalentes y con un flujo lateral relativamente sin
complicaciones a través del sustrato, al contrario de la retencién preferente de uno o0 mas componentes que tendrian
lugar, por ejemplo, en materiales que interactian, quimica, fisica o iébnicamente o de otro modo con uno o mas
componentes(ver, por ejemplo,la patente de Estados Unidos, n°. 4.943.522.

La zona de marcaje de los dispositivos del ensayo inmunoldgico puede inducir a reactivos de tipo control. Estos
reactivos de control marcados comprenden frecuentemente partes detectables que no se veran restringidas en las
zonas de pruebas y que se transportan a la region de prueba y a la/las zona(s) de control mediante el flujo de la
muestra liquida a través del dispositivo. En algunos casos, estas partes detectadas se emparejan a un miembro de
un par de union especifico para formar un conjugado de control que puede después verse restringido en una zona
de control separada de la region de prueba por un miembro correspondiente del par de unidn especifico para
verificar que el flujo del liquido es como se espera. Las partes visibles usadas en los reactivos de control marcados
pueden ser del mismo color o de color diferente, o del mismo tipo o de tipo diferente, a los usados en el analito de
los reactivos marcados especificos de interés.

La region de prueba generalmente incluye una zona de control que es Util para verificar que la muestra liquida es
como se espera. Cada una de las zonas de control puede comprender una regiéon espacialmente distinta que puede
incluir un miembro inmovilizado de un par de union especifico que reacciona con un reactivo de control marcado. En
algunos ejemplos, la zona de control procedimental contiene una muestra auténtica del analito de interés o un
fragmento del mismo. En este caso, se puede usar un tipo de reactivo marcado, donde la muestra liquida transporta
el reactivo marcado a las zonas de prueba y de control; y el reactivo marcado que no esta unido a un analito de
interés se unira a la muestra auténtica del analito de interés situado en la zona de control. En otro ejemplo, la linea
de control contiene un anticuerpo que es especifico para, o proporciona, la inmovilizacion del reactivo marcado. En
el procedimiento, un reactivo marcado esta restringido en cada una de la o las zonas de control, incluso cuando
ninguno o todos los analitos de interés no estan presentes en la muestra de prueba.

Agentes de captura

Se pueden usar varios agentes de captura en los métodos y el aparato descritos en el presente documento, siempre
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y cuando el agente de captura especifico se una a un analito de interés para formar un complejo agente de
captura/analito. En algunos casos, el agente de captura es un antigeno, por ejemplo, una integrina, y el analito de
interés es un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo anti-integrina o un anticuerpo de unién de una integrina alfa- 4
(por ejemplo, natalizumab) o un anticuerpo anti-farmaco, por ejemplo, un anticuerpo de cadena anti-anti-VLA4
integrina.

En algunos casos, el agente de captura es un polipéptido, por ejemplo un anticuerpo que se une a un analito de
interés. Se puede usar cualquier anticuerpo que se une especificamente a un analito como agente de captura. Por
ejemplo, el anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal; un anticuerpo monoclonal o un fragmento de unién del
antigeno del mismo; un anticuerpo modificado como un anticuerpo quimérico, un anticuerpo de forma modificada, un
anticuerpo humanizado, o un fragmento del mismo (por ejemplo, Fab', Fab, F(ab')2); o un anticuerpo biosintético, por
ejemplo un anticuerpo de cadena simple, un anticuerpo de dominio simple (DAB), Fv, cadena simple Fv (scFv), o
similares.

Los procedimientos para la elaboracion y el uso de anticuerpos policlonales y monoclonales se describen, por
ejemplo, enHarlow et al., Using Antibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol I. Cold Spring Harbor Laboratory
(1 de diciembre de 1998). Los métodos para preparar anticuerpos modificados y fragmentos de anticuerpos (por
ejemplo, anticuerpos quiméricos, anticuerpos de forma modificada, anticuerpos humanizados, o fragmentos de los
mismos, por ejemplo fragmentos de Fab', Fab, F(ab').); o anticuerpos biosintéticos (por ejemplo, anticuerpos de
cadena simple, anticuerpos de dominio simple (DABs), Fv, cadena simple Fv (scFv), y similares), son conocidos en
la técnica y se pueden encontrar enZola, Monoclonal Antibodies: Preparation and Use of Monoclonal Antibodies and
Engineered Antibody Derivatives, Springer Verlag (December 15, 2000; 1st edition).

En casos particulares, el agente de captura es un anticuerpo que puede unirse especificamente a un anticuerpo anti-
integrina (por ejemplo, un anticuerpo anti anti-VLA-4 como un anti-natalizumab), como el anticuerpo de rata 12C2,
anticuerpo murino 12C4, o un anticuerpo de conejo adecuado. En otro ejemplo, el agente de captura es un
anticuerpo anti-VLA-4, como la natalizumab, que se puede unir especificamente a un anticuerpo anti-(anti-VLA-4).

Analitos

Los procedimientos y aparatos descritos en el presente documento se pueden usar para analizar el nivel de un
analito de interés, por ejemplo, en una muestra biolégica de un sujeto. Los ejemplos de analitos incluyen, sin
limitacién, toxinas, compuestos organicos, polipéptidos, microorganismos, bacteria, virus, aminoacidos, acidos
nucleicos, hidratos de carbono, hormonas, esteroides, vitaminas, farmacos (incluyendo los administrados con fines
terapéuticos asi como los administrados con fin ilicito), contaminantes, pesticidas y metabolitos de, o anticuerpos
para cualquiera de las sustancias anteriores. Cualquier sustancia, hapteno, anticuerpo, macromolécula antigénicas y
las combinaciones de los mismos, pueden ser un analito analizado usando el procedimiento o un aparato descrito en
el presente documento. En casos particulares, el analito es un anticuerpo, como un anticuerpo anti-integrina.

Las integrinas son conocidas en la técnica (ver, por ejemplo,Takeda et al., Genome Biol. 8:215 2007)) y el nivel de
cualquier anticuerpo anti-integrina se puede analizar usando el procedimiento o el aparato descrito en el presente
documento. Cualquier anticuerpo puede ser, por ejemplo, un anticuerpo policlonal; un anticuerpo monoclonal o un
fragmento de unién al antigeno del mismo; un anticuerpo modificado como un anticuerpo quimérico, un anticuerpo
de forma modificada, un anticuerpo humanizado, o un fragmento del mismo (por ejemplo, Fab', Fab, F(ab")2); o un
anticuerpo biosintético, por ejemplo un anticuerpo de cadena simple, un anticuerpo de dominio simple (DAB), Fv,
cadena simple Fv (scFv), o similares. El anticuerpo se puede producir de forma natural por el sujeto o ser
administrado al sujeto.

En algunos casos, el analito es un anticuerpo anti-VLA-4, por ejemplo, un anticuerpo anti-VLA-4, por ejemplo una
natalizumab. TYSABRI® y otros analogos, variantes o derivados de TYSABRI® biolégicamente activos, incluyendo
biosimilares y biolégicos sustancialmente similares al mismo, se consideran como natalizumab. En situaciones
particulares, el analito es un anticuerpo anti-VLA-4 administrado previamente a un sujeto, por ejemplo, como un
anticuerpo terapéutico. El analito puede ser, por ejemplo, un natalizumab. En otra circunstancia, el analito es un
anticuerpo anti-(anticuerpo anti-VLA-4). El analito puede ser, por ejemplo, un anticuerpo anti-natalizumab.

Muestras biolégicas
Las muestras biolégicas que se pueden analizar para la presencia de un analito usando los procedimientos y

aparatos descritos en el presente documento se pueden obtener de cualquier sujeto, por ejemplo, un humano o un
sujeto no humano. En algunos casos, la muestra bioldgica se obtiene de un sujeto humano vivo.
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En algunos casos, el sujeto del que se obtiene la muestra presenta aparentemente sano, donde el ensayo se realiza
como parte de un cribado de rutina. En otros casos, al sujeto se le ha diagnosticado previamente una enfermedad o
trastorno y se ha sometido a tratamiento, por ejemplo, con un anticuerpo anti-integrina, por ejemplo un anticuerpo
anti-VLA-4. La muestra biol6gica puede ser de un sujeto que ha sido tratado para disminuir la cantidad de analito. En
algunos casos, se analiza la muestra de un sujeto usando un procedimiento descrito en el presente documento
antes de que el sujeto se someta a un tratamiento, por ejemplo, para modular la cantidad de analito en el sujeto o
para establecer el nivel basal de analito en el sujeto o para establecer la idoneidad del tratamiento, y después de
gue el sujeto haya sido tratado, por ejemplo, para monitorizar y/o modular la cantidad de analito en el sujeto.

La muestra biologica puede ser un derivado de cualquier tejido, érgano o grupo de células del sujeto. En algunos
casos, la muestra bioldgica es un raspado cervical, una biopsia o un lavado obtenido de un sujeto. En otros casos, la
muestra es una muestra de sangre, plasma, suero u orina.

En algunas circunstancias, la muestra bioldgica se puede procesar, por ejemplo, para extraer algunos componentes
gue pueden interferir con el procedimiento descrito en el presente documento, usando procedimientos que son
conocidos en la técnica. Por ejemplo, la muestra bioloégica se puede procesar para ser enriquecida con proteinas,
por ejemplo, mediante precipitacion de sal, y similares.

En algunos métodos descritos en el presente documento, el nivel de un analito en una muestra se puede cuantificar
y/lo comparar con controles. Las muestras control adecuadas pueden ser, por ejemplo, de individuos que no han
recibido tratamiento, por ejemplo, un tratamiento de anticuerpo anti-integrina, por ejemplo, un tratamiento con
anticuerpo anti-VLA-4. Las muestras de control pueden ser de individuos genéticamente emparentado con el sujeto
que se ha de analizar, pero también pueden ser de individuos genéticamente no emparentados. En algunos casos,
el control es una referencia establecida. En otros casos, el nivel de un analito, por ejemplo un anticuerpo anti-
integrina, se cuantifica usando métodos conocidos. En otras situaciones, la presencia o ausencia de una analito, por
ejemplo un anticuerpo anti-integrina, dentro de una muestra se determina por inspeccion visual de la prueba.

En algunas formas de realizacion, una muestra contacta con un agente de captura unido a un soporte sélido bajo
condiciones adecuadas para la unién del agente de captura a analitos en la muestra, y, después de la separacion de
los analitos de muestra no unidos de los analitos unidos, los analitos unidos se detectan tal como se describe en el
presente documento.

Métodos de analisis

En algunos casos, un analito, por ejemplo, un anticuerpo anti-integrina, por ejemplo, un anticuerpo anti-VLA-4, o por
ejemplo, un anticuerpo anti-(anticuerpo anti-VLA-4), se puede analizar usando un método seleccionado de entre
varios métodos de inmunoterapia, cualitativa y cuantitativamente. Los procedimientos inmunolégicos e
inmunoensayos son conocidos y se describen en, por ejemplo,Stites et al. (eds.) Basic and Clinical Immunology (4th
ed.) Lange Medical Publications, Los Altos, CA. Los inmunoensayos se pueden realizar con cualquiera de las
diversas configuraciones conocidas en la técnica y descritas en, por ejemplo,Maggio Enzyme Immunoassay, CRC
Press, Boca Raton, Fla. (1980);Tijssen, "Practice and Theory of Enzyme Immunoassays," Laboratory Techniques in
Biochemistry and Molecular Biology, Burdon and van Knippenberg Eds., Elsevier (1985), pp 9-20; y Harlow and
Lane, Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Publications, NY (1988).

Ensayos de unién inmunolégica

En algunos casos, un analito, por ejemplo, un anticuerpo anti-integrina, o por ejemplo, un anticuerpo anti-farmaco,
se detecta y/o cuantifica usando cualquiera o varios ensayos de union inmunolégica (ver, por ejemplo,patente de
Estados Unidos, Nos. 4.366.241;4.376.110;4.517.288;4.837.168; y Asai, Methods in Cell Biology Volume 37:
Antibodies in Cell Biology, Academic Press, Inc. NY (1993).

Los inmunoensayos también pueden usar un reactivo marcado para unirse especificamente y marcar el complejo
agente de captura/analito. El reactivo marcado puede ser él mismo una de las partes que comprenden el complejo
agente de captura/analito. Alternativamente, el reactivo marcado puede ser una tercera parte, como un anticuerpo,
gue se une especificamente al analito a al complejo agente de captura/analito.

En algunos casos, el analito es un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo anti-integrina, o por ejemplo, un anticuerpo

anti-farmaco, y el reactivo marcado es un segundo anticuerpo que presenta un marcador. Alternativamente, al
segundo anticuerpo le puede faltar un marcador, pero puede, en su lugar, unirse mediante un reactivo marcado que
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incluye un tercer anticuerpo especifico para anticuerpos de las especies de las que se deriva el segundo anticuerpo.
El segundo anticuerpo se puede modificar con una parte detectable, como biotina, a la que puede unirse
especificamente un reactivo marcado, como estreptavidina marcada con enzima.

También se pueden usar como reactivo marcado otras proteinas que pueden unirse especificamente a regiones
constantes de la inmunoglobulina, como la proteina A o la proteina G. Estas proteinas son constituyentes normales
de las paredes celulares de las bacterias estreptococicas. Presentan una reactividad no inmunogénica fuerte con
regiones constantes de la inmunoglobulina de diversas especies (ver, por ejemplo,Kronval et al., J. Immunol.
111:1401-1406 (1973) y Akerstrom et al ., J. Immunol . 135:2589-2542 (1985).

Durante los procedimientos y ensayos descritos en el presente documento, pueden ser necesarias unas etapas de
incubacion y/o lavado después de la combinacién de uno o mas reactivos. Las incubaciones realizadas durante el
ensayo pueden variar entre aproximadamente 5 segundos a varias horas, por lo general, desde aproximadamente 5
minutos a aproximadamente 24 horas. El tiempo de incubacién dependera del formato del ensayo, del analito, del
volumen de solucién, de las concentraciones y similares. Por lo general, un ensayo se realiza a temperatura
ambiente, aunque se puede realizar un ensayo a varias temperaturas, como a aproximadamente 4°C a
aproximadamente 40°C, por ejemplo, 4°C-10°C ¢ 4°C-25°C.

1. Formatos de ensayos no competitivos

Los inmunoensayos para la deteccién de un analito de interés, por ejemplo, un anticuerpo anti-integrina, o por
ejemplo, un anticuerpo anti-farmaco, en las muestras pueden ser competitivos o0 no competitivos. Los
inmunoensayos no competitivos son ensayos en los que la cantidad de analito en un complejo agente de
captura/analito se mide directamente. En un ensayo "sandwich", por ejemplo, el agente de captura se puede unir
directamente a un sustrato sélido donde esta inmovilizado. Estos agentes de captura inmovilizados se pueden unir
después especificamente a un analito presente en una muestra de prueba. El analito, por ejemplo, un anticuerpo
anti-integrina, o por ejemplo, un anticuerpo anti-farmaco, inmovilizado de este modo se une después mediante un
reactivo marcado, como un segundo anticuerpo que presenta un marcador. Alternativamente, al segundo anticuerpo
le puede faltar un marcador, pero puede, en su lugar, unirse mediante un reactivo marcado que es un tercer
anticuerpo especifico para anticuerpos de las especies de las que se deriva el segundo anticuerpo. El segundo
anticuerpo se puede modificar con una parte detectable, como biotina, a la que se puede unir especificamente un
reactivo marcado, como estreptavidina marcada con enzima.

2. Formatos de ensayos competitivos

En los ensayos competitivos, la cantidad de analito (como un anticuerpo anti-integrina o un anticuerpo anti-farmaco)
presente en una muestra se mide indirectamente midiendo la cantidad de analito afiadido (ex6geno) desplazado (o
desplazado por competicion) del agente de captura (por ejemplo, un anticuerpo especifico para el analito) por el
analito presente en la muestra. En un ensayo competitivo, una cantidad conocida de un analito, por ejemplo, un
anticuerpo anti-integrina, o por ejemplo, un anticuerpo anti-farmaco, se afiade a la muestra y la muestra se pone
después en contacto con el agente de captura, por ejemplo un anticuerpo que se une especificamente a un
anticuerpo anti-integrina: La cantidad de analito unido al agente de captura, por ejemplo, un anticuerpo es
inversamente proporcional a la concentracion del analito presente en la muestra. En un ejemplo particular, el agente
de captura, por ejemplo un anticuerpo que se une a un anticuerpo anti-integrina esta inmovilizado en un sustrato
sélido. Por ejemplo, la cantidad de analito, por ejemplo, anticuerpo anti-integrina, o por ejemplo un anticuerpo anti-
farmaco, unido al agente de captura, por ejemplo, un anticuerpo que se une a un anticuerpo anti-integrina o por
ejemplo, un farmaco al que se une un anticuerpo anti-farmaco, se puede determinar midiendo la cantidad de analito
presente en un complejo agente de captura/analito, o, alternativamente, midiendo la cantidad de analito no
acomplejado restante. La cantidad de analito puede ser detectada mediante un reactivo marcado.

3. Otros formatos de ensayo

En otros ejemplos, cuando el analito es un polipéptido, se puede usar un analisis por western blot (immunoblot) para
detectar y cuantificar la presencia del polipéptido en una muestra. La técnica comprende generalmente la separacion
de las proteinas de la muestra mediante electroforesis en gel en base al peso molecular, transferencia de las
proteinas separadas en un soporte sélido adecuado (tales como, por ejemplo un filtro de nitrocelulosa, un filtro de
nailon o un filtro derivado de nailon), y la incubacion de la muestra con anticuerpos que se unen especificamente al
polipéptido de interés. Por ejemplo, los anticuerpos se unen especificamente al polipéptido de interés en el soporte
sélido. Estos anticuerpos se pueden marcar directamente o alternativamente se pueden detectar posteriormente
usando anticuerpos marcados (por ejemplo, anticuerpos de oveja anti-ratbn marcados) que se unen especificamente
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a los anticuerpos contra el polipéptido de interés.

Otros formatos de ensayo incluyen unos inmunoensayos de liposoma (LIA), que usa liposomas disefiados para
unirse a moléculas especificas (por ejemplo, anticuerpos) y liberar reactivos o marcadores encapsulados. Los
productos quimicos son detectados después de acuerdo con las técnicas estandar (ver, por ejemplo,Monroe et al.,
Amer. Clin. Prod. Rev. 5:34-41(1986).

4. Reactivos marcados

El marcador detectable usado en un procedimiento o aparato descrito en el presente documento no es limitante
siempre y cuando no interfiera significativamente con la unién especifica del reactivo marcado usado en el
procedimiento o aparato. El marcador detectable puede ser cualquier material que presenta una propiedad fisica o
quimica detectable. Dichos marcadores detectables se han desarrollado en el campo de los inmunoensayos y, en
general, la mayoria de los marcadores Utiles en dichos procedimientos se pueden usar en los procedimientos y
aparatos descritos en el presente documento. Un marcador puede ser, por ejemplo, cualquier composicion
detectable por medios espectroscépicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, eléctricos, épticos o quimicos.
Los marcadores Utiles en los procedimientos y aparatos descritos en el presente documento incluyen, sin limitacion,
perlas magnéticas (por ejemplo Dynabeads™), tintes fluorescentes gpor ejemplo, isotiocianato de fluoresceina,
Texas Rojo, rodamina y similares), radiomarcadores (por ejemplo, , H>I”®°, S¥* C* o P*), enzimas (por ejemplo
peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina y otros que se pueden usar en un ELISA), y marcadores
colorimétricos o en particulas como el oro coloidal o perlas de vidrio coloreado o plastico (por ejemplo, poliestireno,
polipropileno, latex, etc.).

El marcador se puede acoplar directamente o indirectamente al componente deseado del ensayo de acuerdo con los
métodos conocidos en la técnica. Tal como se ha descrito en el presente documento, se puede usar una amplia
variedad de marcadores, y la eleccion del marcador dependera de la sensibilidad requerida, la facilidad de
conjugacion, los requisitos de estabilidad, los instrumentos disponibles y los suministros disponibles.

Los marcadores no radioactivos se pueden unir por medios indirectos. Las moléculas también se pueden conjugar
directamente para sefialar la generacién de compuestos, por ejemplo, mediante la conjugacién con una enzima o un
compuesto fluorescente. Se pueden usar varios compuestos enzimaticos y fluorescentes con los procedimientos y
aparatos descritos en el presente documento y son conocidos por los expertos en la técnica (ver, por ejemplo, la
patente de de Estados Unidos, N° 4.391.904.

Los medios para detectar marcadores son conocidos por los expertos en la técnica. Por consiguiente, por ejemplo,
donde el marcador es un marcador radioactivo, los medios para la deteccion incluyen un contador de centelleo o una
pelicula fotografica como en una autoradiografia. Cuando el marcador es un marcador fluorescente, se puede
detectar mediante excitacion del fluorocromo con la longitud de onda adecuada y detectando la fluorescencia
resultante. La fluorescencia se puede detectar visualmente, mediante una pelicula fotogréafica, el uso de detectores
electronicos como dispositivos de carga acoplada (por sus siglas en inglés, CCD) o fotomultiplicadores y similares.
De modo similar, los marcadores enzimaticos se pueden detectar proporcionando los sustratos adecuados para la
enzima y detectando el producto de reaccién resultante. Finalmente, los marcadores colorimétricos simples se
pueden detectar directamente observando el color asociado con el marcador. Por consiguiente, en varios ensayos
con varilla de medicién, el oro conjugado aparece frecuentemente de color rosado, mientras que varias perlas
conjugadas aparecen con el color de la perla.

Algunos formatos de ensayo no requieren el uso de reactivos marcados. Por ejemplo, los ensayos de aglutinacion
se pueden usar para detectar la presencia de anticuerpos diana. En este caso, las particulas cubiertas de antigeno
se aglutinan por muestras que comprenden los anticuerpos diana. En este formato, no es necesario que ninguno de
los componentes del ensayo esté marcado, y la presencia del anticuerpo diana se detecta mediante una sencilla
inspeccion visual.

Después de la deteccion de una sefial detectable, la sefial se puede comparar con una referencia y/o relacionarlo
con un nivel predeterminado que corresponde a las recomendaciones del tratamiento. Por ejemplo, en un ensayo
para detectar el nivel de un anticuerpo anti-VLA-4 en un sujeto que esta siendo tratado con plasmaféresis para
reducir la cantidad del anticuerpo, un nivel de la sefal inferior al nivel predeterminado puede estar correlacionado
con la recomendacion de que no es necesario realizar mas plasmaféresis. Una sefial correlacionada con un nivel
mas elevado puede indicar que es recomendable realizar una plasmaféresis adicional.

La deteccién de una sefial en un ensayo descrito en el presente documento puede ser visual, pero también se
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puede realizar usando un lector para detectar la sefial. Dichos lectores incluyen, por ejemplo, lectores de placa
automaticos, lectores EIA y similares. Los lectores se pueden usar para la determinacion semi-cuantitativa o
cuantitativa de la concentracion de los analitos probados. La determinacidon semi-cuantitativa o cuantitativa de la
concentracion se puede representar usando un sistema colorimétrico.

5. Agentes secundarios

Los agentes secundarios usados en procedimiento o aparato descritos en el presente documento se pueden usar
para detectar la union del agente de captura al anticuerpo. El agente secundario puede ser un anticuerpo que
presenta un marcador detectable unido, covalentemente o no covalentemente. El marcador detectable unido al
agente secundario puede ser un marcador detectable descrito anteriormente. El agente secundario puede ser un
anticuerpo no especifico, 0 unos anticuerpos que reconocen el analito o fragmentos del mismo o polipéptidos que
reconocen el analito. El agente secundario puede incluir una anticuerpo anti-lgG4, por ejemplo, un IgG4 anti-humano
o un IgG4 anti-humano que reacciona con la porcién Fc de la cadena pesada de la IgG4 humana.

6. Tiempo

La unién del agente de captura al anticuerpo puede ser detectable en aproximadamente 30 segundos, 1 minuto, 5
minutos, 10 minutos, 20 minutos, 30 minutos, 40 minutos, 50 minutos, 1 hora, 2 horas, 5 horas, o 10 horas después
de la unién.

7. Tampo6n

Se puede usar cualquier tampén adecuado para los ensayos inmunolégicos como tampén de deteccion que sea
determinado por un experto en la técnica. El tampdn de detecciéon puede incluir un agente tensioactivo. Se puede
usar cualquier tensioactivo adecuado. Un agente tensioactivo puede ser un tensioactivo polisorbato como TWEEN
20 ®, TWEEN 40 ®, TWEEN 60 ®, TWEEN 80 ®, SPAN 20 ®, SPAN 40 ®, SPAN 60 ®, SPAN 65 ®, y SPAN 80 ®.
El tampon puede incluir una solucién salina tamponada, como la solucién salina tamponada con Tris (TBS) o
solucion salina tamponada con fosfato (PBS). ElI tamp6n puede incluir también un agente bloqueante, por ejemplo
una proteina como la albimina sérica bovina (BSA), leche o gelatina.

Tratamientos

Los ensayos descritos en el presente documento se pueden realizar antes y/o después de la administracion de un
tratamiento al sujeto. En algunos casos, el tratamiento es un tratamiento para extraer un analito o componente del
sujeto, como por ejemplo, de la sangre de un sujeto. En situaciones especiales, el tratamiento es aféresis
sanguinea, como un intercambio de plasma, para extraer uno o0 mas anticuerpos del sujeto.

La aféresis sanguinea es un uso médico habitual de separacion continua de fluidos. La aféresis presenta muchas
utilidades clinicas, incluyendo muchas terapias que implican la extraccién de sangre del cuerpo del sujeto, la
separacion de la sangre en componentes, la alteracion de uno o mas de los componentes y la introduccién de
alguna mezcla o seleccion del liquido extraido y/o alterado de nuevo en el cuerpo del sujeto. Algunos ejemplos de
procedimientos con aféresis terapéutica incluyen el intercambio terapéutica de plasma (TPE o PLEX) (un
procedimiento mediante el cual el plasma sin células se extrae y se sustituye con una solucién de coloide/solucién
salina); citoreduccion (un proceso mediante el cual se extraen las plaguetas y leucocitos); fotoféresis (un
procedimiento mediante el cual las células mononucleares recolectadas mediante aféresis terapéutica se exponen a
una luz ultravioleta-A y psolareno y se vuelven a inyectar en el sujeto) y adsorcion selectiva (un proceso mediante el
cual se adsorbe el plasma en una columna y se devuelve al sujeto).

En un ejemplo de un procedimiento de aféresis, la sangre se extrae de un sujeto mediante una aguja insertada en la
vena del sujeto. La aguja esta unida a un extremo de un tubo de plastico que proporciona una via de flujo para la
sangre. El otro extremo del tubo conduce a un separador, como una centrifuga, para separar la sangre en sus
componentes. Las centrifugas de flujo continuo que permiten la entrada y salida de flujo continuado de materiales
hacia y desde la centrifuga son conocidos en la técnica (ver, por ejemplo,la patente de Estados Unidos No.
4.425.112).

La sangre que se separa en plasma y células se puede volver a inyectar en el sujeto a través de otro sustituto de
plasma A o un plasma alterado se puede recombinar con los elementos sanguineos que se van a volver a inyectar al
sujeto. Ya que la tasa de sangre que se va extrayendo del sujeto y la sangre que se vuelve a inyectar en el sujeto
pueden ser la misma tasa, s6lo una pequefia cantidad de la sangre del sujeto puede encontrarse fuera del cuerpo en
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cualquier momento.

Otro procedimiento de aféresis utiliza un sistema automatizado que usa circuitos liquidos desechables pre-
esterilizados a través del cual la sangre fluye. Los circuitos de fluidos se montan en maquinas reutilizables que
pueden presentar bombas, véalvulas, sensores y similares. Estos sistemas automatizados incluyen ademas un
ordenador interno y software asociado que controlan muchas de las funciones de procesamiento. Un ejemplo de
sistema automatizado se describe enla patente de Estados Unidos, No. 6.706.008. Otros procedimientos y aparatos
para realizar una aféresis se describen en, por ejemploJla patente de Estados Unidos, Nos.
7.267.771, 6.849.183, 5.200.090 y 4.954.128).

En algunos casos, el nivel de un anticuerpo anti-integrina o un anticuerpo anti-farmaco descrito en el presente
documento se analiza antes de administrar un tratamiento a un sujeto. En otros casos, el nivel de un anticuerpo anti-
integrina o un anticuerpo anti-farmaco se analiza después de administrar un tratamiento a un sujeto. Por ejemplo, el
nivel de un anticuerpo anti-integrina o un anticuerpo anti-farmaco se analiza un dia, dos dias, tres dias, cuatro dias,
cinco dias, seis dias, una semana, dos semanas, tres semanas o cuatro semanas después de la administracién del
tratamiento. Estos ensayos se pueden administrar como parte de un régimen de tratamiento, por ejemplo para
monitorizar periédicamente los niveles de farmaco o los niveles de anticuerpos anti-farmaco. En algunos casos, se
administra el tratamiento y se analiza el nivel de anticuerpo anti-integrina o anticuerpo anti-farmaco en ciclos
repetidos de tratamiento y ensayo, por ejemplo, hasta que el nivel del anticuerpo anti-integrina en la muestra alcance
el nivel predeterminado. Por ejemplo el nivel predeterminado puede ser aproximadamente 1 ug/ml,
aproximadamente 2 pg/ml, aproximadamente 3 pg/ml, aproximadamente 4 pg/ml, aproximadamente 5 pg/mli,
aproximadamente 6 pg/ml, aproximadamente 7 pg/ml, aproximadamente 8 pg/ml, aproximadamente 9 pg/ml,
aproximadamente 10 pg/ml, aproximadamente 15 pg/ml, o aproximadamente 20 pg/ml. En algunos casos, el nivel
predeterminado es 1 pg/ml, 2 pg/ml, 3 4 pg/ml, 5 pg/ml, 6 pg/ml, 7 pg/ml, 8 pg/mi, 9 pg/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml, o 20
pg/ml. Los tratamientos se pueden administrar, por ejemplo, una vez al dia o una vez cada dos dias, tres dias,
cuatros dias, cinco dias, seis dias, una semana, dos semanas, tres semanas, cuatro semanas, cada tres meses,
cada cuatro meses, casa seis meses o anualmente.

La invencion se ilustra con mas detalle mediante los ejemplos siguientes. Los ejemplos se proporcionan sélo con
fines ilustrativos. En ningun sentido, deben ser interpretados como limitantes del alcance o contenido de la invencion

EJEMPLOS
EJEMPLO 1

Desarrollo de una prueba para analizar un anticuerpo anti-VLA-4 en un tampdn usando un Acm de rata 12C2
0 Acm de ratén 12C4 v conjugados anti- IgG4 humana-Oro

Se us6 un sistema de prueba inmunocromatografica de flujo lateral para desarrollar un ensayo especifico anti-VLA-
4. Haciendo referencia a la FIG. 1, el sistema de prueba de flujo lateral esta compuesto por un casete con dos partes
en plastico (parte superior (100) y parte inferior (101)). La parte superior contenia dos aberturas- una abertura (102)
para la aplicacion de muestras (110) y tampdn de deteccién (118) y una ventana (103) para la deteccion visual de
los resultados. La parte inferior albergaba una tira de prueba de nitrocelulosa (104) en la cual el Acm 12C2 de rata o
Acm12C4 de ratén (105) se inmovilizé en un “sitio de prueba” (“T”) (106) y un reactivo de captura de oro universal
(107) en un “sitio control” (“C”) (108).

Situados por encima de los sitios de prueba y control, se encuentra una “almohadilla de oro” (109) de un material
fibroso donde uno de ratén anti- IgG4 humana se conjug6 con particulas de oro, el complejo es (112). Mas arriba de
la almohadilla de conjugado de oro se encuentra otra almohadilla de fibra (111) que recibié la muestra del anticuerpo
humanizado anti-VLA-4 en el tampon (110) y el tamp6n de deteccion (118) a través de una abertura(102). La
almohadilla de la muestra (111), la almohadilla de oro (109) y la membrana de nitrocelulosa (104) se encontraban en
un orden secuencial de modo que la muestra migré por capilaridad desde la almohadilla de la muestra (111) hasta la
almohadilla de oro (109) para formar el “primer complejo” de la muestra 110 y el conjugado de ratén anti IgG-4 -
humana/oro (112). Después el complejo se desplaz6 a través de la nitrocelulosa (104) donde se encontré con el
Acm 12C4 de ratén o Acm 12C2 de rata (105) en el sitio de prueba (106). La muestra (110) reaccioné con el Acm
12C4 de ratén o Acm 12C2 de rata (105), formando un complejo de (112) y (110) que queddé atrapado en el sitio de
prueba (106) y se visualiz6 como una linea roja (114.) En otra realizacién, la muestra (110) se puede afiadir mas
abajo del conjugado de oro.

El exceso de anticuerpo libre marcado con oro (de ratdén anti-lgG4 humana) se desplazé mas al sitio de control
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donde un reactivo de captura de oro universal (107) captur6 el anticuerpo libre marcado con oro (de ratén anti-lgG4
humana) provocando la aparicion de una linea roja visible adicional (115) en el sitio control (108). Cualquier exceso
de material, oro y tampon de detecciéon fue absorbido en el extremo distal de la tira de nitrocelulosa por una
almohadilla de filtro absorbente (116).

La especificidad de la prueba se debié al hecho de que el complejo en el sitio de prueba sélo se formé cuando la
molécula muestra contiene una parte IgG4 humana o humanizada para capturar el conjugado de ratén anti-lgG4
humana oro y forman el primer complejo y la parte anti-VLA-4 para reaccionar con el anticuerpo anti-(anticuerpo
anti-VLA-4) en el sitio de prueba. En una representacion simple, la molécula anti-VLA-4 se coloc6 en sandwich entre
el anticuerpo de ratén anti-lgG4 humana marcado con oro y anticuerpo anti-(anti-anticuerpo VLA-4) inmovilizado en
la membrana.

Materiales

Acm12C4 de ratén anti-(anticuerpo anti-VLA-4) (Elan), 2,1 mg/mL

Acm 12C2 de rata anti--(anticuerpo anti-VLA-4) (Biogen Idec), 1,76 mg/mL

Acm de raton anti-lgG4 humana (Southern Biotech), 0,5 mg/mL

Ac humanizado anti-VLA-4 (Biogen Idec), 20 mg/mL

Ac Anti-VLA-1 (Biogen Idec),IgG4 humana (CalBiochem), 1 mg/mL

Tampodn de formulacién Ac humanizado Anti-VLA-4 (Biogen Idec)

Tampédn de deteccion (PBS con BSA al 1% p/vy Tween 20 al 1% p/v)

Conjugado de oro (40 nm)

Desarrollo de la prueba

El enfoque para el desarrollo de la prueba del anticuerpo anti-VLA-4 era dirigirse al sitio de union del antigeno con
un anticuerpo especifico de captura para el anticuerpo anti-VLA-4 (Acm 12C4 o 12C2) inmovilizado en la membrana,
y un anticuerpo detector marcado con oro (anti- IgG4 humana) dirigido contra la region constante del anticuerpo anti-
VLA-4, que comprende la molécula IgG4 humana.

Si el anticuerpo monoclonal 12C4 6 12C2 es altamente especifico, no se captura ninguna otra molécula en la
membrana y asi la prueba es negativa. El anti-VLA-1 es un anticuerpo monoclonal humanizado frente a VLA-1. La
region constante del anticuerpo es igG1 humana, mientras que la regién de union variable del antigeno es de origen
murino. Ya que VLA-1y VLA-4 estan estrechamente relacionado, se puede usar anti-VLA-1 como control adicional
del sistema de prueba. Esta inclusion se puede usar para confirmar la especificidad del sistema de prueba.
Basandose en esto supuestos, se desarrollé6 un sistema inmunocromatografico de flujo lateral con los Acm 12C4 o
12C2 dirigidos contra el anticuerpo humanizado anti-VLA-4. Para determinar la concentracion adecuada del
anticuerpo de captura, se us6 12C4 o 12C2, el cudl se titul6 entre 0,25 y 1,0 mg/mL en tiras de prueba separadas y
se probo contra el anticuerpo humanizado anti-VLA-4 a 80 pg/mL. Después el anticuerpo 12C4 ¢ 12C2 se inmovilizd
en el sitio de prueba de la membrana a 1,0 mg/mL. Un anticuerpo monoclonal de ratén anti- IgG4 humana (cadena
gamma especifico) a 30 pg/mL se conjug6 con particulas de oro. El conjugado inmunooro de ratén anti-lgG4 human
ase liofiliz6 después en la almohadilla del conjugado y se us6 como molécula detectora. En el sitio de control de la
membrana, se uso un reactivo de oro universal a 3,0 mg/mL.

Resultados

Durante la titulacion del anticuerpo monoclonal 12C4 612C2, una reaccion positiva fue identificada por la presencia
de una banda en la porcion superior de cada tira. Se selecciond una concentracién de anticuerpo de 1,0 mg/mL,
puesto que dio como resultado una sefial intensa con el minimo ruido de fondo, y se inmovilizo en el sitio de prueba

de la membrana.

El anticuerpo humanizado anti-VLA-4 el humanizado anti-VLA-1 , IgG1 (mieloma), IgG4 (mieloma), anti-IgG1l y el
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tampodn de formulacién se probaron en un sistema de flujo con 12C4 6 12C2 inmovilizado. El anticuerpo humanizado
anti-VLA-4 se ensay6 a un intervalo de concentracion de 0,015 y 500 pug/mL. El anticuerpo 12C4 6 12C2 fue capaz
de detectar el anticuerpo humanizado anti-VLA-4 a una concentracion de 0,08 pg/mL.

Después el anticuerpo 12C2 se us6 para fabricar unos casetes de prueba. La Figura 1 ilustra la especificidad de la
prueba usando los casetes de prueba. Todas las pruebas mostraron una banda Unica (115), que indica una prueba
valida, pero soélo el casete para la prueba del anticuerpo humanizado anti-VLA-4 mostré una segunda banda (114)
que indica una prueba positiva.

EJEMPLO 2

Desarrollo de una prueba para analizar un anticuerpo Anti-VLA-4 en el suero usando un Acm 12C2 de rata o
Acm 12C4 de ratén vy unos conjugados anti- IgG4 humana-oro

Para probar la viabilidad de la prueba usando un fluido biolégico, se probd un ensayo usando suero reforzado con
anti-VLA-4. El casete con dos partes de plastico de este sistema de prueba de flujo lateral es el mismo que el del
Ejemplo 1, con algunas modificaciones. En referencia a la FIG. 2, la parte superior (200) contenia tres aberturas-
una abertura (202) es para la aplicacion de muestras (210), abertura (217) para un tampén de deteccién (218) y una
ventana (203) para la deteccion visual de los resultados. En otras realizaciones (no se muestran), el tampén de
deteccién se puede afiadir mas arriba de la muestra o se puede afadir en la misma abertura para la aplicacion de
muestras. La parte inferior (201) aloja una tira de prueba de nitrocelulosa (204) en la cual el Acm 12C4 de ratén o
Acm12C2 de ratén (205) se inmovilizé en un “sitio de prueba” (“T”) 206 y un anticuerpo de cabra anti-raton (207) en
un “sitio control” (“C") (208). En otras formas de realizacion, se puede usar como anticuerpo control un anticuerpo
frente a analitos especificos del suero (por ejemplo, albumina sérica).

Mas arriba de los sitios prueba y control, se encuentra una almohadilla fibrosa («almohadilla de muestra») (209) que
recibe la muestra (210). Situados por encima de los sitios de prueba y control, se encuentra una “almohadilla de oro”
(211) de un material fibroso donde uno de ratén anti-lgG4 humana se conjug6 con particulas de oro, el complejo es
el (212). Se us6 una prueba en dos etapas. En la primera etapa, la muestra de suero (210) se aplica en la abertura
de la muestra (202) y migra hacia la zona de captura (205) delante del conjugado de oro para formar un complejo de
una muestra (210) (anti-VLA4) con 12C4 de ratén o0 12C2 de rata en la linea de prueba (205). En la segunda etapa,
el tampoén de deteccién (218) se aplicé en el puerto del tampdn de deteccidon (217) rehidraté el conjugado
monoclonal anti-lgG4 humana -oro (212). Después el conjugado (212) se desplazé hacia la linea de captura de la
prueba (205) para formar un complejo con el anti-VLA-4 unido a la linea de captura (205) y la reaccién en el sitio
(206) se visualiz6 como una linea roja (214).

El exceso de anticuerpo libre marcado con oro (de ratén anti-lgG4 humana) se desplazé mas al sitio de control (208)
donde un anticuerpo de cabra anti-ratén (207) capturé el anticuerpo libre marcado con oro (de ratén anti-lgG4
humana) provocando la aparicion de una linea roja visible adicional (215). Cualquier exceso de material, oro y
tampon de deteccion fue absorbido en el extremo distal de la tira de nitrocelulosa por una almohadilla de filtro
absorbente (216).

La especificidad de la prueba se debié al hecho de que el complejo en el sitio de prueba sélo se formd cuando la
muestra contiene una parte anti-VLA-4 para reaccionar con el anticuerpo anti-(anticuerpo anti-VLA-4) en el sitio de
prueba, y ser detectada por una parte de raton anti-lgG4 humana conjugado con oro. En una representacion simple,
la molécula anti-VLA-4 se colocd en sandwich entre el anticuerpo de ratén anti-lgG4 humana marcado con oro y
anticuerpo anti-(anti-anticuerpo VLA-4) inmovilizado en la membrana. El éxito de este formato depende de cualquier
grupo enddgeno que interfiera (por ejemplo, 1gG4) en la muestra que se desplaza delante del conjugado oro anti-
1gG4 reduciendo su interferencia con la deteccion del anti-VLA-4 en la linea de prueba.

Se puede usar un lector para la determinacidon semi-cuantitativa de la concentracién de los analitos probados. Para
registrar los resultados en el sistema de flujo lateral, se us6 un lector basado en una puntuacion visual
positiva/negativa. El umbral visual del lector corresponde a valores que estan en un intervalo de 20-40 unidades. Si
la sefial se registr6 como positiva visualmente dentro de este intervalo entonces se debe considerar una linea rosa
muy débil que podria no ser visible para todos los operadores.

Materiales

Acm 12C4 de ratdn anti-(anticuerpo anti-VLA-4) (Elan), 2,1 mg/mL
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Acm de ratén anti-lgG4 humana (Southern Biotech), 0,5 mg/mL

Ac humanizado anti-VLA-4 (Biogen Idec), 21 mg/mL

1gG4 humana (The Binding Site, San Diego, CA), 13,7 mg/mL

Tampon de formulacion Ac humanizado Anti-VLA-4 (Biogen Idec)
Anticuerpo de cabra anti-raton, 3,0 mg/ml

Tampon de deteccién (PBS con BSA al 1 % p/vy Tween 20 al 1 % p/v)
Conjugado de oro (40 nm)

Desarrollo de la prueba

El enfoque para el desarrollo de la prueba era dirigirse al sitio de unién del antigeno con un anticuerpo de captura
(Acm 12C4 o Acm 12C2) inmovilizado en la membrana, y un anticuerpo anti-VLA-4 detector marcado con oro (ratén
anti-lgG4 humana) dirigida contra la region constante del anticuerpo anti-VLA-4, que comprende la molécula 1gG4
humana.

Si el anticuerpo monoclonal usado en la prueba como 12C4 6 12C2 es altamente especifico, no se captura ningin
otro analito en la membrana y por consiguiente la prueba es negativa.

Basandose en esto supuestos, se desarrollé un sistema inmunocromatografico de flujo lateral con los Acm 12C4 o
12C2 dirigidos contra el anticuerpo humanizado anti-VLA-4. Para determinar la concentracion adecuada de
anticuerpo de captura, se uso 12C4 que se tituld en tiras de prueba separadas y se probd frente al anticuerpo
humanizado anti-VLA-4 a diferentes concentraciones que varian desde 100 pg/mL hasta 0,25 pg/mL. Después el
anticuerpo 12C4 se inmovilizo en el sitio de prueba de la membrana a 2,1 mg/mL. Un anticuerpo monoclonal de
raton anti-lgG4 humana (cadena gamma especifico) se conjugd con particulas de oro de 40 nm. El conjugado
inmunooro raton anti-lgG4 humana se liofilizé después en la almohadilla del conjugado y se us6 como molécula
detectora. En el sitio de control de la membrana, se usé un anticuerpo de cabra anti-ratén al a 3,0 mg/mL.

Resultados

Durante la titulacion del anticuerpo monoclonal 12C4 612C2, una reaccion positiva fue identificada por la presencia
de una banda en la porcion superior de cada tira. Se selecciond una concentracién de anticuerpo de 2,1 mg/mL,
puesto que dio como resultado una sefial intensa con el minimo ruido de fondo, y se inmovilizé en el sitio de prueba
de la membrana. El protocolo consistié en la adicion de 20 pL de suero (pre-diluido 1:10 en tampén de deteccion o
limpio) en el puerto (202) seguido inmediatamente (< 1 minuto) por 150 pL de tampo6n de deteccion (218) en el
puerto (217). La muestra se dejd incubando en el dispositivo durante 30 minutos a temperatura ambiente y humedad
ambiente.

El anticuerpo humanizado anti-VLA-4 , en una matriz de muestra, 1gG4 (mieloma), anti-VLA-4 junto con IgG4 y el
tampodn de formulaciéon se probaron en un sistema de flujo con 12C4 inmovilizado. El anticuerpo humanizado anti-
VLA-4 se probd a un intervalo de concentracion de 0,25 y 100 pug/mL. El anticuerpo 12C4 fue capaz de detectar el
anticuerpo humanizado anti-VLA-4 a una concentracion de 0,25 pg/mL.

Después el anticuerpo 12C4 se us6 para fabricar unos casetes de prueba. La Figura 2 ilustra la especificidad de la
prueba usando los casetes de prueba. Todas las pruebas mostraron una banda Unica (215), que indica una prueba
valida, pero solo los casetes para la prueba del anticuerpo humanizado anti-VLA-4 mostraron una segunda banda
(214) que indica una prueba positiva.

En algunas formas de realizacién, la prueba incluye unos componentes adicionales. El anti-VLA-1 es un anticuerpo
monoclonal humanizado frente a VLA-1. La regién constante de algunos anticuerpos anti-VLA-1 es igG1l , mientras
que la region de union variable del antigeno es de origen murino. En algunas realizaciones, el anti-VLA-1 se usa
como un control adicional para evaluar la especificidad del sistema de prueba. Los controles adicionales que se
pueden incluir en el sistema de prueba incluyen la evaluacion de la tolerancia de la prueba a niveles en exceso de
analitos que pueden encontrarse en el suero, por ejemplo, IgG4, farmaco, o anticuerpos anti-farmaco. Se puede
usar un lector para la determinacién semi-cuantitativa o cuantitativa de las concentraciones del anti-VLA4.
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EJEMPLO 3

Desarrollo de una prueba para analizar el anticuerpo-anti-VLA-4 usando los conjugados Acm anti-anti-VLA--
oro

Los experimentos se realizaron para probar la capacidad de un formato diferente para detectar eficazmente el
anticuerpo anti-VLA-4 en el suero. El casete con dos partes de plastico del sistema de flujo lateral es el mismo del
Ejemplo 2 con algunas modificaciones. En referencia a la FIG.3, la parte superior (300) contenia tres aberturas- una
(302) es para la aplicacion de las muestras (310), abertura (317)-para la aplicacion del tampén de deteccion (318) y
una ventana (303) para la deteccion visual de los resultados. La parte inferior (301) albergaba una tira de prueba de
nitrocelulosa (304) en la que se inmovilizé el Acm de ratdbn 12C4 (305) en el «sitio de prueba» (T) (306) y un
anticuerpo de cabra anti-ratén (307), en el «sitio control» (C) (308).

Mas arriba de los sitios prueba y control, se encuentra una almohadilla fibrosa («almohadilla de muestra») (309) que
recibe la muestra (310). Mas arriba de los sitios de prueba y control habia una «almohadilla de oro» (311) de
material fibroso donde un anticuerpo anti-anti-VLA4 de raton, 12C4 se conjugé con las particulas de oro, el complejo
es (312). Se uso6 una prueba en dos etapas. En la primera etapa, la muestra (310) se aplicd en la abertura de la
muestra (302) y migré hacia la zona de captura (305) delante del conjugado de oro para formar un complejo de una
muestra (310) (anti-VLA4) con el 12C4 de ratén o 12C2 de rata en la linea de prueba (305). En la segunda etapa, el
tampon de deteccion (318) se aplicé en el puerto del tampdn de deteccién (317) y rehidraté el conjugado de oro-
anticuerpo monoclonal de ratén 12C4 anti-anti-VLA4 (312). Después el conjugado (312) se desplaz6 hacia la linea
de captura de la prueba (305) para formar un complejo con el anti-VLA-4 unido a la linea de captura (305) y la
reaccion en el sitio (306) se visualizé como una linea roja (314).

El exceso de anticuerpo marcado con oro libre (Acm 12C4 de ratdén) se desplazé mas al sitio de control donde un
anticuerpo de cabra anti-ratén (307) capturé el Acm provocando la aparicién de una linea roja visible adicional (315).
Cualquier exceso de material, oro y tampén de deteccion fue absorbido en el extremo distal de la tira de
nitrocelulosa por una almohadilla de filtro absorbente (316).

Cuando se usan muestras enriquecidas con natalizumab, este formato de prueba presenta un intervalo de deteccion
mas restrictivo que el ensayo realizado con el conjugado anti IgG4 -humana oro porque el complejo en el sitio
control solo se formo cuando la molécula de la muestra puede reaccionar tanto con el conjugado anti-(anticuerpo
anti-VLA-4)/oro y el anticuerpo anti-(anticuerpo anti-VLA-4) en el sitio de prueba. En una representacion simple, la
molécula anti-VLA-4 se extiende entre el anticuerpo anti-(anticuerpo anti-VLA-4) marcado con oro y el anticuerpo
anti-(anticuerpo anti-VLA-4) inmovilizado en la membrana. Por lo tanto, la prueba es menos sensible para la
deteccion global del anticuerpo anti-VLA-4 cuando se usan muestras reales de pacientes. Este formato da como
resultado una prueba més restringida en la que se detecta sélo natalizumab intacto, que es un anticuerpo a base de
IgG4. Este formato no detecta moléculas intercambiadas un solo monémero, que se observa en pacientes tratados
con natalizumab y otros anticuerpos 1gG4. Por lo tanto, los usos de este formato se restringen generalmente a la
deteccion de farmaco intacto.

Materiales

Acm 12C4 de ratdn anti-(anticuerpo anti-VLA-4) (Elan), 2,1 mg/mL

Ac humanizado anti-VLA-4 (Biogen Idec), 21 mg/mL

Tampon de formulacién Ac humanizado Anti-VLA-4 (Biogen Idec)
Anticuerpo de cabra anti-raton, 3,0 mg/mL

Tampon de deteccion (PBS con BSA al 1 % p/vy Tween 20 al 1 % p/v)
Conjugado de oro (40 nm)

Desarrollo de la prueba

Se desarroll6 un sistema inmunocromatografico de flujo lateral con Acm 12C4 dirigido contra el anticuerpo
humanizado anti-VLA-4 . Para determinar la concentracion adecuada del anticuerpo de captura, 12C4 se titul6 en
tiras de prueba separadas y se probé frente al anticuerpo humanizado anti-VLA-4 a diferentes concentraciones que
varian desde 0,25 hasta 100 pg/mL. Después el anticuerpo 12C4 se inmovilizé en el sitio de prueba de la membrana
a 2,1 mg/mL. También, el anticuerpo 12C4 se conjugé con particulas de oro de 40 nm, liofilizadas en la almohadilla
del conjugado y se usé como molécula detector. En el sitio de control de la membrana, se us6 un anticuerpo de
cabra anti-raton al a 3,0 mg/mL.
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Resultados

Durante la titulacién del anticuerpo monoclonal 12C4, se indicé una reaccion positiva por la presencia de una banda
en la parte superior de cada tira. . Se seleccioné una concentracion de anticuerpo de 2,1 mg/mL, puesto que dio
como resultado una sefial intensa con el minimo ruido de fondo, y se inmovilizé en el sitio de prueba de la
membrana. El protocolo consistié en la adicion de 20 uL de suero (pre-diluido 1:10 en tampdn de deteccion o limpio)
en el puerto (302) seguido inmediatamente (< 1 minuto) por 150 pL de tampén de deteccion (318) en el puerto (317).
La muestra se dej6 incubando en el dispositivo durante 30 minutos a temperatura ambiente y humedad ambiente.

El anticuerpo humanizado anti-VLA-4 en una matriz, el anticuerpo anti-VLA-4 con 1gG4 adicional afiadido y el
tampon de formulacion se probaron en un sistema de flujo con 12C4 inmovilizado. El anticuerpo humanizado anti-
VLA-4 se prob6 a un intervalo de concentracion de 1 y 100 pg/mL. El anticuerpo 12C4 fue capaz de detectar el
anticuerpo humanizado anti-VLA-4 a una concentracion de 1 pg/mL.

Después el anticuerpo 12C4 se uso para fabricar unos casetes de prueba. La Figura 3 ilustra la especificidad de la
prueba usando los casetes de prueba. Todas las pruebas mostraron una banda Unica (315), que indica una prueba
valida, pero soélo el casete para la prueba del anticuerpo humanizado anti-VLA-4 mostré una segunda banda (314)
que indica una prueba positiva.

EJEMPLO 4

Desarrollo de una prueba para ensayar el anticuerpo anti-farmaco _usando un farmaco_anti-VLA-4 vy un
conjugado oro- farmaco anti-VLA-4

Los ensayos y procedimientos para detectar anticuerpos dirigidos contra un farmaco, por ejemplo natalizumab se
describen en el presente documento. Para probar este ensayo, el casete con dos partes de plastico de este sistema
de flujo lateral fue el mismo del Ejemplo 1 -3 con algunas modificaciones. En referencia a la FIG.4, la parte superior
(400) contenia tres aberturas- una (402) para la aplicaciéon de las muestras (410), abertura (417) - para la aplicacion
del tampdn de deteccion (418) y una ventana (403) para la deteccién visual de los resultados. La parte inferior (401)
albergaba una tira de prueba de nitrocelulosa (404) en la que se inmovilizé el anticuerpo anti-VLA-4 (405) en el «sitio
de prueba» (T) (406) y un anticuerpo de control (407), en el «sitio control» (C) (408).

Mas arriba de los sitios prueba y control, se encuentra una almohadilla fibrosa («almohadilla de muestra») (409) que
recibe la muestra (410). Mas arriba de los sitios de prueba y control habia una «almohadilla de oro» (411) de
material fibroso donde un anti-VLA-4 se conjugé con las particulas de oro, el complejo es (412). Se usé una prueba
en dos etapas. En la primera etapa, la muestra (410) se aplicé en la abertura de la muestra (402) y migré hacia la
zona de captura (405) delante del conjugado de oro para formar un complejo de una muestra (410) (anti-anti-VLA4)
con el anti-VLA-4 en la linea de prueba (405). En la segunda etapa, el tampén de deteccion (418) se aplico en el
puerto del tampdn de deteccion (417) y rehidratd el conjugado de oro anti-VLA-4 (412). Después, el conjugado (412)
se desplazé hacia la linea de captura de la prueba (405) para formar un complejo con el anti-(anti-VLA-4) unido a la
linea de captura (405) y la reaccién en el sitio de prueba (406) se visualiz6 como una linea roja (414).

Cualquier exceso de material, oro y tampén de deteccion fue absorbido en el extremo distal de la tira de
nitrocelulosa por una almohadilla de filtro absorbente (416).

La especificidad de la prueba fue debida al hecho de que el complejo en el sitio de la prueba s6lo se formé cuando
la molécula de muestra se unié al anticuerpo anti-VLA en la linea de la prueba y al conjugado de oro anti-VLA-4. En
una representacion simple, el anticuerpo anti-(anticuerpo anti-VLA-4) se extiende entre el anticuerpo de oro marcado
anti-VLA-4 y la membrana inmovilizada del anticuerpo anti-VLA-4, y por consiguiente, en algunos casos, este tipo de
ensayo se denomina "ensayo de puente".

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-VLA-4 marcado con oro en exceso y el libre pueden desplazarse mas
hacia el sitio control (408) donde un anticuerpo control (407) esta disponible para capturar los componentes de la
matriz, haciendo aparecer una linea roja adicional visible (415).

Se puede usar un lector para la determinacion semi-cuantitativa de la concentracion de los analitos probados. Para
registrar los resultados en el sistema de flujo lateral, se us6 un lector basado en una puntuacién visual
positiva/negativa. El umbral visual del lector corresponde a valores que estan en un intervalo de 20-40 unidades. Si
la sefial se registr6 como positiva visualmente dentro de este intervalo entonces se debe considerar una linea rosa
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muy débil que podria no ser visible para todos los operadores.
Materiales

Acm12C4 de ratdn anti-(anticuerpo anti-VLA-4) (Elan), 2,1 mg/mL
Acm de conejo anti--(anticuerpo anti-VLA-4) (Biogen Idec), 1,1 mg/mL
Acm 12C2 de rata anti--(anticuerpo anti-VLA-4) (Biogen Idec), 1,76 mg/mL
Ac humanizado anti-VLA-4 (Biogen Idec), 21 mg/mL

Tampén de formulacién Ac humanizado Anti-VLA-4 (Biogen Idec)
Anticuerpo control

Tampon de detecciéon (PBS con BSA al 1% p/vy Tween 20 al 1% p/v)
Conjugado de oro (40 nm)

Desarrollo de la prueba

Se desarrolld6 un sistema inmunocromatografico de flujo lateral con el anticuerpo anti-VLA-4 dirigido contra el
anticuerpo anti-(anticuerpo anti-VLA-4). Para determinar la concentracion adecuada del anticuerpo de captura, se
us6 un anticuerpo anti-VLA-4, que se titul6 en tiras de prueba separadas y se probo frente al anticuerpo anti-
(anticuerpo anti-VLA-4) a diferentes concentraciones que varian desde 25 ug/mL hasta 0,5 pg/mL. Después, el
anticuerpo anti-VLA-4 se inmovilizo en el sitio de prueba de la membrana a 0,5 mg/mL. Se conjugé un anti-VLA-4
con particulas de oro de 40 nm . El conjugado inmuno-oro anti-VLA-4 se liofilizd después en la almohadilla del
conjugado y se us6 como molécula detectora. En el sitio de control de la membrana, se us6 un anticuerpo de
control.

Resultados

La concentracién de 0,5 mg/mL del anticuerpo se seleccion6 para la inmovilizacién basandose en los experimentos
de titulacion, que dio como resultado una sefial intensa con el minimo ruido de fondo. El protocolo consisti6 en la
adicion de 20 uL de suero (pre-diluido 1:10 en tampdn de deteccién o limpio) en el puerto (402) seguido
inmediatamente (< 1 minuto) por 150 pL de tampdn de deteccion (418) en el puerto (417). La muestra se dejé
incubando en el dispositivo durante 30 minutos a temperatura ambiente y humedad ambiente.

El anticuerpo anti-(anticuerpo anti-VLA-4) de ratén y de conejo, el anticuerpo anti-VLA-4, la combinacion de los
anteriores y el tampon de formulacion se ensayaron en un sistema de flujo con un anticuerpo anti-VLA-4
inmovilizado. El anticuerpo anti-(anticuerpo anti-VLA-4) se ensay0 a un intervalo de concentracion de 25 pyg/mL a 0,5
pg/mL. El anticuerpo humanizado anti-VLA-4 fue capaz de detectar el anticuerpo anti-(anticuerpo anti-VLA-4)
humano a una concentracién de 0,5 pg/mL.

Después, el anticuerpo humanizado anti-VLA-4 se usé para fabricar los casetes de prueba. La Figura 4 ilustra la
especificidad de la prueba usando los casetes de prueba. Todas las pruebas mostraron una banda unica (415), que
indica una prueba valida, pero sdlo el casete para la prueba del anticuerpo anti-farmaco mostré una segunda banda
(414) que indica una prueba positiva.

Se puede usar una linea de control 0 una linea de normalizacion adicional con el propésito de normalizar los datos
en el ensayo de flujo lateral. Esta linea de normalizacién puede ser un anticuerpo inmovilizado contra uno de los
componentes de la matriz (por ejemplo, suero) que presentan concentraciones similares en las muestras de la
matriz individual. Alternativamente, una linea de normalizacion puede ser un anticuerpo inmovilzado contra una
proteina de una especie irrelevante que no esta presente en la matriz del ensayo, pero afiadida a las mismas
concentraciones para cada muestra de la matriz antes de colocarla en un dispositivo de flujo lateral. Esta proteina se
puede afiadir a cada muestra directamente o, en el caso de que las muestras se diluyan en un tampén de deteccion,
puede ser un componente del tampén de deteccion. Se puede usar un lector para la determinacién semi-cuantitativa
0 cuantitativa de las concentraciones del anti anti-VLA4.
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OTRAS REALIZACIONES
Debe entenderse que aunque la invencion se ha descrito junto con la descripcion detallada de la misma, la

descripcién anterior pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invencion, que se define por el alcance de las
5 reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para analizar el nivel de un anticuerpo 1I9gG4 humanizado anti-VLA-4 , el procedimiento
comprende:

a) poner en contacto una muestra biolégica obtenida de un sujeto con un agente de captura asociado con un
sustrato, donde el agente de captura puede unirse a un anticuerpo IgG4 humanizado anti-VLA-4 en la muestra para
formar un complejo y donde el sustrato es una porcion de un sistema inmunocromatografico de flujo lateral; y

b) detectar la unién del agente de captura al anticuerpo IgG4 anti-VLA-4 con un agente secundario que se une a
dicho complejo en el sistema inmunocromatografico de flujo lateral y determinar si el nivel de anticuerpo 1gG4
humanizado anti-VLA-4 es superior o inferior a un nivel predeterminado en base a la deteccion;

donde el agente de captura es un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo y el agente secundario
se selecciona de entre (i) un anticuerpo anti-lgG4 o (ii) un anticuerpo anti-anti-VLA-4.

2. Procedimiento de la reivindicacion 1, donde el sujeto se somete a un tratamiento para disminuir el
nivel del anticuerpo IgG4 humanizado anti-VLA-4 en el sujeto si el nivel del anticuerpo IgG4 humanizado anti-VLA-4
es superior al nivel predeterminado.

3. Procedimiento de la reivindicacion 1, donde el nivel del anticuerpo IgG4 humanizado anti-VLA-4 se
analiza un dia, dos dias, tres dias, cuatro dias, cinco dias, seis dias, una semana, dos semanas, tres semanas o
cuatro semanas después de la administracién de un tratamiento.

4, Procedimiento de la reivindicacion 2 o la reivindicacion 3, donde el tratamiento es una aféresis
terapéutica seleccionada de entre intercambio de plasma, citoreduccion, fotoféresis y adsorcion selectiva,
opcionalmente donde el tratamiento es un intercambio de plasma terapéutico.

5. Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde el nivel predeterminado es
aproximadamente 1 pg/ml, 2 ug/ml, 3 pg/ml, 4 pg/ml, 5 pg/ml, 6 pg/ml, 7 pg/ml, 8 pg/ml, 9 pg/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml,
0 20 pg/ml.

6. Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 2, 4 6 5, donde el tratamiento se administra
una vez por dia o una vez cada dos dias, tres dias, cuatro dias, cinco dias, seis dias, una semana, dos semanas,
tres semanas o cuatro semanas.

7. Aparato para analizar el nivel de un anticuerpo IgG4 humanizado anti-VLA-4 en una muestra bioldgica,
donde el aparato es un aparato de flujo lateral que comprende:

una zona de recepcion de la muestra, una zona de marcaje y una zona de pruebas, donde

la zona de pruebas esta mas abajo de la zona de recepcion de la muestra y contiene un agente de captura asociado
con un sustrato, donde el agente de captura se puede unir a un anticuerpo IgG4 humanizado anti-VLA-4 en la
muestra bioldgica para formar un complejo, y

la zona de marcaje estd mas arriba de la zona de recepcion de la muestra y contiene uno o mas agentes
secundarios, donde dichos uno o mas agentes secundarios son capaces de unirse al complejo que comprende el
agente de captura y el anticuerpo IgG4 humanizado anti-VLA-4, y

donde el agente de captura es un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo y el agente secundario
se selecciona de entre (i) un anticuerpo anti-lgG4 o (ii) un anticuerpo anti-anti-VLA-4.

8. Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, o el aparato de la reivindicacion 7, donde
la unién del agente de captura al anticuerpo produce una sefial detectable.

9. Procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-6 6 8, o el aparato de la reivindicacion 7, donde
la muestra biol6gica es sangre, plasma, suero, orina, saliva, liquido cefalorraquideo, esputo, liquido del cristalino,
sudor, leche, ascitis, mucosidad, liquido sinovial, liquido peritoneal, exudados transdérmicos, exudados faringeos,
lavado broncoalveolar, aspiraciones traqueales, semen, mucosidad cervical, secrecién vaginal, secrecion uretral o
liquido amniético.
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10. Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 6 8-9, o el aparato de la reivindicacién 7,
donde el anticuerpo IgG4 humanizado anti-VLA-4 es natalizumab.

11. Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 6 8-10, donde el sujeto se traté con
natalizumab y se ha diagnosticado, o se sospecha que presenta, una infeccién de virus JC.

12. Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 -6 6 8-11, donde la unién del agente de
captura es detectable en 30 minutos.
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