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DESCRIPCION

Método in vitro para determinar la estabilidad de composiciones que comprenden receptor(es) de Fc gamma
soluble(s)

La presente invencién se refiere, basicamente, a un método in vitro para determinar la estabilidad de una
composicion que comprende 0 consiste esencialmente en receptor de Fc gamma humano soluble lIA, 1IB, IIIA y/o
11IB, comprendiendo dicho método las etapas de poner en contacto una superficie que comprende receptor de Fc
gamma humano 1A, 1IB, llIA y/o 1lIB con una cantidad establecida de IgG humana agregada; poner en contacto
dicha superficie que comprende receptor de Fc gamma humano lIA, IIB, llIA y/o llIB con una cantidad establecida de
dicha composicion de receptor de Fc gamma humano soluble 1A, 11B, llIA y/o IlIB; determinar la cantidad de 1gG
humana agregada que se une a dicha superficie que comprende dicho receptor de Fc gamma humano IIA, 1IB, llIA
y/o 1IB, y comparar la cantidad de IgG humana agregada que se une a dicha superficie tal como se determina en la
etapa (c) con un valor de referencia y determinar (de ese modo) la estabilidad de dicha composicién que comprende
0 consiste esencialmente en receptor de Fc gamma humano soluble IIA, 1B, IlIA y/o llIB. La presente invencion
también se refiere a 1IgG humana agregada obtenible mediante un método tal como se define en el presente
documento, asi como al uso de la IgG humana agregada mencionada en los métodos de la invencion.

Los receptores de Fc (FcR) desempefian un papel fundamental en el sistema inmunitario en el que controlan el
grado y la fuerza de una respuesta inmunitaria. Después de que los patégenos hayan accedido a la circulacién
sanguinea, los opsonizan inmunoglobulinas (lg). Los inmunocomplejos (IC) resultantes se unen debido a su
multivalencia con gran avidez a células que portan FcR conduciendo a la agrupacién de los FcR, lo que
desencadena varias funciones efectoras (Metzger, H., J. Immunol. 1992, 149:1477-1487). Estas incluyen, segun el
tipo de FcR expresado y las proteinas asociadas, endocitosis con posterior neutralizacion de los patégenos y
presentacion de antigenos, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), secrecion de mediadores o la
regulacion de la produccién de anticuerpos (Fridman et al, Immunol. Rev. 1992, 125:49-76; van de Winkel y Capel,
Immunol. Today 1993, 14:215-221).

Los inmunocomplejos se derivan de interacciones complejas entre anticuerpo, antigenos, complemento y diversos
receptores como parte de la inmunidad adaptativa. Los antigenos unidos a anticuerpos en inmunocomplejos se
retiran normalmente mediante diversos mecanismos celulares fisiolégicamente capaces de eliminar incluso
pequefias cantidades de antigenos “foraneos” de la circulacion. Pueden formarse inmunocomplejos cuando los
humanos se exponen a sustancias foraneas como proteinas (infecciones, vacunas, farmacos, etc.) o materiales no
proteicos (haptenos) que necesitan un portador proteico para activar la cascada. Los trastornos autoinmunitarios se
desarrollan cuando se depositan inmunocomplejos (patdgenos) patolégicamente en diferentes 6rganos, iniciando
cascadas inflamatorias que conducen a enfermedad/dafio organico. La enfermedad por inmunocomplejos puede
manifestarse en una infinidad de formas cuando se produce desregulacién en uno o mas de estos componentes.

Existen FcR especificos para todas las clases de inmunoglobulina (Ig). Puesto que IgG es el isotipo de anticuerpo
mas abundante encontrado en la circulacion humana, se deduce que los FcR para IgG, receptores de Fc gamma
(FcyR), son los mas abundantes con la mayor diversidad. Se encuentran proteinas ortélogas correspondientes a los
FcyR humanos en otras especies de mamifero, incluyendo otros primates tales como monos y ratones. Como los
humanos, otras especies tienen varios FcyR con afinidad variable por sus subclases de IgG correspondientes. Los
FcyR comprenden tanto receptores activantes como inhibidores, y esta integracion de sefiales positivas y negativas
es necesaria para una respuesta inmunitaria productiva.

Existen tres clases de FcyR en humanos: el receptor de alta afinidad FcyRl y los receptores de baja afinidad FcyRIl 'y
FcyRIIl. FcyRI (CD64), FeyRIl (CD32) y FeyRIIIA (CD16) se producen como proteinas transmembrana de tipo | o en
formas solubles (sFcR), pero también existe una forma anclada a glicosilfosfatidilinositol del FcyRIIl (FcyRIIIB).
Ademas, se producen FcyR en diversas isoformas (FcyRIA, B1, B2, C; FcyRIIA1-2, B1-3, C) y alelos (FcyRllal-HR,
-LR; FcyRIIIb-NA1L, -NA2) (van de Winkel y Capel, Immunol. Today 1993, 14:215-221). Tal como se menciono
anteriormente, estos FcyR tienen diferente afinidad por IgG y especificamente diferente afinidad de unién a las
diferentes subclases de IgG. Hay cuatro subclases de IgG en humanos, nombradas en orden de abundancia en el
suero (IgG1 (66%), 2 (23%), 3 (7%) y 4 (4%); Hashira et al., Pediatr. Int. 2000, 42(4):337-342).

FcyRIl es el receptor con la distribucion mas amplia en células inmunocompetentes y, junto con FcyRIIIA, esta
implicado principalmente en la endocitosis de inmunocomplejos. FcyRIl existe en tres isoformas, FcyRIIA, FcyRIIB y
FcyRIIC; sin embargo, la region extracelular de FcyRIIB y FcyRIIC es idéntica, mientras que FcyRIIA difiere en su
regién extracelular en solo el 7% de los residuos de aminoacido. No obstante, ambas formas pueden distinguirse por
sus caracteristicas de unién a subclases de IgG humanas y de ratén (van de Winkel y Capel, Immunol. Today 1993,
14:215-221) y su afinidad diferente por IgG humanas (Bruhns et al., Blood 2009, 113:3716-3725). FcyRIIIA es el
receptor clave para la inducciéon de ADCC, mientras que el FcyRIIB inhibidor representa el Unico FcyR que se
expresa en células B. En ellas, la expresion de FcyRIIB es fundamental para la regulacion por disminucién de células
B que da como resultado una reduccion de la produccién de anticuerpos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2687716 T3

Basandose en sFcyRIIB, los inventores estan desarrollando medios y métodos nuevos para el tratamiento de
enfermedades autoinmunitarias. El producto mas avanzado es SM101, que compite con FcyR expresados en células
inmunitarias por la unién de inmunocomplejos patégenos. SM101 participa actualmente en ensayos clinicos en los
EE.UU. y Europa para el tratamiento de trastornos autoinmunitarios tales como lupus eritematoso y trombocitopenia
inmunitaria.

Se supone que los medicamentos proteinicos, por ejemplo, un medicamento o composicion farmacéutica que
comprende SM101, pueden degradarse durante el almacenamiento y, por tanto, es muy deseable desarrollar
pruebas in vitro reproducibles que reflejen la actividad residual de tales proteinas o composiciones que las
comprenden.

Por tanto, el problema técnico de la presente invencion era desarrollar un método in vitro para determinar la
estabilidad de composiciones que comprenden FcyR humanos solubles.

Los presentes inventores observaron que preparaciones de IgG humana obtenidas de un conjunto de personas
“‘normales” o “sanas” (por ejemplo, preparaciones comercialmente disponibles de inmunoglobulina intravenosa
(IVIG)) comprendian una fraccién hasta ahora no identificada de IgG humana agregada que puede proporcionarse
de manera normalizada y fiable. Esto es sorprendente, puesto que no se sabia anteriormente que tales analogos de
inmunocomplejos patégenos podian derivarse a partir de un conjunto por lo demas “normal” o “sano” de seres
humanos. Dicha IgG humana agregada se une a receptores de FcyR e imita de ese modo la situacion in vivo (es
decir, imita los inmunocomplejos patégenos mencionados anteriormente) y, por tanto, puede usarse en métodos que
pretenden detectar, determinar o verificar la estabilidad de composiciones que comprenden receptor de Fc gamma
humano soluble 1A, 1B, llIA y/o 11IB. De manera notable, la IgG humana agregada no se agrega por calor tal como,
por ejemplo, se describe en Engelhard, et al., (1990), Eur. J. Immunol. 20, 1367-1377, Bruhns et al. (2009), Blood J.
113(16), 3716-3725 o el documento US 2008/008700. Bruhns et al. describen 1IgG humana agregada por calor
(pagina 3718, Ensayos de unién a inmunoglobulinas), que se genera mediante incubacién de IgG humana en una
solucion salina tamponada con borato a pH 8,0 y 63°C durante 30 minutos sin ningln tratamiento posterior e
inmunocomplejos artificiales derivados de BSA quimicamente modificada (NIP12-BSA-biotina) en complejo con AcM
anti-NIP purificados de sobrenadantes de cultivos celulares (pagina 3717, Anticuerpos y reactivos). Del mismo
modo, el documento US 2008/008700 divulga el uso de HAGG (IgG agregada por calor) en la pagina 8, [0093].

La presente invencion se refiere por consiguiente a un método in vitro para determinar la estabilidad (tal como la
estabilidad en anaquel o estabilidad en almacenamiento) de una composicion, preferiblemente de una composicién
farmacéutica (que se equipara con un medicamento), composicion que comprende o consiste esencialmente en
receptor de Fc gamma humano soluble IIA, 11B, IlIA y/o 11IB, comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) poner en contacto una superficie que comprende receptor de Fc gamma humano A, IIB, llIA y/o 1lIB con una
cantidad establecida de IgG humana agregada;

(b) poner en contacto dicha superficie que comprende receptor de Fc gamma humano IIA, 11B, llIA y/o 1lIB con una
cantidad establecida de dicha composicion de receptor de Fc gamma humano soluble IIA, IIB, 1lIA y/o IlIB; y

(c) determinar la cantidad de IgG humana agregada que se une a dicha superficie que comprende dicho receptor de
Fc gamma humano lIA, IIB, 1lIA y/o IIB,

(d) y comparar la cantidad de IgG humana agregada que se une a dicha superficie tal como se determina en la etapa
(c) con un valor de referencia y determinar (de ese modo) la estabilidad tal como la estabilidad en anaquel;
estabilidad a lo largo del tiempo; vida Gtil de dicha composicion que comprende o consiste esencialmente en
receptor de Fc gamma humano soluble 1A, 1B, 1A y/o 1lIB.

Las etapas (a) y (b) de los métodos de la invencién pueden llevarse a cabo de manera concomitante o consecutiva.
También se prevé que el orden de las etapas (b) y (a) se invierta.

Se prevé que los métodos de la invencion comprendan una etapa de lavado que va a llevarse a cabo antes de la
etapa (c) y preferiblemente después de la etapa (a) y (b).

Se prefiere que dicho receptor de Fc gamma humano soluble que se emplea en el contexto de la presente invencion
sea un receptor 1B de Fc gamma soluble. Se prefiere particularmente que dicho receptor 1IB de Fc gamma humano
soluble sea SM101 (SEQ ID NO. 1), incluyendo preparaciones de estos receptores que pueden obtenerse por medio
de la expresién de estos receptores en células huésped, tales como, por ejemplo, células de mamifero o células
bacterianas como E. coli.

La presente invencion se refiere asimismo al uso de la IgG humana agregada que se define en el presente
documento, en los métodos y realizaciones de la presente invencion.

En el contexto de la presente invencion, el término “método in vitro” se refiere a un método que se realiza fuera del
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cuerpo del humano o del animal, en contraste con un método in vivo.
La palabra “método” puede sustituirse por “prueba” o “ensayo” o similares.

El término “estabilidad” comprende la “estabilidad en anaquel” o “vida atil” o “semivida”. La “estabilidad” de una
composicion se refiere, basicamente, a la estabilidad del componente principal contenido en la misma, es decir, la
estabilidad del receptor de Fc gamma humano soluble IIA, 1B, llIA y/o 11IB definido en el presente documento. Dicha
estabilidad puede verse afectada por diferentes parametros, tales como el tiempo, es decir, “estabilidad a lo largo del
tiempo”; temperatura, condiciones de tampdén, huésped de produccion del receptor de Fc gamma humano soluble
IIA, 1IB, A y/o 1lIB; secuencia del receptor de Fc gamma humano lIA, 1IB, llIA y/o 1lIB; método de fabricacion del
receptor de Fc gamma humano llA, 1B, llIA y/o 11IB, etc.

Al determinar la estabilidad de la composicion de la invencion (que comprende o consiste esencialmente en receptor
de Fc gamma humano soluble IIA, [IB, IlIA y/o 1lIB) es asimismo posible monitorizar/controlar la
calidad/condicién/capacidad de unién de dicha composicion (es decir, basicamente, del componente principal de
dicha composicion que es el receptor de Fc gamma humano soluble 1A, IIB, IlIA y/o 1lIB).

La “composicién” es, en una realizacion preferida, una composicién farmacéutica (que se equipara con un
medicamento) o una composicion de diagnéstico, y puede comprender adicionalmente portadores, tampones,
componentes farmacéutica o diagnosticamente aceptables, etc. Dicha composicién también puede comprender
ademas principios terapéuticamente activos.

El término “IgG humana agregada” (a veces también denominada “IgG agregada humana” o similar) se refiere a la
porcién agregada de una preparacion de IgG humana. Tales preparaciones estan presentes sorprendentemente en
productos a base de sangre (tales como preparaciones de IgG humana agrupada o IVIG) que pueden usarse para
administracion intravenosa o subcutanea o muscular, productos que contienen IgG agrupada (preferiblemente
polivalente). Por tanto, la IgG humana agregada puede obtenerse/aislarse preferiblemente o puede obtenerse de
preparaciones de IgG humana agrupada, tales como preparaciones/composiciones de 1VIG. Se prevé que dicha IgG
humana agregada sea una IgG humana agregada que puede aislarse de “proteina humana” que se caracteriza por
un contenido de al menos el 90% de IgG humana. Dicha proteina humana deriva/puede derivarse de suero o plasma
humano y, en una realizacion preferida, se caracteriza o se identifica como inmunoglobulina humana normal (IgG
humana) con el cédigo de ATC JO6BA01 o JO6BAO2 segun el sistema de clasificacion anatémica, terapéutica y
guimica (ATC) del Centro colaborador de la OMS para Metodologia estadistica de farmacos (WHOCC). El término
“proteina humana” cuando se usa en el presente documento incluye preparaciones de IgG humana agrupada. En
una realizacion preferida, la IgG humana comprende al menos el 50% de IgG del subtipo IgG1. En una realizacion
mas preferida, la IgG humana comprende (ademas) al menos el 20% de IgG del subtipo IgG2. En una realizacion
particularmente preferida, dicha IgG humana agregada se obtiene/se aisla o puede obtenerse de Beriglobin®,
Varitect® o Venbig®, prefiriéndose Beriglobin. Beriglobin comprende el 95% o mas, tal como el 100%, de 1gG. Por
ejemplo, Beriglobin que contiene el 100% de IgG puede comprender el 61% de 1gG1, el 28% de 1gG2, el 5% de
1gG3, el 6% de 1gG4 y puede, como maximo, comprender aproximadamente el 1% de IgA. Los valores en porcentaje
indicados para Beriglobin, Varitect y Vendig se refieren a % (p/p). Un ejemplo de Beriglobin es aquel con el nimero
de lote 26840311A o 23840311B. Varitect comprende el 95% o mas, tal como el 100%, de IgG. Por ejemplo, Varitect
del 100% de 1gG puede comprender el 59% de 1gG1, el 36% de 19G2, el 3% de 1gG3, el 2% de IgG4, y puede
comprender el 5% o menos de IgA. Venbig comprende el 95% o mas, tal como el 100%, de IgG. Por ejemplo,
Vendig del 100% de 1gG puede comprender el 52-80% de 1gG1, el 26-50% de 19G2, el 2,4-5% de 1gG3, el 0,3-1% de
IgG4. Por supuesto, el experto puede aplicar Beriglobin, Varitect, Vendig o cualquier otra composicion similar a estos
tres medicamentos en los métodos y usos de la presente invencion. Otra IgG humana agregada preferida se
obtiene/se aisla o puede obtenerse de Subcuvia®. Por ejemplo, Subcuvia del 100% de IgG puede comprender el 45-
75% de 1gG1, el 20-45% de 1gG2, el 3-10% de IgG3, el 2-8% de 1gG4. Los valores en porcentaje indicados para
Subcuvia se refieren a % (p/p). Un ejemplo de Subcuvia es aquel con el nimero de lote BVNG1MO032A.

Sin embargo, el experto no sélo puede usar estos tres medicamentos, sino que también puede preparar una
preparacion de IgG humana por si mismo. Efectivamente, el experto esta facilmente en condiciones de preparar una
preparacion de IgG tal como se describe en el presente documento, por ejemplo, agrupando IgG de plasma de al
menos 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 o mas, preferiblemente 1000 o mas donantes humanos,
obteniendo de ese modo una preparacion de IgG humana (agrupada). Como resultado, una preparacion de IgG
humana tal como se aplica en la presente invencion comprende preferiblemente el 95% o mas, tal como el 100% de
IgG. Una preparacion de IgG tal como se aplica en el presente documento comprende preferiblemente subclases de
IgG tal como sigue: el 52-80% (p/p) de IgG1, el 26-50% (p/p) de 1gG2, el 2-5% (p/p) de 1gG3 y/o el 0,2-6% (p/p) de
IgG4, con la condicién de que el contenido de IgG total no supere el 100% (p/p).

En una realizacion adicional preferida, dicha proteina humana consiste en o comprende suero o plasma mezclado
de al menos 100, es decir 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, etc. donantes humanos (sanos o
“convencionales”), que comprende los cuatro subgrupos de IgG. Se prefiere suero o plasma mezclado de al menos
500 donantes humanos (sanos o “convencionales”). El término “sano” significa un individuo que cumple los criterios
de elegibilidad convenciones actuales (en el momento de la donacion) para donar sangre, teniendo en cuenta que
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tales criterios de elegibilidad estan sujetos a mejora y cambio continuos.

En otra realizacion, se prevé que dicha IgG humana agregada sea una IgG humana agregada que puede obtenerse
a partir de dicha proteina humana mediante un método de aislamiento que comprende cromatografia de exclusion
molecular. En una realizacion preferida, dicha cromatografia de exclusion molecular separa IgG monomérica y/o
dimérica de dicha IgG humana agregada. Se divulgan medios y métodos para aislar la IgG humana agregada que
pueden usarse en el contexto de la presente invencion en el presente documento en otra parte (por ejemplo, en los
ejemplos). También se prevé que la IgG humana agregada de la presente invenciéon no sea IgG humana agregada
por calor como, por ejemplo, la descrita en Engelhard, et al., (1990), Eur. J. Immunol. 20, 1367-1377, Bruhns et al.
(2009), Blood J. 113(16), 3716-3725 o el documento US 2008/008700. Efectivamente, la IgG agregada por calor
diferira de la IgG agregada que se obtiene/puede obtenerse tal como se describe en el presente documento.
Concretamente, la agregacion por calor es un resultado de la desnaturalizaciéon parcial de proteinas cuando se
aplican temperaturas por encima de la temperatura de fusién (Tf) a una proteina dada. La temperatura de fusién es
una funcién de la proteina y, en caso de una mezcla de IgG humanas, se observara necesariamente un amplio
intervalo de Tf. Por tanto, el grado de agregacion variard entre un lote y otro segun la mezcla de 1gG usada.

Ademas, varias IgG monoméricas seran inevitablemente parte de la preparacion de IgG agregada por calor y, por
tanto, no permitirian que una preparacion de IgG agregada sin cantidades variables de 1gG monomérica se
considere que son impurezas. Sin embargo, los métodos para la preparacion de 1gG agregada tal como se describe
en el presente documento separan IgG monomérica y/o dimérica de IgG agregada y, por tanto, la IgG agregada
resultante tal como se obtiene/puede obtenerse mediante los métodos descritos en el presente documento es
diferente de la IgG agregada por calor de la técnica anterior.

Por tanto, es evidente que la IgG agregada por calor no es comparable con las preparaciones de 1gG agregada tal
como se divulga mediante la presente invencién, que ofrecen estabilidad a largo plazo y son perfectamente
adecuadas para pruebas de liberacion de lotes u otras pruebas de rutina.

Se prevé que las preparaciones de IgG humana agrupada tales como preparaciones de inmunoglobulina intravenosa
(IVIG), a veces también denominada inmunoglobulina plasmatica para administracion intravenosa, se deriven de
plasma agrupado de cientos de donantes sanos y contengan tanto anticuerpos inmunitarios como naturales (AcN)
que reflejan la experiencia de antigenos acumulada de la poblacion donante. Una preparacion de IgG humana
agrupada es, por su naturaleza, muy policlonal y contiene muchas especies de anticuerpo. Por tanto, contiene un
gran espectro de los denominados “anticuerpos inmunitarios” con especificidades dirigidas contra patégenos y
antigenos foraneos, asi como AcN que reaccionan con una amplia gama de antigenos incluyendo autoantigenos.
Los AcN se definen asi puesto que se generan en ausencia de inmunizacion deliberada e independientemente de la
exposicion a antigenos foraneos.

Ademas de preparaciones intravenosas, hay preparaciones disefiadas para administracion subcutanea (SCIG) e
intramuscular (IMIG). Tal como se usa en el presente documento, el término “IVIG” pretende abarcar preparaciones
de IVIG, SCIG e IMIG. Las formulaciones de IVIG se conocen bien e incluyen INTRAGAM® P, PRIVIGEN®,
HIZENTRA®, Gamunex®, Flebogamma ®, Octagam® y Gamimune®.

Una caracteristica compartida por la preparaciones de IgG humana agrupada, tales como preparaciones de IVIG, es
que se derivan de plasma o suero normal y que las principales especies de inmunoglobulina que contienen es IgG,
por ejemplo, al menos el 98% de la inmunoglobulina en INTRAGAM® P y PRIVIGEN® es IgG. Por consiguiente, una
preparacion de IgG humana agrupada tal como una IVIG puede considerarse una preparacion de IgG concentrada.

En realizaciones preferidas, la IVIG contiene al menos el 5% p/v, al menos el 10% p/v, al menos el 20% p/v o al
menos el 25% de inmunoglobulina.

Se proporcionan ejemplos de preparaciones de IVIG en el documento WO 2005/023867 en la tabla 1. Todos estos
ejemplos son preparaciones de IVIG preferidas que pueden aplicarse en el contexto de la presente invencion.

La 1gG humana agregada definida en el presente documento esta marcada opcionalmente, y el marcador esta
conectado o bien directamente o bien indirectamente con la IgG humana agregada. “Directamente” significa de ese
modo un marcador unido de manera covalente (que también puede comprender un conector), mientras que
indirectamente incluye la unién de la IgG humana agregada mediante una segunda entidad marcada que se une a la
IgG humana agregada, por ejemplo, un dominio de uniébn marcado tal como un anticuerpo o fragmentos del mismo
(por ejemplo, anticuerpos anti-humano tales como un anticuerpo secundario marcado anti-lgG humana). El
anticuerpo marcado secundario puede ser cualquier anticuerpo anti-IlgG disponible; en los ejemplos a continuacién
se uso anti-lgG humana de cabra marcado con R-ficoeritrina (Dianova, n.° de cat. 109-116-088); sin embargo, estan
comercialmente disponibles muchos otros anticuerpos que serian igual de adecuados. Entre otros, se prevén
“marcadores fluorescentes” en el contexto de la presente invencion, pero la presente invenciéon no se limita a los
mismos, es decir, estan asimismo previstos otros marcadores (por ejemplo, marcadores que pueden emplearse en
métodos inmunolégicos tales como métodos de ELISA). Los marcadores fluorescentes se seleccionan
preferiblemente del grupo que comprende agentes de punto cuantico, proteinas fluorescentes, colorantes
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fluorescentes, colorantes fluorescentes sensibles al pH, colorantes fluorescentes sensibles al voltaje y/o
microesferas marcadas fluorescentes. Se prefiere un marcador fluorescente que puede excitarse con un haz de
laser y que emite luz a una longitud de onda establecida que puede detectarse por medio de un aparato de FACS.

Para los experimentos que condujeron a la presente invencion, se usé el producto comercial Beriglobin® y se separé
la IgG humana agregada de IgG monomérica y dimérica mediante cromatografia de exclusion molecular (SEC)
preparativa (véase la descripcion detallada a continuacion y el ejemplo 2). Sin embargo, cualquier otra “proteina
humana” tal como se describe en el presente documento podria usarse como punto de partida para el aislamiento de
IgG humana agregada; por ejemplo, Beriglobin, Varitect y Vendig son productos adecuados actualmente en el
mercado aleman o una preparacion de IgG tal como se describe en el presente documento, por ejemplo, agrupando
IgG de plasma de al menos 100, 200, 300, 400, 500 o mas, preferiblemente 1000 o mas donantes humanos.
Cualquiera de estos “puntos de partida” (incluyendo proteina humana tal como se define en el presente documento,
preparaciones de IgG (agrupada) tales como IVIG) pueden usarse para el aislamiento de IgG humana agregada
mediante, por ejemplo, la cromatografia de exclusion molecular (SEC) preparativa (véase la descripcion detallada a
continuacion y el ejemplo 2). La FDA de los EE.UU. tiene 10 productos indicados en la actualidad. El uso de una
“proteina humana”, por ejemplo, Beriglobin como materia prima se prefiere particularmente, puesto que proporciona
una fuente controlada para el producto de IgG humana agregada que va a usarse como patron en las realizaciones
de la invencion. La IgG humana agregada puede ajustarse para tener un contenido de proteina de entre 0,35 mg/ml
y 1,40 mg/ml, preferiblemente entre 0,5 y 1,35 mg/ml. El experto serd consciente de que el contenido de proteina
puede ajustarse diluyendo con un tampén adecuado o concentrarse, por ejemplo, mediante ultrafiltracion. Se
proporciona orientacién adicional en los ejemplos 1y 2 de la presente invencion.

En la dltima etapa del método para determinar la estabilidad de una composiciébn que comprende o consiste
esencialmente en receptor de Fc gamma humano soluble A, 1IB, 1lIA y/o IlIB, la cantidad de IgG humana agregada
gue se une a la superficie y que se determina tal como se describe en el presente documento se compara con un
valor de referencia. Dicha etapa de comparacion permite la determinacion de la estabilidad de dicha composicion tal
como sigue.

Por ejemplo, cuanto mayor es la estabilidad de una composicién cuya estabilidad se determina en comparacién con
una composicion que también comprende receptores de Fc gamma, menos IgG agregada se unira a la superficie
que comprende receptor de Fc gamma humano IIA, 1IB, IlIA y/o IlIB, puesto que se unira a uno o mas receptores de
Fc gamma humanos solubles comprendidos por dicha composicion.

Por otro lado, por ejemplo, cuanto méas IgG agregada se una a la superficie que comprende receptor de Fc gamma
humano 1A, IIB, llIA y/o 1lIB, menos estable sera la composicion en comparacion con una composicion que también
comprende receptores de Fc gamma como la composicion cuya estabilidad se determina segun los métodos
descritos en el presente documento. Sin embargo, “menos estable” no significa que la composicion cuya estabilidad
se determina no sea valiosa. Por el contrario, para determinadas aplicaciones puede ser deseable tener una
composicion que sea, por ejemplo, menos estable que una composicion de referencia, puesto que puede ser
deseable tener una composicidon cuyos componentes tengan una semivida acortada, menos estabilidad al pH, etc.

Tal como se dijo, una composicion de referencia también comprende uno o mas de los receptores de Fc gamma
humanos como la composicion cuya estabilidad se determina segin los métodos de la presente invencién, y se
denomina en el presente documento composicion de referencia.

Para dicha composicion de referencia, el valor que refleja la cantidad de IgG humana agregada que se une a una
superficie se determiné tal como se describe en el presente documento de modo que dicho valor esta disponible
como valor de referencia. Por tanto, el valor de referencia se determina y esta, por tanto, disponible antes de que se
determine la estabilidad de una composicion segun la ensefianza de la presente invencién. Por consiguiente, dicho
valor de referencia puede entonces compararse con la cantidad de IgG humana agregada que se une a una
superficie tal como se determina segin se describe en el presente documento, cantidad que se convierte entonces
en un valor que se compara con un valor de referencia. Mediante esa comparacion, es posible determinar la
estabilidad de una composicién. De hecho, tal como se explicéd, se determiné un valor de referencia y dicho valor de
referencia refleja una determinada cantidad de IgG humana agregada unida a una superficie. Por tanto, el valor de
referencia refleja indirectamente la cantidad de IgG unida a uno o mas receptores de Fc humanos solubles
comprendidos por dicha composicion.

Por supuesto, una composicion de referencia sélo es entonces comparable con una composicion cuya estabilidad se
determina segun las realizaciones de la presente invenciéon si comprende ese mismo o mas receptores de Fc
gamma solubles en una cantidad comparable (idealmente, en la misma cantidad).

Un valor de referencia puede reflejar la estabilidad de una composiciéon tal como se describe en el presente
documento, por ejemplo, en cuanto a estabilidad a la temperatura, estabilidad al pH, estabilidad al tampén de
almacenamiento, estabilidad en anaquel, vida util, semivida, estabilidad (o resistencia) frente a la degradacion,
estabilidad respecto a la forma monomérica, etc. de los receptores de Fc gamma tal como se describe en el
presente documento. Sin embargo, no es decisivo qué propiedad de estabilidad o parametro de estabilidad de la
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composicion se determina, puesto que esto puede depender, por ejemplo, de las demandas y/o intereses y/o el
proposito para el que puede usarse la composicién.

De hecho, los métodos de la presente invencién no se limitan a las pruebas de ningln parametro especifico que
pueden influir en la estabilidad, puesto que los métodos de la presente invencién permiten una lectura general de la
estabilidad de una composicién, porque siempre es la cantidad de IgG humana agregada que se une a una
superficie tal como se describe en el presente documento la que se determina o, como alternativa, la cantidad de
IgG humana agregada que se une a uno o mas receptores de Fc gamma humanos solubles comprendidos por una
composicion cuya estabilidad se determina segun la ensefianza de la presente invencion.

Tal como se explicd anteriormente, cuanto menos IgG agregada se una a una superficie, mas potente o todavia
potente sera el uno o mas receptores de Fc gamma humanos solubles comprendidos en dicha composicion. Por
ejemplo, cuando se esta interesado en la estabilidad al pH de una composicién, el experto puede someter una
composicion de este tipo a diversas condiciones de pH y después someter a prueba la IgG humana agregada unida
a una superficie mientras estd en contacto con dicha composicion. Suponiendo que dicha composicion es estable,
por ejemplo, frente a un pH éacido, el uno o mas receptores de Fc gamma humanos solubles todavia seran capaces
de unirse a IgG humana agregada y, por tanto, se unira menos IgG agregada a una superficie tal como se describe
en el presente documento. Por supuesto, el experto sabe que puede que tenga que aplicar un tampén adecuado tras
haber sometido a prueba la estabilidad al pH cuando se realizan los métodos de la presente invencién. Por ejemplo,
un entorno demasiado acido o basico podria alterar los métodos descritos en el presente documento y, por tanto,
antes de aplicarlos, el experto puede tener que ajustar o adaptar las condiciones de tamponamiento mediante
medios y métodos cominmente conocidos en la técnica.

A modo de otro ejemplo, si se esté interesado en una composicion que tiene una vida util larga o resistencia frente a
la degradacion, se usa esa composicion como composicion de referencia y se determina la cantidad de 1gG
agregada unida a una superficie tal como se describe en el presente documento después de que se haya
almacenado la composicién, por ejemplo, durante uno, dos, seis o0 doce meses y se usa ese valor como valor de
referencia para la propiedad deseada de la composicién. Después de eso, dicho valor de referencia que refleja, por
ejemplo, la vida util larga o resistencia frente a la degradacion, se comparara con el valor que refleja la cantidad de
IgG humana agregada que se une a una superficie tal como se describe en el presente documento cuando también
se pone en contacto con la composicién cuya estabilidad se determina mediante los métodos de la presente
invencion.

Un valor de referencia que se determina, por ejemplo, tras doce meses de almacenamiento y que se considera que
cumple las expectativas del profesional médico, puede establecerse para que sea, por ejemplo, 100, siendo 100 un
valor relativo, puesto que simplemente refleja una determinada cantidad de IgG humana agregada unida a una
superficie.

Un valor de referencia se considera aceptable si al menos el 50%, preferiblemente el 60% o el 70%, mas
preferiblemente el 80% o el 90% de la IgG humana agregada no se une a una superficie, pero se une a uno o mas
receptores de Fc gamma humanos solubles comprendidos en la composicion cuya estabilidad se determina.
Especificamente, tal como se explico anteriormente, cuanto menos IgG humana agregada se una a una superficie,
mas se unira a uno 0 mas receptores de Fc gamma solubles y viceversa. Por consiguiente, cuanto mayor sea la
estabilidad de una composicién, menos IgG humana agregada se unird a una superficie y mas se unira a uno o mas
receptores de Fc gamma humanos solubles. A la inversa, cuanto menor sea la estabilidad de una composicion, méas
IgG humana agregada se unird a una superficie y menos se unird a uno o mas receptores de Fc gamma humanos
solubles.

La presente invencion también abarca un método para aislar IgG humana agregada del plasma mezclado de al
menos 500 donantes (sanos o “convencionales”) mediante cromatografia de exclusién molecular.

También se prevé que la IgG humana agregada de la invencién se complemente con o sustituya por las
correspondientes preparaciones de 1gG de primates no humanos, tales como macaco cangrejero, Callithrix, Macaca,
Saguinus o similares.

Los “FcyRIIA, FcyRIIB, FcyRINIA o FeyRIIIB humanos solubles” de la invencién son, por ejemplo, los descritos en los
documentos EP 1135486 y EP 1642 974 y EP 1 446 139. Los “FcyRIA, FcyRIIB, FcyRIIIA o FcyRIIIB humanos
solubles” de la invencion se caracterizan en una realizacion preferida por la ausencia de dominios transmembrana y
péptidos sefial. Los FcyR solubles reivindicados de la invencién comprenden o consisten en una realizacion preferida
de una secuencia de aminoacidos correspondiente a la de SEQ ID NO.: 1 (SM101, FcyRIIB humano recombinante),
SEQ ID NO.: 3 (FcyRIIB), SEQ ID NO.: 5 (FcyRIIA), SEQ ID NO.: 7 (FcyRIIIA) o SEQ ID NO.: 9 (FcyRIIIB) codificada
por las secuencias de acido nucleico respectivas SEQ ID NO.: 2, 4, 6, 8 y 10. La invencion también abarca FcyR
solubles que tienen al menos el 90%, preferiblemente el 95% de identidad con respecto a las proteinas de SEQ ID
NO.: 1, 3, 5, 7 0 9. Para la determinacion de la identidad de secuencia se hace una comparacion alineando las
secuencias de manera que proporcione la maxima correspondencia de aminoacidos. En una realizacién preferida de
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la invencion, el receptor de Fc gamma humano soluble es FcyRIIB (SEQ ID NO.: 3). En una realizacion mas
preferida, el receptor humano soluble es SM101 (SEQ ID NO.:1), que es un receptor FcyRIIB soluble. En una
realizacién adicional preferida de los métodos de la invencion, so6lo un receptor soluble (o, tal como se mencion6
anteriormente, una mezcla de proteinas que tenian todas al menos el 90% de identidad con respecto al receptor de
interés) debe someterse a prueba cada vez.

Las secuencias a las que se refiere la presente solicitud se representan a continuacion.

SEQ ID NO. 1 (SM101)

MAPPKAVLKL EPQWINVLQE DSVTLTCRGT HSPESDSIQW FHNGNLIPTH
TOPSYRFKAN NNDSGEYTCQ TGQTSLSDPV HLTVLSEWLV LQTPHLEFQE
GETIVLRCHS WKDKPLVKVT FFQNGKSKKEF SRSDPNEFSIP QANHSHSGDY
HCTGNIGYTL YSSKPVTITV QAPSSSP

SEQ ID NO. 2 (SM101, ADNc)

1
61
121
181
241
301
361
421
481

ATGGCACCGC
GATAGCGTTA
TTTCACAACG
AACAACGATA
CATCTGACCG
GGCGAAACCA
TTCTTCCAGA
CAGGCGAATC
TATAGCAGCA

CGAAAGCAGT
CCCTGACCTG
GCAATCTGAT
GCGGCGAATA
TTCTGAGCGA
TTGTTCTGCG
ACGGCAAAAG
ATAGCCATAG
AACCGGTGAC

SEQ ID NO. 3 (FcyRIIB humano)

TCTGAAACTG
TCGTGGCACC
TCCGACCCAT
TACCTGTCAG
ATGGCTGGTT
TTGCCACAGC
CAAAAAATTC
CGGCGATTAT
CATTACCGTT

GAACCGCAGT
CATAGCCCGG
ACCCAGCCGA
ACCGGTCAGA
CTGCAGACCC
TGGAAAGATA
AGCCGTAGCG
CATTGTACCG
CAGGCGCCGA

GGATTAACGT
ARAAGCGATAG
GCTATCGTTT
CCAGCCTGAG
CGCATCTGGA
AACCGCTGGT
ATCCGAATTT
GCAACATTGG
GCAGCAGCCC

TCTGCAGGAA
CATTCAGTGG
TAAAGCGAAC
CGATCCGGTT
ATTTCAGGAA
TAAAGTTACC
TAGCATTCCG
CTATACCCTG
GTAA

MGTPAAPPKA VLKLEPQWIN VLQEDSVTLT CRGTHSPESD SIQWFHNGNL IPTHTQPSYR
FKANNNDSGE YTCQTGQTSL SDPVHLTVLS EWLVLQTPHL EFQEGETIVL RCHSWKDKPL
VKVIFFONGK SKKFSRSDPN FSIPQANHSH SGDYHCTGNI GYTLYSSKPV TITVQAPSSS

P

SEQ ID NO. 4 (FcyRIIB humano, ADNCc)

1
61
121
181
241
301
30l
421
481
541

atggggacac
gtgctccagg
tccattcagt
ttcaaggcca
agcgaccctg
gagttccagg
gtcaaggtca
ttctccatcce
ggctacacgc
ccg

ctgcagctcc
aggactctgt
ggttccacaa
acaacaatga
tgcatctgac
agggagaaac
cattcttcca
cacaagcaaa
tgtactcatc

SEQ ID NO. 5 (FcyRIIA humano)

cccaaaggct
gactctgaca
tgggaatctc
cagcggggag
tgtgctttct
catcgtgctg
gaatggaaaa
ccacagtcac
caagcctgtg

gtgctgaaac
tgccggggga
attcccaccc
tacacgtgcc
gagtggctgg
aggtgccaca
tccaagaaat
agtggtgatt
accatcactg

tcgagcccca
ctcacagccc
acacgcagcc
agactggcca
tgctccagac
gctggaagga
tttccegtte
accactgcac
tccaagctcc

gtggatcaac
tgagagcgac
cagctacagg
gaccagcctc
ccctcacctg
caagcctctg
ggatcccaac
aggaaacata
cagctcttca

MGTPAAPPKA VLKLEPPWIN VLQEDSVTLT CQGARSPESD SIQWFHNGNL IPTHTQPSYR
FKANNNDSGE YTCQTGQTSL SDPVHLTVLS EWLVLQTPHL EFQEGETIML RCHSWKDKPL
VKVIFFONGK SQKFSHLDPT FSIPQANHSH SGDYHCTGNI GYTLESSKPV TITVQVPSMG

SSSP

SEQ ID NO. 6 (FcyRIIA humano, ADNc)
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1
61
121
181
241
301
30l
421
481
541

atggggacac
gtgctccagg
tccattcagt
ttcaaggcca
agcgaccctg
gagttccagg
gtcaaggtca
ttctccatcce
ggctacacgc
agctcttcac

ctgcagctcc
aggactctgt
ggttccacaa
acaacaatga
tgcatctgac
agggagaaac
cattcttcca
cacaagcaaa
tgttctcatc
caat

SEQ ID NO. 7 (FcyRIIA humano)

ES 2687716 T3

cccaaaggct
gactctgaca
tgggaatctc
cagcggggag
tgtgctttcce
catcatgctg
gaatggaaaa
ccacagtcac
caagcctgtg

gtgctgaaac
tgccaggggg
attcccaccc
tacacgtgcc
gaatggctgg
aggtgccaca
tcccagaaat
agtggtgatt
accatcactg

ttgagccccce
ctcgcagccce
acacgcagcc
agactggcca
tgctccagac
gctggaagga
tctcccattt
accactgcac
tccaagtgcc

gtggatcaac
tgagagcgac
cagctacagg
gaccagcctc
ccctcacctg
caagcctctg
ggatcccacc
aggaaacata
cagcatgggc

MDLPKAVVEL EPQWYRVLEK DSVTLKCQGA YSPEDNSTQWE HNESLISSQA SSYFIDAATV
DDSGEYRCQ TNLSTLSDPV QLEVHIGWLL LOAPRWVFKEE DPIHLRCHSW KNTALHKVTY
LONGKGRKY FHHNSDEFYIP KATLKDSGSY FCRGLVGSKNV SSETVNITIT QGLSVSTISS

F

SEQ ID NO. 8 (FcyRIIIA humano, ADNc)

1 atggatctcccaa aggctgtggt gttcctggag cctcaatggt acagggtgct
cgagaaggac

61
121
181
241
301
361
421
481
541

agtgtgactc
cacaatgaga
gacgacagtg
ctagaagtcc
gaccctattce
ttacagaatg
gccacactca
tcttcagaga
ttc

tgaagtgcca
gcctcatctce
gagagtacag
atatcggctg
acctgaggtg
gcaaaggcag
aagacagcgg
ctgtgaacat

SEQ ID NO. 9 (FcyRIIIB humano)

gggagcctac
aagccaggcc
gtgccagaca
gctgttgcetc
tcacagctgg
gaagtatttt
ctcctacttc
caccatcact

tccectgagg
tcgagctact
aacctctcca
caggcccectce
aagaacactg
catcataatt

tgcagggggce
caaggtttgt

acaattccac
tcattgacgc
ccctcagtga
ggtgggtgtt
ctctgcataa
ctgacttcta
ttgttgggag
cagtgtcaac

acagtggttt
tgccacagtt
cccggtgcag
caaggaggaa
ggtcacatat
cattccaaaa
taaaaatgtg
catctcatca

MDLPKAVVELE PQWYSVLEKD SVTLKCQGAY SPEDNSTOWE HNENLISSQA SSYFIDAATV
NDSGEYRCQT NLSTLSDPVQ LEVHIGWLLL QAPRWVFKEE DPIHLRCHSW KNTALHKVTY
LONGKDRKYF HHNSDFHIPK ATLKDSGSYF CRGLVGSKNV SSETVNITIT QGLAVSTISS

F

SEQ ID NO. 10 (FcyRIIIB humano, ADNc)

1 atggatctcc
gcttgagaag

61l gacagtgtga
cacacagtgg

121 tttcacaatg
cgctgccaca

181 gtcaacgaca
tgacccggtg

241 cagctagaag
gttcaaggag

301 gaagacccta
taaggtcaca

361 tatttacaga
ccacattcca

421 aaagccacac
gagtaaaaat

481 gtgtcttcag
aaccatctca

541 tcattc

caaaggctgt
ctctgaagtg
agaacctcat
gtggagagta
tccatatcgg
ttcacctgag
atggcaaaga
tcaaagatag

agactgtgaa

ggtgttcctyg
ccagggagcc
ctcaagccag
caggtgccag
ctggctgttyg
gtgtcacagc
caggaagtat
cggctcctac

catcaccatc

gagcctcaat
tactccccectg
gcctecgagcet
acaaacctct
ctccaggccce
tggaagaaca
tttcatcata
ttctgcaggg

actcaaggtt

ggtacagcgt
aggacaattc
acttcattga
ccaccctcag
ctcggtgggt
ctgctctgca
attctgactt

ggcttgttgg

tggcagtgtc
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Aunque las realizaciones de la invencién se refieren a FcyR humanos, también podrian aplicarse a FcyR de otros
mamiferos, especificamente a los de ratones o primates tales como monos.

La “superficie que comprende receptor de Fc gamma humano IIA, 1IB, llIA y/o 1lIB” es o comprende en algunas
realizaciones una célula o linea celular, preferiblemente una célula de mamifero o una linea celular de mamifero que
expresa uno o mas receptores de Fc gamma humanos IIA, 1IB, IlIIA y/o IlIB. Estas células expresan en algunas
realizaciones el receptor de Fc gamma humano A, 1IB, IlIA o IlIB en ausencia de cualquier otro receptor de Fc
gamma humano, es decir, estas células/lineas celulares s6lo expresan un FcyR. Se prefiere particularmente que
dicha superficie que comprende receptor de Fc gamma humano IIA, IIB, IlIA y/o 1lIB comprenda basicamente, o
incluso exclusivamente, FcyRIIB humano. En una realizaciéon adicional preferida, el subtipo del receptor de Fc
gamma humano comprendido en dicha superficie y el subtipo del receptor de Fc gamma humano comprendido en
dicha composicion de receptor de Fc gamma humano soluble es idéntico. Cuando esta sometiéndose a prueba
FcyRIIB, las células expresan preferiblemente sélo FcyRIIB, tal como la linea celular linfoblastoide Raji (CCL-86,
ATCC). Para FcyRIIA puede usarse la linea celular eritroleucémica K562 (CCL-243, ATCC), y para FcyRIIIA puede
usarse la linea celular NKL (Robertson et al., Exp. Haematol. 1996, 24(3):406-15). Alternativamente, pueden usarse
células CHO transfectadas con el/llos FcR de interés. En la técnica se conocen bien métodos para la transfeccion de
células CHO para expresar una proteina de interés; este método se describe, por ejemplo, en Bruhns et al., Blood
2009, 113:3716-3725.

También se prevé que la “superficie que comprende receptor de Fc gamma humano IIA, 11B, IlIA y/o IlIB” sea o
comprenda una superficie sélida que puede recubrirse con receptor de Fc gamma humano lIA, 11B, 1lIA y/o llIB. Una
“superficie sélida” comprende de ese modo o bien un material particulado (perlas) que, por ejemplo, puede atraerse
magnéticamente o una superficie plana tal como una placa para ELISA o una unidad de deteccion Biacore. El
material de dicha superficie puede ser cualquier material sélido adecuado tal como plastico, polimeros, metal, vidrio,
etc. que puede emplearse en los métodos respectivos. El recubrimiento de proteinas como receptor de Fc gamma
humano 1A, 1IB, IlIA y/o 1lIB en una superficie sdlida (por ejemplo, una superficie plana o una superficie particulada)
se lleva a cabo mediante métodos convencionales que los conoce bien el experto. El recubrimiento de una superficie
sélida puede llevarse a cabo con “FcyRIIA, FcyRIIB, FcyRIIIA o FcyRIIIB humano” y/o con “FcyRIIA, FcyRIIB, FcyRINA
o FcyRIIIB humano soluble” de la invencidon, puesto que no hay necesidad de expresion bioldgica sobre la superficie
celular (lo que requeriria un anclaje a la membrana).

En una realizacion preferida, la invencién se basa en el uso de IgG humana agregada en un método in vitro para
determinar la actividad de unién de receptores de Fc gamma humanos solubles. La primera etapa del método de la
invencion comprende poner en contacto una célula de mamifero de una linea celular que expresa sé6lo uno de los
receptores de Fc gama humanos IlA, IIB, IlIA o 1lIB (preferiblemente en ausencia de cualquier otro receptor de Fcy)
con una cantidad establecida de IgG humana agregada y una cantidad establecida del correspondiente receptor de
Fc gamma humano soluble [IA,; 1IB 1lIA o 1lIB. Se prefiere que las células de mamifero elegidas para la primera etapa
del método expresen solo el receptor de Fc gamma de interés y, si es posible, ningln otro receptor de Fc gamma,
puesto que la presencia de receptores adicionales que se unen a IgG podria interferir con la actividad del FcyR
soluble que esta sometiéndose a prueba.

“Determinar la cantidad de IgG humana agregada que se une a dicha superficie” se refiere a la mediciéon o
cuantificacion de la cantidad de IgG humana agregada unida a la superficie, es decir, lo que se mide preferiblemente
en el contexto de la presente invencion es la cantidad de IgG humana agregada que se une a la superficie que
comprende receptor de Fc gamma humano IIA, 1IB, IlIA y/o 1lIB. Dicha IgG humana agregada unida se detecta, por
ejemplo, por medio de un marcador indirecto (por ejemplo, un dominio de unién anti-lgG humana) o por medio de un
marcador directo (es decir, la IlgG humana agregada se marca directamente, tal como se explica en el presente
documento en otra parte). Por ejemplo, un nivel bajo de anticuerpo secundario marcado unido a la 1gG humana
agregada indica un nivel alto de union del FcyR soluble a la IgG humana agregada y viceversa.

Asimismo, es alternativa o adicionalmente posible analizar, medir o cuantificar la cantidad de IgG humana agregada
que se retird mediante lavado (antes de la etapa (c) de los métodos de la invencién), dicha IgG humana agregada se
une al FcyR soluble de interés (que estaba comprendido en la composicién) y se elimina por lavado junto con el
mismo.

La “etapa de poner en contacto” de los métodos de la invencién implica poner la superficie, el receptor y la 1gG
humana agregada en contacto fisico entre si, de modo que pueden unirse entre si. Esta etapa puede implicar una
etapa de incubacién, de modo que los reactivos tienen tiempo para reaccionar.

El término “cantidad establecida” indica simplemente que la cantidad de los respectivos reactivos debe fijarse, de
modo que los resultados pueden estimarse o incluso cuantificarse. Por ejemplo, y tal como puede observarse a partir
de los ejemplos a continuacion, se empleé una cantidad convencional de IgG humana agregada con una dilucién en
serie del receptor soluble, de modo que la cantidad a la que el receptor soluble inhibe la union de IgG humana
agregada a la superficie puede determinarse.
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La etapa de lavado del método de la invencién implica la retirada de IgG humana agregada no unida y FcyR humano
soluble no unido mediante “lavado” antes de la etapa (c). Debe indicarse que esta etapa se refiere a la retirada de
reactivos que no estan unidos a la superficie usada en el método. La etapa de lavado puede realizarse con cualquier
tampon convencional, tal como el tampoén de FACS usado en los ejemplos a continuacion.

Cuando se aplica a una dilucién en serie del FcyR soluble de la invencidn, la “deteccion” del marcador permite la
determinacion de la Clsg del FcyR soluble. La “concentracién inhibitoria méxima media (Clsp)” es una medida de la
eficacia de un compuesto en la inhibicion de la funcion biolégica o bioquimica. Esta medida cuantitativa indica
cuanto se necesita de un farmaco particular u otra sustancia para inhibir un proceso biolégico a la mitad. Es decir, es
la concentracion inhibitoria (Cl) méxima media (50%) de una sustancia (el 50% de la Cl, o Clsg). Se usa comdnmente
como una medida de potencia de farmacos antagonistas en investigacion farmacolégica. Segun la FDA, la Clsg
representa la concentracion de un farmaco que se requiere para conseguir el 50% de inhibicién in vitro. Por tanto, en
el presente contexto, la cantidad de IgG agregada unida a las células de mamifero en comparacién con la cantidad
de 1gG agregada usada en el método permite la determinacion de la cantidad del FcyR necesaria para inhibir el 50%
de la unién de IgG agregada a la célula. Asimismo, pudo medirse la Clgs, que es la cantidad necesaria para inhibir el
95% de la unidn de 1gG a las células. El experto en la técnica puede usar cualquier otra técnica de evaluacion para
los datos, por ejemplo, el método logistico de cuatro pardmetros (4PL) segun la Farmacopea europea 5.0; 2005;
capitulo 5.3 (“Statistical analysis of results of biological assays and tests”).

En una realizacion particularmente preferida del método in vitro de la invencion, el receptor humano soluble es
FcyRIIB (SEQ ID NO.: 3), incluso més preferiblemente SM101 (SEQ ID NO.: 1), las células son células Raiji, la 1IgG
humana agregada se aisla a partir de una preparacién de IgG humana, por ejemplo, Beriglobin® y el anticuerpo
secundario tiene un marcador de fluorescencia que puede excitarse con un haz de laser y que emite luz a una
longitud de onda establecida que puede detectarse por medio de un aparato de FACS.

La invencion también se refiere a un kit que comprende una superficie de la invencion y/o la IgG humana agregada
de la invencion. Dicho kit puede comprender ademas medios que son necesarios para llevar a cabo los métodos de
la invencién (por ejemplo, un marcador, tampones, valores de referencia, controles, patrones, etc.).

La invencion también se refiere a IgG humana agregada tal como se divulga en el presente documento.

En los experimentos descritos a continuacion, se encontrd, usando el método in vitro de la invencion, que SM101
(FcyRIIB humano soluble, SEQ ID NO.: 1) compite con FcyRIIB unido a células en células Raji por la unién a I1gG
agregada, y que aumentar las concentraciones de SM101 afiadido a cantidades constantes de células y Beriglobin
agregado da como resultado la inhibicién progresiva de la union de IgG agregada a FcyRIIB unido a membrana. Esta
prueba permite la determinaciéon de posibles dosificaciones de SM101 necesarias para aplicaciones médicas o de
diagndstico. EI método también puede usarse en el control de calidad de SM101 para garantizar que diferentes lotes
tengan actividad de unién constante. Asimismo, el método puede aplicarse a cualquier otro FcyR soluble con el fin
de determinar posibles dosificaciones y como control de calidad para garantizar que diferentes lotes de FcyR soluble
tengan la misma actividad de union. Por tanto, el método in vitro de la invencion proporciona una nueva prueba para
determinar la actividad de union de FcyR solubles basandose en el hallazgo de que puede usarse IgG agregada
para imitar inmunocomplejos de IgG in vitro.

Especificamente, en el ejemplo 1 a continuacion, el método in vitro de la invencién, también denominado “el ensayo
de potencia basado en células para SM101”, permite una determinacién de la actividad/funcion biolégica de SM101.
El uso de la linea de células B humanas establecida Raji e IgG humanas agregadas policlonales (Beriglobin, fraccion
agregada) representa una excelente configuracion para analizar la actividad de SM101 por medio de un ensayo
basado en células. En los ejemplos, SM101 ha mostrado inhibicion de la uniéon de IgG humanas agregadas a
FcyRIIB unido a membrana en células Raji en varios experimentos de FACS diferentes. Se us6 una dilucién en serie
de SM101 para determinar los valores de Clso para SM101. En el ejemplo 1 a continuacion se usoé la dilucion en
serie con concentraciones finales de 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,03125, 0,01565, 0,0078, 0,0039, 0,00195 pg/ul,
aunque también podrian usarse las series de 1,3664, 0,80, 0,40, 0,20, 0,10, 0,06, 0,036, 0,0216, 0,01296, 0,00648,
0,003888, 0,001944 ug/ul o cualquier otra serie de dilucién que permita una curva lineal en el area de interés,
aunque también podrian usarse otras series de concentracion. La Kp aparente medida de 0,98x10°M es
comparable con los datos encontrados en la bibliografia de 1,4x10° M usando FcyRIIB soluble derivado de células
de insecto (glicosilado) (Sondermann et al., Biochemistry 1999, 38(26):8469-77) o de 1,67x10° M usando sFcyRIIB
recombinante de E. coli (Maenaka et al., J Biol Chem. 2001, 276(48):44898-904). La Clso calculada de SM101 de
17,7 ng/ml (ejemplo 1) encaja con los valores de Clsg tal como se determind en otros ensayos.

En el ejemplo 1.6, los inventores fueron capaces de demostrar que la actividad bioldégica de la especialidad
farmacéutica en investigacion de SM101 es comparable con la del patrén de referencia. Especificamente, respecto
al método reivindicado de determinacion de la actividad de union, el ejemplo 1 proporciona un protocolo detallado
para FcyRIIB humano soluble usando células Raji. El experto seria muy consciente de los ajustes necesarios para
adaptar este método a otros receptores y tipos de célula. El protocolo a modo de ejemplo usado en el ejemplo 1 se
repite a continuacion, pero el experto es muy consciente de posibles variaciones en este protocolo:
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1. Determinar la concentracion celular de un cultivo de células Raji

2. Recoger células Raji mediante centrifugacion

3. Preparar series de concentracién de receptor de Fc gamma (por ejemplo, SM101) en placa de pocillos
4. Preparar tampon de Beriglobin agr. = “mezcla de Beri agr.”

5. Resuspender células Raji de la etapa 2 en la “mezcla de Beri agr.” de la etapa 4

6. Afadir suspension de células Raji a cada pocillo que contiene las series de concentracion de receptor de Fc
gamma (por ejemplo, SM101)

7. Incubar sobre hielo

8. Afiadir “tampo6n de FACS” a cada pocillo y centrifugar

9. Desechar el sobrenadante

10. Afladir mezcla de anticuerpo secundario a cada pocillo

11. Afadir “tampén de FACS” y centrifugar

12. Desechar el sobrenadante

13. Anadir “tampdn de FACS” y transferir la muestra a tubos de poliestireno y analizar en FACS.

El ejemplo 2 proporciona un método especifico para el aislamiento de |gG agregada a partir de Beriglobin. De nuevo,
el experto seria muy consciente de las posibles variaciones de este método que conducirian a un resultado similar.
Especificamente, el método para la produccién de IgG agregada divulgado en este documento puede resumirse
mediante las siguientes etapas:

1. Ajustar Beriglobin® 160 mg/ml a 100 mg/ml con PBS-N

2. Separar mediante SEC (cromatografia de exclusién molecular) preparativa usando una columna que puede
separar IgG agregada de IgG monomérica o dimérica, por ejemplo columna: Superdex 200 10/300 GL, fase mévil:
His 5 mM, NaCl 150 mM pH 6,5, NaNs al 0,01% (p/v), flujo de 0,5 ml/min a temperatura ambiente, inyeccién: 100 pl
con 0,4 g/l (véase la figura 12)

3. Determinar el contenido en proteinas de la fracciéon de IgG agregada

4. Opcional: si el contenido es <0,50 mg/ml, concentrar mediante ultrafiltracion o si el contenido es >1,40 mg/ml,
diluir con PBS-N (solucion salina tamponada con fosfato con azida de sodio al 0,02%)

5. Ajustar con glicerol hasta el 20% (v/v)
6. Tomar alicuotas de 0,5 ml y ultracongelar en nitrégeno liquido.

El método mencionado anteriormente para el aislamiento de IgG agregada también puede aplicarse a cualquier otra
preparacion de IgG humana, por ejemplo, tal como esta disponible en la técnica o se describe en el presente
documento.

En el ejemplo 3, se sometieron a prueba el contenido y la pureza de la IgG agregada aislada segun el ejemplo 2. Por
tanto, los ejemplos 2 y 3 proporcionan al experto orientacién especifica sobre la IgG agregada que va a usarse en el
método de la invencion. Especificamente, al usar SEC (cromatografia de exclusion molecular) a 1 ml/min usando
PBS-N (solucién salina tamponada con fosfato con azida de sodio al 0,02%) como tampdn, se encontré que la IgG
agregada eluia tras aproximadamente 115 ml cuando se usa un dispositivo Superdex 200, HiLoad 26/60, GE
Healthcare, usando Akta Explorer 10 FPLC o cualquier otro FPLC adecuado. El contenido en proteinas del eluato se
midié entonces segun la etapa 1 del ejemplo 3y, si es necesario, se ajustd hasta un valor de entre 0,30 y 1,4 mg/ml,
preferiblemente entre 0,50 y 1,35 mg/ml, incluso mas preferiblemente entre. Después de esto, se midi6 el contenido
de pureza de la IgG agregada segun el método del ejemplo 2, etapa 2 y se garantiz6é que el area de pico relativa de
IgG agregada/oligomérica fuera de al menos el 70%, preferiblemente al menos el 80%, el 90% y lo mas
preferiblemente al menos el 95%.

Se estudié ademas la robustez del método de la invencidon en experimentos de validacion previa (ejemplos 4-10),
sometiendo a prueba la influencia de la calidad de IgG agregada usada, el efecto de cantidades variables de IgG
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monomérica en la muestra de prueba, la estabilidad de expresién de FcyRIIB unido a membrana en células Raji
cultivadas o recién descongeladas, el efecto de bloqueo de FcyRIIB unido a membrana en Raji mediante anticuerpo
monoclonal y para determinar la estabilidad de la tincién de fondo del anticuerpo secundario anti-humano usado en
células Raji. Se valoro la estabilidad dentro del ensayo y entre ensayos comparando los valores medios obtenidos
de Kp aparente y Clso de n = 25 experimentos. Por tanto, puede concluirse que el método in vitro de la invencion (el
ensayo de potencia basado en células) es una herramienta adecuada para evaluar la potencia de nuevos lotes de
SM101 en comparacion con el patrén de referencia.

Los hallazgos anteriores y los métodos y protocolos especificos descritos en los ejemplos también podrian aplicarse
a FcyRIIA, FcyRIIIA o FcyRIIIB en combinacion con células adecuadas tales como la linea celular eritroleucémica
humana K562 para FcyRIIA o células NKL humanas para FcyRIIIA. Alternativamente, pudieron transfectarse células
de ovario de hamster chino (células CHO) con el FcyR de interés y usarse en el método in vitro de la invencion. Con
respecto a los métodos de preparacion de IgG agregada del ejemplo 2 y los controles del ejemplo 3, estos métodos
se aplicarian igualmente a otros productos de preparacién de IgG humana en el mercado tales como Varitect o
Venbig, que podrian usarse en lugar de Beriglobin.

Debe indicarse que, tal como se usan en el presente documento, las formas en singular “un”, “una” y “el/la”, incluyen
las referencias en plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por tanto, por ejemplo, la
referencia a “un reactivo” incluye uno o mas de tales reactivos diferentes y la referencia a “el método” incluye la
referencia a etapas y métodos equivalentes conocidos por los expertos habituales en la técnica que podrian
modificarse o sustituirse por los métodos descritos en el presente documento.

A menos que se indique lo contrario, el término “al menos” que precede a una serie de elementos, ha de entenderse
gue se refiere a cada elemento en la serie. Los expertos en la técnica reconoceran, o seran capaces de determinar
usando no mas que experimentacion de rutina, muchos equivalentes a las realizaciones especificas de la invencion
descritas en el presente documento. Se pretende que tales equivalentes estén abarcados por la presente invencion.

En toda esta memoria descriptiva y las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera lo contrario, el
término “comprender”, y variaciones tales como “comprende” y “que comprende”, se entendera que implica la
inclusiéon de un namero entero o etapa o0 grupo de nimeros enteros o etapas establecidos, pero no la exclusion de
ningun otro nimero entero o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas. Cuando se usa en el presente documento,
el término “que comprende” puede sustituirse por el término “que contiene” o, a veces cuando se usa en el presente
documento, por el término “que tiene”.

Cuando se usa en el presente documento “que consiste en” excluye cualquier elemento, etapa o componente no
especificado en el elemento de la reivindicacion. Cuando se usa en el presente documento, “que consiste
esencialmente en” no excluye materiales o etapas que no afectan materialmente a las caracteristicas basicas y
novedosas de la reivindicacion.

Tal como se usa en el presente documento, “realizacion preferida” significa “realizacion preferida de la presente
invencion”. Asimismo, tal como se describe en el presente documento, “diversas realizaciones” y “otra realizacion”
significan “diversas realizaciones de la presente invencidon” y “otra realizacién de la presente invencion”,
respectivamente.

Figuras
Las figuras muestran:

Figura 1: Estrategia de seleccién para el analisis de FACS que muestra SSC-A/FSC-A de 1x10° células Raji. G1
comprende células viables (el 94,9% de células totales). Se analizan células viables para determinar la union de
anticuerpo secundario (ahu IgG(H+L)-PE) a IgG humana agregada unida a membrana (Beriglobin agr.) en ausencia
de SM101. Diagrama de grafico de puntos incluido para ilustracién de la distribucion de la poblaciéon Unicamente, el
grafico de histograma en el extremo derecho representa células Raji con IgG agregada humana unida (Beriglobin
agr.).

Figura 2: Solapamiento de histogramas de muestras incubadas con concentraciones de SM101 variables (FcyRIIB
humano) (concentraciéon mas baja 0 ug/ul, intervalo de concentraciéon de las muestras 0,0078 - 0,5 pg/ul). Un
desplazamiento de los histogramas correspondientes en el solapamiento en la direccién del control negativo (tincion
con anticuerpo secundario solo (= sek AK, rojo sombreado) indica inhibicién de la unién de IgG agregadas humanas
(Beriglobin agr.) a células. Se muestra la mediana de fluorescencia de PE-A de muestras en el lado derecho.

Figura 3: Solapamiento de histogramas de experimento de control usando alblimina sérica de pollo (CSA) en
concentraciones variables de SM101 (concentracion mas baja 0 ug/ul, intervalo de concentracion de las muestras
0,0078 - 0,5 pg/ul). Control negativo (SM101_sekAK.fcs; tincion de células con anticuerpo secundario Unicamente en
rojo sombreado).
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Figura 4: Se ajustaron valores de mediana medidos normalizados a partir de la tabla 1 del ejemplo 1 a la ecuacion
de Langmuir.

Figura 5: Datos ajustados a la funcién logistica sigmoidea que muestran el % de inhibicién frente a la concentracion
mésica de SM101 (ug/ul) usando datos del experimento de FACS 7 (FACS007).

Figura 6: Diagrama de Langmuir de datos ajustados a valores de mediana medidos normalizados de patron de
referencia de SM101 y SM101 IMP tal como se calcula en la tabla 3 (datos de FACS021).

Figura 7: Purificacion de IgG agregada mediante SEC preparativa. Se muestra la densidad Optica del eluato a
280 nm (trazo superior), 260 nm (trazo inferior) y la conductividad (trazo de linea). Las fracciones de IgG humana
agregada agrupadas estan sombreadas en gris.

Figura 8: SEC analitica de diversas fracciones de IgG humana agregada. Se muestran cromatogramas tras
inyeccion de tampon de blanco (trazo inferior, linea), inyeccion de 50 pg de IgG monomérica de Beriglobin® (trazo
con el mayor pico) correspondiente al pico a aproximadamente 180 ml en el cromatograma de SEC preparativa c.f.,
inyeccion de 50 pg de IgG dimérica de Beriglobin® (trazo con el menor pico) correspondiente al pico a
aproximadamente 145ml en el cromatograma de SEC preparativa c.f., inyeccion de 24ug de IgG
agregada/oligomérica del lote 27/10/10 (superposicion inferior del primer pico) e inyeccién de 24 ng de IgG
agregada/oligomérica del lote 15/07/11 (superposicién superior del primer pico). Se presentan el cromatograma
completo (a) y una seccion aumentada (b).

Figuras 9a/b: Integracion a modo de ejemplo de cromatogramas de SEC analitica del lote de IgG humana agregada
27/10/10 (a) y el lote 15/07/11 (b).

Figura 10: Andlisis de FACS de cantidades variables y diferentes lotes (Beri 1, Beri 2 o Beri 3) de IgG humana
agregada unida a células viables Raji.

Figura 11: (a) Dependencia del pH de la unién de IgG agregada a células Raji (mediana de IMF) (b) mediana de IMF
de la dependencia del pH. Grafico que muestra la mediana de IMF de la muestra — mediana de IMF de anticuerpo
secundario (control).

Figura 12: Aislamiento de 1gG agregada de dos preparaciones de IgG agrupadas disponibles (Beriglobin, lote n.°
26840311A y Subcuvia, lote n.° BVNG1M032A), columna: Superdex 200 10/300 GK; fase movil: His 5 mM, NaCl
150 mM pH 6,5, NaN3 al 0,01% (p/v); flujo: 0,5 ml/min a temperatura ambiente; inyeccién: 100 wl con 0,4 g/l.
Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion. No debe interpretarse que estos ejemplos limitan el alcance de esta
invencion. Los ejemplos se incluyen con el propésito de ilustracion y la presente invencion esta limitada dnicamente
por las reivindicaciones. Se usan las siguientes abreviaturas en los ejemplos (y en la descripcion):

g aceleracion gravitacional de la Tierra

C cromatografia de liquidos de alta resolucién

MWCO corte de peso molecular en kDa

PBS-N Solucion salina tamponada con fosfato con azida de sodio al 0,02%

rpm revoluciones por minuto

SEC cromatografia de exclusion molecular

FSC Dispersion frontal

SSC Dispersion lateral

1gG Inmunoglobulina G

PE Ficoeritrina

FACS Clasificacion celular activada por fluorescencia

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
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ELISA Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
IMP Especialidad farmacéutica en investigacion
UA Unidades de absorbancia

Ejemplo 1

1.1 Resumen del experimento

En este ejemplo se usé el método in vitro de la invencion (también denominado ensayo de potencia de FACS) para
determinar la actividad de union de SM101 (FcyRIIB, sFcyRIIB humano soluble).

Especificamente, se incubaron células humanas de la linea celular Raji (DSMZ n.° ACC319, linfoma de Burkitt
humano) que expresaban FcyRIIB con una cantidad constante de ligando agregado (IgG humana) y cantidades
variables de SM101 (es decir, sFcyRIIB SEQ ID NO.: 1). SM101 compite con la proteina de FcyRIIB unida a células,
gue representa el Unico receptor de Fcy (union a IgG) expresado en Raiji.

Puede detectarse 1gG agregada unida a células que expresan FcyRIIB por medio de anticuerpo secundario policlonal
marcado por fluorescencia que reconoce tanto la cadena pesada como ligera de IgG humana, seguido por andlisis
de FACS de las células. Concentraciones crecientes de SM101 afiadido a cantidades constantes de células e IgG
agregadas dan como resultado una inhibicion progresiva de la union de IgG a FcyRIIB unido a membrana. Se usan
muestras de control en paralelo con células no tefiidas, asi como células incubadas exclusivamente con anticuerpo
secundario para determinar tanto la autofluorescencia de las células usadas como la unidn inespecifica de
anticuerpo secundario.
Se llevé a cabo andlisis de FACS registrando 1x10* células viables en una maquina FACS-Canto-Il de Becton,
Dickinson & Company (BD) usando software FACS-Diva de BD. Se evaluaron los datos usando software FlowJo
(Treestar Inc. OR/EE.UU.).
1.2 Materiales:
- Placas: forma de U, 96 pocillos (Cellstar, n.° 650180)
- Tubos: tubos Falcon de 15 ml

5 ml, poliestireno, 12 x 75 mm (BD, n.° 352054)

- Pipetas: estériles, filtradas de 10 ml, 5 ml (TPP n.° 94010, 94005), puntas Filter graduadas de 1-200 pl, 101 -
1000 pl (StarLab, n.° S1120-8810 y S1126-7810)

- Cinta adhesiva de microplacas (83 mm, 66 m, Permacel, n.° 25082)

- Patron de referencia de SM101 (sFcyRIIB):
8,2 mg/ml, 416 uM almacenado a -80°C

- Tampodn de FACS:
HBSS (Gibco, n.° 14175) + FCS al 5% (Gibco, n.° 10270-106) + azida de sodio al 0,01% (p/v) (Merck)

- Medio de cultivo celular:
Medio TM:
RPMI (Gibco, n.° 31570) + MEM-NEA al 1% (Gibco, n.° 11140) + piruvato de sodio al 1% (Gibco, n.° 11360)
+ GlutaMAX-l1 2 mM (disolucién madre 200 mM, Gibco, n.° 35050-061) + FCS al 10% (Gibco, n.° 10270-
106)

- 1gG (Beriglobin agregado):
IgG 0,96 mg/ml en PBS/azida de sodio al 0,02% (p/v) con glicerol al 20% (v/v), almacenada a -80°C.
Aislada mediante cromatografia de exclusion molecular en Superdex-200 (16/60) o Superdex 200 (10/300)

GL. Material de partida: Beriglobin® (ZLB Behring GmbH, Ch.-B. 23840311B o Ch.-B. 26840311A; ampolla
de 5 ml) o Subcuvia® Ch.-B. BVNG1M032A
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- Anticuerpo secundario:

Fragmento (Fab); anti-lgG humana de cabra (H+L) conj. con R-ficoeritrina (Dianova, n.° de cat. 109-116-088).

1.3 Protocolo:

1. Determinar la concentracion celular de un cultivo de células Raji con una densidad de 0,2 - 1,0 x 10° células/ml.

2. Recoger 1,2 x 10° células Raji, centrifugar 5 min a 477 x g en un tubo Falcon de 15 ml.

3. De aqui en adelante, todas las etapas deben realizarse sobre hielo o a 4°C.

4. Preparar series de concentracion de SM101 en placa de 96 pocillos (fondo de U) empezando con SM101 1,0 pg/ul
y terminando con 0,0039 pg/ul (diluyente: “tampén de FACS”), asi como muestras de control (SM101 O pg/ul que va
a usarse para anticuerpo secundario Unicamente) afiadiendo 50 Wl de medio TM a pocillos de control

correspondientes.

5. Preparar 500 pl de Beriglobin agregado 50 pg/ml en tampén de FACS (por ejemplo, afiadiendo 26,04 pl de una
disolucién madre 0,96 pg/ul a 473,96 pl de tampodn de FACS) = “mezcla de Beri agr.”

6. Resuspender 1,2 x 10° células Raji de la etapa 2 en los 500 pl de “mezcla de Beri agr.” de la etapa 5 y mezclar
concienzudamente (vortex, 30 s, velocidad media).

7. Anadir 50 ul de suspension de células Raji a cada pocillo que contiene 50 ul de las series de concentracion de
SM101 y a los pocillos de control (volumen final = 100 pl).

8. Incubar durante 30 min sobre hielo en la oscuridad.

9. Afadir 150 ul de “tampon de FACS” a cada pocillo, sellar los pocillos usando cinta adhesiva y centrifugar durante
5 mina 513 x g.

10. Preparar 1 ml de mezcla de anticuerpo secundario 1/100 en “tampon de FACS”.

11. Desechar el sobrenadante y agitar en voértex la placa brevemente con sellos sobre los pocillos para evitar la
contaminacion cruzada.

12. Afiadir 50 ul de mezcla de anticuerpo secundario a cada pocillo, excepto al control no tefiido.
13. Incubar durante 30 min sobre hielo en la oscuridad.

14. Anadir 150 pl de “tampdn de FACS” y centrifugar durante 10 min a 513 x g.

15. Desechar el sobrenadante y agitar en vortex la placa brevemente con sello sobre la placa.

16. Anadir 150 ul de “tampdén de FACS” y transferir la muestra a tubos de poliestireno de 5 ml y analizar en el
instrumento FACS-Canto Il de BD (usando el software Diva v. 6.0 de BD).

1.4 Series de concentracion para SM101 (concentraciones finales):

0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,03125, 0,01565, 0,0078, 0,0039, 0,00195 ng/ul;

Volumen final (Veinad) = 100 pl

1.5 Andlisis de datos de FACS

Se registraron datos de FACS en un instrumento FACS-Canto Il de BD, se guardaron los datos en el formato de
archivo fcs. Para el posterior andlisis, se uso el software Flow-Jo (v. 8.8.4). La figura 1 representa una estrategia de
seleccion tipica.

Se seleccionaron y se evaluaron las células viables para determinar su fluorescencia de ficoeritrina. Se agruparon
histogramas de muestras de una serie de concentracion de SM101 en un solapamiento de histogramas usando el
software FlowJo. Se calcularon valores de mediana de fluorescencia mediante el software para cada muestra (figura
2). La figura 2 muestra una fuerte inhibicion dependiente de la concentracion de la union de IgG agregadas a

FcyRIIB unido a membrana en células Raji. En un experimento paralelo, se sustituyé SM101 por cantidades
idénticas de albumina sérica de pollo usando las mismas series de concentracién mencionadas anteriormente para
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confirmar la inhibicion especifica mediante SM101 (figura 3). El método in vitro de la invencion proporciona un medio
cualitativo basado en células para evaluar la actividad de unién de SM101 tal como se demostr6 mediante el
experimento de presentacion representado en la figura 2.

1.6 Célculo de la actividad

Para calcular la actividad de SM101 en este ensayo celular, se normalizaron las sefiales de mediana de intensidad
de fluorescencia usando la siguiente férmula (datos normalizados mostrados en la tabla 1):

% de sefial normalizada = (Sefial(smio1 0 ug/u) — Sefialw/(Sefialsmior o ugr) — Sefialnc sec,)

SM101 Mediana

[ng/pl] Conc. [M] nM Sefial Sefial norm.
0| 0,00E+00 0,00E+00 3877 0,00%
0,0078 | 3,90E-07 3,90E+02 3008 23,24%
0,0156 | 7,80E-07 7,80E+02 2270 42,97%
0,03125 1,56E-06 1,56E+03 1242 70,45%
0,0625 | 3,13E-06 3,13E+03 466 91,20%
0,125 | 6,25E-06 6,25E+03 329 94,87%
0,25 1,25E-05 1,25E+04 197 98,40%
05| 2,50E-05 2,50E+04 238 97,30%
Ac sec. 137 100,00%

Tabla 1: Valores normalizados calculados para la medicion de FACS mostrada en la figura 2, que se usaron para el
posterior ajuste de la isoterma de Langmuir.

Se realiz6 un posterior ajuste de los datos a la férmula de isoterma de unién de Langmuir
% de inhibicion = (¢ * inhibicion max.)/(Kp + c)

usando la funcién de complemento Solver en Excel para la determinacién de la Kp aparente e inhibicion méaxima y
dio como resultado una curva de inhibicién tal como se muestra en la figura 4. La Kp aparente puede diferir de la Kp
real, puesto que la concentracion en la superficie celular no conocida de FcyRIIB en células Raji, asi como la
concentracion de SM101 libre, no pueden tenerse en cuenta. Para el % de inhibicién se usaron el % de sefial
normalizada, ¢ = concentraciéon de FcR soluble (concentracion molar o concentracién masica). La formula se ajusta
para determinar la inhibicion max. y Kp usando la funcién de complemento Solver en Excel o cualquier otro programa
informatico que permita este tipo de célculo.

Usando esta estrategia de ajuste, los datos de FACS revelaron una Kp aparente de 0,99x10°® M con una suma de
residuos cuadrados de 0,0226 (tabla 2).

SM101

Ko ap. [M] 0,99x10°
Ka ap. [M™] 1,02x10°
Rmax 107,61%
Residuos 0,0226

Tabla 2: Parametros obtenidos para el ajuste de los datos de FACS007 a la ecuacién de Langmuir.

Se uso el software de analisis Microcal™ Origin (version: 6.0) para calcular la Clso de SM101 a partir de los datos de
FACS. Se represent6 graficamente el % de inhibicidn frente a la concentracion de SM101 competitivo. Se ajustaron
los datos a la funcion logistica sigmoidea:

Al— A2
y=A2+
1+
X0
A2: el 100% de inhibicion (inhibicion maxima)
Al: el 0% de inhibicion (inhibicion minima)
Xo: C|5o

p: pendiente
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El parametro Al se establecié en 0 y el parametro A2 en 100 para el calculo de Clso.

Usando los datos de la tabla 1 (FACS007), se evalué una Clso de 17,7 pg/ml con una pendiente de 1,63 (figura 5).

1.7 Comparacion del patron de referencia y SM101

En un experimento posterior se evalué la actividad biolégica de la especialidad farmacéutica en investigacion SM101
(sFcyRIIB) y se compard con el patron de referencia del principio activo (FACS021). Se llevd a cabo el ensayo de
potencia basado en FACS tal como se describe en el punto 1.4 anterior para IMP y patrén de referencia en paralelo
sobre una Unica placa de 96 pocillos.

Se registraron datos de FACS y se analizaron tal como se describe (punto 1.5 anterior) y se realizé ajuste de los
datos usando la formula de isoterma de unién de Langmuir explicada anteriormente (tabla 3 a continuacién y figura
6).

Patron de ref. de SM101 | IMP de SM101 |
IMP/Patrén de ref. de SM101 Mediana Mediana
[ng/p] Conc. [M] nM Seiial Sefial norm. Sefial Sefial norm.
0 0,00E+00 0,00E+00 6459 0,00% 6930 0,00%
0,0078 3,90E-07 3,90E+02 5234 19,32% 5309 23,81%
0,0156 7,80E-07 7,80E+02 2326 65,17% 3811 45,81%
0,03125 | 1,56E-06 1,56E+03 1644 75,92% 1780 75,65%
0,0625 3,13E-06 3,13E+03 921 87,32% 831 89,59%
0,125 6,25E-06 6,25E+03 362 96,14% 478 94,77%
0,25 1,25E-05 1,25E+04 269 97,60% 281 97,66
0,5 2,50E-05 2,50E+04 182 98,98% 195 98,93%
Ac sec. 137 100,00% 122 100,00%

Tabla 3: Valores obtenidos a partir de la medicién de FACS usados para el ajuste de la isoterma de Langmuir (datos
de FACS021).

Los datos de FACS revelaron una Kp aparente de 0,739x10° M para el patron de referencia de SM101 y una Kp
aparente de 0,904x10° M para IMP de SM101 (tabla 4).

SM101 Patrén de ref. IMP
Kp ap. [M] 0,74x10° 0,90x10°
Ka ap. [M™] 1,35x10° 1,11x10°
Rméx 105,64 107,21
Residuos 0,05 0,02
Clso [ug/ml] 12,9 16,2

Tabla 4: Pardmetros obtenidos para el ajuste de la funcién logistica sigmoidea y de Langmuir de los datos de la tabla
3, figura 6 (FACS021).

Se uso el software de andlisis Microcal™ Origin (versién: 6.0) para calcular la Clso del patrén de referencia e IMP de
SM101 a partir de los datos del analisis de FACS usando la funcion logistica sigmoidea descrita anteriormente. El
patrén de referencia de SM101 mostr6 una Clsp de 12,9 pg/ml e IMP de SM101 de 16,2 pug/ml (tabla 4).

Dado que una desviacion entre ensayos de +/- 20% es aceptable en un ensayo celular, puede concluirse, por tanto,
gue la actividad biologica, tal como se determina en el ensayo de potencia basado en FACS, de IMP es comparable
con la del patrén de referencia del principio activo de SM101.

Ejemplo 2
En este ejemplo se describe un método para la preparacién de IgG agregada a partir de una IVIG comercial,
Beriglobin. La 1gG agregada es una materia prima para el método in vitro para determinar la actividad de union de

receptores de Fc gamma humanos solubles de la presente invencion. En este experimento se usaron los siguientes
reactivos:
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Elemento Proveedor Calidad

Beriglobin® 160 mg/ml Farmacia local Aprobacion n.° 176a/92
CSL Behring

Jeringa precargada de 5 ml

NaCl Roth, o equivalente p.a.

KCI Merck, o equivalente p.a.

Na;HPO4-2H,0 Sigma, o equivalente p.a.

KH2PO4 Merck, o equivalente p.a.

NaN3s Merck, o equivalente purificado

Glicerol al 98%, anhidro Roth, o equivalente Farm. Eur.

El método para la produccion de IgG agregada puede resumirse por las siguientes etapas:
1. Ajustar Beriglobin® 160 mg/ml a 100 mg/ml con PBS-N.

2. Separar mediante SEC preparativa.

3. Determinar el contenido en proteinas.

4. Opcional: si el contenido es <0,50 mg/ml, concentrar mediante ultrafiltracion o si el contenido es >1,40 mg/ml,
diluir con PBS-N (solucién salina tamponada con fosfato con azida de sodio al 0,02%).

5. Ajustar con glicerol hasta el 20% (v/v).
6. Tomar alicuotas de 0,5 ml y ultracongelar en nitrégeno liquido.

Especificamente, se mezclan cuidadosamente 5 ml de Beriglobin® 160 mg/ml con 3 ml de PBS-N hasta que se
obtiene una disolucion homogénea. Se inyectan 3,0 ml de la diluciéon a una velocidad de flujo de 1 ml/min (Akta
Explorer 10, GE Healthcare) sobre una columna Superdex 200 HiLoad 26/60 (GE Healthcare) equilibrada
previamente en PBS-N. Se separan las proteinas a 1 ml/min usando PBS-N como tampén. La IgG agregada eluye
tras aproximadamente 115 ml y se recoge en fracciones de 3 ml después de que la densidad éptica del eluato a
280 nm supere 50 mUA. Se agrupan las tres primeras fracciones y se almacenan durante un maximo de 3 dias a 2-
8°C hasta que se mezclan con la agrupacién de ejecuciones de SEC adicionales. Si el contenido en proteinas de la
agrupacion de IgG agregada de todas las ejecuciones de SEC esta por debajo de 0,50 mg/ml, la agrupacion ha de
concentrarse mediante ultrafiltracion hasta 1,00 - 1,40 mg/ml (Amicon Ultra, Ultracel MWCO de 100 kDa, Millipore).
Si el contenido en proteinas de la agrupacion de IgG agregada esta por encima de 1,40 mg/ml, la agrupacion se
diluye con PBS-N hasta 1,40 mg/ml. Finalmente, se afiade el glicerol crioprotector gota a gota con agitacion
constante (500 rpm) hasta una concentracién final del 20% (v/v). Se determina el contenido de la agrupacion de
Beriglobin® agregado ajustado para la liberacién y se toman alicuotas de la agrupacién de 0,5 ml en tubos de
reaccion de 1,5 ml (tubos de sellado seguro, Sarstedt). Se congelan inmediatamente las alicuotas en nitrégeno
liquido y se almacenan a de -60°C a -80°C. Los resultados de la purificacion se muestran en la figura 7, donde el
area sombreada representa las fracciones de IgG agregadas agrupadas.

Ejemplo 3

En este ejemplo se describen métodos para someter a prueba la calidad de la IgG agregada preparada segun el
método del ejemplo 2. En una primera etapa se mide el contenido de las fracciones de Beriglobin® agregado. En
una segunda etapa se somete a prueba la pureza del Beriglobin® agregado mediante SEC analitica. La segunda
etapa se realiza con alicuotas congeladas del Beriglobin® agregado. Las alicuotas congeladas han de
descongelarse a temperatura ambiente (25+2°C) con agitacion suave (500 rpm (revoluciones por minuto),
Thermomixer R, Eppendorf) antes de su uso.

Para minimizar el esfuerzo de las pruebas en caso de un lote incongruente, se realizan por etapas pruebas de
calidad. Se realizan las siguientes pruebas en cada etapa de las pruebas:

Etapa | Elemento | N.° de método/plan Valor objetivo

1 Contenido | Espectroscopia UV/VIS 0,30 mg/ml < Chgerigiobine agr. < 1,35 mg/ml

2 Pureza SEC analitica area relativa del pico de Beriglobin® agregado/oligomérico
>70%

Etapa 1: Medicion del contenido mediante espectroscopia UV/VIS

El contenido de las fracciones de Beriglobin® agregado producidas segun el método del ejemplo 1 puede entonces
medirse mediante espectroscopia UV/VIS. Si es necesario, la disolucion de proteinas se diluye con el tampén

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2687716 T3

respectivo para dar una densidad éptica a 280 nm de entre 0,2 y 0,8. Se transfieren 400 ul de la disolucién a una
microcubeta para UV (microcubeta para UV, Brand). Se registra la absorbancia a 280 nm y 320 nm (Cary 100 Bio,
Varian) frente a PBS-N como blanco y se calcula la concentracion en mg/ml segun la siguiente ecuacion:

CBeriglobin® agr.[mg/ml] = (DOZSO - DOBZO)/1,4O
Se lleva a cabo el ensayo por triplicado y se calcula el promedio de los resultados.
Etapa 2: Pureza mediante SEC analitica

Se determina la cantidad de Beriglobin® agregado/oligomérico en relaciéon con formas diméricas y monoméricas
mediante SEC analitica. Se usa un sistema de HPLC serie 1200 (Agilent) equipado con una columna Superdex 200
10/300GL (GE Healthcare) equilibrada previamente en PBS-N. Se centrifugan 150 pul de una alicuota recién
descongelada de Beriglobin® agregado (20 000 g, 5 min) y se inyectan 50 ul del sobrenadante a una velocidad de
flujo de 0,5 ml/min. Se separan las proteinas a una velocidad de flujo de 0,5 ml/min usando PBS-N como tamp6n y
se monitoriza la absorbancia del eluato a 280 nm. El tiempo de ejecucion total se limita a 50 min. Cada inyeccion de
Beriglobin® agregado va precedida por una inyeccion de 50 ul de PBS-N, glicerol al 20%. Los cromatogramas se
integran manualmente y la pureza se notifica como el area relativa del pico de Beriglobin® agregado/oligomérico en
comparacion con todos los picos desde 13,0 min hasta 30,0 min. Se muestra SEC analitica de diversas fracciones
de Beriglobin® en la figura 8. Las figuras 9a y 9b muestran la integracion a modo de ejemplo de cromatogramas de
SEC analitica de dos lotes de Beriglobin® agregado.

Ejemplo 4

En este ejemplo se llevaron a cabo experimentos para determinar una posible influencia de la cantidad y calidad de
Beriglobin® agregado sobre la unién a células Raji. Los experimentos se llevaron a cabo usando cantidades
variables de Beriglobin® agregado y diferentes lotes de Beriglobin.

Las concentraciones sometidas a prueba de Beriglobin® agr. comprendian 20, 10, 5, 3 'y 2,5 pg/1x10° células. En
experimentos posteriores se vari6 de manera concomitante la concentracion de anticuerpo secundario (ahu
IgG(H+L)-PE) para determinar si el anticuerpo secundario estaba disponible en exceso en comparacion con
Beriglobin® agr. (figura 10).

Tal como puede observarse a partir de la figura 10, la unién a células Raji no esta limitada por la cantidad de
Beriglobin® agregado, incluso a la concentracion mas baja. Una cantidad de 2,5 ug por 1x10° células (Vfina = 100 pl)
es suficiente para una union cuantitativa a los receptores disponibles en las células.

La tabla 5 muestra la mediana de IMF de diferentes lotes de Beriglobin® agr. (n.° 1, 2, 3), la media y la DE
calculadas

Mediana de IMF Mediana de IMF
n.° de lote de 2,5 pug/ul 5,0 pg/ul
Beriglobin agr.

1 1353 1234

2 1498 1145

3 1001 960
Media 1284 1113
DE 256 140

Ejemplo 5

En este experimento se investigd la dependencia del pH de la union de Beriglobin® agregado a células Raiji. El
medio usado para el método de la invencién tal como se describe en ejemplo 1 (ensayo de potencia de FACS)
contiene RPMI, MEM, piruvato de Na, FSC al 10% y una fuente de L-glutamina (Glutamax-l, Gibco). La L-glutamina
se degrada a lo largo del tiempo a PCA y NHs, lo que conduce a un pH alcalino. Aunque Glutamax-l tiene una
tendencia a la degradacion reducida, el pH del medio de cultivo se vuelve mas alcalino a lo largo del tiempo. Para
someter a prueba la dependencia del pH de la union de Beriglobin® agregado a células Raji, se incubaron 0,1E6
células Raji con 2,5 ug de Beriglobin® agr. a diversas condiciones de pH (pH 6,5, 6,7, 7,0, 7,2, 7,8, 8,0, 8,5, 9,0,
10,0) y se evalud la union Beriglobin® agr. a células en un ensayo de FACS usando un anticuerpo secundario ohu
IgG(H+L)-PE 1/200. Tal como puede observarse a partir de las figuras 11(a) y 11(b), hay una dependencia de la
union de Beriglobin® agregado a células Raji con un éptimo evidente a pH 6,5 de las condiciones de pH sometidas a
prueba. No se sometieron a prueba condiciones de pH inferior, puesto que se espera un efecto perjudicial sobre las
células. Por tanto, debe garantizarse que sélo se usa medio nuevo con un pH a 7,0 £ 0,25 para las pruebas. Se
prefiere usar tampén de FACS (HBSS + FCS al 5% + azida de sodio al 0,01% (p/v), pH 6,5 — 6,8) en lugar de medio
TM como diluyente en el ensayo.
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Ejemplo 6

Se someti6 a prueba el efecto de IgG monomérica humana sobre la inhibicion competitiva de la union de IC a células
positivas para FcyRIIB mediante SM101 en experimentos adicionales. Con este propdsito, se incubaron células Raji
0 bien con una cantidad establecida de Beriglobin® agregado (2,5 pg/lxlo5 células) junto con una cantidad
establecida de Beriglobin® monomeérico y cantidades variables de SM101 (100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56, 0,78,
0,39 uM) o bien con una cantidad establecida de Beriglobin® agregado y SM101 y cantidades variables de
Beriglobin® monomérico (3,3, 1,6, 0,8, 0,4, 0,2, 0,1, 0,05, 0 uM). Se afiadi6 anticuerpo secundario en exceso
(dilucion 1/100 de solucion madre, se afadieron 20 pl a 1980 pl, concentracion de proteinas de Ac sec.: 0,5 ug/ul,
igual a 0,25 ug/lxlos). Se encontr6 que Beriglobin® monomérico inhibe de manera competitiva la unién de
inmunocomplejos a células Raji en un intervalo de concentracién de nM. SM101 muestra el mismo efecto. aunque
en un intervalo de concentracion de uM. Puede concluirse que Beriglobin® monomérico se une a FcyRIIB unido a la
membrana, inhibiendo asi la unién de Beriglobin agregado. No se conoce el nimero de moléculas de Beriglobin®
agregadas y activas en el sistema, por tanto, no esta claro si el efecto observado se debe a una union preferente de
IgG monomérica a FcyRIIB unido a la membrana o se debe a un exceso de Beriglobin® agregado por 1gG
monomérica afiadida. La concentracién mas alta de IgG monomérica (3,3 pM) corresponde a 0,5 pg/1x10° células, lo
que hace poco probable que la IgG monomérica se una a todo el anticuerpo secundario disponible.

Ejemplo 7

En este experimento se someti6 a prueba la reproducibilidad dentro del ensayo y entre ensayos respecto a IMF de
fondo de anticuerpo secundario. En un andlisis retrospectivo se evaluaron los datos de n = 25 pruebas para
determinar las variaciones en la tincion de fondo de anticuerpo secundario en células Raji. En la tabla 7 a
continuacion se muestran la IMF de células Raji tefiidas con anticuerpo secundario anti-lgG(H+L)-PE humana
(dilucién 1/100), el valor medio de las muestras y la desviacién estdndar. Los colores indican experimentos que se
ejecutaron en paralelo (estabilidad dentro del ensayo).
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IMF
FACS005 172
FACS006 162
FACS007 137
FACS017 186
FACS018 153
FACS020 130
FACS021 117
FACS022 170
FACS023I 118
FACS023lI 130
FACS024I| 98,5
FACS024l| 113
FACS02411l 109
FACS0241V 114
FACS025I 101
FACS025II 97,7
FACS026I 114
FACS026lI 131
FACS0271 133
FACS0271l 114
FACS02711l 121
FACS0271V 127
FACS028 208
FACS029 178
FACS031 139
Media 1349
DE 29

Tal como puede observarse a partir de la tabla 6, la IMF de células Raji tefiidas con anticuerpo secundario (sin
Beriglobin agregado afiadido) permanece bastante constante cuando se comparan o bien experimentos distintos
(estabilidad entre ensayos) o bien experimentos paralelos (estabilidad dentro del ensayo) con una desviacion
estandar (DE) del 21% (DE de IMF 29, media de IMF 134,9).
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Ejemplo 8

En este ejemplo se someti6 a prueba la reproducibilidad dentro del ensayo y entre ensayos respecto a Kp aparente y
Clso. Para evaluar la estabilidad dentro del ensayo y entre ensayos del ensayo de potencia basado en FACS, se
analizaron conjuntos de datos de 25 experimentos para la Kp aparente y Clsp ajustadas. En la tabla 7 a continuacion
se muestra la Kp, Clso y densidad celular de células Raji antes de la recogida de 25 experimentos de FACS. Los
experimentos 12-15 y 16-17 representan la estabilidad dentro del ensayo, puesto que Kp y Clsp se evaluaron en
pruebas distintas en una Unica placa. Las pruebas n.° 4y 6 (resaltadas en gris) se han excluido del analisis posterior,
puesto que los datos medidos estaban mostrando resultados atipicos obvios.

Prugba FACS Ko[10™M] Clso dgglsui aard
1 FACS005 0.75 13.40 3.0E+05
2 FACS006 0.46 7.54 3.6E+05
3  FACS007 0.98 17.77 2.4E+05
4  FACSO017 2.24 41.63 7.4E+05
5 FACS018 0.82 14.68 2.2E+05
6 FACSO019 3.26 2533 3.4E+05
7 FACS020 0.66 12.96 2.2E+05
8  FACS021 0.74 13.96 1.8E+05
9  FACS022 0.18 4.03 5.0E+05
10  FACS023 0.64 12.03 1.0E+06
11 FACS023 0.60 10.76 1.0E+06
12 FACS024| 0.66 15.99 5.4E+05
13 FACSO024ll 0.66 13.84 5.4E+05
14 FACS024lll 0.79 15.05 5.4E+05
15 FACS024V 0.89 16.72 5.4E+05
16 FACS025I 0.45 12196  5.0E+05
17 FACS025lI 0.90 14.05 5.0E+05
18 FACS026 0.22 nD. 2.6E+05
19  FACS027 0.34 6.84 5.2E+05
20 FACS028 0.15 2.61 6.6E+05
21 FACS029 0.20 3.82 2.4E+05
22 FACSO031 0.29 7.72 6.0E+05
23 FACS032 0.32 6.75 3.0E+05
24  FACS034 0.32 6.42 3.4E+05
25  FACS039 0.24 4.85 4.0E+05

Tal como puede concluirse a partir de los datos mostrados en la tabla 7, la estabilidad dentro del ensayo y entre
ensayos es alta. No obstante, ha de indicarse que, a partir de la prueba n.° 18, se determinaron valores de Kp y Clso
mucho menores. Esto se correlaciona con una nueva configuracion de nivel inicial de la maquina FACS-Canto II.

Ko [10° M] Clso [ug/ml]
Media 0,53 10,6
DE 0,26 4,7
D media 0,25 4.1

Tabla 8: Valor medio, desviacion estandar y desviacion media de Kp y Clso de 25 experimentos de la tabla 8.
La tabla 8 representa el valor medio para la Kp (0,53x10'6 M) y Clsp (10,6 pg/ml) de los 25 experimentos mostrados

en la tabla 7. Esto conduce a una DE de aproximadamente el 50% (DE = 0,26). Si se calcula la media por separado
para las pruebas n.° 1 - 17 (excluyendo los resultados atipicos obvios n.° 4 y 6) y n.° 18 — 25, la DE es
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considerablemente menor del 29% para las pruebas n.° 1 - 17 (con una Kp media de 0,68x10° M), y del 26% para
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las pruebas n.° 18 - 25 (con una Kp media de 0,26x10°® M) (tabla 9).

Pruebas N.°1-17 N.° 18-25
Ko [10° M] Clso [ng/ml]
Media 0,68 0,26
DE 0,2 0,07

Tabla 9: Valores de Kp y Clso medios de las pruebas n.°1-17 y n.° 18 - 25.

Lista de secuencias

<110> Suppremol GmbH

<120> Método in vitro para determinar la estabilidad de composiciones que comprenden receptor(es) de Fc gamma

soluble(s)
<130> Documento SUP14702PCT

<150> Documento EP 13003835.9
<151> 01-08-2013

<160> 10

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211> 177

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> receptor de Fc gamma soluble 1IB

<400> 1
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Met

Val

Pro

Thr

Gly

65

His

Glu

Asp

Lys

Ser
145

Tyr

Pro

<210>
<211>

<212> ADN

Ala

Leu

Glu

His

50

Glu

Leu

Phe

Lys

Phe

130
His

Ser

2
534

Pro

Gln

Ser

35

Thr

Tyr

Thr

Gln

Pro

115

Ser

Ser

Ser

<213> artificial

<220>

Pro

Glu

20

Asp

Gln

Thr

Val

Glu

100

Leu

Arg

Gly

Lys

Lys

Asp

Ser

Pro

Cys

Leu

85

Gly

Val

Ser

Asp

Pro
165

Ala

Ser

Ile

Ser

Gln

70

Ser

Glu

Lys

Asp

Tyr
150

Val

Val

Val

Gln

Tyr

55

Thr

Glu

Thr

Val

Pro

135
His

Thr

<223> receptor de Fc gamma soluble 1IB

<400>

2
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Leu

Thr

Trp

40

Arg

Gly

Trp

Ile

Thr

120

Asn

Cys

Ile

Lys

Leu

25

Phe

Phe

Gln

Leu

Val

105

Phe

Phe

Thr

Thr

Leu

10

Thr

His

Lys

Thr

Val

90

Leu

Phe

Ser

Gly

Val
170

25

Glu

Cys

Asn

Ala

Ser

75

Leu

Arg

Gln

Ile

Asn
155

Gln

Pro

Arg

Gly

Asn

60

Leu

Gln

Cys

Asn

Pro

140
Ile

Ala

Gln

Gly

Asn

45

Asn

Ser

Thr

His

Gly

125

Gln

Gly

Pro

Trp

Thr

30

Leu

Asn

Asp

Pro

Ser

110

Lys

Ala

Tyr

Ser

Ile

15

His

Ile

Asp

Pro

His

95

Trp

Ser

Asn

Thr

Ser
175

Asn

Ser

Pro

Ser

Val

80

Leu

Lys

Lys

His

Leu
160

Ser
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atggcaccge
gatagcgtta
tttcacaacg
aacaacgata
catctgaccg
ggcgaaacca
ttcttccaga
caggcgaatc
tatagcagca
<210> 3
<211> 181
<212> PRT

<213> humano

<220>

cgaaagcagt
ccctgacctg
gcaatctgat
gcggcgaata
ttctgagecga
ttgttctgeg
acggcaaaag
atagccatag

aaccggtgac

<221> misc_feature

<222> (1)..(181)
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tctgaaactg
tcgtggcacce
tccgacccat
tacctgtcag
atggctggtt
ttgcecacage
caaaaaattc
cggcgattat

cattaccgtt

<223> RIIB de Fc gamma humano

<400> 3

gaaccgcagt
catagccegg
acccagccga
accggtcaga
ctgcagacce
tggaaagata
agccgtageg
cattgtaccg

caggcgccga

ggattaacgt
aaagcgatag
gctatcgttt
ccagcctgag
cgcatctgga
aaccgcectggt
atccgaattt
gcaacattgg

gcagcagccce

tctgcaggaa
cattcagtgg
taaagcgaac
cgatcecggtt
atttcaggaa
taaagttacc
tagcattccg
ctataccctg

gtaa

Met Gly Thr Pro Ala Ala Pro Pro Lys Ala Val Leu Lys Leu Glu Pro

1

5

10

15

Gln Trp Ile Asn Val Leu Gln Glu Asp Ser Val Thr Leu Thr Cys Arg

20

25

30

Gly Thr His Ser Pro Glu Ser Asp Ser Ile Gln Trp Phe His Asn Gly

35

40

26

45

60

120

180

240

300

360

420

480

534
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Leu
50

Asn

Asn Asn

65

Ser Asp

Thr

Pro

His Ser

Ile

Asp

Pro

His

Trp

Pro Thr

Ser Gly

His

Glu
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Thr
55

Gln

Tyr Thr

70

Val His

85

Leu Glu

100

Lys Asp

115

Gly Lys

130

Gln
145

Ala

Gly Tyr

Pro Ser

<210>4
<211> 543
<212> ADN
<213> humano

<220>

Ser

Asn

Thr

Ser

Lys Lys

His Ser

Leu

Phe

Lys

Phe

His

Thr Val

Gln

Glu

Leu
120

Pro

Ser
135

Arg

Ser Gly

150

Leu Tyr

165

Ser
180

Pro

<221> misc_feature
<222> (1)..(5443)
<223> RIIB de Fc gamma humano

<400> 4

atggggacac
gtgctccagg
tccattcagt
ttcaaggcca
agcgaccctg
gagttccagg

gtcaaggtca

ctgcagctcce
aggactctgt
ggttccacaa
acaacaatga
tgcatctgac
agggagaaac

cattcttecca

Ser

Ser Lys

cccaaaggct
gactctgaca
tgggaatctc
cagcggggag
tgtgetttet
catcgtgcetg

gaatggaaaa

Pro Ser Tyr

Gln Thr

75

Cys

Ser Glu

90

Leu

Gly Glu Thr

105

Val Lys Val

Ser Asp Pro

His
155

Asp Tyr

Val Thr

170

Pro

gtgctgaaac
tgccggggga
attcccaccc
tacacgtgcece
gagtggctgg
aggtgccaca

tccaagaaat

27

Arg Phe

60

Gly Gln

Trp Leu

Ile Val

Thr Phe

125

Asn Phe

140

Cys Thr

Ile Thr

tcgagccecca
ctcacagccce
acacgcagcc
agactggcca
tgctccagac
gctggaagga

tttcecegtte

Lys

Thr

Val

Leu

110

Phe

Ser

Gly

Val

Ala Asn

Leu
80

Ser

Leu Gln

95

Arg Cys

Gln Asn

Ile

Pro

Ile
160

Asn

Gln
175

Ala

gtggatcaac
tgagagcgac
cagctacagg
gaccagcctce
ccctcacctg
caagcctctg

ggatcccaac

60

120

180

240

300

360

420
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ttctccatec cacaagcaaa ccacagtcac agtggtgatt accactgcac aggaaacata

ggctacacgc tgtactcatc caagcctgtg accatcactg tccaagctcce cagctcettca

ccg

<210>5
<211> 184

<212> PRT

<213> humano

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(184)
<223> RIIA de Fc gamma humano

<400> 5

Met Gly Thr Pro

1

Pro

Gly

Asn

Asn

65

Ser

Thr

His

Gly

Gln

145

Gly

Pro

Trp

Ala

Leu

50

Asn

Asp

Pro

Ser

Lys

130

Ala

Tyr

Ser

Ile

Arg

35

Ile

Asp

Pro

His

Trp

115

Ser

Asn

Thr

Met

Asn

20

Ser

Pro

Ser

Val

Leu

100

Lys

Gln

His

Leu

Gly
180

Ala Ala

5

Val

Pro

Thr

Gly

His

85

Glu

Asp

Lys

Ser

Phe
165
Ser

Leu

Glu

His

Glu

70

Leu

Phe

Lys

Phe

His

150

Ser

Ser

Pro

Gln

Ser

Thr

55

Tyr

Thr

Gln

Pro

Ser

135

Ser

Ser

Ser
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Pro

Glu

Asp

40

Gln

Thr

Val

Glu

Leu

120

His

Gly

Lys

Pro

Lys

Asp

25

Ser

Pro

Cys

Leu

Gly

105

Val

Leu

Asp

Pro

Ala

10

Ser

Ile

Ser

Gln

Ser

90

Glu

Lys

Asp

Tyr

Val
170

28

Val

Val

Gln

Tyr

Thr

75

Glu

Thr

Val

Pro

His

155

Thr

Leu

Thr

Trp

Arg

Gly

Trp

Ile

Thr

Thr

140

Cys

Ile

Lys

Leu

Phe

45

Phe

Gln

Leu

Met

Phe

125

Phe

Thr

Thr

Leu

Thr

30

His

Lys

Thr

Val

Leu

110

Phe

Ser

Gly

Val

Glu

15

Cys

Asn

Ala

Ser

Leu

95

Arg

Gln

Ile

Asn

Gln
175

Pro

Gln

Gly

Asn

Leu

80

Gln

Cys

Asn

Pro

Ile

160

Val

480

540

543
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<221> misc_feature

<222> (1)..(554)
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<223> RIIA de Fc gamma humano

<400> 6
atggggacac
gtgctccagg
tccattcagt
ttcaaggcca
agcgaccctg
gagttccagg
gtcaaggtca
ttctccatcc
ggctacacgce
agctcttcac
<210>7
<211> 182

<212> PRT
<213> humano

<220>

ctgcagctcce
aggactctgt
ggttccacaa
acaacaatga
tgcatctgac
agggagaaac
cattcttcca
cacaagcaaa
tgttctcatc

caat

<221> misc_feature

<222> (1)..(182)

cccaaaggct
gactctgaca
tgggaatctc
cagcggggag
tgtgetttcee
catcatgcectg
gaatggaaaa
ccacagtcac

caagcctgtg

<223> RIIIA de Fc gamma humano

<400> 7

gtgctgaaac
tgccaggggg
attcccaccc
tacacgtgce
gaatggctgg
aggtgccaca
tcccagaaat
agtggtgatt

accatcactg

ttgagcccece
ctcgecagecce
acacgcagcc
agactggcca
tgctccagac
gctggaagga
tctcccattt
accactgcac

tccaagtgcece

gtggatcaac
tgagagcgac
cagctacagg
gaccagcctce
ccctcacctg
caagcctctg
ggatcccacc
aggaaacata

cagcatgggce

Met Asp Leu Pro Lys Ala Val Val Phe Leu Glu Pro Gln Trp Tyr Arg

1

5

10

15

Val Leu Glu Lys Asp Ser Val Thr Leu Lys Cys Gln Gly Ala Tyr Ser

20

25

30

Pro Glu Asp Asn Ser Thr Gln Trp Phe His Asn Glu Ser Leu Ile Ser

35

40

29

45

60

120

180

240

300

360

420

480

540

554
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Ser Gln Ala Ser Ser Tyr Phe Ile Asp Ala Ala
50 55
Gly Glu Tyr Arg Cys Gln Thr Asn Leu Ser Thr
65 70 75
Gln Leu Glu Val His Ile Gly Trp Leu Leu Leu
85 90
Val Phe Lys Glu Glu Asp Pro Ile His Leu Arg
100 105
Asn Thr Ala Leu His Lys Val Thr Tyr Leu Gln
115 120
Lys Tyr Phe His His Asn Ser Asp Phe Tyr Ile
130 135
Lys Asp Ser Gly Ser Tyr Phe Cys Arg Gly Leu
145 150 155
Val Ser Ser Glu Thr Val Asn Ile Thr Ile Thr
165 170
Ser Thr Ile Ser Ser Phe
180
<210>8
<211> 546
<212> ADN
<213> humano
<220>
<221> humano
<222> (1)..(546)
<223> RIIIA de Fc gamma humano
<400> 8
atggatctcc caaaggctgt ggtgttcctg gagcctcaat
gacagtgtga ctctgaagtg ccagggagcc tactcccecctg
tttcacaatg agagcctcat ctcaagccag gcctcgaget
gttgacgaca gtggagagta caggtgccag acaaacctct
cagctagaag tccatatcgg ctggetgttg ctccaggece
gaagacccta ttcacctgag gtgtcacagc tggaagaaca
tatttacaga atggcaaagg caggaagtat tttcatcata

30

Thr
60

Val Asp

Leu Ser Asp

Gln Ala Pro

Ser
110

Cys His

Asn Gly

125

Lys

Pro Ala

140

Lys

Val Gly Ser

Gln Gly Leu

ggtacagggt

aggacaattc
acttcattga
ccaccctcag
ctcggtgggt
ctgctctgeca

attctgactt

Asp Ser

Val
80

Pro

Arg
95

Trp
Trp Lys
Gly Arg
Thr

Leu

Asn
160

Lys

Ser Val

175

gctcgagaag
cacacagtgg
cgctgeccaca
tgaccceggtg
gttcaaggag
taaggtcaca

ctacattcca

60

120

180

240

300

360

420
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aaagccacac tcaaagacag cggctcctac ttetgcaggg ggettgttgg gagtaaaaat

gtgtcttcag agactgtgaa catcaccatc actcaaggtt tgtcagtgtc aaccatctca

tcattc

<210>9
<211> 182
<212> PRT
<213> humano

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(182)

<223> RIIIB de Fc gamma humano

<400>9

Met Asp Leu Pro
1

Val Leu Glu Lys
20

Pro Glu Asp Asn
35

Ser Gln Ala Ser
50

Gly Glu Tyr Arg
65

Gln Leu Glu Val

Val Phe Lys Glu
100

Asn Thr Ala Leu
115

Lys Tyr Phe His
130

Lys Asp Ser Gly
145

Val Ser Ser Glu

Ser Thr Ile Ser
180

Lys

Asp

Ser

Ser

Cys

His

85

Glu

His

His

Ser

Thr

165
Ser

Ala

Ser

Thr

Tyr

Gln

70

Ile

Asp

Lys

Asn

Tyr

150

Val

Phe

Val

Val

Gln

Phe

55

Thr

Gly

Pro

Val

Ser

135

Phe

Asn
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Val

Thr

Trp

40

Ile

Asn

Trp

Ile

Thr

120

Asp

Cys

Ile

Phe

Leu

25

Phe

Asp

Leu

Leu

His

105

Tyr

Phe

Arg

Thr

Leu

10

Lys

His

Ala

Ser

Leu

90

Leu

Leu

His

Gly

Ile
170

31

Glu

Cys

Asn

Ala

Thr

75

Leu

Arg

Gln

Ile

Leu

155

Thr

Pro

Gln

Glu

Thr

60

Leu

Gln

Cys

Asn

Pro

140

Val

Gln

Gln

Gly

Asn

45

Val

Ser

Ala

His

Gly

125

Lys

Gly

Gly

Trp

Ala

30

Leu

Asn

Asp

Pro

Ser

110

Lys

Ala

Ser

Leu

Tyr

15

Tyr

Ile

Asp

Pro

Arg

95

Trp

Asp

Thr

Lys

Ala
175

Ser

Ser

Ser

Ser

Val

80

Trp

Lys

Arg

Leu

Asn

160

Val

480

540

546
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<210> 10
<211> 486
<212> ADN
<213> humano

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(486)
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<223> RIIIB de Fc gamma humano

<400> 10

gacagtgtga
tttcacaatg
gtcaacgaca
cagctagaag
gaagacccta
tatttacaga
aaagccacac
gtgtcttcag

tcatte

ctctgaagtg
agaacctcat
gtggagagta
tccatatecgg
ttcacctgag
atggcaaaga
tcaaagatag

agactgtgaa

ccagggagcc
ctcaagccag
caggtgccag
ctggctgttg
gtgtcacagc
caggaagtat
cggctecctac

catcaccatce

tactcccecetg
gcctcgagcet
acaaacctct
ctccaggcecece
tggaagaaca
tttcatcata
ttctgcaggg

actcaaggtt

32

aggacaattc
acttcattga
ccaccctcecag
cteggtgggt
ctgectetgea
attctgactt

ggcttgttgg

tggcagtgtc

cacacagtgg
cgctgccaca
tgacccggtg
gttcaaggag
taaggtcaca
ccacattcca
gagtaaaaat

aaccatctca

60

120

180

240

300

360

420

480

486
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REIVINDICACIONES

Método in vitro para determinar la estabilidad de una composicién que comprende o consiste esencialmente
en receptor de Fc gamma humano soluble IIA, IIB, IlIA y/o 11IB, comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) poner en contacto una superficie que comprende receptor de Fc gamma humano IIA, 11B, IlIA y/o [lIB
con una cantidad establecida de IgG humana agregada;

(b) poner en contacto dicha superficie que comprende receptor de Fc gamma humano lIA, 1IB, IlIA y/o 1lIB
con una cantidad establecida de dicha composicion de receptor de Fc gamma humano soluble 1A, 1IB, llIA
ylo llIB; y

(c) determinar la cantidad de IgG humana agregada que se une a dicha superficie que comprende dicho
receptor de Fc gamma humano lIA, 1B, llIA y/o llIB,

(d) y comparar la cantidad de IgG humana agregada que se une a dicha superficie tal como se determina
en la etapa (c) con un valor de referencia y determinar de ese modo la estabilidad de dicha composicion
que comprende o consiste esencialmente en receptor de Fc gamma humano soluble IIA, 11B, 111A y/o 11IB.

Método segun la reivindicacion 1, en el que las etapas (a) y (b) se llevan a cabo de manera concomitante o
consecutiva.

Método segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha superficie que comprende
receptor de Fc gamma humano IIA, 1IB, IlIA y/o llIB es o comprende una célula o linea celular de mamifero,
y/o una superficie solida que puede recubrirse con receptor de Fc gamma humano IIA, 1IB, IlIA y/o IlIB.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha IgG humana agregada es
una IgG humana agregada que puede aislarse a partir de proteina humana que se caracteriza por un
contenido de al menos el 90% de 1gG humana.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha IgG humana agregada
puede aislarse a partir de Beriglobin.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha IgG humana agregada es
una IgG humana agregada que puede obtenerse a partir de proteina humana mediante un método de
aislamiento que comprende cromatografia de exclusion molecular.

Método segun la reivindicacion 6, en el que dicha cromatografia de exclusion molecular separa 1gG
monomeérica y/o dimérica de dicha IgG agregada.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha IgG humana agregada
estd marcada.

Método segun la reivindicacién 8, en el que dicho marcador comprende un anticuerpo secundario marcado
anti-lgG humana.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho receptor de Fc gamma
humano soluble es un receptor IIB de Fc gamma soluble.

Método segun la reivindicacion 10, en el que dicho receptor [IB de Fc gamma humano soluble es SM101
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 1.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 11, en el que dicha célula de mamifero es una
célula Raji.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el subtipo del receptor de Fc

gamma humano comprendido en dicha superficie y el subtipo del receptor de Fc gamma humano
comprendido en dicha preparacion de receptor de Fc gamma humano soluble son idénticos.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 9b
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Figura 11a
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Figura 11b
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Figura 12
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