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DESCRIPCION
Método para la medicion de anticuerpos anti-farmaco
[Campo de la invencion]

La presente invencion se refiere a un método para detectar la presencia o nivel de anticuerpos anti-farmaco (ADA)
en una muestra.

[Antecedentes de la invencion]

Los farmacos biolégicos (en lo sucesivo, denominados "farmacos") tales como los farmacos proteicos, incluidos los
farmacos de anticuerpos, derivados de un gen recombinante son farmacos derivados de un anticuerpo producido
artificialmente o de una sustancia especificamente reactiva con una molécula o receptor relacionado con la
enfermedad. El tratamiento dirigido molecularmente con un farmaco para controlar una molécula dirigida o similar
relacionada con la causa de una enfermedad con una precision exacta se ha utilizado ampliamente en los ultimos
afios, y actualmente se han aprobado 47 farmacos de anticuerpos en Japén, EE. UU. y Europa. La mayoria de ellos
van dirigidos al cancer o a las enfermedades autoinmunitarias y muchos productos se han vuelto esenciales para el
tratamiento de tales enfermedades.

Sin embargo, los farmacos de anticuerpos inducen la produccion de ADA debido a que la respuesta inmunitaria de
un paciente causa pérdida de respuesta (LOR), incluso si el farmaco de anticuerpos es un anticuerpo o sustancia
humanizada, lo que complica desfavorablemente el control de la enfermedad. Por consiguiente, se requiere en la
técnica un sistema de medicién para detectar la presencia de ADA en una muestra de un paciente para el control de
la terapia dirigida molecularmente con un farmaco y tener orientacion para la toma de decisiones terapéuticas. Los
farmacos no anticuerpos derivados de un gen recombinante o similar, como la eritropoyetina (bibliografia no de
patente 1), y otros farmacos también estan asociados a LOR o similar debido a la produccion de ADA (bibliografia no
de patente 2).

En el caso de infliximab (IFX), que es un farmaco de anticuerpo representativo dirigido al TNF-a, por ejemplo, los
anticuerpos contra IFX (ATI) aparecen después de la administracion. Con respecto a la medicion de ATI, se conoce
convencionalmente un método de medicidon de ATI mediante el uso de un ensayo de antigeno doble con un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) (bibliografia no de patente 3) y un método de cambio de movilidad
donde se agrega un IFX marcado a una muestra pretratada y se utiliza HPLC para el resultante (bibliografia no de
patente 4).

Sin embargo, el método de ensayo de antigeno doble, donde el ATl es capturado por IFX como un recubrimiento y el
ATI capturado es detectado y medido con IFX marcado, puede verse influenciado por el IFX presente en un analito,
lo que dificulta la medicién precisa. El método de cambio de movilidad requiere la introduccién de HPLC, que es un
instrumento costoso y, por lo tanto, no es facilmente aplicable.

[Listado de citas bibliograficas]
[Bibliografia no de patente]

[Bibliografia no de patente 1] Casadevall et al., N Engl J Med 2002; 346:469-475

[Bibliografia no de patente 2] Baker et al., Self/Nonself 2010; 1: 314-322

[Bibliografia no de patente 3] Uri Kopylov et al., Inflamm Bowel Dis 2012; 18:1628-1633
[Bibliografia no de patente 4] Wang SL et al., J Immunol Methods. 2012 Aug 31; 382(1-2):177-88

M. Carrasco-Triguero et al., Journal of Immunology Research, Vol. 2016, paginas 1 a 14 divulga un método,
denominado "UNISA" (inmunoensayo universal especifico de especies indirectas), para detectar un anticuerpo de
mono (ADA) producido por la administracion de un anticuerpo IgG humano (farmaco de anticuerpo) a un mono. El
método comprende inmovilizar un anticuerpo monoclonal anti-lgG humana de ratén (anti-pan-Fcgamma-humana:
R10Z8E9), que tiene una reactividad cruzada extremadamente baja con un anticuerpo (IgG) de mono, en una placa
ELISA como anticuerpo de captura, y detectar el anticuerpo de mono que se une a un anticuerpo IgG humano
(farmaco de anticuerpo) y se captura con el anticuerpo de captura en la placa mediante el uso de un anticuerpo anti-
IgG de mono de cabra marcado con enzima.

S. Swaminathan et al., Clinical Immunology, Vol. 148, n.° 2, paginas 177-185 divulga un subconjunto de pacientes
con esclerosis multiple recidivante-recurrente (RRMS) en tratamiento con interferén beta (IFN ) que desarrollan
anticuerpos anti-farmaco (ADA).

[Sumario de la Invencion]

[Problemas a resolver por la invencion]
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La presente invencién se refiere a proporcionar un método para medir los ADA que aparecen en un paciente que
recibe terapia dirigida molecularmente con un farmaco o administracion de mantenimiento de una citocina
recombinante, hormona o similar de una manera mas simple y precisa.

[Medios para resolver los problemas]

Los presentes inventores investigaron en vista de tales circunstancias, y descubrieron que los ADA en un analito a
medir se pueden medir con precision al permitir que el complemento C1q o similar capture los ADA presentes en un
analito en forma de un complejo inmunitario farmaco-ADA, y detectar y medir el complejo inmunitario farmaco-ADA
capturado con un anticuerpo contra el farmaco correspondiente.

Especificamente, la presente invencion se refiere a la materia objeto de las reivindicaciones 1 a 10, concretamente a
las siguientes [1] a [10].

[1] Un método para medir anticuerpos anti-farmaco (ADA) en un analito a medir, comprendiendo el método:

(1) una etapa de proporcionar una muestra que comprende un analito para medir los ADA, comprendiendo la
etapa afiadir un farmaco correspondiente a un analito para medir los ADA para preparar una muestra con un
complejo inmunitario farmaco-ADA formado;

(2) una etapa de poner en contacto la muestra preparada en la etapa (1) con un soporte recubierto con
complemento C1q, anticuerpo anti-C3d, o anticuerpo anti-C1q;

(3) una etapa de poner en contacto un anticuerpo anti-farmaco marcado o no marcado que reconoce
especificamente el farmaco con el soporte recubierto preparado en la etapa (2); y

(4) una etapa de cuantificar la unién del complejo inmunitario farmaco-ADA al complemento C1q, anticuerpo
anti-C3d, o anticuerpo anti-C1q, donde una cantidad del farmaco a afiadir en la etapa (1) es mayor que una
cantidad de ADA en el analito a medir.

[2] ElI método de acuerdo con [1], donde el farmaco es un farmaco anti-TNFa.

[3] EI método de acuerdo con [2], donde el farmaco es infliximab, adalimumab, golimumab, o certolizumab pegol.
[4] El método de acuerdo con una cualquiera de [1] a [3], donde el farmaco es infliximab o adalimumab.

[5] EI método de acuerdo con una cualquiera de [1] a [4], donde el anticuerpo que reconoce especificamente el
farmaco a usar en la etapa (3) es un anticuerpo marcado.

[6] ElI método de acuerdo con [5], donde el anticuerpo marcado es un anticuerpo marcado con enzima.

[7] El método de acuerdo con una cualquiera de [1] a [6], donde el analito a medir es un analito recogido de un
paciente que recibe el farmaco.

[8] Un kit de medicion de los ADA para medir los ADA utilizando el método de acuerdo con una cualquiera de [1]
a [7], comprendiendo el método de medicion:

un soporte recubierto con complemento C1q, anticuerpo anti-C3d, o anticuerpo anti-C1q; y un anticuerpo anti-
farmaco marcado o no marcado que reconoce especificamente el farmaco.

[9] EI kit de medicion de acuerdo con [8], donde el anticuerpo que reconoce especificamente el farmaco es un
anticuerpo marcado.

[10] El kit de medicién de acuerdo con [9], que comprende ademas el farmaco.

[Efectos de la invencion]

El método de acuerdo con la presente invencion permite la medicion de ADA de una manera precisa y simple, sin
verse influenciado por un farmaco presente en un analito. El control de ADA usando el método de acuerdo con la
presente invencion permite la determinacién de la presencia o ausencia de la ocurrencia de LOR en el tratamiento
dirigido molecularmente con un farmaco o similar, y por lo tanto se puede proporcionar un tratamiento mas
adecuado.

[Breve descripcion de los dibujos]

La FIG. 1-A es una lista de farmacos de anticuerpos (documento proporcionado por Divisiébn de Quimica
Biologica y Bioldgicos, Instituto Nacional de Ciencias de la Salud);

La FIG. 1-B muestra los farmacos biolégicos aprobados por la FDA, excepto los farmacos de anticuerpos y las
etapas de desarrollo de ADA de estos (Baker et al., Self/Nonself 2010; 1: 314-322, Tabla 1);

La FIG. 2 es un grafico que muestra una curva dosis de ATl-respuesta (ELISA de ATI-C1q) y la especificidad;

La FIG. 3 es un grafico que muestra la concentracion de ATI en cada analito, IFX(+): con adicion de IFX, IFX(-):
sin adicion de IFX;

La FIG. 4 es un grafico que muestra una curva dosis de ATl-respuesta (ELISA de ATI-Anti C3d MoAb) y la
especificidad;

La FIG. 5 es un grafico que muestra la concentracion de ATl en cada analito, IFX(+): con adicion de IFX, IFX(-):
sin adicion de IFX;

La FIG. 6 es un grafico que muestra una curva dosis de ATA-respuesta (ELISA ATA-C1q) y la especificidad;
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La FIG. 7 es un grafico que muestra la concentraciéon de ATA en el plasma del paciente; aumento de la
concentracion de ATA con la adicién de adalimumab al plasma de 5 pacientes con enfermedad inflamatoria
intestinal que perdieron la respuesta al adalimumab.

La FIG. 8 es un grafico que muestra la influencia de la adicion de calcio (Ca) al ELISA de ADA-C1q, (a) sistema
de medida ELISA de IC-C1q, (b) sistema de medida ELISA de ATI-C1q, (c) curvas dosis-respuesta del ELISA de
ATI-C1q, y (d) curvas dosis-respuesta del ELISA de ATA-C1q.

[Descripcion detallada de las realizaciones preferidas]

En la presente invencién, cuando se usa simplemente el término "farmaco", el término se refiere a uno de farmacos
bioldgicos, incluidos los farmacos de anticuerpos, derivados de un gen recombinante.

En este caso, la expresion "farmaco de anticuerpo" se refiere a un farmaco que comprende un anticuerpo producido
artificialmente que se une especificamente a una molécula relacionada con la enfermedad. Aunque la molécula
objetivo no esta limitada y se contemplan diversas moléculas especificas, incluidas las moléculas de la superficie
celular tales como TNF-a, VEGF y CD20, los farmacos de anticuerpos dirigidos al TNF-a son adecuados. Infliximab,
adalimumab, golimumab y certolizumab pegol son farmacos de anticuerpos dirigidos contra el TNF-a conocidos, y se
prefiere infliximab entre ellos.

Aunque es aplicable cualquiera de los anticuerpos de ratén, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados y
anticuerpos humanos, se prefieren los anticuerpos humanizados y los anticuerpos humanos.

A continuaciéon se enumeran farmacos de anticuerpos aprobados en Japon, EE. UU. y Europa a fecha de abril de
2016. Los detalles se muestran en la FIG. 1-A. Los farmacos biolégicos aprobados por la FDA, salvo los farmacos de
anticuerpo se muestran en la FIG. 1-B.

Muromonab-CD3, ibritumomab tiuxetan, tositumomab yodo 131, catumaxomab, blinatumomab, abciximab, rituximab,
basiliximab, infliximab, cetuximab, brentuximab vedotina, siltuximab, dinutuximab, obiltoxaximab, daclizumab,
palivizumab, trastuzumab, gemtuzumab ozogamicina, alemtuzumab, omalizumab, efalizumab, bevacizumab,
natalizumab, tocilizumab, ranibizumab, eculizumab, certolizumab pegol, mogamulizumab, pertuzumab, trastuzumab
emtansina, obinutuzumab, vedolizumab, pembrolizumab, idarucizumab, mepolizumab, elotuzumab, daratumumab,
ixekizumab, reslizumab, adalimumab, panitumumab, golimumab, ustekinumab, canakinumab, ofatumumab,
denosumab, ipilimumab, belimumab, raxibacumab, ramucirumab, nivolumab, secukinumab, evolocumab, alirocumab,
y necitumumab.

En la presente invencion, el término "ADA" se refiere a anticuerpos que se producen cuando cualquiera de los
farmacos de anticuerpos anteriores o cualquiera de los farmacos bioldgicos, excepto los farmacos de anticuerpos
enumerados en la FIG. 1-B se administra a un humano y reconoce el farmaco.

La expresion "farmaco de anticuerpo” en la presente invencion se refiere a un farmaco de anticuerpo especificado, y
en este caso los ADA se refieren a anticuerpos contra el farmaco de anticuerpo especificado. En el caso de
"infliximab (IFX)", ejemplos de los ADA incluyen anticuerpos contra infliximab (ATI: anticuerpos contra infliximab).

Ahora, se describiran las etapas (1) a (4) en el método para medir los ADA de acuerdo con la presente invencion.
<Etapa (1)>
Esta etapa es una etapa de proporcionar una muestra que comprende un analito para medir los ADA.

En este caso, un analito a medir se refiere a un analito que posiblemente contenga ADA, y por ejemplo, es un analito
recogido de un paciente que recibe un farmaco. Los ejemplos preferidos del analito a medir incluyen suero y plasma.

El analito puede diluirse, solubilizarse o concentrarse apropiadamente después de ser recogido de un paciente, de
tal manera que la medicién de acuerdo con la presente invencién no se vea influenciada por ello.

Los ADA pueden estar presentes en el cuerpo de un paciente como un complejo inmunitario farmaco-ADA formado
por la unién de un farmaco y ADA, o como ADA libres. En la presente invencion, se afiade una cantidad en exceso
de un farmaco correspondiente a un analito para medir los ADA para preparar una muestra con un complejo
inmunitario farmaco-ADA formado. Por lo tanto, se pueden medir los ADA totales, incluidos los ADA libres.

La muestra se puede preparar, especificamente, mezclando y agitando un farmaco y un analito juntos en un
disolvente acuoso, por ejemplo, una solucion tampoén acida (por ejemplo, solucion tampoén de citrato, solucion
tampon de fosfato, solucion tampén de sal Tris o solucion tampdn de acetato, pH: aproximadamente de 5 a 9) a los
que se ha agregado una proteina como albumina de suero bovino (BSA) y caseina.

La cantidad de un farmaco correspondiente a usar puede ser cualquier cantidad suficiente para recuperar los ADA
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del farmaco presente en el analito como un complejo inmunitario, y la cantidad de uso es, por ejemplo, por ejemplo,
de 2 a 10 yg, y preferiblemente de 3 a 5 ug por 100 pl de un analito (suero o plasma).

El tiempo de reaccion es normalmente de 16 a 24 horas, y preferiblemente de 18 a 20 horas. La temperatura de
reaccion es preferiblemente de 4 a 10 °C.

<Etapa (2)>

Esta etapa consiste en permitir que un soporte recubierto con el complemento C1q, anticuerpo anti-C3d o anticuerpo
anti-C1q capture el complejo inmunitario farmaco-ADA en la muestra.

El complemento C1q, el anticuerpo anti-C3d y el anticuerpo anti-C1q son cada una de ellos moléculas conocidas por
unirse a un complejo inmunitario en el flujo sanguineo humano.

El complemento C1q, una proteina de aproximadamente 462 kDa compuesta de 18 subunidades (seis cadenas A,
seis cadenas B y seis cadenas C), es un factor de configuracion principal del primer factor C1 en la via de activacion
del complemento, y reconoce un complejo antigeno-anticuerpo (Sunyer, J.O. and Lambris, J.D. (1999). Complement.
Encyclopedia of Life Sciences).

El C1q se puede preparar usando un método conocido, como un método donde una solucién cruda de C1q obtenida
por dializacion de suero o plasma se pone en contacto con un soporte insoluble recubierto de IgG, y luego el C1q
adsorbido en el soporte insoluble se separa y se recoge (JP-A-H9-178745). Como alternativa, se puede usar C1q
disponible comercialmente (por ejemplo, n.° de cat. C1740 de Sigma-Aldrich Co., LLC.).

El anticuerpo anti-C1q es un anticuerpo que reconoce el C1q y es preferiblemente un anticuerpo monoclonal en la
presente invencion. El anticuerpo monoclonal anti-C1q esta comercialmente disponible como MCA2603 en Bio-Rad
AbD Serotec, Ltd., por ejemplo.

El anticuerpo anti-C3d es un anticuerpo que reconoce el complemento C3d y es preferiblemente un anticuerpo
monoclonal en la presente invencién. El anticuerpo monoclonal anti-C3d esta comercialmente disponible como
MCAZ2648 en BioRad AbD Serotec, Ltd., por ejemplo.

En el recubrimiento de un soporte con C1q, anticuerpo anti-C3d o anticuerpo anti-C1q, C1q, el anticuerpo anti-C3d o
el anticuerpo anti-C1q se fija sobre un soporte insoluble normal, inerte.

Los ejemplos de dichos soportes incluyen soportes insolubles en forma de perlas, una microplaca, un tubo de
ensayo, una barra, una pieza de ensayo de poliestireno, policarbonato, poliviniltolueno, polipropileno, polietileno,
poli(cloruro de vinilo), nylon, polimetacrilato, latex, gelatina, agarosa, celulosa, sefarosa, vidrio, metal, ceramica, una
sustancia magnética o similares.

El recubrimiento se puede lograr permitiendo que el C1q, el anticuerpo anti-C3d o el anticuerpo anti-C1q se unan a
un soporte usando un método conocido, como un método de adsorcion fisica, un método de unién quimica y una
combinacién de estos. Para recubrir un soporte con C1q, anticuerpo anti-C3d o anticuerpo anti-C1q, por ejemplo,
una solucion de C1q, solucién de anticuerpo anti-C3d o solucién de anticuerpo anti-C1q, ajustada hasta una
concentracion de 5 a 20 pg/ml con una soluciéon tampén como PBS (solucién salina tamponada con fosfato), se pone
en contacto con un soporte y se hace reaccionar a una temperatura de 4 a 10 °C durante 16 a 24 horas.

Para inhibir la unién no especifica al soporte, se prefiere en casos tipicos realizar un tratamiento de bloqueo después
de la finalizacion de la reaccion mediante el uso de una solucidon de bloqueo que contenga una proteina como la
albumina de suero bovino (BSA) y caseina y un tensioactivo como Tween 20.

El contacto de una muestra con el soporte recubierto se puede lograr haciendo reaccionar, por ejemplo, a una
temperatura de 4 a 10 °C durante 16 a 24 horas.

Una vez completada la reaccion, el resultante se lava con una solucién tampén o similar que contiene un
tensioactivo como Tween 20 para eliminar las sustancias que no han reaccionado.

<Etapa (3)>

Esta etapa consiste en poner en contacto un anticuerpo marcado o no marcado con el farmaco correspondiente a los
ADA (ADA para deteccion) con el soporte recubierto preparado en la etapa (2), haciéndolo reaccionar asi con el
complejo inmunitario farmaco-ADA que se une al C1q, anticuerpo anti-C3d o anticuerpo anti-C1q.

En este caso, el anticuerpo marcado o no marcado para el farmaco correspondiente a los ADA puede ser un
anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal que reconoce el farmaco (farmaco correspondiente a los ADA a
medir), y dicho anticuerpo puede obtenerse usando un método comun para producir un anticuerpo. Para el
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anticuerpo, se puede usar no solo IgG sino también un fragmento de un anticuerpo (por ejemplo, un fragmento
F(ab');, un fragmento Fab', etc.).

Para obtener un anticuerpo policlonal, por ejemplo, un mamifero se inmuniza con un farmaco como antigeno, y se
recoge sangre del mamifero, y luego se separa y purifica un anticuerpo de la sangre recogida. La inmunizacién se
puede administrar a un mamifero como un ratén, hamster, cobaya, pollo, rata, conejo, perros, cabra, oveja y ganado.
Los expertos en la materia conocen el método para la administracion de un antigeno, y la via de administracion no
esta limitada, y puede elegirse apropiadamente entre administracion subcutanea, administracion intradérmica,
administracion intraperitoneal, administracién intravenosa, administracion intramuscular, etc. Ademas, se puede usar
un adyuvante, segun sea necesario. Después de que el mamifero inmunizado se mantiene durante un periodo
apropiado, se toma una pequefia cantidad de suero, por ejemplo, de la vena del oido del mamifero, y se mide el
titulo de anticuerpos. Si el titulo de anticuerpos aumenta, se puede administrar un antigeno para la inmunizacién de
refuerzo de acuerdo con la situacion. Uno o dos meses después de la administracion final del antigeno, se recoge
sangre del animal inmunizado utilizando un método convencional, y la sangre se separa y purifica utilizando un
método convencional como la centrifugacion, precipitacion con sulfato de amonio o polietilenglicol, y cromatografia,
tales como la cromatografia de filtracion en gel, cromatografia de intercambio idnico y cromatografia de afinidad vy,
por lo tanto, los ADA policlonales se pueden obtener como antisueros policlonales.

Para obtener un anticuerpo monoclonal, por ejemplo, se produce un hibridoma a través de la fusion celular de una
célula productora de anticuerpos y una linea celular de mieloma. Los ejemplos de células productoras de anticuerpos
aplicables incluyen esplenocitos, células de ganglios linfaticos y linfocitos B de un animal inmunizado.

Para producir un hibridoma, por ejemplo, se obtiene un esplenocito como una célula productora de anticuerpos de un
animal inmunizado, y el esplenocito se fusiona con una célula de mieloma usando un método conocido (G. Kohler et
al., Nature, 256, 495(1975)). Los ejemplos de cepas de célula de mieloma para la fusién celular incluyen, en el caso
de un ratéon, P3X63Ag8, la linea celular P3U1 y la linea celular Sp2/0. Se puede usar un acelerador de fusién como
el polietilenglicol y un virus Sendai para la fusion celular, y se puede usar un medio de hipoxantina-aminopterina-
timidina (HAT) para la seleccién de un hibridoma después de la fusién celular de acuerdo con un método
convencional. El hibridoma obtenido mediante fusion celular se clona usando un método de dilucién limitante o
similar.

La seleccion se realiza adicionalmente usando inmunoensayo enzimatico con farmacos y, por lo tanto, se puede
obtener una linea celular para producir un anticuerpo monoclonal que reconoce especificamente un farmaco de
interés. Para producir un anticuerpo monoclonal previsto a partir de un hibridoma, el hibridoma se cultiva usando un
método de cultivo celular comun o un método de formacion de ascitis, y el anticuerpo monoclonal se puede purificar
adecuadamente del sobrenadante de cultivo o ascitis. La purificacion del anticuerpo monoclonal del sobrenadante de
cultivo o ascitis se puede realizar de acuerdo con un método convencional. Por ejemplo, el fraccionamiento con
sulfato de amonio, filtracién en gel, cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de afinidad, etc., se pueden
usar apropiadamente en combinacion.

Para los farmacos de anticuerpos enumerados en la siguiente Tabla 1, los anticuerpos monoclonales para los
farmacos de anticuerpos estan disponibles comercialmente en Bio-Rad AbD Serotec, Ltd. (Oxford, Reino Unido), y
los productos comerciales pueden usarse en la presente invencion.

[Tabla 1]

Farmaco de Nombre Molécula diana Indicaciones principales Caodigo del

anticuerpo comercial producto MoAb

1 Infliximab Remicade TNFa colitis ulcerativa, enfermedad de HCA216P
Crohn, artritis reumatoide

2 Adalimumab  Humira TNFa colitis ulcerativa, enfermedad de HCA232P
Crohn, artritis reumatoide

3 Golimumab Simponi TNFa colitis ulcerativa, enfermedad de HCA243
Crohn, artritis reumatoide

4 Tocilizumab Actemra IL-6R artritis reumatoide, enfermedad de HCA257P
Castleman

5 Ustekinumab Stelara IL-12, IL-23-p40 psoriasis HCA210P

6 Omalizumab  Xolair IgE asma HCA235P

7 Natalizumab  Tysabri integrina a4 esclerosis multiple HCA249P

8 Rituximab Rituxan CD20 linfoma no de Hodgkin de linfocitos B MCA2260P

9 Alemtuzumab Campath CD52 leucemia linfocitica cronica de HCA175P
linfocitos B

10  Cetuximab Erbitux EGFR cancer de cabeza y cuello, cancer HCA228P
colorrectal
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(continuacion)

Farmaco de Nombre Molécula diana Indicaciones principales Caodigo del
anticuerpo comercial producto MoAb
11 Bevacizumab Avastin VEGF cancer colorrectal HCA184P

12 Panitumumab Vectibix EGFR cancer colorrectal HCA265

13  Palivizumab  Synagis Proteina F del RSV Infeccion por el virus RS HCA262P

14  Trastuzumab Herceptin HER2 cancer de mama metastasico HCA176P

En el caso de que se use una forma marcada (ADA marcado) para la deteccién de ADA se puede usar como
marcaje, por ejemplo, una enzima, un radioisétopo o una sustancia fluorescente usada convencionalmente para
inmunoensayo. Sin embargo, se utiliza preferentemente una enzima. Los ejemplos de tales enzimas incluyen
fosfatasa alcalina (ALP), peroxidasa (HRP), B-galactosidasa, ureasa, catalasa, glucosa oxidasa, lactato
deshidrogenasa, microperoxidasa, quimiotripsinégeno, procarboxipeptidasa, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, amilasa, fosforilasa, D-nasa y P-nasa.

Los ejemplos de los radioisotopos incluyen ftritio, 125yodo y 131yodo y los ejemplos de la sustancia fluorescente
incluyen isotiocianato de fluoresceina (FITC), isotiocianato de tetrametilrodamina (RITC), isotiocianato de rodamina
sustituido, isotiocianato de diclorotriazina, Alexa y AlexaFluoro.

El marcado con estos materiales de marcaje se puede realizar de acuerdo con un método conocido.

Cuando se afiaden ADA marcados a un soporte recubierto, se prefiere afiadir ADA marcados diluidos con un tampén
que contenga una proteina como la albimina sérica bovina (BSA) y caseina y un tensioactivo como Tween 20 (por
ejemplo, Can Get Signal Solution 2 (n.° de cat. NKB-301, TOYOBO CO., LTD.)). Desde el punto de vista de la
mejora de la sensibilidad de la detecciéon para una molécula de antigeno (farmaco) en un complejo inmunitario
derivado de ADA, se prefiere afiadir iones de calcio como CaCl, al tampoén.

Las condiciones de reaccion (unién) no estan limitadas, y se emplean condiciones comunes normalmente utilizadas
para tales métodos de mediciéon. En los casos normales, la reaccidon se puede llevar a cabo adecuadamente,
generalmente a 45 °C o menos, preferiblemente a temperatura ambiente, durante aproximadamente 1 a 5 horas.

Una vez completada la reaccion, el resultante se lava con una solucién tampén que contiene un tensioactivo como
Tween 20 para eliminar los ADA que no han reaccionado.

<Etapa (4)>

Esta etapa consiste en cuantificar la uniéon del complejo inmunitario farmaco-ADA al C1q, anticuerpo anti-C3d o
anticuerpo anti-C1q mediante la medicion de la cantidad de anticuerpos contra un farmaco que se une al complejo
inmunitario farmaco-ADA.

La medicién de la cantidad de anticuerpos contra un farmaco correspondiente, es decir, ADA, se puede realizar
utilizando un inmunoensayo conocido. El inmunoensayo representativo es el inmunoensayo enzimatico (ELISA), y
los ejemplos de inmunoensayos incluyen ademas los siguientes métodos de medicion.

1. Método de quimioluminiscencia: MSD: La electroquimioluminiscencia se midié en el instrumento Sector Imager
6000 (Meso Scale Discovery, Rockville, MD, Estados Unidos).

2. Inmunocromatografia: HMSA (ensayo de desplazamiento de la movilidad homogénea): sistema de HPLC
Agilent Technologies serie 1200 (Santa Clara, CA). columna BioSep SEC-3000 (Phenomenex, Inc., (Torrance,
CA).

3. BlAcore (Resonancia de plasmon): Biacore T100 Immunogenicity Package (GE Healthcare Bio-Sciences
Gyros AB, Uppsala Suecia).

4. Método de fluorescencia:

4-1 Gyrolab. La fluorescencia se midié en la Estacién de trabajo Gyrolab con el software Gyrolab Control
(v5.4.0) (Gyros AB, Uppsala, Suecia).

4-2 AlphaLISA. La fluorescencia se midié en el instrumento Sinergy NEO (BioTek Instruments, Inc., Luzerna,
Suiza).

5. Radioinmunoensayo (RIA)

6. Ensayo inmunorradiométrico (IRMA)

7. Inmunoensayo de polarizacion de fluorescencia (FPIA)
8. Inmunoturbidimetria (inmunonefelometria)

9. Turbidimetria de aglutinacion con latex
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10. Inmunoensayo de inhibiciéon de aglutinacion con latex
11. Inmunoensayo de fluorescencia con resolucion temporal (TR-FIA)

En el caso de que un anticuerpo marcado se use como un anticuerpo contra un farmaco, por ejemplo, se mide la
cantidad de una forma marcada, y la mediciéon de una forma marcada se realiza usando un método de acuerdo con
el marcaje. Especificamente, la actividad enzimatica se mide para un marcador enzimatico, la radiactividad se mide
para un marcador radiactivo, y la intensidad de fluorescencia se mide para un marcador fluorescente.

Por ejemplo, se usa TMB (3,3',5,5'-tetrametilbencidina) como sustrato en el caso de que se use peroxidasa como
enzima marcadora, o se usa fosfato de p-nitrofenilo como sustrato en el caso de que se use fosfatasa alcalina y la
descomposicion del sustrato se puede medir usando un espectrofotometro o similar.

La cantidad de ADA en un analito se calcula a partir del valor cuantificado para un complejo inmunitario ADA-
farmaco contenido en una muestra, basandose en una curva de calibracion determinada a partir de los valores de
medicion para un complejo inmunitario farmaco-ADA formado en muestras de referencia.

El método de acuerdo con la presente invencion permite la mediciéon de ADA que se unen a un farmaco y/o ADA
libres que no se unen a un farmaco, presentes en un analito.

Un kit de acuerdo con la presente invencién es un kit de medicion de ADA, comprendiendo el kit: un soporte
recubierto al menos con C1q, anticuerpo anti-C3d, o anticuerpo anti-C1q; y un anticuerpo marcado contra un
farmaco correspondiente. El kit puede ser preferiblemente un kit para realizar el método descrito anteriormente para
medir ADA.

El kit de acuerdo con la presente invencion puede comprender ademas un farmaco especificado en la presente
invencion, y puede comprender adicionalmente, por ejemplo, un sustrato para la deteccion de un material de
marcaje, un reactivo necesario para la medicién, una solucién diluyente, una solucion tampén o una solucion de
lavado, segun sea necesario.

Tal como se ha descrito anteriormente, la presente invencién se basa en, como un principio de medicion, la
cuantificacion de los ADA de interés derivados de un paciente a través de la captura de ADA en la muestra como un
complejo inmunitario farmaco-ADA y el uso de ADA para la deteccion. Aunque, en los siguientes Ejemplos, se
ilustrara la cuantificaciéon de ADA mediante el uso de ELISA en el cual se captura un complejo inmunitario farmaco-
ADA en el complemento C1g o anticuerpo anti-C3d como recubrimiento, se puede usar un gen recombinante,
receptor del complemento, anticuerpo monoclonal, o similar, capaz de capturar C1q o un complejo inmunitario
similar. Para el inmunoensayo, se pueden usar los diversos inmunoensayos mencionados anteriormente,
analizadores automaticos y similares, ademas del ELISA. Por consiguiente, la presente invencion no esta limitada
nunca a estos Ejemplos.

[Ejemplos]

Ejemplo 1: Medicion de anticuerpos contra infliximab (IFX) (ATI) <1>
<Preparacion de los reactivos>

1) PBS (solucién salina tamponada con fosfato);

PBS(-): NaCl 137 mmol/l, KCI 2,68 mmol/l, KHPO4 2 mmol/l, NaH2PO4-12H;0 10 mmol/l, pH 7,4
PBS(+): preparada afiadiendo 0,9 mM de CaCl, y 0,33 mM de MgCl;-12H,0 a PBS(-)

2) Tampodn de bloqueo;

A PBS(-), se afiadieron 0,5 % de caseina hervida (durante 5 minutos) (n.° de cat. C7078, Sigma-Aldrich Co., LLC.),
Tween 20 al 1 % y timerosal al 0,01 %.

1. Preparacion de la placa recubierta con C1q

(1) C1q (n.° de cat. C1740, Sigma-Aldrich Co., LLC.) ajustado hasta una concentracion de 10 yg/ml con PBS(-)
se dispenso en una cantidad de 100 pl en cada pocillo de una placa ELISA de 96 pocillos (MaxisorpF8 x12, n.°
de cat. 468667, Nunc) y la placa se dej6 durante una noche a 4 °C.

(2) Las soluciones de C1q en la placa se descartaron y cada pocillo se lavé una vez con 300 ul de PBS(-) que
contenia Tween 20 al 0,5 %.

(3) Después del lavado, se anadieron 300 pl del tampén de bloqueo y se dejé reaccionar a temperatura
ambiente, durante 1 hora. Tras la reaccion, las soluciones se descartaron y la placa se seco en un flujo de aire
durante 2 horas y de este modo se prepar6 una placa recubierta de C1q.
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2. Preparacion de las muestras
(1) Preparacion de las muestras de referencia

1) Se usaron anticuerpos anti-lgG humana como un sustituto de las muestras de referencia de los anticuerpos
contra IFX (ATI).

La concentracion de los anticuerpos anti-IgG (H+L) humana de conejo (n.° de cat. ab7155, Abcam plc.) se ajustd
hasta 5 ug/ml con PBS(+) que contenia BSA al 0,1 % BSA (n.° de cat. A-3803, Sigma-Aldrich Co., LLC.), y se
realizd adicionalmente una dilucién en serie con PBS(+) que contiene BSA al 0,1 % para preparar materiales de
referencia que tienen concentraciones de 0,078 pg/ml, 0,156 pug/ml, 0,312 ug/ml, 0,625 pg/ml, 1,25 yg/ml y
2,5 pg/ml, respectivamente.

2) Cada uno de los materiales de referencia que tienen las concentraciones respectivas en un volumen de 200 pl
se afiadioé a un microtubo y a este se afiadieron 50 pl de IFX (62,5 pg/ml; Mitsubishi Tanabe Pharma Corporation)
diluido con PBS(+) que contiene BSA al 0,1 % para mezclar entre si y, a continuacion, el resultante se dejo
reaccionar a 4 °C durante la noche, y de este modo se prepararon los materiales de referencia (complejo
inmunitario (IFX-ATI).

(2) Preparacion de las soluciones de IFX

se descongeld IFX crioconservado a una concentracion de 1 mg/ml y se diluyé en serie con PBS(+) que contiene
BSA al 0,1 % para preparar soluciones de IFX que tienen concentraciones de 12,5 ug/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml y
100 pg/ml, respectivamente.

(3) Preparacion de soluciones de IgG humana agregada por calor (HAG-IgG)

La IgG humana (14506, Sigma-Aldrich Co., LLC.) a una concentracion de 5 mg/ml se calenté a 63 °C durante 20
minutos y se centrifugdé a 10.000 xg durante 5 minutos, y el sobrenadante se recogié después y de este modo se
prepar6 la HAG-IgG. La HAG-IgG se diluyé hasta 10 ug/ml con PBS(+) que contiene BSA al 0,1 % y se diluyo
adicionalmente en serie para preparar soluciones de HAG-IgG que tienen concentraciones de 1,25 ug/ml, 2,5 ug/ml,
5,0 yg/mly 10 pg/ml, respectivamente.

3. Inmunoensayo (ELISA de ATI-C1q)

(1) Cada uno de los materiales de referencia preparados en el punto 2(1) anterior, las soluciones de IFX
preparadas en el punto 2(2) anterior y las soluciones de HAG-IgG preparadas en el punto 2(3) se dispensaron en
una cantidad de 100 pl en cada pocillo de la placa recubierta con C1q, y se dejo reaccionar a temperatura
ambiente durante 1 hora con agitacién usando un mezclador de placas.

(2) Posteriormente, se descartaron las soluciones de reaccion y se repitié cuatro veces un procedimiento en el
cual se afiadié 300 pl de PBS(-) que contiene Tween 20 al 0,5 % (n.° de cat. 1706531, Bio-Rad Laboratories, Inc)
a cada pocillo, descartandose la solucién, para lavar cada pocillo.

(3) El anticuerpo monoclonal anti-IFX humano marcado con HRP (n.° de cat. HCA216P, Bio-Rad AbD Serotec,
Ltd.) se diluyd 1.000 veces con Can Get Signal Solution 2 (n.° de cat. NKB-301, TOYOBO CO., LTD.), y el
resultante se dispensd en una cantidad de 100 pl en cada pocillo, y se dej6 reaccionar a temperatura ambiente
durante 1 hora con agitacion usando un mezclador de placas.

(4) Tras la reaccion, las soluciones se descartaron y se repitié cuatro veces un procedimiento en el cual se
afiadié 300 pyl de PBS(-) que contiene Tween 20 al 0,5 % a cada pocillo, descartandose a continuacion la
solucién, para lavar cada pocillo.

(5) Se afiadié una solucion de sustrato TMB Blue (n.° de cat. S1601, Dako) en un volumen de 100 yl a cada
pocillo, y el resultante se agitd, y luego se dejé reposar a temperatura ambiente en condiciones de sombra
durante 30 minutos.

(6) Después del desarrollo del color, se afiadié a cada pocillo 50 yl de 1N-H>SO4 para terminar la reaccion y la
densidad 6ptica se midié a longitudes de onda de 450 nm/650 nm usando un lector de placas (absorciometro
para placas de 96 pocillos).

(7) Se determind la curva de calibracién (curva dosis-respuesta) de la muestra de referencia.

4. Resultados
A 2,5 ug/ml de ATI, la densidad optica (D.O). fue 1,99 y la curva de dosis-respuesta alcanz6 una meseta (FIG. 2). En
cambio, no se observd un claro aumento de la D.O. incluso al afiadir la HAG-IgG que debia capturar el C1q a una

concentracion de 10 pug/ml o al afiadir IFX a una concentracion de 100 pg/ml.

Por consiguiente, la cantidad de ATI en un analito puede calcularse especificamente a partir de la densidad 6ptica
del analito basandose en la curva de dosis-respuesta (curva de calibracion).
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Ejemplo 2: Medicion de los anticuerpos contra infliximab (ATI) en plasma del paciente <1>
1. Preparacion de las muestras

(1) El plasma recogido de un paciente que habia experimentado la ocurrencia de falta de respuesta (LOR) al
farmaco de anticuerpo, se diluy6 4 veces con PBS(+), y el plasma diluido se dispensé en una cantidad de 200 pl
en un microtubo, al que se afiadio adicionalmente 50 pl de IFX (62,5 ug/ml) diluido con PBS(+) que contenia BSA
al 0,1 % o 50 pl de PBS(+) que contenia BSA al 0,1 % para mezclar entre si y el resultante se dej6 reaccionar a
4 °C durante la noche (tasa de dilucion final: 5 veces).

(2) Un analito de plasma combinado normal preparado mezclando muestras de plasma derivadas de cinco
individuos sanos se diluyd 4 veces con PBS (+) de la misma manera que la preparacion del analito de un
paciente, y el plasma diluido se dispensé en una cantidad de 200 ul en un microtubo y se afiadié adicionalmente
50 pl de IFX (62,5 pg/ml) diluido con PBS(+) que contenia BSA al 0,1 % o 50 pl de PBS(+) que contenia BSA al
0,1 % para mezclar entre si y el resultante se dejé reaccionar a 4 °C durante la noche (tasa de dilucion final: 5
veces).

2. Inmunoensayo

Las muestras preparadas en los puntos 1(1) y 1(2) anteriores se dispensaron cada una en una cantidad de 100 ul en
cada pocillo de una placa recubierta con C1q preparada de la misma manera que en el Ejemplo 1, y se hicieron
reaccionar de acuerdo con el método ilustrado en 3. Inmunoensayo en el Ejemplo 1, y a continuacion se determiné la
cantidad de ATl en cada muestra basandose en la curva de calibracién mostrada en la FIG. 2.

3. Resultados

Para el plasma de un paciente, la adicion de IFX promovio aun mas la formacién de complejos inmunitarios IFX-ATI
para dar como resultado un valor de medicién mayor, y se obtuvieron valores de mediciéon mas bajos a medida que
la tasa de dilucion era mayor. Para el analito de plasma normal, por otra parte, no se detectaron ATI
independientemente de si se habia afiadido IFX o no (FIG. 3).

A partir de estos resultados, se determiné que el método basado en la adiciéon de IFX de acuerdo con la presente
invencion permite la medicion de las cantidades o cantidad de ATI que se une a IFX y/o de ATI que no se une a IFX
contenido en el plasma de un paciente.

Ejemplo 3: Medicion de anticuerpos contra infliximab (IFX) (ATI) <2>

<Preparacion de los reactivos>

1) PBS (solucién salina tamponada con fosfato);

PBS(-): NaCl 137 mmol/l, KCI 2,68 mmol/l, KHPO4 2 mmol/l, NaH2PO4-12H;0 10 mmol/l, pH 7,4
PBS(+): preparada afiadiendo 0,9 mM de CaCl, y 0,33 mM de MgCl;-12H,0 a PBS(-)

2) Tampodn de bloqueo;

A PBS(-), se afiadieron 0,5 % de caseina hervida (durante 5 minutos) (n.° de cat. C7078, Sigma-Aldrich Co., LLC.),
Tween 20 al 1 % y timerosal al 0,01 %.

1. Preparacion de una placa recubierta con anticuerpo monoclonal anti-Cd3

(1) Los anticuerpos monoclonales anti-Cd3 (Anti-C3d MoAb; n.° de cat. MCA2648, Bio-Rad AbD Serotec, Ltd.,)
ajustados hasta una concentracion de 1 ug/ml con PBS(-) se dispensaron en una cantidad de 100 pl en cada
pocillo de una placa ELISA de 96 pocillos (MaxisorpF8 x12, n.° de cat. 468667, Nunc) y la placa se dej6 durante
una noche a 4 °C. A continuacion, la placa se lavé una vez.

(2) Después del lavado, se afadieron 300 pl del tampdn de bloqueo a la misma y el resultante se dej6 reaccionar
a temperatura ambiente, durante 1 hora. Tras la reaccion, las soluciones se descartaron y la placa se secé en un
flujo de aire durante 2 horas y de este modo se prepard una placa recubierta de anticuerpo monoclonal anti-Cd3.

2. Preparacion de las muestras

(1) Preparacion de los materiales de referencia (complejo inmunitario IFX-ATI (ATI-IFX(Sueros))
1) IFX en una concentracion de 100 pg/100 pl/tubo y anticuerpos anti-lgG (H+L) humana de conejo (como
sustitucion de ATI) a una concentracion de 100 ug/100 pl crioconservados ambos se mezclaron entre si y se

dejaron reaccionar a 4 °C durante 18 horas.
2) Tras la reaccion, se afiadieron 800 pl de suero combinado al 62 % de individuos sanos (diluido con solucién
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salina) hasta alcanzar una concentracion de 100 ug/ml, y el resultante se dejé reaccionar a 37 °C durante 60
minutos.

3) Una vez completada la reaccion, el resultante se diluyé 20 veces con BSA al 0,1 %/timerosal al 0,01 %/PBS(+)
hasta alcanzar una concentracion de 5 ug/ml, y de esta manera se obtuvo una solucion de referencia de ATI. La
solucioén de referencia de ATI se dispens6 a razén de 500 pl/tubo y se crioconservé a -80 °C.

4) La solucién de referencia de ATI (5 ug/ml) después de la crioconservacion se descongelo y se tomaron 40 pl
de la misma, a los cuales se anadié 960 yl de BSA al 0,1 %/timerosal al 0,01 %/PBS(+) hasta alcanzar 200
ng/ml. Ademas, la dilucién en serie se realizé repetidamente para preparar materiales de referencia (ATI-
IFX/Sueros) con concentraciones de 0 ng/ml, 3,125 ng/ml, 6,25 ng/ml, 12,5 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml
y 200 ng/ml, respectivamente.

(2) Preparacion de las soluciones de IFX

se descongeld IFX crioconservado a una concentracion de 1 mg/ml y se diluyé en serie con PBS(+) que contiene
BSA al 0,1 % para preparar soluciones de IFX que tienen concentraciones de 0,1 pg/ml, 0,5 pg/ml, 1 yg/ml, 5 pg/mly
10 ug/ml, respectivamente.

(3) Preparacion de soluciones de IgG humana agregada por calor (HAG-IgG)

La IgG humana (14506, Sigma-Aldrich Co., LLC.) a una concentracion de 5 mg/ml se calenté a 63 °C durante 20
minutos y se centrifugdé a 10.000 xg durante 5 minutos, y el sobrenadante se recogié después y de este modo se
prepar6 la HAG-IgG. La HAG-IgG se diluyé hasta 10 ug/ml con PBS(+) que contiene BSA al 0,1 % y se diluyo
adicionalmente en serie para preparar soluciones de HAG-IgG que tienen concentraciones de 0,1 ug/ml, 0,5 yg/ml,
1 pg/ml, 5 ug/ml y 10 ug/ml, respectivamente.

3. Inmunoensayo (ELISA de ATI-Anti C3d MoAb)

(1) Los materiales de referencia se dispensaron en una cantidad de 100 ul en cada pocillo de la placa recubierta
con anticuerpo monoclonal anti-Cd3 y se dejoé reaccionar a temperatura ambiente durante 1 hora con agitacion
usando un mezclador de placas.

(2) Posteriormente, se descartaron las soluciones de reaccion y se repitié cuatro veces un procedimiento en el
cual se afiadié 300 pl de PBS(-) que contiene Tween 20 al 0,5 % (n.° de cat. 1706531, Bio-Rad Laboratories, Inc)
a cada pocillo, descartandose la solucién, para lavar cada pocillo.

(3) El anticuerpo monoclonal anti-IFX humano marcado con HRP (n.° de cat. HCA216P, Bio-Rad AbD Serotec,
Ltd.) se diluyd 1.000 veces con Can Get Signal Solution 2 (n.° de cat. NKB-301, TOYOBO CO., LTD.), y el
resultante se dispensé en una cantidad de 100 pl en cada pocillo, y se dej6 reaccionar a temperatura ambiente
durante 1 hora con agitacién usando un mezclador de placas.

(4) Tras la reaccion, las soluciones se descartaron y se repitié cuatro veces un procedimiento en el cual se
afiadié 300 pyl de PBS(-) que contiene Tween 20 al 0,5 % a cada pocillo, descartandose a continuacion la
solucion, para lavar cada pocillo.

(5) Después del lavado, se afiadié una solucién de sustrato TMB Blue (n.° de cat. S1601, Dako) en un volumen
de 100 pl a cada pocillo, y el resultante se dej6 reaccionar a temperatura ambiente en condiciones de sombra
durante 15 a 30 minutos.

(6) Después del desarrollo del color, se afiadio 50 yl de HSO4 1,0 M para terminar la reaccién y la densidad
optica se midi6é a dos longitudes de onda de 450 nm/650 nm usando un lector de placas (absorcidmetro para
placas de 96 pocillos).

(7) Se determind la curva de calibracion (curva dosis-respuesta) del materia de referencia.

4. Resultados

En la curva dosis-respuesta, la densidad optica (D.O.) alcanzd un valor maximo de 2,1 a 200 ng/ml de ATI. En
cambio, no se observé un claro aumento de la D.O. incluso al afiadir IgG humana aglutinando por calor (HAG-IgG)
para unirse al C3d a una concentracion de 10 ug/ml o al afiadir IFX a una concentracion de 10 ug/ml (FIG. 4).

Ejemplo 4: Medicion de los anticuerpos contra infliximab (ATI) en plasma del paciente <2>
1. Preparacion de las muestras

A 120 pl de plasma recogido de un paciente con colitis ulcerosa que habia experimentado la ocurrencia de LOR
durante el tratamiento de mantenimiento con IFX, se afiadio 360 pl de BSA al 0,1 %/timerosal al 0,01 %/PBS(+) para
diluir 4 veces y el plasma diluido se dispensd en una cantidad de 200 pl en cada uno de dos microtubos y se
afadieron 50 pl de IFX (125 pg/ml) preparado con BSA al 0,1 %/timerosal al 0,01 %/PBS(+) o 50 pl de BSA al
0,1 %l/timerosal al 0,01 %/PBS(+) para mezclarse entre si y el resultante se dejo6 reaccionar a 4 °C durante la noche
(tasa de dilucion: 10 veces a 40 veces).
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2. Inmunoensayo

Las muestras preparadas en el punto 1 anterior se dispensaron cada una en una cantidad de 100 pl en cada pocillo
de una placa recubierta con anticuerpo monoclonal anti-Cd3 preparada de la misma manera que en el Ejemplo 3, y
se hicieron reaccionar de acuerdo con el método ilustrado en 3. Inmunoensayo en el Ejemplo 3 y a continuacion se
determind la cantidad de ATl en cada muestra basandose en la curva de calibracién mostrada en la FIG. 4.

3. Resultados

Para el plasma de un paciente, la adicion de IFX promovié aun mas la formacion de complejos inmunitarios de IFX
para dar como resultado un valor de medicién mayor, y se obtuvieron valores de mediciéon mas bajos a medida que
la tasa de dilucion era mayor (FIG. 5).

Ejemplo 5: Medicion de anticuerpos contra adalimumab (ATA) <1>
<Preparacion de los reactivos>
1) PBS (solucién salina tamponada con fosfato);

PBS(-): NaCl 137 mmol/l, KCI 2,68 mmol/l, KHPO4 2 mmol/l, NaH2PO4-12H;0 10 mmol/l, pH 7,4
PBS(+): preparada afiadiendo 0,9 mM de CaCl, y 0,33 mM de MgCl;-12H,0 a PBS(-)

2) Tampodn de bloqueo;

A PBS(-), se afiadieron 0,5 % de caseina hervida (durante 5 minutos) (n.° de cat. C7078, Sigma-Aldrich Co., LLC.),
Tween 20 al 1 % y timerosal al 0,01 %.

3) Diluyente;
Preparado afiadiendo BSA al 0,1 % y timerosal al 0,01 % a PBS(+).
1. Preparacion de la placa recubierta con C1q

(1) C1q (n.° de cat. C1740, Sigma-Aldrich Co., LLC.) ajustado hasta una concentracion de 10 yg/ml con PBS(-)
se dispenso en una cantidad de 100 pl en cada pocillo de una placa ELISA de 96 pocillos (MaxisorpF8 x12, n.°
de cat. 468667, Nunc) y la placa se dej6 durante una noche a 4 °C.

(2) Las soluciones de C1q en la placa se descartaron y cada pocillo se lavé una vez con 300 ul de PBS(-) que
contenia Tween 20 al 0,5 %.

(3) Después del lavado, se afadieron 300 pl del tampén de bloqueo y se dejé reaccionar a temperatura
ambiente, durante 1 hora. Tras la reaccion, las soluciones se descartaron y la placa se sec6 en un flujo de aire
durante 2 horas y de este modo se prepar6 una placa recubierta de C1q.

2. Preparacion de las muestras
(1) Preparacion de las muestras de referencia

1) Se usaron anticuerpos anti-lgG humana como un sustituto de las muestras de referencia de los anticuerpos
contra adalimumab (ATA). La concentraciéon de los anticuerpos anti-IgG (H+L) humana de conejo (n.° de cat.
ab7155, Abcam plc.) se ajusté hasta 400 ng/ml con el diluyente y se realizé adicionalmente una dilucion en serie
con el diluyente para preparar materiales de referencia que tienen concentraciones de 6,25 ng/ml, 12,5 ng/ml, 25
ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 200 ng/ml y 400 ng/ml, respectivamente.

2) Cada uno de los materiales de referencia que tienen las concentraciones respectivas en un volumen de 200 pl
se afiadié a un microtubo y a este se afiadieron 50 pl de adalimumab (125 ug/ml; Eisai Co., Ltd.) diluido con
diluyente para mezclar entre si y, a continuacion, el resultante se dejoé reaccionar a 4 °C durante la noche, y de
este modo se prepararon los materiales de referencia (complejos inmunitarios ATA-adalimumab).

(2) Preparacion de soluciones de adalimumab y soluciones de IFX

Se descongel6 IFX y adalimumab crioconservados a una concentracion de 1 mg/ml y se diluyeron en serie con el
diluyente para preparar soluciones de IFX y soluciones de adalimumab que tienen concentraciones de 1,25 ug/ml,
2,5 pyg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 20 pyg/mly 40 pg/ml, respectivamente.

(3) Preparacion de soluciones de IgG humana agregada por calor (HAG-IgG)

La IgG humana (14506, Sigma-Aldrich Co., LLC.) a una concentracion de 5 mg/ml se calenté a 63 °C durante 20

minutos y se centrifugé a 10.000xg durante 5 minutos, y el sobrenadante se recogié después y de este modo se
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preparo la HAG-IgG. La HAG-IgG se diluyo hasta 40 ug/ml con el diluyente y se diluyé adicionalmente en serie para
preparar soluciones de HAG-IgG que tienen concentraciones de 1,25 pg/ml, 2,5 pg/ml, 5,0 yg/ml, 10 pug/ml, 20 ug/mi
y 40 pg/ml, respectivamente.

3. Inmunoensayo (ELISA de ATA-C1q)

(1) Los materiales de referencia preparados en el punto 2(1) anterior se dispensaron en una cantidad de 100 pl
en cada pocillo de la placa recubierta con C1q y se dejé reaccionar a 25 °C durante 2 horas con agitacion usando
un mezclador de placas.

(2) Posteriormente, se descartaron las soluciones de reaccion y se repitid cuatro veces un procedimiento en el
cual se afiadié 300 pl de PBS(-) que contiene Tween 20 al 0,5 % (n.° de cat. 1706531, Bio-Rad Laboratories, Inc)
a cada pocillo, descartandose la solucién, para lavar cada pocillo.

(3) El anticuerpo monoclonal anti-adalimumab humano marcado con HRP (n.° de cat. HCA204P, Bio-Rad AbD
Serotec, Ltd.) se diluy6 2.000 veces con Can Get Signal Solution 2 (n.° de cat. NKB-301, TOYOBO CO., LTD.), y
el resultante se dispens6é en una cantidad de 100 ul en cada pocillo, y se dejo reaccionar a temperatura ambiente
durante 1 hora con agitacién usando un mezclador de placas.

(4) Tras la reaccion, las soluciones se descartaron y se repitié cuatro veces un procedimiento en el cual se
afiadié 300 pyl de PBS(-) que contiene Tween 20 al 0,5 % a cada pocillo, descartandose a continuacion la
solucion, para lavar cada pocillo.

(5) Se afiadié una solucion de sustrato TMB Blue (n.° de cat. S1601, Dako) en un volumen de 100 yl a cada
pocillo, y el resultante se agitd, y luego se dejé reposar a temperatura ambiente en condiciones de sombra
durante 30 minutos.

(6) Después del desarrollo del color, se afiadié a cada pocillo 50 yl de 1N-H>SO4 para terminar la reaccion y la
densidad 6ptica se midié a longitudes de onda de 450 nm/650 nm usando un lector de placas (absorciometro
para placas de 96 pocillos).

(7) Se determiné la curva de calibracién (curva dosis-respuesta) de la muestra de referencia.

4. Resultados
A 200 ng/ml de ATA, la densidad éptica (D.O). fue 1,863 y la curva de dosis-respuesta alcanz6 una meseta (FIG. 6).
En cambio, no se observé un claro aumento de la D.O. incluso al ahadir la IgG aglutinante por calor (HAG-IgG) que

debia capturar el C1q a una concentracion de 40 yg/ml o al afiadir adalimumab a una concentracion de 40 pg/ml.

Por consiguiente, se determino que la cantidad de ATA en un analito puede calcularse especificamente a partir de la
densidad optica del analito basandose en la curva de dosis-respuesta (curva de calibracion).

Ejemplo 6: Medicion de los anticuerpos contra adalimumab (ATA) en plasma del paciente <2>

1. Preparacion de las muestras

A 120 pl de plasma recogido de cinco pacientes (cinco casos) con enfermedad inflamatoria del intestino que habian
experimentado la ocurrencia de LOR al tratamiento de mantenimiento con adalimumab, se afadié 360 ul del
diluyente para diluir 4 veces y el plasma diluido se dispensé en una cantidad de 200 pl en cada uno de dos
microtubos y se afadieron 50 yl de adalimumab (125 pg/ml) preparado con el diluyente o 50 pl del diluyente para
mezclarse entre si y el resultante se dejé reaccionar a 4 °C durante la noche (tasa de dilucion final: 5 veces).

2. Inmunoensayo

Las muestras preparadas en el punto 1 anterior se dispensaron cada una en una cantidad de 100 pl en cada pocillo
de una placa recubierta con C1q preparada de la misma manera que en el Ejemplo 5, y se hicieron reaccionar de
acuerdo con el método ilustrado en 3. Inmunoensayo en el Ejemplo 5 y a continuacion se determiné la cantidad de
ATA en las muestras basandose en la curva de calibracion mostrada en la FIG. 6.

3. Resultados

Para el plasma de los cinco pacientes que desarrollaron LOR a adalimumab, la adicién de adalimumab promovié aun
mas la formacion de complejos inmunitarios de adalimumab-ATA para dar como resultado valores de medicion
significativamente mas altos que aquellos sin adicion de adalimumab (P = 0,0063) (Figura 7).

A partir de estos resultados, se determind que el método basado en la adicién de adalimumab de acuerdo con la
presente invencion permite la medicion de las cantidades o cantidad de ATA que se une a adalimumab y/o de ATA
que no se une a adalimumab contenido en el plasma de un paciente.

Ejemplo 7: Influencia de la adicion de calcio (Ca) en el ELISA de ADA-C1q

7-1. Influencia de la adicion de calcio en el sistema de medida ELISA de ADA-C1q
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<Preparacion de los reactivos>

1) PBS (solucién salina tamponada con fosfato);

PBS(-): NaCl 137 mmol/l, KCI 2,68 mmol/l, KHPO4 2 mmol/l, NaH2PO4-12H;0 10 mmol/l, pH 7,4
2) Tampodn de bloqueo;

A PBS(-), se afiadieron 0,5 % de caseina hervida (durante 5 minutos) (n.° de cat. C7078, Sigma-Aldrich Co., LLC.),
Tween 20 al 1 % y timerosal al 0,01 %.

3) Diluyente;

Preparado afiadiendo BSA al 0,1 % y timerosal al 0,01 % a PBS(-).

4) Diluyentes con CaCly;

Preparados afiadiendo CaCl; al diluyente para alcanzar 0,3 mM, 0,6 mM, o 0,9 mM.
1. Preparacion de la placa recubierta con C1q

(1) C1q (n.° de cat. C1740, Sigma-Aldrich Co., LLC.) ajustado hasta una concentracion de 10 yg/ml con PBS(-)
se dispenso en una cantidad de 100 pl en cada pocillo de una placa ELISA de 96 pocillos (MaxisorpF8 x12, n.°
de cat. 468667, Nunc) y la placa se dejé durante una noche a 4 °C. La placa resultante se usé como una placa
ELISA para medir ATl y ATA. Para la medicion comparativa de un complejo inmunitario usando una placa
recubierta con C1q preparada de acuerdo con un método descrito por Hey et al. (Bibliografia no de patente 5), se
recubrié de forma similar una placa ELISA de 96 pocillos con 5 pg/ml de C1q.

(2) Las soluciones de C1q en la placa se descartaron y cada pocillo se lavé una vez con 300 ul de PBS(-) que
contenia Tween 20 al 0,5 %.

(3) Después del lavado, se afadieron 300 pl del tampén de bloqueo y se dejé reaccionar a temperatura
ambiente, durante 1 hora. Tras la reaccion, las soluciones se descartaron y la placa se sec6 en un flujo de aire
durante 2 horas y de este modo se prepar6 una placa recubierta de C1q.

2. Preparacion de las muestras
(1) Preparacion de las muestras de referencia

Se usaron anticuerpos anti-lgG humana como un sustituto de las muestras de referencia de los anticuerpos contra
IFX (ATI).

A 50 pl de anticuerpos anti-IgG (H+L) humana de conejo (n.° de cat. ab7155, Abcam plc.), se afiadio 100 pl de IFX
(1 mg/ml) y a esto se anadié adicionalmente 850 pl de PBS(-) hasta alcanzar 1 ml y el resultante se dejé reaccionar
a 4 °C durante la noche.

Tras la reaccion, se extrajeron alicuotas de 5 pl y se afiadieron los diluyentes, cada uno en un volumen de 995 pl
con CaCl, a diferentes concentraciones, a las alicuotas para una dilucién de 200 veces, obteniéndose asi una
concentracion de ATl de 500 ng/ml.

(2) Preparacion de soluciones de IgG humana agregada por calor (HAG-IgG)

La IgG humana (14506, Sigma-Aldrich Co., LLC.) a una concentracion de 4 mg/ml se calenté a 63 °C durante 20
minutos y se centrifugdé a 10.000 xg durante 5 minutos, y el sobrenadante se recogié después y de este modo se
prepar6 la HAG-IgG. A partir de esto, se extrajo 10 yl de la HAG-IgG y se afadié a la misma 990 ul de PBS(-),
obteniéndose asi una concentracion de 40 ug/ml. Se extrajeron alicuotas de 5 pl y se afiadieron los diluyentes, cada
uno en un volumen de 995 ul con CaCl; a diferentes concentraciones, a las alicuotas para una dilucion de 200
veces, obteniéndose asi 200 ng/ml de HAG-IgG.

3. Inmunoensayo

(A) ELISA de los complejos inmunitarios (IC) usando un método de C1q recubierto y concentracion de Ca
(1) La solucion de HAG-IgG (200 ng/ml) preparada en el punto 2(2) anterior se dispensé en una cantidad de
100 pl en cada pocillo de la placa recubierta con C1q y se dejo reaccionar a 25 °C durante 1 hora con agitacion

usando un mezclador de placas.
(2) Posteriormente, se descartaron las soluciones de reaccion y se repitié cuatro veces un procedimiento en el
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cual se afiadi6 300 pl de PBS(-) que contiene Tween 20 al 0,5 % (n.° de cat. 1706531, Bio-Rad Laboratories, Inc)
a cada pocillo, descartandose la solucién, para lavar cada pocillo.

(3) El anticuerpo anti-lgG humana de cabra marcado con HRP (ab81202, Abcam plc.) se diluy6 16.000 veces con
una solucion preparada afiadiendo caseina al 0,5 % a PBS(-) que contiene Tween 20 al 0,5 % y el resultante se
dispens6 en una cantidad de 100 pl en cada pocillo y se dej6 reaccionar a 25 °C durante 1 hora con agitacion
usando un mezclador de placas.

(4) Tras la reaccion, las soluciones se descartaron y se repitié cuatro veces un procedimiento en el cual se
afiadié 300 pyl de PBS(-) que contiene Tween 20 al 0,5 % a cada pocillo, descartandose a continuacion la
solucion, para lavar cada pocillo.

(5) Se afiadié una solucion de sustrato TMB Blue (n.° de cat. S1601, Dako) en un volumen de 100 yl a cada
pocillo, y el resultante se agitd, y luego se dejé reposar a temperatura ambiente en condiciones de sombra
durante 30 minutos.

(6) Después del desarrollo del color, se afiadié a cada pocillo 50 yl de 1N-H>SO4 para terminar la reaccion y la
densidad 6ptica se midié a longitudes de onda de 450 nm/650 nm usando un lector de placas (absorciometro
para placas de 96 pocillos).

(B) ELISA de ATI-C1q y concentracion de Ca

(1) El material de referencia de ATI (500 ng/ml) preparado en el punto 2(1) anterior se dispensé en una cantidad
de 100 yl en cada pocillo de la placa recubierta con C1q y se dej6 reaccionar a 25 °C durante 2 horas con
agitacion usando un mezclador de placas.

(2) Posteriormente, se descartaron las soluciones de reaccion y se repitié cuatro veces un procedimiento en el
cual se afiadié 300 pl de PBS(-) que contiene Tween 20 al 0,5 % (n.° de cat. 1706531, Bio-Rad Laboratories, Inc)
a cada pocillo, descartandose la solucién, para lavar cada pocillo.

(3) El anticuerpo monoclonal anti-infliximab humano marcado con HRP (n.° de cat. HCA216P, Bio-Rad AbD
Serotec, Ltd.) se diluyd 1.000 veces con Can Get Signal Solution 2 (n.° de cat. NKB-301, TOYOBO CO., LTD.), y
el resultante se dispenso en una cantidad de 100 pl en cada pocillo, y se dejo reaccionar a 25 °C durante 1 hora
con agitacion usando un mezclador de placas.

(4) Tras la reaccion, las soluciones se descartaron y se repitié cuatro veces un procedimiento en el cual se
afiadié 300 pyl de PBS(-) que contiene Tween 20 al 0,5 % a cada pocillo, descartandose a continuacion la
solucion, para lavar cada pocillo.

(5) Se afiadié una solucion de sustrato TMB Blue (n.° de cat. S1601, Dako) en un volumen de 100 yl a cada
pocillo, y el resultante se agitd, y luego se dejé reposar a temperatura ambiente en condiciones de sombra
durante 30 minutos.

(6) Después del desarrollo del color, se afiadié a cada pocillo 50 yl de 1N-H>SO4 para terminar la reaccion y la
densidad dptica se midié a longitudes de onda de 450 nm/650 nm usando un lector de placas (absorciometro
para placas de 96 pocillos).

4. Resultados

Incluso en el caso en el que se afiadid CaCl, a 200 ng/ml de HAG-IgG en la medicién, el aumento de la densidad
optica no estaba suficientemente claro (FIG. 8-A). En el caso en el que se afiadié CaCl; al sistema de medicion del
ELISA de ATI-C1qg con la muestra de referencia que tenia una concentracion de 500 ng/ml, por el contrario, la
densidad 6ptica aument6 de manera dependiente de la dosis y alcanzé una meseta a una concentracion de 0,6 mM
(FIG 8-B). Por consiguiente, se espera que la adicion de CaCl; a un sistema de medicién de ELISA de ATI-C1q dote
al sistema de mediciéon de una mayor sensibilidad y estabilidad.

7-2. Influencia de la adicion de Ca sobre la curva dosis-respuesta del ELISA de ADA-C1q

<1> Curva dosis-respuesta del ELISA de ADA-C1q y adicion de Ca

1. Preparacion de las muestras

Preparacién de las muestras de referencia

A 10 pyl de anticuerpos anti-IlgG (H+L) humana de conejo (2 mg/ml, n.° de cat. ab7155, Abcam plc.), se afiadio 20 pl
de IFX (1 mg/ml) y a esto se afiadié adicionalmente 470 pl del diluyente o el diluyente con CaCl, 0,6 mM vy las
soluciones de los dos tipos de diluyentes se dejaron reaccionar a 4 °C durante la noche.

Tras la reaccion, se afiadié 500 pl de cada diluyente hasta alcanzar una concentracion de 20 uyg/ml, y de estos se
extrajeron 100 pl, y a esto se afadié 900 ul de cada diluyente hasta alcanzar una concentracion de 2 ug/ml. De esto
se extrajo 500 yl y se diluyd en serie con cada diluyente para preparar los materiales de referencia que tienen

concentraciones de 31,25 ng/ml, 62,5 ng/ml, 125 ng/ml, 250 ng/ml, 500 ng/ml, 1.000 ng/ml y 2.000 ng/ml,
respectivamente.
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2. Inmunoensayo

Las muestras preparadas en el punto 1 anterior se dispensaron en una cantidad de 100 ul en cada pocillo de una
placa recubierta con C1q preparada de la misma manera que en 1. Preparacion de la placa recubierta con C1q de
"7-1" descrita anteriormente y que reaccioné de acuerdo con el método ilustrado en 3. Inmunoensayo en el Ejemplo
7 y después se midi6 la densidad optica de las muestras de referencia.

3. Resultados

La adicion de CaCl, 0,6 mM al diluyente del sistema de medicion proporcion6 densidades épticas en la curva dosis-
respuesta 1,5 a 4 veces mayores que en el caso de no adicion de CaCl, 0,6 mM, proporcionando asi una mayor
sensibilidad (FIG. 8-C).

<2> Curva dosis-respuesta del ELISA de ATA-C1q y adicion de Ca

1. Preparacion de las muestras

Preparacién de las muestras de referencia

Se usaron anticuerpos anti-lgG humana como un sustituto de las muestras de referencia de los anticuerpos contra
adalimumab (ATA).

A 10 pl de anticuerpos anti-IlgG (H+L) humana de conejo (2 mg/ml, n.° de cat. ab7155, Abcam plc.), se afiadié 20 pl
de adalimumab (1 mg/ml) y a esto se afiadié adicionalmente 470 pl del diluyente o el diluyente con CaCl; 0,6 mMy
las soluciones de los dos tipos de diluyentes se dejaron reaccionar a 4 °C durante la noche.

Tras la reaccion, se afiadié 500 ul de cada diluyente hasta alcanzar una concentracion de 20 uyg/ml, y de estos se
extrajeron 10 yl, y a esto se afiadié 990 yl de cada diluyente hasta alcanzar una concentracion de 200 ng/ml. De
esto se extrajo 500 pl y se diluy6 en serie con cada diluyente para preparar los materiales de referencia que tienen
concentraciones de 1,56 ng/ml, 3,125 ng/ml, 6,25 ng/ml, 12,5 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml y 100 ng/ml,
respectivamente.

2. Inmunoensayo

Las muestras preparadas en el punto 1 anterior se dispensaron en una cantidad de 100 ul en cada pocillo de una
placa recubierta con C1q preparada de la misma manera que en 1. Preparacion de la placa recubierta con C1q de
"7-1" descrita anteriormente y que reaccioné de acuerdo con el método ilustrado en 3. Inmunoensayo en el Ejemplo
5y después se midi6 la densidad 6ptica de las muestras de referencia.

3. Resultados

La adicién de CaCl, 0,6 mM al diluyente del sistema de medicién proporcion6 densidades opticas de 2 a 4 veces
mayores que en el caso de no adicion de CaCl; 0,6 mM, proporcionando asi una mayor sensibilidad (FIG. 8-D).
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REIVINDICACIONES
1. Un método para medir anticuerpos anti-farmaco (ADA) en un analito a medir, comprendiendo el método:

(1) una etapa de proporcionar una muestra que comprende un analito para medir los ADA, comprendiendo la
etapa afadir un farmaco correspondiente a un analito para medir los ADA para preparar una muestra con un
complejo inmunitario farmaco-ADA formado;

(2) una etapa de poner en contacto la muestra preparada en la etapa (1) con un soporte recubierto con
complemento C1q, anticuerpo anti-C3d, o anticuerpo anti-C1q;

(3) una etapa de poner en contacto un anticuerpo anti-fArmaco marcado o no marcado que reconoce
especificamente el farmaco con el soporte recubierto preparado en la etapa (2); y

(4) una etapa de cuantificar la unién del complejo inmunitario farmaco-ADA al complemento C1q, anticuerpo anti-
C3d, o anticuerpo anti-C1q,

donde una cantidad del farmaco a afadir en la etapa (1) es mayor que una cantidad de los ADA en el analito a
medir.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el farmaco es un farmaco anti-TNFa.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 2, donde el farmaco es infliximab, adalimumab, golimumab, o
certolizumab pegol.

4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el farmaco es infliximab o
adalimumab.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde el anticuerpo que reconoce
especificamente el farmaco a usar en la etapa (3) es un anticuerpo marcado.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 5, donde el anticuerpo marcado es un anticuerpo marcado con
enzima.

7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde el analito a medir es un analito
recogido de un paciente que recibe el farmaco.

8. Un kit de medicion de los ADA para medir los ADA utilizando el método de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, comprendiendo el método de medicion:

un soporte recubierto con complemento C1q, anticuerpo anti-C3d, o anticuerpo anti-C1q; y un anticuerpo anti-
farmaco marcado o no marcado que reconoce especificamente el farmaco.

9. El kit de medicién de acuerdo con la reivindicaciéon 8, donde el anticuerpo que reconoce especificamente el
farmaco es un anticuerpo marcado.

10. El kit de medicién de acuerdo con la reivindicacion 9, que comprende ademas el farmaco.

17



[FIG. 1-a]

ES 2765 808 T3

Division de Quimica bioldgica y bioldgicos, Instituto Nacional de Ciencias de la salud, 1 de abril de 2016

Clasificacion  Nombre Nombre comercial Estructura Diana Indicaciones principales Ao de-aprokacion Célula productora
EE.UU. UE Japén
Anticuerpo de raton -
o OKT3 aGaa cp3 rechazo agudlo tras trasplante de rifion 1886 NA 1891 hibridoma de raton
Ibritumamab tuxetan  Zevalin loG3x {MX-DTPA: marcado con®™)  ©Dz0 linfoma no Hodgkin de linfocitos B 2002 20 2008 CHO
Zovalin 1gG1xc (MX-DTPA: marcade con'llin) confirmacion del sitio de acumulacion de ibritumomab tiuxetan 2008 CHO
Tositumomab yodo 131 Bexxar IgG2aA (marcado con®l) linfoma no Hodg 2003 NA  NA  célula de mamifero
migG2ax (EpCAM), rigG2bh{CDY| Ep::AM CD3 ascitis cancerosa NA 2008 NA  hibridoma de rata/raton
_ blinatumomab Blincylo scFv-scFy ©D19.CP3  Jeucemia linfocitica aguda 2014 2018 NA GHO
MUGUEI’PO quimerico
mbclki RaoPro g1 (Fab) GPIb/ila isquemia miocardica 1884 NA  NA  célula de mamifero
rituximab RiluxaniMabThera lpB CD20 linfoma noHodgkin de linfacitos B 1897 1988 2001 CHO
basiliximab Simulect 1gG1k CD25 rechazo agudo tras trasplante de rifion 16908 1968 2f Sp2/0
Infiix 1gG1x TNFa artritis reumatoide 1698 1089 2002 Sp2/D
catuximab Erbilux B3k EGFR cancer de cabeza v cuello, cancer colorrectal 2004 2004 2008 SpZ/D
brentuximab vedotina Adce 1gG1(modificada con MMAE) coao linfoma de Hodgkin 11 2012 2014 CKO
siltuxima Sylvant gGik -G enfermedad de Castleman 2014 2014 NA CHO
inutuximab Unituxin KRGk o neuroblastoma (ninos) 2015 2015 NA SpzmD
obiltoxadmab Anthim KkGik a. -mer:ur 1¢ antrax por inhalacion 2018 NA NA
Anticuerpo humanizade _—
dactlzumab Zengpax [“l<33 cD25 rechazo agudo tras trasplante de rifion 1997 1888 NA NSO
pallvizumab Synagls Bk proteina F del RSV infeccion por el virus RS 1988 1999 2002 NSO
KBG cancer de mama metastasico 1858 2000 2001 CHO
gemtuzumab ozogamicina M:dnhr:r lgG4k (modificada con caliqueamicina) CDA3 leucemia mieloide aguda 300 mfusec 2005 NSO
olomuzumsb Campath G leucemia linfocitica cronica de linfocitos B 2001 2001 2014 GHO
omalizumab Holalr lgGix IgE asma 003 2005 2008 CHO
efallzumab Raptiva KWG1x cBp11 psoriasis vulgar 2 2004 NA  CHO
bavacizumab Avaalin IgG1x VEGF cancer colorrectal 2004 2005 2007 CHO
natalizumab Tysabri IaG4x Integrina gd esclerosis miltiple 2004 2006 2034 celula de mieloma murino
focilizumab Aclemra IgGix IL-8R fermedad de Castleman, artritis 2010 2008 2005 CHO
ranlblzumab Lucentls IgG1xFab VEGF-A degeneracion macular asociada a la edad 21 2007 2008 E.Cofl
ocullzumab Sollris G244k G5 hemoglobinuria paroxistica nocturna 2007 2007 2010 S0
conalizumab pegol Cimzla Fab+PEG TNFa artritis reumatoide, enfermedad de Crohndrave 2008 2009 2012 E.Coii
mogamulzumab Patoligeo laGix CCR4 leucemiallinforma de linf. T del adulto, CCR4+ 012 CHO
pariuzumab Parjeta IgG1 HER2 cancer de mama inoperable o recurrente HER2+ 2042 2013 20138 CHO
trastuzumab emtansina  Kadcyla IgG 1k (modificada con maitansina) HER2 cancer de mama recurrente metastasico HER2+ 2013 2013 2013 CHO
ohbinutuzumab aryva KkG1 co20 leucemia linfocitica cronica 2013 2014 CHO
vedolizumab Entyvic 1gG1 Integrina a4p7  enfermedad de Crohn 2014 2014 NA CHO
pambrallzumab Koytruda 1gGax PD-1 melanoma 2014 2015 NA
idancizumab Praxbind 1gG1 Fab i lizacib fat Pradaxa(R)) 2015 2016 NA GCHO
mapoli;umab Nucala IgGx -5 asma - 2015 2016 2016 CHO
elofurumab Empliciti IgG1x SLAMFT mieloma multiple 2015 NA NSO
daratumumab Darzalex 1gGIk CDas mieloma mdltiple 2016 NA NA CHO
Ixeklzumab Taltz 5G4 IL-17A psoriasis vulgar 2016 NA NA CHO
reslizumab Cingalr IgG4ax IL-5 asma 2018 NA NA NSO
Anticuerpe humano
irumab Hummira IgG1Ix NFo artritis reumatoide 2002 2003 2008 CHO
paniumumab Vactibix IgG2x EGFR cancer colorrectal 2006 2007 2010 CHO
golimumakb Slmponi IgG1x TNFa artritis reumatoide 2009 2000 2011 Ep2/0-Agi4
ustakinumab Stalara lgG 1k IL12, IL23-p40 psoriasis 2009 2000 2011 Bp2D
canakinumab llaria IgG1x IL=1fa sindrome periadico asaciado a la criopirina 2009 2008 2011 Sp20-Agid
olswmumab Arzama KG1K CD20 leucemia linfocitica cronica 2008 2010 2013 NSO
denosumab ProtiafXgeva Ranmark gG2 RANI lesion 6sea, osteoporosis 2010 2010 2012 CHO
ipifmumak ‘Yarvoy NG T melanoma 2011 2011 2015 CHO
belimumab la IgG1A BlyS LES 2011 2011 NA NSO
raxibacumnmab Raxbacumab |G1A 8. snthracis 1¢ antrax por inhalacion, antrax pulmonar 2052 NA  NA  célula murina
ramyciruman Cyramza lg&1 VEGFR2 céncer gastrico 2074 2014 2015 NSD
nivolumaty Qpdive gG4 PD-1 melanoma maligno 2015 2015 2014 CTHO
Eacl Gl 17 =—A psoriasis vulgar, psoriasis artropatica 2015 2015 2014 CHO
avolocumab Rapatha G2 PCSKD hipercolesterolemia 2015 215 2018 CHO
P igG1 PCSKY hipercolesterolemia 2015 2015 NA CHO
1gG1x EGFR cancer de pulmén no microcitico 2015 2018 NA  NSD
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[FIG. 1-B]
Nombre biolégico Empresa Tipo Diana Indicacién(es) '"'"l:’"e‘?;i':i:idaﬂ
Prolastina Talecris blotherapeutics PD Inhibidor de la «l-proteinasa deficiencia de laal-antitripsina Ninguna descrita
Aralast Baxter Healthcare PD Inhibidor de la al -protei iencia de la al-antitripsina Ninguna descrita
Zemalra Avenitis Behring (CSL Behring) PE» Inhibidor de la al-proteinasa deficiencia de la al-antitripsina Ninguna descrita
Kogenate F5 Bayer (Bayer Schering Pharma) THu Factar VIl Hemofilia A 15%
ReFacto Genetics Institute (Wyeth} rHu Factor ¥ill Hemofilia A 3%
2yntha Wyeih (Pfizar) rHu Factor ¥ill Hemofilia A 2,2% (89)
NovoSeven NovoNordisk rHu Factor Fuil Hemofilia <i%
Benefix Wyeth (Plizer) rHu Factar [X Hemofilia B 3%
ATryn GTC Blotherapeutics rHu Anti-trombina Tromb boli Ning! descrita
BabyBIG Californta Depal!:ment of PD Inmunoglobulina botulinica  gotylismo del lactante
Health Services humana intravenosa
Berinert CSL Behring rHy Inhibidor de la C1 esterasa Angioedema
Clnryze Lev Pharmaceuticals rHy Inhibidor de la C1 esterasa Angioedema
Rhophylac 5L Behring PD Inmunoglobulina Rho(D) me 0% (447}
Evithrom. OMRIX Biopharmaceuticals rHu Trombina, Tépica Coagulacion 3,3%
Recathram ZymoGenatics Hu Trombina, Topica Coagulacion 1,2-1,5%
Wwilate Octagharma PO Factor von Willebrand Coagulacion 1,5-3%
Cerezyme Genzyme rHu B-glucocerebrosidasa Enfermedad de Gacher 15%
E";’;i;::a ©  Amylin Pharmaceuticals/@liLilly R Péptido tipo glucagon 1 Diabetes tipo Il 5%
IntronA Schering C:LP {Bayer Schering i 1N Leucemia, sarcoma de Kaposi, <3-13%
2rma) hepatitis BIC
Betaseron Bayet Schering Pharma rHu IFNB Esclerosis miltiple 16,5-25,2%
Novalog NovoNordisk rHu Analogo de la insulina Diabetes tipo Il Anticuerpos transitorios
Leukine Genzyme Hu GM-CSF Prevencion dela infeccién 2,3%
en el cancer
NEUPOGEN Amgen rHu G-CSF. Prevencion de la infeccion 30
{Fllgrastim} en el cancer
Reravase PDL Biopharma rHu TPA ;:;s;?;::;;:’::;:; 0% (24D0)
Humatrope Ell Lilty rHu Hormona del crecimi 1,6%
Adagen Enzon Pharmaceuticals Bovino ADA heredada  No descrita {SCIE)
Pulmozyme Genentech (Roghe) rHu ADNasa | Fibrosis quistica 2-4%
Procrt Amgen o £Po AR K el
Proleucina Novartis rHu L2 Oncologia <1%
Se indican los productos hi T binantes (rHu), derivados del plasma (PD) y recombi {r). Las emp que han adquirido una participacién

mayoritaria en cualquiera de las empresas que realizaron el desarrollo inicial de los biolégicos se indican entre paréntesis.
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[FIG. 4]

2,500 (

n

o

(=]

o
T

ATIIFX/Sueros

1,500 |

1,000 |

DO a450/650nm

0,500 -

HAG-1gG
== —— —————————— B 14

0 50 100 150 200 : ATI-IFX/Sueros (ng/ml)

| - I |
106 500 1000 5000 ' 10000 : HAGIgG, IFX (ng/ml)

0,000

[FIG. 5]

Plasma de un paciente con LOR a IFX
3,50 ~—:IFX (+)
3,00 | ——:IFX ()

2,50
2,00 |
1,50 |

ATI (ng/ml)

1,00 |

0,50

0’00||||||:r.|||1|-|||||
1/40 1720 1/10

Tasa de dilucién

21



ES 2765 808 T3

[FIG. 6]
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[FIG. 8]
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