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v Fundamento del E.L.I.S.A
v' Equipos comerciales: diferencias
v Inmunogenicidad:

- ELISA puente y sus limitaciones
- Disociacion dacida

v' Otras técnicas

v' Interpretacion resultados




E.L.I.S.A.

(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
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DAS
(Double Antibody Sandwich)

BIOTIN STREPTAVIDIN
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HADAS
(Heterologous Assays-DAS)

Substrate

$ Streptavidin-enzyme

Detection
mAb-biotin

‘ Analyte
I Capture mAb

LISA-TRACKER



PrROMONItOT | ISA-TRACKER
Conjugado Ac-HRP Ac biotinilado
Estreptavidina-HRP
Sustrato TMB TMB
CP + +
CN + -
Calibracion 6 ptos 5 ptos
(0,024-12 mcg/ml) (0,1-8 mcg/ml)
N2 muestras/placa 40 42
Diluciones 1:10; 1:200 1:101




~ | PROMoONItor | ISA-TRACKER

Infliximab-AAl X X
Adalimumab-AAA X X
Etanercept-AAE X X
Rituximab-AAR X X
Golimumab-AAG X X
Certolizumab-AAC En desarrollo X
Tocilizumab-AAT En desarrollo X
Ustekinumab-AAU En desarrollo En desarrollo
Bevacizumab-AAB - X
Trastuzumab-AAT - En desarrollo

Vedolizumab-AAV - En desarrollo



©® Automatizado
®© Sencillo y rapido (3,5-4h)
O N° mues‘rr'asl/sesiénI: 40-42 © Amplificacion de la sefial
® Cuantificacion del farmaco libre ® ¥ especificidad
® Espacio (80x150cm, 1,9m?) © Pérdida de reactividad (humedad,
T2, luz)
® Curva calibracion/sesion
®© Ausencia patrén estandar




Inmunogenicidad: ELISA puente

ﬁ Y Agente bhioldgico
Anticuerpo anti-medicamento
en el suero del paciente
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ELISA puente

v Ac negativos: datos "no-concluyentes”
v' Baja especificidad:
* No detecta IgG,
 Falsos positivos: FR, complemento activado

°
No color © o
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ADA
Color reaction : d S
Drug in serum ? Unknown
specificity
Rheumatoid Activated

factor Pios complement
Anti-allotypic 2 Clgr2s2 g i
Ab 1g in solid phase
False positive outcome, because... False negative outcome, because bELISA...
rheumatoid factors/ activated complement fails to detect ADA fails to detect IgG4 ADA.

anti-allotypic Abs fragments cross-bind in the presence of drug IgC4 Abs are bi-specific,
cross-bind drug Fc drug Fc i.e. functionally monovalent
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ORIGINAL ARTICLE 20 pl suero + 100 ml acido acético 300 mM (pH=3)
15 min, T? amb.

Practical application of acid dissociation in monitoring patients
treated with adalimumab + 31 ul Tris base sol (neutralizar)
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Disociacion acida
v' Estrategia para detectar precozmente inmunogenicidad
v Pre-tratamiento de la muestra
v Técnica cualitativa

v No se detecta Ig6,

v % recuperacién AAF | :
 Desnaturalizacion de los AAF tras acidificacion
* AAF baja afinidad pérdida por lavados
* Parcial formacion de inmunocomplejos tras neutralizacién.



Otras tecnicas

v RIA

v HMSA
v' Gen reportero



Radioimmunoassay (RIA) for ADA
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Homogeneous mobility-shift assay (HMSA) for ADA

Drug Drug - ADA complex
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Size exclusion, high-pressure

Fluorescence liquid chromatography
Drug

A l

Elution time
© AANEspecificidad ® Investigacion

Drug-ADA
complex

® AASensibilidad ® Fraccionamiento immunocomplejos



Reporter-gene assay (RGA) for ADA

1. Preincubate human recombinant TNF-c in ...

control serum serum w/drug serum w/ADA
@ & Q=
Q TNF-a %i i& ! AA
I gnar-{
2. Add to the genetically engiheered erythroleukemic ce// line K562
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Firetly luciferase reporter-gene

I » CFirefly luciferase

3. Cell lysis + luciferase substrate
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4. Detection of luminescence in luminometer = &

©® Actividad bioldgica
® Universal

®© Rdpido

® Cultivo celular

© No disponible en Europa



Interpretacion resultados

v" No “gold standard”
v" Variabilidad y diferencias sistematicas entre técnicas
v" ELISA puente:

« Teécnica cualitativa

» Unidades no estandarizadas para AAF (ng/ml; AU/ml)
v Determinacién de anti-TNF y AAF en el mismo laboratorio
v" Titulaciones bajas AAF: seguimiento farmacocinético

» Falso positivo

* Ac “transitorios”

* Fracaso secundario por inmunogenicidad



60 €/determinacion _, 4 sesiones trabajo/placa
(6 niveles/sesion)

48 €/determinacion ———— 3 sesiones trabajo/placa

Tobra (10 niveles/sesion)
Teofilina €
P tamol 40 €/determinacion ——— 2 sesiones trabajo/placa
aracetamo (18 niveles/sesion)
CysA
MTX 34 €/determinacion ——— 1 sesion trabajo/placa
(42 niveles/sesion)




Coordinacion entre
Unidades FCC

v'Determinacion AAF: tiempo de respuesta vs eficiencia
v'Definir patrones estdndar

v'Establecer intervalos terapéuticos/patologia



