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DESCRIPCION
Método de electroforesis con inmunofijacion con inmunodesplazamiento en gel de componentes diana
Campo de la invencion

La invencion se refiere al campo de analisis de muestras biolégicas por electroforesis con inmunofijacion (IFE, forma
siglada de immunofixation electrophoresis).

La invencion se refiere especialmente a un método para el andlisis de muestras biolégicas mediante electroforesis con
inmunofijacién, que implica el inmunodesplazamiento del componente diana (o componentes diana) que pueda estar
presente en la muestra bioldégica sometida a ensayo, constituyendo dicho componente (o componentes) diana un
componente (0 componentes) interferente cuando se considera la interpretacion de los resultados de inmunofijacion.
El inmunodesplazamiento se lleva a cabo en un soporte electroforético que es un gel, como se define en el presente
documento.

A este respecto, la invencion se refiere a un método que puede aplicarse de provechosamente en protocolos de
diagnostico, cuando se busca la investigacion y/o tipificacion de muestras biolégicas de proteinas que pueden ser
testigo de trastornos monoclonales, también conocidos como gammapatias monoclonales.

La invencién también es de particular interés para el control de pacientes después de una terapia que implica la
administracién de anticuerpos monoclonales terapéuticos.

Ademas, se divulga un kit adecuado para implementar el método (o los métodos) descritos en el presente documento.
Antecedentes de la invencion

La electroforesis de proteinas séricas (SPE, forma siglada de serum protein electrophoresis) y la electroforesis de
inmunofijacién (IFE) son métodos ampliamente utilizados en laboratorios de analisis clinicos para la deteccion,
identificacion y seguimiento de la progresion de inmunoglobulinas implicadas en gammapatias monoclonales.

Varias enfermedades pueden presentarse con una gammapatia monoclonal, tal como la gammapatia monoclonal de
significado incierto (GMSI), pero también el mieloma multiple, el SIDA, la leucemia linfocitica crénica, el linfoma no
Hodgkin, particularmente el linfoma esplénico de la zona marginal y el linfoma linfoplasmocitico, la hepatitis C, una
enfermedad del tejido conjuntivo tal como el lupus, la inmunosupresién después del trasplante de 6rganos, la
macroglobulinemia de Waldenstrém, el sindrome de Guillain-Barré o sindrome Tempi.

La electroforesis de inmunofijacion (IFE) es un método bien establecido para la deteccién vy tipificacion de
determinadas proteinas, especialmente de anticuerpos monoclonales o inmunoglobulinas en muestras bioldgicas.
Habitualmente, las muestras bioldgicas sometidas a ensayo son suero, orina y liquido cefalorraquideo. La IFE es un
procedimiento de dos fases que combina la electroforesis de proteinas como primera etapa y la inmunofijacion como
segunda etapa. Esa técnica es ampliamente utilizada como andlisis de rutina llevado a cabo, en particular, en
laboratorios de analisis clinicos, para el analisis de muestras bioldgicas con vistas a tipificar las inmunoglobulinas
(también denominadas proteinas monoclonales o componentes monoclonales/anticuerpos/inmunoglobulinas en el
presente documento) que contienen. La técnica, que combina la electroforesis con la formacién de precipitados en el
gel de electroforesis, se conoce desde hace mucho tiempo y la describen en particular Alper C A'y Johnson A M Vox.
Sang. 17: 445 (1969), Cawley L P et al., Clin. Chem. 22: 1262 (1976), Ritchie R F y Smith R Clin. Chem. 22: 497, 1735,
1982 (1976). Permite la identificacion de anomalias en distintas muestras biolégicas, en particular en liquidos
biolégicos, por ejemplo suero, orina o liquido cefalorraquideo.

En la primera etapa de la IFE, se realiza la electroforesis del contenido de proteinas de una muestra biolégica en un
soporte electroforético (generalmente un gel) con un campo eléctrico aplicado. Esto permite la separacion de la
fraccion (o fracciones) proteica (resolucion) en forma de un perfil electroforético.

La electroforesis de proteinas en gel aprovecha el hecho de que en el gel las proteinas tienen una carga eléctrica
intrinseca. Al aplicar un campo eléctrico, la carga intrinseca de una proteina dada imparte una movilidad electroforética
a dicha proteina y, por lo tanto, permite su migracion en el gel hacia un electrodo que tiene una carga opuesta a la
carga de la proteina. Como una muestra biolégica contiene varios tipos de proteinas, las proteinas que tienen una
movilidad electroforética mas baja se moveran mas lentamente que las que tienen una movilidad electroforética mas
alta y, por lo tanto, se puede lograr la separacion de las proteinas de la muestra biolégica entre si.

En la segunda etapa de la IFE, se realiza la inmunofijacion para permitir la deteccion y tipificacion de los anticuerpos
monoclonales o inmunoglobulinas que pueden estar presentes en la muestra sometida a ensayo. Con este fin, en gel
de agarosa se depositan en paralelo varias alicuotas de la misma muestra biolégica. Después de la electroforesis de
la primera etapa, cada carril sometido a electroforesis se incuba con un tipo de anticuerpo que es especifico para los
tipos de inmunoglobulinas que se investigan (IgG, IgA, IgM, kappa y lambda, y posiblemente kappa libre, lambda libre,
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IgD e IgE), lo que conduce a la formacién de inmunocomplejos entre las inmunoglobulinas de la muestra y los
anticuerpos. Después de lavar el gel para eliminar las proteinas no precipitadas, una etapa de tincion puede revelar
la posiciéon de los inmunocomplejos: en ausencia de proteinas monoclonales, solo aparece un fondo tefiido difuso
(correspondiente a una multitud de anticuerpos monoclonales que constituyen el "fondo policlonal"); en presencia de
proteinas monoclonales, las bandas tefiidas se revelan en regiones especificas del gel. El uso de un carril de referencia
en la que no se aplica antisuero, hace posible la tipificacién de cada banda monoclonal que es visible en el gel, en
comparacion con el carril de referencia.

Las inmunoglobulinas generalmente se forman a partir de cadenas pesadas (2 cadenas pesadas) y cadenas ligeras
(2 cadenas ligeras). En la estructura de cuatro cadenas se han identificado cinco isotipos de cadena pesada (M, G, A,
D, E - clases isotipicas) y dos isotipos de cadena ligera (kappa y lambda - tipos isotipicos). Dependiendo de las
enfermedades de los pacientes investigados, las proteinas monoclonales que se pueden identificar son de una
naturaleza distinta, constituidas por una molécula de anticuerpo intacta o por un fragmento de anticuerpo. Por lo tanto,
las cadenas pesadas o las cadenas ligeras se pueden producir solas. Este es el caso, por ejemplo, de las proteinas
de Bence Jones secretadas en la orina de pacientes con mielomas, que estan en forma de cadenas ligeras solo. Los
isotipos que han de determinarse para las inmunoglobulinas pueden caracterizarse en funcion de la naturaleza de sus
cadenas pesadas y/o en funcion de la naturaleza de sus cadenas ligeras.

Por lo tanto, de acuerdo con los procedimientos de IFE conocidos en la técnica, se pueden aplicar a determinados
carriles del gel una solucion fijadora (para el carril sometido a electroforesis de referencia, denominado ELP en el
presente documento) y antisueros que comprendan anticuerpos de captura que son especificos para distintas clases
y tipos de inmunoglobulinas (por ejemplo, IgG, IgA, IgM, IgkK, IgL, IgKlibre, IgLlibre). El gel, la solucién fijadora y estos
distintos antisueros (anticuerpos de captura) se incuban durante un tiempo durante el cual se forman los
inmunocomplejos entre la inmunoglobulina o inmunoglobulinas) especificas y los anticuerpos de captura. Después,
las ubicaciones de tales inmunocomplejos en el gel se pueden visualizar mediante tincién del gel. Como resultado, la
presencia de una banda especifica es generalmente indicativa de la presencia de una proteina monoclonal
correspondiente a una clase y tipo de inmunoglobulina particular. Una "proteina monoclonal" se caracteriza por
cadenas pesadas de una Unica clase isotipica (y posiblemente una subclase, aunque la IFE convencional no analiza
este parametro) y por cadenas ligeras de un Unico tipo isotipico.

Dentro de los ultimos adelantos de la técnica se conocen aparatos que realizan IFE. Por ejemplo, el sistema de
electroforesis Hydrasys® (SEBIA) disponible en el mercado es un instrumento semiautomatico de parametros
multiples que permite llevar a cabo la IFE de principio a fin: la aplicacién de muestras sobre el gel, la migracion,
incubacion del gel con antisueros (anticuerpos de captura), la tincién/decoloracion y el secado de la fase final se
pueden realizar de forma semiautomatica siguiendo las instrucciones del fabricante. El sistema de electroforesis
Hydrasys® posee un aplicador con transportador para aplicar las muestras sobre el gel, que incluye 13 posiciones
distintas para la aplicacion de muestras sobre el gel. Dependiendo del programa seleccionado, el sistema puede
procesar simultaneamente 1, 2, 4 o 9 muestras de inmunofijacion (1). La implementacién del método de la invencion
se describe en la seccién de Ejemplos a continuacion, utilizando el sistema de electroforesis Hydrasys®. Sin embargo,
el experto en la materia confiara faciimente en el principio descrito en el presente documento para la implementacion
de los métodos descritos en el presente documento en otros aparatos convencionales disefiados para llevar a cabo
procedimientos de IFE, las etapas de electroforesis y de inmunofijacion seguiran siendo las mismas.

Para el analisis electroforético de las inmunoglobulinas contenidas en una muestra biolégica, ademas de la
electroforesis de proteinas séricas (SPE) y la electroforesis de inmunofijacion (IFE), también se utiliza electroforesis
capilar (CE, forma siglada de capillary electrophoresis). Actualmente se utiliza para la identificacion de proteinas
monoclonales que pueden estar presentes en una muestra bioldgica analizada una adaptacion particular de la CE,
que se basa en una etapa de inmunodesplazamiento. El inmunodesplazamiento de la electroforesis capilar puede
utilizar un anticuerpo modificado quimicamente que, a pesar de tal modificacion, conserva su capacidad de unirse a
proteinas monoclonales. Esta modificacion quimica proporciona carga negativa adicional a los anticuerpos, para
permitir que los anticuerpos y sus complejos se muevan fuera de la zona gamma, (14 - 15) o fuera del patron de
proteinas séricas durante la migracion electroforética (16).

El documento EP 2 184 606 A1, cual es la solicitud de prioridad de la Referencia 16, divulga un método para el analisis
mediante electroforesis capilar de una muestra que puede contener un compuesto diana. El método divulgado implica
una etapa de mezcla de al menos una parte de la muestra con un compafiero de unioén para la diana, y luego una
etapa de separacion mediante electroforesis en un medio de separacion en el que el compafiero de unién para la
diana tiene una carga negativa neta. El método del documento EP 2 184 606 A1 precisa necesariamente que el
comparfero de unién para la diana comprenda un denominado "segmento polimérico polianiénico". La presencia de
un segmento polimérico polianidnico adecuado tiene como objetivo lograr una separacion suficiente, mediante
electroforesis capilar, entre los analitos contenidos en la muestra analizada.

El documento US 2005/164302 A1, que corresponde a la Referencia 15, también divulga un método para el analisis
mediante electroforesis capilar de una muestra que puede contener un compuesto diana, en el que, en contraste con
el documento EP 2 184 606 A1, no hay "segmento polimérico polianiénico” implicado. Si la migracion fuera de la zona
gamma se logra como se indica anteriormente, no se extiende fuera del patrén de proteinas séricas (y, por lo tanto,
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no resuelve el problema de lograr una separacién suficiente entre los analitos contenidos en una muestra sometida a
ensayo).

A fines del inmunodesplazamiento y en el contexto de la CE con inmunodesplazamiento, la muestra se incuba con un
antisuero (anticuerpo) modificado especifico, antes de someter la mezcla al procedimiento de electroforesis capilar.
La desaparicion o no de un pico de la zona gamma durante la migracién con este antisuero modificado especifico
permite la clasificacion y tipificacion de la muestra. Sin embargo, la interpretacion de los resultados que se pueden
obtener a través de la CE, puede seguir siendo dificil, incluso cuando se utiliza CE con inmunodesplazamiento, ademas
del hecho de que la sensibilidad de la CE con inmunodesplazamiento sigue siendo inferior que la sensibilidad de la
IFE convencional. Ademas, la IFE convencional sigue siendo el método de referencia para la tipificacion de
inmunoglobulinas y el seguimiento de pacientes que presentan mieloma multiple, aunque esta sujeta a otros
problemas, como se analiza a continuacion.

Aunque la interpretacion de los resultados de la IFE puede verse como un ejercicio muy cualitativo, sujeto a la
experiencia y competencias del experto, los expertos en la materia consideran la interpretacién de los resultados de
los experimentos de IFE convencionales mas facil que la de otras técnicas (por ejemplo, SPE o CE), excepto en
determinadas situaciones. De hecho, los métodos de IFE actuales no siempre evitan la presencia de patrones
confusos. Por ejemplo, en presencia de dos o0 mas componentes monoclonales en la muestra analizada, por ejemplo,
como resultado de la proliferacién de varios clones de linfocitos B en un paciente, mediante la inmunofijacién deberian
revelarse varias bandas monoclonales. Cuando esta presente una gammapatia biclonal, deberian observarse por
inmunofijacion dos bandas de cadena pesada (idénticas o distintas) y dos bandas de cadenas ligeras (idénticas o
distintas). Sin embargo, tales bandas biclonales pueden comigrar y, por lo tanto, hacer dificil la interpretacion. Cuando
esta presente una gammapatia oligoclonal, deberian observarse multiples bandas posiblemente débiles de uno o més
tipos de cadenas pesadas y uno o dos tipos de cadenas ligeras. Sin embargo, la deteccion de una gammapatia
oligoclonal en presencia de un fondo policlonal significativo puede ser dudosa. De manera similar, en presencia de un
fondo policlonal, especialmente cuando la muestra analizada se diluye para minimizar la interferencia de dicho fondo
policlonal en los carriles de los antisueros (anticuerpos de captura), la proteina monoclonal que pueda contener la
muestra analizada también puede diluirse, haciéndose invisible en el fondo policlonal. En este caso, la posibilidad de
la presencia de proteina monoclonal no puede excluirse.

A partir de lo anterior, se puede observar que, en varios casos, la interpretacion de los resultados de la IFE realizada
utilizando los métodos convencionales actuales puede ser dificil. Generalmente, la presencia de la denominada
proteina (o proteinas) o componente (componentes) interferente que puede comigrar en un gel de IFE hace que la
interpretacion sea mas dificil. Este problema no tiene solucion en la técnica.

Ademas, a dia de hoy, los farmacos terapéuticos de anticuerpos monoclonales se utilizan cada vez mas en numerosas
disciplinas médicas, incluida la inmunologia de la alergia, la gastroenterolégica, la hematologia, la oncologia, la
reumatologia y la dermatologia, y el trasplante de érganos (2 - 9). En este contexto, la interferencia de farmacos en la
IFE sérica realizada sobre muestras recogidas de pacientes tratados o muestras de suero enriquecidas se ha descrito
para una serie de anticuerpos monoclonales terapéuticos (11 - 12).

Por otro lado, la presencia de farmacos terapéuticos de anticuerpos monoclonales también puede llevar a los médicos
a sospechar falsamente afecciones tales como la tal como la gammapatia monoclonal de significado incierto (GMSI).
Como los laboratorios de andlisis clinicos rara vez cuentan con una extensa historia clinica del paciente, es probable
que se estén informando componentes monoclonales débiles sin saberlo debido a farmacos de anticuerpos
monoclonales (13).

En este caso, de nuevo, la presencia de una proteina (o proteinas) o componente (o componentes) interferente
exogeno bajo la forma de un anticuerpo monoclonal administrado a un paciente, que puede comigrar con una proteina
(o proteinas) o componente (o componentes) monoclonal endégeno cuando se realiza una IFE en la muestra de dicho
paciente, hace que la interpretacion sea mas dificil.

Por lo tanto, existe una necesidad de superar estos problemas, cuando se realiza el andlisis de muestras mediante
IFE, que son susceptibles de contener o contienen un componente (o componentes) interferente exdgeno o enddgeno.
Dicho componente (o componentes) interferente exdgeno o endégeno es un componente que puede hacer dificil la
interpretacion de la IFE, como se ha explicado anteriormente. El componente (o componentes) interferente puede ser
un anticuerpo (o anticuerpos) o inmunoglobulina (o inmunoglobulinas) exdégena o endégena interferente, tal como un
anticuerpo (o anticuerpos) monoclonal terapéutico o una inmunoglobulina (o inmunoglobulinas) endégena, incluyendo
un anticuerpo (o anticuerpos) monoclonal endégeno o un antisuero (o antisueros) policlonal o componente (o
componentes) de los mismos, contenido en la muestra del paciente que se analiza.

La presencia de tal componente (o componentes) interferente en una muestra analizada mediante IFE puede tener la
consecuencia de llevar a una interpretacion clinica errénea o dudosa de la IFE, o hacerla imposible.

La presente invencion propone una solucion a estos problemas. A este respecto, la invencion se refiere a un método
de analisis mediante IFE que permite una facilidad de interpretacion superior de los resultados de la IFE, que, por lo
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tanto se puede aplicar provechosamente en protocolos de diagnostico, cuando se busca la investigacion y/o tipificacion
de muestras bioldgicas de proteinas que pueden ser testigo de trastornos monoclonales, también conocidos como
gammapatias monoclonales. La invencién también es de particular interés para el control de pacientes después de
una terapia que implica la administracion de anticuerpos monoclonales terapéuticos.

Sumario de la invencién

Por lo tanto, la presente divulgacion se refiere a un método para el analisis por electroforesis con inmunofijacion (IFE)
de una muestra bioldgica que comprende una o mas proteinas, en particular para el analisis por IFE de un componente
(o componentes) monoclonal que pueda estar presente en dicha muestra biolégica, que comprende las etapas de:

a. depositar al menos una parte alicuota de la muestra biolégica en un area de depdsito de una placa de gel
electroforética, estando dicha area de depodsito de muestras en una posicion de la placa de gel que permita la
migracion electroforética del contenido proteico de la muestra depositada hacia el lado anddico de la placa de
gel,y

b. depositar al menos un anticuerpo que esta modificado (anticuerpo modificado) para portar cargas eléctricas
negativas adicionales, teniendo dicho anticuerpo modificado especificidad antigénica para una inmunoglobulina
diana predeterminada o fragmento de la misma que puede estar presente en la muestra bioldgica y teniendo
dicho anticuerpo modificado la capacidad/aptitud para formar un inmunocomplejo, especialmente un
inmunocomplejo soluble, con dicha inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma, en donde
el al menos un anticuerpo modificado se deposita en un area de depdsito de la placa de gel electroforética que
coincide con el area de depdsito de muestras de la etapa a. o esta separada del drea de depésito de la etapa
a., estando en el mismo carril pero en una posicion que es mas catddica con respecto a la posicién del area de
depodsito de muestras de la etapa a., en particular entre la extremidad catddica de la placa de gel y el area de
depdsito de muestras de la etapa a.,

en donde las etapas a. y b. pueden realizarse en cualquier orden o al mismo tiempo cuando el area de depdsito de
anticuerpos modificados y el area de depésito de muestras estan separadas o, en cualquier orden cuando el area de
depésito de anticuerpos modificados y el area de depodsito de muestras coinciden, y

c. someter a electroforesis la placa de gel para obtener un perfil de separacion de proteinas de la muestra
biologica depositada en la etapa a., desplazando especificamente el al menos un anticuerpo modificado
depositado en la etapa b. la inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma que puede estar
presente en la muestra biologica fuera de la zona gamma y/o el perfil de proteinas durante la migracion
electroforética, y

d. aplicar al menos un anticuerpo de captura en la zona (o zonas) apropiada de la placa de gel sometida a
electroforesis, en donde dicho anticuerpo de captura tiene especificidad para un isotipo de anticuerpo particular
(determinado), o tiene especificidad para la inmunoglobulina diana o fragmento de la misma, o tiene
especificidad para un isotipo de anticuerpo particular (determinado) y/o inmunoglobulina diana o fragmento de
la misma como se encuentra en un inmunocomplejo entre la inmunoglobulina diana o fragmento de la misma
y el al menos un anticuerpo modificado, y permitir su reaccién para hacer posible la formacion de
inmunocomplejos precipitados y/o detectables, y

e. opcionalmente, tefiir los inmunocomplejos formados en la etapa c. y opcionalmente la etapa d.

La invencion se refiere mas particularmente a un método para el analisis por electroforesis con inmunofijacion (IFE)
de una muestra biolégica que comprende una o mas proteinas, en particular para el andlisis por IFE de una
inmunoglobulina (o inmunoglobulinas) que pertenece a una clase seleccionada entre IgG, IgA, IgM, IgD e IgE, o un
fragmento de la misma que puede estar presente en dicha muestra biolégica, que comprende las etapas de:

a. depositar al menos una parte alicuota de la muestra biolégica en un area de depdsito de una placa de gel
electroforética, estando dicha area de depdsito de muestras en una posicién de la placa de gel que permita la
migracion electroforética del contenido proteico de la muestra depositada hacia el lado anddico de la placa de
gel,y

b. depositar al menos un anticuerpo que esta modificado para portar cargas eléctricas negativas adicionales,
teniendo dicho anticuerpo modificado especificidad antigénica para una inmunoglobulina diana predeterminada
o fragmento de la misma que puede estar presente en la muestra bioldgica y teniendo la capacidad de formar
un inmunocomplejo con dicha inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma, en donde el al
menos un anticuerpo modificado se deposita en un area de depdsito de la placa de gel electroforética que
coincide con el area de depdsito de muestras de la etapa a. o esta separada del drea de depésito de la etapa
a., estando en el mismo carril pero en una posicion que es mas catddica con respecto a la posicién del area de
depdsito de muestras de la etapa a., en particular entre la extremidad catddica de la placa de gel y el area de
deposito de muestras de la etapa a.,

en donde las etapas a. y b. pueden realizarse en cualquier orden o al mismo tiempo cuando el area de depdsito de

anticuerpos modificados y el area de depdsito de muestras estan separadas o, cuando el area de depdsito de
anticuerpos modificados y el area de depdsito de muestras coinciden, el depésito de un anticuerpo de acuerdo con la
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etapa b. se lleva a cabo antes o después del depésito de una parte alicuota de la muestra biol6gica de acuerdo con
la etapa a., y

c. someter a electroforesis la placa de gel para obtener un perfil de separacion de proteinas de la muestra
biolégica depositada en la etapa a., desplazando especificamente el al menos un anticuerpo modificado
depositado en la etapa b. la inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma que puede estar
presente en la muestra bioldgica fuera de la zona gamma y/o el perfil de proteinas durante la migracion
electroforética, y

d. aplicar al menos un anticuerpo de captura en la zona (o zonas) apropiada de la placa de gel sometida a
electroforesis, en donde dicho anticuerpo de captura tiene especificidad para un isotipo de anticuerpo particular,
o tiene especificidad para la inmunoglobulina diana o fragmento de la misma, o tiene especificidad para un
isotipo de anticuerpo particular y/o la inmunoglobulina diana o fragmento de la misma como se encuentra en
un inmunocomplejo entre la inmunoglobulina diana o fragmento de la misma y el al menos un anticuerpo
modificado, y permitir su reaccion para hacer posible la formacién de inmunocomplejos precipitados y/o
detectables, y

e. opcionalmente, tefiir los inmunocomplejos formados en la etapa c. y opcionalmente la etapa d.

La inmunoglobulina diana o fragmento de la misma reconocida por, y a la que se une, el anticuerpo modificado en el
método de la invencion puede ser una inmunoglobulina o fragmento de la misma asociada con una afeccién patologica,
tal como componentes monoclonales patolégicos, o una inmunoglobulina o fragmento de la misma que puede interferir
con el analisis apropiado de la muestra, dando lugar de este modo a perfiles de IFE confusos. Se entendera que la
inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma definida en el presente documento corresponde a un
componente interferente exdgeno o enddgeno que se puede encontrar en la muestra biolégica sometida a ensayo. Un
componente interferente exégeno o enddégeno puede ser un anticuerpo o inmunoglobulina exdgena o endégena, tal
como un anticuerpo monoclonal terapéutico o una inmunoglobulina endégena, incluyendo un anticuerpo monoclonal
o antisuero policlonal endégeno o componente del mismo. La invencion también es aplicable a la deteccion de mezclas
de componentes interferentes, como se define en el presente documento.

La presencia de un componente (0o componentes) monoclonal en una muestra biolégica es caracteristica de una
produccion excesiva de un unico tipo de inmunoglobulina que pertenece a una clase seleccionada entre 1gG, IgA, IgM,
IgD o IgE. El componente (o componentes) monoclonal surge de la proliferacion de un clon especifico de linfocitos B
malignos o hiperestimulados que, a su vez, genera una poblacién homogénea de inmunoglobulinas monoclonales.

Por "componente (o componentes) monoclonal" se entiende en el presente documento una inmunoglobulina que
pertenece a las clases mencionadas anteriormente, o un fragmento de la misma, segun se define por los isotipos de
inmunoglobulina de cadena pesada y/o ligera, y que es producida por un unico clon especifico de linfocitos B en
asociacion con un contexto patologico. Como se define en el presente documento, el componente (o componentes)
monoclonal incluye cadenas ligeras libres (kappa y lambda). El método de IFE descrito en el presente documento
permite el analisis del contenido en una proteina (o proteinas) de una muestra bioldgica, incluyendo o ademas del
analisis del componente (o componentes) monoclonal que puede contener. El método IFE descrito en el presente
documento también permite el analisis de muestras que contienen antisueros policlonales.

Por el contrario, una inmunoglobulina diana o fragmento de la misma como se define en el presente documento puede
tener las mismas caracteristicas estructurales que un "componente (o componentes) monoclonal" como se define en
el presente documento.

La presencia de anticuerpos terapéuticos en una muestra normalmente se asocia con un tratamiento farmacoldgico
de un paciente que puede ser desconocido por el facultativo a cargo del analisis por IFE.

Se proporciona que, en conformidad con la invencioén, la inmunoglobulina diana o fragmento de la misma puede ser
una pluralidad de inmunoglobulinas distintas o fragmentos de las mismas, tales como componentes monoclonales
como se define en el presente documento.

Ademas, por la referencia a "al menos un anticuerpo que esta modificado para portar cargas eléctricas negativas
adicionales", y de acuerdo con una realizacién particular, se entiende también una mezcla de varios anticuerpos que
tienen especificidad antigénica para multiples y respectivamente distintas inmunoglobulinas diana predeterminadas o
un fragmento (o fragmentos) de las mismas como se define en el presente documento.

En términos generales, la presente invencién proporciona un procedimiento de inmunodesplazamiento en gel que se
utiliza junto con electroforesis con inmunofijacion, con el objetivo de desplazar especificamente al menos una diana
predeterminada, incluyendo una inmunoglobulina interferente o fragmento de la misma, fuera de una zona de interés,
especialmente fuera de la zona gamma, en un soporte electroforético que es un gel tal como un gel de agarosa,
mediante el uso de al menos un anticuerpo modificado especifico para al menos una inmunoglobulina diana
predeterminada o fragmento de la misma.

Por "zona de interés" en la expresion "fuera de una zona de interés", se hace referencia a la zona (o zonas)
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comunmente identificada en una placa de gel electroforético por el experto. La presente invencion busca la eliminacion
de la inmunoglobulina (o inmunoglobulinas) diana interferente o fragmento (o fragmentos) de la misma de una zona
de interés que puede corresponder a la zona "gamma" o, también, de acuerdo con otras realizaciones particulares, a
una zona que se extiende desde la zona gamma (que estd mas cerca del lado catdédico de la placa de gel
electroforético) hasta la beta o alfa, incluyendo la zona (o zonas) alfa1 y/o alfa2 de la placa de gel electroforética. De
acuerdo con una realizaciéon particular, el desplazamiento se logra fuera de la zona gamma durante la migracion
electroforética. De acuerdo con otra realizacion particular, el desplazamiento se logra fuera de la zona alfa, en
particular fuera de la zona alfa1, o fuera de la zona alfa2. De acuerdo con otra realizacion particular, el desplazamiento
se logra fuera del perfil proteico de la muestra tomada en su conjunto.

Por lo tanto, la presente invenciéon puede verse como una mejora para la electroforesis con inmunofijacién de muestras
que contienen un componente (0 componentes) interferente exégeno (tal como anticuerpos monoclonales
terapéuticos) o un componente (o componentes) interferente endégeno, que son las denominadas inmunoglobulinas
diana (interferentes) predeterminadas o fragmento de las mismas.

De acuerdo con este aspecto y ventaja sobresaliente, la presente invencién es importante para el analisis de
determinadas muestras biolégicas que dan patrones de electroforesis con inmunofijacion confusos, tales como
muestras biolégicas de pacientes que tienen gammapatias biclonales (dos bandas idénticas de la cadena pesada y
dos bandas distintas de las cadenas ligeras ubicadas en la misma posicion en el patron de electroforesis) u
oligoclonales, o muestras de pacientes en los que la presencia de una cadena pesada de inmunoglobulina es
detectada sin la cadena ligera correspondiente.

De acuerdo con una realizacion particular, el procedimiento de inmunofijacion después de la electroforesis en
presencia de un anticuerpo modificado utiliza sueros anti-inmunoglobulinas (anticuerpo (o anticuerpos) de captura)
comunes para fines de tipificacion. Los sueros anti-inmunoglobulinas (anticuerpo (o anticuerpos) de captura) pueden
ser de origen humano o animal. Pueden ser humanizados. Dicho anticuerpo (o anticuerpos) de captura puede
reconocer un isotipo de anticuerpo particular, para revelar su presencia. Dicho anticuerpo (o anticuerpos) de captura
también puede reconocer la inmunoglobulina diana o fragmento de la misma como se define en el presente
documento. De acuerdo con otra realizacion, dicho anticuerpo (o anticuerpos) de captura también puede reconocer
un isotipo de anticuerpo particular como se encuentra en un inmunocomplejo entre la inmunoglobulina diana o
fragmento de la misma y un anticuerpo modificado como se define en el presente documento.

De acuerdo con una realizacion particular, el anticuerpo (o anticuerpos) de captura reconoce un inmunocomplejo
soluble que implica la inmunoglobulina diana o fragmento de la misma como se define en el presente documento. Por
"inmunocomplejo soluble”, se entiende un complejo que no precipita 0 no se encuentra en forma precipitada en un
medio que consiste en un gel electroforético como se define en el presente documento, especialmente un gel
electroforético utilizado para llevar a cabo el método de la invencion.

La invencion se basa en el hecho de que un anticuerpo modificado cargado en el gel electroforético cerca del area (o
areas) de aplicacion de muestras, migra mas rapido debido a la modificacién quimica que le proporciona cargas
eléctricas negativas adicionales con respecto al anticuerpo no modificado, durante el procedimiento de electroforesis,
lo que le permite unirse especificamente a la inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma y
desplazarla fuera de la zona gamma, o fuera de una zona de interés como se define en el presente documento.

Ademas, se divulga un kit adecuado para llevar a cabo un método de la invencién, especialmente un kit que contiene
una solucién de anticuerpos modificado contra una inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma
(exdgena o proteina) y un cargador de muestras adicional.

Ventajosamente, tal kit debe utilizarse junto con los protocolos y/o kits de inmunofijacion disponibles, tales como los
programas y/o kits de IF (forma siglada de inmunofijacion) disponibles para el dispositivo Hydrasys® sin ningiin cambio
de protocolo o programa, aparte de la presencia de un cargador de muestras adicional y de un anticuerpo modificado.
Ventajosamente, con respecto a los métodos de inmunofijacion conocidos, la presente invencion no precisa ninguna
modificacion de una predilucién (o prediluciones) de la muestra bioldgica ni incubacion de la muestra biolégica con un
anticuerpo modificado antes de la electroforesis, como es el caso con los métodos conocidos de electroforesis capilar
con inmunodesplazamiento.

Descripcion detallada

De acuerdo con realizaciones particulares, las muestras bioldgicas analizadas se seleccionan entre: muestras de
suero, orina y liquido cefalorraquideo.

Se pueden utilizar todos los tipos de gel electroforético convencionales.
De acuerdo con una realizacién particular, la placa de gel electroforética corresponde a un gel de alta resolucion, tal

como un gel de agarosa, que mejorara la resolucion en la zona gamma del gel. Los geles de agarosa adecuados son
conocidos en la técnica. La agarosa comun y adecuada puede tener una concentracion de agarosa del 0,5 % al 2 %.
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De acuerdo con una realizacién particular, la concentracion de agarosa es del 0,8 %.
Sin embargo, se puede utilizar otro tipo de geles, incluyendo geles de acrilamida.

De acuerdo con una realizaciéon particular, la inmunoglobulina predeterminada o fragmento de la misma es un
anticuerpo terapéutico, en particular un anticuerpo monoclonal recombinante terapéutico.

Los anticuerpos monoclonales recombinantes terapéuticos pueden proceder del ratén (los "-omabs"), ser humanizado
(los "-zumabs") o pueden ser anticuerpos quiméricos humano-ratén (los "-ximabs") o anticuerpos monoclonales
humanos (-umabs"). Por lo tanto, pueden aparecer como una banda de proteina monoclonal visible en el patréon de
electroforesis de pacientes que reciben farmacos de anticuerpos monoclonales recombinantes.

Particularmente, a dia de hoy, pueden verse anticuerpos monoclonales humanizados y quiméricos de ratén-humano
al realizar inmunofijacion y pueden sefalarse erréneamente como proteina monoclonal o pueden comigrar con
proteinas monoclonales enddgenas. En estos casos, un andlisis de seguimiento con el método de electroforesis con
inmunofijacién no es facil o es imposible antes de lafinalizacion de la terapia. En el caso particular del mieloma multiple,
el grupo de trabajo internacional sobre mieloma (IMWG, forma siglada de international myeloma working group) ha
establecido criterios para la respuesta clinica al tratamiento, que incluyen cambios de los niveles de monoclonales en
suero mediante SPE e IFE (10). En los andlisis por IFE, para que un paciente se clasifique como que tiene una
respuesta completa al tratamiento utilizando criterios del IMWG, el suero debe ser negativo para una proteina
monoclonal (o proteinas monoclonales), sin que aparezca ninguna banda. Por lo tanto, las interferencias de farmacos
pueden tener un impacto importante desde el punto de vista clinico sobre la evaluacion de la respuesta al tratamiento
(11 - 12). Ademas, en ausencia de la proporcion de una historia clinica extensa del paciente al facultativo que realiza
una IFE, y dado que la presencia de farmacos de anticuerpos monoclonales puede llevar a los médicos a sospechar
falsamente afecciones tales como la gammapatia monoclonal de significado incierto (GMSI), es probable que puedan
informarse componentes monoclonales débiles sin saberlo debido a los farmacos de anticuerpos monoclonales (13).
La presente invencion supera estos problemas.

Los anticuerpos monoclonales disefiados para uso terapéutico y dirigidos en conformidad con la invencion
habitualmente pertenecen a la clase IgG. Por lo tanto, de acuerdo con una realizacién particular, la inmunoglobulina
diana predeterminada o fragmento de la misma es un anticuerpo monoclonal terapéutico que pertenece a la clase IgG.
Sin embargo, se entendera que la presente invencion es facilmente aplicable a todos los tipos de anticuerpos
monoclonales terapéuticos, sin distincién de tipo o clase, como se divulga en el presente documento, e incluye a todas
las subclases conocidas. Ademas, los anticuerpos monoclonales terapéuticos pueden abarcar anticuerpos con otras
estructuras distintas a las de los anticuerpos de origen natural. Pueden ser anticuerpos humanos, murinos
humanizados o quiméricos, o variantes de los mismos, especialmente variantes manipuladas quimicamente o un
anticuerpo monoclonal de vector, por ejemplo acoplados a un farmaco. En el presente documento, dentro de la
definiciéon de "anticuerpo monoclonal terapéutico” se incluyen: anticuerpos monoclonales enteros (completos),
fragmentos Fab, fragmentos F(ab’)2, scFv (fragmento variable monocatenario), di-scFv (fragmento variable
monocatenario dimérico), sdAb (anticuerpo de dominio Unico), anticuerpos monoclonales biespecificos, tales como un
anticuerpo trifuncional o fragmentos F(ab')2 unidos quimicamente, pero también un BiTE (captador biespecifico de
linfocitos T).

Dado que la "inmunoglobulina diana o fragmento de la misma" discutida en el presente documento se puede encontrar
facilmente en cualquier anticuerpo monoclonal terapéutico, se entiende que la presente invencion es aplicable a todos
los tipos disponibles de anticuerpos monoclonales terapéuticos, sin distincion.

Los anticuerpos monoclonales terapéuticos abarcados pueden ser anticuerpos monoclonales anti-cancer, que pueden
tener como diana células malignas mediante varios mecanismos. Ademas, se pueden utilizar en radioinmunoterapia
o en terapia de profarmaco y enzima dirigida por anticuerpo (ADEPT, forma siglada de antibody-directed enzyme
prodrug therapy), en que estan unidos a una enzima activadora de un farmaco. Los anticuerpos monoclonales pueden
utilizarse en la terapia de puntos de control, en que se utilizan para evadir las defensas que utilizan los tumores para
suprimir al sistema inmunitario. Los anticuerpos monoclonales también se utilizan para enfermedades
autoinmunitarias.

Los anticuerpos monoclonales terapéuticos pueden ser especificos para receptores celulares, para citocinas tales
como IFN-q, interleucinas, quimiocinas, interferones o factores de crecimiento.

Los ejemplos de dianas de anticuerpos monoclonales terapéuticos incluyen la integrina alfa-4 (a4), un epitopo de la
proteina F del VRS, anti-IL-6R, CTLA-4, PD-1, CD11a, CD20, CD30, CD38, CD52, proteina del sistema del
complemento C5, receptores del factor de crecimiento epidérmico, ErbB2, IL-12, IL-23, IL-18, receptor de IL-2Ra
(CD25), inmunoglobulina E (IgE), inhibicion de la glucoproteina Ilb/llla, inhibicion de la sefializacion de TNF-a,
inhibicion del factor activador de linfocitos B, integrina o437, inhibidor del ligando de RANK, receptor CD3 de linfocitos
T, se dirige al receptor de muerte celular programada 1 (PD-1), inhibidor de TNF-alfa, factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGF-A).
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De acuerdo con una realizacion particular, el anticuerpo monoclonal terapéutico se selecciona entre: Adalimumab,
Trastuzumab, Ofatumumab, Siltuximab, Rituximab, Bevacizumab, Infliximab, Cetuximab y Efalizumab, Natalizumab,
Panitumumab, Tolicizumab,Clenoliximab, Etaracizumab, Visilizumab, Elotuzumab, Nimotuzumab, Ramicirumab,
Elotuzumab, Daratumumab, Mapatumumab, Golimumab, Ustekinumab, anticuerpos funcionalmente equivalentes, es
decir, anticuerpos que tienen la misma diana antigénica, o cualquier mezcla de los mismos.

De acuerdo con otra realizacion particular, la inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma es una
inmunoglobulina monoclonal endégena o un fragmento de la misma.

De acuerdo con ofra realizacion particular, la inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma es un
antisuero policlonal endégeno (o un componente de este antisuero policlonal como se encuentra dentro de dicho
antisuero policlonal).

Cuando la inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma es una inmunoglobulina endégena o
fragmento de la misma, y de acuerdo con una realizacidon mas particular, se puede seleccionar entre: IgG, IgA, IgM,
IgD, IgE, cadena kappa, cadena lambda, cadena kappa libre y cadena lambda libre.

De acuerdo con una realizacion mas particular, la inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma es
una mezcla de las dianas anteriores.

Por ejemplo, si la diana interferente es un fondo policlonal G significativo, que, por consiguiente, implica IgG tanto
lambda como kappa, se lo puede desplazar por una combinaciéon de anticuerpo anti-lgLambda y anticuerpo anti-
IgKappa modificados

Ademas, en la muestra de un paciente sometido a una multiterapia se pueden encontrar varios anticuerpos
monoclonales terapéuticos distintos.

Por consiguiente, la inmunoglobulina diana o fragmento de la misma puede ser de uno o mas de un tipo o, a la inversa,
los anticuerpos modificados utilizados (y los anticuerpos de captura respectivos utilizados) pueden ser uno o mas de
uno, es decir, dos, tres, cuatro o mas anticuerpos. A menos que se indique de otro modo, los elementos técnicos
descritos en el presente documento en el "singular” con respecto a este punto también se aplican en la forma "plural”.

El anticuerpo a modificar puede ser un anticuerpo monoclonal humano o antisueros policlonales humanos,
dependiendo de la inmunoglobulina diana o fragmento de la misma a desplazar. El anticuerpo a modificar puede ser
humano o de cualquier animal hospedador.

De acuerdo con una realizacion particular, el anticuerpo que se modifica es un anticuerpo monoclonal humano o
animal, o un antisuero policlonal humano o animal, en particular un anticuerpo monoclonal o un antisuero policlonal
especifico para una inmunoglobulina que pertenece a una clase isotipica seleccionada entre: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE,
o especifico para una inmunoglobulina que pertenece a un tipo isotipico seleccionado entre: kappa y lambda, o
especifico para una cadena ligera libre seleccionada entre: kappa libre y lambda libre.

De acuerdo con un aspecto particular, el anticuerpo modificado tiene la estructura de un anticuerpo entero (completo).
De acuerdo con una realizacion particular, el anticuerpo modificado es un anticuerpo generado contra un anticuerpo
monoclonal terapéutico, tal como los divulgados en el presente documento, y el anticuerpo modificado se prepara
utilizando anticuerpos contra anticuerpos terapéuticos proporcionados por el fabricante y modificados para su uso en
el método de la invencion.

De acuerdo con una realizacién particular, el anticuerpo modificado se modifica para portar cargas eléctricas negativas
"adicionales" y de este modo posee una carga negativa intrinseca aumentada con respecto al mismo anticuerpo de
origen no modificado. Por "adicional" se entiende, por lo tanto, que la cantidad de cargas eléctricas negativas en el
anticuerpo o la carga negativa intrinseca del anticuerpo aumenta con respecto al anticuerpo de origen no modificado,
tomado en las mismas condiciones. Sin embargo, la modificacién llevada a cabo no alterara su especificidad para la
inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma, que tiene que ser desplazada de acuerdo con el
método de la invencion.

Basicamente, la carga negativa del anticuerpo modificado aumentara de manera que su posicién con respecto a su
movilidad electroforética en el gel, especificamente el gel de agarosa, ya no esta en la regién gamma. Por lo tanto, el
anticuerpo modificado debe migrar hacia el lado anddico del gel, para alcanzar una posicién que sea mas anédica con
respecto a la posicion que puede alcanzar el mismo anticuerpo de origen no modificado.

La cantidad de cargas eléctricas negativas de un anticuerpo o un anticuerpo modificado, y especialmente el aumento
en la cantidad de cargas eléctricas negativas en el anticuerpo modificado, puede estimarse mediante la determinacion
de la movilidad electroforética de dicho anticuerpo o anticuerpo modificado.

La movilidad electroforética de una molécula (pep) es directamente proporcional a la carga eléctrica neta de dicha
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molécula, de acuerdo con la ecuacion de Debeye-Huckel-Henry pep = g/61nR, en donde q es la carga eléctrica neta
de la molécula, n es la viscosidad del medio y R es el radio i6nico de la molécula.

De acuerdo con una realizacion particular, el anticuerpo modificado tiene una movilidad electroforética aumentada con
respecto a la movilidad electroforética del anticuerpo de origen no modificado, tomado en las mismas condiciones. El
aumento de la movilidad electroforética es el resultado de una modificacion, especialmente una modificacién quimica
del anticuerpo como se divulga en el presente documento.

La movilidad electroforética de un anticuerpo modificado de acuerdo con la invencién se puede evaluar mediante
electroforesis capilar en solucion libre, por ejemplo, en un aparato de CE de Agilent equipado con un detector UV-Vis,
expresandose la movilidad electroforética en cm?V.S. Un ejemplo de condiciones adecuadas para evaluar, en
consecuencia, la movilidad electroforética de tal anticuerpo modificado con una técnica de CE es: Tampén de analisis:
Tris/Veronal 70 mM, pH 9,2, Capilar de 25 ym de didametro y 33 cm de largo, Temperatura de migracion: 22 °C y
voltaje: 14 kV.

De acuerdo con una realizacion particular, por "movilidad electroforética aumentada”, se entiende que la relacion de
la movilidad electroforética del anticuerpo modificado (uep modificada) con respecto a la movilidad electroforética del
anticuerpo nativo (uep nativa) es superior a 1. La movilidad electroforética pep puede medirse convencionalmente en
cm?/V.S., especialmente con un sistema como se divulga anteriormente,

De acuerdo con una realizacién particular, dicha relacion es superior a 1,5 o superior a 2.

De acuerdo con una realizacion particular, dicha relacion estd entre 1,5y 6,0 entre 2y 6, 0 entre 3y 6, oentre 4 y 6,
oentre1,5y 5 0entre2y 5, 0entre3y5,0entre4y5.

Por ejemplo, se ha calculado que para el anticuerpo policlonal anti-lgG modificado con anhidrido 1,2,4-
bencenotricarboxilico, utilizado en el Ejemplo 6 en el presente documento, por ejemplo, la relaciéon es de
aproximadamente 4,6, significando dicha relacion de aproximadamente 4,6 que la movilidad electroforética del
anticuerpo nativo se ha aumentado en 4,6 y, por consiguiente, que el anticuerpo modificado porta aproximadamente
4,6 veces mas cargas negativas que el anticuerpo nativo no modificado.

Por ejemplo, se ha calculado de manera similar que para el anticuerpo anti-humano Trastuzumab modificado del
Ejemplo 2, dicha relacién es de aproximadamente 2,4, lo que significa, por consiguiente, que la movilidad
electroforética del anticuerpo nativo ha aumentado en 2,4 y que el anticuerpo modificado porta aproximadamente 2,4
veces mas cargas negativas que el anticuerpo nativo no modificado.

De acuerdo con una realizacioén particular, la movilidad electroforética de un anticuerpo modificado, medida en cm2/V.S
de acuerdo con el protocolo divulgado en el presente documento, es al menos igual o mayor que la movilidad
electroforética medida para un componente sometido a electroforesis de manera natural fuera de la "zona de interés",
como se define en el presente documento. Por ejemplo, dicha movilidad electroforética de un anticuerpo modificado
puede ser al menos igual o mayor que la movilidad electroforética de la albumina humana, medida de acuerdo con un
protocolo convencional, tal como el protocolo divulgado anteriormente.

De acuerdo con una realizacion particular, las consideraciones desarrolladas anteriormente con respecto a la
movilidad electroforética de un anticuerpo modificado utilizado dentro de la presente invencién se aplican de manera
similar a la movilidad electroforética de un inmunocomplejo formado entre una inmunoglobulina diana o fragmento de
la misma como se define en el presente documento y un anticuerpo modificado de acuerdo con la presente invencion.

Sin embargo, de acuerdo con una realizacién particular, un anticuerpo modificado conserva la afinidad o el nivel de
afinidad del anticuerpo nativo por su inmunoglobulina diana o fragmento de la misma. La afinidad se mide
convencionalmente a través de un valor de Kd. Los valores de Kd para un anticuerpo habitualmente oscilan de valores
de Kd bajos de micromolar (10-¢) a nanomolar (107 a 10°) y hasta valores o un intervalo de Kd en picomolar (10-'?)
para anticuerpos de muy alta afinidad. El hecho de que la afinidad sigue siendo suficiente se puede apreciar en la
visualizacion de los resultados del método.

Se observa que la afinidad de un anticuerpo modificado por su diana de inmunoglobulina (también designada eficacia
de desplazamiento) puede evaluarse determinando la relacién minima de la concentracién entre el anticuerpo
modificado y la inmunoglobulina diana que hace posible que tenga lugar el desplazamiento completo de una
concentracion determinada de la inmunoglobulina diana. Esta evaluacion se obtiene experimentalmente aumentando
progresivamente la concentracion de la diana de inmunoglobulina mientras la concentracion del anticuerpo modificado
permanece sin cambios, hasta que el desplazamiento de la diana de inmunoglobulina se vuelve simplemente parcial.
Esto hizo posible la determinacion de los valores de la relacién expresados en las siguientes paginas, sefalando que
tal relacion también depende del tipo y titulo del anticuerpo a modificar.

Por "que tiene especificidad antigénica para una inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma que
puede estar presente en la muestra biologica" y "que tiene la capacidad/aptitud de formar un inmunocomplejo con
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dicha inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma", se entiende que la implementacion del método
de la invencion precisa que la multivalencia y/o la densidad de carga del anticuerpo modificado haga posible su
desplazamiento fuera de la regiéon de interés como se define en el presente documento, especialmente fuera de la
region gamma del gel, sin afectar la capacidad real del anticuerpo para unirse y desplazar su antigeno, que es la
inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma.

De acuerdo con una realizacion particular, el anticuerpo modificado ha perdido su capacidad de precipitar en el gel
electroforético utilizado en el método de la invencién, como se define en el presente documento. Lo mismo se aplica
al inmunocomplejo (o los inmunocomplejos) que implica a tal anticuerpo modificado.

Por consiguiente, el inmunocomplejo formado entre el anticuerpo modificado utilizado en la presente invencion y la
inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma tiene una movilidad electroforética que hace posible
una migracién mas rapida en el gel, lo que permite la migracién del inmunocomplejo a una zona ubicada fuera de la
zona de interés como se define en el presente documento, en particular fuera de la zona gamma del gel, mientras que
una inmunoglobulina diana o fragmento de la misma que no estuviere unida a tal anticuerpo modificado permaneceria
en dicha zona de interés, especialmente en la zona gamma.

Puede emplearse cualquier método para modificar anticuerpos que permita aumentar su carga negativa, sin alterar su
especificidad. De acuerdo con una realizacion particular,

el aumento de la carga negativa se logra de acuerdo con las explicaciones técnicas proporcionadas en el presente
documento.

De acuerdo con una realizacion particular, el anticuerpo modificado es un producto de reaccion de un anticuerpo con
un anhidrido de acido carboxilico. La formula general de los anhidridos de acido carboxilico es R1-CO-O-CO-Ry, siendo
R1y Rz grupos organicos y/o atomos de hidrégeno idénticos o distintos. Los anhidridos de acido carboxilico como se
definen en el presente documento abarcan dianhidridos que incluyen dos funciones anhidrido de acido, o anhidridos
tricarboxilicos.

De acuerdo con una realizacion particular, un anticuerpo modificado de acuerdo con la presente divulgacion se
modifica quimicamente utilizando un anhidrido tal como anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico, que reacciona de forma
eficaz con grupos amino primarios y funciones de hidroxilo contenidas en las inmunoglobulinas, y les proporciona una
determinada cantidad de funciones acido carboxilico adicionales, por lo tanto, cargas negativas adicionales en el
tampodn de pH alcalino de la matriz de gel de agarosa.

De acuerdo con otras realizaciones particulares, el anticuerpo modificado es un producto de reaccion de un anticuerpo
con un anhidrido de acido carboxilico, en particular un anhidrido de acido carboxilico que es anhidrido 1,2,4-
bencenotricarboxilico o un dianhidrido seleccionado entre: dianhidrido piromelitico (anhidrido 1,2,4,5 benceno
tetracarboxilico), dianhidrido benzofenona-3,3',4,4'-tetracarboxilico, dianhidrido dietilentriaminopentaacético.

De acuerdo con una realizacion particular, la concentracién del anhidrido de acido carboxilico utilizado para la reaccion
de modificacion del anticuerpo se adapta para obtener una movilidad electroforética adecuada del anticuerpo
modificado resultante, de acuerdo con las consideraciones desarrolladas anteriormente. En particular, un aumento de
la concentracién del anhidrido de acido carboxilico utilizado puede aumentar la cantidad de cargas eléctricas negativas
afiadidas al anticuerpo modificado resultante y, de este modo, su movilidad electroforética.

Se ha descubierto que puede conseguirse la saturacion de todos los grupos amino e hidroxilo contenidos en un
anticuerpo si se utiliza un exceso de anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico. Por "exceso", se entiende que la movilidad
electroforética del anticuerpo modificado resultante deja de aumentar con la concentracion de anhidrido de acido
carboxilico utilizado, y/o que el peso molecular del anticuerpo modificado aumenta con respecto al peso molecular del
anticuerpo nativo (el peso molecular puede medirse en KDa de forma convencional. Un aumento del peso molecular
puede estar asociado con la reticulaciéon del anticuerpo).

De acuerdo con una realizacién particular, la concentracion del anhidrido de acido carboxilico utilizado para la
modificacion del anticuerpo es de 10 mM y 200 mM, en particular de 50 mM a 160 mM. De acuerdo con una realizacion
particular, la concentracion del anhidrido de acido carboxilico utilizado para la modificacion del anticuerpo policlonal
es igual o esta por debajo de 200 mM o es igual o esta por debajo de 150 mM, en particular de 50 mM a 200 mM, en
particular de 100 a 150 mM.

De acuerdo con una realizacion particular, la concentracién del anhidrido de &cido carboxilico utilizado para la
modificacion del anticuerpo monoclonal es igual o esta por debajo de 75 mM, en particular de 10 mM a 75 mM.

De acuerdo con una realizaciéon mas particular, el anhidrido de acido carboxilico utilizado para la modificacion del

anticuerpo es anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico, utilizado dentro de los intervalos divulgados en cualquiera de los
parrafos anteriores.
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De acuerdo con una realizacion particular, la modificacion del anticuerpo se logra utilizando una concentracion de
anhidrido que evita una pérdida significativa de la capacidad del anticuerpo para unirse a la inmunoglobulina diana o
fragmento de la misma. Por "pérdida significativa" se entiende que el anticuerpo modificado no es adecuado para
unirse apropiadamente la inmunoglobulina diana o fragmento de la misma con el fin de lograr el método descrito en el
presente documento. De acuerdo con una realizacion particular, tales concentraciones son como se divulga en los
parrafos anteriores.

De acuerdo con una realizacion particular, la concentracion del anticuerpo a modificar con anhidrido de acido
carboxilico se adapta para evitar el enlace entre las moléculas de anticuerpo modificadas, lo que mas adelante puede
afectar la especificidad del anticuerpo modificado resultante. Convenientemente, el experto en la materia puede
estimar facilmente el enlace entre las moléculas de anticuerpo modificadas, mediante la medicién del peso molecular
del anticuerpo resultante. Por lo tanto, el experto en la materia determinara facilmente la concentracion de anticuerpo
apropiada a utilizar.

De acuerdo con una realizacion particular, la concentracion del anticuerpo a modificar para fines de modificacion de
anticuerpos es de 0,1 a 30 g/l.

De acuerdo con una realizacion particular, la concentracion de anticuerpo policlonal utilizada para la modificacion del
anticuerpo policlonal esta por debajo de 30 g/l, en particular de 3 a 30 g/l.

De acuerdo con una realizacion particular, la concentracion de anticuerpo monoclonal utilizada para la modificacion
del anticuerpo monoclonal esta por debajo de 10 g/, en particular de 0,1 a 10 g/l.

De acuerdo con una realizacién particular, el anticuerpo modificado tiene la capacidad/aptitud de formar un
inmunocomplejo con una inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma, en donde el
inmunocomplejo es soluble dentro de un gel electroforético, en particular el gel electroforético utilizado con el método
de la invencién. Por "inmunocomplejo soluble”, se entiende un complejo que no precipita o no se encuentra en forma
precipitada en un medio que es un gel electroforético como se define en el presente documento, especialmente un gel
electroforético utilizado para llevar a cabo el método de la invencion.

De acuerdo con una realizacién particular, un anticuerpo modificado utilizado en la presente invencion ha perdido su
capacidad/aptitud de precipitacién en un medio que es un gel electroforético como se define en el presente documento,
especialmente un gel electroforético utilizado para llevar a cabo el método de la invenciéon. De acuerdo con una
realizacion mas particular, un anticuerpo modificado utilizado en la presente invencion ha perdido su capacidad/aptitud
de precipitacién como se define anteriormente, mientras mantiene su capacidad de unirse y desplazar su antigeno (es
decir, la inmunoglobulina diana o fragmento de la misma), de acuerdo con la presente divulgacion.

Ademas, se ha descubierto que el uso adicional de antisueros (anticuerpos de captura) dirigidos contra al menos uno
de los componentes del inmunocomplejo formado en la etapa d. anterior hizo posible la precipitacion de un
inmunocomplejo formado entre un anticuerpo modificado como se define en el presente documento y una
inmunoglobulina diana o fragmento del mismo como se define en el presente documento.

Por lo tanto, la etapa d. descrita anteriormente consiste en la aplicacion de al menos un anticuerpo (o antisuero) de
captura en la zona (o zonas) apropiada de la placa de gel sometida a electroforesis, para permitir su reaccién con la
inmunoglobulina (o inmunoglobulinas) diana o fragmento (o fragmentos) de la misma y/o con determinado isotipo (o
isotipos) de anticuerpo, en condiciones que permitan la formacion de inmunocomplejos precipitados y/o detectables.

e acuerdo con una realizacion particular, dichas "condiciones que permiten la formacion de inmunocomplejos
D d | rticular, dichas "cond ten la f d I
precipitados y/o detectables" son convencionales en el contexto de la IFE. En particular, se pueden aplicar sin cambios
las condiciones convencionales detalladas en la referencia (1).

El anticuerpo (o anticuerpos) de captura puede ser especifico para uno u otro componente (o componentes) del
inmunocomplejo (ya sea la inmunoglobulina diana o fragmento de la misma, o el isotipo de anticuerpo determinado,
incluido un isotipo de anticuerpo modificado), o especifico para el inmunocomplejo tomado en su conjunto, es decir,
un inmunocomplejo formado entre un anticuerpo modificado y su componente monoclonal/inmunoglobulina diana o
fragmento del mismo, o antisuero policlonal.

De acuerdo con una realizacion particular, el anticuerpo (o anticuerpos) de captura destinados a revelar el
inmunocomplejo de anticuerpo modificado/diana tiene especificidad por la inmunoglobulina diana o fragmento de la
misma dentro del inmunocomplejo, especialmente el inmunocomplejo soluble.

De acuerdo con una realizacién particular, el procedimiento de inmunofijaciéon después de la electroforesis en
presencia de un anticuerpo modificado utiliza sueros anti-inmunoglobulinas humanas (anticuerpo (o anticuerpos) de
captura) comunes para fines de tipificacion.

De acuerdo con una realizacion particular, cada carril del gel se incuba con un antisuero anti humano especifico
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(anticuerpos policlonales para clases y tipos de inmunoglobulina especificos (IgG, IgA, IgM, IgK, IgL) como anticuerpos
de captura.

Ademas, se divulga un método para la obtencion de un anticuerpo modificado, especialmente un anticuerpo
modificado adecuado para su uso en los métodos de IFE descritos en el presente documento, que implica la reaccién
de un anticuerpo como se define y/o divulga en el presente documento con un anhidrido de &cido carboxilico, como
se define y/o divulga en el presente documento.

Los anticuerpos adecuados que pueden modificarse, por consiguiente, pueden ser anticuerpos monoclonales o
policlonales, como se define o divulga en cualquiera de las realizaciones de la presente descripcion.

Los anhidridos de acido carboxilico adecuados son como se define o divulga en cualquiera de las realizaciones de la
presente descripcion.

De acuerdo con una realizacién particular, el anhidrido de acido carboxilico es anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico.

De acuerdo con ofras realizaciones, los anhidridos de &cido carboxilico pueden seleccionarse del grupo de
compuestos de dianhidridos tales como dianhidrido piromelitico (anhidrido 1,2,4,5 benceno tetracarboxilico),
dianhidrido benzofenona-3,3',4,4'-tetracarboxilico y dianhidrido dietilentriaminopentaacético. Al reaccionar con un
anticuerpo, estos dianhidridos proporcionan mas cargas negativas adicionales que las obtenidas con el anhidrido
1,2,4-bencenotricarboxilico.

De acuerdo con una realizacion particular, con estos compuestos que tienen dos grupos anhidrido de acido carboxilico,
la solucion de anticuerpo se diluye durante su modificacion con dianhidrido, para reducir la tasa de reticulacion de
proteinas que pueda afectar la especificidad del anticuerpo y su capacidad para unirse y desplazar a la
inmunoglobulina diana o fragmento de la misma. La concentracién diluida de anticuerpo puede ser de 0,1 a 30 g/l.

De acuerdo con una realizacion particular, la concentracion de anticuerpo policlonal utilizada para la modificacion del
anticuerpo policlonal esta por debajo de 30 g/l, en particular es de 3 a 30 g/l.

De acuerdo con otra realizacion particular, la concentracion de anticuerpo monoclonal utilizada para la modificacion
del anticuerpo monoclonal esta por debajo de 10 g/, en particular es de 0,1 a 10 g/l.

De acuerdo con una realizacién particular, el anticuerpo modificado se obtiene de acuerdo con las siguientes etapas:

- Proporcionar una solucién de anticuerpo en una concentraciéon como se define en una cualquiera de las
realizaciones divulgadas en el presente documento, opcionalmente en un tampdén apropiado, opcionalmente
después de diluir dicha solucién de anticuerpo para obtener una solucién de anticuerpo que tiene una
concentracion de 0,1a 30 g/l, y

- Anadir a dicha solucién de anticuerpo un anhidrido de acido carboxilico disuelto en un disolvente anhidro
adecuado, en particular un disolvente anhidro seleccionado entre: dioxolano, dimetilformamida vy
dimetilsulféxido, estando la concentracion del anhidrido de acido carboxilico en particular en un intervalo de
concentracion como se define en el presente documento, especialmente de 10 mM y 200 mM, en particular de
50 a 160 mM, realizandose la adiciéon a un pH de 7,5 a 9, si es necesario mediante la adicién apropiada de
hidréxido de sodio, finalmente en agitacion controlada, en particular a temperatura ambiente (es decir, a una
temperatura de 20 a 25 °C), y

- Opcionalmente, dejar que la reaccion se desarrolle durante 10 a 20 minutos, en particular 15 minutos,
especialmente a temperatura ambiente como se define en el presente documento, y

- Recuperar el anticuerpo modificado obtenido.

De acuerdo con realizaciones particulares, la solucién de anticuerpo proporcionada esta en una concentracion como
se define en una cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento, incluyendo en la seccion de
ejemplos. La cantidad de soluciéon de anticuerpo proporcionada puede oscilar de 100 yl a 15 ml, y el experto en la
materia puede determinarla adecuadamente en conformidad con la practica comun.

La adicién de hidroxido de sodio puede realizarse convencionalmente de acuerdo con el conocimiento comun del
experto en la materia. Se proporcionan ejemplos en la seccién experimental. El experto en la materia adaptara
facilmente el procedimiento de acuerdo con el pH a mantener, como se divulga en el presente documento.

La recuperacion del anticuerpo modificado obtenido puede realizarse convencionalmente mediante dialisis.

De acuerdo con una realizacion particular, la adicién de una solucién de anhidrido e hidréxido de sodio a la solucién
de anticuerpo proporcionada se realiza de acuerdo con un esquema de gota a gota: la solucién de anhidrido y el
hidroxido de sodio se afiaden alternativamente al medio de reaccidon que contiene el anticuerpo a modificar, dicho
medio de reaccién se mantiene en agitacion, para mantener el pH del medio de reaccién en el intervalo de 7,5 a 9. El
uso de un dispositivo apropiado, tal como un instrumento de titulacion pH-Stat, puede facilitar el procedimiento. La
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temperatura es como se indica anteriormente.

De acuerdo con una realizacion particular, para modificar un anticuerpo policlonal se utiliza el esquema gota a gota.
También se puede utilizar para modificar un anticuerpo monoclonal cuando el volumen de anticuerpo a modificar es
importante.

De acuerdo con lo anterior, los anhidridos y los dianhidridos se disuelven en un disolvente anhidro adecuado, tal como
dioxolano, dimetilformamida y dimetilsulféxido, para evitar su reacciéon con grupos hidroxilo del agua.

De acuerdo con una realizaciéon particular, se disuelve con dioxolano una cantidad definida de anhidrido 1,2,4-
bencenotricarboxilico, y se afiade gota a gota utilizando los medios y la practica convencionales en una solucion de
anticuerpo que tiene una concentracion de 0,1 a 10 g/l si el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o una
concentracion de 3 a 30 g/l si el anticuerpo es un anticuerpo policlonal (alcalinizandose dicha solucién de anticuerpo
con hidréxido de sodio), en agitacion controlada y pH de 7,5 a 9 a temperatura ambiente, como se define en el presente
documento, mediante el uso de un instrumento de titulacién pH-Stat u otro aparato (o aparatos) convencional bien
conocido en la técnica. La recuperaciéon del producto de reaccién se puede realizar de acuerdo con el siguiente
procedimiento: el producto de reaccion obtenido de la etapa de adicién gota a gota se puede dializar contra tampdn
fosfato 100 mM para eliminar el disolvente (por ejemplo, dioxolano) y el exceso de reactivos.

De acuerdo con los procedimientos divulgados anteriormente y en el presente documento, el anticuerpo modificado
asi obtenido, que posee cargas negativas adicionales, esta entonces listo para su uso para el desplazamiento
especifico de una inmunoglobulina diana o fragmento de la misma de acuerdo con la presente divulgacion, utilizando
el procedimiento de electroforesis con inmunofijacion descrito en el presente documento.

De acuerdo con una realizacion particular, la relacion de la concentracion del anticuerpo modificado especifico para
la inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma y la concentracion de la inmunoglobulina diana
predeterminada o fragmento de la misma en la muestra analizada es de 0,1/1 a 20/1, preferentemente de 1/1 a 5/1.

Una relacion de 0,1/1 significa que 0,1 g/l de anticuerpo modificado es suficiente para desplazar totalmente 1 g/l de
una inmunoglobulina diana o un fragmento de la misma. Una relacion de 20/1 significa que 20 g/l de anticuerpo
modificado es suficiente para desplazar totalmente 1 g/l de una inmunoglobulina diana o un fragmento de la misma.

En concreto y de acuerdo con una realizacién particular, varias partes alicuota de la muestra biolégica a analizar se
depositan en carriles paralelos de la placa de gel, en la etapa a. definida anteriormente para el método de la invencion,
con al menos un carril cargado con al menos un anticuerpo modificado de acuerdo con la etapa b. definida
anteriormente, opcionalmente, cargandose varios carriles con un anticuerpo modificado de acuerdo con la etapa b.

De acuerdo con una realizacion particular, al menos un carril de la placa de gel es un carril de referencia que no se
somete a la etapa d. definida anteriormente, pero en su lugar se pone en contacto con una solucion fijadora en lugar
de con un antisuero, siendo las etapas a. a c., y opcionalmente la e, las mismas.

De acuerdo con una realizacion particular, seis partes alicuota de la muestra bioldgica se depositan en carriles
paralelos de la placa de gel en la etapa a., incluyendo un carril de referencia y cinco carriles que se ponen en contacto
respectivamente en la etapa d. con antisueros especificos para IgG, IgA, IgM, IgK e IgL, cargandose al menos un carril
con al menos un anticuerpo modificado de acuerdo con la etapa b.

De acuerdo con una realizacién particular, dicha partes alicuota se diluyen en un diluyente apropiado y convencional,
antes de depositarse en sus respectivos carriles de la placa de gel, de acuerdo con practica convencional conocida
en la técnica. En particular, habitualmente se realiza una diluciéon 1/6 de la muestra bioldgica para la parte alicuota
utilizada para el carril G, y habitualmente se realiza una dilucion 1/3 de la muestra bioldgica para la parte (o partes)
alicuota utilizada para los carriles ELP (referencia), A, M, K, L. La dilucién de referencia es generalmente 1/3. Estas
diluciones se indican solo a titulo informativo y no pueden restringir de forma limitante el método divulgado en el
presente documento: el experto en la materia puede y sabe como adaptar faciimente estas diluciones
deliberadamente, en caso de sospecharse que una dilucién mayor de la muestra puede ser beneficiosa para la
interpretacion de los resultados, en particular cuando se sabe que se puede sospechar o presentar un alto fondo
policlonal.

De acuerdo con un aspecto particular, el método de preparaciéon de los anticuerpos modificados se realiza para la
preparacion de un anticuerpo modificado que reconoce y, en particular, que se une a un anticuerpo terapéutico que
puede tenerse como objetivo en la muestra bioldgica analizada. En consecuencia, el método de preparacion del
anticuerpo modificado hace posible, por consiguiente, la recuperacion de un anticuerpo modificado que reconoce un
anticuerpo seleccionado entre Adalimumab, Trastuzumab, Ofatumumab, Siltuximab, Rituximab, Bevacizumab,
Infliximab, Cetuximab y Efalizumab, Natalizumab, Panitumumab, Tolicizumab,Clenoliximab, Etaracizumab,
Visilizumab, Elotuzumab, Nimotuzumab, Ramicirumab, Elotuzumab, Daratumumab, Mapatumumab, Golimumab,
Ustekinumab y anticuerpos funcionalmente equivalentes, es decir, anticuerpos que tienen la misma diana antigénica
que los enumerados anteriormente

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 805740 T3

De acuerdo con una realizacién particular, la placa de gel se divide en varias secciones que permiten ejecutar varias
electroforesis con inmunofijacién al mismo tiempo.

De acuerdo con una realizacién particular, el método de la invencion comprende ademas una etapa de comparacion
del perfil (o perfiles) electroforético obtenido realizando las etapas a. a d., y opcionalmente la e., con el perfil (o perfiles)
electroforético obtenido en las mismas condiciones y con la misma muestra biolégica, pero en ausencia de cualquier
anticuerpo modificado como se define en la etapa b.

Por consiguiente, el método de la invencion puede ejecutarse con un sistema de IF tal como el sistema Hydrasys®
fabricado por SEBIA.

En este caso, el anticuerpo modificado puede aplicarse sobre el gel utilizando un aplicador de muestras o un cargador
de muestras. Se puede utilizar un aplicador de membrana porosa para aplicar anticuerpo modificado en el gel. Pueden
emplearse para la aplicacién de anticuerpos modificados en el gel otros dispositivos, tal como los aplicadores
reutilizables y la pelicula fina de plastico con ranuras que se utilizan habitualmente para la aplicacion de muestras
sobre la electroforesis en gel.

Preferentemente, cuando se utiliza el sistema de IF Hydrasys®, el aplicador de muestras y el aplicador de anticuerpo
modificado deben tener la misma configuracion y las mismas dimensiones para alinearse y coincidir con cada area de
electroforesis (carriles de IFE). La solucion de anticuerpo modificados se puede cargar en carriles de electroforesis
paralelos del gel. El anticuerpo modificado se puede aplicar en todos los carriles de muestras del gel (por ejemplo,
carriles ELP, G, A, M, K, L) o en carriles especificos dependiendo de la inmunoglobulina diana o fragmento de la
misma que se va adesplazar (GyK;GyL, AyK;AyL;MyK; My L).

De acuerdo con otra realizacion particular, el anticuerpo modificado se aplica en un area del gel que esta separada
del area de depdsito de muestras, estando en el mismo carril pero en una posicion que es mas catédica con respecto
a la posicién del area de depdsito de muestras, en particular entre la extremidad catédica de la placa de gel y el area
de depdsito de muestras, para cada carril en cuestion. De acuerdo con una realizacion mas particular, la distancia
entre el punto de aplicacién del anticuerpo modificado y el de la muestra es igual o menor que 5 mm.

De acuerdo con una realizacion particular, especialmente cuando se utiliza el cargador convencional utilizado con el
sistema Hydrasys®, la distancia entre el punto de aplicacion del anticuerpo modificado y el de la muestra es de 5 mm.

Sin embargo, de acuerdo con otra realizacién particular, el area de depdsito del al menos un anticuerpo modificado
de acuerdo con el método descrito en el presente documento esta a una distancia del drea de depdsito de muestras
que es menor que 5 milimetros, en particular de 2 a 3 milimetros, mas particularmente a una distancia de 2 o 3
milimetros.

De acuerdo con una realizacién particular, el anticuerpo modificado se aplica sobre el gel antes de la aplicacion de la
muestra. De acuerdo con otra realizacion, el anticuerpo modificado se carga en el gel después de la aplicacién de la
muestra o durante la aplicacion de la muestra.

De acuerdo con una realizacién ventajosa cuando se utiliza el sistema Hydrasys®, el anticuerpo modificado se aplica
sobre el gel durante la aplicacion de la muestra, debido a que en esta situacidon no hay cambio en el programa de
inmunofijacién ya presente en dicho instrumento semiautomatico.

De acuerdo con otro aspecto, también se ha descubierto que puede conseguirse una buena capacidad del anticuerpo
modificado para unirse y desplazar una inmunoglobulina diana o fragmento de la misma cuando el area de depésito
de muestras y el punto de aplicacion del anticuerpo modificado estan muy cerca uno del otro (el punto de aplicacion
de la muestra mas cerca del lado anddico del gel y el punto de aplicacion del anticuerpo modificado mas cerca del
lado del catodo del gel).

Por lo tanto, de acuerdo con otra realizacion particular, el area de depdsito del al menos un anticuerpo modificado de
acuerdo con el método descrito en el presente documento esté a una distancia del area de depdsito de muestras que
es menor que 3 milimetros, en particular de 0 a 3 milimetros.

De hecho, de acuerdo con una realizacion particular, el anticuerpo modificado se aplica en un area del gel que coincide
con el area de depésito de muestras, para cada carril en cuestion. La distancia analizada en los parrafos anteriores
es, por consiguiente, de 0 milimetros. En este caso, se entendera que, de acuerdo con la invencion, el anticuerpo
modificado y el depdsito de la muestra se depositan entonces en el gel por separado, aunque en cualquier orden. De
acuerdo con una realizacion particular, el anticuerpo modificado se deposita antes del depdsito de la muestra en ese
punto. En otra realizacion, el anticuerpo modificado se deposita después del depodsito de la muestra en ese punto

De acuerdo con una realizacion particular, el método de electroforesis con inmunofijacion descrito en el presente
documento se lleva a cabo en una solucién tampén (o soluciones tampén) utilizado cominmente en la técnica y para
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la IFE, tal como tampdn Tris/Veronal, a un pH (o a los pH) convencional, por ejemplo, utilizando un tampén Tris/Veronal
a pH 9,2, durante un tiempo convencional para llevar a cabo una IFE de acuerdo con los protocolos habituales, tal
como 15 minutos 0 menos, y a una temperatura convencional, tal como 20 °C. Estos parametros se pueden ajustar
facilmente de acuerdo con la practica o las recomendaciones del fabricante (o fabricantes) de dispositivos para IFE.

De acuerdo con una realizacién particular, la migracion de las muestras y del anticuerpo modificado se lleva a cabo
en 15 minutos o menos a 20 vatios.

De acuerdo con una realizacién particular, la migracion de las muestras y del anticuerpo modificado se lleva a cabo a
20 °C.

De acuerdo con una realizacién particular, la migracion de las muestras y del anticuerpo modificado se lleva a cabo
en 15 minutos o menos, a 20 vatios a 20 °C.

De acuerdo con un aspecto particular, el tiempo de aplicaciéon en el gel de los anticuerpos modificados de acuerdo
con la presente divulgacion y de la muestra (o muestras), antes del comienzo de la electroforesis (migracion), puede
durar aproximadamente 1 minuto, en particular es de 1 minuto.

De acuerdo con un aspecto particular, el tiempo de incubacion en el gel del anticuerpo (o anticuerpos) de captura de
acuerdo con la presente divulgacion, puede durar aproximadamente 5 minutos, en particular es de 5 minutos.

El experto en la materia puede adaptar faciimente los tiempos de incubacion, buscando una mejor sensibilidad, de
acuerdo con la practica convencional en el campo.

De acuerdo con una realizacién particular, el método de la invencién comprende ademas una etapa de tincion del gel
tras la finalizacion de la electroforesis.

De acuerdo con una realizacion mas particular, la tincion de los inmunocomplejos formados en la etapa c. v,
opcionalmente, en la etapa d. descrita anteriormente con respecto al método de la invencién, se puede lograr de
acuerdo con métodos convencionales, por ejemplo, con el reactivo (o reactivos) negro de amido, violeta acido o rojo
coomassie. La tincién también se puede lograr utilizando un marcador.

Un método como se describe en el presente documento también puede comprender adicionalmente una etapa de
andlisis y/o de interpretacion de los resultados de la IFE, y/o de llegar a conclusiones sobre el estado de salud del
paciente, cuya muestra biolégica se ha sometido a un método como se describe en el presente documento.

La invencidon se refiere ademas a un método para la deteccién de una inmunoglobulina (o inmunoglobulinas)
interferente o fragmento (o fragmentos) de la misma que se sospecha que esta presente en la muestra biolégica de
un paciente, que comprende la etapa de realizar al menos un método de analisis por electroforesis con inmunofijacién
(IFE) como se describe en el presente documento en una muestra extraida de un paciente, en donde la
inmunoglobulina (o inmunoglobulinas) diana predeterminada o fragmento (o fragmentos) de la misma que se tiene
como objetivo en dicho método (o métodos) de IFE es (son) dicha inmunoglobulina (o inmunoglobulinas) interferente
sospechosa o fragmento (o fragmentos) de la misma.

De acuerdo con una realizacién particular, por "inmunoglobulina (o inmunoglobulinas) interferente o fragmento (o
fragmentos) de la misma", se entiende un componente (0 componentes) monoclonal o un anticuerpo (o anticuerpos)
terapéutico monoclonal como se define en el presente documento.

Ademas, se divulga un kit que puede utilizarse junto con un método (o métodos) o un kit (o kits) de inmunofijacion
conocido, especialmente cuando dicho método se ejecuta en un instrumento Hydrasys®, y posiblemente con el uso
de un kit (o kits) existente apropiado para IFE, sin ninglin cambio en el procedimiento de inmunofijacién convencional
con respecto a la preparacion de las muestras y la eleccion del programa del instrumento.

En tal kit son especialmente necesarios, la presencia de al menos un anticuerpo modificado contra una
inmunoglobulina (o inmunoglobulinas) diana predeterminada o fragmento (o fragmentos) de la misma, como se divulga
en el presente documento, y la presencia de un aplicador adicional para la aplicacion de anticuerpos modificados
sobre el gel antes del procedimiento de electroforesis, en un punto de depdsito como se describe en el presente
documento.

Por lo tanto, la presente divulgacion también divulga un kit adecuado para llevar a cabo un método de acuerdo con la
presente divulgacion, si es apropiado en combinacién con un kit (o kits) conocido, comprendiendo o consistiendo dicho
kit en:

- Un anticuerpo (o anticuerpos) modificado contra una inmunoglobulina (o inmunoglobulinas) diana o fragmento de

la misma como se define y/o divulga en el presente documento, y
- Un aplicador (o aplicadores) para la aplicacion de dicho anticuerpo (o anticuerpos) modificado sobre el gel, de
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acuerdo con la descripcion proporcionada en el presente documento para el punto (o puntos) de depésito.

Dicho kit puede utilizarse en combinacién con un kit (o kits) conocido, el ultimo de los cuales puede abarcar uno o
varios de los siguientes elementos: un gel (o geles) de agarosa, un tampdn (o tampones), un reactivo (o reactivos) de
tincion y, opcionalmente, u diluyente (o diluyentes) para dicho reactivo (o reactivos) de tincién, una solucion (o
soluciones) de fijacion, adecuados para permitir la formacion de inmunocomplejos precipitados y/o detectables, como
se define en el presente documento, papel (o papeles) de filtro para la absorcion en la superficie del gel de la humedad
y/o de un reactivo (o reactivos) o una solucion (o soluciones) en exceso, y/o la absorcion en el gel de una proteina (o
proteinas) no precipitada y, opcionalmente, un reactivo (o reactivos) de antisueros como anticuerpos de captura vy,
opcionalmente, un diluyente (o diluyentes) apropiado, un peine (o peines) o cualquier otro aplicador (o aplicadores)
adecuado para la aplicacién de muestra o una plantilla (o plantillas).

En una realizacion particular, el anticuerpo (o anticuerpos) modificado es (son) un anticuerpo modificado que reconoce
un anticuerpo seleccionado entre Adalimumab, Trastuzumab, Ofatumumab, Siltuximab, Rituximab, Bevacizumab,
Infliximab, Cetuximab y Efalizumab, Natalizumab, Panitumumab, Tolicizumab, Clenoliximab, Etaracizumab,
Visilizumab, Elotuzumab, Nimotuzumab, Ramicirumab, Elotuzumab, Daratumumab, Mapatumumab, Golimumab,
Ustekinumab y anticuerpos funcionalmente equivalentes, es decir, anticuerpos que tienen la misma diana antigénica
que los enumerados anteriormente. En una realizacién particular, el anticuerpo modificado (o anticuerpos modificados)
presentes en el kit se proporciona (o proporcionan) como una solucion lista para usar, tal como se divulga en el
presente documento.

La interpretacion de los resultados de los experimentos de IFE convencionales puede ser sencilla para los expertos
en la materia, excepto en determinadas situaciones. De hecho, los métodos de IFE actuales no siempre evitan la
presencia de patrones confusos.

En lo sucesivo en el presente documento se proporciona un breve sumario de las conclusiones que se pueden extraer
de los resultados de la IFE, cuando no son ambiguos, asi como un sumario de las dificultades que se pueden encontrar
para la interpretacion de resultados.

Ausencia de componente monoclonal

» Una muestra de suero normal muestra una tincion difusa ligera de inmunoglobulinas policlonales en todos los carriles.
+ Una hipergammaglobulinemia se caracteriza por una zona gamma difusa intensamente tefiida y por la ausencia de
bandas restringidas. Sin embargo, este patrén no excluye la posibilidad de la presencia de una proteina (o proteinas)
monoclonal discreta. La presente invencién tiene como objetivo superar el problema relacionado con la presencia de
esta proteina (o proteinas) monoclonal.

Presencia de un componente monoclonal

* La presencia de una proteina monoclonal (gammapatia) se caracteriza por una banda monoclonal detectada con
uno de los antisueros anti-cadena pesada (gamma, alfa o mu) y con antisuero anti-cadena ligera kappa o lambda. La
banda monoclonal detectada debe ubicarse a la misma distancia de migracion que la banda monoclonal sospechosa
vista en el carril de referencia (ELP).

* La ausencia de reaccion con cualquiera de los antisueros anti-cadena pesada aplicados y la reaccion con uno de los
antisueros para cadena ligera podrian indicar una gammapatia de Ig D o Ig E muy rara. La siguiente etapa seria
confirmar esta hipétesis realizando una IFE con antisueros anti-cadena pesada delta o épsilon. Este resultado también
puede indicar una gammapatia de cadena ligera. La siguiente etapa seria confirmar esta hipétesis realizando una IFE
con antisueros anti-cadenas ligeras libres kappa o lambda.

» No observar una reaccion positiva con ninguno de los antisueros anti-cadena ligera aplicados, al tiempo que un
antisuero anti-cadena pesada reacciona, podria indicar una gammapatia de cadena pesada muy rara (gamma, alfa,
delta o mu). En estos casos, se recomendaria utilizar otro método para confirmar el resultado (por ejemplo,
inmunosustraccion por electroforesis capilar o inmunoprecipitacion en un tubo aumentando el tiempo de incubacién
de la muestra con antisueros anti-cadena ligera). La presente invencion supera este problema de tener que recurrir a
otro método.

Presencia de dos o mas componentes monoclonales

En algunos casos, proliferan varios clones de linfocitos B, segun lo indicado por varias bandas monoclonales que
pueden revelarse por inmunofijacion:

» Una gammapatia biclonal se caracteriza por la presencia de dos bandas de cadena pesada (idénticas o distintas) y
dos bandas de cadenas ligeras (idénticas o distintas). Ocasionalmente, estas bandas biclonales podrian comigrar y,
por lo tanto, hacer dificil la interpretacién. La presente invencion define medios que tienen como objetivo superar este
problema.

» Una gammapatia oligoclonal se caracteriza por la presencia de multiples bandas, generalmente débiles, de uno o
mas tipos de cadenas pesadas y de uno o dos tipos de cadenas ligeras. Ocasionalmente, una de estas bandas puede

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 805740 T3

ser relativamente prominente. Sin embargo, la deteccion de una gammapatia oligoclonal en presencia de un fondo
policlonal significativo puede ser dudosa. Debido a la dificultad de interpretar este tipo de patrones de IFE, por lo
general se recomienda repetir la IFE en 3 a 6 meses. La presente invencién tiene como objetivo superar este problema.

Para los procedimientos de inmunofijacién también se recomienda utilizar un gel (o geles) de alta resolucion, para
obtener una mejor resolucion en la zona gamma, donde la zona alargada de gammaglobulina permite la visualizacion
de multiples bandas, lo que lleva mucho tiempo.

Casos especiales

» Para algunas gammapatias de Ig A, el antisuero anti-cadena ligera puede presentar una leve afinidad con la
inmunoglobulina monoclonal correspondiente, y su deteccién es mas dificil. En ese caso, se recomienda analizar la
muestra con el procedimiento de inmunofijacion de Bence Jones, en que la reaccién del antisuero se amplifica debido
a un mayor tiempo de incubacion. La presente invencion tiene como objetivo superar este problema.

+ Con fondo policlonal, se puede recomendar el uso de una dilucion mayor de la muestra para los carriles de los
antisueros, y especialmente para el carril de IgG. Pero en ocasiones el procedimiento de dilucidon no es satisfactorio,
ya que la proteina monoclonal también podria diluirse. Entonces, la posible pérdida de bandas muy finas se presenta
en el fondo policlonal, ya que policlonal no excluye la posibilidad de la presencia de proteina monoclonal. De hecho,
la adaptacion del factor de dilucién aplicado a la muestra sometida a ensayo es una practica comun, realizada por el
usuario de la IFE experto, sobre la base de conjeturas. Sin embargo, incluso un usuario experto puede elegir un factor
de dilucién no satisfactorio, como se ha explicado anteriormente. La presente invencion tiene como objetivo superar
este problema.

A partir de lo anterior, se puede observar que, en varios casos, la interpretacion de los resultados de la IFE realizada
utilizando los métodos convencionales actuales puede ser dificil. Generalmente, la presencia del denominado
componente interferente (o componentes interferentes) que puede comigrar en un gel de IFE hace que la interpretacion
sea mas dificl. Como se ilustra en los ejemplos siguientes, la invenciéon divulgada hace posible superar
satisfactoriamente estas limitaciones.

Ademas, otras caracteristicas de la invencion seran evidentes al leer los ejemplos y las figuras, que ilustran los
experimentos realizados por los inventores, como complemento de las caracteristicas y definiciones proporcionadas
en la presente descripcion.

Leyenda de las figuras

Figura 1. (1A) Soporte de aplicadores adaptado al dispositivo Hydrasys® cargado con peines en las posiciones 3, 8 y
9. (1) muestra los aplicadores (peines) de muestras colocados en las posiciones 3 y 9, (2) muestra el aplicador (peine)
de anticuerpo modificado colocado en la posicion 8 (1B) Soporte de aplicadores adaptado al dispositivo Hydrasys®
con peines bien alineados con los carriles del gel de agarosa de IF. (3) muestra el gel de agarosa, (4) muestra el lado
catodico del gel, (5) muestra el lado anddico del gel.

Figura 2. Inmunodesplazamiento en gel de Adalimumab utilizando anticuerpo monoclonal modificado anti Adalimumab
(con anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico) seguido de inmunofijacion. Resultado de IF 1: muestra de suero normal;
aplicada en el gel en la posicién de peine 3 del soporte de aplicadores adaptado al dispositivo Hydrasys®. Resultado
de IF 2: muestra de suero normal enriquecida con Adalimumab 1 g/l aplicada en el gel en la posicién de peine 3 del
soporte de aplicadores. Resultado de IF 3 = resultado de |IF 4: muestra de suero normal enriquecida con Adalimumab
1 g/l (aplicada en el gel en la posicion de peine 9 del soporte de aplicadores) que esta inmunodesplazada en los
carriles G y K, utilizando anticuerpo monoclonal modificado anti-Adalimumab, cargado en los pocillos 3, 6, 10 y 13 de
un aplicador adicional adaptado al dispositivo Hydrasys® colocado en la posicion 8 del soporte de aplicadores. (6)
muestra el carril G con Adalimumab desplazado (Adalimumab de G), (7) muestra el carril K con Adalimumab
desplazado (Adalimumab de K), (8) muestra el Adalimumab en los carriles G y K, (9) muestra los complejos entre el
Adalimumab vy el anti-Adalimumab modificado.

Figura 3. Inmunodesplazamiento en gel de Trastuzumab utilizando anticuerpo monoclonal modificado anti-
Trastuzumab (con anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico) seguido de inmunofijacion. Resultado de IF 1: muestra de
suero normal; aplicada en el gel utilizando la posicion 3 del soporte de aplicadores adaptado al dispositivo Hydrasys®.
Resultado de IF 2: muestra de suero normal enriquecida con Trastuzumab 0,25 g/l; aplicada en el gel con la posicion
de peine 3. Resultado de IF 3 = resultado de IF 4: muestra de suero normal enriquecida con Trastuzumab 0,25 g/|
(aplicada en el gel con la posicion de peine 9) que esta inmunodesplazada en los carriles G y K, utilizando anticuerpo
monoclonal modificado anti-Trastuzumab, cargado en los pocillos 3, 6, 10 y 13 del aplicador adicional colocado en la
posicion 8 del soporte de aplicadores. (10) muestra el carril G con Trastuzumab desplazado (Trastuzumab de G), (11)
muestra el carril K con Trastuzumab desplazado (Trastuzumab de K), (12) muestra el Trastuzumab en los carriles G
y K, (13) muestra los complejos entre el Trastuzumab y el anti-Trastuzumab modificado.

Figura 4. (4A) Inmunodesplazamiento en gel de los componentes IgK e IgL del carril G de la muestra C utilizando anti
IgK y anti IgL modificados (con anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico), en el caso de una gammapatia oligoclonal con
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un fondo policlonal significativo, seguido de inmunofijaciéon. Resultado de IF 1 = resultado de IF 2: muestra C; aplicada
dos veces en el gel utilizando la posicion de aplicador 3 del soporte de aplicadores. Resultado de IF 3: Muestra C
(aplicada en el gel utilizando la posicion de peine 9), en que el componente IgK esta inmunodesplazado en el carril G
(IgK de G), utilizando anti IgL modificado cargado en el pocillo 3 del aplicador adicional colocado en la posicion 8 del
soporte de aplicadores. Resultado de IF 4: Muestra C (aplicada en el gel con la posicion de peine 9), en que el
componente IgL estd inmunodesplazado en el carril G (IgL de G), utilizando anti IgL modificado cargado en el pocillo
10 del aplicador adicional colocado en la posicién 8 del soporte de aplicadores. (14) muestra el carril G con el
componente IgK desplazado (G-IgK), (15) muestra el carril G con el componente IgL desplazado (G-IgL), (16) muestra
la Banda C1 (no visible en el carril G del resultado de IF 1), (17) muestra el complejo de IgK/anti IgK modificado, (18)
muestra el complejo de IgL/anti IgL modificado.

(4B) Inmunodesplazamiento en gel de los componentes IgK e IgL del carril G de la muestra D, utilizando anti IgK'y
anti IgL modificados (con anhidrido 1,2,4,5-benceno tetracarboxilico o dianhidrido piromelitico), en el caso de una
gammapatia oligoclonal con un fondo policlonal significativo, seguido de inmunofijacién. Resultado de IF 1= resultado
de IF 2: muestras D; aplicada dos veces en el gel utilizando la posicién de aplicador 3 del soporte de aplicadores.
Resultado de IF 3: Muestra D (aplicada en el gel utilizando la posicion de peine 9), en que el componente IgK esta
inmunodesplazado en el carril G (IgK de G), utilizando anti IgK modificado cargado en el pocillo 3 del aplicador
adicional colocado en la posicién 8 del soporte de aplicadores. Resultado de IF 4: Muestra D (aplicada en el gel con
la posicion de peine 9), en que el componente IgL esta inmunodesplazado en el carril G (IgL de G), utilizando anti IgL
modificado cargado en el pocillo 10 del aplicador adicional colocado en la posicion 8 del soporte de aplicadores. (19)
muestra el carril G con el componente IgK desplazado (G-IgK), (20) muestra el carril G con el componente IgL
desplazado (G-IgL), (21) muestra la Banda D1 (no visible en el carril G del resultado de IF 1), (22) muestra el complejo
de IgK/anti IgK modificado, (23) muestra el complejo de IgL/anti IgL modificado.

Figura 5. Inmunodesplazamiento en gel de IgK e IgL en el carril A utilizando anti IgK y anti IgL modificados (con
anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico), seguido de inmunofijacion en el caso de la muestra E, que es una gammapatia
de IgA sin ninguna cadena ligera correspondiente. Resultado de IF 1: muestra E; aplicada en el lado izquierdo del gel
(fila inferior) utilizando la posicién de aplicador 3 del soporte de aplicadores. Resultado de IF 2: Muestra E; aplicada
en el lado derecho del gel (fila inferior) utilizando la posicién de aplicador 3 del soporte de aplicadores, en que el
componente IgK esta inmunodesplazado en el carril A (IgK de A), utilizando anti IgL modificado cargado en el pocillo
11 (para estar alineado con el carril A) del aplicador adicional colocado en la posicion 2 del soporte de aplicadores.
Resultado de IF 4: Muestra E (aplicada en el gel con la posicion de aplicador 9), en que el componente IgL esta
inmunodesplazado en el carril A (IgL de A), utilizando anti IgL modificado cargado en el pocillo 11 del aplicador
adicional colocado en la posicion 8 del soporte de aplicadores. (24) muestra el carril A con el componente IgK
desplazado (IgK de A), (25) muestra el carril A con el componente IgL desplazado (IgL de A), (26) muestra el complejo
de IgA/anti IgL modificado.

Figura 6. Inmunodesplazamiento en gel de IgG e IgL, respectivamente en los carriles L y G, utilizando anti IgG
modificado y anti IgL modificado (con anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico), seguido de inmunofijacion en el caso de
la muestra F, una gammapatia biclonal con comigracion de bandas (GK +GL). Resultado de IF 1= resultado de IF 2:
muestra F; aplicada dos veces en el gel utilizando la posicion de aplicador 3 del soporte de aplicadores. Resultado de
IF 3: Muestra F (aplicada en el gel utilizando la posicion de peine 9), en que la banda F1 se inmunodesplaza en el
carril L utilizando anti IgG modificado (IgG de L) cargado en el pocillo 7 del aplicador adicional colocado en la posiciéon
8 del soporte de aplicadores. Resultado de IF 4: Muestra F (aplicada en el gel con la posicién de peine 9), en que el
componente IgL esta inmunodesplazado en el carril G (IgL de G), utilizando anti IgL modificado cargado en el pocillo
10 del aplicador adicional colocado en la posicién 8 del soporte de aplicadores. (27) muestra el carril L con el
componente IgG desplazado (IgG de L), (28) muestra el carril G con el componente IgL desplazado (G-IgL), (29)
muestra la Banda F1, (30) muestra el complejo de IgL/anti IgG modificado, (31) muestra el complejo de IgG/anti IgL
modificado.

MATERIALES Y METODOS - GENERALIDADES

El principio de la técnica de "inmunodesplazamiento en gel" seguida de inmunofijacion de acuerdo con la presente
invencion se ha implementado en el sistema de electroforesis Hydrasys® (SEBIA) de ultima tecnologia, un instrumento
semiautomatizado de parametros mdltiples, de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Se hace referencia
con respecto a las caracteristicas de este dispositivo al Manual de instrucciones disponible de Ref. 1201 - version 2.2x
2015/03, a disposicion de los interesados o proporcionado con los aparatos comercializados hasta el momento.

La técnica de inmunodesplazamiento en gel e inmunofijacion de la presente invencion se llevo a cabo en el Hydrasys®,
realizandose el programa de inmunofijacion de principio a fin con el kit Hydragel IF. El kit Hydragel IF es un kit
comercializado que comprende geles de agarosa, tiras tamponadas, colorantes violeta acido o negro de amido,
diluyente de muestras, aplicadores para la aplicacion de muestras, papeles de filtro, peines de papel de filtro (plantilla
convencional referencia PN 1255), segmentos para antisueros (mascara dinamica referencia PN 1260). Los antisueros
anti-G, A, M, K, L, Klibre, Llibre, se proporcionan por separado pero son convencionales en el campo.

La carga de muestras en el gel de inmunofijaciéon de agarosa simultdneamente con anticuerpo modificado contra la
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inmunoglobulina (o inmunoglobulinas) diana o fragmento de la misma se logré utilizando un peine de membrana
porosa para muestras diluidas y un peine adicional para el anticuerpo modificado.

El peine de muestras se colgd en una posicion distinta a la del anticuerpo modificado. En la Figura 1Ay la Figura 1B,
los aplicadores de muestras se ubican en las posiciones 3 y 9, y el aplicador de anticuerpo modificado se coloca en la
posicion 8 del soporte de aplicadores de muestras, para desplazar la inmunoglobulina diana o fragmento de la misma
contenida en las muestras aplicadas en el gel con la posicién de peine 9.

La distancia entre la posiciéon 8 y 9 era de 5 mm y la posicion 8 estaba cerca del lado catddico y la posicion 9 estaba
cerca del lado anddico del gel.

La migracion de las muestras y del anticuerpo modificado se llevo a cabo en menos de 15 minutos, a 20 W a 20 °C.

Cada carril del gel se incubd a continuacion con anti humano especifico (anticuerpos policlonales para clases y tipos
de inmunoglobulina especificos (IgG, IgA, IgM, IgK, IgL) mediante el uso de la Mascara Dinamica o la Mascara
convencional especificas comercializada por Sebia y conocidas en la técnica (referencias anteriores).

El gel se lavé automaticamente, se tifié con violeta acido, se decolord y se seco.
PRINCIPIO DEL METODO DISENADO LLEVADO A CABO EN EL DISPOSITIVO HYDRASYS®

La Figura 1 (1A 'y 1B) muestra el soporte de aplicadores adaptado al dispositivo Hydrasys® con la posibilidad de colgar
y aplicar simultaneamente 13 (1, 2, 3....13) aplicadores de muestras distintos sobre el gel. El hueco entre cada uno de
los aplicadores dispuestos en el dispositivo es de 5 mm.

Este dispositivo puede permitir entonces la aplicacién simultanea del anticuerpo modificado y de las muestras en el
gel. Este equipo también permite que el area de aplicacion de muestras y el punto de aplicacién del anticuerpo
modificado se alineen bien en el gel durante el procedimiento de electroforesis.

Dependiendo del formato de gel, el usuario puede escoger realizar el inmunodesplazamiento de la inmunoglobulina
diana o fragmento de la misma en muestras de una unica fila o en muestras de todas las filas del gel. El usuario
también puede escoger realizar el inmunodesplazamiento en el carril de IF especifico G, A, M, Ko L.

En la Figura 1, se ilustra la disposiciéon de los aplicadores en el soporte de aplicadores: esta disposicion es tal que el
inmunodesplazamiento se realiza solo con muestras aplicadas en el gel con la posiciéon de aplicador 9, utilizando un
anticuerpo modificado cargado en el gel con el aplicador en la posicion 8. Las muestras depositadas con la posicion
de aplicador 3 (fila inferior) no se inmunodesplazaron con el anticuerpo modificado y se utilizaron como referencia.

La concentracion de anticuerpo modificado aplicado en el gel puede ser mayor o menor que la de la inmunoglobulina
diana o fragmento de la misma contenida en la muestra. De acuerdo con una realizacion particular, la relacion de
anticuerpo modificado y la inmunoglobulina diana o fragmento de la misma en términos de concentracion puede ser
de 0,1/1 a 20/1. De acuerdo con una realizacion mas particular, especialmente preferente, la relacion de anticuerpo
modificado y la inmunoglobulina diana o fragmento de la misma en términos de concentracién es de 1/1 a 5/1.

Al aplicar un campo eléctrico en el gel para el procedimiento de electroforesis, el anticuerpo modificado aplicado en el
gel en un punto que es mas catddico con respecto al punto de depdsito de muestras, migra mas rapido debido a sus
cargas negativas adicionales, entonces, cruza los componentes presentes en la muestra (o muestras) depositada y
se une y desplaza especificamente a la inmunoglobulina (o inmunoglobulinas) que se tiene como objetivo o fragmento
de la misma fuera de la zona de interés, especialmente fuera de la zona gamma.

Dependiendo de la densidad de carga (y movilidad electroforética) del anticuerpo modificado y de la de la
inmunoglobulina (o inmunoglobulinas) diana o fragmento de la misma, la posicién del inmunocomplejo resultante
(inmunoglobulina (o inmunoglobulinas) diana o fragmento de la misma/anticuerpo modificado) se encuentra fuera de
la zona de interés como se define en el presente documento, en particular se puede ubicar desde la zona beta hasta
la zona de la albumina, o desde la zona alfa, incluida la zona alfa1 o alfa2, hasta la zona de la albumina.

Dado que el anticuerpo modificado injertado con cargas negativas adicionales mediante reaccién con anhidrido de
acido carboxilico como se divulga en el presente documento ha perdido su capacidad de precipitacion, el
inmunocomplejo (o inmunocomplejos) resultante ya no precipitara en el gel y no permanecera en el gel sin su
precipitacion mediante el uso de antisueros no modificados dirigidos contra al menos uno de los componentes de
dicho inmunocomplejo (o inmunocomplejos).

A continuacion, después de la separacion de las proteinas y del inmunodesplazamiento de la inmunoglobulina (o
inmunoglobulinas) diana o fragmento de la misma con el anticuerpo modificado, los antisueros anti-humano (no
modificados) utilizados habitualmente para la IFE (caracterizado por su capacidad de precipitacion), que comprenden
anticuerpos policlonales contra clases y tipos de inmunoglobulina especificos (IgG, IgA, IgM, IgK, IgL, IgKlibre, IgLlibre)
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se aplican en carriles paralelos (G, A, M, K, L) en el gel. El gel y estos distintos antisueros se incuban a continuacion
durante un tiempo que permite la formacién de otro inmunocomplejo entre las proteinas de la muestra y los anticuerpos
de captura.

El inmunocomplejo formado entre la inmunoglobulina (o inmunoglobulinas) diana o fragmento de la misma y el
anticuerpo modificado generalmente puede reconocerse y precipitarse mediante antisueros anti-humano utilizados
convencionalmente en IFE, dado que la inmunoglobulina diana o fragmento de la misma es generalmente también
una proteina humana o humanizada.

Todos los inmunocomplejos se visualizan a continuacion, después de tefiir el gel.

Se puede utilizar cualquier reactivo convencional que permita la tincion del gel (negro de amido, violeta acido, rojo
coomassie).

La aparicién de una banda especifica en la region gamma es, por lo tanto, indicativa de la presencia de una proteina
o componente monoclonal correspondiente a un tipo de inmunoglobulina particular (IgG, IgA, IgM, IgK, IgL, IgKlibre,
IgLlibre) y la presencia de una banda adicional fuera de la zona gamma, preferentemente entre la zona alfa-1 y la de
albumina, es indicativa del complejo formado entre la inmunoglobulina (o inmunoglobulinas) diana o fragmento de la
misma y el anticuerpo modificado.

Para un inmunocomplejo dado, se ha descubierto que la sefial de la banda es proporcional a la concentracion de la
inmunoglobulina (o inmunoglobulinas) diana o fragmento de la misma presente en la muestra y se visualiza si la
concentracion de la inmunoglobulina (o inmunoglobulinas) o del fragmento de la misma es mayor a 0,1 g/l, que es el
limite de deteccion del método de IF Hydragel.

Ejemplos

EJEMPLO 1

Inmunodesplazamiento en gel e inmunofijacion de una muestra de suero normal enriquecida con Adalimumab
(Creative Biolabs). El adalimumab es un anticuerpo monoclonal (IgGK) humano implicado en trastornos

autoinmunitarios como la artritis, reumatoide, psoriasis, enfermedad de Crohn.

Procedimiento para la modificacién del anticuerpo monoclonal humano anti-Adalimumab (un anticuerpo anti-idiotipo
de AbD Serotec).

Proporcion de 200 pl de anticuerpo monoclonal humano anti-Adalimumab de AbD Serotec (0,5 g/l en solucion de PBS)
Se preparé una solucion de anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico 0,05 M en dioxolano.

Los 200 pl de solucién de anticuerpo monoclonal anti-Adalimumab se mezclaron con 4,5 pl de hidréxido de sodio 1 N
y 24 ul de solucion de anhidrido durante 15 min a temperatura ambiente.

El producto de reaccion se dializé luego contra tampon fosfato, 100 mM pH 7,4 durante una noche.

La solucion dializada de anti-Adalimumab modificado estaba entonces lista para el uso para el inmunodesplazamiento
en gel de Adalimumab contenido en una muestra de suero.

Inmunodesplazamiento en gel de una muestra que contiene adalimumab sequido de inmunofijacion

El inmunodesplazamiento en gel de la muestra que contenia Adalimumab seguido de inmunofijacién se llevé a cabo
en el sistema de electroforesis Hydrasys® utilizando el programa de inmunofijacion y el kit de IF Hydragel 4 (posibilidad
de 4 muestras por gel).

Un aplicador poroso de membrana cargado con 2 muestras (Figura 2, resultado de IF 1: muestra de suero normal; y
Figura 2, resultado de IF 2: suero normal enriquecido con Adalimumab 0, 25 g/l), se colocé en la posicion 3 del soporte
de aplicadores adaptado al dispositivo Hydrasys®.

Se colocé otro peine con membrana porosa cargado en todos los pocillos con la misma muestra de suero enriquecida
con Adalimumab 0,25 g/l en la posicion 9 del soporte de aplicadores.

Un tercer peine cargado con anti Adalimumab modificado humano en los pocillos 3 (alineado con el carril G de la fila
superior del resultado de IF 3 del gel, Figura 2), 6 (alineado con el carril K de la fila superior del resultado de IF 3 del
gel, Figura 2), 10 (alineado con el carril G de la fila superior del resultado de IF 4 del gel, Figura 2), 13 (alineado con
el carril K de la fila superior del resultado de IF 4 del gel, Figura 2) se colocé en la posicion 8 del soporte de aplicadores,
para desplazar al Adalimumab en los carriles G y Kappa en la fila superior (resultado 3 y 4 de la Figura 2)
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A continuacion, se inicié el programa de inmunofijacién de Hydrasys® para permitir que todos estos peines estuvieran
simultaneamente en contacto con el gel de inmunofijacién de agarosa dedicado a 4 muestras (4IF) durante 1 minuto.

Después de la aplicacién de las muestras y del anti Adalimumab modificado sobre el gel, la migracién comenzo
automaticamente y se llevé a cabo en menos de 15 minutos a 20 W a 20 °C.

Durante la migracién, el anti Adalimumab modificado se une a y desplaza especificamente las moléculas de
Adalimumab contenidas en los carriles G y Kappa de las muestras depositadas en la posicion 9 del soporte de
aplicadores.

Cada carril del gel se incubd a continuacion con un anti humano especifico (anticuerpos policlonales para clases y
tipos de inmunoglobulina especificos (IgG, IgA, IgM, IgK, IgL) después del proceso de inmunofijacién de Hydragel,
mediante el uso de la Plantilla Dinamica o la Plantilla Convencional de Sebia especificas.

El gel se tifio automaticamente con violeta acido y se decoloré antes del secado de la etapa final.
La Figura 2, resultado de IF 1, es el resultado de una muestra de suero normal.

La Figura 2, resultado de IF 2, es el resultado de la IFE de una muestra normal enriquecida con adalimumab, en que
la banda correspondiente es perceptible en los carriles ELP, G y Kappa.

La Figura 2, resultados de IF 3 y 4 son resultados de la IFE obtenidos con la muestra de suero normal enriquecida,
después del inmunodesplazamiento especifico de adalimumab en el gel en los carriles G y kappa utilizando anti
adalimumab modificado; mientras que las bandas que aparecen entre las zonas alfa 1 y alfa 2 en los carriles G y
Kappa (resultados de IF 3 y 4), son indicativas del complejo inmunitario formado entre Adalimumab y el anti
Adalimumab modificado durante la etapa de migracion.

EJEMPLO 2

Inmunodesplazamiento en gel e inmunofijacion de una muestra de suero normal enriquecida con Trastuzumab
(Creative Biolabs). Trastuzumab es un anticuerpo monoclonal humanizado utilizado en el tratamiento del cancer de
mama.

Procedimiento para la modificacién del anticuerpo monoclonal humano anti-Trastuzumab (un anticuerpo anti-idiotipo

de AbD Serotec).

Proporcion de 200 pl de anticuerpo monoclonal humano anti Trastuzumab de AbD Serotec (0,5 g/l en solucion de
PBS)

Se prepar6 una solucion de anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico 0,05 M en dioxolano

Los 200 pl de solucidn de anticuerpo monoclonal anti Trastuzumab se mezclaron con 4,5 yl de hidréxido de sodio 1 N
y 24 ul de solucion de anhidrido durante 15 min a temperatura ambiente.

El producto de reaccion se dializé luego contra tampon fosfato, 100 mM pH 7,4 durante una noche.

La solucion dializada de anti Trastuzumab modificado estaba entonces lista para el uso para el inmunodesplazamiento
en gel de Trastuzumab contenido en una muestra de suero.

Inmunodesplazamiento en gel de una muestra que contiene Trastuzumab sequido de inmunofijacion

El inmunodesplazamiento en gel de Trastuzumab seguido de inmunofijacion se llevd a cabo en el sistema de
electroforesis Hydrasys® utilizando el programa de inmunofijacién y el kit de IF Hydragel 4 (posibilidad de 4 muestras

por gel).

Un aplicador poroso de membrana cargado con 2 muestras (Figura 3, resultado de IF 1: muestra de suero normal; y
Figura 3, resultado de IF 2: suero normal enriquecido con Trastuzumab 1 g/l), se colocé en la posicién 3 del soporte
de aplicadores adaptado al dispositivo Hydrasys®.

Se colocé otro peine con membrana porosa cargado en todos los pocillos con la misma muestra de suero enriquecida
con Adalimumab 1 g/l en la posicién 9 del soporte de aplicadores.

Un tercer peine cargado con anti trastuzumab modificado humano en los pocillos

3 (alineado con el carril G de la fila superior del resultado de IF 3 del gel, Figura 3),
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6 (alineado con el carril K de la fila superior del resultado de IF 3 del gel, Figura 3),
10 (alineado con el carril G de la fila superior del resultado de IF 4 del gel, Figura 3),
13 (alineado con el carril K de la fila superior del resultado de IF 4 del gel, Figura 3),

se coloco en la posicion 8 del soporte de aplicadores, para desplazar al Trastuzumab en los carriles G y Kappa en la
fila superior (resultado 3 y 4 de la Figura 3).

A continuacion, se inicié el programa de inmunofijacién de Hydrasys® para permitir que todos estos peines estuvieran
simultaneamente en contacto con el gel de inmunofijacién de agarosa dedicado a 4 muestras (4IF) durante 1 minuto.

Después de la aplicacion de las muestras y del anti Trastuzumab modificado en el gel, la migraciéon comenzé
automaticamente y se llevo a cabo en menos de 15 minutos a 20 W a 20 °C.

Durante la migracion, el anti Trastuzumab modificado se une a y desplaza especificamente las moléculas de
Trastuzumab contenidas en los carriles G y Kappa de las muestras depositadas en la posicién 9 del soporte de
aplicadores.

Cada carril del gel se incub6 a continuacion con un antisuero especifico anti humano (anticuerpos policlonales para
clases y tipos de inmunoglobulina especificos (IgG, IgA, IgM, IgK, IgL) después del proceso de inmunofijacion de
Hydragel, mediante el uso de la Plantilla Dinamica o la Plantilla Convencional de Sebia especificas. Sin embargo, se
puede utilizar cualquier tipo de aplicador.

El gel se tifio automaticamente con violeta acido y se decoloré antes del secado de la etapa final.
La Figura 3, resultado de IF 1, es el resultado de una muestra de suero normal.

La Figura 3, resultado de IF 2 es el resultado de la IFE de una muestra normal enriquecida con Trastuzumab, en que
la banda correspondiente es perceptible en los carriles ELP, G y Kappa.

La Figura 3, resultados de IF 3 y 4 son resultados de la IFE obtenidos con la muestra de suero normal enriquecida,
después del inmunodesplazamiento especifico de Trastuzumab en el gel en los carriles G y kappa utilizando anti
Trastuzumab modificado; mientras que las bandas que aparecen entre las zonas alfa 1 y alfa 2 en los carriles G y
Kappa (resultados de IF 3 y 4), son indicativas del complejo inmunitario formado entre Trastuzumab y el anti
Trastuzumab modificado durante la etapa de migracion.

La Figura 3 muestra los resultados del inmunodesplazamiento en gel de Trastuzumab utilizando anti Trastuzumab
humano modificado (con anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico) seguido de inmunofijacién.

Trastuzumab (Creative Biolabs) es un anticuerpo monoclonal humanizado utilizado en el tratamiento del cancer de
mama. Dado que el Trastuzumab es un anticuerpo monoclonal humanizado, aparece en la IFE como una banda
monoclonal en los carriles G y K, y podria sefialarse erréneamente una como proteina monoclonal endégena:

La Figura 3, resultado de IF 1 [muestra normal] y la Figura 3, resultado de IF 2 [muestra normal enriquecida con
Trastuzumab 0,25 g/l, en que se puede observar una banda en los carriles G y K.

La Figura 3, resultado de IF 3y la Figura 3, resultado de IF 4, ilustran el inmunodesplazamiento en gel de Trastuzumab
en los carriles G y K, utilizando anticuerpo monoclonal modificado anti trastuzumab, en que la muestra es una muestra
normal previamente enriquecida con Trastuzumab 0,25 g/l. La desaparicion de la banda en la zona gamma de los
carriles G y K es perceptible y se puede distinguir claramente el complejo de Trastuzumab/anti trastuzumab modificado
que aparece en los mismos carriles (G y K), entre las zonas alfa1 y alfa 2.

De la misma manera, Bevacizumab, un anticuerpo monoclonal humanizado (IgGK) implicado en el cancer,
degeneracion macular senil, también se inmunodisplazé utilizando un anti Bevacizumab monoclonal modificado (con
anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico) y la zona gamma estaba totalmente libre de esta interferencia.

La presente invencion podria entonces utilizarse junto con la inmunofijacion para resolver todas las interferencias
relacionadas con anticuerpos monoclonales terapéuticos, siempre que uno tenga el anticuerpo monoclonal contra
dicho farmaco.

EJEMPLO 3

Inmunodesplazamiento en gel e inmunofijacion de una muestra de suero normal enriquecida con Bevacizumab
(Creative Biolabs). Bevacizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado (IgGK) implicado en el cancer,
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degeneracion macular senil.

El procedimiento para la modificacion del anticuerpo monoclonal humano anti-Bevacizumab (un anticuerpo anti-idiotipo
de Creative Biolabs) fue el mismo que para los anti-idiotipos anteriores de los Ejemplos 1y 2.

El inmunodesplazamiento en gel de Bevacizumab sequido de inmunofijaciéon también se llevo a cabo de la misma
manera que con los farmacos de anticuerpo monoclonal interferentes anteriores.

Resultados no mostrados, indicaron la presencia de Bevacizumab en el carril ELP y su desplazamiento en los carriles
G y K cuando se aplicd monoclonal anti Bevacizumab humano en los mismos carriles.

EJEMPLO 4

Caso de pacientes con gammapatia oligoclonal caracterizada por: Multiples bandas débiles de uno o mas tipos de
cadenas pesadas y por uno o dos tipos de cadenas ligeras, con alto fondo policlonal.

Ejemplo 4A

Inmunodesplazamiento en gel de la clase IgK e IgL en el carril G, utilizando anti IgK modificado y anti IgL modificado
(maodificados con anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico), seguido de inmunofijaciéon, muy util para la interpretacion en
el caso de gammapatia oligoclonal con bandas débiles en alto fondo policlonal.

Procedimiento para la modificacién de anticuerpos policlonales especificos para IgKappa e IgLambda humanas (de
Dako Dinamarca) con anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico.

Suministro de 10 ml de anticuerpo policlonal especifico para |g Kappa humana o 10 ml de anticuerpo policlonal
especifico para Ig Lambda humana (10 g/l cada uno, en tampon fosfato pH 7,4)

Se preparo una solucion de anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico 100 M en dioxolano

Los 10 ml de anticuerpo policlonal especifico para Ig Lambda o Ig Kappa humanas se mezclaron con 300 pl de
hidréxido de sodio 5 N 'y 2 ml de solucién de anhidrido durante 15 min a temperatura ambiente.

El producto de reaccion se dializé luego contra tampon fosfato, 100 mM pH 7,4 durante una noche.

La solucién dializada de policlonal anti Ig Kappa humana modificado o anti Ig Lambda humana modificado estaba
entonces lista para el uso para el inmunodesplazamiento en gel de Ig Kappa o Ig Lambda.

Inmunodesplazamiento en gel de IgK e IglL sequido de inmunofijacion en el caso de gammapatia oligoclonal (Muestra

C)

Se colocaron dos peines con membrana porosa cargados con una muestra de oligoclonal diluido conocido (muestra
C) en todos los pocillos, en las posiciones 3 y 9 del soporte de aplicadores adaptado al dispositivo Hydrasys®.

Un peine adicional con membrana porosa cargado con anticuerpo modificado especifico para Ig Kappa y anticuerpo
modificado especifico para Ig Lambda, respectivamente en el carril 3 (alineado con el carril G de la fila superior del
resultado de IF 3 del gel, Figura 4A) y en el carril 10 (alineado con el carril G de la fila superior del resultado de IF 4
del gel, Figura 4A) se colocé en la posicion 8 del mismo soporte de aplicadores.

A continuacion, se inici6 el programa de inmunofijacién de Hydrasys® para permitir que todos estos peines estuvieran
simultaneamente en contacto con el gel de inmunofijacién de agarosa dedicado a 4 muestras (4IF) durante 1 minuto.

Después de la aplicacion de las muestras y de los antisueros modificados en el gel, la migracién comenzé
automaticamente y se llevo a cabo en menos de 15 minutos a 20 W a 20 °C.

Durante la migracion, los anti Ig Kappa y anti I|g Lambda modificados se unen y desplazan especificamente a la Ig
kappay la Ig Lambda en el carril G de las muestras depositadas en la posicion 9 del soporte de aplicadores (resultado
de IF 3 y 4, respectivamente).

Cada carril del gel se incubd a continuacion con un anti humano especifico (anticuerpos policlonales para clases y
tipos de inmunoglobulina especificos (IgG, IgA, IgM, IgK, IgL) después del proceso de inmunofijacion de Hydragel,
mediante el uso de la Plantilla Dinamica o la Plantilla Convencional de Sebia especificas.

El gel se tifio6 automaticamente con violeta acido y se decoloré antes del secado de la etapa final.

La Figura 4A, resultado de IF 1 y la Figura 4A, resultado de IF 2 en la fila inferior del gel son los resultados repetidos
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de la muestra C sin el procedimiento de inmunodesplazamiento.

La Figura 4A, resultado de IF 3 es el inmunodesplazamiento de IgK de la muestra C utilizando anti IgK modificado en
el carril G (componente IgK de G), en que ahora se puede percibir una banda en el carril G (banda C1) que estaba
oculta bajo el fondo policlonal. Esta banda es visible en los carriles G y L, entonces el analista diria GL.

La Figura 4A, resultado de IF 4 es el inmunodesplazamiento de IgL de la muestra C utilizando anti IgL modificado en
el carril G (IgL de G), en que se puede apreciar que la banda designada como banda C1 (en el resultado de IF 3) ha
desaparecido del carril G (IgL de G), lo que es la confirmacién de que la banda C1 es GL.

En todos los casos, la banda que aparece en la zona alfa 1 en el carril G es indicativa del inmunocomplejo formado
entre anti Ig kappa modificado e Ig Kappa o anti Ig Lambda modificado e I|g Lambda, durante la etapa de migracion.

Ejemplo 4B

Inmunodesplazamiento en gel de la clase IgK e IgL en el carril G, utilizando anti IgK modificado y anti IgL modificado
(modificados con dianhidrido piromelitico (anhidrido 1,2,4,5-benceno tetracarboxilico)), seguido de inmunofijacién,
muy util para la interpretacion en el caso de gammapatia oligoclonal con bandas débiles en alto fondo policlonal.

Procedimiento para la modificacién de anticuerpos policlonales especificos para IgKappa e IgLambda humanas (de
Dako Dinamarca) utilizando un dianhidrido, dianhidrido piromelitico (anhidrido 1,2,4,5-benceno tetracarboxilico).

Suministro de 10 ml de anticuerpo policlonal especifico para |g Kappa humana o 10 ml de anticuerpo policlonal
especifico para Ig Lambda humana (10 g/l cada uno, en tampon fosfato pH 7,4)

Se prepard una solucién de dianhidrido piromelitico 114 mM en dioxolano

Los 10 ml de anticuerpo policlonal especifico para Ig Lambda o Ig Kappa humanas se mezclaron con 300 pl de
hidréxido de sodio 5 N 'y 2 ml de solucién de anhidrido durante 15 min a temperatura ambiente.

El producto de reaccion se dializé luego contra tampon fosfato, 100 mM pH 7,4 durante una noche.

La solucién dializada de policlonal anti Ig Kappa humana modificado o anti Ig Lambda humana modificado estaba
entonces lista para el uso para el inmunodesplazamiento en gel de Ig Kappa o Ig Lambda.

Inmunodesplazamiento en gel de IgK e IglL sequido de inmunofijacién en el caso de gammapatia oligoclonal (Muestra

D)

Se colocaron dos peines con membrana porosa cargados con una muestra de oligoclonal diluido conocido (muestra
D) en todos los pocillos, en las posiciones 3 y 9 del soporte de aplicadores adaptado al dispositivo Hydrasys®.

Un peine adicional con membrana porosa cargado con anticuerpo modificado especifico para Ig Kappa y anticuerpo
modificado especifico para I|g Lambda, respectivamente en el carril 3 (alineado con el carril G de la fila superior del
resultado de IF 3 del gel, Figura 4B) y en el carril 10 (alineado con el carril G de la fila superior del resultado de IF 4
del gel, Figura 4B) se colocé en la posicion 8 del mismo soporte de aplicadores.

A continuacion, se inicié el programa de inmunofijacion de Hydrasys® para permitir que todos estos peines estuvieran
simultaneamente en contacto con el gel de inmunofijacién de agarosa dedicado a 4 muestras (4IF) durante 1 minuto.

Después de la aplicacion de las muestras y de los antisueros modificados en el gel, la migracién comenzé
automaticamente y se llevé a cabo en menos de 15 minutos a 20 W a 20 °C.

Durante la migracion, los anti Ig Kappa y anti I|g Lambda modificados se unen y desplazan especificamente a la Ig
kappay la Ig Lambda en el carril G de las muestras depositadas en la posicion 9 del soporte de aplicadores (resultado
de IF 3y 4, respectivamente, en la Figura 4B).

Cada carril del gel se incubd a continuacion con un anti humano especifico (anticuerpos policlonales para clases y
tipos de inmunoglobulina especificos (IgG, IgA, IgM, IgK, IgL) después del proceso de inmunofijacién de Hydragel,
mediante el uso de la Plantilla Dinamica o la Plantilla Convencional de Sebia especificas.

El gel se tifio automaticamente con violeta acido y se decoloré antes del secado de la etapa final.

La Figura 4B, resultado de IF 1 y la Figura 4B, resultado de IF 2 en la fila inferior del gel son los resultados repetidos
de la muestra D sin el procedimiento de inmunodesplazamiento en gel.

La Figura 4B, resultado de IF 3, muestra inmunodesplazamiento de IgK en el carril G (componente IgK de G) utilizando
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anti IgK modificado, en que ahora se puede percibir una banda en el carril G (banda D 1) que estaba oculta bajo el
fondo policlonal. Esta banda ahora es visible en los carriles G y L, y entonces el analista diria GL.

La Figura 4B, resultado de IF 4 es el inmunodesplazamiento de IgL de la muestra D utilizando anti IgL modificado en
el carril G (IgL de G), en que se puede apreciar que la banda designada como banda D1 (en el resultado de IF 3) ha
desaparecido del carril G (IgL de G), lo que es la confirmacién de que la banda D1 es GL.

En todos los casos, la banda que aparece en la zona alfa 1 en el carril G es indicativa del inmunocomplejo formado
entre anti Ig kappa modificado e Ig Kappa o anti Ig Lambda modificado e I|g Lambda, durante la etapa de migracion.

Ejemplos 4A vy 4B - Interpretacion

Otro uso del inmunodesplazamiento en gel junto con inmunofijacion es ayudar al analista a resolver determinadas
limitaciones de la IFE, mas particularmente cuando la IFE da resultados dudosos: caso de pacientes con gammapatia
oligoclonal caracterizada por: Multiples bandas débiles de uno o mas tipos de cadenas pesadas y por uno o dos tipos
de cadenas ligeras, con alto fondo policlonal.

En esta circunstancia a menudo es dificil para el analista proporcionar informacioén precisa al médico.

Dado que la tincion del fondo policlonal en cada carril de la cadena pesada (G, A, M) es la suma de la de sus
correspondientes carriles de la cadena ligera (G = GK +G; A= AK + AL; M= MK + ML), se pueden utilizar antisueros
policlonales anti cadena ligera modificados (de IgK modificado o de IgL modificado) como se describe anteriormente
(en el caso de farmacos terapéuticos), para desplazar especificamente los componentes IgK o IgL del carril de la
cadena pesada (G o A, o M).

Por ejemplo, si multiples bandas débiles estan subyacentes en un fondo policlonal mas oscuro de los carriles G, K'y
L, se pueden modificar antisueros policlonales anti cadena ligera humana (IgK e IgL) con un anhidrido carboxilico o
dianhidrido carboxilico para el inmunodesplazamiento de componentes IgL o componentes IgK del carril G, para
aclarar los resultados en el carril G.

Después, a estos inmunodesplazamientos de IgK e IgL del carril G les sigue la inmunofijacion utilizando antisueros
anti humano no modificados, habitualmente utilizados para IFE (antisueros anti humano para IgG, IgA, IgM, IgK, IgL).
En ese caso, el anti IgG anti-humano se incuba con el gel en 3 carriles distintos de la muestra: el carril G; el carril IgL
de G = GK (G con componentes de IgL desplazados utilizando anti IgL humana modificado); y el carril IgK de G = GL
(G con componentes de IgK desplazados utilizando anti IgK humana modificado).

Entonces, mediante la comparacion de los carriles G; IgL de G, IgK de G con los carriles Ky L, se pueden reconocer
facilmente las bandas pertenecientes a G y K, y las bandas pertenecientes a G y L, ayudando asi al analista en la
identificacion y clasificacién de bandas.

La Figura 4A muestra el inmunodesplazamiento en gel utilizando anti IgK modificado y anti IgL modificado (con
anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico) seguido de un procedimiento de inmunofijacion para aclarar los resultados de
IFE de la muestra C, caracterizados por multiples bandas débiles en un fondo policlonal.

La Figura 4B es otro ejemplo de inmunodesplazamiento en gel seguido de IFE realizado en la muestra D, caracterizada
por multiples bandas débiles presentes en el fondo policlonal, en que se produjeron IgK modificada e IgL modificada
utilizando dianhidrido piromelitico como reactivo quimico.

EJEMPLO 5

Inmunodesplazamiento en gel seguido de inmunofijacion para resolver casos de gammapatias de Ig A sin ninguna
cadena ligera correspondiente: ; Gammapatia de cadena pesada o no?

Inmunodesplazamiento en gel de la clase IgK e IgL en el carril A, utilizando anti IgK modificado y anti IgL modificado
(madificados con anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico), seguido de inmunofijacion, muy util para la identificacion de
la cadena ligera correspondiente en IgA.

Procedimiento para la modificacién de anticuerpos policlonales especificos para IgKappa e IgLambda humanas (de
Dako Dinamarca) con anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico.

Suministro de 10 ml de anticuerpo policlonal especifico para Ig Kappa humana o 10 ml de anticuerpo policlonal
especifico para Ig Lambda humana (10 g/l cada uno en tampén fosfato pH 7,4)

Se preparé una solucion de anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico 100 M en dioxolano

Los 10 ml de anticuerpo policlonal especifico para Ig Lambda o Ig Kappa humanas se mezclaron con 300 pl de
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hidréxido de sodio 5 N 'y 2 ml de solucién de anhidrido durante 15 min a temperatura ambiente.
El producto de reaccion se dializé luego contra tampén fosfato, 100 mM pH 7,4 durante una noche.

La solucién dializada de policlonal anti Ig Kappa humana modificado o anti Ig Lambda humana modificado estaba
entonces lista para el uso para el inmunodesplazamiento en gel de Ig Kappa o Ig Lambda.

Inmunodesplazamiento en gel de IgK e IgL en el carril A sequido de inmunofijacién en el caso de gammapatias de IgA
sin ninqguna cadena ligera correspondiente.

Se colocé un peine con membrana porosa cargado con la muestra diluida E en todos los pocillos, en la posicion 3 del
soporte de aplicadores adaptado al dispositivo Hydrasys®.

Se coloco un segundo peine cargado de los pocillos 9 a 14 con la muestra E diluida en la posicion 9 del soporte de
aplicadores adaptado al dispositivo Hydrasys®.

Un primer peine adicional con membrana porosa cargado con anticuerpo anti Ig Kappa modificado en el pocillo 11
(alineado con el carril A en el resultado de IF 2, Figura 5) se coloco en la posicion 2 del soporte de aplicadores adaptado
al dispositivo Hydrasys®.

Un segundo peine adicional con membrana porosa cargado con anticuerpo anti Ig Lambda modificado en el pocillo 11
(alineado con el carril A en el resultado de IF 4, Figura 5) se coloco en la posicion 8 del soporte de aplicadores adaptado
al dispositivo Hydrasys®.

A continuacion, se inicio el programa de inmunofijacién de Hydrasys® para permitir que todos estos peines estuvieran
simultdneamente en contacto con el gel de inmunofijacion de agarosa dedicado a 4 muestras ( 4IF) durante 1 minuto.

Después de la aplicacion de las muestras y de los antisueros modificados en el gel, la migracién comenzé
automaticamente y se llevé a cabo en menos de 15 minutos a 20 W a 20 °C.

Durante la migracién, el anti Ig Kappa modificado (aplicado en la posicion 2 del soporte de aplicadores) se une y
desplaza especificamente la Ig kappa en el carril A de la muestra depositada en la posicion 3 (resultado de IF 2, figura
5); y el anti I|g Lambda modificado (aplicado en la posicion 8 del soporte de aplicadores) se une y desplaza
especificamente la Ig Lambda en el carril A de la muestra depositada en la posicion 9 (resultado de IF 4, figura 5)

Cada carril del gel se incubd a continuacion con un anti humano especifico (anticuerpos policlonales para clases y
tipos de inmunoglobulina especificos (IgG, IgA, IgM, IgK, IgL) después del proceso de inmunofijacion de Hydragel,
mediante el uso de la Plantilla Dinamica o la Plantilla Convencional de Sebia especificas.

El gel se tifio automaticamente con violeta acido y se decolord antes del secado de la etapa final.

La Figura 5, resultado de IF 1, muestra los resultados de IFE de la muestra E, que presentaron una banda en el carril
A sin la cadena ligera correspondiente (K o L).

La Figura 5, resultado de IF 2, muestra otros resultados de IFE de la muestra E después del inmunodesplazamiento
en gel de IgK en el carril A, utilizando anti IgK modificado (con anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico), en que no hay
reaccion entre la banda en el carril A y el anti IgK modificado.

La Figura 5, resultado de IF 4, muestra otros resultados de IFE de la muestra E después del inmunodesplazamiento
en gel de IgL en el carril A, utilizando anti IgL modificado (con anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico), en que la banda
del carril A se desplaza con anti IgL modificado. La reaccion del anti IgL modificado con esta banda en el carril A
significa que la cadena ligera correspondiente es IgL, entonces la muestra E se caracteriza como AL.

Otro caso de limitacién de la IF en que puede ser Util el inmunodesplazamiento en gel de una inmunoglobulina diana
o un fragmento de la misma seguido de inmunofijacion es el caso en que hay una banda en el carril A que no tenga
una cadena ligera (K o L) asociada.

Aparte del caso de la enfermedad de la cadena pesada de IgA, que es muy rara, esta situacién a menudo se produce
debido a la estructura cuaternaria de la molécula de IgA, en que los epitopos para las cadenas ligeras pueden ser
secuestrados por el plegamiento de la molécula en el gel.

Entonces, los inventores pensaron que el acceso a los epitopos de la cadena ligera en la molécula de inmunoglobulina
IgA seria mas facil durante la electroforesis, mientras las moléculas de IgA se mueven en el gel.

En estos casos, el procedimiento de inmunodesplazamiento en gel de IgK e IgL de IgA utilizando antisuero modificado
anti cadena ligera (IgL e IgK) seguido de inmunofijacion puede ser muy util para identificar la cadena ligera
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correspondiente.
EJEMPLO 6

El inmunodesplazamiento en gel de IgG en el carril L seguido de inmunofijacion, muy util en el caso de la gammapatia
biclonal GK + GL, en que las dos bandas idénticas de cadena pesada y las dos bandas distintas de las cadenas ligeras
se ubican en la misma posicién en el patron de electroforesis, y en que se sospecha que una de las cadenas ligeras
(en el carril L) es una cadena ligera libre.

Procedimiento _para modificar anticuerpos policlonales especificos para 1gG e IglLambda humanas (de Dako
Dinamarca) con anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico.

Suministro de 10 ml de anticuerpo policlonal especifico para Ig G humana o 10 ml de anticuerpo policlonal especifico
para Ig Lambda humana (10 g/l cada uno en tampén fosfato pH 7,4)

Se preparé una solucion de anhidrido 1,2,4-bencenotricarboxilico 100 M en dioxolano.

Los 10 ml de anticuerpo policlonal especifico para Ig Lambda o Ig G humanas se mezclaron con 300 pl de hidréxido
de sodio 5 N y 2 ml de solucién de anhidrido durante 15 min a temperatura ambiente.

El producto de reaccion se dializé luego contra tampon fosfato, 100 mM pH 7,4 durante una noche.

La solucion dializada de policlonal anti Ilg G humana modificado y anti |g Lambda humana modificado estaba entonces
lista para el uso para el inmunodesplazamiento en gel en el carril G y el carril L.

Inmunodesplazamiento en gel de IgG e IgL respectivamente en los carriles G y lambda sequido de inmunofijacion en
el caso de gammapatia biclonal con comigracién de bandas (Muestra F)

Se colocaron dos peines con membrana porosa cargados con una muestra F diluida conocida en todos los pocillos,
en las posiciones 3 y 9 del soporte de aplicadores adaptado al dispositivo Hydrasys®.

Un peine adicional con membrana porosa cargado con anticuerpo especifico para IgG modificado en el pocillo 7
(alineado con el carril L de la fila superior del resultado de IF 3, Figura 6) y anticuerpo especifico para |g Lambda
modificado en el carril 10 (alineado con el carril G de la fila superior del resultado de IF 4 del gel, Figura 6) se coloco
en la posicion 8 del mismo soporte de aplicadores.

A continuacion, se inicié el programa de inmunofijacién de Hydrasys® para permitir que todos estos peines estuvieran
simultaneamente en contacto con el gel de inmunofijacién de agarosa dedicado a 4 muestras (4IF) durante 1 minuto.

Después de la aplicacion de las muestras y de los antisueros modificados en el gel, la migracién comenzé
automaticamente y se llevo a cabo en menos de 15 minutos a 20 W a 20 °C.

Durante la migracion, el anti IgG modificado se une y desplaza especificamente a IgL en el carril L de las muestras
depositadas en la posicidon 9 del soporte de aplicadores (Figura 6, resultado de IF 3); mientras que el anti IgL
modificado se une y desplaza especificamente a IgL en el carril G de las muestras depositadas en la posicion 9 del
soporte de aplicadores (Figura 6, resultado de IF 4).

Cada carril del gel se incubd a continuacion con un anti humano especifico (anticuerpos policlonales para clases y
tipos de inmunoglobulina especificos (IgG, IgA, IgM, IgK, IgL) después del proceso de inmunofijacién de Hydragel,
mediante el uso de la Plantilla Dinamica o la Plantilla Convencional de Sebia especificas.

El gel se tifio automaticamente con violeta acido y se decoloré antes del secado de la etapa final.

La Figura 6, resultado 1y resultado 2 de IF, muestra resultados de IFE repetidos de la muestra F, que present6 una
banda ligera en el carril L (banda F1) que comigroé con la banda en el carril G y el carril K. En este caso, el analista se
preguntara si esta banda (F1) es GL o una cadena de ligera libre lambda.

En la Figura 6, el resultado de IF 3 muestra otro resultado de IFE con la muestra F, después del inmunodesplazamiento
en gel de la molécula de IgL en el carril L utilizando policlonal anti IgG modificado. El desplazamiento de la banda F1
en el carril L utilizando policlonal anti IgG modificado es indicativo de la presencia de GL en esta muestra. Entonces,
la muestra F se caracteriza como GK 'y GL.

En la Figura 6, el resultado de IF 4 muestra otro resultado de IFE con la muestra F, después del inmunodesplazamiento
en gel de la molécula de IgL en el carril G utilizando policlonal anti IgL modificado.

El desplazamiento de la banda F1 en el carril L utilizando policlonal anti IgG modificado es indicativo de la presencia
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de GL en esta muestra. Entonces, la muestra G se caracteriza como GK 'y GL.

Otro caso de limitacion de la IFE en que puede ser Util el inmunodesplazamiento en gel de una inmunoglobulina diana
o un fragmento de la misma seguido de inmunofijacidn es el caso de una gamapatia biclonal, caracterizada por la
presencia de dos bandas idénticas de cadena pesada y dos bandas distintas de cadenas ligeras ubicadas en la misma
posicion en el patron de electroforesis, y en que se puede sospechar que una de las cadenas ligeras es una cadena
ligera libre.

En ese caso, el inmunodesplazamiento en gel de presuntas bandas de cadenas ligeras (K o L) utilizando antisuero
anti cadenas pesadas modificado (con anhidrido o dianhidrido carboxilico), seguido de inmunofijacién, puede ser Uutil
para eliminar la duda. De hecho, si la banda de la que se sospecha es una cadena ligera libre, no puede reaccionar
con el antisuero anti cadenas pesadas modificado. Si hay una reaccion entre dicha banda y uno de los antisueros
modificados anti cadenas pesadas (IgG, IgA, IgM), entonces la banda en cuestion esta unida a esta cadena pesada,
y no es una cadena ligera libre.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para el analisis por electroforesis con inmunofijacion (IFE) de una muestra biolégica que comprende una
0 mas proteinas, en particular para el analisis por IFE de una inmunoglobulina (o inmunoglobulinas) que pertenece a
una clase seleccionada entre IgG, IgA, IgM, IgD e IgE, o un fragmento de la misma que puede estar presente en dicha
muestra biolégica, que comprende las etapas de:

a. depositar al menos una parte alicuota de la muestra biolégica en un area de depdsito de una placa de gel
electroforética, estando dicha area de depdsito de muestras en una posicién de la placa de gel que permita la
migracion electroforética del contenido proteico de la muestra depositada hacia el lado anddico de la placa de
gel,y

b. depositar al menos un anticuerpo que esta modificado para portar cargas eléctricas negativas adicionales,
teniendo dicho anticuerpo modificado especificidad antigénica para una inmunoglobulina diana predeterminada
o fragmento de la misma que puede estar presente en la muestra bioldgica y teniendo la capacidad de formar
un inmunocomplejo con dicha inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma, en donde el al
menos un anticuerpo modificado se deposita en un area de depdsito de la placa de gel electroforética que
coincide con el area de depdsito de muestras de la etapa a. o esta separada del area de depésito de la etapa
a., estando en el mismo carril pero en una posicion que es mas catédica con respecto a la posicion del area de
depdsito de muestras de la etapa a., en particular entre la extremidad catddica de la placa de gel y el area de
deposito de muestras de la etapa a., en donde las etapas a. y b. pueden realizarse en cualquier orden o al
mismo tiempo cuando el area de depdsito de anticuerpos modificados y el area de depdsito de muestras estan
separadas o, cuando el area de depdsito de anticuerpos modificados y el area de depdsito de muestras
coinciden, el depésito de un anticuerpo de acuerdo con la etapa b. se lleva a cabo antes o después del depdsito
de una parte alicuota de la muestra biolégica de acuerdo con la etapa a., y

c. someter a electroforesis la placa de gel para obtener un perfil de separacion de proteinas de la muestra
biolégica depositada en la etapa a., desplazando especificamente el al menos un anticuerpo modificado
depositado en la etapa b. la inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma que puede estar
presente en la muestra biologica fuera de la zona gamma y/o el perfil de proteinas durante la migracion
electroforética, y

d. aplicar al menos un anticuerpo de captura en la zona (o zonas) apropiada de la placa de gel sometida a
electroforesis, en donde dicho anticuerpo de captura tiene especificidad para un isotipo de anticuerpo particular,
o tiene especificidad para la inmunoglobulina diana o fragmento de la misma, o tiene especificidad para un
isotipo de anticuerpo particular y/o la inmunoglobulina diana o fragmento de la misma como se encuentra en
un inmunocomplejo entre la inmunoglobulina diana o fragmento de la misma y el al menos un anticuerpo
modificado, y permitir su reaccién para hacer posible la formacion de inmunocomplejos precipitados y/o
detectables, y

e. opcionalmente, tefiir los inmunocomplejos formados en la etapa c. y opcionalmente la etapa d.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que varias partes alicuota de la muestra bioldgica se depositan en carriles
paralelos de la placa de gel en la etapa a., cargandose al menos un carril con al menos un anticuerpo modificado de
acuerdo con la etapa b., opcionalmente, cargandose varios carriles con al menos un anticuerpo modificado de acuerdo
con la etapa b.

3. El método de la reivindicacion 1 o 2, en el que al menos un carril en la placa de gel es un carril de referencia que
no se somete a la etapa d., pero en su lugar se pone en contacto con una solucion fijadora en lugar de con un
anticuerpo (o anticuerpos) de captura, siendo las etapas a. a c., y opcionalmente la e, las mismas.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde seis partes alicuota de la muestra bioldgica se
depositan en carriles paralelos de la placa de gel en la etapa a., incluyendo un carril de referencia y cinco carriles que
se ponen en contacto respectivamente en la etapa d. con anticuerpos de captura especificos para IgG, IgA, IgM, IgK
e IgL, cargandose al menos un carril con al menos un anticuerpo modificado de acuerdo con la etapa b.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende adicionalmente una etapa de
comparacion del perfil (o perfiles) electroforético obtenido realizando las etapas a. a d., y opcionalmente la e., con el
perfil (o perfiles) electroforético obtenido en las mismas condiciones y con la misma muestra bioldgica, pero en
ausencia de cualquier anticuerpo modificado como se define en la etapa b.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la inmunoglobulina diana predeterminada o
fragmento de la misma se selecciona entre: un anticuerpo monoclonal terapéutico o un fragmento del mismo, una
inmunoglobulina monoclonal endégena o un fragmento de la misma, un antisuero policlonal endégeno, y mezclas de
los mismos.

7. El método de la reivindicacion 6, en el que la inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma es
un anticuerpo monoclonal terapéutico seleccionado entre: Adalimumab, Trastuzumab, Ofatumumab, Siltuximab,
Rituximab, Bevacizumab, Infliximab, Cetuximab, Efalizumab Natalizumab, Panitumumab, Tolicizumab, Clenoliximab,
Etaracizumab, Visilizumab, Elotuzumab, Nimotuzumab, Ramicirumab, Elotuzumab, Daratumumab, Mapatumumab,
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Golimumab, Ustekinumab, un fragmento de los mismos, anticuerpos funcionalmente equivalentes de los mismos y
mezclas de los mismos.

8. El método de la reivindicacion 6, en el que la inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma es
una inmunoglobulina monoclonal o fragmento de la misma seleccionada entre: IgG, IgA, IgM, IgD, IgE, cadena kappa,
cadena lambda, cadena kappa libre y cadena lambda libre, o un suero policlonal que tiene un isotipo seleccionado
entre: IgG, IgA, IgM, IgD, IgE, cadena kappa, cadena lambda, cadena kappa libre y cadena lambda libre.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el anticuerpo que se modifica es un anticuerpo
monoclonal humano o animal, o un antisuero policlonal humano o animal, en particular un anticuerpo monoclonal o
policlonal especifico para una inmunoglobulina que pertenece a una clase isotipica seleccionada entre: IgG, IgA, IgM,
IgD e IgE, o especifico para una inmunoglobulina que pertenece a un tipo isotipico seleccionado entre: kappa y lambda,
o especifico para una cadena ligera libre seleccionada entre: kappa libre y lambda libre.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la relacion de la concentracion del anticuerpo
modificado especifico para la inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma con respecto a la
concentracion de la inmunoglobulina diana predeterminada o fragmento de la misma en la muestra analizada es de
0,1/1 a 20/1, preferentemente de 1/1 a 5/1.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el anticuerpo modificado es un producto de
reaccion de un anticuerpo con un anhidrido de acido carboxilico, en particular un anhidrido de acido que es anhidrido
1,2,4-bencenotricarboxilico o un dianhidrido seleccionado entre: dianhidrido piromelitico (anhidrido 1,2,4,5 benceno
tetracarboxilico), dianhidrido benzofenona-3,3',4,4'-tetracarboxilico, dianhidrido dietilentriaminopentaacético.

12. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde el anticuerpo modificado se
obtiene de acuerdo con las siguientes etapas:

- Proporcionar una solucion de anticuerpo, especialmente una cantidad apropiada de una solucién de anticuerpo,
en una concentracion de 0,1 a 30 g/l, opcionalmente en un tampon apropiado, y

- Afadir a dicha solucién de anticuerpo un anhidrido de acido carboxilico disuelto en un disolvente anhidro
adecuado, en particular un disolvente anhidro seleccionado entre: dioxolano, dimetilformamida y
dimetilsulféxido, especialmente una cantidad apropiada de anhidrido de acido carboxilico, teniendo dicho
anhidrido de acido carboxilico una concentracion de 10 mM a 200 mM, en particular de 50 a 160 mM, y
realizandose la adicionaunpHde 7,5a 9,y

- Recuperar el anticuerpo modificado obtenido.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde el area de deposito del al menos un
anticuerpo modificado esta a una distancia del area de depdsito de muestras que es igual o menor que 5 milimetros,
en particular de 2 a 3 milimetros, mas particularmente a una distancia de 2 o 3 milimetros.

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en donde la muestra biologica se selecciona entre:
una muestra de suero, orinay liquido cefalorraquideo.

15. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, que comprende adicionalmente una etapa
de analisis y/o de interpretacion de los resultados de la IFE, y/o de llegar a conclusiones sobre el estado de salud del
paciente, cuya muestra bioldgica se ha sometido al método.

16. Un método para la deteccion de una inmunoglobulina (o inmunoglobulinas) interferente o fragmento (o fragmentos)
de la misma que se sospecha que esta presente en la muestra biologica de un paciente, que comprende la etapa de
realizar un método para el analisis por electroforesis con inmunofijacion (IFE) de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 15 en una muestra extraida de dicho paciente, en donde la inmunoglobulina (o inmunoglobulinas)
diana predeterminada o fragmento (o fragmentos) de la misma que se tiene como objetivo en dicho método de IFE es
(son) dicha inmunoglobulina (o inmunoglobulinas) interferente sospechosa o fragmento (o fragmentos) de la misma.
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Fig. 1B
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