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Descripcion

Método de separacion de células por medio del uso de un sistema de liberaciéon para conjugados célula-anticuerpo-
sustrato que contiene una unidad espaciadora de polietilenglicol.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método de separacion de células por medio del uso de un sistema de liberacion
para conjugados célula-anticuerpo-sustrato que incluye un método para disociar selectivamente los conjugados.

Antecedentes de la invencion

La habilidad de la biotina para unirse a la estreptavidina, la avidina, y otras moléculas de unién a biotina se ha explotado
por varias décadas, debido a la alta afinidad, especificidad y amplia aplicabilidad de este sistema.

Para mejorar las propiedades de liberacién de los sistemas de afinidad biotina/estreptavidina, se introducen derivados
de biotina y estreptavidina modificados quimicamente, en donde solamente uno o inclusive ambas parejas de unién se
modificaron. Tales modificaciones disminuyen la estabilidad del complejo biotina/estreptavidina en varios 6rdenes de
magnitud y de ese modo facilitan la disociacion de las dos parejas de union (ver por ejemplo US 20080255004).
Ademas, se desarrollaron proteinas de estreptavidina mutadas con reducida afinidad por la biotina o sus analogos (M.
Qureshi y otros, J. Biol. Chem. 276 (2001) 46422-46428; T. Sano y otros, Proc.Natl. Acad. Sci. USA 92 (1995) 3180-
3184). US 5506121 describe las llamadas "etiquetas-estrept" es decir péptidos con afinidad de unién disminuida por la
estreptavidina.

La modificacién de la biotina o la estreptavidina es laboriosa. A partir de que muchos reactivos para el acoplamiento de
la biotina con sustratos, como los anticuerpos, estan disponibles comercialmente, es ampliamente extendido usar la
biotina no modificada como agente de marcaje.

En este sentido, US 5215927 describe el aislamiento de células objetivo al poner en contacto la poblacion de células
deseada con un anticuerpo monoclonal y la subsecuente incubacién con una inmunoglobulina anti-especies biotinilada
dirigida al anticuerpo monoclonal especifico. La mezcla se separa sobre una fase sélida que comprende avidina
inmovilizada como molécula de unién a biotina, lo que facilita la inmovilizacion de las células objetivo y la separacion de
los objetivos no marcados. Las células deseadas subsecuentemente se liberan por agitacion mecanica para romper el
complejo inmovilizado.

El uso de mecanismos de liberacion mediados por la degradacidon por enzimas no selectiva, reacciones quimicas,
fuerzas mecanicas intensas, alta temperatura, o condiciones salinas fuertes no son deseables para la separacion de
células vivas, porque es importante preservar la integridad y viabilidad de las células. En consecuencia, se desean
mecanismos que permitan la rapida y selectiva liberacion de las células objetivo en condiciones fisioldgicas.

Alternativamente al clivaje enzimatico o quimico o al uso de moléculas biotina/estreptavidina modificadas, los sistemas
biotina/estreptavidina ademas se pueden clivar por un mecanismo de competencia con el ligando. Por ejemplo, una
molécula biotinilada se puede liberar de un soporte de estreptavidina por la adicion de un exceso de biotina libre, de ese
modo reemplaza a la molécula biotinilada.

Los métodos basado en la competencia de la biotina o la estreptavidina libres contra las contrapartes respectivas
(estreptavidina o biotina) se conocen en numerosas variantes. James Hirsch y otros dan una visiéon general de estas
técnicas en Analytical Biochemistry 308 (2002) 343-357.

Ademas, Ke Shan y otros describen en "Avidin-Biotin-PEG-CPA Complexes as Potential EPR-Directed Therapeutic
Protein Carriers: Preparation and Characterization", Bioconjugate Chemistry, vol. 18, num. 5, 1 de septiembre 2007
(2007-09-01), paginas 1644-1650e "Intermolecular interaction of avidina and PEGylated biotin", Bioconjugate Chemistry,
vol. 18, nim. 6, 21 de noviembre 2007 (2007-11-21), paginas 2109-2114, el uso de la biotina para la disociacién de los
complejos Avidina-Biotina-PEG-Enzima. Un método similar se describe por Rampersaud y otros: "Novel discrete PEG-
based crosslinking reagents for conjugation of antibodies and proteins to biotin, fluorochromes, enzymes and gold that
eliminate aggregation, improves solubility, reduces non-specific binding and enhances low level detection limits" in
MOLECULAR BIOLOGY OF THE CELL, vol. 22, 2011, pagina 1931.

La reaccion de competencia de la biotina/estreptavidina libre contra las respectivas contrapartes unidas se describe en
el documento WO 92/16841 para medios analiticos.El documento WO 92/16841 describe entre otros un método para
detectar una molécula reportera, que se une especificamente a un analito y una fase insoluble mediante un sistema de
union estreptavidina/biotina. Después del procedimiento de trabajo, el sistema de unién estreptavidina/biotina se cliva
por un ligando de desplazamiento y el analito liberado se detecta analiticamente mediante una molécula reportera.
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US 2008/0255004, US 6869606, y US 4656252 describen anticuerpos biotinilados que comprenden biotina modificada,
en donde la porcién biotina y la porcién anticuerpo de los anticuerpos biotinilados se separan por un grupo espaciador
que consiste en un arilo, alquilo, o grupo acido aminocaprolico. El uso de los grupos hidrofébicos arilo o alquilo se
espera que cause aglomeracion en soluciones acuosas. A partir de que las condiciones fisiolégicas de los sistemas
biolégicos usualmente requieren soluciones acuosas, la aglomeraciéon es un problema eminente para las técnicas que
usan sustancias bastante hidrofébicas. Las moléculas espaciadoras derivadas a partir del acido amino caprolico
(Ilamadas "enlazador LC") poseen una cadena de alquilo lineal con residuos que soportan quimicas de bioconjugacion
homo- o heterofuncionales.

US 5518882 describe un método similar, en donde las células objetivo se unen a un soporte sélido, por ejemplo
particulas magnéticas. Esto permite un enriquecimiento adicional por la aplicacion de un campo magnético, que
inmoviliza las células objetivo acopladas a las perlas magnéticas. Las células objetivo se puede liberar de las particulas
por el clivaje del sistema de unién a biotina con un ligando de desplazamiento. Preferentemente, el conjugado "(perla
magnética)-antibiotina-biotina-anticuerpo-célula” se cliva por la adicién de estreptavidina libre en acceso, lo que resulta
en un conjugado "(perla magnética)-antibiotina" y uno "estreptavidina-biotina-anticuerpo-célula” .

Generalmente, una reaccion de competencia, es decir el desplazamiento de un primer ligando con un segundo ligando
solo procedera hasta que se alcance el equilibrio entre las cinéticas de la reacciéon de unién del primer y el segundo
ligando. El equilibrio depende de las respectivas fuerzas de unién y concentraciones del ligando y las condiciones
termodinamicas de la reaccion. Las reacciones de competencia conocidas desplazan la biotina por estreptavidina por lo
tanto llevan ya sea a una liberacion incompleta o son dificiles de controlar ya que las cinéticas subyacentes usualmente
no se conocen.

Los actuales sistemas de liberacion no son suficientemente rapidos o fiables para un proceso que involucra el marcaje
de células vivas, la separacion o deteccion de células y el desmarcaje de las células objetivo.

Breve descripcion de la invencion

Fue por lo tanto un objetivo de la presente invencién proporcionar un sistema de liberacion fiable y altamente eficiente
que comprende un anticuerpo biotinilado para la deteccion de células vivas para usar en un método de separaciéon de
células.

Sorprendentemente, se encontrd que la afinidad de unién de una pareja de unidon marcada dirigida a la porcién biotina
de un anticuerpo biotinilado se puede ajustar por la colocacion de una molécula espaciadora biocompatible entre la
porcién biotina y el anticuerpo, en donde la pareja de unién marcada esta provista con un medio de deteccion. Con tal
conjugado, las células pueden marcarse primero para la identificacion o el aislamiento y después de la identificacion o el
aislamiento, la marca se puede retirar para desmarcar las células objetivo deseadas.

El objetivo de la invencion es por lo tanto un método para la separacion de células objetivo a partir de una muestra de
células que comprende las etapas:

a) incubar la muestra de células con un conjugado desprendible que comprende un ligando biotinilado que tiene una
porcién biotina, una porcion ligando (Ligando;) y una molécula de unién a biotina (bbm) unida a la porcion biotina del
ligando biotinilado, en donde la porcion biotina y la porcién ligando del ligando biotinilado estan separadas por un grupo
espaciador que consiste en polietilenglicol de acuerdo con la formula general |

Biotina
Ligando "x @) O\Y’ “bbm

n

conn=1-500,vy X, Y = el mismo o diferentes, grupos alquilo sustituidos que tienen 1 a 20 atomos de carbono con
residuos amina, amida, y/o tioéter,

en donde el ligando es un primer anticuerpo para el que las células objetivo expresan un antigeno, y la molécula de
union a biotina (bbm) es un segundo anticuerpo que comprende una particula magnética como soporte sélido,

b) separar las células marcadas con el soporte sélido obtenido en la etapa a) de la muestra de células por la aplicacién
de un campo magnético,
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c¢) afiadir un agente de liberacion en una concentracion suficiente para desplazar la molécula de union a biotina (bbm)
de la porcién biotina del ligando biotinilado.

El conjugado de la férmula | se disocia por tratamiento con un agente de liberacidn, que rompe la interaccién entre la
biotina y la molécula de unién a biotina.

El sistema de liberacion usado en la invencion se prepara por el acoplamiento de un ligando biotinilado que comprende
un grupo espaciador que consiste en polietilenglicol entre la biotina y la porcién ligando con una molécula de unién a
biotina. El ligando biotinilado que comprende el grupo espaciador que consiste en unidades de polietilenglicol se puede
acoplar con una o varias molécula de unién a biotina y vise versa lo que resulta en un conjugado desprendible que tiene
uno o mas sitios de clivaje desprendibles. En consecuencia, los conjugados desprendibles usados en la invencién
pueden comprender el ligando biotinilado, especialmente anticuerpos biotinilados que portan 1 a 20 moléculas de unién
a biotina (bbm).

Preferentemente, el nimero n de unidades glicol en el espaciador de polietileno esta entre 1 y 100, con mayor
preferencia entre 1y 25, y con la mayor preferencia entre 1y 10.

En una primera, segunda y tercera modalidad de la invencioén, el conjugado desprendible tiene una estructura de
acuerdo con la férmula general lla, llb, o lic. En estas modalidades, n significa el nimero de unidades de glicol como ya
se describié.

&)
Ligandos I 0 Bigtina
‘N 0 ~N" “bbm
H | n H

Ila

O 0'
Ligando, -g— N 0 Biatina
o H ‘n H

It

Hipmulig C\/\"/ \/\} /“\JD\J/‘“N Flotna “bbm

H

e

La Figura 1 muestra conjugados de acuerdo con la materia anterior que contienen biotina (1), LC-biotina (2), LC-LC-
biotina (3) (no de acuerdo con la invencién), y PEO-biotina (4) (de acuerdo con el método de la invencion). LC significa
"cadena larga", un residuo basado en acido 6-aminocaproico; LC-LC significa un espaciador doble de acido 6-
aminocaproico, mientras PEO significa 6xido de polietileno ademas conocido como polietilenglicol.

El término "biotina" se refiera al acido 5-[(3aS,4S,6aR)-2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-il pentanoico. El
término "biotina" incluye analogos o compuestos de biotina modificados, que soportan similares interacciones
hospedero/huésped que la biotina no modificada como, por ejemplo, iminobiotina, destiobiotina, y DSB-X biotina.
Preferentemente, la biotina no modificada se usa en la presente invencion.

El término "ligando" se refiere a cualquier tipo de anticuerpo o anticuerpo fragmentado, dirigido contra antigenos
expresados intracelular o extra celular. El término se refiere a anticuerpos completamente intactos o a derivados de
anticuerpos fragmentados, por ejemplo, Fab, Fab', F(ab')2, sdAb, scFv, di-scFv que se sintetizan por procedimientos de
recombinaciéon que incluyen conjugados covalentes y no-covalentes que contienen estos tipos de moléculas.
Preferentemente, el término "ligando” se refiere a un anticuerpo dirigido contra antigenos intracelulares expresados por
las células objetivo, como IL2, FoxP3, CD154, o extra celulares, como CD3, CD14, CD4, CD8, CD25, CD34, CD56, y
CD133.
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El término "molécula de unién a biotina" (bbm) se refiere a un anticuerpo, que se conjuga a un medio de deteccion y se
desplaza de la porcion biotina del ligando biotinilado por biotina o estreptavidina. Preferentemente, la molécula de unién
a biotina (bbm) es un anticuerpo seleccionado de la clase de la inmunoglobulina, por ejemplo 1gG, IgA, IgM, IgD, IgE
derivadas de animales, como por ejemplo ratones, monos, cabras, conejos, ovejas, 0 yamas. Ademas, el término
"molécula de unién a biotina" (bbm) se refiere a derivados de anticuerpos totalmente intactos o fragmentados, por
ejemplo, Fab, Fab', F(ab")2, sdAb, scFv, di-scFv que se sintetizan por procedimientos de recombinacién que incluyen
conjugados covalentes y no-covalentes que contienen estos tipos de moléculas

El término "agente de liberacién" se refiere a cualquier compuesto capaz de unirse a la porcién biotina del ligando
biotinilado o la molécula de unién a biotina y de ese modo rompe la interaccion entre la porcion biotina y la molécula de
union a biotina. Los agentes de liberacion adecuados son la estreptavidina o la biotina. El agente de liberacion preferido
en esta invencion es la biotina. Las moléculas de estreptavidina adecuadas modificadas se describen por James Hirsch
y otros en Analytical Biochemistry 308 (2002) 343-357. El consecuencia, el término "estreptavidina y derivados de esta"
se refiere a cualquier molécula derivada de la estreptavidina que proporciona una afinidad de union a biotina que es
comparable con la afinidad de unién de la estreptavidina no modificada a la biotina asi como a derivados y conjugados
de la estreptavidina sin tener el proposito de disminuir especialmente la afinidad de unién a la biotina.

El ligando, la molécula de unién a biotina (bbm) y/o el agente de liberacién se puede proporcionar con un medio de
deteccioén, es decir, posee una marca que se puede usar para la detecciéon. Los medios de deteccidon pueden por
ejemplo emitir una sefal de deteccion, como una unidad croméfora, una unidad fluorescente, o una unidad radioactiva.
Agentes de liberacion marcados adecuados estan, por ejemplo, disponibles comercialmente bajo los nombres
comerciales "anti-biotina-PE" y "APC-Streptavidina" de Miltenyi Biotec GmbH, Alemania y BiolLegend Inc.,
respectivamente.

Ademas, el medio de deteccion puede ser un soporte solido, sobre el que la molécula de unién a biotina (bbm) y/o el
ligando se pueden inmovilizar. El soporte sélido puede ser cualquiera de los sistemas conocidos en hiotecnologia para
inmovilizar células y puede tener la forma de particulas, por ejemplo, laminas, placas, membranas, tubos, columnas,
pozos, o micro arreglos fabricados de varios materiales como poliestireno (PS), polimetilmetacrilato (PMMA), polivinil
tolueno (PVT), polietileno (PE), o polipropileno (PP). Los materiales adecuados estan comercialmente disponibles.

El soporte sélido usado en el método de la invencién es una particula magnética en la nano- a microescala, ademas
conocida en la materia como perla magnética. El diametro medio de las perlas puede estar en el intervalo desde 10 nm
a 10 um. Las particulas magnéticas biocompatibles estan comercialmente disponibles y consisten de, por ejemplo,
formas de 6xido de hiero magnéticamente recubiertas por una capa de moléculas de dextrano o silica. El soporte sélido
puede ademas ser polimeros que contienen materiales magnéticos. Particulas adecuadas estan comercialmente
disponibles de Miltenyi Biotec GmbH, Alemania bajo el nombre comercial "MicroBeads" y "MACSiBeads" que poseen un
diametro hidrodinamico de 50-100 nm o 3-4 um, respectivamente.

El uso del ligando, la molécula de unién a biotina (bbm) y/o el agente de liberacién provisto con un medio de deteccion
permite la deteccién cuantitativa del respectivo compuesto y/o células objetivos y/o la separacion o identificacion de las
células objetivo.

De acuerdo con esta invencion, las particulas magnéticas se usan como soporte sélido para facilitar los procesos de
separacidon magnética. Por ejemplo, la molécula de unién a biotina (bbm) se puede acoplar a una particula magnética
mediante un procesamiento de acoplamiento covalente. En este sentido, las particulas magnéticas podrian actuar como
un soporte sélido en protocolos de separacion. Las particulas magnéticas adecuadas conjugadas con, por ejemplo
anticuerpos anti-biotina y el aparato para las separaciones magnéticas de células vivas estan disponibles de Miltenyi
Biotec GmbH, Alemania.

En una variante de la invencidn, los medios de deteccion comprenden un anticuerpo, que se usa para unir la molécula
de union a biotina (bbm). Tales medios de deteccidon acoplados al anticuerpo, especialmente perlas magnéticas
acopladas a anticuerpos estan comercialmente disponibles.

Esta variante de la invencion se ilustra en la formula general IV, con el anticuerpo; dirigido a una biomolécula de interés,
el anticuerpo, como molécula de unién a biotina, y el anticuerpos, acoplado a medios de detecciéon, como un soporte
sélido, unido al anticuerpo,.
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| Q
Anticuerpos . O . Biotina_ . Anticue
P Ao oy e, A
n

v

Las perla magnéticas adecuadas acopladas a anticuerpos anti-lgG estan comercialmente disponibles de Miltenyi Biotec
GmbH como "Anti-lgG MicroBeads".

En el método de la invencion, el conjugado desprendible se cliva por un agente de liberacion como la biotina o la
estreptavidina que se proporciona en una concentracion suficiente para desplazar la molécula de union a biotina (bbm)
de la porcién biotina del ligando biotinilado.

Todas las modalidades y variantes del conjugado desprendible ya descrito se pueden emplear en el método de la
invencion.

El método de la invencion resulta en la disociacion del conjugado desprendible entre la porcién biotina y el anticuerpo
anti-biotina como molécula de uniéon a biotina (bbm) como se muestra en las figuras V y VI. El conjugado desprendible
se cliva selectivamente entre la porcién biotina y el anticuerpo anti-biotina por la adiciéon de un exceso de, por ejemplo,
biotina libre como agente de liberacion. El agente de liberacién forma un complejo no-covalente con la molécula de
unién a biotina (bbm) y facilita la liberacién del ligando biotinilado (V).

8]
Ligando, Biotina . i i
~HMD/\%DMH, . bbm: agente de liberacion
n

V)

Alternativamente, la utilizacién de un exceso de, por ejemplo, estreptavidina como agente de liberacion forma un
complejo no-covalente con el ligando biotinilado, que resulta en un desplazamiento de la molécula de union a biotina

(VI).
8]
Ligando Biotina
’ ! “NJ\/\[D/\‘%D%N’ “*-agente de liberacion
H n H -

+ bbm

V1

El método de la invencion se basa en una reaccion de competencia y procedera hasta que se alcance el equilibrio entre
el agente de liberacion, la molécula de unién a biotina (bbm), y en consecuencia la porcion biotina. El equilibrio depende
de las fuerzas de unién respectivas, la concentracién del agente de liberacion libre, y las condiciones termodinamicas de
la reaccion. En consecuencia, el término "cantidad suficiente para desplazar al segundo ligando por estreptavidina o
derivados de esta" no significa un valor especifico pero necesita evaluarse de acuerdo con el indice de liberacién
deseado.

Por ejemplo, al usar un anticuerpo anti-biotina como molécula de unién a biotina (bbm) el conjugado desprendible de la
invencion se puede clivar selectivamente por el uso de biotina o estreptavidina libre como agente de liberacion. Si se
usa biotina libore como agente de liberacion, una relacion molar (ligando biotinilado: biotina libre) de 1:1,000 a
1:1,000,000, preferentemente una relacién molar de 1:1,000 a 1:100,000 es suficiente para disociar el conjugado
desprendible. En el caso de la estreptavidina como agente de liberaciéon, una relacion molar (ligando

6
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biotinilado:estreptavidina) de 1:1 a 1:10,000 preferentemente 1:10 a 1:1,000 se puede proporcionar para disociar el
conjugado desprendible.

En otra modalidad del método de la invencion, se encontré que la adicion de un agente de liberacién auxiliar mejora la
eficiencia de liberacién del método de la invencién. En esta modalidad, el agente de liberacion y un agente de liberacion
auxiliar se proporcionan en una concentracion suficiente para desplazar la molécula de union a biotina (bbm) de la
porcion biotina del ligando biotinilado. Agentes de liberacién auxiliares adecuados tienen las formulas generales VI, VIII,
olIX

O (@) : 0
R, Rg |
‘ R Rig<.. R

|
Rs | R7 Rs Ris Rus
VI VIII IX

con Ri3s.13 = igual o diferente hidrégeno, residuos alquilo sustituidos, o no substituidos que tienen 1-20 atomos de
carbono y R4 = residuos alquilo sustituidos, 0 no substituidos que tienen 1-20 atomos de carbono.

Los siguientes compuestos 7-15 ilustran ejemplos especificos de agentes de liberacién auxiliares de acuerdo con la
invencion. No adecuado como agente de liberacién auxiliar de acuerdo con la invencion es, por ejemplo, el compuesto
15, a pesar de su estructura molecular similar en comparacion a los compuestos 7 -14.
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No. ' Estructura quimica
Ji
7
H,N” “NH,
0]
8 NP
H H
9 (0]
HQN\)LO/
(0]
10
HQN\/ILNH2
H 0]
11 YN\/lLNHz
O
' . (0]
12
N3\)LNH2
0
O i
(o] 0]
HN\fO
O
15
HzN\/U\OH

En esta variante de la invencion, la persona con experiencia en la materia puede evaluar facilmente la concentracion
adecuada del agente de liberacion auxiliar con respecto a la velocidad de liberacion deseada. Los ejemplos
proporcionan algunos puntos de vista con respecto a condiciones adecuadas y eficiencias de liberacion resultantes. En
la practica, el agente de liberacién auxiliar se puede usar en un gran exceso en comparacion con el agente de
liberacién, por ejemplo con una relacion molar de 1:1,000 a 1:1,000,000 (agente de liberacion:agente de liberacién
auxiliar).

Todas las variantes del conjugado desprendible ya descritas se pueden emplear en el método de la invencién.

Opcionalmente, posterior a la etapa c), en una etapa adicional d) la molécula de unién a biotina (bbm) se separa de las
células objetivo. Las células objetivo se pueden marcar todavia con el conjugado de acuerdo con la Férmula general |
después de la separacion.

El método de acuerdo con la invencion incluye en la etapa c) y opcionalmente en la etapa d) una separacién de las
células marcadas. Para este fin, la molécula de unién a biotina del conjugado desprendible comprende una perla
magnética como soporte sélido y la etapa de separacion se realiza por la aplicacién de un campo magnético. Las
personas con experiencia en la materia conocen la clasificacion de células magnéticas y se puede llevar a cabo en un
campo permanente o electromagnético con o sin el uso de una columna ferromagnética que contenga material
ferromagnético. Las columnas que contienen material ferromagnético mejoran el gradiente del campo magnético y estan
disponibles de Miltenyi Biotec GmbH, Alemania.

En la invencion, las células marcadas magnéticamente se separan de las células no magnéticas (es decir, no marcadas)
al aplicar un campo magnético. Después de la separacion, el marcador magnético se puede eliminar al afiadir biotina o
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estreptavidina con o sin un agente de liberacién auxiliar en una concentracion suficiente para desplazar la molécula de
unién a biotina (bbm) en la etapa c).

Esta etapa de liberacion se puede realizar dentro o fuera del campo magnético. Por ejemplo, las células con marcadores
magnéticos se pueden lavar a partir de la columna y conseguir que se elimine el marcador magnético fuera del campo
magnético. Alternativamente, las células marcadas magnéticamente se pueden desmarcar al afiadir el agente de
liberacién a la columna situada en el campo magnético. En esta variante, las células objetivo (con el conjugado) se
eluyen a partir de la columna/los campos magnéticos mientras el marcador magnético permanece en la columna y en el
campo magnético.

En la etapa opcional d), es decir, la separacion de la molécula de unién a biotina (bbm) de las células objetivo se puede
lograr por centrifugacién o preferentemente por aplicacion de un campo magnético, es decir, por la técnica de
clasificacion de células magnéticas como ya se describi6. Las etapas c) y d) se llevan a cabo preferentemente en al
menos una (la misma) o especialmente en dos columnas diferentes que contienen material ferromagnético.

Especialmente para la deteccién cuantitativa de las células objetivo dentro del método de la invencion, el ligando y/o la
molécula de union a biotina (bbm) pueden comprender preferentemente un croméforo o una unidad de fluorescencia
como medio de deteccion. EI medio de deteccion del ligando y/o la molécula de unién a biotina (bbm) se detecta
posterior a la etapa c) para detectar las células objetivo. Las personas con experiencia en la materia conocen los
métodos para la deteccion celular, por ejemplo, la clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS).

EJEMPLOS

Los ejemplos y los ejemplos comparativos muestran que el método de acuerdo con la invencién permite una disociacion
rapida y fiable. Las células fijadas como objetivo por los conjugados desprendibles se pueden separar a partir de
suspensiones celulares y se liberan eficientemente, lo que hace posible un procesamiento adicional de las células
aisladas.

Ejemplo 1 - Acoplamiento de los conjugados anti-CD8-biotina y tincion de la superficie celular:
Protocolo 1 de acoplamiento:

Para preparar los conjugados de acuerdo con la primera modalidad, el anticuerpo anti-CD8 Ila en amortiguador
PBS/EDTA se re-amortigué a amortiguador NaHCO3100 mM (pH 8.3). NHS-biotina, NHS-LC-biotina, NHS-LC-LC-
biotina, y NHS-PEO-biotina (n=4, como se muestra en la Figura 1, disponibles de Thermo Scientific/Pierce) se
disolvieron en DMSO a concentracion de 5 mg/ml y se afadieron en diferentes relaciones molares a la solucién de
anticuerpo a 2.5 mg/ml. Después de 1 h de tiempo de incubacién a temperatura ambiente, la biotina que no reaccion6
se elimino por filtracion de gel que utilizé amortiguador PBS/EDTA. Las concentraciones de proteina se determinaron
por absorbancia a 280 nm. Las relaciones aproximadas de biotina a proteina (B/P) se determinaron por el ensayo
normalizado de avidina-HABA.

Protocolo 2 de acoplamiento:

Para preparar bioconjugados de acuerdo con la segunda modalidad el anticuerpo anti-CD8 llb o llc se redujo con DTT
10 mM en amortiguador MES. Después de 1 h de tiempo de incubacién a temperatura ambiente, el anticuerpo se
purificé por filtracion de gel que utilizé amortiguador PBS/EDTA. Para proporcionar los conjugados anti-CD8-PEQO,-
biotina (5) (de acuerdo con llb) y anti-CD8-PEO,-biotina (6) (de acuerdo con lic), maleimida-PEO,-biotina o maleimida-
PEO»-biotina (disponibles de Thermo Scientific/Pierce), respectivamente, se disolvieron en amortiguador PBS/EDTA a 5
mg/ml y se afiadieron con un exceso molar a la solucién de anticuerpo a 2.5 mg/ml. Después de 15 h de incubacién a
temperatura ambiente, la biotina que no reaccion6 se eliminé por filtracién de gel que utiliz6 amortiguador PBS/EDTA.
Las concentraciones de proteina se determinaron por absorbancia a 280 nm. Las relaciones aproximadas de biotina a
proteina (B/P) se determinaron por el ensayo normalizado de avidina-HABA.

Tincion de la superficie celular con conjugados anti-CD8-biotina: células mononucleares de sangre periférica (PBMCs)
en amortiguador PBS/EDTA/BSA se tifieron durante 10 min a 4 °C con 0.5 pg/ml de anti-CD8-biotina (1), anti-CD8-LC-
biotina (2), anti-CD8-LC-LC-biotina (3), o anti-CD8-PEO-biotina (4) como se ilustra en la Figura 1. Las células se lavaron
con amortiguador PBS/EDTA/BSA frio y se tifieron durante 10 min a 4 °C con un exceso de anti-biotina-PE. Las células
se lavaron con amortiguador PBS/EDTA-BSA frio y se analizaron por citometria de flujo.

La Figura 2 muestra las intensidades de fluorescencia media que se lograron con diferentes conjugados anti-CD8-
biotina en funcién de la relacion B/P. La tincién de la superficie celular con anti-CD8-LC-biotina (2), anti-CD8-LC-LC-
biotina (3), o anti-CD8-PEO-biotina (4) proporcioné igualmente sefiales de fluorescencia. En contraste, las células
teflidas con anti-CD8-biotina (1) que les faltaba una molécula espaciadora entre la biotina y la porcién del anticuerpo
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proporcionada disminuy6 la intensidad de fluorescencia media aunque la relacion B/P del conjugado fue comparable a
los otros anticuerpos biotinilados. Estos experimentos ilustraron la ventaja de los sistemas de afinidad que contienen
moléculas espaciadoras como en el anti-CD8-LC-biotina (2), anti-CD8-LC-LC-biotina (3), o anti-CD8-PEO-biotina (4) en
comparacion con conjugados, como anti-CD8-biotina (1) que le falta un enlazador adicional entre la biotina y la porcién
de anticuerpo.

Ejemplo 2 - Tincion de la superficie celular con el conjugado anti-CD8-biotina y analisis cinético:

Las PBMCs en amortiguador PBS/EDTA/BSA se tifieron durante 10 min a 4 °C con 0.5 pg/ml de anti-CD8-biotina (1),
anti-CD8-LC-biotina (2), anti-CD8-LC-LC-biotina (3), anti-CD8-PEO-biotina (4), anti-CD8-PEO-biotina (5), o anti-CD8-
PEO:;-biotina (6). Las células se lavaron con amortiguador PBS/EDTA/BSA frio y se tifieron durante 10 min a 4 °C con
un exceso de anti-biotina-PE. Las células se lavaron con amortiguador PBS/EDTA-BSA frio y se incubaron con biotina
0.1 mM a temperatura ambiente en la oscuridad. Las células y la disociacion de anti-biotina-PE se control6é por andlisis
de citometria de flujo después de ciertos puntos de tiempo en relacion con la muestra de partida que le faltaba el agente
de liberacion.

La Figura 3 ilustra una rapida disminucion de la sefial de fluorescencia de las células CD8 positivas dentro de los
primeros 10 min de tiempo de reaccidn en presencia de anti-CD8-biotina (1), anti-CD8-PEO-biotina (4), anti-CD8-PEO-
biotina (5), o anti-CD8-PEO.-biotina (6), mientras la velocidad de disociacién en el caso del anti-CD8-LC-biotina (2) y
anti-CD8-LC-LC-biotina (3) fue significativamente mas lenta. Estos ejemplos muestran que la liberacién de conjugados
que comprenden ya sea la molécula no espaciadora o unidades espaciadoras de acuerdo con la invencién es mucho
mas rapida que con conjugados que comprenden una molécula espaciadora que esté de acuerdo con la invencion,
como LC o LC-LC. Es importante notar que, las moléculas espaciadoras parecen ser necesarias para lograr igualmente
la tincion celular como ya se describié en la Figura 2.

Ejemplo 3 - Tincion de la superficie celular con el conjugado anti-CD8-PEO-biotina y andlisis cinético:

Las células CD8 positivas se tifieron en amortiguador PBS/EDTA/BSA durante 10 min a 4 °C con 0.5 pg/ml de anti-CD8-
PEO-biotina (4). Las células se lavaron con amortiguador PBS/EDTA/BSA frio y se tifieron 10 min a 4 °C con un exceso
de anti-biotina-PE. Las células se lavaron con PBS/EDTA-BSA frio y se incubaron con diferentes concentraciones de los
compuestos 10, 12, y 15 a temperatura ambiente en la oscuridad. La disociacion del sistema anti-CD8-PEO-biotina/anti-
biotina-PE se control6 por andlisis de citometria de flujo después de 10 min de tiempo de incubacién en relacién a
muestras que les falta el agente de liberacion.

La Figura 4 ilustra que los compuestos 10 y 12 facilitan altamente la disociacion del sistema anti-CD8-PEO-biotina/anti-
biotina-PE en comparacion a la molécula 15, que proporciona rendimientos de liberacion inferiores. Estos ejemplos
muestran que los agentes de liberacion auxiliares de acuerdo con la invencion pueden facilitar la disociacion de la
liberacién inventada.

Ejemplo 4 - Tincion de la superficie celular con conjugados anti-CD8-biotina y analisis cinético:

Las células CD8 positivas se tifieron en amortiguador PBS/EDTA/BSA durante 10 min a 4 °C con 0.5 pg/ml de anti-CD8-
LC-LC-biotina (3) y anti-CD8-PEO-biotina (4). Las células se lavaron con PBS/EDTA/BSA frio y se tifieron durante 10
min a 4 °C con un exceso de anti-biotina-PE. Las células se lavaron con amortiguador PBS/EDTA-BSA frio y se
incubaron con diferentes cantidades de estreptavidina en ausencia o en conjunto con el compuesto 12 a concentracion
de 100 mM. La disociacién de los sistemas anti-CD8-PEO-biotina/anti-biotina-PE y anti-CD8-LC-LC-biotina/anti-biotina-
PE se controlé por analisis de citometria de flujo después de 10 min de tiempo de incubacion en relacidon a muestras
que les faltaba el agente de liberacion.

La Figura 5 muestra que el sistema anti-CD8-PEOQ-biotina/anti-biotina-PE se disocia considerablemente mas rapido que
el sistema anti-CD8-LC-LC-biotina/anti-biotina-PE en presencia de estreptavidina. Mas aln, la adicién del compuesto 12
como agente de liberacion auxiliar acelera el proceso de disociacion mediado por estreptavidina. Este ejemplo muestra
que la estreptavidina por si misma y en conjunto con el compuesto 12 como agente de liberacion auxiliar pueden facilitar
la disociacién de los conjugados que contienen una molécula espaciadora de acuerdo con la invencion. En contraste, la
disociacion de los sistemas de afinidad que poseen una molécula espaciadora que no esta de acuerdo con la invencién,
como LC-LC, esta considerablemente menos influenciado por la utilizacién de agentes de liberacion.

Ejemplo 5 - Tincion de la superficie celular con conjugados anti-CD8-biotina y analisis cinético:

Las células CD8 positivas se tifieron en amortiguador PBS/EDTA/BSA durante 10 min a 4 °C con 0.5 pg/ml de anti-CD8-
LC-LC-biotina (3) y anti-CD8-PEO-biotina (4). Las células se lavaron con amortiguador PBS/EDTA/BSA frio y se tifieron
durante 10 min a 4 °C con un exceso de anti-biotina-PE. Las células se lavaron con amortiguador PBS/EDTA-BSA y se
incubaron con diferentes concentraciones de aloficocianina (APC)-marcada con estreptavidina (Biolegend, Inc.) en
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ausencia o en conjunto con el compuesto 12. La disociacion de los sistemas anti-CD8-PEO-biotina/anti-biotina-PE y
anti-CD8-LC-LC-biotina/anti-biotina-PE se controlaron por analisis de citometria de flujo después de 10 min de tiempo
de incubacion en relacion a muestras que les faltaba el agente de liberacion.

La Figura 6 muestra que el sistema anti-CD8-PEO-biotina/anti-biotina-PE se disocia considerablemente mas rapido que
el sistema anti-CD8-LC-LC-biotina/anti-biotina-PE en presencia de APC-estreptavidina. Mas aun, la adicion del
compuesto 12 como agente de liberacién auxiliar acelera el proceso de disociacion mediado por APC-estreptavidina.
Este ejemplo muestra que la APC-estreptavidina por si misma y en conjunto con el compuesto 12 como agente de
liberacién auxiliar pueden facilitar la disociacién de los conjugados desprendibles que contienen una molécula
espaciadora de acuerdo con la invencién. En contraste, los agentes de liberacién influyen considerablemente menos en
la disociacién de los sistemas de afinidad que poseen una molécula espaciadora que no esta de acuerdo con la
invenciéon, como el sistema anti-CD8-LC-LC-biotina/anti-biotina-PE.

Ejemplo 6 - Separacion de células magnéticas con el conjugado anti-CD8-PEO-biotina:

Las PBMCs se incubaron en amortiguador PBS/EDTA/BSA a 4 °C durante 10 min con anti-CD8-LC-LC-biotina (3) y anti-
CD8-PEO-hiotina (4). Las células se lavaron con amortiguador PBS/EDTA/BSA frio y se incubaron durante 15 min a 4
°C con microperlas anti-biotina (Miltenyi Biotec GmbH) y durante 5 min a 4 °C con anti-CD8-PE. Las células se lavaron
con amortiguador PBS/EDTA-BSA frio y se resuspendieron en 500 pl de amortiguador frio. La suspension celular se
aplic6 en una columna MS (Miltenyi Biotec GmbH) en un campo magnético para la separacion de las células
magnéticas. El flujo se recogié como la fraccion celular no marcada magnéticamente. Las células se lavaron dentro del
campo magnético y la columna se retir6 del separador antes de la elucién de las células con 1 ml de amortiguador
PBS/EDTA/BSA frio. La fraccion de células aisladas se incubd durante 10 min a diferentes concentraciones de biotina.
La suspension celular se aplicé en una segunda columna y el flujo se recogié como células eluidas. Las células
retenidas en la columna se eluyeron con 500 pl de amortiguador PBS/EDTA/BSA frio en ausencia del campo magnético.
La cantidad de células CD8 positivas en las fracciones aisladas se determind por analisis de citometria de flujo. El
porcentaje del reparto de las células eluidas se calculé6 como sigue:

cantidad de células en la fraccion eluida

cantidad de células en la fraccién eluida + cantida  d de células en la fraccion retenida por el campo m  agnético

La Figura 7 ilustra que la incubacion de las células marcadas por el sistema anti-CD8-PEO-biotina/microperlas anti-
biotina de acuerdo con la invencién con biotina conduce a una liberacion del marcador magnético considerablemente
mejor en comparacion con el sistema anti-CD8-LC-LC-biotina/microperlas anti-biotina. Este ejemplo muestra la
posibilidad de liberar eficientemente el marcaje magnético de las células separadas en el sistema anti-CD8-PEO-
biotina/microperlas anti-biotina por la adicion de biotina como agente de liberacion.

Ejemplo 7 - Separacion de células magnéticas con el conjugado anti-CD8-PEO-biotina:

Las PBMCs se incubaron en amortiguador PBS/EDTA/BSA durante 10 min a 4 °C con anti-CD8-LC-LC-biotina (3) y anti-
CD8-PEO-biotina (4). Las células se lavaron con amortiguador PBS/EDTA/BSA frio y se incubaron durante 15 min a 4
°C con microperlas anti-biotina (Miltenyi Biotec GmbH) y durante 5 min a 4°C con anti-CD8-PE. Las células se lavaron
con amortiguador PBS/EDTA-BSA frio y se resuspendieron en 500 pl de amortiguador frio. La suspensién celular se
aplicé en una columna MS en un campo magnético para la separacion de las células magnética. El flujo se recogio
como la fraccion celular no marcada magnéticamente. Las células se lavaron dentro del campo magnético y la columna
se retird del separador antes de la elucion de las células con 1 ml de amortiguador PBS/EDTA/BSA frio. La fraccion
celular se incub6 durante 10 min a diferentes concentraciones de estreptavidina con y sin el compuesto 12. La
suspension celular se aplicd en una segunda columna y se recogié como células eluidas. Las células retenidas en la
columna se eluyeron con 500 pl de amortiguador PBS/EDTA/BSA frio en ausencia del campo magnético. La cantidad de
células CD8 positivas en las fracciones aisladas se determind por andlisis de citometria de flujo. El porcentaje de reparto
de las células eluidas se calculé como sigue:

cantidad de células en la fraccion eluida

cantidad de células en la fraccion eluida + cantida  d de células en la fraccion retenida por el campo m  agnético
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La Figura 8 ilustra que la incubacion de las células marcadas por el sistema anti-CD8-PEO-biotina/microperlas anti-
biotina de acuerdo con la invencién con estreptavidina proporciona una liberacion del marcador magnético
considerablemente mas rapida en comparacion con el sistema anti-CD8-LC-LC-biotina/microperlas anti-biotina.Mas aun,
la adicién del compuesto 12 a la estreptavidina como agente de liberacion mejora adicionalmente la disociacion del
sistema CD8-PEO-biotina/microperlas anti-biotina. Este ejemplo muestra que el uso de un agente de liberacion auxiliar
de acuerdo con la invencion puede mejorar considerablemente la eficiencia de liberacion.

Ejemplo 8 - Separacion de células magnéticas con el conjugado anti-CD8-PEO-biotina:

Las PBMCs se incubaron en amortiguador PBS/EDTA/BSA durante 10 min a 4 °C con anti-CD8-LC-LC-biotina (3) y anti-
CD8-PEO-biotina (4). Las células se lavaron con amortiguador PBS/EDTA/BSA frio y se incubaron durante 15 min a 4
°C con microperlas anti-biotina y durante 5 min a 4 °C con anti-CD8-PE. Las células se lavaron con amortiguador
PBS/EDTA-BSA frio y se resuspendieron en 500 pl de amortiguador frio. La suspensién celular se aplicé en una
columna MS en un campo magnético para la separacion de las células magnética. El flujo se recogié como la fraccién
celular no marcada magnéticamente. Las células se lavaron dentro del campo magnético y la columna se retir6 del
separador antes de la elucion de las células con 1 ml de amortiguador PBS/EDTA/BSA frio. La fraccion celular se incubo
durante 10 min a diferentes concentraciones de APC-estreptavidina con y sin el compuesto 12. La suspension celular se
aplicé en una segunda columna y el flujo se recogié como células eluidas. Las células retenidas en la columna se
eluyeron con 500 ul de amortiguador PBS/EDTA/BSA frio en ausencia del campo magnético. La cantidad de células
CD8 positivas en las fracciones aisladas se determiné por andlisis de citometria de flujo. El porcentaje de reparto de las
células eluidas se calcul6 como sigue:

cantidad de células en la fraccion eluida

cantidad de células en la fraccion eluida + cantida  d de células en la fraccion retenida por el campo m  agnético

La Figura 9 ilustra que las células marcadas por el sistema anti-CD8-PEO-biotina/microperlas anti-biotina de acuerdo
con la invencion y tratadas con APC-estreptavidina como agente de liberacion se eluyen considerablemente mas rapido
del campo magnético en comparacién con las células marcadas con el sistema anti-CD8-LC-LC-biotina/microperlas anti-
biotina. Mas aun, la adicion del compuesto 12 a la APC-estreptavidina como agente de liberacién mejora adicionalmente
la disociacion del sistema CD8-PEO-biotina/microperlas anti-biotina. Estos resultados demuestran que el uso del agente
de liberacion auxiliar de acuerdo con la invenciéon puede mejorar considerablemente la eficiencia de liberacion.
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Reivindicaciones

1.

a)

b)

Método para la separacion de células objetivo a partir de una muestra de células que comprende las etapas:

incubar la muestra de células con un conjugado desprendible que comprende un ligando biotinilado que tiene
una porcioén biotina, una porcion ligando (Ligando;) y una molécula de unioén a biotina (bbm) unida a la porcién
biotina del ligando biotinilado, en donde la porcion biotina y la porcion ligando del ligando biotinilado estan
separadas por un grupo espaciador que consiste en polietilenglicol de acuerdo con la Férmula general |

X O\ Biotina -
Ligando; ~ [O Y~ “bbm
n

conn=1-500,y X, Y = iguales o diferentes, grupos alquilo sustituido que tienen 1 a 20 atomos de carbono
con residuos amina, amida, y/o tioéter,

en donde el ligando es un primer anticuerpo para el que las células objetivo expresan un antigeno, y la
molécula de union a biotina (bbm) es un segundo anticuerpo que comprende una particula magnética como
soporte sélido,

separar las células marcadas con el soporte solido obtenido en la etapa a) a partir de la muestra de célula al
aplicar un campo magnético,

afnadir un agente de liberaciéon en una concentracion suficiente para desplazar la molécula de unién a biotina
(bbm) de la porcion biotina del ligando biotinilado.

El método de acuerdo con la reivindicacion 1 caracterizado porque posterior a la etapa c), en una etapa
opcional d) la molécula de unién a biotina (bbm) se separa de las células objetivo.

El método de acuerdo con la reivindicacién 2 caracterizado porque la etapa d) se lleva a cabo al aplicar un
campo magnético.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 caracterizado porque la etapa b) y c) se
llevan a cabo en al menos una columna que contiene material ferromagnético.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 caracterizado porque el ligando
comprende una unidad cromoéfora, una unidad de fluorescencia, o una unidad radioactiva como medios de
deteccién.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 caracterizado porque los medios de
deteccion del ligando y/o la molécula de unidn a biotina (bbm) se detectan posterior a la etapa c) para detectar
las células objetivo.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 caracterizado porque el ligando es un
anticuerpo o un fragmento de anticuerpo dirigido contra el antigeno expresado intracelular o extracelular.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque el conjugado
desprendible tiene la Férmula general lla, lib, o lic

13
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9. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque el agente de
liberacién es biotina o estreptavidina.

10. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 caracterizado porque en la etapa c), un
agente de liberacion auxiliar que tiene las Formulas generales VII, VIII, o IX

R _.R ,
1 ') 4 R5 IT],RQ R10\NJJ\N.<R12
Rs3 R7 Rs R11- Ry3
VII VIII IX

con Ri3s13 = el mismo o diferente hidrégeno, o residuos alquilo sustituido o no sustituido que tienen 1 - 20
atomos de carbono y R4 = residuos alquilo sustituido o no sustituido, que tienen 1 - 20 a&tomos de carbono se
proporciona adicionalmente.
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