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DESCRIPCION
Composicion de anticuerpo y sistema amortiguador para la misma
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una composicion de anticuerpo para su uso en una reaccion de conjugacion, un
kit de aislamiento de anticuerpos, un método para conjugar un anticuerpo aislado con un marcador y un sistema
amortiguador para su uso en dicha composicion, kit o método.

Antecedentes de la invencion

Todos los anticuerpos se fabrican inicialmente en forma bruta (p. ej., suero inmunoldgico, liquido ascitico,
sobrenadante de cultivo de tejido de hibridoma). Antes de su uso en muchas aplicaciones basicas de investigacion y
diagndstico, los anticuerpos se deben purificar para eliminar muchas (o todas) las proteinas contaminantes que no
son anticuerpos y las moléculas pequefias (p. €j., aminoacidos).

La purificacion es particularmente importante si el anticuerpo se va a unir covalentemente a una 'marca’ (p. €j., una
enzima, colorante organico, proteina fluorescente o particula coloreada) para crear un reactivo hibrido, generalmente
denominado 'anticuerpo marcado' o 'producto conjugado de anticuerpo’ o con un reactivo de derivatizacién con el fin
de introducir nuevos grupos funcionales. El componente anticuerpo de un producto conjugado confiere especificidad
para un antigeno concreto (p. €j., una proteina, farmaco, péptido o biomarcador) y la marca confiere mensurabilidad
para que el producto conjugado se pueda utilizar para detectar y cuantificar el antigeno, por ejemplo, en
transferencias Western, secciones tejido, células cultivadas, muestras de sangre, orina, etc.

Una etapa clave en la purificacion de anticuerpos es la unién del anticuerpo a una columna de afinidad de antigeno o
a una columna que contenga proteina A, proteina G o proteina L inmovilizadas, que interactidan con regiones de
anticuerpos que no participan directamente en la unién al antigeno. La purificacion del anticuerpo en una columna de
afinidad de antigeno es ventajosa ya que los anticuerpos con especificidad de antigeno irrelevante en la muestra
bruta no son retenidos por la columna. Tales métodos de purificacion por afinidad son robustos y fiables y se utilizan
ampliamente para purificar anticuerpos de muestras brutas tales como suero, liquido de ascitis y sobrenadante de
cultivo de tejido de hibridoma.

Independientemente de qué enfoque de purificacion se utilice, el anticuerpo unido a la columna usualmente se eluye
con un tampén de pH bajo (que tipicamente comprende glicina o acido citrico) y a continuaciéon se neutraliza
rapidamente, por ejemplo, con tampén Tris, pH 8,0-9,0, para minimizar dafo inducido por el bajo pH del anticuerpo.
(p- €j., Thermo Scientific Protein Purification Technical Handbook, ref 1601617 07/08). La eluciéon con tampones de
glicina o acido citrico de bajo pH es popular debido a su bajo coste y debido a que tienen una buena capacidad de
amortiguacion a los valores de pH requeridos para la interrupcion de las interacciones anticuerpo-antigeno.

Antes del almacenamiento, los anticuerpos purificados neutralizados generalmente se someten a dialisis (pero no
siempre) contra PBS o algun otro tampoén de pH casi neutro. A menudo, se anadiran otras sustancias (p. ej., BSA,
azida de sodio, detergentes) al anticuerpo sometido a didlisis con el fin de estabilizar o prevenir el crecimiento
microbiano.

Es extremadamente raro cuando se adquiere un anticuerpo de fuentes comerciales recibir informacién sobre las
etapas de dialisis utilizadas en el procedimiento de purificacion. Por lo tanto, puede no estar claro si los
componentes del tampodn del procedimiento de purificacion permanecen en la preparacion final del anticuerpo. Tales
consideraciones son criticamente importantes si el anticuerpo se deba marcar, ya que los tampones utilizados para
eluir las columnas de afinidad a menudo causan una interferencia severa en las reacciones de marcaje.

Muy comunmente se anclan marcas de todos los tipos a los restos de lisina en las moléculas de anticuerpos. Por
ejemplo, los ésteres de NHS de colorantes fluorescentes organicos y el popular derivado isotiocianato de
fluoresceina (FITC) reaccionan con restos de lisina. Si bien otras quimicas de conjugacion (p. €j., tiol-maleimida)
pueden no implicar obviamente restos de lisina, casi siempre dependen de la modificacién de la lisina en una etapa
anterior del procedimiento de conjugacion. Por ejemplo, los reactivos de derivacion de ésteres de NHS
heterobifuncionales dirigidos a lisina se utilizan comdnmente para introducir maleimidas y una variedad de otros
grupos funcionales (p. ej., tioles protegidos, azidas, grupos yodoacetilo) en moléculas de proteinas. Las
carbodiimidas, que se utilizan para conjugar anticuerpos contra microparticulas o nanoparticulas carboxiladas,
implican la reaccién de grupos carboxilo superficiales con restos de lisina en anticuerpos que dan como resultado la
formacioén de enlaces amida.

Es bien sabido que las reacciones de derivatizacion o conjugacion que implican restos de lisina no se pueden llevar
a cabo en presencia de sustancias que contienen aminas primarias, tales como los aminoacidos libres. Esto se debe
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a que tales sustancias competiran con los restos de lisina en la proteina. En el caso de reacciones mediadas por
carbodiimida (que implica el acoplamiento de carboxilo a amina), la técnica anterior instruye firmemente contra el uso
de aditivos con funcionalidad carboxilo o amina primaria debido a problemas de competicion.

Por lo tanto, los tampones de elucién de anticuerpos populares estan contraindicados en casi todos los tipos de
métodos de marcaje de anticuerpos. Ni la glicina ni el acido citrico pueden estar presentes en las reacciones
mediadas por carbodiimida entre un anticuerpo y un marcador ya que la reaccion implica la condensacion de una
amina y un grupo carboxilo.

Por ejemplo, en Bioconjugate Techniques, Hermanson GT, 1995, ISBN 0-12-342336-8, pag. 102 (y pag. 117 en la 22
edicion actualizada, 2008 ISBN 9780123705013) se proporcionan los siguientes consejos: "Evitar los tampones que
contengan carboxilato o amina, tales como citrato, acetato, glicina o Tris".

Bangs Labs, nota técnica 205 con referencia a los estados de acoplamiento de carbodiimida "Se deben evitar los
tampones que contengan aminas libres, tales como Tris o Glicina".

Las reacciones que utilizan microesferas que contienen carboxilo se comentan en 'Immobilization of Enzymes and
Cells', 2006, ed. Guisan JM, pag. 223, ISBN 1-58829-290-8) y presenta la siguiente nota de advertencia: "Se deben
evitar tampones que contengan aminas libres, tales como Tris de [sic] glicina".

Un kit de biotinilacion dependiente de carbodiimida (EZ-Link® Amine-PEGn-Biotin, codigo de producto 26136) de
ThermoFisher dice: "Evitar los tampones que contengan aminas primarias (Tris, glicina, etc.) o carboxilos (acetato,
citrato, etc.) ya que extinguiran la reaccion".

El procedimiento de G Biosciences para su resina de acoplamiento de carboxilo advierte: "NOTA: Para las
reacciones de acoplamiento que utilizan EDC, evitar el uso de tampones que contengan aminas o fosfatos libres, ya
que estos interferiran con la eficacia del acoplamiento. Los tampones de Tris, acetato y glicina reaccionan faciimente
con EDC o el intermedio de acoplamiento ".

Finalmente, un protocolo para su uso con un kit de conjugacion de oro carboxilado establece: Cualquier ofra
molécula que contenga amina o carboxilo en la soluciéon de proteina (incluidos los estabilizadores de proteina)
competira con la reaccion de conjugacion "(OceanNanotech, cédigo de producto GCK).

En el caso de reacciones de modificacion dirigidas a lisina que no implican también la modificacion de carboxilo, se
puede tolerar el acido citrico, pero la glicina siempre esta contraindicada, p. €j. el protocolo de Colorantes con
Aminas Reactivas DyLight® (Thermo Scientific, Num. 2032.11) establece: 'Los tampones que contienen aminas
primarias (p. €j., Tris o glicina) interferiran ya que reaccionan con el radical éster de NHS'.

Las moléculas pequefias potencialmente interferentes, tales como la glicina y el acido citrico, en una muestra de
anticuerpo se pueden eliminar mediante dialisis o desalacion antes de que el anticuerpo se utilice en reacciones de
conjugacion. La eficacia de la eliminacion de tales moléculas por didlisis esta relacionada con el volumen de la
muestra de anticuerpos con respecto a la del tampdn de dialisis, el nimero de cambios del tamp6n de dialisis y si se
alcanza el equilibrio antes del siguiente cambio de tampdn. Tal informacién casi nunca se conoce para anticuerpos
comerciales.

Desafortunadamente, es dificil someter a didlisis/desalar anticuerpos comerciales sin pérdidas significativas de
material, ya que el anticuerpo generalmente se adquiere en pequefias cantidades (p. €j., 100 ul a una concentracion
de alrededor de 1 mg de anticuerpo/ml). Ademas, se puede producir la dilucién de la muestra durante la dialisis, lo
que tal vez requiera etapas posteriores de concentracion de anticuerpos (lo que da como resultado pérdidas
adicionales de material) para lograr la concentraciéon minima requerida (tipicamente 1 mg/ml) para su uso en
reacciones de marcaje de anticuerpos. La didlisis de cantidades en miligramos de anticuerpo es relativamente facil,
pero el procedimiento es necesariamente lento y puede durar 1-2 dias si se requieren varios cambios de tampon.
Las membranas de dialisis y los grandes voliumenes de tampdn de dialisis que se requieren a grandes escalas de
miligramos también aumentan el coste de produccion.

Una purificacion de una sola etapa con un fragmento de anticuerpo F, expresado bacterianamente mediante
cromatografia de afinidad con metal inmovilizado en presencia de betaina se describe en Journal of Chromatography
A, 657 (1993) 55-61. Se utiliza un gradiente de imidazol para eluir la proteina en presencia de betaina 0,5 M. La
elucion eficaz de anticuerpos por arginina y derivados de arginina en cromatografia en columna de afinidad se
describe en Analytical Biochemistry 345 (2005) 250-257. Se utilizaron altas concentraciones idnicas de arginina para
eluir los anticuerpos de las columnas de proteina A.

La presente invencion tiene como objetivo proporcionar métodos para purificar y/o conjugar anticuerpos, kits para
tales métodos y composiciones de anticuerpos que superan los inconvenientes de la técnica anterior.
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Compendio de la invencion

Las tecnologias de marcaje de anticuerpos han avanzado significativamente en los ultimos afios, particularmente
con respecto a la simplificacion de procedimientos. Los métodos de conjugacion de multiples etapas estan siendo
reemplazados por procedimientos simples de una sola etapa que no requieren por parte del operador ningun
conocimiento particular de quimica.

Se requiere una mejor integracion de los procedimientos de purificacion de anticuerpos y las reacciones de marcaje
para evitar las etapas intermedias de didlisis, que son lentas, aumentan los costes y provocan pérdidas de
anticuerpos. Existe una clara necesidad de un "tampoén de elucion favorable a la conjugacion" (CFEB), ya que los
tampones adoptados originalmente por los cientificos de purificacion de anticuerpos son incompatibles con la
mayoria de las quimicas de conjugacién. Los autores de la presente invencion definen aqui un CFEB como un
tampon con un pKa entre 1 y 4 que no causa interferencia en los métodos de conjugacion populares (es decir,
minimamente, reacciones de anticuerpos con carbodiimidas, ésteres de NHS, isotiocianatos, maleimidas y reactivos
de tiolacion).

En un primer aspecto, la presente invenciéon proporciona una composicién de anticuerpo para su uso en una
reaccion de conjugacion. La composicion comprende un anticuerpo aislado en un sistema amortiguador en el que el
sistema amortiguador comprende un compuesto amortiguador de acido monocarboxilico, que porta un sustituyente
amonio cuaternario en la posicion alfa o beta, en donde el compuesto amortiguador de acido monocarboxilico esta
presente a una concentracién de menos de 200 mM.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona el uso de un tampén que comprende un compuesto
amortiguador de acido monocarboxilico que porta un sustituyente aminico en la posicion alfa o beta para eluir un
anticuerpo de una fase solida, en el que el pH del tampdn esta en el intervalo de 1,8 a 3,5, en donde el sustituyente
aminico del acido monocarboxilico es un amonio cuaternario.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un kit de aislamiento de anticuerpos que comprende una matriz
de afinidad en fase sélida para unir un anticuerpo y un tampoén para eluir el anticuerpo cuando se une a la matriz de
afinidad, en donde el tampdén comprende un compuesto amortiguador de acido monocarboxilico distinto de glicina,
que porta un sustituyente aminico en la posicion alfa o beta, en donde el pH del tampén esta en el intervalo de 1,8 a
3,5, y en donde el sustituyente aminico del acido monocarboxilico es un amonio cuaternario.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un método para conjugar un anticuerpo aislado con un
marcador. El método comprende poner en contacto el anticuerpo con la marca activada, o la marca en presencia de
un reactivo de conjugacion de anticuerpos, en un sistema amortiguador que comprende un compuesto amortiguador
de acido monocarboxilico distinto de glicina, que tiene un sustituyente aminico en la posicion alfa o beta.

Sorprendentemente, se ha encontrado que un sistema amortiguador que comprende un compuesto acido
monocarboxilico que porta un sustituyente aminico en la posicién alfa o beta se puede utilizar en una reacciéon de
conjugacion de anticuerpos. Tal sistema amortiguador se puede utilizar tanto en procedimientos de purificacion de
anticuerpos como en reacciones de conjugacion, evitando asi la necesidad de etapas de dialisis que no son
deseables.

Para determinar el grado de interferencia en las reacciones de las moléculas de carbodiimida que probablemente se
encuentren en los anticuerpos comerciales (p. €j., glicina, acido citrico, azida), los autores de la presente invencion
estudiaron las reacciones entre un anticuerpo y una nanoparticula carboxilada disponible en el mercado. Resulté
sorprendente descubrir que la glicina no causaba interferencia, incluso a altas concentraciones. La glicina tiene
funciones tanto de amina como de carboxilo y esta claramente contraindicada en la técnica anterior. Los autores de
la presente invencion aprovecharon este hallazgo inesperado para desarrollar un nuevo kit de purificaciéon, cuyo
anticuerpo producto se puede utilizar no solo en reacciones de carbodiimida, sino también con todas las demas
quimicas de conjugacion populares sin la necesidad de una etapa de dialisis de anticuerpos pre-conjugacion. La
invencién se describe mas completamente a continuacion.

El compuesto amortiguador de acido monocarboxilico porta un sustituyente aminico en la posicion alfa o beta y
puede comprender ademas uno o mas sustituyentes adicionales, siempre que no sean capaces de interferir con la
reaccion de conjugacion. Tipicamente, si esta presente, los sustituyentes adicionales son uno o mas sustituyentes
no aminicos. Se prefiere que no haya mas sustituyentes presentes en el compuesto amortiguador.

Las aminas secundarias o terciarias se prefieren como sustituyentes aminicos tipicamente porque son menos
reactivas que las aminas primarias en la reaccion de conjugacion. El sustituyente aminico es preferiblemente un
sustituyente de amonio cuaternario. Una clase preferida de compuestos particularmente adecuados como
compuesto amortiguador de acido monocarboxilico son las betainas. Las betainas contienen el sustituyente de
amonio cuaternario. Una betaina preferida es N,N,N-trimetilglicina, que también se conoce como glicina betaina.
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Sin embargo, el sustituyente aminico del compuesto amortiguador de acido monocarboxilico puede ser una amina
primaria. Cuando el acido monocarboxilico es un aminoacido primario, puede ser alanina, beta-alanina o acido 2-
aminobutirico. Las aminas secundarias o terciarias tipicas incluyen prolina, tricina, N-metilglicina, N,N-dimetilglicina o
acido 2-picolinico.

La presencia del sustituyente aminico en el compuesto amortiguador de acido monocarboxilico rebaja el pKa del
grupo carboxilo al estabilizar el anion carboxilato a través de un efecto captador de electrones. Tipicamente, el grupo
carboxilo del compuesto amortiguador de acido monocarboxilico tiene un pKa en el intervalo de 1 a 4,
preferiblemente en el intervalo de 1,5 a 3,5. La amina del compuesto amortiguador de acido monocarboxilico tiene
un pKa tipicamente mayor que 8, preferiblemente mayor que 9. En una reacciéon de conjugacion a pH 5, la amina
esta en gran parte en forma protonada, por lo que no reacciona en la reaccion de conjugacion.

El compuesto amortiguador de acido monocarboxilico esta presente en la composicion de anticuerpo a una
concentracion de menos de 200 mM, preferiblemente menos de 100 mM, mas preferiblemente menos de 50 mM.

En una disposicion, el sistema amortiguador comprende adicionalmente un compuesto amortiguador de
neutralizacion que tiene un pKa mayor de 5,5. El compuesto amortiguador neutralizante puede estar presente en el
sistema amortiguador como resultado de cédmo se ha aislado el anticuerpo. Esto se describe con mas detalle a
continuacién. ElI pH de la composicién de anticuerpo esta tipicamente en el intervalo de 5 a 9. El tampodn
neutralizante esta presente preferiblemente para aumentar el pH de la composicién después de la eluciéon de una
fase sodlida a pH mas bajo. La exposicion prolongada a pH bajo no es deseable para las composiciones de
anticuerpos porque puede inducir dafio en la proteina anticuerpo.

El sistema amortiguador puede comprender ademas un compuesto amortiguador de captura con un pKa en el
intervalo de 6 a 8. En esta disposicion, el compuesto amortiguador neutralizante preferiblemente tiene un pKa
superior a 8 y esta mas preferiblemente en el intervalo de 8 a 11. La concentracion del compuesto amortiguador de
captura es preferiblemente menor que la concentracion del compuesto amortiguador neutralizante. El tampon de
captura se describe con mas detalle a continuacion.

En una disposicion, el anticuerpo aislado se conjuga con una marca. La marca puede comprender una enzima, una
proteina fluorescente, un colorante organico, una particula coloreada, biotina, estreptavidina o un polimero.

En una disposicion, el sistema amortiguador se utiliza como medio de almacenamiento para un anticuerpo o
producto conjugado de anticuerpo. De esta manera, las composiciones de anticuerpos se pueden almacenar listas
para su uso sin la necesidad de una etapa de dialisis antes de su uso.

Cuando el sistema amortiguador que comprende el compuesto amortiguador de acido monocarboxilico se utiliza
para eluir un anticuerpo de una fase sélida, la fase sélida se puede disponer en una columna. Tipicamente, la fase
sélida comprende una matriz de afinidad para el anticuerpo. El pH del tampdn para eluir el anticuerpo esta en el
intervalo de 1,8 a 3,5. Se necesitan pH acidos de este tipo para eliminar el anticuerpo cuando se une
especificamente a la fase sélida.

El tampdn de neutralizacion se puede utilizar en el aislamiento del anticuerpo para evitar el dafo inducido por el pH
del tampén de elucidon relativamente acido. El tampdn de neutralizacion puede comprender un compuesto de
morfolina, piperizina o N-ciclohexilo. Preferiblemente, el tampéon de neutralizacion comprende acido 2-(N-
morfolino)etanosulfénico  (MES), acido 3-(N-morfolino)propanosulfonico (MOPS), acido  3-morfolino-2-
hidroxipropanosulfonico (MOPSO), (acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfénico) (HEPES), acido 3-[4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinillpropanosulfonico (EPPS o HEPPS), piperazin-N,N'-bis(acido 2-etanosulfénico) (PIPES), N-
(2-hidroxietil)piperazin-N'-(acido  2-hidroxipropanosulfénico) (HEPPSO); N-(2-hidroxietil)piperazin-N'-(acido 4-
butanosulfénico) (HEPBS), acido  N-ciclohexil-2-aminoetanosulfénico  (CHES), acido  N-ciclohexil-3-
aminopropanosulfonico (CAPS), acido 4-(ciclohexilamino)-1-butanosulfonico (CABS) o acido 3-(ciclohexilamino)-2-
hidroxil-1-propanosulfénico (CAPSO).

El pH del tampoén de neutralizacion es preferiblemente superior a 6. Por lo tanto, la introduccién del tampén de
neutralizacion en cantidad suficiente en una composicion que comprende anticuerpo eluido a pH acido aumentara el
pH a un nivel en el que el anticuerpo es relativamente estable.

En algunas disposiciones, el pH del tampdn de neutralizacion esta por encima de 8 y lo mas preferiblemente en el
intervalo de 8,5 a 11, tal como de 9 a 9,5. El tampon de neutralizacion generalmente tiene un pKa dentro de una
unidad del valor de pH. Cuando el tampdén de neutralizacién esta por encima de 8, se prefiere utilizar adicionalmente
un tampon de captura con un pKa en el intervalo de 6 a 8. El propdsito del tampdn de captura es evitar el uso del
tampon de neutralizacion que hace que el pH de la composicién que comprende el anticuerpo eluido aumente
demasiado. Los compuestos amortiguadores adecuados para su uso como el tampén de captura incluyen MOPS o
HEPES. El tampoén de captura se puede afiadir como una solucién con un pH tipicamente en el intervalo de 6 a 8.
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Alternativamente, el tampdn de captura se puede combinar con el tampoén de neutralizaciéon. En esta situacion, el pH
de la solucién combinada tipicamente esta muy por encima del pKa del tampén de captura, y tipicamente es mayor
que pH 8.

El método para conjugar el anticuerpo aislado con la marca o el reactivo de derivatizacion comprende poner en
contacto el anticuerpo con la marca activada o el reactivo de derivatizaciéon activado, o poner en contacto el
anticuerpo con la marca o reactivo de derivatizacion en presencia de un reactivo de conjugacion de anticuerpos en el
sistema amortiguador. El reactivo de conjugacion de anticuerpos, la marca activada o el reactivo de derivatizacion
activado tipicamente comprenden uno o mas de los siguientes grupos reactivos: una carbodiimida, un éster de N-
hidroxisuccinimida, una maleimida, un isotiocianato o un reactivo de tiolacion. El método para conjugar el anticuerpo
aislado con la marca se lleva a cabo tipicamente a un pH en el intervalo de 5 a 9. Ventajosamente, antes de la etapa
de poner en contacto el anticuerpo con la marca, el anticuerpo se aisla mediante una etapa de elucién del anticuerpo
de la fase solida como se describe en la presente memoria. Segun la presente invencion, un sistema amortiguador
para conjugar el anticuerpo aislado con la marca comprende el tampon utilizado para la etapa de elucion del
anticuerpo. De esta manera, no hay necesidad de ninguna etapa de intercambio de tampdn, tal como la etapa de
dialisis.

Descripcion detallada

La invencion se describira ahora con mas detalle, solo a modo de ejemplo, con referencia a los siguientes Ejemplos
y las Figuras adjuntas, en los que:

La Figura 1 muestra el efecto de la betaina en una reaccion de conjugacion de fluoresceina;

La Figura 2 muestra el efecto de la tricina en una reaccion de conjugacion de ficoeritrina;

La Figura 3 muestra el efecto de betaina, acido citrico y glicina en una reaccién de conjugacion de
isotiocianato (fluoresceina);

La Figura 4 muestra el efecto de la betaina, el acido citrico y la glicina en una reaccién de conjugacién de
éster (fluoresceina) de NHS;

La Figura 5 muestra el efecto de la betaina, el acido citrico y la glicina sobre la estabilidad del iminotiolano; y
La Figura 6 muestra la neutralizacion de CFEB con un componente de pKa alto en presencia y ausencia de
un tampon de captura.

En experimentos para determinar el grado de interferencia en las reacciones de conjugacion de diversas sustancias
que se encuentran comunmente en los anticuerpos comerciales, los autores de la presente invencién descubrieron
que las altas concentraciones de glicina, al contrario de una gran cantidad de evidencia en la técnica anterior, no
interfieren en una reaccion mediada por carbodiimida entre un anticuerpo y una nanoparticula de oro carboxilada.

Las concentraciones de las diversas especies en las reacciones fueron tipicamente: anticuerpo, 16,67 nM; lisinas de
anticuerpos, 1 uM (suponiendo 60 lisinas por molécula de anticuerpo); EDC, 0,1 mM; y glicina, 50 mM. Por lo tanto,
hay un gran exceso molar de glicina sobre las lisinas de anticuerpos y EDC y, sin embargo, los grupos acido y amina
de la glicina no evitan una reaccion de conjugacion productiva entre los restos de lisina en el anticuerpo y los grupos
carboxilo en la nanoparticula de oro. Se encontr6 que la EDC era obligatoria en esta reaccion; no se formé producto
conjugado en ausencia de la carbodiimida.

La reactividad quimica de un grupo funcional a menudo esta relacionada con su pKa* y con el pH de la mezcla de
reaccion. [*los valores de pKa proporcionados a continuacién son para una temperatura de 25°C].

El pKa del grupo carboxilo en la glicina (2,35) es relativamente bajo en comparaciéon con otros acidos alifaticos
comparables (p. €j., acido acético, pKa 4,76) como resultado del efecto estabilizador (captacion de electrones) del
grupo alfa-amino. Los calculos que utilizan la ecuacién de Henderson-Hasselbach muestran que el grupo amina de
la glicina (pKa 9,8) esta casi totalmente en su forma protonada no reactiva a pH 5,0, lo que puede explicar en parte
por qué el grupo amino de la glicina se puede tolerar en las reacciones de carbodiimida.

Sin embargo, la primera etapa en una reaccion mediada por carbodiimida implica la reaccién de EDC con un grupo
carboxilo, que segun la teoria esta ionizado en 99,78% (es decir, COO") en la glicina a pH 5. Como esta es la forma
que ataca a las carbodiimidas protonadas en solucién acuosa, las consideraciones de pKa claramente no pueden
explicar la falta de interferencia de la glicina. Mas bien, se esperaria que el grupo carboxilo ionizado consumiera
EDC, a través de ciclos de activacion de carboxilo y a continuacion hidrolisis rapida o reaccién con cualquier amina
disponible, y por lo tanto interfiriera en la reaccion del anticuerpo con las nanoparticulas carboxiladas.

En vista de las afirmaciones erréneas en la técnica anterior sobre los efectos de la glicina en las reacciones de
conjugacion de anticuerpos y nanoparticulas mediadas por carbodiimida, los autores de la presente invencion se
preguntan si podrian haberse pasado por alto otras sustancias que contienen amina y carboxilo como posibles
sustancias favorables a la conjugacion. Mas importante aun, los autores de la presente invencion esperaban
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identificar sustancias compatibles con multiples tecnologias de conjugacion de anticuerpos, no solo aquellas
compatibles con reacciones mediadas por carbodiimida.

Centraron sus pruebas en acidos organicos con valores de pKa de alrededor de 1-4, que pueden ser adecuados
para su uso como tampones para la elucién de columnas de afinidad de anticuerpos. También ampliaron su estudio
para incluir otros aditivos de anticuerpos comunes y una variedad de acidos, aminoacidos y otros derivados para
tratar de comprender el mecanismo que sustentaba la falta de interferencia de la glicina en las reacciones de
carbodiimida.

Las moléculas se probaron inicialmente a pH 5 en reacciones mediadas por EDC con particulas de oro carboxiladas
(InnovaCoat GOLD, Innova Biosciences). Las moléculas potencialmente interesantes de este ejercicio de deteccion
se evaluaron adicionalmente en reacciones de éster del NHS, reacciones de isotiocianato y reacciones de tiolacion
que implican iminotiolano. Todas estas reacciones se utilizan ampliamente en el campo de conjugacion de
anticuerpos y se esperaria que todas sufrieran interferencia en presencia de glicina.

Los resultados en el escrutinio con una reaccion mediada por carbodiimida se muestran en la Tabla 1.

El fosfato y la azida de sodio, aditivos comunes en los anticuerpos, causaron interferencia probablemente al
reaccionar directamente con EDC. Tris, un tampén de neutralizacién primario comin que contiene amina o un
tampoén de almacenamiento causo graves interferencias.

Se identificaron varios aminoacidos y moléculas relacionadas que muestran poco o ningun efecto, incluyendo
alanina, acido DL-2-aminobutirico, betaina (glicina betaina; N, N, N-trimetilglicina), N,N-dimetilglicina, beta-alanina, N-
metilglicina (sarcosina), acido 2-picolinico (acido 2-piridincarboxilico), tricina [(N-tris(hidroximetil)metilglicina] y
prolina.

Otros aminoacidos mostraron una interferencia significativa, incluyendo GABA (acido gamma-amino butirico) y acido
nicotinico.

Los monoaminoacidos con dos grupos acidos (p. e€j., aspartato) causaron interferencias graves (datos no
mostrados).

Otros acidos (es decir, los que carecen de aminas) que causaron interferencias severas incluyeron acido citrico,
acido succinico, acido tricloroacético y acido 2,4,6-trihidroxibenzoico.

Los acidos que causaron interferencia significativa pero que no abolieron totalmente la reaccién de conjugacion
incluyeron acido ciclohexanocarboxilico, acetato de sodio y acido pivalico.

Tomados en conjunto, estos datos iluminan las caracteristicas estructurales que se deben disefiar en un tampdn
CFEB para minimizar la interferencia en las reacciones de carbodiimida.

Todas las moléculas con una funcion acida y que carecen de atomos de nitrégeno (es decir, carecen de amina
primaria, secundaria o terciaria; o carecen de un ion de amonio cuaternizado) causaron interferencia. Las moléculas
con dos funcionalidades acidas causaron interferencia independientemente de si también estaba presente una
amina. Por lo tanto, la presencia tanto de un grupo amina como de un grupo carboxilo, cualquiera de los cuales se
espera que esté contraindicado en reacciones de carbodiimida, en algunos casos, juntos pueden prevenir la
interferencia.

Esta claro que la posicion de la amina con respecto al grupo acido (tipicamente carboxilo) es muy importante. Para
los compuestos que muestran la menor interferencia, las funcionalidades amina y carboxilo estan separadas por un
atomo. Algunas moléculas con dos atomos intermedios fueron razonablemente bien toleradas, pero con tres atomos
intermedios los compuestos causan interferencia significativa.

En el GABA, las funcionalidades amino y carboxilo estan separadas por tres atomos y la amina no rebaja el pKa del
acido (pKa 4,23). La mayoria de los grupos acidos (85,5%) estan en la presunta forma reactiva de COO a pH 5, en
comparacion con una cantidad adn mayor en la forma reactiva (~99,8%) para la glicina. Sin embargo, el GABA
inhibe significativamente la reaccion mediada por carbodiimida, mientras que la glicina (pKa 2,3) no. El acido amino
butirico DL-2 (pKa 2,29), que es un isémero de GABA con las funcionalidades aminicas y carboxilicas en estrecha
proximidad (es decir, separacion de 1 atomo) no mostro interferencia.

Se observan resultados analogos con el acido aromatico, acido nicotinico, pKa 2,2, que mostré una interferencia
parcial en la reaccidon de carbodiimida, mientras que su isémero, el acido picolinico, con nitrégeno amina y grupo
carboxilo (pKa 1,07) en estrecha proximidad no tuvo efecto.
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Por lo tanto, los acidos carboxilicos en ausencia de una amina en estrecha proximidad causan interferencia,
especialmente si tienen valores bajos de pKa y estan significativamente ionizados a pH 5. El TCA (pKa 0,7) esta
esencialmente completamente ionizado a pH 5 y causa interferencia severa. Por el contrario, el acido pivalico (pKa =
5,03, es decir, ionizado en ~50% a pH 5, en donde los atomos de cloro del tricloroacético se reemplazan por grupos
metilo) mostré solo una inhibicién parcial.

Por lo tanto, la explicacion mas sucinta de la falta de efecto de la glicina en las reacciones de carbodiimida en
solucion acuosa de los autores de la presente invencion es que los centros con carga negativa y positiva interactuan,
a través de enlaces de hidrégeno, formando anillos intramoleculares que conducen a una reduccion en la reactividad
del grupo carboxilo. Tales interacciones también deben implicar una o0 mas moléculas de agua, ya que la glicina no
forma zwitteriones en la fase gaseosa. Las estructuras en solucion de incluso aminoacidos simples, tales como la
glicina, son muy complejas, y se cree que estan implicadas varias moléculas de agua en la estabilizacion de los
iones hibridos de la glicina (Xu y col. J. Chem. Phys. 119, 10696-10701, 2003).

En general, en quimica, la formacion de anillos de 5 o 6 miembros tiende a favorecer los anillos de 3 0 4 miembros
altamente tensos, o anillos con 7 o0 mas atomos. Por lo tanto, parece probable que los compuestos monocarboxilicos
que no interfieren en la reaccion de la carbodiimida de los autores de la presente invenciéon hayan cargado amina y
carboxilos que pueden interactuar directamente entre si, o indirectamente a través de puentes de moléculas de
disolvente (o posiblemente iones), para obtener anillos de 5 o 6 miembros con un bajo estado de energia. Sin
embargo, cuando los grupos cargados son mas remotos (es decir, separacion de tres atomos), los anillos
intramoleculares son demasiado grandes para favorecerlos termodinamicamente y el grupo carboxilo ionizado es
libre de reaccionar con las carbodiimidas protonadas.

Por lo tanto, es probable que cualquier molécula con la caracteristica estructural clave, es decir, amina y carboxilo en
estrecha proximidad (y que carecen de otros grupos interferentes) con cada grupo sustancialmente ionizado,
muestre una baja reactividad en una reaccidon de carbodiimida a pH 5. Cuando el pKa del carboxilo es
suficientemente bajo (<4), la molécula también puede ser adecuada para la elucién de columnas de anticuerpos.

Los tampones con la caracteristica estructural clave pueden tener otras aplicaciones. Por ejemplo, el acido picolinico
(pKa de amina 5,52) es un tampdén mucho mejor que MES (pKa 6,15) a valores de pH inferiores a 5. A estos valores
de pH, la amina del acido 2-picolinico estara ampliamente protonada y, por lo tanto, desactivara el grupo carboxilo.
Curiosamente, el tampon MES se utiliza cominmente en reacciones de carbodiimida a pH 4,7, a pesar del hecho de
que MES no puede ser un tampoén eficaz a este pH. El uso de MES a este pH quizas se explica por la preocupacion
por la interferencia esperada de los tampones con los grupos amina y carboxilo.

Si bien la glicina se puede tolerar en reacciones de carbodiimida entre anticuerpos y particulas carboxiladas a un pH
de alrededor de 5, es probable que la amina primaria de la glicina sea mucho mas reactiva en las reacciones de
conjugacion llevadas a cabo a valores de pH mas altos (p. €j., reacciones de éster de NHS), puesto que es menos
probable el grupo amino que sea protonado. Los autores de la presente invenciéon razonan que las moléculas de
acido que incorporan aminas secundarias o terciarias, o una sal de amonio cuaternizada, en oposiciéon a una amina
primaria (como en la glicina), podrian mostrar una menor interferencia en las reacciones de conjugacion basadas en
lisina llevadas a cabo a valores de pH mas altos, suprimiendo todavia la actividad de grupos carboxilo en reacciones
de carbodiimida a un pH de alrededor de 5.

Los supuestos CFEB de las pruebas iniciales en reacciones de mediacién de carbodiimida se probaron en una
tecnologia de conjugacion basada en amina disponible comercialmente (Lightning-Link; Innova Biosciences;
Patentes del Reino Unido Num. 2446088 y 2467041). La glicina (datos no mostrados) y la prolina (una amina
secundaria) causaron una interferencia significativa a una concentracion de 50 mM en las reacciones de conjugacion
de fluoresceina Lightning-Link. El acido 2-picolinico mostré6 moderada interferencia. La glicina betaina (una sal de
amonio cuaternizada) y la N,N-dimetilglicina (amina terciaria) tuvieron poco o ningun efecto (% de valores de control
de 98%, 96% a una concentracion de 50 mM, respectivamente). Se muestran curvas de dosis-respuesta completas
para productos conjugados preparados en presencia de glicina betaina frente a controles sin aditivo (Fig. 1). La
figura muestra que no hay un efecto dependiente de la concentracion de betaina a varias concentraciones en una
reaccion Lightning-Link. Control (sin betaina), cuadrados; betaina 1 mM, triangulos; betaina 10 mM, circulos
abiertos; betaina 50 mM, circulos cerrados.

La tricina (una amina secundaria) se evalué en una reaccion Lightning-Link con una proteina fluorescente, la
ficoeritrina. Hubo un grado modesto de interferencia en la reaccién de conjugacion a una concentracion de 50 mM
(91% de control). Las curvas de dosis-respuesta se muestran en la Fig. 2. La figura muestra que no hay un efecto
dependiente de la concentracion de tricina a varias concentraciones en una reaccion Lightning-Link. Control (sin
tricina), cuadrados; tricina 1 mM, triangulos; tricina 10 mM, circulos abiertos; tricina 50mM, circulos cerrados.

La glicina betaina se evalud adicionalmente en reacciones de isotiocianato (Fig. 3) y éster de NHS (Fig. 4) y se
compardé con los dos tampones mas comunes utilizados en el trabajo de purificacion de anticuerpos, la glicina y el
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acido citrico. La Figura 3 muestra la proporcion de moles de colorante con respecto a los moles de proteina para los
productos conjugados de anticuerpo-colorante preparados con isotiocianato de fluoresceina (FITC) en presencia de
diversos aditivos. La betaina y el acido citrico proporcionaron resultados similares a los del control (sin aditivos). La
glicina mostroé una interferencia significativa. La Figura 4 muestra la proporcion de moles de colorante con respecto a
los moles de proteina para los productos conjugados de anticuerpo-colorante preparados con éster de NHS-
fluoresceina en presencia de diversos aditivos. La betaina y el acido citrico proporcionaron resultados similares a los
del control (sin aditivos). La glicina mostré una interferencia sustancial. En contraste con sus potentes efectos
inhibidores en las reacciones de carbodiimida (Tabla 1), el acido citrico se podria tolerar en reacciones dependientes
de aminas. Como se esperaba, la glicina causé una interferencia significativa, especialmente con los ésteres de
NHS. La glicina betaina fue bien tolerada en ambas pruebas.

Si bien la ausencia de la amina primaria de la glicina evitaria cualquier competencia con las lisinas de anticuerpos en
las reacciones de éster o isotiocianato de NHS, la molécula resultante (es decir, acido acético) no es adecuada para
la elucion de columnas de afinidad puesto que el pKa del grupo acido (4,76) es demasiado alto y, por lo tanto, no
puede actuar como un tampoén en el intervalo de pH requerido. Ademas, el acido acético muestra una mayor
interferencia en las reacciones de carbodiimida que la glicina, a pesar de que el acido acético tiene una proporcion
significativa de sus carboxilos en la forma protonada no reactiva.

A menudo se introducen nuevos grupos funcionales (p. ej., tioles protegidos) en los anticuerpos (y en otras
sustancias que contienen amina) para ampliar el intervalo de posibles reacciones de derivatizacion que pueden
llevarse a cabo. Estas modificaciones casi siempre utilizan moléculas heterobifuncionales con un grupo éster de
NHS en un extremo. Dado que todos los derivados de NHS muestran esencialmente la misma reactividad con las
aminas primarias, la betaina es compatible con una gama muy amplia de reacciones populares de conjugacion de
NHS.

Los tioles también se pueden incorporar directamente a los anticuerpos utilizando técnicas no dependientes de
ésteres de NHS. Por ejemplo, el 2-iminotiolano se puede utilizar para modificar restos de lisina para incorporar
grupos tiol. La Figura 5 muestra que la glicina reacciona rapidamente con el 2-iminotiolano y, por lo tanto, no puede
tolerarse en reacciones de anticuerpos u otras sustancias que contienen amina con el 2-iminotiolano. El acido citrico,
como se esperaba, no tuvo efecto sobre esta reaccion concreta dependiente de amina, y el compuesto de amonio
cuaternario glicina betaina no tuvo efecto nuevamente.

Otros compuestos de amonio cuaternario también son CFEB adecuados, por ejemplo, prolina betaina por analogia
con glicina betaina.

Preferiblemente, las aminas primarias tienen un valor de pKa de >9 o >10, o el valor de pKa debe ser al menos 1
unidad o preferiblemente 2 unidades por encima del pH de la reaccién de conjugacion prevista, de modo que la
amina esté en gran medida protonada y sea relativamente poco reactiva. Las aminas secundarias son mas
preferidas que las aminas primarias y las aminas terciarias son mas preferidas que las aminas secundarias. Se
prefieren particularmente las sales de amonio cuaternario, ya que el atomo de nitrégeno retiene una carga positiva a
todos los valores de pH.

En la cromatografia de afinidad, para lograr altas recuperaciones, las columnas generalmente se eluyen entre pH 2,3
y pH 3,5; mas comunmente el pH es pH 2,3, pH 2,8 o pH 3,0. El anticuerpo eluido se debe neutralizar rapidamente
para evitar dafios inducidos por el pH. En el caso de un CFEB, solo es necesario neutralizar la solucién antes de la
conjugacion (es decir, de manera muy importante, no se requiere dialisis), seguido mas adelante por un simple
ajuste de pH, si fuera necesario, para cumplir con los requisitos de la reaccidon de conjugacion concreta de interés.

Preferiblemente, el CFEB debe tener un pKa por debajo del pH utilizado para la elucion de la columna de afinidad.

Si bien es tradicional utilizar tampones a un valor de pH cercano al valor de pKa, en la presente invencién existe una
clara ventaja durante la etapa de neutralizacion al no tener que moverse a través del punto de maxima resistencia
del CFEB al cambio de pH, es decir, el punto en el que el pH es igual al valor de pKa. No obstante, el CFEB aun
debe ser un tampodn eficaz con los valores de pH a los que se utilizara. En general, el intervalo de almacenamiento
intermedio Uutil se considera pKa +/- 1 unidad. Al utilizar un pH hacia el extremo superior del intervalo de
amortiguacion util, se requiere una menor cantidad de tampoén neutralizante, y el anticuerpo neutralizado tiene la
capacidad de amortiguacion global mas baja posible. Esto es importante ya que las reacciones de conjugacion
posteriores se pueden llevar a cabo a muchos valores de pH diferentes y el uso previsto del anticuerpo puede no
conocerse cuando el anticuerpo se purifica y neutraliza. Si la solucién en la que se formula el anticuerpo tiene una
capacidad de amortiguacion baja, el anticuerpo puede ajustarse facilmente a cualquier valor de pH nuevo mediante
la adicion de un tampdn mas potente.

La concentracién de CFEB debe ser suficiente para interrumpir la unién del anticuerpo, pero no se debe utilizar mas
de lo absolutamente necesario para facilitar la etapa de neutralizaciéon posterior. La concentraciéon de CFEB es
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preferiblemente inferior a 200 mM, mas preferiblemente inferior a 100 mM e incluso mas preferiblemente inferior a 50
mM.

La eficacia de la elucion de una columna de afinidad se determina en parte por la concentracion de CFEB, ya que la
columna antes de la elucién tipicamente se lava con un tampén de pH 7,5 para eliminar las proteinas que no son
anticuerpos. Por lo tanto, si el tampén de lavado es 50 mM, la transicién a pH bajo con, por ejemplo, CFEB 10 mM
no sera tan abrupta como con CFEB 50 mM, ya que inevitablemente habra una mezcla de los tampones en la parte
superior de la columna cuando se esté introduciendo el nuevo tampén

Idealmente, por lo tanto, se podria utilizar una pequefia cantidad de tampén débil a un pH de alrededor de 7 para
desplazar un tampén de equilibrio/lavado mas potente antes de la adicion de CFEB. Alternativamente, y mas
preferiblemente, la columna se debe equilibrarse y lavar con una solucion Unica de capacidad amortiguadora
relativamente baja, antes de la elucién a bajo pH. La fuerza iénica se puede mantener, si fuera necesario, incluso
después de cualquier reduccion de la concentracion del tampon, afiadiendo una sal no amortiguadora (p. €j., la sal
de un acido fuerte y una base fuerte), como NaCl.

En el caso de las purificaciones de anticuerpos a pequefa escala, el tampén de lavado de la columna se puede
eliminar en gran medida mediante la centrifugacién de la matriz de la columna de afinidad para expulsar el liquido,
aungue se debe tener cuidado de no permitir que la matriz se seque, lo que podria dafiar el anticuerpo unido.

En una realizacién particularmente preferida de la presente invencién, el CFEB es el compuesto de amonio
cuaternario, glicina betaina, que tiene un pKa de 1,8, significativamente por debajo del pH normalmente utilizado
para eluir las columnas de afinidad (p. €j., pH 2,3 y pH 2,8).

Si la columna se eluye a un pH mas alto (p. €j.,, pH 3,0), se puede seleccionar un tampén de elucién con pKa
ligeramente mas alto; por ejemplo, tricina, que tiene un valor de pKa para su grupo carboxilo comparable al de la
glicina (pKa 2,3). Alternativamente, se podria utilizar una concentracion ligeramente mas alta de una betaina tal
como la glicina betaina para mantener la capacidad de amortiguacion requerida, incluso fuera del intervalo de
amortiguacion normal (es decir, en el ejemplo anterior pH = pKa + 1,2, en lugar de pKa + 1,0).

Otras sustancias que se utilizan en la purificacion del anticuerpo (tampén de equilibrio de columna, tampoén de
lavado y sustancias neutralizantes) también deben ser compatibles con la reaccion de conjugacion prevista para no
negar los beneficios de utilizar un CFEB para la elucion.

Si bien se utilizan comunmente TBS (solucion salina tamponada con Tris) y PBS (solucion salina tamponada con
fosfato) como tampones de equilibrio/lavado en la cromatografia de afinidad, ninguno de estos se prefiere en un
procedimiento de purificacion de anticuerpos basado en CFEB, a menos que se utilice una estrategia de
desplazamiento de tampdn previa a la elucién. Tris interfiere en las reacciones dependientes de amina y PBS
interfiere en las reacciones de carbodiimida.

Sin embargo, muchos tampones utilizados en biologia con valores de pKa superiores a 6 son adecuados para su
uso en reacciones de conjugacion. Los tampones con grupos sulfonato y anillos de piperazina o morfolino se utilizan
comunmente y son compatibles con la mayoria de las reacciones de conjugacion, suponiendo que estén ausentes
del tampdn otros grupos funcionales potencialmente interferentes. Dentro de una clase, estos tampones a menudo
varian solo en el nimero y la posicion de los grupos metileno o sustituyentes hidroxilo.

La clase de tampones de piperazina incluye, pero no se limita a: (acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinoetanosulfénico)
(HEPES) (pKa 7,5); Acido 3- [4-(2-hidroxietil)-1-piperazinillpropanosulfénico (EPPS o HEPPS) (pKa 8,0); piperazin-
N,N'-bis(acido 2-etanosulfonico) (TUBOS) (pKa 6,76); N-(2-hidroxietil)piperazin-N'- (acido 2-hidroxipropanosulfénico)
(HEPPSO) (pKa 7,8); N-(2-hidroxietil)piperazin-N'-(acido 4-butanosulfénico) (HEPBS) (pKa 8,3).

La clase de tampones de morfolino incluye, pero no se limita a: Acido 3-morfolino-2-hidroxipropanosulfénico
(MOPSO) (pKa 6,9); acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES) (pKa 6,1); acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico
(MOPS) (pKa 7,2).

Otra clase de tampones con valores de pKa relativamente altos incluye, entre otros, los derivados de N-ciclohexilo:
Acido N-ciclohexil-2-aminoetanosulfénico (CHES) (pKa 9,5); &cido N-ciclohexil-3-aminopropanosulfénico (CAPS)
(pKa 10,4); acido 4-(ciclohexilamino)-1-butanosulfénico (CABS) (pKa 10,7); acido 3-(ciclohexilamino)-2-hidroxil-1-
propanosulfénico (CAPSO) (9,6).

Existen otras variaciones estructurales en los tampones anteriores y se puede encontrar una lista mas detallada en
Goldberg et al (J. Phys. Chem. Ref. Data, Vol. 31, Num. 2, 2002).

Generalmente, todos los tampones anteriores son sustancias neutralizantes y/o sustancias amortiguadoras
10
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potencialmente utiles y se toleraran en la mayoria de las reacciones de conjugacion. La eleccion del tampon o
tampones dependera del uso previsto del anticuerpo y especialmente del pH de la solucion final que se requiera.

En una realizacién de la presente invencion, los tampones indicados anteriormente con valores de pKa en el
intervalo pKa = 8 +/- 1 unidades, son tampones de equilibrio y de lavado preferidos. Estos incluyen MOPS, HEPES,
EPPS, pero esta seleccién no es limitante.

Con respecto a los tampones de neutralizacion, cualquiera de los tampones mencionados anteriormente son
tampones potencialmente adecuados. Sin embargo, la eleccion del tampén (o tampones, véase mas abajo) debe
tener en cuenta el pH final que se requiera y la idoneidad de los valores de pKa de los tampones.

En una realizacion preferida de la presente invencién, el tampoén neutralizante tiene un pH superior a su valor de
pKa, de modo que se requiere la menor cantidad posible de sustancia amortiguadora para neutralizar la solucion de
anticuerpo que contiene CFEB. Por ejemplo, se podria preparar una soluciéon de tampén EPPS (pKa 8,0) a pH 9,0.
Al afiadir un volumen especifico del tampén de neutralizacion a una concentraciéon especificada a un volumen
especifico del anticuerpo eluido en CFEB, el pH final se puede modificar para que esté alrededor del pH fisiolégico,
aun dentro del intervalo de amortiguacion util del tampon EPPS.

También es posible utilizar tampones neutralizantes fuera de su intervalo amortiguador util. Por ejemplo, el tampdn
Hepes (pKa 7,5) se podria utilizar a un pH de alrededor de 9, suponiendo que se tenga mucho cuidado para evitar el
riesgo de exceso al ajustar el pH en una region de muy baja capacidad de amortiguacion. Por lo tanto, el exceso de
base (p. €j., NaOH) que ha elevado el tampén fuera de su intervalo normal de amortiguacion (es decir, pKa +/- 1
unidad) neutraliza parte del acido en el anticuerpo eluido, formando sal, minimizando asi la masa y la concentracion
final de sustancia amortiguadora neutralizante real (es decir, en este caso, Hepes).

La mayoria de las reacciones de conjugacion de anticuerpos tienen lugar entre pH 5 y pH 9, ya que en las
reacciones mas comunes participan ésteres de NHS (reacciones tipicamente a un pH de alrededor de 8),
maleimidas (alrededor de 6,5-7,5), carbodiimidas (generalmente alrededor de pH 5-6) y reactivos de tiolacion
(tipicamente alrededor de pH 8-8,5).

En una realizacién preferida de la presente invencion, el tampén de neutralizaciéon comprende dos sustancias
amortiguadoras, una (el 'componente de alto pKa') con un pKa superior a 8, por ejemplo, preferiblemente alrededor
de pKa 9 o pKa 10, y la otra (el 'tamp6n de captura ') con un pKa de alrededor de 7.

Los dos componentes del tampdn de neutralizacién se pueden afadir por separado o como una mezcla.

Cuando los dos componentes se afiaden por separado, preferiblemente el tampdn de captura se afade antes del
componente de alto pKa para evitar sobrepasar valores altos de pH cuando se afiade el componente de alto pKa.

En el trabajo exploratorio con un nuevo CFEB existen ventajas al realizar adiciones separadas, ya que el
componente de alto pKa se puede afiadir en incrementos y medir el pH después de cada adicion. Posteriormente, se
puede realizar una sola adicién de una solucién combinada de componente de alto pKa/tampoén de captura para
lograr el mismo punto final premezclando las dos sustancias en las cantidades requeridas.

Alternativamente, un volumen conocido de varios CFEB potenciales (o un CFEB a diferentes valores de pH) se
puede mezclar con volumenes variables de cada una de una serie de amortiguadores de neutralizacion potenciales,
y €l pH final en cada caso se puede determinar y tabular. En experimentos posteriores, dependiendo del volumen
medido del anticuerpo en CFEB, se pueden consultar las tablas para determinar qué tampoén de neutralizacion
utilizar y cuanto afadir para lograr el pH final requerido.

Tras la adicidon de los dos componentes amortiguadores que da como resultado la neutralizacion del anticuerpo
eluido, se crea un sistema de triple tampdn que comprende el CFEB, el componente de alto pKa y el tampén de
captura (ignorando el anticuerpo y cualquier otra especie de tampdn presente a muy baja concentracion).

Es probable que el componente de alto pKa provenga de la serie de tampones de N-ciclohexilo, que generalmente
tienen valores de pKa relativamente altos, aunque no se pretende que esto sea limitante.

El pH del tampdn de neutralizacion es preferiblemente superior a pH 7, mas preferiblemente superior a 8, e incluso
mas preferiblemente en algun lugar entre pH 8,5y pH 11. Un pH de alrededor de pH 9-9,5 es particularmente util, lo
que es poco probable que dafie el anticuerpo al entrar en contacto la mezcla CFEB. Por supuesto, se puede utilizar
un pH mas bajo en el caso de anticuerpos que sean sensibles al pH alto.

Si se utiliza un componente de pKa alto, el pH de la solucién neutralizante idealmente esta dentro de una unidad del
valor de pKa. Si el pH esta por encima del valor de pKa, se requerird una cantidad menor de sustancia
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amortiguadora para neutralizar el CFEB que si el pH esta por debajo del pKa. Sin embargo, dado que el componente
de alto pKa tendra poco poder de amortiguacion a un pH neutro, la cantidad utilizada para neutralizar el CFEB no es
particularmente importante y el componente de alto pKa no resistira movimientos adicionales en el pH fuera del pH
7, si fuera necesario.

Cuando se afiade el tampdn neutralizante al anticuerpo eluido con CFEB, que generalmente tiene un pH de
alrededor de 2,3-3,0, la mezcla se volvera mas neutra. Con una seleccion juiciosa de los volumenes de anticuerpos
(en CFEB) y el tampdn neutralizante, el tampén de captura podra mantener (es decir, 'capturar’) el pH en el intervalo
de pH 6y 8 (es decir, tampdn de captura pKa +/- 1 unidad de pH).

Sin embargo, el tampdn de captura, que idealmente esta presente en la concentracion mas baja posible, debe estar
presente en cantidad suficiente para tolerar ligeras variaciones de la razén en volumen de la solucion de CFEB y el
tampon neutralizante, como puede ocurrir, por ejemplo, por pipeteo o inexactitudes de medicion, para asegurarse de
que el pH esté dentro del intervalo deseable para el almacenamiento de anticuerpos. Es deseable una concentracion
final de alrededor de 10 mM, aunque esto no es limitante.

Si el tampon de captura se afiade antes del componente de alto pKa, este ultimo debe afiadirse rapidamente, ya que
el tampon de captura no es normalmente la sustancia neutralizante primaria.

Después de que una muestra de anticuerpo haya sido neutralizada, el componente de alto pKa que se origina en la
solucion neutralizante ya no es un tampoén eficaz. Del mismo modo, el CFEB, que tiene un pKa ampliamente (pero
preferiblemente por debajo) del pH de elucién de la columna (es decir, en la region alrededor de pH 2,5) no es un
tampon eficaz a pH 7. En cambio, el tampén de 'captura' (con un pKa alrededor de 7), que esta presente a una
concentracion relativamente baja, proporciona todo el poder de amortiguacion eficaz, pero el pH de la solucion se
puede mover con relativa facilidad a un nuevo valor de pH dentro del intervalo de pH 5 a pH 9 mediante la adicion de
un cuarto tampén (o acido o base). Incluso dentro de este amplio intervalo de valores, ni el componente
amortiguador de alto pKa (suponiendo que pKa >9, preferiblemente 9,5 o superior) ni el CFEB son particularmente
eficaces para resistir cualquier cambio deseado en el pH.

Las caracteristicas estructurales del tampén de captura son similares a las requeridas por los tampones de
neutralizacion, excepto que idealmente deberian tener un valor de pKa alrededor de pH 7. Preferiblemente, el pKa
deberia estar entre pH 6 y 8, y el pH final alrededor de 7-7,5, aunque puede ser posible operar fuera de este
intervalo suponiendo que el anticuerpo sea estable al valor de pH final elegido.

Los tampones de captura preferidos incluyen MOPS (pKa 7,2) y HEPES (pKa 7,5) pero esto no es limitante. Otros
tampones con valores de pKa similares también se pueden utilizar como tampones de captura.

Las combinaciones preferidas de componente con alto contenido de pKa y tampdn de captura (ya se afiadan por
separado o juntos) incluyen CHES y MOPS o HEPES. De nuevo, estas combinaciones no son limitantes.

Finalmente, se pueden utilizar algunos tampones carboxilicos que contienen amina, a valores de pH apropiados, ya
sea como CFEB o como tampones de neutralizacion (p. €., tricina y la molécula relacionada bicina).

A partir de la teoria de los tampones, resultara evidente que se pueden crear muchas soluciones de multiples
componentes y baja capacidad de amortiguacién a un pH de alrededor de 7 combinando diferentes CFEB con
soluciones neutralizantes que comprenden un componente de alto pKa y un tampén de captura. Los componentes
concretos en el tampoén de neutralizacion no estan limitados, excepto que claramente ninguno debe tener grupos
funcionales que interfieran en las reacciones de conjugacion previstas. Las reacciones de conjugacion que utilizan
los métodos de la presente invencion consisten en poner en contacto la mezcla de anticuerpo/CFEB a un pH
adecuado con una mezcla de componentes que comprendan una marca activada (o marca mas sustancias quimicas
activadoras), tampon y otros aditivos segun sea necesario. En algunos casos, en lugar de una marca, se ancla una
molécula pequefia que porta un grupo funcional util, tipicamente para permitir la posterior unién de una marca a
través del grupo funcional. El orden preciso de adicién puede variar dependiendo de la naturaleza de la reaccion de
conjugacion, pero en ultima instancia, se ponen en contacto simultaneo un CFEB, tampdn de captura y/o tampones
neutralizantes, marca (o reactivo de derivatizacion) y anticuerpo (o proteina que se debe marcar) al comienzo de la
reaccion de conjugacion, que es un aspecto Unico del presente enfoque. Este concepto se desarrollé6 después del
hallazgo inesperado de que los aminoacidos, tales como la glicina, en ciertas circunstancias, pueden ser tolerados
en reacciones mediadas por carbodimida entre anticuerpos y nanoparticulas.

En cualquier reaccion de marcaje, es importante que la solucion de anticuerpo neutralizado, cuando se afiade a una
reaccion, no aleje el pH de la mezcla del pH de conjugacion deseado. Cuando el anticuerpo representa una pequefa
proporcion del volumen de reaccion total y cuando la capacidad de amortiguacion de la solucion de anticuerpo es
baja, la probabilidad de un cambio de pH significativo es baja. Por lo tanto, un anticuerpo formulado con un CFEB y
un tampén de neutralizacién adecuado y afiadido en un volumen adecuado sera compatible con muchas reacciones
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de conjugacion tamponadas diferentes.

Si el anticuerpo neutralizado esta bastante diluido y la adicidon de volumen representara una fraccion significativa del
volumen total del ensayo, la especie de amortiguacion primaria en la reaccion de conjugacion debe estar
suficientemente concentrada para aceptar la muestra de anticuerpo sin ningin cambio significativo en el pH.
Alternativamente, el volumen a afadir se podria reducirse aumentando la concentracién de anticuerpos utilizando
mecanismos simples bien conocidas en la técnica (p. €j., microconcentracion).

Sin embargo, si la intencion es llevar a cabo solo un tipo de reacciéon de conjugacion, el anticuerpo en CFEB se
puede neutralizar y ajustar directamente al pH de conjugacion requerido. En este caso, no se necesita flexibilidad
para ajustar el pH a otros valores, pero todavia existe un beneficio importante para evitar las etapas de dialisis
previas a la conjugacion.

Por ejemplo, si la reaccion de conjugacion se lleva a cabo a pH 9, el anticuerpo simplemente se puede ajustar a pH
9. En este escenario, no es necesario el uso de un tampoén de captura con pKa de alrededor de 7; mas bien, se
mezclaria un tampén ligeramente por encima de pH 9 (y con un pKa idealmente de alrededor de 9) con el anticuerpo
eluido a la razén en volumen requerida para lograr el pH final requerido.

Si solo se conjuga a pH 9 una parte del anticuerpo, seria preferible ajustar solo una parte del anticuerpo a pH 9, o
neutralizar la solucion completa de anticuerpo con CFEB a de alrededor de pH 7 utilizando un tampoén de captura
adecuado combinado con un tampdén de neutralizacién de alto pKa. El pH de una porcién de la solucién neutralizada
podria entonces elevarse a pH 9 cuando fuera necesario.

La necesidad de neutralizar los anticuerpos eluidos en un CFEB con volimenes precisos de tampones de
neutralizacion es menos critica cuando se manejan grandes volumenes de anticuerpos (es decir, varios ml o incluso
litros), ya que se puede insertar una sonda de pH en la solucién de anticuerpos. Deseablemente, se afiade
rapidamente un tampoén alcalino con un pKa apropiado (o0 una combinacion de tampdn de captura y un componente
de alto pKa a un pH adecuado) al CFEB sin preocuparse por el pH final exacto, excepto que debe elevarse lo
suficiente para minimizar el dafio inducido por el pH al anticuerpo y, preferiblemente, el pH se detiene en un punto
por debajo del pH que finalmente se requiere. El ajuste final al pH correcto se puede realizar utilizando un medidor
de pH y la adicion de una base adecuada (p. €j., solucién o tampén de NaOH) o acido (p. €j., HCI diluido) si el pH se
sobrepasa durante la etapa de neutralizacion.

Mediante la seleccién cuidadosa del tampén de elucion, su concentracion, el pKa de sus grupos ionizables y el pH
del tampon de elucion (especialmente con respecto a su valor de pKa), el anticuerpo se puede neutralizar facilmente
con un tampdn o combinacién de tampones de pH mas alto (y con valores de pKa cuidadosamente seleccionados),
sin limitar de ninguna manera el uso futuro del anticuerpo en diferentes tipos de reacciones de conjugacion.

También es posible eluir columnas de afinidad de antigeno con soluciones de alto pH (pH >10) en lugar de
soluciones de bajo pH. Los mismos requisitos de la CFEB se aplican aqui; el tampdn de elucion debe ser compatible
con los tipos deseados de reacciones de conjugacion. Con el cambio de una estrategia de elucién de pH bajo a una
de pH alto, la seleccion de un tampdn de neutralizacion adecuado (es decir, acido) se vuelve mas dificil, ya que los
tampones obvios (glicina, acido citrico) no estan permitidos con muchas quimicas de conjugaciéon populares. Sin
embargo, si se planifican reacciones no dependientes de la amina, puede ser posible utilizar acido citrico como
tampon neutralizante. Si se prevén reacciones de carbodiimida, el tampdn de neutralizacién podria ser glicina de pH
bajo, quizas utilizado junto con un tampdn de captura adecuado, aunque se preferiria la glicina betaina de bajo pH
con un tampoén de captura.

La N,N-dimetilglicina (pKa de amina de 9,8) es un buen candidato para la elucién de columnas de afinidad a pH alto.
En esta situacion, el tampoén de neutralizacion puede tener pKa de alrededor de 7 y afiadirse como una solucion a
pH 6. O bien el tampdn debe estar suficientemente concentrado para neutralizar el CFEB de pH alto, o bien se
podria afiadir un acido (pero en muchos casos no acido citrico, acido acético o glicina de pH bajo) para ajustar el pH,
con seguimiento mediante un medidor de pH si fuera posible. El tampén con un pKa de alrededor de 7 funciona
como un tampdén de captura para evitar sobrepasar valores de pH muy bajos. El acido clorhidrico a una
concentracion adecuada seria una eleccion obvia pero no limitante de acido neutralizante. Alternativamente, se
podria utilizar la glicina betaina de pH bajo, preferiblemente combinada con un tampén de captura de pKa ~7, como
se describié anteriormente, para neutralizar una solucién de pH alto utilizada para la eluciéon de la columna de
afinidad.

Utilizando los métodos de la presente invencion, las mezclas de tampones con concentraciones y valores de pKa
cuidadosamente seleccionados simplemente se combinan con una preparaciéon de anticuerpo eluido en un tampén
CFEB, proporcionando una soluciéon neutra de multiples componentes para el almacenamiento de anticuerpos, cuyo
pH posteriormente puede cambiarse facilmente dentro del intervalo de pH de 5 a 9 para adaptarse a casi cualquier
reaccion de conjugacion. es decir, reacciones que implican reacciones de éster de NHS, reacciones de isotiocianato,
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reacciones que implican reactivos de tiolacion y conjugacion de anticuerpos contra nanoparticulas mediada por
carbodiimida.

Ejemplos:
Ejemplo 1. Ensayo de flujo lateral.

Se prepararon tiras de prueba de flujo lateral (4 mm de ancho) a partir de membrana de nitrocelulosa (Millipore Hi
Flow plus 90) rayadas con IgG de cabra anti-conejo (linea de prueba) y biotina-BSA (linea de control). Las tiras se
alojaron en cartuchos de plastico y se afiadieron muestras de producto conjugado de oro (80 ul) a la almohadilla de
muestra. Los cartuchos se dejaron en reposo durante 30 minutos y a continuacion se leyeron utilizando un lector
ESE-Quant GOLD - QIAGEN. Cada muestra se enriquecié con una cantidad fija de estreptavidina-oro (Innova
biosciences - Cédigo del producto: 250-0200), que se une a la linea de control, para verificar que cada tira de prueba
se haya ejecutado correctamente y que los datos de la linea de prueba sean validos.

Ejemplo 2. Ensayos de fluorescencia.

Se incubaron placas de 96 pocillos de color negras (Greiner Bio-One (cddigo 655077)) con 50 ug de IgG de conejo
(1 ug/pocillo) durante la noche a 4°C. Las placas se bloquearon con TBS/BSA al 0,1% durante 1 hora a temperatura
ambiente y se lavaron cinco veces con TBS (tampdn de lavado). Los productos conjugados de anticuerpos
fluorescentes se diluyeron seriadamente en TBS/BSA al 0,1% y se afiadieron alicuotas de 50 ul a los pocillos por
triplicado. Después de la incubacion a temperatura ambiente durante 1 hora, la placa se lavé cinco veces y se ley6 la
emision de fluorescencia utilizando un lector de placas Tecan Infinite M200 con el soporte Idgico i-Control 1.4 con los
ajustes de excitacion/emision apropiados (fluoresceina, 490 nm/535 nm; ficoeritrina, 535 nm/575 nm. Los datos de
fluorescencia se trazaron en funcion de la dilucion del producto conjugado. Para comparar los resultados de los
aditivos probados en diferentes experimentos, los datos se transformaron en un porcentaje de un valor de control (es
decir, la sefial para el producto conjugado preparado en ausencia de cualquier aditivo de prueba).

Ejemplo 3. Reacciones de conjugacion con oro carboxilado

Se utilizaron 10 yg de IgG de cabra anti-conejo (GAR) por ml de nanoparticulas de 40 nm aplicadas como
recubrimiento con funcionalidad carboxilo (InnovaCoat GOLD, Innova Biosciences) a DO 10,0 en presencia de
aditivos a una concentracion final 50 mM. Tipicamente, las reacciones se ajustaron con las siguientes adiciones: 40
pl de nanoparticulas de oro 40 nm InnovaCoat (carboxiladas), se incubaron 5 minutos con 4 pl de GAR de 0,1
mg/ml, 20 ul de agua y 80 pl de tampon MES 100 mM que contenia aditivo 100 mM, pH 5,0. A continuacion, se
afadieron 16 pyl de EDC 1 mM y después de 10 minutos de incubacién a 22°C, se afiadieron 20 uyl de TBS
10X/Tween20 al 1% y 20 ul de agua para proporcionar el producto conjugado de DO 2.

Los productos conjugados de oro se mezclaron cuando se requirié con IgG de conejo ((concentracion final 50 ng/ml)
a 22°C. Los productos conjugados tenian una concentracion final de DO 0,2 (es decir, dilucion 1/10 de los productos
conjugados de partida). Las muestras se ejecutaron por triplicado en tiras de ensayo de flujo lateral como se
describe en el ejemplo 1.

Ejemplo 4. Efecto de varios aditivos sobre las reacciones de conjugacion de fluoresceina Lightning-Link.

Las reacciones se llevaron a cabo de acuerdo con el protocolo convencional del fabricante, excepto que los aditivos
se incluyeron a una concentracion de hasta 50 mM en las reacciones de conjugacion de IgG de cabra anti-conejo
utilizando el kit Lightning-Link de fluoresceina (codigo de producto 707-0010, Innova Biosciences, Reino Unido). Los
productos conjugados se probaron de acuerdo con el protocolo descrito en el Ejemplo 2. Las curvas de dosis-
respuesta para los productos conjugados preparados en presencia de glicina betaina se muestran en la Fig. 1, y el
% de valores de control para los productos conjugados (dilucion 1/100) preparados en presencia de los siguientes
compuestos (valores entre paréntesis) fueron: prolina (53%), glicina betaina (98%), N,N-dimetilglicina (96%), acido 2-
picolinico (83%) en comparacion con controles sin aditivos (100%).

Ejemplo 5. Efecto de la tricina en reacciones de conjugacion de ficoeritrina Light-Link.

El método fue como se describe en el Ejemplo 4, excepto que la IgG de cabra anti-conejo se conjugé con la proteina
fluorescente ficoeritrina (PE) utilizando un kit de conjugacion Lightning-Link PE (703-0005). Las curvas de dosis-
respuesta para productos conjugados de ficoeritrina preparados en presencia de tricina se muestran en la Fig. 2. La
tricina tiene poco efecto sobre las reacciones de conjugacion Lightning-Link PE en el intervalo de concentraciones
probadas. En este caso, el producto conjugado preparado a la concentracion mas alta de tricina (50 mM)
proporciond una sefal que era 91% del valor de control en ausencia de aditivo.

Ejemplo 6: Efecto de los aditivos en las reacciones de isotiocianato.
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Se incubaron 40 ug de IgG de conejo de 10 mg/ml durante la noche en la oscuridad a 22°C con FITC 50 uM en
tampon CHES 80 mM de pH 9,0 que contenia 50 mM de un aditivo (uno de glicina betaina, acido citrico o glicina).
Los productos conjugados se desalaron en columnas PD10 (GE Healthcare) en tampon TBS y los valores de
absorbancia de las soluciones eluidas se determinaron a 280 nm y 495 nm. La proporcion de moles de colorante con
respecto a moles de proteina para productos conjugados de anticuerpo-colorante en presencia de diversos aditivos
se muestra en la Fig. 3. La glicina mostr6 una interferencia significativa, mientras que la glicina betaina y el acido
citrico proporcionaron resultados similares a los del control (es decir, sin aditivo).

Ejemplo 7: Efecto de los aditivos en las reacciones de éster de NHS

Se incubaron 40 ug de IgG de conejo de 10 mg/ml durante 30 minutos en la oscuridad a 22°C con colorante de
fluoresceina-NHS 50 pM en fosfato de sodio 80 mM de pH 8,0 que contenia 50 mM de uno de varios aditivos (de
glicina betaina, acido citrico o glicina). Los productos conjugados se desalaron en columnas PD10 equilibradas en
tampon TBS y los valores de absorbancia de las soluciones eluidas se determinaron a 280 nm y 495 nm. La
proporcidon de moles de colorante con respecto a moles de proteina para los productos conjugados de anticuerpo-
colorante en presencia de diversos aditivos se muestra en la Fig. 4. La glicina betaina y el acido citrico
proporcionaron resultados similares a los del control (sin aditivo), mientras que la glicina mostré una interferencia
sustancial.

Ejemplo 8: Efecto de los aditivos sobre el reactivo de tiolacion 2-iminotiolano

Se afiadieron por triplicado muestras de 200 pl de fosfato de sodio 100 mM de pH 8,0 que contenia 80 ng/ml de
DTNB y 50 mM de aditivo (glicina betaina, acido citrico o glicina) a una placa transparente de 96 pocillos (Greiner
Bio-One, codigo 655077). Se afiadieron 20 pl de 2-iminotiolano 2 mM a cada pocillo y se mezclaron rapidamente y
los valores de absorbancia se leyeron a 405 nm cada minuto durante 30 minutos utilizando un lector de placas
Tecan Infinite M200 con el soporte logico i-Control 1.4. La liberacién de tioles a partir de 2-iminotiolano se muestra
en la Fig. 5. La figura muestra la liberacion de tioles en una reaccion de apertura del anillo de 2-iminotiolano. En la
reaccion de control, hay un aumento lineal constante de la absorbancia a medida que el reactivo es hidrolizado por
el agua. No hay aumento en esta velocidad en presencia de betaina o acido citrico (curvas superpuestas con la del
control). En presencia de glicina, se produce una hidrdlisis rapida y la apertura del anillo de 2-iminotiolano. Ni la
glicina betaina ni el acido citrico liberaron tioles mas rapido de lo que se observé en la reaccion de control (sin
aditivos). El aumento del valor basal se puede atribuir a la sensibilidad conocida del 2-iminotiolano a la hidrdlisis a
valores de pH alcalino.

Ejemplo 9. Uso de un tampén de captura y un componente de alto pKa para neutralizar una muestra de
CFEB.

A 3 ml de glicina betaina, pH 2,25, se le afiadié un tampon de 'captura’ (30 ul de Hepes 1 M, pH 7,5) seguido de
adiciones repetidas de 10 ul de un componente de alto pKa (tampon CHES 0,5 M de pH 9,5). El pH se midié
después de cada adicion. Después de la adicion de 70 ul, 80 ul y 90 ul de tampén CHES de pH 9,5, los valores de
pH de la mezcla fueron 7,27, 7,45 y 7,6. La Figura 6 muestra perfiles de pH completos con y sin el tampon de
captura. La figura muestra la neutralizacion de 3 ml de CFEB (betaina, pH 2,25) con (circulo sélido) o sin tampdén de
captura (circulo abierto) (30 ul de Hepes 1 M, pH 7,5) seguido de adiciones repetidas de 10 ul de tampdén CHES 0,5
M de pH 9,5. La adiciéon del tampoén de captura elevd el pH en aproximadamente 1 unidad de pH, por lo que las
curvas tienen diferentes posiciones de partida. Mas importante aun, el tampén de captura (pKa 7,5) resiste los
cambios en el pH entre pH 7 y pH 8, lo que facilita el ajuste del pH a cualquier valor alrededor de pH 7,5, a pesar de
la adicién del tampoén de neutralizaciéon a pH 9,5. En ausencia de tampoén de captura, se observa una transicion
abrupta de pH 4,87 a pH 8,19 con una sola adicion de 10 ul (de 90 ul a 100 ul) de tampon CHES.

Ejemplo 10. Columna de presentacion

Las cuentas de Sefarosa anti-ratén de cabra se empaquetaron en una columna desechable (volumen empaquetado
de 0,5 ml). Después de la incubacién con una muestra que contenia IgG de ratén en TBS durante 2 horas, la
columna se lavé con fosfato de sodio 10 mM/NaCl 150 mM, pH 8,0, y a continuacion se eluy6 con betaina 10 mM de
pH 2,3. Se recogieron fracciones de 100 ul y se neutralizaron inmediatamente con 11,1 ul de un tampdn A 10X que
comprendia Hepes 50 mM (tampdn de captura) y CHES 90 mM (componente de alto pKa). EI tampén 10X A se
prepar6é mezclando los volumenes apropiados de Hepes 1 M de pH 7,5, CHES 0,5 M, pH 9,5 y agua. La razén en
volumen de anticuerpo (en betaina) con respecto a tampoén de neutralizacion proporciona una concentracion de
tampon de captura final de 5 mM y un pH de 7,1. Alternativamente, las fracciones eluidas se neutralizaron con 11,1
ul de tampon B 10X (Hepes 30 mM y tampén CHES 105 mM) para proporcionar una preparacion de anticuerpo con
tampon mas débil (es decir, tampdn de captura 3 mM) con un pH final de 7,55.

Los anticuerpos purificados (1 ug) se conjugaron con nanoparticulas de oro carboxiladas de InnovaCoat (Innova
Biosciences) en tampon MES 50 mM, pH 5,0, y se probaron en membranas de flujo lateral con IgG de raton (de
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manera analoga al Ejemplo 1, pero con un anticuerpo diferente en la linea de prueba) utilizando IgG anti-ratén de
cabra como reactivo puente. Las sefales de flujo lateral fueron 165-277 unidades para productos conjugados de
diferentes experimentos, en comparacion con un valor de 193 unidades para IgG de ratéon que no habia sido
sometido a cromatografia, y un valor de cero unidades para controles que carecen del reactivo puente.

El tampon MES 50 mM, pH 5,0, (concentracion final) utilizado en la reaccién de conjugacion esta en el extremo de

su intervalo de amortiguacion util, pero fue capaz de superar faciimente los tampones de captura a una

concentracion de 3 mM y 5 mM; de hecho, fue suficiente MES alrededor de 40 mM para reducir el pH de las dos

muestras a pH 5,0. Con una concentracion de tampoén de captura final de solo 1 mM de Hepes (y CHES a 10,5 mM)
10 solo se requiere MES 22 mM para reducir el pH al pH de reaccién final de 5,0.

Tabla 1
Aditivo % de pKa (COOH) Estructura
senal
O
Alanina 100 pKa = 2,35 H3C
OH
NH,
O
Acido DL-2 Aminobutirico 101 pKa = 2,29
H3C OH
NH,
O
Beta-alanina 92 pKa = 3,6 /\/U\
H,N OH
0O
- CHs
Betaina glicina 96 pKa =1,83 . i
ch“f'q O
CHs
O OH
v o O O
Acido citrico 0 pKa = 3,14
HO OH
OH
Os _OH
Acido ciclohexanocarboxilico 71 pKa =4,9
O
N,N-dimetilglicina 110 pKas = 2,06 \N/\’/

OH
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Aditivo % de pKa (COOH) Estructura
sefial
O
GABA (acido Y-aminobutirico) 26 pKas = 4,23 /U\/\/ NH2
HO
O
Glicina 94 pKai = 2,35
HoN
OH
N . O
N-metilglicina (sarcosina) 93 pKas = 2,36 m
- OH
0O
Acetato de Na 37 pKas = 4,76 )k
O~ Nat
O
Acido nicotinico 73 pKas = 2,201 N OH
L
N
N
2-Acido picolinico 100 pKas = 5,52 l > OH
N
O
Acido pivalico 53 pKas = 5,03 >H/OH
O
\\‘\H
Prolina 94 pKai= 1,99 N OH
H
0
@)
Acido succinico 0 pKai = 4,2 OH
O
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Aditivo % de pKa (COOH) Estructura
sefal
O
cl,
TCA 0 pKa; =0,7 C oz OH
Cl
H O
Tricina 105 pKai =23 HO N\)kOH
HO
HO
8) OH
- o . HO OH
Acido 2,4,6-trihidroxibenzoico 0 pKai = 1,68
OH
HO
Tris 19 pKai = 8,07 HO
NH,
HO
| PBS (fosfato de sodio 25 mM, NaCl 150 mM)pH 7.2 | 15
N +
NaN3 al 0,01% 26 pKa; =4,8 a
- + -
No=N=—N
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REIVINDICACIONES

1. Un método para conjugar un anticuerpo aislado con una marca o reactivo de derivatizacion, cuyo método
comprende poner en contacto el anticuerpo con una marca activada o reactivo de derivatizacion activado, o poner en
contacto el anticuerpo con la marca o reactivo de derivatizacion en presencia de un reactivo de conjugacion de
anticuerpos, en un sistema amortiguador que comprende un compuesto amortiguador de acido monocarboxilico
distinto de glicina, que porta un sustituyente aminico en la posicion alfa o beta, en donde el reactivo de conjugacion
de anticuerpo o la marca activada comprende opcionalmente una carbodiimida, un éster de N-hidroxisuccinimida,
una maleimida, un isotiocianato o un reactivo de tiolacion, en donde el compuesto amortiguador de acido
monocarboxilico opcionalmente comprende adicionalmente uno o mas sustituyentes no aminicos o no comprende
sustituyentes adicionales.

2. Un método segun la reivindicacion 1, en donde el sustituyente aminico del acido monocarboxilico es
opcionalmente una amina secundaria o terciaria, 0 amonio cuaternario, tal como una betaina, que es opcionalmente
N,N,N-trimetilglicina, o en donde el compuesto amortiguador de acido monocarboxilico es un aminoacido primario,
tal como alanina, beta-alanina o acido 2-amino-butirico, o en donde el compuesto amortiguador de acido
monocarboxilico es prolina, tricina, N-metilglicina, N,N-dimetilglicina o acido 2-picolinico.

3. Un método segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde el grupo carboxilo del compuesto
amortiguador de acido monocarboxilico tiene un pKa en el intervalo de 1 a 4, tal como un pKa en el intervalo de 1,5
a 3,5, y en donde la amina del compuesto amortiguador de acido monocarboxilico opcionalmente tiene un pKa
mayor que 8 o un pKa mayor que 9.

4. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el compuesto amortiguador de acido
monocarboxilico esta presente a una concentracién de menos de 200 mM o menos de 100 mM o menos de 50 mM.

5. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el sistema amortiguador comprende
ademas un compuesto amortiguador de neutralizacion que tiene un pKa mayor de 5,5, en donde el compuesto
amortiguador de neutralizacion comprende opcionalmente un compuesto de morfolina, piperazina o N-ciclohexilo, tal
como acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES), acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico (MOPS), acido 3-morfolino-
2-hidroxipropanosulfénico (MOPSO), (acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfénico) (HEPES), acido 3-[4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinil]propanosulfonico (EPPS o HEPPS), piperazin-N,N'-bis(acido 2-etanosulfénico) (PIPES), N-
(2-hidroxietil)piperazin-N'-(acido  2-hidroxipropanosulfénico) (HEPPSO); N-(2-hidroxietil)piperazin-N'-(acido 4-
butanosulfénico) (HEPBS), acido  N-ciclohexil-2-aminoetanosulfénico  (CHES), acido  N-ciclohexil-3-
aminopropanosulfonico (CAPS), acido 4-(ciclohexilamino)-1-butanosulfonico (CABS) o acido 3-(ciclohexilamino)-2-
hidroxil-1-propanosulfénico (CAPSO), en donde el sistema amortiguador opcionalmente comprende ademas un
compuesto amortiguador de captura con un pKa en el intervalo de 6-8, en donde el compuesto amortiguador de
neutralizacion tiene un pKa superior a 8, tal como en el intervalo de 8 a 11, cuyo tampdén de captura es
opcionalmente MOPS o HEPES y en donde la concentracion del compuesto amortiguador de captura es
opcionalmente menor que la concentracion del compuesto amortiguador de neutralizacion.

6. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la marca comprende una enzima,
una proteina fluorescente, un colorante organico, una particula coloreada, biotina, estreptavidina o un polimero y/o
cuyo método se lleva a cabo a un pH en el intervalo de 5 a 9.

7. El uso de un tampdén que comprende un compuesto amortiguador de acido monocarboxilico que porta un
sustituyente aminico en la posicion alfa o beta para eluir un anticuerpo de una fase sdlida, en donde el pH del
tampon esta en el intervalo de 1,8 a 3,5, en donde el sustituyente aminico del acido monocarboxilico es un amonio
cuaternario, opcionalmente en donde la fase sodlida esta dispuesta en una columna, y adicionalmente de manera
opcional en donde la fase sdélida comprende una matriz de afinidad para el anticuerpo.

8. El segun la reivindicacién 7, en donde el compuesto amortiguador de acido monocarboxilico comprende
adicionalmente uno o mas sustituyentes no aminicos o no comprende ningun sustituyente adicional, y/o en donde el
compuesto amortiguador de acido monocarboxilico es una betaina, que es opcionalmente N,N,N-trimetilglicina .

9. El uso segun la reivindicacién 7 o la reivindicacion 8, en donde el grupo carboxilo del compuesto amortiguador de
acido monocarboxilico tiene un pKa en el intervalo de 1 a 4, tal como un pKa en el intervalo de 1,5 a 3,5.

10. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en donde el compuesto amortiguador de acido
monocarboxilico esta presente a una concentraciéon de menos de 200 mM o menos de 100 mM o menos de 50 mM,
y/o en donde el pH del tampdn esta en el intervalo de 2,3 a 3,5.

11. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde, antes de la etapa en la que se pone en
contacto el anticuerpo con la marca, reactivo de derivatizaciéon, marcador activado o reactivo de derivatizacion
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activado, el anticuerpo se aisla mediante una etapa de elucidn del anticuerpo de una fase sdlida segun cualquiera de
las reivindicaciones 7 a 10, y en donde el sistema amortiguador comprende el tampén utilizado para la etapa de
elucion del anticuerpo.

12. Un kit de aislamiento de anticuerpos que comprende una matriz de afinidad en fase sdlida para unir un
anticuerpo y un tampoén para eluir el anticuerpo cuando se une a la matriz de afinidad, en donde el tampdn
comprende un compuesto amortiguador de acido monocarboxilico distinto de glicina, que tiene un sustituyente
aminico en la posicion alfa o beta, en donde el pH del tampdn esta en el intervalo de 1,8 a 3,5, y en donde el tampdn
se define como en cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10.

13. Un kit de aislamiento de anticuerpos segun la reivindicaciéon 12, que comprende adicionalmente un tampén de
neutralizacion como se define en la reivindicacion 5 y opcionalmente un tampon de captura como se define en la
reivindicacion 5.

14. Un kit de aislamiento de anticuerpos segun la reivindicacién 12 o la reivindicaciéon 13, en donde el pH del tampon
de captura esta en el intervalo de 6 a 8 y/o en donde el pH del tampo6n de neutralizacion esta por encima de 6 o por
encima de 8, o esta en el intervalo de 8,5 a 11, o en el intervalo de 9 a 9,5.

15. La composiciéon de anticuerpos para su uso en una reaccion de conjugacion, cuya composicion comprende un
anticuerpo aislado en un sistema amortiguador, en donde el sistema amortiguador comprende un compuesto
amortiguador de acido monocarboxilico que porta un sustituyente de amonio cuaternario en la posicion alfa o beta,
en donde el compuesto amortiguador de acido monocarboxilico esta presente a una concentracion de menos de 200
mM y en donde el compuesto amortiguador de acido monocarboxilico opcionalmente se define como en la
reivindicacion 9 o la reivindicacion 10.

16. Una composicion de anticuerpo segun la reivindicacion 15, en donde el sistema amortiguador comprende
adicionalmente un compuesto amortiguador de neutralizaciéon como se define en la reivindicacion 5 y opcionalmente
un tampon de captura como se define en la reivindicacion 5.

17. Una composicion de anticuerpo segun la reivindicacion 15 o la reivindicacion 16, que tiene un pH en el intervalo
de 5 a 9, y/o en donde el anticuerpo aislado se conjuga con una marca, tal como una marca que comprende una
enzima, una proteina fluorescente, un colorante organico, una particula coloreada, biotina, estreptavidina o un
polimero.

18. Uso de un sistema amortiguador como se define en la reivindicacién 16 como medio de almacenamiento para un
anticuerpo o producto conjugado de anticuerpo.
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Figura 1

50000+
40000+
30000+

20000+

Fluorescencia

10000+

0 1
100 1000

Factor de dilucion del producto conjugado

21



ES 2762 501 T3

Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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