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DESCRIPCION

Aislamiento de inmunoglobulinas.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para aislar o purificar inmunoglobulinas a partir de diferentes materias
primas y a matrices en fase s6lida para el mismo.

Antecedente de la invencion

Las inmunoglobulinas -o los anticuerpos- constituyen una clase muy importante de proteinas que estan presentes
en diferentes fluidos corporales de mamiferos, de aves y de peces y que actian como agentes protectores del animal
contra sustancias, bacterias y virus que desaffan al animal. Las inmunoglobulinas estdn presentes tipicamente en la
sangre, la leche y la saliva de animales, asi como en otros fluidos corporales y secreciones.

La actividad biolégica, que poseen las inmunoglobulinas, se explota en la actualidad en un abanico de diferentes
aplicaciones en el diagndstico humano y veterinario, en el sector sanitario y en el terapéutico.

Diagnosticos

Los anticuerpos se han aplicado durante muchos afios como una herramienta analitica importante en relacion con
la deteccioén y la cuantificacién de una amplia variedad de sustancias relevantes en el diagnéstico de enfermedades y
que tienen una importancia en aumento en areas tales como el control de calidad de productos alimenticios, el control
medioambiental, el abuso de farmacos y la vigilancia y el control de procesos industriales.

Para estos fines, los anticuerpos deseados se pueden producir mediante hiperinmunizacién de animales hospeda-
dores adecuados, tales como conejos y ovejas o, alternativamente, produciendo anticuerpos monoclonales en cultivos
de células de hibridoma.

Después de la produccion primaria de los anticuerpos en un animal hospedador o en un cultivo celular, el anticuerpo
se afsla tipicamente de la masa de las otras sustancias en la materia prima, mediante un cierto tipo de procedimiento
de aislamiento. Este es necesario para evitar la interferencia de estas otras sustancias con la actividad del anticuerpo,
en la aplicacién analitica.

Aplicaciones sanitarias y terapéuticas

La inmunizacién pasiva mediante inyeccién intramuscular de concentrados de inmunoglobulina es una aplicacién
bien conocida para la proteccién temporal contra enfermedades infecciosas, que se aplica tipicamente cuando una
persona estd viajando de una parte del mundo a la otra. El éxito de este tipo de tratamiento en los seres humanos, se
estd siguiendo ahora en el campo veterinario, en donde se estd aplicando y desarrollando la inmunizacién pasiva de
ganado, caballos, cerdos y pollos recién nacidos, para mejorar la tasa de supervivencia de estos animales durante sus
primeras semanas de vida. Una cuestién importante en este campo, es por supuesto el coste de tal tratamiento, que
depende en un alto grado del coste de la produccién del concentrado de inmunoglobulina.

Material aislado de inmunoglobulinas animales, p. €j., de la leche bovina, también se estd investigando como un
producto sanitario oral o incluso terapéutico, para evitar o tratar infecciones gastrointestinales, p. €j., en pacientes con
SIDA. Para tales aplicaciones, tanto el grado de pureza del producto como el coste, tienen gran importancia.

Una aplicacién mas sofisticada de los anticuerpos para uso terapéutico, se basa en los denominados “farmacos
dirigidos hacia una diana”, en donde los firmacos muy potentes se enlazan covalentemente con anticuerpos que tienen
unas afinidades de unién especificas, hacia células especificas en el organismo humano, p. €j., células cancerosas.
Esta técnica asegura que el farmaco esté concentrado en las células enfermas, proporcionando un efecto maximo del
farmaco, sin los graves efectos secundarios que tienen lugar con frecuencia al usar la quimioterapia. Para tales fines,
los anticuerpos tienen que estar controlados muy cuidadosamente y tener una alta pureza, y el modo tipico de realizar
la produccién primaria es o bien produciendo anticuerpos monoclonales en un cultivo de células de hibridoma, o
fermentando bacterias modificadas genéticamente, p. €j., E. coli.

Aislamiento de inmunoglobulinas
Todas las aplicaciones de las inmunoglobulinas mencionadas anteriormente, requieren un cierto tipo de aislamiento
del anticuerpo a partir de la materia prima bruta, pero cada tipo de aplicacidn tiene sus propios requerimientos muy

variados, en relacion con la pureza final y los costes admisibles para el producto del anticuerpo.

Generalmente, existe una amplia gama de métodos diferentes disponibles para el aislamiento de las inmunoglobu-
linas, que proporcionan una amplia gama de purezas finales, de rendimientos y de costes del producto.
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Los métodos tradicionales para el aislamiento de inmunoglobulinas se basan en una precipitacioén reversible y
selectiva de la fraccion proteica que comprende las inmunoglobulinas, cuando se separan de otros grupos de proteinas
en la solucidn. Siendo los agentes de precipitacion tipicos, etanol, polietilenglicol, sales liotrépicas (anti-caotrépicas),
tales como sulfato de amonio y fosfato potésico, y dcido caprilico.

Tipicamente, estos métodos de precipitacion proporcionan productos muy impuros, y al mismo requieren mucho
tiempo y son laboriosos. Ademds, la adicion del agente precipitante a la materia prima, dificulta el uso del material
sobrenadante para otros fines y crea un problema de eliminacién. Esto es particularmente relevante cuando se trata de
una purificacién de inmunoglobulinas a gran escala, p. €j., a partir del suero y del plasma.

La cromatografia de intercambio i6nico es otro método bien conocido para el fraccionamiento de proteinas, que se
emplea con frecuencia para aislar inmunoglobulinas. Sin embargo, este método no es aplicable generalmente debido
a las restricciones en la fuerza idnica y el pH, que son necesarios para asegurar una unién eficaz del anticuerpo, junto
con los puntos isoeléctricos que varian de diferentes inmunoglobulinas.

La cromatografia de afinidad de la proteina A y la proteina G son métodos muy populares y extendidos para el
aislamiento y la purificacién de inmunoglobulinas, particularmente para el aislamiento de anticuerpos monoclonales,
debido principalmente a la facilidad de empleo y a la alta pureza obtenida. Aunque es popular, sin embargo se reconoce
que la proteina A y la proteina G plantean otros problemas al usuario, siendo algunos de ellos: el coste muy elevado,
una eficacia de la union variable de los diferentes anticuerpos monoclonales (particularmente la IgG, de ratén), la fuga
de Proteina A/Proteina G en el producto, y una estabilidad baja de la matriz con soluciones limpiadoras tipicas, p. €j.,
hidréxido sédico 1 M. Cada uno de estos inconvenientes tiene su consecuencia especifica en la aplicacién individual,
variando desde consecuencias insignificantes a consecuencias muy graves y costes prohibitivos.

La cromatografia hidr6foba es también un método ampliamente descrito para el aislamiento de inmunoglobulinas,
p. €j., en la “Application Note 210, BioProcess Media” publicada por Pharmacia LKB Biotechnology, 1991. En esta
referencia, se describe un producto del estado de la técnica, “fenil Sepharose de alto rendimiento”, con el fin de
purificar anticuerpos monoclonales a partir del material sobrenadante de cultivos celulares. Igual que con otras matrices
hidréfobas empleadas hasta la fecha, es necesario afiadir sales liotrépicas a la materia prima para que la unién de la
inmunoglobulina sea eficaz. El anticuerpo unido se libera de la matriz disminuyendo la concentracion de sal liotrépica
en un gradiente continuo o escalonado. Se recomienda combinar la cromatografia hidr6foba con otra etapa, si se desea
un producto muy puro.

La desventaja de este procedimiento es la necesidad de anadir sal liotrdpica a la materia prima, ya que ésta plantea
un problema de eliminacién y, por tanto, un coste incrementado para el usuario a gran escala. Para otras materias
primas diferentes al material sobrenadante de cultivos celulares, tales como lactosuero, plasma y yema de huevo, la
adicién de sales liotrépicas a las materias primas, seria en muchos casos prohibitiva en aplicaciones a gran escala, ya
que la sal evitaria cualquier uso econémicamente factible de materia prima pobre en inmunoglobulina, junto con el
problema de la eliminacién de varios miles de litros de desecho.

La cromatografia tiofilica por adsorcién fue introducida por J. Porath en 1985 (J. Porath y col.; FEBS Letters,
volumen. 185, pag. 306, 1985) como un nuevo principio de adsorcién cromatografico para el aislamiento de inmuno-
globulinas. En este articulo, se describe cdmo la divinil sulfona activaba agarosa acoplada con varios ligandos, que
comprendian un grupo mercapto libre que mostraba una unién especifica de las inmunoglobulinas, en presencia de
sulfato de potasio 0,5 M, es decir, una sal liotrépica. Se postulé que el grupo de la sulfona, procedente del espaciador
de vinil sulfona, y el tio-éter resultante en el ligando, eran una necesidad estructural para obtener la especificidad des-
crita y la capacidad de unién de anticuerpos. Sin embargo, mds tarde se mostré que el tio-éter se podria reemplazar por
nitrégeno u oxigeno, si el ligando comprendia adicionalmente un radical aromético (K.L. Knudsen y col., Analytical
Biochemistry, volumen 201, pag. 170, 1992).

Aunque las matrices descritas para la cromatografia tiofilica muestran generalmente un buen rendimiento, también
tienen una desventaja importante porque es necesario afiadir sales liotrépicas a la materia prima, para asegurar una
unio6n eficaz de la inmunoglobulina, lo cual es un problema por las razones enunciadas anteriormente.

Se han descrito otros ligandos tiofilicos acoplados a agarosa activada con epoxi en (J. Porath y col., Chem. Mak-
romol. Symp., volumen. 17, pag. 359, 1988) y (A. Schwarz y col., Journal of Chromatography B, volumen 664, pags.
83-88, 1995), p. €j., 2-mercaptopiridina, 2-mercaptopirimidina y 2-mercaptotiazolina. Sin embargo, todas estas matri-
ces de afinidad, todavia tienen constantes de afinidad inadecuadas para asegurar una unién eficaz del anticuerpo, sin
adicion de sales liotrdpicas.

Union y aislamiento de proteinas y otras biomoléculas

El documento de patente WO 96/00735 y el documento de patente WO 96/09116 describen resinas (matrices) para
purificar proteinas y péptidos, cuyas resinas se caracterizan por el hecho de que contienen ligandos ionizables y/o
funcionalidades sin carga con el pH de la unién de la proteina o el péptido diana, facilitando de tal modo interacciones
hidréfobas, y cargada con el pH de la desorcién, rompiendo de este modo la interaccién hidréfoba establecida entre la
resina y la proteina o el péptido diana. El documento WO 96/00735 menciona la posibilidad de acoplar el 2-mercapto-
bencimidazol con Sepharose 6 B activada con epoxi. La concentracién real del ligando no esté descrita, no obstante, el
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acoplamiento se realiza con una Sepharose activada con epoxi en la que se describe que el contenido de grupos epoxi
estd en el intervalo de 1,02-1,28 mmol/g de materia seca.

El documento de patente WO 92/16292 describe una variedad de diferentes ligandos acoplados a agarosa activada
con divinil sulfona y el uso de las matrices en fase s6lida resultantes, para la adsorcién tiofilica de proteinas, preferen-
temente inmunoglobulinas. Se menciona especificamente las matrices en fase sélida que comprenden 4cido 4-amino-
benzoico como ligando sobre una agarosa activada con divinil sulfona. La adsorcién de las proteinas, preferentemente
inmunoglobulinas en el documento WO 92/16292, se realiza con concentraciones elevadas de sales liotrdpicas, es
decir, con una fuerza iénica de 2,25 o superior.

Breve descripcién de la invencién

Se ha encontrado ahora sorprendentemente que varios tipos de sustancias aromadticas o heteroaromadticas enlazadas
a una matriz en fase sélida, se pueden utilizar en un nuevo método para aislar y/o purificar inmunoglobulinas de
diferentes tipos, procedentes de materias primas muy diferentes, con alta eficacia y con ventajas especiales en relacién
con el uso de pocas sales o ninguna, especialmente sales liotrépicas, en el procedimiento de unién y en relacién con la
capacidad para unirse a una amplia gama de inmunoglobulinas. Ademads, estas matrices tienen ventajas especiales con
respecto a la estabilidad en NaOH, que tiene una importancia relevante cuando las matrices en fase sé6lida se tienen
que regenerar después del uso.

Asi, un objeto de la presente invencidn es proporcionar un método para el aislamiento de inmunoglobulinas proce-
dentes de una solucién que contiene una o varias inmunoglobulinas, que comprende las siguientes operaciones:

a) poner en contacto una solucién que contiene una o varias inmunoglobulinas y que tiene un pH en el intervalo de
2,0 a 10,0, y un contenido total en sales correspondiente a una fuerza idénica de como méaximo 2,0, con una matriz en
fase sélida de férmula general

M-SP1-L,

en donde M designa el esqueleto de la matriz, SP1 designa un espaciador, y L designa un ligando que comprende
un resto aromadtico o heteroaromadtico, opcionalmente sustituidos con un monociclo o un biciclo,

en donde el resto aromatico o heteroaromadtico, o SP1 es portador de un grupo dcido, y en donde la concentracién
de ligando estd en el intervalo de 10-120 ymol/ml de matriz en fase sé6lida hidratada y sedimentada,

por lo que al menos una parte de las inmunoglobulinas queda unida a la matriz en fase sélida;
b) separar la matriz en fase sélida que tiene inmunoglobulinas unidas a la misma de la solucién;
¢) opcionalmente, lavar la matriz en fase sélida; y

d) poner en contacto la matriz en fase s6lida con un eluyente para liberar una o varias inmunoglobulinas de la
matriz en fase sélida;

con la condicién de que se cumplan los criterios de (i) e (ii), o los criterios de (ii) e (iii):

(1) la matriz en fase sélida tiene una eficacia de la unién de por lo menos 50% cuando se somete a ensayo con
un pH en el intervalo de 2,0 a 10,0 en el “Ensayo convencional de la union de inmunoglobulinas” descrito en esta
memoria; o

(i1) la matriz en fase sélida tiene una eficacia de la unién promedio de al menos 60%, para todas las inmunoglobu-
linas sometidas a ensayo en el “Ensayo de la union de anticuerpos monoclonales a una matriz” cuando se somete a
ensayo con un pH en el intervalo de 2,0 a 10,0; o

(iii) la estabilidad de la matriz en fase sélida en NaOH 1 M es de tal modo, que la incubacién de la matriz en NaOH
1 M en la oscuridad, a temperatura ambiente, durante 7 dias, reduce la eficacia de la unién, a un pH en el intervalo
desde una unidad menos de pH que el valor de pH médximo en la unién, hasta una unidad més de pH que el valor de pH
maximo en la unién, tal y como se determina en el “Ensayo convencional de la union de inmunoglobulinas”, descrito
en esta memoria, en menos del 25%, comparada con una matriz sin tratar correspondiente; y

con la segunda condicién de que el peso molecular del ligando - L sea como méaximo 500 Dalton.

Ademds se ha observado que las matrices mencionadas anteriormente, en donde el resto aromético o heteroaro-
matico es portador de un grupo 4cido, opcionalmente mediante un espaciador SP2, son igualmente idéneas para el
aislamiento y la purificacién de proteinas, sin la necesidad de afiadir sales liotrdpicas a la solucién que contiene las
proteinas (la materia prima) y sin la necesidad de emplear grandes cantidades de disolventes orgdnicos para eluir las
proteinas unidas de la matriz.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2332893 T3

Descripcion detallada de la invencion
Aislamiento de inmunoglobulinas
En general, el método para aislar inmunoglobulinas se puede dividir en distintas etapas:
(a) Equilibrar la matriz en fase sélida
(b) Poner en contacto la fase soélida con la solucion de inmunoglobulinas
(c) Lavar la fase solida
(d) Separar la fase solida de la solucion
(d) Eluir la inmunoglobulina unida
(e) Regenerar la matriz en fase solida

Sin embargo, puede depender de la aplicacién especifica si se realizan todas las etapas cada vez o no. Asf, las tnicas
etapas obligatorias son las etapas de puesta en contacto, separacion y elucion, mientras que las etapas de equilibrio,
lavado y regeneracion se pueden realizar o no, segin los requisitos especificos pertinentes para la aplicacion real. El
tipo de etapa de separacion depende de las disposiciones reales (véase mas abajo).

Equilibrio

Antes de poner en contacto la matriz en fase sélida con la solucién que contiene la inmunoglobulina, se prefiere
asegurar que la matriz y la solucién estan en un estado que da como resultado la unién deseada de la inmunoglobulina.
Para ello, puede ser necesario por lo tanto, ajustar pardmetros tales como el pH, la fuerza iénica y la temperatura y en
algunos casos, afiadir sustancias de otro tipo para favorecer la unién de las inmunoglobulinas y/o evitar la uni6én de
impurezas.

Asi, una etapa opcional es equilibrar la matriz en fase sélida, lavdndola con una solucién (p. €j., un tampon para
ajustar el pH, la fuerza iénica, etc., o para introducir un detergente) proporcionando las caracteristicas necesarias a la
fase solida.

Puesta en contacto

Cuando la matriz en fase sélida estd en forma de particulas con forma esférica o irregular, la puesta en contacto
de una solucién que contiene una o varias inmunoglobulinas, se puede realizar en una columna del lecho fijo o en
una columna de lecho fluidizado/expandido, que contiene la matriz en fase sélida. También se puede realizar con
una simple operacién por tandas, en donde la matriz en fase sélida se mezcla con la solucién durante un tiempo
determinado para permitir la unién de la(s) inmunoglobulina(s).

Siempre que la matriz en fase s6lida estd en forma de membranas u hojas permeables o semipermeables, la puesta
en contacto se realiza generalmente bombeando/forzando la solucién que contiene la inmunoglobulina, a través de la
superficie y/o a través de una estructura porosa de la membrana o de la hoja, para asegurar que las inmunoglobulinas
se pongan en contacto estrecho con los ligandos inmovilizados sobre la superficie y/o en las estructuras porosas.

Otras recomendaciones para este procedimiento se proporcionan en las “Herramientas para la purificacion de
anticuerpos monoclonales”, Gagnon, P., Validated Biosystems, 1996).

Lavado

Después de poner en contacto la matriz en fase sélida con la solucién que contiene la inmunoglobulina, se realiza
opcionalmente un proceso de lavado para eliminar las sustancias no unidas o unidas débilmente, tales como otras
proteinas, lipidos, dcidos nucleicos u otras impurezas de la matriz. Sin embargo, en algunos casos en los que no
es decisiva una alta pureza de la inmunoglobulina, se puede omitir el proceso de lavado, ahorrando una etapa del
procedimiento asi como la solucién de lavado.

En otros casos en los que es necesaria una alta pureza de la inmunoglobulina, se pueden emplear diversos procedi-
mientos de lavado diferentes, con tampones de lavado diferentes, antes de comenzar la elucién.

Los tampones de lavado empleados dependeran de la naturaleza del adsorbente cromatografico y del ligando que se
une a las inmunoglobulinas. El tamp6én de lavado no debe perturbar la unién de la inmunoglobulina con el adsorbente,
es decir, el pH, la concentracién salina y otros aditivos deben estar ajustados de modo que solamente se eliminen
las impurezas indeseadas, por la simple sustitucion de la solucién que contiene las impurezas que estd presente en
el adsorbente y alrededor del mismo, por el tampdén de lavado - o en combinacién con el mismo, eliminar también
las impurezas unidas al adsorbente. La eliminacion de las impurezas unidas a la matriz se puede realizar cambiando
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el pH y/o la fuerza idnica o afiadiendo una sustancia al tampoén de lavado que interacciona competitivamente con el
adsorbente o la impureza, desplazando de este modo la impureza del adsorbente.

El lavado (operacién (c) en el método segiin la invencidn) se realiza preferentemente para separar los restos de la
solucién que contiene las inmunoglobulinas, y para separar otro tipo de biomoléculas.

Elucion

La elucién de la inmunoglobulina unida se realiza generalmente poniendo en contacto la matriz en fase sélida que
comprende la inmunoglobulina unida, con una solucién que libera la inmunoglobulina del ligando sobre la matriz. La
inmunoglobulina se libera de este modo en la solucién y se puede sacar fuera de la matriz por lavado. La solucién
empleada para liberar la inmunoglobulina, debe tener generalmente caracteristicas diferentes de las que se utilizan
para ligar la inmunoglobulina p. ej., 1a solucién puede tener un pH diferente, una fuerza iénica diferente, una tempera-
tura diferente y/o puede comprender disolventes organicos (preferentemente sélo pequefias cantidades), detergentes,
agentes caotrépicos u otros reactivos desnaturalizantes. Las combinaciones de cambios en estos pardmetros diferentes,
también se emplean en general.

La elucién también se puede realizar aplicando una solucién que cambia gradualmente las condiciones desde unién
a falta de unidn, un procedimiento que tipicamente se denomina elucién en gradiente.

Una vez que la inmunoglobulina se ha liberado de la matriz en fase sélida, a la solucién que estd eluyendo, se
puede recuperar a partir de la misma mediante medios opcionales, conocidos por si mismos. En el caso mas simple,
la inmunoglobulina se puede utilizar directamente sin ningtin cambio, pero en muchos casos se preferiria un cierto
tipo de procedimiento de concentracion, p. €j., la ultra-filtracién, la liofilizacién o la precipitacién (p. €j., la precipi-
tacion por sales). Ademads, la solucion de la inmunoglobulina se puede purificar también muy bien, con otra etapa de
procesamiento de cardcter opcional.

Regeneracion

La matriz en fase sélida se puede limpiar opcionalmente, es decir, regenerar después de la elucién de la inmuno-
globulina. Este procedimiento se realiza tipicamente de forma regular para minimizar la acumulacién de impurezas
que ensucian la superficie de la fase s6lida, y/o para esterilizar la matriz para evitar la contaminacién del producto con
microorganismos que proliferan y se escapan de la fase sélida y del equipo utilizado, durante el procedimiento. Los
modos populares para realizar dicha etapa de regeneracidn, son lavar la matriz en fase sdlida con soluciones capaces
de limpiar la matriz y/o de destruir los microorganismos. Las soluciones tipicas para estos fines serian, p. €j., hidré-
xido sédico 0,1-1,0 M; soluciones de peracidos o de peréxido de hidrégeno; agentes desnaturalizantes, tales como el
clorhidrato de guanidinio; soluciones que comprenden cloro activo, tales como soluciones de hipoclorito, disolventes
orgdnicos, tales como etanol; detergentes, etc. Un método especialmente preferido para este fin, es emplear hidr6xido
sddico 0,1-1,0 M, debido a la eficacia muy alta, al bajo coste, a la facilidad de neutralizacién con 4cido clorhidrico y
a la falta de problemas de residuos.

En una realizacion preferida de la presente invencidn, el método incluye: (i) equilibrar (etapa opcional), (ii) poner
en contacto, (iii) lavar (etapa opcional), (iv) separar, (v) eluir, y (vi) regenerar, en donde el ciclo de las etapas (i) - (v)
se repite una o varias veces, antes de la regeneracién, y en donde la matriz en fase sélida se utiliza de nuevo después
de la regeneracion.

Las condiciones empleadas para las etapas de unidn, lavado y elucién pueden ser muy decisivas para la eficacia de
la unién resultante, el rendimiento y la pureza de la inmunoglobulina. Diferentes matrices en fase sélida de acuerdo
con la invencidn, pueden necesitar diferentes condiciones de union, de lavado y de elucidn, para asegurar un resul-
tado 6ptimo. Asimismo, la naturaleza de la materia prima tendrd un impacto muy significativo sobre las condiciones
elegidas para ese procedimiento de aislamiento concreto, p. ej., soluciones muy diluidas de anticuerpos monoclonales
en el material sobrenadante del cultivo de células de hibridoma (tipicamente 10-100 pg/ml) se comportan de forma
diferente que el mismo tipo de anticuerpos presentes en soluciones mas concentradas, tales como fluidos asciticos (1-
5 mg/ml) e inmunoglobulinas presentes, p. €j., en el suero (1-2 mg/ml), requieren unas condiciones distintas de las de
las inmunoglobulinas del plasma/suero (5-20 mg/ml), etc.

También la composicién, es decir, el contenido en diferentes tipos de impurezas, puede variar significativamente
entre diferentes materias primas, p. €j., la yema de huevo tiene una composicién muy diferente comparada con el
material sobrenadante del cultivo de células de hibridoma.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, generalmente es posible afiadir diferentes sustancias a la solucién
que contiene la inmunoglobulina, para mejorar la unién de los anticuerpos a la matriz en fase sélida.

En una realizacién particular, la presente invencion se refiere a métodos para aislar inmunoglobulinas y a matrices
en fase sélida, consiguiendo de este modo una inmunoglobulina aislada con una pureza de por lo menos 10%, tal
como por lo menos 30%, preferentemente por lo menos 50%, tal como por lo menos 70%, mas preferentemente por
lo menos 80%, tal como 90%, particularmente por lo menos 99%.
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Tal y como se ha mencionado anteriormente, se cree que el valor de pH para una eficacia maxima de la unién, para
las matrices en fase s6lida estd en el intervalo de 2,0 a 10,0, muy probablemente en el intervalo de 3,0 a 9,0. Por tanto,
es muy importante realizar el proceso de aislamiento, a un valor préximo a ese maximo (que por supuesto puede variar
para diferentes combinaciones de inmunoglobulinas/matrices en fase sélida). Asi, el pH de la solucién que contiene
las inmunoglobulinas (o las proteinas en general) estd preferentemente en el intervalo de 2,0 a 10, tal como en el
intervalo de 3,0 a 9,0. Sin embargo, dependiendo del tipo del ligando y del esqueleto de la matriz, el intervalo de pH
es preferentemente 3,0 2 7,0 0 6,0 2 9,0.

Se cree que, cuando el ligando es del tipo -X-A-SP2-ACID, entonces el pH de la solucién que contiene las inmuno-
globulinas debe estar en el intervalo de 2,0 a 6,0, preferentemente en el intervalo de 2,5 a 5,5, tal como en el intervalo
de 3,02 5,5, o en el intervalo de 4,0 a 5,5, que se corresponde con un valor maximo esperado de la eficacia de la unién
para ese tipo especifico de matriz.

En relacién con la operacién de puesta en contacto (i) anterior, se ha observado que no es necesario afiadir canti-
dades excesivas de sal liotrépica para que las inmunoglobulinas se unan a la matriz. Asi, el contenido total en sales,
que incluyen, p. ej., NaCl, de la solucién que contiene las inmunoglobulinas, s6lo tiene que ser de un modo tal, que se
corresponda con una fuerza iénica de como maximo 2,0, preferentemente en el intervalo de 0,05 a 2,0, tal como 0,05
a 1,4, especialmente en el intervalo de 0,05 a 1,0. Como requisito alternativo, la concentracién de sales liotrépicas
como tal debe ser lo mds baja posible, de este modo, se ha mostrado que es posible operar con una solucién que
contiene inmunoglobulinas en la que la concentracion de sales liotrpicas es como maximo 0,1 M, preferentemente
como méximo 0,3 M, particularmente como maximo 0,2 M, tal como méximo 0,1 M.

Ejemplos de sales liotropicas se proporcionan en “Herramientas para la purificacién de anticuerpos monoclonales”,
Gagnon, P., Validated Biosystems, 1996), en donde se presenta la serie de Hofmeister de iones liotrépicos.

En relacién con la concentracidon de inmunoglobulinas en la solucién, se cree que las matrices en fase sélida pueden
actuar en un intervalo de concentracién muy amplio, por tanto, se cree que las matrices en fase sélida actdan de una
forma igualmente eficaz con una concentraciéon de inmunoglobulinas en solucién, que contiene las inmunoglobulinas
en el intervalo de 0,001 a 0,2 mg/ml, preferentemente 0,01 a 0,1 mg/ml, tal como en el material sobrenadante de
cultivos de células de hibridoma, en el intervalo de 0,2 a 2,0 mg/ml, tal como en la leche y el lactosuero, en el intervalo
de 5,0 a 20 mg/ml, tal como para diferentes sueros y plasmas animales, e incluso en el intervalo de 20-80 mg/ml, tal
como en el calostro.

Se ha observado que la presente invencion es especialmente adecuada para soluciones comprendidas en el intervalo
de 0,1 a 30 mg de inmunoglobulinas por gramo de matriz en fase sdlida, tal como en el intervalo de 0,2 a 2, o en el
intervalo de 5,0 a 25 mg por gramo de matriz en fase sélida.

Asi, la solucién que contiene las inmunoglobulinas puede ser tanto una solucién artificial como una solucién
biolégica de inmunoglobulinas, tales como caldos de fermentacion brutos; cultivos de células de mamiferos, tales como
cultivos de células de hibridoma; caldos de fermentacién procedentes de cultivos de microorganismos modificados
genéticamente, tales como E. coli; fluidos asciticos, tales como fluido ascitico de ratén y de rata; leche, lactosuero,
sangre, plasma y suero humano, de ratén, de rata, de vaca, de cerdo, de conejo, de cabra, de cobaya y de burro; y yema
de huevo, tal como la yema de huevo de pollo.

Ademds, se ha observado (véanse los ejemplos) que se pueden obtener ventajas especiales en relacion con la pureza,
cuando la solucién que contiene las inmunoglobulinas comprende un detergente cargado negativamente. Sin estar
vinculado a ninguna teoria, se cree que el detergente evita la adherencia de otras biomoléculas a la matriz. Ejemplos
de tales detergentes son el sulfato de octilo, el azul de bromofenol, el sulfonato de octano, el laurilsarcosinato de sodio
y el sulfonato de hexano.

También, en la etapa de lavado (operacion (iii) del método segtin la invencidn) es ventajoso, probablemente por
las mismas razones, el uso de un detergente cargado negativamente. El detergente se puede utilizar aislado o junto con
un tampén, p. ej., un tampoén de sales liotrépicas. El uso de sales liotrépicas en la etapa de lavado (volumen pequefio),
representa solamente un pequefio problema con el producto residual, comparado con el uso de sales liotrépicas en los
procedimientos de unién (operacién (i)) (ya que el procedimiento de unién incluye el uso de grandes volimenes en la
mayoria de los casos).

También, las propiedades excelentes de las matrices en fase sélida para el uso en el método segtin la invencion, se
puede expresar incluso sin el uso de disolventes organicos en la etapa del elucidn (operacion (d)), asi, preferentemente,
el eluyente utilizado comprende menos de 10% (v/v) de disolventes orgdnicos, preferentemente menos de 5%. Mds
preferentemente, no se emplean disolventes orgdnicos en absoluto.

Alternativamente, tal y como se muestra en el ejemplo 14, se puede utilizar una cantidad mayor de disolventes no
téxicos, p. €j., propilenglicol, p. €j., propilenglicol hasta 40%.

La etapa de puesta contacto (operacion (a)) asi como la etapa siguiente, es decir, la separacidn, el lavado y la
elucién, se pueden realizar de modos diferentes. Las medidas fisicas seleccionadas se guian a menudo por la escala
y por si hay que repetir el procedimiento. Las matrices en fase sélida segin la invencién, se pueden utilizar en casi
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cualquiera de las disposiciones utilizadas para el desarrollo y para fines industriales. Asi, la matriz en fase sélida se
puede poner en contacto con la solucidén que contiene las inmunoglobulinas, p. €j., en un procedimiento de agitacién
por tandas, en un procedimiento de columna cromatografica con lecho fijo y en un procedimiento con lecho fluidizado.
Otras recomendaciones se proporcionan en las “Herramientas para la purificacién de anticuerpos monoclonales”,
Gagnon, P., Validated Biosystems, 1996).

Otras medidas necesarias para realizar el aislamiento de inmunoglobulinas segtin la invencion, siguen metodologias
convencionales.

La presente invencion proporciona un método para el aislamiento y la purificaciéon de inmunoglobulinas a partir de
una amplia variedad de materias primas que tienen diferentes concentraciones de inmunoglobulinas, tipicamente en el
intervalo desde aproximadamente 10 ug/ml en el material sobrenadante del cultivo de células de hibridoma y aproxi-
madamente desde 1-2 mg/ml en leche y lactosuero hasta aproximadamente 5-20 mg/ml en diferentes sueros/plasmas
de animales, y hasta 50-60 mg/ml en el calostro. La naturaleza y la concentracion relativa de diferentes impurezas que
interfieren potencialmente con la unién y el aislamiento de las inmunoglobulinas, también varfan en un grado muy
elevado entre las diferentes fuentes de inmunoglobulina.

Para algunas aplicaciones de inmunoglobulinas, tiene mucha importancia que las inmunoglobulinas sean extre-
madamente puras, p. €j., que tengan una pureza superior al 99%. Esto es particularmente valido, siempre que la
inmunoglobulina se vaya a utilizar como agente terapéutico, pero también es necesario para otras aplicaciones. En
el campo del diagnéstico, el grado de pureza necesario puede depender de un nimero de factores, tales como si el
anticuerpo se va a utilizar sin derivatizar, en cuyo caso no serd necesario un alto grado de pureza, es decir, menos del
50%, o si el anticuerpo se tiene que marcar con una molécula sefializadora, tal como una enzima, p. ¢j., peroxidasa
de rdbano picante, en cuyo caso el anticuerpo requiere frecuentemente tener una pureza de al menos 80% o superior.
Para otras aplicaciones, la necesidad de pureza puede diferir de forma correspondiente. Sin embargo, parece que es
una demanda general que la pureza de la inmunoglobulina sea al menos del 10% sobre una base de materia seca, para
posibilitar un uso apropiado del producto. Sin embargo, la presente invencién proporciona, como debe estar claro,
unas recomendaciones para resolver estos problemas.

Matrices en fase solida

Tal y como se ha descrito anteriormente, el método segun la invencidn incluye el uso de una matriz en fase sélida,
en donde la matriz en fase sélida comprende un esqueleto funcionalizado de la matriz que es portador de una pluralidad
de grupos funcionales con la férmula siguiente

M-SP1-L

en donde M designa el esqueleto de la matriz, SP1 designa un espaciador y L designa un ligando que comprende un
resto aromdtico o heteroaromdtico opcionalmente sustituido con un monociclo o biciclo, con la condicién de que el
peso molecular del ligando-L sea como maximo 500 Dalton, en donde el resto aromadtico o heteroaromadtico de SP1 es
portador de un grupo 4cido, y en donde la concentracién de ligando esta en el intervalo de 10-120 ymol/ml de matriz
en fase solida sedimentada e hidratada, el cual tiene que satisfacer determinados criterios.

La matriz en fase sélida puede comprender, como el esqueleto de la matriz, cualquier material organico o inorgéni-
co, natural o sintético, conocido por ser aplicable en la separacion en fase sélida, de proteinas y de otras biomoléculas,
p. €j., polisacdridos naturales o sintéticos, tales como agar-agar y agarosas; celulosas, éteres de celulosa, tales co-
mo hidroxipropil celulosa, carboximetil celulosa; almidones; gomas, tales como la goma guar y la goma ardbiga,
goma ghatti, goma de tragacanto, goma de algarrobilla, goma de xantano; pectinas; mucinas; dextranos; quitinas;
quitosanos; alginatos; carragenanos; heparinas; gelatinas; polimeros sintéticos, tales como poliamidas, tales como po-
liacrilamidas y polimetacrilamidas; poliimidas; poliésteres; poliéteres; compuestos vinilicos polimeros, tales como
polivinilalcoholes y poliestirenos; polialquenos; materiales inorgdnicos, tales como materiales de tipo silicio, tales
como didéxido de silicio que incluye el silice amorfo y el cuarzo; silices; silicatos de metal, vidrios y cerdmicas de
poro controlado; éxidos metdlicos y sulfuros, o combinaciones de estos materiales naturales o sintéticos y organicos o
inorgénicos.

El esqueleto de la matriz se selecciona preferentemente a partir de agar-agar, agarosas, celulosas, éteres de celulosa,
tales como hidroxipropilcelulosa, carboximetilcelulosa, poliamidas, tales como poli(met)acrilamidas, polivinilalcoho-
les, silices y vidrios con poro controlado.

Materiales en fase sélida especialmente interesantes como esqueletos de la matriz son, p. ¢j., las resinas de agar
o de agarosa, tales como resinas de Sepharose y Superose de Pharmacia Biotech, Suecia y Biogel A de Biorad,
EE.UU.; resinas a base de dextrano, tales como Sephadex, Pharmacia Biotech; resinas y membranas a base de celulosa,
tales como celulosa de Perloza procedente de Secheza, Checoslovaquia; resinas de material compuesto, tales como
Sephacryl y Superdex, Pharmacia Biotech; resinas de polimeros orgdnicos sintéticos, tales como Fractogel de Toso-
Haas, EE.UU.; medios POROS de Perceptive Biosystems, EE.UU., Bio-Rex, Biogel P y Macro Prep de Biorad, HEMA
y Separon de TESSEK, y medios de Hyper D y Trisacryl de BioSepra, EE.UU., Enzacryl y Azlactone de 3M, EE.UU;
resinas de materiales de tipo siliceo, tales como vidrio de poro controlado, PROSEP de Bioprocesing, Inglaterra y
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Spherocil, BioSepra; y materiales compuestos revestidos con silice en forma de resinas o membranas, tales como
ACTI-DISK, ACTI-MOD y CycloSep de Arbor Technologies, EE.UU.

Tipicamente, el esqueleto de la matriz en fase sdlida, asi como la matriz en fase sélida funcionalizada resultante,
pueden estar en forma de, p. ej., particulas irregulares o perlas esféricas, membranas o ldminas, superficies moldeadas,
o varillas. El material de la fase sélida puede ser ademas completamente permeable o parcialmente permeable, o
totalmente impermeable a las proteinas. En una realizacién particularmente interesante de la presente invencidn, la
matriz estd en forma de perlas irregulares o esféricas, con tamafios en el intervalo de 1-10000 um, preferentemente
10-1000 pm; tal como 10-60 um para aplicaciones de alto rendimiento y tales como 50-500 um, preferentemente 50-
300 pum, para fines preparativos.

Una forma particularmente interesante de matriz, es una matriz con densidad controlada, en forma de conglome-
rado, que comprende particulas que controlan la densidad. Estos conglomerados, que son especialmente aplicables en
operaciones a gran escala, para la cromatografia de lecho fluidizado o expandido, asi como diferentes técnicas croma-
togréficas por lotes, en columnas no empaquetadas, p. €j., la adsorcién de lotes aislados en depdsitos con agitacion, se
describe en el documento WO 92/00799.

Los ligandos L se pueden fijar al material de la fase sélida, a través de cualquier tipo de enlace covalente co-
nocido por si mismo, para ser aplicables para este fin, mediante una reaccién quimica directa entre el ligando y el
material en fase sélida o por una activacién anterior del material en fase sélida o del ligando, con un reactivo ade-
cuado conocido por si mismo, haciendo posible la conexion del esqueleto de la matriz con el ligando. Ejemplos de
tales reactivos activadores adecuados son epiclorohidrina, epibromohidrina, éter glicidilico de alilo; bis-ep6xidos, ta-
les como éter diglicidilico de butanol; compuestos alifaticos sustituidos con halégeno, tales como di-cloro-propanol;
carbonildiimidazol; aldehidos, tales como dialdehido glutarico; quinonas; bromuro de ciandgeno; peryodatos, tales
como sodio-meta-peryodato; carbodiimidas; cloro-triazinas, tales como cloruro de cianuro; cloruros de sulfonilo, tales
como cloruros de tosilo y cloruros de tresilo; N-hidroxi-succinimidas; toluen-4-sulfonatos de 2-fluoro-1-metilpiridi-
nio; oxazolonas; maleimidas; disulfuros de piridilo; e hidrazidas. Entre éstos, se prefieren los reactivos activadores
que eliminan un grupo espaciador SP1 diferente de un enlace aislado, p. e€j., epiclorohidrina, epibromohidrina, éter
glicidilico de alilo; bis-epdxidos; compuestos alifaticos sustituidos con haldgeno; aldehidos; quinonas; bromuro de
ciandgeno; cloro-triazinas; oxazolonas; maleimidas; disulfuros de piridilo; e hidrazidas.

Reactivos activadores especialmente interesantes se cree que son compuestos epoxidicos, tales como epiclorohi-
drina, éter glicidilico de alilo y éter diglicidilico de butanol.

Las posibilidades mencionadas anteriormente vuelven pertinente definir la presencia de un espaciador opcional SP1
que se liga a la matriz M y al ligando L. En el presente contexto, el espaciador SP1 debe ser considerado como parte
del reactivo activador que forma el enlace entre la matriz y el ligando. Asi, el espaciador SP1 equivale a los reactivos
activadores y a las reacciones de acoplamiento implicadas. En algunos casos, p. ej., cuando se emplean carbodiimidas,
el reactivo activador forma una forma activada de la matriz o del reactivo del ligando. Después del acoplamiento, no
se deja ninguna parte del reactivo activador entre el ligando y la matriz y, por tanto, SP1 es simplemente un enlace
simple.

En otros casos, el espaciador SP1 es una parte integral del grupo funcional que efectda las caracteristicas de la
union, es decir, el ligando, y esto serd especialmente significativo, si el espaciador SP1 comprende sitios o sustituyentes
funcionalmente activos, tales como tioles, aminas, grupos 4cidos, grupos sulfona, grupos nitro, grupos hidroxi, grupos
nitrilo u otros grupos capaces de interaccionar a través de enlaces de hidrégeno, de enlaces electrostaticos o por
repulsidn, transferencia de la carga o similares.

En atin otros casos, el espaciador SP1 puede comprender un anillo aromético o heteroaromaético que tiene un papel
principal para las caracteristicas de la unién de la matriz en fase sélida. Este podria ser, por ejemplo, el caso en el que
se emplearan quinonas o clorotriazinas como agentes activadores para la matriz en fase sélida o el ligando.

Preferentemente, el espaciador SP1 es un enlace simple o un birradical, obtenido a partir de un reactivo activador
seleccionado entre epiclorohidrina, éter glicidilico de alilo, bis-ep6xidos, tales como éter diglicidilico de butanol,
compuestos alifaticos sustituidos con halégeno, tales como 1,3-dicloropropan-2-ol, aldehidos, tales como dialdehido
glutdrico, quinonas, bromuro de cianégeno, cloro-triazinas, tales como cloruro de cianuro, toluen-4-sulfonatos de 2-
fluoro-1-metilpiridinio, maleimidas, oxazolonas e hidrazidas.

Preferentemente, el espaciador SP1 se selecciona a partir de birradicales alifaticos de cadena corta, p. €j., de for-
mula -CH,-CH(OH)-CH,- (obtenido a partir de epiclorohidrina), -(CH,);-O-CH,-CH(OH)-CH,- (obtenido a partir de
éter glicidilico de alilo) o -CH,-CH(OH)-CH,-0O-(CH,),-O-CH,-CH(OH)-CH,- (obtenido a partir de éter diglicidilico
de butanol; o un enlace simple.

Debido al riesgo de fuga de material (p. ¢j., el ligando y/o el espaciador) desde una matriz en fase sélida al producto
eluido (p. €j., la inmunoglobulina) el peso molecular del ligando (o del ligando + el espaciador opcional) se escoge
ventajosamente lo mds bajo posible. Un inconveniente importante de usar la proteina A, la proteina G, los péptidos
sintéticos y otros ligandos con peso molecular relativamente alto (p. €j., colorantes), es que puede ser dificil o incluso
imposible separar cualquier ligando liberado (que incluye opcionalmente el espaciador) de la inmunoglobulina eluida,
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debido a la poca diferencia entre los pesos moleculares respectivos y la tendencia natural de los componentes a unirse
entre si. Esto puede tener un efecto perjudicial en los casos en los que se emplea la inmunoglobulina como agente
terapéutico, provocando un choque anafildctico u otros sintomas graves en el paciente. Cuanto mds pequefio sea el
peso molecular del ligando (incluyendo su espaciador), se podra separar con mayor eficacia cualquier ligando fugado,
del producto de inmunoglobulina. Otra ventaja significativa de tener el peso molecular mas pequefio posible del ligando
(o del conjugado del brazo ligando-espaciador) es que cualquier material fugado, que no se haya podido separar de
la inmunoglobulina antes de la inyeccidn/ingestion en el paciente, mostrard una antigenicidad minima, cuanto mds
bajo sea el peso molecular y, por lo tanto, en general serd mds aceptable para el organismo que los ligandos con peso
molecular més elevado.

Por tanto, se prefiere que el ligando L tenga un peso molecular inferior a 500 Dalton, preferentemente inferior a
400 Dalton, mas preferentemente inferior a 300 Dalton, tal como inferior a 250 Dalton, o atn inferior a 200 Dalton.

En relacion con el conjugado del brazo ligando-espaciador conjugado (-SP1-L), se prefiere que el peso molecular
sea inferior a 500 Dalton, mds preferentemente inferior a 400 Dalton, tal como inferior a 300 Dalton, o atn inferior a
250 Dalton.

Segtn la invencién, la matriz comprende ligandos que, solos o junto con un espaciador SP1 (e incluso el esqueleto
de la matriz), hacen posible la unién de las inmunoglobulinas a la misma. Se ha observado que una parte crucial del
ligando es un resto aromdtico o heteroaromatico, monociclico o biciclico, que puede ser portador de unos o varios
sustituyentes, siendo uno de los cuales preferentemente un sustituyente que comprende un resto dcido.

La expresion “monociclico o biciclico” significa que la parte central del resto en cuestién, consiste en un anillo
o en dos anillos fusionados, p. €j., tal como benceno y naftaleno, respectivamente, y, por tanto, no en ligandos que
comprenden dos anillos separados, tal como el bifenilo.

Se ha observado que la estructura de la parte aromatica o heteroaromadtica del ligando, L, puede cubrir un amplio
espectro de diferentes estructuras que tengan opcionalmente uno o varios sustituyentes sobre el(los) anillo(s) aromético
o heteroaromadtico. Sin embargo, parece que es mas decisivo qué sustituyentes estdn presentes, p. €j., en un anillo de
benceno, a que el ligando se una de forma eficaz a la inmunoglobulina, que es el objeto de la presente invencion, o si
la unién es solamente moderada o baja.

Aunque los ligandos se denominan en esta memoria y a continuacién, empleando la nomenclatura correspondiente
al compuesto quimico individual y diferenciado, a partir del cual se obtienen, se debe entender que el ligando real L
es un radical de tal compuesto.

Sin embargo, basandose en nuestros hallazgos preliminares, se prefiere especialmente emplear matrices que com-
prenden grupos aromaticos o heteroaromaticos (radicales) de los tipos siguientes, como grupos funcionales: &ci-
dos benzoicos, tales como acidos 2-aminobenzoicos, dcidos 3-aminobenzoicos, acidos 4-aminobenzoicos, dcidos 2-
mercaptobenzoicos, 4cido 4-amino-2-clorobenzoico, dcido 2-amino-5-clorobenzoico, dcido 2-amino-4-clorobenzoico,
acidos 4-aminosalicilicos, acidos 5-aminosalicilicos, acidos 3,4-diaminobenzoicos, acido 3,5-diaminobenzoico, dcido
5-aminoisoftalico, dcido 4-aminoftalico; dcidos cindmicos, tales como acidos hidroxi-cinnamicos; acidos nicotinicos,
tales como 4cidos 2-mercaptonicotinicos; dcidos naftoicos, tales como 4cido 2- hdroxi-1-naftoico; quinolinas, tales
como 2-mercaptoquinolina; dcidos tetrazolacéticos, tales como 4cido 5-mercapto-1-tetrazolacético; tiadiazoles, tales
como 2-mercapto-5-metil-1,3,4-tiadiazol; bencimidazoles, tales como 2-amino-bencimidazol, 2-mercaptobencimida-
zol y 2-mercapto-5-nitrobencimidazol; benzotiazoles, tales como 2-aminobenzotiazol, 2-amino-6-nitrobenzotiazol, 2-
mercaptobenzotiazol y 2-mercapto-6-etoxibenzotiazol; benzoxazoles, tales como 2-mercaptobenzoxazol; tiofenoles,
tales como tiofenol y 2-aminotiofenol; dcido 2-(4-aminofeniltio)acético; dcidos sulfénicos y dcidos fosfénicos aroma-
ticos o heteroaromdticos, tales como dcido 1-amino-2-naftol-4-sulfénico y fenoles, tales como 2-amino-4-nitrofenol.
Se debe tener en cuenta que en el caso en el que M es agarosa, SP1 se obtiene a partir de vinil sulfona, y L es dcido 4-
aminobenzoico y se rechaza especificamente en relacién con las matrices en fase s6lida, segtin la invencién, compdrese
con el documento WO 92/16292.

La estructura detallada del ligando parece determinar caracteristicas funcionales importantes para el aislamiento
de inmunoglobulinas procedentes de diferentes fuentes. Por tanto, diferentes ligandos que comprenden estructuras
aromaticas estrechamente relacionadas o no, parece que dan como resultado cambios significativos en la fuerza de
la unién, en la selectividad de la unién, en la capacidad de la unién y el rendimiento general de la inmunoglobulina,
cuando se aplica en el aislamiento de anticuerpos procedentes de diferentes materias primas.

Para la unién de inmunoglobulinas a un pH cercano al neutro (aproximadamente pH 5 a pH 9) se prefiere emplear
un ligando que comprenda radicales obtenidos a partir de un anillo de benceno fusionado con un sistema de anillos
heteroaromaticos, p. €j., un ligando seleccionado entre bencimidazoles, tales como 2-mercapto-bencimidazol y 2-
mercapto-5-nitro-bencimidazol; benzotiazoles, tales como 2-amino-6-nitrobenzotiazol, 2-mercaptobenzotiazol y 2-
mercapto-6-etoxibenzotiazol; benzoxazoles, tales como 2-mercaptobenzoxazol. Sin pertenecer al grupo anterior de
ligandos, pero también preferido para la unién de inmunoglobulinas a un pH cercano al neutro, se eligen ligandos
entre el grupo de tiofenoles, tales como tiofenol y 2-aminotiofenol.
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Por tanto, tal y como queda claro por lo mencionado anteriormente y por los resultados mostrados en esta memoria,
el ligando L se selecciona preferentemente a partir de radicales que tienen la férmula siguiente

-X-A-SUB

en donde X designa -O-, -S- o -NH-, A designa un anillo o un sistema de anillos aromadticos o heteroaromaticos, y
SUB designa unos o varios sustituyentes.

Se entiende que X es una parte integral del ligando porque el compuesto aromético o heteroaromatico que forma
la parte del ligando de la matriz en fase s6lida, después de reaccionar con un esqueleto activado de la matriz, debe
incluir un grupo hidroxi (X es -O-), un grupo mercapto (X es -S-) o un grupo amino (X es -NH-) fijado directamente al
resto aromadtico o heteroaromético. Ejemplos de tales compuestos son dcido 3-hidroxi-cinndmico, d4cido 2-mercapto-
benzoico y dcido 2-amino-benzoico. Se debe entender que si el compuesto aromdtico o heteroaromatico comprende,
p. €j., un grupo hidroxi, asi como un grupo amino, la matriz en fase sélida resultante puede comprender una mezcla
del ligando fijada al enlazador a través del grupo amino y a través del grupo hidroxi, respectivamente.

Los radicales aromaticos se seleccionan preferentemente a partir de radicales de benceno y de radicales de nafta-
leno.

El radical aromético es preferentemente un radical benceno, tal como fenilo, 1,2-fenileno, 1,3-fenileno, 1,4-fenile-
no, 1,2,3-benzotriilo, 1,2,4-benzotriilo, 1,3,5-benzotriilo, 1,2,3,4-benzotetrailo, 1,2,3,5-benzotetrailo, 1,2,4,5-benzote-
trailo y 1,2,3,4,5-benzopentailo.

Los radicales heteroaromaticos se seleccionan preferentemente a partir de radicales monociclicos heteroaromati-
cos, tales como tiofeno, furano, pirano, pirrol, imidazol, pirazol, isotiazol, isoxazol, piridina, pirazina, pirimidina y
radicales de piridazina; y de radicales biciclicos heteroaromaticos, tales como indol, purina, quinolina, benzofurano,
bencimidazol, benzotiazol y radicales de benzoxazol.

El radical heteroaromético se puede seleccionar a partir de radicales de piridina, bencimidazol, benzotiazol y
benzoxazol.

Un grupo preferido de ligandos para material aislado a partir de inmunoglobulina de alta pureza, se elige entre
dcidos amino-benzoicos, tales como dcido 2-amino-benzoico, dcido 2-mercapto-benzoico, dcido 3-amino-benzoico,
acido 4-amino-benzoico, acido 4-amino-2-clorobenzoico, acido 2-amino-5-clorobenzoico, dcido 2-amino-4-cloroben-
zoico, acidos 4-aminosalicilicos, dcidos 5-aminosalicilicos, acidos 3,4-diaminobenzoicos, acido 3,5-diaminobenzoico,
acido 5-aminoisoftalico, acido 4-aminoftalico.

Otro grupo preferido de ligandos que proporciona un alto grado de pureza en la inmunoglobulina aislada, es el
grupo de 4cidos cindmicos, tales como acidos 2-hidroxi-cinndmico, o 4cido 3-hidroxi-cinndmico y acido 4-hidroxi-
cinndmico.

Todavia otro grupo preferido de ligandos para el aislamiento de inmunoglobulinas de alta pureza, se obtiene a partir
del grupo de compuestos heteroaromaticos que comprenden un acido carboxilico y un grupo amino como sustituyen-
tes, tales como 4cido 2-amino-nicotinico, 4cido 2-mercapto-nicotinico, dcido 6-amino-nicotinico y dcido 2-amino-4-
hidroxipyrimidin-carboxilico.

Los esqueletos y los espaciadores de la matriz de agarosa obtenidos a partir de compuestos epoxidicos, son espe-
cialmente importantes junto con estos grupos preferidos de ligandos.

En relacién con los sustituyentes en el resto aromdtico o heteroaromético, el SUB comprende preferentemente por
lo menos un grupo acido.

En una realizacién de la presente invencion particularmente interesante, el SUB comprende por lo menos un
sustituyente con la siguiente férmula

-SP2-ACID

en donde SP2 designa un segundo espaciador opcional y ACID designa un grupo 4cido.

En el contexto presente, la expresion “grupo dcido” significa grupos que tienen un valor de pKa inferior a aproxi-
madamente 6,0, tales como un grupo de dcido carboxilico (-COOH), un grupo de acido sulfénico (-SO,OH), un grupo
de 4cido sulfinico (-S(O)OH), un grupo de acido fosfinico (-PH(O)(OH)), grupos monoésteres de acido fosfénico (-P
(O)(OH)(OR)), y grupos de 4cido fosfénico (-P(O)(OH),). El valor del pKa del grupo acido debe estar preferentemente
en el intervalo de 1,0 a 6,0.

El grupo 4cido se selecciona preferentemente a partir de dcido carboxilico, 4cido sulfénico y 4cido fosfénico.
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El grupo SP2 se selecciona a partir de alquileno-C,_¢ y de alquenileno-C, 4, o SP2 designa un enlace simple.
Ejemplos de birradicales relevantes son metileno, etileno, propileno, propenileno, isopropileno y ciclohexileno. Prefe-
rentemente, SP2 designa metileno, etenileno, o un enlace simple.

En una realizacién de la presente invencién, SUB designa un grupo -SP2-ACID. En este caso, SP2 es preferente-
mente un enlace simple.

El SUB, sin embargo, puede designar un sustituyente -SP2-ACID, asi como uno o varios sustituyentes adicionales,
seleccionados independientemente a partir de hidroxi, amino, ciano, mono- y di(alquil-C,_¢)amino y de halégeno, tal
como yodo, bromo, cloro y flior, sulfanilo, nitro, alquil-C,_¢carboxi, y aminocarboxi, mono- y di(alquil-C,_¢)ami-
nocarboxi, carboxi, sulfono, sulfonamida, éster fosfénico con alquilo-C,_g4, alquilo-C,_;, opcionalmente sustituido,
alquenilo-C,_,, opcionalmente sustituido, alquinilo-C,_,, opcionalmente sustituido y alcoxi-C,_;, opcionalmente sus-
tituido, tioéster, o el sustituyente es un dtomo de oxigeno que junto con dos valencias de un d4tomo de carbono del resto
aromadtico o heteroaromatico, forma un grupo oxo. Ademds, SUB puede designar otro grupo -SP2-ACID, tal y como
se ha definido anteriormente. Se debe tener en cuenta que los sustituyentes definidos para SUB, se corresponden con
los sustituyentes opcionales para L.

En otra realizacién preferida, SUB designa un sustituyente -P2-ACID asi como uno o varios sustituyentes adi-
cionales, seleccionados independientemente entre hidroxi, amino, ciano, halégeno, sulfanilo, nitro, alquil-C,_¢-metilo
opcionalmente sustituido, etilo, propilo, butilo, isobutilo y ciclohexilo, alquenilo-C,_s opcionalmente sustituido, al-
quinilo-C,_¢ opcionalmente sustituido, alcoxi-C,_¢ opcionalmente sustituido, carboxi y sulfono, o el sustituyente es
un dtomo de oxigeno que junto con dos valencias de un dtomo de carbono del resto aromdtico o heteroaromético,
forma un grupo oxo. También en este caso, SP2 designa preferentemente metileno, etenileno o un enlace simple,
preferentemente un enlace simple.

En el contexto presente, la expresion “alquilo-C,_;,” significa grupos alquilo con 1-12 4dtomos de carbono que
pueden ser lineales o ramificados o ciclicos, tales como metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, terc-butilo,
pentilo, hexilo, octilo, dodecilo, ciclopentilo, ciclohexilo, decalinilo, etc.

La expresion “alquilo-C,_;, opcionalmente sustituido” significa un grupo alquilo-C,_;, que puede estar sustituido
con uno o varios grupos, preferentemente 1-3 grupos, seleccionados entre carboxi; carboxi protegido, tal como un
carboxi éster, p. €j., alcoxi-C,_¢-carbonilo; aminocarbonilo; mono- y di(alquil-C,_s)-aminocarbonilo; amino-alquil-
C,_¢-aminocarbonilo; mono- y di(alquil-C,_¢)amino-alquil-C,_¢-aminocarbonilo; amino; mono- y di(alquil-C,_¢)ami-
no; alquil-C,_g-carbonilamino; hidroxi; hidroxi protegido, tal como aciloxi, p. €j., alcanoil-C,_¢-0xi; sulfono; alquil-
C,_¢-sulfoniloxi; nitro; fenilo; fenil-alquilo-C,_s; halégeno; nitrilo; y mercapto.

Ejemplos de grupos alquilo-C,_;, sustituidos son carboxi-alquilo-C;_;, (p. €j., carboximetilo y carboxietilo), car-
boxi-alquilo-C,_;, protegido, tal como carboxi-alquilo-C,_¢ esterificado (p. ej.,alcoxi-C,_¢-carbonil- alquilo C._ 125 tal
como metoxicarbonilmetilo, etoxicarbonilmetilo y metoxicarboniletilo), aminocarbonil-alquilo-C,_,, (p. €j., amino-
carboniletilo, aminocarbonilmetilo y aminocarbonilpropilo), alquil-C,_s-aminocarbonil-alquilo-C,_y, (p. €j., metilami-
nocarbonilmetilo y etilaminocarbonilmetilo), amino-alquil-C,_s-aminocarbonil-alquilo-C,_;, (p. €j., aminometilami-
nocarbonilmetilo y aminoetilaminocarbonilmetilo), mono- o di(alquil-C,_¢)amino-alquil-C,_s-aminocarbonil-alquilo-
Ci_12 (p. €j., dimetilaminometilaminocarbonilmetilo y dimetilaminoetilaminocarbonilmetilo), mono- o di(alquil-C,_¢)
amino-alquilo-C,_j, (p. €j., dimetilaminometilo y dimetilaminoetilo), hidroxi-alquilo-C,_;, (p. €j., hidroximetilo e hi-
droxietilo), hidroxi-alquilo-C,_,, protegido, tal como aciloxi-alquilo-C,_;, (p. €j., alcanoil-C,_s-oxi-alquilo-C,_,,, tal
como acetiloxietilo, acetiloxipropilo, acetiloxibutilo, acetiloxipentilo, propioniloxi-metilo, butiriloximetilo y hexanoi-
loximetilo).

En el contexto presente, la expresién “alquenilo-C,_;,” significa grupos alquilo mono-, di- o poliinsaturados, con
2-12 atomos de carbono que pueden ser lineales o ramificados o ciclicos, en los que el(los) doble(s) enlace(s) puede(n)
estar presente(s) en cualquier lugar en la cadena o en el(los) anillo(s), por ejemplo, vinilo, 1-propenilo, 2-propenilo,
hexenilo, decenilo, 1,3-heptadienilo, ciclohexenilo, etc. Algunos de los sustituyentes se muestran con ambas configu-
raciones, cis y trans. El alcance de esta invencion comprende las formas cis y trans.

En el contexto presente, la expresién “alquinilo-C,_;,” significa un grupo alquilo lineal o ramificado con 2-12
atomos de carbono y que incorpora uno o varios triples enlaces, p. €j., etinilo, 1-propinilo, 2-propinilo, 2-butinilo, 1,6-
heptadiinilo, etc.

En las expresiones “alquenilo-C,_;, opcionalmente sustituido” y “alquinilo-C,_;, opcionalmente sustituido”, el
término “opcionalmente sustituido” significa que el resto se puede sustituir una o varias veces, preferentemente 1-3
veces, con uno de los grupos definidos anteriormente para “alquilo-C,_;, opcionalmente sustituido”.

El término “alquil-C,_j,-oxi opcionalmente sustituido” designa, como en la nomenclatura quimica tradicional, un
grupo alquil-C,_j,-oxi opcionalmente sustituido, que se puede sustituir una o varias veces, preferentemente 1-3 veces,
con los sustituyentes indicados para “alquilo opcionalmente sustituido”, descrito anteriormente.

Las expresiones “alquilo-C,_4”, “alquenilo-C,_¢”, “alquinilo-C,_¢” y “alcoxi-C,_¢” reflejan los andlogos mas cortos

LEINT3

de los grupos “alquilo-C,_;,”, “alquenilo-C,_;,”, “alquinilo-C,_;,” y “alcoxi-C;_;,”.
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Las expresiones “alquileno-C,_¢” y “alquenileno-C, ¢ significan los birradicales de los grupos definidos para
“alquilo-C,_¢” y “alquenilo-C,_¢”, respectivamente.

La presente invencion no debe ligarse a ninguna teoria especifica, sin embargo, se prevé que la configuracién
electrénica especial del resto aromatico o heteroaromadtico, junto con unos o varios heterodtomos, que pueden estar
localizados en el sistema de anillos heteroarométicos o como un sustituyente sobre el anillo, esté implicada en la unién
especifica de inmunoglobulinas, asi como en la unién de otras proteinas.

Por tanto, en una realizacion interesante de la presente invencion, el ligando comprende por lo menos un atomo
de nitrégeno, de azufre o de fésforo, p. ej., como un 4tomo en el anillo o como un sustituyente en el anillo aromatico
(heteroaromadtico), tal como un grupo amino o nitro, o un grupo de acido sulfénico o un grupo de 4cido fosfénico.

Una combinacién especialmente interesante de sustituyentes, parece ser cualquier combinacién de al menos un
grupo amino o un grupo mercapto, con al menos un grupo dcido, seleccionado entre los dcidos carboxilicos, los dcidos
sulfénicos, y los 4cidos fosfénicos.

Se prevé que una combinacién de dos o varios de los tipos de ligandos definidos en esta memoria, sobre el mismo
esqueleto de la matriz, pueden conducir a determinadas ventajas, en relacién con una alta eficacia de la unién y/o una
pureza elevada de la inmunoglobulina. Sin embargo, en una realizacién importante de la presente invencion, todos los
grupos funcionales sobre la matriz en fase sélida, son sustancialmente idénticos.

Para mejorar la eficacia de la unién y la pureza del producto también se ha observado el acoplamiento del li-
gando a una matriz que ya comprende restos cargados negativa o positivamente, tales como grupos amino cargados
positivamente o grupos de dcido carboxilico, dcido sulfénico o dcido fosfonico cargados negativamente.

La concentracion del ligando puede tener también una importancia especial para las caracteristicas funcionales de
una matriz segin la invencion, p. ej., un ligando puede mostrar un alto grado de unién selectiva de inmunoglobulinas
con una concentracion de ligando, mientras que un aumento de la concentracién del ligando da como resultado una
disminucién de la selectividad de la unién. Tal y como es bien sabido por un experto en la técnica, las concentraciones
demasiado altas de ligando pueden conducir a una unién fuerte de impurezas indeseadas, gracias al mecanismo de
puntos de unién mdltiple, porque los ligandos estdn situados demasiado cerca en el espacio sobre el esqueleto en fase
sélida. Si se mantiene baja la concentracion de ligando, los ligandos estardn separados con distancias mayores y por
ello, no se produce la unién de impurezas debido a la unién en sitios multiples.

Otro efecto negativo de una concentracién demasiado alta del ligando, es el riesgo de unir la proteina deseada, p.
ej., la inmunoglobulina, por miltiples sitios de unién. Tal unién multiple, puede conducir a dificultades en la liberacién
de la proteina, p. €j., la inmunoglobulina, con un tampdn de elucién apropiado. A veces, puede ser incluso necesario
utilizar condiciones de desnaturalizacién muy fuertes y disolventes organicos, para liberar el producto de tales matrices
en fase sdlida altamente sustituidas - con una pérdida de la actividad bioldgica como consecuencia.

La concentracién de ligando en matrices en fase sélida se puede describir de diversos modos. Una forma de
describir la concentracién de ligando, es describir la cantidad de ligando presente por gramo de materia seca (p. €j.,
en umol/g de materia seca). Este es el resultado obtenido directamente si por ejemplo la concentracién de ligando se
mide por andlisis elemental de muestras secas (p. ej., liofilizado) de la matriz en fase sélida. La concentracién del
ligando, sin embargo, también se puede describir como la cantidad de ligando presente en un ml de matriz en fase
s6lida himeda y sedimentada (también designada a menudo como un ml de matriz de lecho compacto). Esta es una
cifra que se calcula ficilmente a partir de una determinacién basada en la matriz en fase sélida seca (p. €j., umol/g
de materia seca), si el contenido en materia seca de la matriz en fase s6lida hidratada se ha determinado al mismo
tiempo (es decir, gramo de materia seca/ml de matriz en fase s6lida sedimentada y himeda). Otro modo de describir
la concentracion del ligando es como la cantidad de ligando presente en un gramo de matriz himeda pero drenada
bajo aspiracién. Esta cifra se calcula también facilmente a partir de una determinacién basada en la materia seca, si el
contenido en materia seca en la fase sélida por gramo de matriz himeda pero drenada, se ha determinado al mismo
tiempo.

Por tanto, la concentracion de ligando de las matrices en fase sélida descrita en esta memoria, estd en el intervalo
10-120 umol/ml de matriz en fase sélida sedimentada e hidratada, preferentemente 15-100 ymol/ml, en particular 20-
80 umol/ml.

Como debe ya estar claro por lo anterior, el objeto de la presente invencién es proporcionar matrices en fase sélida
que tienen una eficacia de la unién alta.

De este modo, las matrices en fase sélida, que son utiles dentro del alcance de la presente invencién, deben satis-
facer los criterios (i) e (ii), o los criterios (ii) y (iii). Preferentemente, se tienen que cumplir los tres criterios.

En relacién con el criterio (i), es altamente deseable junto con los otros criterios descritos en esta memoria o
como una alternativa de los mismos, que la matriz en fase sélida tenga una eficacia de la unién de al menos 50%,
cuando es sometida a ensayo con un pH en el intervalo de 2,0 a 10,0 en el “Ensayo convencional de la union de
inmunoglobulinas” descrito en esta memoria. Se prevé que la eficacia maxima de la unién (que se puede estimar de
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forma absolutamente exacta, en media unidad de pH, sometiendo a ensayo la eficacia de la unién en un intervalo de
pH usando, p. ej., incrementos de 0,5 unidades de pH) de la mayoria de las matrices segiin la invencion, estd en el
intervalo de 3,0 2 9,0, p. ej., en el intervalo de 3,0 a 7,0 o en el intervalo de 6,0 a 9,0, dependiendo de la naturaleza del
ligando.

Se ha observado que la eficacia de la unién a pH 4,5 y a pH 7,0 es especialmente crucial, cuando se realiza
una evaluacién general de una matriz en fase solida para el aislamiento de inmunoglobulinas, asi, en una realizacién
preferida, la presente invencién se refiere a una matriz en fase sélida que tiene una eficacia de la unién de al menos
50% a pH 4,5 o apH 7,0, en el “Ensayo convencional de la union de inmunoglobulinas” descrito en esta memoria.

Por ello, en una realizacién particularmente interesante de la presente invencidn, la matriz en fase sélida tiene
una eficacia de la unién de al menos 50%, preferentemente al menos 60%, mds preferentemente al menos 70%, en
particular al menos 80%, tal como por lo menos 90%, en el “Ensayo convencional de la unién de inmunoglobulinas”
descrito en esta memoria, al menos un valor de pH del disolvente en el intervalo de pH 1,0 a pH 11,0, en particular en
el intervalo de pH 3,0 a pH 9,0, y m4s particularmente a pH 4,5 o0 7,0.

Ademds, es también un objeto de la presente invencidn, proporcionar matrices en fase sélida que sean capaces
de unirse a una amplia gama de inmunoglobulinas, de modo que el usuario final pueda confiar en una matriz en fase
sdlida en vez de una variedad de productos que se tienen que someter a ensayo individualmente para cada clon de
inmunoglobulinas.

Por tanto, en relacion con el criterio (ii), la matriz en fase sdlida tiene preferentemente una eficacia de la unién
promedio de al menos 50%, tal como al menos 60%, preferentemente al menos 70%, especialmente al menos 80%,
en particular al menos 90%, para las inmunoglobulinas sometidas a ensayo en el “Ensayo convencional de la union
de inmunoglobulinas”, cuando se somete a ensayo a un pH en el intervalo de 2,0 a 10,0, tal como en el intervalo de
3,0 29,0, p. €j., en el intervalo de 3,0 a 7,0, o en el intervalo de 6,0 a 9,0. Tipicamente, la eficacia de la unién se
determina con dos valores de pH, p. ej., a pH 4,5 y a pH 7,0, y el éptimo se encuentra entonces variando el valor
pH en incrementos de 0,5 alrededor de uno de los dos valores de pH, proporcionando la eficacia de la unién mas
prometedora.

La estabilidad funcional de la matriz, que es interesante e importante en relacion con un riesgo menor de lixiviacién
y la posibilidad de regeneracién, se puede influir por la estructura quimica del ligando, es decir, la estabilidad en
condiciones de regeneracion rigurosas, tales como hidréxido sédico 1 M, depende de la estructura del ligando, asi
como el esqueleto de la matriz y cualquier resto del espaciador.

Por lo tanto, en relacion con el criterio (iii), la estabilidad (véase el ejemplo 8) de la matriz en fase s6lida en NaOH
1 M, es tal que la incubacién de la matriz en NaOH 1 M en la oscuridad, a temperatura ambiente, durante 7 dias,
reduce la eficacia de la unién a un pH en el intervalo de una unidad de pH menos que el pH médximo de la union,
hasta una unidad de pH maés elevada que el valor de pH maximo de la unidn, tal y como se determina en el “Ensayo
convencional de la union de inmunoglobulinas” descrito en esta memoria, con menos de 50%, preferentemente menos
de 25%, comparado con una matriz sin tratar, correspondiente. Preferentemente, la reduccién es menor del 15%, por
ejemplo menor del 10%, en particular menor del 5%.

Se ha observado que las matrices en fase sélida que comprenden un esqueleto funcionalizado de la matriz, que es
portador de una pluralidad de grupos funcionales de la férmula siguiente

M-SP1-X-A-SP2-ACID

en donde M designa el esqueleto de la matriz; SP1 designa un espaciador; X designa -O-, -S- o -NH-; A designa un
resto aromdtico o heteroaromadtico opcionalmente sustituido con un monociclo o un biciclo; SP2 designa un espaciador
opcional; y ACID designa a grupo 4cido;

con la primera condicién de que el peso molecular del ligando -L sea como maximo 500 Dalton,

son muy adecuadas para el aislamiento y/o la purificaciéon de inmunoglobulinas, asi como para el aislamiento y/o
la purificacion de proteinas y de otras biomoléculas en general.

Ademas se ha observado que las matrices en fase sélida mencionadas anteriormente, que comprenden grupos
funcionales de formula M-SP1-X-A-SP2-ACID, se pueden aplicar igualmente a la unién reversible dependiente del
pH, de proteinas y de otras biomoléculas.

El pH de la solucién que contiene las proteinas estd preferentemente en el intervalo de 2,0 a 6,0, especialmente en
el intervalo de 3,0 a 5,5, tal como 4,0 a 5,0, y el pH del eluyente estd en el intervalo de 6,0 a 11, preferentemente en el
intervalo de 6,0 a 9,0.

Como en el método para el aislamiento de las inmunoglobulinas, el contenido total en sales de la solucién que
contiene las proteinas se corresponde preferentemente con una fuerza iénica de como méaximo 2,0, tal como en el
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intervalo de 0,05 a 2,0, en particular en el intervalo de 0,05 a 1,4, especialmente en el intervalo de 0,05 a 1,0, y/o la
concentracién de sales liotrdpicas es preferentemente como médximo 0,4 M, tal como médximo 0,3 M, en particular
como maximo 0,2 M, especialmente como maximo 0,1 M. Ademds, como se ha indicado anteriormente, es ventajoso
el uso de un detergente cargado negativamente en la etapa de puesta en contacto (operacion (a)) y/o en la etapa de
lavado (operacién (c)). Preferentemente, la etapa de lavado (operacion (c)), implica preferentemente el uso de un
tampodn de sales inorgdnicas u orgénicas que comprende un detergente cargado negativamente.

Sintesis de las matrices en fase solida

Generalmente, una matriz en fase sélida se puede derivatizar de modo que comprenda ligandos enlazados covalen-
temente de acuerdo con la invencidn, por métodos conocidos por si mismos, p. €j., la activacién de la matriz en fase
s6lida con un reactivo adecuado conocido por si mismo, seguida del acoplamiento del ligando a la matriz activada,
incorporando opcionalmente un espaciador SPA entre el ligando y la matriz, mediante el acoplamiento del espaciador
a la matriz activada, seguido en primer lugar por el acoplamiento del ligando con el espaciador a través de un reactivo
de condensacién adecuado, o incluso de una segunda activacion del espaciador seguida del acoplamiento del ligando.

La secuencia y la eleccion de los reactivos puede depender del ligando real que se va a acoplar y del material de la
fase sélida que se va a derivatizar, considerando, p. €j., el contenido en grupos reactivos, tales como hidroxilo, amino,
mercapto, y silanoles etc. En algunos casos puede ser preferible activar o derivatizar el ligando, en lugar de la matriz
en fase sdlida, seguido de una reaccién del ligando derivatizado con la matriz en fase sélida.

Por tanto, en un método preferido para sintetizar una matriz en fase sélida de acuerdo con la invencién, la matriz
en fase solida reacciona en primer lugar con un reactivo capaz de reaccionar con la matriz en fase sélida y activarla de
este modo para la reaccién posterior con el ligando, eliminando opcionalmente por lavado el reactivo de activacion,
seguido por una reaccién de la matriz en fase sélida activada con una solucién que comprende el ligando y seguido
opcionalmente por el lavado de la matriz en fase sélida que comprende el ligando inmovilizado covalentemente,
lavando con una o varias soluciones de limpieza adecuadas la matriz para eliminar un excedente de reactivo.

En algunos casos, se puede combinar la activacién y el acoplamiento del ligando, mezclando los dos reactivos y
dejando que las dos reacciones transcurran en paralelo. Esto es una grande ventaja, ya que ahorra costes y tiempo, a
la vez que se reduce el volumen de agua residual. De este modo, la etapa de activacién y de acoplamiento se realizan
preferentemente en una etapa combinada.

Ademds, es una ventaja significativa si la reaccion de activacion y/o de acoplamiento se pueden realizar sin nece-
sidad de afiadir disolventes orgdnicos al medio de reaccion. Estos disolventes orgdnicos se emplean frecuentemente
para solubilizar los reactivos de la reaccién o para asegurar que la hidrélisis de especies reactivas se mantenga al mi-
nimo. Sin embargo, el uso de disolventes orgdnicos aumenta el coste y el riesgo del procedimiento, debido al riesgo
de explosiones, al riesgo de dafios para la salud, a los problemas con los desechos y al coste relativamente alto de los
disolventes mismos. Por ello, el proceso de activacion y/o de acoplamiento se realiza preferentemente sin la adicién
de ningun disolvente orgdnico al medio de reaccion.

Ejemplos
La invencién se ilustra con los ejemplos 1-15 a continuacién:

1. Derivatizacion de fases solidas

1A) Activacion con epiclorohidrina de las perlas de agarosa
Activacion de perlas de agarosa procedentes de Hispanagar
Nivel “alto” de activacion:

Aproximadamente 1000 ml de una suspension 1:1 de perlas de agarosa en agua (Hispanagar, perlas de agarosa
al 6%, tamafio de particula 100-140 pm) se lavaron con agua desmineralizada, en un embudo de vidrio sinterizado,
seguido por el drenaje bajo aspiracién durante un minuto. Se pesaron 700 gramos de perlas de agarosa himedas, pero
drenadas, en una mezcla de 560 ml de agua y 70 ml de hidréxido sédico al 32,5% de peso/volumen. A esta suspension
se afladieron a continuacién 90 ml de epiclorohidrina (ALDRICH n° de cat.: E105-5) seguido por una agitacion suave
con una paleta, a temperatura ambiente (20-25°C) durante 6 horas. Las perlas de agarosa se lavaron a continuacién en
un filtro con aspiracién con aproximadamente 20 litros de agua y finalmente se suspendieron en agua. Se observé que
las perlas de agarosa activadas eran estables en esta suspension durante varias semanas, cuando se almacenaban a 4°C.

La concentracién de grupos epoxi activos sobre las perlas de agarosa activadas fue determinada mediante valora-
cién con tiosulfato, tal y como se describe en Porath, J., Laas, T., Janson, J.-C. Journal of Chromatography, volumen.
103, pags. 49-69, 1975 y Sundberg, L., & Porath, J., Journal of Chromatography, volumen 90, pags. 87-98, 1974. Los
resultados de esta valoracién indicaban que las perlas activadas tenfan una concentracién de 70 umol de grupos epoxi
por gramo de perlas himedas, pero drenadas bajo aspiracién, correspondientes a 972 umol/g de materia seca, o a 54
pmol/ml de perlas sedimentadas y himedas (solucién acuosa).
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Nivel “bajo” de activacion:

Para la produccién de una matriz con un contenido mds bajo en grupos epoxi activos, se siguié el mismo proce-
dimiento que el descrito anteriormente, con la exencién de que la mezcla de reaccion consistia en: 200 g de perlas
de agarosa humedas, pero drenadas bajo aspiracion, 160 ml de agua, 20 ml de hidréxido s6dico 2 M y 11,5 ml de
epiclorohidrina.

La valoracién con tiosulfato indicaba la presencia de 21 umol de grupos epoxi por gramo de perlas himedas, pero
drenadas bajo aspiracion, que se corresponden a 292 umol/g de materia seca, o a 16 umol/ml de perlas hiimedas y
sedimentadas (solucién acuosa).

Activacion de las perlas de agarosa procedentes de Pharmacia y de Biorad

El mismo procedimiento de activacién que el descrito anteriormente, fue empleado para la activacion de las perlas
de agarosa de Pharmacia (Sepharose 4B y Sepharose 6B) y de Biorad (gel Biogel A-5m con tamaiio de particula 38-
75 ym y gel Biogel A-15m con tamaiio de particula 75-150 ym).

La valoracién de los grupos epoxi activos sobre estas fases s6lidas, proporciond los siguientes resultados:

umol de grupos epoxi por gramo de perlas drenadas:

Sepharose 4B: 40
Sepharose 6B: 52
Gel Biogel A 5m: 65
Gel Biogel A 15m: 46

1B) Activacion con epiclorohidrina del Fractogel

El Fractogel TSK HW-55 (F), con tamafio de particula 32-63 um, de MERCK (n° de cat.: 14981) y el Fractogel
TSK HW-65 (F), con tamafio de particula 32-63 pm, de MERCK (n° de cat.: 14984) fueron activados con epiclorohi-
drina con el mismo procedimiento que el descrito anteriormente para las perlas de agarosa. La concentracion resultante
de grupos epoxi activos sobre estas fases sélidas era 98 y 53 umol/g de perlas drenadas, respectivamente.

1C) Activacion con éter diglicidilico de butanodiol de las perlas de agarosa

Se lavaron 100 gramos de perlas de agarosa al 6% de Hispanagar, con agua en un embudo de vidrio sinterizado y
se drenaron bajo aspiracién durante un minuto. Las perlas se suspendieron a continuacién en 75 ml de NaOH 0,6 M y
de aqui en adelante se afiadieron 75 ml de éter diglicidilico de 1,4-butanodiol. Se agité suavemente con una paleta, a
temperatura ambiente, durante 18 horas, después de lavar la matriz con agua (aproximadamente 3 litros).

La valoracién con tiosulfato de la cantidad de grupos epoxi incorporados en la matriz, dio un contenido de 55
pmol/g de matriz drenada bajo aspiracion.

1E) Acoplamiento de los ligandos a las matrices activadas
Procedimiento general de acoplamiento

Todos los acoplamientos de diferentes ligandos a las matrices activadas, mencionadas en el ejemplo 1A-D, se
realizaron segun el siguiente procedimiento general:

1) Las perlas activadas fueron lavadas en un filtro con aspiracion, con 2-3 volimenes de agua desmineralizada.
Las perlas se drenaron bajo aspiracién ligera en un embudo de vidrio sinterizado y 20 g de gel himedo,
pero drenado se pesaron dentro de una botella de plastico de 100 ml con tap6n a rosca.

2) Un g del ligando se disolvié en 20 ml de agua y se valoré a pH 10,5-11,0 con hidréxido sédico 2 M (para
algunos ligandos con baja solubilidad, el pH se ajusté a pH 11,5-12,5). La solucién resultante se mezclé con
la matriz activada. El gel se incub6 con la solucidn, mezclando suavemente en una mezcladora de rodillos,
durante 18 horas a temperatura ambiente.

3) A continuacion, el gel se lavé con 2 litros de agua.

En los casos en los que el ligando tenfa escasa solubilidad en agua, se empled una solucién de etanol al 50% para
la disolucién, en lugar de seguir con la valoracién a pH 10,5-11,0 con hidréxido sédico 2 M. En los mismos casos, el
lavado final con agua fue sustituido por una etapa de lavado con 1 litro de etanol al 50%, seguida por otra etapa de
lavado con 1 litro de agua.
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Siempre que era posible, se determiné la concentracién del ligando acoplado sobre las matrices por andlisis ele-
mental de carbono, hidrégeno, nitrégeno, oxigeno y azufre. A veces, ademds era posible determinar la cantidad de
ligando acoplado por la valoracién del dcido-base de los grupos funcionales caracteristicos sobre el ligando acoplado.

Acoplamiento de ligandos a perlas de agarosa al 6%, activadas con epoxi

Las sustancias quimicas siguientes (ligandos) se acoplaron a las perlas de agarosa al 6%, activadas con epiclorohi-
drina (Ejemplo 1-A) (Hispanagar, tamafio de particula 100-140 um), segiin el Procedimiento general de acoplamiento,
descrito anteriormente:

Acido 2-hidroxibenzoico, dcido 3-hidroxibenzoico, dcido 4-hidroxibenzoico, dcido 2,5-dihidroxibenzoico, 4cido 2-
hidroxicinnamico, acido 3-hidroxicinnamico, dcido 4-hidroxicinnamico, acido 3,5-dinitrosalicilico, acido 2-hidroxi-3-
metoxibenzoico, dcido 3-hidroxi-4-metoxibenzoico, acido 2-hidroxi-5-metoxibenzoico, acido 4-hidroxi-3-metoxiben-
zoico, acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxibenzoico, dcido 2-amino-4,5-dimetoxibenzoico, acido 5-sulfosalicilico, acido 5-
clorosalicilico, acido 4-hidroxi-3,5-dinitrobenzoico, dcido 2-aminobenzoico, acido 3-aminobenzoico, dcido 4-amino-
benzoico, dcido 2-amino-3,5-diyodobenzoico, dcido 2-mercaptobenzoico, 4cido 2-mercaptonicotinico, dcido anilin-2-
sulfénico, dcido 2-piridilhidroximetanosulfénico, dcido S-mercapto- 1-tetrazolacético, dcido 1-hidroxi-2-naftoico, aci-
do 3-hidroxi-2-naftoico, dcido 2-hidroxi-1-naftoico, dcido piridin-2,3-dicarboxilico, dcido 4-piridiltioacético, acido 2-
pirimidiltioacético, dcido 4-amino-2-clorobenzoico, dcido 3- amino-4-clorobenzoico, dcido 2-amino-5-clorobenzoico,
acido 2-amino-4-clorobenzoico, acido 2-amino-5-nitrobenzoico, dcido 4-aminosalicilico, dcido 5-aminosalicilico, aci-
do 3,4-diaminobenzoico, 4cido 3,5-diaminobenzoico, dcido 4-aminometilbenzoico, dcido 5-aminoisoftalico y acido 4-
aminoftélico, dcido 4-aminohipurico, dcido 3-amino-1,2,4-triazol-5-carboxilico, 4cido 1-amino-2-naftol-4-sulfénico,
acido 2-(4-aminofeniltio)acético, 2-amino-4-nitrofenol, acido 4-aminofenilacético, dcido 1-aminociclohexanocarbo-
xilico.

La concentracion de los ligandos segin se determind por un andlisis elemental sobre muestras liofilizadas, en las
matrices respectivas, estaba generalmente en el intervalo entre 50 a 70 umol de ligando por gramo de matriz hiimeda,
pero drenada bajo aspiracion.

1F) Acoplamiento de ligandos a diferentes fases solidas

Las siguientes fases solidas distintas: perlas de agarosa activadas con epoxi de Hispanagar, activadas a un nivel bajo
(Ejemplo 1-A), perlas de agarosa activadas con epoxi de Pharmacia y de Biorad (Ejemplo 1-A), Fractogel activado
con epoxi de Merck (Ejemplo 1-B) y perlas de agarosa activadas con éter diglicidilico de butanodiol de Hispanagar
(Ejemplo 1-C), se acoplaron cada una con dcido 2-mercapto-benzoico (2-MBA) y dcido 4-amino-benzoico (4-ABA).

El procedimiento general de acoplamiento descrito anteriormente en el Ejemplo 1-E, se siguié durante todos los
acoplamientos.

Las concentraciones de ligando obtenidas fueron determinadas por andlisis elemental sobre muestras liofilizadas
de las matrices respectivas, y se calcularon y se dan como pmol de ligando por gramo de matriz himeda, pero secada
bajo aspiracién (un gramo de matriz himeda, pero secada bajo aspiracién se corresponde a aproximadamente 1,1-1,3
ml de perlas sedimentadas, mientras que el contenido en materia seca puede variar considerablemente mds entre los
tipos diferentes de perlas).

Concentracion de ligando para las matrices sintetizadas en fase solida

(indicada como umol/g de perlas hiimedas, pero drenadas bajo aspiracion)

Perlas de agarosa activadas con epoxi de Hispanagar, activadas a un nivel bajo (ejemplo 1-A):

2-MBA | 4-ABA
18 20
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Perlas de agarosa activadas con epoxi de Pharmacia y de Biorad (Ejemplo 1-A):

Matriz/Ligando | 2-MBA | 4-ABA

Sepharose 4B 37 40

Sepharose 6B 51 47

Biogel A 5m 59 60
Biogel A 15m 44 43
Fractogel activado con epoxi de Merck (Ejemplo 1-B):

Matriz/Ligando 2-MBA | 4-ABA
Fractogel TSK HW-55 96 92
Fractogel TSK HW-65 53 51

Perlas de agarosa activadas con éter diglicidilico de butanodiol de Hispanagar (Ejemplo 1-C):

2-MBA

4-ABA

51

48

2. Ensayo convencional de la union de inmunoglobulina

Con el fin de someter a ensayo todos los materiales en fase sélida diferentes, sintetizados segtin el ejemplo 1, se
ideé un ensayo normalizado, que se puede reproducir en cualquier momento. El ensayo se disefid para determinar la
eficacia de la unién de la inmunoglobulina, de diferentes matrices bajo condiciones normalizadas, en relacién con la

composicién y el pH de la materia prima.

Para asegurar una calidad méaxima del ensayo para aislar anticuerpos monoclonales a partir del material sobrena-
dante de cultivos celulares diluidos, simulamos las condiciones utilizadas para cultivar células de hibridoma, mezclan-
do un medio de cultivo celular tipico con suero de ternera fetal, y afiadimos a este “material sobrenadante de cultivo
artificial”, la inmunoglobulina de ratén purificada. Todos los reactivos son reactivos convencionales y a disposicién

comercial.

Definicion de “material sobrenadante del cultivo artificial”

Para una solucion de 250 ml:

236,5 ml de medio de crecimiento del cultivo celular, DMEM (Imperial, GB, n° de cat.: 7-385-14)

12,5 ml de suero de ternera fetal (Life Technologies, Dinamarca, n° de cat.: 10106-060) 1,0 ml de IgG de
murido policlonal purificada (Sigma, EE.UU., n° de cat.: 1-8765, 10 mg/ml)

0,244 g de azida sédica (Sigma, EE.UU., n° de cat: S-2002),

dando como resultado una solucién que contenia: 40 ug de IgG de murido/ml, 5% de suero de ternera fetal y azida

sédica 15 mM, y que tenia un pH de aproximadamente. 8,0.

Se observd que esta solucion era estable a 4°C durante varias semanas, sin ningin deterioro de las inmunoglobuli-

nas.
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Procedimiento convencional

1) Aproximadamente 100 mg de la matriz que se va a someter a ensayo, se lavan con 10 ml de agua desminera-
lizada, en un embudo de vidrio sinterizado, seguido de drenaje bajo aspiracién durante 60 segundos. 100 mg de la
matriz en fase sélida, himeda (drenada) se pesan en un tubo de ensayo de 3 ml y se afiaden 2,50 ml de “material
sobrenadante del cultivo artificial” que tiene el valor de pH con el que se va a someter a ensayo la matriz. El tubo de
ensayo se cierra con un tapon, y la suspension se incuba en una mezcladora de rodillos, durante 2 horas a temperatura
ambiente (20-25°C). El tubo de ensayo se centrifuga a continuacién durante 5 min., a 2000 rpm para sedimentar la
matriz. El material sobrenadante se afsla a continuacién de la matriz en fase sélida, pipeteado en un tubo de ensayo
distinto, para evitar la transferencia de cualquier particula de la matriz. A continuacidn, se realiza una determinacién
de la concentracion de la inmunoglobulina no unida en el material sobrenadante, mediante una sola inmunodifusién
radial (tal y como se describe en D. Catty y C Raykundalia “Antibodies - a practical approach” vol. 1, pags. 137-168,
1988) usando inmunoglobulinas anti-ratén de conejo, como anticuerpo que precipita (DAKO, Dinamarca, n°® de cat.:
7109).

El porcentaje de inmunoglobulina de ratén unida a la matriz, se calcula a continuacién segun la siguiente férmula:

Porcentaje de unién = (1-(conc. del sobrenadante/conc. del material de partida)) x 100%

La precision de este método es superior a +/- 5%.
2A) Escrutinio para encontrar una eficacia alta de la union de la inmunoglobulina

El procedimiento convencional descrito anteriormente para el ensayo de la eficacia de la unién, se emple6 para el
ensayo de una amplia gama de diferentes matrices en fase sélida, basadas en perlas de agarosa al 6% activadas con

epiclorohidrina de Hispanagar y sintetizadas segtin el Ejemplo 1 Ay 1 E.

Los resultados del ensayo de la unién realizado a pH 4,5 y a pH 7,0, respectivamente, se presentan en la Tabla 1 a
continuacion:

TABLA 1
Capacidad | Capacidad
Ligando apH4,5 apH7,0
acido 2-hidroxibenzoico 0 0
acido 3-hidroxibenzoico 0 30
acido 4-hidroxibenzoico 0 0
acido 2,5-dihidroxibenzoico 60 0
acido 2-hidroxicinnamico 20 0
acido 3-hidroxicinnamico 80 0
acido 4-hidroxicinnamico 40 0
acido 3,5-dinitrosalicilico 0 0
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acido 2-hidroxi-3-metoxibenzoico 0 0
acido 3-hidroxi-4-metoxibenzoico 40 0
acido 2-hidroxi-5-metoxibenzoico 0 0
acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico 0
acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxibenzoico 30
acido 2-amino-4,5-dimetoxibenzoico 20 0
acido 5-sulfosalicilico 0
acido 5-clorosalicilico 0
acido 4-hidroxi-3,5-dinitrobenzoico 0
acido 2-aminobenzoico 80 0
acido 3-aminobenzoico 100 0
acido 4-aminobenzoico 90 0
acido 2-amino-3,5-diyodobenzoico 0 0
acido 2-mercaptobenzoico 100 0
acido 2-mercaptonicotinico 100 0
acido anilin-2-sulfénico 0 0
acido 2-piridilhidroximetanosulfénico 0 0
acido 5-mercapto-1-tetrazolacético 70 0
acido 1-hidroxi-2-naftoico 0
acido 3-hidroxi-2-naftoico 0
acido 2-hidroxi-1-naftoico 60 0
acido piridin-2,3-dicarboxilico 0 0
acido 4-piridiltioacético 0 0
acido 2-pirimidiltioacético 0 0
acido 4-amino-2-clorobenzoico 0 40
acido 3-amino-4-clorobenzoico 0 0
acido 2-amino-5-clorobenzoico 80 0
acido 2-amino-4-clorobenzoico 40 0
acido 2-amino-5-nitrobenzoico 0 0
acido 4-aminosalicilico 80 20
acido 5-aminosalicilico 80 30
acido 3,4-diaminobenzoico 80 0
acido 3,5-diaminobenzoico 60

acido 4-aminometilbenzoico 0 0
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acido 5-aminoisoftalico 60 20
acido 4-aminoftalico 60 20
acido 4-aminohipurico 0 20
acido 3-amino-1,2,4-triazol-5-carboxilico 0 20
acido 1-amino-2-naftol-4-sulfénico 80 20
acido 2-(4-aminofeniltio)acético 80

acido 4-aminofenilacético

acido 1-aminociclohexanocarboxilico (referencia)

Como se observa en la tabla, algunos ligandos no se unen en absoluto a la inmunoglobulina, mientras que otros
muestran una eficacia de la unién muy alta, en el intervalo de 80-100%, y todavia otros ligandos muestran eficacias de
la unién intermedias, en el intervalo de 30-60%.

Como se puede observar por el resultado del dcido 1-aminociclohexanocarboxilico (referencia), parece que es
necesario un resto aromatico o heteroaromatico para una unio6n eficaz.

3. Ensayo de la union a una matriz de anticuerpos monoclonales

El siguiente ejemplo ilustra las diferencias en la eficacia de la unién obligatoria entre matrices en fase sélida de la
técnica anterior y matrices en fase sélida de acuerdo con la invencidn, para la purificaciéon de inmunoglobulinas.

Para el estudio comparativo 7, se adquirieron diferentes lineas celulares capaces de producir 7 anticuerpos mono-
clonales diferentes, a partir de la “American Type Culture Collection” (ATCC), y se propagaron segtin un procedi-
miento convencional, tal y como se describe a continuacién. De aqui en adelante, se sometié a ensayo la eficacia de la
unién de cada anticuerpo monoclonal con cada una de las fases sélidas: agarosa con proteina A (matriz de la técnica
anterior), Avidchrom (matriz de la técnica anterior) y agarosa con dcido 2-mercapto-benzoico ligada a epoxi y agarosa
con acido 4-amino-benzoico.

El estudio se disefi6 para determinar la eficacia de la unién del anticuerpo durante la incubacién por lotes, de
las 5 fases solidas diferentes con el material sobrenadante procedente de los cultivos de 7 lineas celulares diferentes,
disponibles comercialmente.

Anticuerpos monoclonales

Lineas celulares: Las siguientes siete lineas celulares a disposicion en la “American Type Culture Collection” se
incluyeron en el sistema normalizado:

n® de cat. de la ATCC | Tipo de inmunoglobulina producida
HB 134 IgG4 de ratén
HB 8279 IgGyp de raton
HB 8445 IgG; de ratén
CRL 1852 IgG, de ratén
HB 121 IgG,, de ratéon
HB 8857 IgG4 de rata
; CRL 8018 IgM de ratén

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2332893 T3

Cultivos: El material sobrenadante del cultivo del anticuerpo monoclonal utilizado en el estudio, se produjo culti-
vando las células de hibridoma de ratén y de rata correspondientes, en un medio que contenia suero de ternera fetal
(RPMI-X, Medicult, Dinamarca n°® de cat. 20230500 + 5% de suero de ternera fetal, Imperial, Reino Unido, n° de cat.
83041). La metodologia utilizada para cultivar las cinco lineas celulares estd bien establecida en la técnica anterior
y estd descrita por G. Brown y N.R. Ling “Antibodies - a practical approach”, vol.1, pags. 81-104, 1988). Después
de 3 semanas de cultivo, se retiraron las células por centrifugacion y el material sobrenadante se filtr6 para eliminar
cualquier particula restante. La concentracion del anticuerpo monoclonal en el material sobrenadante de los cinco
cultivos diferentes, se determiné por inmunodifusién radial simple (tal y como describen D. Catty y C. Raykundalia
“Antibodies - a practical approach” vol.1, pags. 137-168, 1988), empleando inmunoglobulinas anti-ratén de conejo e
inmunoglobulinas anti-rata de conejo, como anticuerpos para precipitar (DAKO, Dinamarca, n° de cat.: Z109 y Z147)
y se observo que estaba en el intervalo de 30 a 60 pg/ml para todos los clones. Mds all4, el contenido en anticuerpo
monoclonal en cada material sobrenadante de los cultivos, se normalizé por dilucién, hasta alcanzar una concentracién
final de 30 pg/ml. Para asegurar unas condiciones similares para todo el material sobrenadante, la dilucién se realiz6
con medio de cultivo que incluia 5% de suero de ternera fetal.

Fases solidas: Agarosa con proteina A de Repligen Corporation, EE.UU., n° de cat.: [PA-300. nimero de lote:
RN 2917; Avidchrom de Unisyn Technologies, EE.UU., n° de cat.: 3100-0025, n° de lote: 96-0404-1; agarosa con
dcido 2-mercapto-benzoico y agarosa con acido 4-amino-benzoico, se basaron en perlas de agarosa al 6% activada
con epiclorohidrina de Hispanagar, Espafia, y la sintesis es tal y como se ha descrito en el Ejemplo 1 A 'y 1 E. Las
concentraciones de ligando fueron medidas por andlisis elemental y se encontré que eran 65, 69 y 69 umoles/gramo
de matriz himeda pero drenada, respectivamente (correspondientes a 903, 958 y 958 umoles/g de materia seca, tal y
como se midié con un analisis elemental sobre muestras liofilizadas).

Procedimiento convencional para el “Ensayo de union a la matriz del anticuerpo monoclonal”

Aproximadamente 100 mg de la matriz que se va a someter a ensayo se lavan con 10 ml de agua desmineralizada,
en un embudo de vidrio sinterizado, seguido por drenaje bajo aspiracién durante 60 segundos. Se pesan 100 mg de la
matriz en fase s6lida himeda (drenada) en un tubo de ensayo de 3,0 ml y se afiaden 4 ml de material sobrenadante del
cultivo de anticuerpos monoclonales, ajustado al valor de pH con el que se va a someter a ensayo la matriz. El tubo de
ensayo se cierra con un tapon, y la suspension se incuba en una mezcladora de rodillos, durante 2 horas a temperatura
ambiente (20-25°C). A continuacion, el tubo de ensayo se centrifuga durante 5 min. a 2000 rpm, para sedimentar la
matriz. El material sobrenadante se aisla a continuacién de la matriz en fase sélida, pipeteando en un tubo de ensayo
distinto, para evitar transferencia de cualquier particula de la matriz. Después de ésto, se realiza una determinacién de
la concentracién de inmunoglobulina no unida en el material sobrenadante, mediante inmunodifusion radial simple.

El porcentaje de anticuerpo monoclonal unido a la matriz se calcula a continuacién segun la siguiente férmula:

Porcentaje unido = (1 - (conc. en el material sobrenadante/30 pg/ml) x 100%

La precision de este método es superior a +/- 5%.
Ajustes del pH del material sobrenadante del cultivo para las diferentes fases solidas

Agarosa con proteina A: El material sobrenadante del cultivo de anticuerpos monoclonales se ajusté a pH 8,2,
mediante la adicién Tris/HCI hasta tener una concentracion final de Tris de 0,05 M.

Avidchrom: El material sobrenadante del cultivo de anticuerpos monoclonales se ajusté a pH 7,4, mediante la
adicién de hidrégeno fosfato de potasio/HCI hasta tener una concentracién final de fosfato de 0,05 M.

Agarosa con dcido 2-mercapto-benzoico y dcido 4-amino-benzoico: El material sobrenadante del cultivo de an-

ticuerpos monoclonales se ajust6 a pH 4,5 mediante la adicién de acido acético/hidréxido sédico hasta tener una
concentracion final de 4cido acético de 0,05 M.
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Eficacia de la union en %

Clones

Subtipo n¢ de cat. de ATCC 2-MBA | 4-ABA | Proteina A | Avidchrom
IgG, de ratén HB 134 100 100 0 50
IgG; de ratén HB 8445 100 100 80 80
IgG, de ratén CRL 1852 100 100 20 40
IgG,, de ratéon HB 8279 95 95 70 50
IgG,, de raton HB 121 90 100 100 40
IgG, de rata HB 8857 95 100 95 100
IgM de ratén CRL 8018 85 60 0 10
% de la eficacia de la uniéon promedio 95 94 52 53
2-MBA: agarosa con acido 2-mercapto-benzoico (epiclorohidrina)

4-ABA: agarosa con acido 4-amino-benzoico (epiclorohidrina)

Como se puede observar en la tabla, las matrices en fase sélida segtin la invencién, es decir, la agarosa con acido
2-mercapto-benzoico y la agarosa con dcido 4-amino-benzoico, muestran una eficacia de la unién alta muy constante
con los diferentes clones (tipicamente en el intervalo de unién de 50-100%), mientras que las matrices en fase s6lida
de la técnica anterior, la agarosa con proteina A y Avidchrom, muestran una eficacia de la unién que varia mucho mas
(en el intervalo de unién de 0-100%). La eficacia de la unién promedio se ha calculado para cada adsorbente, y a partir
de esos datos se ha observado que los adsorbentes de la técnica anterior con eficacias de la unién promedio de 52 y
53%, son significativamente menos eficaces que los adsorbentes segiin la invencién, que tienen eficacias de la unién
promedio en el intervalo de 75-95%.

4. Acido 2-mercaptobenzoico como ligando
Aislamiento de inmunoglobulinas bajo diferentes condiciones de union y de lavado

Tal y como indican los resultados en la Tabla 1, el 4cido 2-mercaptobenzoico parece ser un ligando muy interesante
para el aislamiento y la purificacién de anticuerpos monoclonales, a partir del material sobrenadante de cultivos dilui-
dos. Otros estudios de esta matriz en fase sélida que empleaban el “material sobrenadante de un cultivo artificial”, tal
y como se ha descrito en el ejemplo 2, se realizaron por tanto con el objetivo de establecer las condiciones 6ptimas de
la unién y del lavado, para conseguir la capacidad de unién maxima, asf como un rendimiento y una pureza maximos
del anticuerpo en el material eluido.

La agarosa con 4cido 2-mercapto-benzoico se basaba en perlas de agarosa al 6% activadas con epiclorohidrina de
Hispanagar y se sintetizaron tal y como se ha descrito en el ejemplo 1 A y 1 E. La concentracién de ligando se midi6
con dos métodos diferentes y se observé que era 65 umol/g de matriz himeda pero drenada, tal y como se determind
mediante el andlisis elemental y 60 umol/g tal y como se determina con la valoracién dcido-base de la parte de acido
benzoico inmovilizada del ligando.

Los experimentos se realizaron generalmente segtn el procedimiento siguiente:

1) Una parte alicuota pequefia de agarosa con dcido 2-mercaptobenzoico se lavé con agua (toda el agua,
a menos que se indique de otra manera, tenia la calidad del agua de Milli Q) en un embudo de vidrio
sinterizado, mediante aspiracion suave, seguida por drenaje del agua intersticial mediante una aspiracién
ligera durante un minuto.

2) 0,1 gramos de la matriz himeda, pero drenada se pesaron a continuacién en un tubo de ensayo, seguido
por la adicién de 10 ml de “material sobrenadante del cultivo artificial” que tenia un valor de pH especifico
para ese experimento concreto. Con o sin otros aditivos cualesquiera, la suspension se incubd de aqui en
adelante en una mezcladora de rodillos durante dos horas a temperatura ambiente, para asegurar una unién
eficaz de la inmunoglobulina.
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3) Después de la incubacién, la matriz se transfirié a una columna con un didmetro interior de 5 milimetros,
drenada para eliminar el exceso de “medio de cultivo artificial” y lavada segtin un esquema especifico para
el experimento concreto. El lavado se realizé afiadiendo 4 x 4 ml de tamp6n de lavado a la columna y
recogiendo el liquido que fluye a través de la columna en una fraccion.

4) La elucion final de la inmunoglobulina unida se realizé con un tampdn de elucién especifico, mediante la
adicién 4 x 2,5 ml de tampdn a la columna y recogiendo el material eluido en una fraccién. No se empled
bombeo en los experimentos, todas las columnas fluyeron por gravedad (con un caudal aproximado de 0,5-
1,0 ml/min).

5) Los andlisis se realizaron para determinar la distribucién relativa de la inmunoglobulina entre la fraccién
no unida en el material sobrenadante después de la union, la(s) fraccién(es) de lavado y el material eluido.
Esto se realizé con inmunodifusion radial simple (tal y como se describe en D. Catty y C. Raykundalia
“Antibodies - a practical approach” vol.1, pags. 137-168, 1988), empleando inmunoglobulinas anti-ratén
de conejo, como anticuerpo para la precipitaciéon (DAKO A/S, Dinamarca, n°® de cat.: Z 109).

La capacidad de union se calcul6 a continuacién a partir de la cantidad de inmunoglobulina no unida, presente en
el material sobrenadante y que se expresaba como el porcentaje de la cantidad total aiadida a la matriz en la materia
prima.

El rendimiento se calculé como el porcentaje de inmunoglobulina afiadida encontrada en la fraccion del material
eluido (es decir, un rendimiento del 100% es igual que la presencia de 1 mg de IgG en el material eluido).

La pureza de la inmunoglobulina eluida se analizé con SDS-PAGE (electroforesis con poliacrilamida y dodecil-
sulfato sédico) bajo condiciones reductoras, seguido de la tincién de las bandas de proteina con azul brillante de
Coomassie. (Gel prefabricado con 4- 20% de tris-glicina, 1 mm, n° de cat.: EC6025, duracién de la separacion 1 hora
a 30 mA; tampédn de la separacion tris-glicina SDS, n° de cat.: LC2675; tamp6n de la muestra tris glicina, n° de cat.:
LC2676; equipo de reactivos para la tincién con Coomassie LC6025, todos los productos quimicos son de Novex,
EE.UU.)

El grado de pureza expresado como el porcentaje del contenido total en proteinas, se determiné examinando y
procesando la imagen del gel de poliacrilamida tefiido con Coomassie y seco. Para este fin, empleamos el sistema
CREAM, disponible en Kem-En-Tec A/S, Dinamarca (n° de cat.: 6010 + 6050).

4A) Efecto de realizar la union con diferentes valores de pH

El experimento siguiente fue realizado para establecer el intervalo de pH en el cual la matriz con dcido 2-mercapto-
benzoico se uniria a las inmunoglobulinas de forma eficaz, del “material sobrenadante del cultivo artificial”. Tal y como
se muestra en la tabla 1 del ejemplo 2, esta matriz se une al 100% con pH 4,5 y al 0% con pH 7,0. En este experimento
la eficacia, el rendimiento y la pureza de la unién del material eluido se determina cuando se produce la unién en el
intervalo de pH 3,0-6,5. En todos los casos, el tampdn de lavado empleado era tampoén de dcido citrico de 10 mM,
ajustado al mismo pH que el pH de la unién, con hidréxido sédico 1 M. El tampén de elucidn utilizado era en todos
los casos 4cido bérico 0,05 M/NaOH + cloruro sédico 0,5 M pH 8,6.

Resultados

pH de la unién Porcentaje de la unién Rendimiento (%) Pureza (%)

3,0 100 90 <5
3,5 100 95 <5
4,0 100 100 <5
4,5 100 100 <5
5,0 95 95 5
55 40 40 10
6,0 0 0 -
6,5 0 0 -

Como se puede observar en la tabla, se consigue una unién eficaz con valores de pH inferiores a 6,0, alcanzando
el 100% con pH 4,5. Al mismo tiempo, hay una indicacién de que se puede obtener una pureza relativamente superior
si la etapa de la unién se realiza a un pH superior a 4,5.
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4B) Efecto de diferentes procesos de lavado/pH en el tampon de lavado

Se realiz6 una serie de ensayos con el objetivo de mejorar la pureza del material eluido, a la vez que se mantenia
el rendimiento a un alto nivel. Para este fin, se sometié a ensayo una serie de procesos de lavado diferentes. Todos los
ensayos se realizaron a pH 4,5, como pH de la unién, y todo el material se eluy6 con acido bérico 0,05 M/NaOH +
NaCl10,5 M, pH 8,6.

Resultados
Tamp6n de lavado: Pureza (%) Rendimiento (%)
acido citrico 10 mM/NaOH pH 4,5 <5 100
acido citrico 10 mM/NaOH pH 5,5 5 95
acido citrico 10 mM/NaOH pH 6,5 15 80
Tris/HCI 20 mM pH 7,5 20 70
Tris/HCI 20 mM pH 8,5 20 60

Tal y como se puede observar en la tabla, la pureza del material eluido se puede incrementar lavando con un pH
mads elevado, pero un incremento del pH superior a pH 5,5, disminuye el rendimiento significativamente.

4C) Efecto de los diferentes procesos de lavado/sales liotropicas a pH elevado
Los experimentos se realizaron tal y como se ha descrito en 3 B, salvo que se sometié a ensayo una serie de

tampones de lavado que contenian diferentes sales liotrépicas a pH 8,0, para estudiar su capacidad para mejorar la
pureza del material eluido, sin disminuir significativamente el rendimiento.

Resultados
Tampédn de lavado: Pureza  Rendimiento
(%) (%)
sulfato de amonio 0,7 M/NaOH pH 8,0 ND <10
sulfato de amonio 0,9 M/NaOH pH 8,0 25 30
suifato de amonio 1,0 M/NaOH pH 8,0 25 80
suifato de amonio 1,1 M/NaOH pH 8,0 20 95
sulfato de amonio 1,3 M/NaOH pH 8,0 20 95
fosfato potasico 0,8 M pH 8,0 20 95
fosfato potasico 1,0 M pH 8,0 15 95
sulfato sédico 0,9 M/NaOH + bicarbonato sédico 0,05 M pH 8,0 20 95
cloruro sédico 1,0 M + bicarbonato sddico 0,05 M pH 8,0 20 95
cloruro sédico 1,0 M + fosfato potasico 0,05 M pH 8,0 ND
cloruro sadico 2,0 M + fosfato potasico 0,05 M pH 8,0 ND
cloruro sodico 4,0 M + fosfato potasico 0,05 M pH 8,0 20 80

Los resultados indican que la presencia de sales liotrépicas en el tampén de lavado, combinado con un pH mas
elevado que el pH de la unién, puede aumentar significativamente la pureza del material eluido, sin disminuir el
rendimiento. También es evidente que es necesaria una cierta concentracion de la sal liotrOpica para obtener este
resultado. Concentraciones demasiado bajas producen una pérdida de inmunoglobulina en la fraccién de lavado, dando
como resultado unos rendimientos muy bajos. Como se puede observar, la concentracién necesaria depende de la
naturaleza de la sal liotrépica, p. €j., el sulfato de amonio que se considera una sal liotrépica fuerte, segtin la serie de
Hofmeister (véase Gagnon, citado en esta memoria), s6lo tiene que tener una concentracion de aproximadamente 1,0-
1,1 M, para asegurar un alto rendimiento en el material eluido, mientras que el cloruro sédico, que se considera una
sal liotrépica bastante débil seguin la serie de Hofmeister, necesita tener una concentracién de aproximadamente 4 M
antes de que el rendimiento aumente a un nivel aceptable.
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4D) Efecto de diferentes procesos de lavado/aditivos diferentes

El efecto de afadir detergentes y otros aditivos al tampdn de lavado, fue investigado en los ensayos realizados tal
y como se ha descrito anteriormente (el ejemplo 4 By 4 C)

Resultados
Pureza  Rendimiento

Tampén de lavado: (%) (%)
acido citrico 0,01 M/NaOH pH 6,5 + 3 mg/ml de sulfato de octilo 50 80
acido citrico 0,01 M/NaOH pH 5,8 + 0,05 mg/ml de bromofenol azul 70 90
sulfato de amonio 1,0 M/NaOH pH 7,5 + 10 mg/m! de acido octano 80 80
sulfonico
sulfato de amonio 1,0 M/NaOH pH 8,0 + 5 mg/ml de laurilsarcosi- 60 80
nato sédico
sulfato de amonio 1,0 M/NaOH pH 8,0 + 5 mg/ml de acido octano 80 70
sulfénico + 5 mg/mi de laurilsarcosinato sédico
fosfato potasico 0,9 M pH 9,2 + 5 mg/ml de acido octano sulfénico 80 80
fosfato potasico 0,9 M pH 9,2 + 5 mg/ml de acido hexano sulfénico 60 90
sulfato de amonio 1,0 M/NaOH pH 8,0 + 5 mg/ml de Tween 20 25 Q0
sulfato de amonio 1,0 M/NaOH pH 8,0 + 5 mg/ml de Pluronic F68 25 80

Los resultados de estos experimentos indican claramente el efecto positivo sobre la pureza del material eluido,
obtenido lavando la matriz con tampones que contienen un detergente cargado negativamente (p. €j., 4cido octano
sulfénico, 4dcido hexano sulfénico, sulfato de octilo y laurilsarcosinato de sodio), mientras que la adicién de detergentes
sin carga, tales como Tween 20 y Pluronic F-68, parece que no tiene ningin efecto o muy poco sobre la pureza de
la inmunoglobulina eluida. Asimismo, se observa que el azul de bromofenol, que es conocido por tener una alta
afinidad para unirse a la albimina (una impureza indeseada), también tiene un efecto significativo sobre la pureza,
sin comprometer el rendimiento del producto. Ademds, el efecto obtenido parece ser independiente de si el tampdn
de lavado comprende concentraciones elevadas de sales liotropicas o no, asi como de la eleccién de la sal liotrépica
empleada, si esta presente.

4E) Efecto de diferentes aditivos durante la union

Los experimentos siguientes se realizaron para investigar el efecto sobre la pureza y el rendimiento, de la adicién
de diferentes detergentes y otras sustancias quimicas, al “material sobrenadante del cultivo artificial”, durante la incu-
bacién con agarosa con 4cido 2-mercapto-benzoico. Para todos los ensayos, el pH de la unién era pH 5,0, el tampén
de lavado empleado era sulfato de amonio 1,1 M/NaOH pH 8,0 y el tampén de elucién era dcido bérico 0,05 M/NaOH
+ cloruro sédico 0,5 M pH 8,6. Los experimentos fueron realizados de otra manera a la descrita en el procedimiento
general anterior.
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Resultados
Sustancia afadida: Pureza (%) Rendimiento (%)
Ninguna 25 95
5 mg/ml de Tween 20 30 80
10 mg/m| de acido benzoico 25 50
5 mg/ml de 1-octil-2-pirrolidona 20 80
5 mg/ml de N-octanoil-N-metilglucamina 20 80
1 mg/mi de lauril sulfobetaina 20 80
5 mg/ml de lauril sulfobetaina ND 0
5 mg/ml de acido subérico 25 80
5 mg/ml de acido sebacico 25 80
5 mg/ml de acido octano sulfénico 25 90
5 mg/ml de acido caproico 60 90
5 mg/ml de acido caprilico 70 80
0,5 mg/mi de de laurilsarcosinato sédico 70 90
1,0 mg/mi de de laurilsarcosinato sédico 85 90
2,0 mg/mi de de laurilsarcosinato sédico 90 70
1 mg/mi de azul de bromofenol 80 90

Los resultados indican que la adicién de determinados detergentes cargados negativamente (o de sustancias an-
fipdticas) al “material sobrenadante del cultivo artificial” antes de la incubacién con agarosa con dcido 2-mercapto-
benzoico, tiene una influencia significativa sobre la pureza final del material eluido. Esto es por ejemplo el caso de
sustancias, tales como el dcido caproico y el dcido caprilico, asi como el sarcosinato de laurilo, mientras que otras
sustancias cargadas negativamente, tales como el dcido benzoico, la lauril sulfobetaina, el dcido subérico, el dcido
sebdcico y el dcido octano sulfénico parece que tienen muy poco efecto sobre las concentraciones sometidas a ensa-
yo. También hay que tener en cuenta que parece que el detergente neutro Tween y el detergente positivo 1-octil-N-
metilglucamina, no tienen ningtin efecto.

4F) Efecto de diferentes tampones de lavado junto con la adicion de laurilsarcosinato sodico a la materia prima

El ejemplo siguiente muestra el efecto de combinar la adicién de un detergente cargado negativamente a la materia
prima, con una serie de diferentes composiciones de tampones de lavado. En todos los experimentos se afiade 1 mg/ml
de laurilsarcosinato sddico al “material sobrenadante del cultivo artificial”, antes de mezclar con la agarosa con dcido
2-mercapto-benzoico, el pH de la unién era pH 5,0 y el tampdn de elucién era en todos los casos dcido bérico 0,05
M/NaOH + cloruro sédico 0,5 M pH 8,6. Se sigui6 el procedimiento general descrito anteriormente.
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Resultados
Pureza Rendimiento
Tampén de lavado: (%) (%)
agua 45 90
citrato sédico 0,001 M pH 6,0 45 90
citrato sédico 0,001 M pH 6,5 50 90
citrato sodico 0,001 M pH 7,0 50 a0
fosfato potasico 0,001 M pH 7,5 50 90
citrato sodico 0,001 M pH 6,5 + 5% de monopropilenglicol 50 80
citrato sédico 0,001 M pH 6,5 + 20% de monopropilenglicol 45 95
sulfato de amonio 1,0 M/NaOH pH 7,5 60 85
sulfato de amonio 1,0 M/NaOH pH 7,0 60 90
sulfato de amonio 0,9 M/NaOH pH 7,0 60 75

5. Acido 4-amino-benzoico como ligando
Aislamiento de anticuerpos monoclonales bajo condiciones diferentes

El 4cido 4-amino-benzoico es otro dcido aromatico segtin la invencién, que parece ser muy interesante para el uso
en la purificacién de anticuerpos monoclonales (Tabla 1, ejemplo 2). Los ensayos siguientes muestran la influencia
de diferentes condiciones de la unién y del lavado sobre el rendimiento de la agarosa con dcido 4-amino-benzoico,
basada en agarosa al 6% de Hispanagar y sintetizada segtin el ejemplo 1 A y 1 E. La matriz utilizada fue analizada por
andlisis elemental y se determiné que tenia un contenido de 69 umol en grupos de dcido 4-amino-benzoico por ml de
matriz himeda, pero drenada.

Los ensayos fueron realizados tal y como se ha descrito en el procedimiento general en el ejemplo 4.
5A) Efecto de realizar la union a diferentes valores de pH

El experimento siguiente se realizé para establecer el intervalo de pH en el cual la matriz de 4dcido 4-amino-
benzoico se unirfa eficazmente a las inmunoglobulinas procedentes del “material sobrenadante del cultivo artificial”.
Tal y como se muestra en la Tabla 1 del ejemplo 2, a esta matriz se une el 90% a pH 4,5 y el 0% a pH 7,0. En este
experimento se determina la eficacia, el rendimiento y la pureza de la unién del material eluido, en el intervalo de pH
4,0-6,5. En todos los casos, el tamp6n de lavado utilizado era tampdn de 4cido citrico 10 mM ajustado al mismo pH
que el pH de la unién con hidréxido sédico 1 M. El tamp6n de elucidén utilizado era en todos los casos dcido bérico
0,05 M/NaOH + cloruro sédico 0,5 M pH 8,6.

Resultados

pH de la unién Porcentaje de la union Rendimiento (%) Pureza (%)

4,0 100 90 10
4,5 90 95 10
5,0 60 55 20
55 20 ND ND
6,0 0 ND ND
6,5 0 ND ND

Tal y como se observa en la tabla, se consigue una union eficaz con valores de pH inferiores a 5,5, alcanzando el
90% con pH 4,5. Al mismo tiempo, hay una indicio de que se puede obtener una pureza relativamente mas alta si la
etapa de la unién se realiza a un pH mads elevado que 4,5.
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5B) Efecto de diferentes procesos de lavado/pH en el tampon de lavado

Se realiz6 una serie de ensayos con el objetivo de mejorar la pureza del material eluido, a la vez que se mantenia
el rendimiento a un nivel elevado. Para este fin, se sometié a ensayo una variedad de procesos de lavado diferentes.
Todos los ensayos se realizaron a pH 4,5, como pH de la unién y todo el material eluido se obtuvo con acido bérico
0,05 M/NaOH + NaCl 0,5 M pH 8,6.

Resultados

Pureza (%) Rendimiento (%)

Tampoén de lavado:

acido citrico 10 mM/NaOH pH 4,5 10 90
acido citrico 10 mM/NaOH pH 5,5 25 90
acido citrico 10 mM/NaOH pH 6,0 60 80
acido citrico 10 mM/NaOH pH 6,5 75 55

Como se puede observar en la tabla, la pureza del material eluido se puede incrementar lavando con un pH mas
alto, pero con un incremente del pH por encima de pH 6,0, el rendimiento disminuye significativamente.

6. Acido 2-mercapto-nicotinico
Aislamiento de anticuerpos monoclonales bajo diferentes condiciones

El 4cido 2-mercapto-nicotinico es otro dcido aromadtico segin la invencién que parece ser muy interesante para el
uso en la purificacién de anticuerpos monoclonales (Tabla 1, ejemplo 2). Los ensayos siguientes muestran la influencia
de diferentes condiciones de unién y de lavado sobre el rendimiento de la agarosa con 4cido 2-mercapto-nicotinico,
basada en agarosa al 6% activada con epiclorohidrina, procedente de Hispanagar y sintetizada segun el ejemplo 1 A
y 1 E. La matriz utilizada fue analizada por anélisis elemental y se determiné que tenia un contenido de 63 pmol de
grupos de 4cido 2-mercapto-nicotinico por ml de matriz himeda, pero drenada.

Los ensayos fueron realizados tal y como se ha descrito en el procedimiento general en el ejemplo 4.

En estos dos ensayos, se investigd el efecto de variar el pH de la unién, sobre el rendimiento y la pureza del
material eluido resultante, manteniendo constantes las condiciones de lavado y de elucién. En ambos casos, el tampén
de lavado era sulfato de amonio 1,1 M/NaOH pH 8,0 + 5 mg/ml de sulfato de octilo y el tamp6n de elucién era dcido
bérico 0,05 M /NaOH pH 8,6 + cloruro sédico 0,5 M.

El “material sobrenadante del cultivo artificial” se ajust6 a pH 4,5 y 5,0 con 4cido clorhidrico 1 M, respectivamente,
y no se realizaron mds adiciones.

Resultados

pH de la unién Rendimiento (%) Pureza (%)
4,5 85 80
5,0 75 95

Tal y como se puede observar, esta matriz proporciona un excelente rendimiento de inmunoglobulina en el material
eluido, con ambos valores de pH de la unién, mientras que la pureza de la inmunoglobulina eluida esta significativa-
mente incrementada, elevando el pH de la unién desde pH 4,5 a pH 5,0.

Efecto de aiiadir lauril sarcosinato sodico a la materia prima
En los siguientes ensayos se investiga el efecto de afiadir diferentes cantidades de lauril sarcosinato de sodio al
“material sobrenadante del cultivo artificial”, con dos valores de pH diferentes. En todos los ensayos el tampdn de

lavado utilizado era sulfato de amonio 1,1 M/NaOH pH 7,5 y el tampén de elucién era 4cido bérico 0,05 M/NaOH pH
8,6 + cloruro soédico 0,5 M.
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Antes de mezclar con la matriz en fase sélida, se afiadié el “material sobrenadante del cultivo artificial” y lauril
sarcosinato de sodio con tres concentraciones diferentes y después el pH se ajusté a 4,5 y 5,0 con 4cido clorhidrico 1
M, respectivamente.

5 Resultados
Unién con pH 4,5

Concentracién de SLS, mg/ml Rendimiento (%) Pureza (%)
10

0,5 90 50

1,0 90 65

1,5 65 85
15

Unién con pH 5,0

Concentracién de SLS, mg/ml Rendimiento (%) Pureza (%)
20 0,5 90 50

1,0 90 85

1,5 40 >95
25

SLS = Lauril sarcosinato de sodio

30 7. Ensayo de la estabilidad convencional

I) Aproximadamente 1000 mg de la matriz que se va a someter a ensayo, se lavan con 100 ml de agua desmi-

neralizada en un embudo de vidrio sinterizado, seguido por drenaje bajo aspiraciéon durante 60 segundos.

Se pesan 500 mg de la matriz en fase sélida himeda (drenada) en un tubo de ensayo de 10,0 ml, marcado

35 con “NaOH” y se afiaden 9,0 ml de hidr6xido sédico 1 M, después de mezclar suavemente durante 1 min.

Se pesan otros 500 mg de la matriz en fase sélida, himeda (drenada) en un tubo de ensayo de 10 ml marcado
con “agua” y se afiaden 9,0 ml de agua, seguido de un mezclado suave durante 1 min.

40 Los tubos de ensayo se cierran herméticamente con tapones y se almacenan en la oscuridad, a temperatura
ambiente (20-25°C) durante 7 dias.

A continuacion, se lavan las matrices por separado con 200 ml de agua en un embudo de vidrio sinterizado,
seguido por drenaje bajo aspiracién durante 60 segundos.

45
II) Cada una de las matrices en fase sdlida se someten a ensayo en el “ensayo convencional de la union de

inmunoglobulina”, definido en el ejemplo 2.

La estabilidad de la matriz en fase sélida frente al hidréxido sédico 1 M, se calcula a continuacién y se expresa
50 como un porcentaje, comparado con el testigo que sélo se ha incubado en agua segiin la siguiente férmula:

Estabilidad = (porcentaje de unién de matriz tratada con NaOH/porcentaje de unién del testigo) x 100%

55 Resultados

Matriz en fase sélida Estabilidad, %
agarosa con 2-mercapto-bencimidazol-divinil sulfona 0
60
Los resultados indican que las matrices producidas con agarosa activada con divinil sulfona tienen una estabilidad
pobre en NaOH 1 M.
65
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8. Aislamiento de anticuerpos policlonales a partir de diferentes especies
Acido 2-mercaptobenzoico como ligando

El siguiente ejemplo ilustra la eficacia de la unién de la agarosa con dcido 2-mercaptobenzoico, frente a anticuerpos
policlonales procedentes de diferentes especies, asi como el rendimiento y la pureza del anticuerpo en el material
eluido. Para el estudio se empled el suero de 5 especies diferentes.

Anticuerpos policlonales: Los anticuerpos policlonales utilizados eran originarios del suero normal de las siguien-
tes especies: cabra, caballo, conejo, cerdo y ser humano. Los sueros se obtuvieron a partir de sangre extraida reciente-
mente, mediante centrifugacion suave después de la coagulacion, durante 24 horas a temperatura ambiente.

Matriz en fase solida: la agarosa con dcido 2-mercaptobenzoico se basaba en perlas de agarosa al 6% activadas
con epoxi de Hispanagar y se sintetizé tal y como se ha descrito en el ejemplo 1A y 1E. La concentracién del ligando
se midi6 por andlisis elemental y se encontrd que era 65 umol/gramo de matriz himeda, pero drenada.

En la matriz en fase sélida se someti6 a ensayo su eficacia de la unién a anticuerpos policlonales en una columna
segun el siguiente procedimiento:

1) La matriz se lavé con agua en un embudo de vidrio sinterizado y finalmente se drené. Se pes6 1 gramo de
la matriz en fase sélida, himeda, pero drenada en una pequefia columna (didmetro interno de 5 mm). La
matriz se lavé con 5 ml de tamp6n (citrato sédico 10 mM pH 5,0). Se aplicé 1 ml de la muestra (ajustada
a pH 5,0 con 4cido clorhidrico 1 M) a la columna. La columna se lavé con 20 ml de tampdn de lavado 1
(sulfato de amonio 1,1 M pH 8,0 que contenia 5 mg/ml de 1 octanosulfonato s6dico). La columna se lavd
con 5 ml de tamp6n de lavado H (sulfato de amonio 1,1 M pH 8,0). La matriz se eluyé con 10 ml de tampén
de elucidn (4cido borico 0,05 M/NaOH + cloruro sédico 0,5 M pH 8,6). No se emplearon bombas en los
experimentos, todas las columnas se eluyeron por gravedad (con un caudal aproximado de 0,5-1,0 ml/min).
2) Se realizaron andlisis para determinar la distribucidn relativa de la inmunoglobulina entre la fraccién
no unida eluida, después de la unién, la(s) fraccidn(es) de lavado y el material eluido. Esto se realizé
por inmunodifusién radial simple (tal y como se ha descrito en D. Catty y C. Raykundalia “Antibodies
- a practical approach” vol.1, pags. 137-168, 1988) usando anti-inmunoglobulinas especificas de especie,
como anticuerpos para la precipitacion.

La capacidad de la union se calcul6 a continuacion a partir de la cantidad de inmunoglobulina no unida presente
en el ensayo y expresada como el porcentaje de la cantidad total afiadida a la matriz en la materia prima.

El rendimiento se calcul6 como el porcentaje de inmunoglobulina afiadida, encontrada en la fraccion del material
eluido.

La pureza de la inmunoglobulina eluida fue analizada con SDS-PAGE (electroforesis con poliacrilamida y dodecil-
sulfato sédico) bajo condiciones reductoras, seguida de tincion de las bandas proteicas con azul brillante de Coomassie.
(Gel prefabricado 4-20% de tris-glicina, 1 mm, n° de cat.: EC6025, elucién durante 1 hora a 30 mA; tampdn de elucién
de SDS vy tris-glicina n° de cat.: LC2675; tamp6n de la muestra de tris-glicina, n° de cat.: LC2676; equipo de reactivos
para la tincién con Coomassie LC6025, todos los productos quimicos eran de Novex, EE.UU.)

El grado de pureza tal y como se expresaba en porcentaje de los contenidos totales de proteina, se determiné exa-
minando y procesando la imagen del gel de poliacrilamida tefiido con Coomassie y secado. Para este fin, empleamos
el sistema de CREAM, disponible en Kem-En-Tec A/S, Dinamarca (n° de cat.: 6010+6050).

Resultados
Suero Capacidad de ligacion (%) | Rendimiento (%) | Pureza (5)
Cabra 60 50 60
Cerdo 60 60 70
Conejo 80 60 a0
Caballo 60 40 80
Ser humano 70 60 75
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9. Aislamiento de tripsindogeno y quimotripsinégeno del pdncreas bovino con agarosa con dcido 2-mercapto-benzoico

El siguiente ejemplo ilustra el uso de la agarosa con dcido 2-mercapto-benzoico como matriz adecuada para aislar
y purificar proteasas, p. €j., tripsina y quimotripsina del pdncreas bovino.

Extracto del pdncreas: Las dos proteasas se aislaron como proenzimas tripsindgeno y quimotripsindgeno a partir de
un extracto de pancreas bovino, producido mediante extraccion con dcido sulfirico, tal y como describe M. Laskowski,
Métodos en Enzimologia, volumen II, pags. 9-10, 1955. Después de la extraccion, la suspension se ajusté a pH 2.5,
afiadiendo hidréxido sédico 2 M y se aclard filtrando y centrifugando durante 30 min. a 4000 rpm. Justo antes de
purificar, el extracto fue ajustado a pH 4,5 con NaOH 2 M y se centrifugé a 4000 rpm durante 5 minutos, y se recogio
el material sobrenadante.

Matriz en fase sélida: La agarosa con dcido 2-mercapto-benzoico se basaba en perlas de agarosa al 6% activadas
con epiclorohidrina, de Hispanagar y se sintetizaron tal y como se ha descrito en los ejemplos 1 A y 1 E. La con-
centracion del ligando se midié con dos métodos diferentes y se encontrd que era 65 umol/g de matriz himeda, pero
drenada, tal y como se habia determinado mediante un andlisis elemental y 60 umol/g, tal y como se habia determinado
mediante valoracion dcido-base de la parte inmovilizada de 4cido benzoico del ligando.

La matriz en fase s6lida fue sometida a ensayo para estudiar la eficacia de la unién a tripsina y a quimotripsina,
segtin el procedimiento siguiente:

1) Lamatriz se lavé con agua en un embudo de vidrio sinterizado y finalmente se drend. Se pesaron 2,5 gramos
de la matriz en fase s6lida humeda, pero drenada en una columna (didmetro interior de 5 mm). La matriz
se lavo con 10 ml del tampén (citrato sédico 10 mM pH 4,5), 50 ml del extracto se aplicaron a la columna.
La matriz se lavé con 15 ml del tampén de lavado (citrato sédico 10 mM pH 4,5). La matriz se eluy6 con
10 ml de tampén de elucién (dcido boérico 50 mM, NaCl 0,5 M, pH 8,7).

2) La pureza del material eluido se analizé con SDS-PAGE (electroforesis con poliacrilamida y dodecilsulfato
s6dico) bajo condiciones reductoras, seguido de tincién de las bandas de proteina con azul brillante de
Coomassie. (Gel prefabricado 4-20% de tris-glicina, 1 mm, n° de cat.: EC6025, elucién 1 hora a 30 mA;
tamp6n de elucion tris-glicina SDS, n°® de cat.: LC2675; tamp6n de la muestra de tris-glicina, n® de cat.:
LC2676; equipo de reactivos para la tincién con Coomassie, LC6025 todos los productos quimicos eran de
Novex, EE.UU.).

Resultados

Cantidad total de proteina en el material eluido | 65 mg

Tripsina en el material eluido 35%

Quimotripsina en el material eluido 20%

Como se puede observar en estos resultados, se encontrd sorprendentemente que este tipo de ligando, es decir,
ligandos arométicos que comprenden un grupo dcido segin la invencidn, representados en esta memoria por el dcido
2-mercapto-benzoico como el ligando especifico, son capaces de unirse muy eficientemente a proteinas tales como
proteasas, con valores de pH relativamente bajos y con una fuerza idnica relativamente alta (es decir, aproximadamente
0,25 de fuerza idnica).

10. Eficacia de la union de seroalbiimina bovina a diferentes matrices en fase solida

El ejemplo siguiente ilustra la eficacia de diferentes matrices en fase sélida en un ensayo convencional de la unién,
para la seroalbimina bovina.

Fases solidas: Se produjo una gama seleccionada de matrices en fase sélida basdndose en perlas de agarosa acti-
vadas con epiclorohidrina, de Hispanagar, tal y como se ha descrito en el ejemplo 1 A y 1 E. Los ligandos sometidos
a ensayo se enumeran en la tabla a continuacion.

Solucion de seroalbiimina bovina pH 4,0 (BSA pH 4,0): La seroalbimina bovina purificada (Biofac A/S, Dinamar-
ca) se disolvi6 hasta tener una concentracién final de 10 mg/ml en citrato sédico 20 mM pH 4,0 + cloruro sédico 0,2
M.

Solucion de seroalbiimina bovina pH 7,0 (BSA pH 7,0): La seroalbiimina bovina purificada (Biofac A/S, Dinamar-
ca) se disolvi6 hasta tener una concentracion final de 10 mg/ml en citrato sédico 20 mM pH 7,0 + cloruro sédico 0,2
M.
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Procedimiento
Ensayo convencional de union de la albiimina

Las matrices en fase sdlida se lavaron con 10 volimenes de agua desmineralizada en un filtro con aspiracion a vacio
y se drenaron mediante aspiracion suave durante 1 min. Dos muestras de 1,0 g de matriz drenada bajo aspiracion, se
pesaron a continuacién en dos tubos de ensayo de 10 ml, seguido de la adicién de 6,0 ml de BSA pH 4,0 al primer
tubo de ensayo y de 6,0 ml de BSA pH 7,0 al segundo tubo de ensayo. Dos muestras de 1,0 g de perlas de agarosa lisas
drenadas bajo aspiracion y no derivatizadas, de Hispanagar, también se afiadieron a los 6,0 ml de las dos soluciones de
BSA como testigos negativos. Los tubos de ensayo se cerraron a continuacién con un tapén y la suspensién se incubd
en una mezcladora de rodillos durante 2 horas a temperatura ambiente (20-25°C). El tubo de ensayo se centrifugé a
continuacién durante 5 min., a 2000 rpm para sedimentar la matriz. El material sobrenadante se aisl6 después de la
matriz en fase sélida, pipeteando en tubos de ensayo separados, evitando la transferencia de particulas de la matriz y
se filtr6 a través de un filtro pequefio de 0,2 um, no adsorbente (Millipore, EE.UU.). A continuacion, se realiz6 una
determinacién de la concentracién de BSA no unida en el material sobrenadante, midiendo la densidad 6ptica (DO) a
280 nm en un espectrofotémetro.

La cantidad de BSA unida a las matrices se calculé a continuacién segtin la siguiente férmula:

mg de BSA unido por g de matriz drenada bajo aspiracién = (1. (DO del material sobrenadante del ensayo/
DO del testigo)) x 60

La precision de este método es superior al +/- 5%.
Resultados

La tabla proporciona la cantidad de BSA unida en mg, por gramo de matriz himeda, pero drenada bajo aspiracion,
en funcién del ligando acoplado y del pH de la solucién de BSA.

Ligando acoplado a la matriz en fase solida | BSApH 4,0 | BSApH 7,0
acido 3-hidroxi-benzoico 22 0
acido 4-hidroxi-benzoico 5 0
acido 3,5-dihidroxi-benzoico 36 58
acido 2,4-dihidroxi-benzoico 41 0
acido 2-hidroxi-1-naftalico 58 0
acido 3-amino-benzoico 56 0
acido 2-amino-benzoico 51 0
acido 4-amino-benzoico 59 0
acido 3,9-di-amino-benzoico 9 0
acido 5-amino-isoftalico 17 51
acido 1-amino-2-naftol-4-suifénico 21 52
acido p-cumarico 26 0
acido 2-mercapto-benzoico 59 0
acido 2-mercapto-nicotinico 30 0
acido 5-mercapto-1-tetrazol-acético 26 0
acido 3-amino-1,2,4-triazol-5-carboxilico 6 30
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REIVINDICACIONES

1. Un método para aislar inmunoglobulinas a partir de una solucién que contiene una o varias inmunoglobulinas,
que comprende las siguientes operaciones:

a) poner en contacto la solucién que contiene una o varias inmunoglobulinas que tiene un pH en el intervalo de
2,0 a 10,0, y un contenido total en sales correspondiente a una fuerza i6nica de como maximo 2,0, con una matriz
en fase sdlida que comprende un esqueleto de la matriz funcionalizado que es portador de una pluralidad de grupos
funcionales con la férmula siguiente

M-SPI-L

en donde M designa el esqueleto de la matriz, SP1 designa un espaciador, L designa un ligando que comprende un
resto aromdtico o heteroaromético, opcionalmente sustituidos con un monociclo o un biciclo, con la condicién de que
el peso molecular del ligando -L sea como maximo 500 Dalton,

en donde el resto aromatico o heteroaromatico o SP1 es portador de un grupo 4cido, y en donde la concentracién
del ligando estd en el intervalo de 10-120 ymol/ml de matriz en fase sélida hidratada y sedimentada,

con la condicién adicional de que se cumplan los criterios de (i) e (ii), o los criterios de (ii) e (iii):

®

(ii)

(iii)

la matriz en fase sélida tiene una eficacia de la unién de al menos el 50%, cuando se somete a ensayo con
un pH en el intervalo de 2,0 a 10,0 en el “Ensayo convencional de la union de inmunoglobulinas” descrito
en esta memoria, o

la matriz en fase sélida tiene una eficacia de la unién promedio de al menos 60%, para todas las inmunoglo-
bulinas sometidas a ensayo en el “Ensayo de la union a una matriz de anticuerpos monoclonales” cuando
se somete a ensayo con un pH en el intervalo de 2,0 a 10,0, o

la estabilidad de la matriz en fase sélida en NaOH 1 M es de tal modo, que la incubacién de la matriz en
NaOH 1 M en la oscuridad, a temperatura ambiente, durante 7 dias, reduce la eficacia de la unién, a un pH
en el intervalo desde una unidad de pH inferior al valor de pH méximo de la unién, hasta una unidad de
pH superior al valor de pH méximo de la unién, tal y como se determina en el “Ensayo convencional de la
union de inmunoglobulinas”, descrito en esta memoria, en menos del 25%, comparada con una matriz sin
tratar correspondiente, o

de este modo al menos una parte de las inmunoglobulinas queda unida a la matriz en fase sélida; y

b) separar la matriz en fase sélida que tiene inmunoglobulinas unidas a la misma, de la solucién; y

c¢) opcionalmente, lavar la matriz en fase sélida; y

d) poner en contacto la matriz en fase sélida con un eluyente para liberar una o varias de las inmunoglobulinas de
la matriz en fase sélida.

2. Un método segun la reivindicacion 1, en donde L se selecciona entre radicales que tienen la siguiente férmula:

- X-A-SUB

en donde X designa -O-, -S- o -NH-; A designa un anillo o un sistema de anillos arométicos o heteroaromadticos; y
SUB designa unos o varios sustituyentes.

3. Un método segun la reivindicacién 2, en donde SUB comprende al menos un sustituyente con la siguiente

férmula:

-SP2-ACID

en donde SP2 designa un segundo espaciador opcional y ACID designa un grupo 4cido.

4. Un método segtin la reivindicacion 3, en donde SP2 designa alquileno-C,_g4, alquenileno-C,_¢, 0 un enlace simple.
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5. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde A es un radical aromatico seleccionado
entre radicales de benceno y radicales de naftaleno.

6. Un método segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde A es un resto heteroaromadtico seleccio-
nado entre radicales heteroaromaticos monociclicos seleccionados a partir de tiofeno, furano, pirano, pirrol, imidazol,
pirazol, isotiazol, isoxazol, piridina, pirazina, pirimidina y radicales de piridazina; y radicales heteroaromaticos bici-
clicos, tales como indol, purina, quinolina, benzofurano, bencimidazol, benzotiazol y radicales de benzoxazol.

7. Un método segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde A se selecciona entre radicales de
piridina, radicales de bencimidazol, benzo-tiazol y benzoxazol.

8. Un método segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el grupo acido se selecciona entre un
grupo de dcido carboxilico (-COOH), un grupo de dcido sulfénico (-SO,OH), un grupo de 4cido sulfinico (-S(O)OH),
un grupo de 4cido fosfinico (-PH(O)(OH)), grupos monoésteres de acido fosfénico (-P(O)(OH)(OR)), y un grupo de
acido fosfonico (-P(O)(OH),).

9. Un método segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde L es un grupo aromético o heteroaromd-
tico (radical) con los tipos siguientes como grupos funcionales: dcidos benzoicos, tales como dcidos 2-aminobenzoicos,
dcidos 3-aminobenzoicos, dcidos 4-aminobenzoicos, 4cidos 2-mercaptobenzoicos, dcido 4-amino-2-clorobenzoico,
acido 2-amino-5-clorobenzoico, adcido 2-amino-4-clorobenzoico, acidos 4-aminosalicilicos, dcidos 6-aminosalicili-
cos, acidos 3,4-diaminobenzoicos, dcido 3,5-diaminobenzoico, dcido 5-aminoisoftalico, dcido 4-aminoftalico; acidos
cindmicos, tales como acidos hidroxi-cinndmicos; dcidos nicotinicos, tales como 4cidos 2-mercaptonicotinicos; 4cidos
naftoicos, tales como acido 2- hidroxi-1-naftoico; quinolinas, tales como 2-mercaptoquinolina; dcidos tetrazolacéticos,
tales como 4dcido 5-mercapto-1-tetrazolacético; tiadiazoles, tales como 2-mercapto-5-metil-1,3,4-tiadiazol; bencimida-
zoles, tales como 2-amino-bencimidazol, 2-mercaptobencimidazol y 2-mercapto-5-nitro-bencimidazol; benzotiazoles,
tales como 2-aminobenzotiazol, 2-amino-6-nitrobenzotiazol, 2-mercaptobenzotiazol y 2-mercapto-6-etoxibenzotiazol;
benzoxazoles, tales como 2-mercaptobenzoxazol; tiofenoles, tales como tiofenol y 2-aminotiofenol; 4cido 2-(4-ami-
nofeniltio)acético; dcidos sulfénicos y dcidos fosfénicos aroméaticos o heteroaromaticos, tales como 4cido 1-amino-2-
naftol-4-sulfénico y fenoles, tales como 2-amino-4-nitrofenol.

10. Un método segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el contenido total en sales de la
solucién que contiene las inmunoglobulinas, se corresponde con una fuerza idnica en el intervalo de 0,05 a 2,0.

11. Un método segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la solucion que contiene las inmuno-
globulinas comprende sales liotrépicas en una concentracién de cémo maximo 0,4 M.

12. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el eluyente empleado (operacién (d))
comprende menos de 10% (v/v) de disolventes organicos.

13. Un método segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el lavado de la fase sélida (operacién
(c)) comprende lavar con solucién acuosa que comprende un detergente cargado negativamente.

14. Un método segin la reivindicacion 13, en donde el lavado de la matriz en fase sélida (operacidn (c)) comprende
lavar con un tampdn de sales inorganicas u organicas que comprende un detergente cargado negativamente.

15. Un método segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la solucién que contiene las inmuno-
globulinas comprende un detergente cargado negativamente.

16. Un método segiin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde SP1 designa un espaciador que
comprende un grupo acido.

17. Un método segiin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la solucién que contiene una o
varias inmunoglobulinas tiene un pH en el intervalo de pH 3-7.

18. Un método segtin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el peso molecular del brazo
ligando-espaciador (SP1-L) es como maximo 300 Dalton.

19. Un método segiin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde A es un radical aromadtico se-
leccionado entre el grupo consistente en un radical benceno, tal como fenilo, 1,2-fenileno, 1,3-fenileno, 1,4-fenileno,
1,2,3-benzotriilo, 1,2,4-benzotriilo, 1,3,5-benzotriilo, 1,2,3,4-benzotetrailo, 1,2,3,5-benzotetrailo, 1,2,4,6-benzotetrai-
loy 1,2,3,4,5-benzopentailo.

20. Un método segtin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde L se selecciona entre el gru-
po consistente en 4cidos aminobenzoicos, tales como dcido 2-amino-benzoico; dcido 2-mercapto-benzoico; dcido 3-
amino-benzoico, dcido 4-amino-benzoico; acido 4-amino-2-clorobenzoico; dcido 2-amino-5-clorobenzoico; acido 2-
amino-4-clorobenzoico; dcidos 4-aminosalicilicos; dcidos 5-aminosalicilicos; dcidos 3,4-diaminobenzoicos; acido 3,5-
diaminobenzoico; dcido 5-aminoisoftalico; y dcido 4-aminoftalico.
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21. Un método segiin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde L se obtiene a partir del grupo
de compuestos heteroaromaticos que comprenden un 4cido carboxilico y un grupo amino como sustituyente, tal como
dcido 2-amino-nicotinico, dcido 2-mercapto-nicotinico, dcido 6-amino-nicotinico o dcido 2-amino-4-hidroxipirimidin-
carboxilico.

22. Un método segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el grupo 4cido tiene un valor de
pK. en el intervalo de 1,0-6,0.

23. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el espaciador SP1 se selecciona
entre birradicales alifaticos de cadena corta, de férmula -CH,-CH(OH)-CH,- (obtenido a partir de epiclorohidrina),
-(CH,)3-O-CH,-CH(OH)-CH,- (obtenido a partir de éter glicidilico de alilo) o -CH,-CH(OH)-CH,-O-(CH,),-O-CHS,-
CH(OH)-CH,- (obtenido a partir de éter diglicidilico de butanodiol).
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