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DESCRIPCION
Método y kit para preparar un par de anticuerpos y uso del kit, y sistema para preparar un par de anticuerpos

Campo técnico

La presente solicitud se refiere al campo técnico de Biomedicina, especificamente se refiere a un método
para preparar un par de anticuerpos y al uso de un kit en la preparacion del par de anticuerpos.

Antecedentes

El método sandwich de doble anticuerpo es una técnica para la deteccion cuantitativa de un antigeno
mediante el uso de dos anticuerpos que se unen al mismo antigeno y se utiliza ampliamente en ELISA,
CLIA, RIA y otros analisis de deteccién inmunoldgica debido a sus ventajas de alta sensibilidad, fuerte
capacidad contra interferencias y otras similares.

En el proceso de aplicacion del método sandwich de doble anticuerpo, por un lado, la formacion del
impedimento estérico luego de la union del anticuerpo a un antigeno evitara que la mayoria de los demas
anticuerpos se puedan unir nuevamente al antigeno, y los anticuerpos que se pueden emparejar
exitosamente entre si tienen requisitos excluyentes en cuanto al angulo de unién del anticuerpo vy la
distancia entre los determinantes del antigeno identificados; por otro lado, cada sistema de deteccion tiene
requisitos diferentes en los pares de anticuerpos ya que las fases sélidas y los marcados adoptados son
diferentes, por ejemplo, no todos los pares de anticuerpos que pueden ser usados en ELISA pueden ser
usados en CLIA, lo que plantea mas requisitos en los pares de anticuerpos.

Anticuerpos emparejados o un par de anticuerpos se refiere a dos anticuerpos idénticos o diferentes
capaces de unirse a un antigeno simultdneamente. En la actualidad, el método general para preparar
anticuerpos emparejados es el siguiente: 1) preparar un lote de anticuerpos monoclonales contra el
antigeno objetivo mediante la técnica de hibridoma, ADLib o biblioteca de anticuerpos en fagos y otros
métodos; 2) obtener los anticuerpos anteriormente mencionados en grandes cantidades mediante ascitis o
cultivo celular a gran escala y otros enfoques; 3) combinar todos los anticuerpos en pares (también sus
propias combinaciones), uno usado como anticuerpo de captura inmovilizado en la placa ELISA,
microesferas magnéticas y otros medios en fase soélida, y otro usado como anticuerpo marcado con
compuestos cromogénicos (fosfatasa alcalina, peroxidasa de rabano o luminol y otras sustancias); 4)
detectar el antigeno objetivo mediante el método sandwich, determinar si el emparejamiento es exitoso
segun la fuerza de la sefial.

Este método, también conocido como el método escopeta (shotgun) en el sentido convencional, tiene
muchos factores limitantes. En primer lugar, debido a las limitaciones de mano de obra el numero de
anticuerpos adquiridos a través del paso 1) suele ser de s6lo unas pocas docenas, lo que limita en gran
medida el rango de opciones; en segundo lugar, los anticuerpos de alta sensibilidad obtenidos a partir del
paso 1) tienen una mayor posibilidad de no encontrar un anticuerpo con el que emparejar, y por lo tanto se
descartan. En tercer lugar, la preparacion, purificacion, y marcado a gran escala de anticuerpos en el
proceso de emparejamiento consuman mucho tiempo y son trabajosos; y el proceso de marcado puede
influir en los propios anticuerpos, interfiriendo asi en el juicio.

Existen pocas mejoras existentes en el método de preparaciéon de anticuerpos emparejados. Se puede
hacer referencia a la patente china CN 103884842 A. Las mejoras incluyen: 1) marcar los anticuerpos a
cribar con biotina y compuestos cromogénicos respectivamente, y luego recubrir la avidina y realizar la
deteccién de emparejamiento usando el método ELISA sandwich; 2)eliminar la interferencia de la
dosificacion del anticuerpo para la deteccion mediante el método de normalizacion (es decir, dividir la sefial
de deteccion por la concentracion del par de moléculas de anticuerpo usado); 3) el cribado se realiza segun
el principio de que la sefal de deteccidon del par de anticuerpos compuesto por la misma molécula de
anticuerpo no es mas fuerte que la sefial de deteccion del par de anticuerpos compuesto por una molécula
de anticuerpo y otra molécula de anticuerpo. Ademas, como se describe en la patente europea WO
2004025248 A2, los anticuerpos emparejados se criban por la comparacion de que la afinidad del complejo
es mayor que la reactividad cruzada de los anticuerpos. Todos los métodos anteriores requieren preparar
los anticuerpos por adelantado, y el efecto se basa Unicamente en la mejora de la precision del
emparejamiento.

La presente invencion se refiere a un método para preparar un par de anticuerpos, la técnica anterior mas
proxima se conoce a partir de G WANG ET AL: "Persistent expression of biologically active anti-HER2
antibody by AAVrh.10-mediated gene transfer", CANCER GENETHERAPY, vol.17,n0.8,7 mayo 2010 (2010-
05-07), paginas 559-570, XP055407360 GB ISSN:0929-1903, DOI:10.1038/cgt.2010.11. Las tecnologias
pertinentes también se conocen a partir de KYNER J L ET AL: "Immunoregulation of anti-islet cell antibody
in insulin-dependent diabetes: Failure to detect anti-idiotypic antibody following seroconversion”, CLINICAL
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IMMUNOLOGY AND IMMUNOPATHOLOGY, SAN DIEGO, CA, US, vol. 53, no. 2, 1 noviembre 1989 (1989-
11-011, péginas 321-328,XP022958174, ISSN:0090-1229, DOI:10.1016/0090-1229(89)90060-3, WO
2013/177062 A2 y WO 2007/011746 A2.

Resumen

La presente solicitud tiene como objetivo proporcionar un método para preparar un par de anticuerpos y el
uso de un kit en la preparacion de un par de anticuerpos, para resolver los problemas técnicos en la técnica
anterior, en que la preparacion de anticuerpos requiere muchos procesos como preparacion, purificacion,
marcado y otros, y la carga de trabajo es demasiado grande.

Para lograr los objetivos anteriores, segun un aspecto de la presente solicitud, se proporciona un método
para preparar un par de anticuerpos. El método comprende usar un fragmento de unién a antigeno de un
anticuerpo existente como anticuerpo de captura y usar un anticuerpo anti-fragmento cristalizable como
anticuerpo marcado para cribar directamente un anticuerpo objetivo que pueda emparejarse con el
anticuerpo existente del sobrenadante de cultivo celular; el fragmento de unidén a antigeno del anticuerpo
es Fab' o F(ab)z, preferiblemente F(ab)z; y el anticuerpo marcado es un anticuerpo anti-Fc.

Ademas, el método también comprende: optimizar los anticuerpos cribados segin un contenido total de
anticuerpos en el sobrenadante de cultivo celular o la fuerza de unién de un anticuerpo a cribar en el
sobrenadante de cultivo celular a un antigeno objetivo, y dicho sobrenadante de cultivo celular proviene de
células de hibridoma.

Ademas, el anticuerpo marcado se marca mediante un marcador rastreador que marca directa o
indirectamente el anticuerpo marcado; preferiblemente, el marcador rastreador se selecciona de al menos
uno de un marcado enzimatico, una tinta fluorescente, una tinta quimioluminiscente, isoluminol y sus
derivados y un marcado radiactivo.

Ademas, el paso de optimizacion comprende: a) detectar los anticuerpos cribados que puedan ser
emparejados con el anticuerpo de captura en el sobrenadante de cultivo celular mediante el método
sandwich, y registrar la sefial resultante como OD1; b) detectar el contenido total de anticuerpos en el
sobrenadante de cultivo celular y registrar la sefal resultante como ODz; c¢) detectar la fuerza de union del
anticuerpo a cribar en el sobrenadante de cultivo celular al antigeno objetivo, y registrar la sefial resultante
como ODg3; d) evaluar y optimizar el anticuerpo cribado en el paso a) basado en la proporciéon OD1/OD2 o
OD+/ODs.

Ademas, el paso d) comprende: 1) si el cultivo celular es un cultivo celular de cepa celular individual,
entonces el anticuerpo con mayor OD+1/OD2 se empareja mejor con el anticuerpo existente; 2) si el cultivo
celular es un cultivo celular de multiples cepas celulares, entonces el cultivo celular con mayor OD+1/OD3 se
selecciona para separarse en células individuales para el cultivo continuo a fin de obtener nuevos cultivos
celulares, y los nuevos cultivos celulares se optimizan adicionalmente enseguida al paso 1).

Adicionalmente, el paso d) comprende especificamente: dividir los cultivos celulares en dos grupos segun
los pocillos de colonias individuales y los pocillos de colonias multiples; clasificar el grupo de los pocillos de
colonias individuales segin OD1/OD2 de alto a bajo, y seleccionar las primeras N cepas de células, donde
N es 1-20; clasificar el grupo de los pocillos de colonias multiples segun OD+1/ODs de alto a bajo, y
seleccionar los primeros M pocillos de células para la subclonacion, respectivamente, y detectar las células
subclonadas segun los métodos del paso a) y del paso b) y seleccionar N cepas de células con mayor
OD1/OD2, donde M es 1-40.

Ademas, el paso b) comprende especificamente: detectar el contenido total de anticuerpos en el
sobrenadante de cultivo celular usando un anticuerpo que se une especificamente a una regién conservada
de anticuerpo o una proteina de unién a inmunoglobulina; preferiblemente, el anticuerpo que se une
especificamente a una region conservada de anticuerpo se selecciona de la mezcla de dos 0 mas cepas
de IgM anti-ratdn de cabra, IgA anti-ratén de cabra, IgD anti-ratén de cabra, IgG1 anti-ratén de cabra, IgG2a
anti-ratén de cabra, IgG2b anti-ratdén de cabra, IgG3 anti-ratdén de cabra, IgM anti-ratéon de conejo, IgA anti-
raton de conejo, IgD anti-ratén de conejo, IgG1 anti-ratén de conejo, IgG2a anti-ratén de conejo, IgG2b anti-
raton de conejo e IgG3 anti-ratén de conejo, y la proteina de unién a inmunoglobulina es una proteina A de
Estafilococo y/o una proteina G de Estreptococo.

Ademas, el paso c) comprende especificamente: recubrir el antigeno objetivo en una fase sélida y detectar
la fuerza de unién del anticuerpo a cribar en el sobrenadante de cultivo celular al antigeno objetivo mediante
un segundo anticuerpo.

Ademas, el anticuerpo existente es uno cualquiera del grupo que consiste en un anticuerpo anti-gastrina-
17, un anticuerpo anti-proteina de union a folato, un anticuerpo anti-peroxidasa tiroidea, un anticuerpo anti-
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tiroglobulina, un anticuerpo anti-insulina, un anticuerpo anti-ferritina, un anticuerpo anti-alfa-fetoproteina
sérica, un anticuerpo anti-carcinoembrionario, un anticuerpo anti-antigeno prostatico especifico, un
anticuerpo anti-hormona luteinizante, un anticuerpo anti-prolactina, un anticuerpo anti-gonadotropina
coridnica humana, un anticuerpo anti-enolasa neuronal especifica, un anticuerpo anti-antigeno de
carbohidrato 125, un anticuerpo anti-antigeno de carbohidrato 153, un anticuerpo anti-antigeno de
carbohidrato 199, un anticuerpo anti-fragmento diecinueve de citoqueratina, un anticuerpo anti-antigeno de
carbohidrato 724, un anticuerpo anti-antigeno de carbohidrato 242, un anticuerpo anti-hormona de
crecimiento, un anticuerpo anti-mioglobina, un anticuerpo anti-antigeno de carbohidrato 50, un anticuerpo
anti-proteina C reactiva, un anticuerpo anti-corticotropina, un anticuerpo anti-isoenzima creatina quinasa,
un anticuerpo anti-proteina Sangtec 100, un anticuerpo anti-laminina, un anticuerpo anti-colageno tipo IV,
un anticuerpo anti-proteina precursor N-terminal del péptido natural del cerebro, un anticuerpo anti-
troponina, un anticuerpo anti-hormona paratiroidea sérica, un anticuerpo anti-calcitonina sérica, un
anticuerpo anti-procalcitonina, un anticuerpo anti-fosfatasa acida de la préstata , un anticuerpo anti-
osteocalcina, un anticuerpo anti-proteina A asociada al embarazo, un anticuerpo anti-pepsinégeno |, un
anticuerpo anti-pepsinégeno Il, un anticuerpo anti-factor de crecimiento similar a insulina o un anticuerpo
anti-D-dimero. Ademas, el método comprende un cultivo de expansién del cultivo celular que contiene el
anticuerpo cribado y una preparacion y purificacién a gran escala del anticuerpo objetivo.

Segun otro aspecto de la presente solicitud, se proporciona el uso de un kit en la preparacion de un par de
anticuerpos, y el kit comprende: un anticuerpo de captura, que es un fragmento de unién a antigeno de un
anticuerpo existente inmovilizado en un medio en fase sélida, el fragmento de unién a antigeno de dicho
anticuerpo existente es Fab' o F(ab)z2; y un anticuerpo marcado, que es un anticuerpo anti-fragmento
cristalizable; y un antigeno objetivo que se une directa o indirectamente a un medio en fase sdlida; y un
anticuerpo que se une especificamente a una regién conservada de anticuerpo o una proteina de union a
inmunoglobulina.

Ademas, el fragmento de unién a antigeno de dicho anticuerpo existente es F(ab')2.

Ademas, dicho anticuerpo marcado se marca con un marcador rastreador, que marca directa o
indirectamente dicho anticuerpo marcado.

Ademas, dicho marcador rastreador se selecciona de al menos uno de un marcado enzimatico, una tinta
fluorescente, una tinta quimioluminiscente, isoluminol y sus derivados y un marcado radiactivo.

Ademas, dicho anticuerpo que se une especificamente a una regién conservada de anticuerpo se
selecciona de la mezcla de dos o mas cepas de IgM anti-ratdn de cabra, IgA anti-ratén de cabra, IgD anti-
raton de cabra, IgG1 anti-raton de cabra, IgG2a anti-ratén de cabra, IgG2b anti-raton de cabra, 1IgG3 anti-
raton de cabra, IgM anti-ratén de conejo, IgA anti-ratéon de conejo, IgD anti-ratén de conejo, IgG1 anti-raton
de conejo, IgG2a anti-ratén de conejo, 1gG2b anti-ratéon de conejo e 1gG3 anti-ratén de conejo, y dicha
proteina de unién a inmunoglobulina es una proteina A de Estafilococo y/o una proteina G de Estreptococo.

Ademas, dicha fase sdlida es una placa ELISA, microesferas magnéticas u oro coloidal.

Ademas, dicho anticuerpo existente es uno cualquiera del grupo que consiste en un anticuerpo anti-gastrina-
17, un anticuerpo anti-proteina de union a folato, un anticuerpo anti-peroxidasa tiroidea, un anticuerpo anti-
tiroglobulina, un anticuerpo anti-insulina, un anticuerpo anti-ferritina, un anticuerpo anti-alfa-fetoproteina, un
anticuerpo anti-carcinoembrionario, un anticuerpo anti-antigeno prostatico especifico, un anticuerpo anti-
hormona luteinizante, un anticuerpo anti-prolactina, un anticuerpo anti-gonadotropina coriénica humana, un
anticuerpo anti-enolasa neuronal especifica, un anticuerpo anti-antigeno de carbohidrato 125, un anticuerpo
anti-antigeno de carbohidrato 153, un anticuerpo anti-antigeno de carbohidrato 199, un anticuerpo anti-
fragmento diecinueve de citoqueratina, un anticuerpo anti-antigeno de carbohidrato 724, un anticuerpo anti-
antigeno de carbohidrato 242, un anticuerpo anti-hormona de crecimiento, un anticuerpo anti-mioglobina,
un anticuerpo anti-antigeno de carbohidrato 50, un anticuerpo anti-proteina C reactiva, un anticuerpo anti-
corticotropina, un anticuerpo anti-isoenzima creatina quinasa, un anticuerpo anti-proteina Sangtec 100, un
anticuerpo anti-laminina, un anticuerpo anti-colageno tipo IV, un anticuerpo anti-proteina precursor N-
terminal del péptido natural del cerebro, un anticuerpo anti-troponina, un anticuerpo anti-hormona
paratiroidea, un anticuerpo anti-calcitonina, un anticuerpo anti-procalcitonina, un anticuerpo anti-fosfatasa
acida de la prostata , un anticuerpo anti-osteocalcina, un anticuerpo anti-proteina A asociada al embarazo,
un anticuerpo anti-pepsinégeno |, un anticuerpo anti-pepsindégeno Il, un anticuerpo anti-factor de
crecimiento similar a insulina o un anticuerpo anti-D-dimero.

Ademas, dicho kit comprende ademas: los reactivos usados en el cultivo de expansioén de cultivos celulares
y en la preparacion y purificacion a gran escala del anticuerpo objetivo.

Ademas, dicho kit se usa en un analizador de inmunoensayo semiautomatico o completamente automatico.
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Aplicar la solucién técnica de la presente solicitud, usando un fragmento de unién a antigeno de un
anticuerpo existente como anticuerpo de captura y usando un anticuerpo anti-fragmento cristalizable como
anticuerpo marcado para cribar directamente un anticuerpo objetivo que se puede emparejar con dicho
anticuerpo existente del sobrenadante de cultivo celular, sin requerir la preparacion, purificacién y marcado
a gran escala de los anticuerpos a cribar, reduciendo asi en gran medida la carga de trabajo.

Descripcion de los dibujos

Los dibujos adjuntos a la descripcion que constituyen parte de la presente solicitud se utilizan para
proporcionar una comprension adicional de la presente solicitud; y formas de realizacion ejemplificativas e
ilustraciones de la misma se usan para explicar la presente solicitud, y no limitan innecesariamente la
presente solicitud. En los dibujos:

La figura 1 muestra un diagrama esquematico del cribado de un anticuerpo que se puede emparejar con un
anticuerpo de captura del sobrenadante de cultivo celular mediante el método sandwich segun la presente
solicitud;

la figura 2 muestra un diagrama esquematico de deteccidn cuantitativa del contenido total de anticuerpos
en el sobrenadante de cultivo celular usando un método de sandwich de doble anticuerpo segun la presente
solicitud; y

la figura 3 muestra un diagrama esquematico de deteccion de la fuerza de unién de los anticuerpos a cribar
en el sobrenadante de cultivo celular al antigeno objetivo usando un ensayo indirecto segun la presente
solicitud.

Descripcion de formas de realizacion especificas

Debe observarse que, en caso de no conflicto, las formas de realizaciéon de la presente solicitud y las
caracteristicas de las formas de realizacion pueden combinarse entre si. La presente solicitud se describira
en detalle a continuacion con referencia a los dibujos adjuntos y en combinacién con las formas de
realizacion.

Anticuerpos marcados: las propiedades de unidn del anticuerpo se detectan en virtud del marcado de los
compuestos cromogénicos tales como fosfatasa alcalina, peroxidasa del rabano, luminol y similares en el
anticuerpo.

El segundo anticuerpo, es decir el llamado anticuerpo secundario, puede unirse especificamente al
anticuerpo primario. Cuando el anticuerpo primario no conduce al marcado en un entorno complejo, como
el sobrenadante de cultivo celular, un anticuerpo secundario puede ser incorporado para marcar los
compuestos cromogénicos para la deteccion.

Método sandwich: un método de deteccién combinada de un antigeno usando un par de anticuerpos, o un
método de deteccién combinada de un anticuerpo usando un par de anticuerpos.

Método indirecto: un método para inmovilizar el antigeno al vector en fase sélida y detectarlo con el segundo
anticuerpo.

Subclonacién: las células se han dispersado mediante el método de dilucion limitada en células individuales
para cultivo, purificando asi la cepa celular.

Tecnologia de biblioteca de anticuerpos en fagos: una tecnologia de preparacion de anticuerpos que
consiste en tomar el conjunto completo de genes de la region variable de anticuerpo mediante amplificacion
PCR, y expresar y cribar el anticuerpo objetivo mediante la tecnologia de visualizacién de la superficie del
fago.

El cribado de anticuerpos emparejados puede ser detectado solamente basado en el método sandwich. Si
hay un anticuerpo A y un antigeno X al que se une especificamente el anticuerpo A, es necesario cribar
otro anticuerpo B emparejado con A y unirlo al antigeno X; entonces A y B actian respectivamente como
anticuerpo de captura y anticuerpo marcado. Si es posible la deteccion sandwich del antigeno, el
emparejamiento es exitoso. La presente solicitud contempla cribar directamente un anticuerpo emparejado
con A del sobrenadante de cultivo celular; es decir, el anticuerpo objetivo B esta potencialmente presente
en el sobrenadante de cultivo celular. Sin embargo, existen los siguientes dos problemas: (1) dado que el
sobrenadante contiene una gran cantidad de proteinas impuras, la eficiencia del emparejamiento sera
extremadamente baja, independientemente del cultivo celular que se use como anticuerpo de captura o
anticuerpo marcado; (2) A es usado como anticuerpo de captura, y luego el cultivo celular que contiene el
anticuerpo B se aflade después de la captura del antigeno, y luego el anticuerpo marcado se incorpora para
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unirse al anticuerpo B, y debido al alto grado de homologia entre el anticuerpo Ay el anticuerpo B (a menos
que los dos anticuerpos se seleccionen de diferentes especies, pero esto es bastante raro), el anticuerpo
marcado también puede unirse al anticuerpo A, y por lo tanto, causar falsos positivos.

La idea inventiva de la presente solicitud es la siguiente: usar el fragmento de unién a antigeno del
anticuerpo A como anticuerpo de captura, afiadir el sobrenadante de cultivo celular que contiene el
anticuerpo B después de capturar el antigeno X, y luego usar un anti-fragmento cristalizable como
anticuerpo marcado. El anticuerpo marcado se une solo al fragmento Fc del anticuerpo, por lo que se une
solo a B para evitar falsos positivos. Por lo tanto, usar un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo
existente (como el fragmento Fab) como anticuerpo de captura y usar un anticuerpo anti-fragmento
cristalizable (como el fragmento Fc) como anticuerpo marcado para cribar directamente el anticuerpo que
se puede emparejar con el anticuerpo existente del sobrenadante de cultivo celular. Luego, evaluar y
optimizar el anticuerpo cribado en el paso anterior segun el contenido total de anticuerpos en el
sobrenadante de cultivo celular, o la fuerza de union del anticuerpo a cribar en el sobrenadante de cultivo
celular al antigeno objetivo.

Segun una forma de realizacion tipica de la presente solicitud, se proporciona un método para preparar un
par de anticuerpos. El método comprende usar un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo existente
como anticuerpo de captura y usar un anticuerpo anti-fragmento cristalizable como anticuerpo marcado
para cribar directamente un anticuerpo objetivo que pueda emparejarse con el anticuerpo existente del
sobrenadante de cultivo celular.

Donde “un anticuerpo existente” se refiere a un anticuerpo preparado a cribar para emparejarlo, pero no se
refiere especificamente a anticuerpos de la técnica anterior.

Aplicando la solucion técnica de la presente solicitud, el sobrenadante de cultivo celular se puede cribar
directamente para obtener el anticuerpo objetivo que se puede emparejar con el anticuerpo existente sin
requerir la preparacion, purificacion y marcado a gran escala de los anticuerpos a cribar usando un
fragmento de unién a antigeno del anticuerpo existente como anticuerpo de captura y usando un anticuerpo
anti-fragmento cristalizable como anticuerpo marcado, reduciendo asi en gran medida la carga de trabajo.

El método sandwich usado para la deteccién de anticuerpos en la presente solicitud puede ser un ensayo
sandwich inmunosorbente ligado a enzimas, un método sandwich de inmunoensayo quimioluminiscente u
otros métodos de deteccion sandwich.

Segun una forma de realizacion tipica de la presente solicitud, el fragmento de unién a antigeno es un
fragmento Fab; el anticuerpo marcado es un anticuerpo anti-Fc. Por supuesto en la presente solicitud el
anticuerpo no se limita a un anticuerpo IgG, sino que puede ser otros tipos de anticuerpos. Por consiguiente,
el anticuerpo de captura es un fragmento de unién a antigeno del mismo y el anticuerpo marcado es un
anticuerpo anti-cristalizable. El anticuerpo de captura incluye, pero no se limita a, Fab' o F(ab)2, y mas
preferiblemente F(ab)2 porque F(ab)z es mas estable que Fab'. El anticuerpo de captura se puede obtener
mediante la digestion de anticuerpos intactos con pepsina o papaina, o se puede obtener mediante un
método de ingenieria genética.

Segun una forma de realizacion tipica de la presente solicitud, el método también comprende: optimizar el
anticuerpo cribado segun el contenido total de anticuerpos en el sobrenadante de cultivo celular o la fuerza
de unién de un anticuerpo a cribar en el sobrenadante de cultivo celular a un antigeno objetivo, para obtener
un anticuerpo que se empareje bien con el anticuerpo existente.

Segun una forma de realizacion tipica de la presente solicitud, el anticuerpo marcado se marca mediante
un marcador rastreador que marca directa o indirectamente el anticuerpo marcado; preferentemente, el
marcador rastreador incluye, pero no se limita a, al menos uno de un marcado enzimatico, una tinta
fluorescente, una tinta quimioluminiscente, isoluminol y sus derivados, y un marcado radiactivo.

Preferiblemente, pasos preferidos comprenden: a) detectar el anticuerpo cribado que pueda ser emparejado
con el anticuerpo de captura en el sobrenadante de cultivo celular mediante el método sandwich, y registrar
la sefal resultante como OD+; b) detectar el contenido total de anticuerpos en el sobrenadante de cultivo
celular y registrar la sefial resultante como ODz; c) detectar la fuerza de unién del anticuerpo a cribar en el
sobrenadante de cultivo celular al antigeno objetivo, y registrar la sefial resultante como ODs; d) evaluar y
optimizar el anticuerpo cribado en el paso a) basado en la OD1/OD2 o

La idea inventiva de la presente solicitud es la siguiente: usar el fragmento de unién a antigeno del
anticuerpo A como anticuerpo de captura, afiadir el sobrenadante de cultivo celular que contiene el
anticuerpo B después de capturar el antigeno X, y luego usar un anti-fragmento cristalizable como
anticuerpo marcado. El anticuerpo marcado se une solo al fragmento Fc del anticuerpo, por lo que se une
solo a B para evitar falsos positivos. Por lo tanto, usar un fragmento de unioén a antigeno de un anticuerpo
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existente (como el fragmento Fab) como anticuerpo de captura y usar un anticuerpo anti-fragmento
cristalizable (como el fragmento Fc) como anticuerpo marcado para cribar directamente el anticuerpo que
se puede emparejar con el anticuerpo existente del sobrenadante de cultivo celular. Luego, evaluar y
optimizar el anticuerpo cribado en el paso anterior segun el contenido total de anticuerpos en el
sobrenadante de cultivo celular, o la fuerza de uniéon del anticuerpo a cribar en el sobrenadante de cultivo
celular al antigeno objetivo.

Segun una forma de realizacion tipica de la presente solicitud, se proporciona un método para preparar un
par de anticuerpos. El método comprende usar un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo existente
como anticuerpo de captura y usar un anticuerpo anti-fragmento cristalizable como anticuerpo marcado
para cribar directamente un anticuerpo objetivo que pueda emparejarse con el anticuerpo existente del
sobrenadante de cultivo celular.

Donde “un anticuerpo existente” se refiere a un anticuerpo preparado a cribar para emparejarlo, pero no se
refiere especificamente a anticuerpos de la técnica anterior.

Aplicando la solucion técnica de la presente solicitud, el sobrenadante de cultivo celular se puede cribar
directamente para obtener el anticuerpo objetivo que se puede emparejar con el anticuerpo existente sin
requerir la preparacion, purificacion y marcado a gran escala de los anticuerpos a cribar usando un
fragmento de unidn a antigeno del anticuerpo existente como anticuerpo de captura y usando un anticuerpo
anti-fragmento cristalizable como anticuerpo marcado, reduciendo asi en gran medida la carga de trabajo.

El método sandwich usado para la deteccidén de anticuerpos en la presente solicitud puede ser un ensayo
sandwich inmunosorbente ligado a enzimas, un método sandwich de inmunoensayo quimioluminiscente u
otros métodos de deteccion sandwich.

Segun una forma de realizacion tipica de la presente solicitud, el fragmento de unién a antigeno es un
fragmento Fab; el anticuerpo marcado es un anticuerpo anti-Fc. Por supuesto en la presente solicitud el
anticuerpo es un anticuerpo IgG, pero puede ser otros tipos de anticuerpos. Por consiguiente, el anticuerpo
de captura es un fragmento de unién a antigeno del mismo y el anticuerpo marcado es un anticuerpo anti-
cristalizable. El anticuerpo de captura incluye Fab' o F(ab)z, y mas preferiblemente F(ab)z, porque F(ab): es
mas estable que Fab'. El anticuerpo de captura se puede obtener mediante la digestion de anticuerpos
intactos con pepsina o papaina, o se puede obtener mediante un método de ingenieria genética.

Segun una forma de realizacion tipica de la presente solicitud, el método también comprende: optimizar el
anticuerpo cribado segun el contenido total de anticuerpos en el sobrenadante de cultivo celular o la fuerza
de unién de un anticuerpo a cribar en el sobrenadante de cultivo celular a un antigeno objetivo, para obtener
un anticuerpo que se empareje bien con el anticuerpo existente.

Segun una forma de realizacion tipica de la presente solicitud, el anticuerpo marcado se marca mediante
un marcador rastreador que marca directa o indirectamente el anticuerpo marcado; preferentemente, el
marcador rastreador incluye al menos uno de un marcado enzimatico, una tinta fluorescente, una tinta
quimioluminiscente, isoluminol y sus derivados, y un marcado radiactivo.

Preferiblemente, pasos preferidos comprenden: a) detectar el anticuerpo cribado que pueda ser emparejado
con el anticuerpo de captura en el sobrenadante de cultivo celular mediante el método sadndwich, y registrar
la sefial resultante como OD1; b) detectar el contenido total de anticuerpos en el sobrenadante de cultivo
celular y registrar la sefial resultante como ODg; c) detectar la fuerza de unién del anticuerpo a cribar en el
sobrenadante de cultivo celular al antigeno objetivo, y registrar la sefial resultante como ODs; d) evaluar y
optimizar el anticuerpo cribado en el paso a) basado en la proporcién OD+1/OD2 0 OD+/ODs.

Donde, en el paso a), el anticuerpo cribado que se puede emparejar con el anticuerpo de captura en el
sobrenadante de cultivo celular se detecta mediante el método sandwich, y la sefial detectada se registra
como ODs. La sefal positiva indica que el cultivo celular a detectar contiene el anticuerpo que puede
emparejarse con el anticuerpo existente.

En el paso b), siendo que la cantidad de anticuerpo efectivo en el sobrenadante de cultivo celular no es
igual, la fuerte sefal del medio de cultivo detectado en el paso a) puede ser el resultado de la gran cantidad
de anticuerpo en lugar de un mejor efecto de emparejamiento. Por lo tanto, la presente solicitud contempla
obtener el valor relativo de la cantidad de anticuerpo en el sobrenadante de cultivo celular, y cree que el
anticuerpo con un contenido total de anticuerpos efectivo mas bajo pero mayor OD+ tiene mejor efecto de
emparejamiento. En este paso, se detecta el contenido total de anticuerpos en el sobrenadante de cultivo
celular (solucion de cultivo celular) y la sefial resultante se registra como ODs:.

En el paso c) se detecta la fuerza de unién del anticuerpo a cribar en el sobrenadante de cultivo celular al
antigeno objetivo.
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En el paso d) el anticuerpo cribado en el paso a) se evalua u optimiza basado en la proporcion OD1/OD2 o
OD+/ODs.

Segun una forma de realizacion tipica de la presente solicitud, el paso d) comprende: 1) si el cultivo celular
es un cultivo celular de cepa celular individual, entonces el anticuerpo con mayor OD+/OD2 se empareja
mejor con el anticuerpo existente; 2) si el cultivo celular es un cultivo celular de multiples cepas celulares,
entonces el cultivo celular con mayor OD+1/OD3 se selecciona para separarse en células individuales para
el cultivo continuo a fin de obtener nuevos cultivos celulares, y los nuevos cultivos celulares se optimizan
adicionalmente enseguida al paso 1). Lo mayor es OD1/ODs, mas la sefial OD1 que se detecta para el
anticuerpo cribado esta cerca de la sefial ODs que se detecta por la fuerza de union de este anticuerpo al
antigeno objetivo, indicando que estos dos anticuerpos tienen menos interferencia entre si, y un mejor
efecto de emparejamiento.

Preferiblemente, el paso d) comprende especificamente: dividir los cultivos celulares en dos grupos segun
los pocillos de colonias individuales y los pocillos de colonias multiples; el grupo de los pocillos de colonias
individuales se clasifica segun OD1/OD2 de alto a bajo, y se seleccionan las primeras N cepas de células,
donde N es 1-20, preferentemente 10; el grupo de los pocillos de colonias multiples se clasifica segun
OD+/ODs de alto a bajo, y los primeros M pocillos de células se seleccionan respectivamente para la
subclonacion, y las células subclonadas se detectan segun los métodos del paso a) y del paso b) y se
seleccionan N cepas de células con mayor OD1/OD2, donde M es 1-40, preferiblemente 20.

Segun una forma de realizacion tipica de la presente solicitud, el paso b) comprende especificamente:
detectar el contenido total de anticuerpos en el sobrenadante de cultivo celular usando un anticuerpo que
se une especificamente a una regién conservada de anticuerpo o una proteina de unién a inmunoglobulina;
preferiblemente, el anticuerpo que se une especificamente a una regiéon conservada de anticuerpo incluye
la mezcla de dos o mas cepas de IgM anti-raton de cabra, IgA anti-ratén de cabra, IgD anti-ratén de cabra,
IgG1 anti-raton de cabra, IgG2a anti-ratén de cabra, IgG2b anti-raton de cabra, IgG3 anti-raton de cabra,
IgM anti-raton de conejo, IgA anti-ratdon de conejo, IgD anti-ratéon de conejo, IgG1 anti-ratén de conejo,
IgG2a anti-raton de conejo, IgG2b anti-ratéon de conejo e 1IgG3 anti-ratdon de conejo, y la proteina de union
a inmunoglobulina incluye una proteina A de Estafilococo y/o una proteina G de Estreptococo. El anticuerpo
que se une especificamente a la region conservada de anticuerpo que se usa en este paso se selecciona
de la mezcla de dos 0 mas cepas de los anticuerpos descritos anteriormente.

Segun una forma de realizacion tipica de la presente solicitud, el paso c) utiliza un método indirecto para
detectar la union de solo el anticuerpo en el cultivo y el antigeno, y comprende especificamente: recubrir el
antigeno objetivo en una fase sélida y detectar la fuerza de unién del anticuerpo en el sobrenadante de
cultivo celular al antigeno objetivo por medio de un segundo anticuerpo. En la deteccion del método
indirecto, solo el anticuerpo en el cultivo se une al antigeno, que es diferente del efecto del impedimento
estérico de otro anticuerpo en el método sandwich. Por lo tanto, la intensidad de la sefial detectada en el
método indirecto es tedricamente mas alta que la del método sandwich. Cuando los dos valores son
equivalentes, estos dos anticuerpos no se afectan entre si para unirse al antigeno, y el efecto de
emparejamiento es el mejor (en la operacion real, debido a la diferencia ambiental de la deteccion, es
deseable comparar la proporcion de valor obtenida en el método sandwich a la obtenida en el método
indirecto).

Segun una forma de realizacion tipica de la presente solicitud, el anticuerpo existente es uno cualquiera del
grupo que consiste en un anticuerpo anti-gastrina-17, un anticuerpo anti-proteina de union a folato, un
anticuerpo anti-peroxidasa tiroidea, un anticuerpo anti-tiroglobulina, un anticuerpo anti-insulina, un
anticuerpo anti-ferritina, un anticuerpo anti-alfa-fetoproteina, un anticuerpo anti-carcinoembrionario, un
anticuerpo anti-antigeno prostatico especifico, un anticuerpo anti-hormona luteinizante, un anticuerpo anti-
prolactina, un anticuerpo anti-gonadotropina coriénica humana, un anticuerpo anti-enolasa neuronal
especifica, un anticuerpo anti-antigeno de carbohidrato 125, un anticuerpo anti-antigeno de carbohidrato
153, un anticuerpo anti-antigeno de carbohidrato 199, un anticuerpo anti-fragmento diecinueve de
citoqueratina, un anticuerpo anti-antigeno de carbohidrato 724, un anticuerpo anti-antigeno de carbohidrato
242, un anticuerpo anti-hormona de crecimiento, un anticuerpo anti-mioglobina, un anticuerpo anti-antigeno
de carbohidrato 50, un anticuerpo anti-proteina C reactiva, un anticuerpo anti-corticotropina, un anticuerpo
anti-isoenzima creatina quinasa, un anticuerpo anti-proteina Sangtec 100, un anticuerpo anti-laminina, un
anticuerpo anti-colageno tipo IV, un anticuerpo anti-proteina precursor N-terminal del péptido natural del
cerebro, un anticuerpo anti-troponina, un anticuerpo anti-hormona paratiroidea, un anticuerpo anti-
calcitonina, un anticuerpo anti-procalcitonina, un anticuerpo anti-fosfatasa acida de la préstata , un
anticuerpo anti-osteocalcina, un anticuerpo anti-proteina A asociada al embarazo, un anticuerpo anti-
pepsindgeno |, un anticuerpo anti-pepsindgeno Il, un anticuerpo anti-factor de crecimiento similar a insulina
0 un anticuerpo anti-D-dimero.

Segun una forma de realizacion tipica de la presente solicitud, el método comprende también un cultivo de
expansion del cultivo celular que contiene el anticuerpo cribado y una preparacion y purificacion a gran
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escala del anticuerpo objetivo.

Segun una forma de realizacion tipica de la presente solicitud, se proporciona el uso de un kit en la
preparacion de un par de anticuerpos. El kit comprende un anticuerpo de captura formado inmovilizando el
fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo existente en un medio en fase sélida y un anticuerpo anti-
fragmento cristalizable usado como anticuerpo marcado, que se usan para cribar directamente un
anticuerpo objetivo que se puede emparejar con el anticuerpo existente del sobrenadante de cultivo celular.

Segun una forma de realizacion tipica de la presente solicitud, el fragmento de unién a antigeno es un
fragmento Fab; el anticuerpo marcado es un anticuerpo anti-Fc. Por supuesto en la presente solicitud, el
anticuerpo es un anticuerpo lg, pero puede ser otros tipos de anticuerpo. Por consiguiente, el anticuerpo de
captura es el fragmento de unién a antigeno y el anticuerpo marcado es el anticuerpo anti-cristalizable del
mismo. Preferiblemente, el anticuerpo de captura es Fab' o F(ab)2, y mas preferiblemente F(ab)2, porque
F(ab)2 es mas estable que Fab'. El anticuerpo de captura se puede obtener mediante la digestion de
anticuerpos intactos con pepsina o papaina, o se puede obtener mediante un método de ingenieria genética.

Segun una forma de realizacion tipica de la presente solicitud, el anticuerpo marcado se marca mediante
un marcador rastreador que marca directa o indirectamente el anticuerpo marcado; preferentemente, el
marcador rastreador se selecciona de al menos uno de un marcado enzimatico, una tinta fluorescente, una
tinta quimioluminiscente, isoluminol y sus derivados, y un marcado radiactivo.

Segun una forma de realizacién tipica de la presente solicitud, el kit comprende también: un anticuerpo que
se une especificamente a una region conservada de anticuerpo o una proteina de unién a inmunoglobulina,
usada para detectar el contenido total de anticuerpos en el sobrenadante de cultivo celular: preferiblemente,
el anticuerpo que se une especificamente a una region conservada de anticuerpo incluye la mezcla de dos
0 mas cepas de IgM anti-ratén de cabra, IgA anti-raton de cabra, IgD anti-raton de cabra, IgG1 anti-raton
de cabra, IgG2a anti-raton de cabra, IgG2b anti-ratén de cabra, IgG3 anti-raton de cabra, IgM anti-ratén de
conejo, IgA anti-ratéon de conejo, IgD anti-ratdon de conejo, IgG1 anti-ratén de conejo, IgG2a anti-ratén de
conejo, IgG2b anti-ratéon de conejo e IgG3 anti-ratdn de conejo, y la proteina de unién a inmunoglobulina
incluye una proteina A de Estafilococo y/o una proteina G de Estreptococo.

Segun una forma de realizacion tipica de la presente solicitud, el kit comprende también: un antigeno
objetivo que se une directa o indirectamente al medio en fase solida, para detectar la fuerza de unién solo
del anticuerpo en el cultivo con el antigeno por medio de un segundo anticuerpo utilizando el método
indirecto.

Segun una forma de realizacion tipica de la presente solicitud, la fase sdélida es una placa ELISA,
microesferas magnéticas u oro coloidal.

Segun una forma de realizacion tipica de la presente solicitud, el anticuerpo existente es uno cualquiera del
grupo que consiste en un anticuerpo anti-gastrina-17, un anticuerpo anti-proteina de unién a folato, un
anticuerpo anti-peroxidasa tiroidea, un anticuerpo anti-tiroglobulina, un anticuerpo anti-insulina, un
anticuerpo anti-ferritina, un anticuerpo anti-alfa-fetoproteina sérica, un anticuerpo anti-carcinoembrionario,
un anticuerpo anti-antigeno prostatico especifico, un anticuerpo anti-hormona luteinizante, un anticuerpo
anti-prolactina, un anticuerpo anti-gonadotropina coriénica humana, un anticuerpo anti-enolasa neuronal
especifica, un anticuerpo anti-antigeno de carbohidrato 125, un anticuerpo anti-antigeno de carbohidrato
153, un anticuerpo anti-antigeno de carbohidrato 199, un anticuerpo anti-fragmento diecinueve de
citoqueratina, un anticuerpo anti-antigeno de carbohidrato 724, un anticuerpo anti-antigeno de carbohidrato
242, un anticuerpo anti-hormona de crecimiento, un anticuerpo anti-mioglobina, un anticuerpo anti-antigeno
de carbohidrato 50, un anticuerpo anti-proteina C reactiva, un anticuerpo anti-corticotropina, un anticuerpo
anti-isoenzima creatina quinasa, un anticuerpo anti-proteina Sangtec 100, un anticuerpo anti-laminina, un
anticuerpo anti-colageno tipo IV, un anticuerpo anti-proteina precursor N-terminal del péptido natural del
cerebro, un anticuerpo anti-troponina, un anticuerpo anti-hormona paratiroidea sérica, un anticuerpo anti-
calcitonina sérica, un anticuerpo anti-procalcitonina, un anticuerpo anti-fosfatasa acida de la préstata , un
anticuerpo anti-osteocalcina, un anticuerpo anti-proteina A asociada al embarazo, un anticuerpo anti-
pepsindgeno |, un anticuerpo anti-pepsindgeno Il, un anticuerpo anti-factor de crecimiento similar a insulina
0 un anticuerpo anti-D-dimero.

Segun una forma de realizacion tipica de la presente solicitud, el kit comprende también: los reactivos
usados en un cultivo de expansion de cultivos celulares y en una preparacion y purificacion a gran escala
del anticuerpo objetivo.

Especificamente, en una forma de realizacién tipica de la presente solicitud, un método para preparar
eficientemente un par de anticuerpos usando un fragmento Fab de un anticuerpo altamente sensible como
anticuerpo de captura y un anticuerpo anti-Fc como anticuerpo marcado es como en los siguientes pasos:
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a) Como se muestra en la figura 1, usando el fragmento Fab del anticuerpo de alta sensibilidad existente
como anticuerpo de captura 10, y usando el anticuerpo anti-Fc como anticuerpo marcado 40 (que lleva una
marca 50), del sobrenadante de cultivo celular cribar directamente el anticuerpo 30 (20 es el antigeno) que
puede ser emparejado con el anticuerpo de captura mediante el método sandwich, y la sefial detectada
mediante el método sandwich se registra como ODs;

b) Como se muestra en la figura 2, el contenido total de anticuerpos en el sobrenadante de cultivo celular
se detecta cuantitativamente utilizando un método sandwich de doble anticuerpos, es decir el contenido
total de anticuerpos 80 en el sobrenadante de cultivo celular se detecta mediante el método sandwich
usando dos anticuerpos que se unen especificamente a la regién conservada de anticuerpos (el segundo
anticuerpo A 60 y el segundo anticuerpo B 70), y la sefial resultante se registra como ODz;

incubado a temperatura ambiente durante 10 minutos, y 50 ul de 2 M H2S0O4 fueron afiadidos para terminar
la reaccion. Se midio la absorcién a una longitud de onda de 450 nm.

Efecto de recubrimiento de Fab'y F(ab)2

El anticuerpo anti-TPO T-1 y Fab'y F(ab)z de los mismos fueron usados para recubrir las placas ELISA para
examinar su emparejamiento con el anticuerpo T-2. Se uso6 el ELISA sandwich para detectar los antigenos
TPO con diferentes concentraciones. Los resultados se muestran en la Tabla 1 a continuacion (deteccién
del emparejamiento de T-1y Fab'y F(ab)2 del mismo con T-2):

Tabla 1
0,01 pg/mi 0,1 pg/mi 1 pg/mi
Fab' 1,96 2,65 2,74
F(ab)2 2,98 3,42 3,67
T-1 3,09 3,64 3,78
Nota: Los datos en la tabla indican ODaso y el valor de fundo de deteccion (en la misma
condicion a excepcion de la ausencia de antigeno) es inferior a 0,2.

El anticuerpo anti-TPO T-1y Fab'y F(ab)2 de los mismos fueron usados para recubrir las placas ELISA. Se
us6 el anticuerpo IgG Fc anti-raton de cabra como segundo anticuerpo en ELISA, y se examiné el
emparejamiento de tres formas de anticuerpo T-1 con el anticuerpo T-2 en el sobrenadante de cultivo
celular. Se uso el ELISA sandwich para detectar los antigenos TPO con diferentes concentraciones. Los
resultados se muestran en la Tabla 2 a continuacion (deteccion del emparejamiento de T-1 y Fab'y F(ab):
del mismo con T-2 en el sobrenadante de cultivo celular):

Tabla 2
0,01 pg/mi 0,1 pg/mi 1 pg/mi
Fab' 1,46 2,33 2,65
F(ab)2 2,45 3,02 3,64
T-1 3,85 3,79 3,83
Nota: Los datos en la tabla indican ODa4so y el valor de fundo de deteccion (en la misma
condicion a excepcion de la ausencia de antigeno) es inferior a 0,2.

Ejemplo 2
Preparacioén del par de anticuerpos anti-gastrina-17

La gastrina-17 (G17) es un polipéptido con 17 aminoacidos y es de gran importancia para el diagndstico de
tumores y enfermedades gastricas. En la técnica se recomienda el método sandwich de doble anticuerpos,
pero esta molécula es demasiado pequefa, la preparacion de un par de anticuerpos tiene una dificultad
relativamente alta. En los estudios anteriores, los inventores de la presente solicitud adquirieron un
anticuerpo monoclonal G-1 derivado de ratéon que tiene una afinidad extremadamente alta con G17. En el
presente ejemplo se prepararon los anticuerpos emparejados de G-1 (subtipo 1gG).
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1) Adquisicion de F(ab)2

Se hace referencia al método proporcionado por Short Protocols in Immunology (John E. Coligan, USA,
2009) para usar la digestion con pepsina. Especificamente, se dializaron 2 ml de G-1 purificado de 3 mg/ml
contra 200 ml de tapon de acido acético (pH 4,0) a 4 °C durante 4 oras, la concentracion se volvié a medir
y se ajusto a 2 mg/ml usando tapon de acetato con el mismo pH. La concentracion de pepsina de 0,1 mg/ml
se formul6 con el tapon de acetato (pH 4.0), y se afiadio 1 ml de la solucion a la soluciéon de anticuerpo
descrita anteriormente para hacer que la enzima al anticuerpo de 1: 20 reaccione a 37 °C durante 4 horas.
La reaccién se terminé mediante la adicién de 100 ul de 2 mol/l de base Tris. La mezcla se transfirié a una
bolsa de dialisis y se dializé contra 1 | de PBS de pH 8.0 a 4 °C. El dializado se cargé en una columna
cromatografica CL-4B de gel de agarosa reticulado de proteina A de 5 mm x 100 mm y se recogio el efluente
no unido. El efluente se concentré a 4 ml y se cargd en una columna cromatogréfica Superfine S-200 de
poliacrilamida dextrano de 26 mm x 900 mm para recoger el componente con un peso molecular de 110
kDa. El producto descrito anteriormente se identifico usando electroforesis en gel de poliacrilamida no
reductora SDS al 10%, que mostré una banda solo a 110 kDa, se mostré una sola banda a 25 kDa usando
electroforesis en gel de poliacrilamida no reductora. Se detecté A280 para determinar la concentracion final
de F(ab)a.

2) Cribado de los anticuerpos que pueden emparejarse con G-1 mediante el método ELISA sandwich

Los ratones Balb/c maduros inmunizados con G17-KLH fueron provocados mediante inyeccién
intraperitoneal de 300 pg de conjugado G17-KLH con tres dias de antelacién. Las células del bazo se
cosecharon y se molieron para obtener linfocitos, y la fusién celular de linfocitos y células de mieloma de
ratones sp2/0 se facilit6 usando PEG1500. Se pusieron en 20 piezas de placas de cultivo celular de 96
pocillos después de la fusion. Se cultivaron a 37 °C, 5% de CO:2 durante 7 dias, se reemplaz6 el medio
fresco (80% RPMI1640, 20% suero bovino fetal) y se cultivaron durante otro dia.

La solucion G-1 F(ab)z se diluyd a 1 yg/ml con un tapdn de carbonato de pH 9.6 y se afiadio a 20 piezas de
placas ELISA de 96 pocillos a 100 pl/pocillo, se incubd a 4 °C durante 12 horas, se lavdé con PBST
(conteniendo Tween-20 al 0,05% en tapon PBS, pH 7.4). Se afiadieron 200 pl de OVA (ovoalbumina) al 1%
para incubar a 37 °C durante 2 horas para bloquear el sitio no reaccionado en la placa ELISA y se lavé una
vez con PBST. Se afiadieron 50 pl de antigeno G17 de 1 ng/ml y 50 pl de solucién de cultivo celular a cada
pocillo, se incub6 a 37 °C durante 1 hora y se lavé tres veces con PBST. Se afiadieron 100 pl de anticuerpo
IgG Fc anti-ratén de cabra marcado con HRP de 0,1 pg/ml, se incubé a 37 °C durante 1 hora y se lavo tres
veces con PBST. Se afadieron 100 pl de sustrato TMB y se incub6 a temperatura ambiente durante 10
minutos. Se afiadieron 50 pl de 2 M H2SO4 para terminar la reaccion. La absorcion a una longitud de onda
de 450 nm se midid y registré como OD+. Cultivos celulares con OD1 > 1,5 fueron sometidos a la deteccion
de los siguientes dos pasos.

3) Detectar las cantidades relativas de anticuerpos totales en el sobrenadante de cultivo celular mediante
el método ELISA sandwich de doble anticuerpo.

La mezcla de anticuerpo IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 anti-ratén de cabra (sin cruzamientos entre si) se diluyé
a 2 ug/ml con un tapén de carbonato de pH 9.6. Fueron afiadidos a placas ELISA a 100 pl/pocillo, incubados
a 4 °C durante 12 horas, se lavo con PBST (que contenia Tween-20 al 0,05% en tapén PBS, pH 7.4). Se
afadieron 200 pl de OVA (ovoalbumina) al 1%, se incubé a 37 °C durante 2 horas, y se lavé una vez con
PBST. Se afadieron 100 pl de la solucién de cultivo celular (diluida 10 veces con PBS) a cada pocillo, se
incub6 a 37 °C durante 1 hora y se lavo tres veces con PBST. Se afiadieron 100 pl de anticuerpo 1gG anti-
raton de cabra marcado con HRP de 0,1 ug/ml, se incubd a 37 °C durante 1 hora y se lavo tres veces con
PBST. Se afiadieron 100 ul de sustrato TMB y se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se
afadieron 50 pyl de 2 M H2S0O4 para terminar la reaccion. La absorcion a una longitud de onda de 450 nm
se midid y registré como OD:.

4) Detectar la fuerza de unién del anticuerpo en el sobrenadante de cultivo celular al antigeno mediante el
método ELISA indirecto.

El antigeno G17 (un conjugado de G17 y BSA) se diluy6é a 1 pg/ml con un tapén de carbonato con pH 9.6,
se afiadié a placas ELISA a 100 pul/pocillo, se incubé a 4 °C durante 12 horas, se lavé tres veces con PBST.
Se afadieron 200 yl de OVA (ovoalbumina) al 1%, se incubd a 37 °C durante 2 horas, y se lavo una vez
con PBST. Se anadieron 100 pl de la solucion de cultivo celular (diluida 10 veces con PBS) a cada pocillo,
se incubd a 37 °C durante 1 hora y se lavoé tres veces con PBST. Se afiadieron 100 pl de anticuerpo 1gG
anti-raton de cabra marcado con HRP de 0,1 pg/ml, se incubd a 37 °C durante 1 hora y se lavo tres veces
con PBST. Se afiadieron 100 pl de sustrato TMB y se incub6 a temperatura ambiente durante 10 minutos,
y 50 pl de 2 M H2SO4 fueron afiadidos para terminar la reaccién. La absorcién a una longitud de onda de
450 nm se midié y registré como ODsa.
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5) Deteccidn y subclonacion de células y la preparacion a gran escala del anticuerpo objetivo

Las células cultivadas se dividieron en dos grupos segun los pocillos de colonias individuales y los pocillos
de colonias multiples. El primer grupo se clasific6 segun OD1/OD2 de alto a bajo, preferiblemente las
primeras diez cepas de células (llamadas GS1-GS10 en sucesién) fueron sometidas a un cultivo de
expansion.

El segundo grupo se clasificé segun OD1/ODs de alto a bajo, y las primeras células de 20 pocillos fueron
sujetas a subclonacion, respectivamente. Las células subclonadas se detectaron segun los métodos de 1)
y 3), y diez células con mayor OD+1/OD: fueron seleccionadas (llamadas GP1-GP10 en sucesion) para ser
sujetas a un cultivo de expansion.

A un lote de ratones Balb/c fueron inyectados intra-peritonealmente 500 uyl de adyuvante incompleto de
Freund con 7 dias de antelacion, y a cada raton fueron inyectadas 0,5 x 108 células de hibridoma de un
cultivo de expansioén. Se recogieron ascitis de ratones después de siete dias de alimentacion y el anticuerpo
se purific6 mediante el método de acido n-caprilico - sulfato de amonio.

6) El efecto de aplicaciéon de pares de anticuerpos
Se seleccionaron dos sistemas de deteccion para evaluar los pares de anticuerpos obtenidos.

Plataforma ELISA: se usé 1 pg/ml de G-1 para recubrir las placas ELISA, el anticuerpo recién seleccionado
se marco con HRP y se diluyé con PBS a 0,1 pg/ml, y se detecto el antigeno G17 mediante el método de
sandwich para evaluar el efecto de emparejamiento.

Especificamente, el anticuerpo previamente cribado se marcé con HRP usando el método de marcado del
anticuerpo T2 en el Ejemplo 1. El anticuerpo G-1 se diluy6é a 1 ug/ml con un tapén de carbonato de pH 9.6.
Fueron afiadidos a placas ELISA a 100 pl/pocillo, se incubd a 4 °C durante 12 horas, se lavo tres veces con
PBST. Se afiadieron 200 pl de OVA al 1%, se incubé a 37 °C durante 2 horas, y se lavo una vez con PBST.
Se afiadieron 50 pl de antigeno G17 de 0,1 ng/ml y 50 pl de anticuerpo recién preparado marcado con HRP
de 0,1 yg/ml a cada pocillo, se incubd a 37 °C durante 1 hora y se lavo tres veces con PBST. Se afadieron
100 pl de sustrato TMB y se incub6 a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se afiadieron 50 ul de 2
M H2SO4 para terminar la reaccion. Se midié la absorcion a una longitud de onda de 450 nm.

Plataforma CLIA: se us6 G-1 para recubrir las microesferas magnéticas en una relacion de masa de 1: 100,
y el anticuerpo recién cribado se marco con ABEI, y se detecté una concentracion diferente de G17 mediante
el método sandwich para evaluar el efecto de emparejamiento.

Especificamente, se trajeron 2 mg del anticuerpo cribado a 200 pl de tapén de unién (0,1 mol/l de acido 2-
[N-morfolino]etanosulfonico, pH 4.5), se disolvieron 2 mg de ABEI en 500 pl de tapdn de union, y las dos
soluciones fueron mezcladas; se pesaron 10 mg de EDC (carburo de dietilamina) y se afiadieron al agua
super pura, y se afiadieron inmediatamente 100 pl de la solucion a la mezcla de anticuerpos ABEI en el
ultimo paso, y se incubd a temperatura ambiente durante 2 horas. El producto se dializé contra 4 | de PBS
a 4 °C durante 8 horas, hasta completar el marcado. Se pes6 1 mg de anticuerpo G-1 y 100 mg de
microesferas magnéticas en PBS, se mezclaron y se incub6 a 40 °C durante 2 horas para completar el
proceso de recubrimiento. Se afadieron 20 ug de microesferas magnéticas recubiertas con anticuerpo G-1
a la copa de reaccioén del instrumento de luminiscencia bioquimica completamente automatico Maglumi
2000, luego se afiadieron 100 pl de antigeno G17 0,1 ng/ml y 100 pl de anticuerpo marcado con ABEI para
la reaccién a 37 °C durante 10 minutos. Se us6 una solucioén de limpieza para lavar tres veces, 100 ul de
sustrato A (NaOH) y sustrato B (H202) se afiadieron e inmediatamente se enviaron a la camara de medicién
para medir la intensidad luminosa relativa Rlu.

Los resultados del emparejamiento de 20 anticuerpos obtenidos en el Ejemplo 2 con G-1

A través de la evaluacion preliminar de F(ab)z y IgG Fc anti-ratdon de cabra, obtuvimos 371 pocillos de
células con OD4so > 1,5, donde 63 pocillos de células eran colonias individuales (agregados de células
individuales formadas por una divisién de crecimiento celular) y los 308 pocillos restantes de células eran
colonias multiples. Se seleccionaron 10 cepas de células S1-S10 de los 63 pocillos de colonias individuales
a través de la clasificacion segun OD1/ODz2; se seleccionaron 20 cepas de células de los 278 pocillos de
colonias multiples a través de la clasificacion segun OD1/OD3, y ademas se seleccionaron 10 cepas de
células P1-P10 clasificandolas segun OD1/OD2 después de la subclonacion.

G-1 fue diluido a 1 pg/ml usando CBS (pH 9.6), 100 ul del cual se tomaron para recubrir las placas ELISA,
GS1-GS10 y GP1-GP10 se marcaron con HRP, se afadieron 100 yl a cada pocillo a 0,1 pyg/ml, y se
detectaron 100 pg/ml de antigeno G17 mediante el método ELISA sandwich. Los resultados mostraron que
todos los anticuerpos estaban bien emparejados con G-1, y todos los OD4s0 eran mayores que 2,5 excepto
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por GS7, GS8, GS9 y GS10.

La Tabla 3 muestra el emparejamiento de GS1-GS10, GP1-GP10 con G-1 evaluado mediante el método
ELISA sandwich.

Tabla 3
La concentracién de antigeno | GS1 GS2 GS3 GS4 GS5
100 pg/ml 3,29 3,31 3,12 2,71 2,76
GS6 GS7 GS8 GS9 GS10
100 pg/ml 2,56 2,47 2,25 2,08 2,14
GP1 GP2 GP3 GP4 GP5
100 pg/ml 3,43 3,52 3,38 3,34 3,32
GP6 GP7 GP8 GP9 GP10
100 pg/ml 3,25 3,02 2,96 2,83 291
Nota: Los datos en la tabla indican ODa4so y el valor de fundo de deteccion (en la misma condicion
a excepcioén de la ausencia de antigeno) es inferior a 0,2.

Se us6 G-1 para recubrir las microesferas magnéticas producidas por la compaiiia Snibe, GS1-GS10 y
GP1-GP10 se marcaron con ABEI, y se detectaron 100 pg/ml de antigeno G17 mediante el método
sandwich usando el sistema Maglumi de Snibe. Los resultados muestran que GS2, GP1 y GP8 se
emparejaron bien con G1, entre los cuales GS2 y GP1 tuvieron el mejor efecto.

La Tabla 4 muestra el emparejamiento de GS1-GS10, GP1-GP10 con G-1 evaluado mediante el método
CLIA sandwich.

Tabla 4
La concentracion de | GS1 GS2 GS3 GS4 GS5
antigeno
0 pg/ml 809 2430 5240 30907 18973
100 pg/ml 43802 1107631 23464 58573 19645
GS6 GS7 GS8 GS9 GS10
0 pg/ml 3972 13451 3451 8512 5634
100 pg/ml 8716 22142 5632 14421 6421
GP1 GP2 GP3 GP4 GP5
0 pg/ml 2871 14512 16752 12133 13763
100 pg/ml 1386542 56214 47532 245231 21765
GP6 GP7 GP8 GP9 GP10
0 pg/ml 8965 5674 3747 16785 1652
100 pg/ml 13341 8532 464673 18551 2043
Nota: Los datos en la Tabla 4 indican la intensidad de luminiscencia relativa.

Ejemplo 3

La preparacion del par de anticuerpos de anti-proteina de union a folato.
13
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La proteina de union a éacido félico (FABP), también conocida como proteina receptora del acido folico,
juega un papel importante en la divisidn, proliferacion y campo de sonido celular, y generalmente se detecta
mediante el método sandwich de doble anticuerpos. En el trabajo anterior obtuvimos un anticuerpo F-1 con
una afinidad relativamente alta por FABP. En este ejemplo, prepararemos el anticuerpo de emparejamiento
de F-1.

1) Adquisicion de F(ab)2

Se dializaron 2 ml de F-1 purificado de 3 mg/ml contra 200 ml de tap6n de acido acético (pH 4.0) a 4 °C
durante 4 horas, la concentracion se volviéo a medir y se ajustdé a 2 mg/ml usando tapén de acetato con
mismo pH. La concentracion de pepsina de 0,1 mg/ml se formuld con el tapén de acetato (pH 4.0), y se
afadio 1 ml de la solucién a la solucién de anticuerpo descrita anteriormente para hacer que la enzima al
anticuerpo de 1: 20 reaccione a 37 °C durante 4 horas. La reaccion se terminé mediante la adicién de 100
ul de 2 mol/l de base Tris. La mezcla se transfirié a una bolsa de dialisis y se dializé contra 1 | de PBS de
pH 8.0 a 4 °C. El dializado se cargd en una columna cromatografica CL-4B de gel de agarosa reticulado de
proteina A de 5 mm x 100 mm y se recogio el efluente no unido. El efluente se concentré a 4 ml y se cargé
en una columna cromatografica Superfine S-200 de poliacrilamida dextrano de 26 mm x 900 mm para
recoger el componente con un peso molecular de 110 kDa. El producto descrito anteriormente se identificd
usando electroforesis en gel de poliacrilamida no reductora SDS al 10%, que mostré una banda solo a 110
kDa, se mostré una sola banda a 25 kDa usando electroforesis en gel de poliacrilamida no reductora. Se
detectd A280 para determinar la concentracion final de F(ab).

2) Cribado de los anticuerpos que pueden emparejarse con F-1 mediante el método ELISA sandwich

Los ratones Balb/c maduros inmunizados con FABP fueron provocados mediante inyeccion intraperitoneal
de 300 pg de FABP con tres dias de antelacion. Las células del bazo se cosecharon y se molieron para
obtener linfocitos, y la fusion celular de linfocitos y células de mieloma de ratones sp2/0 se facilité usando
PEG1500. Se pusieron en 20 piezas de placas de cultivo celular de 96 pocillos después de la fusién. Se
cultivaron a 37 °C, 5% de CO2 durante 7 dias, se reemplazé el medio fresco (80% RPMI1640, 20% suero
bovino fetal) y se cultivaron durante otro dia.

La solucién F-1 F(ab)z se diluy6 a 1 ug/ml con un tapén de carbonato de pH 9.6 y se afiadio a 20 piezas de
placas ELISA de 96 pocillos a 100 pl/pocillo, se incubd a 4 °C durante 12 horas, y se lavé con PBST
(conteniendo Tween-20 al 0,05% en tapon PBS, pH 7.4). Se afiadieron 200 pl de OVA (ovoalbumina) al 1%
para incubar a 37 °C durante 2 horas para bloquear el sitio no reaccionado en la placa ELISA y se lavé una
vez con PBST. Se afiadieron 50 pl de antigeno FABP y 50 ng/ml y 50 pl de solucion de cultivo celular a
cada pocillo, se incubd a 37 °C durante 1 hora y se lavo tres veces con PBST. Se afiadieron 100 pl de
anticuerpo IgG Fc anti-ratén de cabra marcado con HRP de 0,1 pg/ml, se incubé a 37 °C durante 1 horay
se lavo tres veces con PBST. Se afiadieron 100 ul de sustrato TMB y se incubd a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Se afiadieron 50 pl de 2 M H2SQO4 para terminar la reaccion. La absorcion a una longitud
de onda de 450 nm se midid y registré6 como OD+. Cultivos celulares con OD1 > 1,5 fueron sometidos a la
deteccién de los siguientes dos pasos.

3) Detectar la cantidad relativa de anticuerpos totales en el sobrenadante de cultivo celular mediante el
método ELISA sandwich de doble anticuerpo

La mezcla de anticuerpos IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 anti-ratdén de cabra (sin cruzamiento entre si) se diluyd
a 2 yg/ml con un tapén de carbonato de pH 9.6. Fueron afiadidos a placas ELISA a 100 pl/pocillo, incubados
a 4 °C durante 12 horas, y se lavo con PBST (que contenia Tween-20 al 0,05% en tapén PBS, pH 7.4). Se
afadieron 200 pl de OVA (ovoalbumina) al 1%, se incubé a 37 °C durante 2 horas, y se lavé una vez con
PBST. Se afadieron 100 ul de la solucién de cultivo celular (diluida 10 veces con PBS) a cada pocillo, se
incub6 a 37 °C durante 1 hora y se lavo tres veces con PBST. Se afiadieron 100 pl de anticuerpo 1gG anti-
ratéon de cabra marcado con HRP de 0,1 ug/ml, se incub6 a 37 °C durante 1 hora y se lavé tres veces con
PBST. Se afadieron 100 pl de sustrato TMB y se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos, y 50
ul de 2 M H2SO4 fueron afadidos para terminar la reaccion. La absorcién a una longitud de onda de 450
nm se midié y registré como OD2.

4) Detectar la fuerza de unién del anticuerpo en el sobrenadante de cultivo celular al antigeno mediante el
método ELISA indirecto.

El antigeno FABP se diluyé a 1 pg/ml con un tapén de carbonato de pH 9.6. Fueron anadidos a placas
ELISA a 100 pl/pocillo, se incubd a 4 °C durante 12 horas, y se lavo tres veces con PBST. Se afiadieron
200 pl de OVA (ovoalbumina) al 1%, se incubd a 37 °C durante 2 horas, y se lavo una vez con PBST. Se
afnadieron 100 pl de la solucién de cultivo celular (diluida 10 veces con PBS) a cada pocillo, se incubé a 37
°C durante 1 hora y se lavé tres veces con PBST. Se afiadieron 100 pl de anticuerpo IgG anti-raton de cabra
marcado con HRP de 0,1 pg/ml, se incubd a 37 °C durante 1 hora y se lavo tres veces con PBST. Se
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afadieron 100 pl de sustrato TMB y se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se afiadieron
50 ul de 2 M H2S0O4 para terminar la reaccién. La absorcion a una longitud de onda de 450 nm se midi¢ y
registr6 como ODs.

5) Deteccidn y subclonacion de células y la preparacion a gran escala del anticuerpo objetivo

Las células cultivadas se dividieron en dos grupos segun los pocillos de colonias individuales y los pocillos
de colonias multiples. El primer grupo se clasific6 segun OD1/OD2 de alto a bajo, preferiblemente las
primeras diez cepas de células (llamadas FS1-FS10 en sucesion) fueron sometidas a un cultivo de
expansion.

El segundo grupo se clasificé segun OD1/ODs de alto a bajo, y las primeras células de 20 pocillos fueron
sujetas a subclonacion, respectivamente. Las células subclonadas se detectaron segun los métodos de 1)
y 3), y diez células con mayor OD1/OD2 fueron seleccionadas (llamadas FP1-FP10 en sucesion) para ser
sujetas a un cultivo de expansion.

A un lote de ratones Balb/c fueron inyectados intra-peritonealmente 500 uyl de adyuvante incompleto de
Freund con 7 dias de antelacion, y a cada raton fueron inyectadas 0,5 x 108 células de hibridoma de cultivo
de expansién. Se recogieron ascitis de ratones después de siete dias de alimentacion y el anticuerpo se
purific6 mediante el método de acido n-caprilico - sulfato de amonio.

6) El efecto de aplicacién de pares de anticuerpos
Hemos seleccionado dos sistemas de deteccion para evaluar los pares de anticuerpos obtenidos.

Plataforma ELISA: se us6 1 yg/ml de F-1 para recubrir las placas ELISA, el anticuerpo recién seleccionado
se marcé con HRP y se diluy6 con PBS a 0,1 pg/ml, y se detecto el antigeno FABP mediante el método de
sandwich para evaluar el efecto de emparejamiento.

Especificamente, el anticuerpo previamente cribado se marcé con HRP usando el método de marcado del
anticuerpo T2 en el Ejemplo 1. El anticuerpo F-1 se diluyé a 1 pg/ml con un tapén de carbonato de pH 9.6.
Fueron anadidos a placas ELISA a 100 pl/pocillo, se incubé a 4 °C durante 12 horas, y se lavo tres veces
con PBST. Se afadieron 200 pl de OVA al 1%, se incub6 a 37 °C durante 2 horas, y se lavé una vez con
PBST. Se afiadieron 50 ul de FABP de 50 ng/mly 50 ul de anticuerpo recién preparado marcado con HRP
de 0,1 yg/ml a cada pocillo, se incubd a 37 °C durante 1 hora y se lavo tres veces con PBST. Se afiadieron
100 pl de sustrato TMB y se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se afiadieron 50 pl de 2
M H2SO4 para terminar la reaccion. Se midi6 la absorcién a una longitud de onda de 450 nm.

Plataforma CLIA: se us6 F-1 para recubrir las microesferas magnéticas en una relacién de masa de 1: 100,
y el nuevo anticuerpo FS1-FS10 y FP1-FP10 se marco con ABEI, y el antigeno FABP se detecté mediante
el método sandwich para evaluar el efecto de emparejamiento.

Especificamente, se trajeron 2 mg del anticuerpo cribado a 200 pl de tapén de unién (0,1 mol/l de acido 2-
[N-morfolino]etanosulfonico, pH 4.5), se disolvieron 2 mg de ABEI en 500 pl de tapon de union, y las dos
soluciones fueron mezcladas; se pesaron 10 mg de EDC (carburo de dietilamina) y se afiadieron al agua
super pura, y se afiadieron inmediatamente 100 pl de la solucién a la mezcla de anticuerpos ABEI obtenida
en el ultimo paso, y se incubé a temperatura ambiente durante 2 horas. El producto se dializé contra 4 | de
PBS a 4 °C durante 8 horas, hasta completar el marcado. Se pes6é 1 mg de anticuerpo F-1 y 100 mg de
microesferas magnéticas producidas por la compania Snibe y se afiadieron a PBS para mezclar, y se incubo
a 40 °C durante 2 horas para completar el proceso de recubrimiento. Las microesferas magnéticas
recubiertas con anticuerpo F-1 se cargaron en la copa de reaccién usando el instrumento de luminiscencia
bioquimica completamente automatico Maglumi, y luego se afiadieron 100 pl de FABP de 50 ng/ml y 100
ul de anticuerpo marcado con ABEI para la reaccién a 37 °C durante 10 minutos. Se us6 una solucion de
limpieza para lavar tres veces, 100 pl de sustrato A (NaOH) y sustrato B (H202) se afiadieron e
inmediatamente se enviaron a la camara de medicion para medir la intensidad luminosa relativa Rlu.

Los resultados del emparejamiento de los 20 anticuerpos obtenidos en el Ejemplo 3 con F-1

A través de la evaluacion preliminar de F(ab)z y IgG Fc anti-ratdon de cabra, obtuvimos 480 pocillos de
células con OD4so > 1,5, donde 72 pocillos de células eran colonias individuales (agregados de células
individuales formadas por una divisién de crecimiento celular) y los 408 pocillos restantes de células eran
colonias multiples. Se seleccionaron 10 cepas de células FS1-FS10 de los 72 pocillos de colonias
individuales a través de la clasificacion segun OD+1/OD2; se seleccionaron 20 cepas de células de 408
pocillos de colonias multiples a través de la clasificacion segun OD+1/ODs, y 10 cepas de células FP1-FP10
se seleccionaron adicionalmente clasificandolas segun OD+1/OD2 después de la subclonacion.
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F-1 se diluyé a 1 ug/ml usando CBS (pH 9.6), 100 ul del cual se tomaron para recubrir las placas ELISA,
FS1-FS10 y FP1-FP10 se marcaron con HRP y se diluyeron a 0,1 pg/ml usando PBS, 100 pl de los cuales
se afiadieron a cada pocillo, y se detectaron 50 ng/ml de FABP mediante el método ELISA sandwich. Los
resultados mostraron que todos los anticuerpos estaban bien emparejados con F-1, y todos los ODaso eran
mayores que 2,5 excepto por GS7, GS8, GS9 y GS10.

La Tabla 5 muestra el emparejamiento de FS1-FS10 y FP1-FP10 con F-1 evaluado mediante el método
ELISA sandwich.

Tabla 5

La FS1 FS2 FS3 FS4 FS5

concentracion

de antigeno

50 ng/ml 3,82 3,56 3,11 2,65 2,78
FS6 FS7 FS8 FS9 FS10

50 ng/ml 2,68 2,52 2,32 2,41 2,14
FP1 FP2 FP3 FP4 FP5

50 ng/ml 3,75 3,82 3,85 3,46 3,65
FP6 FP7 FP8 FP9 FP10

50 ng/ml 3,55 3,46 2,98 3,07 3,11

Nota: Los datos en la tabla indican ODa4so y el valor de fundo de deteccion (en la misma

condicion a excepcion de la ausencia de antigeno) es inferior a 0,2.

Se uso6 F-1 para recubrir las microesferas magnéticas producidas por la compafiia Snibe, FS1-FS10y FP1-
FP10 se marcaron con ABEI, y se detectaron 50 ng/ml de antigeno FABP mediante el método sandwich en
el sistema Maglumi. Los resultados mostraron que FS-3, FP-1, FP-2, FP-5 y FP-7 se emparejaron bien con
F-1, entre los cuales FS-3, FP-1y FP-7 tuvieron el mejor efecto.

La Tabla 6 muestra el emparejamiento de FS1-FS10 y FP1-FP10 con F-1 evaluado en la plataforma CLIA.

Tabla 6

La concentracion de antigeno | FS1 FS2 FS3 FS4 FS5

0 pg/ml 5896 12474 8672 35278 6788

50 ng/ml 173110 214054 1836981 82578 124274
FS6 FS7 FS8 FS9 FS10

0 pg/ml 8677 12571 8674 6587 5874

50 ng/ml 65814 24157 10254 6438 9375
FP1 FP2 FP3 FP4 FP5

0 pg/ml 5387 28797 16975 6837 7854

50 ng/ml 1987752 988725 268774 367784 1355789
FP6 FP7 FP8 FP9 FP10

0 pg/ml 24875 8074 8982 12745 4387

50 ng/ml 687724 1386489 35047 254774 82449
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Nota: Los datos en la Tabla 4 indican la intensidad de luminiscencia relativa.

Ejemplo comparativo 4
Pares de anticuerpos FABP se prepararon usando el método comunmente usado

Las estrategias comunmente usadas son el método de preparacion de pares de anticuerpos descrito en la
referencia “The preparation of anti-human alpha-fetoprotein monoclonal antibody and the establishment of
double antibody sandwich ELISA detection technology, Sun Yifan, Chinese Medicinal Biotechnology, agosto
2014, vol. 9, N° 4”.

1) Adquisicién de células de hibridoma

Los ratones Balb/c maduros inmunizados con FABP fueron provocados mediante inyeccion intraperitoneal
de 300 ug de FABP con tres dias de antelacion. Las células del bazo se cosecharon y se molieron para
obtener linfocitos, y la fusion celular de linfocitos y células de mieloma de ratones sp2/0 se facilité usando
PEG1500. Se pusieron en 10 piezas de placas de cultivo celular de 96 pocillos después de la fusién. Se
cultivaron a 37 °C, 5% de CO2 durante 7 dias, se reemplazo el medio fresco (80% RPMI1640, 20% suero
bovino fetal) y se cultivaron durante otro dia.

2) Cribado de los anticuerpos que se unen a antigenos FABP

ElI FABP se diluyé a 1 yg/ml usando un tapén de carbonato de pH 9.6 y se afiadi6 a las placas ELISA a 100
pl/pocillo, se incubd a 4 °C durante 12 horas, y se lavo tres veces con PBST (que contenia Tween-20 al
0,05% en tapdn PBS, pH 7.4). Se afiadieron 200 pl de OVA (ovoalbumina) al 1%, se incubd a 37 °C durante
2 horas, y se lavo una vez con PBST. Se afadieron 100 pl de la solucién de cultivo celular descrita
anteriormente (diluida 10 veces con PBS) a cada pocillo, se incubé a 37 °C durante 1 hora y se lavo tres
veces con PBST. Se afiadieron 100 ul de anticuerpo IgG anti-ratéon de cabra marcado con HRP de 0,1
pg/ml, se incubd a 37 °C durante 1 hora y se lavo tres veces con PBST. Se afiadieron 100 pl de sustrato
TMB y se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se afadieron 50 pl de 2 M H2SO4 para
terminar la reaccion. Se midi6 la absorcion a una longitud de onda de 450 nm. Se seleccionaron células de
20 pocillos segun la absorcion de alto a bajo.

3) Cribado de anticuerpos emparejados

Se subclonaron veinte cepas de células, y las cepas celulares individuales se aislaron y se sometieron a un
cultivo de expansion. Se obtuvo una gran cantidad de anticuerpos secretados por cada cepa celular como
en el Ejemplo 1, y los 20 anticuerpos obtenidos fueron llamados FE1-FE20 en sucesion.

Un total de 21 anticuerpos de FE1-FE20 y F-1 se combinaron en pares (también se pueden auto-combinar),
formando 441 (21 x 21) combinaciones. En un par de anticuerpos de estas combinaciones, uno fue usado
para recubrir la placa ELISA y otro se marcé con HRP. Los antigenos FABP fueron detectados a través del
método ELISA sandwich. Se detectaron las células con resultados positivos (OD450 > pocillos de control
negativo + doble varianza, los pocillos de control negativo son todos iguales a excepcion de la ausencia de
antigeno). El procedimiento de marcado y deteccién es el mismo que el del Ejemplo 3.

4) El efecto de aplicacion de pares de anticuerpos

Usando el método sandwich CLIA, los pares de anticuerpos exitosos de emparejamiento se probaron
también para emparejamiento contra el sistema Maglumi de la compafiia Snibe. Especificamente, usando
el método del Ejemplo 3, se us6 uno de un par de anticuerpos para recubrir las microesferas magnéticas
producidas por Snibe y otro se marcé con ABEI. El FABP se detecto utilizando el método sandwich Maglumi
2000 para realizar la evaluacion.

Los resultados del emparejamiento de los 20 anticuerpos obtenidos en el ejemplo comparativo.

Se cribaron 1321 pocillos de células mediante el método indirecto y se detecté que eran positivas (DOaso >
1,5), y entre las cuales se seleccionaron 20 cepas con un valor de unidn relativamente alto para la deteccion
por pares. Un total de 21 anticuerpos de FE1-FE20 y F-1 se abinaron en pares en 441 grupos. Un anticuerpo
de cada grupo se marcé6 con HRP y otro se usé para recubrir la placa ELISA. Se detectaron 50 ng/ml de
FABP mediante el método ELISA sandwich. Los resultados del emparejamiento mostraron que habia 62
combinaciones con ODsso > 1,5, de las cuales solo 6 combinaciones tenian ODaso > 2,5: FE2/FE12,
FE2/FE17, FE5S/FE13, FE7/FE14, FE8/FE18 y FE10/F-1.

La Tabla 7 muestra el cribado de pares de anticuerpos anti-FABP usando el método convencional.
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Tabla 7
FE12 FE13 FE14 FE17 FE18 F-1
FE2 2,84 0,21 0,13 3,01 0,74 0,67
FE5 0,24 2,69 0,29 0,18 0,67 1,67
FE7 0,28 0,67 2,98 0,21 0,32 0,43
FE8 0,11 0,18 0,26 0,19 2,56 0,58
FE10 0,28 0,07 0,18 0,24 0,47 3,12

Cada uno de los seis pares de anticuerpos anteriores se marco con ABEI y se us6 para recubrir las
microesferas magnéticas, respectivamente, y se detectaron 50 ng/ml de antigeno FABP mediante el método
sandwich en Maglumi 2000. Los resultados mostraron que solo FE2/FE17 estaba emparejado hasta cierto
punto, y los otros pares de anticuerpos no eran adecuados para el sistema Maglumi.

La Tabla 8 muestra la evaluacion del emparejamiento de seis pares de anticuerpos mediante el método
sandwich CLIA.

Tabla 8
FE2/FE12 | FE2/ FE17 | FE5/ FE13 | FE7/FE14 | FE8/FE18 | FE10/ F-1
0 pg/ml 12841 8941 6874 5681 6624 12571
50 ng/ml 26574 541001 12574 9824 8974 35714

Analisis de resultados

Como se puede ver en la Tabla 1 en el Ejemplo 1, el anticuerpo T-1 podria continuar emparejandose con
T-2 para la deteccion mediante sandwich del antigeno TPO después de digerirse en el fragmento Fab' y
F(ab)z2 por enzima, donde el efecto de emparejamiento de F(ab)z estuvo cerca de lo del anticuerpo intacto.
En la Tabla 2, el anticuerpo T-2 estuvo presente en el sobrenadante de cultivo celular. El IgG Fc anti-raton
de cabra marcado con HRP se us6 como segundo anticuerpo. Si el T-1 intacto se habia usado como
anticuerpo de captura, dado que T-1y T-2 tienen el mismo fragmento Fc, el segundo anticuerpo reaccionaba
con ambos. El valor de deteccion no se redujo con la disminucion de la adicion del antigeno, por lo tanto no
puede reflejar el emparejamiento verdadero. Sin embargo, si el fragmento Fab'y F(ab)2 fueron usados como
anticuerpo de captura, los valores de deteccion fueron relativamente altos y se redujeron con la disminucion
de la adicién del antigeno, lo que indica que tanto el fragmento Fab' como F(ab)2 de T-1 se emparejaron
bien con el anticuerpo T-2 en el sobrenadante de cultivo celular y pudieron detectarse bien. Como la
estabilidad de F(ab)z fue mejor que la del Fab' monovalente, eso refleja el mejor efecto de emparejamiento.
Resumiendo, usando el fragmento Fab'y F(ab)2 de un anticuerpo como el anticuerpo de captura, es posible
cribar directamente el anticuerpo del sobrenadante de cultivo celular con el que eso esta emparejado.

De los Ejemplos 2 y 3, se descubri6é que todos los anticuerpos cribados podian ser usados en el método
ELISA sandwich, y la fuerza de emparejamiento era aproximadamente acorde con el orden de clasificacién
durante el cribado, lo que indica que la estrategia optimizada era razonable. De las Tablas 2 y 4, se
descubrié que los anticuerpos resultantes después de dos ciclos de cribado (GP1-GP10 y FP1-FP10) eran
superiores a los del cribado en un solo ciclo (GS1-GS10 y FS1-FS10), lo que indica que la tasa de éxito del
emparejamiento mejoré en cierta medida a través del cribado en dos ciclos de OD+/OD3 y OD+/OD2 con
respecto al cribado en un ciclo de OD1/ODs..

El cribado se realizé usando todas las colonias celulares (5.000-10.000) de una fusién celular mediante el
método sandwich en el Ejemplo 3 y se obtuvieron 408 pocillos de células. Todas las 20 cepas celulares a
través del cribado pueden combinarse con el anticuerpo F-1 de alta sensibilidad existente para usarse en
el método ELISA sandwich, entre las cuales cinco cepas pueden combinarse con F-1 para usarse en el
método CLIA sandwich. El Ejemplo comparativo primero cribé 20 anticuerpos que pueden unirse al
antigeno, y luego estos anticuerpos se prepararon a gran escala, se purificaron y se marcaron con HRP.
Solo seis pares de anticuerpos que pueden usarse en el método ELISA sandwich se cribaron de las 441
combinaciones mediante el método de tablero de ajedrez (chessboard), entre los cuales se puede usar un
par de anticuerpos en el método sandwich CLIA.

El método por el cual el anticuerpo recubre la placa ELISA en ELISA es la adsorcion fisica, el marcador
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HRP usado es la proteina macromolecular, y generalmente toma una relaciéon molar 1: 1 cuando marca el
anticuerpo; sin embargo, el proceso por el que el anticuerpo recubre las microesferas magnéticas en CLIA
y la proporcion con que el anticuerpo esta marcado con compuestos de molécula pequefia ABEI tienen una
diferencia relativamente grande con respecto al ELISA, por lo que el impacto en la naturaleza del anticuerpo
propiamente dicho no es el mismo. Ademas, la funcion de sefial de amplificacién de CLIA supera largamente
el ELISA, y los requisitos sobre la sensibilidad del anticuerpo son mayores. Por lo tanto, solo una pequefia
fraccion de los pares de anticuerpos que se pueden aplicar a ELISA es adecuada para CLIA.

Al comparar el Ejemplo 3 y el Ejemplo comparativo, descubrimos que el primero solo requeria el uso de
anticuerpos en el sobrenadante de cultivo celular cuando se realizaba el cribado de emparejamiento,
mientras que el Ultimo requeria los anticuerpos preparados; el primero no necesitaba la purificacion y el
marcado de anticuerpos en el proceso de seleccion, mientras que el segundo debe usar los anticuerpos
purificados y marcados con HRP; de manera similar para los 20 anticuerpos obtenidos, en el primero todos
se pudieron emparejar con los anticuerpos de alta sensibilidad existentes, mientras que el ultimo solo obtuvo
seis pares de anticuerpos de los cuales solo uno se pudo emparejar con los anticuerpos de alta sensibilidad
existentes; el primero obtuvo cinco pares de anticuerpos que pueden usarse en el método sandwich CLIA,
mientras que el segundo obtuvo solo un par con el efecto de emparejamiento no tan bueno como el primero.

A partir de la descripcion anterior, se puede ver que los ejemplos de la presente solicitud descritos
anteriormente lograron los siguientes efectos técnicos:

1) La deteccion de emparejamiento se puede realizar directamente con el sobrenadante de cultivo celular,
lo que expande en gran medida la fuente de anticuerpos a detectar, y no necesita marcado y purificacion
en el proceso de seleccion;

2) Cuando se obtienen demasiados anticuerpos en el cribado preliminar se establece un sistema de

evaluacion efectivo para un examen posterior, lo que ahorra mano de obra y aumenta en gran medida la
tasa de éxito.
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REIVINDICACIONES

1. Método para preparar un par de anticuerpos, que comprende: usar un fragmento de unién a antigeno de
un anticuerpo existente como anticuerpo de captura y usar un anticuerpo anti-fragmento cristalizable como
anticuerpo marcado para cribar directamente un anticuerpo objetivo que pueda emparejarse con dicho
anticuerpo existente del sobrenadante de cultivo celular; el fragmento de unién a antigeno de dicho
anticuerpo existente es Fab' o F(ab)z, y dicho anticuerpo marcado es un anticuerpo anti-Fc.

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que el fragmento de unién a antigeno de dicho anticuerpo
existente es F(ab')2; que comprende ademas: optimizar los anticuerpos cribados segun el contenido total
de anticuerpos en dicho sobrenadante de cultivo celular, o la fuerza de unidn de un anticuerpo a cribar en
dicho sobrenadante de cultivo celular a un antigeno objetivo, y dicho sobrenadante de cultivo celular
proviene de células de hibridoma.

3. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicho anticuerpo marcado se marca con un marcador
rastreador, que marca directa o indirectamente dicho anticuerpo marcado.

4. Método segun la reivindicacion 3, en el que dicho marcador rastreador se selecciona de al menos uno
de un marcado enzimatico, una tinta fluorescente, una tinta quimioluminiscente, isoluminol y sus derivados
y un marcado radiactivo.

5. Método segun la reivindicacion 2, en el que dicho paso de optimizaciéon comprende:

a) detectar los anticuerpos cribados que pueden emparejarse con el anticuerpo de captura en el
sobrenadante de cultivo celular mediante el método sandwich, y registrar la sefal resultante como OD+;

b) detectar contenido total de anticuerpos en dicho sobrenadante de cultivo celular y registrar la sefial
resultante como OD;

c) detectar la fuerza de unién del anticuerpo a cribar en dicho sobrenadante de cultivo celular al antigeno
objetivo, y registrar la sefial resultante como ODs; y

d) evaluar y optimizar el anticuerpo cribado en dicho paso a) basado en la proporcién OD1/OD2 u OD+1/ODs.
6. Método segun la reivindicacion 5, en el que dicho paso d) comprende:

1) si el cultivo celular es un cultivo celular de cepa celular individual, entonces el anticuerpo con mayor
OD4/OD2 se empareja mejor con dicho anticuerpo existente;

2) si el cultivo celular es un cultivo celular de multiples cepas celulares, entonces el cultivo celular con mayor
OD1/ODs se selecciona para separarse en células individuales para cultivo continuo a fin de obtener nuevos
cultivos celulares, y los nuevos cultivos celulares se optimizan adicionalmente enseguida a dicho paso 1).

7. Método segun la reivindicacion 6, en el que dicho paso d) comprende especificamente:

dividir dichos cultivos celulares en dos grupos segun pocillos de colonias individuales y pocillos de colonias
multiples;

clasificar el grupo de los pocillos de colonias individuales segun OD1/OD> de alto a bajo, y seleccionar las
primeras N cepas de células, donde N es 1-20;

clasificar el grupo de los pocillos de colonias multiples segiun OD+1/ODs3 de alto a bajo, y seleccionar los
primeros M pocillos de células para la subclonacion respectivamente, y luego detectar las células
subclonadas segun los métodos de dicho paso a) y dicho paso b) y seleccionar N cepas de células con
mayor OD+1/ODz2, donde dicho M es 1-40.

8. Método segun la reivindicacion 5, en el que dicho paso b) comprende especificamente: detectar el
contenido total de anticuerpos en el sobrenadante de cultivo celular usando un anticuerpo que se une
especificamente a una region conservada de anticuerpo o una proteina de unién a inmunoglobulina.

9. Método segun la reivindicacién 8, en el que dicho anticuerpo que se une especificamente a una region
conservada de anticuerpo se selecciona de la mezcla de dos o mas cepas de IgM anti-ratén de cabra, IgA
anti-raton de cabra, IgD anti-raton de cabra, IgG1 anti-ratéon de cabra, IgG2a anti-raton de cabra, 1gG2b
anti-ratén de cabra, IgG3 anti-ratén de cabra, IgM anti-ratén de conejo, IgA anti-ratén de conejo, IgD anti-
ratén de conejo, IgG1 anti-ratdon de conejo, IgG2a anti-ratéon de conejo, IgG2b anti-ratén de conejo e IgG3
anti-raton de conejo, y dicha proteina de unién a inmunoglobulina es una proteina A de Estafilococo y/o una
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proteina G de Estreptococo.

10. Método segun la reivindicaciéon 5, en el que dicho paso c) comprende especificamente: recubrir el
antigeno objetivo en una fase sdlida y detectar la fuerza de union del anticuerpo a cribar en dicho
sobrenadante de cultivo celular al antigeno objetivo mediante un segundo anticuerpo.

11. Método segun la reivindicacién 6, en el que dicho anticuerpo existente es uno cualquiera del grupo que
consiste en un anticuerpo anti-gastrina-17, un anticuerpo anti-proteina de union a folato, un anticuerpo anti-
peroxidasa tiroidea, un anticuerpo anti-tiroglobulina, un anticuerpo anti-insulina, un anticuerpo anti-ferritina,
un anticuerpo anti-alfa-fetoproteina, un anticuerpo anti-carcinoembrionario, un anticuerpo anti-antigeno
prostatico especifico, un anticuerpo anti-hormona luteinizante, un anticuerpo anti-prolactina, un anticuerpo
anti-gonadotropina coriénica humana, un anticuerpo anti-enolasa neuronal especifica, un anticuerpo anti-
antigeno de carbohidrato 125, un anticuerpo anti-antigeno de carbohidrato 153, un anticuerpo anti-antigeno
de carbohidrato 199, un anticuerpo anti-fragmento diecinueve de citoqueratina, un anticuerpo anti-antigeno
de carbohidrato 724, un anticuerpo anti-antigeno de carbohidrato 242, un anticuerpo anti-hormona de
crecimiento, un anticuerpo anti-mioglobina, un anticuerpo anti-antigeno de carbohidrato 50, un anticuerpo
anti-proteina C reactiva, un anticuerpo anti-corticotropina, un anticuerpo anti-isoenzima creatina quinasa,
un anticuerpo anti-proteina Sangtec 100, un anticuerpo anti-laminina, un anticuerpo anti-colageno tipo IV,
un anticuerpo anti-proteina precursor N-terminal del péptido natural del cerebro, un anticuerpo anti-
troponina, un anticuerpo anti-hormona paratiroidea, un anticuerpo anti-calcitonina, un anticuerpo anti-
procalcitonina, un anticuerpo anti-fosfatasa acida de la préstata , un anticuerpo anti-osteocalcina, un
anticuerpo anti-proteina A asociada al embarazo, un anticuerpo anti-pepsinégeno |, un anticuerpo anti-
pepsindgeno I, un anticuerpo anti-factor de crecimiento similar a insulina o un anticuerpo anti-D-dimero.

12. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 11, que comprende ademas la expansion
del cultivo celular que contiene el anticuerpo cribado y la preparacion y purificacion a gran escala del
anticuerpo objetivo.

13. Uso de un kit en la preparacion de un par de anticuerpos, en el que el kit comprende:

un anticuerpo de captura, que es un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo existente inmovilizado
en un medio en fase sélida, el fragmento de unién a antigeno de dicho anticuerpo existente es Fab' o F(ab)2

y

un anticuerpo marcado, que es un anticuerpo anti-fragmento cristalizable; y
un antigeno objetivo que se une directa o indirectamente a un medio en fase sélida; y

un anticuerpo que se une especificamente a una region conservada de anticuerpo o una proteina de unién
a inmunoglobulina.

14. Uso segun la reivindicacién 13, en el que el fragmento de unidn a antigeno de dicho anticuerpo existente
es F (ab"):.

15. Uso segun la reivindicacién 13, en el que dicho anticuerpo marcado se marca con un marcador
rastreador, que marca directa o indirectamente dicho anticuerpo marcado.

16. Uso segun la reivindicacién 13, en el que dicho marcador rastreador se selecciona de al menos uno de
un marcado enzimatico, una tinta fluorescente, una tinta quimioluminiscente, isoluminol y sus derivados y
un marcado radiactivo.

17. Uso segun la reivindicaciéon 13, en el que dicho anticuerpo que se une especificamente a una region
conservada de anticuerpo se selecciona de la mezcla de dos o mas cepas de IgM anti-ratén de cabra, IgA
anti-raton de cabra, IgD anti-raton de cabra, IgG1 anti-ratéon de cabra, IgG2a anti-raton de cabra, 19gG2b
anti-raton de cabra, 1IgG3 anti-raton de cabra, IgM anti-ratéon de conejo, IgA anti-raton de conejo, IgD anti-
ratéon de conejo, IgG1 anti-ratdon de conejo, IgG2a anti-ratéon de conejo, IgG2b anti-raton de conejo e IgG3
anti-raton de conejo, y dicha proteina de unidn a inmunoglobulina es una proteina A de Estafilococo y/o una
proteina G de Estreptococo.

18. Uso segun la reivindicacion 13, en el que dicha fase soélida es una placa ELISA, microesferas magnéticas
u oro coloidal.

19. Uso segun la reivindicacion 13, en el que dicho anticuerpo existente es uno cualquiera del grupo que
consiste en un anticuerpo anti-gastrina-17, un anticuerpo anti-proteina de union a folato, un anticuerpo anti-
peroxidasa tiroidea, un anticuerpo anti-tiroglobulina, un anticuerpo anti-insulina, un anticuerpo anti-ferritina,
un anticuerpo anti-alfa-fetoproteina, un anticuerpo anti-carcinoembrionario, un anticuerpo anti-antigeno
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prostatico especifico, un anticuerpo anti-hormona luteinizante, un anticuerpo anti-prolactina, un anticuerpo
anti-gonadotropina coridnica humana, un anticuerpo anti-enolasa neuronal especifica, un anticuerpo anti-
antigeno de carbohidrato 125, un anticuerpo anti-antigeno de carbohidrato 153, un anticuerpo anti-antigeno
de carbohidrato 199, un anticuerpo anti-fragmento diecinueve de citoqueratina, un anticuerpo anti-antigeno
de carbohidrato 724, un anticuerpo anti-antigeno de carbohidrato 242, un anticuerpo anti-hormona de
crecimiento, un anticuerpo anti-mioglobina, un anticuerpo anti-antigeno de carbohidrato 50, un anticuerpo
anti-proteina C reactiva, un anticuerpo anti-corticotropina, un anticuerpo anti-isoenzima creatina quinasa,
un anticuerpo anti-proteina Sangtec 100, un anticuerpo anti-laminina, un anticuerpo anti-colageno tipo IV,
un anticuerpo anti-proteina precursor N-terminal del péptido natural del cerebro, un anticuerpo anti-
troponina, un anticuerpo anti-hormona paratiroidea, un anticuerpo anti-calcitonina, un anticuerpo anti-
procalcitonina, un anticuerpo anti-fosfatasa acida de la préstata , un anticuerpo anti-osteocalcina, un
anticuerpo anti-proteina A asociada al embarazo, un anticuerpo anti-pepsinégeno |, un anticuerpo anti-
pepsinégeno I, un anticuerpo anti-factor de crecimiento similar a insulina o un anticuerpo anti-D-dimero.

20. Uso segun la reivindicacion 13 en el que dicho kit comprende ademas: los reactivos usados en el cultivo
de expansion de cultivos celulares y en la preparacion y purificacion a gran escala del anticuerpo objetivo.

21. Uso segun la reivindicacion 13, en el que dicho kit se usa en un analizador de inmunoensayo
semiautomatico o completamente automatico.
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