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DESCRIPCION
Purificacién de proteinas
Antecedentes de la invenciéon
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere generalmente a purificacion de proteinas. En particular, la invencién se refiere a un método
para purificar un polipéptido (por ejemplo, un anticuerpo) a partir de una composicién que comprende al polipéptido y al
menos un contaminante usando el método de cromatografia de intercambio iénico.

Descripcion de la técnica relacionada

La purificacién a gran escala econdmica de proteinas es un problema cada vez mas importante para la industria
biotecnoldégica. En general, las proteinas se producen mediante cultivos celulares, usando lineas celulares eucariotas
o procariotas modificadas por ingenieria genética para producir la proteina de interés mediante la inserciéon de un
plasmido recombinante que contiene el gen para esa proteina. Ya que las células normalmente usadas son
organismos vivos, tienen que alimentarse con un medio de crecimiento complejo, que contiene azulcares,
aminoacidos, y factores de crecimiento, generalmente suministrados a partir de preparaciones de suero animal. La
separacion de la proteina deseada a partir de la mezcla de compuestos alimentados a las células y de los
subproductos de las células en si, hasta una pureza suficiente para su uso como agente terapéutico para seres
humanos supone un desafio formidable.

Los procedimientos para la purificacién de proteinas a partir de restos celulares dependen inicialmente del sitio de
expresion de la proteina. Puede hacerse que algunas proteinas se secreten directamente de la célula al medio de
crecimiento circundante; otras se producen intracelularmente. Para las Ultimas proteinas, la primera etapa de un
proceso de purificacion incluye la lisis de la célula, que puede efectuarse mediante varios métodos, incluyendo cizalla
mecanica, choque osmético, o tratamientos enzimaticos. Dicha disrupcion libera el contenido entero de la célula al
homogeneizado, y ademas produce fragmentos subcelulares que son dificiles de eliminar debido a su pequefio
tamafo. Estos se eliminan generalmente mediante centrifugacion diferencial o mediante filtracion. El mismo problema
surge, aunque a menor escala, con proteinas secretadas directamente debido a la muerte natural de las células y a la
liberacion de proteinas intracelulares de las células huésped durante el trascurso del ciclo de produccién de proteina.

Una vez se ha obtenido una solucién aclarada que contiene la proteina de interés, su separaciéon de las demas
proteinas producidas por la célula se intenta frecuentemente usando una combinacion de diferentes técnicas de
cromatografia. Estas técnicas separan mezclas de proteinas basandose en su carga, grado de hidrofobicidad, o
tamafo. Hay disponibles varias resinas de cromatografia diferentes para cada una de estas técnicas, permitiendo una
adaptacion precisa del esquema de purificacion para la proteina concreta involucrada. La esencia de cada uno de
estos métodos de separacion es que puede hacerse que las proteinas se muevan a diferentes velocidades a través de
una columna, logrando una separacion fisica que aumenta a medida que pasan mas hacia abajo en la columna, o
puede hacerse que se adhieran selectivamente al medio de separacion, eluyéndose de manera diferencial por
diferentes solventes. En algunos casos, la proteina deseada se separa de las impurezas cuando las impurezas se
adhieren especificamente a la columna, y la proteina de interés no, es decir, la proteina de interés esta presente en el
"flujo a través".

La cromatografia de intercambio idnico es una técnica cromatografica que se usa de manera habitual para la
purificacién de proteinas. En la cromatografia de intercambio iénico, las partes cargadas en la superficie del soluto son
atraidas por cargas opuestas unidas a la matriz de cromatografia, siempre que la fuerza iénica del tampon circundante
sea baja. La elucién se logra generalmente aumentando la fuerza idnica (es decir, conductividad) del tampén para
competir con el soluto por los sitios cargados de la matriz de intercambio idnico. Cambiar el pH y por tanto alterar la
carga del soluto es otro modo de lograr la elucién del soluto. El cambio en la conductividad o el pH puede ser gradual
(elucion de gradiente) o paso a paso (elucién por etapas). En el pasado, estos cambios han sido progresivos; es decir,
el pH o conductividad se aumenta o disminuye en una sola direccion.

Las Patentes de los Estados Unidos n.° 6.339.142 y 6.417.355 (Basey et al.) describen cromatografia de intercambio
idnico para purificar polipéptidos.

Las Patentes de los Estados Unidos n.° 6.127.526 y 6.333.398 (Blank, G.) describen la purificacion de proteinas, tales
como anticuerpos anti-HER2, mediante cromatografia de proteina A.

El documento WO00/55184 (Novo Nordisk A/S) describe un proceso de cromatografia de intercambio idnico para
purificar un péptido a partir de una mezcla que contiene el péptido e impurezas relacionadas, usando una solucién que
contiene un modificador organico (por ejemplo, un alcohol) para eluir impurezas y divulga que un medio de elucion
acuoso soporta una distribucion de la carga neta en el péptido que difiere de la carga neta de las impurezas.
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El documento WO00/02921 (Biopure Corporation) describe la purificacion de hemoglobina mediante cromatografia de
intercambio aniénico usando un gradiente escalonado de pH.

El documento W0O98/30694 (Human Genome Sciences) describe los receptores de factor de necrosis tumoral 6 y 6. Se
proporciona un ejemplo de purificacion de un polipéptido receptor de TNF usando cromatografia de intercambio
catiénico que incluye elucion con NaCl de un modo escalonado.

Harris et al., in J. Chromatography 752:233-245 2001, describen formas variantes del anticuerpo terapéutico rhuMAb
HER?2 (trastuzumab) y su separacion usando cromatografia de intercambio catiénico con un gradiente salino lineal.

Sumario de la invencion

En un aspecto, la presente invencién proporciona un método para purificar un polipéptido a partir de una composicién
que comprende el polipéptido y contaminantes. La composicién se carga en una resina de intercambio iénico con un
tampon de equilibrio que tiene una primera concentracion de sal. La resina de intercambio iénico se lava con un
tampodn de lavado hasta que se mide una concentracion de proteina predeterminada en el flujo pasante. Durante el
lavado, la concentracion de sal del tampén de lavado aumenta desde una segunda concentracion de sal inicial que es
mayor que la concentracion de sal del tampén de equilibrado hasta una tercera concentracion de sal final. Después, se
hace pasar por la resina un volumen fijo de tampén de lavado a la tercera concentracion de sal final. Finalmente, se
eluye el polipéptido de la resina de intercambio iénico con tampdn de elucién que tiene una concentracion de sal que
es mayor que la concentracién de sal final del tampon de lavado.

En una realizacion, la resina de intercambio iénico es una resina de intercambio anidnico. En otra realizacién, la resina
de intercambio idnico es una resina de intercambio catidnico. Preferentemente, la resina de intercambio catiénico
comprende sulfopropilo inmovilizado sobre agarosa.

En otra realizacion, el tampdn de elucién tiene una mayor conductividad que el tampoén de equilibrado. En una
realizacién particular, el tampdn de elucion comprende aproximadamente Na/HOAc 145 mM y el tampén de
equilibrado comprende aproximadamente Na/HOAc 70 mM. En otra realizacién, el tampdn de elucion comprende
aproximadamente NaCl 100 mM y el tampdn de equilibrado comprende aproximadamente NaCl 45 mM.

El tampon de lavado comprende preferentemente una mezcla de tampén de equilibrado y tampdn de elucion. Por lo
tanto, en una realizacion, el aumento en la concentracién de sal del tampoén de lavado durante la etapa (b) se logra
aumentando la proporcién de tampoén de elucién en el tampdn de lavado. la proporciéon de tampdn de elucion en el
tampodn de lavado puede aumentarse a una velocidad constante. En una realizacién, el aumento en la proporcion de
tampon de elucion provoca un aumento de la concentracion de sal del tampdn de lavado a una velocidad constante de
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 3 mM por volumen de columna de tampdn de lavado.

En otra realizacion, el porcentaje de tampdn de elucion en el tampdén de lavado aumenta a dos o mas velocidades
diferentes durante el transcurso del lavado en la etapa (b). Por ejemplo, el porcentaje de tampdn de elucion en el
tampdn de lavado aumenta a una velocidad constante durante un primer segmento del lavado, a una segunda
velocidad durante un segundo segmento del lavado y a una tercera velocidad durante un tercer segmento del lavado.

En una realizacion, el polipéptido que se purifica es un anticuerpo. En este caso, el contaminante puede ser una
variante desamidada del anticuerpo. En una realizacion particular, el anticuerpo se une a HER2. En una realizacion, la
cantidad de anticuerpo en la composicién cargada sobre la resina de intercambio i6nico es de aproximadamente 15 mg
a aproximadamente 45 mg por ml de resina de intercambio catidnico.

En una realizacion, la concentracion predeterminada de proteina corresponde a una DO de 0,6 medida a 280 nm. En
otra realizacion, se hacen pasar en la etapa (c) de aproximadamente 0,4 a aproximadamente 1 volumen de columna
de tampoén de lavado sobre la resina de intercambio i6nico. En una realizacién adicional, el pH del tampoén de
equilibrado, el tampdén de lavado y el tampon de elucidn es aproximadamente el mismo, preferentemente,
aproximadamente 5,5.

En otra realizacion, el método para purificar un polipéptido comprende ademas someter a la composicion que
comprende el polipéptido a una o mas etapas de purificacion adicionales para obtener una preparacion homogénea del
polipéptido. En una realizacion adicional, se prepara una composiciéon farmacéutica combinando la preparacion
homogénea del polipéptido con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otra realizaciéon, se conjuga el
polipéptido purificado con una molécula heterdloga, por ejemplo, polietilenglicol, un marcador o un agente citotédxico.

En otro aspecto, la invencidn proporciona un polipéptido que se ha purificado segun el método proporcionado en el
presente documento.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un método para purificar un anticuerpo a partir de una composicién
que comprende el polipéptido y un contaminante. El anticuerpo esta unido a un material de intercambio catiénico con
un tampon de equilibrado con una primera conductividad. El material de intercambio catiénico se lava con un tampén
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de lavado, en el que la conductividad del tampdn de lavado aumenta desde una segunda conductividad que es mayor
que la primera conductividad hasta una tercera conductividad durante el lavado. Después, se hace pasar un volumen
fijo de tampon de lavado con la tercera conductividad sobre el material de intercambio catiénico y se eluye el
anticuerpo del material de intercambio catiénico con un tampodn de elucion con una cuarta conductividad que es mayor
que la tercera conductividad. La resina de intercambio catiénico comprende preferentemente sulfopropilo inmovilizado
sobre agarosa. En una realizacién, el volumen fijo de tampdn de lavado que se hace pasar sobre el material de
intercambio catiodnico es de entre aproximadamente 0,4 volimenes de columna y aproximadamente 1,0 volimenes de
columna. El método también puede incluir la etapa de lavar el material de intercambio i6nico con un tampén de
regeneracion después de la elucién del anticuerpo.

En una realizacion, la conductividad del tampén de lavado aumenta a una velocidad constante desde la segunda
conductividad hasta la tercera conductividad, mientras que, en otra realizacién, aumenta la conductividad del tampdn
de lavado a dos o mas velocidades diferentes desde la segunda conductividad hasta la tercera conductividad. En una
realizacion particular, la conductividad del tampdn de lavado aumenta a una primera velocidad durante un primer tramo
del lavado, a una segunda velocidad durante un segundo tramo del lavado y a una tercera velocidad durante un tercer
tramo del lavado.

Preferentemente, el tampdn de lavado comprende una mezcla de tampén de equilibrado y tampén de elucién. En este
caso, la conductividad del tampon de lavado puede aumentarse aumentando la proporcion de tampdn de elucién en el
tampon de lavado. En una realizacion, la proporcion de tampoén de elucion en el tampoén de lavado aumenta a una
velocidad constante de aproximadamente el 6 % durante el primer tramo, a una velocidad constante de
aproximadamente el 3,5 % durante el segundo tramo y a una velocidad constante de aproximadamente el 2 % durante
el tercer tramo. La proporcion de tampén de elucion en el tampdn de lavado puede aumentar de aproximadamente el
26 % a aproximadamente el 54 % durante el primer tramo, de aproximadamente el 54 % a aproximadamente el 61 %
durante el segundo tramo y de aproximadamente el 61 % a aproximadamente el 74 % durante el tercer tramo.

En una realizacion adicional, se lava el material de intercambio catiénico con aproximadamente 5 volimenes de
columna de tampodn de lavado en el primer tramo, aproximadamente 2 volimenes de columna de tampdn de lavado en
el segundo tramo y aproximadamente 6 volimenes de columna de tampdn de lavado en el tercer tramo.

Puede aumentarse la conductividad del tampén de lavado aumentando el porcentaje de tampén de elucion en el
tampon de lavado. En otra realizacion, se aumenta la conductividad del tampon de lavado aumentando la
concentracion de sal de la misma.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un método para purificar un anticuerpo a partir de una composicion
que comprende el anticuerpo y un contaminante. Preferentemente, se carga la composiciéon sobre un material de
intercambio cationico, se lava el material de intercambio catiénico con un tampén de lavado con una conductividad que
aumenta a una primera velocidad desde una primera conductividad hasta una segunda conductividad, a una segunda
velocidad desde la segunda conductividad hasta una tercera conductividad y a una tercera velocidad desde la tercera
conductividad hasta una cuarta conductividad y se eluye el anticuerpo del material de intercambio i6nico. La cantidad
de anticuerpo en la composicion cargada sobre el material de intercambio catiénico es preferentemente de
aproximadamente 15 mg a aproximadamente 45 mg del anticuerpo por ml de material de intercambio catiénico.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un método para purificar un polipéptido a partir de una
composicion que comprende el polipéptido y un contaminante, que comprende cargar la composicion sobre un
material de intercambio i6nico, lavar el material de intercambio catiénico con tampdén de lavado usando un gradiente
multi-pendiente hasta que se mide una concentracion de proteina predeterminada en el flujo a través y eluir el
polipéptido del material de intercambio iénico.

En una realizacion, el gradiente multi-pendiente comprende dos o mas tramos. Preferentemente, cada segmento del
gradiente multi-pendiente tiene una pendiente menos pronunciada.

En otra realizacién, el método comprende ademas la etapa de lavar la columna con de 0,4 a 1 volumen de columna de
tampon de lavado después del lavado de gradiente multi-pendiente y antes de eluir el polipéptido. Preferentemente, el
tampon de lavado usado en esta etapa adicional tiene la composicion del tampoén de lavado al final del gradiente
multi-pendiente.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A'y 1B muestran las secuencias de aminoacidos de la cadena ligera de humMAb4D5-8 (SEC ID n.°: 1)
y la cadena pesada de humMAb4D5-8(SEC ID n.°: 2), respectivamente.

La Figura 2 es un grafico que ilustra un proceso de cromatografia con una etapa de lavado de gradiente lineal.

La Figura 3 es un grafico que ilustra un proceso de cromatografia con una etapa de lavado de gradiente
multi-pendiente.
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Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

Definiciones

La "composicion" a purificar en el presente documento comprende al polipéptido de interés y uno o mas
contaminantes. La composicion puede estar "practicamente purificada" (es decir, que se ha sometido a una o mas
etapas de purificacion, tales como cromatografia de proteina A) o puede obtenerse directamente a partir de una célula
hospedadora u organismo que produce el polipéptido (por ejemplo, la composicidon puede comprender fluido de cultivo
celular recogido).

Como se usa en el presente documento, "polipéptido" se refiere generalmente a péptidos y proteinas que tienen mas
de aproximadamente diez aminoacidos. Preferentemente, el polipéptido es una proteina de mamifero, cuyos ejemplos
incluyen: renina, una hormona de crecimiento, incluyendo hormona de crecimiento humana y hormona de crecimiento
bovina; factor de liberacién de hormona de crecimiento; hormona paratiroidea; hormona estimuladora de la tiroides;
lipoproteinas; alfa-1-antitripsina; cadena A de insulina; cadena B de insulina; proinsulina, hormona estimuladora del
foliculo; calcitonina; hormona luteinizante; glucagoén; factores de coagulacién, tales como factor VIIIC, factor IX, factor
tisular, y factor de von Willebrands; factores anticoagulantes, tales como proteina C; factor natriurético atrial;
tensioactivo pulmonar; un activador de plasmindgeno, tal como urocinasa o activador de plasminégeno de orina o de
tipo tisular humano (t-PA); bombesina; trombina; factor de crecimiento hematopoyético; factor de necrosis tumoral alfa
y beta; encefalinasa; RANTES (por sus siglas en inglés, regulated on activation normally T-cell expressed and
secreted, regulada en la activacion, normalmente expresada en y secretada por linfocitos T); proteina inflamatoria de
macréfagos humanos (MIP-1-alfa); una albumina de suero, tal como albumina de suero humana; sustancia inhibidora
Muelleriana; cadena A de relaxina; cadena B de relaxina; prorrelaxina; péptido asociado a gonadotropina de ratén; una
proteina microbiana, tal como beta-lactamasa; DNasa; IgE, un antigeno asociado a linfocitos T citotdxicos (CTLA), tal
como CTLA-4; inhibina; activina; factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF); receptores para hormonas o
factores de crecimiento; proteina A o D; factores reumatoides; un factor neurotréfico, tal como factor neurotréfico
derivado del hueso (BDNF), neurotrofina 3, 4, 5, 0 6 (NT-3, NT-4, NT-5, o NT-6), o un factor de crecimiento nervioso tal
como NFG-B; factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF); factor de crecimiento de fibroblastos, tal como
aFGF y bFGF; factor de crecimiento epidérmico (EGF); factor de crecimiento transformante (TGF), tal como TGF-alfa'y
TGF-beta, incluyendo TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3, TGF-B4, o TGF-B5; factor de crecimiento insulinico | y Il (IGF-1 e
IGF-Il); des(1-3)-IGF-I (IGF-I cerebral), proteinas de union a factor de crecimiento insulinico (IGFBP); proteinas CD,
tales como CD3, CD4, CD8, CD19 y CD20; eritropoyetina; factores osteoinductivos; inmunotoxinas; una proteina
morfogenética de hueso (BMP); un interferdn, tal como interferdn alfa, beta, y gamma; factor estimulador de colonias
(CSF), por gjemplo, M-CSF, GM-CSF, y G-CSF; interleucinas (IL), por ejemplo, IL-1 a IL-10; superdxido dismutasa;
receptores de linfocitos T; proteinas de membrana superficiales; factor acelerador de la descomposicion; antigenos
virales, tales como, por ejemplo, una porcidon de la envuelta del VIH; proteinas transportadoras; receptores
autoguiados; adresinas; proteinas reguladoras, integrinas, tales como CD11a, CD11b, CD11c, CD 18, una ICAM,
VLA-4 y VCAM; un antigeno asociado a tumores, tal como receptor de HER2, HER3 o HER4; y fragmentos y/o
variantes de cualquiera de los polipéptidos anteriormente listados. Lo mas preferido es un anticuerpo de longitud
completa que se una a HER2 humano.

Un "contaminante" es un material que es diferente del producto polipeptidico deseado. El contaminante puede ser, sin
limitacion, una variante, fragmento, agregado o derivado del polipéptido deseado (por ejemplo, una variante
desaminada o una variante amino-aspartato), otro polipéptido, acido nucleico, endotoxina, etc.

Una "variante" o "secuencia variante de aminoacidos" de un polipéptido de partida es un polipéptido que comprende
una secuencia de aminoacidos diferente de la del polipéptido de partida. En general, una variante poseera al menos un
80 % de identidad de secuencia, preferentemente al menos un 90 % de identidad de secuencia, mas preferentemente
al menos un 95 % de identidad de secuencia, y lo mas preferentemente al menos un 98 % de identidad de secuencia
con el polipéptido nativo. El porcentaje de identidad de secuencia se determina, por ejemplo, mediante la version de
Fitch et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:1382-1386 (1983) del algoritmo descrito por Needleman et al., J. Mol. Biol.
48:443-453 (1970), después de alinear las secuencias para proporcionar maxima homologia. Las variantes de
secuencia de aminoacidos de un polipéptido pueden prepararse introduciendo cambios de nucleétidos adecuados en
el ADN que codifica el polipéptido, o mediante sintesis peptidica. Dichas variantes incluyen, por ejemplo, eliminaciones
de, y/o inserciones en y/o sustituciones de, restos dentro de la secuencia de aminoacidos del polipéptido de interés.
Cualquier combinacién de eliminacion, insercion, y sustitucién se efectua para llegar a la construccion final, siempre
que la construccion final posea las caracteristicas deseadas. Los cambios de aminoacidos también pueden alterar el
procesamiento postraduccional del polipéptido, tal como mediante el cambio del nimero o posiciéon de los sitios de
glucosilacion. Otras modificaciones postraduccionales incluyen hidroxilacion de prolina y lisina, fosforilacion de grupos
hidroxilo restos serilo, treonilo o tirosilo, metilacion de los grupos a-amino de las cadenas laterales de lisina, arginina e
histidina (T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H. Freeman & Co., San Francisco, pp. 79-86
(1983)). Se describen métodos para generar variantes de secuencia de aminoacidos en la Patente de los Estados
Unidos n.° 5.534.615, por ejemplo.

Una "variante acida" es una variante de un polipéptido de interés que es mas acida (por ejemplo, determinado
mediante cromatografia de intercambio cationico) que el polipéptido de interés. Las variantes acidas pueden
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producirse mediante la accidn de células hospedadoras recombinantes sobre el polipéptido expresado. Un ejemplo de
variante acida es una variante desaminada. Los restos glutaminilo y asparaginilo con frecuencia se desaminan
postraduccionalmente a los correspondientes restos glutamilo y aspartilo.

Una variante "desaminada" de una molécula de polipéptido es un polipéptido en el que uno o mas restos de asparagina
del polipéptido original se han convertido a aspartato, es decir, la cadena lateral neutra de amida se ha convertido a un
resto con un caracter acido general. Por ejemplo, "DNasa humana desaminada”, tal como se usa en el presente
documento, significa DNasa humana que esta desaminada en el resto de asparagina en la posicion 74 de la secuencia
de aminoacidos de DNasa humana madura nativa (Patente de los Estados Unidos 5.279.823). El anticuerpo
huMAb4D5 desaminado de los Ejemplos mas adelante tiene Asn30 en CDR1 de una o ambas regiones V, del mismo
convertidas a aspartato.

En realizaciones preferidas de la invencion, el polipéptido es un polipéptido recombinante. Un "polipéptido
recombinante" es uno que se ha producido en una célula hospedadora que se ha transformado o transfectado con
acido nucleico que codifica el polipéptido, o produce el polipéptido como resultado de recombinacion homologa.
"Transformacion" y "transfeccion" se usan de manera intercambiable para referirse al proceso de introducir acido
nucleico en una célula. A continuacién de la transformacion o transfeccion, el acido nucleico puede integrarse en el
genoma de la célula hospedadora, o puede existir como un elemento extracromosomico. La "célula hospedadora”
incluye una célula en cultivo in vitro, asi como una célula en un animal hospedador. Se describen métodos para
produccién recombinante de polipéptidos en la Patente de los Estados Unidos n.° 5.534.615, por ejemplo.

El término "anticuerpo" se usa en el sentido mas amplio y abarca especificamente anticuerpos monoclonales
(incluyendo anticuerpos monoclonales de longitud completa), anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos
(por ejemplo, anticuerpos biespecificos), y fragmentos de anticuerpos siempre que muestren la actividad biologica
deseada.

El anticuerpo en el presente documento se dirige contra un “antigeno” de interés. Preferentemente, el antigeno es un
polipéptido biolégicamente importante y la administracion del anticuerpo a un mamifero que padece una enfermedad o
trastorno puede dar como resultado un beneficio terapéutico en ese mamifero. Sin embargo, también se contemplan
anticuerpos dirigidos contra antigenos no polipeptidicos (tales como antigenos glucolipidicos asociados a tumores;
véase la Patente de los Estados Unidos n.° 5.091.178). En los casos donde el antigeno es un polipéptido, puede ser
una molécula transmembrana (por ejemplo, un receptor) o un ligando, tal como un factor de crecimiento. Los antigenos
a modo de ejemplo incluyen aquellos polipéptidos descritos anteriormente. Las dianas moleculares preferidas
abarcadas por la presente invencion incluyen polipéptidos CD, tales como CD3, CD4, CD8, CD19, CD20 y CD34;
miembros de la familia de receptores HER, tales como el receptor de EGF, el receptor HER2, HER3 o HER4;
moléculas de adhesién celular, tales como LFA-1, Mac1, p150.95, VLA-4, ICAM-1, VCAM y av/b3 integrina, incluyendo
una subunidad a o b de la misma (por ejemplo, anticuerpos anti-CD11a, anti-CD18 o anti-CD11b); factores de
crecimiento, tales como VEGF; IgE; antigenos del grupo sanguineo; receptor flk2/ffit3: receptor de obesidad (OB);
receptor mpl; CTLA-4; polipéptido C, etc. Los antigenos solubles o fragmentos de los mismos, conjugados
opcionalmente a otras moléculas, pueden usarse como inmundégenos para generar anticuerpos. Para moléculas
transmembrana, tales como receptores, pueden usarse fragmentos de estos (por ejemplo, el dominio extracelular de
un receptor) como inmundgeno. Como alternativa, pueden usarse células que expresan la molécula transmembrana
como inmunégeno. Dichas células pueden derivarse de una fuente natural (por ejemplo, lineas celulares de cancer) o
pueden ser células que se han transformado mediante técnicas recombinantes para expresar la molécula
transmembrana.

La expresidon "anticuerpo monoclonal”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo obtenido
a partir de una poblaciéon de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblaciéon son idénticos excepto por posibles mutaciones de origen natural que pueden estar presentes
en cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son elevadamente especificos, dirigiéndose contra un solo
sitio antigénico. Ademas, a diferencia de las preparaciones convencionales de anticuerpos (policlonales) que incluyen
normalmente diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal
se dirige contra un solo determinante en el antigeno. El modificador "monoclonal" indica el caracter del anticuerpo
como obtenido a partir de una poblaciéon de anticuerpos sustancialmente homogénea, y no debe entenderse que
requiera la produccion del anticuerpo mediante cualquier método particular. Por ejemplo, los anticuerpos
monoclonales para su uso de acuerdo con la presente invencion pueden prepararse mediante el método de hibridoma
descrito por primera vez por Kohler et al., Nature 256:495 (1975), o pueden prepararse mediante métodos de ADN
recombinante (véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos n.° 4.816.567). En una realizacién adicional, los
"anticuerpos monoclonales" pueden aislarse a partir de bibliotecas de fagos de anticuerpos generadas usando las
técnicas descritas en McCafferty et al., Nature, 348:552-554 (1990). Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991) y
Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991) donde se describe el aislamiento de anticuerpos murinos y humanos,
respectivamente, usando bibliotecas de fagos. Las publicaciones posteriores describen la produccién de anticuerpos
humanos de alta afinidad (intervalo nM) mediante intercambio de cadenas (Marks et al., Bio/Technology, 10:779-783
(1992)), asi como infeccidn combinatoria y recombinacion in vivo como estrategia para construir bibliotecas de fagos
muy grandes (Waterhouse et al., Nuc. Acids. Res., 21:2265-2266 (1993)). Por tanto, estas técnicas son alternativas
viables a las técnicas de hibridoma de anticuerpos monoclonales tradicionales para el aislamiento de anticuerpos
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monoclonales. Como alternativa, ahora es posible producir animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que son
capaces, tras inmunizacion, de producir un repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de produccion de
inmunoglobulina endégena. Por ejemplo, se ha descrito que la eliminacién homocigética del gen de la region de unién
de la cadena pesada de anticuerpo (Jn) en ratones quiméricos y mutantes en la linea germinal da como resultado la
inhibicion completa de la produccién enddégena de anticuerpos. La transferencia del conjunto de genes de
inmunoglobulina de la linea germinal en dichos ratones mutantes en la linea germinal dard como resultado la
produccién de anticuerpos humanos tras la exposicion a antigeno. Véase, por gjemplo, Jakobovits et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA), 90:2551 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362:255-258 (1993); Bruggermann et al., Year in Immuno.,
7:33 (1993); y Duchosal et al. Nature 355:258 (1992).

Los anticuerpos monoclonales del presente documento incluyen especificamente anticuerpos "quiméricos"
(inmunoglobulinas) en los que una porcién de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homdloga a secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenecen a una clase o subclase
particular de anticuerpos, mientras que la cadena (o las cadenas) restante es idéntica u homéloga a secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de otras especies o que pertenecen a otra clase o subclase de
anticuerpos, asi como fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que muestren la actividad biolégica deseada
(Patente de los Estados Unidos n.° 4.816.567; y Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)).

La expresion "region hipervariable" cuando se usa en el presente documento se refiere a los restos de aminoacidos de
un anticuerpo que son responsables de la unién al antigeno. La region hipervariable comprende restos de aminoacidos
de "una region determinante de la complementariedad" o "CDR" (es decir, los restos 24-34 (LI), 50-56 (L2) y 89-97 (L3)
en el dominio variable de cadena ligera y 31-35 (H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3) en el dominio variable de cadena
pesada; Kabat et al., Sequences of Polypeptides of Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)) y/o aquellos restos de un "bucle hipervariable" (es decir, los restos 26-32
(LI), 50-52 (L2) y 91-96 (L3) en el dominio variable de cadena ligera y 26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3) en el
dominio variable de cadena pesada; Chothia y Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)). Los restos "marco conservados"
0 "FR" son aquellos restos del dominio variable distintos de los restos de la region hipervariable, tal como se definen en
el presente documento. Los restos de CDR y FR del anticuerpo rhuMAB HER2 del ejemplo mas adelante
(humAb4D5-8) se identifican en Carter et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA), 89:4285 (1992).

Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son anticuerpos quiméricos que
contienen una minima parte de la secuencia derivada de inmunoglobulina no humana. Principalmente, los anticuerpos
humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que los restos de una regién hipervariable
del receptor se reemplazan por restos de una regién hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donante), tal
como un raton, rata, conejo o un primate no humano que tiene la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En
algunos casos, los restos de la regidon marco conservada (FR) de Fv de la inmunoglobulina humana se reemplazan por
restos correspondientes no humanos. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender restos que no se
encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Estas modificaciones se efectian para refinar
adicionalmente el rendimiento del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente
todas de al menos uno, y normalmente dos, dominios variables, en los que todos o sustancialmente todos los bucles
hipervariables se corresponden con aquellos de una inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las
regiones FR son aquellas de una secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado también
comprendera opcionalmente al menos una porcion de la region constante de inmunoglobulina (Fe), normalmente
aquella de una inmunoglobulina humana.

La seleccién de dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, para su uso en la preparaciéon de
anticuerpos humanizados es muy importante para reducir la antigenicidad. De acuerdo con el método llamado de
"mejor ajuste”, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor se reconoce frente a la biblioteca
completa de secuencias de dominio variable humanas conocidas. La secuencia humana que sea mas préxima a la del
roedor se acepta como el marco conservado (FR) humano para el anticuerpo humanizado (Sims et al., J. Immunol.,
151:2296 (1993); Chothia et al., J. Mol. Biol., 196:901 (1987)).

Otro método usa un marco conservado particular derivado de la secuencia consenso de todos los anticuerpos
humanos de un subgrupo particular de cadenas ligeras o pesadas. Puede usarse el mismo marco conservado para
diferentes anticuerpos humanizados (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA), 89:4285 (1992); Presta et al., J.
Immunol., 151:2623 (1993)).

Es importante de manera adicional que los anticuerpos se humanicen con retencién de alta afinidad por el antigeno y
otras propiedades biolégicas favorables. Para lograr esta meta, de acuerdo con un método preferido, los anticuerpos
humanizados se preparan mediante un proceso de analisis de las secuencias parentales y varios productos
humanizados conceptuales usando modelos tridimensionales de las secuencias parentales y humanizadas. Los
modelos tridimensionales de inmunoglobulinas estan disponibles de manera comun y son familiares para los expertos
en la materia. Hay disponibles programas informaticos que ilustran y muestran estructuras conformacionales
tridimensionales probables de secuencias de inmunoglobulina candidatas seleccionadas. La inspeccion de estas
visualizaciones permite el analisis del papel probable de los restos en el funcionamiento de la secuencia de
inmunoglobulina candidata, es decir, el analisis de los restos que influencian la capacidad de la inmunoglobulina
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candidata para unirse a su antigeno. De este modo, los restos de FR pueden seleccionarse y combinarse a partir de
las secuencias receptoras e importadas de tal forma que se logra la caracteristica deseada del anticuerpo, tal como
una afinidad aumentada por el antigeno (o los antigenos) diana. En general, los restos de CDR estan directa y muy
sustancialmente involucrados en influenciar la union al antigeno.

Los "fragmentos de anticuerpo" comprenden una porcién de un anticuerpo de longitud completa, generalmente la
regiéon de unioén a antigeno o variable del mismo. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos Fab,
Fab', F(ab’),, y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo monocatenarias; y anticuerpos
multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo. Se han desarrollado varias técnicas para la
produccién de fragmentos de anticuerpo. Tradicionalmente, estos fragmentos se derivaban mediante digestion
proteolitica de anticuerpos intactos (véase, por ejemplo, Morimoto et al., Journal of Biochemical and Biophysical
Methods 24:107-117 (1992) y Brennan et al., Science, 229:81 (1985)). Sin embargo, hoy en dia esos fragmentos
pueden producirse directamente mediante células hospedadoras recombinantes. Por ejemplo, los fragmentos de
anticuerpo pueden aislarse a partir de bibliotecas de fagos discutidas anteriormente. Como alternativa, pueden
recuperarse fragmentos Fab’-SH a partir de E. coli y acoplarse quimicamente para formar fragmentos F(ab’), (Carter et
al., Bio/Technology 10:163-167 (1992)). En otra realizacion, el F(ab’), se forma usando la cremallera de leucina GCN4
para promover el montaje de la molécula de F(ab’),. De acuerdo con otro enfoque, los fragmentos de F(ab’), pueden
aislarse directamente a partir de cultivos de células hospedadoras recombinantes. Seran evidentes otras técnicas para
la produccién de fragmentos de anticuerpos para el experto en la materia.

En otras realizaciones, el anticuerpo de eleccion es un fragmento Fv monocatenario (scFv). Véase el documento WO
93/16185. Los fragmentos "Fv monocatenarios" o "sFv" comprenden los dominios Vi y V. de anticuerpo, en los que
estos dominios estan presentes en una sola cadena polipeptidica. En general, el polipéptido de Fv comprende ademas
un enlazante polipeptidico entre los dominios Vi y V. que permiten al sFv formar la estructura deseada para unirse al
antigeno. Para una revisidon de los sFv véase Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113,
Rosenburg and Moore eds. Springer-Verlag, Nueva York, pags. 269-315 (1994)).

El término "diacuerpos" se refiere a pequefos fragmentos de anticuerpo con dos sitios de unién a antigeno,
comprendiendo dichos fragmentos un dominio variable de cadena pesada (V1) conectado a un dominio variable de
cadena ligera (V) en la misma cadena polipeptidica (Vy - V). Mediante el uso de un enlazante que es demasiado corto
como para permitir el emparejamiento entre los dos dominios de la misma cadena, se fuerza a los dominios a que se
emparejen con los dominios complementarios de otra cadena y creen dos sitios de unién a antigeno. Los diacuerpos
se describen con mas detalle en, por ejemplo, el documento EP 404.097; documento WO 93/11161; y en Hollinger et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448 (1993).

La expresion "anticuerpos lineales" cuando se usa a lo largo de esta solicitud, se refiere a los anticuerpos descritos en
Zapata et al., Polypeptide Eng. 8(10):1057-1062 (1995). En resumen, estos anticuerpos comprenden un par de
segmentos Fd en tandem (Vu-Cy 1-Vy-Cy 1) que forman un par de regiones de unién a antigeno. Los anticuerpos
lineales pueden ser biespecificos o0 monoespecificos.

Los "anticuerpos multiespecificos" tienen especificidades de unién por al menos dos epitopos distintos, donde los
epitopos son generalmente de dos antigenos diferentes. Aunque dichas moléculas normalmente se uniran solo a dos
antigenos (es decir, anticuerpos biespecificos, BsAbs), los anticuerpos con especificidades adicionales, tales como
anticuerpos triespecificos estan abarcados por esta expresion cuando se usa en el presente documento. Los ejemplos
de BsAbs incluyen aquellos con un brazo dirigido contra un antigeno de célula tumoral y el otro brazo dirigido contra
una molécula activadora citotoxica, tal como anti-FcyRl/anti-CD15, anti-p185™"=°%/FcyRIIl (CD 16), anti-CD3/anti-
linfocito B maligno (1D10), anti-CD3/anti-p185HER2, anti-CD3/anti-p97, anti-CD3/anti-carcinoma de células renales,
anti-CD3/anti-OVCAR-3, anti-CD3/L-D1 (anti-carcinoma de colon), anti-CD3/anti-analogo de hormona estimuladora de
melanocitos, anti-receptor de EGF/anti-CD3, anti-CD3/anti-CAMA1, anti-CD3/anti-CD19, anti-CD3/MoV18,
anti-molécula de adhesion celular neural (NCAM)/anti-CD3, anti-proteina de uniéon a folato (FBP)/anti-CD3,
anti-antigeno asociado a pan carcinoma (AMOC-31)/anti- CD3; BsAbs con un brazo que se une especificamente a un
antigeno tumoral y un brazo que se une a una toxina, tal como anti-saporina/anti-ld-1, anti-CD22/anti-saporina,
anti-CD7/anti-saporina, anti-CD38/anti-saporina, anti-CEA/anti-cadena A de ricina,
anti-interferon-a(IFN-a)/anti-idiotipo de hibridoma, anti-CEA/anti-alcaloide de la vinca; BsAbs para convertir
profdrmacos activados por enzimas, tales como anti-CD3O/anti-fosfatasa alcalina (que cataliza la conversion de
profarmaco de fosfato de mitomicina a alcohol de mitomicina); BsAbs que pueden usarse como agentes fibroniliticos
tal como anti-fibrina/anti-activador de plasmindgeno tisular (tPA), anti-fibrina/anti-activador de plasminégeno de tipo
urocinasa (UPA); BsAbs para dirigir complejos inmunoldgicos a receptores de la superficie celular, telas como
anti-lipoproteina de baja densidad (LDL)/anti-receptor de Fc (por ejemplo, FcyRI, o FcyRIll); BsAbs para su uso en
terapia de enfermedades infecciosas, tales como anti-CD3/anti-virus del herpes simplex (HSV), anti-complejo de
receptor de linfocito T:CD3 /anti-gripe, anti-FcyR/anti-VIH; BsAbs para deteccion in vitro o in vivo de tumores, tales
como anti-CEA/anti-EOTUBE, anti-CEA/anti-DPTA, anti—p185HE 2/anti-hapteno; BsAbs como adyuvantes para
vacunas; y BsAbs como herramientas diagnésticas, tales como anti-IlgG de conejo/anti-ferritina, anti-peroxidasa de
rabano picante (FIRP)/anti-hormona, anti-somatostatina/anti-sustancia P, anti-HRP/anti-FITC,
anti-CEA/anti-B-galactosidasa. Los ejemplos de anticuerpos triespecificos incluyen anti-CD3/anti-CD4/anti-CD37,
anti-CD3/anti- CD5/anti-CD37 y anti-CD3/anti-CD8/anti-CD37. Los anticuerpos biespecificos pueden prepararse como
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anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, anticuerpos biespecificos de F(ab')).

Se conocen en la técnica métodos para producir anticuerpos biespecificos. La produccion tradicional de anticuerpos
biespecificos de longitud completa se basa en la expresion conjunta de dos pares de cadena pesada-cadena ligera de
inmunoglobulina, donde las dos cadenas tienen diferentes especificidades (Millstein et al., Nature, 305:537-539
(1983)). Debido a la distribuciéon al azar de las cadenas ligeras y pesadas de inmunoglobulina, estos hibridomas
(cuadromas) reproducen una mezcla potencial de 10 moléculas de anticuerpo diferentes, de las cuales solo una tiene
la estructura biespecifica correcta. La purificacion de la molécula correcta, que se efectia normalmente mediante
etapas de cromatografia de afinidad, es laboriosa, y el rendimiento de producto es bajo. Se divulgan procedimientos
similares en el documento WO 93/08829, y en Traunecker et al., EMBO J., 10:3655-3659 (1991).

De acuerdo con un enfoque diferente, los dominios variables de anticuerpo con las especificidades deseadas (sitios de
combinacién de anticuerpo-antigeno) se fusionan para secuencias de dominio constante de inmunoglobulina. La
fusion es preferentemente con un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina, que comprende al menos
parte de las regiones bisagra, CH2, y CH3. Se prefiere tener presente la primera region constante de cadena pesada
(CH1) que contiene el sitio necesario para la unién de la cadena ligera en al menos una de las fusiones. Los ADN que
codifican las fusiones de cadena pesada de inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera de inmunoglobulina, se
insertan en vectores de expresion separados, y se transfectan de manera conjunta en un organismo hospedador
adecuado. Esto proporciona gran flexibilidad para ajustar las proporciones mutuas de los tres fragmentos de
polipéptido en realizaciones en las que proporciones desiguales de las tres cadenas de polipéptidos usados en la
construccién proporcionan los rendimientos 6ptimos. Es, sin embargo, posible insertar las secuencias codificantes
para dos o las tres cadenas de polipéptido en un vector de expresion cuando la expresién de al menos dos cadenas de
polipétido en proporciones iguales da como resultado rendimientos elevados o cuando las proporciones no son
particularmente significativas.

En una realizacién preferida de este enfoque, los anticuerpos biespecificos estan compuestos de una cadena pesada
de inmunoglobulina hibrida con una primera especificidad de unién en un brazo, y un par de cadena pesada-cadena
ligera de inmunoglobulina (proporcionando una segunda especificidad de union) en el otro brazo. Se ha descubierto
que esta estructura asimétrica facilita la separacién del compuesto biespecifico deseado de combinaciones de cadena
de inmunoglobulina no deseadas, ya que la presencia de una cadena ligera de inmunoglobulina en solo una mitad de
la molécula biespecifica proporciona una forma facil de separacion. Este enfoque se divulga en el documento WO
94/04690. Para detalles adicionales acerca de la generacion de anticuerpos biespecificos véase, por ejemplo, Suresh
et al., Methods in Enzymology, 121:210 (1986).

De acuerdo con otro enfoque descrito en el documento WO96/27011, la interfaz entre un par de moléculas de
anticuerpo puede disefiarse mediante ingenieria genética para maximizar el porcentaje de heterodimeros que se
recuperan del cultivo de células recombinantes. La interfaz preferida comprende al menos una parte del dominio Cx3
de un dominio constante de anticuerpo. En este método, una o mas cadenas laterales de aminoacido pequefas de la
interfaz de la primera molécula de anticuerpo se reemplazan con cadenas laterales mas grandes (por ejemplo, tirosina
o triptéfano). Se crean en la interfaz de la segunda molécula de anticuerpo "cavidades" compensatorias de tamafio
similar o idéntico al de la cadena (o cadenas) lateral reemplazando cadenas laterales grandes de aminoacido por otras
mas pequefias (por ejemplo, alanina o treonina). Esto proporciona un mecanismo para aumentar el rendimiento del
heterodimero frente a otros productos finales no deseados, tales como homodimeros.

Los anticuerpos biespecificos incluyen anticuerpos reticulados o "heteroconjugados". Por ejemplo, uno de los
anticuerpos en el heteroconjugado puede acoplarse a avidina, el otro a biotina. Se ha propuesto dichos anticuerpos
para, por ejemplo, dirigir células del sistema inmune a células no deseadas (Patente de los Estados Unidos n.°
4.676.980), y para el tratamiento de infecciéon por VIH (documento WO 91/00360, documento WO 92/200373, y
documento EP03089). Los anticuerpos heteroconjugados pueden prepararse usando cualquier método de reticulacion
conveniente. Se conocen bien en la materia los agentes reticulantes adecuados, y se divulgan en la Patente de los
Estados Unidos n.° 4.676.980, junto con un nimero de técnicas de reticulacion.

Las técnicas para generar anticuerpos biespecificos a partir de fragmentos de anticuerpos también se han descrito en
la bibliografia. Por ejemplo, pueden prepararse anticuerpos biespecificos usando enlace quimico. Brennan et al.,
Science, 229: 81 (1985) describen un procedimiento en el que se escinden proteoliticamente anticuerpos intactos para
generar fragmentos F(ab'),. Estos fragmentos se reducen en presencia del agente formador de complejos de ditiol,
arsenito de sodio, para estabilizar ditioles vecinales y evitar la formacién de disulfuros intermoleculares. Los
fragmentos Fab' generados se convierten a derivados de tionitrobenzoato (TNB). Uno de los derivados Fab'-TNB se
reconvierte al Fab'-tiol mediante reduccién con mercaptoetilamina y se mezcla con una cantidad equimolar del otro
derivado Fab'-TNB para formar el anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos biespecificos producidos pueden usarse
como agentes para la inmovilizacién selectiva de enzimas.

El progreso reciente ha facilitado la recuperacion directa de fragmentos Fab'-SH a partir de E. coli, que pueden
acoplarse quimicamente para formar anticuerpos biespecificos. Shalaby et al., J. Exp. Med. 175: 217-225 (1992)
describen la produccién de una molécula de anticuerpo biespecifica F(ab’), totalmente humanizada. Cada fragmento
Fab' se secretd por separado a partir de E. coli y se sometié a acoplamiento quimico directo in vitro para formar el
anticuerpo biespecifico.
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También se han descrito varias técnicas para preparar y aislar fragmentos de anticuerpo biespecificos directamente a
partir de cultivo de células recombinantes. Por ejemplo, se han producido anticuerpos biespecificos usando
cremalleras de leucina. Kostelny et al., J. Immunol., 148(5):1547-1553 (1992). Los péptidos de cremallera de leucina
de las proteinas Fos y Jun se unieron a las porciones de Fab' de dos anticuerpos diferentes mediante fusion génica.
Los homodimeros de anticuerpo se redujeron en la regién bisagra para formar monémeros y después se volvieron a
oxidar para formar los heterodimeros de anticuerpo. Este método también puede utilizarse para la produccion de
homodimeros de anticuerpo. La tecnologia de "diacuerpo” descrita por Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA),
90:6444-6448 (1993) ha proporcionado un mecanismo alternativo para preparar fragmentos de anticuerpo
biespecificos. Los fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (Vh) conectado a un dominio
variable de cadena pesada (V|) mediante un enlazante que es demasiado corto como para permitir el emparejamiento
entre los dos dominios en la misma cadena. Por consiguiente, se fuerza a que los dominios Vy y V. de un fragmento se
emparejen con los dominios complementarios V. y Vi de otro fragmento, formando de este modo dos sitios de unién a
antigeno. También se ha comunicado otra estrategia para preparar fragmentos de anticuerpo biespecificos mediante
el uso de dimeros monocatenarios de Fv (sFv). Véase Gruber et al., J. Immunol., 152:5368 (1994).

Se contemplan anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo, pueden prepararse anticuerpos triespecificos. Tutt
et al. J. Immunol. 147: 60 (1991).

La expresion "material de intercambio i6nico" se refiere a una fase sélida que esta cargada negativamente (es decir,
resina de intercambio catidnico) o cargada positivamente (es decir, resina de intercambio aniénico). La carga puede
proporcionarse uniendo uno o mas ligandos cargados a la fase sélida, por ejemplo, mediante enlace covalente. Como
alternativa, o, ademas, la carga puede ser una propiedad inherente a la fase sdlida (por ejemplo, en el caso de gel de
silice, que tiene una carga general negativa).

Por "fase solida" se pretende indicar una matriz no acuosa a la que uno o mas ligandos cargados pueden adherirse. La
fase solida puede ser una columna de purificacion, una fase discontinua o particulas discretas, una membrana, o filtro,
etc. Los ejemplos de materiales para formar la fase sélida incluyen polisacaridos (tales como agarosa y celulosa) y
otras matrices mecanicamente estables, tales como silice (por ejemplo, vidrio de poro controlado),
poli(estirendivinil)benceno, poliacrilamida, particulas de ceramica y derivados de cualquiera de las anteriores.

Una "resina de intercambio catidnico" se refiere a una fase sélida que esta cargada negativamente y tiene cationes
libres para intercambiar con cationes en una solucién acuosa pasada sobre o a través de la fase sélida. Un ligando
cargado negativamente unido a la fase soélida para formar la resina de intercambio catiénico puede, por ejemplo, ser un
carboxilato o sulfonato. Las resinas de intercambio catidbnico comercialmente disponibles incluyen
carboximetilcelulosa, BAKERBOND ABX™, sulfopropilo (SP) inmovilizado sobre agarosa (por ejemplo,
SP-SEPHAROSE FAST FLOW™, SP-SEPHAROSE FAST FLOW XL™ o SP-SEPHAROSE HIGH
PERFORMANCE™, de Pharmacia) sulfonilo inmovilizado sobre agarosa (por ejemplo, S-SEPHAROSE FAST
FLOW™ de Pharmacia).

El término "resina de intercambio anidnico" se usa en el presente documento para referirse a una fase sélida que esta
cargada positivamente, por ejemplo, que tiene uno o mas ligandos cargados positivamente, tales como grupos amino
cuaternarios, unidos a ésta. Las resinas de intercambio aniénico comercialmente disponibles incluyen DEAE celulosa,
QAE SEPHADEX™ y FAST Q SEPHAROSE™ (Pharmacia).

Un "tampén" es una solucion que resiste a cambios en el pH mediante la accién de sus componentes acido-base
conjugados. Varios tampones que pueden emplearse dependiendo, por ejemplo, del pH deseado del tampdn se
describe en Buffers. A Guide for the Preparation and Use of Buffers in Biological Systems, Gueffroy, D., Ed.
Calbiochem Corporation (1975). En una realizacion, el tampon tiene un pH en el intervalo de aproximadamente 5 a
aproximadamente 7 (por ejemplo, como en el Ejemplo 1 mas adelante). Los ejemplos de tampones que controlaran el
pH en este intervalo incluyen tampones MES, MOPS, MOPSO, fosfato, acetato, citrato, succinato, y amonio, asi como
combinaciones de estos. Los tampones usados en los métodos divulgados también comprenden normalmente una sal,
tal como NaCl, KCl o NaHOAc.

El "tampén de equilibrado" es el tampdn que se usa para equilibrar la resina de intercambio i6nico. El tampdn de
equilibrado también puede usarse para cargar la composicién que comprende la molécula de polipéptido de interés y
uno 0 mas contaminantes en la resina de intercambio iénico. El tampdn de equilibrado tiene una conductividad y/o pH
tal que la molécula de polipéptido de interés se une a la resina de intercambio i6nico.

La expresion "tampon de lavado” se usa en el presente documento para referirse al tampdn que se hace pasar sobre la
resina de intercambio i6nico después de cargar y antes de la elucién de la proteina de interés. El tampdn de lavado
puede servir para eluir uno o0 mas contaminantes de la resina de intercambio i6nico. La conductividad y/o pH del
tampon de lavado es/son tales que los contaminantes se eluyen de la resina de intercambio iénico, pero no cantidades
significativas del polipéptido de interés. El "tampén de lavado" comprende preferentemente una mezcla de tampén de
equilibrado y tampoén de elucién, y puede por lo tanto describirse por el porcentaje de tampoén de eluciéon que
comprende en un volumen dado.
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El "tampon de elucion” se usa para eluir el polipéptido de interés de la fase sdlida. La conductividad y/o pH del tampén
de elucién es/son tales que el polipéptido de interés se eluye de la resina de intercambio iénico.

Puede usarse un "tampén de regeneracion" para regenerar la resina de intercambio idnico de tal forma que pueda
reutilizarse. El tampdn de regeneraciéon tiene una conductividad y/o pH segin sea necesario para eliminar
sustancialmente todos los contaminantes y el péptido de interés de la resina de intercambio idnico.

El término "conductividad" se refiere a la capacidad de una solucién acuosa para conducir una corriente eléctrica entre
dos electrodos. En solucion, la corriente fluye mediante el transporte de iones. Por lo tanto, con una cantidad en
aumento de iones presentes en la solucion acuosa, la solucidn tendra una mayor conductividad. La unidad de medida
de la conductividad es mmhos (mS/cm), y puede medirse usando un medidor de conductividad, tal como aquellos
vendidos, por ejemplo, por Orion. La conductividad de una solucién puede alterarse cambiando la concentracion de
iones en esta. Por ejemplo, la concentracion de un agente tamponador y/o la concentracién de una sal (por ejemplo,
Na/HOAc; NaCl o KCI) en la solucién puede alterarse para lograr la conductividad deseada. Preferentemente, la
concentracion de sal de los varios tampones se modifica para lograr la conductividad deseada.

Por "purificar" un polipéptido de una composicion que comprende al polipéptido y uno o mas contaminantes se
entiende aumentar el grado de pureza del polipéptido en la composiciéon eliminando (completa o parcialmente) al
menos un contaminante de la composicion. Una "etapa de purificacion" puede ser parte de un proceso de purificacion
general que da como resultado una composicion "homogénea". "Homogéneo" se usa en el presente documento para
referirse a una composicion que comprende al menos un 70 % en peso del polipéptido de interés, basandose en el
peso total de la composicién, preferentemente al menos aproximadamente un 80 % en peso, mas preferentemente al
menos aproximadamente un 90 % en peso, aun mas preferentemente al menos aproximadamente un 95 % en peso.

A menos que se indique lo contrario, el término "HER2" cuando se usa en el presente documento se refiere a proteina
HER2 de humano y "HERZ2" se refiere al gen HER2 humano. El gen HER2 humano y la proteina HER2 se describen en
Semba et al., PNAS (EE.UU.) 82:6497-6501 (1985) y Yamamoto et al. Nature 319:230-234 (1986) (nUmero de acceso
de Genebank XO3363), por ejemplo.

El término "huMAb4D5-8" cuando se usa en el presente documento se refiere a un anticuerpo anti-HER2 humanizado
que comprende la secuencia de aminoacidos de cadena ligera de SEC ID n.°: 1 y la secuencia de aminoacidos de
cadena pesada de SEC ID n.°: 2 o variantes de secuencias de aminoacidos de los mismos que mantiene la capacidad
de unirse a HER2 y de inhibir el crecimiento de células tumorales que sobreexpresan HER2 (véase la Patente de los
Estados Unidos n.° 5.677.171).

El "pi" o "punto isoeléctrico" de un polipéptido se refiere al pH al cual las cargas positivas del polipéptido equilibran su
carga negativa: puede calcularse el pi a partir de la carga neta de los restos de aminoacidos del polipéptido o puede
determinarse mediante enfoque isoeléctrico.

"Unir" una molécula a un material de intercambio i6nico se refiere a exponer la molécula al material de intercambio
idnico en condiciones adecuadas (pH/conductividad) de tal forma que la molécula se inmoviliza de manera reversible
en o sobre el material de intercambio idnico por medio de interacciones idnicas entre la molécula y un grupo cargado o
grupos cargados del material de intercambio idnico.

"Lavar" el material de intercambio i6nico se refiere a hacer pasar un tampén adecuado a través o sobre el material de
intercambio idnico.

"Eluir" una molécula (por ejemplo, péptido o contaminante) de un material de intercambio idnico significa eliminar la
molécula de este alterando la fuerza idnica del tampon circundante al material de intercambio idnico de tal forma que el
tampdn compite con la molécula por los sitios cargados en el material de intercambio idnico.

"Tratamiento" se refiere tanto a tratamiento terapéutico como a profilactico o medidas preventivas. Los que necesitan
tratamiento incluyen a aquellos que ya tienen el trastorno y a aquellos en los que se va a prevenir el trastorno.

Un "trastorno” es cualquier afeccion que pueda beneficiarse de tratamiento con el polipéptido purificado, tal como se
describe en el presente documento. Esto incluye trastornos y enfermedades tanto agudas como crénicas y aquellas
afecciones patologicas que predisponen al mamifero al trastorno en cuestion.

El término "marcador" cuando se usa en el presente documento se refiere a un compuesto o composicion detectable
que esta conjugada directamente o indirectamente al polipéptido. El marcador puede ser detectable en si (por ejemplo,
marcadores de radioisétopos o marcadores fluorescentes) o, en el caso de un marcador enzimatico, pueden catalizar
la alteracion quimica del compuesto o composicion de sustrato que es detectable.

La expresidn "agente citotdxico" cuando se usa en el presente documento se refiere a una sustancia que inhibe o
previene la funcién de células y/o provoca la destruccion de células. El término pretende incluir isétopos radiactivos,
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por ejemplo, 131I, 125I, Oy y 186Re), agentes quimioterapéuticos, y toxinas tales como toxinas enzimaticamente activas
de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, o fragmentos de las mismas.

Un "agente quimioterapéutico" es un compuesto quimico util en el tratamiento del cancer. Los ejemplos de agentes
quimioterapéuticos incluyen adriamicina, doxorrubicina, epirrubicina, 5-fluorouracilo, arabinosido de citosina ("Ara-C"),
ciclofosfamida, tiotepa, busulfan, citoxina, taxoides, por ejemplo, paclitaxel (TAXOL™, Bristol-Myers Squibb Oncology,
Princeton, NJ), y doxetaxel, toxotere, metotrexato, cisplatino, melfalano, vinblastina, bleomicina, etopésido, ifosfamida,
mitomicina C, mitoxantrona, vincristina, vinorelbina, carboplatino, tenipdsido, daunomicina, carminomicina,
aminopterina, dactinomicina, mitomicinas, esperamicinas (véase la Patente de los Estados Unidos n.° 4.675.187),
melfalano y otras mostazas de nitrdgeno relacionadas. También se incluyen en esta definicion agentes hormonales
que actuan para regular o inhibir la accion hormonal en tumores, tales como tamoxifeno y onapristona.

Modos para llevar a cabo la invencion

La invencién del presente documento proporciona métodos para purificar un polipéptido a partir de una composicién
(por ejemplo, una solucién acuosa) que comprende al polipéptido y uno o mas contaminantes. La composicion es
generalmente una resultante de la produccién recombinante del polipéptido, pero puede ser la resultante de la
produccién del polipéptido por sintesis peptidica (u otros medios sintéticos) o puede purificarse el polipéptido a partir
de una fuente nativa del polipéptido. Preferentemente, el polipéptido es un anticuerpo, por ejemplo, uno que se une al
antigeno HER2.

Para la produccién recombinante del polipéptido, el acido nucleico que lo codifica se aisla e inserta en un vector
replicable para clonacion posterior (amplificacion del ADN) o para expresion. EI ADN que codifica al polipéptido se
aisla facilmente y se secuencia usando procedimientos convencionales (por ejemplo, en los casos en el que el
polipéptido es un anticuerpo, usando sondas de oligonucledtidos que son capaces de unirse especificamente a genes
que codifican las cadenas ligera y pesada del anticuerpo). Estan disponibles muchos vectores. Los componentes del
vector incluyen generalmente, pero sin limitacion, uno o mas de los siguientes: una secuencia de sefial, un origen de
replicacién, uno o mas genes marcadores, un elemento potenciador, un promotor, y una secuencia de terminacion de
la transcripcién (por ejemplo, tal como se describe en la Patente de los Estados Unidos n.° 5.534.615).

Las células hospedadoras adecuadas para clonar o expresar el ADN en los vectores del presente documento son
células procariotas, levaduras, o eucariotas superiores. Los procariotas adecuados para este propoésito incluyen
eubacterias, tales como organismos Gram-negativos y Gram-positivos, por ejemplo, enterobacteriaceae, tales como
Escherichia, por ejemplo, E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, por ejemplo, Salmonella
typhimurium, Serratia, por ejemplo, Serratia marcescans, y Shigella, asi como Bacilli tales como B. subtills y B.
licheniformis (por ejemplo, B. licheniformis 41P divulgado en el documento DD 266.710 publicado el 12 de abril de
1989), Pseudomonas tales como P. aeruginosa, y Streptomyces. Un hospedador de clonacion preferido de E. coli es
E. coli294 (ATCC 31.446), aunque son adecuadas otras cepas, tales como E. coli B, E. coli X1776 (ATCC 31.537),y E.
coliW3110 (ATCC 27.325). Estos ejemplos son ilustrativos mas que limitantes.

Ademas de procariotas, los microbios eucariotas, tales como hongos filamentosos o levaduras son adecuados para
clonacion u hospedadores de expresion para vectores que codifican polipéptidos. Saccharomyces cerevisiae, o
levadura comun de panadero, es la mas usada entre los microorganismos hospedadores de eucariotas inferiores. Sin
embargo, un nimero de otros géneros, especies y cepas estan disponibles de manera comun y son Uutiles en el
presente documento, tales como hospedadores de Schizosaccharomyces pombelKluyveromyces, tales como, por
ejemplo, K. lactis, K. fragilis (ATCC 12.424), K. bulgaricus(ATCC 16.045), K. fragilis (ATCC 24.178), K. waltii(ATCC
56.500), K. drosophilarum (ATCC 36.906), K thermotolerans, y K. marxianus; yarrowia (documento EP 402.226);
Pichia pastoris (documento EP 183.070); Candida; Trichoderma reesia (documento EP 244.234); Neurospora
crassalSchwanniomyces, tales como Schwanniomyces occidentalis, y hongos filamentosos, tales como, por ejemplo,
hospedadores de Neurospora, Penicillium, Tolypocladium, y Aspergillus, tales como A. nidulans y A. niger.

Las células hospedadoras adecuadas para la expresion de polipéptido glucosilado se derivan de organismos
multicelulares. Los ejemplos de células de invertebrado incluyen células de planta e insecto. Se han identificado
numerosas cepas y variantes baculovirales y correspondientes células hospedadoras de insecto permisivas a partir de
hospedadores tales como Spodoptera frugiperda (oruga), Aedes aegypti (mosquito), Aedes albopictus (mosquito),
Drosophila melanogaster (mosca de la fruta), y Bombyx mori. Estan disponibles varias cepas virales para transfeccion,
por ejemplo, la variante L-1 de Autographa californica NPV y la cepa Bm-5 de Bombyx mori NPV, y dichos virus pueden
usarse como los virus del presente documento de acuerdo con la presente invencion, en particular para la transfeccion
de células de Spodoptera frugiperda. Los cultivos de células de planta de algodén, maiz, patata, soja, petunia, tomate
y tabaco también pueden usarse como hospedadores.

Sin embargo, el interés ha sido mayor en células de vertebrado, y la propagacion de células de vertebrado en cultivo
(cultivo de tejidos) se ha convertido en un procedimiento rutinario. Los ejemplos de lineas celulares hospedadoras de
mamifero utiles incluyen, pero sin limitacion, células de rifiédn de mono CV1 transformadas mediante SV40 (COS-7,
ATCC CRL 1651); células de rifidn embrionario humano (células 293 o 293 subclonadas para crecimiento en cultivo en
suspension, Graham et al., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células de riidén de cria de hamster (BHK, ATCC CCL 10);
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células de ovario de hamster chino/-DHFR (CHO, Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)); células de
sertoli de raton (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980)); células de rifion de mono (CV1 ATCC CCL 70);
células de rifidn de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma de cuello de utero
humano (HELA, ATCC CCL 2); células de rifién canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de higado de rata bufalo (BRL
3A, ATCC CRL 1442); células de pulmén humano (W138, ATCC CCL 75); células de higado humano (Hep G2, HB
8065); de tumor mamario de raton (MMT 060562, ATCC CCL51); células TRI (Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci.
383:44-68 (1982)); células MRC 5; células FS4; y células de hepatoma humano (Hep G2).

Las células hospedadoras se transforman con los vectores de expresion o clonacion anteriormente descritos para la
produccién de polipéptidos y se cultivan en medio nutriente convencional modificado segin sea necesario para inducir
promotores, seleccionar transformantes, o amplificar los genes que codifican las secuencias deseadas.

Las células hospedadoras usadas para producir el polipéptido de esta invencion pueden cultivarse en varios medios.
Los medios comercialmente disponibles, tales como F10 de Ham (Sigma), Medio Esencial Minimo ((MEM), Sigma),
RPMI-1640 (Sigma), y medio Eagle modificado de Dulbecco ((DMEM), Sigma) son adecuados para cultivar las células
hospedadoras. Ademas, cualquiera de los medios descritos en Ham et al., Meth. Enz. 58:44 (1979), Barnes et al., Anal.
Biochem.102:255 (1980), Patentes de los Estados Unidos n.° 4.767.704, 4.657.866; 4.927.762; 4.560.655; o
5.122.469; documento WO 90/03430; documento WO 87/00195; o Solicitud de Patente de los Estados Unidos, 30.985
pueden usarse como medio de cultivo para las células hospedadoras. Cualquiera de estos medios puede
suplementarse segun sea necesario con hormonas y/o otros factores de crecimiento (tales como insulina, transferrina,
o factor de crecimiento epidérmico), sales (tales como cloruro de sodio, calcio, magnesio, y fosfato), tampones (tales
como HEPES), nucledétidos (tales como adenosina y timidina), antibiéticos (tales como farmaco de GENTAMICINA™),
oligoelementos (definidos como compuestos inorganicos normalmente presentes en concentraciones finales en el
intervalo micromolar), y glucosa o una fuente de energia equivalente. Cualquier otro suplemento necesario puede
también introducirse en concentraciones adecuadas que seran conocidas para los expertos en la materia. Las
condiciones de cultivo, tales como temperatura, pH, y similares, son aquellas usadas previamente con la célula
hospedadora seleccionada para expresion, y seran evidentes para los expertos en la materia.

Cuando se usan técnicas recombinantes, el polipéptido puede producirse intracelularmente, y en el espacio
periplasmico, o secretarse directamente al medio. Si el polipéptido se produce intracelularmente, como primera etapa,
los residuos en particulas, ya sean células hospedadoras o células lisadas (por ejemplo, como resultado de la
homogeneizacioén), se eliminan, por ejemplo, mediante centrifugacién o ultrafiltracion. En los casos en los que el
polipéptido se secreta al medio, los sobrenadantes de dichos sistemas de expresion generalmente se concentran
primero usando un filtro de concentracion de proteinas comercialmente disponible, por ejemplo, una unidad de
ultrafiltracion Amicon o Millipore Pellicon.

A continuacion, se somete al polipéptido a una o0 mas etapas de purificacion, incluyendo el método de cromatografia de
intercambio idnico como se describe en el presente documento. Los ejemplos de procedimientos adicionales de
purificacién que pueden efectuarse antes de, durante, o después del método de cromatografia de intercambio i6nico
incluyen fraccionacion en una cromatografia de interaccion hidréfoba (por ejemplo, sobre fenil sefarosa), precipitacion
por etanol, enfoque isoeléctrico, HPLC en fase reversa, cromatografia sobre silice, cromatografia sobre HEPARIN
SEPHAROSE™, posterior cromatografia de intercambio anidnico y/o posterior cromatografia de intercambio catiénico,
cromatoenfoque, SDS-PAGE, precipitacion por sulfato de amonio, cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis en
gel, didlisis, y cromatografia de afinidad (por ejemplo, usando proteina A, proteina G, un anticuerpo, un sustrato,
ligando o antigeno especifico como reactivo de captura).

La cromatografia de intercambio i6nico se efectia como se describe en el presente documento. Se emplea una resina
de intercambio catiénico. En general, puede usarse una resina de intercambio catiénico para polipéptidos con pi
mayores de aproximadamente 7 y puede usarse resina de intercambio aniénico para polipéptidos con pi menores de
aproximadamente 7.

La resina de intercambio anidnico o catidnico se prepara de acuerdo con métodos conocidos, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Generalmente, se pasa a través de la resina de intercambio idnico un tampén de
equilibrado antes de cargar la composicién que comprende al polipéptido de interés y uno o mas contaminantes sobre
la resina. De manera conveniente, el tampon de equilibrado es el mismo que el tampdn de carga, pero esto no es
necesario. La composicion de los diversos tampones usados para la cromatografia puede depender, en parte, de si se
emplea una resina de intercambio catiénico o aniénico.

Después del equilibrado, se carga una solucién acuosa que comprende al polipéptido de interés y contaminante (o
contaminantes) sobre la resina de intercambio catidénico usando un tampdn que esta a un pH y/o conductividad tal que
el polipéptido y el contaminante se unen a la resina de intercambio catiénico. Como ya se ha discutido anteriormente,
el tampodn de equilibrado puede usarse para cargar. En una realizacion preferida, el tampén de equilibrado esta a una
primera baja conductividad (por ejemplo, de aproximadamente 4 a aproximadamente 4 mmhos) durante la carga. Un
pH ilustrativo para el tampdn de equilibrado es aproximadamente 5,5.

La cantidad del polipéptido de interés cargada sobre la resina puede depender de varios factores, incluyendo, por
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ejemplo, la capacidad de la resina, el rendimiento deseado, y la pureza deseada. Preferentemente, se carga en la
resina de intercambio idnico de aproximadamente 1 mg de proteina/ml de resina a aproximadamente 100 mg de
proteina/ml de resina, mas preferentemente, de aproximadamente 10 mg/ml a aproximadamente 75 mg/ml y ain mas
preferentemente de aproximadamente 15 mg/ml a aproximadamente 45 mg/ml del polipéptido (por ejemplo, de un
anticuerpo de longitud completa).

Después de cargar, se lava la resina de intercambio catiénico. Durante el proceso de lavado, se pasa tampdn de
lavado sobre la resina. La composicién del tampén de lavado se selecciona normalmente para eluir tantos
contaminantes como sea posible de la resina sin eluir una cantidad sustancial del polipéptido de interés. Esto puede
lograrse usando un tampoén de lavado con una conductividad o pH aumentados, o ambos, en comparacién con el
tampon de equilibrado. La composicion del tampdn de lavado puede ser constante o variable durante el proceso de
lavado, tal como se describe mas adelante.

En una realizacion, el tampdn de lavado comprende tampén de equilibrado en el que la concentraciéon de sal se ha
aumentado. La concentracion de sal puede aumentarse mediante cualquier método conocido en la técnica. En la
realizacién preferida, el tampoén de lavado es una mezcla de tampén de equilibrado y tampén de elucion. En este caso,
la concentracion de sal deseada en el tampon de lavado se logra aumentando el porcentaje del tampén mayor en sal
en el tampdn de lavado. El tampdn de elucion tiene normalmente una concentracion de sal y conductividad mayor que
el tampdn de equilibrado. Por ejemplo, en la realizacién preferida, el tampoén de elucién tiene preferentemente una
conductividad de entre aproximadamente 8 mS/cm y aproximadamente 10 mS/cm, mas preferentemente entre
aproximadamente 8,5 mS/cm y 9,5 mS/cm, mientras que el tampodn de equilibrado tiene una conductividad de entre
aproximadamente 4 y 6 mS/cm, mas preferentemente entre aproximadamente 4,5 y 5,5 mS/cm. Por tanto, a medida
que el porcentaje de tampodn de eluciéon aumenta, la concentracion de sal y la conductividad del tampén de lavado
aumentan.

El aumento de la concentracion de sal del tampoén de equilibrado al tampdén de lavado inicial puede ser paso a paso o
gradual segun se desee. La cantidad del aumento inicial dependera de la conductividad deseada del tampdn de lavado
al comienzo del proceso de lavado.

Preferentemente, el aumento inicial en la concentracion de sal se logra mediante un aumento paso a paso en el
porcentaje de tampdn de eluciéon en el tampdn de lavado. Un experto en la materia sera capaz de determinar la
cantidad del aumento de tampon de elucién basandose en la concentracion de sal del tampdn de equilibrado, la
concentracion de sal del tampdn de elucion y de la conductividad deseada. El aumento es preferentemente de
aproximadamente 0 % de tampdn de elucion a un porcentaje inicial de entre aproximadamente 10 % y 50 % de tampdn
de elucion, mas preferentemente de entre aproximadamente 20 % y 30 % de tampon de elucion y aun mas
preferentemente de aproximadamente 25 % de tampdn de elucion. En la realizacion preferida, el aumento inicial es a
un porcentaje inicial de aproximadamente el 26 % de tampén de elucion.

Puede usarse un tampoén de lavado con una concentracion de sal fija durante todo el lavado. En este caso, la
composicion del tampon de lavado no variara significativamente respecto de la composicion inicial durante la duracion
del lavado. Sin embargo, preferentemente, se usa un lavado de gradiente en el que la composicion del tampoén de
lavado cambia a lo largo del proceso de lavado.

En una realizacién, se usa un lavado de gradiente de concentracién lineal de sal. En este proceso de lavado, la
concentracion de sal del tampén de lavado cambia a una velocidad constante, generalmente aumentando desde una
primera concentracion inicial a una segunda mayor concentracion, a medida que progresa el lavado. Preferentemente,
se crea un gradiente de concentracion lineal de sal aumentando el porcentaje de tampdn de elucidn en el tampon de
lavado a una velocidad constante. La velocidad de aumento en la concentracion de sal del tampon de lavado puede
describirse mediante la pendiente de la recta formada representando el porcentaje de tampoén de elucion en el tampén
de lavado frente a volumenes de columna de tampdn de lavado que se han pasado sobre la columna.

En la Figura 2 se representa un lavado de gradiente lineal ilustrativo. En este caso, una sola pendiente define el
gradiente de concentracion de sal y, por lo tanto, la velocidad de cambio en la concentracion de sal durante el lavado.
La velocidad del cambio, y, por lo tanto, la pendiente, se selecciona para lograr el rendimiento maximo del polipéptido
de interés con la mayor pureza. Un experto en la materia sera capaz de determinar la pendiente 6ptima para un
polipéptido y masa de carga particulares. En general, las cargas con una mayor concentracion de proteina necesitaran
una pendiente mas pronunciada, mientras que las cargas menores necesitaran pendientes menos pronunciadas para
lograr el rendimiento y pureza deseados para una proteina dada.

En otra realizacioén, se usa un lavado de gradiente multi-pendiente. En este proceso de lavado, se llevan a cabo un
numero de gradientes lineales de sal con diferentes pendientes de manera consecutiva. Por tanto, la concentracion de
sal en el tampodn de lavado que pasa sobre la columna aumenta a una primera velocidad para una primera porcion del
lavado, o segmento, y a otras una o mas velocidades adicionales para otras porciones definidas, o segmentos del
lavado. Se ilustra un gradiente de sal de tres segmentos en la Figura 4 y se describe en mas detalle a continuacion.

Cada segmento de gradiente lineal de sal supone una fraccion del volumen total de lavado que pasa sobre laresina. La
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proporcion del volumen total de lavado que supone cada segmento de gradiente particular variara dependiendo del
numero y duracion de los segmentos.

Un experto en la técnica reconocera que el nimero de segmentos no esta limitado en modo alguno y se seleccionaran
basandose en las circunstancias particulares. Los factores que afectaran al nimero preferido de segmentos incluyen,
por ejemplo, la naturaleza de la proteina que se esté eluyendo, el volumen total de lavado y el intervalo de carga
anticipado. Por ejemplo, un lavado de gradiente multipendiente permite que un solo protocolo de lavado sea efectivo a
lo largo de un intervalo amplio de carga de columna. Por tanto, si se van a purificar varias masas de carga diferentes
usando el mismo protocolo de lavado, los segmentos multiples daran como resultado un rendimiento y pureza mas
consistentes a lo largo del intervalo de carga.

Cada segmento de un lavado multisegmento termina preferentemente cuando se cumple una condicién
predeterminada. Por ejemplo, cuando la concentracidn de proteina en el flujp a través alcanza un nivel
predeterminado, o cuando el tampén de lavado ha alcanzado una conductividad deseada. En la realizacion preferida,
cada segmento termina cuando el tampdn de lavado comprende un porcentaje predeterminado de tampén de elucion,
y, por lo tanto, tiene una conductividad deseada.

Ademas, si el lavado comprende mas de un segmento, la pendiente es preferentemente mayor en el primer segmento
que en cualquier segmento adicional. Como resultado, el aumento en la conductividad del tampdn de lavado sera
mayor en el primer segmento que en los segmentos posteriores. Si la concentracion de sal se varia aumentando el
porcentaje de tampoén de elucién en el tampon de lavado, el aumento en el porcentaje de tampdn de elucion por
volumen de columna sera mayor en el primer segmento que en segmentos posteriores.

El lavado de gradiente termina preferentemente cuando se detecta una cantidad predeterminada de proteina en el flujo
a través. En la realizacion preferida, el lavado de gradiente termina cuando la concentracion en el flujo a través alcanza
un nivel que corresponde a una medida de densidad optica de 0,6 a 280 nm.

El proceso de lavado se completa opcionalmente haciendo pasar una cantidad fija de tampdén de lavado sobre la
columna. Esto se cita como el "volumen de retardo de lavado final". Después del ultimo segmento de gradiente linea,
se hace pasar un volumen fijo del tampdn de lavado con la maxima conductividad del gradiente de lavado sobre la
columna. El uso de un volumen de retardo de lavado final mayor aumenta la pureza de la proteina eluida, pero puede
dar lugar a un rendimiento en cierto modo reducido. Por el contrario, disminuir el volumen fijo da lugar a un rendimiento
aumentado, pero puede producir una ligera disminucién en la pureza de la proteina recuperada. Por tanto, el volumen
fijo puede seleccionarse por el experto en la técnica para lograr el rendimiento y pureza deseados. Preferentemente, el
volumen de retardo de lavado final es de 0,4 a 1 volumen de columna del tampéon de lavado final, mas
preferentemente, de 0,2 a 1 volumen de columna.

En una realizacién preferida, se usa un lavado de gradiente multipendiente con tres segmentos. Esta realizacion se
ilustra en la Figura 3. El primer segmento preferentemente supone aproximadamente un tercio del volumen total de
lavado, durante el cual el porcentaje de tampdn de elucion en el tampdn de lavado aumenta desde un porcentaje inicial
de aproximadamente el 26 % a aproximadamente el 50 %, mas preferentemente a aproximadamente un 54 %, dando
como resultado un aumento correspondiente en la concentracion de sal y conductividad. Se hacen pasar
aproximadamente 5 volumenes de columna de tampdn de lavado sobre la columna durante este primer segmento de
gradiente lineal. Esto representa un cambio de entre aproximadamente un 5 % y un 6 % de tampédn de elucién por
volumen de columna, como puede verse en la pendiente del primer segmento en la Figura 3.

Se comienza un segundo segmento de gradiente lineal modificando la velocidad de cambio del porcentaje de tampédn
de elucion en el tampdn de lavado. En la realizacién preferida, la velocidad de cambio del porcentaje de tampodn de
elucién se reduce a aproximadamente un 3,5 % por volumen de columna. El segundo segmento preferentemente
continua durante aproximadamente un sexto del volumen total de lavado. Por tanto, se hacen pasar aproximadamente
2 volumenes de columna sobre la columna durante el segundo segmento. Preferentemente, el segundo segmento
termina cuando el porcentaje de tampon de elucién ha aumentado hasta aproximadamente un 60 %, mas
preferentemente a aproximadamente un 61 %.

En el tercer segmento, la velocidad de aumento de tampén de elucion se reduce adicionalmente, preferentemente en
aproximadamente un 2 % por volumen de columna, mas preferentemente en aproximadamente un 2,13 % por
volumen de columna. El tercer segmento es el mas largo de los tres y supone aproximadamente la mitad del volumen
total de lavado, con aproximadamente 6 volumenes de columna pasando sobre la columna. El tercer segmento
termina cuando se mide una DO de 0,6 en el flujo a través. Durante el lavado de gradiente completo, el porcentaje de
tampon de elucion habra aumentado a aproximadamente un 75 %, mas preferentemente a aproximadamente un 74 %
cuando se alcanza una DO de 0,6.

Después del proceso de lavado, se hace pasar opcionalmente una cantidad predeterminada de tampdn de equilibrado.

Preferentemente, se hacen pasar por la columna de 0 a 2 volimenes de columna de tampdn de equilibrado. Mas
preferentemente, se hace pasar 1 volumen de columna de tampdn de equilibrado sobre la columna.
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La molécula de polipéptido deseado se eluye a continuacion de la resina de intercambio idnico. Esto se logra usando
un tampdn de eluciéon que tiene un pH y/o conductividad tal que el polipéptido ya no se une a la resina de intercambio
i6nico y por lo tanto se eluye de esta. En la realizacién preferida, la conductividad del tampén de elucién sobrepasa a la
del tampon de equilibrado. Como alternativa, o, ademas, el pH del tampén de elucidon puede aumentarse en relacion al
tampon de equilibrado (por ejemplo, el pH del tampdn de elucion puede ser de aproximadamente 6,0). El cambio en la
conductividad y/o pH desde el tampdn de lavado al tampdn de elucidén puede ser paso a paso o gradual, segun se
desee. Como ya se ha discutido anteriormente, el tampdn de elucion tiene preferentemente una conductividad de entre
aproximadamente 8 mS/cm y aproximadamente 10 mS/cm, mas preferentemente entre aproximadamente 8,5 mS/cm
y 9,5 mS/cm. De este modo, se recupera el polipéptido deseado de la resina de intercambio catidnico en esta etapa del
método.

Los cambios en la conductividad son generalmente como se describe anteriormente respecto a tanto una resina de
intercambio cationico y una resina de intercambio anidnico. Un experto en la materia sera capaz de optimizar los
métodos para cualquier tipo de resina.

En la realizacion preferida de la invencién, se cambia un solo parametro (es decir, o conductividad o pH) para lograr la
elucion tanto del polipéptido como del contaminante, mientras que el otro parametro (es decir, pH o conductividad,
respectivamente) permanece practicamente constante. Por ejemplo, mientras que puede diferir la conductividad de los
distintos tampones, los pH de los mismos pueden ser esencialmente el mismo.

En una realizacién opcional de la invencion, la resina de intercambio i6énico se regenera con un tampén de
regeneraciéon después de la elucion del polipéptido, de tal forma que la columna puede reutilizarse. En general, la
conductividad y/o pH del tampdn de regeneracion es/son tales que sustancialmente todos los contaminantes y el
polipéptido de interés se eluyen de la resina de intercambio iénico. En general, el tampdn de regeneracién tiene una
conductividad muy alta para eluir contaminantes y polipéptido de la resina de intercambio iénico.

El método del presente documento es particularmente Util para resolver una molécula de polipéptido de interés de al
menos un contaminante, donde el contaminante y la molécula de polipéptido de interés difieren solo ligeramente en
carga ionica. El método también puede usarse, por ejemplo, para resolver un polipéptido a partir de una variante de
glucosilacion del mismo, por ejemplo, para resolver una variante de un polipéptido que tiene una distribucion diferente
de acido sialico en comparacién con el polipéptido no variante.

La preparacion de polipéptido obtenida de acuerdo con el método de cromatografia de intercambio iénico del presente
documento puede someterse a etapas adicionales de purificacion, si fuera necesario. Las etapas de purificacion
ilustrativas adicionales se han discutido anteriormente.

Opcionalmente, el polipéptido se conjuga a una o mas moléculas heterélogas segun se desee. La molécula heteréloga
puede ser, por ejemplo, una que aumente la semivida en suero del polipéptido (por ejemplo, polietilenglicol, PEG), o
puede ser un marcador (por ejemplo, una enzima, marcador fluorescente y/o radionuclido) o una molécula citotdxica
(por ejemplo, una toxina, farmaco quimioterapéutico, o isétopo radiactivo, etc.).

Puede prepararse una formulacién terapéutica que comprende el polipéptido, opcionalmente conjugado con una
molécula heteréloga, mezclando el polipéptido que tiene el grado de pureza deseado con vehiculos, excipientes o
estabilizantes opcionales farmacéuticamente aceptables (Remington’s Pharmaceutical Sciences, 162 edicion, Sosol,
A. Ed. (1980)), en forma de formulaciones liofilizadas o de soluciones acuosas. Los vehiculos, excipientes o
estabilizantes “farmacéuticamente aceptables” no son téxicos para los receptores a las dosis y concentraciones
empleadas e incluyen tampones, tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes, incluyendo acido
ascorbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecilmetilbencil amonio; alquil parabenos, tales como
metil o propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular
(de menos de aproximadamente 10 restos); proteinas, tales como albumina de suero, gelatina o inmunoglobulinas;
polimeros hidrdfilos, tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos, tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos, incluyendo glucosa, manosa o dextrinas; agentes
quelantes, tales como EDTA,; azucares, tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de
sales, tales como sodio; complejos metalicos (por ejemplo, complejos de Zn-proteina); y/o tensioactivos no iénicos,
tales como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG). El anticuerpo humMab4D5-8 de interés particular en el
presente documento puede prepararse en forma de una formulacion liofilizada, por ejemplo, tal como se describe en el
documento WO 97/04801.

La formulacion en el presente documento también puede contener mas de un compuesto activo, segun sea necesario
para la indicacion concreta que se esté tratando, preferentemente, aquellos con actividades complementarias que no
se afectan negativamente entre si. Por ejemplo, para un anticuerpo anti-HER2, puede anadirse a la formulacién un
agente quimioterapéutico, por ejemplo, un taxoide o tamoxifeno.

Los principios activos también pueden estar atrapados en una microcapsula preparada, por ejemplo, mediante

técnicas de coacervacion o mediante polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcapsula de hidroximetilcelulosa o
gelatina y microcapsula de poli(metil-metacrilato), respectivamente, en sistemas de suministro de farmaco coloidal (por
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ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Dichas técnicas se divulgan en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 162 edicion, Osol, A. Ed.
(1980).

La formulacién para su uso en administracion in vivo tiene que ser estéril. Esto se logra facilmente mediante filtracion a
través de membranas de esterilizacion por filtracion.

Pueden prepararse preparaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen la variante de polipéptido,
encontrandose dichas matrices en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas. Los
ejemplos de matrices de liberacion sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo,
poli(2-hidroxietil-metacrilato) o poli(vinilalcohol)), polilactidas (Patente de los Estados Unidos n.° 3.773.979),
copolimeros de acido L-glutamico y y etil-L-glutamato; acetato de etilenvinilo no degradable, copolimeros degradables
de acido lactico-acido glicdlico, tales como LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas de copolimero
de acido lactico-acido glicdlico y acetato de leuprolida) y &cido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

El polipéptido purificado como se describe en el presente documento o la composicién que comprende el polipéptido y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable se usa posteriormente para diversos usos diagnésticos, terapéuticos u otros
conocidos para dichos polipéptidos y composiciones. Por ejemplo, el polipéptido puede usarse para tratar un trastorno
en un mamifero mediante la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz del polipéptido al mamifero.

Los siguientes ejemplos se ofrecen con fines ilustrativos y no como limitacion.
Ejemplos

La IgG rhuMAb HER2 humana de longitud completa (humAb4D5-8 en Carter et al., Proc. Natl. Acad Sci. 89:4285-4289
(1992) que comprende la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de SEC ID n.° 1 y la secuencia de
aminoacidos de la cadena pesada de SEC ID n.° 2) se produjo de manera recombinante en células CHO. Después de
la produccién y secrecion de la proteina al medio de cultivo celular, las células CHO se separaron del medio de cultivo
celular mediante filtracion de flujo tangencial (PROSTACK™). Se efectu6é entonces una cromatografia de proteina A
aplicando el fluido de cultivo celular recogido (FCCR) de las células CHO directamente a una columna PROSEP A™
equilibrada (Biporocessing, Ltd).

Después de la cromatografia de proteina A, se efectudé cromatografia de intercambio catidénico usando una columna de
sulfopropilo (SP-SEPHAROSE FAST FLOW XL™ (SPXLFF) (Pharmacia) para separar adicionalmente la molécula de
anticuerpo anti-HER2 deseada. Se empaquetd una columna SPXLFF™. Las dimensiones fueron: 100 cm de diametro
y 35 cm de altura del lecho. La conductividad del conjunto se redujo mediante la adicion de un volumen igual de agua
estéril para inyeccion (AEPI).

Los ciclos de cromatografia para estos estudios se llevaron a cabo con un sistema UNICORN™ FPLC de Pharmacia.
Se efectuaron un numero de ciclos de cromatografia usando densidades de carga de 15, 30, y 45 mg de rhuMAb HER2
por ml de resina de SPXLFF. Ademas, se vari6 el volumen de retardo después del lavado de gradiente. Se ensayaron
volumenes de retardo de 1,0, 0,8, 0,6 y 0,4 columnas después del gradiente.

La concentracion de proteina de cada fraccibn de cromatografia se determind mediante escaneos
espectrofotométricos de cada muestra. Los resultados se usaron para calcular los rendimientos de recuperacion de
producto. El coeficiente de extincion para rhuMAb HER2 es 1,45. Los calculos usados para derivar los resultados son:

Concentrac ion de proteina = zioﬂ x factor de dilucién

Masa de proteina = Concentracion de proteina (mg/ml) x Volumen de fraccion (ml)

Masa de fraccion (mg) x100
Masa total

Rendimiento =

Se produjeron variantes desamidadas y otras variantes acidas de rhuMAb HER2 cuando se produjo el anticuerpo
mediante tecnologia de ADN recombinante. Las fracciones de cada cromatografia del estudio se ensayaron para la
cantidad relativa de anticuerpo variante mediante cromatografia HPIEC Dionex. Las variantes desamidadas y otras
variantes acidas formaron de aproximadamente un 15 a aproximadamente un 20 % de la composicién obtenida a partir
de la cromatografia de proteina A inicial. Se descubrié que los métodos de intercambio idnico descritos a continuacion
pueden usarse para reducir sustancialmente la cantidad de variantes desamidadas y otras variantes acidas en la
composicion anti-HER2, normalmente en aproximadamente un 50 % o mas.
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Ejemplo 1

Se prepard la columna SPXLFF para carga mediante lavados secuenciales con tampon de regeneracion (NaOH 0,5 N)
seguido de tampon de equilibrado (MES 30 mM / NaCl 45 mM, pH 5.6). La columna después se cargé con conjunto de
proteina A ajustado a un pH de 5,60 £ 0,05 y una conductividad de 5,8 £ 0,2 mmhos. La columna se lavé usando un
gradiente lineal de sal, esencialmente como se ilustra en la Figura 2. Antes de comenzar el gradiente lineal, se mezclé
tampodn de elucion (MES 30 mM, NaCl 100 mM, pH 5,6) con tampon de equilibrado para producir un tampén de lavado
inicial que comprendia aproximadamente un 26 % de tampon de elucién. La pendiente del gradiente lineal se vario en
diferentes experimentos, con velocidades de aumento de concentracion de sal de NaCl 1 mM/volumen de columna
(VC), 2 mM/CV y 3 mM/CV usado. El gradiente lineal continué hasta que se midié una DO de 0,6 a 280 nm en el flujo
a través. A continuacién, se lavo la columna con 1 VC del ultimo tampén de lavado.

Se eluyd a continuacion rhuMAb HER2 de la columna con tampén de elucion (MES 30 mM / NaCl 100 mM, pH 5.6).
Después de la elucion, la columna se regenerd con tampén de regeneracion (NaOH 0,5 N).

Como puede observarse en la Tabla 1, el rendimiento de etapa varié en funcién de la pendiente y de la masa de carga.

Tabla 1: Rendimiento de etapa en funcion de pendiente del gradiente y masa de carga

Pendiente 15 mg/ml 30 mg/ml 45 mg/ml
1 mM/VC 83 % 85 % 90 %
2 mM/VC 81 % 81 % 84 %
3 mM/VC 69 % 73 % 77 %

La pureza se midié en términos de variantes acidas mediante HPIEC Dionex. Como puede observarse en la Tabla 2, la
pureza aumentd generalmente con una pendiente de gradiente en aumento. La carga comprendia un 17 % de
variantes acidas en todas las clases.

Tabla 2: Resultados de pureza de HPIEC Dionex; % de variantes acidas

Pendiente 15 mg/ml 30 mg/mi 45 mg/ml
1 mM/VC 7% 12 % 14 %
2 mM/VC 4% 7% 10 %
3 mM/VC 2% 4 % 7%

Ejemplo 2

Se prepard una columna de SPXLFF, como se describe anteriormente, para carga mediante lavados secuenciales con
tampodn de regeneracion (NaOH 0,5 N) seguido de tampén de equilibrado (MES 30 mM / Na/HOAc 70 mM, pH 5.5). La
columna después se cargo con conjunto de proteina A ajustado a un pH de 5,60 + 0,05 y una conductividad de 5,8 +
0,2 mmhos.

Después de la carga, la columna se lavé usando un gradiente de sal multipendiente con tres segmentos distintos,
teniendo cada uno una pendiente menor de manera progresiva, esencialmente como se ilustra en la Figura 3. Los
parametros del gradiente se muestran en la Tabla 3 mas adelante.

El lavado comenzdé con un aumento inicial paso a paso en la concentracion de sal del tampoén de equilibrado para
formar el tampdn de lavado inicial. El tampdn de lavado inicial se creé mezclando tampén de elucion (MES 30 mM,
Na/HOAc 145 mM, pH 5,5) con tampdn de equilibrado para producir un tampén que comprendia un 26 % de tampén de
elucion. Durante el primer segmento de gradiente lineal, la columna se lavé con aproximadamente 4,9 voliumenes de
columna de tampodn de lavado, durante el cual el porcentaje de tampén de elucion en el tampdn de lavado aumento a
una velocidad de aproximadamente un 5,71 % por volumen de columna. Por tanto, al final del primer segmento de
gradiente lineal, el tampon de lavado comprendia aproximadamente el 54 % del tampon de elucion.

Durante el segundo segmento de gradiente lineal se hicieron pasar 2,0 volimenes de columna sobre la columna.
Durante este segmento, el porcentaje de tampdn de elucion aumenté a una velocidad del 3,5 %. Por tanto, al final del
segundo segmento, el tampén de lavado comprendia un 61 % del tampdn de elucion.

Finalmente, durante el tercer segmento de gradiente lineal se hicieron pasar 6,1 volimenes de columna sobre la
columna. Con el porcentaje de tampdn de elucion en el tampdn de lavado aumentando a una velocidad de un 2,13 %
por volumen de columna. El tercer segmento de gradiente lineal terminé cuando se midié una DO de 0,6 a 280 nm en
el flujo a través. En este punto, el tampoén de lavado comprendia aproximadamente el 74 % del tampdn de elucion.

Después del tercer segmento de gradiente lineal, se hizo pasar un volumen fijo del tampdn final de lavado (es decir, un
74 % de tampodn de elucion) sobre la columna. Se usaron volumenes finales de 0,8. 0,6 y 0,4 en diferentes
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experimentos.

Se eluy6 a continuacion rhuMAb HER2 de la columna con tampdn de elucion (MES 30 mM / NaHOAc 145 mM, pH 5.5).
Después de la elucion, la columna se regenerd con tampén de regeneracion (NaOH 0,5 N).

Tabla 3: Parametros del gradiente

0, A H o,
éfucé?é;agstorzgi Volumen total de lavado al final del Volumen total de taﬁerc]’)iledr:eteelfc?éen /
segmento (volumenes de columna) segmento (VC) P
del segmento) VC
Comienzo
del 26 % 0 0
gradiente
Segmento 1 54 % 4,9 4,9 571 %
Segmento 2 61 % 6,9 20 3,50 %
Segmento 3 74 % 13 6,1 213 %

Se evaluo el efecto de la carga de rhuMAb HER2 y el volumen de retardo de lavado final sobre la recuperacion de
producto y calidad del producto. Los resultados presentados en las Tablas 4 y 5 muestran que es posible lograr un
rendimiento consistente y la retirada de variantes acidas en un intervalo de carga amplio usando un lavado de
gradiente multipendiente. Ademas, los resultados demuestran que la compensacion entre rendimiento y pureza puede
refinarse segun sea necesario ajustando el volumen de retardo de lavado final después de lograrse una DO de 0,6.

Como puede observarse en la Tabla 4, para un volumen de retardo de lavado final dado, el rendimiento de etapa no
varia significativamente. Un mayor volumen de retardo de lavado final disminuye en cierto modo el rendimiento en
todas las masas de carga. Sin embargo, como se muestra en la Tabla 5, aumentar el volumen de retardo de lavado
final aumenta la pureza de la proteina eluida. Por tanto, un experto en la técnica sera capaz de seleccionar un volumen
de retardo de lavado final que logre el rendimiento y la pureza deseados.

Tabla 4: Rendimiento de etapa en funcién del volumen de retardo de lavado y masa de carga

15 mg/ml 30 mg/ml 45 mg/ml
0,8VvC 79 % 80 % 81 %
0,6 VC 80 % 81 % 83 %
0,4VC 83 % 84 % 85 %

Tabla 5: Pureza de HPIEC Dionex; % de variantes acidas

15 mg/ml 30 mg/ml 45 mg/ml
0,8VvC 6 % 7% 9%
0,6 VvC 8 % 10 % 1 %
0,4VC 10 % 1% 12 %
Baséndose en la carga de variantes acidas al 19 %.

Mediante el uso de un gradiente multipendiente con tres segmentos, teniendo cada uno una pendiente menor de
manera progresiva, pueden lograrse un rendimiento y pureza consistentes a lo largo de un intervalo de carga amplio.
Entre los intervalos de 15 a 45 mg de anticuerpo por ml de resina, hay poca variacion en el rendimiento o la calidad de
rhuMAb HER2 recuperado en el conjunto de elucién para un volumen de retardo de lavado de columna dado.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> GENENTECH, INC.

<120> PURIFICACION DE PROTEINA

<130> SMW/FP6284038

<140> EP 03795664.6
<141> 08-09-2003

<150> PCT/US2003/028064
<151> 08-09-2003

<150> 60/410.334
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<170> FastSEQ para Windows Versién 4.0

<210>1
<211> 214
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido sintético
<400> 1
Asp Ile Gln
1
Asp Arg Val
Val BAla Trp
35
Tyr Ser Ala
50
Ser Arg Ser
65
Glu Asp Phe
Thr FPhe Gly
Pro Ser Val
115
Thr Ala Ser
130
Lys Val Gln
145
Glu Ser Val
Ser Thr Leu
Bla Cys Glu
195
Phe Asn Arg
210
<210> 2
<211> 449
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 2

Met
Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Gln
100
Phe
Val
Trp
Thr

Thr

180
Val

Gly

Thr
Ile
Gln
Phe
Thr
Thr
85

Gly
Ile
Val
Lys
Glu

165
Leu

Thr

Glu

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr
Thr
FPhe
Cys
Val
150
Gln
Ser
His

Cys

Ser
Cys
Lys
Tyr
55

FPhe
Tyr
Lys
Pro
Leu
135
Asp
Asp

Lys

Gln

Pro
Arg
Fro
40

Ser
Thr
Cys
Val
Fro
120
Leu
Asn

Ser

Ala

Gly
200

20

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu
Gln
Glu
105
Ser
Asn
Ala
Lys

Asp
185

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln
90

Ile
Lsp
Asn
Leu
Asp

170
Tyr

Leu
Gln
Ala
Fro
Ile
75

His
Lys
Glu
Phe
Gln
155

Ser

Glu

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser
Tyr
Arg
Gln
Tyr
140
Ser

Thr

Lys

Ala
Val
Lys
45

Arg
Ser
Thr
Thr
Leu
125
Pro
Gly
Tyr

His

Ser
Asn
30

Leu
Phe
Leu
Thr
Val
110
Lys
Arg
Asn

Ser

Lys

190

Val
15

Thr
Leu
Ser
Gln
Pro
95

Ala
Ser
Glu
Ser
Leu

175
Val

Ala
Ile
Gly
Pro
80

Fro
Ala
Gly
Ala
Gln
160

Ser

Tyr

Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser

205



Glu Val Gln

Ser Leu Arg

Tyr Ile His

35

RAla Arg Ile

50

Lys Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ser Arg Trp

Gly Thr Leu

115

Phe Pro Leu
130
Leu Gly Cys

145

Trp Asn Ser

Leu
Leu
20

Trp
Tyr
Phe
Asn
Gly
100
Val
Ala

Leu

Gly

Leu Gln Ser Ser

Ser Ser Ser

195

Pro Ser Asn
210
Lys Thr His

225

Pro Ser Val

Ser Arg Thr.

hsp Pro Glu

275

Asn Ala Lys
290
Val Val Ser

305

180
Leu

Thr
Thr
Fhe
Pro
260
Val

Thr

Val

Val
Ser
Val
FPro
Thr
Ser
85

Gly
Thr
FPro
Val
Ala
165
Gly
Gly
Lys
Cys
Leu
245
Glu
Lys
Lys

Leu

Glu Tyr Lys Cys Lys

Lys Tﬁr
Thr Leu
Thr Cys
370
Glu Ser
385
Leu Asp
Lys Ser
Glu Ala

Gly

Ile Ser

Pro
355

340
Pro

Leu Val

Asn Gly

Ser Asp

Arg Trp

420

Leu His

435

325
Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

405

Gln

Rsn
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Glu
Cys
Arg
Thr
Ile
70

Leu
Asp
Val
Ser
Lys
150
Leu
Leu
Thr
Val
Fro
230
Fhe
Val
Phe
Pro

Thr

310
Val

Bla
Arg
Gly
Pro
390
Ser

Gln

His

Ser
Bla
Gln
Asn
55

Ser
Arg
Gly
Ser
Ser
135
RAsp
Thr
Tyr
Gln
Asp
215
Pro
Pro
Thr
Asn
Arg

295
Val

Ser
Lys
Glu
Fhe
375
Glu
Phe
Gly

Tyr

Ala
Ala
40

Gly
Ala
Ala
Fhe
Ser
120
Lys
Tyr
Ser
Ser
Thr
200
Lys
Cys
Fro
Cys
Trp
280
Glu

Leu

Asn
Gly
Glu
360
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
440

21

Gly
Ser
25

Pro
Tyrx
Asp
Glu
Tyr
105
Ala
Ser
Phe
Gly
Leu
185
Tyr
Lys
Fro
Lys
Val
265
Tyr
Glu

His

Lys

Gln
345
Met

Pro
Asn
Leu
Val

425
Gln

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp

Ala

Pro
Val
170
Ser
Ile
Val
Ala
Pro
250
Val
Val
Gln
Gln
Ala

330
Pro

Thr
Ser
Tyr
Tyr
410

FPhe

Lys

Leu
Phe
Lys
Arg
Ser
15

Thr
Met
Thr
Ser
Glu
155
His
Ser
Cys
Glu
Pro
235
Lys
Val
Asp
Tyr
Asp

315

Val
Asn
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Asp
Lys
Gly
140
Pro
Thr
Val
Asn
Pro
220
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn

300
Trp

Gln
Ile
Leu
45

Ala

Asn

Val

Gly
125
Gly
Val
Phe
Val
Val
205
Lys
Leu
Thr
Val
Val
285

Ser

Leu

Pro
Lys
30

Glu
Lsp
Thr
Tyr
Trp
110
Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
190
Asn
Ser
Leu
Leu
Ser
270
Glu
Thr

Asn

Gly
15

Asp
Trp
Ser
Ala
Tyr
95

Gly
Ser
Ala
Val
Ala
175
Val
His
Cys
Gly
Met
255
His
Val
Tyr

Gly

Gly
Thr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Gln
Val
Rla
Ser
160
Val
Pro
Lys
Asp
Gly
240
Ile
Glu
His
Arg
Lys

320

Leu Pro Rla Pro Ile Glu
335

Arg
Lys
Asp
Lys
395
Ser

Ser

Ser

Glu
Asn
Ile
380
Thr
Lys
Cys

Leu

Pro
Gln
365
Ala
Thr
Leu

ser

Ser
445

Gln

350

Val

Val

Pro

Thr

Val

Val Tyr
Ser Leu
Glu Trp

Pro Val

400

Val Asp

415
Met His

430

Leu

S5er Fro
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REIVINDICACIONES

1. Un método para purificar un polipéptido de una composicion que comprende el polipéptido y contaminantes,
comprendiendo dicho método las etapas secuenciales de:

(a) cargar la composicién en una resina de intercambio i6nico con un tampén de equilibrado que tiene una primera
concentracion de sal;

(b) lavar la resina de intercambio i6nico con un tampoén de lavado hasta que se mide una concentracion de proteina
predeterminada en el flujo a través, en donde la concentraciéon de sal del tampdn de lavado aumenta desde una
segunda concentracion inicial de sal, que es mayor que la concentraciéon de sal del tampdn de equilibrado, hasta
una tercera concentracion final de sal y en donde la concentracion predeterminada de proteina corresponde a una
DO de 0,6 medida a 280 nm;

(c) hacer pasar un volumen fijo de 0,4 a 1 volumen de columna de tampon de lavado a la tercera concentracion final
de sal sobre la resina de intercambio iénico; y

(d) eluir el polipéptido de la resina de intercambio i6nico con tampdn de elucidn que tiene una concentracion de sal
que es mayor que la concentracion final de sal del tampdén de lavado.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que la resina de intercambio idnico es una resina de intercambio aniénico.
3. El método de la reivindicacion 1, en el que la resina de intercambio i6nico es una resina de intercambio catiénico.

4. El método de la reivindicacion 3, en el que la resina de intercambio catiénico comprende sulfopropilo inmovilizado
sobre agarosa.

5. El método de la reivindicacion 1, en el que el tampdn de elucion tiene una mayor conductividad que el tampén de
equilibrado.

6. El método de la reivindicacion 1, en el que el tampén de elucion comprende Na/HOAc 145 mM y el tampédn de
equilibrado comprende Na/HOAc 70 mM.

7. EI método de la reivindicacién 1, en el que el tampén de eluciéon comprende NaCl 100 mM y el tampén de equilibrado
comprende NaCl 45 mM.

8. El método de la reivindicacién 1, en el que (b) comprende un lavado de gradiente multi-pendiente, en el que el
gradiente multi-pendiente comprende mas de un segmento y el aumento en la concentracion de sal del tampdn de
lavado es mayor en el primer tramo que en cualquier tramo adicional.

9. El método de la reivindicacion 1, en el que el tampdn de lavado comprende una mezcla de tampén de equilibrado y
tampon de elucion.

10. El método de la reivindicacion 9, en el que el aumento en la concentracion de sal del tampdén de lavado durante la
etapa (b) se logra aumentando la proporcion de tampén de elucién en el tampdn de lavado.

11. El método de la reivindicacién 10, en el que la proporcion de tampdn de elucién en el tampdn de lavado aumenta a
una velocidad constante.

12. El método de la reivindicacion 11, en el que el aumento en la proporcién de tampodn de elucion hace que aumente
la concentracion de sal del tampdn de lavado a una velocidad constante de 1 mM a 3 mM por volumen de columna de
tampodn de lavado.

13. El método de la reivindicacion 10, en el que el porcentaje de tampdn de elucidn en el tampoén de lavado aumenta a
dos o mas velocidades diferentes durante el transcurso del lavado en la etapa (b).

14. El método de la reivindicacion 13, en el que el porcentaje de tampén de elucién en el tampoén de lavado aumenta a
una primera velocidad durante un primer tramo del lavado, a una segunda velocidad durante un segundo tramo del
lavado y a una tercera velocidad durante un tercer tramo del lavado.

15. El método de la reivindicacion 1, en el que el polipéptido es un anticuerpo.

16. El método de la reivindicacion 15, en el que el anticuerpo se une a HER2.

17. El método de la reivindicacion 15, en el que el contaminante es una variante desamidada del anticuerpo.

18. El método de la reivindicacion 15, en el que la cantidad de anticuerpo en la composicién cargada sobre la resina de
intercambio idnico es de 15 mg a 45 mg por ml de resina de intercambio catidnico.
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19. El método de la reivindicacion 1, en el que el pH del tampdn de equilibrado, del tampoén de lavado y del tampén de
elucién es el mismo.

20. El método de la reivindicacion 19, en el que el pH del tampdn de equilibrado, del tampén de lavado y del tampén de
elucion es de 5,5.

21. Un método para purificar un anticuerpo a partir de una composicion que comprende el anticuerpo y un
contaminante, comprendiendo dicho método las siguientes etapas llevadas a cabo secuencialmente:

(a) unir el anticuerpo a un material de intercambio catiénico con un tampoén de equilibrado a una primera
conductividad;

(b) lavar el material de intercambio catidnico con un tampoén de lavado hasta que se mide una concentracion de
proteina predeterminada en el flujo a través, en donde la conductividad del tampén de lavado aumenta de una
segunda conductividad, que es mayor que la primera conductividad, hasta una tercera conductividad durante el
lavado y en donde la concentracion predeterminada de proteina corresponde a una DO de 0,6 medida a 280 nm;
(c) hacer pasar un volumen fijo de entre 0,4 y 1 volumen de columna de tampén de lavado a la tercera
conductividad sobre el material de intercambio catiénico; y

(d) eluir el anticuerpo del material de intercambio catiénico con un tampén de elucién a una cuarta conductividad
que es mayor que la tercera conductividad.

22. El método de la reivindicacién 21, en el que la resina de intercambio catidonico comprende sulfopropilo inmovilizado
sobre agarosa.

23. El método de la reivindicaciéon 21, en el que la conductividad del tampén de lavado aumenta a una velocidad
constante desde la segunda conductividad hasta la tercera conductividad.

24. El método de la reivindicacion 21, en el que la conductividad del tampon de lavado aumenta a dos o mas
velocidades diferentes desde la segunda conductividad hasta la tercera conductividad.

25. El método de la reivindicacion 24, en el que la conductividad del tampdn de lavado aumenta a una primera
velocidad durante un primer tramo del lavado, a una segunda velocidad durante un segundo tramo del lavado y a una
tercera velocidad durante un tercer tramo del lavado.

26. El método de la reivindicacién 21, en el que (b) comprende un lavado de gradiente multi-pendiente, en el que el
gradiente multi-pendiente comprende mas de un tramo y el aumento en la conductividad del tampdn de lavado es
mayor en el primer tramo que en cualquier tramo adicional.

27. El método de la reivindicacion 25, en el que el tampén de lavado comprende una mezcla de tampdn de equilibrado
y de tampén de elucion.

28. El método de la reivindicacion 27, en el que la conductividad del tampdn de lavado se aumenta al aumentar la
proporcion de tampoén de elucion en el tampoén de lavado.

29. El método de la reivindicacion 28, en el que la proporcion de tampén de elucién en el tampon de lavado aumenta a
una velocidad constante del 6 % durante el primer tramo, a una velocidad constante del 3,5 % durante el segundo
tramo y a una velocidad constante del 2 % durante el tercer tramo.

30. El método de la reivindicaciéon 28, en el que el material de intercambio catidnico se lava con 5 volimenes de
columna de tampon de lavado en el primer tramo, 2 volumenes de columna de tampén de lavado en el segundo tramo
y 6 volumenes de columna de tampdn de lavado en el tercer tramo.

31. El método de la reivindicacion 21, en el que la conductividad del tampdn de lavado se aumenta aumentando el
porcentaje de tampdn de elucion en el tampén de lavado.

32. El método de la reivindicacion 21, en el que la conductividad del tampén de lavado se aumenta aumentando la
concentracién de sal en el mismo.

33. El método de la reivindicacion 21, que ademas comprende lavar el material de intercambio iénico con un tampén de
regeneracion después de la etapa (d).

34. Un método para purificar un anticuerpo de una composicion que comprende el anticuerpo y un contaminante,
comprendiendo dicho método las siguientes etapas llevadas a cabo secuencialmente:

(a) cargar la composicion sobre un material de intercambio catiénico;

(b) lavar el material de intercambio catiénico con un tampoéon de lavado usando un lavado de gradiente
multi-pendiente hasta que se mide una concentraciéon predeterminada de proteina en el flujo a través, en donde la
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conductividad del tampdn de lavado aumenta a una primera velocidad desde una primera conductividad hasta una
segunda conductividad, a una segunda velocidad desde la segunda conductividad hasta la tercera conductividad y
a una tercera velocidad desde la tercera conductividad hasta una cuarta conductividad y en donde el aumento en la
conductividad del tampon de lavado es mayor en el primer tramo del gradiente multi-pendiente que en tramos
posteriores y en donde la concentracion de proteina predeterminada corresponde a una DO de 0,6 medida a 280
nm; y

(c) eluir el anticuerpo del material de intercambio catiénico, en donde la cantidad de anticuerpo en la composicion
cargada sobre el material de intercambio catiénico es de 15 mg a 45 mg del anticuerpo por ml del material de
intercambio cationico.

35. Un método para purificar un polipéptido de una composicién que comprende el polipéptido y un contaminante,
comprendiendo dicho método las siguientes etapas llevadas a cabo secuencialmente:

(a) cargar la composicion sobre un material de intercambio i6nico;

(b) lavar el material de intercambio i6nico con tampdn de lavado usando un lavado de gradiente multi-pendiente
hasta que se mide una concentracidon de proteina predeterminada en el flujo a través, en donde el gradiente
multi-pendiente comprende dos 0 mas tramos y el aumento en la concentracion de sal del tampoén de lavado es
mayor en el primer tramo del gradiente multi-pendiente que en tramos posteriores y en donde la concentracién de
proteina predeterminada corresponde a una DO de 0,6 medida a 280 nm; y

(c) eluir el polipéptido del material de intercambio idnico.

36. El método de la reivindicacion 35, que ademas comprende la etapa entre las etapas (b) y (c) de lavar la columna
con de 0,4 a 1 volumen de columna de tampodn de lavado.

37. El método de la reivindicacion 36, en el que el tampoén de lavado tiene la composicidn del tapén de lavado al final de
la etapa (b).

38. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que ademas comprende someter a la composicion que
comprende el polipéptido a una o mas etapas de purificacién para obtener una preparacién homogénea del
polipéptido.

39. El método de la reivindicacion 38, que ademas comprende preparar una composicion farmacéutica combinando la
preparacion homogénea del polipéptido con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

40. El método de la reivindicacién 38, que ademas comprende conjugar el polipéptido purificado con una molécula
heterdloga.

41. El método de la reivindicacion 40, en el que la molécula heterdloga es polietilenglicol, un marcador o un agente
citotoxico.
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