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DESCRIPCION
Produccion de proteinas en medios de cultivo celular libres de glutamina

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere, en general, a medios de cultivo celular libres de glutamina. La invencion se refiere
ademas a la produccién de proteinas recombinantes, tales como anticuerpos, en un cultivo de células de mamifero
libre de glutamina.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las células de mamifero se han convertido en el sistema dominante para la produccién de proteinas de mamifero para
aplicaciones clinicas, principalmente debido a su capacidad de producir proteinas heterélogas plegadas y
ensambladas apropiadamente, y su capacidad para modificaciones postraduccionales. Es convencional tener
glutamina en los medios de cultivo celular durante la produccién recombinante de proteinas heterdlogas, incluyendo
anticuerpos. L-glutamina es un aminoacido esencial que se considera la principal fuente de energia y nitrégeno para
las células en cultivo. La mayoria de los medios disponibles comercialmente se formulan con L-glutamina libre, que se
incluye en la formula basal o bien se afiade a formulaciones de medios liquidos en el momento de su uso. Por tanto,
todos los medios de cultivo de células de mamifero contienen glutamina, excepto aquellos para las lineas celulares
transfectadas con glutamina sintasa, tales como las lineas de células GS-NSO y GS-CHO, donde las células por si
mismas producen la glutamina necesaria para el crecimiento. Se usa ampliamente glutamina a diversas
concentraciones, tipicamente de 1 a 20 mM en medios de base, y concentracidn mucho mayor en las sustancias de
alimentacioén para el procedimiento por lotes alimentados. Por ejemplo, la concentracion de L-glutamina es de 0,5 mM
en medio de Ames y de 10 mM en medio MCDP 131. A menudo se usa DMEM/mezcla de nutrientes de Ham F-12
(50:50) como una formulacion de partida para los medios patentados usados con células de ovario de hamster chino
(CHO). L-glutamina en DMEM/mezcla de nutrientes de Ham F-12 es 2,5 mM. La concentracion de L-glutamina en
medio de hibridoma libre de suerol/libre de proteinas es de 2,7 mM. L-glutamina en medio DMEM, GMEM, IMDM y H-Y
es 4 mM, usandose a menudo IMDM como una formulacién de partida para los medios de cultivo de células de
hibridoma patentados. En general, se sostiene que las células de hibridoma crecen mejor en concentraciones de
L-glutamina que estén por encima de los niveles promedio hallados en los medios. (Dennis R. Conrad, Glutamine in
Cell Culture, Sigma-Aldrich Media Expert)

Se demostré que la glutamina es la principal fuente de amoniaco acumulado en el cultivo celular (véase, la revision
por Markus Schneider, et. al., 1996, Journal of Biotechnology 46:161-185). Por tanto, la disminucién de glutamina en
los medios de cultivo celular redujo significativamente la acumulacion del nivel de NH4*, dando como resultado una
menor citotoxicidad (véase Markus Schneider, et al., 1996, supra). La citotoxicidad de NH4* reducido dio como
resultado una mayor viabilidad celular, por tanto, una longevidad del cultivo prolongada. En base a un estudio sobre
el consumo estimado de glutamina usando células CHO, se sugiri6é que las células podian consumir glutamina a una
tasa de 0,3-0,4 mM por dia (Miller, et al., 1988, Biotechnol. Bioeng. 32:947-965). Altamirano et al., (2001, J. Biotechnol.
110:171-9) estudiaron el efecto del reemplazo de glutamina por glutamato y el equilibrio entre glutamato y el
metabolismo de la glucosa sobre la redistribucion de las células CHO que producen el activador tisular del
plasminégeno humano recombinante (rhut-PA). Cuando se reemplazé glutamina por glutamato y se equilibré con el
catabolismo de la glucosa (proporcion de carbono y nitrégeno, proporcion C/N), se hallé que el metabolismo celular
se redistribuia y obligaba a que se utilizara la fuente de carbono y de energia mas favorablemente para la produccion
de rhut-PA. También se informé de que las células CHO en cultivos adheridos pueden crecer en ausencia de glutamina
afiadida debido a la actividad glutamina sintasa endégena que permitié que las células sintetizaran glutamina a partir
de acido glutamico en el medio (Sanfeliu y Stephanopoulos, 1999, Biotechnol. Bioeng. 64:46-53). Sin embargo, en
comparacioén con los cultivos de control en medios que contenian glutamina, la tasa de crecimiento celular en medios
libres de glutamina fue mas lenta con una fracciéon incrementada de células distribuidas en la fase GO/G1. La
disminucion de tanto glutamina como acido glutamico provocé la muerte celular.

El documento WO2005/083058 divulga un procedimiento para cultivar células en un medio de cultivo celular que
comprende de 700 mg/l a 1000 mg/l de asparagina que esta libre de componentes derivados de suero animal.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente divulgacién se basa, al menos en parte, en el hallazgo inesperado de que no solo se pueden producir
proteinas recombinantes en una célula huésped de mamifero usando un medio de produccion libre de glutamina sin
ningun efecto adverso significativo, de hecho, el uso de un medio libre de glutamina en la fase de produccion
incrementa significativamente la viabilidad celular, la longevidad del cultivo, la productividad especifica y/o el valor de
proteinas recombinantes final.

La presente divulgacion también se basa en el hallazgo inesperado de que la adicion de asparagina a un medio de
produccion libre de glutamina puede potenciar ademas la viabilidad celular, la longevidad del cultivo, la productividad
especifica y/o el valor de proteinas recombinantes final en una célula huésped de mamifero usando un medio de
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produccion libre de glutamina sin ningun efecto adverso significativo.

La materia objeto de la invencion se expone en las reivindicaciones adjuntas.

En un aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento para producir un polipéptido en una célula huésped de
mamifero que expresa dicho polipéptido, que comprende cultivar la célula huésped de mamifero durante la fase de
produccién del cultivo en un medio de cultivo de produccién inicialmente libre de glutamina complementado con
asparagina 10 mM.

En un modo de realizacion, la célula huésped de mamifero es una célula de ovario de hamster chino (CHO).

En otro modo de realizacion, la célula huésped de mamifero es una célula CHO dhfr.

Aun en otro modo de realizacién, el medio de produccién esta libre de suero.

En otro modo de realizacion, el medio de cultivo de produccién comprende uno o mas ingredientes seleccionados del
grupo que consiste en

1) una fuente de energia;
2) aminoacidos esenciales;
3) vitaminas;

4) acidos grasos libres; y
5) oligoelementos.

Todavia en otro modo de realizacion, en el que el medio de cultivo de produccion comprende adicionalmente uno o
mas ingredientes seleccionados del grupo que consiste en:

1) hormonas y otros factores de crecimiento;
2) sales y tampones; y
3) nucledsidos.

En todos los modos de realizacion, la fase de produccion, por ejemplo, puede ser una fase de cultivo por lotes o por
lotes alimentados.

En todos los modos de realizacion, el procedimiento puede comprender ademas la etapa de aislar dicho polipéptido.

En otro modo de realizacion, el aislamiento puede estar seguido de la determinacién de uno o mas viabilidad celular,
longevidad del cultivo, productividad especifica y valor de proteinas recombinantes final tras el aislamiento.

Todavia en otro modo de realizacion, se incrementa al menos uno de la viabilidad celular, longevidad del cultivo,
productividad especifica y valor de proteinas recombinantes final en relacién con el mismo polipéptido producido en
un medio de produccion que contiene glutamina de la misma composicion.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un medio de cultivo celular libre de glutamina listo para usarse para la
produccién de un polipéptido en una fase de produccion.

AuUn en otro modo de realizacién, el polipéptido es una glucoproteina de mamifero.

En otros modos de realizacion, el polipéptido se selecciona del grupo que consiste en anticuerpos, fragmentos de
anticuerpo e inmunoadhesinas.

En todos los modos de realizacion, el polipéptido, por ejemplo, puede ser un anticuerpo o un fragmento biolégicamente
funcional de un anticuerpo. Los fragmentos de anticuerpo representativos incluyen Fab, Fab’, F(ab')z, scFv, (scFv),
dAb, fragmentos de la region determinante de la complementariedad (CDR), anticuerpos lineales, moléculas de
anticuerpo monocatenario, minicuerpos, diacuerpos y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos
de anticuerpo.

Todavia en otro modo de realizacion, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo es quimérico, humanizado o humano.

Los anticuerpos terapéuticos incluyen, sin limitacion, anticuerpos anti-HERZ2; anticuerpos anti-CD20; anticuerpos
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anti-IL-8; anticuerpos anti-VEGF; anticuerpos anti-CD40, anticuerpos anti-CD11a; anticuerpos anti-CD18; anticuerpos
anti-IgE; anticuerpos anti-receptor de Apo-2; anticuerpos anti-factor tisular (TF); anticuerpos anti-integrina asf37
humana; anticuerpos anti-EGFR; anticuerpos anti-CD3; anticuerpos anti-CD25; anticuerpos anti-CD4; anticuerpos
anti-CD52; anticuerpos anti-receptor de Fc; anticuerpos anti-antigeno carcinoembrionario (CEA); anticuerpos dirigidos
frente a células epiteliales de mama; anticuerpos que se unen a células de carcinoma de colon; anticuerpos anti-CD38;
anticuerpos anti-CD33; anticuerpos anti-CD22; anticuerpos anti-EpCAM; anticuerpos anti-Gpllb/llla; anticuerpos
anti-RSV; anticuerpos anti-CMV; anticuerpos anti-VIH; anticuerpos antihepatitis; anticuerpos anti-CA 125; anticuerpos
anti-av3; anticuerpos anti-carcinoma de células renales humano; anticuerpos anti-17-1A humano; anticuerpos
anti-tumor colorrectal humano; anticuerpo anti-melanoma humano R24 dirigido frente a gangliésido GD3; anticuerpos
anti-carcinoma de células escamosas humano; y anticuerpos anti-antigeno leucocitario humano (HLA) y anticuerpos
anti-HLA DR.

En otros modos de realizacion, el anticuerpo terapéutico es un anticuerpo que se une a un receptor HER, VEGF, IgE,
CD20, CD11a, CD40 o DR5.

En otros modos de realizacion, el anticuerpo terapéutico es un anticuerpo anti-BR3 o inmunoadhesina BR3-Fc.

En otros modos de realizacion del procedimiento de la presente invencion, el polipéptido expresado en la célula
huésped recombinante es un polipéptido terapéutico. Por ejemplo, el polipéptido terapéutico se puede seleccionar del
grupo que consiste en una hormona del crecimiento, incluyendo la hormona del crecimiento humana y la hormona del
crecimiento bovina; hormona liberadora de la hormona del crecimiento; hormona paratiroidea; hormona estimulante
del tiroides; lipoproteinas; alfa-1-antitripsina; cadena A de insulina; cadena B de insulina; proinsulina; hormona
foliculoestimulante; calcitonina; hormona luteinizante; glucagon; factores de coagulacion, tales como factor VIIIC,
factor IX, tromboplastina tisular y factor de Von Willebrand; factores anticoagulacion, tales como proteina C; péptido
natriurético auricular; tensioactivo pulmonar; un activador del plasminégeno, tal como urocinasa u orina humana o
activador del plasmindgeno de tipo tisular (t-PA); bombesina; trombina; factor de crecimiento hematopoyético; factor
de necrosis tumoral alfa y beta; encefalinasa; RANTES (regulada por activacion, expresada y secretada por linfocitos
T normales); proteina inflamatoria de macréfagos (MIP-1-alfa) humana; una seroalbumina, tal como seroalbumina
humana; hormona antimilleriana; cadena A de relaxina; cadena B de relaxina; prorrelaxina; péptido asociado a
gonadotropinas de ratdn; una proteina microbiana, tal como beta-lactamasa; DNasa; IgE; un antigeno asociado a
linfocitos T citotoxicos (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 neurétrofo, tal
como factor neuroétrofo derivado del hueso (BDNF), neurotrofina-3, -4, -5 o0 -6 (NT-3, NT-4, NT-5 o NT-6) o un factor
de crecimiento nervioso, tal como NGF-@3; 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 y transformacion
(TGF), tal como TGF-alfa y TGF-beta, incluyendo TGF-1, TGF-B2, TGF-B3, TGF-B4 o TGF-B5; factor de crecimiento
similar a la insulina | y Il (IGF-I e IGF-Il); des(1-3)-IGF-I (IGF-I cerebral), proteinas de unién al factor de crecimiento
similar a la insulina; proteinas CD, tales como CD3, CD4, CD8, CD19, CD20, CD34 y CD40; eritropoyetina; factores
osteoinductores; inmunotoxinas; una proteina morfogenética 6sea (BMP); un interferén, tal como interferdn alfa, beta
y gamma; factores estimulantes de colonias (CSF), por ejemplo, M-CSF, GM-CSF y G-CSF; interleucinas (IL), por
ejemplo, de IL-1 a IL-10; superoxido dismutasa; receptores de linfocitos T; proteinas de membrana de superficie; factor
de aceleracion del decaimiento; antigeno virico, tal como, por ejemplo, una porcién de la envoltura del sida; proteinas
de transporte; receptores de migracion dirigida; adresinas; proteinas reguladoras; integrinas, tales como CD11a,
CD11b, CD11¢, CD18, una ICAM, VLA-4 y VCAM; un antigeno asociado a tumor, tal como el receptor HER2, HER3 o
HER4; y fragmentos de dichos polipéptidos.

En todos los modos de realizacién, la célula huésped recombinante puede ser una célula huésped eucariota, tal como
una célula huésped de mamifero, incluyendo, por ejemplo, células de ovario de hamster chino (CHO).

Estos y otros aspectos seran evidentes a partir de la descripcién a continuacién, incluyendo los ejemplos y las
reivindicaciones adjuntas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Analisis segun la grafica de cubos para anticuerpos Apomab de los resultados de los valores de un disefio
de experimento (DOE) factorial completo que evalia el efecto de diferentes concentraciones de glutamina, glutamato,
asparagina y aspartato. El modelo predice que se logra el valor mas alto en medios libres de glutamina
complementados con asparagina 10 mM, acido aspartico 10 mM y acido glutdmico 1 mM.

Figura 2. Andlisis segun la grafica de cubos para inmunoadhesinas BR3-Fc de los resultados de los valores de un
DOE factorial completo que evalla el efecto de diferentes concentraciones de glutamina, glutamato, asparagina y
aspartato. El modelo predice que se logra el valor mas alto en medios libres de glutamina complementados con
asparagina 10 mM, acido aspartico 10 mM y acido glutamico 1 mM.

Figura 3. Analisis segun la grafica de cubos para anticuerpos anti-VEGF de los resultados de los valores de un DOE
factorial completo que evalua el efecto de diferentes concentraciones de glutamina, glutamato, asparagina y aspartato.
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El modelo predice que se logra el valor més alto en medios libres de glutamina complementados con asparagina
10 mM, &cido aspartico 10 mM y &cido glutamico 1 mM.

Figura 4. Efecto de la asparagina en condiciones libres de glutamina, con bajo contenido de glutamato y con alto
contenido de aspartato sobre el valor de anticuerpos Apomab. En medio libre de glutamina, se incremento
significativamente el valor de anticuerpos Apomab en presencia de asparagina 2,5-15 mM en comparacion con los
cultivos libres de glutamina sin asparagina. En estas condiciones, la presencia o ausencia de glutamato no tuvo ningun
efecto sobre el valor.

Figura 5. Produccion de valores de anticuerpos Apomab en diversas concentraciones de asparagina y aspartato en
condiciones libres de glutamina y con bajo contenido de glutamato. Se observé un efecto de valoracion positivo cuando
se incremento el aspartato de 0 a 10 mM en estas condiciones.

Figuras 6. A-C. Efecto del medio libre de glutamina complementado con asparagina 10 mM, acido aspartico 10 mM y
acido glutdmico 1 mM sobre el valor. El valor final para el anticuerpo Apomab, el anticuerpo anti-VEGF vy la
inmunoadhesina BR3-Fc fue significativamente mayor en medio libre de glutamina en comparacién con el medio que
contenia glutamina.

Figuras 7 A y B. Efecto del medio libre de glutamina DMEM/F12 complementado con asparagina 10 mM, acido
aspartico 10 mM y acido glutamico 1 mM sobre el valor. El valor final para el anticuerpo Apomab y el anticuerpo anti-
VEGEF fue significativamente mayor en medio DMEM/F12 libre de glutamina en comparacion con el medio DMEM/F12
que contenia glutamina.

Figuras 8 A-C. Efecto del medio libre de glutamina complementado con asparagina 10 mM, acido aspartico 10 mM y
acido glutamico 1 mM sobre la productividad especifica celular (Qp). La productividad especifica celular para el
anticuerpo Apomab, el anticuerpo anti-VEGF y la inmunoadhesina BR3-Fc fue significativamente mayor en medio libre
de glutamina en comparacion con el medio que contenia glutamina.

Figuras 9 A y B. Efecto del medio libre de glutamina DMEM/F12 complementado con asparagina 10 mM, acido
aspartico 10 mM y acido glutamico 1 mM sobre la productividad especifica celular (Qp). La productividad especifica
celular para el anticuerpo Apomab y el anticuerpo anti-VEGF fue significativamente mayor en medio DMEM/F12 libre
de glutamina en comparacion con el medio DMEM/F12 que contenia glutamina.

Figuras 10 A-C. Efecto del medio libre de glutamina complementado con asparagina 10 mM, acido aspartico 10 mM y
acido glutamico 1 mM sobre la viabilidad celular. La viabilidad celular para el anticuerpo Apomab, el anticuerpo
anti-VEGF y la inmunoadhesina BR3-Fc fue mayor en medio libre de glutamina en comparacién con el medio que
contenia glutamina.

Figuras 11 A y B. Efecto del medio libre de glutamina DMEM/F12 complementado con asparagina 10 mM, acido
aspartico 10 mM y acido glutdmico 1 mM sobre la viabilidad celular. En medio DMEM/F12, la viabilidad celular no se
mejoré de forma consistente en medio libre de glutamina. La viabilidad fue mayor para el anticuerpo Apomab, pero
menor para el anticuerpo anti-VEGF en comparacién con el medio que contenia glutamina.

Figuras 12 A-C. Efecto del medio libre de glutamina complementado con asparagina 10 mM, acido aspartico 10 mMy
acido glutamico 1 mM sobre la formacion de amoniaco. El amoniaco fue normalmente menor en los cultivos libres de
glutamina en comparacion con los cultivos que contenian glutamina.

Figuras 13 A y B. Efecto del medio libre de glutamina DMEM/F12 complementado con asparagina 10 mM, acido
aspartico 10 mM y acido glutamico 1 mM sobre la formacién de amoniaco. El amoniaco se redujo significativamente
en medio DMEM/F12 libre de glutamina en comparacién con el medio DMEM/F12 que contenia glutamina.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

A. Definiciones

Los términos "medio de cultivo celular”, "medio de cultivo" y "mezcla de nutrientes" se refieren a una solucion de
nutrientes usada para cultivar células de mamifero que tipicamente proporciona al menos un componente de una o
mas de las siguientes categorias:

1) una fuente de energia, normalmente en forma de un glucido tal como glucosa;

2) algunos o todos los aminoacidos esenciales, y normalmente el conjunto basico de veinte aminoacidos mas cistina;

3) vitaminas y/u otros compuestos organicos tipicamente requeridos a bajas concentraciones;

4) acidos grasos libres; y
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5) oligoelementos, donde los oligoelementos se definen como compuestos inorganicos o elementos naturales que
tipicamente se requieren a concentraciones muy bajas, normalmente en el intervalo micromolar.

La mezcla de nutrientes se puede complementar opcionalmente con uno o0 mas componentes de cualquiera de las
siguientes categorias:

1) hormonas y otros factores de crecimiento como, por ejemplo, insulina, transferrina y factor de crecimiento
epidérmico;

2) sales y tampones como, por ejemplo, calcio, magnesio y fosfato; y
3) nucledsidos tales como, por ejemplo, adenosina y timidina.

El medio de cultivo celular esta, en general, "libre de suero" cuando el medio esta esencialmente libre de suero de
cualquier fuente de mamifero (por ejemplo, suero fetal bovino (FBS)). Por "esencialmente libre" se entiende que el
medio de cultivo celular comprende entre aproximadamente un 0-5% de suero, preferentemente entre
aproximadamente un 0-1 % de suero, y lo mas preferentemente entre aproximadamente un 0-0,1 % de suero. De
forma ventajosa, se puede usar medio "definido" libre de suero, en el que se conozca la identidad y concentracion de
cada uno de los componentes en el medio (es decir, un componente indefinido, tal como extracto hipofisario bovino
(BPE), no esta presente en el medio de cultivo).

En el contexto de la presente invencion, las expresiones "célula", "linea celular" y "cultivo celular" se usan de manera
intercambiable, y todas las designaciones de este tipo incluyen la descendencia. Por tanto, las palabras
"transformantes" y "células (huésped) transformadas" incluyen la célula objeto primaria y los cultivos derivados de la
misma, sin tener en cuenta el nimero de transferencias. También se entiende que toda la descendencia puede que
no sea precisamente idéntica en contenido de ADN, debido a mutaciones deliberadas o accidentales. Se incluye la
descendencia mutante que tiene la misma funcién o actividad bioloégica que la cribada en la célula transformada
originalmente. Si se pretenden designaciones distintas, esto quedara claro a partir del contexto.

El término "célula huésped animal”, "célula animal”, "célula huésped recombinante animal" y similares, engloba células
de invertebrado, vertebrado no mamifero (por ejemplo, aves, reptiles y anfibios) y de mamifero. Los ejemplos de
células de invertebrado incluyen las siguientes células de insecto: Spodoptera frugiperda (oruga), Aedes aegypti
(mosquito), Aedes albopictus (mosquito), Drosophila melanogaster (mosca de la fruta) y gusano de seda. VVéanse, por
ejemplo, Luckow et al., Bio/Technology, 6:47-55 (1988); Miller et al., en Genetic Engineering, Setlow, J. K. et al., eds.,
vol. 8 (Plenum Publishing, 1986), pp. 277-279; y Maeda et al., Nature, 315:592-594 (1985).

Los términos "célula huésped de mamifero”, "célula de mamifero", "célula huésped recombinante de mamifero", y
similares, se refieren a lineas celulares derivadas de mamiferos que pueden crecer y sobrevivir cuando se disponen
en cultivo en monocapa o bien en cultivo en suspension en un medio que contenga los nutrientes y factores de
crecimiento apropiados. Los nutrientes y factores de crecimiento necesarios para una linea celular particular se
determinan facilmente de forma empirica sin experimentacion excesiva, como se describe, por ejemplo, en Mammalian
Cell Culture (Mather, J. P. ed., Plenum Press, N. Y. (1984)), y por Barnes y Sato (Cell, 22:649 (1980)). Tipicamente,
las células pueden expresar y secretar grandes cantidades de una proteina de interés particular (tipicamente una
proteina recombinante) en el medio de cultivo, y se cultivan para este propdsito. Sin embargo, las células también se
pueden cultivar para una variedad de propdsitos diferentes, y el alcance de la presente invencion no se limita a cultivar
las células solo para la produccion de proteinas recombinantes. Los ejemplos de lineas de células de mamifero
adecuadas, que pueden crecer en los medios de la presente invencion, incluyen la linea CV1 de rifién de mono
transformada por SV40 (COS-7, ATCC® CRL 1651); la linea de rifidn embrionario humano 293S (Graham et al., J.
Gen. Virolo., 36:59 (1977)); células de rifidén de cria de hamster (BHK, ATCC® CCL 10); células de Sertoli de raton
(TM4, Mather, Biol. Reprod., 23:243 (1980)); células de rifion de mono (CV1-76, ATCC® CCL 70); células de rifidn de
mono verde africano (VERO-76, ATCC® CRL-1587); células de carcinoma de cuello uterino humano (HELA, ATCC®
CCL 2); células de rifion 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); células
de tumor mamario de raton (MMT 060562, ATCC® CCL 51); células de hepatoma de rata (HTC, MI.54, Baumann et
al., J. Cell Biol., 85:1 (1980)); y células TR-1 (Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci., 383:44 (1982)) y lineas de células
de hibridoma. Las células de ovario de hamster chino (Urlab y Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980))
son una linea celular preferente para poner en practica la presente invencién. Las células CHO adecuadas para su
uso en los procedimientos de la presente invencién también se han descrito en los siguientes documentos: documento
EP 117.159, publicado el 29 de agosto de 1989; pat. de EE. UU. n.°s 4.766.075; 4.853.330; 5.185.259; Lubiniecki et
al., en Advances in Animal Cell Biology and Technology for Bioprocesses, Spier et al., eds. (1989), pp. 442-451. Los
derivados de CHO conocidos adecuados para su uso en el presente documento incluyen, por ejemplo, células
CHO/DHFR" (Urlaub y Chasin, Proc. Nati. Acad. Sci. USA, 77: 4216 (1980)), CHO-K1 DUX B11 (Simonsen y Levinson,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80: 2495-2499 (1983); Urlaub y Chasin, supra) y dp 12.CHO (documento EP 307.247
publicado el 15 de marzo de 1989). Las células huésped preferentes incluyen células CHO-K1 DUX B11 y dp 12.CHO.
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"Célula CHO dhfr" se refiere a una célula CHO carente de dihidrofolato reductasa (DHFR).

La produccion de proteinas recombinantes en células de mamifero ha permitido la fabricacion de una serie de
polipéptidos glucosilados complejos y grandes para aplicaciones clinicas. Se usan de forma rutinaria células de ovario
de hamster chino (CHO) DHFR" y el marcador seleccionable amplificable DHFR para establecer lineas celulares que
producen cantidades clinicamente utiles de producto. (Urlab, G. y Chasin, L. A. (1980) Proc. Natl Acad. Sci. USA, 77,
4216-4220; Kaufman, R. J. y Sharp, P. (1982) J. Mol. Biol., 159, 601-621; Gasser, C. S., Simonsen, C. S., Schilling, J.
W. y Schmike, R. T. (1982) Proc. Natl Sci. USA, 79, 6522-6526)

Por "fase" se entiende una determinada fase de cultivo de las células, como se reconoce bien por el profesional.

"Fase de crecimiento" del cultivo celular se refiere al periodo de crecimiento celular exponencial (la fase logaritmica)
donde las células, en general, se dividen rapidamente. Durante esta fase, las células se cultivan durante un periodo
de tiempo, normalmente de entre 1-4 dias, y en condiciones tales que se maximiza el crecimiento celular. El ciclo de
crecimiento para la célula huésped se puede determinar para la célula huésped particular concebida sin
experimentacion excesiva. Durante la fase de crecimiento, las células se cultivan en medio de nutrientes que contenga
los aditivos necesarios, en general, a aproximadamente 30-40 °C, preferentemente a aproximadamente 37 °C, en una
atmésfera humidificada y controlada, de modo que se logre un crecimiento 6ptimo para la linea celular particular. Las
células se mantienen en la fase de crecimiento durante un periodo de entre aproximadamente uno y cuatro dias,
normalmente de entre aproximadamente dos y tres dias.

La "fase de transicion" del cultivo celular se refiere al periodo de tiempo durante el que se integran las condiciones de
cultivo para la fase de produccion. Durante la fase de transicion, los factores ambientales, tales como la temperatura,
varian de las condiciones de crecimiento a las condiciones de produccién.

La "fase de produccion” del cultivo celular se refiere al periodo de tiempo durante el que el crecimiento celular se ha
estabilizado. Durante la fase de produccion, el crecimiento celular logaritmico ha finalizado y la produccién de proteinas
es primaria. Durante este periodo de tiempo, el medio se complementa, en general, para sostener la produccion de
proteinas continuada y para lograr el producto de proteina deseado.

La frase "cultivo celular por lotes alimentados" cuando se usa en el presente documento se refiere a un cultivo por
lotes en el que las células de animal (por ejemplo, mamifero) y el medio de cultivo se suministran inicialmente al
recipiente de cultivo y se alimentan nutrientes de cultivo adicionales, de forma continua o en incrementos discretos, al
cultivo durante el cultivo, con o sin recogida periédica de células y/o productos antes de la finalizacion del cultivo. El
cultivo por lotes alimentados incluye un "cultivo por lotes alimentados semicontinuo" en el que se retira periédicamente
el cultivo completo (incluyendo las células y el medio) y se reemplaza por medio recién preparado. El cultivo por lotes
alimentados se distingue del simple "cultivo por lotes" en que todos los componentes para cultivar células (incluyendo
las células de animal y todos los nutrientes de cultivo) se suministran al recipiente de cultivo al comienzo del
procedimiento de cultivo. El cultivo por lotes alimentados se puede distinguir ademas del cultivo por perfusion en la
medida en que el sobrenadante no se retira del recipiente de cultivo durante el procedimiento (en el cultivo por
perfusion, las células se retienen en el cultivo, por ejemplo, por filtracién, encapsulacién, sujecién a microportadores,
etc., y el medio de cultivo se introduce de forma continua o intermitente y se retira del recipiente de cultivo). Sin
embargo, se contempla la retirada de muestras para propdsitos de prueba durante el cultivo celular por lotes
alimentados.

Cuando se usa en el presente documento, el término "glutamina" se refiere al aminoacido L-glutamina (también
conocida como "GIn" y "Q" por designacion de tres letras y de una Unica letra, respectivamente) que se reconoce tanto
como un componente basico aminoacidico para la sintesis de proteinas como una fuente de energia en cultivo celular.
Por tanto, los términos "glutamina" y "L-glutamina" se usan de manera intercambiable en el presente documento.

La palabra "glucosa" se refiere a a-D-glucosa o bien B-D-glucosa, por separado o en combinacién. Cabe sefalar que
las formas de glucosa a y B son interconvertibles en solucion.

La expresion "osmolalidad" es una medida de la presion osmética de las particulas de soluto disueltas en una solucién
acuosa. Las particulas de soluto incluyen tanto iones como moléculas no ionizadas. La osmolalidad se expresa como
la concentracion de particulas osméticamente activas (es decir, osmoles) disueltas en 1 kg de agua (1 mOsm/kg H20
a 38 °C. es equivalente a una presién osmética de 2,5 kPa (19 mmHg)). "Osmolaridad" se refiere al numero de
particulas de soluto disueltas en 1 litro de solucion. Los solutos que se pueden afiadir al medio de cultivo para
incrementar la osmolalidad del mismo incluyen proteinas, péptidos, aminoacidos, polimeros no metabolizados,
vitaminas, iones, sales, aztcares, metabolitos, acidos organicos, lipidos, etc. En el modo de realizacion preferente, la
concentracion de aminoacidos y NaCl en el medio de cultivo se incrementa para lograr los intervalos de osmolalidad
deseados expuestos en el presente documento. Cuando se usa en el presente documento, la abreviatura "mOsm"
quiere decir "miliosmoles/kg H20".

El término "densidad celular" como se usa en el presente documento se refiere al nUmero de células presentes en un
volumen dado de medio.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2793 348 T3

El término "viabilidad celular" como se usa en el presente documento se refiere a la capacidad de las células en cultivo
de sobrevivir en un conjunto dado de condiciones de cultivo o variaciones experimentales. El término como se usa en
el presente documento también se refiere a la porcién de células que estan vivas en un momento particular en relacion
con el niumero total de células, vivas y muertas, en el cultivo en ese momento.

Los términos "aminoacidos" y "aminoacido" se refieren a todos los aminoacidos alfa naturales en sus formas
estereoisdmeras tanto D como L, y sus analogos y derivados. Un analogo se define como una sustitucion de un atomo
en el aminoacido con un atomo diferente que normalmente tiene propiedades similares. Un derivado se define como
un aminoacido que tiene otra molécula o atomo unido a él. Los derivados incluirian, por ejemplo, acetilacion de un
grupo amino, aminacion de un grupo carboxilo u oxidacion de los residuos de azufre de dos moléculas de cisteina
para formar cistina.

El término "proteina" pretende hacer referencia a una secuencia de aminoacidos para la que la longitud de la cadena
sea suficiente para producir los niveles mas altos de la estructura terciaria y/o cuaternaria. Esto es para distinguirse
de los "péptidos" u otros farmacos de pequefio peso molecular que no tengan dicha estructura. Tipicamente, la
proteina en el presente documento tendra un peso molecular de al menos aproximadamente 15-20 kD,
preferentemente de al menos aproximadamente 20 kD. Los ejemplos de proteinas englobadas dentro de la definicion
en el presente documento incluyen todas las proteinas de mamifero, en particular, proteinas terapéuticas y de
diagnostico, tales como anticuerpos terapéuticos y de diagnostico, y, en general, proteinas que contienen uno o mas
enlaces disulfuro, incluyendo polipéptidos de multiples cadenas que comprenden uno o mas enlaces disulfuro inter y/o
intracatenarios.

El término "proteina terapéutica" o "polipéptido terapéutico" se refiere a una proteina que se usa en el tratamiento de
una enfermedad, independientemente de su indicacién o mecanismo de accion. Para que las proteinas terapéuticas
sean utiles en la clinica, se deben fabricar en grandes cantidades. La produccién a "escala de fabricaciéon" de proteinas
terapéuticas, u otras proteinas, utiliza cultivos celulares que varian de aproximadamente 400 | a aproximadamente
80.000 I, dependiendo de la proteina que se produce y la necesidad. Tipicamente, dicha producciéon a escala de
fabricacion utiliza tamafios de cultivo celular de aproximadamente 400 | a aproximadamente 25.000 |. Dentro de este
intervalo, se utilizan tamafos de cultivo celular especificos, tales como de 4000 I, de aproximadamente 6000 I, de
aproximadamente 8000, de aproximadamente 10.000, de aproximadamente 12.000 I, de aproximadamente 14.000 | o
de aproximadamente 16.000 .

Como se usa en el presente documento, "polipéptido de interés" se refiere, en general, a péptidos y proteinas que
tienen mas de aproximadamente diez aminoacidos. Los polipéptidos pueden ser homélogos a la célula huésped, o
preferentemente, pueden ser exdgenos, lo que significa que son heterdlogos, es decir, externos, a la célula huésped
que se utiliza, tal como una proteina humana producida por un mamifero no humano, por ejemplo, una célula de ovario
de hamster chino (CHO). Preferentemente, se usan polipéptidos de mamifero (polipéptidos que se derivaron
originalmente de un organismo de mamifero), mas preferentemente los que se secretan directamente en el medio. El
término "polipéptido” o "polipéptido de interés" incluye especificamente anticuerpos, en particular, anticuerpos que se
unen a polipéptidos de mamifero, tales como cualquiera de los polipéptidos de mamifero enumerados a continuacién
o fragmentos de los mismos, asi como inmunoadhesinas (fusién polipéptido-lg), tales como las que comprenden
cualquiera de los polipéptidos de mamifero enumerados a continuacién o fragmentos de los mismos.

Los ejemplos de polipéptidos de mamifero incluyen, sin limitacion, moléculas transmembranarias (por ejemplo,
receptores) y ligandos, tales como factores de crecimiento. Los polipéptidos ejemplares incluyen moléculas tales como
renina; una hormona del crecimiento, incluyendo la hormona del crecimiento humana y la hormona del crecimiento
bovina; hormona liberadora de la hormona del crecimiento; hormona paratiroidea; hormona estimulante del tiroides;
interferon, tal como interferén-a, -B y -vy; lipoproteinas; a-1-antitripsina; cadena A de insulina; cadena B de insulina;
proinsulina; hormona foliculoestimulante; calcitonina; hormona luteinizante; glucagén; factores de coagulacion, tales
como factor VIIIC, factor IX, tromboplastina tisular y factor de Von Willebrand; factores anticoagulacion, tales como
proteina C; péptido natriurético auricular; tensioactivo pulmonar; un activador del plasminégeno, tal como urocinasa u
orina humana, o activador del plasminégeno de tipo tisular (t-PA), incluyendo variantes de t-PA; bombesina; trombina;
factor de crecimiento hematopoyético; factor de necrosis tumoral alfa y beta; encefalinasa; RANTES (regulada por
activacion, expresada y secretada por linfocitos T normales); proteina inflamatoria de macrofagos (MIP-1-a) humana;
una seroalbumina, tal como seroalbumina humana; hormona antimiilleriana; cadena A de relaxina; cadena 8 de
relaxina; prorrelaxina; péptido asociado a gonadotropinas de ratdn; una proteina microbiana, tal como B-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 neurétrofo, tal como factor neurétrofo derivado del hueso (BDNF), neurotrofina-3, -4, -5 o -6
(NT-3, NT4, NT-5 o NT-6) o un factor de crecimiento nervioso, tal como NGF-; 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 y transformacion (TGF), tal como TGF-a 'y TGF-B, incluyendo TGF-B1, TGF-32, TGF-33,
TGF-B4 o TGF-B5; factor de crecimiento similar a la insulina | y Il (IGF-I e IGF-Il); des(1-3)-IGF-I (IGF-I cerebral),
proteinas de union al factor de crecimiento similar a la insulina; proteinas CD, tales como CD3, CD4, CD8, CD19,
CD20, CD34, CDA40; eritropoyetina; factores osteoinductores; inmunotoxinas; una proteina morfogenética 6sea (BMP);
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un interferén, tal como interferén-a, - y -y; factores estimulantes de colonias (CSF), por ejemplo, M-CSF, GM-CSF y
G-CSF; interleucinas (IL), por ejemplo, de IL-1 a IL-10; superdxido dismutasa; receptores de linfocitos T; proteinas de
membrana de superficie; factor de aceleracion del decaimiento; antigeno virico, tal como, por ejemplo, una porcion de
la envoltura del sida; proteinas de transporte; receptores de migracién dirigida; adresinas; proteinas reguladoras;
integrinas, tales como CD11a, CD11b, CD11¢, CD18, una ICAM, VLA-4 y VCAM; un antigeno asociado a tumor, tal
como el receptor HER1 (EGFR), HER2, HER3 o HER4; Apo2L/TRAIL, Hedgehog, proteina cinasa activada por
mitégenos (MAPK) y fragmentos de cualquiera de los polipéptidos enumerados anteriormente. Apo2L (TRAIL) y sus
variantes se divulgan, por ejemplo, en la publicacién de la solicitud de EE. UU. n.° 20040186051. Se divulgan
anticuerpos anti-VEGF, por ejemplo, en las patentes de EE. UU. n.°s 8.994.879; 7.060.269; 7.169.901; y 7.297.334.
Se divulgan anticuerpos anti-CD20, por ejemplo, en la publicacién de la solicitud de EE. UU. n.° 20060246004. El
polipéptido BR3, los anticuerpos anti-BR3 y las inmunoadhesinas BR3-Fc se describen, por ejemplo, en la publicacion
de la solicitud de EE. UU. n.° 20050070689.

Como se usa en el presente documento, el término "inmunoadhesina" designa moléculas similares a anticuerpo que
combinan la especificidad de unién de una proteina heterdloga (una "adhesina") con las funciones efectoras de los
dominios constantes de inmunoglobulina. Estructuralmente, las inmunoadhesinas comprenden una fusiéon de una
secuencia de aminoacidos con la especificidad de unidon deseada que es distinta del sitio de reconocimiento de y union
a antigeno de un anticuerpo (es decir, es "heteréloga"), y una secuencia del dominio constante de inmunoglobulina.
La parte de adhesina de una molécula de inmunoadhesina tipicamente es una secuencia de aminoacidos contiguos
que comprende al menos el sitio de union de un receptor o un ligando. Se puede obtener la secuencia del dominio
constante de inmunoglobulina en la inmunoadhesina de cualquier inmunoglobulina, tal como los subtipos IgG-1, IgG-2,
1gG-3 0 1gG-4, IgA (incluyendo IgA-1 e IgA-2), IgE, IgD o IgM.

Como se sefiala anteriormente, en determinados modos de realizacion, la proteina es un anticuerpo. Los "anticuerpos”
(Ab) y las "inmunoglobulinas" (Ig) son glucoproteinas que tienen las mismas caracteristicas estructurales. Mientras
que los anticuerpos presentan especificidad de unién a un antigeno especifico, las inmunoglobulinas incluyen tanto
anticuerpos como otras moléculas similares a anticuerpos que, en general, estan desprovistas de especificidad por €l
antigeno. Los polipéptidos de esta ultima clase se producen, por ejemplo, a bajos niveles por el sistema linfatico y a
niveles incrementados por mielomas.

El término "anticuerpo" se usa en el sentido mas amplio y cubre especificamente anticuerpos monoclonales
(incluyendo anticuerpos de longitud completa que tienen una region Fc de inmunoglobulina o anticuerpos
monoclonales intactos), composiciones de anticuerpos con especificidad poliepitdpica, anticuerpos policlonales,
anticuerpos multivalentes, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) formados a partir de
al menos dos anticuerpos intactos, diacuerpos y moléculas monocatenarias, tales como moléculas scFv, asi como
fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, Fab, F(ab')2 y Fv).

A menos que se indique de otro modo, la expresion "anticuerpo multivalente" se usa por toda esta memoria descriptiva
para indicar un anticuerpo que comprende tres o mas sitios de unién a antigeno. El anticuerpo multivalente tipicamente
se genomanipula para que tenga los tres o mas sitios de unién a antigeno y, en general, no es un anticuerpo IgM o
IgA de secuencia natural.

Los términos "anticuerpo de longitud completa”, "anticuerpo intacto" y "anticuerpo completo" se usan en el presente
documento de manera intercambiable para hacer referencia a un anticuerpo en su forma sustancialmente intacta, no
a fragmentos de anticuerpo como se define a continuacion. Los términos se refieren, en particular, a un anticuerpo
con cadenas pesadas que contienen la region Fc.

Los "fragmentos de anticuerpo" comprenden solo una porcién de un anticuerpo intacto, que incluye, en general, un
sitio de unién a antigeno del anticuerpo intacto y, por tanto, que retiene la capacidad de unirse al antigeno. . En un
modo de realizacion, un fragmento de anticuerpo comprende un sitio de unién a antigeno del anticuerpo intacto y, por
tanto, retiene la capacidad de unirse al antigeno. En otro modo de realizacion, un fragmento de anticuerpo, por ejemplo,
uno que comprende la regién Fc, retiene al menos una de las funciones biolégicas asociadas normalmente con la
region Fc cuando esta presente en un anticuerpo intacto, tal como la unién a FcRn, modulacién de la semivida del
anticuerpo, funcion ADCC y union al complemento. En un modo de realizacion, un fragmento de anticuerpo es un
anticuerpo monovalente que tiene una semivida in vivo sustancialmente similar a un anticuerpo intacto. Por ejemplo,
dicho fragmento de anticuerpo puede comprender un brazo de unién a antigeno enlazado a una secuencia de Fc que
puede conferir estabilidad in vivo al fragmento.

La digestion con papaina de los anticuerpos produce dos fragmentos de uniéon a antigeno idénticos, llamados
fragmentos "Fab", cada uno con un Unico sitio de union a antigeno, y un fragmento "Fc" residual, en el que su nombre
refleja su capacidad de cristalizar facilmente. El tratamiento con pepsina proporciona un fragmento F(ab')2 que tiene
dos sitios de combinacién con antigeno y todavia puede reticular el antigeno.

El fragmento Fab contiene los dominios variables de la cadena pesada y ligera y también contiene el dominio constante
de la cadena ligera y el primer dominio constante (CH1) de la cadena pesada. Los fragmentos Fab' difieren de los
fragmentos Fab en la adicién de unos pocos residuos en el extremo carboxilico del dominio CH1 de la cadena pesada,
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incluyendo una o mas cisteinas de la regiéon bisagra de anticuerpo. Fab'-SH es la designacion en el presente
documento para un Fab' en el que el/los residuo(s) de cisteina de los dominios constantes tienen un grupo tiol libre.
Los fragmentos de anticuerpo F(ab')2 se produjeron originalmente como pares de fragmentos Fab' que tienen cisteinas
bisagra entre ellos. También son conocidos otros acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpo. Los ejemplos
de fragmentos de anticuerpo englobados por la presente definicion incluyen: (i) el fragmento Fab, que tiene los
dominios VL, CL, VH y CH1; (ii) el fragmento Fab', que es un fragmento Fab que tiene uno o mas residuos de cisteina
en el extremo C del dominio CH1; (iii) el fragmento Fd, que tiene los dominios VH y CH1; (iv) el fragmento Fd', que
tiene los dominios VH y CH1 y uno o mas residuos de cisteina en el extremo C del dominio CH1; (v) el fragmento Fv,
que tiene los dominios VL y VH de un unico brazo de un anticuerpo; (vi) el fragmento dAb (Ward et al., Nature 341,
544-546 (1989)), que consiste en un dominio VH; (vii) regiones CDR aisladas; (viii) fragmentos F(ab')2, un fragmento
bivalente que incluye dos fragmentos Fab' enlazados por un puente disulfuro en la region bisagra; (ix) moléculas de
anticuerpo monocatenario (por ejemplo, Fv monocatenario; scFv) (Bird et al., Science 242:423-426 (1988); y Huston
et al., PNAS (USA) 85:5879-5883 (1988)); (x) "diacuerpos" con dos sitios de unién a antigeno, que comprenden un
dominio variable de la cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de la cadena ligera (VL) en la misma
cadena polipeptidica (véanse, por ejemplo, los documentos EP 404.097; WO 93/11161; y Hollinger et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)); (xi) "anticuerpos lineales" que comprenden un par de segmentos Fd en tandem
(VH-CH1-VH-CH1) que, conjuntamente con polipéptidos de la cadena ligera complementaria, forman un par de
regiones de union a antigeno (Zapata et al., Protein Eng. 8(10):1057 1062 (1995); y patente de EE. UU. n.® 5.641.870).

"Fv" es el minimo fragmento de anticuerpo que contiene un sitio de unidn a antigeno completo. En un modo de
realizacién, una especie de Fv bicatenario consiste en un dimero de un dominio variable de la cadena pesada y uno
de la ligera en asociacion estrecha no covalente. En una especie de Fv monocatenario (scFv) se pueden enlazar de
forma covalente un dominio variable de la cadena pesada y uno de la ligera por un conector peptidico flexible, de modo
que las cadenas ligera y pesada se puedan asociar en una estructura "dimérica" analoga a la de una especie de Fv
bicatenario. Es en esta configuracion en la que las tres CDR de cada dominio variable interactian para definir un sitio
de union a antigeno en la superficie del dimero VH-VL. Conjuntamente, las seis CDR confieren especificidad de union
a antigeno al anticuerpo. Sin embargo, incluso un tnico dominio variable (o la mitad de un Fv que comprende solo
tres CDR especificas para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse al antigeno, aunque a una afinidad
menor que todo el sitio de union.

Los fragmentos de anticuerpo "Fv monocatenario" o "scFv" comprenden los dominios VH y VL de un anticuerpo, en
los que estos dominios estan presentes en una unica cadena polipeptidica. En general, el polipéptido scFv comprende
ademas un conector polipeptidico entre los dominios VH y VL, que posibilita que el scFv forme la estructura deseada
para la unién a antigeno. Para una obtener una revision de los scFv, véase Pluckthun en The Pharmacology of
Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds., Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994).

El término "diacuerpos" se refiere a pequefios fragmentos de anticuerpo con dos sitios de unién a antigeno,
comprendiendo los fragmentos un dominio variable de la cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de la
cadena ligera (VL) en la misma cadena polipeptidica (VH-VL). Usando un conector que sea demasiado corto para
permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, se obliga a que los dominios se emparejen
con los dominios complementarios de otra cadena y creen dos sitios de unién a antigeno. Los diacuerpos pueden ser
bivalentes o biespecificos. Los diacuerpos se describen mas completamente, por ejemplo, en los documentos EP
404.097; WO93/1161; Hudson et al., (2003) Nat. Med. 9:129-134; y Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:
6444-6448 (1993). También se describen triacuerpos y tetracuerpos en Hudson et al., (2003) Nat. Med. 9:129-134.

El término "anticuerpo monoclonal" como se usa en el presente documento se refiere a un anticuerpo obtenido de una
poblacion de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la
poblaciéon son idénticos excepto por posibles mutaciones, por ejemplo, mutaciones naturales que pueden estar
presentes en cantidades inferiores. Por tanto, el modificador "monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como que
no es una mezcla de anticuerpos discretos. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, estando
dirigidos frente a un unico antigeno. En determinados modos de realizacién, un anticuerpo monoclonal tipicamente
incluye un anticuerpo que comprende una secuencia polipeptidica que se une a una diana, en el que la secuencia
polipeptidica de unién a diana se obtuvo por un procedimiento que incluye la seleccidon de una Unica secuencia
polipeptidica de unién a diana de una pluralidad de secuencias polipeptidicas. Por ejemplo, el procedimiento de
seleccion puede ser la seleccion de un clon Unico de una pluralidad de clones, tal como una agrupacién de clones de
hibridoma, clones de fago o clones de ADN recombinante. Se debe entender que se puede alterar ademas una
secuencia de unidn a diana seleccionada, por ejemplo, para mejorar la afinidad por la diana, para humanizar la
secuencia de union a diana, para mejorar su produccién en cultivo celular, para reducir su inmunogenicidad in vivo,
para crear un anticuerpo multiespecifico, etc., y que un anticuerpo que comprende la secuencia de unién a diana
alterada también es un anticuerpo monoclonal de la presente invencion. A diferencia de las preparaciones de
anticuerpos policlonales que tipicamente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos frente a diferentes determinantes
(epitopos), cada anticuerpo monoclonal se dirige frente a un Unico determinante en el antigeno. Ademas de su
especificidad, las preparaciones de anticuerpos monoclonales son ventajosas en tanto que tipicamente no estan
contaminadas por otras inmunoglobulinas.

El modificador "monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como que se obtiene de una poblacién sustancialmente
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homogénea de anticuerpos, y no se debe interpretar como que requiere la produccion del anticuerpo por cualquier
procedimiento particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que se van a usar de acuerdo con la presente
invencion se pueden preparar por una variedad de técnicas, incluyendo, por ejemplo, el procedimiento del hibridoma
(por ejemplo, Kohler y Milstein, Nature, 256:495-97 (1975); Hongo et al., Hybridoma, 14 (3): 253-260 (1995), Harlow
et al., Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2.2 ed. 1988); Hammerling et al., en:
Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas 563-681 (Elsevier, N.Y., 1981)), procedimientos de ADN recombinante
(véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 4.816.567), tecnologias de presentacion en fagos (véanse, por ejemplo,
Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1991); Sidhu et al., J. Mol. Biol.
338(2): 299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093 (2004); Fellouse, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34):
12467-12472 (2004); y Lee et al, J. Immunol. Methods 284(1-2): 119-132 (2004), y tecnologias para producir
anticuerpos humanos o similares a humanos en animales que tienen partes o todos los locus o genes de
inmunoglobulina humana que codifican secuencias de inmunoglobulina humana (véanse, por ejemplo, los documentos
WO 1998/24893; WO 1996/34096; WO 1996/33735; WO 1991/10741; Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:
2551 (1993); Jakobovits et al., Nature 362: 255-258 (1993); Bruggemann et al., Year in Immunol. 7:33 (1993); patentes
de EE. UU. n.*s 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; y 5.661.016; Marks et al., Bio/Technology 10:
779-783 (1992); Lonberg et al., Nature 368: 856-859 (1994); Morrison, Nature 368: 812-813 (1994); Fishwild ef al.,
Nature Biotechnol. 14: 845-851 (1996); Neuberger, Nature Biotechnol. 14: 826 (1996); y Lonberg y Huszar, Intern.
Rev. Immunol. 13: 65-93 (1995).

Los anticuerpos monoclonales en el presente documento incluyen especificamente anticuerpos "quiméricos" en los
que una porcion de la cadena pesada y/o ligera es idéntica a u homodloga a las secuencias correspondientes en
anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenecen a una clase o subclase de anticuerpo particular,
mientras que el resto de la(s) cadena(s) es idéntico a u homdlogo a las secuencias correspondientes en anticuerpos
derivados de otra especie o que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpo, asi como fragmentos de dichos
anticuerpos, siempre que presenten la actividad biolégica deseada (patente de EE. UU. n.° 4.816.567; y Morrison et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)).

Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son anticuerpos quiméricos que
contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. En su mayor parte, los anticuerpos
humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que los residuos de una regién hipervariable
del receptor se reemplazan por residuos de una regién hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donante),
tal como ratén, rata, conejo o primate no humano, que tenga la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En
algunos casos, los residuos de la regién estructural (FR) de la inmunoglobulina humana se reemplazan por residuos
no humanos correspondientes. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no se hallen
ni en el anticuerpo receptor ni en el anticuerpo donante. Se realizan estas modificaciones para refinar ademas el
comportamiento del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todos de al
menos uno, y tipicamente dos, dominios variables en los que todos o sustancialmente todos los bucles hipervariables
corresponden a los de una inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las FR son las de una
secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado también comprendera opcionalmente al menos una
porciéon de una region constante (Fc) de inmunoglobulina, tipicamente la de una inmunoglobulina humana. Para
obtener otros detalles, véanse Jones et al., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988);
y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992). Véanse también, por ejemplo, Vaswani y Hamilton, Ann. Allergy,
Asthma & Immunol. 1:105-115 (1998); Harris, Biochem. Soc. Transactions 23:1035-1038 (1995); Hurle y Gross, Curr.
Op. Biotech. 5:428-433 (1994); y las pat. de EE. UU. n.°*® 6.982.321 y 7.087.409. Véanse también van Dijk y van de
Winkel, Curr. Opin. Pharmacol., 5: 368-74 (2001). Se pueden preparar anticuerpos humanos administrando el antigeno
a un animal transgénico que se haya modificado para producir dichos anticuerpos en respuesta a la exposicion
antigénica, pero en los que los locus enddégenos se han desactivado, por ejemplo, xenorratones inmunizados (véanse,
por ejemplo, las pat. de EE. UU. n.°® 6.075.181 y 6.150.584 con respecto a la tecnologia XENOMOUSE™). Véase
también, por ejemplo, Li et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:3557-3562 (2006) con respecto a los anticuerpos
humanos generados por medio de una tecnologia de hibridoma de linfocitos B humanos. El anticuerpo humanizado
también puede incluir un anticuerpo Primatized™, en el que la region de unioén a antigeno del anticuerpo se deriva de
un anticuerpo producido inmunizando macacos con el antigeno de interés.

Un "anticuerpo humano" es uno que posee una secuencia de aminoacidos que corresponde a la de un anticuerpo
producido por un ser humano y/o se ha preparado usando cualquiera de las técnicas para preparar anticuerpos
humanos como se divulga en el presente documento. Esta definicion de un anticuerpo humano excluye
especificamente a un anticuerpo humanizado que comprende residuos de unién a antigeno no humanos. Se pueden
producir anticuerpos humanos usando diversas técnicas conocidas en la técnica. En un modo de realizacion, el
anticuerpo humano se selecciona de una coleccién de fagos, donde esa colecciéon de fagos expresa anticuerpos
humanos (Vaughan et al., Nature Biotechnology 14:309-314 (1996): Sheets et al., PNAS (USA) 95:6157-6162 (1998));
Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581 (1991)). También se pueden
preparar anticuerpos humanos introduciendo locus de inmunoglobulina humana en animales transgénicos, por
ejemplo, ratones en los que los genes de inmunoglobulina endégena se han inactivado parcial o completamente. Tras
la exposicidn, se observa la produccion de anticuerpos humanos, que se asemeja mucho a la que se observa en seres
humanos en todos los aspectos, incluyendo el reordenamiento génico, el ensamblaje y el repertorio de anticuerpos.
Este enfoque se describe, por ejemplo, en las patentes de EE. UU. n.°s 5.545.807; 5.545.806, 5.569.825, 5.625.126,
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5.633.425, 5.661.016 y en las siguientes publicaciones cientificas: Marks et al., Bio/Technology 10: 779-783 (1992);
Lonberg et al., Nature 368: 856-859 (1994 ); Morrison, Nature 368:812-13 (1994); Fishwild et al., Nature Biotechnology
14: 845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14: 826 (1996); Lonberg y Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13:65-
93 (1995). De forma alternativa, se puede preparar el anticuerpo humano por medio de la inmortalizacion de linfocitos
B humanos que producen un anticuerpo dirigido frente a un antigeno diana (dichos linfocitos B se pueden recuperar
de un individuo o se pueden haber inmunizado in vitro). Véanse, por ejemplo, Cole et al., Monoclonal Antibodies and
Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77 (1985); Boerner et al., J. Immunol., 147 (1):86-95 (1991); y pat. de EE. UU. n.°
5.750.373.

Un anticuerpo "madurado en afinidad" es uno con una o mas alteraciones en una o mas CDR/HVR del mismo que dan
como resultado una mejora de la afinidad del anticuerpo por el antigeno, en comparacion con un anticuerpo original
que no posea dicha(s) alteracion/alteraciones. Los anticuerpos madurados en afinidad preferentes tienen afinidades
nanomolares o incluso picomolares por el antigeno diana. Los anticuerpos madurados en afinidad se producen por
procedimientos conocidos en la técnica. Marks et al., Bio/Technology 10:779-783 (1992) describe la maduracion en
afinidad por barajado de los dominios VH y VL. La mutagénesis aleatoria de los residuos de CDR/HVR y/o de la region
estructural se describe por: Barbas et al., Proc Nat. Acad. Sci. USA 91:3809-3813 (1994); Schier et al., Gene 169:147-
155 (1995); Yelton et al., J. Immunol. 155:1994-2004 (1995); Jackson et al., J. Immunol. 154(7):3310-9 (1995); y
Hawkins et al., J. Mol. Biol. 226:889-896 (1992).

La region "region variable" o "dominio variable" de un anticuerpo se refiere a los dominios aminoterminales de la
cadena pesada o ligera del anticuerpo. El dominio variable de la cadena pesada se puede denominar "VH". El dominio
variable de la cadena ligera se puede denominar "VL". Estos dominios son, en general, las partes mas variables de
un anticuerpo y contienen los sitios de unién a antigeno.

El término "variable" se refiere al hecho de que determinadas porciones de los dominios variables difieren
extensamente en secuencia entre anticuerpos y se usan en la union y especificidad de cada anticuerpo particular por
su antigeno particular. Sin embargo, la variabilidad no se distribuye uniformemente por todos los dominios variables
de los anticuerpos. Se concentra en tres segmentos llamados regiones determinantes de la complementariedad (CDR)
o regiones hipervariables (HVR) tanto en los dominios variables de la cadena ligera como de la cadena pesada. Las
porciones mas altamente conservadas de los dominios variables se llaman regiones estructurales (FR). Los dominios
variables de las cadenas pesada y ligera naturales comprenden cada uno cuatro FR, que adoptan en gran medida
una configuracion de lamina beta, conectadas por tres regiones hipervariables que forman bucles que conectan y, en
algunos casos, forman parte de, la estructura de lamina beta. Las regiones hipervariables en cada cadena se unen
entre si en estrecha proximidad por las FR y, con las regiones hipervariables de la otra cadena, contribuyen a la
formacion del sitio de unién a antigeno de los anticuerpos (véase Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5.2 ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)). Los dominios constantes
no estan implicados directamente en la unién de un anticuerpo a un antigeno, pero presentan diversas funciones
efectoras, tales como la participacion del anticuerpo en la toxicidad celular dependiente de anticuerpos.

El término "region hipervariable”, "HVR" o "HV", cuando se usa en el presente documento, se refiere a los residuos de
aminoacido de un anticuerpo que son responsables de la unidn a antigeno. Por ejemplo, el término region hipervariable
se refiere a las regiones de un dominio variable de anticuerpo que son hipervariables en secuencia y/o forman bucles
definidos estructuralmente. En general, los anticuerpos comprenden seis HVR; tres en el VH (H1, H2, H3) y tres en el
VL (L1, L2, L3). En los anticuerpos naturales, H3 y L3 presentan la mayor diversidad de las seis HVR, y se cree que
H3, en particular, desempefia un papel Unico al conferir una especificidad excelente a los anticuerpos. Véanse, por
ejemplo, Xu et al., Immunity 13:37-45 (2000); Johnson y Wu en Methods in Molecular Biology 248:1-25 (Lo, ed., Human
Press, Totowa, NJ, 2003). De hecho, los anticuerpos de camélido naturales que consisten en una cadena pesada solo
son funcionales y estables en ausencia de cadena ligera. Véanse, por ejemplo, Hamers-Casterman et al., Nature
363:446-448 (1993); Sheriff et al., Nature Struct. Biol. 3:733-736 (1996).

Se pueden asignar las "cadenas ligeras" de los anticuerpos (inmunoglobulinas) de cualquier especie de vertebrado a
uno de dos tipos claramente distintos, llamados kappa (k) y lambda (A), en base a las secuencias de aminoacidos de
sus dominios constantes.

Dependiendo de las secuencias de aminoacidos de los dominios constantes de sus cadenas pesadas, los anticuerpos
(inmunoglobulinas) se pueden asignar a diferentes clases. Existen cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA,
IgD, IgE, I1gG e IgM, y varias de estas se pueden dividir ademas en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, 1gG2,
1gG3, IgG4, IgA1 e IgA2. Los dominios constantes de la cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de
inmunoglobulinas se llaman q, §, €, y, y M, respectivamente. Las estructuras de las subunidades y configuraciones
tridimensionales de las diferentes clases de inmunoglobulinas son bien conocidas y se describen, en general, por
ejemplo, en Abbas et al., Cellular and Mol. Immunology, 4.2 ed. (2000). Un anticuerpo puede ser parte de una molécula
de fusidon mas grande, formada por asociacion covalente o no covalente del anticuerpo con una o mas de otras
proteinas o péptidos.

El término "region Fc" se usa para definir la regiéon C terminal de una cadena pesada de inmunoglobulina que se puede
generar por digestién con papaina de un anticuerpo intacto. La region Fc puede ser una regién Fc de secuencia natural
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0 una regioén Fc variante. La regidon Fc de una inmunoglobulina comprende, en general, dos dominios constantes, un
dominio CH2 y un dominio CH3, y opcionalmente comprende un dominio CH4.

Por "cadena de la region Fc" se entiende en el presente documento una de las dos cadenas polipeptidicas de una
region Fc.

El "dominio CH2" de una region Fc de IgG humana (también denominado dominio "Cg2") es Unico en tanto que no
esta estrechamente emparejado con otro dominio. Mas bien, dos cadenas glucidicas ramificadas unidas a N se
intercalan entre los dos dominios CH2 de una molécula de IgG natural intacta. Se ha especulado que el glucido puede
proporcionar un sustituto para el emparejamiento dominio-dominio y ayudar a estabilizar el dominio CH2. Burton,
Molec. Immunol. 22:161-206 (1985). EI dominio CH2 en el presente documento puede ser un dominio CH2 de
secuencia natural o un dominio CH2 variante.

El "dominio CH3" comprende el tramo de residuos C terminales con respecto a un dominio CH2 en una region Fc. La
region CH3 en el presente documento puede ser un dominio CH3 de secuencia natural o un dominio CH3 variante
(por ejemplo, un dominio CH3 con una "protuberancia” introducida en una cadena del mismo y una "cavidad"
introducida correspondiente en la otra cadena del mismo; véase la patente de EE. UU. n.° 5.821.333, incorporada
expresamente en el presente documento por referencia). Se pueden usar dichos dominios CH3 variantes para preparar
anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, biespecificos) como se describe en el presente documento.

La "region bisagra" en el presente documento puede ser una regién bisagra de secuencia natural o una region bisagra
variante. Las dos cadenas polipeptidicas de una region bisagra variante retienen, en general, al menos un residuo de
cisteina por cadena polipeptidica, de modo que las dos cadenas polipeptidicas de la region bisagra variante puedan
formar un enlace disulfuro entre las dos cadenas. La regién bisagra preferente en el presente documento es una region
bisagra humana de secuencia natural, por ejemplo, una region bisagra de IgG1 humana de secuencia natural.

Una "regién Fc funcional" posee al menos una "funcion efectora” de una region Fc de secuencia natural. Las "funciones
efectoras" ejemplares incluyen union a C1q; citotoxicidad dependiente del complemento (CDC); unién al receptor Fc;
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC); fagocitosis; regulacion por disminucion de receptores de
superficie celular (por ejemplo, el receptor de linfocitos B; BCR), etc. Dichas funciones efectoras requieren, en general,
que la region Fc se combine con un dominio de union (por ejemplo, un dominio variable de anticuerpo) y se pueden
evaluar usando diversos ensayos conocidos en la técnica para evaluar dichas funciones efectoras de anticuerpo.

Una "region Fc de secuencia natural" comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a la secuencia de
aminodacidos de una region Fc hallada en la naturaleza. Las regiones Fc humanas de secuencia natural incluyen una
region Fc de 1IgG1 humana de secuencia natural (alotipos A y distinto a A); region Fc de IgG2 humana de secuencia
natural; region Fc de IgG3 humana de secuencia natural; y region Fc de IgG4 humana de secuencia natural, asi como
variantes naturales de las mismas.

Un anticuerpo "intacto" es uno que comprende una region variable de union a antigeno, asi como un dominio constante
de la cadena ligera (CL) y dominios constantes de la cadena pesada, Cr1, CH2 y Ch3. Los dominios constantes pueden
ser dominios constantes de secuencia natural (por ejemplo, dominios constantes de secuencia natural humana) o una
variante de secuencia de aminoacidos de los mismos. Preferentemente, el anticuerpo intacto tiene una o mas
funciones efectoras.

Un "anticuerpo original" o un anticuerpo "natural" es un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos que
esta desprovista de una o mas alteraciones en la secuencia de aminoacidos en comparaciéon con una variante de
anticuerpo como se divulga en el presente documento. Por tanto, el anticuerpo original tiene, en general, al menos
una region hipervariable que difiere en la secuencia de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos de la region
hipervariable correspondiente de una variante de anticuerpo como se divulga en el presente documento. El polipéptido
original puede comprender un anticuerpo de secuencia natural (es decir, natural) (incluyendo una variante alélica
natural) o un anticuerpo con modificaciones en la secuencia de aminoacidos preexistentes (tales como inserciones,
deleciones y/u otras alteraciones) de una secuencia natural. Por toda la divulgacién, se usa de manera intercambiable
anticuerpo "natural”, "WT", "wt" y "original".

Como se usa en el presente documento, "variante de anticuerpo” o "anticuerpo variante" se refiere a un anticuerpo
que tiene una secuencia de aminoacidos que difiere de la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo original.
Preferentemente, la variante de anticuerpo comprende un dominio variable de la cadena pesada o un dominio variable
de la cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que no se halla en la naturaleza. Dichas variantes tienen
necesariamente menos de un 100 % de identidad o similitud de secuencia con el anticuerpo original. En un modo de
realizacién preferente, la variante de anticuerpo tendra una secuencia de aminoacidos de aproximadamente un 75 %
a menos de un 100 % de identidad o similitud de secuencia de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos del
dominio variable de la cadena pesada o bien ligera del anticuerpo original, mas preferentemente de aproximadamente
un 80 % a menos de un 100 %, mas preferentemente de aproximadamente un 85 % a menos de un 100 %, mas
preferentemente de aproximadamente un 90 % a menos de un 100 % y lo méas preferentemente de aproximadamente
un 95 % a menos de un 100 %. La variante de anticuerpo es, en general, una que comprende una o mas alteraciones
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aminoacidicas en o adyacentes a una o mas regiones hipervariables de la misma.

Una "region Fc variante" comprende una secuencia de aminoacidos que difiere de la de una region Fc de secuencia
natural en virtud de al menos una modificacién aminoacidica. En determinados modos de realizacion, la region Fc
variante tiene al menos una sustitucién aminoacidica en comparacién con una region Fc de secuencia natural o con
la region Fc de un polipéptido original, por ejemplo, de aproximadamente una a aproximadamente diez sustituciones
aminoacidicas, y preferentemente de aproximadamente una a aproximadamente cinco sustituciones aminoacidicas
en una region Fc de secuencia natural o en la region Fc del polipéptido original, por ejemplo, de aproximadamente
una a aproximadamente diez sustituciones aminoacidicas, y preferentemente de aproximadamente una a
aproximadamente cinco sustituciones aminoacidicas en una region Fc de secuencia natural o en la regién Fc del
polipéptido original. La regién Fc variante en el presente documento tipicamente poseera, por ejemplo, al menos
aproximadamente un 80 % de identidad de secuencia con una regién Fc de secuencia natural y/o con una region Fc
de un polipéptido original, o al menos aproximadamente un 90 % de identidad de secuencia con la misma, o al menos
aproximadamente un 95 % de secuencia o mas identidad con la misma.

"Funciones efectoras" de anticuerpo se refieren a las actividades bioldgicas atribuibles a la regién Fc (una region Fc
de secuencia natural o region Fc variante de secuencia de aminoacidos) de un anticuerpo, y varian con el isotipo de
anticuerpo. Los ejemplos de funciones efectoras de anticuerpo incluyen: unién a C1q y citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC); unién al receptor Fc; citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC); fagocitosis;
regulacion por disminucion de receptores de superficie celular (por ejemplo, el receptor de linfocitos B); y activacion
de linfocitos B.

"Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos" o "ADCC" se refiere a una forma de citotoxicidad en la que la Ig
secretada unida a receptores de Fc (FcR) presentes en determinadas células citotoxicas (por ejemplo, linfocitos
citoliticos naturales (NK), neutréfilos y macrofagos) posibilita que estas células efectoras citotoxicas se unan
especificamente a una célula diana que tiene el antigeno y posteriormente destruyan la célula diana con citotoxinas.
Las principales células para mediar en la ADCC, los linfocitos NK, solo expresan FcyRIIl, mientras que los monocitos
expresan FcyRI, FcyRIl y FcyRIIl. La expresion de FcR en células hematopoyéticas se resume en la tabla 3 en la
pagina 464 de Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991). Para evaluar la actividad ADCC de una molécula
de interés se puede realizar un ensayo de ADCC in vitro, tal como el descrito en la patente de EE. UU. n.° 5.500.362
0 5.821.337. Las células efectoras utiles para dichos ensayos incluyen leucocitos monomorfonucleares en la sangre
periférica (PBMC) y linfocitos citoliticos naturales (NK). De forma alternativa, o adicionalmente, se puede evaluar la
actividad ADCC de la molécula de interés in vivo, por ejemplo, en un modelo animal tal como el divulgado en Clynes
et al., PNAS (USA) 95:652-656 (1998).

Las "células efectoras humanas" son leucocitos que expresan uno o mas FcR y realizan funciones efectoras. En
determinados modos de realizacion, las células expresan al menos FcyRIIl y realizan funcién/funciones efectora(s)
ADCC. Los ejemplos de leucocitos humanos que median en la ADCC incluyen leucocitos monomorfonucleares en la
sangre periférica (PBMC), linfocitos citoliticos naturales (NK), monocitos, linfocitos T citotdxicos y neutrofilos; siendo
preferentes, en general, los PBMC y los linfocitos NK. Las células efectoras se pueden aislar de una fuente natural de
las mismas, por ejemplo, de sangre o PBMC como se describe en el presente documento.

El "receptor de Fc" o "FcR" describe un receptor que se une a la region Fc de un anticuerpo. En algunos modos de
realizacion, un FcR es un FcR humano natural. En algunos modos de realizacion, un FcR es uno que se une a un
anticuerpo IgG (un receptor gamma) e incluye receptores de las subclases FcyRI, FcyRIl y FcyRIll, incluyendo
variantes alélicas y, de forma alternativa, formas empalmadas de dichos receptores. Los receptores FcyRIl incluyen
FcyRIIA (un "receptor activador") y FcyRIIB (un "receptor inhibidor"), que tienen secuencias de aminoacidos similares
que difieren principalmente en los dominios citoplasmicos de los mismos. El receptor activador FcyRIIA contiene un
motivo de activacion del inmunorreceptor basado en tirosina (ITAM) en su dominio citoplasmico. El receptor inhibidor
FcyRIIB contiene un motivo de inhibicién del inmunorreceptor basado en tirosina (ITIM) en su dominio citoplasmico
(véase, por ejemplo, Daéron, Annu. Rev. Immunol. 15:203-234 (1997)). Los FcR se revisan, por ejemplo, en Ravetch
y Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991); Capel et al., Imnmunomethods 4:25-34 (1994); y de Haas et al., J. Lab.
Clin. Med. 126:330-41 (1995). Otros FcR, incluyendo los que se vayan a identificar en el futuro, estan englobados por
el término "FcR" del presente documento.

El término "receptor de Fc" o "FcR" también incluye el receptor neonatal, FcRn, que es responsable de la transferencia
de las IgG maternas al feto (Guyer et al., J. Immunol. 117:587 (1976) y Kim et al., J. Immunol. 24:249 (1994)) y de la
regulacion de la homeostasis de las inmunoglobulinas. Son conocidos procedimientos de medicion de la unién a FcRn
(véanse, por ejemplo, Ghetie y Ward., Immunol. Today 18(12):592-598 (1997); Ghetie et al., Nature Biotechnology,
15(7):637-640 (1997); Hinton et al., J. Biol. Chem. 279(8):6213-6216 (2004); documento WO 2004/92219 (Hinton et
al.).

Se pueden someter a ensayo la uniéon a FcRn humano in vivo y la semivida en suero de polipéptidos de union de alta
afinidad a FcRn humano, por ejemplo, en ratones transgénicos o lineas de células humanas transfectadas que
expresan FcRn humano, o en primates a los que se administran los polipéptidos con una regiéon Fc variante. El
documento WO 2000/42072 (Presta) describe variantes de anticuerpo con unidon mejorada o reducida a los FcR. Véase
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también, por ejemplo, Shields et al., J. Biol. Chem. 9(2):6591-6604 (2001).

"Citotoxicidad dependiente del complemento" o "CDC" se refiere a la lisis de una célula diana en presencia del
complemento. La activacion de la via clasica del complemento se inicia por la unién del primer componente del sistema
del complemento (C1q) a los anticuerpos (de la subclase apropiada) que estan unidos a su antigeno afin. Para evaluar
la activacion del complemento, se puede realizar un ensayo de CDC, por ejemplo, como se describe en Gazzano-
Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996). Se describen variantes de polipéptido con secuencias de
aminoacidos de la region Fc alteradas (polipéptidos con una regién Fc variante) y capacidad de union a C1q
incrementada o disminuida, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n.° 6.194.551 B1 y el documento WO 1999/51642.
Véase también, por ejemplo, Idusogie et al., J. Immunol. 164:4178-4184 (2000).

Un anticuerpo "madurado en afinidad" es uno con una o mas alteraciones en una o mas CDR del mismo que dan
como resultado una mejora de la afinidad del anticuerpo por el antigeno, en comparacion con un anticuerpo original
que no posea dicha(s) alteracién/alteraciones. En un modo de realizacién, un anticuerpo madurado en afinidad tiene
afinidades nanomolares o incluso picomolares por el antigeno diana. Los anticuerpos madurados en afinidad se
producen por procedimientos conocidos en la técnica. Marks et al., Bio/Technology 10:779-783 (1992) describe la
maduracion en afinidad por barajado de los dominios VH y VL. La mutagénesis aleatoria de los residuos de CDR y/o
de la regioén estructural se describe por: Barbas et al., Proc Nat. Acad. Sci, USA 91:3809-3813 (1994); Schier et al.,
Gene 169:147-155 (1995); Yelton et al., J. Immunol. 155:1994-2004 (1995); Jackson et al., J. Immunol. 154(7):3310-9
(1995); y Hawkins et al., J. Mol. Biol. 226:889-896 (1992).

El término "anticuerpo terapéutico" se refiere a un anticuerpo que se usa en el tratamiento de una enfermedad. Un
anticuerpo terapéutico puede tener diversos mecanismos de accion. Un anticuerpo terapéutico se puede unir y
neutralizar la funcién normal de una diana asociada con un antigeno. Por ejemplo, un anticuerpo monoclonal que
bloquea la actividad de la proteina necesaria para la supervivencia de una célula cancerosa provoca la muerte de la
célula. Otro anticuerpo monoclonal terapéutico se puede unir y activar la funcidon normal de una diana asociada con
un antigeno. Por ejemplo, un anticuerpo monoclonal se puede unir a una proteina en una célula y desencadenar una
sefial de apoptosis. Aun otro anticuerpo monoclonal se puede unir a un antigeno diana expresado solo en un tejido
enfermo; la conjugacion de una carga util toxica (agente eficaz), tal como un agente quimioterapico o radioactivo, con
el anticuerpo monoclonal puede crear un agente para la administracion especifica de la carga util toxica al tejido
enfermo, lo que reduce el dafio en el tejido sano. Un "fragmento biolégicamente funcional" de un anticuerpo terapéutico
presentara al menos una, sino algunas o todas las funciones biolégicas atribuidas al anticuerpo intacto, comprendiendo
la funcién al menos una unién especifica al antigeno diana.

El anticuerpo se puede unir a cualquier proteina, incluyendo, sin limitacién, un miembro de la familia de receptores
HER, tal como HER1 (EGFR), HER2, HER3 y HER4; proteinas CD, tales como CD3, CD4, CD8, CD19, CD20, CD21,
CD22 y CD34; moléculas de adhesion celular, tales como LFA-1, Mol, p150,95, VLA-4, ICAM-1, VCAM e integrina
av/p3, incluyendo las subunidades a o bien B de la misma (por ejemplo, anticuerpos anti-CD11a, anti-CD18 o
anti-CD11b); factores de crecimiento, tales como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF); IgE; antigenos
de grupos sanguineos; receptor flk2/flt3; receptor de obesidad (OB); y proteina C. Otras proteinas ejemplares incluyen
la hormona del crecimiento (GH), incluyendo la hormona del crecimiento humana (hGH) y la hormona del crecimiento
bovina (bGH); hormona liberadora de la hormona del crecimiento; hormona paratiroidea; hormona estimulante del
tiroides; lipoproteinas; a-1-antitripsina; cadena A de insulina; cadena B de insulina; proinsulina; hormona
foliculoestimulante; calcitonina; hormona luteinizante; glucagon; factores de coagulacion, tales como factor VIIIC,
tromboplastina tisular y factor de Von Willebrand; factores anticoagulacion, tales como proteina C; péptido natriurético
auricular; tensioactivo pulmonar; un activador del plasmindgeno, tal como urocinasa o activador del plasmindgeno de
tipo tisular (t-PA); bombesina; trombina; factor de necrosis tumoral a y B; encefalinasa; RANTES (regulada por
activacion, expresada y secretada por linfocitos T normales); proteina inflamatoria de macrofagos (MIP-1-a) humana;
seroalbumina, tal como seroalbimina humana (HSA); hormona antimilleriana; cadena A de relaxina; cadena B de
relaxina; prorrelaxina; péptido asociado a gonadotropinas de raton; DNasa; inhibina; activina; receptores para
hormonas o factores de crecimiento; una integrina; proteina A o D; factores reumatoides; un factor neurétrofo, tal como
factor neurétrofo derivado del hueso (BDNF), neurotrofina-3, -4, -5 o -6 (NT-3, NT-4, NT-5 o NT-6) o un factor de
crecimiento nervioso, tal como NGF-f3; 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 y transformacion
(TGF), tal como TGF-a 'y TGF-B, incluyendo TGF-31, TGF-B2, TGF-B3, TGF-B4 o TGF-B5; factor de crecimiento similar
a lainsulina | y Il (IGF-I e IGF-Il); des(1-3)-IGF-I (IGF-I cerebral), proteinas de union al factor de crecimiento similar a
la insulina (IGFBP); eritropoyetina (EPO); trombopoyetina (TPO); factores osteoinductores; inmunotoxinas; una
proteina morfogenética 6sea (BMP); un interferdn, tal como interferén-a, - y -y; factores estimulantes de colonias
(CSF), por ejemplo, M-CSF, GM-CSF y G-CSF; interleucinas (IL), por ejemplo, de IL-1 a IL-10; superéxido dismutasa;
receptores de linfocitos T; proteinas de membrana de superficie; factor de aceleracion del decaimiento (DAF); un
antigeno virico, tal como, por ejemplo, una porcién de la envoltura del sida; proteinas de transporte; receptores de
migracion dirigida; adresinas; proteinas reguladoras; inmunoadhesinas; anticuerpos; y fragmentos o variantes
biolégicamente activos de cualquiera de los polipéptidos enumerados anteriormente. Se pueden usar muchos otros
anticuerpos y/u otras proteinas de acuerdo con la presente invencion, y las listas anteriores no pretenden ser limitantes.

Los anticuerpos terapéuticos de interés particular incluyen aquellos en la practica clinica oncoldgica o en desarrollo,
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tales como los disponibles comercialmente AVASTIN® (bevacizumab), HERCEPTIN® (trastuzumab), LUCENTIS®
(ranibizumab), RAPTIVA® (efalizumab), RITUXAN® (rituximab) y XOLAIR® (omalizumab), asi como, anti-amiloide
beta (Abeta), anti-CD4 (MTRX1011A), anti- EGFL7 (dominio similar a EGF 7), anti-IL13, Apomab (agonista del receptor
proapoptético (PARA) dirigido a anti-DR5), anti-BR3 (CD268, receptor de BLyS 3, BAFF-R, receptor de BAFF),
anti-subunidad de integrina beta 7, dacetuzumab (anti-CD40), GA101 (anticuerpo monoclonal anti-CD20), MetMAb
(anti-tirosina cinasa receptora de MET), anti-neuropilina-1 (NRP1), ocrelizumab (anticuerpo anti-CD20), anti-ligando
para OX40, anti-LDL oxidada (oxLDL), pertuzumab (inhibidores de la dimerizacion de HER (HDI) y rhuMAbD IFN alfa.

Un "fragmento bioldgicamente funcional" de un anticuerpo comprende solo una porcién de un anticuerpo intacto, en
el que la porcion retiene al menos una, y hasta tantas como la mayoria de o todas las funciones asociadas
normalmente con esa porcién cuando esta presente en un anticuerpo intacto. En un modo de realizacién, un fragmento
biolégicamente funcional de un anticuerpo comprende un sitio de unién a antigeno del anticuerpo intacto y, por tanto,
retiene la capacidad de unirse al antigeno. En otro modo de realizacién, un fragmento biolégicamente funcional de un
anticuerpo, por ejemplo, uno que comprende la region Fc, retiene al menos una de las funciones biolégicas asociadas
normalmente con la region Fc cuando esta presente en un anticuerpo intacto, tal como la unién a FcRn, modulacion
de la semivida del anticuerpo, funcién ADCC y unién al complemento. En un modo de realizacién, un fragmento
bioldgicamente funcional de un anticuerpo es un anticuerpo monovalente que tiene una semivida in vivo
sustancialmente similar a un anticuerpo intacto. Por ejemplo, dicho fragmento biolégicamente funcional de un
anticuerpo puede comprender un brazo de unién a antigeno enlazado a una secuencia de Fc que puede conferir
estabilidad in vivo al fragmento.

El término "proteina de diagnodstico” se refiere a una proteina que se usa en el diagnéstico de una enfermedad.

El término "anticuerpo de diagnéstico” se refiere a un anticuerpo que se usa como reactivo de diagnéstico para una
enfermedad. El anticuerpo de diagndstico se puede unir a un antigeno diana que se asocia especificamente con, o
muestra expresion incrementada en, una enfermedad particular. El anticuerpo de diagndstico se puede usar, por
ejemplo, para detectar una diana en una muestra biolégica de un paciente, o en imagenes de diagndstico de sitios de
la enfermedad, tales como tumores, en un paciente. Un "fragmento biolégicamente funcional" de un anticuerpo de
diagnostico presentara al menos una, sino algunas o todas las funciones bioldgicas atribuidas al anticuerpo intacto,
comprendiendo la funcion al menos una union especifica al antigeno diana.

"Purificada" quiere decir que una molécula esta presente en una muestra a una concentraciéon de al menos un 80-
90 % en peso de la muestra en la que esta contenida. La proteina, incluyendo los anticuerpos, que se purifica es de
forma preferente esencialmente pura y de forma deseable esencialmente homogénea (es decir, libre de proteinas
contaminantes, etc.).

Una proteina "esencialmente pura" quiere decir una composicion de proteina que comprenda al menos
aproximadamente un 90 % en peso de la proteina, en base al peso total de la composicion, preferentemente al menos
aproximadamente un 95 % en peso.

Una proteina "esencialmente homogénea" quiere decir una composiciéon de proteina que comprenda al menos
aproximadamente un 99 % en peso de proteina, en base al peso total de la composicién.

Como se usa en el presente documento, "soluble" se refiere a polipéptidos que, cuando estan en soluciones acuosas,
se disuelven completamente, dando como resultado una soluciéon de transparente a ligeramente opalescente sin
particulas visibles, como se evalla por inspeccion visual. Se puede realizar otro ensayo de la turbidez de la solucion
(o solubilidad de la proteina) midiendo las absorbancias UV a de 340 nm a 360 nm con una celda con longitud de
trayectoria de 1 cm donde la turbidez a 20 mg/ml sea de menos de 0,05 unidades de absorbancia.

Un anticuerpo o polipéptido "aislado" es uno que se ha identificado y separado y/o recuperado de un componente de
su entorno natural. Los co