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DESCRIPCION

Purificacién por afinidad de polipéptido en una matriz de Proteina A.
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere en general a la purificacién de proteinas. En particular, la presente invencion se
refiere a un procedimiento para purificar un anticuerpo anti-VEGF o un fragmento de anticuerpo que comprende la
region de unién a antigeno del mismo, que comprende una regién CH2/CH3 a través de cromatografia de afinidad con
Proteina A.

Descripcion de la técnica relacionada

La purificacién econémica de proteinas, a gran escala, se estd convirtiendo en un problema de creciente importan-
cia para la industria biotecnoldgica. Generalmente, las proteinas son producidas a través de cultivo celular, utilizando
o bien lineas celulares bacterianas o de mamifero, disefiadas para producir la proteina de interés, por medio de la
insercion de un pldsmido recombinante que contiene el gen para esa proteina. Dado que las lineas celulares utilizadas
son organismos vivos, las mismas tienen que ser alimentadas con un medio de crecimiento complejo, que contiene
azicares, aminodcidos y factores del crecimiento, suministrado habitualmente a partir de preparaciones de suero ani-
mal. La separacion de la proteina deseada de la mezcla de compuestos proporcionada como alimento a las células y de
los subproductos de las propias células hasta lograr un grado de pureza suficiente para un uso terapéutico constituye
un desafio formidable.

Los procedimientos para la purificacion de proteinas a partir de residuos celulares dependen inicialmente del sitio
de expresion de la proteina. Se puede lograr el que algunas proteinas sean secretadas directamente desde la célula
en el medio de crecimiento del entorno; otras se obtienen intracelularmente. Para estas dltimas, el primer paso de un
procedimiento de purificacién conlleva la lisis de la célula, la cual puede ser efectuada a través de una diversidad de
procedimientos, incluyendo la rotura mecdnica, el shock osmético o los tratamientos enzimadticos. La citada interrup-
cion libera el contenido completo de la célula en el homogenado y, ademads, genera fragmentos subcelulares que son
dificiles de eliminar debido a su pequefio tamafio. Estos son generalmente eliminados a través de centrifugacion dife-
rencial o a través de filtracién. El mismo problema surge, aunque a escala mas pequefia, con las proteinas directamente
secretadas, debido a la muerte natural de las células y a la liberacién de proteinas de célula huésped intracelular en el
transcurso del proceso de produccion de la proteina.

Una vez se ha obtenido una solucién clara que contiene la proteina de interés, su separacion de las otras proteinas
producidas por la célula es habitualmente intentada utilizando una combinacién de diferentes técnicas de cromatogra-
fia. Estas técnicas separan mezclas de proteinas en base a su carga, a su grado de hidrofobicidad o su tamafio. Para
cada una de estas técnicas se dispone de diversas resinas cromatograficas, las cuales permiten la adaptacién ajustada
del esquema de purificacién a la proteina involucrada en particular. La esencia de cada uno de estos procedimientos de
separacion reside en el hecho de que las proteinas pueden ser o bien desplazadas en sentido descendente, a diferentes
velocidades, a lo largo de una columna larga, lograndose una separacion fisica que se incrementa a medida que des-
ciende adicionalmente por la columna, o bien adherirse selectivamente al medio de separacidn, siendo después eluidas
diferencialmente a través de diferentes disolventes. En algunos casos, la proteina seseada es separada de las impurezas
cuando las impurezas se adhieren especificamente a la columna y la proteina de interés no lo hace, es decir, la proteina
de interés estd presente en el “eluido”.

La cromatografia por afinidad, la cual explota una interaccion especifica entre la proteina que tiene que ser puri-
ficada y un agente de captura inmovilizado, puede constituir también una opcién para algunas proteinas. La Proteina
A en un adsorbente de utilidad para la cromatografia por afinidad de proteinas, tales como anticuerpos, que contienen
una region Fc. La Proteina A es una proteina de la pared celular de 41 kD, procedente de Staphylococcus aureas, la
cual se une con elevada afinidad (aproximadamente 10™*M para IgG humana) a la regién Fc de anticuerpos.

Descripcion resumida de la invenciéon

Un problema asociado a la cromatografia con Proteina A de preparaciones de proteinicas contaminadas ha sido
identificado en el presente documento. En particular, se ha observado que en la cromatografia con Proteina A que
utiliza una superficie de silice o de vidrio para la adsorcién de los contaminantes de la Proteina A (por ejemplo,
cuando la Proteina A es inmovilizada sobre una columna de vidrio de poro controlado o sobre una columna de dcido
silicico), la preparacion proteinica (tal como proteinas de Ovario de Himster Chino (CHOP), en la que la preparacién
proteinica procede de una célula CHO), se adhiere a la superficie de silice o de vidrio de la fase sélida. Se averigué que
esto ocurria incluso cuando la fase sélida estaba revestida con un reactivo (tal como glicerol) en un intento para evitar
la adherencia no especifica a la misma. Para solucionar este problema en el presente caso, se ha pensado en un paso de
lavado intermedio. Este paso de lavado sirve para eliminar los contaminantes, pero no la Proteina A inmovilizada o la
proteina de interés unida a la Proteina A, procedente de la fase sélida. En particular, se ha averiguado que en este paso
de lavado intermedio pueden utilizarse electrolitos hidrofébicos, por ejemplo, cloruro de tetrametilamonio (TMAC) y
cloruro de tetraetilamonio (TEAC).
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Por consiguiente, la invencién proporciona un procedimiento para la purificacién de un anticuerpo anti-VEGF
o un fragmento de anticuerpo que comprende la regién de unién a antigeno del mismo, que comprende una regién
CH2/CH3, a partir de una solucién contaminada del mismo, por medio de cromatografia con Proteina A, que compren-
de los siguientes pasos, llevados a cabo de forma secuencial: (a) adsorber el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo a
la Proteina A inmovilizada sobre una fase sélida que comprende silice o vidrio; (b) eliminar los contaminantes unidos
a la fase sélida mediante el lavado de la fase s6lida con un disolvente electrolito hidrofébico, en donde el disolvente
electrolito hidrofébico comprende cloruro de tetrapropilaminio, cloruro de tetrabutilamonio, cloruro de tetrametilamo-
nio (TMAC) o cloruro de tetractilamonio (TEAC); y (c) recuperar el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo a partir
de la fase sélida.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas
Definiciones

Cuando se utiliza en el presente documento, el término “Proteina A” abarca la Proteina A recuperada a partir de una
de sus fuentes de origen natural, la Proteina A producida de forma sintética (por ejemplo, mediante sintesis peptidica o
a través de técnicas recombinantes), y variantes de la misma que retienen la capacidad de unién a proteinas que tienen
una region Cy2/Cy3. La Proteina A puede ser adquirida comercialmente en Repligen, Pharmacia y Fermatech.

La Proteina A es inmovilizada sobre una fase sélida. Por “fase s6lida” se entiende una matriz no acuosa a la cual
puede adherirse la Proteina A. La fase s6lida de interés en el presente documento es una que comprende una superficie
de silice o de vidrio. La fase s6lida puede ser una columna de purificacién o una fase discontinua de particulas discretas.
En realizaciones preferidas, la fase sélida es una columna de vidrio de poro controlado o una columna de acido silicico.
En determinadas realizaciones, la fase solida estd revestida con un reactivo (tal como glicerol), el cual pretende evitar
la adherencia no especifica de contaminantes a la fase sélida.

La proteina de interés en el presente documento es un anticuerpo anti-VEGF o un fragmento de anticuerpo que
comprende la regién de unién a antigeno del mismo, que comprende una region C;2/Cy3 vy, por tanto, es susceptible
de ser purificado por medio de cromatografia con Proteina A. El término “regiéon Cy2/Cy3”, cuando se utiliza en el
presente documento, hace referencia a aquellos restos de aminodcido en la regién Fc de una molécula inmunoglobulina
que interaccionan con la proteina A. En realizaciones preferidas, la regién Cy2/Cy;3 comprende una regiéon Cy2 intacta
seguida de una regién Cy3 intacta y, muy preferiblemente, comprende una regién Fc de una inmunoglobulina. Entre
los ejemplos de proteinas que contienen una regién Cy2/Cy3 se incluyen anticuerpos.

El “paso de lavado intermedio” es un paso llevado a cabo después de que la proteina de interés es depositada
sobre la fase s6lida y adsorbida a la Proteina A, pero antes de que la proteina sea recuperada desde la columna. El
paso de lavado intermedio sirve para eliminar contaminantes no unidos especificamente a la fase sélida, sin eluir
significativamente la proteina de interés desde la fase sélida. En el paso de lavado intermedio, la fase sélida es lavada
con un disolvente electrolito hidrofébico (por ejemplo, el disolvente electrolito hidrofébico es hecho pasar a través de
la columna con Proteina A, en la que la fase sélida es una columna).

El “disolvente electrolito hidrofébico” en el paso de lavado intermedio es aquel que es capaz de eluir contaminantes
unidos a la fase sélida, sin eluir significativamente la Proteina A inmovilizada o la proteina de interés adsorbida a
la misma. Preferiblemente, el disolvente electrolito hidrofébico es un portador acuoso (por ejemplo, un tampdn),
que comprende uno o mds electrolitos hidrofébicos. Los electrolitos hidrofébicos son cloruro de tetrametilamonio
(TEMAC), cloruro de tetraetilamonio (TEAC), cloruro de tetrapropilamonio y cloruro de tetrabutilamonio.

Un “tamp6n” es una solucién tamponada que resiste cambios en el pH a través de la accién de sus componentes
conjugados dcido-base. El “tampén de equilibrio” en el presente documento es aquel utilizado para preparar la fase
sélida (con Proteina A inmovilizada) para cargar la proteina de interés. El tampdn de equilibrio es preferiblemente
isoténico y habitualmente tiene un pH comprendido entre aproximadamente 6 y aproximadamente 8. El tamp6n de
equilibrio del ejemplo era Tris 25 mM, NaCl 25 mM, EDTA 5 mM, pH 7,1. El “tamp6n de carga” es aquel que es
utilizado para cargar la mezcla de la proteina que contiene la regiéon C;2/Cy;3 y los contaminantes sobre la fase sélida
en la que se encuentra inmovilizada la Proteina A. A menudo, los tampones de carga y de equilibrio son los mismos.
El “tampoén de elucién” se utiliza para eluir la proteina que contiene la regiéon Cy2/Cy3 a partir de la Proteina A
inmovilizada. Preferiblemente, el tampdn de elucion tiene un pH bajo y debido a ello interrumpe interacciones entre
la Proteina A y la proteina de interés. Preferiblemente, el tapén de elucién a pH bajo tiene un pH comprendido entre
aproximadamente 2 y aproximadamente 5, muy preferiblemente en la banda comprendida entre aproximadamente 3 y
aproximadamente 4. Entre los ejemplos de tampones que controlaran el pH dentro de esta banda se incluyen tampones
fosfato, acetato, citrato y amonio, al igual que combinaciones de los mismos. Los tampones preferidos de entre los
anteriores son los tampones citrato y acetato, muy preferiblemente citrato sédico o acetato sédico. Se contemplan otros
tampones de elucidn, incluyendo tampones de pH elevado (por ejemplo, aquellos que tienen un pH de 9 6 superior) o
tampones que comprenden un compuesto o una composicion tal como MgCl, (2 mM) para eluir la proteina de interés.

El término “anticuerpo” se utiliza para indicar el anticuerpo anti-VEGF, y fragmentos de anticuerpos del mis-
mo, siempre que conserven o se modifiquen para comprender una regién Cy2/Cy3 tal como se define en el presente
documento.
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“Fragmentos de anticuerpo” comprende una parte de un anticuerpo de longitud completa, generalmente la region
de unién a antigeno o la regién variable del mismo. Entre los ejemplos de fragmentos de anticuerpo se incluyen
los fragmentos Fab, Fab’, F(ab’), y Fv; moléculas anticuerpo de cadena unica; dianticuerpos; anticuerpos lineales y
anticuerpos multiespecificos formados con fragmentos de anticuerpo.

El término “anticuerpo monoclonal”, tal y como se utiliza en el presente documento, hace referencia a un anti-
cuerpo obtenido a partir de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogénea, a saber, los anticuerpos indi-
viduales que comprende la poblacién son idénticos, excepto en lo que hace referencia a las posibles mutaciones de
origen natural que pueden estar presentes en cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales resultan ser alta-
mente especificos, siendo dirigidos frente a un tnico sitio antigénico. Ademas, en contraste con las preparaciones de
anticuerpo (policlonal) convencionales que habitualmente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos frente a diferentes
determinantes (epitopes), cada uno de los anticuerpos monoclonales va dirigido contra un determinante inico sobre
el antigeno. El modificador “monoclonal” indica el cardcter del anticuerpo, obtenido a partir de una poblacién de
anticuerpos sustancialmente homogénea, y no tiene que ser construida en el sentido de requerir la produccién del an-
ticuerpo a través de cualquier procedimiento particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que tienen que ser
utilizados segtn la presente invencién pueden ser preparados a través del procedimiento hibridoma descrito primera-
mente por Kholer ef al., Nature 256: 495 (1975), o ser obtenidos por medio de procedimientos de DNA recombinante
(ver, por ejemplo, la patente USA n°. 4.816.567). Los “anticuerpos monoclonales” pueden ser también aislados a partir
de librerias de anticuerpo de fago, utilizando las técnicas descritas en Clackson et al., Nature 352: 624-628 (1991) y
Marks et al., J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1991), por ejemplo.

Los presentes anticuerpos monoclonales incluyen especificamente anticuerpos “quiméricos” (inmunoglobulinas),
en los cuales una parte de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homdloga a las secuencias correspondientes en
anticuerpos derivados de una especie particular o perteneciente a una clase o subclase de anticuerpo particular, mientras
que el resto de la(s) cadena(s) es idéntico u homdlogo a las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de
otra especie o pertenecientes a otra clase o subclase de anticuerpos, al igual que fragmentos de los citados anticuerpos,
en tanto en cuanto los mismos muestren la actividad bioldgica deseada (patente USA n°. 4.816.567; y Morrison et al.,
Proc. Natl. Acad. Ci. USA 81: 6851-6855 (1984)).

El término “regién hipervariable”, cuando se utiliza en el presente documento, hace referencia a los restos de
aminodcido de un anticuerpo que son responsables de la unién a antigeno. La region hipervariable comprende restos
de aminodcido procedentes de una “region determinante de complementariedad” o “CDR” (a saber, restos 24-34 (L1),
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 Proteins of Immunological Interest, S5th ed., Public
Health Service, Nacional Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991) y/o aquellos restos procedentes de un “bucle
hipervariable” (a saber, restos 26-32 (L1), 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 and Lesk, J. Mol. Biol. 196:
901-917 (1987)). Restos “marco” o “FR” son aquellos restos de dominio variable diferentes de los restos de regién
hipervariable descritos en el presente documento.

Las formas “humanizadas” de anticuerpos no humanos (por ejemplo, muridos) son anticuerpos quiméricos que
contienen secuencias minimas derivadas de inmunoglobulina no humana. Para la mayoria, los anticuerpos huma-
nizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpos receptores), en las cuales restos de regién hipervariable son
sustituidos por restos de regién hipervariable procedentes de una especie no humana (anticuerpo donante), tal como
ratén, rata, conejo o primate no humano, que presentan la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos
casos, restos (FR) de regién marco Fv de inmunoglobulina humana son sustituidos por los correspondientes restos no
humanos. Ademds, los anticuerpos humanizados pueden comprender restos que no son encontrados en el anticuerpo
receptor o en el anticuerpo donante. Estas modificaciones son efectuadas para refinar adicionalmente el comporta-
miento del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprenderd sustancialmente la totalidad de al menos
uno, habitualmente dos, dominios variables, en los cuales la totalidad o sustancialmente la totalidad de los bucles
hipervariables corresponden a los de la inmunoglobulina no humana y la totalidad o sustancialmente la totalidad de
las regiones FR son las de la secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado comprenderd también
opcionalmente al menos una parte de una regién constante de inmunoglobulina (Fc), habitualmente la que corresponde
a la inmunoglobulina humana. Para detalles adicionales, ver 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).

Modos para llevar a cabo la invenciéon

El procedimiento del presente documento implica la purificacién en contaminantes de una proteina que contiene
una regién Cy2/Cyx3, por medio de cromatografia con Proteina A. La proteina que tiene que ser purificada utilizando
cromatografia con Proteina A es un anticuerpo anti-VEGF o un fragmento de anticuerpo que comprende la regién
de unién a antigeno del mismo que comprende una regién Cy2/Cy3. Las técnicas para la generacion de las citadas
moléculas serdn descritas mds adelante.
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1. Anticuerpos
(i) Seleccion y preparacion de antigeno

El anticuerpo del presente documento esta dirigido contra un antigeno de interés, es decir VEGFE. VEGF es un po-
lipéptido biolégicamente importante y la administracion del anticuerpo a un mamifero que padece de una enfermedad
o trastorno puede dar lugar a un beneficio terapéutico en el mamifero.

Antigenos solubles o fragmentos de los mismos, opcionalmente conjugados con otras moléculas, pueden ser utili-
zados como inmundgenos para la generacién de anticuerpos.

Otros antigenos y formas de los mismos, ttiles en la preparacién de anticuerpos resultaran evidentes para los
expertos en la materia.

(ii) Anticuerpos policlonales

Los anticuerpos policlonales son preferiblemente obtenidos en animales, a través de multiples inyecciones subcuta-
neas (sc) o intraperitoneales (ip) del antigeno relevante y un adyuvante. Puede resultar de utilidad conjugar el antigeno
a una proteina que sea inmunogénica en la especie que tiene que ser inmunizada, por ejemplo, hemocianina de lapa
californiana, sueroalbliimina, tiroglobulina bovina o inhibidor tripsina de haba de soja, utilizando un agente bifuncional
o derivatizante, por ejemplo, éster maleimidobenzoil-sulfosuccinamida (conjugacion a través de restos cisteina), N-
hidroxisuccinimida (a través de restos lisina), glutaraldehido, anhidrido succinico, SOCl, 6 R'"N=C=NR, donde R y
R! son grupos alquilo diferentes.

Los animales son inmunizados frente al antigeno, conjugados inmunogénicos, o derivados, mediante la combi-
nacioén, por ejemplo, de 100 ug 6 5 ug de la proteina o conjugado (para conejos o ratones, respectivamente) con 3
volimenes de adyuvante completo de Freund e inyeccion de la solucidn, por via intradérmica, en multiples sitios.
Un mes mas tarde, los animales son reforzados con 1/5 a 1/10 de la cantidad original de antigeno o conjugado en
adyuvante completo de Freund, a través de inyeccion subcutdnea en multiples sitios. Entre siete y 14 dias mas tarde, se
extrae sangre de los animales y se somete el suero a ensayo para titulacién del anticuerpo. Los animales son reforzados
hasta que el titulo alcanza nivel plano. Preferiblemente, el animal es reforzado con el conjugado del mismo antigeno,
pero conjugado con una proteina diferente y/o a través de un reactivo reticulado distinto. Pueden también prepararse
conjugados en cultivos celulares recombinantes, como fusiones de proteinas. Asimismo, para reforzar la respuesta
inmune se utilizan de forma adecuada agentes agregantes.

(iii) Anticuerpos monoclonales

Utilizando el procedimiento hibridoma descrito primero por Kohler et al., Nature 256: 495 (1975), pueden obte-
nerse anticuerpos monoclonales o los mismos pueden ser obtenidos a través de procedimientos de DNA recombinante
(patente US n°. 4.816.567).

En el procedimiento hibridoma, un ratén u otro animal huésped adecuado, tal como un hdmster o un mono macaco,
es inmunizado tal y como se ha descrito anteriormente, para generar linfocitos que producen o son capaces de producir
anticuerpos que se unirdn de forma especifica a la proteina utilizada para inmunizacién. Alternativamente, los linfoci-
tos pueden ser inmunizados in vitro. Los linfocitos son después fusionados con células mieloma utilizando un agente
de fusién adecuado, tal como polietilenglicol, para formar una célula hibridoma (Goding, Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice, pp. 59-103 (Academia Press, 1986)).

Las células hibridoma preparadas de esta forma son sembradas y cultivadas en un medio de cultivo adecuado,
el cual contiene preferiblemente una o mds sustancias que inhiben el crecimiento o la supervivencia de las células
mieloma parentales, no fusionadas. Por ejemplo, si las células mieloma parentales carecen del enzima hipoxantina-
guanina-fosforribosil-transferasa (HGPRT 6 HPRT), el medio de cultivo para los hibridomas incluird habitualmente
hipoxantina, aminopeptirina y timidina (medio HAT), sustancias éstas que evitan el crecimiento de células deficitarias
en HGPRT.

Las células mielona preferidas son aquellas que se fusionan de forma eficaz, apoyan la produccion estable a alto
nivel de anticuerpo por parte de las células productoras de anticuerpo seleccionadas y resultan sensibles a un medio tal
como un medio HAT. De entre las mismas, las lineas celulares mieloma preferidas son las lineas mieloma de mdrido,
tales como las derivadas de tumores de ratén MOPC-21 y MPC-11, disponibles en Salk Institute Cell Distribution
Center, San Diego, California, USA y las células SP-2 6 X63-653, disponibles en la American Type Culture Collection,
Rockville, Maryland, USA. Las lineas celulares de mieloma humano y de heteromieloma ratén-humano han sido
también descritas para la produccién de anticuerpos monoclonales humanos (Kozbor, J. Immunol., 133: 3001 (1984);
Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New
Cork, 1987).
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El medio de cultivo en el cual se cultivan las células hibridoma es sometido a ensayo para la produccién de
anticuerpos monoclonales dirigidos frente al antigeno. Preferiblemente, la especificidad de unién de los anticuerpos
monoclonales producidos por células hibridoma es determinada por medio de inmunoprecipitacién o a través de un
ensayo de unidn in vitro, tal como un radioinmunoensayo (RIA) o un ensayo inmunoabsorbente unido a enzima
(ELISA).

Una vez identificadas las células hibridoma que producen los anticuerpos de la especificidad, afinidad y/o actividad
deseada, los clones pueden ser subclonados mediante procedimientos de dilucién limitativos y cultivados por medio
de procedimientos estdndar (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp. 59-103 (Academia Press,
1986)). Entre los medios de cultivo adecuados para este propdsito se incluyen, por ejemplo, medio D-MEM o RPMI-
1640. Ademas, las células hibridoma pueden ser cultivadas in vivo como tumores ascito en un animal.

Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones son separados de forma adecuada del medio de cultivo,
fluido ascito o suero, a través de procedimientos de purificaciéon con inmunoglobulina convencionales, tales como,
por ejemplo, Proteina A-Sepharose, cromatografia con hidroxilapatita, electroforesis en gel, didlisis, o cromatografia
por afinidad. Preferiblemente se utiliza el procedimiento de cromatografia con Proteina A descrito en el presente
documento.

El DNA que codifica para los anticuerpos monoclonales es asilado y secuenciado rdpidamente utilizando procedi-
mientos convencionales (por ejemplo, mediante la utilizacién de sondas de oligonucleétido que son capaces de unirse
de forma especifica a genes que codifican para las cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos monoclonales). Las
células hibridoma sirven como fuente preferida del citado DNA. Una vez aislado, el DNA puede ser colocado en
vectores de expresion, los cuales son después transfectados en células huésped, tales como células de E. coli, células
COS de simio, células de ovario de hdmster chino (CHO) o células mieloma que no producen, por otro lado, proteina
inmunoglobulina, para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales en las células huésped recombinantes.

El DNA puede ser también modificado, por ejemplo, sustituyendo la secuencia de codificacién para dominios cons-
tantes de cadena ligera y pesada humanos en lugar de las secuencias de muirido homdlogas (patente US n°. 4.816.567;
Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6851 (1984)), o mediante la unién covalente a la secuencia de codifi-
cacion de inmunoglobulina de toda o parte de la secuencia de codificacién para un polipéptido no inmunoglobulina.

Habitualmente, los dominios constantes de un anticuerpo son sustituidos por los citados polipéptidos no inmuno-
globulina, o los dominios variables de un sitio de combinacién con antigeno de un anticuerpo son sustituidos por los
citados polipéptidos no inmunoglobulina, con vistas a crear un anticuerpo bivalente quimérico que comprende un sitio
de combinacién con antigeno, que presenta especificidad para un antigeno, y otro sitio de combinacién con antigeno
que presenta especificidad para un antigeno diferente.

En una realizacién adicional, pueden aislarse anticuerpos monoclonales a partir de librerias de fago de anticuerpo
generadas utilizando 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) describen el aislamiento de anticuerpos de
miurido y humanos, respectivamente, utilizando librerias de fago. Publicaciones subsiguientes describen la produccién
de anticuerpos humanos de elevada afinidad (rango nM) mediante mezclado de cadenas (Marks et al., Bio/Tecnology,
10 779-783 (1992)), al igual que mediante infeccién combinatoria y recombinacién in vivo como estrategia para
construir librerfas de fago muy grandes (Waterhouse ef al., Nuc. Acids. Res., 21: 2265-2266 (1993)). Por tanto, estas
técnicas constituyen alternativas viables a las técnicas de hibridoma tradicionales para el aislamiento de anticuerpos
monoclonales.

(iv) Anticuerpos humanizados y humanos

Un anticuerpo humanizado tiene uno o mds restos aminodcido introducidos en su interior para formar una fuente
que es no humana. Estos restos aminodcido no humanos son a menudo referenciados como restos de “importacién”,
los cuales son habitualmente obtenidos de un dominio variable de “importacién”. La humanizacién puede ser esen-
cialmente llevada a cabo siguiendo el procedimiento de Winter y colaboradores (Jones et al., Nature, 321: 522-525
(1986); Riechmann et al., Nature 332 323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-1536 (1988)), mediante la
sustitucién de las secuencias de un anticuerpo humano por las correspondientes secuencias CDR o CDRs de un roedor.
Por consiguiente, los citados anticuerpos “humanizados” son anticuerpos quiméricos (patente USA n°. 4.816.567), en
donde sustancialmente menos de un dominio variable humano intacto ha sido sustituido por la correspondiente secuen-
cia procedente de una especie no humana. En la practica, los anticuerpos humanizados son habitualmente anticuerpos
humanos en los cuales algunos restos CDR, y posiblemente algunos restos FR, son sustituidos por restos procedentes
de sitios andlogos en anticuerpos de roedor.

La eleccién de dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, que se utiliza en la preparacién de an-
ticuerpos humanizados resulta muy importante a la hora de reducir la antigenicidad. Segun el denominado procedi-
miento “mejor adaptado”, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor es cribada frente a la libreria
completa de secuencias de dominio variable humano conocidas. La secuencia humana que estd situada mas préxima
a la del roedor es después aceptada como el FR humano para el anticuerpo humanizado (Sims et al, J. Immunol., 151:
2296 (1993)). Otro procedimiento utiliza un marco particular, derivado a partir de la secuencia consenso de todos los
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anticuerpos humanos de un subgrupo particular de cadenas ligeras o pesadas. El mismo marco puede ser utilizado para
diferentes anticuerpos humanizados diversos (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4285 (1992); Presta et al.,
J. Immunol., 151: 2623 (1993).

Resulta adicionalmente importante que los anticuerpos sean humanizados con retencion de elevada afinidad para
el antigeno y otras favorables propiedades bioldgicas. Para lograr este objetivo, segiin un procedimiento preferido,
los anticuerpos humanizados son preparados a través de un procedimiento de andlisis de las secuencias parentales
y diversos productos humanizados conceptuales, utilizando modelos tridimensionales de las secuencias parentales y
humanizadas. Los modelos de inmunoglobulinas tridimensionales estan disponibles comercialmente y resultan fami-
liares para los expertos en la materia. Se encuentran disponibles programas de ordenador que ilustran y muestran
estructuras conformacionales tridimensionales probables de secuencias de inmunoglobulina candidatas seleccionadas.
La inspeccién de estas muestras permite el andlisis del probable rol de los restos en el funcionamiento de la secuencia
de inmunoglobulina candidata, a saber, el andlisis de los restos que influencian la capacidad de la inmunoglobulina
candidata para unirse a su antigeno. De este modo, pueden seleccionarse restos FR y ser combinados desde el recep-
tor e importar secuencias, a los efectos de lograr el que las caracteristicas deseadas del anticuerpo, tales como una
afinidad incrementada para el antigeno(s) objetivo sean alcanzadas. En general, los restos CDR estdn directa y muy
sustancialmente involucrados y ejercen influencia en la unién a antigeno.

Alternativamente, resulta ahora posible producir animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que son capaces,
tras inmunizacién, de producir un completo repertorio de anticuerpos humanos en ausencia de produccion de inmu-
noglobulina endégena. Por ejemplo, se ha descrito que la supresion homozigota del gen (Ji) de la regién de unién de
cadena pesada de anticuerpo en ratones mutantes y de linea germinal y quiméricos, da lugar a la inhibicién completa
de la produccién de anticuerpo endégena. La transferencia de la matriz de gen de inmunoglobulina de linea germinal
humana en los citados ratones mutantes de linea germinal da lugar a la produccién de anticuerpos humanos, tras de-
safio con antigeno. Ver, por ejemplo, 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 humanos pueden ser también derivados a partir de librerias que muestran fagos (Hoogenboom
etal., J. Mol. Biol., 227: 381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol.., 222: 581-597 (1991); Vaughan et al., Nature Biotech
14: 309 (1996)).

(v) Fragmentos de anticuerpos

Para la produccién de fragmentos de anticuerpo se han desarrollado diversas técnicas. Tradicionalmente, estos
fragmentos fueron derivados a través de digestion proteolitica de anticuerpos intactos (ver, por ejemplo, Morimoto et
al., Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24: 107-117 (1992) y Brennan et al., Science, 229:81 (1985)).
No obstante, estos fragmentos pueden ser ahora producidos a través de células huésped recombinantes. Por ejemplo,
los fragmentos de anticuerpo pueden ser aislados a partir de las librerias fago de anticuerpo discutidas anteriormente.
Alternativamente, fragmentos Fab’-SH pueden ser directamente recuperados a partir de E. coli y acoplados quimica-
mente para formar fragmentos F(ab’), (Carter et al., Bio/Technoloy 10: 163-167 (1992). Segtin otro planteamiento,
fragmentos F(ab’), pueden ser aislados directamente a partir de cultivos celulares de huésped recombinante. Otras
técnicas para la produccién de fragmentos de anticuerpo resultardn evidentes para los expertos en la materia. En otras
realizaciones, el anticuerpo de eleccion es un fragmento Fv de cadena tnica (scFv). Ver WO 93/16185.

(vi) Anticuerpos multiespecificos

Los anticuerpos multiespecificos presentan especificidades de unién para al menos dos antigenos diferentes. Si
bien las citadas moléculas se unirdn normalmente tan solo a dos antigenos (a saber, anticuerpos biespecificos, BsAbs),
anticuerpos con especificidades adicionales, tales como anticuerpos triespecificos, quedan englobados dentro de esta
expresion cuando se utiliza en el presente documento.

En el estado de la técnica se tiene conocimiento de la existencia de procedimientos para la preparacién de an-
ticuerpos biespecificos. La produccién tradicional de anticuerpos biespecificos de longitud completa estd basada en
la co-expresién de dos pares cadena ligera-cadena pesada de inmunoglobulina, en donde las dos cadenas presentas
diferentes especificidades (Millstein et al., Nature, 305: 537-539 (1983)). Debido al surtido aleatorio de las cadenas
pesadas y ligeras de inmunoglobulina, estos hibridomas (quadromas) producen una mezcla potencial de 10 diferentes
moléculas anticuerpo, de las cuales tan solo una presenta la estructura biespecifica correcta. La purificacion de la mo-
l1écula correcta, lo cual se efectia habitualmente mediante pasos de cromatografia por afinidad, resulta algo engorrosa,
y los rendimientos de producto son bajos. En el documento WO 93/08829 se describen procedimientos similares y en
Traunecker et al., EMBO J., 10: 3655-3659 (1991).

Segtin otro planteamiento descrito en el documento WO 96/27011, la interfase entre un par de moléculas de an-
ticuerpo puede ser disefiada con vistas a maximizar el porcentaje de heterodimeros que son recuperados a partir de
cultivo celular recombinante. La interfase preferida comprende al menos una parte del dominio Cy3 de un dominio
constante de anticuerpo. En este procedimiento, una o mds cadenas laterales pequefias de aminoacido procedentes
de la interfase de la primera molécula de anticuerpo son sustituidas por cadenas laterales mds grandes (por ejemplo,
tirosina o tript6fano). En la interfase de la segunda molécula de anticuerpo se crean “cavidades” compensatorias de
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tamaifio idéntico o similar a las de la cadena(s) grandes, mediante la sustitucién de las cadenas laterales de aminodcido
grandes por otras mds pequeiias (por ejemplo, alanina o treonina). Esto proporciona un mecanismo para incrementar
el rendimiento del heterodimero sobre otros productos finales no deseados, tales como homodimeros.

Entre los anticuerpos biespecificos se incluyen anticuerpos “heteroconjugados” o reticulados. Por ejemplo, uno
de los anticuerpos en el heteroconjugado puede ser acoplado a avidina, el otro a biotina. Los citados anticuerpos
han sido, por ejemplo, propuestos para dirigir células del sistema inmune hacia células no queridas (patente US n°.
4.676.980) y para el tratamiento de la infeccion HIV (WO 91/00360, WO 92/200373 y EP 03089). Los anticuerpos
heteroconjugados pueden ser preparados utilizando cualquier procedimiento de reticulacién adecuado. Los agentes de
reticulacién adecuados son bien conocidos por parte de los expertos en la materia y se describen en la patente US n°.
4.676.980, junto con un determinado nimero de técnicas de reticulado.

En Ia literatura se han descrito también técnicas para la generacion de anticuerpos biespecificos procedentes de
fragmentos de anticuerpo. Por ejemplo, pueden prepararse anticuerpos biespecificos utilizando uniones quimicas.
Brennan et al., Science, 229: 81 (1985), describen un procedimiento en el que anticuerpos intactos son rotos proteo-
liticamente para generar fragmentos F(ab’),. Estos fragmentos son reducidos en presencia del agente complejante de
ditiol, arsenito sddico, para estabilizar ditioles vecinales y evitar la formacién de disulfuro intermolecular. Los frag-
mentos Fab’ generados son después convertidos en derivados tionitrobenzoato (TNB). Uno de los derivados Fab’-TNB
es después reconvertido en el Fab’-tiol mediante reduccién con mercaptoetilamina y mezclado con una cantidad equi-
molar del otro derivado Fab’-TNB, para formar el anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos biespecificos producidos
pueden ser utilizados para la inmovilizacién selectiva de enzimas.

El progreso reciente ha facilitado la recuperacion directa de los fragmentos Fab’-SH a partir de E. coli, los cuales
pueden ser acoplados quimicamente para formar anticuerpos biespecificos. Shalaby et al., J. Exp. Med. 175: 217-
225 (1992) describen la produccién de una molécula F(ab’), anticuerpo biespecifico humanizado. Cada uno de los
fragmentos Fab’ fue secretado de forma separada a partir de E. coli y sometido a acoplamiento quimico directo in
vitro para formar el anticuerpo biespecifico. El anticuerpo biespecifico obtenido de esta forma era capaz de unirse a
células que sobreexpresan el receptor ErbB2 y células T humanas normales, al igual que desencadenar la actividad
litica de los linfocitos citotéxicos humanos frente a objetivos tumor de mama humano.

Se han descrito también diversas técnicas para la preparacién y aislamiento de fragmentos de anticuerpo biespecifi-
cos directamente a partir de cultivos celulares recombinantes. Por ejemplo, se han producido anticuerpos biespecificos
utilizando cremalleras leucina. Kostelny ef al., J. Immunol, 148(5): 1547-1553 (1992). Los péptidos cremallera leucina
procedentes de protefnas Fos y Jun estaban unidos a las partes Fab’ de los anticuerpos diferentes a través de fusién
de genes. Los homodimeros de anticuerpo fueron reducidos en la regién bisagra para formar monémeros y después
re-oxidados para formar los heterodimeros de anticuerpo. Este procedimiento puede ser también utilizado para la pro-
duccion de homodimeros de anticuerpo. La tecnologia de diacuerpo descrita por parte de Hollinger et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993), ha proporcionado un mecanismo alternativo para la obtencioén de fragmentos
biespecificos de anticuerpo. Los fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (Vy), conectado a
un dominio variable de cadena ligera (V) a través de un elemento de unién que es demasiado corto para permitir el
emparejamiento entre los dos dominios sobre la misma cadena. Por consiguiente, los dominios Vy y Vi de un frag-
mento son forzados a emparejarse con los dominios V| y Vi complementarios de otro fragmento, formandose gracias
a ello, dos sitios de unién a antigeno. Otra estrategia para preparar fragmentos de anticuerpo a través de la utiliza-
cién de dimeros Fv(sFv) de cadena tnica, ha sido también descrita. Ver Gruber ef al., J. Immunol., 152:5368 (1994).
Alternativamente, los anticuerpos pueden ser “anticuerpos lineales”, tal y como se describe en Zapata et al. Protein
Eng 8 (10): 1057-1062 (1995). Brevemente, estos anticuerpos comprenden un par de segmentos Fd tandem (Vy-Cy1-
Vy-Cyl), que forman un par de regiones de unién a antigeno. Los anticuerpos lineales pueden ser biespecificos o
monoespecificos.

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

2. Purificacion de proteinas

La proteina que tiene que ser purificada utilizando el procedimiento descrito en el presente documento es producida
generalmente utilizando técnicas recombinantes. En los documentos de patente US nos. 5.534.615 y 4.816.567 se
describen, por ejemplo, procedimientos para la produccién de proteinas recombinantes, los cuales son incorporados
en el presente documento por medio de referencia. En realizaciones preferidas, la proteina de interés es producida en
una célula CHO (ver, por ejemplo, WO 94/11026).

Cuando se utilizan técnicas recombinantes, la proteina puede ser producida de forma intracelular, en el espacio
peripldsmico, o secretada directamente en el medio. Si la proteina es producida de forma intracelular, como primer
paso, el residuo en forma de particula, ya se trate de células huésped o de fragmentos sometidos a lisis, es eliminado,
por ejemplo, por medio de centrifugacioén o ultrafiltracién. Cuando la proteina es secretada en el medio, las células
huésped recombinantes pueden ser separadas del medio de cultivo celular por medio, por ejemplo, filtracién con flujo
tangencial.
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La Proteina A como ligando especifico para el aislamiento de inmunoglobulinas se describe en “Basic and Clinical
Immunology-Seventh Edition”, editado por DP Sites and Al Terr, pagina 233 y en US 5.429.746.

La Proteina A inmovilizada sobre una fase sdlida es utilizada para purificar la proteina que contiene la regién
Cy2/Cy3. La fase sdlida es, preferiblemente, una columna que comprende una superficie de silice o de vidrio para
inmovilizar la Proteina A. Preferiblemente, la fase sélida es una columna de vidrio de poro controlado o una columna
de 4cido silicico. A veces, la columna ha sido revestida con un reactivo, tal como glicerol, en un intento para evitar la
adherencia no especifica a la misma. La columna PROSEP A™, disponible comercialmente en Bioprocessing Limited,
constituye un ejemplo de una columna de vidrio de poro controlado de Proteina A que estd revestida con glicerol.

La fase sdlida para la cromatografia con Proteina A es equilibrada con un tampén adecuado. Por ejemplo, el tampoén
de equilibrio puede ser Tris 25 mM, NaCl 25 mM, EDTA 5 mM, pH 7,1.

La preparacién contaminada derivada de las células huésped recombinantes es depositada sobre la fase s6lida equi-
librada, utilizando un tamp6n de carga que puede ser igual que el tampdn de equilibrio. A medida que la preparacién
contaminada fluye a través de la fase s6lida, la proteina es adsorbida por la Proteina A inmovilizada y, tal y como se ha
indicado en el presente documento, otros contaminantes (tales como proteinas de Ovario de Hamster Chino, CHOP,
en los que la proteina es producida en una célula CHO), se unen de forma no especifica a la fase sélida.

El siguiente paso llevado a cabo de forma secuencial conlleva la eliminacién de los contaminantes unidos a la fase
solida, por medio del lavado de la fase sélida con un disolvente electrolito hidrofébico, en un paso de lavado intermedio
en el que la solucién comprende cloruro de tetrapropilamonio, cloruro de tetrabutilamonio, cloruro de tetrametilamonio
(TMAC) y/o cloruro de tetractilamonio (TEAC) como electrolito hidrofébico. En realizaciones preferidas, el electrolito
hidrofébico en este disolvente de lavado es TEMAC y/o TEAC. Si bien puede encontrarse presente un tnico electrolito
hidrofébico en el disolvente de lavado, en determinadas realizaciones, pueden utilizarse dos o mas electrolitos. El
electrolito hidrofébico es preferiblemente afiadido a una solucién de pH tamponado que tiene un pH comprendido en
la banda que oscila entre aproximadamente 4 y aproximadamente 8 y, preferiblemente, en la banda comprendida entre
aproximadamente 5 y aproximadamente 7. Entre los tampones adecuados para este propésito se incluyen tampones
Tris, fosfato, MES y MOPSO. La concentracidn final preferida para el electrolito hidrofébico en el disolvente de lavado
estd comprendida en la banda que oscila entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 1,0 M y, preferiblemente, en
la banda comprendida entre aproximadamente 0,25 y aproximadamente 0,5M.

Después del paso de lavado intermedio del parrafo precedente, la proteina de interés es recuperada de la columna.
Esto se logra habitualmente utilizando un tampén de elucién adecuado. La proteina puede, por ejemplo, ser eluida de la
columna utilizando un tampodn de elucion que tiene un pH bajo, por ejemplo, comprendido entre aproximadamente 2 y
aproximadamente 5 y, preferiblemente, en la banda comprendida entre aproximadamente 2,5 y 3,5. Entre los ejemplos
de tampones de elucidon adecuados a tal efecto se incluyen los tampones acetato y citrato.

La preparacién de proteina eluida puede ser sometida a pasos de purificacion adicionales, ya sea con anterioridad a
o con posterioridad a la cromatografia por afinidad, utilizando un anticuerpo para capturar la proteina; cromatografia
de interaccién hidréfoba (HIC); precipitacion con sulfato aménico; cromatografia de intercambio aniénico o catiénico;
precipitacion con etanol; HPLC de fase inversa; cromatografia sobre silice; cromatofocalizacidn y filtracién en gel.

La proteina recuperada de este modo puede ser formulada en un soporte farmacéuticamente aceptable y es utilizada
para diversos usos en diagnosis, terapéutica o en otros usos conocidos para las citadas moléculas.

Los siguientes ejemplos se proporcionan a titulo ilustrativo y no limitativo. Las descripciones de todas las referen-
cias en la memoria se incorporan expresamente en el presente documento por medio de referencia.

Ejemplo 1

La columna PROSEP A™ (Bioprocessing, Ltd) tiene Proteina A inmovilizada sobre una columna de vidrio de
poro controlado revestida con glicerol. El revestimiento de glicerol reduce la superficie de vidrio disponible para inter-
acciones no especificas con contaminantes pero, tal y como se demuestra en el presente documento, los contaminantes
todavia pueden adherirse a la columna.

La cromatografia con Proteina A era el paso inicial cromatogréfico en la purificacién de la proteina que contienen
la regién Cy2/Cy3; anticuerpo anti-HER2 humanizado (humAb4D5-8) (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 89: 4285-
4289 (1992). Este anticuerpo anti-HER?2 fue producido de forma recombinante en células CHO. Después de la pro-
duccién y secrecion de proteina en el medio de cultivo celular, las células CHO fueron separadas del medio de cultivo
celular a través de filtracion con flujo tangencial (PROS-TACK™). En este sistema de expresion, los contaminantes
mads prevalentes fueron encontrados en las Proteinas de Ovario de Hamster Chino (CHOP).

La columna PROSEP A™ fue equilibrada con Tris 25 mM, NaCl 25 mM, EDTA 5 mM, pH 7,1 (Tampé6n A).
Se llevé a cabo una cromatografia con Proteina A, mediante la aplicacién del fluido de cultivo celular recolectado
(HCCEF) procedente de las células CHO, directamente hacia la columna PROSEP A™ equilibrada, utilizando Tamp6n
A como tampén de carga. La columna fue después lavada con Tampdén A para eliminar por lavado las proteinas no
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unidas y el HCCF. El anticuerpo anti-HER?2 fue eluido de la columna de Proteina A mediante lavado de la columna
con Tampodn B, que tiene un pH bajo (2,5-3,5). El Tampén B era una solucién de citrato sédico 25 mM, pH 2,8. El bajo
pH del tamp6n B interrumpia las interacciones entre la Proteina A y el anticuerpo anti-HER2. También interrumpia las
interacciones no especificas entre las superficies de cristal expuestas de la columna y el CHOP contaminante no unido
especificamente. Esto dio lugar a un nivel de contaminacién de CHOP en la agrupacién de proteina que contiene anti-
HER?2 eluido de aproximadamente 4.000 ppm (tabla 1).

TABLA 1*
Muestra Condiciones CHOP
(ng/ml) (ppm)

HCCF Carga 760 1.461.538
Agrupacién de Sin lavado 32 4.270
anticuerpo

Agrupacion de TMAC, lavado pH 5,0 3 408
anticuerpo

Agrupacién de TEAC, lavado pH 5,0 2 317
anticuerpo

Agrupacion de TMAC, lavado pH 7,1 4 537
anticuerpo

Agrupacién de TEAC, lavado pH 7,1 5 620
anticuerpo

* El tampdn de lavado era Tris 25 mM, NaCl 25 mM, EDTA 5 mM, incluyendo o bien
TMCA 0,5 M o TEAC, al pH indicado. Después del lavado, la proteina fue eluida a
pH 2,8

Con vistas a solucionar este problema que concierne a los contaminantes en la agrupacién de proteina eluida, se
evalué un “paso de lavado intermedio”. Con anterioridad a la elucién del anticuerpo de la columna, la columna con
Proteina A fue lavada con tamp6n de lavado (a diferentes pHs), al cual se le afiadieron concentraciones diversas de
TMAC o TEAC (Tabla 1).

Tal y como se muestra en la Tabla 1, el paso de lavado intermedio que utiliza un tampdén que contiene o bien
TMAC o TEAC resultaba eficaz en la reduccién del nivel de CHOP en la agrupacién de anticuerpo eluida. La con-
centraciéon de o bien TMAc o TEAC resultaba preferiblemente inferior a 0,25 M. Por consiguiente, se averigué que
las concentraciones de TMAC o TEAC preferidas en el disolvente de lavado oscilan entre aproximadamente 0,1 y
aproximadamente 1,0 M y, preferiblemente, entre aproximadamente 0,25 y 0,5 M.

En lo que hace referencia a las variaciones en el pH de la solucién de lavado, se averigué que cuanto mas bajo
era el pH mayor era la eliminacién de CHOP en el paso de lavado. No obstante, a pHs situados por debajo de 7,0, la
proteina puede resultar también eluida durante el paso de lavado. Por consiguiente, los pHs preferidos para el paso de
lavado intermedio oscilan entre aproximadamente 4 y aproximadamente 8 y, preferiblemente, entre aproximadamente
5 y aproximadamente 7.
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del documento de patente europea. Aunque se ha puesto el miximo cuidado en su realizacién, no se pueden excluir
errores u omisiones y la OEP declina cualquier responsabilidad al respecto.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para purificar un anticuerpo anti-VEGF o un fragmento de anticuerpo que comprende la region
de unién a antigeno del mismo, que comprende una regién Cy2/Cy3, a partir de una solucién contaminada del mismo,
por medio de cromatografia con Proteina A, que comprende:

(a) adsorber el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo a la Proteina A inmovilizada sobre una fase sélida que
comprende silice o vidrio;

(b) eliminar los contaminantes unidos a la fase sélida, mediante lavado de la fase sélida con un disolvente elec-
trolito hidrofébico, en donde el disolvente electrolito hidrofébico comprende cloruro de tetrapropilamonio, cloruro de
tetrabutilamonio, cloruro de tetrametilamonio (TMAC) o cloruro de tetraetilamonio (TEAC); y

(c) recuperar el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo a partir de la fase sélida.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el disolvente electrolito hidrofébico comprende cloruro de
tetrametilamonio (TMAC).

3. Procedimiento segtin la reivindicacién 1, en el que la fase sélida es una columna de vidrio de poro controlado.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la fase sélida es una columna de 4cido silicico.

5. Procedimiento segtn la reivindicacién 1, en el que los contaminantes son proteinas de Ovario de Himster Chino
(CHOP).

6. Procedimiento segtn la reivindicacion 1, en el que la concentracién del electrolito hidrofébico en el disolvente
electrolito hidrofébico se encuentra en el intervalo entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 1,0 M.

7. Procedimiento segtn la reivindicacién 6, en el que la concentracién de electrolito hidrofébico en el disolvente
electrolito hidrofébico se encuentra en el intervalo entre aproximadamente 0,25 y aproximadamente 0,5 M.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el pH del disolvente electrolito hidrofébico se encuentra en
el intervalo entre aproximadamente 4 y aproximadamente 8.

9. Procedimiento segtn la reivindicacion 8, en el que el pH del disolvente electrolito hidrofébico se encuentra en
el intervalo entre aproximadamente 5 y aproximadamente 7.

10. Procedimiento segtn la reivindicacidn 1, en el que el paso (c) comprende eluir el anticuerpo o el fragmento de
anticuerpo utilizando un tampon de elucidn que tiene un pH en el intervalo entre aproximadamente 2,0 y aproximada-
mente 5,0.

11. Procedimiento segun la reivindicacion 10, en el que el paso (c) comprende eluir el anticuerpo o el fragmento

de anticuerpo utilizando un tampén de eluciéon que tiene un pH en el intervalo entre aproximadamente 2,5 y aproxi-
madamente 3,5.
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