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E. S. D.

REF: Expediente No. 07 21228~ solicitud de patente de invencion a favor
de GENENTECH, INC. y NOVARTIS, AG Titulo PROCESOS
PARA LA CONCENTRACION DE ANTICUERPOS Y PRODUCTOS
TERAPEUTICOS DE LOS MISMOS

RESPUESTA A EXAMEN DE FONDO

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO, portador de la tarjeta profesional No. 57.492 del
C.S.J., obrando como apoderado de la sociedad solicitante me permito dar respuesta al
oficio nimero 09971 relacionado con la patentabilidad de la presente invencién y
notificado por fijacion en lista el 8 de Junio de 2012.

Con el animo de subsanar las objeciones planteadas por el sefior Examinador, nos
permitimos presentar un nuevo pliego reivindicatorio compuesto por 51 reivindicaciones,
en donde no se amplia en ningdn momento la materia inicialmente divulgada, y se

encuentra enteramente sustentado en la descripcion.

Nos permitimos poner en conocimiento del sefior examinador que el pliego reivindicatorio
fue modificado de tal manera que se refiera a “preparaciones de anticuerpos” en lugar de
“preparacion de proteinas”. Sin embargo queremos dejar en claro que no nos
encontramos de acuerdo con la objecion emitida por su Despacho ya que la presente
invencion puede estar dirigida a proteinas en general, basados en las amplias ensefianzas
de la descripcidn que permiten al versado en la materia extrapolar el proceso reivindicado
no solamente a proteinas tipo anticuerpos.
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Por otra parte, expresamos nuestro total desacuerdo respecto a la afirmacion emitida por
el sefior Examinador, mediante la cual asegura que el proceso debe estar caracterizado
por la totalidad de sus condiciones, debiéndose indicar valores exactos de temperatura,
pH, tamafios de poro, composicion de buffer, entre otras. Al respecto nos permitimos
indicar al sefior Examinador que dentro de la descripcién se da un nimero suficiente de
ejemplos, los cuales permiten ilustrar las mejores formas de llevar a cabo la invencién, y
en de los que se muestra que la misma puede ser llevada a cabo bajo una amplia serie de
condiciones, que de ninguna manera limitan el alcance del proceso reivindicado. Asi, el
pliego reivindicatorio revela la materia a proteger contemplando los pardmetros esenciales
del proceso pero conservando el derecho que tiene el solicitante de proteger dicho
proceso contra el potencial fraude por parte de terceros, que por medio de modificaciones
simples intentarian infringir la proteccién eventualmente obtenida para la presente

invencion.

Respetuosamente referimos al sefior Examinador a las ensefianzas y a los doce (12)
ejemplos presentados a lo largo de la descripcion, en donde se establecen las condiciones
de diferentes realizaciones o modalidades del proceso. De esta forma indudablemente

encontrara el sustento que se requiere para la comprensidn total de la invencién.

Asi, es absolutamente claro que las reivindicaciones encuentran entero soporte en la
respectiva descripcion, y que por medio de la combinacin de la informacion contenida en
éstas, el normalmente versado en la materia puede encontrar las bases y las
caracteristicas requeridas que le permitirian llevar a cabo el proceso que se propone en la

presente solicitud.

Ahora bien, reiteramos que las reivindicaciones se encuentran enteramente sustentadas
por la totalidad de las ensefianzas de descripcién y que los ejemplos brindados en la
misma no pueden considerarse limitantes de la materia reivindicada. Nos permitimos
respetuosamente recordar al sefior Examinador que el articulo 30 de la Decision 486
establece que las reivindicaciones deben estar sustentadas en la descripciéon no en los

ejemplos ya que estos son Unicamente ilustrativos de la materia reivindicada.

Sin embargo, queremos referir al sefior Examinador a los ejemplos 5y 6 de la descripcién
en donde se ilustran los rangos de temperatura y los rangos de concentracidn de proteina
contenidos en las reivindicaciones, asi el ejemplo 5 establece:
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“Para comenzar la etapa, el combinado proteico se transfirid al recipiente de
recirculacién (...) en el recipiente, el combinado se agitd mediante un impulsor de
montaje superior y la temperatura se mantuvo a aproximadamente (40-50 °C). *
“Durante la diafiltracion se mantuvo la temperatura entre 40° y 50 °C*

Rangos de temperatura que evidentemente corresponden con los estipulados en el pliego

reivindicatorio,

“El proceso de cualquiera de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO porque una o
mas de las etapas a), b) y c) son llevadas a cabo a una temperatura de 40°C a
50°C.”

Por otro lado, el mismo ejemplo 5 establece

“Al término de la diafiltracién, el combinado se concentrd adicionalmente en el
modo de la UF2 a un punto fijo de concentracién final mayor que 170 g de E25/L.”

Lo cual ilustra perfectamente lo establecido en el pliego reivindicatorio, por ejemplo, con la

reivindicacion 12,

“El proceso de acuerdo con la reivindicacion 11, CARACTERIZADO porque la

tercera preparacion de anticuerpo tiene una concentracién de proteina de 100 a
230 gramos por litro.”

Asi, reiteramos que la descripcidn contiene toda la informacién que se requiere para llevar
a cabo el presente proceso, mostrando adicionalmente ejemplos que permiten ilustrar y
no limitar las mejores formas de realizar la invencion.

Por otra parte, observamos que el sefior Eiaminador establece lo siguiente: “El
rendimiento de la tercera preparacién de proteinas, definido en la reivindicacion 18, es
mas amplio que el valor definido en la reivindicacion de cual depende. Se sugiere verificar
la dependencia de tales reivindicaciones.”

Al respecto expresamos nuevamente nuestro desacuerdo con el sefior Examinador. En
primera medida cabe recordar que como fin de cualquier proceso de separacion se

encuentra la obtencion del mayor rendimiento posible, por tal razén, el alcance de la
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anterior reivindicacién 17 ha sido establecido de manera tal que se establezca un valor
superior a 70% de rendimiento en peso. Ahora bien, la reivindicacion establece que el
rendimiento de la tercera preparacion es de 80% en peso a 100% en peso, es decir, que

reivindica valores superiores a 70%. Por tanto es evidente que 80% en peso a 100% en

peso se encuentra dentro del alcance de superior a 70%, motivo por el cual es un error

sugerir modificar la dependencia de las reivindicaciones implicadas.

Ahora bien, el sefior Examinador alega claridad en lo referente al origen de la biocarga
obtenida en el presente proceso. Consideramos que el término “biocarga” es
absolutamente claro para el versado en la materia y por tanto es evidente el origen de la
misma. Con el fin de brindar la claridad solicitada al sefior Examinador, nos permitimos

recordar lo siguiente,

“Biocarga (o carga microbiana) es el nlmero y tipo de microorganismos viables

presentes en un elemento determinado”

Por tanto, al tener presente el concepto, el claro que el término en el contexto de la
presente invencién se refiere a los contaminantes microbioldgicos en la preparacion, al
recordar que se esta trabajando con materiales bioldégicos que son naturalmente
propensos a la contaminacién de éste tipo. '

Para mayor claridad, en caso de requerirse, en el nuevo pliego reivindicatorio se ha
modificado la primera mencién de la unidad de medida UFC/ml, aclarando que UFC
corresponde a Unidades Formadoras de Colonia.

El sefior Examinador adicionalmente ha emitido una objecién asegurando que los valores
de UFC/ml no son consistentes con la descripcion, al respecto, nos permitimos referir al

sefior examinador a la descripcion, en donde se establece,
Ejemplo 3
“Justo antes de la recuperacion del producto, una muestra de 10 mL se analizd

para deteccion vy tipificacion de biocarga. Un limite de rechazo tipico es 1.000 de
unidades formadoras de colonias (UFC) por mL. Los resultados de esta evaluacion

fueron 1,8 de UFC/mL, un valor adecuado en este paso y bien por debajo del limite

de rechazo.”
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Ejemplo 5

“Justo antes de la recuperacion del producto, se tomé una muestra de 30 mL y se
entregd para deteccion y tipificacion de biocarga. El resultado fue de <0,13 de
UFC/mL.”

Ejemplo 6

“Justo antes de la recuperacion del producto, se tomé una muestra de 30 mL y se
analizé para la tipificacién de biocarga. Los resultados de esta prueba fueron
inferiores al limite de deteccion (< 0,13 de UFC/mL).”

Solicitamos amablemente al sefior Examinador que antes de realizar las objeciones
pertinentes realice una lectura detallada de la descripcién, pues, como es evidente, toda
la informacién solicitada por su despacho se encontraba reflejada en la presente
descripcion.

En conclusién, consideramos que el alcance de las nuevas reivindicaciones se encuentra
debidamente sustentado en la totalidad de las ensefianzas de la descripcién y més aun
teniendo en cuenta que los ejemplos son plenamente ilustrativos de la invencién pero de
ninguna manera se deben considerar como limitativos de la materia reivindicada, por la
cual solicitamos respetuosamente aceptar el nuevo pliego reivindicatorio como claro y

CONciso.

En lo que respecta a la novedad de la presente invencion en referencia al documento D1

(US2004/0167320) citado, nos permitimos realizar la siguiente comparacion.

. ., Proceso revelado por D1
Proceso revelado por la invencion ® do a fi 4)
e acuerdo a figura
o - a) Microfiltracion
o a) Ultrafiltracién —
£ b) Ultrafiltracion
© § ] c) Diafiltracion
STY b) Diafiltracion ;
g C d) Microfiltracién
ﬁg B e) Ultrafiltracion
8 e c) Ultrafiltracion —— —
wg f) Filtracion aséptica
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Como se ha definido a lo largo de la solicitud, y de la presente respuesta, la invencion
reivindicada se encuentra referida un proceso para preparar composiciones de anticuerpos
altamente concentradas en donde se lleva a cabo una primera ultrafiltracion de una
primera preparacién de anticuerpo para obtener una segunda preparacién de anticuerpos
que comprende una fraccion retenida de la primera ultrafiltracién, seguido de una
diafiltracion de la segunda preparacion de anticuerpo para obtener una preparacion de
anticuerpo intermediaria diafiltrada que comprende una fraccidn retenida de la
diafiltracion, y por ultimo una segunda ultrafiltracién de la preparacién de anticuerpo
intermediaria diafiltrada para obtener una tercera preparacién de anticuerpo que

comprende una fraccion retenida de la segunda ultrafiltracién. (Ver tabla comparativa)

Ahora bien, notamos que el proceso revelado por el documento D1, mds concretamente
ilustrado por la figura 4 de la descripcion, revela un mayor nimero de etapas de
separacion, en donde se destaca que la etapa de ultrafiltracién es seguida por una etapa
de microfiltracion, en donde ésta Ultima estd caracterizada porque el anticuerpo a

concentrar se encuentra como parte del permeado, es decir, en la porcidn filtrada,

mientras que en todas las etapas del proceso aqui revelado el anticuerpo hace parte de la
fraccion retenida.

Consideramos relevante resaltar que la membrana usada en la etapa de microfiltracion del
proceso revelado por D1 presenta un tamafio de poro que va de 0.1 a 10 micrémetros, la
cual de acuerdo con la descripcion se usa con fines de clarificacidn, esterilizacion,
remocion de microparticulas, entre otros. Por otra parte, D1 también revela que la etapa
de ultrafiltracion requiere el uso de membranas que se caractericen por presentar un
tamano de poro inferior, el cual se encuentra entre 0.001 y 0.1 micrémetros, con fines de
separacion y concentracién de moléculas en solucién, principalmente biomoléculas, tales
como proteinas, péptidos y carbohidratos, y para fines de intercambio de buffers y
fraccionamiento grueso.

Asi, se hace evidente que D1 se refiere a un proceso que difiere principalmente en la
secuencia de etapas de filtracion con respecto a la presente invencién y que
particularmente, no refiere en ninglin apartado una etapa de ultrafiltracién posterior a la

diafiltracidn de la preparacién intermedia de anticuerpos, sino que, como ya menciond,

ensefia la microfiltracién como etapa subsiguiente de la diafiltracién, fo que en definitiva

dista de las ensefianzas de la presente invencion.
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En conclusidn, D1 no contiene todas y cada una de las etapas reveladas por la presente
invencion, propuestas en el orden requerido para obtener un concentrado de anticuerpos
con las caracteristicas aqui reveladas, motivo por el cual nos permitimos concluir que el
proceso actualmente reivindicado es novedoso a la luz de las ensefianzas de D1.

En lo que se refiere a la falta nivel inventivo nos permitimos presentar los siguientes
argumentos a favor de la invencidn aqui reivindicada, haciendo énfasis en la discrepancia
entre las afirmaciones del sefior Examinador y los resultados de un andlisis objetivo de las

referencias citadas.

Como primera medida queremos hacer énfasis en los aspectos esenciales que definen el
presente proceso, reiterando que el mismo esta dirigido a la preparacion de composiciones
altamente concentradas de anticuerpos mediante la aplicacién de tres etapas de filtracién
que deben ser realizadas a temperaturas de 35 a 50°C, encontrando dicho proceso
aplicacidn en la concentracidn y formulacién de anticuerpos purificados a granel que
presentan actividad farmacoldgica, con la finalidad de ser adaptados a un vehiculo

farmacéutico final.

Asi mismo es fundamental, como parte del entendimiento del presente proceso, considerar
que el mismo revela que un aumento en la temperatura aplicada en cada una de las
fases de filtracion genera una mejora significativa en el flujo de filtracién y sumado a esto
da como resultado la obtencién de una preparacién concentrada en anticuerpos que
esencialmente libre de otros agregados, lo cual constituye una mejora radical en el

proceso de separacidn, sin afectar la calidad de los concentrados obtenidos.

En este sentido, nos permitimos remitir al sefior Examinador al ejemplo 7 contenido en la
descripcion, en donde se ensefia el efecto de altas temperaturas sobre la calidad de

concentrados de anticuerpos. Al respecto, se concluyé lo siguiente,

"La turbidez de la solucion permanecio esencialmente inalterada después de las 24
horas a 60 °C. No se observo ninguin agregado soluble sfgnificativo de E25 inferior
a los 70 °C, lo que sugirio que las muestras del producto fueron sustancialmente
estables hasta al menos 60 °C y al menos 24 horas.”

Ademas, el sefior Examinador puede evidenciar que los ejemplos dados a lo largo de la

descripcion muestran undnimemente la obtencidn de rendimientos superiores al 80%, lo
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cual es un indicativo de la eficiencia del proceso llevado a cabo a temperaturas superiores

a las manejadas en el arte previo, es decir, de 35 a 50°C.

Ahora bien, en lo que se refiere a D2 notamos que dicho documentos centra sus
ensefianzas en un método para concentrar una macromolécula contenida en una solucién
acuosa mediante la aplicacion de un polimero organico y las fases de ultrafiltracion,
diafiltracidn y una ultrafiltracién adicional como etapa final. Sin embargo, es fundamental
sefialar que D2 trata dentro de su contenido el problema de la precipitacién de proteinas
generado por los polimeros organicos co-concentrados principalmente encontrados en el
sobrenadante de cultivos celulares producidos a partir de la recoleccion de cultivos

celulares de mamiferos, tal como lo revelan los primeros parrafos de la descripcion.

Es vital considerar que a pesar de que dicho documento contempla dentro de sus
ensefianzas una primera ultrafiltracion seguida de una diafiltracién y de una segunda
ultrafiltracién, es silencioso en lo que se refiere al manejo de una temperatura de proceso
de 35-50°C, lo cual, como ya fue debidamente explicado previamente, corresponde a una

caracteristica esencial de la presente invencidn.

Por el contrario, al realizar una lectura juiciosa de la informacion ensefiada por D2, hemos
encontrado que dentro de la materia revelada se menciona la relacidén existente entre la
temperatura y la formacion de micelas de polimeros empleados, en donde especificamente
se explica que la Temperatura Micelar Critica (TMC), es decir, la temperatura en la que las
micelas comienzan a ser detectables experimentalmente a una concentracién dada, del
polimero preferido (Pluronic F-68) esta alrededor de 30-35°C para concentraciones de 100
g/L y alrededor de 45-50°C para concentraciones de 10g/L, es decir, que la formacién de

micelas se da a bajas concentraciones del polimero organico a medida que se incrementa

la temperatura, lo cual afectaria directamente el proceso de filtracion.

De esta manera, es claro que el normalmente versado en la materia, basandose en las
ensefianzas de D2 no encontraria una guia para considerar el incremento de la
temperatura del proceso de filtracion a mas de 30°C con fines de lograr una
optimizacion del mismo ya que como queda claro de las ensefianzas de D2, el incremento
de temperatura va en detrimento de la estabilidad de la formulacidn al incrementarse la
formacién de micelas. En conclusién no consideramos que las ensefianzas dadas por D2
indiquen de forma alguna como llegar al proceso de la presente solicitud y por tanto el

proceso aqui reivindicado es inventivo a la luz de D2.
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Por otra parte nos permitimos aclarar al sefior Examinador que D3 constituye una guia general que
brinda informacion referente a métodos de filtracion de flujo tangencial con fines de clarificacion,

concentracion y purificacion de proteinas.

Si bien es cierto dicha guia contiene informacién en la cual expone que la disminucion de la
temperatura de cualquier proceso de filtracién genera un aumento en la viscosidad y ligado a
esto una disminucion en el flujo de filtracién, lo cual es objeto de interés como esfuerzo para
minimizar la degradacion de la calidad del producto filtrado, en ninglin fragmento de D3 se ensefia,
ni se sugiere, el incremento de la temperatura de filtracion como factor generador de un
aumento de la velocidad de flujo. Esto queda claro de la lectura de D3 como exponemos a

continuacion:

“Disminuir la temperatura de proceso a la cual se lleva cabo es un método a
menudo utilizado la Filtracion de Flujo Tangencial (TFF) para intentar minimizar la

degradacion en la calidad del producto”.

Conforme a lo anterior, no encontramos como el versado en la materia encontraria motivacion
alguna en generar un incremento en la temperatura tal como se revela en la presente
invencién, cuando en D3 lo que se sugiere es la disminucién de la misma para conservar la

calidad del producto objeto de filtracion.

Por lo tanto, consideramos que con la informacién contenida en D2 y D3, el versado en la materia
no encontraria motivacion alguna para modificar las condiciones de temperatura con el fin de
generar una optimizacion del proceso, considerando que tanto en D2 como en D3 hay sugerencia
claras de que un aumento en la temperatura generaria, disminucion del flujo de filtracién y
degradacion del producto, respectivamente. Por tanto, concluimos que la presente invencién cuenta

con nivel inventivo a la luz de D3, y mas aun a la luz de la combinacion de D2 y D3.

En conclusidn, la afirmacion del sefior examinador segin la cual “la persona versada en la materia
a partir de proceso divulgado en D2 y las indicaciones de D3 del efecto de la temperatura en estos
procesos habria llegado al proceso reclamado” no es posible en vista de las ensefianzas del arte
previo ya que el mismo aleja al versado en la materia en el sentido de incrementar la temperatura

del proceso de acuerdo a lo anteriormente expuesto.

Solicitud divisional

Adicionalmente nos permitimos informar al sefior Examinador que procederemos a la presentacion
de una solicitud divisional, en la cual se presenta un pliego reivindicatorio compuesto por

cuarentaicuatro (44) reivindicaciones, para que sea objeto de estudio de su Oficina.
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En vista de lo anteriormente expuesto, respetuosamente solicitamos el retiro de las
objeciones de la presente solicitud y la concesion del privilegio solicitado, ya que en
opinion del solicitante cumple con todos los requisitos establecidos en la decisidn 486.

Atentamente,

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
T.P. No. 57.492 del C.SJ.

C.C. 80.410.337 de Usaquén

Calle 70 ANo. 4 - 41



REIVINDICACIONES

Un proceso para preparar composiciones de anticuerpo altamente concentradas que

comprende:

a) una primera ultrafiltracion de una primera preparacion de anticuerpo para obtener
una segunda preparacion de anticuerpos que comprende una fraccién retenida de

la primera ultrafiltracion;

b) una diafiltracién de la segunda preparacion de anticuerpo para obtener una
preparacion de anticuerpo intermediaria diafiltrada que comprende una fraccién

retenida de la diafiltracion; y

C) una segunda ultrafiltracidn de la preparacion de anticuerpo intermediaria diafiltrada
para obtener una tercera preparacién de anticuerpo que comprende una fraccion

retenida de la segunda ultrafiltracion;

caracterizado porque, las etapas a), b) y c) se llevan a cabo a una temperatura de 35

°Ca 50 °C.

El proceso de la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque una o mas de las etapas

a), b) y ¢) se llevan a cabo a una temperatura de 45°C.

El proceso de la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque una o mas de las etapas

a), b) y ¢) se llevan a cabo a una temperatura de 40°C a 50°C.

El proceso de acuerdo con la reivindicacién 3, CARACTERIZADO porque las etapas b)

y ¢) se llevan a cabo a una temperatura de 40°C a 50°C.



10.

11.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 3, CARACTERIZADO porque las etapas a),

b) y ¢) se llevan a cabo a una temperatura de 40°C a 50°C.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, CARACTERIZADO porque la
velocidad de filtracion es suficiente para permitir la terminacion de las etapas

combinadas a), b) y ¢) en un tiempo de 1 a 10 horas.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 6, CARACTERIZADO porque la velocidad
de filtracion es suficiente para permitir la terminacion de las etapas combinadas a), b)

y €) en un tiempo de 2 a 5 horas.

El proceso de acuerdo con la reivindicacién 7, CARACTERIZADO porque la velocidad
de filtracidn es suficiente para permitir la terminacion de las etapas combinadas a), b)

y ¢) en 3 horas.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, CARACTERIZADO porque la
primera preparacion de anticuerpo tiene una concentracion de proteina de 0.1 a 10

gramos por litro.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 9, CARACTERIZADO porque la primera

preparacion de anticuerpo tiene una concentracién de proteina de 1 a 5 gramos por

litro.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, CARACTERIZADO porque la
tercera preparacion de anticuerpo tiene una concentracidon de proteina de 50 a 250

gramos por litro.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 11, CARACTERIZADO porque la tercera
preparacion de anticuerpo tiene una concentracion de proteina de 100 a 230 gramos

por litro.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 12, CARACTERIZADO porque la tercera
preparacion de anticuerpo tiene una concentracion de proteina de 170 a 200 gramos

por litro.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, CARACT ERIZADO porque el
rendimiento total para la etapa c) es de 0.24 gr/m?/s, 0.36 gr/m?%/s, 0.40 gr/m?/s,

0.45 gr/m?/s, 0.52 gr/m%s, 0.54 gr/m%/s, 0.79 gr/m?%/s, 0.85 gr/m%/s 0 0.87 gr/m?/s.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-14, CARACTERIZADO porque el
rendimiento de la tercera preparacion de anticuerpo desde las etapas combinadas a),

b) y c) es superior a 70% en peso.

El proceso de acuerdo con la reivindicacién 15, CARACTERIZADO porque el
rendimiento de la tercera preparacion de anticuerpo desde las etapas combinadas a),

b) y c) es de 80% en peso a 100% en peso.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 15, CARACTERIZADO porque el
rendimiento de la tercera preparacion de anticuerpo desde las etapas combinadas a),

b), y c) es superior a 98% en peso.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-17, CARACTERIZADO porque los

niveles de contaminantes agregados son inferiores al 5% en peso.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-17, CARACTERIZADO porque los

niveles de contaminantes agregados son inferiores al 2% en peso.



20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-19, CARACTERIZADO

porque las etapas de filtracion a), b) y c), utilizan una membrana de ultrafiltracion.

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-20, CARACTERIZADO
porque las etapas de filtracion a), b), y c) se logran por medio de un flujo tangencial a

través de una membrana de ultrafiltracion.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 21, CARACTERIZADO porque el primer y
segundo ultrafiltrado, y el diafiltrado se logran por medio de un flujo tangencial a

través de la misma membrana de ultrafiltracion.

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-22, CARACTERIZADO
porque una membrana de ultrafiltracion utilizada en las etapa de filtracién a) es usada

en la etapa b) y en la etapa c).

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 20-23, CARACTERIZADO
porque la membrana de ultrafiltracién comprende una membrana de ultrafiltracién

con componente de celulosa regenerada.

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 20-24, CARACTERIZADO
porque la membrana de ultrafiltracion tiene un tamafio de poro nominal de 5 a 50 kilo

Daltons.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 25, CARACTERIZADO porque la membrana

de ultrafiltracion tiene un tamafio de poro nominal de 10 a 30 kilo Daltons.

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-26, CARACTERIZADO
porque la primera preparacion de anticuerpo comprende una proteina que tiene un

peso molecular aparente de 100 a 200 kilo Daltons.



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

El proceso de acuerdo con la reivindicaciéon 27, CARACTERIZADO porque la primera
preparacion de anticuerpo comprende un anticuerpo que tiene un peso molecular

aparente de 150 kilo Daltons.

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-28, CARACTERIZADO
porque la diafiltracion intercambia un bulfer que tiene una composicién que difiere de

aquella de la etapa a).

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-29, CARACTERIZADO
porque la etapa de diafiltracion intercambia fluido a un volumen sustancialmente

constante, una concentracion de proteina sustancialmente constante, o ambas.

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-30, CARACTERIZADO
porque la primera ultrafiltracion tiene una velocidad de recirculacion de cerca de

0,005381955 m3/min/m2 a cerca de 0,053819552 m3/min/m2.

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-30, CARACTERIZADO
porque las etapas combinadas a), b), y ¢) se logran a una presién transmembrana de

10 a 50 p.s.i.

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-32, CARACTERIZADO
porque la tercera preparacion de anticuerpo tiene una biocarga detectable inferior a

100 unidades formadoras de colonia (UFC)/ml.

El proceso de acuerdo con la reivindicacién 33, CARACTERIZADO porque la tercera

preparacion de anticuerpo tiene una biocarga detectable de 1.8 UFC/ml.

El proceso de acuerdo con la reivindicacién 33, CARACTERIZADO porque la tercera

preparacion de anticuerpo tiene una biocarga detectable inferior a 0.13 UFC/mi.



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-35, CARACTERIZADO
porque la primera preparacién de anticuerpo ha sufrido una etapa de purificacidn

antes de la etapa (a).

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-36, CARACTERIZADO
porque el anticuerpo contenido en la primera preparacién de anticuerpo es de

aproximadamente el 99,8% de pureza antes de la etapa (a).

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-35, CARACTERIZADO
porque la segunda preparacién de anticuerpo tiene una concentracion de proteina de

20 a 50 gramos por litro.

El proceso de acuerdo " con cualquiera de las reivindicaciones 1-12 y 14-38,
CARACTERIZADO porque la preparacion de anticuerpo intermediaria diafiltrada tiene
una concentracion de anticuerpo de 25 a 35 gramos por litro y la tercera preparacidn

de proteina tiene una concentracién de proteina de 170 a 200 gramos por litro.

Un proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-12 y 14-38, CARACTERIZADO
porque la primera ultrafiltracion concentra la primera preparacion de anticuerpo para
obtener la segunda preparacion de anticuerpo que tiene una concentracion de
anticuerpo de 30 gramos por litro y la segunda ultrafiltracidén concentra la preparacién
de anticuerpo intermediara diafiltrada para obtener la tercera preparacién de

anticuerpo que tiene una concentracion de proteina de 170 a 200 gramos por litro.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-21 y 24-40, CARACTERIZADO
porque la primera y segunda ultrafiltracién se logran a través de la misma membrana

ultra-filtro.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-41, CARACTERIZADO porque la

diafiltracién logra un intercambio de bdfer en un volumen de 5 a 15 veces mayor.



43.

44.

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 42, CARACTERIZADO porque la

diafiltracién logra un intercambio de bufer en un volumen de 8 veces mayor.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-43, CARACTERIZADO porque la

etapa (b) comprende mas de una etapa de diafiltracion.

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-43, CARACTERIZADO

porque la diafiltracion intercambia un primer bufer por un segundo bufer.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 45, CARACTERIZADO porque el primer
bufer comprende una mezcla de cloruro de sodio acuoso y un bifer TRIS, y el
segundo bdfer comprende una mezcla de cloruro de histidina y cloruro de arginina

aCuosos.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-46, CARACTERIZADO porque el

anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

El proceso de la reivindicacién 47, CARACTERIZADO porque el anticuerpo monoclonal

es un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo humano.

El proceso de la reivindicacién 47, CARACTERIZADO porque el anticuerpo es un
fragmento de unién al antigeno seleccionado del grupo que consiste de fragmento

Fab, fragmento Fab’, fragmento F(ab")2, y fragmento Fv.

El proceso de acuerdo con la reivindicacién 47, CARACTERIZADO porque el anticuerpo

comprende un anticuerpo anti-IgE.

El proceso de la r_eivindicacién 50, CARACTERIZADO porque el anticuerpo anti-IgE es

el anticuerpo rhuMAb E25.
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PROCESO PARA LA CONCENTRACION DE ANTICUERPOS Y PRODUCTOS
TERAPEUTICOS DE LOS MISMOS

Antecedentes de la Invencién

Los métodos para aislar, purificar y concentrar materiales biolégicos son
conocidos e incluyen, por ejemplo, cromatografia, ultrafiltracion, y liofilizacion,
véase en general R. Hatti-Kaul y otros, "Downstream Processing in Biotechnology"
en Basic Biotechnology, capitulo 9, paginas 187-211, 2da ed., Cambridge
University Press (2001). Los procesos para realizar preparaciones concentradas
de anticuerpos monoclonales para administracion en seres humanos son
conocidos; vease, por ejemplo, la patente estadounidense No. 6.252.055, que usa
ultrafiltracién y que recircula el filtrado resultante.

Algunos desafios relacionados con los métodos disponibles de
concentracién de anticuerpos incluyen, por ejemplo, flujos bajos, tiempos de
procesos prolongados, areas grandes de membranas, pérdidas y rendimiento de
recuperacion mecanica, administracién o intervencion intensiva del operador,
tasas bajas de transferencia de masa, ineficiencias de energia, y limites de
presion hidraulica en equipos de concentracion. Estos y otros desafios pueden
contribuir a un costo total de fabricacion alto y a costos posteriores atin mas altos
para los consumidores de drogas terapéuticas.

Existe la necesidad de procesos mejorados para preparar formulaciones
proteicas altamente concentradas, tales como preparaciones liquidas de

anticuerpos y productos terapéuticos de las mismas.

Resumen

En términos generales, la presente invenciéon se relaciona con procesos
para concentrar proteinas, tales como procesos para concentrar una preparacion
de anticuerpos, formulaciones farmacéuticas que contienen tal preparacién, y su
uso en terapia en seres humanos o animales.

En ciertas realizaciones, la presente invencion provee procesos para
preparar proteinas altamente concentradas, tales como preparaciones de
anticuerpos; y productos terapéuticos preparados mediante el proceso, tales como
productos de anticuerpos terapéuticos. En consecuencia, la presente invencion
provee un proceso para concentrar proteinas que comprende: una primera
ultrafiltracion de una primera preparacion de anticuerpos para proveer una

segunda preparacién de anticuerpos; una diafiltracion de la segunda preparacion
1
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de anticuerpos para proveer una preparacion de anticuerpos intermediaria
diafitrada; y una segunda ultrafiltracion de la preparacion de anticuerpos
intermediaria diafiltrada para proveer una tercera preparacion de anticuerpos, en
donde una o mas de la primera ultrafiltracién, la segunda ultrafiltracién y la
diafiltracion se logran a temperaturas elevadas, por ejemplo, de aproximadamente
30 °C a aproximadamente 50 °C.

La presente invenciéon también provee, en las realizaciones, un proceso
para concentrar proteinas que comprende: una primera ultrafiltracion de una
primera mezcla proteica para proveer una segunda mezcla proteica; una
diafiltracion de la segunda mezcla proteica para proveer una mezcla proteica
diafiltrada; y una segunda ultrafiltracion de la mezcla proteica diafiltrada para
proveer una tercera mezcla proteica, en donde una o mas de las primera
ultrafiltracion, la diafiltracién y la segunda ultrafiltracion se logran a, por ejemplo,
aproximadamente 45 °C.

La presente invencidbn provee también, en las realizaciones, una
composicidbn de anticuerpos altamente concentrada preparada mediante los
procesos anteriormente descritos.

Breve descripcion de los dibujos

FIG. 1 ilustra un aparato para lograr el proceso preparativo, en las
realizaciones de la presente invencion. '

FIGS. 2 a 17 ilustran varios valores de procesos observados y medidos con
respecto a varias fases o modalidades del proceso, en las realizaciones de la
presente invencion.

FIGS. 18 y 19 ilustran el efecto de la temperatura elevada en la calidad del
producto, en las realizaciones de la presente invencion.

FIGS. 20 y 21 ilustran el efecto de la temperatura elevada en el control de
biocarga, en las realizaciones de la presente invencion.

FIG. 22 ilustra el efecto de la temperatura elevada en el fiujo del proceso y
el tiempo del proceso, en las realizaciones de la presente invencion.

FIGS. 23 a 25 ilustran varios valores de proceso observados o medidos con
respecto a varias fases o modalidades del proceso en escala, en las realizaciones
de la presente invencion.

Descripcion detallada

Varias realizaciones de la presente invencion se describiran en detalle con

referencia a los dibujos. La referencia a varias realizaciones no limita el alcance de
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la invencidn, que se limita solamente mediante el alcance de las reivindicaciones
adjuntas. Asimismo, cualquier ejemplo mencionado en esta memoria descriptiva
no intenta ser limitativo y meramente ilustra algunas de las muchas posibles
realizaciones de la invencion reivindicada.

Las siguientes expresiones, a menos que se indique lo contrario:

"Ultrafiltrar,” "ultrafiltracion," "ultrafiltrado," "UF" y términos similares se
refieren, por ejemplo, a la utilizacién de membranas sintéticas semipermeables,
con propiedades quimicas vy fisicas apropiadas, para discriminar entre moléculas
en la mezcla, principalmente sobre la base del tamafio y forma molecular, y lograr
la separacion de diferentes moléculas o lograr la concentracion de moléculas
similares.

"Diafiltrar”, "diafiltracion," "diafiltrado, "DF" y términos similares se refieren,
por ejemplo, a la utilizacion de una membrana de ultrafiltracion para extraer,
reemplazar o reducir la concentracion de sales o solventes de soluciones o
mezclas que contienen proteinas, péptidos, acidos nucleicos, u otras
biomoléculas.

"Presion transmembrana" o "PTM" se refiere a la presion promedio aplicada
del lado del filtrado de la membrana calculado como PTM [bar] = [(Pa + Pg )/2] - Ps.
en donde P4 es la presién de alimentacion, Pr es la presion del retentado, y Ps es
la presion del filtrado.

"Filtracion de flujo tangencial,” "filtraciéon de flujo cruzado," "FFT" y términos
similares se refieren al modo de filtracion en el que la solucidn que contiene
solutos pasa tangencialmente a través de la membrana UF y las sales o solutos de
pesos moleculares inferiores atraviesan la misma al aplicar presion.

“Anticuerpo” se usa en el sentido mas amplio y cubre especificamente
anticuerpos monoclonales intactos, anticuerpos policlonales, anticuerpos
multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) formados a partir de al
menos dos anticuerpos intactos, y fragmentos de anticuerpos, siempre que
exhiban la actividad biolégica deseada. Un anticuerpo es una proteina generada
por el sistema inmunolégico que es capaz de reconocer y unirse a un antigeno
especifico. Descrito en términos de su estructura, un anticuerpo es una proteina
en forma de Y que consiste de cuatro cadenas de aminoacidos, dos pesadas y
dos livianas. En un modelo simplificado suficiente para su ejemplificacion, cada
anticuerpo tiene principalmente dos regiones: una region variable y una region
constante. La regién variable, localizada en los extremos de los brazos de la Y, se

une e interactda con el antigeno buscado. Esta region variable incluye una region
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de determinacion complementaria (RDC) que reconoce y se une a un sitio de
enlace especifico en un antigeno particular. La region constante, localizada en la
colade laY, es reconocida e interactlia con el sistema inmunolégico (Janeway, C.,
Travers, P., Walport, M., Shlomchik (2001) /Immuno Biology, 5ta Ed., Garland
Publishing, New York). Un antigeno buscado por lo general tiene numerosos sitios
de enlace, también llamados epitopes, reconocidos por las RDCs en multiples
anticuerpos. Cada anticuerpo que se enlaza especificamente a diferentes epitopes
tiene una estructura diferente. Por ende, un antigeno puede tener mas de un
anticuerpo correspondiente.

El termino “aproximadamente” que modifica, por ejemplo, la cantidad de un
ingrediente en las composiciones, concentracion de un activo, volimenes de
buffer, diavolumenes, tamarfio de poro, peso molecular aparente, limite de peso
molecular, temperatura del proceso, tiempo del proceso, rendimientos, tasas de
flujo, presiones, biocargas, y valores similares, y rangos de los mismos, cuando es
empleado en los métodos de la invencion, se refiere a una variacion en la cantidad
numeérica que ocurre, por ejemplo, a través de los procedimientos de
administracién y medicion tipicos usados para hacer concentrados o usar
soluciones; a través de errores inadvertidos en estos procedimientos, a través de
diferencias en la fabricacion, fuente o pureza de los ingredientes empleados para
hacer los composiciones o llevar a cabo los métodos, o consideraciones similares.
El termino “aproximadamente” abarca también las cantidades que difieren a causa
de la antigledad de una composicion con una concentracion o mezcla inicial
particular. El término “aproximadamente” abarca también las cantidades que
difieren como consecuencia de mezclar o procesar una composicion con una
concentracion o mezcla inicial particular. Ya sea que estén o no modificadas por el
término “aproximadamente” las reivindicaciones incluyen equivalentes a las
cantidades.

"Consistiendo esencialmente de" se refiere a un proceso para obtener una
composicion proteica concentrada o composicion de anticuerpos que incluye los
pasos e ingredientes que no afectan materialmente las propiedades basicas y
novedosas de la composicion, tales como multiplicidad de pasos o medios buffer.
Los ingredientes que afectan en forma material las propiedades basicas de la
composicion y el método de la presente invencion imparten caracteristicas
indeseables incluyendo, por ejemplo, biocarga, tal como la toxicidad o irritabilidad
indeseables asociadas con los contaminantes.



Debe entenderse que el articulo indefinido “un” o “una” y sus
correspondiente articulo definidos “el” o “la” segun se utilizan en la presente
significan al menos uno, o uno o mas, a menos que se especifique lo contrario.

La presente invenciébn provee, en las realizaciones, los procesos
mencionados con anterioridad y los productos de anticuerpos concentrados de los
mismos.

En las realizaciones de la presente invencion, los procesos preparativos y
los productos de los mismos se pueden utilizar para realizar preparaciones de
anticuerpos altamente concentradas y préparaciones similares tales como para
purificar y concentrar proteinas o sustancias similares de fuentes naturales o
sinteticas, y cuyos productos pueden ser Utiles para tratar condiciones patolégicas,
tales como asma, cancer, psoriasis, inhibir angiogénesis y condiciones patolégicas
similares.

A continuacién se ejemplifica de manera adicional como hacer y usar los
procesos preparativos y productos de la invencién en las realizaciones de los
procesos descritos con anterioridad para preparar composiciones de anticuerpos
altamente concentradas de la invencion:

En las realizaciones de la presente invencién, se provee un proceso para
preparar composiciones de anticuerpos altamente concentradas, por ejemplo, de
acuerdo con el logro de los siguientes pasos en el orden establecido, que
comprenden:

una primera ultrafiltracion de una primera preparacion de anticuerpos, que
tiene una concentracion de, por ejemplo, aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 10 gramos por litro (g/L), para proveer una segunda preparacion
de anticuerpos como el retentado, que tiene una concentracién de anticuerpos
mayor de, por ejemplo, aproximadamente 10 a aproximadamente 50 gramos por
litro;

una diafiltracién de la segunda preparacion de anticuerpos resultante para
proveer una preparacién de anticuerpos intermediaria diafiltrada como el
retentado, que tiene aproximadamente la misma concentracion que el segundo
retentado resultante de la preparacion de anticuerpos, es decir, una diafiltracién
para lograr un intercambio del buffer a un volumen constante; y

una segunda ultrafiltracion de la preparacién de anticuerpos intermediaria
diafiltrada para proveer una tercera preparacion de anticuerpos como el retentado,
que tiene una concentracion de anticuerpos mayor de, por ejemplo,

aproximadamente 150 a aproximadamente 200 gramos por litro.
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Los procesos preparativos de la invencion pueden comprender, ademas, un
paso 0 mas pasos opcional(es) de recuperacion de producto, por ejemplo, y segtin
se ilustra y revela en la presente.

En la realizaciones del proceso anteriormente descrito de la invencién, una
o mas de las primera ultrafiltracion, la diafiltracion y la segunda ultrafiltracién, se
pueden efectuar a, por ejemplo, de aproximadamente 30 °C a aproximadamente
70 °C. En las realizaciones, estos pasos se pueden efectuar a, por ejemplo, de
aproximadamente 30 °C a aproximadamente 50 °C. En las realizaciones, estos
pasos se pueden efectuar a, por ejemplo, de aproximadamente 35 °C a
aproximadamente 50 °C. En las realizaciones, estos pasos se pueden efectuar a,
por ejemplo, de aproximadamente 45 °C, tal como de aproximadamente 45 °C
mas o menos 5 °C. Dependiendo del tipo de preparacion de anticuerpos, para los
procesos logrados a temperaturas mayores de aproximadamente 70 °C, la
preparaciéon puede mostrar signos de deterioro, tales como desnaturalizacion,
aglomeracion y fendmenos similares. Para los procesos logrados a temperaturas
inferiores de aproximadamente 30 °C a aproximadamente 35 °C, las tasas de flujo
son por lo general indeseablemente bajas y los tiempos del proceso son
indeseablemente largos, ocasionando que los procesos a temperaturas inferiores
sean menos atractivos para la produccién comercial eficiente.

En las realizaciones, la primera preparacion de anticuerpos puede tener
una concentracion de anticuerpos de, por ejemplo, aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 100 gramos por litro (g/L). La concentracién de anticuerpos es,
por ejemplo, una concentracién comun tipicamente disponible de otros métodos o
pasos de purificacion de anticuerpos o proteinas preliminares, tales como
centrifugacion, filtracion, cromatografia, y procedimientos similares. La segunda
preparacion de anticuerpos resultante obtenible de la primera ultrafiltracion puede
tener una concentraciéon de anticuerpos de, por ejemplo, aproximadamente 10 a
aproximadamente 50 gramos por litro y, por ejemplo, aproximadamente 20 a
aproximadamente 40 gramos por litro, tales como 30 gramos por litro. Un rango
para la concentracién de anticuerpos de la preparacion de anticuerpos
intermediaria puede depender de, por ejemplo, un equilibrio de factores, tales
como volumen de muestra y flujo de muestra obtenible con un buffer particular que
contiene la segunda preparacién de anticuerpos. La preparacion de anticuerpos
intermediaria puede tener una concentracién de anticuerpos de, por ejemplo,
aproximadamente 25 a aproximadamente 35 gramos por litro y la tercera

preparacion de anticuerpos puede tener una concentracion de anticuerpos de, por
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ejemplo, aproximadamente 170 a aproximadamente 200 gramos por litro. La
tercera preparacion de anticuerpos, en las realizaciones, puede tener una
concentracion de anticuerpos de, por ejemplo, aproximadamente 50 a
aproximadamente 250 gramos por litro, tal como de aproximadamente 100 a
aproximadamente 230 gramos por litro, y de aproximadamente 170 a
aproximadamente 200 gramos por litro, tal como 185 gramos por litro.

Sera aparente para una persona versada en el arte, al comprender la
presente invencion, que la preparacion de anticuerpos intermediaria y la tercera
preparacion de anticuerpos comprenden el mismo retentado ultrafiltrado salvo por,
por ejemplo, las diferencias en la concentracion de anticuerpos resultantes de la
primera y segunda concentracion de ultrafiltracion, y las diferencias en el medio de
buffer en suspensién resultante del intercambio del buffer de diafiltracion. Por
ende, si llegara a existir, existe un cambio minimo en la composicién, tal como
degradacidn, de la proteina o anticuerpo buscado, en las realizaciones de la
presente invencion.

Los métodos de concentracion de ultrafiltracion convencional pueden tener
generalmente tiempos mas prolongados y menores ineficiencias en el rendimiento
con tiempos de proceso considerablemente mayores tales como procesos de
varios dias a varias semanas, o procesos de volimenes considerablemente
inferiores, 0 ambos.

En las realizaciones, el proceso de concentracion proteica de la invencion
se puede lograr, por ejemplo, en aproximadamente 1 a 10 horas, preferentemente
en aproximadamente 2 a 5 horas, y mas preferentemente en aproximadamente 3
horas. Las preferencias favorecen los rendimientos de flujos mas altos y areas de
membranas mas pequefias.

En las realizaciones, la primera ultrafiltracion se puede lograr, por ejemplo,
en aproximadamente 35 % del tiempo total de proceso. En consecuencia, por
ejemplo, en un proceso de concentracion y purificacion de la invencién con
aproximadamente 3 horas de tiempo total de proceso, la primera ultrafiltracion se
puede lograr en aproximadamente 45 minutos. En las realizaciones, la segunda
ultrafiltracion se puede lograr, por ejemplo, en aproximadamente 15 % del tiempo
total de proceso. Por ende, por ejemplo, en un proceso de la invenciéon de
aproximadamente 3 horas de tiempo total de proceso, la segunda ultrafiltracion se
puede lograr en aproximadamente 15 minutos. La diafiltracion se puede lograr, por
ejemplo, en aproximadamente 50 % del tiempo total del proceso. En

consecuencia, por ejemplo, en un proceso de la invencién con aproximadamente 3
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horas de tiempo total del proceso, la diafiltracion se puede lograr en
aproximadamente 90 a aproximadamente 120 minutos.

En las realizaciones, la primera ultrafiltracién y la segunda ultrafiltracion se
pueden lograr, por ejemplo, con una membrana ultra filtro que tiene un tamafio de
poro nominal o limite de peso molecular, de aproximadamente 5 a
aproximadamente 50 kilo Daltons. Otro tamarfio de poro nominal adecuado es, por
ejemplo, de aproximadamente 10 a aproximadamente 40 kilo Daltons. Otro
tamafio de poro nominal adecuado, o limite de peso molecular, es de
aproximadamente 30 kilo Daltons.

En las realizaciones, la primera preparacion de anticuerpos puede contener,
por ejemplo, un anticuerpo que tiene un peso molecular aparente de, por ejemplo,
aproximadamente 100 a aproximadamente 200 kilo Daltons. En oftras
realizaciones, la primera preparacion de anticuerpos pueden contener un
anticuerpo que tiene un peso molecular aparente de, por ejemplo,
aproximadamente 150 kilo Daltons, tal como cuando la preparacion de anticuerpos
comprende anticuerpos antiige o IgE, véase por ejemplo, la patente
estadounidense No. 6.172.213 asignada a Genentech, Inc.

Otros anticuerpos adecuados para uso en la presente invencién incluyen
anticuerpos para el tratamiento de cancer, véase generalmente, por ejemplo:
PCT/US02/19592; PCT/US01/20118; PCT/US01/25464: PCT/US01/26626;
PCT/US02/28859; PCT/US02/41798; PCT/US02/12206; PCT/US03/11148;
PCT/US02/12619; y PCT/US02/33050. Otros anticuerpos adecuados para el uso
en la presente invencién incluyen un anticuerpo antiCD20 y anticuerpos similares
que incluyen formas quiméricas, hibridas, murinos, no humanas y humanas.
Vease, por ejemplo, la patente U.S. No. 6.582.959 (VEGF) y la solicitud de patente
U.S. No. 2002/0122797 A1 (VEGF humano).

En las realizaciones, los anticuerpos incluidos dentro del alcance de la
invencion incluyen anticuerpos recombinantes e hibridos (por ejemplo, anticuerpos
"humanizados” y “humanos”) independientemente de las especies de origen o
clase de inmunoglobulina o designacion de subclase, asi como también
fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, Fab, F(ab'),, y F,). Véase la patente U.S.
No. 4.816.567, Mage y Lamoyi, en Monoclonal Antibody Production Techniques
and Applications, 79-97, Marcel Dekker, Inc., New York, (1987).

Los anticuerpos monoclonales también se pueden utilizar y se pueden
aislar de librerias de anticuerpos de fagos usando la técnicas descritas en

Clackson y otros (1991) Nature, 352:624-628 y Marks y otros (1991) J. Mol. Biol.,
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222:581-597, por ejemplo, los anticuerpos monoclonales incluyen anticuerpos
“quiméricos” en donde una porcién de la cadena pesada y/o liviana es idéntica u
homologa a las secuencias correspondientes a los anticuerpos derivados de una
especie particular o pertenecientes a una clase o subclase particular de
anticuerpos, mientras que el resto de.la(s) cadena(s) es idéntico u homélogo a las
secuencias correspondientes en los anticuerpos derivados de otras especies o
pertenecientes a otra clase o subclase de anticuerpos, asi como también
fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que exhiban la actividad biolégica
~ deseada (Pat. US No. 4.816.567; y Morrison y otros (1984) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 81:6851-6855). Los anticuerpos quiméricos pueden incluir anticuerpos
“primatizados” que comprenden secuencias que enlazan antigenos de dominio
variable, derivadas de un primate no humano (por ejemplo, mono del antiguo
mundo, simio, etc) y secuencias de regiones constantes humanas.

Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, estando dirigidos
a un sitio antigénico simple. Asimismo, en contraste con las preparaciones de
anticuerpos policlonales que incluyen diferentes anticuerpos dirigidos a diferentes
determinantes (epitopes) cada anticuerpo monoclonal esta dirigido a un
determinante simple en el antigeno. Ademas de su especificidad, los anticuerpos
monoclonales son ventajosos al poder sintetizarse sin contaminarse mediante
otros anticuerpos. Por esta razén, el modificador "monoclonal" indica el caracter
del anticuerpo como obtenido a partir de tal poblacion sustancialmente
homogénea de anticuerpos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden
la poblacion son idénticos salvo por posibles mutaciones que ocurren
naturalmente, que pueden estar presentes en cantidades menores, y no debe
construirse como requiriendo produccion del anticuerpo por cualquier método
particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales para uso en esta invencién
pueden realizarse usando el método de hibridoma descrito primero por Kohler &
Milstein, Nature, 256:495 (1975), o mediante métodos de ADN recombinante.
Otros métodos conocidos de produccion de anticuerpos se describen, por ejemplo,
en Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 59-103, Academic
Press (1986); Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984). Brodeur, y otros, Monoclonal
Antibody Production Techniques and Applications, 51-63, Marcel Dekker, Inc.,
New York (1987). |

Varios métodos han sido empleados para producir anticuerpos
monoclonales (AcMs). La tecnologia del hibridoma, que se refiere a una linea

celular clonada que produce un tipo simple de anticuerpo, utiliza las células de
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varias especies, incluyendo ratones (murino), hamsters, ratas y seres humanos.
Otro método para preparar AcMs utiliza ingenieria genética incluyendo técnicas de
ADN recombinante. Los anticuerpos monoclonales formados a partir de estas
técnicas incluyen, entre otros, anticuerpos quiméricos y anticuerpos humanizados.
Un anticuerpo quimérico combina las regiones codificadas de ADN de mas de un
tipo de especie. Por ejemplo, un anticuerpo quimérico puede derivar de la regién
variable de un ratdn y la region constante de un humano. Un anticuerpo
humanizado proviene predominantemente de un ser humano, aunque contenga
porciones no humanas. Como un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado
puede contener una regidon constante completamente humana. No obstante,
contrariamente a un anticuerpo quimérico, la regioén variable puede derivar
parcialmente de un humano. Las porciones sintéticas no humanas de un
anticuerpo humanizado provienen a menudo de RDCs en anticuerpos murinos. De
todas formas, estas regiones son cruciales para permitir que el anticuerpo
reconozca un antigeno especifico y se enlace al mismo.

De acuerdo con lo descrito, los anticuerpos murinos juegan un rol
importante en la tecnologia del anticuerpo. Si bien son utiles para los diagnésticos
y las terapias a corto plazo, los anticuerpos murinos no se pueden administrar en
pacientes a largo plazo sin incrementar el riesgo de una respuesta inmunogénica
perjudicial. Esta respuesta, ilamada anticuerpo humano antiratén (AHAR), existe
cuando el sistema inmunolégico de un humano reconoce el anticuerpo murino
como extrafo y lo ataca. Una respuesta de AHAR puede causar shock téxico o
incluso la muerte. Los anticuerpos humanizados y quiméricos reducen la
probabilidad de una respuesta de AHAR al minimizar las porciones no humanas
de los anticuerpos administrados. Asimismo, los anticuerpos humanizados y
quimericos tienen el beneficio adicional de activar respuestas inmunes humanas
secundarias, tales como citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo.

“Los fragmentos de anticuerpos” comprenden una porcién de un anticuerpo
intacto, preferentemente comprendiendo la region de enlace al antigeno o variable
del mismo. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen fragmentos Fab,
‘Fab’, F(ab’)2, y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales, moléculas de anticuerpos de
cadena simple; y anticuerpos multiespecificos formados de (un) fragmento(s) de
anticuerpos.

Un anticuerpo “intacto” es el que comprende una region variable de enlace
al antigeno asi como también un dominio constante de cadena liviana (CL) y

dominios constantes de cadenas pesadas, CP1, CP2 y CP3. Los dominios
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constantes pueden ser dominios constantes de secuencias nativas (por ejemplo,
dominios constantes de secuencia nativa humana) o variante de secuencia de
aminoacido de los mismos. El anticuerpo intacto puede tener una o mas
“funciones efectoras” que se refieren a aquellas actividades bioldgicas atribuibles a
la regién Fc (una regiéon Fc de secuencia nativa o una region Fc variante de
secuencia de aminoacido) de un anticuerpo. Ejemplos de funciones efectoras de
anticuerpos incluyen enlace C1q; citotoxicidad dependiente de complemento;
enlace de receptor Fc; citotoxicidad célulomediada dependiente del anticuerpo
(CCDA); fagocitosis; regulacion baja de receptores de superficie celular (por
ejemplo, receptor celular B; BCR), etc.

Dependiendo de la secuencia de aminoacido del dominio constante de sus
cadenas pesadas, los anticuerpos intactos se pueden asignar a diferentes
“clases”. Existen cinco clases mayores de anticuerpos intactos: IgA, IgD, IgE, IgG
e IgM, y muchas de estas clases se pueden dividir adicionalmente en “subclases”
(isotipos), por ejemplo, IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgA e IgA2. Los dominios
constantes de cadena pesada que corresponden a diferentes clases de
anticuerpos se llaman a, 8, €, vy, y M, respectivamente. Las estructuras de
subunidades y configuraciones tri-dimensionales de diferentes clases de
inmunoglobulinas son muy conocidas. v

En las realizaciones, la primera ultrafiltracion concentra la primera
preparacion de anticuerpos para proveer la segunda preparacion de anticuerpos
que tiene una concentracion de anticuerpos de aproximadamente 30 gramos por
litro, y la segunda ultrafiltracion concentra la preparacién de anticuerpos
intermediaria (obtenida a partir de la diafiltracion) para proveer la tercera
preparacion de anticuerpos que tiene una concentracion de anticuerpos de, por
ejemplo, aproximadamente 170 a aproximadamente 200 gramos por litro. La
primera ultrafiltracion y la segunda ultrafiltracién se pueden lograr con la misma
membrana ultrafiltro y, de desearse, dentro del mismo recipiente o circuito de
proceso, por ejemplo, para minimizar la manipulacién, pérdidas, escapes, e
impactos similares en el rendimiento, eficiencia y economia. La primera
ultrafiltracion y la segunda ultrafiltracién se pueden lograr con cualquier aparato
ultrafitro o membrana ultrafiltro adecuados. Muchos aparatos ultrafiltro o
membranas ultrafiltro, aptos para la operacion de filtracion de flujo tangencial
(FFT) para lograr ultrafiltraciones y diafiltraciones, se encuentran comercialmente
disponibles, tales como Millipore, Pall Corp., Sartorius, y otros proveedores. En

las realizaciones, una membrana ultrafiltro adecuada puede ser, por ejemplo,
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cualquier componente de celulosa regenerado que tiene un perfil de adsorcion
proteica relativamente bajo comparado con otras membranas ultrafiltro
disponibles, tales como polietersulfona.

La operacion de diafiltracion intercambia una primera composicion del
buffer presente en las primera y segunda preparaciones de anticuerpos para un
segundo buffer deseado en la tercera preparacion de anticuerpos. En las
realizaciones, el primer buffer puede comprender, por ejemplo, una mezcla de
cloruro de sodio acuoso y un buffer de TRIS, y un segundo buffer puede
comprender, por ejemplo, una mezcla de cloruro de histidina y cloruro de arginina
acuosos. La diafiltracion puede lograr un intercambio de buffer a volumen
constante, concentracién constante, o ambos. En las realizaciones, la diafiltracion
logra un intercambio de buffer a volumen constante y concentracion constante. La
diafiltracion puede lograr un intercambio del buffer, por ejemplo, de
aproximadamente 5 a aproximadamente 15 veces en volumen (es decir,
diavolumenes). La diafiltraciéon puede lograr también un intercambio del buffer, por
ejemplo, de aproximadamente 8 veces en volumen (8 diavolimenes), es decir, 8
veces el volumen de la muestra que contiene la preparacién de anticuerpos a ser
intercambiados. Por ejemplo, una preparacién de anticuerpos de 10 litros se
puede diafiltrar con un volumen 5 veces mayor (diavolimenes) o volumen de 50
litros del buffer de intercambio. El volumen de intercambio y preferencias para los
volimenes de intercambio representa un equilibrio de factores, por ejemplo,
eficiencias de rendimiento del proceso, pureza del producto, estandares de
aceptacion gubernamentales y cliente / paciente, y estandares similares, y puede
depender de, por ejemplo, la concentracion y el tipo de buffer (por ejemplo, el
primer buffer) en la primera preparacion de anticuerpos, y consideraciones
similares.

La primera ultrafiltracion, la segunda ultrafiltracion y la diafiltracion son
preferentemente realizadas con filtracion de flujo tangencial (modalidad FFT) a
través de una membrana ultrafiltro, y la membrana ultrafiltro es preferentemente la
misma membrana para cada paso. El rendimiento del producto en el combinado
de fracciones o, simplemente, combinado (“pool”) final (es decir, la tercera
preparacion de anticuerpos) puede ser, por ejemplo, mayor de aproximadamente
70 % en peso, tal como aproximadamente de 80 % a aproximadamente 100 % en
peso basado en el peso de los anticuerpos en la primera preparacion de
anticuerpos. El rendimiento de la tercera preparacién de anticuerpos puede ser, en

las realizaciones, mayor que aproximadamente 90 % en peso, en las
12



realizaciones, mayores que aproximadamente 95 % en peso, y en las
realizaciones, aun mayores que aproximadamente 98 % en peso, basado en el
peso de los anticuerpos en la primera preparacion de anticuerpos.

La primera ultrafiltracion puede tener una tasa de recirculacion de, por
ejemplo, aproximadamente 0,83 a 16,67 mbL/s (50 a 1.000 mlL/min), y
preferentemente de aproximadamente 1,67 a 16,67 mL/s (100 a 1.000 mL/min). La
tasa de recirculacién puede ascender de acuerdo con el area de membrana
disponible, por ejemplo, areas de membrana de 0,46; 1,86; 18,6; y 92,9 m? (5, 20,
200, y 1.000 pies cuadrados), y areas similares permiten tasas de recirculacion
incrementadamente mayores. Por ende, una tasa de recirculacion ascendente
adecuada, en las realizaciones, puede ser, por ejemplo, de aproximadamente 0,09
L/s/m? (0,5 L/min/ft?) a aproximadamente 0,9 L/s/m? (5 L/min/ft?). La ultrafiltracion
y diafiltracién se puede lograr, por ejemplo, a presiones transmembrana de
aproximadamente 5 a aproximadamente 344,7 kPa (50 p.s.i.). La ultrafiltracion y
diafiltracion se puede lograr, por ejemplo, a presiones transmembrana de
aproximadamente 68,9 kPa (10 p.s.i.) a aproximadamente 344,7 kPa (50 p.s.i.).
En las realizaciones de la presente invencion se provee un proceso para preparar
un concentrado de anticuerpos para una formulacién de anticuerpos mas diluida,
teniendo el concentrado de anticuerpos una biocarga minima, por ejemplo, menor
o inferior a un limite detectable, tal como, menor de aproximadamente 100
UFC/mL.

Las composiciones de anticuerpos de la invencién pueden ser, por ejemplo,
una preparacion de anticuerpos monoclonales concentrada para administracion a
seres humanos, tales como a una concentracién mayor que, o igual a
aproximadamente 100 g/L (mg/mL), tal como aproximadamente 120 a
aproximadamente 170 g/L.

Las composiciones de anticuerpos de la invencion pueden ser, por ejemplo,
inmunoglobulinas, tales como del grupo IgA, IgD, IgE, IgG e IgM; subclases de las
mismas; recombinantes de las mismas; fragmentos de las mismas; y mezclas de
las mismas de cualquiera de los presentes. Una composicion de anticuerpos
preferentes de la invencion incluye anticuerpos antiigE humanizados
recombinantes. Las composiciones de anticuerpos de la invencién pueden incluir
un buffer. Un buffer preferido puede ser, por ejemplo, una mezcla de cloruro de
histidina y cloruro de arginina acuosos.
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Los procesos preparativos de la invencién se logran preferentemente en el
mismo aparato y sin intervencién operaria o con minima intervencién operaria, por
ejemplo, segln se ilustra en la FIG. 1.

La primera preparacién de anticuerpos se puede obtener o preparar usando
una variedad de métodos quimicos, fisicos, mecanicos o0 no mecanicos, o
bioquimicos, tales como, molido, ultrasonicacion, homogenizacion, digestion
enzimatica, extraccién con solvente, centrifugacion, cromatografia, y métodos
similares, y combinaciones de los mismos, véase, por ejemplo, la cita mencionada
anteriormente con relacion a R. Hatti-Kaul y otros, "Downstream Processing in
Biotechnology," en Basic Biotechnology, Capitulo 9. La tercera preparacién de
anticuerpos se puede procesar adicionalmente, si se desea, usando, por ejemplo,
nanofiltracion (para extraer, por ejemplo, iones divalentes), 6smosis inversa (para
extraer, por ejemplo, iones monovalentes), y métodos de purificacién liquida
similares. La tercera preparacion de anticuerpos de la invencion se puede
envasar, almacenar o usar directamente. La tercera preparacion de anticuerpos se
puede procesar adicionalmente, si se desea, usando, por ejemplo, pasos de
concentracion adicionales, tales como secado, liofilizacion, liofilizacion /
reconstitucion, y métodos similares. El producto del tercer anticuerpo concentrado
se puede reconstituir en una etapa posterior, si se desea, con un liquido
adecuado.

Con relacion a las figuras, la FIG. 1 ilustra un aparato, en las realizaciones
de la presente invencién, para lograr el proceso preparativo que incluye un
sistema de ultrafiltracion / diafiltracion (100) que tiene una unidad de FFT de
ultrafiltracion-diafiltracion (UF-DF) (110), que tiene una membrana de UF-DF
(115), que se comunica con el tanque de recirculacion (120) que sirve como
principal depésito de alimentacién y retentado. En las realizaciones, el tanque
(120) puede tener un sistema de control de temperatura que comprende, por
ejemplo, una camisa de aislamiento (125), un elemento de calefaccion de
temperatura controlada o termostato (126), tal como un elemento calentador a
resistencia en redstato o un sistema de liquido circulante calentado que incluye un
calentador (no ilustrado), un regulador de flujo (127), tal como una bomba de
recirculacion, y un fluido de transferencia de calor adecuado, tal como ya sea
agua, un glicol o mezclas de los mismos. Todos los componentes del circuito
interno o los componentes que contribuyen al flujo o procesamiento del circuito
interno, tales como tubos, valvulas, bombas, tanques y componentes similares,

puede aislarse opcionalmente o adaptarse adicionalmente para el calentamiento
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externo para mantener un control cercano de las especificaciones de la
temperatura y evitar que se produzcan desviaciones de temperatura en el trayecto
del fluido de recirculacién dentro y entre la camara del filtro (110) y el tanque de
recirculacion (120). En las realizaciones, por ejemplo, cuando el sistema (100)
esta efectuando la primera ultrafiltracion, tal como en una modalidad de
alimentaciéon por tandas, el sistema puede incluir un tanque de alimentacion
opcional (128) que se comunica por fluido con el tanque de alimentacién de
recirculacion (120) y puede usarse para, por ejemplo, completar, rellenar, o
suplementar la fase liquida que merma del tanque de recirculacién (120).

Una bomba (130) bombea liquido de alimentacion del tanque (120) a través
de la unidad UF / DF (110) y luego recircula el retentado resultante (la porcién no
filtrada o excluida de la membrana del liquido de alimentacién) al tanque de
recirculacion (120). Un segundo tanque (140) mantiene y bombea opcionalmente
(no ilustrado) un buffer en el circuito principal (110-120 bucle) durante la
diafiltracion a volumen constante. Por ejemplo, la tasa de adicién y el volumen del
buffer introducido en el circuito principal se encuentra preferentemente en la
misma tasa y volumen a los cuales el filtrado deja el circuito principal a través de la
membrana (115). El tanque del buffer (140) se puede' aislar opcionalmente con la
camisa de aislamiento (143) y puede incluir el equivalente de! elemento de
calefaccion anteriormente mencionado y una bomba de recirculacién (no
llustrada). Una fuente de gas inerte opcional (145), tal como. nitrégeno, u otras
fuentes de gas comprimido se pueden utilizar, por ejemplo, para la recuperacién
del producto, para presurizar el retorno del retentado, excluir el oxigeno, para
agotar liquido, para limpiar, para evaluar la integridad de la membrana, y
operaciones similares. Un tercer tanque (160) se usa para recolectar y recuperar
el filtrado que sale de la unidad (110). Las valvulas (150, 170) se pueden usar
como apropiadas para regular la direccion y, opcionalmente, la tasa de flujo del
liguido en el sistema. Todas las valvulas y bombas se pueden activar
manualmente, por control de computadora coordinado, o ambas. Un tanque
opcional (190) y la corriente saliente pueden ofrecer un drenaje de liquidos de
lavado complementario, recuperacion del producto, o sistema de monitoreo, por
ejemplo, cuando se equipan con un dispositivo de monitoreo opcional (180), tal
como un dosificador de densidad 6ptica, filtro(s) opcional(es) (185) tales como un
filtro protector, filtro del producto, y subsistemas opcionales similares. En las
realizaciones, el principal circuito de fluido (110-120 bucle) puede estar equipado

opcionalmente con un sistema de monitoreo de linea interna.
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Las preparaciones de anticuerpos concentradas preparadas por procesos
de la presente invencién se pueden usar para administracion terapéutica en
humanos, incluyendo productos de inmunoglobulina, ya sea para administracion
intramuscular (IMIG) como intravenosa (IVIG). Las preparaciones de anticuerpos
concentradas de la invencion pueden incluir un estabilizador, por ejemplo, una
solucion de sal tamponada de aminoacido, azlcares simples, o estabilizadores
similares, agentes quelantes de iones adecuados, tales como EDTA o ién citrato, y
combinaciones de los mismos, véase, por ejemplo, Wang, Y.-C. J. y otros,
"Parenteral formulations of proteins and peptides: stability and stabilizers," J.
Parenteral Sci. Technol., 42, Suppl. S3-S26 (1988). EIl resumen publicado por
Derwent de JP01268646A (AN89-359879) manifiesta que la solicitud describe una
preparacion de inyecciébn de un anticuerpo monoclonal 1gG; que tiene una
concentracion de 0,1 microgramos/mL a 100 mg/mL. Se cree que el objeto
revelado en estas publicaciones esta fuera del alcance de la presente invencién.

Las preparaciones de acuerdo con la invencidn pueden estar
sustancialmente libres de agregados. Los niveles aceptables de contaminantes
agregados serian menores que, por ejemplo, aproximadamente 5 % en peso, e
idealmente menores que 2 % en peso. Los niveles tan bajos como 0,2 % en peso
se pueden alcanzar, aunque los contaminantes agregados de aproximadamente 1
% en peso son mas comunes. La preparacion en las realizaciones, pueden ser
también preferentemente libres de exbipientes tradicionalmente usados para
estabilizar las formulaciones policlonales, por ejemplo, glicina y/o maltosa.

La presente invencidn puede proveer una preparacion de anticuerpos
monoclonales para administracién en un ser humano caracterizada en que el
anticuerpo en la preparacion es un anticuerpo recombinante y puede presentarse
a una concentracion de 100 mg/mL o mayor, preferentemente mayor que 150
mg/mL. La preparaciéon es preferentemente sustancialmente libre de cualquier
agregado de proteina.

El pH de las formulaciones farmacéuticas de la invencion depende de la
ruta particular de administracion. No obstante, a fin de maximizar la solubilidad del
anticuerpo en la solucién concentrada, el pH de la solucién deberia ser diferente
del pH del punto isoeléctrico (pl) del anticuerpo.

En las realizaciones de la invencion, la preparacion monoclonal se puede
utilizar para uso en terapia en seres humanos. Se pueden tratar varios trastornos
humanos, tales como cancer o enfermedades infecciosas, por ejemplo, las

mencionadas con anterioridad, y la disfuncién inmune, tal como los trastornos
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relacionados con la célula T, incluyendo vasculitis severa, artritis reumatoidea,
lupus sistémico, también trastornos autoinmunes tales como esclerosis muiltiple,
enfermedad injerto contra huésped, psoriasis, diabetes juvenil, enfermedad de
Sjogrens, enfermedad tiroidea, miastenia gravis, rechazo de transplante,
enfermedad inflamatoria del intestino, asma, trastornos relacionados con IgE, y
otros trastornos o condiciones similares, o combinaciones de los mismos.

Por lo tanto, la invencién ofrece en las realizaciones el uso de una
preparacion de anticuerpos monoclonales concentrada segin lo descrito en la
presente én la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de cualquiera de
los trastornos citados con anterioridad, o trastornos similares. También se revela
un método para tratar un ser humano, que padece de cualquiera de estos
desdérdenes, que comprende administrar al individuo una cantidad
terapéuticamente efectiva de una preparacion de acuerdo con la invencion. Los
dosajes de dichas preparaciones de anticuerpos varian con las condiciones que se
tratan y el receptor del tratamiento pero pueden estar, por ejemplo, en el rango de
aproximadamente 50 a aproximadamente 2.000 mg para un paciente adulto,
preferentemente de aproximadamente 100 a aproximadamente 1.000 mg
administrado por dia o por semana durante un periodo entre 1 y 30 dias, y
repetirse si es necesario. Las dosis se pueden administrar como dosis simples o

multiples.

Descripcion del proceso.

El paso de la formulacién tipicamente intercambia la sustancia de la droga
purificada en su totalidad, por ejemplo, resultante de una cromatografia de
intercambio de iones en la concentracion y composicién de excipientes final. Por lo
general, no se alcanzaba la purificacion en esta etapa salvo por pequefia
extraccion de moléculas. El énfasis se ponia en el alto rendimiento, intercambio
del buffer y robustez del paso de la formulacion. Durante la formulacion via FFT
(filtracion de flujo tangencial), la solucion de alimentacién que contenia proteina se
bombed a través del sistema de membrana y de regreso al recipiente de
recirculacion. La membrana FFT retuvo la proteina (como parte del retentado)
mientras que el filtrado (o permeado) se dirigid a través de la membrana por
presion. La presion recibe el nombre de presion trasmembrana (PTM) y se
controla tipicamente usando una valvula de control de presioén del retentado. El
proceso se alcanzé generalmente por una secuencia de una primera ultrafiltracion

(concentracion), diafiltracion (intercambio del buffer de volumen constante), y una
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segunda ultrafiltracién (concentracion adicional). El nimero de diavolimenes
(equivalentes volumétricos) necesarios para extraer componentes del buffer del

proceso se pueden calcular o determinar experimentalmente de manera sencilla.

Proceso UF/DF generalmente para antilgE.

El pH de un combinado de intercambio de aniones de cromatografia se
ajustd a un pH de aproximadamente 6 usando 0,5 M de acido fosférico acuoso. El
combinado de intercambio de aniones de pH ajustado se formulé por el proceso
de ultrafiltraciéon / diafiltracion (UF/DF) de la presente invencién usando una
membrana que tiene un limite nominal molecular de 10.000 — 30.000 Daltons.
Previo al procesamiento, la membrana de UF se equilibré con buffer de
diafiltracion (0,02 M de histidina, 0,2 M arginina - HCI, pH 6).

El producto del intercambio aniénico (combinado de intercambio de
aniones) se carg6 luego en el sistema y se concentrd a una concentracion
intermedia mediante la primera ultrafiltracién. El combinado se diafiltré luego (8 X
o diavolumenes) en su formulacién (0,02 M histidina, 0,2 M arginina-HCI, pH 6). El
combinado se concentré6 luego mediante una segunda ultrafiltraciéon a una
concentracion en volumen final de >170g/L y se recuperd a través de un filtro
estéril de 0,22 micrémetros. La totalidad del proceso de UF/DF se efectudé a un
punto fijo de temperatura de aproximadamente 45 °C. Este control de la
temperatura se logré utilizando un control de temperatura del combinado de
intercambio de aniones entrante, el buffer de diafiltracion y el uso de un recipiente
de recirculacion recubierto para el proceso de UF/DF de acuerdo con lo ilustrado
en la presente.

Después de la UF/DF, el combinado recuperado se diluyé (es decir,
acondiciond) a una concentracion en volumen de aproximadamente 150 g/L en
0,02 M de histidina, 0,2 M de arginina-HCI, 0,04 % de polisorbato 20, pH 6
(formulacion final). Durante los pasos de acondicionamiento se dejo que la
temperatura del lote volviera a temperatura ambiente. Después del
acondicionamiento, el lote formulado se recuper6é nuevamente a través de un filtro
estéril de 0,22 micrometros.

El sistema de UF/DF se puede regenerar con 0,1 N de hidroxido de sodio y
se higieniza con 1,4 % de Minncare®. Cuando no se lo utiliza, el sistema se puede

almacenar en 0,1 N de hidroxido de sodio acuoso. Los membranas de UF/DF se
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pueden almacenar, por ejemplo, en una solucién de 0,1 % de Roccal®/20 % de

glicerol-agua entre campanias.

Procedimientos de proceso de ultrafiltracion/diafiltracion generales

Parametros de operacion: Tasa de flujo de alimentacién a 0,09 L/s/m? (0,5
L/min/ft?). Un control de presion de retentado constante (por ejemplo, 68,9 kPa (10
psig)) se utilizb para la equilibracion preuso y de limpieza, mientras que para el
procesamiento se usé presion de retentado constante Cpared, © PTM constante.

Equilibracion preuso: las siguientes preparaciones se lograron en
membranas de cassette Pellicon-2 limpias previo al uso para asegurar que las
membranas estuvieran apropiadamente equilibradasl.

Volumen Solucién Modalidad
L/m? (LIft%) (temperatura
ambiente)

- - PUFA
10,76 (1.0) WFI PUFA
10,76 (1.0) Buffer de DF PUFA
5,38 (0.5) Buffer de DF TRFO, 10

minutos

- - PUFA

Uso del proceso: Se realizé lo siguiente en el combinado de intercambio de
aniones resultante (Combinado-Q) obtenido de un paso de separacién anterior,
por ejemplo, un paso de cromatografia de Q-Sefarosa:

Una primera ultrafiltraciéon (UF 1) a una concentraciéon de aproximadamente
5 g/L a una concentracion por diafiltracion (Cpg);

Diafiltracion (DF1) con cuatro (4) volimenes de diafiltracién (VD) con el
buffer de DF;

Diafiltracién posterior (DF2) con cuatro (4) volumenes de diafiltracion (VD)
del buffer de DF;

Una segunda ultrafiltracion (UF2) a una concentracion final (Crina); Y
recuperacién opcional del producto.

Dichos pasos se realizaron tipicamente a reciclado de dP bajo (mezcla), por

ejemplo, 15 minutos.
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Limpieza a fondo post uso: las siguientes secuencias y condiciones
tabuladas se usaron para limpiar a fondo en membranas de cassette Pellicon-2

inmediatamente después del uso.

Volumen L/m? Solucién Modalidad
(Wiia) (temperatura
ambiente)
10,76 (1.0) 0,1 N NaOH PUFA
5,38 (0.5) 0,1 N NaOH TRFO, 30 minutos
- - PUFA
10,76 (1.0) WFI PUFA
5,38 (0.5) Minncare® 300 TRFO, 30 minutos
ppm
- - PUFA
10,76 (1.0) WFI PUFA
- - Ensayo de
integridad a 206,8
kPa (30 psig)
5,38 (0.5) 0,1 N NaOH TRFO, 15 minutos
de almacenamiento

Definiciones para modalidades de operacion en FFT.

Pasada Unica con filtrado abierto (PUFA). El retentado y filtrado se dirigen
a un desagle. Valvula de filtrado abierta.

Reciclado total con filtrado abierto (TRFO). El retentado v filtrado se dirigen
a un recipiente de reciclado. Valvula de filtrado abierta.

Ultrafiltracion de alimentacion en tandas (UF-AT). El retentado se dirige a
un tanque de reciclado, el filtrado se dirige al desagiie y el combinado entrante se
transfiere al tanque de reciclado.

Ultrafiltracion en tandas (UF-T).
reciclado, y el filtrado se dirige al desagiie.

El retentado se dirige al tanque de

Diafiltracion (DF). El retentado se dirige al tanque de reciclado, el filtrado se
dirige al desagiie y el buffer de diafiltracion se transfiere al tanque de reciclado.

PD se refiere a la presion diferencial.

Transferencia de producto. La unidad de membrana ultrafiltro y el tanque de
reciclado se abren al tanque del combinado. La presién de superposicion de
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nitrégeno esta controlada. El combinado se transfiere primero usando la bomba de
reciclado y luego usando una bomba peristaltica manual.

T‘ransferencia de alimentacion. El combinado entrante se bombea al
tanque de reciclado.

Reciclado total con filtrado cerrado (RTFC). El retentado se dirige al
recipiente de reciclado. Valvula de filtrado cerrada.

"Combinado-Q" se refiere al combinado (“pool”) proteico o combinado de
fracciones proteicas originado de, por ejemplo, un paso anterior de cromatografia
Q-Sefarosa que ha sido acondicionado con buffer, también referido como
"combinado acondicionado”.

API se refiere a agua por inyeccion.

EJEMPLOS
Los siguientes ejemplos sirven para describir de manera mas completa la
forma de usar la presente invencién, asi como también revelar las mejores
modalidades contempladas para llevar a cabo varios aspectos de la invencion. Se
entiende que estos ejemplos no sirven de ninguna manera para limitar el

verdadero alcance de esta invencion, sino que se presentan con fines ilustrativos.

Ejemplo 1
Formulacion de alta concentracion de rhuMAb E25

Un sistema piloto de UF en escala se usé para concentrar / formular
rhuMAb E25 (un anticuerpo monoclonal humano recombinante con IgE como
buscado). Un sistema de ultrafiltracién / diafiitracion Millipore Pellicon se ensamblé
con una membrana de componente de celulosa regenerado de 61,4 m? (5,7 sqft),
10.000 Dalton. El sistema consistié de un soporte de membrana, una bomba de
alimentacién de 6 lébulos rotatorios modelo Waukeskaw, tuberia de recirculacion
de acero inoxidable de 1,27 cm ('2") de 316L, y un recipiente de recirculacidn. Los
indicadores / transmisores de presion (Anderson) se ubicaron en la entrada
(ALIMENTACION), salida (RETENTADO) y permeado (FILTRADO) del soporte de
membrana. Los dosificadores de flujo (Yokogawa ADMAG) se ubicaron en la
entrada (ALIMENTACION) y permeado (FILTRADO) del soporte de membrana.
Una valvula reguladora de retencién (Mikroseal) se localizé a la salida del soporte
de membrana para controlar la presion del retentado y efectuar la presion
transmembrana (PTM). Un tanque recubierto de acero inoxidable 316L de 40

litros se us6 como recipiente de recirculacion. El tanque se montd con un indicador
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de nivel, agitador de montaje superior (Lightnin), disruptor de vortice y valvula
inferior (NovAseptic). El control de temperatura se logré6 mediante el uso de glicol
modulado en temperatura alimentado en la camisa de aislamiento del tanque.

Durante esta etapa, la tasa de fluido de alimentacion se fijo a una tasa
constante de 0,05 L/s (2,85 L/min) (0,09 L/s/m? (0,5 L/min/ft?). Durante todas las
operaciones preuso y post uso, el control de presion del retentado se fijo a una
constante de 68,9 kPa (10 psig). Durante las operaciones de ultrafiltracion y
diafiltracion, el sistema us6 un esquema de control de Cpareq para controlar el flujo
a través de la membrana, véase, por ejemplo, R. van Reis, y otros, “Constant Cyay
Ultrafiltration Process Control”, J. of Membrane Science, 130 (1997), 123-140.

Previamente al proceso, la solucién de almacenamiento del sistema (0,1N
NaOH) se lavé de un solo paso a modo de desagiie, primero con 21,6 Lim? (2
L/t?) de agua purificada (AP) y luego 10,8 L/m? (1 L/t?) de buffer de diafiltracion
(50 mM de Histidina / pH 6,0). Después de los lavados, el sistema se equilibré a
recircular 5,4 L/m? (0,5 L/ft?) de buffer de diafiltracion durante 10 minutos. El pH de
la solucion recirculada se chequed para confirmar la equilibracion. El nivel del
tanque se redujo luego a un valor medible minimo para minimizar la dilucién del
combinado proteico entrante. Se midié6 el combinado proteico resultante de un
paso de cromatografia de Q-Sefarosa precedente para que fuera de 3,2 g de
E25/L y tuvo un volumen de 43,1 L. La proteina estuvo comprendida en una
solucion de 25 mM TRIS de buffer y aproximadamente 200 mM de NaCl y el pH se
ajusté a 6,2. Para comenzar esta etapa, el combinado proteico se transfirid al
recipiente de recirculaciéon. En el recipiente, el combinado se agité mediante el
impulsor de montaje superior y la temperatura se mantuvo a temperatura ambiente
(20-25 °C).

Durante el proceso, el combinado se concentré en modalidad de UF1 a 50
g de E25/L (aproximadamente 2,8 L). Al comienzo de la diafiltracion, el punto fijo
de la temperatura del recipiente de recirculacion se incrementd a 40 °C. El
incremento en la temperatura y el control se afectd al dejar fluir glicol tibio a través
de la camisa de aislamiento exterior del tanque. El combinado se diafiltrd luego
con 8 diavolimenes de buffer de diafiltracion. La diafiltracion se efectué a un
volumen constante, lo cual se logré al combinar la tasa de flujo de la solucién
tamponada transferida al tanque de recirculacion con la tasa de flujo del filtrado
extraido del sistema. Al final de la diafiltracién, el combinado se concentré
adicionalmente en modalidad de UF2. Esta fase se efectud usando un punto fijo

de temperatura elevada de 40 °C. El buscado para esta concentracion final fue de
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110 g/L. Esto se logré sin necesidad de reducir la tasa de flujo de alimentacion.
Posteriormente, se efectué una mezcla en caida a baja presion en donde la
bomba de alimentacién se controlé para mantener la caida de presion de 34,5-
68,9 kPa (5-10 psig) a través del canal de alimentacién. Se extrajo una muestra
del tanque de recirculacién y se midié6 una concentracion en volumen final de
aproximadamente 120 g/L. La tabla 1 resume los resultados de flujo y rendimiento
de UF1, DF (DF1+DF2) y UF2.

_ Tabla 1.
Fase de Rendimiento Flujo
proceso normalizado normalizado
g/m?ls LMH/kPa
(g/ft?/hr) (LMH/psig)
UF1 0,04 (13.8) 6,89 (4.97)
DF 0,04 (13.8) 0,42 (2.92)
UF2 0,54 (181.4) 0,24 (1.64)

La FIG. 2 muestra los valores de proceso observados o medidos en el
tiempo para los pardmetros de la tasa de flujo de alimentacién (210), temperatura
de tanque (220), dP alimentado (230), PTM (240), y tasa de flujo de filtrado (250)
durante las varias fases o0 modalidades del proceso, incluyendo UF1 (10), DF (20),
UF2 (30).

La FIG. 3 muestra los valores del proceso observados o medidos en el
tiempo para la concentracion de E25 (310), flujo (320) y PTM (240).

La FIG. 4 muestra los valores del proceso observados o medidos en el
tiempo para la caida de presién en comparacion con la concentracion proteica
observada para UF1 (410) y UF2 (420) a 37 °C.

El combinado proteico se recuperé mediante una serie de pasos. En primer
lugar, el combinado en el tanque de recirculacién se bombe6 al tanque a través de
un filtro de grado esterilizante de 0,22 micrones Millipac 200, usando la bomba de
alimentacion de I6bulos rotatorios. Luego, la solucion proteica se desplazé de la
unidad de membrana y tuberia con una purga de gas nitrégeno de 34,5 kPa (5
psig) aplicado al punto maximo en la linea del retentado. La fase final comprendié
una purga del tanque y linea de alimentacion, también utilizando el gas nitrégeno
de 34,5 kPa (5 psig).
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Se cree que la recuperacion del producto mejoré en comparacion con el
Ejemplo 1 cuando se realizd a temperatura ambiente porque la temperatura
elevada usada en uno o mas de los pasos de ultrafiltracion, diafiltracion o
recuperacion redujo efectos viscosos. Por ejemplo, cuando se apag6 el control de
temperatura durante la recuperacién del producto, el sistema se enfrié lentamente
durante esta operacion causando dificultades para la recuperacion desde la
unidad de membrana. En forma alternativa, la recuperacion se pudo realizar
primero desde el soporte de membrana y luego desde el recipiente de
recirculacién.

Para determinar la masa de pérdida durante la recuperacién, se agregd
1,74 L del buffer de DF al sistema y se recirculd durante aproximadamente 5
minutos y se recuperd usando la misma secuencia que la descrita anteriormente.
Este volumen se analiz6 luego en cuanto a la concentracion proteica con otros

combinados. La Tabla 2 resume los resultados.

Tabla 2.

Volumen (L) | Concentraciéon | Masa (g) | Rendimiento

(g/L) o {Pérdida}
(%)
Combinado- 431 3,2 137,9 100

Q
Combinado 0,99 120 118,8 86,1
recuperado
Lavado de 1,74 9,8 17,1 12,4
buffer

Filtrado 65,3 0,04 2,6 1,9

Luego del procesamiento, la membrana se regeneré usando un lavado
unico de 0,1N de NaOH de 10,8 L/im? (1 L/ft%), seguido de 5,4 L/m? (0,5 L/ft®) de
recirculacion total durante 30 minutos. Esto fue seguido de 10,8 L/m? (1 LAt de
lavado con agua purificada (AP). Esto fue seguido de una recirculacion total de
300 ppm de solucion Minncare® durante 30 minutos. El sistema se lavo
nuevamente con 10,8 L/m? (1 L/ft?) de agua purificada y finalmente se recirculd
durante 15 minutos con 0,1N de NaOH y se almacené. El combinado recuperado

se diluyo en 80 g de E25/L y se acondicioné en la formulacion final de 50 mM de
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histidina / 150 mM de trealosa / 0,02 % de polisorbato 20 / pH 6,0. La calidad del
producto se evalud por cromatografia de exclusion de tamaro (CET) tanto para el
Combinado-Q entrante como para el lote recuperado final. Estos datos se

resumen en la Tabla 3.

Tabla 3.
Combinado Resultados de CET

(% de monémero)

Combinado- 99,8
Q
Lote final 99,8

Ejemplo comparativo 2

Formulacion de alta concentracion de rhuMAb E25 a temperatura ambiente

Se realiz6 el Ejemplo 1 con las siguientes excepciones. Previo al proceso,
la solucion de almacenamiento del sistema (0,1N de NaOH) se lavé en paso
simple a modo desagie primero con 21,6 L/m? (2 L/ft?) de agua purificada (AP) y
luego con 10,8 L/m? (1 L/t?) del buffer de diafiltracion (20 mM de histidina / pH
6,0). Luego de los lavados el sistema se equilibré al recircular 5,4 L/m? (0,5 L/t?)
del buffer de diafiltracion durante 10 minutos. Se cheque6 el pH de la solucién
recirculada para confirmar la equilibracion. El nivel en el tanque se redujo luego a
un valor medible minimo para minimizar la dilucion del combinado proteico
entrante.

Se midié el combinado proteico del paso de cromatografia de Q-Sefarosa
anterior para que fuera de 3,3 g de E25/L y tuvo un volumen de 33,3 L. La proteina
estuvo comprendida en una solucibn de 25 mM TRIS de buffer vy
aproximadamente 200 mM de NaCl y el pH se ajusté a 6,2. Para comenzar la
etapa, el combinado proteico se transfirié al recipiente de recirculacion. En el
recipiente, el combinado se agité mediante el impulsor de montaje superior y Ia
temperatura se mantuvo a temperatura ambiente (20-25 °C). Durante el proceso,
el combinado se concentré a modalidad UF1 a 50 g de E25/L. (aproximadamente
2,2 L). El combinado se diafiltré6 luego con 8 diavolimenes de buffer de
diafiltracion. La diafiltracion se efectué a volumen constante, dicho volumen se
alcanzoé al combinar la tasa de flujo del buffer transferido al tanque de recirculacién
con la tasa de flujo del filtrado extraido del sistema. La diafiltracién se efectud
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también a temperatura ambiente. Al final de la diafiltracion, el combinado se
concentré luego en modalidad de UF2. El buscado para esta concentracion final
fue de 110 g/L. Sin embargo, a raiz de la caida de presion alta a través del canal
de alimentacion, esta concentracion no se pudo lograr. En un intento de lograr
esta concentracion, se redujo la tasa de flujo de alimentacion a 0,02 L/s (1,4 L/min)
a una concentracion en volumen de aproximadamente 80 g de E25/L porque la
caida de presion a través del canal de alimentacién habia alcanzado 344,7 kPa
(50 psig). La UF2 continu6é hasta que se alcanzdé nuevamente una caida de alta
presion de 344,7 kPa (50 psig) y el proceso se detuvo. A continuacidn, se efectué
una mezcla con caida a baja presion donde se us6 la bomba de alimentacion para
mantener una caida de presién de 34,5 kPa (5 psig) a través del canal de
alimentacion. Nuevamente, la naturaleza viscosa de la solucidn proteica dificulto el
logro ya que la bomba de lébulos rotatorios alcanzé presiones excesivas. Se
extrajo una muestra del tanque de recirculacion y se midié una concentracién en
volumen final de aproximadamente 104 g/L. La Tabla 4 resume el rendimiento y el
flujo medidos durante las fases UF1, DF (DF1+DF2) y UF2.

Tabla 4.
Fase de Rendimiento Flujo
proceso normalizado normalizado
g/m?s LMH/kPa
(g/ft’/hr) (LMH/psig)
UF1 0,04 (14,5) 0,77 (5,31)
DF 0,03 (9,5) 0,21 (1,47)
UF2 0,43 (144,6) 0,11 (0,78)

La FIG. 5 muestra los valores del proceso observados y medidos en el
tiempo para los parametros de la tasa de flujo de alimentacion (210), temperatura
del tanque (220), dP alimentado (230), PTM (240), y tasa de flujo filtrado (250)
durante las varias fases o modalidades del proceso incluyendo UF1 (10), DF (20) y
UF2 (30).

La FIG. 6 muestra los valores de proceso observados o medidos en el
tiempo para la concentracién de E25 (310), flujo (320) y PTM (240).
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La FIG. 7 muestra los valores de proceso observados o medidos en el
tiempo para la caida de presion comparada con la concentracion proteica
observados para UF1 (410) y UF2 (420) a 24 °C.

El combinado proteico se recuperé por pasos. En primer lugar, el
combinado en el tanque de recirculacion se bombe6 desde el tanque a través de
un filtro de grado esterilizante de 0,22 micrones Millipac 200 usando la bomba de
alimentacion de I6bulos rotatorios. A continuacion, la solucion proteica se desplazo
desde la unidad de membrana y tuberia con una purga de gas nitrogeno a 34,5
kPa (5 psig) aplicado al punto maximo en la linea del retentado. La recuperacion
del producto de esta manera fue muy pobre debido a la naturaleza viscosa de la
solucion. La fase final fue una purga del tanque y linea de alimentacion, usando
tambien el gas nitrégeno a 34,5 kPa (5 psig).

Para determinar la masa de pérdida durante la recuperacion, se agregd
1,85 L de buffer DF al sistema y se recircul6 durante aproximadamente 5 minutos
y se recuperé usando la secuencia del Ejemplo 1. Este volumen se analizé luego

por su concentracion proteica con los otros combinados. La Tabla 5 resume los

resultados.
Tabla 5.
Volumen | Concentracié | Masa(g) | Rendimiento o
(L) n (g/L) {Peérdida} (%)

Combinado 33,3 3,3 109,9 100
-Q '
Combinado 0,77 104,4 80,4 73,1
recuperado
Lavado de 1,85 14,7 27,2 24,7
buffer
Filtrado 52,2 0,03 1,6 1,5

Después del proceso, la membrana se regeneré usando un Unico lavado de
0,1 N de NaOH de 10,8 L/m® (1 L/ft®) seguido de 54 L/m? (0,5 L/t®) de
recirculacion total durante de 30 minutos. Esto fue seguido de un lavado de 10,8
L/m? (1 L/t?) con agua purificada. Esto fue seguido de una recirculacion total de
solucion de 300 ppm de Minncare® durante 30 minutos. El sistema se lavo
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nuevamente con 10,8 L/m? (1 L/ft®) de agua purificada y finalmente se recirculd
durante 15 minutos con 0,1 N de NaOH y se aimacen6. El combinado recuperado
se diluy6 a 80 g de E25/L y se acondicioné en la formulacion final de 20 mM de
histidina / 250 mM de sacarosa / 0,02 % de polisorbato 20 / pH 6,0. La calidad del
producto se evalud por cromatografia de exclusion de tamario (CET) tanto para el
Combinado-Q entrante como para el lote final recuperado. Esta informacién se

resume en la Tabla 6.

Tabla 6.

Combinado Resultados de
CET (% de
monémero)

Combinado-Q | 99,8
Lote final 99,8
Ejemplo 3

Formulacion de alta concentracion de rhuMAb E26 con modalidad por
tandas de alimentacion inicial

El Ejemplo 1 se repitid6 con las siguientes excepciones. El concentrado /
formula fue rhuMAb de E26 (un anticuerpo monoclonal humano recombinante
tiene como buscado IgE). Los productos de este ejemplo se usaron en la
evaluacion toxicologica. El sistema de ultrafiltracién / diafiltracién de Millipore
Pelicon se ensambl6 con una membrana de componente de celulosa regenerada
de 1,06 m? (11.4-sqft), 30.000 Dalton. La tasa de flujo de alimentacion se fijé a una
tasa constante de 0,08 L/s (5,0 L/min) (0,08 L/s/m? (0,44 L/min/ft?)). Durante las
operaciones de ultrafiltracion y diafiltracion la presion del retentado se mantuvo
entre aproximadamente 41,4-55,2 kPa (6-8 psig). Se midi6 el combinado proteico
resultante del paso de cromatografia de Q-Sefarosa precedente para que
alcanzara 6,7 g de E26/L y tuvo un volumen de 59,3 L.

Como el combinado entrante era mas grande que el recipiente de
recirculacion, el proceso de UF1 comenzé en modalidad de alimentacién por
tandas. En esta modalidad, el Combinado-Q se agregé al recipiente de
recirculacion a aproximadamente la misma tasa a la cual el filtrado pasa a través
de la membrana FFT al desagiie. Después de que el Combinado-Q restante se
habia transferido al recipiente de recirculacion, el proceso de la UF1 continud en

modalidad por tandas. Durante la UF1 el combinado se concentré a 50 g de E26/L
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(aproximadamente 7,9 L). Al comienzo de la diafiltracion, el punto fijo de la
temperatura del recipiente de recirculacion se increment6 a 40 °C. El incremento
en la temperatura y en el control se afecté al dejar fluir glicol tibio a través de la
camisa de aislamiento exterior del tanque. EI combinado se diafiltré luego con 8
diavolimenes del buffer de diafiltracion. La diafiltracion se efectudé a un volumen
constante al combinar la tasa de flujo de un buffer transferido al tanque de
recirculacién con la tasa de flujo del filtrado extraido del sistema. Al final de la
diafiltracion, el combinado se concentré adicionalmente en modalidad de UF2 a
una concentracion final de 109 g de E26/L (3,6L). Esta fase se efectudé también
usando un punto fijo de temperatura elevada de 40 °C. A continuacion, se efectué
una mezcla con caida a baja presion donde la bomba de alimentacion se controld
para mantener una caida de presién de kPa (5-10 psig) a través del canal de
alimentacion. La tabla 7 resume los resultados de rendimiento y flujo de UF1, DF
(DF1+DF2) y UF2.

Tabla 7.
Fase de Rendimiento Flujo
proceso normalizado normalizado
g/m?¥s (g/ft?ihr) LMH/kPa
(LMH/psig)
UF1 0,08 (26,1) 0,54 (3,71)
DF 0,06 (19,2) 0,34 (2,34)
UF2 0,52 (174,2) 0,26 (1,80)

La FIG. 8 muestra los valores observados o medidos en el tiempo para la
tasa de flujo de alimentacion (210), temperatura de tanque (220), dP alimentado
(230), PTM (240) y tasa de flujo de filtrado (250).

La FIG. 9 muestra los valores observados o medidos en el tiempo para la
concentracion de E26 (910), flujo (920), y PTM (940).

La FIG. 10 muestra los valores observados o medidos en el tiempo para la
caida de presion comparada con la concentraciéon proteica observada para UF1
(1010) y UF2 (1020).

Justo antes de la recuperacion del producto, una muestra de 10 mL se
analizé para deteccion y tipificacion de biocarga. Un limite de rechazo tipico es
1.000 de unidades formadoras de colonias (UFC) por mL. Los resultados de esta

evaluacion fueron 1,8 de UFC/mL, un valor adecuado en este paso y bien por
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debajo del limite de rechazo. Para determinar la masa de pérdida durante la
recuperacion, se agreg6é 908,1 mL de buffer de DF al sistema y se recirculé
durante aproximadamente 5 minutos y se recuperdé usando la misma secuencia
descrita con anterioridad. Este volumen se analiz6 luego para la concentracion

proteica con otros combinados. La tabla 8 resume los resultados.

Tabla 8.
Volumen | Concentracién | Masa (g) | Rendimiento
(L) (g/L) ' {Pérdida}
(%)
Combinado- 59,3 6,7 397,3 100
Q
Combinado 3,41 1091 372,0 93,6
recuperado
Lavado de 0,908 20,4 18,5 4,7
Buffer
Filtrado 120 n/d n/d n/d

El combinado recuperado se diluy6é a 80 g de E26/L y se acondicioné en la
formulacion final de 50 mM de histidina / 150 mm de trealosa / 0,02 % de
polisorbato 20 / pH 6,0. La calidad del producto se evalué por cromatografia de
exclusion de tamafo (CET) para el Combinado-Q entrante, el combinado de
retentado después de la UF1, el combinado del retentado después de la DF, y lote
recuperado final. Estos datos se resumieron en la Tabla 9.

Tabla 9.
Combinado Resultados CET (%
mondmero)
Combinado-Q 99,8
Fin de la UF1 99,8
Fin de la DF 99,8
Lote final 99,8
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Eiemplo 4
Formulaciéon de alta concentracion de rhuMAb E26 para Comparacion-

Evaluacion Toxicolégica de 10kD y 30kD

Se repitié el Ejemplo 3 con las siguientes excepciones. Dos sistemas piloto
de UF en escala se usaron para concentrar/formular rhuMAb E26. Dos sistemas
de Ultrafiltracion / Diafiltracion Millipore Pelicon se ensamblaron con una
membrana de componente de celulosa regenerada de 1,06 m? (11.4-sqft), una con
un tamario de poro de 10.000 Dalton y la otra con un tamario de poro de 30.000
Dalton. Las presiones del retentado se mantuvieron a aproximadamente 41,4-62,1
kPa (6-9 psig).

Proceso 10 kD

Se midi6 el combinado proteico resultante del paso de cromatografia de Q-

Sefarosa precedente para que fuera de 5,85 g de E26/L y tuvo un volumen de 62,4
L. Durante la UF1, el combinado se concentré a 50 g de E26/L (aproximadamente
7,3 L). Al final de la diafiltraciéon, el combinado se concentré adicionalmente a
modalidad de UF2 a una concentracion final de 107,5 g de E26/L (3,4 L). La Tabla
10 resume los resultados de rendimiento y flujo de UF1, DF y UF2.

Tabla 10.

Fase de Rendimiento Flujo normalizado
proceso normalizado LMH/kPa
g/m?s (g/ft*/hr) (LMH/psig)
UF1 0,07 (21,8) 0,52 (3,6)
DF 0,05 (15,9) 0,38 (2,6)
UF2 0,41 (137,4) 0,28 (1,93)

Para determinar la masa de pérdida durante la recuperacion, se agreg6 987
mL de buffer DF al sistema y se recirculé durante aproximadamente 5 minutos y
se recuperd usando la misma secuencia descrita con anterioridad. Este volumen
se analizé luego para la concentracion proteica con otros combinados. La Tabla 11

resume los resultados.

Tabla 11.
Volumen | Concentracion | Masa (g) | Rendimiento
(L) (g/L) o {pérdida}
(%)
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Combinado- 62,4 5,85 365,4 100
Q

Combinado 3,38 107,5 361,7 98,9
recuperado

Lavado de 0,987 19,9 19,6 54
Buffer

Filtrado 125 n/d n/d n/d

La FIG. 11 muestra los valores del proceso medidos u observados en el
tiempo para la tasa de flujo de alimentacion (210), temperatura del tanque (220),
dP alimentado (230), PTM (240) y tasa de flujo filtrado (250), en las modalidades o
fases varias del proceso incluyendo UF1 (10), DF (20), UF2 (30) y dP bajo (40),
para el proceso de 10 kD.

La FIG. 12 muestra los valores del proceso observados o medidos en el
tiempo para la concentracion de E26 (1210), flujo (1220) y PTM (1240), en las
modalidades o fases varias del proceso incluyendo UF1 (10), DF (20), UF2 (30) y
dP bajo (40), para el proceso de 10 kD.

FIG. 13 muestra los valores del proceso observados o medidos en el
tiempo para la caida de la presion comparada la concentracién proteica observada
para la UF1 (1310) y UF2 (1320), para el proceso de 10 kD.

Proceso 30 kD

El combinado proteico resultante del paso de cromatografia de Q-Sefarosa
precedente se midié para ser de 5,85 g de E26/L y tuvo un volumen de 64,5 L.
Durante la UF1 el combinado inicial se concentr6 a 50 g de E26/L
(aproximadamente 7,5 L). Al final de la diafiltracion, el combinado se concentré
adicionalmente a modalidad de UF2 a una concentracién final de 117,5 g de E26/L

(3,2 L). La Tabla 12 resume los resultados de rendimiento y flujo de UF1, DF y
UF2.

Tabla 12.
Fase de Rendimiento Flujo normalizado
proceso normalizado LMH/kPa
g/m?is (g/ft’lhr) (LMH/psig)
UF1 ' 0,08 (25,5) 0,58 (4,01)
DF 0,05 (17,6) 0,35 (2,39)
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UF2 0,54 (180,5) 0,15 (1,57)

Para determinar la masa de pérdida durante la recuperacién, se agregé 918
mL de buffer DF al sistema y se recirculé durante aproximadamente 5 minutos y
se recuperé usando la misma secuencia descrita anteriormente. El combinado
recuperado se diluyé a 80 g de E26/L y se acondicioné en la formulacién final de
50 mM de histidina / 150 mM de trealosa / 0,02 % de polisorbato 20 / pH 6,0. La

Tabla 13 resume los resultados.

Tabla 13.
Volumen | Concentracion| Masa | Rendimiento
(L) (g/L) (9) o {Pérdida}
(%)
Combinado- 64,5 5,85 377,3 100
Q
Combinado 3,20 117.,5 376,0 99,6
recuperado '
Lavado de 0,918 227 20,8 5,5
Buffer
Filtrado 125 n/d n/d n/d

La FIG. 14 muestra los valores del proceso observados o medidos en el
tiempo para la tasa de flujo de alimentacion (210), temperatura de tanque (220),
dP alimentado (230), PTM (240) y tasa de flujo fiItrado (250), en las varias fases o
modalidades del proceso incluyendo UF1 (10), DF (20), UF2 (30) y dP bajo (40),
para el proceso 30 kD.

La FIG. 15 muestra los valores del proceso observados o medidos en el
tiempo para la concentracion de E26 (1510), fiujo (1520) y PTM (1540), en las
varias fases o modalidades del proceso incluyendo UF1 (10), DF (20), UF2 (30) y
dP bajo (40), por el proceso 30 kD.

La FIG. 16 muestra los valores del proceso observados o medidos en el
tiempo para la caida de presién comparada con la concentracién proteica
observada para la UF1 (1610) y UF2 (1620), para el proceso 30 kD.

Ejemplo 5
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Escala liquida de rhuMADb E25

Se repiti6 el Ejemplo 1 con las siguientes excepciones.

Un sistema de produccién de UF en escala se usé para concentrar /
formular un rhuMAb E25 liquido (un anticuerpo monoclonal humano recombinante
que tiene IgE como buscado). El producto se puede usar en ensayos de
bioequivalencia humana y aplicacion terapéutica. Los sistemas de Ultrafiltracion /
Diafiltracion Millipore Pelicon se ensamblaron con una membrana de componente

de celulosa regenerada de 21,0 m? (226-sqft), con un tamafio de poro de 30.000

Dalton. Cada sistema consisti6 de un soporte de membrana, una bomba de |

alimentacion de l6bulo rotatorio Viking S3S, tuberia de recirculacién de acero
inoxidable 316L de 3,81 cm (1%%") y un recipiente de recirculacion de 250 L.

Se us6 un tanque recubierto de acero inoxidable 316L de 250 litros para
como recipiente de recirculacion. El control de la temperatura de este tanque se
logré6 con un glicol modulado en temperatura alimentado a la camisa de
aislamiento del tanque. La temperatura del glicol alimentado a la camisa de
aislamiento del tanque se elevo o se disminuyé usando ya sea intercambiador de
calor alimentado a vapor o bien un suministro de glicol frio, respectivamente.

Para esta etapa, la tasa de flujo de alimentacion se establecié a una tasa
constante de 1,9 L/s (114 L/min) (0,09 L/s/m? (0,5 L/min/ft®). El buffer de
diafiltracion (20 mM de histidina / 200 mM de cloruro de arginina / pH 6,0) se
preparé en un tanque separado. La temperatura de este buffer se fijo a 45 °C
previo al proceso. Esto permitid un control certero de la temperatura en todo el
proceso.

Previo al procesamiento, la solucién de aimacenamiento del sistema (0,1 N
de NaOH) se lavé un solo paso a modo desagiie con 10,8 L/m? (1 L/ft?) de agua
para inyeccion (API) y luego con 10,8 L/m? (1 Uft®) de buffer de diafiltracion.
Después de los lavados, el sistema se equilibré al recircular 5,4 L/m? (0,5 L/ft?) de
buffer de diafiltracion durante 10 minutos. Se chequed el pH de la solucidn
recirculada para confirmar la equilibracion.

Se midi6 el combinado proteico resultante del paso de cromatografia de Q-
Sefarosa precedente hasta alcanzar 5,2562 g de E25/L y tuvo un volumen de
1,141 L. La proteina fue comprendida en una solucion de 25 mM TRIS de buffer y
aproximadamente 200 mM de NaCl y el pH se ajust6 a 6,2. Justo antes de esta
etapa, el punto fijo de la temperatura de este combinado se reguié en 45 °C. Para
comenzar la etapa, el combinado proteico se transfiri6 al recipiente de

recirculacion, a través de un filtro de grado esterilizante de 0,22 micrones a un
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nivel de aproximadamente 200 L en el tanque. En el recipiente, el combinado se
agito mediante un impulsor de montaje superior y la temperatura se mantuvo a
aproximadamente (40-50 °C). Como el combinado entrante era mayor que el
recipiente de recirculacion, el proceso de UF1 comenzé en modo de alimentacion
por tandas. En este modo, el Combinado-Q se agregd al recipiente de
recirculacion a aproximadamente la misma tasa a la que el filtrado pasa a través
de la membrana FFT al desagiie. Después de que el Combinado-Q restante se
transfirié al recipiente recirculacion, el proceso de UF2 continué en modo por
tandas. Durante la modalidad de UF1 el combinado se concentré a
aproximadamente 30 g de E25/L (aproximadamente 200 L). El combinado se
diafiltré luego con aproximadamente 8 diavolimenes de buffer de diafiltracion.
Durante la diafiltracion se mantuvo la temperatura entre 40° y 50 °C. La
diafiltracion se efectué a un volumen constante, lo que se logré al combinar la tasa
de flujo del buffer transferido al tanque de recirculacion con la tasa de flujo del
filtrado extraido del sistema. Al término de la diafiltracion, el combinado se
concentro adicionalmente en modalidad de UF2 a un punto fijo de concentracion
final de >170 g de E25/L (35 L). Esta fase de modalidad de UF2 se efectud
también a un punto fijo de temperatura elevada de 45 °C +/- 5 °C. Posteriormente,
se efectu6 una mezcla con caida a baja presién en donde la bomba de
alimentacion fue controlada para mantener una caida de presion de 34,5-68,9 kPa
(5-10 psig) a través del canal de alimentacion. Se tomé una muestra y se efectud
un escaneado para confirmar la concentracion previa a la recuperacion. La
concentracion de esta muestra fue de 219 g de E25/L. La tabla 14 resume el
rendimiento y el flujo medidos durante las fases de UF1, DF (DF1+DF2) y UF2.

Tabla 14.
Fase de | Rendimiento Flujo
proceso | Normalizado normalizado
g/m?s LMH/kPa
(g/ft?/hr) (LMH/psig)
UF1 0,13 (43.8) 0,48 (3.34)
DF 0,08 (25.9) 0,36 (2.46)
UF2 0,24 (78.9) 0,10 (0.66)
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Justo antes de la recuperacion del producto, se tomd una muestra de 30 mL
y se entrego para deteccion vy tipificacion de biocarga. El resultado fue de <0,13 de
UFC/mL. EI combinado proteico se recuperé mediante una serie de pasos. En
primer lugar, el producto se desplazé desde la membrana en una modalidad de
paso simple usando 5 L del buffer de DF agregado a la linea del retentado. El
producto se filtr6 en un tanque de recuperacion a través de un filtro protector de
grado esterilizante de 0,69 m? (7.4 ft2) de 0,22 micrones seguido de un filtro final
de grado esterilizante de 0,19 m? (2 ft?) de 0,22 micrones. El combinado en el
tanque de recirculacion se bombed luego desde el tanque usando la bomba de
alimentacion de l6bulo rotatorio. Posteriormente, la solucién proteica residual se
desplazé desde el tanque y linea de alimentacion con una purga de gas nitrégeno
de 34,5 kPa (5 psig). La fase final fue una purga de la unidad de membrana, que
contenia en su mayor parte buffer de DF del desplazamiento de producto inicial.
Esta fase también us6 gas nitrégeno a 34,5 kPa (5 psig) aplicado al punto maximo
de la linea del retentado. El combinado recuperado fue diluida primero a
aproximadamente 153 g de E25/L usando buffer de DF. Finalmente, el combinado
se acondiciond en la formulacion final de 20 mM de histidina / 200 mM de arginina-
HCI / 0,04 % de polisorbato 20 / pH 6,0. Los volimenes del combinado
recuperado, combinado diluido y combinado acondicionado (Combinado-Q), se

analizaron uno por uno para la concentraciéon proteica. La Tabla 15 resume los

resultados.
Tabla 15.
Volumen | Concentraciéon | Masa (g) | Rendimiento
(L) (g/L) o {pérdida}
(%)
Combinado- 1.141 5,2562 5.997.3 100
Q
Combinado 35,0 170,0 5.950,0 99,2
recuperado
Combinado 39,0 147,0 5.726 95,5
diluido

La FIG. 17 muestra los pardmetros de la tasa de flujo de alimentacion
(210), temperatura del tanque (220), dP alimentado (230), PTM (240) y tasa de
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flujo del filtrado (250), durante las varias fases o modalidades del proceso
incluyendo UF1 (10), DF1 (20), DF2 (25), UF2 (30) y bajo dP (50).

Ejemplo 6
Preparacion liquida de rhuMAb E25

El Ejemplo 5 se repitié con las siguientes excepciones. Un sistema de UF
en escala de produccién se us6 para concentrar / formular rhuMAb de E25 liquido
(un anticuerpo monoclonal humano recombinante de E25 que tiene como buscado
IgE). Los sistemas de Ultrafiltracion / Diafiltracion de Millipore Pelicon se
ensamblaron con una membrana de componente de celulosa regenerada de 21,0
m? (226 sqft), con un tamario de poro de 30.000 Dalton. Cada sistema consistié de
un soporte de membrana, bomba de alimentacion de Iébulo rotatorio Viking S3S,
tuberia de recirculacion de acero inoxidable 316L de 3,81 cm (1%”), y un recipiente
de recirculacion de 250 L. Se usé un tanque recubierto de acero inoxidable 316L
de 250 litros como recipiente de recirculacion. La tasa de flujo de alimentacion se
fij6 a una tasa constante de 1,9 L/s (114 L/min) (0,09 L/s/m?® (0,5 L/min/ft?)).
Durante todas las operaciones preuso y post uso, se fij6 el control de presion del
retentado a una constante de 68,9 kPa (10 psig). Durante las operaciones de
ultrafiltracion y diafiltracion, el sistema usé el esquema de control de Cpaeq para
controlar el flujo a través de la membrana. El buffer de diafiltracién (20 mM de
Histidina / 200 mM de cloruro de arginina / pH 6,0) se preparé en un tanque
separado. La temperatura del buffer se fijé a 45 °C previo al proceso. Esto permitio
el control certero de la temperatura a través de todo el proceso. El combinado
proteico resultante del paso de cromatografia Q-Sefarosa precedente se midio
para ser de 5,5438 g de E25/L y tuvo un volumen de 1.082 L. La proteina estuvo
comprendida en una solucion de 25 mM TRIS de buffer y aproximadamente 200
mM de NaCl y el pH se ajustd a 6,2. Justo antes de esta etapa, el punto fijo de la
temperatura de este combinado se regulé en 45 °C. Para comenzar la etapa, el
combinado proteico se transfirié al recipiente de recirculacion, a través de un filtro
de grado esterilizante de 0,22 micrones a un nivel de aproximadamente 200 L en
el tanque. En el recipiente se agit6 el combinado mediante un impulsor de montaje
superior y la temperatura se mantuvo a temperatura ambiente (40-50 °C). Como
el combinado entrante era mayor que el recipiente de recirculacién, el proceso de
UF1 comenz6 en modo de alimentacion por tandas. En este modo, se agregé el
Combinado-Q al recipiente de recirculacion a aproximadamente la misma tasa a la

cual el filtrado atraviesa la membrana FFT hacia el desagiie. Después de que el
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Combinado-Q restante se transfiri6 al recipiente de recirculacién, el proceso de
UF1 continué en modo por tandas. Durante la UF1 el combinado se concentré a
aproximadamente 30 g de E25/L (aproximadamente 200 L). El combinado se
diafiltré luego con 8 diavolimenes de buffer de diafiltracion. Durante la
diafiltracion, la temperatura se mantuvo a temperatura ambiente entre 40 y 50 °C.
La diafiltracion se efectud a un volumen constante, lo cual se logré al combinar la
tasa de flujo del buffer transferido al tanque de recirculacién con la tasa de flujo del
fitrado extraido del sistema. Al término de la diafiltracién, el combinado se
concentré adicionalmente en el modo de la UF2 a un punto fijo de concentracion
final mayor que 170 g de E25/L (35 L). Esta fase se efectué también a un punto fijo
de temperatura elevada de 45 °C +/- 5 °C. A continuacion, se efectué una mezcla
con caida a baja presion donde la bomba de alimentacion fue controlada para
mantener una caida de presiéon de 34,5-68,9 kPa (5-10 psig) a través del canal de
alimentacion. Se tomé una muestra y se efectué un barrido (escaneado) para
confirmar la concentracién previamente a la recuperaciéon. La concentracion de
esta muestra fue de 191 g de E25/L y el volumen del combinado fue de 31,9 L. Un
grafico de los parametros del proceso en el tiempo fue comparable al observado y
resumido para la FIG. 17. La tabla 16 resume el rendimiento y el flujo medidos
durante las fases de UF1, DF (DF1+DF2) y UF2.

Tabla 16.
Fase de Rendimiento Flujo
proceso normalizado normalizado
g/m?ls (g/ft¥/hr) LMH/kPa
| (LMH/psig)
UF1 0,13 (45,1) 0,47 (3,21)
DF 0,08 (25,9) 0,36 (2,51)
UF2 0,36 (121,4) 0,11 (0,79)

Justo antes de la recuperacion del producto, se tomé una muestra de 30 mL
y se analizo para la tipificacion de biocarga. Los resultados de esta prueba fueron
inferiores al limite de deteccion (< 0,13 de UFC/mL).

El combinado proteico se recuperé mediante una serie de pasos. En primer
lugar, el producto se desplazé desde la membrana en un paso simple usando 5 L

de buffer de DF agregado a la linea del retentado. El producto fue filtrado en un
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tanque de recupefacién a través de un filtro protector de grado esterilizante de
0,69 m? (7.4 ft3), de 0,22 micrones seguido de un filtro final de grado esterilizante
de 0,19 m? (2 ft?), de 0,22 micrones. El combinado en el tanque de recirculacion se
bombed luego desde el tanque usando la bomba de alimentacion de 16bulo
rotatorio. Posteriormente, la soluciéon proteica residual se desplazé desde el
tanque y linea de alimentaciéon con una purga de gas nitrégeno a 34,5 kPa (5
psig). La fase final comprendié una purga en la unidad de membrana, que
contenia en su mayor parte buffer de DF del desplazamiento del producto inicial.
Esta fase usé también gas nitrégeno a 34,5 kPa (5 psig) aplicado al punto maximo
de la linea del retentado. El combinado recuperado se diluyd en primer lugar a
aproximadamente 153 g de E25/L usando buffer de DF. Finalmente, el combinado
se acondicion¢ en la formulacion final de 20 mM de histidina / 200 mM de arginina-
HCl / 0,04 % de polisorbato 20 / pH 6,0. Los volimenes del combinado
recuperado, combinado diluido y combinado acondicionado, se analizaron luego
por concentracién de la proteina. La Tabla 17 resume los resultados. Después del

proceso, la membrana se regenerd segln lo descrito con anterioridad.

Tabla 17.
Volumen | Concentracion | Masa (g) | Rendimiento
(L) (g/L) o {Pérdida}
(%)
Combinado- | 1.082 5,5438 5.998 4 100
Q
Combinado 34,95 167,08 5.839,8 97,4
recuperado
Combinado 38,2 152,14 5.810,3 96,7
diluido
Ejemplo 7

Efecto de la temperatura elevada en la calidad del producto

Se guardaron muestras de E25 a 30 g/L y 150 g/L en histidina y buffers de
Q a varias temperaturas durante 24 horas. Se tomaron muestras para mediciones
de turbidez y ensayos de CET. Los resultados de la turbidez en comparacién con
la temperatura para E25 a 30 g/L en buffer de Q se muestran en la FIG. 18. La
FIG. 19 muestra la cantidad de agregado soluble de E25 (150 g/L en 50mM de
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buffer de histidina, pH 6,0) observados en el tiempo y a temperaturas de 23 °C, 40
°C, 50 °C, 60 °C y 70 °C. Los intervalos de cuatro tiempos (tiempo de 0 hora, 4
horas, 7,5 horas y 24 horas) para cada una de estas temperaturas se muestra
como un grupo de cuatro barras de izquierda a derecha como 1810y 1910, en las
FIGS. 18 y 19. La turbidez de la solucién permanecié esencialmente inalterada
después de las 24 horas a 60 °C. No se observd ningln agregado soluble
significativo de E25 inferior a los 70 °C, lo que sugiri6 que las muestras del
producto fueron sustancialmente estables hasta al menos 60 °C y al menos 24

horas.

Ejemplo 8
Efecto de la temperatura elevada en la biocarga

Se inocularon muestras de E25 a 30 g/L tanto en buffers de arginina e
histidina con 10° de unidades formadoras de colonia por mL para dos organismos
de estudio: una cepa Gram positivo (Staphylococcus aureus); y una cepa Gram
negativo (Pseudomonas chlororaphis). Las muestras se tomaron luego de 1,5
horas y 6 horas. Los resultados mostrados en los graficos de barras de las FIGS.
20 y 21 indican que ambos organismos en estudio disminuyeron con el aumento
de la temperatura. Los tres intervalos de temperatura (temperaturas de 25 °C, 40
°C y 50 °C) para cada intervalo de tiempo observado se muestra como un grupo
de tres barras de izquierda a derecha como 2010 y 2110, en las FIGS. 20 y 21.
Las inoculaciones mostradas se realizaron en buffer de arginina con

concentraciones proteicas de 30 g/L.

Ejemplo 9
Efecto de la temperatura elevada en el flujo del proceso

Se evaluaron muestras de E25 a 10 g/L en 0,2M de arginina, 25 mM de
histidina, buffer de pH de 6,0 en cuanto a su influencia en el flujo a comparacion
de la presion transmembrana (PTM). La FIG. 22 muestra que elevar la
temperatura del sistema también incrementé el flujo del proceso durante las
operaciones de UF/DF. Se realizaron picos de flujo a varias concentraciones en
volumen y tres temperaturas diferentes de 23 °C (2210), 40 °C (2220) y 46 °C
(2230).  El coeficiente de transferencia de masa y el flujo de filtrado se
incrementaron de aproximadamente 2 a aproximadamente 3 veces, originando

tiempos de proceso considerablemente reducidos.
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Ejemplo 10
Formulacion de alta concentracion de rhuMAB anti-CD20 ("2H7")

Un sistema de UF en escala piloto se usé para concentrar y formular
rhuMAb anti-CD20 (2H7; un anticuerpo monoclonal humano recombinante). Se
repitid el Ejemplo 1 con las siguientes excepciones. Los sistemas de Ultrafiltracion
/ Diafiltracion de Millipore Pelicon se ensamblaron con una membrana compuesta
de celulosa regenerada de 1,6 m? (17,5 sgft), con un tamafio de poro de 30.000
Dalton. El sistema consisti6 de un soporte de membrana, una bomba de
alimentacion de 16bulo rotatorio Viking S1 L, una tuberia de recirculacién de acero
inoxidable 316L de 1,27 cm (%%"), y un recipiente de recirculacion de 40 L. las
valvulas de regulacion de retencion fueron de H.D. Baumann, Inc. La temperatura
del glicol alimentado en la camisa de aislamiento del tanque fue regulada en forma
ascendente o descendente segun fue necesario usando un intercambiador de
calor eléctrico, un suministro de glicol frio, o ambos.

Durante esta etapa, la tasa de flujo de alimentacién se fij6 a una tasa
constante de 0,14 L/s (8,5 L/min) (aproximadamente 0,09 L/s/m2 (0,5 L/min/ft?)).
La FIG. 23 ilustra que las tendencias de valores en el tiempo en cuanto a la tasa
de flujo de alimentacién (210) escalaron de 0 a 20, el pH (212) escalo de 2 a 12,
la tasa de flujo del filtrado (250) escalé de 0 a 5, el nivel del tanque de reciclado
(2320) escal6 de 0 a 45, y el dP del retentado (2350) escal6 de 0 a 100 durante las
varias fases o modalidades del proceso incluyendo UF1 (10), DF1 (20) y UF2 (30).

Durante las operaciones de ultrafiltracion y diafiltracion el sistema usé
presion constante del retentado seguido de un esquema de control de presion
delta constante de alimentacion / retentado para controlar el flujo a través de la
membrana. El buffer de diafiltracion (30 mM de acetato sodico / pH 4,9) se
preparé en un tanque separado. La temperatura de este buffer se fij6 en 45 °C
previo al proceso para un control de temperatura certero en todo el proceso.
Previo al procesamiento, la solucién de almacenamiento del sistema (0,1 N de
NaOH) se lav6 en un solo paso a modo de desagiie, en primer lugar con 10,8 L/m?
(1 L/t®) de agua para inyeccion (API) y luego con 10,8 L/m? (1 L/ft%) de buffer de
diafiltracion. Después de los lavados, el sistema se equilibré para recircular 5,4
L/m? (0,5 L/ft%) de buffer de diafiltracion durante 10 minutos. El pH de la solucién
recirculada se chequed para confirmar la equilibracion.

Se midi6 el combinado proteico resultante de un paso de cromatografia Q-
Sefarosa precedente hasta alcanzar 2,31 g de 2H7/L y tuvo un volumen de 356 L.

La proteina se present6 en una solucién de 6 mM de &cido libre HEPES / 19 mM
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de sal sodica de HEPES y 25 mM de acetato sddico en donde el pH se habia
ajustado a 5,3 con 0,5 M de acido acético. Justo antes de la etapa, el punto fijo de
la temperatura se fij6 a 45 °C. Para comenzar la etapa, el combinado proteico se
transfiri6 al recipiente de recirculacion a través de un filtro de grado esterilizante de
0,22 micrones a un nivel de aproximadamente 40 L en el tanque. En el recipiente,
el combinado se agitd mediante el impulsor de montaje superior y la temperatura
se mantuvo a 40-50 °C.

Como el combinado entrante era mayor que el recipiente de recirculacion,
el proceso de UF1 comenzé en modo de alimentacion por tandas (véase FIG. 23).
En este modo, el Combinado-Q se agregd al recipiente de recirculaciéon a
aproximadamente la misma tasa a la cual el filtrado atraviesa la membrana FFT al
desagle. Después de que el Combinado-Q restante se transfirié al recipiente de
recirculacion, el proceso de UF1 continué en modo por tandas. Durante la UF1 el
combinado se concentré a aproximadamente 50 g de 2H7/L (aproximadamente 16
L). El combinado se diafiltré luego con 10 diavolimenes de buffer de diafiltracion.
Durante la diafiltracion la temperatura se mantuvo entre 40 y 50 °C. La
diafiltracion se efectu6 a un volumen constante, lo que se logré al combinar la tasa
de flujo del buffer transferido al tanque de recirculacion con el filtrado extraido del
sistema. Al término de la diafiltracion, el combinado se concentré adicionalmente
en modo de UF2 a un punto fijo buscado de la concentracion final de 190 g de
2H7/L (4,3 L). Véase en la FIG. 23 la incorporacién del control de dP constante a
344,7 kPa (50 psig) al final de esta fase. Esta fase se efectud luego a un punto fijo
de temperatura elevada de 45 °C +/- 5 °C. Posteriormente, se efectué una mezcla
con caida a baja presién en donde la bomba de alimentacion se controlé para
mantener una caida de presiéon de 137,9 kPa (20 psig) a través del canal de
alimentacion. Se tomé una muestra y se efectuaron mediciones de densidad para
confirmar la concentracion previa a la recuperacién. La concentracion de esta
muestra fue de 189 g de 2H7/L. La Tabla 18 resume los resultados del rendimiento
y flujo.
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Tabla 18.
Fase de Rendimiento Flujo
proceso Normalizado normalizado
g/m?/s (g/ft ~ LMH/kPa
2Ihr) (LMH/psig)
UF1 0,10 (32) 0,70 (4,8)
DF 0,17 (56) 0,35 (2,4)
UF2 0,80 (267) 0,23 (1,6)

El combinado proteico se recuperé mediante una serie de pasos. En primer
lugar, el producto se desplazé de una membrana en un modo de paso simple
usando 0, 2 L de buffer de DF agregado a la linea del retentado. El producto se
filtré en el tanque de recuperacion a través de un filtro final de grado esterilizante
de 0,22 micrones. El combinado en el tanque de recirculacion se bombeé luego
desde el tanque usando la bomba de alimentacién de lébulo rotatorio. A
continuacion, la solucidn proteica residual se desplazé desde el tanque y la linea
de alimentacion con una purga de gas nitrogeno a 34,5 kPa (5 psig). La fase final
comprendié una purga en la unidad de membrana que contenia buffer de DF del
desplazamiento inicial del producto. Esta fase también usé 34,5 kPa (5 psig) de
gas nitrégeno aplicado al punto maximo de la linea del retentado.

De ser necesario, el combinado recuperado se diluyé primero a
aproximadamente 175 g de 2H7/L usando buffer de dilucién (30 mM de acetato de
sodio, pH 5,3). Finalmente, el combinado se diluyé a una concentracion buscada
de 150 g de 2H7/L y se acondicion6 en la formulacion final de 30 mM de acetato
sodico, 7 % de trealosa, 0,03 % de polisorbato 20, pH 5, mediante un buffer de
acondicionamiento 7 X (30 mM de acetato sédico, 49 % de trealosa, 0,21 % de
polisorbato 20, pH 5,3).

Los volimenes del combinado recuperado, combinado diluido, y combinado
acondicionado se analizaron con respecto a la concentracion proteica. La Tabla 19

presenta los resultados.
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Tabla 19.
Volumen (L) | Concentracion Masa (g) Rendimiento
(g/L) o
{Pérdida} (%)
Combinado- 355,81 2,31 821,92 100,0
Q
Combinado 4,64 180,02 835,3 101,6
recuperado |
Combinado 4,871 149,40 7277 88,5
final

Nota: Los rendimientos incluyen pérdida debido a la toma de muestras. El volumen
y concentracion del combinado recuperado incluye adicion del desplazamiento de
buffer.

Después del proceso, la membrana se regener6é usando un paso Unico de
lavado de 0,1 N de NaOH, 10,8 L/m? (1L/ft%) seguido por 5,4 L/m? (0,5 L/ft?) de
recirculacion total durante 30 minutos. Esto fue seguido por 10,8 L/im? (1L/ft?) de
lavado de agua purificada. Esto fue seguido por una recirculacion total de 5.4 L/m?
(0,5 L/ft?) de 14 % de solucién de Minncare durante 30 minutos. El sistema se lavo
nuevamente con 10,8 L/m? (1L/ft?) de agua purificada y finalmente recirculado
durante 15 minutos con 0,1 N de NaOH y se almacené.

Ejemplo 11
Formulacion de alta concentracion de rhuMAb anti-CD20

Se usd un sistema piloto de UF en escala para concentrar y formular
rhuMAb anti-CD20 (2H7) para uso en un estudio clinico de fase | de un ser
humano en una instalacién de fabricacion de GMP. Se repitié el Ejemplo 10 con
las siguientes excepciones.

El combinado proteico resultante de un paso de cromatografia Q-Sefarosa
precedente se midié para ser de 3,729 g de 2H7/L y tuvo un volumen de 262 L. La
proteina estuvo comprendida en una solucién de 6 mM de Acido libre de HEPES /
19 mM de sal sédica de HEPES y 25 mM de acetato sédico cuyo pH se ajustd a
pPH 5,3 con 0,5 M de acido acético. Justo antes de la etapa, el punto fijo de
temperatura de este combinado fue fijado a 45 °C. Para comenzar la etapa, el

combinado proteico se transfirié al recipiente de recirculacion a través de un filtro
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de grado esterilizante de 0,22 micrones a un nivel de aproximadamente 40 L en el
tanque. En el recipiente, el combinado se agitdé mediante el impulsor de montaje
superior y la temperatura se mantuvo a 40-50 °C.

Durante la UF1 el combinado se concentré a aproximadamente 50 g de
2H7/L (aproximadamente 20 L). La FIG. 24 muestra las tendencias de valores en
el tiempo: el nivel del tanque de reciclado (210) escal6 de -0,713963 a 295.989, el
dP del retentado (2420) escalé de -0,237899 a 98,6629, la tasa de flujo de
alimentacion (250) escal6 de -0,356981 a 147,994, y la tasa de flujo del filtrado
(2450) escald de -0,118994 a 49.3315, durante el proceso. Luego se diafiltré el
combinado con 10 diavolumenes de buffer de diafiltracion. Durante la diafiltracién,
la temperatura se mantuvo entre 40 y 50 °C. La diafiltracion se realiz6 a un
volumen constante, lo que se logré al combinar la tasa de flujo del buffer
transferido en el tanque de recirculacion con la tasa de flujo del filtrado extraido del
sistema. Al término de la diafiltracion, el combinado se concentré adicionalmente
en modo de UF2 a un punto fijo buscado de concentracion final de 190 g de 2H7/L
(5,25 L). Nétese en la FIG. 24 la incorporacion de la constante dP al control de
275,8 kPa (40 psig) al final de esta fase. Esta fase también se efectué a un punto
fijo de temperatura elevada de 45 °C +/-5 °C. A continuacién, se efectué una
mezcla con caida a baja presion en donde la bomba de alimentacién se controld
para mantener una caida de presion de 137,9 kPa (20 psig) a través del canal de
alimentacion. Se tomé una muestra y se realizaron mediciones de densidad para
confirmar la concentracién previamente a la recuperacion. La concentracion de
esta muestra fue de 194 g de 2H7/L. La Tabla 20 resume los resultados de
rendimiento y flujo.

Tabla 20.
Fase de Rendimiento Flujo
proceso | Normalizado normalizado
g/m?s LMH/kPa
(g/fti/hr) (LMH/psig)
UF1 0,15 (51) 0,55 (3,8)
DF 0,14 (46) 0,32 (2,2)
UF2 0,86 (286) 0,23 (1,6)

45



Justo antes de la recuperacién del producto, se tomé una muestra de 30 mL
y se entregd para deteccion y tipificacion de biocarga. Los resultados fueron
negativos (es decir, <0,13 de UFC/mL).

El combinado proteico se recuper6 mediante una serie de pasos del
Ejemplo 10. Los volumenes del combinado recuperado, combinado diluido, y
combinado acondicionado se analizaron luego en cuanto a la concentracidon

proteica. La Tabla 21 presenta los resultados. La membrana se regeneré como en

el Ejemplo 10.
Tabla 21.
Volumen | Concentracion| Masa (g) Rendimiento
(L) ~ (glb) o
{Pérdida} (%)
Combinado- | 262 3,72 977 100
Q
Combinado 5,0 174,0 863,0 88,3
recuperado
Combinado 5,421 149,6 811,0 83,0
diluido
Ejemplo 12

Formulacién de alta concentracion de rhuMADb anti-CD20 GMP

Se repitio el Ejemplo 11 con las siguientes excepciones. Se midio al
combinado proteico resultante de un paso de cromatografia Q-Sefarosa
precedente hasta alcanzar 5,106 g de 2H7/L y tuvo un volumen de 196 L. La
proteina estuvo comprendida en una soluciéon de 6 mM de acido libre de HEPES /
19 mM de sal sddica de HEPES y 25 mM de acetato sodico cuyo pH se habia
ajustado a 5,3 con 0,5 M de acido acético. Justo antes de la etapa, el punto fijo de
la temperatura de este combinado se reguld a 45 °C. Para comenzar la etapa, el
combinado proteico se transfirié al recipiente de recirculacion a través de un filtro
de grado esterilizante de 0,22 micrones a un nivel de aproximadamente 40 L en el
tanque. En el recipiente, el combinado se agité mediante el impulsor de montaje
superior y la temperatura se mantuvo a 40-50 °C.

Durante la UF1 el combinado se concentré a aproximadamente 50 g de

2H7/L (aproximadamente 20 L). La FIG. 25 muestra las tendencias de valores en
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el tiempo: el nivel del tanque de reciclado (210) escalé de 0 a 300, el dP del
retentado (2520) escald de 0 a 100, la tasa de flujo de alimentacion (250) escald
de 0 a 150, y la tasa de flujo del filtrado (2550) escal6 de 0 - 50 durante el proceso.
El combinado se diafiltr6 con 10 diavolimenes (10 X) de buffer de diafiltracién.
Durante la diafiltracion, la temperatura se .mantuvo entre 40 y 50 °C. La
diafiltracion se efectud a un volumen constante que se alcanz6 al combinar la tasa
de flujo de buffer transferido al tanque de recirculacion con la tasa de flujo de
fitrado extraido del sistema. Al término de la diafiltracién, el combinado se
concentré adicionalmente en el modo de la UF2 a un punto fijo buscado de la
concentracion final de 190 g de 2H7/L (5,26 L) utilizando nuevamente un control
de dP constante justo al término de esta fase (véase la FIG. 25). Esta fase se
efectud a un punto fijo de temperatura elevada de 45 °C +/- 5 °C. A continuacién,
se efectué una mezcla con caida a baja presion en donde la bomba de
alimentacion se controlé para mantener una caida de presion de 137,9 kPa (20
psig) a través del canal de alimentacion. Se tomé una muestra y se realizaron
mediciones de densidad para confirmar la concentracién previamente a la
recuperacion. La concentracion de esta muestra fue de 191 g de 2H7/L. La Tabla
22 resume los resultados de rendimiento y flujo.

Tabla 22.
Fase de Rendimiento Flujo
proceso Normalizado normalizado
g/m?is LMH/kPa
(g/ft/hr) (LMH/psig)
UF1 0,20 (67) 0,52 (3,6)
DF 0,14 (47) 0,39 (2,1)
UF2 0,87 (292) 0,26 (1,8)

Justo antes de la recuperacion del producto, se tomd una muestra de 30 mL
y se entregd para deteccién vy tipificacion de biocarga. Los resultados fueron
negativos (es decir, <0,13 de UFC/mL). El combinado proteico se recuperé
mediante una serie de pasos como en el Ejemplo 11. Los voliumenes del

combinado recuperado, combinado diluido y combinado acondicionado, fueron
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analizados luego en cuanto a la concentracion proteica. La Tabla 23 presenta los

resultados. La membrana se regeneré como en el Ejemplo 11.

Tabla 23.
Volumen (L) Concentracion Masa (g) Rendimiento
(g/L) o
{Pérdida} (%)
Combinado- 196 5,106 1000 100
Q
Combinado 49 187,1 918,0 91,8
recuperado
- Combinado 6,075 150,9 916,9 91,7
diluido

Todas las publicaciones,

patentes y documentos de patentes se

incorporan a la presente enteramente e individualmente a modo de referencia. La

invencion ha sido descrita con referencia a varias técnicas y realizaciones

especificas y preferidas. No obstante, debe entenderse que muchas variaciones y

modificaciones pueden ser efectuadas al tiempo que mantienen el espiritu y

alcance de la invencion.
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REIVINDICACIONES

Un proceso para preparar composiciones de proteina altamente

concentradas que comprende:

a) una primera ultrafiltracion de una primera preparacién de proteina para
obtener una segunda preparacion de proteina;

b) una diafiltracién de la segunda preparacion de proteina para obtener una
preparacion de proteina intermediaria diafiltrada; y

€) una segunda ultrafiltracién de la preparacion de proteina intermediaria
diafiltrada para obtener una tercera preparacién de proteina;
CARACTERIZADO porque, una o mas de las etapas a), b) y c) son llevadas

a cabo a una temperatura de 30 °C a 70 °C.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, CARACTERIZADO porque
una o mas de las etapas a), b) y ¢) son llevadas a cabo a una temperatura de
30°C ab0 °C.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-2, CARACTERIZADO
porque una o mas de las etapas a), b) y c) son llevadas a cabo a una
temperatura de 35 °C a 50°C.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, CARACTERIZADO
porque una o mas de las etapas a), b) y c) son llevadas a cabo a una
temperatura de 45°C.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, CARACTERIZADO
porque una o mas de las etapas a), b) y ¢) son llevadas a cabo a una
temperatura de 40°C a 50°C.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 5, CARACTERIZADO porque las
etapas b) y c) son llevadas a cabo a una temperatura de 40°C a 50°C.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 5, CARACTERIZADO porque las

etapas a), b) y c) son llevadas a cabo a una temperatura de 40°C a 50°C.

xC
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, CARACTERIZADO
porque la velocidad de filtracién es suficiente para permitir la terminacion de

las etapas combinadas a), b) y ¢) en un tiempo de 1 a 10 horas.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 8, CARACTERIZADO porque la
velocidad de filtracién es suficiente para permitir la terminacion de las etapas

combinadas a), b) y ¢) en un tiempo de 2 a 5 horas.

El proceso de acuerdo con la reivindicacién 9, CARACTERIZADO porque la
velocidad de filtracién es suficiente para permitir la terminacion de las etapas

combinadas a), b) y c) en 3 horas.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, CARACTERIZADO
porque la primera preparacion de proteina tiene una concentracién de

proteina de 0.1 a 10 gramos por litro.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 11, CARACTERIZADO porque la
primera preparacion de proteina tiene una concentracién de proteinade 1a 5

gramos por litro.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-12, CARACTERIZADO
porque la tercera preparacion de proteina tiene una concentracion de
proteina de 50 a 250 gramos por litro.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 13, CARACTERIZADO porque la
tercera preparacion de proteina tiene una concentracion de proteina de 100 a
230 gramos por litro.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 14, CARACTERIZADO porque la
tercera preparacion de proteina tiene una concentracién de proteina de 170 a
200 gramos por litro.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-15, CARACTERIZADO
porque el rendimiento total para la etapa c) es de 0.24 gr/m?%s, 0.36 grim?/s,
0.40 gr/m’/s, 0.45 grim?/s, 0.52 grim%s, 0.54 grim%s, 0.79 grim?/s, 0.85
gr/m®/s o 0.87 gr/im?s.
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17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

El proceso cualquiera de las reivindicaciones 1-16, CARACTERIZADO
porque el rendimiento de la tercera preparacion de proteina desde las etapas

combinadas a), b) y c) es superior a 70% en peso.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 17, CARACTERIZADO porque el
rendimiento de la tercera preparacion de proteina desde las etapas

combinadas a), b) y c¢) es de 80% en peso a 100% en peso.

El proceso de acuerdo con la reivindicacién 17, CARACTERIZADO porque el
rendimiento de la tercera preparacion de proteina desde las etapas
combinadas a), b), y c) es superior a 98% en peso.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-19, CARACTERIZADO

porque los niveles de contaminantes agregados son inferiores al 2% en peso.

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-20,
CARACTERIZADO porque las etapas de filtracion a), b) y c), utilizan una

membrana de ultrafiltracion.

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-21,
CARACTERIZADO porque las etapas de filtracion a), b), y ¢) se logran por

medio de un flujo tangencial a través una membrana de ultrafiltracion.

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-22,
CARACTERIZADO porque una membrana de ultrafiltracion utilizada en las

etapa de filtracién a) es usada en la etapa b) y en la etapa c).

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 21-23,
CARACTERIZADO porque la membrana de ultrafiltracion comprende una

membrana de ultrafiltracién con componente de celulosa regenerada.

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 21-24,
CARACTERIZADO porque la membrana de ultrafiltracion tiene un tamafio de

poro nominal de 5 a 50 kilo Daltons.




26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 25, CARACTERIZADO porque la
membrana de ultrafiltracién tiene un tamafio de poro nominal de 10 a 30 kilo

Daltons.

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-26,
CARACTERIZADO porque la primera preparacién de proteina comprende
una proteina que tiene un peso molecular aparente de 100 a 200 kilo

Daltons.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 27, CARACTERIZADO porque la
primera preparacion de proteina comprende una proteina que tiene un peso
molecular aparente de 150 kilo Daltons.

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-28,
CARACTERIZADO porque la diafiltracion intercambia un bufer que tiene una

composicion que difiere de aquella de la etapa a).

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-29,
CARACTERIZADO porque la etapa de diafiltracion intercambia fluido a un
volumen sustancialmente constante, una concentracion de proteina

sustancialmente constante, o ambas.

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-30,
CARACTERIZADO porque las etapas combinadas a), b), y ) se logran a una

presion transmembrana de 10 a 50 p.s.i.

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-31,
CARACTERIZADO porque la tercera preparaciéon de proteina tiene una
biocarga detectable inferior a 100 CFU/m.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 32, CARACTERIZADO porque la
tercera preparacion de proteina tiene una biocarga detectable de 1.8 CFU/mi.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 32, CARACTERIZADO porque la
tercera preparacion de proteina tiene una biocarga detectable inferior a 0.13
CFU/ml.



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-34,
CARACTERIZADO porque la segunda preparacion de proteina tiene una

concentracion de proteina de 20 a 50 gramos por litro.

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-14 y 16-35,
CARACTERIZADO porque la preparaciéon de proteina intermediaria
diafiltrada tiene una concentracion de proteina de 25 a 35 gramos por litro y
la tercera preparacion de proteina tiene una concentracién de proteina de

170 a 200 gramos por litro.

Un proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-14 y 16-35,
CARACTERIZADO porque la primera ultrafiltracion concentra la primera
preparacion de proteina para obtener la segunda preparacion de proteina
que tiene una concentracion de proteina de 30 gramos por litro y la segunda
ultrafiltracion concentra la preparacion de proteina intermediara diafiltrada
para obtener la tercera preparacion de proteina que tiene una concentracién
de proteina de 170 a 200 gramos por litro.

El proceso de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1-22 y 24-37,
CARACTERIZADO porque la primera y segunda ultrafiltracién se logran a

través de la misma membrana ultra-filtro.

El proceso de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1-38,
CARACTERIZADO porque la diafiltracion logra un intercambio de bufer en un

volumen de 5 a 15 veces mayor.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 39, CARACTERIZADO porque la

diafiltracion logra un intercambio de bufer en un volumen de 8 veces mayor.

El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-40,
CARACTERIZADO porque la diafiltracion intercambia un primer bfer por un
segundo bufer.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 41, CARACTERIZADO porque el

primer buffer comprende una mezcla de cloruro de sodio acuoso y un bufer

s



43.

44,

TRIS, y el segundo bufer comprende una mezcla de cloruro de histidina y
cloruro de arginina acuosos.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-42, CARACTERIZADO
porque la proteina es un anticuerpo.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 43, CARACTERIZADO porque el
anticuerpo comprende un anticuerpo anti-IgE.



Resumen
La presente invencidbn se relaciona con un proceso para concentrar
proteinas que incluye una ultrafiltracién, una diafiltracién, y una segunda
secuencia de ultrafiltracion, a temperaturas elevadas, tales como las superiores a
aproximadamente 30 °C. La invencién también incluye un proceso para preparar
composiciones de anticuerpos altamente concentradas, y productos de

anticuerpos altamente concentrados.
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SECRETARY OF STATE

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document

2. has been signed by Christine Marie Ricks
3. acting in the capacity of Notary Public, State of California

4. bears the seal/stamp of Christine Mane Ricks, Notary Public,
State of California

CERTIFIED
5. At Sacramento, California
6. the 19th day of June 2007
7. by Deputy Secretary of State, State of California
8. No. 404592
. 9. Seal/Stamp:

10. Signature

/lnng’m\,

Secretary of State

NP-24 A (REV. 1-07) BY “/‘ " , [l OSP 06 98602
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CALIFORNIA ALL-PURPOSE AOKNOWLEDGMENT \

NSNS NS AN SR AN A LA RS DL AN AN NS

State of California
County of Snv\ Medeo

n Sune )\, 2007F before me, .
Date Name and Titte of Officer (e.g.,FJane Doe, Notary Pyplic’
personally appeared C \\mﬂe.s M. \inteyv

Name(s) of Signer(s)

O personally known to me
\/{Zl (or proved to me on the basis of satisfactory evidence)

to be the person(s) whose name(s) is/are subscribed to the
within instrument and acknowledged to me that
he/she/they executed the same in his/her/their authorized
CHRISTINE MARIE RICKS capacity(ies), and that by his/herftheir signature(s) on the
Commission # 1686251 instrument the person(s), or the entity upon behalf ot
which the person(s) acted, executed the instrument.

WITNESS my hand and official seal.

Place Notary Seal Above Signature %—/’

Signature of Notary Public
OPTIONAL

Though the information below ts not required by law, it may prove valuable to persons relying on the document
and could prevent fraudulent removal and reattachment of this form to another document.

Description of Attached Document

A
Title or Type of Document: Deed o Assi 4OMe ot
Document Date: __—vsaane )\ 2.00"F Number of Pages: \
Signer(s) Other Than Named Above: e

Capacity(ies) Claimed by Signer(s)

Signer's Name: _ Chales M. Winier Signers Name:

B2 Individual 0 Individual

O Corporate.Officer — Title(s): O Corporate Officer — Title(s):

O Partner — O Limited O General prormmperemey [ Partner — O Limited O General RIGHT THUMBPRINT

O Attorney in Fact G [ Attorney in Fact ... OF SIGNER ...
Top of thumb h Top of thumb h

O Trustee op of thumb here O Trustee op of thumb here

0 Guardian or Conservator [T Guardian or Conservator

O Cther: J Other:

Signer Is Representing: _________ Signer Is Representing:

© 2008 Nauonal Notary Assoolation . 9350 De Soto Ave PO Box 2402 s Chatsworth, CA 91313-, 2402 Item No 5907 v609  Reordar: Cali Toll-Fres 1-800-876-6827




DEED OF ASSIGNMENT

Be it known that the undersigned

Charles Matthew Winter, of 2433 Coronet Blvd, Belmont, California 94002 USA

states under oath to be the sole and trye assignor of

Process For Concentration Of Antibodies And Therapeutic Products Thereof
based on priority applications:

U.S. Serial No. 60/609092 Filed on 09 September 2004

U.S. Serial No. 11/220,362  Filed on 06 September 2005
and tHat he assigns withoﬁt reservations limitations in favor of

GENENTECH, INC.
1 DNA Way

South San Francisco, California 94080-4990
~ U.S.A.
and
NOVARTIS AG
Lichstrasse 35
Basel, CH-4056, Switzerland

ali rights inherent to said invention and that the above mentioned assignees are

therefore enabled to apply, in their own names, for the corresponding patent in
Columbia.

' South San Francisco, California
W / % | &/ /07

Charles Matthew Winter Date

(Legalization required)

Acknowle

efore me, this _. day of , 2007

(NOTARY PUBLIC) \
| : see c:“‘c\c}\eé

Ceolvkocnion
AW -pur pose
ac\:i\ow‘\ed_jmr\*'




TRADUCCION AL ESPANOL del Documento de Cesién a GENENTECH INC. &
NOVARTIS AG firmada por el cedente y el cesionario.

ESTADO DE CALIFORNIA

[Sello]

SECRETARIO DE ESTADO

APOSTILLA
(Convencién de la Haya del 5 de Octubre 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico

2. ha sido firmado por Christine Marie Ricks
3. actuando en capacidad de Notario Publico, Estado de California

4, Ile\}a el sello/timbre de Christine Marie Ricks, Notario Pablico
Estado de California

CERTIFICADO
5. En Sacramento, California
6. el 18no dla de Junio de 2007
7. por el Secretario de Estado Encargado, Estado de California
8. No. 404592

9. Sello/Timbre

Hay un sello que dice: 10. Fima

EL GRAN SELLO DE
EL ESTADO DE CALIFORNIA
(firma)
Secretario de Estado




ACUERDO PARA TODO TIPO DE PROPOSITOS

Estado de California )
} ss.
Condado de San Mateo )

El Junio 11, 2007 | ante mi

Fecha

Christine Ricks, Notario Publico

Nombre y Titulo del Funcionano (ej. “Jane Doe, Notano Publico?)

Charles M. Winter

Nombre(s) del Firmante(s)

se presentd

O personalmente conocido por mi

Hay un selio que dice:

probado ante mi en base a evidencia satisfactoria
que es la(s) persona(s) cuyo nombre(s) esta(n)
suscrito(s) al instrumento presente y reconoci6
ante mi que el/ella/ellos ejecutaron la misma
en su/sus capacidad(es) autorizada(s), y que por
sufsus firma(s) en el instrumento las personas o
la entidad en nombre de la cual la persona actuo
ejecutd el instrumento.

CHRISTINE MARIE RICKS
Comision # 1686251

Notario Publico — California
Condado de San Mateo

Mi Comision Vence Ago. 5, 2010

Colocar sello notarial arriba

EN TESTIMONIO, mi firma y sello oficial.

{firma)
Firma del Notario Publico

OPCIONAL

Aunque fa informacién de abajo no es requerida por la ley, puede ser valiosa para personas que cuentan
con el documento y podria evitar Ia remocion fraudulenta de este formato y su sufecién a otro documento

Descripcion del Documento Anexo
Titulo o Tipo de Documento: __Documento de Cesitn

Fecha del Documento: Junio 11, 2007 Numero de Paginas: 1

Firmante(s) Ademas de los Nombrados Arriba:

Capacidad(es) Reclamada(s} por el Firmante(s)
Firmante(s)

Nombre del Firmante: Charles M. Winter Nombre del Firmante:

& Individuo O Individuo

Capacidad(es) Reclamadals) por el

O Funcionano Corporativo — Titulo(s):

O Socio - O Limitado O General

O Funcionano Corporativo — Titulo(s):

0O Socio- O Limitado O General

O Abogado de Hecho HUELLA DACTILAR O Abogado de Hecho
O Fiado DERECHA DEL ) Fiado HUELLADACTILAR
O Tutor Legal o Conservador FIRMANTE O Tutor Legal o Conservador A

O Otro:

El Firmante Representa a:

O Otro;

El Firmante Representa a:




DOCUMENTO DE CESION

Que se conozca que el abajo firmante
Charles Matthew Winter, de 2433 Coronet Bivd., Belmont, California 94002 EUA
declara bajo juramento que es el Unico y verdadero cedente de
Proceso Para la Concentracion de Anticuerpos y Productos de los Mismos
basados en las solicitudes de prioridad

Serial de E.U. No. 60/609,002 Presentada el 9 de Septiembre de 2004

Serial de E.U. No. 11/220,362 Presentada el 6 de Septiembre de 2005
y que el cede sin reservas nj limitaciones a favor de

GENENTECH, INC.

1 DNA Way

South San Francisco, California 94080-4990

E.UA.

NOVARTIS AG

Lichstrasse 35

Basel, CH-4056, Suiza
todos los derechos inherentes de dicha invencion y que los cesionarios arriba
mencionados estan habilitados, por lo tanto, para solicitar bajo su propio nombre
para la patente correspondiente en Colombia.

South San Francisco, California

(firma) 6/11/07
Charles Matthew Winter

(Legalizacion Requerida)

Reconocido ante mi, este __ dia de , 2007

(NOTARIO PUBLICO)
Ver el Acuerdo para todo tipo de
propositos de California.
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LAW OFFICES

BRIGARD & CASTRO
Carrera7#71-21Torre B - PISO 4
Bogota, Colombia / South America

POWER OF ATTORNEY

The undersigned, Arthur Canonica and Sabine Zeller, legal representative of NOVARTIS AG,
an organization existing under the laws of Switzerland. and in present execution of its
business activity, domiciled at Lichstrausse 35, Basel, CH-4056, Switzerland,

hereby appoints BRIGARD & CASTRO domiciled at Carrera 7 # 71-21 Torre B - PISG 4 of
Bogota, Colombia, conjomntly, alternatively or indistinctly as attorneys with special and
sufficient powers to apply and obtain from the competent offices and authorities of Colombia
Patent of Invention

Process For Concentration Of Antibodies And Therapeutic Products Thereof,
to be i1ssued in the names of

GENENTECH, INC., domiciled at 1 DNA Way, South San Francisco, California 94080-4990
U.S.A., and NOVARTIS AG, domiciled at Lichstrausse 35, Basel, CH-405‘6, Switzerland,

to whom assignment has been made of all right and title of said Patent for the territory of
Colombia without any restriction. The assignee also signs these presents in token of
acceptance of the said assignment and hereby authorizes the said attorneys to take all
necessary steps before the said offices and authorities for the purpose above stated; to make
petitions, declarations and claims and to use all means which said attorneys shall deem
proper for the safeguard of the interests of the constituent. This power includes the faculties
to receive, desist, renounce, compromise, transact, substitute i in all or in part, to revoke
substitutions, to receive notifications and to appoint extra-judicial or judicial attorneys. The
attorneys mentioned above can exercise this power alternatively or indistinctly.

Basel, June |t 20071

NOVA AG, Assignee
,é(%-, < é D\ —

Name: / Arthur Canonica  Sabine Zeller
Title: Adm. Professionals

(Legalization required)

Acknowledged before me, this day of . 2007

(NOTARY PUBLIC)

~O)

;
[



Attestation

I, the undersigned notary publiic in Basel, Switzerland, certify herewith that the above
signatures are the genuine signatures of Mr. Arthur Canonica, citizen of Corticiasca/TI,
Switzerland, residing in Wisen/SO, Switzeriand, and Ms. Sabine Zeller, citizen of
Ormalingen, Switzerland, residing in Gelterkinden, Switzerland, both acting for Novartis
AG, n Basel, Switzerland, both as proxy holders, both with joint signature.

The authenticity of the signatures was established by comparison.

BASEL, Switzerland, this 13" (thirteenth) day of June 2007 (twothousandandseven).

MWERTEE VRPN N

APOSTILLE
(Hague Convenunn of Oclober S5t 1961)

1. Country: Switzeriand (Schwez / Suisse)
This official dpCumgt

Leg.Prot.Nr, {OZ}/2007

Cerfies 3, Jusii 2007
5. in Basel (Biic) 6. on

.................................

7. by inc Stdu,, Chanccr%?hc Canlon of Bascl Staat .......

al /stamp: 10. Slgnature.




TRADUCCION AL ESPANOL del Documento de Poder otorgado por Novartis AG, con
domicilio en Lichstrausse 35, Basel, CH-4056, Suiza.

OFICINA DE ABOGADOS
BRIGARD & CASTRO
Carrera7 #71 - 21 Torre B - Piso 4
Bogota, Colombia / Suramérica
PODER

El abajo firmante, Arthur Canonica y Sabine Zeller, representante legal de NOVARTIS
AG, una organizacion existente bajo las leyes de Suiza, y en presente ejecucion de su
actividad de negocios, con domicilio en Lichstrausse 35, Basel, CH-4056, Suiza,

Por la presente designa a BRIGARD & CASTRO con domicilio en la Carrera 7 # 71 —
21 Torre B — Piso 4 de Bogots, Colombia, conjuntamente, alternamente o
indistintamente como abogados con poderes especiales y suficientes para solicitar y
obtener una Patente de Invencion de los funcionarios competentes y autoridades de
Colombia

Proceso para la Concentracion de Anticuerpos y Productos Terapéuticos del
Mismo,

A ser expedida a nombre de

GENENTECH, INC., con domicilio en 1 DNA Way, South San Francisco, California
940804990 E.U.A., y NOVARTIS AG, con domicilio en Lichstrausse 35, Basel, CH-
4056, Suiza,

a quienes se les ha hecho la cesion de todo ef derecho y titulo de dicha Patente para el
territorio de Colombia sin restriccion alguna. El cesionario también firma estas
presentes como una aceptacion de dicha cesion y por la presente autoriza que dichos
abogados tomen todos los pasos necesarios ante dichas oficinas para el objeto
descrito arriba; a hacer peticiones, declaraciones y reclamos y a utilizar todos los
medios que dichos abogados puedan considerar apropiados para salvaguardar los
intereses del constituyente. Este poder incluye las facultades de recibirla, desistir de
ella, renunciar a ella, comprometer, realizar transacciones, sustituirla parcial o
completamente, revocar sustituciones, recibir notificaciones y de designar abogados
extra-judiciales o judiciales. Los abogados mencionados arriba pueden gjercer este
poder alternamente o indistintamente.

Basel, Junio 11, 2007-06-29
NOVARTIS AG, Cesionario
(firma)

Nombre: Arthur Canonica  Sabine Zeller
Titulo: Profesionales Adm.

(Legalizacion Requerida)

Reconocimiento ante mi, este ___ dia de , 2007

(NOTARIO PUBLICO)



Yo, el abajo firmante notario piblico en Basel, Suiza, certifico con la presente que
las firmas de arriba son las firmas genuinas del Sr. Arthur Canonica, ciudadano de
Corticiasca/Tl, Suiza, residente en Wisen/SO, Suiza, y la Srta. Sabine Zeller,
ciudadana de Ormalingen, Suiza, residente en Gelterkinden, Suiza, ambos
actuando para Novartis Ag, en Basel, Suiza, ambos como apoderados. ambos con

firma conjunta.

Testimonio

La autenticidad de las firmas se establece por comparacitn.

BASEL, Suiza, este 13 (treceavo) dia de Junio 2007 (dos mil siete).

Hay un sello que dice:

Dr. MATTHIAS STAEHELIN {firma)

NOTARIO BASEL

© o N

APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)

Pals: Suiza
Este documento publico
ha sido firmado por M. Staehelin
en su funcién como: (ilegible)
lleva el selloftimbre de: (legible)
Wales, Australia
Certificado
en Basel (Bale) 6. el 13 de Junio 2007

por la Cancilleria Estatal de Canton Basel-Stadt
No. 6'639/9'950

Selloftimbre: 10. Firma
[sello] (Firma)
Heidi Fisher

Hay un sello que dice:

Cancilleria Estatal
Ciudad de Basel
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Brigaid « Castro

BOGOTA - COLOMBIA,

- PODER

Yo, {hosotros)

doficiiads(s)en

Nombro(amos) & JUAN PABLO CADENA SARMIENTO

policla,. én cualquler instancia- © recurso, la- obtencion -de
registros de marcas; -disefios:
depésltos de nombres-

patentes de: ‘invencién;
mdustnales, modelos de utlhdad.

{/ .démandarite o como démandado eh: cualquuer mstancxa ¥

‘scurso.ante cualqwer juez; corporaci6n, funcionario piiblico
o autondad en accrones jUdICIales‘ admnmstratnvas y. de

explotacion de:licencia
demandas penales;,
perjuicios;
patentes, disefios' industriales, modelos ‘de: utilidad, en ol
gjerciclo. de medidas: cautelares. 'y N otras ;acciones o
medidas sxm_ﬂa_r,es

es de: competenc:a desleal
jones de: indemnizacion de

A ‘esté «fects, 16(s) faclilto(amos) pafa élevar soligitidas,
formular. descnpcuones, -enmiendas, jprotestas,
oposiciohes, cancelaciones;, nulxdades

declaraciones,
)

Ias medidas que creyerern: conducentes al: resguardo de mis
{nuestros intereses); con fodas las demds facultades legales
‘necesarias,

con. facultades para recibir notrhcactones y desugnar'

apoderados judiciales ¢ éxtrajiidiciales.

Oforgado yfirmado-en.
Firma

‘N’orﬁbre

Cargo:

ninistrativas, judiciales: y de

reclamos -y observaciones a ‘solicitudes de:

POWER OF-ATTORNEY

I (We)

Gengiitech, Tne,
1 DNA Way

USA

,and/or CARLOS H.
R GOMEZ MEJIA of

Colombian adfinistrative;. jadicial and pohce offices and
authorities, in: -ahy lnstance privileges of patents’ of
‘invention, registration. of trademarks, industrial désigns: and
utility- models' registration’ of commercial names and
emblems,: reglstratlon of copyright .and: contracts related
thereto, certificates:of obtainers of -vegetables varisties, as
well. as: extensions, renewals and recordal of assignments:
and changes of hame and dofriicile telated to-the above; 1o
prepare, prosecite and register. of any kind; to act
as: plamuff of:defendant in ? récourse, and-
before. any’judge, corporatlon publlc official or authority in
Judicial, administiative and police -actions; such as:
oppositions to ‘the- registration .of trademarks; cadudity,
cancellatlon and nulhty actions, ctalm actlons denved from

ions o patent appucaflons
models, industrial. destgns and utlllty mdodels; in.the éxerdise
of preventive. measures. and: in othér dctioh§ or similar
proceedings:

To that effect they hereby- empowered to file applications,
fotmulate descriptions, amendmients, protésts, declarations,
opposﬁions cancéllations, nullitiss, appeals. and claims;, to
pay: faxes, :quotas .and. assessments: prescnbed by law;
renounce-or walve the ;n h_ts granted or in ‘the: process of

at}they may d, m; pemnem to
(our). interest{s). with' all. the ‘other
:necessary Jegal powers.

This power incliidés, the. factity to ratify. or confirmi :desist,
;settle and compromlse onmy. (our) behalf and to subsmute

A ‘SARMIENTO and/or BEATRIZ JARA
and/or'CARLOS H.-PALACIO EASTMAN and/or HECTOR,
GOMEZ MEUIA, domiciled in Cariera 7 No. 1656, Piso:9,
my (our) attomey(s) in fact, with powers 1o receive:
rotifications- arid o désignate judicial and extrajudicial
attarneys.

South San. Francnsco, California

Granted and’signédin  USA

Signature”

Name Timothy R. 'tz

Ttle Sectdion Patent Counuel

""" Authorized Corporate Sigratory
GPnPntPCh Inc,

South'San Francxsco, Califoriiia 94080-4990




Genentech, Ine. hereby authonzes any: of Janet E
Kubinec and:Txmothy R. Schwartz, for so long as theyiremain, employees of Genentechi,
Ing., to execute, on'its beha » any submissions associated with the. ﬁlmg, prosecutxon_:_
grantmg, and-extension and maintenance of’ grant.of patent and trademark ap t] .
fi gn countries, contracts felating to biological deposits with the. merlcanf
Type Culture Collection, and assignmennts. to publishers: of copyrights covering ‘wotks.
authored by Genefitech employees. .

Hasak, Mark T. Kresndk, Jeffrey S.

Dated: Sean A. Johnston
Vice Presmlen ntellectual Propetty
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APOSTILLE
(Convention de‘La Haye du 5octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document.

-has been signed by AIDA MICLAT GUIAM'

3. -acting inthe capacity of Notary Public; State-of California
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‘CERTIFIED

. At:Sacramento, ‘Califoriiia

_ the 15tirday-of December 2005

:05.

by Deputy sSquéfacyfo'f‘?Stafteg State-of California
No. 267083

© % N

Seal/Stamp:

10. Signatiiré

sspssoriz B2 JY




Stateof Califorriia

“Cosinty 6

“OR,_

ipersonally-appeared

¥ proved: to ‘me; on; the basis of satisfactory:
-eVidefice

capacityfiesy, and that

‘Sigriaturete} ot the instriment the person(vs} 0r
‘the entity: upoh biehalt of whichi the parsongsy
-acted, executed the instrument.,

oo persons. ref;ang on’ ths dacumenr 4. coifld, | préivant.
wentiol lh(s formito:s

Descr ,tQﬁ of_Attached;DOc:ument

Title or Type. of Dosyment:

DocumentDate:. . N . S _Numberof Pages:,

?S‘igner(s’),vOther'Thane’Named:A.\z% _

Capacity(ies)-Claimed by Signer

Signer's Narme:

f RIGHT THUMBRRINT
OF SIGHER
“Top ofthurihere




TRADUCCION AL ESPAROL. dél Documento de Poderotorgado por Genentech,
Inc. doriiciliads &r ¥ DNA Way, South San Francisco, California 94080-4990,
Estados Unidos:de América,

ESTADO. DE CALIFORNIA
SECRETARIA DE ESTADO

. APOSTILLA
(Convenicion de Lia Haya del 5 de Octubre de 1961)

1 - Pals: Estados Unidos de América
Esta documento pblico
ha-sido firmado por Al A MICLAT GUIAM
3:  actuando en capacidad de Notario:Publico; Estadode California
' lleva el sello/timbre de AIDA MICLAT GUIAM, Notario Publico
Estado de‘California

N
ot

g

CERTIFICADO

en:Sacramento, Cahforma

el 15.de diciembre de 2005 :
porel Secretario de Estado Delegado, Estado.de Calffornia
No, 267083 :

Sello/Timbre

@ o

N
s

10, Firma

(Firma)
Secretario de: Estado




Condadode:San'Mateo )

El .6 de -diciembre: de: 2005, arte i, AIDA MICLAT GUIAM, apareci6. personalmerite:
Thlmoty R. Schwartz

Notano Pubhco—Cahfomla
Condado de. San’ Mateo
Mi comision expira, | ch 9 de 2007

/RECONOCIMIENTO TODO-PROPOSITO DE GALIFORNIA.
Estado;de California, i

[ a.quien corozeo personalmente

® quien demostrd ante: nii en base &

iSMo en Su capacudad autonzada'. / que
porisy firma.en el instrumento Ja: perséna o
ta entidad a nombre de la cual 1a persona
‘actud, ejecutd el instrumento.

Atestiguamifirma y sello oficial,

AIDAMICLAT GUIAN

OPCIONAL

Aunque la Informacubn enesta seocsén noes requefida porfal ley. puede probar-s¢

prevanirla refocibn y:réadhesion fraudulenty:

Descripcion adicional de- cualquier documento anexo

Ti

FechadelDoctimento:
Firmante(s) diferente(s) a {los): nombrado( $) amib

B

g oouood EZ‘EZ?Q

tulo o tipo-de documento:. e

floss para 44 1 pmsonas que 564 basan en el dooumento ¥ Pusds

forma 2 otro-documento

¥

Namero de paginas:.

'vindicada;(g),gor,;ei (ras)eﬁnmante;s)‘;

Funcmnano Carporative— = THUO(5):-..

Soclo ~ [l Limitads:.J Géneral
Abogado dé-hecho
Fidelcomisario:
Guardfén-o.congervador

Otro:

Hiiélla Jndice

derechio del firmafie’ |

“fifirmants. Tepresemtal, v oo

| Pte.alta 06l gedo Agqul
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AUTORIZACION

Genentech, Inc. por fa presente autoriza a cualquicra de Janet E. Hasak, Mark T.
empleados de Genentech, Inc., 4 éjecutar, 4 su nombre; cualquier solicitud
‘asociada con ‘presentacion, '‘procesamients, consecucibn, y extensidn v
mantenimiento de concesién dé solicitides de patenite 'y marca registrada. en los
Estados Unidos y paises extranjeros, contratos relacionados cori &e"piﬁs‘itos
biolégices con la Coleccién Americana-dé Tipo de Cuitivo, y-cesiones a publicistas
de derechos de autor que cubran los trabajos de -autoria «dé 10§ empleados de
Genentech. ;

_27'de Agosts de 2002 | (Firma)
Fechado Sean A. Johinston
Vicepresidente, Propiedad intelectual
Genéntech, Ine.




1.

Apuostille |

{Convention de La .Haye du 5 Octobre 1961

Country: United States of America

¢ ;arxie‘t» Smith Windsor
acting in the capacity of Secretary of Stateé of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary wof State

at Dover; Delaware

the twenty-fourth day of May;, A.D, 2005

by Secretary of State, Delaware Dépattiert of State

No. 0254030

Seal/Stamp: 1Q. Signature:
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PAGE 1

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT

COPY OF THE RESTATED CERTIFICATE OF WGENENTECH, INC.", FILED IN

THIS' OFFICE ON THE TWENT: “OF JULY; A.D. 1999, AT 9

0CLOCK A.M.

o

£
1

a

&

 Yonrit i iis Hhtr
" Haritet Siich Windsor, Secretary of State
AUTHENTICATION: 3900384

2112549

050426506 ‘DATE: 05+24-05




Geaatsih, Inc. (fhie “Corpe
under and by vmué of the General

Tporation Law.of the Sma of. Delawaxe,

lnc" and subsequendy amended,

" “The Certificate.of I eporation:of the Corporation: s heseby restated and
Sfurtherafmended 1ovead in ts enmety as:follows;

ARTICLEY

“The nawme of the- Corpomon is: Genemtech, Ing,

AR’[ICLE 2

y of r¢ 19805"Xhenamcof11ts:cglstcted
agent at such sddress (s Cozpomion-ﬁa-vace Company..

-~

'!he;mrpose oftbeCoxpom‘ is~toengagemanylawﬂxlam ar.tmty
,fOrwhxch liohs may be ot der the: '
ofDelmwamasthemwadstx O tidy héreaftor

STATE OF DEIAWARE
SECRE! :

ot 0! 1995 "
991302331 ~ 2112549

rition”™), & éofporation: Srganized and-existing -
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ARTICLE4

‘SECTION 401, Cépiital Stock. () The Corporation is suthiorized to issue
w0 classes of slock 10-be designated; respectively, preferved stock and common
stock. The:total nunber of shares which the Corporation is authiorized to issue is
Four hundred miflion (400,000,000) shares. One huvdred million (100,000,000)
Shares'shall be designated preferred stock, par value $0.02 per share (“Proforred
Stock™). Three haadred million (3 '

Stoek™ n (300,000,000) shares shall be designated
common stock, par:viluz $0.02 per share (“Common Stock™): The Common

Stock of the Crporation shall be alf of one class,

. ) Themumber of authurized shares of any class o5 classes of stock may
be increased or decreased (but ot below the ismber of shares theceof then
outstanding) by the affirmative véte of a majority in voting power:of the
vutstanding stock of the Corporaticiverititled to voté theteon itrespective of the.
provizions of Section 242(b)(2) of Delaware Law..

Secrion 4.02. ‘Common Stack. (a) Lssutice dnd Constdération. - Any
unissued or treasury shaies of the Common:Stock may be issued for such
“consideration as may-be fixed in accordance with applicable law from time to
time by the Board of Directors.

ends. Subject to'the vights of holders of the Préferred Stock;

Directors, out of thie assets:of the Corporation which ase.
payable sither in'cash, in propesty, ot in.
fthe Préferred Stock shall not be entided to
{unless otherwise provided by the Board'of
viding for the issus'of a series of Preférred Stock)..

SBCTION 403, Pkeﬁ}iggsmk.

issued,  certficate shall be fild vith the Secretary of State of Delawaro setting.

gnation, rights, privileges, restrictions, and conditions fo be s

1o the Preferred g Stock of such series and such other matters as may be required,

-and the Board of Direciors shall fix.and determing; and is hereby expressly

empowered to fix 4nd detérmine; in the manmer provided by law, the particulars of




the following::

Ghe shiarcs of suchi serles (so far as'not inconsistat with the provisions of this

licable toall geries gQﬁPtqlfmd"ismck);éi“némaiiig;j&dtnotflimiiaéljgtq;

(i) the distinctive designation of such séries and the mumber of
shares whichi shall constitisté sich scdles; which.
(except where:otherwiss provic and

. (if). whether such series shall have voting rights, in addition to the
voting rights provided by taw and. if so, the terms of sich Vatlng rghts;

Gv) whether such serles shall'have conversion privileges and, if
0, provision for adjustent of the cofrversion rate upon such events and in

(v) -whether or.not the sharcs of siich serieg shall be redecmable
and, if's0, the terms and conditions of such redemption, inclding the date
¢ dates upon or after which they shall be vedeemable, and the amounit per
shere payable in case of redemprion, which amoutt tnay vary under
different conditionsarid at different redemiption:dates:

(i) whisher siséh secies shall have o sinking fucd for the
redestption orpurshase of shares of that series and s, e terms and

(i)  the righis of the shares of such series in the event of

- voluntary or involantary liquidation, dissotution orwinding tp of the
of thatsedesyand , shaves

sefies, ;

B {
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(iily wheusver the holders of

ARTICLES

SECTION'S:01.. Awiendmeni of Bylaws by Direciors, () T fusthérance:and.
ot if limitation of the powers conferred by siatiié, the Board of Directors is
‘expressly authorized to mske, aher, amend, repeal and rescind the bylaws of the
Corporation, subject 1 Sections 5:01(b) and 5.01{c) kereof,

(b) Sections 2.02 3.02; 3.03(4), 5.03(b), 3.04, 3.05, 3.14, and .06 of the
bylaws may only bé altered, amended, repealed, or rescinded by the affirmative
vote of holders of capital stock entitied to vots thereon representing miore than
60% of the sharésentitled tobe voied thereon,

{6y Sectlonsd

ctlon: "(é)and»ii.’l_s_'-ofthe'bjléw way only beahiered,
amendad, repealed, or fescmded by the affirmative vote of tioldets of cepital stock

entitled o vote théreon representing more than 0% of the shares entitled to be
voted thereon, ’ :

. SECTION.S.02. Awiendment'of Certificate of Incorperation. Section
5:01(b) of this Certificate of Inootporation may oaly b altercd, ameaded, :
repealod, or resciuded by the affirmative vote of bolders of capital stock eniitled
‘{0 vote therean represexitinig more than 60% ol the shares entitled fo be voted
ian 5.01(c) and Articles 8 and 9.of this Centificate of Incorporation
only be altered, amended, repealed, or rescinded by the alflamative vots of
bolders of capital stock entitled o vote thereon representing more than 90% of the
sharés-entitied {0 be voted therson.

ARTICLE 6

Becrion 6.01. Eiecﬂon of Directors by Holders:of Préferred Siock.

 Duing any period when the holders of any Preferred Stock or anyone or iore
* Series thereof, voting as & class, shall be entitled o elect a specified numbee of
- divectors, by reason of ¢

dend arearages or other provisions giving thetn the
g such timis'as siuch right continues (i) the then:

right 1o do'so, then and

‘otherwise anthiorized nurber of directors shall be increased by such specified
uibier of directors; and thie holders of such Preferred Stock or sich seties

thereof, voting as'aiclass, shall be entitled to elect the additional directors so

provided for, pursuant to the provisions of suok Preferred Stock-or series; (i) each
suich additional director shall: ' ]

ing o such Preferred Stoc ‘ot serles; and

3 al director o for such term, and have such voting powérs, as
y such Preferred Stock or series thereof are




W

(0

i,

divested of such rights to'elect a specified numbor of. divectors; voling as'a class,
_p\ns\umtotheprwm';/ £ such mfenedStockorscnw. tﬁemrmsofoffce of
an dirgcrors elected by the dexs of Py ; t -

Srciion 6.02. Balloa Elections of directors atan annial or specml
‘meeting of stockholders nésd not be by: Prithen ballot unless the bylaws of the
‘Corporation shall provide othemise

imination of Cértain Per:qnal L’r’abdizy of Directors.. (a)
shallnat be liableto the Corporation:or its:

dholders formonm:y dhmagu.t‘o hofﬁdumaryduwasadimrm
the:fullest extent permitied by Delawsre [

Cétpcranon the expmses mmmed ¥ » :
advanée of its final on : 4 awa.re Law;
“The right 1o, mdemmﬁeauon oonfmed in thls Section 6.03: shall bea coritract
right.

() The: Corpomti ninay, by actionof its Board of Divéctors, pmwde
indemaification fo;such of the officers, ettrployess: andageitts of the Corporation
to.such mntmdtosuche%etusﬂmBoard ormrecmrsmndetenninctobe
appropristeand authorized. by Delaware Law.

(@) The Corpbratwn shall havepower to purchase and maintai
insurante.on: behalfofany person%o is orwas adirector; officer, employesor
agent of the Corporation, ot is or was serving at the: requestéfd:eCoxpmnonas
a director, officer,: enlployeeoragentofanoﬂxer‘_ omporation, p
Venture, trust or other enterprise against any expeise, :liabi]ity-'on‘loss incurred by
suchpersun inany: suchc-apam oF atiding out of his stamsas such, , Whethéror




ﬂzﬁ Faimyt :

‘ot the Corparalion Would iave the power to fodemnify him sgeinst.such liabilicy

under Delaware Law:

(€} Therriphts and anthority conferred in this Section 6.03 shall not be
exclusive:of any ather right which any person zmay otheswiso have ot hereafter -

. {0 Neither the aheration, amendmen;, repeal ar veoission of this Section
6:03, nor the adoption of sny provision of this-Certificate of Incorporation orthe
bylaws:of the' Corporation, nor, to the fullest extent pemititied nitted by Delaware Law,
any modification of law, shall climinate or reduce the effect of this Seetion6:03 1

respect of any acts or omissions occurring prior 16 such alteration, amendment,

‘repeal, recission, adoption or modification.

ARTICLE7

Secrion 203 of Delaware Law. The Corporation hereby
ed-by-Section 203 of Delawdare Law,

ARTICLES

Secnion8.01, Relarionshlp With Roche. In anticipaiion that the
lon'will ceiise to-be & wholly ovmed subsidiary

Corporation, and in‘anticipation that the Corporation (as defined in Section 8:05)
andd Roche may engage in the same or similar activities or $ifies of business and.

have aqintersst in the same areas of corporate opporiuni ities, and _
() the benefits 1o be derived by the Corporation firougl its continined contractusl,
corporate-and business relations with Roche (including service of officers and

iary dutics; i determiting the fullscope of such doties in any
fon, the provisions of this Article § are set forth to regulate, deficie
the condust of certain affairs of the Corporation.as they inay itvolve

Rochs and jts offcérs and dircotors, and the powers, righits; duties and liabilities

Corpora % a v y of Roch Holdings, In
-‘but’that Roche (as defined in Section 8,05) will remain o

and in xecognition of

4%,

0103



. ofithe:Corporation and its. officers; directors and stockholders in:connétiion therewiih,

Sacrxow R:02. Similar Business Activities. Fxcept as Roche Holdings,
Inc. may: othcrvnse agree'in writing, :

(a.) Roche shall sior have ity tomfram from engaging: directly: or
lyin thesarie or similar business activities.or lines of business as the

) neither Roche not any office: ot difector thereof shall'be {iable 1o thie
Corporation or its'stockhiolde rbreach fany ﬁd(!cmryzduty'bymsonofmy
such-achivities-of Roche or: of such person § participation therein.

In the:event that Roclie: apquires knn_wledgcofapmnﬁal ASaEHoN or
matm- that may be-a corporate:opportitnity. for both Roché and the Comoration,
; ‘shall-hay / commumcaeoroﬁ‘ersuchcorpomoppommtyto
! riot be liable lome. AOTPOTatio 1

iy So grther

PELSon-oF: enniy, or does 1 mmuniéate; formation: regarding, 6 offér, such.
corporate; opponnnlty to the Corporation.
Secrion 8.03. Corporate. Opportunmes In the event that a director,

officer o employee of the & rporanon who'isdlso:a director; oﬁeeroremployee
ot‘Rocheacqmres kno fape ',_f,alhansmouorrnmnerf that may be a
corporite:opportunity: for tbz rporationand Roche (whether such potentiz
transaction or matier is proposed by-a third-party.ori "eanceuved ofby such
director, ofticeror employee of the Corporati n), _
emiployes shall be entitled to. offér such: OOFPOR
or Rochie'as suck divectar, officer or employee
circumstances.in his: solctdiscreuon, and ho oremp

shall be linble to the Corporation or jts:stockholders for breack of -ﬁduciary
duty orduty of loyalty or failure (o ¢l in (or-not opposed o) the best interests of
rhe Coip! 'jrahon or the dznvzmon of any nnpmpcr pmonal benaﬁtby reason: of

; " T
:oppommxtymmmm‘m % doca
such :“pmoppomiytotbe(‘:mporaﬁom
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SECTION 8.04. . Deemed Consent of Siockholds
purchasing or otherwise acqbixing any inlerest in an
Cotporation shall be deetned to-have fotice of and i

provisions of this Article 8.

Any pecsen ot entty
shares of capital stock of the
bave conseated to-the

SECTION.8.05. Definirionis., Fot purposes of tiis. Ariicle § and Article:d
-otly; (1) the term “Corporation™ shall mean the Corporation-and all ¢srporatiois,
‘parinerships, joint venturss, associations and other entitles in'which the
‘Corporation beneficlally ewas (directly or Indirectly) fifty percent or more of the
‘utstandiisg voting stock, vofing power of sirnilar Voting interests, and (ii) the
term “Roche” shall miéax Roche Holdings, Tnc. and all corporations, partnerships,

Joint ventures, associations and uther eniities (other thart the Corporation, defined.

Inaccordance With clause (1) of this Seetion 8.05) that are “affilintes™ (as defined

inRule 17b-2 under the Securitics Exchange Act of 1934, as amended) of Rockie
Holdings, Tnc. '

‘ SECTION:8.06. Termindtlon: Binding Effect. Notwithetanding anything in
this Certificate of Incorporation to the contrery, the foregoing provisions of thig
Article 8 shall expireon the dafe:that Roche céasés to own beneficially Comman
Stock representing at least 5% of thehumber of outstanding shares of Comimon’
Stack of the Corporation and 110 person who is a director:or officer of the J
Corporation is also a dirsétor or officer of Roche - Neithr such expiration, nor the
altetation, amendment, change or repeal. of any provisionof this Article § nor the
adoption of any provision of this Amended aiid Restated Certificate of :
Iicorparation inconsistent with any provision of this Atticle. 8 shall eliminate ninate or
reduice the effect of this Aticle § in respec vof any.matfer oocurring, or any céise.
of action, Suit or claitn that, but for this Ariicle 8, would acénits or atige; prior to
such expiration; alteration; ameridment, repesl or adoption,

SECTION 8.07. Article 9.
“the provisiotis of Asticle’s,

9 provisions of this Article8 are i addition to:

ARTICLEYS

Secion 9.01. Contracts Not Void, No'contract, sgreemeit, arrangement
nsdction endment, 1 neor tenination thereof) between:
4 dr:voidable Solely for the tedson that

1 ecause any directors orofficers of the
Corporation who are affiliated with Roche #re present eat-al0t paticipate in the:

Roche is a party therew, of solely b




; i ble 13w, For ptnpom
the *( ..rpol'ntion" atid “Rm.he havethem SHRINGS SEL

termination’ mcroof)

SECRION 9:03. No: Liability For Good Faith Aétions, Neither: Roche nar
any-officer ordirector thetsof shall be lisble to'the: Cotpoxanon ot its stockholders:
forbreach of any ﬁduaarydutyorduty of loyalty or failure to actin(ornot
‘opposzd o) the best interests of the Co Corporation or the derivation of any. improper-
personal benefit by resson.of the fact that Roche of an oFFcerofdt}'ectorthereof
18 g60d faith takes any: action'or excreises ights or-gives:or withholds-asiy
:comemmconneohon Vith any agreemer contract betwoen Roche and the
¢ ation, No vote cast.or other acuontahmby any-persot who' isin officer;
duectm or'other represeniative of; Rotche, which vote is cast or action'is taken by
such person’in his capacity asa dueewr of th).s Corpomon. shiall constimwe an
actlon ofor&zemmcm aripht

olders. Anypemnorenmy
hai "tdfcapm! stockofthe

;provmions,o “this: Arucle %

SECTION:9.05. C’aumcts Cmred For pifposes of this Articls 9; any
contract, agrezinent, a ‘0T , ith the Corporation:or any
‘orporation, partnership; joi wo;oﬁwreuﬁtyinwhlchthg
%Comomnonbeneﬂcullyo_ ' ")ﬁﬁypementarmme e
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SECTION S:06. Biinding Effec. Neither the alteration, amendirins, chinge

or repeal of anty provision of this Article'9 nor the adoption of

any provision

Inconsistent with any provision of this Article 9 shall eliminate or reducc the

effict of this Artcle 9 i re

suit of Eldim that, but for this Art

SECTION.9.07. Ariicle 8.
the provisions of Article 8.

t any maltec occurring, or‘any cause'of uction,
cle 9, would acérue or arise, prior 1o $uch.

‘The provisions of this Axticle 9 are i addition to
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' TRADUCCION AL ESPAROL del Gertificado-de Incorporacion de-Genentech, Inc.

 APOSTILLA
{Convencién de La Haya del 5 de Octubre de-1961)

1.  Pais Estados Unidos de América
Este documento publico
2. hasido firmado porHarriet Smith Windsor
3.  actuando en-capacidad de Secretaria'de Estado de Delaware:
4.  lleva elselloftimbre de la Oficina del Secretariode Estado:

Certificado

en Dover; Delaware.

el veinticuatro de mayo, A: D. 2005

por'el Secretario de Estado, lD'éP?Eifféhjiérj_to. de Estado de: Delaware:
No. 0254030

Selloftimbre 10. Firma

&
© @ N

Harriet Smith Windsor (Firma).
Secretaria de Estado

T
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. DELAWARE!
~ EL PRIMERESTADO:

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE; CERTIFIGO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO VUELTO A
REDACTAR DE “GENENTECH, INC’, PRESENTADO EN ESTA GFICINA EL
VIGESIMO SEGUNDO DIA DE JULIO; A. D. 1999, A LAS 9 EN PUNTO DE LA
MARANA.

‘Hartiet Smith:Windsor{Firma).

Harriet Smith'Windsor; ‘Secreta tado
AUTENTICACIO 00384

FECHA: 05 —24.- 05.
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CORREGIDO 'Y VUELTO A REDACTAR
CERTIFICADG. DE INCORPORACION
GENENTECH, ING.

Génentech; Inc-(la “Corporacién”), una comperacioh tiganizada y existente
bajo y.por. virtud de la Ley General de Corporacion del Estado de Delaware, por la

presente corrige:el Certificado de Iiicorporacion; el fue-presentado originalmente el

23 de diciembre de- 1986, bajo el nombre “Genentech Delaware, Inc.”, y corregido
subsiguientemente. :

Por la ‘presente se vuelve a redactar el certificads: de incorporacion de Ja
Corporacién y se corrige-aun mas para:qué-diga:en-su totalidad lo:quesigue:

ARTICULO.1
El hombrede ',Ia«éCorporapiénfe_s: Genentech, Ing.
ARTICULO:2
La direccion «de- la oficina registrada de fa Corporacién en el Estado de
Delawdre es Corporation Service: Company, 1013 Centre Road, Ciudad de
Wilmington; Condado de. New castle, Delaware 19805. EI nombre de. su agente
registrado en tal direccién es Corporation Service Company.

ARTICULDSB

El propdsito de a Corporacion es:.el de participar en cualquier ‘acto o

actividad legal para las-cudles-las ‘corporaciones pueden ser organizadas bajo la

Ley General de Corporacion dél Estads. de Delaware como existe o puede s&
modificada la misma en ‘adélante-(“Delaware Law”).

ARTICULO 4

‘SECCION 4.01. Acciones de Capital. (a) la Corporacion esta autorizada a°
emitir dos clases de ‘cciories qie deben designarse, respectivamente, acciories.
prefetenciales. y acciones cpinjur_l,_es;, EF ntimero fotal de acciones que la
emiir-es de cuatroeientos. millones (400,000,000)
de acciones.. Cien millones (100,000,000):de:acciones seran designadas-acciones:

Corporacion -esta: autorizada a el
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éfefé'rencia.lé:s, por tn valor de $0:02 por accién (*Accién Preferencial’),
Trecientos millones (300,000,000) de acciones. sefén designadas acciones

‘comunes; por-un-valor de $0.02 por accién (*Accién Comun’). ‘La aceién comun

de la Corporacion serd toda de una misma clase.

(b) El namero de: acciones. autorizadas: ‘de cualquier clase o: clases de

acciones puede incrementarse: 6: disminuirse {pero no por debsjo. def niimero del

nimero de‘acciones de [as:mismas que en sy momento.estan vigehites) por €l voto
afifmativo: de una, mayoria con: poder de votacién de fas acciones Vigentes de fa
Corporacidn con derecho a votar por la misma independiente de ias
consideraciones‘de’la Seccion 242(b)(2) dé la Ley de Delaware.

SECCION 4.02. Accion Comiin, {(a)- Emisién y Consideracién, Cualqusier
dccion sin eniitir o del tesoro del las Acciones Comunes puede emitirse para. tal

(b) Dividendos. Sujeto a los derechos. de los accionistas de las Aceicriss
Preferenciales, Jos accionists

de Acciones Comunes debetan terer &l deteckio.a
recibir; cuando: ' coitio -se declare por la Jurita Directiva, de: los activos de Ia

Corporaciéh: los cuales-estan -diispohib’les para ello por ley, dividendos pagables:ya
‘seaendinero, propiedad, o acéibﬁe'sy los.accionistas dela Accién Preferencial rio

tendran derecho a paricipar-en tales dividendos: (a menos que la.Junta Directiva
determine. lo contrario en cualquier-resolucién gue condiciona la emision de una
serie de Acciones Preferenciales).

SECCION 4.03. Accibn Preferencial

(a) Series y Limites de' Variaciones entre: Sefies. Cualquier aceion o
emifida o del tesoro de las Acciones Preferenciales puede emitirse: cada. cierto
tiempo -en una o més series para tal consideracién ¢omo pueda ser fijada cada
cierto tiempo-por la Junta Directiva. Antes de que se emitacualquier accién de las

Acciones ‘Preferenciales. de -cualquiar 3 particular, se deberd presentar un

certificado ante el Secretario de Estado de’ Delaware estableciendo {as:
designaciones, derechos, privilegios, restricciones, -y condiciones que it4r anexas
a las: Acciones Preferenciales de tal setie y tales otras cuéstiones como. puedan
requerirse, y la Junta Directiva deberd fijary determiniar, y por la presente esta
expresamente-autorizada pata fijar y deterfiinar; en la forma;provista por la ley, los




particulares de Jas acciones de tal sérié (siempre y cuando no sean inconsisterites
con las condiciones de: este Artioulo 4 aplicables a todas las series de Acciories
Prefetencialesy, incluyendo; pero sin limitarse a, las siguientes:

() fa designacién distifitiva ‘de tal serie y el ntmero de las
acciones que han de constituir tal serie, numero que puede incrementarse
{excepto ‘cuando lo detefmine de ‘otro modo la Junta Directiva al créar tal
serie) o fediicida '(‘p'.e,ré no por debgjo del nlmero dé acciofies de las
mismas ‘qlie estan vig eﬁtes)- cada tierto tiemMpo. por Una accioh semejante
de-aJunta Directiva; |

{iy latasa anual de dividéndos a pagar sobre las acciones. de tal
ie; las condiciones sobre las cuales se pagaran tales dividendos y le

il.los dividendos:serén acumulativos. en el everito que
la.Junta Directiva:determinesque-los dividendos seran acumulativos;

i)  si la serie tendrd o no derechos. de ‘voto, ‘ademas de los.
derechos: de voto provistes por 14 ley; y de ser asl, los términos de taies
derechosde voto;

{iv) sital serie tendra o o privilegios de conversion y; de ser asi,
los: términos ;coﬁd‘iciofr‘:ies de tal conversion; incluyendo; ‘pero sin estar
limitado &, la condicidn ‘para -ajuste de la tasa de conversidn en tales
eventos'y de tal forma como la Junta Directiva lo-determine;

{v)  silas acciones de tal serie Seran ¢ no redirfibles y, de ser asf,
los términos y condicioneés de tal redéncidh; incluyendo la fecha o fechas en
las-cuales ¢ después de las cuales pueden ser redimibles, y:la cantidad ‘@
pagar por dccidn en caso de redencion; cantidad que variara bajo diferentes.
condiciones y en diferentes fechas de redencién:

(vi) sital serie tendra o nio un fondo de inversion para.la redencion
© compra de-acciones.dé-esa §efie y; de: ser asi, los: términos vy ia cantidad
de tal fondo:deinversion;

(Vi) los derechos de fas acciones de tal sérich caso de una
liquidacién, disolucion.o cierre voluntaria-o involuntaria de la Corporacion, y




" los derechos relativos de prioridad; de haber, .de pago de acciones dé esa
seriet v

(viii) cualquier bt'ro' derecho: relativo, ;preferencia y limitacién: de tal
serie. '

ARTICULO:5

SECCION 5.01. Enmiendas a los: estatiitos por los: Directores. (a) En
adicién y no limitando los paderes cotiferidos’ por estatutos, la Junta Directivaiesta
expresamente ‘autorizada para hisicer, alferar; enmendar, rechazar-y reséindir los
estatutos de Ia Cotpdrﬁéié’ﬁ; sujetos- a las secciones 5:01(b) y 5:01(¢) a
continiacion.

{b), Las :secciones 2.02, 3.02, :3.03(a), .3.04, 3.05, 314 y 5:06 de los
estatutos 'solo: pueden alterarse _enmendarse, tepeletse, o rescindirse por.el voto

cionistas de capital con: derecho :a votar las ‘mismas gtie
representen mas del 60% de:las acciones con.detecho arvoar las misriss.

(c) Las-secciones 3.03(c) y 3.15.de los estatutos solo pueden: ser alteradas,
enmendadas, repelidas, o rescindidas: por le voto .afirmativo de los accionistas de
capital con derecha a votar las ‘mismas que representen: mas del 90% de las
acciones con derecho;a Votar las fismas.

SECCION 5.02. Enmienda -del Cerlificads. de Incorporacién. La seccién
5.01 (b) de este Certificado de: Incorporacion solo puede ser alterada, enmendada,
repelida, o: rescindida por el voto afirmativo de los. accionistas de: capital con
derecho ‘a voto sobre:la misma que représenten a més del 60% de las acciones
con derecho a votar la misiia. La seccibn 5 €)'y los Articulos 8 ¥ 9 de este
Certificado -de: Iricorporacién solo pueden alterarse, entmigndarse; repelerse, o

rescindirse por el'voto afirmative de fos accionistas de. capital con derecho: avotar,

la misma que representen més del 80% de | 1as :acciones con derecho a votsr 1o
misma.,

ARTICULO &

‘SECCION 6.01; Eleccion del Directorio por fos Accionistas de: Accién.
Preferencial. Durante cualguier periodo cuando los accionistas: de cualquier




-accién preferencial cualquiers de una o mids series de las mismas,. que voten

‘Como una clase; tengan derecho a elegir-un nimero especifics de directores, por

razon a atrasos en lgs dividendos u otras condiciones due les dan:el derecho a
hacerlo.. entonces y durante el tiempo que: conitintie &1 derecho (@) el ntimero, de
directores autorizado deotro modo: seré inérementado-por fal niimero'de directores
especificado, y los: accionistas de tales Acciones Preferenciales o tales serigs: de.
las mismas, que votan como una clase, fendran derscho 3 elegir ios: directores
adicionales para 1o que se provee, de dcuerdo con s condiciones de tales
Acciones Preferenciales o series! (iij cada ino de 'ta'les"‘di_'rectores ‘adicionales
servird durante tal terrrino, y-téndra tales poderes de voto, como se han de-ototgar
en las provisiohes pertinentés a tales Acciones Preferenciales o series; y (iii):
siempre: que los accionistas. de: cualquiera de tales. Acciones Preferenciales o
sefies de las mismas estan desprovistos de tales derechos & €legir Gn ndmero
especifico de-directores, votz

tales Acciones preferenciales o series, los términos dé oficio de todos los

que votan como clase, de acuerdo con Ids condiciones o elegidos para llenar

cualquier vacante: resultante de la: hitierte; renuncia ‘o remocion de directores ast

elegidos por los atcionistas dé-tales Acciones Prefarenciales o series, terminaran
en adsiante y el nimero autorizado de direciores serd tedueido en concordancia,

SECCION 6.02, Votacionies. Las electioh
anual o especial de accionistas necesaria no seran por votos escritos: a menos que
los estatutos:de la:Corporac

-de directores en una: reunidn

i6n digan lo-contrario.

SECCION 6.03. Eliminacion de cisria responsabilidad personal de los
directores.  (a) Un director de 1a Corporacién no serd responsable arite la
Corporacién o sus accionistas por dafios monetarios por wiolacién del debar
fiduciafio. como direct6r hasta donde lo permita la Ley de Delaware;

(b) Cada persona (y sus herederos; ejecutores o adiministradores de tal
persona) quien fue o es una parte © esta anienazado de ser parte de, o esta
involucrado 'en cualquier accién, defiianda o progeso amenazado, pendiente, ©
completado, ya sea civil, ¢riminal, administrativo o investigative, por razén del
hecho de e esa ‘persona es o fue un: director de Ia Cofporacion 6 es o' estaba
sirvierido por solicitud de la Corporacién como director dé ofra: ‘corporacin,
sociedad, sociedad de: riesgo compattids, fidei

iiso u ofra empresa, sefa

indemnizado y. completamente: protégido por 1a: Corporacion hasta donde: 16

como: clase, de acuerdo: con fag conhdiciones de:




" permita fa Ley :dé Delawate. El derecho a la indemnizacién concedido en esta
seceioh; 6:03. también debe incluir ef derecho a que- la: Corporacion Ie pague los
gastos: incurridos. en conexion cuna cuaiquiera de tales procesos por adelantado:
de su decision final hasta donde los auteriza fa Ley de Delaware, EI derecho a
indemnizaci6n conferido en esta seccién 6.03 sérd un derecho contractual,

{6) La Corporacitn: puede, por ;accién :de- su: Junta GHOF
indeminizacion a: tales funcionarios, empleados v agentes de la: Corporaclén hasta,
‘tal puhto y-a tal'efecto como I determlne apréplado la Junta Directiva ¥ lo autorice
la Ley de Delaware.

(d) La Corporacion tendid ef poder de comprar y mantener un seguro a
nombire de cualquier persona quien es o fue director, fundionario, empleado o
agente.de la corporacion; o esta o-estuvo en servicio. por pedido.dela Corporacin
coma director, funcionario, :empleado o agente de otra corporacién, sociedad,

sociedad de-riesgo compartido, fideicomiso il vtra-émpiésa contra cualquiergasto,

responsabilidad o pérdida. ineutrida por tal pérsona en cualquier capacidad o que
- ‘surge desu estado como tal, ya-sea si la Corporacitn tiene o ho. el poder de
indeminizarlo.contra tal responsabmdad bajo-la ley de Delaware.

(e) Los derechos y autoridad confetidos en esta Seccién 6:03 no seran
exclusivos de ninglin otto derecho: el cual cualquier otra persona pueda tener o
adquirir de aqui-en adelante.

Af) Ni la alteracién, enmienda;, rechazo © rescisidn de .esta Seccidn 6.03; ni
la;:adopcioén de ninguna: condicion de este Certificado de Incorporacién o de los.
Estatutos de la ‘Corporatié

. hi, hasta donde lo permite la Ley de: Delaware,
ninguna ‘modificacion de la ley, debe eliminaro reducir el-efecto de esta Seceion:

no. de los actos u omisiones que ocurran antes de tal
alteracidr, €nimienda; rechazo, rescision, adopeidn o modificacion,

ARTICULO 7

SECCION: 7:01, Seccion 203 de fa Ley de .Delaware. Por la presenté la
Corporacion slige no-ser.gobernada por la;:Seccién 203 de la Ley. dé Delaware.
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Holdings, Inc. pueda de otra

ARTICULO 8

‘SECCION 8:01, Relacién: con Roche. Anticipandose a-que ia-Corporacién

cese de ser un subsidiaria completamerite-de: propiedad de Rache Holdings, Inc.,.
pero que Roche: (como se define en la §eceién 8:05) permanezca siendo. un,
accionista de la Corporacién, y. anticipdndosé a que la Corporaciéni (como s&

define en' la Seccitn 8.05) ¥ Roche puede entrar en actividades o lineas de

riegacios semejantes o similares y tener un interés en las riismas: sreas de

opoftunidades’ corporativas, y en seconocimiento  de (i) los: bensficios & ser
derivados por la Corporacién a través .de siUs relaciones contractuales,
corporativas y -de ‘negocios con Roche (incluyendo el servicio de funcionarios y
directores ‘de' Rochie commo. ditéctotes de ia Corporacion) y (i) las dificultades

concomitantes a Cualquier director, quien desea: y se propone satisfacer
corripletamente ‘tales deberes fiduciarios del director, dl determinar el .alcarce:

coripleto de tales deberes. en cualquier situacion particular, las. condiciones de

este aiticulos 8 se establecen para regular, definir  guiar la conducta de cieftas

cuestiones de la. Corporacitn ya que-pueden involucrar a Roche y'sus funcionaros
y directores; 'y los: poderes, derechos, deberes y responsabilidades de Ia

‘Corporaciony sus funcionarios; diréctores y accionistas en coriexidn cor Este.

SECCION 8:02. Actividades en: Negocios Similares. Excepto que Roche

a acordarlo:por escrito;

(a) Roche no tendra &l déber de abstenerse de entrar dirsttaments o

indirectamente en actividades . de negocuos o lineas de negocics semejantes o

similates a'las de la Corporacisn, y

{b) ni Roche ni ninguno de sis funcioharios o director de la: misma ‘serd
responsabile a la Corporacién 6 sus accionistas porviolarcualquier deber fiduciario
por razén dé alguna de. tales écfividéd'es de Roche: o de la participacion -de tal
persona.en las mismas,

‘En el evento. que Roche 'ad"q‘i:ie‘ra conocimiientos de una transacciéon o
materia potencial que pueda ser una oponumdad corporativa tanto para. Roche

como. para: la Corporambn Roche no tendré el deber de comunicar u offecer tal

oportunidad ¢orporativa ‘a Ia Corporaclon y no: :sefd responsable ante la

Corporacion o sus accionistas: por wolar ningtn debér fiduciario: como accionista:

de la Corporacién o la persona. que oo,ntrqla,-a, ‘un:accienista por razén del hacho




que Roche prosigue o adquiefe tal oportunidad corporativa para si misma, dirige
tal oportunidad corporativa :a otra persona o ghtidad, 6 no comunica informacién
respecto; u ofrece, tal-oportunidad corporativa a la Corporacion.

SECCION 8:03. Opoitunidades ‘Corporativas, En el evenito que un difector,
furicionario o-emipléade dé a Corporacisn quien’también es’ diréstor, furicionario

émpleado.de Rache adquiera conogimiento de tina transaccioh o.materia potencial

ié pueda ser una oportumdad corporativa;para Ja Cofporacion : y Roche (ya se si
esta transaccion ‘o miateria potencial es propiiest
por tal director, funcionario o
funcionario.o empleado. deb

por un tercero o es concebida
Tipleado: 'de lla Corporacién o no), tal diredtor,
ner el:derecho a ofrecer tal oportunidad-corporativa.
al director, funcionario:o empleado los considere:

a.la Corporacisn:o Roche con
apfopiado: bajo las cincuns'ianézias; de su discrecion; y. tal director, funcionario o-
é"rri;":leadoz -no..seré‘ 'responsaBIe a la Corporaciéh o sus ‘acc‘i’on‘istas por. v’iolar
los me_jqres intereses de la :Cgrpgzapxon 0 ala, demvacxé_n de :nmgun, ib.eneﬁc:g
personal ‘inapropiado: por razén del hecho, que (i) tal director, funcionario ;o
empleado ofrecid tal oportunidad corporativa a Roche {en lugar de a la
Corporacin):0 o comunicé informacién respecto: a tal oportunidad gorporativa &
la Corporacion o (ii) Roche busca. o adquiete taf oportunidad corporativa para si
misma o dii:ig_e tal oportunidad corporativa a -otra persona o no comunica
informacion respecto. a tal oportunidad corporativa a la Corporacién.

SECCION 8,04 Goasientihﬁento esfimado de Ilos accionistas, Se
considerara:que cualquier p,’erséma 6 entidad gue compre-o de otro’modo adquieta
n interés en cualquiera de las acciones de capital de la Corporacion ha tenido:
noticia 0 ha estade.de acuerdo eon las condiciones dé este Articulo 8.

SECCION: 8105, Definiciones, Para propbsitos de -este Articulo: 8. y ef
Atticulo0 solamente,: (el término “Corporacion”debe significar la Corporacit ¥
todas: las corporaciones, isocledades, sociedades. de riesgo: compartndo 'y otras.

entidades: en las cuales: la; Corpotacion posee ccon beneficio {(direéta o
indirectamente) -ciricuénta pdr ciento o ‘mas. de las acciones con véto, poder -de-
voto o intereses de voto similares, y (i) el término “Roche” debe significar Roche:
Holdings, Inc 'y todas las carporaciones, -sociedades, sociedades: de riesgo:
compartido; ‘asaciaciones y otras. entidades (diferentes: a: la, Corporacitn, definida
deacuerdo con la clausula (i) de esta seccion 8:05) que son “afiliados” (como:se
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" define en la Regia 1262 bajo:el Acta de Intercambio: de Valores: de 1934, como:
se enmendo) deRoche: Holdings, Inc.

SECCION 808, Finalizacion: Efecto: Obligahte.. Son consideracién con
nada.en este Certificado de Incorporacién que To contradiga, fas condiciones:
anteriores de: este Articulo 8 deberan expirar 'en Ja fecha ‘que Roche cese de
poseer con beneficios Acciones Comunes que representen al menos 5% dél
himiers dé acciones vigentes de fas Acciones Comunes de la ‘Corporacion’y nadie.
que se director o funcionario de la Corporacién sea también director o fundionario
de Roche. Ni tal vencimiento, :ni la altéfacion, eénmienda; cambio o rechazo de
alguna de las condicionés de. este Atticiilo 8 asi como tampoco ninguna condicion
de este Certificado. de Incorporacion Enmendado y Vuelto a Redactar
inconsistente con alguna de las condiciones de este Articulo:8 eliminara o reducira
el efecto de -este Articulo 8 respecto a cualquier materia, 6 cualguier catisa de
accion; demanda o reclamo: que, excepto por este Aiticulo 8, pueda acaecer o
surgir; antes de tal vencimiento, alteracién, enmienda o.adopcion.

SECCION 8.07. Articulo 9. Las condiciones de este Arficulo son
adicionales a lascondiciones del Ardiculo 9.

ARTICULO 9

SECCION 9.01. Contratos no hilos: Ningtn contrato, acuerdo, arreglo o
transaccion (o cualquisr enmienda;, modificaciSn: ‘o finalizaciéh de fos: mismos)
Roche e parte: del mismo, o solamente: porque. cualquiers dé los directores. o
funcionarios de la Corporacién quienes sstan-afiliadss 4 Roche estan presentes en’

o participan en'la re

i6n de ld Junta Difectiva o comité de la misma que autoriza
el contrato, acuerds, drreglo, transaccion, enmienda, modificacisn o finalizacion o
selamente:porqiie su .0 sus votos se:cuentan para tal proposito, pero cualquiera de:
tal contrato, acierdo, arreglo o transaccion: (‘o cualquier ehmienda, modificacion o
finalizacién del mismo) estara-gobernado.por las condiciones de este. Cerificado de:
Incorporacién: Enmendado:y vuelto & Redactar, los Estatutos de la -C’orp‘é:or,a’c’ijén,~E la:
términos “Corporacién”™ y “Roche” tienen los sigrificados. establecidos .en la
Seccion 8:085.

1173
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to; acuerdo, ‘arregio o tr
fi nahzac:én del mismo).

SECCION 9.08. No résponsabilidad por acciones de buena:fé. Ni Roché ni
hingln funcionatio o director de la misma:. ser4 responsable -ante la Corporacién o
sus: accionistas: por violar cualquiera de los deberes fiduciarios o deberes de:
lealtad: o por fallar en actuar en (o no opsherse a) los mejores intereses de Ja
Corporacién o por derivacién de cualquieribeneficio: personal por razén del hecho
que Roche ‘o un funcnonano O ditector de la misma de;buena fe. tome. cualquier
accion o ejerza cualquier derecho o de''o reténga cualquier- consentimiento en
conexion coh cualquieracuerdo o contrats entre Roche ¥ la Corporacion, Ningiin

voto -dado 1 -ofra accién tomada por cualquier persona que es. un, fungionario,
director o representante de Roche, donde. el voto o: accion: es tomado por tal
persona en su capacidad como director de: ‘esta. Corporacion, constituira uha
‘aceion de: o &lg]

jercicio de un derecho o: un cconsentimiento .de: Roche: para los

propoésitos de cualguiera de tal acuerdo owontrato.

SECCION 9.04. Consentimiento éstimado de Jos accionistas. Se

;cons’id'eraré »'que’ cu‘alq“‘uier‘ p“e’r’sonasr_.)‘ entidad que compre .o de ofro:modo adquiera

$ acciones de. capital de la Corporacién ha tenjido

rioticiao :ha. estadode acuerdo-conilas condiciohesde este Artleulo’9.

SECCION 9.05. Contratos cubiertos. Para . propdsitos: de este: Articulo: 9;

cualquier-contrato, :acuerdo, arreglo o transaccion: eon la Corporacién o cualqiigr

corponacnén, sociedad, socuedag deriesgo -conjunto, asociacidn u otra entidad -en
la-cual & Corporatitn posee.con beneficio (directa 0 indirectamerite) el cincuenta
por-cienito o mas de las ‘acciones ‘con: voto, poderes de voto o intereses de voto:
similares vigentes: se considerard un: cantrato, acuerdo o ‘transaccidn con la
Corporacion.
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" SEGCION %. 06. Efecto obligante, Nl fa alteracibn, enmienda, cambic o
rechazo de<aiguna de: las: condlmones de este-Articulo 9 nila adopceion de alguna
condicion inconsistente: con: cualquxer condicidni de este Articulo 9 eliminara o
reducira ¢l efecto de este Articilo 9 respecto a cualquier materia que bcurfa, o
cualquier causa de ‘accion, demaiida o reclamo }que;. a. no ser por este Articulo. 9,
pueda dcaecer o surgir, antes de tal alteracion, enmienda, cambio, rechazo o
adopcion.

SECCION 9.07. Articulo 8. Llas coridiciones; de este Articulo 9 'son
adicionales a las ¢ondiciones del Articilo 8,

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, este Certificado de Incorporacion
Enmendado y. vieltoa Redactar, el cual ha sido adoptado: de acuerdo con las.
secciones 242 y 245 de'la Ley General de Corpsracion del Estado de Delaware y-
por .consentimierito escrito de el Ginico :accionista de 1a Corporacién de acuerdo

con la seccion 228 de Ley General de Corparacién: del Estads de Delaware, ha
sido-ejecutado este 22 de Julio de 1999.

GENENTECH,; INC.
Por: /s/'Stephen G.. Juelsgaard
Nombre: Stephen G, Juelsgaard
Titulo: Vicepresidente

Consejo Gensral'y Secietaria
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(Convention de La Haye du 5 Ockdbre 1961)

1. Country: United SEates of An

This public document: S
2. .has been signed by Harriet: Smith Windsor

acting in the capacity of Secretary of Stite of Delaware

4. bears the seal/stamp of Office of Secrotary of State:

Certified

8: at;Dover, Daliware

®. -the: Ewenty-fourth day of May, A.D. 2005

7: by Secretary of Stite, Dalawaré Department of State

. | 8. No. 0254031
3,

20. Signatize:

9. Seal/stampr @ o
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The “First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT

IN THIS OFFICE ON THE FIFTEENTH DAY OF MAY, A.D. 2000 y AT 5

OYCLOCK .M

o
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Harriet Smith Windsor: e
AUTHENTICATIO

. . ofStare
2112549 - 3900385

05042650 DATE: 05-24-05
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STATE ‘OF DELAWARE
; SECRETARY :0F sz'uz
g DIVISION

OF INCORPORATION;

Genentech, Ihc. a corporation ¢ rgamzed and’ existing under and by wirtue: of ithe :General
Corporahon Lew of the State of Delaware; ’

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at a meeting of the: Board of Directors of Genentech, Ine, tosolutions weéré duly
adopt ) getting forth- a proposed: amendment -of the Amended. and. Restated, Certificate -of
rafion of said corporation; dcclanng said amendment, to be advisable and callmg a

""'\,eetm of the stockholders ofisaid corporatlon for-consideration thereof., The resolutionsetting
forth the-proposed:amendmient is s follows:

RESOLVED; that th ,_Amepded and Restated Ceitificaté of Incotporation of this corporation be

amendéd by chenging )’ of the Article thereof numbered 4 so that;.as dmended,
said Section ¢f' saxd Amcle shall beand read-as follows:

FOURTH: ‘That the capital Fof said corporation shall:not be reduced under ot by reason of said
amendmieiit..

Nnme Stephen G Jueisgtmrd
Titlé: Senior Vice President, General Counsel.
aid Seerctary

75841
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" TRADUCCION AL ESPANOL del Certificado de Incorporacién de Genentech: Ihc.

4. levael selioftimbre:de:

APOSTILLA.
(Convencidn de La Haya del 5 de Octubre de 1961

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento.piiblico

2:  hasidofirmado por Harriet: Smith-Windsor

3.  actuandoen capacidad de Secrétaria de Estado de Delaware

 Oficina del Secretario de Estado
Certificado

en Dover, Delaware

D.:2605

por &l Secretario de Estads, Departamento de-Estado:de Delaware
No. 0254031 "

Sellotimbre ' 10. Firma

el veinticuatro de' mayo, A.

Hairriet;Sthith Windsor {Firma}
Secretariade’Estado




DELAWARE
. ‘EL PRIMER ESTADO.

YO; HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO: DEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO'ES
UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL ‘CERTIFICADO VUELTO A.
REDACTAR DE “GENENTECH, INC”, PRESENTADO EN ESTA.‘OFICINA EL

DECIMOQUINTO DIA DE MAYO, A. D. 2000, A LAS 5'EN PUNTO DE LA TARDE,

Harriet Smith Windsor. (Firma)
Hafriet SmithWindsor, Secretaria de Estado
AUTENTICACION: 3900385

FECHA: 0524 —05:




CERTIFICADO DE ENMIENDA DEL
CERTIFIGADO:DE INCORPORACION
‘CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

Genientech, Inc. una corporacién organizada y-existente-bajory por virtud de la Ley-

Genetal de Corporacién dél Estado de Delaware.
CERTIFICA POR LA PRESENTE:

PRIMERO: Que en una feunion de. la Jurita Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron. debidaiiente resoluciones que establecen una-enmienda propuesta del
certificado de Incofporacién Corregido:y vuelto ‘& Redactar de dicha corporacién,
declarando: dicha .enmienda como aconsejable y llamando a una. reunién de
accionistas de dicha. cqppo,r_ac‘ib:n ‘para consideracion de. la misia. La. resolicion
establece la-enmienda propuesta de fa siguiente manera;

RESUELVE, que el Ceitificade de Ingorporacisn Corregido y wuelfo a Redactar de

esta corporacidti ge Léﬁfﬁiéhdé cambiando: “la: ‘Seccion: 4.01(a)™ del Articulo alli
numerado: 4™ tal ‘que; como se enmienda, dicha Seccién de dicho Articulo 'sé lea
-dela siguiente manera:

SECCION 4.01. Actioriés ‘de Capital, (a) la Corporacién ests
autorizada a emitir dos clases de acciones: que deben -designarse;
respectivamente, acciones preferenciales 'y acciones' comunes. El
numero total-de:acciones:que’ la Corporacion esta. autorizada a emitir
es:de setecientos m‘illonés:: {700,000,000) de acciones: Cien millones:
(100;000,000) de .éccibﬁe's serdn  designadas  acciones
preferenciales, por ‘i wvalor de $0.02 por accién (“Accién
Prefetenicial”). Ssiscientos millones (600,000,000) de acciones.
seran .déesignadas ‘acciones comunes, por un valor de $0.02 por
accion (*Accion Comiin. La accién comin de la Comporacion sera
‘toda de una misma clase:.

'SEGUNDO: Quie por fo tanto, de-acuerdo con Ia resoludion de-su Jurita Directiva,

fa reurisn ordinaria de accioristas de dicha corporacion se convodé debidarmente

yse sostuvo al'ser-anunciada de acuerdo con la seccion 222 de 1a Ley Gérieral de

Corporacion ‘del Estado de Delawarg, en-doride e htmers nécesario de acciones
requerido pot los estatutos Votaron a'favor dé la enmienda:

|00
113



TERCERQ: Que dicha 'enmitaéndé se adoptd debidamente de :acuerdo. con lo
previsto en la Seccién 242 de la Ley General de: Corporacion del Estado de
Defaware, '

CUARTO: Qtie &l capital dé dicha corporacién no serd reducido bajo o por razén
de dichd efifmienda

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicha Genentech, Ih¢. ha cdusado .este
Certificado de Enmienda pard que s&4 firado por Stephen G. Juelsgaard, un
Furicionarie:Autorizado, €ste 15'de/Mayo de 2000.

Por: (Firma)
Nombreé: Stephen G. Juelsgaard
g Titulo: Vicepresidente, Consejo

y Secretaria General.

Seers s

R
RECT

i
N
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(Convéntion de La:Haye du & Octobte 1 961}

Cotintry: United States of America

has .

public document: ‘ _
been signed by Harriet Smith Windsor

| seting ih tha capacity of Secrétiry of State of Delaware

Dears the seal/s tanp of Uffice of Secrdtary of Sfate

at Dover, Delawars

K3

ty-foirth day of May, A.D: 2005
by Sacretary of State, Deliwave Department. of State

s

No. 0254033

Seal/stanp:

Heoearetaiy of state
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.Cmporauan Law or me State of Deldwaie,

ZDOES:.‘HER‘EBY CERTIFY:

ted ssthing fGl _
[ncorpomnon o g N
' fors of wmd corpomuon fm cons ,xdeumon thel eof 'lhe rcsolutnon S6ing
i pcsed amendmentis as: Followis:

iiB corpomhon be
ction 4. Ol(a)» o »’t’hc A ticle thcreof nusibered *4" 5o that, 45 amended,
Yool said Section of'¢a{d Avticle shall be and- read-as follows: '

“classey 0 stock tobe

Thy
milred rmlhon (3,100,000,000) shéres.-One hundred
bc‘dcsxgnucd prefared stock,. par value. $0.02 per share ("Ptefzrrad
bimon (3,000,000,000) shares strail be: ‘Jesigiiated conimon Rock, par-vitie $0.02 pes share
[& Cmnmon Stock") ‘The oo stk &F the Corporalion sliali‘be 41l of one class.

plution..of its Board of. Dlre ‘om, iy regulat meeung
nly callad and hc

“That gatd amcndment “was duly, adop(ed in accordance Wit the provisions of Section:
¥ xe'Gensm}Corpm ation Law of the State.of Deliware,

m hc stgﬁcd by

e

PR
i

Bulivé Vice President, General Counsel
and Sccrelary

#153087




i
¥ M *

g ¥
Yoo,

APOSTILLA .
{Convericion de La Haya: dels de Octubre de 1961)

Estados Unidos:de América
sté'decumento pébiico

ha sidofirmado por Harrist Smith Windsor
actuando en capati

de Secrefaria de Estado de Délaware
lleva el selioltirabre de la Oficing del Secretario de: Estado.

X Certificado  + -
en Dovet; Delaware
¢ el veinticuatro de mayo, A, D. 2005

por el Secretario de Estado, ,Depa\rtamgnmi de Estado de Delaware
No: 0254033
Sello/timbre 10. Firma

© B No G

Harriet Smith Windsor(Fi
Sectetaria de Estads




DELAWARE .
- ELPRIMER ESTADD:

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO. DEL

: DECiMOoEXTO IIA

DE ABRIL A B 2004 ALAS ;75;39 ENPUNTO DE LATARDE.

Harriet Smith Windsér {Firma)
Harriet 'Smxth Windrar C:pnmfana da Fefadd

ESTADO DE DELAWARE ‘ERTIFICO POR LA PRESENTE QUE’ L;ANEXO ES -

120
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CERTIFICADO DE INCORPGRACION
CORREGIDO Y VUELTOAREDACTAR

3

Generai de Corporacxén del Estado de Delaware ‘ , ‘
CERTIFICA POR LA PRES ;—:‘_@TES;:;

PRIMERO Que en uRa. reumén de la Junt:a Directiva de Genentech. fhc. se
=~adoptaron debidamente. resolumones que establecen und ehierida propuesta del
.certificado de ncorporacion Corregldo y: vuelto: A Redactar de: dicha cotporacian, '
declarando dicha enmienda :como aconsejable y flamando & una reunién de
acmomstas de dicha corporacién para considetacion de la misma. La reso]ucxén_
establece la enmienda propuesta de'la siguiente manera;,

' RESUELVE, que ef Cettificado ds lncerporacaén Corregido’y vueito: a Redactar, de
esta. comporacién se. ‘ehfiiefide cambiande "‘la Secc;én 4:01(a)" del Articulo: alli

‘ndmerado “4"'tal que, como se en enda, drcha Seccion ds d:cho Articulo sefea
de la siguiente: marera: -

-SECCION 4. 0*1;;.: Acc:ones de Cap/tal (a) Ta Corporactén a5t3

nhmerd total de accwnes que:la fCarporaélén esta autonzada aemitic
&s de tres mil cien mnlenes (3,100, 000 ;000) de accxenes Cien
millones (160; 000 000) de acciones., serdi designadas
preferenciales, por un valor de $0.02 por accivn
Preferencial’). Tres mil millones (3,000,
desigitada

0,000 de acciohies seran
accrones comunes . por un valor de $0.02 por aceion
(“Accith Comun”) Lagecion comiin-de Ja Corporacidn sera toda de
tina misma clase.

SEGUNDO: Que por-lo tanto, de acuerdo coii la resolucion de sy Junta D:rectwa. :
la reunidn. ordinaria de- acc;omstas de dichs: corporacuén S8 convocsd debudamente




dedicha enrtiienda;

-

"TERCERC: Que: dicha enmiignda ‘se adopts. debidamente ‘dé acuerdo con o

previsto en la Seccion 242 de 1a Ley General de Corporacion det Estadg de
Delawars.

CUARTO: Que- &l capital de- drcha Cotporacidh no sera: reducido bajo 0 POt razon

-

EN TESTIMONIO DE LO GUAL, dicha Gerentech, Ing. ha causado este
Certificado de Enmierida p . gue: sea firmado por Stephen G Juelsgaaid, un
Funcmnano Autorizado, este 16'de Abril de. 2004,

GENENTECH, INC..

- Por; (Firma), :
Nombre: Stephen G Jueisgaard
Thulo: Vicepres:dente Consejo

- \_Sef:_\r.etarna:;@.eneral.,

=
-~
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3.

4.

6.

.cc"._mf‘ive}:t;fon de: La Haye du 5 Octobre 196i)

Country: United States of Ametica

This publie dodument::
has beén signed by |

rriet Smith Windsor
acting dn the capacity of Secrétary of State of Delaware.

bears the seal/stamp of Officeé of Secretary of State

 @ertified

at Dover, Delaware

the twenty-fourth day of May, A.D. 2005

7. Dy Secretary of State, Delawaré Departmeélit of State

8.

8 Seal/Stamp:

No. 0254032

10. Signature.:

on
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I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY cxnrm THE ATTACHED TS 4 TRUE AND CORRECT
COPY OF THE CERTIﬁiCATé OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC."™, FILED
IN THIS -OFFICE ON ‘THE :i;*ENm-' DAY OF -MAY, A.D. 2001, AT 2:05

OTCLOCK B M,

{ IthWn sor; Secre »'.Of‘stat‘e‘ s
AUTBENTICATION:" 3900386
DATE: 05-24~05




THIRD: That suid. uniendiment was: duly adopred

RS

CERTIFICATE OF INCORPORATION

Genentech. Ini. a co:porauon organized and: existing ‘under and: by viftue -of the Ganéral
Corporation Law of itie State of ‘Delaware.

DOES HEREBY CERIIFY

FIRST: That at:a:meeting of the Board of Diteéiors. of Genentech, Ine: resclutions were duly
adopted: seing forth & ‘proposed amendment of the .Amended and Reéstared Cenificate of
',Incorpommn of said .corporation;,

fonhshe proposed amendment.is.as: falluws

stated Certificate of Incorporation of this ccr:poranon be
1 the A Thersof fumbeted 4" 50 that, 4% amended,

h ¢ 300,000 000).shares lene hundréd mmton
hare's shall bg chtgnarcd preferres

» . pat valie soozpﬂmc Com
SLoc.k") 'I'hc omrion Stock of the. {Cotporation s h

SECOND: That: théreafier pursuant 10, =Te
ot me szockholders or i §
22 » .

242 of the:General Corporation Law of the: State:of Deluware.

: Pmsxd»nt, General Cousel.
and Sccnetary

BTy

d:cl.umg siid urneridment to b, adyisable and calling &
meetingof the tockholders of said - Corporation for copsideration thereof. “The resoluion: Aétring

accordanice. with ihe' provisions6f Saction:

(s}
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* TRADUCCION AL ESPANOL del Certificada de Enmienda de Genentech;, Inc.

APOSTILLA
{Convenicion de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

1. Pals; Estados Unidos de América
Este déciimento plblico
ha sido firmado por Harriet Smith Windsor
3.  actuandoencapacidad de Secretaria de Estado.de Delaware
' lleva el selloftimbre de: la Oficina. del Secretario de Estado

‘Certificado

en Dover, Délaware

el veinticuatro de mayo; A. D\ 2005.

porel Secretario de Estado, Departamento de Estado de‘Delaware:
No;. 0254032

Sellottinibie- 10. Firma

© © N o o

Harriet Smith Windsor-(Firna)
Secretaria de Estado
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DELAWARE
. EL PRIMERESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA. DE ESTADO DEL
ESTAD®. DE DELAWARE, CERTIFICO POR LAPRESENTE QUE EL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICA'Y CORRECTA DEL CERTIFICADO GE ENMIENDA DE
“GENENTECH, INC”; PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL DECIMO DIA DE
MAYO,.A. D, 2001, A LAS 2:05 EN PUNTO DE LA TARDE.

Harriet:Smith Windsor (Firma)
Harriet Smith:Windsor, Secretaria de Estado
AUTENTICACION: 3900386

FECHA;  05—24-05
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TIFICADD:DE TERCERA ENMIENDA DEL
CERTIFICADO DE INCORPORACION
CORREGIDO YVUELTO A REDACTAR

Genentech, Inc. una cotporacién organizada y-existente bajo y por virtud de la Ley
General de Corporacion del Estado de Delaware.

CERTIFICA POR LA PRESENTE:

PRIMERQ: Que en una reunidn de la Junta Direcfiva’ de: Genentech; Iric. se
adoptaron debidamenite. resoluciones que establecen una enmienda propuesta del
detlarando dicha ‘enmienda .como aconsejable y llamarido a unha reunidn de
accionistas: de dicha corporacién para consideracién de 4 tisma. La resolugién
establece la enmienda propuesta:de:la siguiente manera:

RESUELVE, «que el Certificado de Incorporacién ‘Corregido y-vuelto @ Redactar dé

estar corporacion se enmiende cambiando “la Seccion 4.01(a)" del Aticulo i

numeiade “47tal Gae, como se enmienda , dicha Secciéni de dicho. Articulo se lea
de:la siguiente manera:

~ SECCION 4.01. Acciories de Capital: (a) la Corporacién esté
alitorizada a &fitir dos :

slases de acciones: que deben designarse,
niimero total de:acciones que: la Corporacion esta alitorizada a emifir
-es: de mil trescientos n%?il”dhes- (1,300,000,000) de acciones. Oien:
millones (100,000,600) de acciones ‘serdn designadas acciones:
preferenciales, por un valor de $0:02 por accibn (“Accidn:
Preferencial’). Mil doscientos miliones {1,200;000,000) de acciories.
‘seran designadas ‘acciones comunes, por un valor de $0.02 por
-accion (“Accién Comil'mf":).v La accién comun de Ja Corporacitn seré
‘toda de;una misma clage.

SEGUNDO: Que por o tanto, de :acuerdo: con la resolucion de si Junta Directiva,

la feunion ordinaria de accionistas de dicha corporacién e convocd debidamente
y'se sostuvo al ser-anunciada de; acuerdo con la-seceion 222 de la:Ley General de.

Corporacién del Estado. de: Delawars, ¢ii-donde-el nimero necesario de- acciones
requetido ﬁoi‘*flds;es'tatu‘t‘os?yétéfjréh afavor dela enmienda:




TERCERO; Que dicha enmiénda se adopté debidaiments de acuerdo con fo.
previsto. en' la Seccién 242 de la Ley Genéral dé Coiporacién del Estado de

Delaware.

CUARTO: Que:el capital de dicha corporacién no 'sera reducido bajo o por razon
de dicha ennierida ’ 5

Certificado de Enmienda pafa que sea firmade: por Stephen . Jugisgaard, un
Fincionatio Autorizado, este 10 de Mayo de 2001,

(" | Pot: (Fifma)
' Nombre: Stephen G, Juelsgaard

{ Titulo; Vicepresidente, Consejo
' y Secretaria:General.
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