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PROCESS FOR CONCENTRATION OF ANTIBODIES AND
THERAPEUTIC PRODUCTS THEREOF

Background

Methods for isolating, purifying, and concentrating biological materials are
known and include, for example, chromatography, ultrafiltration, and lyophilization,
see generally, R. Hatti-Kaul et al., "Downstream Processing in Biotechnology,” in
Basic Biotechnology, Chap. 9, pages 187-211, 2nd ed., Cambridge University Press
(2001). Processes for making concentrated monoclonal antibody preparations for
administration to humans are known, see for example, U.S. Patent No. 6,252,055,
which uses ultrafiltration and which re-circulates the resulting filtrate.

Some challenges associated with available antibody concentration methods
include, for example, low fluxes, long process times, large membrane areas,
mechanical recovery yield and losses, operator-intensive intervention or handling,
low masa transfer rates, energy inefficiencies, and hydravlio pressure limits on
concentration equipment. These and other challenges can contribute to a high total
cost of manufacture and ultimately higher costs to therapeutic drug consumers.

There is a need for improved processes for preparing highly concentrated
protein formulations, such as liquid antibody preparations and therapentic products
thereof.

Summary

In general terms, the present disclosure generally relates to processes for
conceutrating proteins, such as processes for concentrating an antibody preperation,
pharmaceutical formulations containing such a preparation, and there use in human
therapy or animal therapy,

In embodimentz the present disclosure provides processes for preparing
highly concentrated proteins, such s antibody preparations; and therapeutic
producia prepared by the process, such as therapeutic antibody products.
Accordingly, the present disclosure provides, a process for concentrating proteins
comprising: a first ultrafiltering of a first antibody preparation to provide a second
antibody preparation; & diafiltering the second antibody preparation to provide a
diafiltered intermediate antibody preparation; and a second ultrafiltering of the
diafiltered intermediate antibody preparation to provide a third antibody preperation,
whexein ane or more of the first ultmafiltering, the second ultrafiltering, and the

1
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diafiltering are accomplished at elevated temperatures, for example, from about
30°C to about 50°C.

The present disclosure also provides, in embodiments, a process for
concentrating proteins comprising: a first ultrafiltering of a first protein mixture to
provide a second protein mixture; a diefiltering the second protein mixture to
provide a diafiltered protein mixture; and a second ultrafiltering of the diafiltered
protein mixture to provide a third protein mixture, wherein one or more of the first
ultrafiltering, the diafiltering, and the second ultrafiltering are acoomplished at, for
example, about 45°C.

The present disclosure also provides, in embodiments, a highly concentrated
antibody composition prepared by the above processes.

Brief Doscription of the Drawings

FIG. 1 illustirates an apparatus for accomplishing the preparative process, in
embodiments of the present disclosure.

FIGS. 2 through 17 illustrate various observed or measured process velues
over various phases or mode of the process, in embodiments of the present
disclosure.

FIGS. 18 and 19 illustrate the effect of clevated temperatore on product
quality, in embodiments of the present disclosure.

FIGS. 20 and 21 illustrate the effect of elevated tamperature on bioburden
control, in embodiments of the present disclosure,

FIG. 22 illustrates the effect of elevated temperature on process flux and
process time, in embodiments of the present disclosure.

FIGS. 23 through 25 illustrates various observed or measured process values
over various phases or mode of the scaled-up process, in embodiments of the present
disclosure.

Detafled Description

Various embodiments of the present disclosure will be described in detail
with reference to drawings, if any. Reference to various embodiments does not limit
the scope of the invention, which is limited only by the scope of the claims attached
hereto. Additionally, eny examples set forth in this specification are not intended to
be limiting and merely set forth some of the many poasible embodiments for the
claimed invention. '

2
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The following are uaed, unless otherwise described:

"Ultrafiltering,” "vitrafiltration,” "ultrafiltered," "UF," and like terms refer to,
for example, using synthetic semi-permeable membranes, with appropriate physical
and chemical properties, to discriminate between molecules in the mixture, primarily
on the basis of molecuylar size and shape, and accomplish separation of different
molecules or accomplish concentration of like molecules.

"Diafiltering,” "diafiltration,” "diafiltered," "diafiltrating,” "DF," and like
terms refer to, for example, using an ultrafiltration membrane to remove, replace, or
lower the conceniration of salis or solvents from solutions or mixtures containing
proteins, peptidcs, nucleic acids, or other biomolecnles.

"Transmembranc pressure” or "TMP" refers to the everage applied pressure
from the feed to the filtroic side of the membrane calculated as TMP [bar] = [(Px +
Pg V2] - Pr. where Py is the feed pressure, Py is the retentate pressure, and Pris the
filtrate pressure.,

*Tangential flow filtration,"” "cross flow filtration,” "TFF," and like terms
refer to a mode of filtration in which the solute-containing solution passes
tengentially across the UF membrane and lower molecular weigh salts or solutes are
passed through by applying pressure.

“Antibody” is uscd in the broadest sense and specifically covers intact
monoclonal antibodies, polyclonal antibodies, multispecific antibodics (e.g.,
bispecific antibodies) formed from at least two intact antibodies, and antibody
fragments, so long as they exbibit the desired biological activity. An antibody is a
protein gensrated by the immune system that is capable of recognizing and binding
to a specific antigen. Described in terms of its structure, an antibody is a Y-shaped
protein consisting of four amino acid chains, two heavy and two light. Ina
simplified model sufficient for this appeal, sach antibody has primarily two regions:
a variable region and a constant region. The variable region, located on the ends of
the arms of the Y, binds to_nnd interacts with the target antigen. This variable region
includes a complementary determining region (CDR) that recognizes and binds to a
specific binding site on a particular antigen. The constant region, located on the tail
of the Y, is recognized by and interacts with the immune system (Janeway, C.,
Travers, P., Walport, M., Shlomchik (2001) Immuno Biology, 5th Ed,, Garland
Publishing, New York). A target antigen generaily has mmmerous binding sites, also

called epitopes, recognized by CDRs on multiple antibodies. Bach antibody that
3
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speciﬁcallybindstoadiﬂh:mt epitope has a different structure. Thus, one antigen
may have more than one corresponding antibody.

The basic 4-chain antibody unit is a hetarotetrameric glycoprotein composed
of two identical light (L) chains and two identical heavy (H) chains (an IgM
antibody consists of 5 of the basic heterotetramer unit along with an additional
polypeptide called J chain, and therefore contain 10 antigen binding sites, while
secreted IgA antibodies can polymerize to form polyvalent assemblages comprising
2-5 of the basic 4-chain units along with J chain). In the case of IgGas, the 4-chain
unit is generally about 150,000 daltons. Each L chein is linked to an H chain by one
covalent disulfide bond, while the two H chains are linked to each other by one or
more disulfide bonds depending on the H chain isotype. Each H and L chain also
has regulerly spaced intrachain disulfide bridges. Bach H chain has at the
N-terminus, & variable domain (V) followed by three constant domains (Cy) for
each of the aand “y chains and four Cy; domains for u and & isotypes. Each L chain
has st the N-texminus, a variable domain (V) followed by a constant domain (C,) at
its other end. The V1 is aligned with the Vi and the Cy. is aligned with the first
constant domain of the heavy chain (Cyl). Particuler amino acid residues are
believed to form an interface between the light chain and heavy chain variable
domains. The pairing of a Vi and V. together forms a single antigen-binding site.
For the structure and propexties of the different classes of antibodies, seee.g., Basic
and Clinleal Immunology, 8th edition, D. Stites, A. Terr and T. Parslow (eds.),
Appleton & Lange, Norwalk, CT, 1994, page 71 and Chapter 6.

The L chain from any vertebrate species can be assigned to one of two
clearty distinct types, called kappa and lambda, based on the amino acid sequences
of their constant domains. Depending on the amino acid sequence of the constant
domain of theirhqavychnins(cn), immunoglobulins can be assigned to different
clasges or isotypes. There are five classes of immunoglobulins: IgA, IgD, IgE, IgG,
and IgM, having heavy chaing designated o, 8, €, v, and u, respectively. The yand o
classes aro further divided inio subclasses on the basis of relatively minor
differences in Cy; sequence and function, e.g., humans alpreuth-efollowing
subclasses: IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgAl, and IgA2,

The term "variable” refers to the fact that certain segments of the variable
domains differ extensively in sequence among entibodies. The V domain mediates
antigen binding and define specificity of a particular antibody for its particular

" 4
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antigen However, the variability is not evenly distributed across the approximately
110-amino acid span of the variable domains. Instead, the V regions consist of
relatively invariant stretches called framework regions (FRs) of 15-30 amino acids
separated by shorter regions of extreme variability called “hypervarisble regions”
that are each 9-12 amino acids long. The variable domains of native heavy and light
chains each comprise four FRs, largely adopting a p-sheet configuration, connected
by three hypervariable regions, which form loops connecting, and in some cases
forming part of, the B-sheet structure, The hypervarisble regions in each chain are
held together in close proximity by the FRs and, with the hypervariable regions from
the other chain, contribute to the formation of the antigen-binding site of antibodies
(see Kabat er al., in Seguences of Proteins of Immupological Interest, 5th Ed, Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)). The constant
domains ere not involved directly in binding an antibody to an antigen, but exhibit
various effector functions, such as participation of the antibody in antibody
dependent cellular cytotoxicity (ADCC).

The term “hypervariable region” when used herein refers to the amino acid
residues of an antibody which are responsible for antigen-binding, The
bypervariable region generally comprises amino acid residues from a
“complementarity determining region” or “CDR" (e.g., around about Kabat residues
24-34 (L1), 50-56 (12) and 89-97 (L3) in the V., and around sbout Kabat residues
31-35B (H1), 50-65 (H2) and 95-102 (H3) in the Vy (see Kabat ef al,, supra ) and/or
those residues from a “hypervariable loop” (e.g.. around about Chothia regidues 26-
32 (L1), 50-52 (L2) and 91-96 (L3) in the V1, and 26-32 (H1), 52A-55 (H2) and 96-
101 (H3) in the Vi (Chothia and Lesk, J. Mol, Biol, 196:901-917 (1987)).

The term "monoclonal antibody® as used herein refers to en antibody from a
population of substantially homogeneous antibodices, i.e., the individual antibodics
comprising the population are identical and/or bind the same epitope(s), except for
possible variants that may arise during production of the monoclonal antibody, such
variants generally being present in minor amounts, Such monoclonal antibody
typically includes an antibody comprising a polypeptide sequence that binds a target,
wherein the target-binding polypeptide sequence was obtained by a process that
includes the selection of a single target binding polypeptide sequence from a
plurality of polypeptide sequences. For example, the selection process can be the

5
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selection of a unique clone from a plurality of clones, such as a pool of hybridoma
clones, phage clones or recombinant DNA clones, It shonld be understood that the
selected target binding seqnence can be further altered, for exemple, to improve
affinity for the target, to homanize the target binding sequence, to improve its
production in cell culture, to reduce its immunogenicity in vivo, to create a
multispecific antibody, etc., and that an antibody comprising the altered target
binding sequence is also a monoclonal antibody of this inveation. In contrast to
polyclonal antibody preparations which typically include different antibodies
directed against different determinants (epitopes), each monoclonal antibody of a

‘monoclonnl antibody preparetion is directed against a single determinant on an

antigen. In addition to their specificity, the monoclonal antibody preparations are
advantageous in that they are typically uncontaminated by other immunoglobulins.
The modifier "monoclonal” indicates the character of the antibody as being obtained
from a substantially homogeneous population of antibodies, and is not to be
construed as requiring production of the antibody by any particular method. For
example, the monoclonal antibodies to be used in accordance with the present '
invention may be made by a variety of techniques, including, for example, the
hybridoma method (e.g., Kobler ef al, Nature, 256:495 (1975); Harlow et al,
Antibodies: A Laboratory Mamual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2nd ed.
1988); Hammexling et al., in: Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas, 563-
681, (Elsevier, N.Y., 1981)), recombinant DNA methods (sce, e.g., U.S. Patent No.
4,816,567), phage display technologies (see, e.g., Clackson et al, Nature, 352:624-
628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991); Sidhu et al., J. Mol
Biol. 338(2):299-310 (2004); Lee et al., J.Mol.Biol.340(5):1073-1093 (2004);
Fellouse, Proc. Nat. Acad, Sci. USA 101(34):12467-12472 (2004); and Lee et al., J.
Immunol. Methods 284(1-2):119-132 (2004), and technologies for producing human
or human-like antibodies in animals that have parts or all of the human
immunoglobulin loci or genes encoding human immunoglobulin sequences (sce,
e.g., WO 1998/24893; WO 1996/34096; WO 1996/33735; WO 1991/10741,
Jakobovits, er al., Proc. Natl, Acad. Sci. US4, 90:2551 (1993); Jakobovits, et al.,
Nature, 362:255-258 (1993); Bruggemann, et al, Year in Immuno., 7:33 (1993);
U.S. Patent Nos. 5,545,806; 5,569,825; 5,591,669 (all to GenPharm); 5,545,807;
WO 1997/17852; U.S. Patent Nos. 5,545,807; 5,545,806; 5,569,825; 5,625,126;

5,633,425; and 5,661,016; Marks, et al., Bio/Technology, 10: 779-783 (1992);
6
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Lonberg, et al., Nature, 368: 856-859 (1994); Morrison, Nature, 368: 812-813
(1994); Fishwild, et al, Natwre Biotechnology, 14: 845-851 (1996); Neuberger,
Nature Biotechnology, 14: 826 (1996); and Lonberg and Huszar, [ntern. Rev.
Immunol., 13: 65-93 (1995).

“Chimeric" antibodies (immunogiobulins) have a portion of the heavy and/or
light chain identical with or homologous to corresponding sequences in antibodies
derived from a particular species or belonging to a particular entibody class or
subclass, while the remainder of the chain(s) is identical with or homologous to
corresponding sequences in antibodies derived from another species or belonging to
mother antibody class or subclass, as well as fragments of such antibodies, so long
as they exhibit the desired biological activity (U.S. Patent No. 4,816,567; and
Morrison, et al., Proc. Nall. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)). Humanized
antibody as used herein is a subset of chimeric antibodies.

"Humanized" forms of non-human (e.g., murine) antibodies are chimeric
mntibodies which contain minimal sequence derived from non-human
immumoglobulin, For the most part, humanized entibodies are human
immunoglobulios (recipient or acceptor antibody) in which hypervariable region
residues of the recipient are replaced by hypervariable region residues from a non-
human species (donor antibody) such as mouse, rat, rabbit or nonhuman primate
having the desired specificity, affinity, and capacity. In some instances, Fv
framework region (FR) residues of the human immunoglobulin are replaced by
comresponding non-human residues. Furthermore, humanized antibodies may
comprise residues which are not found in the recipient antibody or in the donor
antibody. These modifications are made to further refine antibody performance such
a8 binding affinity. Generally, the humanized antibody will comprise substantially
ell of at least one, and typically two, varisble domains, in which all or substantially
all of the hypervarisble loops correspond to those of s non-buman immunogiobulin
and ell or substantially all of the FR regions are those of 8 human immunoglobulin
sequence although the FR regions may include one or more amino acid substitutions
that improve binding affinity. The number of these amino acid substitutions in the
FR are typically no more than 6 in the H chain, and in the L chain, no more than 3.
The humanized antibody optionally also will comprise at least a portion of an
immunoglobulin constant region (Fc), typically that of a human immunogiobulin.

7
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For further details, see Jones, ef al, Nature 321:522-525 (1986); Reichmann, et al.,,
Nature 332:323-329 (1988); and Presta, Cwrr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992).

"Antibody fragments” comprise a partion of en intact antibody, preferably
the antigen binding or variable region of the intact antibody. Examples of antibody
fragments include Fab, Fab', F(ab");, and Fv fragments; disbodies; linear antibodies
(see U.S. Patent No. 5,641,870, Example 2; Zapata, et al., Protein Ene,, 8(10):
1057-1062 (1995)), single-chain antibody molecules; and multispecific antibodies
formed from antibody fragments.

Pepain digestion of antibodies produces two identical antigen-binding
fragments, called "Fab" fragments, and a residual "Fc" fragment, a designation
reflecting the ability to crystallize readily. The Fab fragment consists of an entire L

chain along with the varisble region domain of the H chain (VH), and the first

constant domgin of one heavy chain (Cyl). Bach Fab fragment is monovalent with
rospect to antigen binding, i.e., it has a single antigen-binding site. Pepsin treatment
of an antibody yields a single large F(ab"), fragment which roughly corresponds to
two disolfide linked Fab fragments having divalent antigen-binding activity and is
still capable of cross-linking antigen. Fab' fragments differ from Fab fragments by
having additional few residues at the carboxy termimns of the Cy1 domain including
one or more cystoines from the antibody hinge region. Fab'-SH is the designation
herein for Fab' in which the cysteine residue(s) of the constant domains bear a free
thiol group. F(ab'); antibody fragments originally were produced as pairs of Fab'
fragments which have hinge cysteines between them. Other chemical couplings of
sutibody fragments are also known. .

The Fc fragment comprises the carboxy-terminal portions of both H chains
held together by disulfides. The effector fmctions of antibodies are determined by
sequences in the Fc region, which region is also the part recognized by Fc receptors
(FcR) found on certain types of cells.

*Fv" is the minimym antibody fragment which contains a complete antigen-
recognition and -binding site. This fragment consists of a dimer of one heavy- and
one light-chain variable region domsin in tight, non-covalent association. From the
folding of these two domains emenate six hypervariable loops (3 loops each from
the H and L chain) that contribute the emino acid residues for antigen binding and
confer antigen binding specificity to the antibody. However, even a single variable

domain (or half of an Fv comprising only three CDRs specific for an antigen) has
8
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the ability to recognize and bind antigen, although at a lower affinity than the entire
binding site.

"Single-chain Fv" also abbreviated as "sFv" or "scFv” are antibody fragments
that comprise the Vy and V, antibody domains connected into a single polypeptide
chain. Preferably, the sFv polypeptide further comprises a polypeptide linker
between the Vi and Vi, domains which enables the sFv to form the desired structure
for antigen binding. For a review of sFv, sec Pluckttun in Jhe Pharmacology of
Monoclongl Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag, New
Yark, pp. 269-315 (1994).

*About" modifying, for example, the quantity of an ingredient in the
compositions, concentration of an active, buffer volumes, diavolumes, pore size,
apparent molecular, molecular weight cut-off, process temperature, process time,
yields, flow rates, pressures, bio-burdens, and like velues, and ranges thereof,
employed in the methods of the invention, refers to varistion in the numerical
quantity that can ocour, for example, through typical measuring and handling
procedures used for making concentrates or use solutions; through inadvertent error
in these procedures; through differences in the manufacture, souroe, or purity of the
ingredients employed to make the compositions or carry out the methods; and like
considerations. The term "about" also encompasses smounts that differ due to aging
of a composition with a particular initial concentration or mixture. The term "about”
also encompasses amounts that differ due to mixing or processing a composition
with a particular initial concentration or mixture. Whether or not modified by the
term "about” the claims include equivalents to the quantities.

*Congsisting essentiully of" refers to a process of obtaining a concentrated
protein composition or antibody composition that inciudes the steps and ingredients
listed in the claim, plus other steps and ingredients that do not materially affect the
basic and novel properties of the composition, such as & multiplicity of steps or
buffer media. Ingredients that materially affect the basic properties of the
composition and method of the present disclosure impert undegirable characteristics
including, for example, bio-burden, such as the undesirable toxicity or irritability
associated with contaminants, -~

The indefinite article "a" or "an" and its corresponding definite article “the"
as used herein is understood to mean at least one, or one or more, unless specified
otherwise.
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processca and the concentrated antibody products thereof.

In embodiments of the present disclosure, the preparative processes and
products thereof can be used in preparing highly concentrated antibody preparstions
and similar preparations, such as purifying and concentrating proteins or like
substances from natural or synthetic sources, and which products can be useful for
treating pathological conditious, such as asthma, cancer, psoriasis, inhibiting
angiogenesis, and like pathological conditions.

In embodiments of the above-mentioned process for preparing highly
concentrated antibody compositions of the disclosure, the following further
exemplifies how to make and use the preparative processes and products of the
disclogure.

In embodiments of the present disclosure, there is provided a process for
preparing highly concentrated antibody compositions, for example, according to
accomplishing the following steps in the order recited, comprising:

a first ultrafiltering of a first entibody preparation, having a concentration of,
for example, about 0.1 to about 10 grams per liter (g/L), to provide en second
antibody preparation as the retentats, having a greater entibody concentration of, for
example, about 10 to about 50 grams per liter;

a diafiltering of the resulting second antibody preparation to provide a
diafiltered intermediate antibody preparation as the retentate, having about the same
concentration as the resulting second antibody preparation retentate, that ia,
diafiltering to accomplish a buffer exchange at constant volume; and

a second ultrafiltering of the diafiliered intermediate antibody preparation to
provide a third antibody prepearation es the retentate, baving a greater antibody
concentration of, for example, about 150 to about 200 grams per liter.

The preperative processes of the disclosure can further comprise an optional
product recovery step or steps, for example, and as disclosed and illustrated herein.

In embodiments of the above-mentioned process of the disclosure, one or
more of the first ultrafiltering, the diafiltering, and the second ultrafiltering, can be
accomplished at, for examplé, from about 30 °C to sbout 70°C. In embodiments,
these steps can also be accomplished at, for example, from about 30 °C to about
50°C. In embodiments, these steps can also be accomplished st, for example, from

about 35 °C to about 50°C. In embodiments, these stepa can also be accomplished
10
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at, for example, about 45 °C, such as from sbout 45 °C plus or minus 5°C.
Depending upon the type of antibody preparation, for processes accomplished at
temperatures above about 70°C, the preparation may show signs of deterioration,
such as denaturation, agglomeration, and like phenomena. For processes
accomplished at temperatures below from about 30 to about 35°C, the flow rates are
typically undesirably low and process times are undesirably long, making the
process at lower temperatures less attractive for eflicient commercial production.

In embodiments, the first antibody preparation can have an antibody
concentration of, for example, from about 0.1 to about 100 grams per liter (g/L).
The antibody concentration is, for example, a common concentration typically
svailable from other preliminary protein or antibody purification steps or methods,
guch as, centrifugation, filtration, chromstography, and like procedures. The
resulting second antibody preparsation obtainable from the first ultrafiltering can
have an entibody concentration of, for example, from about 10 to about 50 grams
per liter, and for example, about 20 to about 40 grama per liter, such as 30 grams per
liter. A range for the antibody concentration of the intermediate antibody
preparation can depend upon, for examiple, a balance of factors, such as sample
volume and sample flux achievable with a particular buffer containing the second
antibody preparation. The intermediate antibody preparation can have an antibody
concentration of, for example, about 25 to about 35 grams per liter and the third
antibody preparation can have an antibody concentration of, for example, from about
170 to about 200 grams per liter, The third antibody preparation, in embodiments,
can have an antibody concentration of, for example, from about 50 to about 250
grams per liter, such as from of about 100 to about 230 grams per liter, and from
about 170 to about 200 grams per liter, such as 185 grams per liter.

It will be apparent to one skilled in the art, upon comprehending the present
disclosure, that the intermediate antibody preparation and third antibody preparation
comprise the same ultra-filtered retentate except for, for example, differences in the
antibody concentration resulting from the first and second ultrafiltering
concentration, and differences in the suspending buffer media resulting from the
diafiltration buffer exchange. Thus, thero is little, if any, compositional change,
such as degradation, of the target protein or antibody product, in embodiments of the
present disclosure.

11
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Conventional ultrafiltration concentration methods can have generally
greater time and lesser through-put inefficiencies having considerably longer process
times such as several days to several weeks, process considerably smaller volumes,
or both.

In embodiments, the protein concentration process of the disclosure can be
accomplishad in, for example, from about 1 to 10 hours, preferably in from about 2
to 5 hours, and more preferably in about 3 hours. The preferences favor higher flux
through-put and smaller membrane areas.

In embodiments, the first vltrafiltering can be accomplished, for example, in
gbout 35 percent of the total process time. Thus, for example, in a concentration and
purification process of the disclosure with about 3 hours total process time, the first
ultrafiltering can be accomplished in about 45 minutes. In embodiments, the second
ultrafiltering can be accomplished, for example, in sbout 15 percent of the total
process time. Thus, for example, in a process of the disclogure with about 3 hours
total process time, the second ultrafiltering can be accomplished in about 15
minutes. The diafiltering can be acoomplished, for examnple, in about 50 percent of
the total process time. Thus, for example, in a process of the disclosure with about 3
hours total process time, the diafiltering can be accomplished in from about 90 to
about 120 minutes.

In embodiments, the first ultrafiltering and the second ultrafiltering can be
accomplished, for example, with an ulira-filtar membrane having a nominal pore
size, or molecular weight cut-off, of about 5 to about 50 kiloDaltons. Another
suitable nominal pore size is, for example, from about 10 to about 40 kiloDaltons.
Yet another suitable nominal pore size, or molecular weight cut-off, is about 30
kiloDaltons., '

In embodiments, the first antibody preparation can contain, for example, an
antibody having an epparent molecular weight of, for example, about 100 to about
200 kiloDaltons. In other embodiments, the first antibody preparation can contrin
an antibody having an apparent molecular weight of, for example, about 150
kiloDaltons, such as when the sntibody preparation comprises anti-IgB antibodies or
IgE, see for example, U.S. Patent No. 6,172,213 assigned to Geneatech, Inc.

Other antibodies suitable for use in the present disclosure include cancer
treating smtibodies, see generally, for example: PCT/US02/19592;

PCT/US01/20118; PCT/US01/25464; PCT/US01/26626; PCT/US02/28859;
12
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PCT/US02/41798; PCT/US02/12206; PCT/US03/11148; PCT/US02/12619; and

PCT/US02/33050. Still other antibodies suitable for use in the present disclosure
include an anti-CD20 antibody and like entibodies including humen, non-human,
murine, hybrid, end chimeric forme. See for exmnple U.S. Patent No. 6,582,959

(VEGF) and U.S. Patent Application No. 2002/0122797 Al (Inmman VEGF).

In embodiments, antibodies included within the scope of the disclosure
include hybrid and recombinant antibodies (e.g., "humanized" and “human™
entibodies) regardless of species of origin or immunoglobulin clags or subclass
designation, as well as antibody fragments (for example, Fab, F(ab"),, and F,). See
U.S. Pat. No. 4,816,567, Mage and Lamoyi, in Monoclonal Antibody Production
Technigues and Applications, 79-97, Marcel Dekker, Inc., New York, (1987).

Monoclonal antibodies may also be used and can be isolated from phage
antibody libraries using the techniques described in Clackson et al (1991) Nature,
352:624-628 and Marks, et al, (1991) J. Mol Biol., 222:581-597, for example.
Monoclonal antibodies include “chimeric” antibodies in which a portion of the
heavy and/or light chain is identical with or homologous to corresponding sequences
in antibodies derived from a particuler species or belonging to a particular antibody
class or subclass, while the remainder of the chein(s) is identical with or
homologous to corresponding sequences in antibodies derived from another species
or belonging to another antibody class or subclass, as well as fragments of such
antibodies, 80 long as they exhibit the desired biological activity (U.S. Pat. No.
4,816,567; and Morrison, et al. (1984) Proc. Natl, Acad. Sci, USA, 81:6851-6855).
Chimeric antibodies can include “primatized™ antibodies comprising variable
domain antigen-binding sequences derived from a non-humen primate (e.g., Old
World Monksy, Ape eic) and haman constant region sequences.

Monoclonal antibodies are highly specific, being directed against a single
antigenic site. Furthermore, in contrast to polyclonal antibody preparations that
include different antibodies directed against different determinants (epitopes), each
monoclonal antibody is directed against a single determinant on the antigen. In
addition to their specificity, the monoclonal antibodies are advantageous in that they
may be synthesized uncontaminated by other antibodies. Thus, the modifier
*monoclonal” indicates the character of the antibody as being obtained from such a
substantially hornogeneous population of antibodies, i.c., the individual antibodies

comprising the population are identical except for possible naturally occurring
13
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mutations that may be present in minor amounts, and is not to be construed as

requiring production of the antibody by any particular method. For example, the

monoclonal antibodics for uac in the disclosure may be made using the hybridoma T
method first described by Kohler & Milstein, Natwre, 256:495 (1975), or may be

made by recombinant DNA methods. Other lmown methoda of antibody production

are described, for example, in Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and

Practice, 59-103, Academic Press (1986); Kozbor, J. Immunol.,, 133:3001 (1984).

Brodear, et al., Monoclonal Anfibody Production Technigues and Applications, 51-

63, Marcel Dekker, Inc., New York (1987).

Various methods heve been employed to produce monoclonal antibodies
(MAbs). Hybridoma technology, which refers to a cloned cell line that produces a
single type of antibody, uses the cells of various species, including mice (murine),
bamsters, rats, and humans. Another method to prepare MAbs uses genetic
engineering including recombinant DNA techniques. Monoclonal antibodies made
from these techniques include, among others, chimeric antibodies and homanized
sntibodies. A chimeric antibody combines DNA encoding regions from more than
one type of species. For example, & chimeric antibody may derive the variable
region from a mouse and the constant region from a human. A humanized antibody
comes predominantly from a human, even though it containg nonhuman portions.
Like a chimeric antibody, a humanized antibody may contain a completely hnnan
constant region. But unlike a chimeric antibody, the variable region may be paitially
derived from a human. The nonhuman, synthetic portions of a humanized antibody
often come from CDRa in murine antibodies, In any event, these regions are crucial
to allow the antibody to recognize and bind to a specific antigen.

As noted, murine antibodies play an important role in antibody technology.
While usefol for diagnostics and short-term therapies, murine antibodies cannot be
sdministered to people long-term without increasing the risk of a deleterious
immunogenic response. This response, called Human Anti-Mouse Antibody
(HAMA), occurs when a human immune system recognizes the murine antibody as
foreign and attacks it. A HAMA response can ceuse toxic shock or even death.
Chimeric and humanized antibodies reduce the likelihood of 8 HAMA response by
minimizing the nonhumean portions of administered antibodies. Furthermore,
chimeric and lumanized antibodics bave the additional benefit of activating

14
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secondary human immune responses, such ag antibody dependent cellular

icity, )

An “intact” antibody is one that comprises an antigen-binding variable

5 region as well as a light chain constant domain (CL) and heavy chein constant

domains, CH1, CH2 and CH3. The constant domains may be native sequence
constant domains (e.g.. human native sequence constant domains) or amino acid
sequence variant thereof. The intact antibody may have one or more “effector
functions” which refer to those biological activities attributable to the Fc region (a

10 native sequence Fc region or amino acid sequence variant Fe region) of an antibody.
Examples of antibody cffector functions include C1q binding; complement
dependent cytotoxicity; Fc receptor binding; antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity (ADCC); phagecytosis; down regulation of cell surface receptors (e.g.,
B cell receptor; BCR), ctc.

15 Depending on the amino acid sequence of the constant domain of their heavy
chains, intact antibodics can be assigned to different “classes.” There are five major
classes of intact antibodics: IgA, IgD, IgE, IgG, and IgM, and several of these may
be further divided into “subclasses” (isotypes), e.g., IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgA,
and IgA2. The heavy-chain constant domains that correspond to the different

20  classes of antibodies are called ¢ 8, €, y, and , respectively. The subunit structures
and three~dimensional configurations of different classes of immunoglobulins are
well known.

In embodiments, the first ultrafiltering concentrates the first antibody
properation to provide the second antibody preparation having an antibody

25 concentration of about 30 grams per liter, and the second ulirafiltering concentrates
the intermediat= antibody preparation (obtained from diafiltering) to provide the
third antibody preparation h";lvmg an antibody concentration of, for exampile, about
170 to about 200 grams per liter. The first ultrafiltering and the second ultrafiltering
can be accomplished with the same ultra-filter membrane, and if desired, within the

30 same vessel or process circuit, for example, to minimize handling, losses, leakage,
and like impacts on yield, efficiency, and economy. The first vltrafiltering and the
second ulimafilisring can be accomplished with any suitable ultrafilter apparatus or
ultrafilter membrane. Many suitable ultrafilter apparatus and ultrafilter membranes,
which are capable of tangential flow filtration (TFF) operation to accomplish the

35 ultrafiltrations and diafiltration, are commercially available, such as from Millipore,
15
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Pall Corp., Sartarius, and like vendors, In embodiments, & suitable ultra-filter
membrane can be, for example, any regenerated cellulose composite, which
composite has a relatively low protein adsorption profile compared to other available
ultra-filter membranes, such as, polyethersulfone.

The disfiltering operation exchanges a first buffer composition present in the
first and second antibody preparations for & second buffer desired in the third
antibody preparation. In embodiments, the first buffer can comprise, for example, a
mixture of aqueous sodium chloride and & TRIS buffer, and the second buffer can
comprise, for example, a mixture of aqueous histidine chloride and arginine
chloride. The diafiltering can accomplizh a buffer exchange at constant volume,
constant concentration, or both. In embodiments, the diafiltering accomplishes a
buffer exchange at constant volume and constant conceotration. The diafiltering can
accomplish a buffer exchange, for example, of from about 5 to about 15 fold
volumes (i.e. diavolumes). The diafiltering can also accomplish a buffer exchange,
for example, of about 8-fold volumes ( 8 diavolumes), that is, 8 times the volume of
the sample containing the antibody preperation to be exchanged. For example, a 10
liter antibody preparation can be diafiltered with a 5 fold (diavolumes) or 50 liter
volume of exchange buffer. The exchange volume and preferences for exchange
volumes considers a bnlance_ of factors, for example, process through-put
efficiencies, product purity, governmental and customer-patient acceptability
standards, and like standards, and can depend on, for example, the concentration and
type of buffer (e.g., the first buffer) in the first antibody preparation, and like

The first ultrafiltering, the second ultrafiltering, and the diafiltering are
preferably accomplished with tangential flow filtration (TFF mode) across an ultra-
filter meznbrane, and the ulira-filter membranc is preferably the same membrane for
each step. The yield of product in the final pool (i.c., the third antibody preparation)
can be, for example, greater than about 70 weight percent, such as from about 80 to
about 100 weight percent based on the weight of antibodies in the first antibody
preparetion. The yield of the third antibody preparation can be, in embodiments,
proater than about 90 weight %, in embodiments, greater than about 95 weight
percent, and in embodiments, even greater than about 98 weight %, based on the
weight of antibodies in the first éntibody preparation.
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The first ultrafiltering can have a recirculation rate of, for example, from
about 50 to 1,000 mL/min, and preferably from about 100 to 1,000 mL/min. The
recirculation rate can be scaled in accordance with the available membrane area, for
example, membrane areas of 5, 20, 200, 1,000 square feet, and like areas permit
increasingly higher recirculation rates. Thus, & suitable scaled recirculation rate, in
embodiments, can be, for example, from about 0.5 L/min/f? to about 5 L/min/f.
The ulirafiltering and diafiltrating can be accomplished, for example, at
transmembrane pressures of from about 5 to about 50 p.s.i. The ultrafiltering and
diafiltrating can be accomplished, for example, at transmembrane pressures of from
about 10 to about 50 p.s.i. In embodiments of the present disclosure there is
provided a process for preparing an antibody concentrate for a more dilute antibody
formulation, the antibody concentrate having a minimmm bio-burden, for example,
of less than or under a detectable limit, such as, less than about 100 CFU/mL.

Antibody compositions of the disclosure can be, for example, concentrated
monoclonal antibody preparation for administration to humans, such as at a
concentration of greater than or equal to about 100 g/L (mg/mL), such as about 120
to about 170 g/L.

‘The antibody compositions of the disclosure can be, for example,
immunoglobuling, such as from the group IgA, IgD, IgE, IgG, and IgM; sub-classes
fhereof; recombinants thereof; fragments thereof; and mixtures thereof of any of the
foregoing. A preferred antibody composition of the disclosure includes recombinant
humanized anti-IgE antibodies. The antibody compositions of the disclosure can
include a buffer. A preferred buffer can be, for example, a mixture of aqueous
higtidine chloride and erginine chloride.

The prepl;mlive processes of the disclosure are preferably accomplished in
the same apparetus and without operator intervention or with minimal operator
intervention, for example, a3 illustrated in FIG. 1.

The first antibody preparation can be provided or prepared using a variety of
chemical, physical, mechanical or non-mechanical, or biochemical methods, such as,
grinding, vitasonication, homogenization, enzymatic digestion, solvent extraction,
centrifugation, chromatography, and like methods, and cornbinstions thereof, see for
example, the above mentioned R. Hatti-Kaul et al., "Downstream Processing in
Biotecimology,” in Basic Biotechnology, Chap. 9. The third antibody preparation

mbeﬁrthumu,ifdsirﬁd,uﬁﬁsforumplqnmﬂhﬁm(tomwe,
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¢.8., divalent ions), reverse osmosis (to remove, e.g., monovalent ions), and like
liquid purification methods. The third antibody preparation of the present disclosure
can be packaged, stored, or directly used. The third antibody prepsration can be
further processed, if desired, using for example, additional concentration steps, such
a8 drying, lyophilization, iyophilization-reconstitution, end like methods. The
resulting concentrated third antibody product can be reconstituted at a later time, if
desired, with a suitable liquid.

Referring to the figures, FIG. 1 illustrates an apparatus, in embodiments of
the present disclosure, for accomplishing the preparative process including an
ultrafiltration-difiltration system (100) having an TFF ultra-filtration-difiltration
(UF-DF) unit (110}, having a UF-DF membrane (115), which is in communication
with recirculation tank (120} which tank serves as 2 main feed and retentate
reservoir. In embodiments, tank (120) can have a tempersture control system
comprising, for example, an insulating jacket (125), a thermostatic or temperature
controlled heating clement (126), such as a rheostat resistive heater element or a
circulating heated liquid system which includes a heater (not shown), a flow
regulator (127), such as a recirculating pump, and a suitable heat transfer fluid, such
s cither water, glycols, or mixtures thereof, All in-circuit components or
component contributing to in-circuit flow or processing, such as pipes, valves,
pumps, tanks, and like components, can be optionally insulated or optionally
sdspted for external heating to maintain close control over temperature
specifications end to avoid temperature excursions in the recirculating fluid loop
within and between filter chamber (110) and recirculation tank (120). In
embodiments, for example, when the system (100) is acoomplishing the first
ulirafiltration or first ultrafiltering, such as in a fed-batch mode, the system can
include an optional feed tank (128) which is in fluid cormmunication with
recirculation feed tank (120) and can be used to, for example, make-up, replenish, or
supplement the depleted liquid phase from recirculation tank (120).

A pump (130) pumps feed liquid from tank (120) through the UF/DF unit
(110) and thereafter recirculates the resulting retentate (the non-filtered or
membrane excluded portion of the feed liquid) to recirculating tank (120). A second
tank (140) holds and optionally pumps (not shown) a buffer into the main circuit
(110-120 loop) during the constant volume diafiltration. For example, the addition

rite and volume of the buffer‘introduced into the main circuit is preferably at the
18
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same rate and volums at which filtrate leaves the main circuit through membrane
(115). Buffer tank (140) can be optionally insulated with jacket (143) and can
include the equivalent of the abovementioned heating clement and a recirculating
pump (not shown). An optional inert gas source (145), such as nitrogen, or other
compressed gas sources can be used, for example, for product recovery, to
pressurize the retentate return, exclude oxygen, for flushing, for cleaning, for
membrane intogrity testing, and like opérations. A third tank (160) is used to collect
and recover the filtrate exiting the unit (110). Valves (150, 170) can be used as
sppropriate to regulate the direction and optionelly the liquid flow rate in the system.,
All values and pumps can be actuated manually, by coordinated computer control, or
both. An optional forth tenk (190) and exit stream can provide an ancillery waste-
flush, product recovery, or monitoring system, for example, when equipped with an
optional monitoring device (180), such as an optical density meter, optional filter(s)
(185) such as a guard filter, product filter, and like optional subsystems. In
embodiments, the main fluid circuit (110-120 loop) can optionally be equipped with
en in-line monitoring system,

The concentrated antibody preparations prepared by processes of the present
disclosure can be used for human therapeutic administration, including
immunoglobulin products, for either intramuscular (IMIG) or intravenous (IVIG)
administration. The concentrated antibody preparations of the disclosure can
include a stabilizer, for example, a bufféred amino acid salt solution, simple sugars,
or like stabilizers, suitable ions chelators, such as EDTA or citrate ion, and
combinations thereof, see for example, Wang, Y.-C. J. et al, "Parenteral
formulations of proteins and peptides: stability and stabilizers,” J. Parenteral Sci.
Technol., 42, Suppl. 83-S26 (1988), Derwent Abatract of JPO1268646A (ANB9-
359879) reports that the application describes an injection preparation of an IgG;
monoclonal antibody having a concentration of 0.1 micrograms/mL to 100 mg/mL.
Subject matter disclosed in thiese publications is believed to be outside the scope of
the present disclosure.

Preparations according to the disclosure can be substantially free from
aggregates, Acceptable levels of aggregated contaminants would be less than, for
example, about 5 weight %, and ideally less than 2 weight %. Levela as low as 0.2
weight % can be achieved, although aggregated contaminants of about 1 weight % is

more typical. The preparation in embodiifients, can also preferably be free from
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excipients traditionslly used to stabilize polyclonal formmulations, for
glycine and/or maliose,

The present disclosure can provide a monoclonal antibody preparation for
administration to a human characterized in that the antibody in the preparation is a
recombinant antibody and can be at a concentration of 100 mg/mL or greater,
preferably greater than 150 mg/ml. The preparation is preferably substantially free
from of any protein aggregation. .

The pH of pharmaceutical formulations of the disclosure will depend upon
the particular route of administration. However, in order to maximize the solubility
of the antibody in the concentrated solution, the pH of the solution should be
different from the pH of the isoelectric point (pI) of the entibody.

In embodiments of the disclosure, the monoclonal preparation can be
envisaged for use in buman therapy. Various humen disorders can be treated such as
cancer or infectious diseases, for example, those mentioned above, and immune
dysﬁmgﬁonsuchnT—eall—mediated disordexs including severe vasculitis,
rheumatoid arthritis, systemic lupus, also sutoimmune disorders such as multiple
sclerosis, graft versus host disease, psoriasis, juvenile onset diabetes, Sjogrens'
disease, thyroid disease, myasthenia gravis, transplant rejection, inflammatory bowel
discase, asthma, IgE mediated disorders, end like disorders or conditions, or

The disclosure therefore provides in embodiments the use of & concentrated
monoclonsl antibody preparation as described herein in the mannfacture of
medicament for the treatment of any of the aforementioned disorders, and like
disorders. Also provided is a method of treating a human being, having any such
disorder, comprising administering to the individual a therapeutically effective
amount of a preparation according to the disclosure. The dosages of such antibody
preparations will vary with the conditions being treated end the recipient of the
treatment, but can be, for example, in the range of about 50 to about 2,000 mg for an
adult patient preferably about 100 to about 1,000 mg administered daily or weekly
for & period between 1 and 30 days, and repeated as necessary. The doses may be
administered as single or multiple doses.

Process Description. The formulation step typically exchanges the purified bulk
drug substance, for example, resulting from ion-exchange chromatography, into the
20
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finel excipient composition and concentration. There was typically no purification
achieved at this step except for small molecule removal. The emphasis was on high
yield, buffer exchange, and formulation step robusiness. During formulation via
TFF (tangential flow filtration), the protein-containing feed solution was pumped
through the membrane system and back to the recycle (recirculation) vessel. The
TFF membrane retained the protein (as part of the retentate) while the filtrate (or
permeate) was driven through the membrane by pressure. The pressure is called the
transmembrane pressure (TMP) and is typically controlled using a retentate pressure
controi valve. The process was usually achieved by a sequence of a first
ultrafiltering (concentration), diafiltering (constant volume buffer exchange), and a
second ultrafiltering (further conceatration). The number of diavolumes (volumetric
equivalenis) necessary to remove process buiffer components can be readily
calculated or determined experimentaily.

UF/DF Process Genenrally t:or anti-TgE. The pH of an enion-exchange pool from
chromatography was adjusted to a pH of about 6 using 0.5 M agueous phosphoric
acid. The pH adjusted anion-axchange pool was formulated by
ultrafiltration/diafiltration (UF/DF) process of the present disclosure uging a
membrane having a nominal molecular cut off of 10,000 - 30,000 Daltons. Prior to
procesging, the UF membrane was equilibrated with diafiltration buffer (0.02 M
histidine, 0.2 M arginine-HCl, pH 6).

The product from an snionic exchange (anion-exchange pool) was then
loaded on the system and was concentrated to an intermediate concentration by the
first ultrafiltering. The pool was then diafiltered (8 X or diavolumes) into its
formulation (0.02 M histidine, 0.2 M arginine-HCl, pH 6). The pool was then
concentrated by a second ultrafiltering to a final bulk concentration of >170g/L and
recovered through a 0.22 micrometer sterile filter. The entire UF/DF process was
performed at a tamperature set point of about 45 degrees C. This temperature
control was achieved using temperature control of the incoming anion-exchange
pool, tho diafiltration buffer, and the use of a jacketed recirculation vesse! for the
UF/DF process as illustrated herein.

After UF/DF, the recovered pool was diluted (i.e., conditioned) to a bulk
concentration of about 150 g/L in 0.02 M histidine, 0.2 M arginine-HCI, 0.04%

polysorbate-20, pH 6 (final formulation), During the conditioning steps the
21
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temperature of the bulk was allowed to return to ambient temperature. After
conditioning, the formulated bulk was aggin recovered through a 0.22 micrometers
gterile filter.

5 The UF/DF system can be regenerated with 0.1 N sodium bydroxide and
sanitized with 1.4% Minncare.® When not in use the system can be stored in 0.1N
aqueous sodium hydroxide. The UF/DF membranes can be stored, for example, in a
0.1% Roccal®/20 % glycerol-water solution between campaigns,

10 General Ultrafiltration/Diaflltration Process Procedures
Operating Parameters: Feed flow rate at 0.5 L/min/f2. A constent retentate
pressure (e.g-, 10 psig) control was used for cleaning and pre-use equilibration,
whereas Cyas, constant retentate pressure or constant TMP was used for processing.
Pre-Use Equilibmation: The following proparationa were accomplished on
15  cleaned Pellicon-2 cagsette membranes prior to use to assure the membranes were

properly equilibrated.
Volums (L/ft") | Solution (room temp) Mode
- - SPFO
1.0 WFI SPFO
1.0 DF buffer SPFO
0.5 DF Buffer TRFO, 10
minutes
- - SPFO

Process Use: The following was performed on the resulting initial anion-
20  exchange pool (Q-pool) obtained from a preceding scparation step, for example, a
Q-Sepharose chromatography step:
a first ultrafiltering or first ultrafiltration (UF1) to a concentration from about
5 g/L to a concentration for difiltration (Cpy);
diafiltering or diafiltration (DF1) with four (4) difiltration volumes (DV)
25  with the DF buffer;
continued diafiltering (DF2) with four (4) difiltration volumes (DV) of DF
buffer;
a second ultrafiltering or second ultrafiltration (UF2) to a final concentration
(Crim); and
30 optional product recovery.
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The foregoing steps were typically accomplished at low dP Recycle (mix),
for example, 15 min. :
Post-Use Cleanout: The following tabulated sequence and conditions were
5 used for cleanout on the Pellicon-2 cassette membranes immediately following use.

Volwume Sohution (room Mode
(¥ 9] temp)
1.0 0.IN NaOH SPFO
0.5 0.1N NaOH TRFO, 30
minutes
- - SPFQ
1.0 WFI SPFO
0.5 300 ppm TRFO, 30
Minncare® minutes
- - SPFO
1.0 WF1 SPFO
- - Integrity Teat
@ 30 psig
05 . 0.1N NaOH TRFO, 15
' minutes storage

Definitions for Modes of Operation in TFF.
Single Pass with Filtrate Open (SPFQO). The rctentate and filtrate are directed
10 to drain. Filtrate valve open.

Total Recycle with Filtrate Open (TRFO). The retentate and filtrate are
directed to recycle vessel. Filtrate valve open,

Fed-Batch Ultrafiltration (FB-UF). The retentate is directed to the resycio
tank, the filtrate directed to drain, and the incoming pool transferred into the recycle

15 tank

Batch Ultrafiltration (B-UF). The retentate is directed to the recycle tank and
the filtrate is directed to drain.

Dinfiltration (DF). The retentate ia directed to the recycle tank, the filtrate is
directed to drain, and the diafiltration buffer is transferred into recycle tank,

20 dP refers to differential pressure.

Product Transfer. The ultrafilter membrane unit and recycle tank are open to
the pool tank. The nitrogen overlay pressure is controlled. The pool is transferred
first using the recycle pump and then using a manual peristaltic pump,

Feed Transfer. The incoming pool is pumped into the recycle tank.

23
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Total Recycle with Filtrate Closed (TRFC). The retentate is directed to a
recycle vessel. Filtrate valve closed.

"Q-pool” refexs to the protein pool resulting from, for example, 8 preceding
Q-Sepharose chromatography step which has been conditioned with buffer, also
referred to as the "conditioned pool.”

WFI refers to water-for-injection.

EXAMPLES

The following examples serve to more fully describe the manner of using the
above-described disclosure, as well as to set forth the best modes contemplated for
carrying out various aspects of the disclosure. It is understood that these examples
in no way serve to limit the true scope of this disclosure, but rather are presented for
illustrative purposes.

Example 1

High Concentration Formulstion of rhuMAb E25 A pilot scale UF aysiem was
vsed to concentrate/formulate rhuMAb E25 (a recombinant human monoclonal
antibody that targets IgE, U.S.P. 6,172,213). A Millipore Pelicon Ultrafiltration /
Diafiltration system was assembled with a 5.7-sqft, 10,000-dalton regenerated
cellulose composite membrane, The system congisted of a membrene holder, 2
Waukeskaw Model 6 rotary lobe feed pumnp, %" 316L stainless steel recirculation
piping, and a recirculation vessel. Pressure indicators / transmitters (Anderson) were
located st the inlet (FEED), outlet (RETENTATE) and permeate (FILTRATE) of
the membrane holder. Flow meters (Yokogawa ADMAG) were located at the inlet
(FEED) and permeate (FILTRATE) of the membrene holder. A back-pressure
regulating vatve (Mikroseal) was located at the outlet of the membrane holder to
control the retentate pressure and effect the transmembrane pressure (TMP). A 40-
liter 316L stainless steel jacketed tank was used for the recirculation vessel. This
tank was fitted with a level indicator, top-mounted agitator (Lightnin), vortex
breaker and bottom valve (NovAsoptic). Temperaturo control was achicved through
the use of temperature modulated glycol fed to the jacket of the tank.

During this run, the feed flow rate was sct to a constant rate of 2.85 L/min
(0.5L/min/f?). During all pre-use and post-use operations the retentate pressure
control was set to a constant of 10 psig. During the ultrafiltering and diafiltering
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operations thie system used a C,,; control scheme to control the flux through the
membrane, see for example R. van Reis, et al., Constant C, Ultrafiltration Process
Control, J. of Membrane Science, 130 (1997), 123-140.

Prior to the process, the system storage solution (0.1N NaOH) was flushed in
a eingle pass to drain mode, first with 2L/A purified water (PW) and then 1L/
diafiltmation buffer (50 mM Histidine / pH 6.0). After the flushes, the system was
equilibrated by recirculating 0.5L/A? diafiltration buffer for 10 min. The pH of the
recirculated solution was checked to confirm the equilibration. The level in the tank
was then reduced to a minimum measl.;rablu value to minimize dilution of the
incoming protein pool. The protein pool resulting from a preceding Q-Sepharose
chromatography step was measured to be 3.2 g B25/L and had a volume of 43.1 L.
The protein was in a solution of 25 mM TRIS buffer and about 200 mM NaCl and
pH adjusted to 6.2. To begin the run the protein pool was transferred to the
recirculation vessel. In the vessel the pool was agitated via the top mounted impeller
and the temperature was maintained at ambient (20-25°C).

During the process the pool was concentrated in UF1 mode to 50 g E25/L
(about 2.8L). At the beginning of diafiltration the temperature set point of the
recirculation vessel was increased to 40°C. The increase in temperature and control
was affected by flowing warm glycol through the outer jacket of the tank. The pool
was then diafiltered with 8 diavolumes of diafiltration buffer. The diafiltration was
performed at a constant volume, which was achieved by matching the flow rate of
buffered solution being transferred into the recirculation tank to the flow rate of
filtrate being removed from the system. At the end of the diafiltration, the pool was
further concentrated in UF2 mode. This phase was also performed using an elevated
temparature set point of 40°C. The target for this final concentration was 110 g/L.
This was achieved without the need to reduce the feed flow rate. Next, a low
pressure drop mixing was performed whare the feed pump was controlled to
maintain a 5-10 psig pressure drop across the feed channel. A sample was pulled
from the recirculation tank and a final bulk concentration of approximately 120 g/L
was moasured. Table 1 sumiarizes the throughput and flux results of UF1, DF
(DF1+DF2), and UF2.

25
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Table 1.
Process Phase Normalized Normalized Flax
put (LMH/psig)
/hr)
UF1 13.8 497
DF 13.8 2.92
UF¥2 181.4 1.64

10

15

20

30

FIG. 2 shows the observed or measured process values over time for the feed
flow rate (210), tank temperature (220), fed dP (230), TMP (240), and filtrate flow
rate (250) parameters during the various phases or mode of the process including
UF1 (10), DF (20), U2 (30).

FIG. 3 shows the observed or measured process values over time for the E25
concentration (310), flux (320), and TMP (240),

FiG.hhowatheobmedormusmadpmemvﬂwoverthneforptum
drop versus protein concentration observed for UF1 (410) and UF2 (420) at 37 °C.

‘The protein pool was recovered by a series of stops. First the pool in the
recircnlation tank was pumped from thé tank through a Millipac 200, 0.22 microns
sterilizing grade filter using the rotary lobe feed pamp. Next the protein solution
was displaced from the piping and membrane unit with a 5 paig nitrogen grs blow
down applied to the highest point on the retemtate line. The final phase was a blow
down of the tank and feed line, also using the 5 psig nitrogen gas.

‘The product recovery was believed to be improved compared to Example 1
when conducted at ambient temperature becauso the elevated temperature used in
one or more of the ultrafiltering, diafiltering, or recovery steps reduced viscous
effects. For example, whon the temperature control was turned off during product
recovery, the system slowly cooled during this operation causing difficulties for
recovery from the membrane unit. Altemnatively, the recovery can be performed
first from the membrane holder and then from the recirculation vessel.

To determine the mass of loss during recovery, 1.74 L of DF buffer was
added to the system and recirculated for about S mimites and recovered uging the
same sequence as described above. This volume was then analyzed for protein
concentration with the other pools. Table 2 munmarizes the results.
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Table 2.
Volume (L) | Concentration | Mass (g) Yield or
_{s1) {Loas} (%)

| O-Pool 43.1 3.2 137.9 100

Recovered 0.99 120 118.8 86.1
Pool

Buffer 1.74 9.8 17.1 12.4
Flush

Flltrate 653 0.04 2.6 1.9

10

15

20

25

Post processing, the membrane was regenerated using 0.1N NaOH, 1L/#
single pass flush folluwed by 0.SLA? total recirculation for 30 min. This was
followed by 1L/R* PW (pure water) flush. This was followed by a total recirculation
of 300 ppm Minncare™ solution for 30 min. Tho system was again flushed with
1L/f* PW and finally recirculated for 15 min with 0.1N NaOH and stored. The
recovered pool was diluted to 80 g E25/L and conditioned into the final formulation
of 50 mM histidinc / 150 mM trehalose / 0.02% polysorbate 20 /pH 6.0. Product
quality was assessed by size exclusion chromatography (SEC) for both the incoming
Q-Pool and final recovered bulk. This data is summarized in Table 3,

Table 3.

Pool SEC Resunlts (%

mononier)
Q-Pool 99.8

Finzl Bulk 09.8

a ative 2

High Concentration Formulation of rhaMAb E25 at Ambient Temperature
Bxample 1 was accomplished with the following exceptions. Prior to the process,
the system storage solution (0.1N NaOH) was flushed in a single pass to drain mode
first with 2L/ft? purified water (PW) and then 1L/ disfiltration buffer (20 mM
histidine / pH 6.0). After the flushes the system was equilibrated by recirculating
0.5L/f2 diafiltration buffer for 10 min. The pH of the recirculated solution was
checked to confirm the equilibration. The level in the tank was then reduced to a
minimum measurable value to minimize dilution of the incoming protein pool.

The protein pool remlting from the preceding Q-Sepharose chromatography
step was measured to be 3.3 g E25/L and had a volume of 33.3 L. The protein was

in a solution of 25 mM TRIS buffer and about 200 mM NaCl and pH adjusted to
27
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6.2. To begin the run the protein pool s transferred to the recirculation vessel. \In
the vessel the pool was agitated via the top mounted impeller and the temperature
was maintained at ambient (20-25°C). During the process the pool was concentrated
5 downin UF1 mode to 50 g E25/L (about 2.2 L). The pool wlasﬂlmdil:ﬁltﬂ'edwiﬂl
8 diavolumes of diafiltration buffer. The diafiltration was performed at a constant
volume, which volume was echieved by matching the flow rate of buffered being
transferred into the recirculation tank to the flow rate of filtrate being removed from
the system. The diafiltration was also performed at ambient tempemture. At the end
10  of the diafiltration, the pool was further concentrated in UF2 mode. The target for
this final concentration wes 110 g/L. However, due to a high pressure drop across
the feed channel, this concentration was not achieved. In an attempt to achieve this
concentration the feed flow rate was reduced to 1.4 L/min at a bulk concentration of
about 80 g E25/L because the preasure drop across the feed channel had reached 50
15 psig. UF2 was continued until a high pressure drop of 50 psig again was reached
end the process was stopped. Next, a low pressure drop mixing was attempted
where the feed pump was used to maintain a 5 paig pressure drop across the feed
channel. Again, the viscous nature of the protein solution made it difficult to
achieve since the rotary lobe purnp reached excess pressures, A sample was pulled
20 from the recirculation tank and a final bulk concentration of approximately 104 g/L
was measured, Table 4 summarizes throughput and flux measured during the UF1,
DF (DF1+DF2), and UF2 phases.

: Table 4.

Process Normalized Normalized Flux
Phase Th&:l’ghnut (LMH/psig)

/hr)
UF1 14.5 5.31
DF 9.5 147
UFK2 144.6 0.78

25
FIG. 5 shows the observed or measured process values over time for the feed
flow rate (210), tank temperature (220), fed dP (230), TMP (240), and filtrate flow
rate (250) parameters during the various phases or mode of the process including
UF1 (10), DF (20), UF2 (30).
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FIG. 6 shows the observed or measured proceas values over time for the E25
concentration (310), flux (320), and TMP (240).
FIQ., 7 shows the observed or measured process values over time for pressure
5  drop versus protsin concentration observed for UF1 (410) and UF2 (420) at 24 °C.
The protein pool was recovered in stops. First, the pool in the recirculation
tank was pumped from the tank through a Millipac 200, 0.22 microns sterilizing
grade filter using the rotary lobe feed pump. Next the protein solution was displaced
from the piping and membrane unit with a 5 psig nitrogen gas blow down applied to
10  the highest point on the retentate line. The product recovery from this was very poor
due to the viscous nature of the solution. The final phase was a blow down of the
tank and feed line, also using the 5 psig nitrogen gas.
To determine the mass of loas during recovery, 1.85 L of DF buffer was
added to the system and recirculated for ebout 5 minutes and recovered using the
15  sequence of Example 1. This volume was then analyzed for protein concentration
with the other pools. Table 5 summarizes the results.

Table 5.
Volume (L) Concentration Mass (g) Yield or
wL) {Loss} (%)
Q-Pool 33.3 33 109.9 100
Recover 0.77 104.4 80.4 73.1
ed Pool
Buffer 1.85 14.7 27.2 24.7
Flash
Filtrate 52.2 0.03 1.6 1.5
20 Post process, the membrane was regencrated using 0.1N NaOH, 1L/f* single

pass flush followed by 0.5L/ft? total recirculation for 30 min. This was followed by
1L/t2 PW flush. This was followed by a total recirculation of 300 ppm Minncare®
solution for 30 min. The systom was again flushed with 1L/f* PW and finally
recirculated for 15 min with 0.1N NaOH and stored. The recovered pool was

25  diluted to 80 g E25/L and conditioned into the final formulation of 20 mM histidine
/250 mM sucrose / 0.02% polysorbate 20 /pH 6.0. Product quality was assessed by
size exclusion chromatography (SEC) for both the incoming Q-Pool and final
recovered bulk. This data is summarized in Table 6.
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Table 6.

Pool SEC Results (%
monomer)

| Q-Pool 99.8
Final 99.8

Bulk

Example 3
High Concentration Formulation of rhuMAb E26 with Initial Fed-Batch Mode

Example 1 was repeated with the following exceptions. The concentrate/formula
was thuMAb E26 (a recombinant human monoclonal antibody that targets IgE).
The products from this example were used in toxicology assessment. The Millipore
Pelicon Ultrafiltration/Diafiltration system was assembled with a 11.4-sqft 30,000-
Dalton regenerated cellulose composite membrane. The feed flow rate was set to a
constant rate of 5.0L/min (0.44L/min/R?)., During the ultrafiltration and diafiltration
operations the retentate pressure was maintained between about 6-8 psig. The
protein pool resulting from the preceding Q-Sepharose chromatography step was
measured to be 6.7 g E26/L and had a volume of 59.3 L.

Becauge the incoming pool was larger then the recirculation vessel, the UF1
process began in fed-batch mode. In this mode, Q-Pool was added to the
recirculation vessel at approximately the same rate as filtrate passes through the TFF
membrane to drain. After the remaining Q-Pool had transferred to the recirculation
vessel, the UF1 process continued in batch mode. During the UF1 the pool wes
concentrated to 50 g B26/1, (about 7.9 L). At the beginning of diafiltration the
temperature set point of the recircnlation veasel was increased to 40°C. The increase
in temperature and control was affected by flowing warm glycol through the outer
jacket of the tank, The pool was then diafiltered with 8 diavolumes of diafiltration
buffer. The diafiltration was performed at a constant volume which was achieved by
matching the flow rate of buffered being transferred into the recirculation tank to the
flow rate of filtrate being removed from the system. At the end of the diafiltration,
the pool was further concentrated in UF2 mode to a final concentration of 109 g
E26/L (3.6L). This phase was also performed using an elevated tenparature set
point of 40°C, Next a low pressure drop mixing was performed where the feed
pump was controlled to maintain a 5-10 psig pressure drop across the feed channel.
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Table 7 summarizes the throughput and flux results of UF1, DF (DF1+DF2), and
UF2.

Table 7,
Process Normalized Normalized Flux
Phase throughput (LMH/psig)
(ﬁm‘?f:r)
UF1 26.1 3.71
DF 19.2 2.34
UF2 1742 1.80

FIG. 8 shows the observed or measured process values over time for the feed
flow rate (210), tank temperature (220), fed dP (230), TMP (240), and filtrate flow
rate (250).

FIG. 9 shows the obaserved or measured process values over time for the E26
concentration (910), flux (920), end TMP (940).

FIG. 10 shows the observed or measured process values over time for
pressure drop versus protein concentration observed for UF1 (1010) and UF2
(1020). .

Just prior to product recovery, a 10 mL sample was analyzed for detection
and a titer of bioburden. A typical reject limit is 1,000 Colony Forming Units
(CFU) per mL. The results of this test were 1.8 CFU/mL, a suitable value at this
step and well below the reject limit. To determine the mass of loss during recovery,
908.1 mL of DF buffer was added to the system and recirculated for about 5 minutes
and recovered using the same sequence described above. This volume was then
analyzed for protein concentration with the other pools. Table 8 summarizes the
rosuts,

Table 8.
Volame (I) | Concentration | Mass (g) Yield or
@L) {Loss} (%)

Q-Pool 59.3 6.7 397.3 100
Recavered 341 109.1 372.0 93.6
FPool .

Buffer 0.908 204 18.5 47
Flush

Flltrate 120 n/d n/d n/d
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The recovered pool was diluted to 80 g E26/L. and conditioned into the final
formulation of 50 mM histidine / 150 mm trehalose / 0.02% polysorbate 20 /pH 6.0.
Product quality was assessed by size exclugion chromatography (SEC) for the
incoming Q-Pool], the retentate pool after UF1, the retentate pool after DF, and final
recovered bulk. This data is summarized in Table 9.

Table 9.
Pool SEC Resulty
(% monomer)
Q-Pool 99.8
End of 99.8
UF1
End of 99.8
DF
Final 99.8
Bulk
Example 4

High Concentration Formulation of rhuMAb K26 for Toxicology Evaluation—
Comparison of 10kD and 30kD Example 3 was repeated with the following
exceptions. Two pilot scale UF systems were used to concentrate/formulate
thuMAb E26. Two Millipore Pelicon Ultrafiltration / Diafiltration systems were
assembled with a 11.4-sqft, regenerated cellulose composite membrane, one with
10,000-Dalton pore size and the other a 30,000-Dalton pore size. The retentate
pressures were maintained at about 6-9 paig.

10 XD Proceas

The protein pool resulting from the preceding Q-Sepharose chromatography
step was measured to be 5.85 g E26/L and had a volume of 62.4 L. During the UF1,
the pool was concentrated to 50 g B26/L (about 7.3 L). At the end of the
diafiltration, the pool was further concentrated in UF2 mode to a final concentration
of 107.5 g E26/L (3.4L). Table 10 summarizes the thronghput and flux results of
UF1, DF, and UF2.
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Table 10.

Process Normallzed Nermalized Flux
Phase | throughput (g/ft’/hr) (LMH/psig)
UF1 21.8 3.6
DF 15.9 2.6
UF2 1374 1.93

To determine the mass of loss during recovery, 987 mL of DF buffer was
5 added to the system and recirculated for about 5 minutes and recovered using the
samo sequence described above. This volume was then analyzed for protsin
concentretion with the other pools. Table 11 summarizes the resuits.

Table 11,
Volume (L) | Concentration | Mass (g) Yield or
_(eL) {Loss} (%)

Q-Pool 62.4 5.85 3654 100
Recovered 3.38 107.5 361.7 089
Pool

Buffer 0.987 19.9 19.6 54
Flush

Filtrate 125 " nld n/d n/d

10
FIG. 11 shows the observed or measured process values over time for the
feed flow mate (210), tank temperature (220), fed dP (230), TMP (240), and filtrate
flow rate (250) over the various phases or mode of the process including UF1 (10),
DF (20), UF2 (30), and low dP (40), for the 10 kD process.

15 FIG. 12 shows the observed or measured process values over time for the
B26 concentration (1210), flux (1220), and TMP (1240) over the various phases or
mode of the process including UF1 (10), DF (20), UF2 (30), and low dP (40), for the
10 kD process.

FIG. 13 ahows the observed or measured process values over time for

20 pressure drop versus protein concentration observed for UF1 (1310) and UF2 (1320)

for the 10 kD process.

30 kD) Process _
The protein poo) resulting from the preceding Q-Sepharose chromatography
25  gtep was measured to be 5.85 g E26/L and had a volume of 64.5 L. During the UF1

the injtial pool was concentrated to 50 g E26/L (about 7.5L). At the end of the
33
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diafiltration, the pool was further concentrated in UF2 mode to a final concentration
of 117.5 g B26/L (3.2 L). Table 12 summarizes the throughput and flux results of

UF1, DF, and UF2.
5
Table 12.
Process Normalized Normalized Flux
Phase throughput (LMH/psig)
/hr)
UF1 25.5 4.01
DF 17.6 2.39
UF2 180.5 1.57

To determine the mass of loss during recovery, 918 mL of DF buffer was
added to the system and recirculated for about 5 minutes and recovered using the
10 same sequence described above. The recovered pool was diluted to 80 g E26/L. and
conditioned into the final formulation of 50 mM histidine / 150 mM trehalose /
0.02% polysorbate 20 /pH 6.0. Table 13 summarizes the results.

Table 13.
Volume (L) | Concentration | Masa (g) { Yield or
(/L) {Loss} (%)

Q-Pool 64.5 5.85 377.3 100

Recovered 320 117.5 376.0 99.6
Pool

Buffer 0.918 22.7 20.8 5.5
Flush

Filtrate 125 n/d n/d n/d

15
FIG. 14 shows the observed or measured process values over time for the
feed flow rate (210), tank temperature (220), fed dP (230), TMP (240), and filtrate
flow rate (250) over the various phases or mode of the process including UF1 (10),
DF (20), UF2 (30), and low dP (40), for the 30 kD process.

20 FIG. 15 shows the observed or measured process values over time for the
E26 concentration (1510), flux (1520), and TMP (1540) over the various phases or
mode of the process including UF1 (10), DF (20), UF2 (30), and low dP (40), for the
30 kD process.
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FIG. 16 shows the observed or measured procesa values over time for
pressure drop versus protein concentration observed for UF1 (1610) and UF2 (1620)
for the 30 kD process.

Example 5
Liquid rhuMAb E25 Scale Up Example 1 was repeated with the following
exceptions.
A production acale UF system was used to concentrate/formulate a liquid huMAb
E25 (a recombinent humsn monoclonal antibody that targets IgE). The product can
be used in therapeutic application and human bio-equivalency trials, The Millipore
Pelicon Ultrafiltration / Diafiltration systems were assembled with a 226-sqft
regenerated cellulose composite membrane, with a pore size of 30,000-Dalton, Each
gystem consisted of 2 membrane holder, a Viking 838 rotary lobe feed pump, 14"
316L stainless steel recirculation piping, and a 250-L recirculation vessel.

One 250-liter 316L stainless steel jacketed tank was used for the
recirculation vessel. Temperature control to this tank was achieved with a
temperaturo modulated giycol fed to the tank’s jacket. The temperature of the glycol
fed to the tank jacket was raised or lowered using either steam-fed heat exchanger or
cold glycol supply respectively.

For this run, the feed flow rate was set to a constant rate of 114 L/min
(0.SL/min/f). The diafiltration buffer (20 mM histidine /200 mM arginine chloride/
PH 6.0) was prepared in a separate tank. The temperature of this buffer was set to
45 °C prior to the process. This enabled accurate temperature control throughout the
process,

Prior to processing, the system storage solution (0.1N NaOH) was flushed in
a single pass to drain mode first with 1L/R? water for injection (W) and then 1L/f?
diafiltration buffer. After the flushes, the system was squilibrated by recirculating
0.5L/f? diefiltration buffer for 10 min. The pH of the recirculated solution was
checked to confirm the equilibration.

‘The protein pool resulting from the preceding Q-Sepharose chromatography
step was measured to be 5.2562 g E25/L, and had a volume of 1,141 L. The protein
was in a golution of 25 mM TRIS buffer and about 200 mM NaCl and the pH was
edjusted to 6.2. Just prior to the run, the tamperature set point of this pool was set to

45 °C. To begin the run the protein pool was transferred to the recirculation vessel,
as
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through a 0.22 microns sterilizing grade filter to a level of abont 200 L in the tank.
In the vessel the pool was agitated via & fop mounted impeller and the temperature
was maintained at about (40-50 °C). Because the incoming pool was larger then the
recirculation veasel, the UF1 process began in fed-batch mode. In this mode, Q-
Pool was added to the recirculation vessel at approximately the same rate as filtrate
passes through the TFF membrane to drain. After the remaining Q-Pool was
transferred to the recirculation vessel, the UF2 process was continued in batch mode.
During the UF1 mode the pool was concentrated to about 30 g B25/L (about 200 L).
The pool was then diafiltered with about 8 disvolumes of diafiltration buffer.
During diafiltration the temperatore was maintained between 40° and 50°C. The
diafiltration was performed at a constant volume, which was echieved by matching
the flow rate of buffer being transferred into the recirculation tank to the flow rate of
filtrate being removed from the system. At the end of the diafiltration, the pool was
further concentrated in UF2 mode to a final concentration set point of >170 g E25/L
(35 L). This UF2 mode phase was also performed at an elevated temperature set
point of 45°C+/-5°C, Next, a low pressure drop mixing was performed where the
feed pump was controlled to maintain a 5-10 psig pressure drop across the feed
channel. A sample was pulled and a spec scan was performed to confirm the
conceatration prior to recovery. The concentration of this sample was 219 g E25/L.
Table 14 summarizes throughput and flux measured doring the UF1, DF
(DF1+DF2), and UF2 phases.

Table 14.
Process Normalized Normalized Flux
Phase throughput (LMH/psig)
/hr)
UF1 43.8 3.34
DF 25.9 2.46
UF2 78.9 0.66

Just prior to product recavery, a 30 mL. sample was pulled and submitted for
detection and titer of bioburden. The result wag <0.13 CFU/mL. The protein pool
was recovered by a sexies of sieps.  First, the product was displaced from the
membrane in a single pass mode uging 5 L of DF buffer added to the retentate line,
The product was filtered into a recovery tank through a 7.4 ft2, 0.22 microns
sterilizing-grade guard filter followed by a2 fi2, 0.22 microns sterilizing-grade final
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filter. The pool in the recirculation tank was then pumped from the tank using
rotary lobe feed pump. Next the residual protein solution was displaced tank
and feed line with a 5 psig nitrogen gas blow down. The final phase was a blow
down of the membrane unit, which now contained mostly DF buffer from the initial
product displacement. This phase also used the 5 psig nitrogen gas applied to the
highest point on the retentate line. The recovered pool was diluted first to about 153
g E25/L using DF buffer. Finally, the pool was conditioned into the final
formulation of 20 mM histidine / 200 mM arginine-HCI / 0.04% polysorbate 20 /pH
6.0. The volumes of the recovered pool, diluted pool, and conditioned pool (Q-pool)
were then each analyzed for protein concentration. Table 15 summarizes the results.

Table 15.
Volume | Concentration | Mass (g) Yield or
(L) (&/L) {Loss} (%)

Q-Pool 1,14] 5.2562 5,997.3 100

Recovered 35.0 170.0 5,950.0 99.2
Pool

Diluted 39.0 147.0 5,726 95.5
Pool

FIG. 17 shown feed flow rate (210), tank temperature (220), fed dP (230),
TMP (240), and filtrate flow rate (250) paremeters during the various phases or
mode of the process including UF1 (10), DF1 (20), DF2 (25), UF2 (30), and low dP
(50).

Example 6
Liquid rhuMAb E25 Preparation Example 5 was repeated with following
exceptions. A production scale UF system was used to concentrate/formulate liquid
rthuMAb E25 (E25, a recombinant human monoclonal antibody that targets IgB).
The Millipore Pelicon Ultrafiltration / Diafiltration systems were assembled with a
226-sqft regenerated cellulose composite membrane, with a pore size of 30,000~
dalton. Each system consisted of a membrane holder, a Viking S38 rotary lobe foed
pump, 134" 316L stainless steel recirculation piping, and a 250-L recirculation
vessel. One 250-liter 316L stainloss stoc] jacketed tank was vaed forthe
recirculation vessel. The feed flow rate was set to a constant rate of 114 L/min (0.5

L/min/ft?). During all pre-use and post-use operations the retentate pressure control
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was set to a constant of 10 paig. During the ulirafiltration and diafiliration
opersations the system used the Ceun control scheme to control the flux through the
membrane. The diafiltration buffer (20 mM Histidine /200 mM arginine chloride/
PH 6.0) was prepared in a separate tank. The temperature of this buffer was set to
45 °C prior to the process. This enabled accurate temperature control through the
entire process. The protein pool resulting from the preceding Q-Sepharose
chromatography step was measured to be 5.5438 g E25/L and had a volume of 1,082
L. The protein was in a solution of 25 mM TRIS buffer and about 200 mM NaCl
and pH adjusted to 6.2, Just prior to the run, the temperature set-point of this pool
was set to 45°C. To begin the run the protein pool was trangferred to the
recirculation vessel, through a 0.22 microns sterilizing grade filter to a level of about
200 L in the tank. In the vessel the pool was agitated via the top mounted impeller
and ths temperature was maintained at ambient (40-50°C). Becange the incoming
pool was larger then the recirculation vessel, the UF1 process began in fed-batch
mode. In thiz mode, Q-Pool was added to the recirculetion vessel at approximately
the same rate ag filtrate passes thought the TFF membrene to drain. Afier the
remaining Q-Pool had transferred to the recirculation vessel, the UF1 process
continued in batch mode, During the UF] the pool was concentrated to about 30 g
BE25/L (about 200 L). ‘The pool was then diafiltered with 8 diavolomes of
diafiltration buffer. During diafiltration the temperafure was maintained between 40
end 50 °C. The diafiltration was performed at a constant volume, which was
achieved by matching the flow rate of buffered being transferred into the
recirculation tank to the flow rate of filtrate being removed from the system. At the
end of the diafiltration, the pool was further concentrated in UF2 mode to a final
concentration set-point of greater than 170 g E25/L (35 L). This phase was also
performed at an elevated tediperature set point of 45 °C+/-5 °C. Next, a low
pressure drop mixing was performed where the feed pump was controlled to
maintain a 5-10 psig pressure drop across the feed chanmel. A sample was pulled
and a spec scan was performed to confirm the concentration prior to recovery. The
concentration of this sample was 191 g E25/L and the pool volume was 31.9L. A

graph of the process parameters over time were comparable to those observed and
summarized for the above FIG. . 17.
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Table 14,
Process Phase Normalized Normalized Flax
throughput (L.MH/psig)
/hr)
UF1 45.1 3.21
DF 259 2.51
UF2 121.4 0.79

10

15

20

Just prior to product recovery, a 30 mL sample was pulled and analyzed fora
titer of bioburden. The resuits of this test were below the detection limit (< 0.13
CFU/mL).
The protein poul was recovered by a series of steps. First the product was displaced
from the membrane in a single pass mode using 5 L of DF butfer added to the
retentate line. The product was filtered into a recovery tank through a 7.4 #2, 0.22
microns sterilizing-grade guard filter followed by a 2 fi%, 0.22 microns sterilizing-
grade final filter. The pool in the recirculation tank was then pumped from the tank
using the rotary lobe feed pump. Next, the residual protein solution was displaced
from tank and feed line with a 5 psig nitrogen gas blow down. The final phase was a
blow down of the membrane unit, which contained mostly DF buffer from the initial
product displacement. This phase also used 5 psig nitrogen gas applied to the
highest point on the retentate line. The recovered pool was diluted first to about 153
g E25/L using DF buffer. Finally the pool was conditioned into the final
formulation of 20 mM histidine / 200 mM arginine-HCI / 0.04% polysorbate 20 /pH
6.0. The volumes of the recovered pool, diluted pool, and conditioned pool were
then analyzed for protein concentration. Table 15 summarizes the results. Post
process, the membrane was regenorated as described above,

Table 15.
Volume | Concentration | Mass (g) Yield or
@) (/L) {Loss} (%)
Q-Pool 1,082 5.5438 5,998.4 100
Recovered | 3495 167.08 5,839.8 97.4
- | Pool
Diluted 382 152,14 5,810.3 06.7
Pool
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Example 7
Effect of Elevated Temperature on Product Quality E25 samples at 30 g/L and

150 g/L in histidine end Q buffers were kept a various temperatures for 24 hours.
Samples were taken for turbidity measurements and SEC assays. The results of
turbidity versus temperature for E25 at 30 g/L in Q buffer are shown in FIG, 18.
FIG. 19 shows the amount of soluble aggregate of E25 (150 g/L in 50mM histidine
buffer, pH 6.0) observed over time and at temperatures of 23°C, 40°C, 50°C, 60°C
end 70°C. The four time intervals (time of 0 hours, 4 hours, 7.5 hours, apd 24
hours) for each of these temperatures is shown as the cluster of four bars from left to
right as 1810 and 1910, in FIGS. 18 and 19. The solution turbidity was essentially
unchanged after 24 hours at 60°C. No significant soluble aggregate of B25 was
observed below 70°C suggesting the product samples were substantially stable up to
at least 60°C and at least 24 hours.

Example 8
Effect of Elevated Temperature on Bloburden E25 samples at 30 g/L in both

arginine and histidine buffers were inoculated with 10 colony forming units per mL -
for two challenge organisms: a Grem positive strain (Stapkylococcus aureus); and
one Gram negative strein (Pseudomonas chiororaphis). Samples were taken after

1.5 hours and 6 howrs. The results shown in the bar charts of FIGS. 20 and 21
indicate that these challenge organisms both decreased with increasing temperature.
The three tempersture intervals (temp of 25°C, 40°C, and 50°C hours) for cach
observed time interval is shown as the cluster of three bars from left to right as 2010
and 2110, in FIGS. 20 and 21. The inoculations shown were conducted in arginine
buffer with protein concentrations of 30 g/L.

Example 9
Effect of Elevated Tempersture on Process Flux E25 samples at 10 g/L in 0.2M

arginine, 25 mM histidine, pH 6.0 buffer were evaluated for their influence on flux
versus transmembrane pressure (TMP). FIG. 22 shows that raising the system
temperafure also increased the process flux during the UF/DF operations. Flux
excursions st various bulk concentrations and thres different temperatures of 23 °C
(2210), 40 °C (2220), and 46 °C'(2230) were performed. The mass tranafer
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coefficient and filtrate flux increased by about 2 to about 3 fold providing
considerably reduced process times.

Ex le 10
High Concentration Formulation of rhuMAB anti-CD20 ("2H7") A pilot scale
UF system was used to conéentrate and formulate thuMADb anti-CD20 (2H7; a
recombinant human monoclonal antibody). Example 1 was repeated with the
following exceptions. The Millipore Pelicon Ultrafiltration / Diafiltretion syatems
were assembled with a 17.5-sqft, regenerated cellulose composite membrane, with a
pore size of 30,000-Dalton. The system consisted of 8 membrane holder, a Viking
S1 L rotary lobe feed pump, %" 316 L stainless steel recirculation piping, and a 40-L
recirculation vessel. Backpressure regulating vaives were H.D. Baumann, Inc. The
temperature of the glycol fed the tank jacket was regulated higher or lower as
needed using an electric heat exchanger, a cold glycol supply, or both.

During this run, the feed flow rate was set to a constant rate of 8.5 L/min
(epproximately 0.5L/min/f?). FIG. 23 displays the value trends over time for feed
flow rate (210) scaled from 0 to 20, pH (212) scaled from 2 to 12, filtrate flow rate
(250) scaled from 0 to 5, recycle tank level (2320) scaled from 0 to 45, and retentate
dP (2350) acaled from 0 to !OOdlﬁngthcvﬁomphnummodeofthepmcm
including UF1 (10), DF1 (20), and UF2 (30).

During the ultrafiltration and diat}liml:ion operations the system used
constant retentate pressure followed by a constant feed/retentate delta pressure
control scheme to control the flux through the membrane. The diafiltration buffer
(30 mM sodium acetate / pH 4.9) was prepared in a separate tank. The temperature
of this buffer was set to 45°C prior to the process for accurate temperature control
through the entire process. Prior to processing, the system storage solution (0.1 N
NaOH) was flushed in a single pass to drain mode first with 1 L/ water for
injection (WFT) and then 1 L/ft* dinfiltration buffer. After the flushes the system
was equilibrated by recirculating 0.5 L/At* diafiltration buffer for 10 min. The pH of
the recirculated sotution was checked to confirm the equilibration.

The protein pool resulting from a preceding Q-Sepharose chromatography
step was measured to be 2.31 g 2H7/L and had a volume of 356 L. The protein was
in a solution of 6 mM HEPES free acid / 19 mM HEPES sodium salt and 25 mM

sodium acetate that had been pH adjusted to 5.3 with 0.5 M acetic acid. Just prior to
41
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the nun, the temperature set point of this pool was set to 45°C. To begin tho run the
protein pool was transferred to the recirculation vessel through a 0.22 microns
sterilizing grade filter to a level of about 40 L in the tank. In the vessel the pool was
agitated via the top mounted impeller and the temperature was maintained at 40
50°C.

Because the incoming pool was larger then the recirculation vessel, the UF1
process began in fed-batch mode (see FIG. 23). In this mode, Q-Pool was added to
the recirculation vessel at approximately the same rate at as filtrate passes thought
the TFF membranc 10 drain. After the remaining Q-Pool has transferred to the
recirculation vesscl, the UF1 process continued in batch mode. During the UF1 the
pool was concenlrated to about 50 g 2H7/L (about 16 L). The pool was then
diafiltered with 10 diavolumes of diafiltration buffer. During diafiltration the
temperature wos maintained between 40 and 50°C. The diafiltration was performed
at a constant volume, which was achieved by matching the flow rate of buffered
being transferred into the recirculation tank to the flow rate of filtrate being removed
from the system. At the end of the diafiltration, the pool was further concentrated in
UF2 mode to a final concentration target set point of 190 g 2H7/L (4.3 L). Seein
FIG. 23 the incorporation of constant dP control at 50 psig at the end of this phase.
‘This phase was also performed at an elevated temperature set point of 45°C+/-5°C.
Next, a low pressure drop mixing was performed where the feed pump was
controlled to maintain a 20 psig pressure drop acroas the foed channel. A sample
was pulled and a density measurement was performed to confirm the concentration
prior to recovery. The concentration of this sample was 189 g 2H7/L. Table 16
summarizes the throughput and flux results.

Table 16.

Process th Normalized Normalized Flax
ﬂmm&hput (LMH/psig)

(g/ft “/hr)
UF1 32 48
DF 56 24

UF2 267 1.6
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The protein pool wes recovered by a series of steps.  First the product is
displaced from the membrane in a single pass mode using 0.2 L of DF buffer added
to the retentate line. The product is filtered into a recovery tank through a 0.22
microns sterilizing-grade final filter. The pool in the recirculation tank was then
pumped from the tank using the rotary lobe feed pump. Next, the residual protein
solution is displaced from tank and feed line with a 5 psig nitrogen gas blow down.
The final phase was a biow down of membrane unit, which now contains DF buffer
from the initial product displacement. This phase also used the 5 paig nitrogen gas
applied to the highest point on the retentate line.

If necessary, the recovered pool was diluted first to about 175 g 2H7/L using
dilution buffer (30 mM sodium acetate, pH 5.3). Finally, the poo! is dituted down to
e target concentration of 150 g 2H7/L and conditioned into the final formulation of
30 mM sodium acetate, 7% trehalose, 0.03% polysorbate 20, pH 5, viaa 7 X
conditioning buffer (30 mM sodium acetate, 49% trehalose, 0.21% polysorbate 20,
pH 5.3).

The volumes of the recovered pool, diluted pool, and conditioned pool were then
analyzed for protein concentration. Table 17 presemis the results.

Table 17.
Volume (L) | Concentration Mass (g) Yield or
(L) {Loss} (%)
Q-Pool 355.81 2.31 82192 100.0
Recovered 464 180.02 8353 101.6
Pool
Final Pool 4.871 149.40 727.7 88.5

Note: Yields include loss due to sampling. Recovered pool volume and
concentration include addition of buffer displacement.

Post process, the membrane was regenerated using 0.1 N NaOH, 1L/f2
single pass flush followed by 0.5 L/f? total recirculation for 30 min, This was

followed by 1 L/ft* PW flush. This was followed by a total recirculation of 0.5 L/ft?
1.4% Minncare solution for 30 min. The system wes again flushed with 1 L/t* PW

and finally recirculated for 15 min with 0.1 N NaOH and stored.

E le 11
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High Concentration Formulation of rhuMAbDb anti-CD20 A pilot scale UF
gystem was used to concentrate and formulate thuMAb anti-CD20 (2H7) for nse in a
human phase I clinical study in a GMP manufactaring facility,. Example 10 was
repeated with the following exceptions.

‘The protein pool resulting from a preceding Q-Sepharose chromatography
step was measured to be 3.729 g 2H7/L and had & volume of 262 L. The protein
was in a solution of 6 mM HEPES free acid / 19 mM HEPES godium salt and 25
mM sodium acetate that had been pH adjusted to 5.3 with 0.5 M acetic acid. Just
prior to the run, the temperature set point of this pool was set to 45°C. To begin the
run the protein pool was transferred to the recirculation vessel through & 0.22
microus sterilizing grade filter to & level of about 40 L in the tank. In the vessel the
pool was agitated via the top mounted impeller and the temperature was maintained
at 40-50°C. )

During the UF1 the pool was concentrated to about 50 g 2H7/L (about 20 L).
FIG. 24 displays the value trends over time for recycle tank level (210) scaled from -
0.713963 to 295.989, retentats dP (2420) scaled from -0.237899 to 98.6629, feed
flow rate (250) acaled from -0.356981 to 147.994, and filtrate flow rate (2450)
scaled from -0.118994 to 49.3315 during the process. The pool was then djafiltered
with 10 diavolumes of diafiltration buffer. During diafiltration the temperature was
mainteined between 40 and 50°C. The diafiltration was performed at a constant
volume, which was achieved by matching the flow rate of buffer being transferred
into the recirculation tenk to the flow rate of filtrate being removed from the system.
At the end of the diafiltration, the pool was further concentrated in UF2 modeto s
final concentration target set point of 190 g 2H7/L (5.25 L). Note in FIG. 24 the
incorporation of conatant dP to 40 psig control at the and of this phase. This phase
was also performed at an elevated temperature set point of 45°C +/-5°C. Next, a low
pressure drop mixing was performed where the feed pump is controlled to maintain
2 20 paig pressure drop across the feed channel. A sample was pulled and a density
measurement was performed to confirm the concentration prior to recovery, The
concentration of this sample was 194 g 2H7/L. Table 18 summarizes the throughput
and flux results.
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Table 18,
Process Phase Normalized Normalized

throughput Finx
(x(ﬁ?f:r) (LM?‘H;P'JQ_

UF1 51
DR 46 22

UR2 286 1.6

Just prior to product recovery, a 30 mL sample was pulled and submitted for
detection and titer of bioburden, The results were nogative (i.e., <0.13 CFU/mL).
‘The protein pool was recovered by the series of steps of Example 10. The.volumes
of the recovered pool, diluted pool, and conditioned pool were then analyzed for
protein concentration. Table 19 presents the resulis. The membrane was
regencrated as in Example 10,

Table 19.
Volame (L) | Concentration Mass (g) Yield or
_ (&) {Loss} (%)
| Q-Pool 262 .72 977 100
Recovered 5.0 174.0 863.0 88.3
Pool
Dilnted 5.421 149.6 811.0 83.0
Poal
mple 12

High Concentration Formulation of rhuMAb antl-CD20 GMP  Example 11
was repeated with the following exceptions. The protein pool resulting from a
preceding Q-Sepharose chromatography step was measured to be 5.106 g 2H7/L and
had a volume of 196 L. The protein wes in & solution of 6 mM HEPES free acid /
19 mM HEPES sodium salt and 25 mM sodium acetate that had been pH adjusted to
5.3 with 0.5 M acetic acid. Just prior to the run, the temperature setpoint of this pool
was set to 45°C. To begin the run the protein pool was transferred to the
recirculation vessel through a 0.22 microns sterilizing grade filter to a level of about
40 L in the tank. In the vessel the pool was agitated via the top mounted impeller
and the temperature was maintained at 40-50°C.

During the UF1 the pool was concentrated to about 50 g 2H7/L (about 20 L).

FIG. 25 displays the valuetrends over time for recycle tank level (210) scaled from
45
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0 to 300, retentate dP (2520) scaled from 0 to 100, feed flow rate (250) scaled from
0 to 150, and filtrate flow rate (2550) scaled from 0 - 50 during the process. The
pool was diafiltered with 10 diavolumes (10 X) of diafiltration buffer. During
diafiltration the temperature was maintained between 40 and 50°C. The disfiltration
was performed at a constant volume that was achieved by matching the flow rate of
buffer being transferred into the recirculation tank to the flow rate of filtrate being
removed from the system. Af the end of the diafiltration, the pool was further
concentrated in UF2 mode o 2 final concentration target setpoint of 190 g 2H7/L
(5.26 L) agnin wiilizing constant dP control at the very end of this phase (see FIG.
25). This phase was also performed at an elevated temperature set point of 45°C+/-
5°C. Next, a low pressure drop mixing was performed where the feed pump is
controlled to maintein a 20 psig pressure drop across the feed channel. A sample
was pulled and a density measurement was performexd to confirm the concentration
prior to recovery. The concentration of this sample was 191 g 2H7/L. Table 20
summarizes the throughput and flux results,

Table 20.
Process Phase Normalized Normalized
throughput Flux
/hr) | (LMB/psig) |
UF1 67 36
DF 47 2.1
UF2 - 292 1.8

Just prior to product recovery, a 30 mL sample was pulled and submitted for
detection and titer of bioburden. The results were negative (i.e., <0.13 CFU/mL).
The protein pool was recovered by a series of steps as in Example 11. The volumes
of the recovered pool, diluted pool, and conditioned pool were then analyzed for
protein concentration. Table 21 presents the fesuits. The membrane was
rogenerated as in Example 11.
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Table 21.
Volume () | Concentration [ Mass (g) Yield/or
(/L) {Loss} (%)
Q-Pool 196 5.106 1000 100
Recovered 49 187.1 918.0 91.8
Pool
Diluted Pool 6.075 150.9 916.9 91.7
5 All publications, patents, and patent documents are incorporated by

reference herein in their entirety, as though individually incorporated by reference.
The disclosure has been described with reference to various specific and preferred
embodiments and techniques. However, it should be understood that many
variations and modifications can be made while remaining within the spirit and

10 scope of the disclosure.
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THE CLAIMED INVENTION 1S:

1. A process for preparing highly concentrated antibody compositions

a first ultrafiltering of & first antibody preparation to provide a second
antibody preparation;

a diafiltering the second antibody preparation to provide a diafiltered
intermediate antibody preparation; and

a second ultrafiltering of the diafiltered intermediate antibody preparation to
provide a third antibody preparation;

wherein one or more of the first ultrafiltering, second ultrafiltering, and the
diafiltering are accomplished at about 30 °C to about 50°C.

2. The process of claim 1 wherein one or more of the first ulirafiltering, the
second ultrefiltering, and the diafiltering are accomplithed at from about 35 °C to
about 50°C.

3. The process of claim 1 wherein one or more of the first ulirafiltering, the
second ultrafiltering, and the diafiltering are accomplished at from about 45 °C.

4, The process of claini 1 wherein one or more of the first ultrafiltering, the
second ultrafiltering, and the diafiltering are accomplished at 45 °C plus or minus
5°C.

5. The process of claim 1 wherein the first entibody preparation has an
antibody concentration of from about 0.1 to about 10 grams per liter.

6. Tl:eproeusofc:llim 1 whexein the first antibody properation has an
antibody concentration of about 1 to about 5 grams per liter.

7. The process of claim 1 wherein the second antibody preparation has an
antibody concentration of from about 10 to about S0 grams per liter.
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8. The process of claim 1 wherein the second antibody preparation has an
entibody concentration of about 20 to about 40 grams per liter.

9. The process of claim 1 wherein the third antibody preparation has an
antibody concentration of from about 50 to about 250 grams per liter,

10. The process of claim 1 wherein the third antibody preparation has an
antibody concentration of from about 100 to about 230 grams per liter.

11. The process of claim 1 wherein the third antibody preparation has an
antibody concentration of from ahout 170 to about 200 grams per liter.

12. The process of claim 1 wheroin the diafiltered intermediate antibody
preparation and the third antibody preparation comprise the ultra-filter retentate.

13. The process of claim 1 wherein the intermediate antibody preparation
has an antibody concentration of about 25 to about 35 grams per liter and the third
antibody preperation has an antibody concentration of from about 170 to about 200

grama pex liter.

14. The process of claim 1 wherein the antibody preparation comprises anti-
IgE antibodies.

15. The process of claim 1 wherein the process is accomplished in from
sbout 1 to 10 hours.

16. The process of claim 1 wherein the process is accomplished in from
about 2 to § hours. '

17. The process of claim 1 wherein the process is accomplished in about 3
hours.
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18. The process of claim 1 wherein the first and the second ultrafiltering are
accomplished with an ultre-filter membrane having a nominal pore size of about 5 to
about 50 kilo Daltons.

19. The process of claim 1 wherein the first and the second ultrafiltering are
accomplished with an ultra-filter membrane having & nominal pore size of about 10
to about 30 kilo Daltons.

20. The process of claim 1 wherein the first antibody preparation contains an
antibody having an apparent molecular weight of about 100 to about 200 kilo
Daltons.

21. The prooesa of claim 1 wherein the first antibody preparation contains an
antibody having an apparent molecular weight of about 150 kilo Daltons,

22. The process of claim 1 wherein the first ultrafiltering concentrates the
first antibody prepamtion to provide the second antibody preparation baving an
antibody concentration of about 30 grams per liter and the second ulirafiltering
concentrates the intermediate antibody preparation to provide the third antibody
preparation having an antibody concentration of about 170 to about 200 grams per
liter.

23. The process of claim 1 wherein the first ultrafiltering and the second
ultrafiltering are accomplished with the same ultra-filter membrane,

24, The process of claim 1 wherein the first ultrafiltering and the second
ultrafiltering are accomplished with a regenerated cellulose composite ultre-filter
membrane, )

25, The process of clsim 1 whercin tho diafiltering accomplishea a buffer
exchange at constant volume, constant concentration, or both.

26. The process of claim 1 wherein the diafiltering accomplishes a buffer
exchange of from about 5 to about 15 fold volumes.
50
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27. The process of claim 1 wherein the diafiltering accomplishes a buifer
exchange of from about 8 fold volumes.

28. The process of claim 1 wherein the diafiltering exchanges a first buffer
for a second buffer.

29. The process of claim 28 whesein the first buffer comprises a mixture of
aqueous sodium chloride and a TRIS buffer, and the second buffer comprises a
mixture of aqueous histidine chloride and arginine chloride.

30. The process of claim 1 wherein the first uitrafiltering, the second
ultrafiltering, and the diafiltering are accomplished with tangential flow filtration
across an uitra-filter membrane.

31. The process of claim ! wherein the first ultrafiltering, the second
ultrafiltering, and the diefiltering are accomplished with tengential flow filtration
across the same ultra-filter membrane.

32. The process of claim 1 wherein the yield of the third antibody
ptq:mﬁonismthm‘a!mmmweight%buedonﬂuwdgmofmﬁbodiin
the first antibody preparation.

33. The process of claim 32 wherein the yield of the third antibody
preparation is from about 80 to about 100 weight % based on the weight of
antibodies in the first antibody preparation.

34, The process o_fclaim 1 wherein the first ultrafiltering has a recirculation
mate of from about 0.5 L/min/f? to about 5 L/min/ft?,

35. The process of claim 1 wherein the ultrafiltering and diefiltering ave
accomplished at a tranemembrane pressure of from about 10 to about 50 p.s.i.

51



. - {b

WO 2006/031560 PCT/US 1

~
—

36. The process of claim 1 wherein there ia provided an antibody
concentrate with a detectable bio-burden of less than about 100 CFU/mL.

37. A process for concentrating proteins comprising:

a first ultrafiltering of a first protein mixture to provide a second protein
mixture;

a diafiltering of the second protein mixture to provide a diafiltered protein
mixture; and

a second ultrafiltering of the diafiitered protein mixture to provide a third
protein mixture, wherein one or more of the first ultrafiltering, the diafiltering, and
the second ultrafiltering are eccomplished at from about 30 °C to about 50 °C.
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PROCESO PARA LA CONCENTRACION DE ANTICUERPOS Y PRODUCTOS
TERAPEUTICOS DE LOS MISMOS
O A
Antecedentes de I3 Invencién

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

Algunos desafios relacionaq%s con los métodos disponibles de concentracién de
anticuerpos incluyen, por ejemplo, flujos bajos, tiempos de procesos prolongados, éreas
grandes de membranas, pérdidas y rendimiento de recuperacién mecénica, administracion o
intervencién intensiva del operador, tasas bajas de transferencia de masa, ineficiencias de
encrgia, y limites de presion hidrdulica en equipos de concentracién. Estos y otros desaflos
pueden contribuir a un costo total de fabricacién Ialto Yy & costos posteriores alin 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.

wo
Resumen
En términos generales, la presente invencién se relaciona con procesos para

concentrar proteinas, tales como procesos para concentrar una preparacién de anticuerpos,
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formulaciones farmacéuticas que contienen tal preparacién, y su uso en terapia en seres
humanos o animales.

En ciertas realizaciones, la presente invencién 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 invencién provee un proceso para concentrar
proteinas que comprende: una primera ultrefiltracién de una primera preparacién de
anticuerpos para proveer una segunda preparacién de anticuerpos; una diafiltracién de la
segunda preparacidn de anticuerpos para proveer una preparacion de anticuerpos
intermediaria diafiltrada; y una segunda ultrafiltracion de la preparacién de anticuerpos
intermediaria diafiltrada para proveer una tercera preparacién de anticuerpos, en donde una o
més de la primera ultrafiltracién, la segunda ultrafiltracién y la diafiltracion se logran a
temperaturas elevadas, por ejemplo, de aproxima_damente 30 °C a aproximadamente 50 °C.

La presente invencion ta.mbién pro\lr‘ee, en las realizaciones, un proceso para
concentrar proteinas que comprende: una primera ultrafiltracién de una primera mezcla
proteica para proveer una segunda mezcla proteica; una diafiltracién de la segunda mezcla
proteica para proveer una mezcla proteica diafiltrada; y una segunda ultrafiltracién de la
mezcla proteica diafiltrada para proveer una tercera mezcla proteica, en donde una 0 més de
las primera ultrafiltracién, la diaﬁ.l;a.cién y la segunda ultrafiltracién se logran a, por
cjemplo, aproximadamente 45 °C.

La presente invencién provee también, en las realizaciones, una composicién de

anticuerpos altamente concentrada preparada mediante los procesos anteriormente descritos.
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Breve descripcién de los dibujos

FIG. 1 ilustra un aparato para lograr el proceso preparativo, en las realizaciones de la
presente invenci6n.

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

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

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

FIG. 22 ilustra el efecto de la temperatura elevada en el flujo 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
invenci6n.

3 o

Descripclén detallada

Varias realizaciones de la presente invencién se describirin en detalle con referencia a
los dibujos. La referencia a varias realizaciones no limita el alcance de la invencién, que se
limita solamente mediante el alcance de las reivindicaciones adjuntas. Asimismo, cualquier
ejemplo mencionado en esta memoria descrii)tiva no intenta ser limitativo y meramente
ilustra algunas de las muchas posibles realizaciones de la invencién reivindicada.

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

"Ultrafiltrar,” "ultrafiltracién,” "ultrafiltrado,"” "UF" y términos similares se refieren,
por ¢jemplo, a la utilizacién de membranas sintéticas semipermeables, con propiedades

quimicas y fisicas apropiadas, para discriminar entre moléculas en la mezcla, principalmente
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sobre la base del tamafio y forma molecular, y lograr la separacién de diferentes moléculas o
lograr la concentracién de moléculas similares.

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

"Presién transmembrana” o "PTM" se refiere a la presién promedio aplicada del lado
del filtrado de la membrana calculado como PTM [bar] = [(P5 + Pg )/2] - Pr. en donde P, es
la presioén de alimentacion, Py es la presion del retentado, y Pres la presién del filtrado.

"Filtracién de flujo tangencial," "filiracién de flujo cruzado,” "FFT" y términos
similares se refieren al modo de filtracién en el que la solucién 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 mti@ 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. l?es__crito en términos de su estructura, un anticuerpo es una
proteina en forma de Y que consiste de cuatro cadenas de aminoédcidos, dos pesadas y dos
livianas. En un modelo simplificado suficiente para su ejemplificacién, cada anticuerpo tiene
principalmente dos regiones: una regién variable y una regién constante. La region variable,
localizada en los extremos de los brazos de Ia Y, se une ¢ interactia con el antigeno buscado.
Esta regién variable incluye una .regién del determinacién complementaria (RDC) que

reconoce y se une a un sitio de enlace especifico en un antigeno particular. La region
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constante, localizada en la cola de la Y, es reconocida e interactia con el sistema
inmunolégico (Janeway, C., Travers, P., Walport, M., Shlomchik (2001) Immuno Biology,
Sta Ed.,, Garland Publishing, New York). Un antigeno buscado por lo general tiene
numerosos sitios de enlace, también llamados epitopes, reconocidos por las RDCs en
miiltiples anticuerpos. Cada anticuerpo que se enlaza especificamente a diferentes epitopes
tiene una estructura diferente. Por ende, un antigeno puede tener més de un anticuerpo
correspondiente.

El término “aproximadamente” que modifica, por ejemplo, la cantidad de un
ingrediente en las composiciones, concentracién de un activo, volimenes de buffer,
diavolimenes, tamafio 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 invencitn, se refiere a una variacion en la cantidad numérica que ocurre, por ejemplo, a
través de los procedimientos de af-m‘inistracién y medicién tlpicos usados para hacer
concentrados o usar soluciones; ; través de errores inadveﬁidos 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 término
“aproximadamente™ abarca también las cantidades que difieren a causa de la antiglledad de
una composicion con una concentracién .;) mezcla inicial particular. El término
“aproximadamente” abarca también las cantidades que difieren como consecuencia de
mezclar o procesar una composicién con una concentracién o mezcla inicial particular. Ya
sea que estén o no modificadas por el término “sproximadamente™ las reivindicaciones
incluyen equivalentes a las cantidades.

"Consistiendo esencialmente* de” se¢ refiere a un proceso para obtener una

composicién proteica concentrada o composicién de anticuerpos que incluye los pasos e

B
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ingredientes que no afectan materialmente las propiedades bdsicas y novedosas de la
composicion, tales como multiplicidad de pasos o medios buffer. Los ingredientes que
afectan en forma material las propiedades bdsicas de la composicién y el método de la
presente invencién imparten caracteristicas indeseables incluyendo, por ejemplo, biocarga, tal
como la toxicidad o irritabilidad indeseal::les asociadas con los contaminantes.

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

La presente invencién provee, en las realizaciones, los procesos mencionados con
anterioridad y los productos de ant'icuexpos concentrados de los mismos.

En las realizaciones de la presente invencidn, los procesos preparativos y los
productos de los mismos se pueden utilizar para realizar preparaciones de anticuerpos
altamente concentradas y preparaciones similares tales como para purificar y concentrar
proteinas o sustancias similares de fuentes nat'u.rales o sintéticas, y cuyos productos pueden
ser Gtiles para tratar condiciones patolégicas, tales como asma, cdncer, psoriasis, inhibir
angiogénesis y condiciones patolégicas similares.

A continuacién se ejemplifica de manera adicional cémo 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
invencién.

En las realizaciones de la presente invencidn, 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 ultrafiltracién de una primera preparacién de anticuerpos, que tiene una

concentracién de, por ejemplo, aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 gramos por litro
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(g/L), para proveer una segunda preparacién 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 preparacién de anticuerpos resultante para proveer una
preparacién de anticuerpos intermediaria diafiltrada como ¢l retentado, que tiene
aproximadamente la misma concentracidn 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 ultrafiltracién de la preparacién de anticuerpos intermediaria diafiltrada
para proveer una tercera preparacién de anticuerpos como el retentado, que tiene una
concentracién de anticuerpos mayor de, por ejemplo, aproximadamente 15¢ a
aproximadamente 200 gramos por litro.

Los procesos preparativos de la invencién pueden comprender, ademss, un paso o
mds pasos opcional(es) de recuperacién de producto, por ejemplo, y segin se¢ ilustra y revela
en la presente. "

En la realizaciones del proceso anteriormente descrito de la invencién, una o més de
las primera ultrafiltracién, la diafiltracién 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 éjemplo. 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 més o menos 5 °C. Dependiendo del tipo de preparacién de anticuerpos, pama los procesos
logrados a temperaturas mayores deaproximadamente 70 °C, la preparacién puede mostrar

signos de deterioro, tales como desnaturalizacién, aglomeracién y fenémenos similares. Para
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los procesos logrados a temi:emturas 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. preparacién de anticuerpos puede tener una
concentracién 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
comin tipicamente disponible de otros métodos o pasos de purificacién de anticuerpos o
proteinas preliminares, tales como centrifugacién, filtracién, cromatografia, y procedimientos
similares. La segunda preparacionr:de anticuerpos resultante obtenible de la primera
ultrafiltracién puede tener una concentracidn 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 preparacién de anticuerpos intermediaria
puede depender de, por ejemplo, un equii;bﬁo 'de factores, tales como volumen de muestra y
flujo de muestra obtenible con un buffer particular que contiene la segunda preparacion de
anticuerpos. La preparacion de anticuerpos intermediaria puede tener una concentracion de
anticuerpos de, por ejemplo, aproximadamente 25 a aproximadamente 35 gramos por litro y
la tercera preparacion de anticuerpos puede tener una concentracién de anticuerpos de, por
cjemplo, aproximadamente 170. .a ;;mxlmadnmente 200 gramos por litro. La tercera
preparacién de anticuerpos, en las realizaciones, puede tener una concentracién 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 aproximada.mente 206 gramos por litro, tal como 185 gramos por

litro.

X
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Serd aparente para una pe;rsona versada en el arte, al comprender la presente
invencién, que la preparacién de anticuerpos intermediaria y la tercera preparacién de
anticuerpos comprenden el mismo retentado uitrafiltrado salvo por, por ejemplo, las
diferencias en la concentracién 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 llegama a existir, existe un
cambio minimo en la composicién, tal como degradacion, de la protefna o anticuerpo
buscado, en las realizaciones de la presente invencién.

Los métodos de concentracién de ultrafiltracién convencional pueden tener
generalmente tiempos més 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 voliimenes considerablemente inferiores, o ambos.

En las realizaciones, el proceso de concentracién proteica de la invencién se puede
lograr, por ejemplo, en aproximadamente 1 a 10 horas, preferentemente en aproximadamente
2 a 5 horus, y més preferentemente en aproximadamente 3 horas. Las preferencias favorecen
los rendimientos de flujos m4s altos y dreas de membranas més pequeiias.

En las realizaciones, la primera ultrafiltracién se puede lograr, por ejemplo, en
aproximadamente 35 % del tiempo total de proceso. En consecuencia, por ejemplo, en un
proceso de concentracién y purificacién de la invencién con aproximadamente 3 horas de
tiempo total de proceso, la primera' ulu;ﬁluacién se puede lograr en aproximadamente 45
minutos. En las realizaciones, la segunda ultrafiltracién se puede lograr, por ejemplo, en
aproximadamente 15 % del tiempo total de proceso. Por ende, por ejemplo, en un proceso de
la invencién de aproximadamente 3 horas de tiempo total de proceso, la segunda
ultrafiltracién se puede lograr en aproz‘:imndnmente 15 minutos. La diafiltracién se puede

lograr, por ejemplo, en aproximadamente 50 % del tiempo total del proceso. En
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consecuencia, por ejemplo, en un proceso de la invencién con aproximadamente 3 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 ultrafiliracién se pueden
lograr, por cjemplo, con una membrana ultra filtro que tiene un tamafio de poro nominal o
limite de peso molecular, de aproximad;mente 5 a aproximadamente 50 kilo Daltons. Otro
tamafio de poro nominal adecuado es, por ecjemplo, 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 preparacién 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 otras realizaciones, la
primera preparacién 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 °anticu:e-rpos antilgE o IgE, véase por ejemplo, la
patente estadounidense No. 6.172.213 asignada a Genentech, Inc.

Otros anticuerpos adecuados para uso en la presente invencion incluyen anticuerpos
para el tratamiento de cdncer, véase generalmente, por ejemplo: PCT/US02/19592;
PCT/US01/20118; PCT/US01/25464; PCT/US01/26626; PCT/US02/28859;
PCT/US02/41798,; PCTIUSOZIIZZOG'; PCT/US03/11148;  PCT/US02/12619; vy
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. Véase, por ejemplo, la patente U.S. No. 6.582.959

(VEGF) y la solicitud de patente U.S. No. 200270122797 Al (VEGF humano).

10
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En las realizaciones, los anticuerpos incluidos dentro del alcance de la invencién
incluyen anticuerpos recombinantes e hibridos (por ejemplo, anticuerpos "humanizados” y
“humanos”) independientemente de las especies de origen o clase de inmunoglobulina o
designacién de subclase, asi como también fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, Fab,
F(abY, y F,). Véase la patente U.S. No. 4.816.567; Mage y Lamoyi, en Monoclonal
Antibody Production T echniques. am; Applications, 79-97, Marcel Dekker, Inc., New York,
(1987).

Los anticuerpos monoclonales también se pueden utilizar y se pueden aislar de
librerfas 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., 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 homdloga 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 bioldgica desecada (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 vari;ble, denvadas 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 dit:igidos a diferentes determinantes (epitopes) cada

anticuerpo monoclonal esti dirigido a un determinante simple en el antigeno. Ademais de su
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especificidad, los anticuerpos mor-nocl.onales son ventajosos al poder sintetizarse sin
contaminarse mediante otros anticuerpos. Por esta razén, el modificador "monoclonal” indica
¢l caréicter del anticuerpo como obtenido a partir de tal poblacién sustancialmente homogénea
de anticuerpos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacién son
idénticos salvo por posibles mutaciones que ocurren naturalmente, que pueden estar presentes
en cantidades menores, y no debe construirse como requiriendo produccién 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 produccién 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 varias especies, incluyendo ratones (murino),
hémsters, 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 l:.-: :'egiones codificadas de ADN de mds de un tipo de
especie. Por ejemplo, un anticuerpo quimérico puede derivar de la regién variable de un
ratén 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 regién constante

completamente humana. No obstante, contrariamente a un anticuerpo quimérico, la regién
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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 soﬂ utiles para los diagndsticos y las terapies 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, llamada anticuerpo
humano antiratén (AHAR), existe cuando el sistema inmunoldgico de un humano reconoce el
anticuerpo murino como extrafio y-lo ataca. Una respuesta de AHAR puede causar shock
téxico o incluso la muerte. Los anticuerpos humenizados 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 quiméricos 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 regién 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, molécules de anticuerpos de cadena simple; y anticuerpos
multiespecificos formados de (un) él'ngtner;to(s; de anticuerpos.

Un anticuerpo “intacto” es el que comprende una regién variable de enlace al
antigeno asf como también un dominio constante de cadena liviana (CL) y dominios
constantes de cadenas pesadas, CP1, CP2 y CP3. Los dominios constantes pueden ser
dominios constantes de secuencias nativas (por ejemplo, dominios constantes de secuencia

Y

nativa humana) o variante de secuencia de aminodcido de los mismos. El anticuerpo intacto
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puede tener una o méas “funciones efectoras” que se refieren a aguellas actividades biol6gicas
atribuibles a la regién Fc (una regibn Fc de secuencia nativa o una regién Fc variante de
secuencia de aminoécido) de un anticuerpo. Ejemplos de funciones efectoras de anticuerpos
incluyen enlace Clg; citotoxicidad dependiente de complemento; enlace de receptor Fc;
citotoxicidad célulomediada dependiente del anticuerpo (CCDA); fagocitosis; regulacion baja
de receptores de superficie celular fpor ¢jemplo, receptor celular B; BCR), etc.

Dependiendo de la secuencia de aminodcido 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 ¢ IgM, y muchas de estas clases se
pueden dividir adicionalmente en “subclases” (isotipos), por ejemplo, IgGl, IgG2, IgG3,
IgG4, IgA e IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden a diferentes
clases de anticuerpos se llamen a, &, & 7y, y p, respectivamente. Las estructuras de
subunidades y configuraciones tri-dimensionales de diferentes clases de inmunoglobulinas
son muy conocidas.

En las realizaciones, la primera ultrafiltracién concentra la primera preparacion de
anticuerpos para proveer la segunda preparacion de anticuerpos que tiene una concentracién
de anticuerpos de aproximadamente 30 gramos por litro, y la segunda ultrafiltracién
concentra la preparacién de anticuerpos intermediaria (obtenida a partir de la diafiltracién)
para proveer la tercera preparacién de anticuerpos que tiene una concentracién de anticuerpos
de, por e¢jemplo, aproximadamente 170 a aproximadamente 200 gramos por litro. La primera
ultrafiltracién y la segunda ultmﬁl;racién 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
1

con cualquier aparato ultrafilto o membrana ultrafiltro adecuados. Muchos aparatos
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ultrafiltro 0 membranas ultrafiltro, aptos para la operacién de filtracién 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 ultrafilro adecuada puede ser, por ejemplo, cualquier
componente de celulosa regenerado que tiene un perfil de adsorcién proteica relativamente
bajo comparado con otras membranas ultrafiltro disponibles, tales como polictersulfona.

La operacién de diaﬁltracit;n intercambia una primera composicién 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 diafiltracién puede lograr un intercambio de buffer a volumen
constante, concentracién constante, o ambos. En las realizaciones, la diafiltracién logra un
intercambio de buffer a volumen constante y concentracién constante. La diafiltracion puede
lograr un intercambio del buffer, por ¢jemplo, de aproximadamente 5 a aproximadamente 15
veces en volumen (es decir, diavolimenes). La diafiltracién 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 preparacion 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 |intemambio y preferencias para los volimenes de
intercambio representa un equilibrio de factores, por ejemplo, eficiencias de rendimiento del

proceso, pureza del producto, estdndares de aceptacion gubemamentales y cliente / paciente,

y estindares similares, y puede depender de, por ejemplo, la concentracién y el tipo de buffer
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(por ejemplo, el primer buffer) en la primera preparacién de anticuerpos, y consideraciones
similares. |

La primera ultrafiltracién, la segunda ultrafiltracién y la diafiltracién son
preferentemente realizadas con filtracién 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 preparacién 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
preparacién de anticuerpos. El rendimiento de la tercera preparacién.de anticuerpos puede
ser, en las realizaciones, mayor que- aproximadamente 90 % en peso, en las realizaciones,
mayores que aproximadamente 95 % en peso, y en las realizaciones, adn mayores que
aproximadamente 98 % en peso, basado en el peso de los anticuerpos en la primera
preparacion de anticuerpos.

La primera ultrafiltracién puede tener una tasa de recirculacién de, por ejemplo,
aproximadamente 0,83 a 16,67 'mLI; tSO' a 1.000 mL/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 4rea de membrana disponible, por ejemplo, dreas de membrana de
0,46; 1,86; 18,6; y 92,9 m? (5, 20, 200, y 1.000 pies cuadrados), y fireas similares permiten
tasas de recirculacién MGmmenmdqglente mayores. Por ende, una tasa de recirculacién
ascendente adecuada, en las realin-icionltlas, puede ser, por ejemplo, de aproximadamente 0,09
L/s/m* (0,5 L/min/fY) a aproximadamente 0,9 L/s/m* (5 L/min/f’). La ultrafiltracién y
diafiltracién se puede lograr, por ejemplo, a presiones transmembrana de aproximadamente 5
a aproximadamente 344,7 kPa (50 p.s.i.). La ultrafiltracién y diafiltracién se puede lograr, por

ejemplo, a presiones transmembrana.-de -aproximadamente 68,9 kPa (10 p.s.i.) a
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aproximadamente 344,7 kPa (50 p.s.i.). En las realizaciones de la presente invencién se
provee un proceso para preparar un concentrado de anticuerpos para una formulacién de
anticuerpos més 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 administracién 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 anticuerpqs de la invencién pueden ser, por ejemplo,
inmunoglobulinas, tales como del grupo IgA, l@, 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 composicién de anticuerpos preferentes de la invencién
incluye anticuerpos antilgE humanizados recombinantes. Las composiciones de anticuerpos
de la invencién pueden incluir un bpﬁ'er. Un buffer preferido puede ser, por ejemplo, una
mezcla de cloruro de histidina y cl;:ruro de arginina acuosos.

Los procesos preparativos de la invencién se logran preferentemente en el mismo
aparato y sin intervencién operaria o con minima intervencién operaria, por ejemplo, segin
se ilustra en la FIG. 1.

La primera preparacién de anticuerpos se puede obtener o preparar usando una
variedad de métodos quimicos, fisicos, mecénicos o no mecénicos, o bioquimicos, tales
como, molido, ultrasonicacién, homogenizacién, digestidn enzimitica, extraccién con
solvente, centrifugacién, cromatografia, y métodos similares, y combinaciones de los
mismos, véase, por ejemplo, la cita mencionada anteriormente con relacién a R. Hatti-Kaul y

otros, "Downstream Processing in Biotechnology," en Basic Biotechnology, Capitulo 9. La
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tercera preparacién de anticuerpos se puede procesar adicionalmente, si se desea, usando, por
ejemplo, nanofiltracién (para exu'!aer. por ejemplo, iones divalentes), 6smosis inversa (para
extraer, por ejemplo, iones monovalentes), y métodos de purificacién liquida similares. La
tercera preparacién de anticuerpos de la invencién se puede envasar, almacenar o usar
directamente. La tercera preparacién de anticuerpos se puede procesar adicionalmente, si se
desea, usando, por ejemplo, pasos de cm;cenu'aciOn adicionales, tales como secado,
liofilizacién, liofilizacién / reconstitucién, y métodos similares. El producto del tercer
anticuerpo concentrado s¢ puede reconstituir en una etapa posterior, si sc desea, con un
liquido adecuado.

Con relacién a las figuras, la FIG. 1 ilustra un aparato, en las realizaciones de la
presente invencién, para lograr ell 1I3roceso preparativo que incluye un sistema de
ultrafiltracién / diafiltracién (100) que tiene una unidad de FFT de ultrafiltracién-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 calefaccién 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 recirculacién, 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, vilvulas, bombas, tanques y
componentes similares, puede aislarse opcionalmente o adaptarse adicionalmente para el
calentamiento externo para mantener un confrol cercano de las especificaciones de la

temperatura y evitar que se produzcan desviaciones de temperatura en el trayecto del fluido
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de recirculacién dentro y entre la cAmara del filtro (110) y el tanque de recirculacién (120).
En las realizaciones, por ejemplo, cuando ell sistema (100) estd efectuando la primera
ultrafiltracién, tal como en una modalidad de alimentacién por tandas, el sistema puede
incluir un tanque de alimentacién 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 alimentacién 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 recirculacién (120). Un
segundo tanque (140) mantiene y bombea opcionalmente (no ilustrado) un buffer en el
circuito principal (110-120 bucle) durante la dli.aﬁltracién 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 del elemento de calefaccién
anteriormente mencionado y una bo:t':ba de recirculacién (no ilustrada). Una fuente de gas
inerte opcional (145), tal como nitrdgeno, 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. U‘n tercer tanque (160) se usa para recolectar y
recuperar el filtrado que sale de la u.nidnd (1 10).. Las vélvulas (150, 170) se pueden usar como
apropiadas para regular la direccién y, opcionalmente, la tasa de flujo del liquido en el
sistema. Todas las vélvulas 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, recuperacién del producto, o
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sistema de monitoreo, por ejemplo, cuando se equipan con un dispositivo de monitoreo
opcional (180), tal como un dosiﬁcn;i.o.r.de densidad éptica, 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.

Las preparaciones de anticuerpos_ concentradas preparadas por procesos de la presente
invencién se pueden usar para administracién terapéutica en humanos, incluyendo productos
de inmunoglobulina, ya sea para administracién intramuscular (IMIG) como intravenosa
(IVIG). Las preparaciones de anticuerpos concentradas de la invencidn pueden incluir un
estabilizador, por ejemplo, una solucién de sal tamponada de aminoécido, aziicares simples, o
estabilizadores similares, agentes quelantes de iones adecuados, tales como EDTA o ién
citrato, y combinaciones de los n-xismo, 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). El resumen publicado por Derwent de JPQ1268646A
(AN89-359879) manifiesta que la solicitud describe una preparacion de inyeccidon de un
anticuerpo monoclonal IgG; que ;;:iene'l;na ::;)ncenimcién de 0,1 microgramos/mL a 100
mg/mL. Se cree que el objeto revelado en estas publicaciones estd fuera del alcance de la
presente invencién.

Las preparaciones de acuerdo con la invencién pueden estar sustancialmente libres de
agregados. Los niveles aceptables de contaminantes agregados serian menores que, por
ejemplo, aproximadamente 5 % en p:so: 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 més comunes. La preparacitn en las realizaciones, pueden

ser también preferentemente libres de excipientes tradicionalmente usados para estabilizar las

formulaciones policlonales, por ejemplo, glicina y/o maltosa.
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La presente invencién puede proveer una preparacién de anticuerpos monoclonales
para administracion en un ser humano camctenzada en que el anticuerpo en la preparacion es
un anticuerpo recombinante y puede presentarse a una concentracién de 100 mg/mL o mayor,
preferentemente mayor que 150 mg/mL. La preparacién es preferentemente sustancialmente
libre de cualquier agregado de proteina.

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

En las realizaciones de la invencién, la preparacién monoclonal se puede utilizar para
uso en terapia en seres humanos. Se pueden.tratar varios trastornos humanos, tales como
céncer o enfermedades infecciosas', por ejemplo, las mencionadas con anterioridad, y la
disfuncién inmune, tal como los trastornos relacionados con la célula T, incluyendo vasculitis
severa, artritis reumatoidea, lupus sistémico, también trastornos autoinmunes tales como
esclerosis miltiple, 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 ¢ condiciones similares, o0 combinaciones de los mismos.

Por lo tanto, la invencién ofrece en las realizaciones el uso de una preparaciéon de
anticuerpos monoclonales concentrada segin lt? descrito en la presente en la fabricacién de
un medicamento para el tratamiento de ct;alql;iem de los trastornos citados con anterioridad,
o trastornos similares. También se revela un método para tratar un ser humano, que padece de
cualquicra de estos desérdenes, 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
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tratamiento pero pueden estar, por ejemplo, en cl 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 perfodo
entre 1 y 30 dias, y repetirse si es necesario. Las dosis se pueden administrar como dosis

simples o miiltiples.

Descripcién del proceso.

El paso de la formulacién tipicamente intercambia la sustancia de la droga purificada
en su totalidad, por ejemplo, resuitante de una cromatografia de intercambio de iones en la
concentracién y composicién de excipientes final. Por lo general, no se alcanzaba la
purificacién 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 formulacién. Durante la
formulacién via FFT (filtracién de flujo tangencial), la solucién de alimentacién que contenia
proteina se bombeé a través del sistema de membrana y de regreso al recipiente de
recirculacién. La membrana FFT retuvo la proteina (como parte del retentado) mientras que
el filtrado (0 permeado) se dirigié a través de la membrana por presion. La presion recibe el
nombre de presidn trasmembrana (PTM) y se controla tipicamente usando una vélvula de
control de presién del retentado. El proceso se alcanzé generalmente por una secuencia de
una primera ultrafiltracién (concentracién), diafiltracién (intercambio del buffer de volumen
constante), y una segunda ultrafiltracién (concentracidn adicional). El nimero de
diavolimenes (equivalentes volu'mén!'irc:)s) necesarios para extraer componentes del buffer del

proceso se pueden calcular o determinar experimentalmente de manera sencilla.

Proceso UF/DF generalmente para antilgE.
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El pH de un combinado de intercambio de aniones de cromatografia se ajusté a un pH
de aproximadamente 6 usando 0,5 M de 4cido fosférico acuoso. El combinado de
intercambio de aniones de pH ajustado se formulé por el proceso de ultrafiltracién /
diafiltracién (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 diafiltracién (0,02 M de histidina, 0,2 M arginina - HCI, pH 6).

El producto del intercambio a;ﬁiénico (combinado de intercambio de aniones) se cargd
luego en el sistema y se concentrd a una concentracién intermedia mediante la primera
ultrafiltracién. El combinado se diafiltrd luego (8 X o diavolumenes) en su formulacién (0,02
M histidina, 0,2 M arginina-HCI, pH 6). El combinado se concentrdé luego mediante una
segunda ultrafiltracién a una concentracién 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 efectud
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,
¢l buffer de diafiltracién y el uso de un recipiente de recirculacién recubierto para el proceso
de UF/DF de acuerdo con lo ilustrado en la presente.

Después de la UF/DF, el co.mt;inado recuperado se diluy6é (es decir, acondiciond) a
una concentracién en volumen de aproximadamente 150 g/L en 0,02 M de histidina, 0,2 M de
arginina-HC], 0,04 % de polisorbato 20, pH 6 (formulacién final). Durante los pasos de
acondicionamiento se dejé que la temperatura del lote volviera a temperatura ambiente.
Después del acondicionamiento, ;l lote formulado se recuperd nuevamente a través de un
filtro estéril de 0,22 micrémetros.

El sistema de UF/DF se puede regenerar con 0,1 N de hidréxido de sodio y se

higieniza con 1,4 % de Minncare®. Cuando no se lo utiliza, el sistema se puede almacenar en
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0,1 N de hidréxido de sodio acuoso. Los membranas de UF/DF se pueden almacenar, por

ejemplo, en una solucién de 0,1 % dé Roccal®/20 % de glicerol-agua entre campaiias.

5 Procedimientos de proceso de uitrafiltracién/diafiltracién generales
Parimetros de operacién: Tasa de flujo de alimentacién a 0,09 L/a/m? (0,5 L/min/f?).
Un control de presion de retentado constante (por ejemplo, 68,9 kPa (10 psig)) se utiliz6 para
la equilibracién preuso y de limpieza, mientras que para el procesamiento se usd presién de
retentado constante Cpered, © PTM constante.
10 Equilibracién preuso: las siguientes preparaciones se lograron en membranas de

cassette Pellicon-2 limpias previo al uso para asegurar que las membranas estuvieran

apropiadamente equilibradas.
Yolamen L/m" . Solucién (tempersturs | Modalided
m ambiente)

- - PUFA

10,76 (1.0) WFI PUFA

10,76 (1.0) Buﬂ"e;de DF PUFA
5,38 (0.5) Buffer de DF TRFO, 10

minutos
- - PUFA

Uso del proceso: Se realizd io siguiente en el combinado de intercambio de aniones
15  resultante (Combinado-Q) obtenido de un paso de separacién anterior, por ejemplo, un paso
de cromatografia de Q-Sefarosa:
Una primera ultrafiltracién (UF1) a una concentracién de aproximadamente 5 g/L a

una concentracién por diafiltracién (Cpr);
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Diafiltracién (DF1) con cuatro (4) volimenes de diafiltracién (VD) con el buffer de
DF;

Diafiltracién posterior (DF2) con cuatro (4) volamenes de diafiltracién (VD) del
buffer de DF;

Una segunda uitrafiltracién (UF2) a una concentracién final (Crina); ¥ recuperacién
opcional del producto.

Dichos pasos se realizaron tipicamente a reciclado de dP bajo (mezcla), por ejemplo,
15 minutos.

Limpieza a fondo post uso: las siguientes secuencias y condiciones tabuladas se

usaron para limpiar a fondo en membranas de cassette Pellicon-2 inmediatemente después del

uso.
Volumen L/m* Solucién Modalidad
/i) (temperatura
ambiente)
10,76 (1.0) 0,1 N NaOH PUFA
538(05) | 0, NNaOH TRFO, 30 minutos
- - PUFA
10,76 (1.0) WFI PUFA
5,38 (0.5) Minncare® 300 ppm | TRFO, 30 minutos
. R PUFA
10,76 10) | WFI PUFA
- - Ensayo de integridad
a 206,8 kPa (30 psig)
5,38 (0.5) 0,1 N NaOH TRFO, 15 minutos de
almacenamiento
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Definiciones para modalidades de operacion en FFT.

Pasada Gnica con filtrado abi?rto (PUFA). El retentado y filtrado se dirigen a un
desaglie. Vilvula de filtrado abierta.

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

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

Ultrafiltracién en tandas (UF-T). El retentado se dirige al tanque de reciclado, y el
filtrado se dirige al desagtie.

Diafiltracién (DF). El retentado se dirige al tanque de reciclado, el filtrado se dirige
al desagOe y el buffer de diafiltraci6ni 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 presion de superposicion de nitrégeno estd controlada.
El combinado se transfiere primero usando la bomba de reciclado y luego usando una bomba
peristdltica manual. |

Transferencia de alimentacién. El combinado entrante se bombea al tanque de
reciclado.

Reciclado total con filtrado cerrado (RTFC). El retentado se dirige al recipiente de
reciclado. Vélvula 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.
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EJEMi’LOS
Los siguientes ejemplos sirven para describir de manera més completa la forma de
usar la presente invencién, asi como también revelar las mejores modalidades contempladas
para llevar a cabo varios aspectos de la invencién. Se entiende que estos ejemplos no sirven
de ninguna manera para limitar el verdadero alcance de esta invencidn, sino que se presentan

con fines ilustrativos.

Ejemplo 1

Formulacién de alta concentracién de rhuMAbDb E25

Un sistema piloto de UF en escala se usé para concentrar / formular thuMAb E25 (un
anticuerpo monoclonal humano recombinante con IgE como buscado). Un sistema de
ultrafiltracién / diafiltracién Millipore Pellicon se ensamblé con una membrana de
componente de celulosa regenerado de 61,4 m* (5,7 sqft), 10.000 Dalton. El sistema consisti6
de un soporte de membrana, una bomba de alimentacién de 6 l6bulos rotatorios modelo
Waukeskaw, tuberfa de recirculacién de acero inoxidable de 1,27 cm ('4") de 316L, y un
recipiente de recirculacién. Los indicadores / transmisores de presién (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
véivuia reguladora de retencién (Mlkroseal) se localizé a la salida del soporte de membrana
para controlar la presién del retentado y efectuar la presién transmembrana (PTM). Un
tanque recubierto de acero inoxidable 316L de 40 litros se usé como recipiente de
recirculacién. El tanque se mont6 con un indicador de nivel, agitador de montaje superior

(Lightnin), disruptor de vdrtice y vdlvula inferior (NovAseptic). El control de temperatura se
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logré mediante el uso de glicol modulado en temperatura alimentado en la camisa de
aislamiento del tanque.

Durante esta etapa, la tasa de fluido de alimentacién se fij6 a una tasa constante de
0,05 L/s (2,85 L/min) (0,09 L/s/m* (0,5 L/min/f%)). Durante todas las operaciones preuso y
post uso, el control de presién del retentado se fijé a una constante de 68,9 kPa (10 psig).
Durante las operaciones de ultrafiltracién y diafiltracién, el sistema usé un esquema de
control de Cpereq para controlar el flujo a través de la membrana, véase, por ejemplo, R. van
Reis, y otros, “Constant C,u Ultrafiltration Process Control”, J. of Membrane Science, 130
(1997), 123-140.

Previamente &l proceso, la solucién de almacenamiento del sistema (0,IN NaOH) se
lavé de un solo paso a modo de desagile, primero con 21,6 L/m? (2 L/ft®) de agua purificada
(AP) y luego 10,8 L/m? (1 L/f)-de buffer de diafiltracién (50 mM de Histidina / pH 6,0).
Después de los lavados, el sistema se equilibré a recircular 5,4 L/m? (0,5 L/f*) de buffer de
diafiltracién durante 10 minutos. E! pH de la solucién recirculada se chequeé para confirmar
la equilibracién. El nivel del tanque se redujo luego a un valor medible minimo para
minimizar la dilucién del combin?do proteico entrante. Se midié el combinado proteico
resultante de un paso de cromatog;aﬂa 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 solucién de 25
mM TRIS de buffer y aproximadamente 200 mM de NaCl y el pH se ajustd a 6,2. Para
comenzar csta etapa, el combinado proteico se transfirié al recipiente de recirculacién. 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, €l combinado se concentré en modalidad de UF1 a 50 g de E25/L
(aproximadamente 2,8 L). Al comienzo de la diafiltracién, el punto fijo de la temperatura del

recipiente de recirculacién se incrementd a 40 °C. El incremento en la temperatura y el

28

[0



10

15

(0%

control se afectd al dejar fluir glicol tibio a través de la camisa de aislamiento exterior del
tanque. El combinado se diafiliré luego con 8 diavohimenes de buffer de diafiltracién. La
diafiltraci6n se efectud a un volumen constante, lo cual se logré al combinar la tasa de flujo
de la solucion tamponada transferida al tanque de recirculacién con la tasa de flujo del
filtrado extraido del sistema. Al final de la diafiltracién, el combinado se concentrd
adicionalmente en modalidad de UF2. Esta fase se efectué usando un punto fijo de
temperatura elevada de 40 °C. El buscado para esta concentracion final fue de 110 g/L. Esto
se logrd sin necesidad de reducir la tasa de flujo de alimentacién. Posteriormente, se efectud
una mezcla en caida a baja presién en donde la bomba de alimentacién se controlé para
mantener la caida de presién de 34,5-68,9 kPa (5-10 psig) a través del canal de alimentacién.
Se extrajo una muestra del tanque de recirculacion y se midié una concentracién 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%/s LMH/kPa
(e/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-.;) 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
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alimentado (230), PTM (240), y tasa de flujo de filtrado (250) durante las varias fases o
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
concentracién 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 comparacién con la concentracién 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 bombeé al tanque a través de un filtro de grado
esterilizante de 0,22 micrones Millipac 200, usando la bomba de alimentacién de 16bulos
rotatorios. Luego, la solucién proteica se desplazd de la unidad de membrana y tuberia con
una purga de gas nitrégeno de 34,5 kPa (5 psig) aplicado al punto méximo en la linea del
retentado. La fase final comprendi6 una purga del tanque y linea de alimentacién, también
utilizando el gas nitrégeno de 34,5 kPa (5 psig).

Se cree que la recuperacién del producto mejord en comparacién con el Ejemplo 1
cuando se realiz$ a temperatura ambiente porque la temperatura clevada usada en uno o més
de los pasos de ultrafiltracién, diafiltracién o recuperacién redujo efectos viscosos. Por
ejemplo, cuando se apagé el control de temperatura durante la recuperacién del producto, el
sistema se enfri0 lentamente durante esta operacién causando dificultades para la
recuperacién desde la unidad de membrana. En forma alternativa, la recuperacién se pudo
realizar primero desde el soporte de lp?mbrana y luego desde el recipiente de recirculacién.

Para determinar la masa de pérdida durante la recuperacién, sc agregé 1,74 L del
buffer de DF al sistema y se recirculé durante aproximadamente 5 minutos y se recuperd
usando la misma secuencia que la descrita anteriormente. Este volumen se analizé luego en

cuanto a la concentracién proteica con otros combinados. La Tabla 2 resume los resultados.
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Tabla 2.
Volumen (L) Conclentncién Masa (g) | Rendimiento
(g/L) o {Pérdida}
(%)
Combinado- 43,1 32 137,9 100
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 regenerd usando un lavado Gnico de 0,IN

de NaOH de 10,8 L/m? (1 L/R?), seguido de 5,4 L/m? (0,5 L/f%) de recirculacién total durante

30 minutos. Esto fue seguido de 10,8 L/m? (1 L/f?) de lavado con agua purificada (AP). Esto

fue seguido de una recirculacién total de 300 ppm de solucién Minncare® durante 30

minutos. El sistema se lavé nuevamente con 10,8 L/m? (1 L/f®) de agua purificada y

finalmente se recirculé durante 15 minutos con 0,1N de NaOH y se almacend. El combinado

recuperado se diluy6é en 80 g de E25/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 calidad del

producto se evalué por cromatograffa de exclusion de tamafio (CET) tanto para el

Combinado-Q entrante como para el lote recuperado final. Estos datos se resumen en la Tabla

3.
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Tabla 3.

Combinado Resultados de CET

(% de monbémero)

Combinado- 9.8
Q
Lote final 99,8

Ejemplo comparativo 2

Formulacién de alta concentracién de rhuMADb E25 a temperatura ambiente

Se realizd el Ejemplo 1 con las siguientes excepciones. Previo al proceso, la solucién
de almacenamiento del sistema (0,IN de NaOH) se lavé en paso simple a modo desaglie
primero con 21,6 L/m? (2 L/fY%) de agua purificada (AP) y luego con 10,8 L/m? (1 L/f%) del
buffer de diafiltracién (20 mM de histidina / pH 6,0). Luego de los lavados el sistema se
equilibré al recircular 5,4 L/m® (0,5 L/ft’) del buffer de diafiltracién durante 10 minutos. Se
chequed el pH de la solucién recirculada para confirmar la equilibracién. 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 solucién de 25 mM TRIS de buffer y aproximadamente 200 mM de
NaCl y el pH se ajustd a 6,2. Para comenzar la etapa, el combinado proteico se transfirié al
recipiente de recirculacién. 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 a modalidad UF1 a 50 g de E25/L (aproximadamente 2,2

L). El combinado se diafilré luego con 8 diavolimenes de buffer de diafiltracién. La
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diafiltracién se efectué a volumen constante, dicho volumen se alcanzé 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 efectué también a temperatura ambiente. Al final de la
diafiltracién, el combinado se concentré luego en modalidad de UF2. El buscado para esta
concentracion final fue de 110 g/L. Sin embargo, a rafz de la caida de presién alta a través del
canal de alimentaci6n, esta concentracién no se pudo lograr. En un intento de lograr esta
concentracién, se redujo la tasa de flujo de alimentaciéon a 0,02 L/s (1,4 L/min) a una
concentracién en volumen de aproximadamente 80 g de E25/L porque la caida de presién a
través del canal de alimentacién habia alcanzado 344,7 kPa (50 psig). La UF2 continué hasta
que se alcanz6 nuevamente una caida de alta presién de 344,7 kPa (50 psig) y el proceso se
detuvo. A continuacidn, se efectué una mezcla con caida a baja presién donde se usé la
bomba de alimentacién para mantener una cai:da de presi6én de 34,5 kPa (5 psig) a través del
canal de alimentaciéon. Nuevamente, la naturaleza viscosa de la solucién proteica dificulté el
logro ya que la bomba de l6bulos rotatorios alcanzd presiones excesivas. Se extrajo una
muestra del tanque de recirculacién 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 normalizado
proceso | mormalizado | : LMH/kPa
g/m’/s wn’l;:r) (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)
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La FIG. 5 muestra los valores del proceso observados y medidos en el tiempo para los
pardmetros de la tasa de flujo de alimentacién (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).

La FIG. 7 muestra los valores de proceso observados o medidos en el tiempo para la
cafda de presién comparada con la concentracién 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 usand6 la bomba de alimentacién de l6bulos rotatorios. A
continuacién, la solucién proteica se desplazé desde la unidad de membrana y tuberia con
una purga de gas nitrégeno a 34,5 kPa (5 psig) aplicado al punto méximo en la linea del
retentado. La recuperacién del producto de esta manera fue muy pobre debido a la naturaleza
viscosa de la solucién. La fase final fue una pu.rga del tanque y linea de alimentacién, usando
también el gas nitrégeno a 34,5 kPa (5 psig).

Para determinar la masa de pérdida durante la recuperacién, se agregé 1,85 L de
buffer DF al sistema y se recirculé durante aproximadamente 5 minutos y se recuperd usando
la secuencia del Ejemplo 1. Este volurmen se analizé luego por su concentracién proteica con

los otros combinados. La Tabla 5 resume los resultados.

Tabla §.
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Volumen | Concentracién | Masa (g) Rendimiento o
(L) L) {Pérdida} (%)

Combinado- 33,3 33 ' 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 regenerd usando un (inico lavado de 0,1 N de

NaOH de 10,8 L/m? (1 L/R?) seguido de 5,4 L/m? (0,5 L/ft?) de recirculacién total durante de

30 minutos. Esto fue seguido de un lavado de 10,8 L/m? (1 L/f%) con agua purificada. Esto

fue seguido de una recirculacién total de solucién de 300 ppm de Minncare® durante 30

minutos. El sistema se lavé nuevamente con 10,8 L/m? (I L/f?) de agua purificada y

finalmente se recirculd durante 15 minutos con 0,1 N de NaOH y se almacené. El combinado

recuperado se diluyd a 80 g de E25/L y se acondiciond en la formulacién 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 exclusién de tamafio (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
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Ejemplo 3
Formulacién de alta eoneentl;ncibn de rhuMAb E26 con modalidad por tandas de
alimentacién inicial

El Ejemplo 1 se repitié con las siguientes excepciones. El concentrado / férmula fue
rhuMAb de E26 (un anticuerpo monoclonal humano recombinante tiene como buscado IgE).
Los productos de este ejemplo se usaron en la evaluacién toxicolégica. El sistema de
ultrafiltracién / diafiltracién de Milliy;ore Pelicon se ensamblé con una membrana de
componente de celulosa regenerada de 1,06 m? (11.4-sqft), 30.000 Dalton. La tasa de flujo de
alimentacién se fijé6 a una tasa constante de 0,08 L/s (5,0 L/min) (0,08 L/s/m® (0,44
L/min/fi%)). Durante Ias operaciones de ultrafiltracién y diafiltracién la presién del retentado
se mantuvo entre aproximadamente 41,4-55,2 kPa (6-8 psig). Se midi6 el combinado proteico
resultante del paso de cromatograﬁ: de Q-Sefarosa precedente para que alcanzam 6,7 g de
E26/L y tuvo un volumen de 59,3 L.

Como el combinado entrante era méis grande que el recipiente de recirculacién, el
proceso de UF1 comenzé en modalidad de alimentacién por tandas. En esta modalidad, el
Combinado-Q se agregd al recipiente de. rech't;tlllacién 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 habfa transferido al recipiente de recirculacién, el proceso de Ia IjFl continué
en modalidad por tandas. Durante la UF1 el combinado se concentré a 50 g de E26/L
(aproximadamente 7,9 L). Al comienzo de Ia diafiltracién, el punto fijo de 1a temperatura del
recipiente de recirculacién se incrementd a 40 °C. El incremento en la temperatura y en el
control se afectd al dejar fluir glicol tibio a través de la camisa de aislamiento exterior del
tanque. El combinado se diafiltré luego con 8 diavolimenes del buffer de diafiitracién. La

diafiltracién se efectud a un volumen constante al combinar la tasa de flujo de un buffer
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transferido al tanque de recirculacién con la tasa de flujo del filtrado extraido del sistema. Al
final de la diafiltracién, el combinado se concentrd adicionalmente en modalidad de UF2 a
una concentracién final de 109 g de E26IL (:'i,GL). Esta fase se efectué también usando un
punto fijo de temperatura elevada de 40 °C. A continuacién, se efectué una mezcla con caida
a baja presién donde la bomba de alimentacién se controlé 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 normalizado
proceso normalizado LMH/kPa

g/m?/s (g/f/r) (LMH/psig)

UFI 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. § muestra los valores observados o medidos en ¢l 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
concentracién de E26 (910), flujo (920), y PTM (940).

La FIG. 10 muestra los vn!ores observ'ados o medidos en el tiempo para la caida de
presién comparada con la concenu:acién -;;n.)teica observada para UF1 (1010) y UF2 (1020).

Justo antes de la recuperacién del producto, una muestra de 10 mL se analizé para

deteccién y tipificacién de biocarga. Un limite de rechazo tipico es 1.000 de unidades

formadoras de colonias (UFC) por mL. Los resultados de esta evaluacién fueron 1,8 de
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UFC/mL, un valor adecuado en este paso y bien por debajo del limite de rechazo. Para

determinar la masa de pérdida durante la recuperacion, se agregé 908,1 mL de buffer de DF

al sistema y se recirculd durante aprﬁximadamente 5 minutos y se recuperd usando la misma

secuencia descrita con anterioridad. Este volumen se analizd luego pama la concentracién

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

Tabla 8.
Volumen | Concentracién | Masa(g) | Rendimiento
L) /L) {Pérdida} (%)

Combinado-Q 59,3 6,7 3973 100
Combinado 3,41 109,1 372,0 93,6
recuperado
Lavado de 0,908 20,4 18,5 4,7
Buffer
Filtrado 120 nld' i n/d n/d

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 calidad del producto se evalué por cromatografia de exclusion de tamafio (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.
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Tabla 9.

Combinado Resultados CET (%

mondémero)

Combinado-Q 99,8

Fin de Ia UF1 99,8

Fin de ]a DF 99,8

Lote final 998

Ejemplo 4

Formulacién de alta concentracién de rhuMAb E26 para Comparacién-Evaluacién
Toxicolbgica 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 thuMAb E26. Dos sistemas de Ultrafiltracién /
Diafiltracién Millipore Pelicon se ensamblaron con una membrana de componente de
celulosa regenerada de 1,06 m? (11.4-sqft), una con un tamafio de poro de 10.000 Dalton y la
otra con un tamafio de poro de 30.000 Dalton. Las presiones del retentado se mantuvicron a

aproximadamente 41,4-62,1 kPa (6-9 psig).

Proceso 10 kDD

Se midié 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 concentrd a Sd g de E26/I: (aproximadamente 7,3 L). Al final de la
diafiltracién, ¢! combinado se concentrd adicionalmente a modalided de UF2 a una
concentracién 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.
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Tabla 10.
Fase de Rendimiento Flujo normalizado
proceso normalizado LMH/kPa
gh;’l- (g/f/r) (LMH/psig)
UF1 0,07 (21,8) 0,52 (3,6)
DF 0,05 (15,9) 0,38 (2,6)
UF2 041 (137,4) 0,28 (1,93)

Para determinar la masa de pérdida durante la recuperacién, sc agregé 987 mL de
5 buffer DF al sistema y se recirculé durante aproximadamente 5 minutos y se recuper$ usando
la misma secuencia descrita con anterioridad. Este volumen se analizd luego para la

concentracién proteica con otros combinados. La Tabla 11 resume los resultados.

Tabla 11.
Volumen | Concentracién | Masa(g) | Rendimiento
L (glL) o {pérdida}

(%)
Combinado-Q 62,4 5.85 365.4 100
Combinado 3,38 107,.5 361,7 98,9
recuperado
Lavado de 0,987 19,9 19,6 54
Buffer
Filtrado 125 ) n/d w/d n/d

10 La FIG. 11 muestra los valores del proceso medidos u observados en ¢l tiempo para la

tasa de flujo de alimentacién (210), temperatura del tanque (220), dP alimentado (230), PTM
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(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 ¢l tiempo para la
concentracién 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 presién comparada la concentracién proteica observada para la UF1 (1310) y UF2

(1320), paru 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' tuvc:: un volumen de 64,5 L. Durante la UF1 el
combinado inicial se concentré a 50 g de E26/L (aproximadamente 7,5 L). Al final de la
diafiltracién, el combinado se concentrd 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 normalizade
proceso normalizado LMH/kPa
g/m’/s (g/fP/hr) (LMH/psig)
UF1 0,08 (25,5) - i 0,58 (4,01)
DF 0,05 (17.6) 0,35 (2,39)
UF2 0,54 (180,5) 0,15 (1,57)
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Para determinar la masa de pérdida durante la recuperacién, se agregd 918 mL de
buffer DF al sistema y se recircul$ durante aproximadamente 5 minutos y se recuperd usando
la misma secuencia descrita anteriormente. El combinado recuperado se diluy6 a 80 g de
E26/L y se acondicions 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 | Concentracién | Masa (g) | Rendimiento
(L) {(g/L) o {Pérdida)
(%)
Combinado- 64,5 5,85 3773 100
Q

Combinado 3,20 . 117,5 376,0 99,6
recuperado

Lavado de 0,918 22,7 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 alimentacién (210), temperatura de tanque (220), dP alimentado (230), PTM
(240) y tasa de flujo filtrado (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 vn.lon;s del proceso observados o medidos en el tiempo para la
concentracién de E26 (1510), flujo (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.
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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 S
Escala liquida de rhuMAD E2§

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 aplicacién
terapéutica. Los sistemas de Ultrafiltracién / Diafiltracién Millipore Pelicon se ensamblaron
con una membrana de componente de ceclulosa 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 alimentacién de 16bulo rotatorio Viking S3S, tuberia de recirculacién de acero
inoxidable 316L de 3,81 cm (1'4”) y un recipiente de recirculacion de 250 L.

Se usé un tanque recubierto de acero inoxidable 316L de 250 litros para como
recipiente de recirculacién. El control de la temperatura de este tanque se logré con un glicol
modulado en temperatura alimentado n.la camisa de aislamiento del tanque. La temperatura
del glicol alimentado a la camisa de aislamiento del tanque se elevé 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 alimentacién se estableci6 a una tasa constante de
1,9 L/s (114 L/min) (0,09 L/s/m? (0,5 L/min/f?). El buffer de diafiltracién (20 mM de

histidina / 200 mM de cloruro de arginina / pH 6,0) se preparé en un tanque separado. La
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temperatura de este buffer se fijé a 45 °C previo al proceso. Esto permitié un control certero
de 1a temperatura en todo el proceso.

Previo al procesamiento, la solucién de almacenamiento del sistema (0,1 N de NaOH)
se lavé un solo paso a modo desagn; con 10,8 L/m? (1 L/f¥*) de agua para inyeccion (API) y
luego con 10,8 L/m? (1 L/fY?) de buffer de diafiltracién. Después de los lavados, el sistema se
equilibré al recircular 5,4 L/m? (0,5 L/f) de buffer de diafiltracién durante 10 minutos. Se
chequed el pH de la solucién recirculada para confirmar la equilibracién.

Se midié 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 solucién de 25 mM TRIS de buffer y aproximadamente 200 mM de
NaCl y el pH se ajusté a 6,2. Justo antes de esta etapa, el punto fijo de la temperatura de este
combinado se reguld en 45 °C. Para comenzar la etapa, el combinado proteico se transfiri6 al
recipiente de recirculacién, 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, el combinado se agitd
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 recirculacién, el
proceso de UF1 comenz6 en modo de alimentacién por tandas. En este modo, el Combinado-
Q se agregd al recipiente de rec.ir.culacién al .aproximadamenw 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 recirculacidén, el proceso de UF2 continué en modo por
tandas. Durante la modalidad de UF1 el combinado se concentrd a aproximadamente 30 g de
E25/L (aproximadamente 200 L). El combinado se diafiltré luego con aproximadamente 8
diavolimenes de buffer de diaﬁlun(:;;ﬁn. Durante la diafiltracién se mantuvo la temperatura
entre 40° y 50 °C. La diafiltracién se efectué a un volumen constante, lo que se logrd al

combinar la tasa de flujo del buffer transferido al tanque de recirculacién con la tasa de flujo
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del filtrado extraido del sistema. Al término de la diafiltracién, el combinado se concentrd
adicionalmente en modalidad de UF2 a un punto fijo de concentracién final de >170 g de
E25/L (35 L). Esta fase de modalidad de UF2 se efectué también 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 alimentacién fue controlada para mantener una caida de
presién de 34,5-68,9 kPa (5-10 psig) a través del canal de alimentacién. Se tomé una muestra
y se efectud un escancado para confirmar la concentracién previa a la recuperacién. La
concentracién 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.
Fasede [ Rendimiento | Flujo normalizado
proceso Normalizado | LMH/kPa
g/m’/s (g/f'/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)

Justo antes de la recuperacién del producto, se tomé una muestra de 30 mL y se
entregé para deteccién y tipificacidn de biocarga. El resultado fue de <0,13 de UFC/mL. El
combinado proteico se recuperd mediante una serie de pasos. En primer lugar, el producto se
desplaz6 desde la membrana en una modalidad de paso simple usando 5 L del buffer de DF
agregado a la linea de] retentado. El producto se filird en un tanque de recuperacion a través
de un filtro protector de grado esterilizante de 0,69 m” (7.4 ft%) de 0,22 micrones seguido de

un filtro final de grado esterilizante de 0,19 m? 2 ﬂ’) de 0,22 micrones. El combinado en el
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tanque de recirculacién se bombed luego desde el tanque usando la bomba de alimentacién
de l6bulo rotatorio. Posteriormente, la solucidn proteica residual se desplazé desde el tanque
y linea de alimentacién con una purga de gas nitrégeno de 34,5 kPa (5 psig). La fase final fue
una purga de la unidad de membrans, que contenia en su mayor parte buffer de DF del
desplazamiento de producto inicial. Esta fase también usé gas nitrégeno a 34,5 kPa (5 psig)
aplicado al punto msximo 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 acondicioné en la formulacién final de 20 mM de histidina / 200 mM de arginina-HCl /
0,04 % de polisorbato 20 / pH 6,0. Los voliimenes del combinado recuperado, combinado
diluido y combinado acondicionado (Combinado-Q), se analizaron uno por uno para la

concentracién proteica. La Tabla 15 resume los resultados.

Tabla 15.
VYolumen | Concentracién | Masa (g) | Rendimiento
L) &/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 alimentacién (210),

temperatura del tanque (220), dP alimentado (230), PTM (240) y tasa de flujo del filtrado
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(250), durante las varias fases o modalidades del proceso incluyendo UF1 (10), DF1 (20),

DF2 (25), UF2 (30) y bajo dP (50).

Ejemplo 6
Preparacién liquida de rhuMAbD E25

El Ejemplo 5 se repitié con las siguientes excepciones. Un sistema de UF en escala
de produccién se us6é para concentrar / formular rhuMAb de E25 liquido (un anticuerpo
monoclonal humano recombinante de E25 que tiene como buscado IgE). Los sistemas de
Ultrafiltracién / Diafiltracién de 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 consistié de un soporte de membrana, bomba de alimentacién de
16bulo rotatorio Viking S38, tuberia de recirculacién de acero inoxidable 316L de 3,81 cm
(1/4™), y un recipiente de recirculacién de 250 L. Se usé un tanque recubierto de acero
inoxidable 316L de 250 litros como recipiente de recirculacién. La tasa de flujo de
alimentacion se fijo a una tasa constante de 1,9 L/s (114 L/min) (0,09 L/s/m? (0,5 L/min/R2)).
Durante todas las operaciones preuso y post uso, se fijé el control de presién del retentado a
una constante de 68,9 kPa (10 psig). Durante las operaciones de ultrafilracién y
diafiltracién, el sistema usé el esquema de control de Cpeng 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 prepard en un tanque separado. La temperatura del buffer se fijé a 45 °C
previo al proceso. Esto permitié el control certero de la temperatura a través de todo el
proceso. El combinado proteico resultante del' paso de cromatografia Q-Sefarosa precedente
se¢ midié para ser de 5,5438 g de“EZSIL y tuvo un volumen de 1.082 L. La proteina estuvo
comprendida en una solucién de 25 mM TRIS de buffer y aproximadamente 200 mM de

NaCl y el pH se ajusté a 6,2. Justo antes de esta etapa, €l punto fijo de la temperatura de este
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combinado se regulé en 45 °C. Para comenzar la etapa, el combinado proteico se transfirié al
recipierte de recirculaci6n, 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 agité ¢l combinado
mediante un impulsor de montajeisuperior y la temperstura se mantuvo a temperatura
ambiente (40-50 °C). Como el combinado entrante era mayor que el recipiente de
recirculacién, el proceso de UF1 comenzé en modo de alimentacién por tandas. En este
modo, se agregé el Combinado-Q al recipiente de recirculacion a aproximadamente la misma
tasa a la cual e] filtrado atraviesa la membrana FFT hacia el desagiie. Después de que el
Combinado-Q restante se transfirié al recipiente de recirculacién, el proceso de UF1 continud
en modo por tandas. Durante la UF1 el combinado se concentrd a aproximadamente 30 g de
E25/L (aproximadamente 200 L). El combinado se diefiltré luego con 8 diavolimenes de
buffer de diafiltracién. Durante la diafiltracién, la temperatura se mantuvo a temperatura
ambiente entre 40 y 50 °C. La diafiltracién 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 filtrado extraido del sistema. 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 (35 L). Esta fase se efeqtué también a un punto fijo de temperatura
elevada de 45 °C +/-5°C. A eon.tinuacién, se efectué una mezcla con caida a baja presién
donde la bomba de alimentacién fue controlada para mantener una caida de presién de 34,5-
68,9 kPa (5-10 psig) a través del canal de alimentacién. Se tomé una muestra y s¢ efectud un
barrido (escancado) para confirmar la concentracién previamente a la recuperacién. La
concentracion de esta muestra fue de 191 g de E25/L y el volumen del combinado fue de 31,9
L. Un gréfico de los pardmetros del pl:OOGSO en el tiempo fue compamble 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.
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Tabla 16.
Fase de Rendimiento Flujo normalizado
proceso normalizado LMH/kPsa
¢/m’/s (g/M°/hr) | (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 recuperacién 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 deteccién (< 0,13 de UFC/mL).

El combinado proteico se recuperd mediante una serie de pasos. En primer lugar, el
producto se desplazd 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 tanque de recuperacién a
través de un filtro protector de grado esterilizante de 0,69 m? (7.4 %), 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 alimentacién de l6bulo rotatorio. Posteriormente, la solucion proteica residual se desplaz6
desde el tanque y linea de alimentacién 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 bunto méximo de la linea del retentado. El
combinado recuperado se diluyé en primer lugar a aproximadamente 153 g de E25/L usando

buffer de DF. Finalmente, el combinado se acondicioné en la formulacién final de 20 mM de
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histidina / 200 mM de arginina-HCI / 0,04 % de polisorbato 20 / pH 6,0. Los voliimenes del
combinado recuperado, combinado diluido y combinado acondicionado, se analizaron luego
por concentracion de la proteina. La Tabla 17 resume los resultados. Después del proceso, la

membrana se regenerd segln lo descrito con anterioridad.

Tabla 17.
Volumen | Concentracién | Masa (g) | Rendimiento
(L) (e/L) o {Pérdida}
(%)
Combinado- | 1.082 5,5438 5.998,4 100
Q
Combinado 34,95 167,08 5.839.8 974
recuperado
Combinado 38,2 - 152,14 5.810,3 96,7
diluido
Ejemplo 7

Efecto de la temperatura elevads en Ia 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 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
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muestra como un grupo de cuatro barras de izquierda a derecha como 1810 y 1910, en las
FIGS. 18 y 19. La turbidez de la solucién permaneci6 esencialmente inalterada después de las
24 horas a 60 °C. No se observé ninglin 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 Ia temperatura elevada en Ia biocarga

Se inocularon muestras de E'25 a 30 g/L tanto en buffers de arginina ¢ 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 grificos de barras de l_as 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 gIL en 0,2M de arginina, 25 mM de histidina,
buffer de pH de 6,0 en cuanto ;'su ihﬂuel;cia en el flujo a comparacién de la presién
transmembrana (PTM). La FIG. 22 muestra que elevar la temperatura del sistema también

increment6 el flujo del proceso durante las operaciones de UF/DF. Se realizaron picos de
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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.

Ejemplo 10
Formulaci6n de alta concentracién de rhuMAB anti-CD20 ("2H7"")

Un sistema de UF en escala piloto se us6 para concentrar y formular rhuMADb anti-
CD20 (2H7; un anticuerpo monoclonal humano recombinante). Se repitié el Ejemplo 1 con
las siguientes excepciones. Los sistemas de Ultrafiltracién / Diafiltracién de Millipore
Pelicon se ensamblaron con una membrana compuesta de celulosa regenerada de 1,6 m? (17,5
sqft), con un tamafio de poro de 30.000 Dalton. El sistema consisti6 de un soporte de
membrana, una bomba de alimentacién de l6bulo rotatorio Viking S1 L, una tuberia de
recirculacion de acero inoxidable 31}5L de 1,27 cm (14™), y un recipiente de recircu!ncidn de
40 L. las vélvulas de regulacién de retencién 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 segiin fue necesario usando un intercambiador de calor eléctrico,
un suministro de glicol frio, 0 ambos.

Durante esta etapa, la tasa de flujo de alimentacién se fijé a una tasa constante de 0,14
L/s (8,5 L/min) (aproximadamente 0,09 L/s/m2 (0,5 L/min/fi*)). 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) escalé de 2 a 12, la tasa de flujo del filtrado (250) escalé de
0 a 5, el nivel del tanque de reciclado (2320) escald de 0 a 45, y el dP del retentado (2350)
escaldé de 0 a 100 durante las varias fases o modalidades del proceso incluyendo UF1 (10),

DF1 (20) y UF2 (30).
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Durante las operaciones de ultrefiltracién y diafiltracién el sistema usé presién
constante del retentado seguido de un esquema de control de presion delta constante de
alimentacién / retentado para controlar el flujo a través de la membrana. El buffer de
diafiltracién (30 mM de acetato sédico / pH 4,9) se preparé en un tanque separado. La
temperatura de este buffer se fijé 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 lavé en un solo paso a modo de desaglie, en primer lugar con
10,8 L/m? (1 L/f?) de agua para inyeccion (API) y luego con 10,8 L/m? (1 L) de buffer de
diafiltracién. Después de los lavadx;s, el sistema se equilibr para recircular 5,4 L/m? (0,5
L/f?) de buffer de diafiltracién durante 10 minutos. El pH de la solucién recirculada se
chequed para confirmar la equilibracidn.

Se midié 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 4cido libre HEPES / 19 mM de sal sédica de HEPES y
25 mM de acetato sédico en donde ¢l pH se habia ajustado a 5,3 con 0,5 M de dcido acético.
Justo antes de la etapa, ¢l punto fijo de la temperatura se fijé a 45 °C. Para comenzar la etapa,
el combinado proteico se transfirié al recipiente de recirculacién 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.

Como el combinado entrante era mayor que el recipiente de recirculacidn, el proceso
de UF1 comenz6 en modo de alimentacién por tandas (véase FIG. 23). En este modo, el
Combinado-Q se agreg6 al recipiente de recirculacion a sproximadamente Ia misma tasa  Ia
cual el filirado atraviesa la membrana FFT al desagiie. Después de que el Combinado-Q

restante se transfiri6 al recipiente de recirculacidn, el proceso de UF1 continué en modo por
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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
diafiltracién. Durante la diafiltracién la temperatura se mantuvo entre 40 y 50 °C. La
diafiltracién se efectud a un volumen constante, lo que se logrd al combinar la tasa de flujo
del buffer transferido al tanque de recirculacién con el filtrado extraido del sistema. Al
término de la diafiltracién, el combinado se concentrd adicionalmente en modo de UF2 a un
punto fijo buscado de la concentracién 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 efectué 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
alimentacién se controlé para mantener una caifda de presién de 137,9 kPa (20 psig) a través
del canal de alimentacién. Se tomé una muestra y se efectuaron mediciones de densidad para
confirmar la concentracién previa a ln recupemclén La concentracién de esta muestra fue de

189 g de 2H7/1.. La Tablz 18 resume los resultados del rendimiento y flujo.

Tabla 18.
Fase de Rendimiento Flujo normalizado
proceso Normalizado LMH/kPa
g/m/s (g/ft */hr) (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
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de DF agregado a la linea del retentado. El producto se filtré en el tnnqut.a de recuperacion a
través de un filtro firal de grado esterilizante de 0,22 micrones, El combinado en el tanque de
recirculacién se bombe6 luego desde el tanque usando la bomba de alimentacién de 16bulo
rotatorio. A continuacion, la solucién proteica residual se desplazd desde el tanque y la linca
de alimentacién 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 buffer de DF del desplazamiento inicial
del producto. Esta fase también us6 34,5 kPa (5 psig) de gas nitrégeno aplicado al punto
miximo de la linea del retentado.

De ser necesario, €l 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 concentracién buscada de 150 g de 2H7/L y se acondiciond en la
formulacién final de 30 mM de acetato sédico, 7 % de trealosa, 0,03 % de polisorbato 20, pH
5, mediante un buffer de acondicio_x?amiento 7 X (30 mM de acetato sddico, 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 concentracién proteica. La Tabla 19 presenta los resultados.

~ Tabla19.
;
Volumen (L) | Concentracién Masa (g) Rendimiento o
L) {Pérdida} (%)
Combinado-Q 355,81 2,31 821,92 100,0
Combinado 4,64 180,02 835,3 101,6
recuperado ' - ’
Combinade 4,871 149,40 727,7 88,5
final
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Nota: Los rendimientos incluyen pérdida debido a la toma de muestras. El volumen y

concentracién del combinado recuperado incluye adicién del desplazamiento de buffer.

Después del proceso, la membrana se regeneré usando un paso Gnico de lavado de 0,1
N de NaOH, 10,8 L/m? (1L/f%) seguiho por 5,4 L/m? (0,5 L/A?) de recirculacion total durante
30 minutos. Esto fue seguido por 10,8 L/m? (1L/f?) de lavado de agua purificada. Esto fue
seguido por una recirculacién total de 5,4 L/m? (0,5 L/f%) de 14 % de solucién de Minncare
durante 30 minutos. El sistema se lavé nuevamente con 10,8 L/m* (1L/f%) de agua purificada

y finalmente recirculado durante 15 minutos con 0,1 N de NaOH y se almacené.

Ejemplo 11
Formulacién de alta concentracién de rhuMAb anti-CD20

Se usd un sistems piloto de UF en escala para concentrar y formular thuMAb anti-
CD20 (2H7) para uso en un estudio clinico de fase I de un ser humano en una instalacién de
fabricacién 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 ZH7/L y tuvo un volumen de 262 L. La proteina estuvo
comprendida en una solucién de 6 mM de 4cido libre de HEPES / 19 mM de sal sédica de
HEPES y 25 mM de acetato sédico cuy‘o‘pH.se ajusté a pH 5,3 con 0,5 M de &cido 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 recirculacién 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.

56



10

15

20

Yuf( b

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) escalé de -0,713963 a 295.989, el dP del retentado (2420)
escald de -0,237899 a 98,6629, la tasa de flujo de alimentacién (250) escalé 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 diavolimenes de buffer de diafiltracién.
Durante la diafiltracién, la temperatura se mantuvo entre 40 y 50 °C. La diafiltracién se
realizé a un volumen constante, lo que se logrd al combinar la tasa de flujo del buffer
transferido en el tanque de recirculacién con la tasa de flujo del filtrado extraido del sistema.
Al término de la diafiltracién, el combinado se concentrd adicionalmente en modo de UF2 a
un punto fijo buscado de concentracién 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 -c.on énida a baja presién en donde la bomba de
alimentacién se controlé para mantener una caida de presién de 137,9 kPa (20 psig) a través
del canal de alimentacién. Se tomé una muestra y se realizaron mediciones de densidad para
confirmar la concentracién previamente a la recuperacién. La concentracidn de esta muestra

fue de 194 g de 2H7/L. La Tabla 20 resume los resultados de rendimiento y flujo.

L N

Tabla 20.
Fasede | Rendimiento | Flujo normalizado
proceso | Normalizado LMH/kPa
g/m’/s (g/1Phr) (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)
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Justo antes de la recuperacién del producto, se tomé una muestra de 30 mL y se
entregé para deteccidn y tipificacion de biocarga. Los resultados fueron negativos (es decir,
<0,13 de UFC/mL).

El combinado proteico se recuperé mediante una seric de pasos del Ejemplo 10. Los
volimenes del combinado recuperado, combinado diluido, y combinado acondicionado se
analizaron luego en cuanto a la concentracién proteica. La Tabla 21 presenta los resultados.

La membrana se regenert como en el Ejemplo 10.

Tabla 21.
Volumen (L) | Concentracién Masns (g) Rendimiento o
@L) {Pérdida} (%)
Combinade- 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 concentracién de rhuMAb anti-CD20 GMP

Se repitié el Ejemplo 11 con las siguientes excepciones. Se midié 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 solucién de 6

mM de é4cido libre de HEPES / 19 mM de sal sddica de HEPES y 25 mM de acetato sddico
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cuyo pH se habfa ajustado a 5,3 con 0,5 M de dcido acético. Justo antes de la etapa, el punto
fijo de la temperatura de este combinado se regulé a 45 °C. Para comenzar la etapa, el
combinado proteico se transfirié al recipiente de recirculacién 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 ¢l 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 el tiempo: el nivel
del tanque de reciclado (210) escaléde O a 300, el dP del retentado (2520) escal6 de 0 a 100,
la tasa de flujo de alimentacién (250) escalé de 0 a 150, y 1a tasa de flujo del filtrado (2550)
escal6 de 0 - 50 durante el proceso. El combinado se diafiltré con 10 diavolamenes (10 X) de
buffer de diafiltracion. Durante la diafiltracién, la temperatura se mantuvo entre 40 y 50 °C.
La diafiltracién se efectud a un volumen constante que se alcanzé al combinar la tasa de flujo
de buffer transferido al tanque de recirril:llacién con la tasa de flujo de filtrado extraido del
sistema. Al término de la diafiltracién, el combinado se concentrd adicionalmente en el modo
de la UF2 a un punto fijo buscado de la concentracién 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 efectu6é a un punt? fijo de temperatura elevada de 45 °C +/- 5§ °C. A
continuacién, se efectué una mezc:.'la -con caida a baja presién en donde la bomba de
alimentacién se controlé para mantener una caida de presién de 137,9 kPa (20 psig) a través
del canal de alimentacién. Se tomé una muestra y se realizaron mediciones de densidad para
confirmar la concentracién previamente a la recuperacién. La concentracién de esta muestra

fue de 191 g de 2H7/1.. La Tabla 22 resume los resultados de rendimiento y flujo.
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Tabla 22.
Fase de Rendimiento Flujo normalizado
proceso Normalizado LMH/kPa
g/m’/s (/f'/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)

u

" Justo antes de la recuperacién del producto, se tomé una muestra de 30 mL y se

entreg6 para deteccién y tipificacién 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

e! Ejemplo 1). Los volamenes del combinado recuperado, combinado diluido y combinado

acondicionado, fueron analizados luego en cuanto a la concentracién proteica. La Tabla 23

presenta los resultados. La membrana se regenerd como en el Ejemplo 11.

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

L A

Todas las publicaciones, patentes y documentos de patentes se incorporan a la

presente enteramente ¢ individualmente a modo de referencia. La invencion ha sido descrita
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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 invencién.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para preparar composiciones de anticuerpos altamente
concentrados CARACTERIZADO porque comprende:

una primera ultrafiltracién de una primera preparacién de anticuerpos para obtener
una segunda preparacion de anticuerpos;

una diafiltracién de la segunda preparacién de anticuerpos para obtener una
preparacién de anticuerpos intermediaria diafiltrada; y

una segunda ultrafiltracién de la preparacién de anticuerpos intermediaria diafiltrada
para obtener una tercera preparacién de anticuerpos;

en donde, una 0 mis de la primera ultrafiltracién, segunda ultrafiltracién, y la

diafiltracién se logran de aproximadamente 30 °C a aproximadamente 50 °C.

2. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque una o
méis de la primera ultrafiltracién, segunda ultrafiltracién, y diafiltracién se logran de

aproximadamente 35 °C a aproximadamente 50 °C.

3. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque una o

més de la primera ultrafiltracién, segunda ultrafiltracién, y diafiltracién se logran de

aproximadamente 45 °C,
4. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, CARACTERIZADO porque una o

més de la primera ultrafiltracién, segunda ultrafiltracién, y diafiltracion se logran de

aproximadamente 45 °C, més o menos 5 °C.
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5. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque la
primera preparacién de anticuerpos tiene una concentracién de anticuerpos de

aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 gramos por litro.

6. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque la
primera preparacién de anticuerpos tiene una concentracién de anticuerpos de

aproximadamente 1 a aproximadamente 5 gramos por litro.

7. El proceso de acuerdo con Ja reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque la
segunda preparacién de anticuelrpos tiene una concentraciéon de anticuerpos de

aproximadamente 10 a aproximadamente 50 gramos por litro.

8. EIl proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque la
segunda preparacién de anticuerpos tiene una concentracién de anticuerpos de

aproximadamente 20 a aproximadamente 40 gramos por litro.

9. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque la
tercera preparacién de anticuerpos tiene una concentracion de anticuerpos de

aproximadamente 50 a aproximadamente 250 gramos por litro.
10. EI proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, CARACTERIZADO porque la

tercera preparacién de anticuerpos tiene una concentracidn de anticuerpos de

aproximadamente 100 a aproximadamente 230 gramos por litro.
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11. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque la
tercera preparacién de anticuerpos tiene una concentracién de anticuerpos de

aproximadamente 170 a aproximadamente 200 gramos por litro.

12. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque
preparacién de anticuerpos intermediaria diafiltrada y la tercera preparacién de anticuerpos

comprende el retentado de ultrafiitro.

13. El proceso de acuerdo con ]a reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque la
preparacidn de anticuerpos intermediaria fiene una concentracién de anticuerpos de
aproximadamente 25 a aproximadamente 35 gramos por litro, y la tercera preparacién de
anticuerpos tiene una concentracién de anticuerpos de aproximadamente 170 a

aproximadamente 200 gramos por litro.

f

14. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque la

preparacién de anticuerpos comprende anticuerpos antilgE.

15. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque el

proceso se logra en aproximadamente de 1 a 10 horas.

16. EI proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porgue el

proceso se logra en aproximadamente de 2 a 5 horas.

17. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque ¢l

proceso se logra en aproximadamente 3 horas.
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18. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque la
primera y la segunda ultrafiltracién se logran con una membrana ultrafiltro que tiene un

tamafio de poro nominal de aproximadamente 5 a aproximadamente 50 kilo Daltons.

19. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque la
primera y la segunda ultrafiltracién se logran con una membrana ultrafiltro que tiene un
tamafio de poro nominal de aproximadamente 10 a aproximadamente 30 kilo Daltons.

20. El proceso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, CARACTERIZADO porque la
primera preparacion de anticuerpos contiene un anticuerpo que tiene un peso molecular

aparente de aproximadamente 100 a aproximadamente 200 kilo Daltons.

21. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque la
primera preparacién de anticuerpos contiene un anticuerpo que tiene un peso molecular

aparente de aproximadamente 150 kilo Daltons.

22. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque la
primera ultrafiltracién concentra la primera preparacién de anticuerpos para obtener la
segunda preparacidn de anticuerpos que tiene una concentracién de anticuerpos de
aproximadamente 30 gramos por litro, y la segunda ultrafiltracién concentra la preparacién
de anticuerpos intermediaria para obtener la tercera preparacién de anticuerpos que tiene una
concentracién de anticuerpos de aproximadamente 170 a aproximadamente 200 gramos por

litro.
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23. El proceso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, CARACTERIZADO porque la
primera ultrafiltracién y la segunda ultrafiltracién se logran con la misma membrana

ultrafiltro.

24. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque la
primera ultrafiltracién y la segunda ultrafiltracién se logran con una membrana ultrafiltro con

componente de celulosa regencrada.

25. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque la
diafiltracién logra un intercambio de buffer a volumen constante, concentracién constante, o

ambas.

26. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque la
diafiltracién logra un intercambio de buffer en un volumen de aproximadamente 5 a

aproximadamente 15 veces mayor.

27. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque la
diafiltracién logra un intercambio de buffer en un volumen de aproximadamente 5 a

aproximadamente 8 veces mayor.

28. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque la

diafiltracién intercambia un primer buffer por un segundo buffer.

29. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 28, CARACTERIZADQ porque el

primer buffer comprende una mezcla de cloruro de sodio acuoso y un buffer de TRIS buffer,
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y el segundo buffer comprende una mezcla de cloruro de histidina y cloruro de arginina

ACu030s.

30. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque la
primera ultrafiltracion, la segunda ultrafiltracidn, y la diafiltracion se logran con filtracién de

flujo tangencial a través de una membrana ultrafiltro.

31. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, CARACTERIZADO porque la
primera ultrafiltracién, la segunda ultrafiltracién, y la diafiltracién se logran con filtracién de

flujo tangencial 4 través de la misma membrana ultrafiltro.

32. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque el
rendimiento de la tercera preparacién de anticuerpos es superior a aproximadamente 70 % en

peso sobre |a base del peso de los anticuerpos en la primera preparacién de anticuerpos.

33. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 32, CARACTERIZADO porque el
rendimiento de la tercera preparacién de anticuerpos es de aproximadamente 80 a

aproximadamente 100 % en peso sobre la base del peso de los anticuerpos en la primera

preparacién de anticuerpos.
34. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque la

primera ultrafiltracion tiene una tasa de recirculacién de aproximadamente 0,09 L/s/m? (0,5

L/min/ft?) a aproximadamente 0,9 L/s/m? (5 L/min/f%).
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35. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque la
ultrafiltracién y diafiltracién se logran a presiones transmembrana de aproximadamente 68,9

kPa (10 p.s.i.) a aproximadamente 344,7 kPa (50 p.s.i).

36. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque se
obtiene un concentrado de anticuerpos con una biocarga detectable inferior a

aproximadamente 100 UFC/mL.

37. Un proceso para concentrar proteinas CARACTERIZADO porque
comprende:

una primera ultrafiltracién de una primera mezcla proteica para obtener una segunda
mezcla proteica;

una diafiltracién de la segunda mezcla proteica para obtener una mezcla proteica
diafiltrada; y

una segunda ultrafiltracién d; Ia mezcla proteica diafiltrada para obtener una tercera
mezcla proteica;

en donde, una o més de la primera ultrafiltracidn, la diafiltracién, y la segunda

ultrafiltracién se logran de aproximadamente 30 °C a aproximadamente 50 °C.
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“ YATENT COOPERATION TREAT[ , ] POT,

From the INTERNATIONAL BUREAU

1344\9 {

PCT To
NOTIFICATION CONCERNING
TRANSMITTAL OF COPY OF INTERNATIONAL BRUESS, Steven. C.
APPLICATION AS PUBLISHED OR REPUBLISHED Merchant & Could P.C.
P.O. Box 2903
Minneapolis, MN 55402-0603
ETATS-UNIS D'AMERIQUE
Date of mailing (day/monih/year)
23 March 2006 {23.03.2006)
Applicant’s or agent's flle rele
11669.153W0OU1 IMPORTANT NOTICE
bemational application No. Internalional filing date (day#monih/yenr) Priority datc {daymonshi/vear)
PCTAJS2005/031844 08 September 2005 (08.08.2005) 09 September 2004 (09.09.2004)

Applicant
GENENTECH, INC. st ai

The Internmional Bureay transmits herewith the following documents:

copy of the inierational gpplication as published by the intemational Burcan on 23 March 2006 (3,03.2006) under
No. WO 200603 1560

[] ooy of international aphication as republishod by the Imemations! Bureau on under
No, WO
For an explanation as Lo the reason for this republication of the intermations] application, refercnce is made 1o INID codes (1 5), (48)
or (B8) (az the caxe may be) on the front page of the attached documeni,

The Intcmational Bureaa of WIPO Authorized officer

34, chemin des Colombeucs .
1211 Gereva 20, Switzerland Yoshiko Kuwahara

Facsimile No+41 22 740 14 35 Facsimile No.+41 22 338 90 90

Form PCT/IB/A1 | (Jamuary 2004)
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bl

From the INTERNATIONAL BU
PCT | T
NOTIFICATION CONCERNING BRUESS, Steven, C.
SUBMISSION OR TRANSMITTAL Merchant & Could P.C.
OF PRIORITY DOCUMENT P.O. Box 2803

Minnaapolis, MN 55402-0803
ETATS-UNIS D’AMERIQUE
('FCT Administrative Instructions, Section 411)

Date of mulm; {dawmomth/yeer)

19 December 2005 (19.12.2005)
App!luu‘l or agenth e reference

11669.153WOU1 IMPORTANT NOTIFICATION
Imermations] application No. Incernational filing date (dmvimonthwar)

PCTAIB2006/031844 08 Saptember 2005 (08.09.2005)
Iniemitional pablication dete (daymoniyiear) Priority date (dawiwontkiwar)

00 September 2004 (08.00.2004)

Applicant

GENENTECH, INC. &t al

1. By mesns of this Form, which replaces amy previgusly Issued notification conceming submission or trangmittal of priority
documents, the wpplicant is hereby notified of the date of receipt by the Internationsl Buresu of the priority document(s) releting to
all carlicr appileation{s) whose priority in claimed. Unicss otherwise Indicsted by the letiers “NR", in the right-hand column or by en
asterisk appesring next to a date of receipt, the priority document concerned was submitted or transmitied to the International Bureau
in complimnce with Rule 17.1(a) or (b).

2. (I epplicabls) The letters “NR” appearing in the right-hand column denote a priority document which, an the date of malling of
this Form, had nat yet been received by the Internations! Bureaw under Rule 17.1(s) or (b). Where, under Rule 17.i(s), the
priocity document mmust be submitted by the applicant to the receiving Office or the Intemational Buresu, but the applicant fhils to
submit the priority document within the applicable time limit under that Rule, the attention of the applicant s directed to Rule
17.1(c) Whldl provides that no designated Office may disregard the priority claim concemed before giving the applicant an
oppartunity, upon eniry into the natlonal phase, to fumnish the priority document within a time limit which Is reasonsble under the
circumstances.

3. (I applicable)An asterisk (*) appearing next (o & date of receipt, in the right-hand column, denotes a priority documest submitied
or transmitted to the Intrruntional Bureau but not In compliance with Rols 17.1(s) or (b) (the priority document was recelved
after the time limit prescribed in Rule 17.1(a) or the request to prepare and transmit the priority document was submitted to the
receiving Office after the applicable time limit under Rule [7.1(b)). Even though the priority document was not fumnished in
compliance with Rule 17.1(s} ar (b), the Internetional Buresu will nevertheless transmit & copy of the document to the designated
Offices, for their cansiderstion. In case such & copy is not accepied by the designuied Office as the priority document, Rule 17.1(c)

ides that no designated Office may disregand the priarity claim concemned before glving the applicant an opportunity, upen entry
into the national phase, to furnish the priority document within a time limit which Is reasonable under the circumstances,

Priodty daie Priority application No. Ceuntry or regione] Office Dt of reeeipt
PCT teces ging. Off £ priogty d :
09 Sepismber 2004 {09.00.2004) 80/800,082 us 07 Novembar 2005 (07.11.2005)
The International Burcau of WIPO Authorlzed officer
34, chemin des Colombeties
1211 Geneva 20, Switzeriand Sean M. Taylor
Facsimile No. {41-22) 338.90.90
Facsimile No. +41 22 338 82 70 Telephone No. +4] 22 338 9811

Form PCI/IB/304 (January 2004) COSOOBIP
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FATENT COOPERATION TREA1Y
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From the INTERNATIONAL BUREA

-— - 4 PCT/US 1844

PCT To:
NOTIFHCATION RELATING TO PRIORITY CLAIM
PCT Rules 26bis.1 and 26bis.2 and
Admlnlst(rltlve instructions, Sections 402(c) and 409) :;:Lrﬁls:‘; iuc‘:;n'ch C.
P.O. Box 2903
Minneapolls, MN 55402-0903
United States of America
Date of malling (day/manth/yesr)
20 December 2005 (20.12.2005)
Applicant's or sgent’s file reforence
$1889.1563WOU1 IMPORTANT NOTIRCATION
Intarnational applicstion No. International filing dete (day/monthiyead
PCT/US2006/031844 08 September 2005 (08.09.2006)
Applicant

GENENTECH, INC. et al

The appilcant Is harsby notifled of the following in respect of the priority daim{s) made In the Intemational sppliostion.

1.[X] Corrmction of priosity cisim. In accordance with the spplicant's notice received on: 09 November 2005 (09.11.2005),
the follawing priority olaim has been cormated, scoording to paragraph 178 of the PCT Reocelving Quidelines whera

application, to read as follows: .
US 08 Septambar 2005 (06.09.2005) 11/220,362
even though the indlcation of the numbar of tha sariler applicstion ls miasing.

sven though the following Indication in the priority claim is not the same as the corrasponding indication appearing
In the priority dooument:

2.[[] Adsition of priority alsim. In accordanos with the applicant’s notios recelved on: ,
the following priority clalm has been added:

even thaugh the indiostion of the number of the sariler appliication is missing.

sven though the following Indiostion in the priority olaim Is nat the same ss the oorreaponding indioation appearing
in tha priarity document:

3. As & resuit of the correction and/or addition of () priority claimis) under Rems 1 and/or 2, the (earllest) priority date Is:
09 September 2004 (09.09.2004)
4.[] Priory cisim considerad not to have been made.
The applicant falied to respond to the Invitstion under Rule 28bis.2(») (Form PCTAR/318) within the prescribed tims limit.
The applicant’s notice was received sfter the expiration of the prescribad time limit under Rule 28bls.1{a).
D The applicant’s notice falled to cormect the priority claim so sa to comply with the requiramsnis of Rule 4.10.

The applicant may, before the technical preparetons for international publication have been completad and subject to the
payment of a few, request the Intsmational Bureau to publish, together with the internstional applicstion, Information
conoaming the priority olaim. See Rule 28bls.2(0} and the PCT Applicant's Guide, Volume |, Annax B2(1N).

B.D Whers multiple prioricies have been claimed, the above ltem(s) relste{s) to the following priority claim(s):

@ A copy of this notificstion has basn sent to ths recelving Offics and

t the Imameational Searohing Attharity {whers the Interngtions! search report and the written opinlon of the Internationat
Ssarghing Autharity have not yet been issuad).
7] the designated Offices (In accordance with Rule 83bis).

The international Bureau of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombetins -
1211 Genave 20, Switssrtand Sean'M. Taylor
Facsimile No. (41-22) 338.90.90 N Telephone No. (41-22) 338 8811

Form PCTAR/A18 (Janusry 2004) 006874222
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PATENT COOPERATION TREATY b%

From the RECEIVING OFFICE )
o PCT
STEVEN C. BRUESS

MERCHANT & GOULD P.C.
P.O, BOX 2803 NOTIFICATION OF THE INTERNATIONAL

APPLICATION NUMBER AND OF THE
MINNEAPOLIS, MINNESOTA 55402-0803 INTERNATIONAL FILING DATE

(PCT Rule 20.5(c))

Duia of malling

(o mantivyeer) 27 (Nov 2005

IMPORTANT NOTIFICATION

Aypplicatt’s ar agem's file referencs

11669.153
Intermnmional application No. Insermatinnal Nling date faksymonshywary Prineity date /dapmonthymar)
PCT/US2005/031844 ~08 Sep 2005 09 Sep 2004

Applicams
GENENTECH, INC.

Thie of the Inventitn PROCESS FOR CONCENTRATION OF ANTIRODIES AND THERAPEUTIC PRODUCTS THEREOF

1. Theapplicant isheroby notillad that the intermational application has been scenrded the international applicstion numberand the
Intermational Nling daw indicsied above.

1 Theapplicant ia further notified that the record copy ol the iniernational application:
waz lmpsmilicd 1o the Inlernational Burcsuon _'_L_LN"’ o0s

[ ] hasnotysibeon ransmitiad 1o the Intomationsl Buresu forthe resson indicated below and s copy ol thisnotificaton
hns beea sent (o the (ntematonal Buresu®:

D bacause the neceasary nalinnel security clasrance has nol yei boen obtained.
D becsiiee irnten o be specifed):

* The Iniemationa] Buresu monitorsthe tmnimiial of'the record eapy by the receiving O[Tice and will notify the applicant{with
Form PCTAR/301 ) ol Hareceipl. Should the necord copy not have been received by theexpiralion o' 1 4 monthsmwm the priarity
daie, the Iniemationsd Bureau wlll natify the applicant (Rule 22. I{c)).

3.  FOREIGN TRANSMITTAL LICENSE INFORMATION Completed hy: EB

D Additional foense (or fareign transroftel not required. This subject matier i covered by s Hoense already granied or
the oquivalent 1.S. natlonal spplicstion, Refer 1w that llcenms for informaiinn conoeming it xope.

D License for farelgn irangmiual not required. 37 CFR, 5.11{eX1) or 37 CFR 5.1 1{(e}(2). However, a Licansze may be
required for addiiional subject matier. See 37 CFR 3.15(h}

Pornign iransmital license graniod. 35 U.S.C. [M: 37CFR S.11 on 25 Oct 2008
(dme)
£ wemsisw 37CPR 5.15(h)
—

Name and mailing address of the receiving Office Authorized officer
Mail Stop PCT. Commissioner for Putents Eric Simms
P.O. Box 1450, Alasandris, VA 223131430 &6/
Facsimils No. 703-3056-3230 Telephone No. 703-308-0290 EX 120

Form PCT/RO/105 (July 1992)
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PATENT COOPERATION TREATY

From the RECEIVING OFFICE

To: P CT

STEVEN C. BRUESS

MERCHANT & GOULD P.C.

P.O. BOX 2903

MINNEAPOLIS, MINNESOTA 55402-0003

(PCT Rules 4.10, 26bis. 1, 265/5.2(s) and (b))

INVITATION TO CORRECT PRIORITY CLAIM

el 2ZNw oS
Applicant’s or sgent’s file reference REFLY DUE
11869.153 Soa jtam |
Intemationsl epplication No. Intemational filing dute
PCT/US2005/031844 (daymonth/yeer, 08 Sep 2005

Applicant
GENENTECH, INC.

in the priority claim(s), aa indicatad in the Annex.
1. “Timo Limit to respasd to this Invitathon (Rule J6bis. 1(n)):
- within 16 months from the (earliest) priority dats; or

iesf) priarity date so changed,

whichever
imemations] filing date.

Fallore
for the purposes of the procadure under the 10 have bean mado (Rule 2642r.2(b)).

2. In the cass whero multiple priovities have been claimad, this invitation ralates to the following priosity claim(s):

3. A copy of this Invitatiun is baing acnt o the Iatemational Buresa.

The applicant is hereby Invited, within the time imit indicated helow, to camect, bry a notics sbmitted to this receiving Olfice, delects

- mm_ﬁuﬂyﬁuhw as & repult of the camection or additicn of tha (earliest) priarity claim, within 18 manths

irea first, provided that such & notice may, in any ovent, bo submitied until the expirstion of four moaths from the

hrqmlhﬁllnﬁuﬁmwiﬂnmm'hd tire limjt may resit in the priority claim concemed to be conyidared,

Authorized officer
Eric Simms

Name end mailing address of the receiving Office
Mail Stop PCT, Cormndssioner for Patems
P.O. Bax 1450, Alaxandria, VA 21313-1450 -

Faasimile No. 703-305-3230

ar”

Tolephans No, 703-308-9290 EX 120

Form PCT/ROVL10 (July 1993; reprint January 2004)

167
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Intomstiona) application No.  V
ANNEX TO FORM PCT/ROV110 PCT/US2005/031644

Thin recaiving Office has found the following deficts jo the pricrity claim(s):
1. Fullure ta Comply with the Raquiremaents of Rule 4.10

. [

n

National application

[J Miming indication of the filing dste of the eerlier spplication.

l-n'ilm:.l;mdluldhmuiﬂnpﬂluum doesnot fal] within the period of 1 2 moaths preceding the intormational
ng

Miasing indication of the number of the earlier application.*

Mi [ndicstion of the country 0 the Paria Convention for the Proteation of Industrial Property, or of the
uﬁ‘&w.w«umm"ﬂ:Mhmmmmwm in which the eurlier aational spplication

was flled.
indiceied is poither a party 10 the Paris Conrvention for the Pratection ol Industrie! Property nor s Manber
ut'dn W Trade Organization.

D O® &

Reglonal application

E| Miasing indication of the filing dato of the earlier appliestion.

D Filll'dllﬂ:llﬂlﬂl‘dﬂl’ﬂlﬁﬂ‘llﬂ' spplication does not fall within the period of 12 manths preceding the international
iling dats

[] Missing indicatiun of the number uf the earficr spplication.*

[J Misingindication ofthe mrtharity entrusted with the grantiog of regional patenis undar the spplicable regional patent
freaty.

O mmuhﬁm.mnmnwiwmm-mm;mdﬁmpnudummlwmnm

D mmmlydlunmnllumhlhlARlR) doea pot indicats sither at loast one mhl'mu
Canvention for tha Protection of Industrial .urltllllmMﬂnhtd'lhaWuldmdnm
which the aarlier application was fllad.

Intornmtionnl application

[] Missing indication of te filing date of the sariler spplicatica.

E] Eilll.n';dnehd:uud for the earfiier spplication does not fall within the peciod of' 1 2 montha preceding theinteraational
[] Missing indicstion of the sumber of the oartier application.®

[C] Minsing indication of the receiving Offieo with which it was filed.

2 Incensigtency with the Corresponding Indications In the Prierity Decuanest*

o [

. ]

.0

Inconsistency with regard to the flling date ol the earlier applicativn:
The request indicates:
The priority document indicatex; - - - -

Inconsistency with regard to the number nrln earlier applicstion:
The cexjoest indicates:
The pricrity document indicates:

Inconsin with to the country party 1o tha Paris Canvention for the Protection of Industrial Property or the
Member of tho Wi Organization in which the netlons] applicstion o MMled:
The roquest indicates: o

The priority document indicatos;
mwilllnllnlmﬂumhuilymndwiﬁhmﬁuoﬁqlmdpmmduhlppﬁubhmium
The request indicates:

Inconsistency with ragard to the receiving Offico with which the international spplication was filed:

Theo roquast indicates:

The priority document indiestax

*  Even ifthis defte! is not enrrecied in responss to this Invitation, the priosity claim concarned will not be considered aot to have bes
tade (Ruia 26805 2(h)).

Form PCT/ROV 10 (Annex) (Jamuary 2000; reprint Janusry 2004)
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S

Dacket No. PRY980
ASS|GNMENT

WHEREAS, Chartes Manthew Winter, o cltzen of e United Staves, residing at 2433 Corones Biva.,
Beimont, Cakfomin, 94002 (hareinatter "ASSIGNOR"), has invenred a now and useful invention in

PROCESS FOR CONCENTRATION OF ANTIBODIES AND THERAPEUTIC PRODUCTS THEREOF

for wiueh n provisonal application Secial Mo, 60/809,092, (Docket No. PR1980) has besn filed by him an
Sepramber 9, 200%: ana

WHEREAE, GENENTECH, INC., a corporation organized and existing under and By virtus of tha laws of
e Sue of Delaware, having a piace of business ;x 1 DNA Way, South San Francisca, Calitornia 94080-
4990, and NOVAFETIS AQ, & corporation Srgamesd and SXifLNg undér 8nd by virtus of the laws of the counmry
of Swizeriand, ha'smg & piace of bysinass ar Lichsrasse 35, CH-4038 Basel, Swizariang, are desirous of
ACQuInNg &N Mardst in and o S invanton, ankl n &kt To the Letzars Patents t© be obteinad tharsfor:

NOW. THZREFORE, be It known by sl whom k may concern;

Thi tor goad and valuabis consriaration Mme recowt af which s harshy acknawisdeed, The s ASSIGNOR
has and does hareby sall, &36gn. Transier &nd set Ovar unto the saig GENENTECH, INC., £ successors and assigns,
and unto the sad NOVARTIS AG, and its successors and assigha, the full and exclusive right, Gue and inmrent
including il rfights under the Paris Convantion for the Protection of Industnal Proparty, in and to sad invention, and
in and to any and aj) LeToers PaTants to b Qrantad and issusd Thersfor or eny conunuidon, divieon, jenewal, or
subfututa tharaol, and 88 To Letters Patants any reissue of re-examinaion thoreof, not anly for, o, and in e
Unind States of America, its tarTitonas and possessons, Dut for, to And i 81 0THEr cCountres; and i has besn and
8 herehy authoneed and requested That Tha APPOPTIETE QOVEMMENT MINCIES [vsue sad LeTiers Patente O S8id
GENENTECH. INC., arnd sait NOVARTIS AGQ in accordance with this Assignmaent.

Said ASSIGNOR covenants and agies o conperate with GENENTECH, INC., anit NOVARTIS AG ™ snabie
s QENENTECH, INC. and said NOVARTIS AG 1t enjoy to tha fuBast sxtant the right, tHa and vYtarest herein
conveyad in the Laived States and foregh countnies. Such cooperstion by said ASSIGNOR Inciuaes prompe
production of pertinens facta and documents, giving of rasumony, sxsoution of peitions, oaths, specificnions.
declarations or other papers, and other EsNsTance Wil t0 The SAlENT dESMASd NECeIsary of deanabis Dy said
GENENTECH. INC . ang sakt NOVARTIS AQ {a) tor partecting the nght. tile and interest heren conveyed: th) for
prosecuting any of said applcations; (c) for fikng and prosecuting applicanons for ressuanta of any of seid patents;
() for merfarance pr othar prionty procaadinge nvoiving sald nvention: and (e) for legal procesdings ivoiving sexd
wantian and any apphiostions therefor and any parents granted thereon, including withous kmikation apposition
praceadings, cancullation procsedings, prionty convests, public use proceadingy, infringeman actions and cowrt
actions; pravidsd, however, That the expense incurred by said ASSIGNOR in providing such cooparwtion shal be
paid for by saki GENENTECH, INC. and aniet NOVARTIS AG. :

The Tefms and covenants of thia assignmem shall inure to tha benefit of said GENENTECH, INC., s
Sucesanors, Rsigng and other lagal rapresentativas, and st NOVARTIS AG, te successors, aasigns and other legal
représiTEAives, and shall be binding upon sakd ASSIGNOR, thelr raspeotive hairs, lagal raprésantatives and assigns.

Said ASS:GNOR nereby wiTams and represents that haa not entirad and will NOT GNTEr IO ANy
Aignment, CONTEST, oF understantng i confict hsewith.

IN WITNESS WHEREOF | undersigr as foliows; Z 2 / 5 Z

Chariss M. Wanter

S 7



E J;-L-nu 12:3m  Frow-gensntash,” -l 50520082 T-100 P01/ F-(ﬂi/

U § DEPARTMENT CF COMMERCE
RECORDATION FORM COVER SHEET Panex and Tradenmerk Office

PATENTS ONLY Asy DK No FRISIO
Ao Commaysioner of Pasats  Flease rerond the armched origim] docsawcow or Copy thereof
1. Name of convey.ng party(ies): 2. Name and address of receiving party(les):
: QENENTECH. INC.
Charles M. Wimer Name
Intermal Addreas:

Street Addaress: LDNA Way
Ciry: South San Francisco Sware: California

Anooml mpe(y) of conveying parTy(es) soached? _ Vs X No ZIP: 540804900
Adapom) mpats) & sddrcaics) mecked? X Yo  No
3. Namure of conveyanoe: NOVAR'I'!SS;\G
X Assignment Mergor Lichstrasse
Security Agrecmemt cH
Change of Nams Base] Swimsertand
Other:

Execution Daxe: Janiacy 24, 2005
4. Applicmion nun¥:wy(s) or patent number(s):
X thus Gocumews w pacg lad gethar with & hrw SpPRCEOR, the O coution dse of te xpplicatiog
A. Promm Apghcancn No.(» 8. Puxcm No.w)
60/609,092

Anduompl ipmbert srAchod? _ Yo X No

S. Nmme and addreas of parry 1 Whom corespondencs 6. Tosal ramber of applicadions &nd pawwmrs
canceming documem should be mafled: involved: 1
7. Tomt fee (37 CFR 3.41): $40.00

Craig G. Svoboda ' . Enclosed
‘,’}‘;’;ﬁ“’;‘f,"“'“"“' X Anmorizad w be charged 10 deposis accours
South San Francisco, CA 94080 8. Depostt scoourn number:
07-063Q
"DO NOT USE TR SPACE

. Socoacor s vERmT

To i bt of my owicdye and hehief. the

IREGTEREDION 45 DUC ) CONTSCS B0 BNy Seciey cupy
M B e cupy Of Che ONganhl docyemen,

Inmmare 2¢4. 005
Name of Penon Signing s Date
Regisration No. 39,044
Toml of isine cover sheet, agachments and document: 3




A W lmllll. WA Wl UIII,
oo PCT (h‘} (_‘} l/}7
REQUEST \
The Internaticnal Filing Duts
requesty that the present
international spplication be proceased
according to tho Petent Tremty
Name of ing Office and "PCT International ication”
QM;) characiers mextmum) 11669.153WOUI

BoxNo.I TITLE OF INVENTION
PROCESS FOR CONCENTRATION OF ANTIBODIES AND THERAFPEUTIC PRODUCTS THEREOF

BoxNo.Il AFPPLICANT D This person is also inventor
Tame and siirwm: | (Fmily mme fuliwed By given name; fiv,s legal antiy, Jull aftelal darignasion. The Telephane No.
dddrass sog! inchuly pasial cods snd uames of couniry. The emmtry of il wddress
indicmiad in this Bux i ke appfiesnr’s Dot (Mhat &, coumivy) of raridence §f no S of
rexiince b indkunind belvw) o,
GENENTECH, INC.
1 DNA Way Telaprinies No.
South Sen Francisco, Californis 94080-4990
United States of America Applicant’s Raplairatiog No. with Offics
Sllh(l\ullr.um)ofuﬂuii'kn mm&m)wﬁm
Thls person s applicant I:].nd-lpnu E all dealgnatod Statm except the Uited Staten tho Statos indlested in
for the purposes of: Stales the United States of Americs of America only the Supplemental Box

Box No.III FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)

Vme aad whivem:  (Fimily e folwed by given axme: for & gl mtrtty, /il aficial daiiguation. The
addrazy st inchale parsal osde snd name of cnniry. The onnery of the adidresy "lhispuwuil'
H:uuunmumnmtmr-hf g
xmliununly
NOVARTIS, AG
Lichstragss 35 Dlpplinntmdlnvmlnr
Basel CH-4036
Switzeriand D inventor only (If this check-baz is
marked, do not All in below.)
Applicant’s reghstration No with Offica
_mmmé.nmwy)uruinﬁy: ' s'i.mu.m)ut_hu
This passae s applicant D-u-lpu . .ld-lpnnn--q- the Uniliad Stains | e Strion imudicuted In
for tho putposes oft IIWH-G!A_h of America ouly | te Sepplemenial Bon

Further applicants and/or (further) inventors are indicaied on & contimuation theet.

Box No. IV AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

The perscn identifiod belnw la hersbyhas been appolnted 10 sot on behalf & sgent E] common represaniutive

of the spplicani(s) before the onmpetent Internationsl Authorities as:

Naore gad achieex: M_ﬁ”blﬂu—gklﬂlﬁ.ﬂﬂm T Talaphocs No.

BRUESS, Steven C. Pacsinllc No.

Merchent & Gould P.C. (912) 1364751

P.O. Box 2903 Tulagriaaer No.

Minneapotis, Minnesota 55402-0903

United States of America ;l;;?wh'“m

[ Address for correspandence: Mark this check-box whers no agent or commaon representstive is/has baen appointed and the

above is used instead to Indicato n nl address to which ahould be sent.

Form PCT/ROY101 (first sheet) (Jsouary 2004) Sea Notas fo the raquaxt form

ip
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Coatinustion of BoxNo. Il FURToR APPLICANTS AND/OR (FURTHER) L« VENTORS
1f nene of the fallewing sub-dexes la used, thiz shoot I not 6o be inclisded in the request.

Name o scidresy M-nﬁ-dhﬂ- -kn“mﬂﬂhﬁh The adidrexx
incluts possel cods snd acane of coamiry. The cminery of the odiress indicoted in iy Bax This persan i
lh#mﬂhh omntry) of raskdmey §f no Sixts of revidence is indicaied beivw)
WINTER, Charles Matthew [ swtcmt
2413 Coronet Bivd. .
Belmont, Califormia 94002 DX optns st e
United Statex of America [ [ "
mardgd, do not fill in below.)
Applicants roghrtrating No. with Offico
_mmblkmmcmw’ﬁ mm&m)orm
“This person In applicast D W dmipund [~ ol doid S wocgt 57 e Unisd it the Stotes indiomed In
for the puposes oft the United Stxtes of Amaxies K of America anly the Sopplementsl Box
“
Name and addvam Mmﬁbﬂb“nhsmmﬂﬂmm*
et inchals partel cods and ncuse of commiry. Tha cowniry of the asbirexy indicated in thix Box “This parsoa ls:
s the opplicant’s Smiw fthat i, country) of resideece i no Shaie of restdenice s indicated balors) D
wpplicant only
Dlmliﬂlllnlllmm
Dmma&umn
marked, do nol fill in befow,)
Applicaaty registrwtion o, with Office
State (that is, couniry) of naticoality: State (hat is, country) of resdence:
This person ks applicant D all denfgrated D all designated Stabes exeept the United Seatoy the Stxies indicatod in
for the purposms of: uwm«m of Amexian coly the Supplememtal Box
m—
Name aad ackirem M-ﬂnﬂbﬁ-uklhﬁmﬂﬁlmmﬂ—
Includy posial code and s of country. The conmtry of the ashivesy indicatad in Shiy Box This person bs:
immhmu—mtmvnumnmw D
applicant anly
Dmllunihw
Dhmnbﬁﬂldﬁ-hh
mavked, do mot fiil in Below,)
Appliceet’s ogisiration Ne, with Offics
[Stais (ot is, country) of nationality: ‘Stats (tkat &s, couniry) of remdece:
This perwon it applicet D all desigrted D alf designated Stntes exeept the United States the States indicated in
for tha purpases of: St the Usited States of America of America only the Supptemental Box
-
Nazs and adires (Pumily mue foliowad by given name; for o legsl extity, /il official deviguation. The tildrexy
gt includs porinl cods and nams of couniry. The country of the asldrayy indicated i iir Box Thia pearecu is:
s the cppiionnt's Sixis (that k. coumtry) of residence [ se Siate of revidence is ndicasd baltnr} D
spplicant anly
qulhnlnl‘nvm
thmmlyrvmmu
Apphicants reglstation Ny, with Offics
Stalo (that I, couniry) of nationality: Btate (That s, country] o residence:
This person ia applicast -nupn-l all dealgnuted Stits exoapt the Undsed Stat fha Srases bficated In
for the purpoms of the Unitad Stetes of Amexica of Amerion only the Supplanenial Bax

D Further spplicants snd/or (Arther) inventars are indicated on snother continustion sheet

Form PCI/RO/I0] (contimuation sheet) (July 1993; reprint January 2004) Sex Notas 1o the raquest form

"
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BexNo.V  DESIGNATIONS 1} t} \

“The ffliog of this reqeest conatitntes ander Rule 49(s), the desigastion of all Contacting States bound by the PCT on tha intarmational fling dts, for the
gt of every kind of protostien availahlo snd, where spplieabla, for the grant of both regional and nationa) paterts,

Howeva,

] DE Germany bs not desiguated for sny kind of setional protection

] XR Regublic of Kore Iy not desigasted for any kind of mtional protetion

[J RU Rossisn Fedarstion bs not desigasted for sy kind of national prowection

{Tha check-baxer above may be wed io sxchuds (trrevocably) the designaiions voncernad in order 1o aveid the ceating of the gffeci, undsr the nationaf
law, of on asriier national application from which tha priority Is ciaimed. Sae the Noies io Bax No. V ax lo the comequencas of ruch national law
jrovisions in thase and cermain of Siales.)

Bex No. VI PRIORITY CLAIM

of carlier spplication Number Detional applicstion: Tegional application:* imcrmationl apphcation:
of carlier ln__| comtry or Member of WTO regicaat Office receiving Office
tiem (1
oo’squum 60/609,092 us
09.09.2004
item ()
06 Septamber 2008 Unknown us
06.09.2005
item (3)

E] Father priority olaima ere indicated in the Supplemental Bo

The recelving Ofitce is requasted to prepare and transmit to the Internations! Barem & cenified copy of the earlicr spplioation(s) fonly I the eariier
opplication waz filad with the Cffice which for the poposes of shis intsrmationsl gppiication is the recwiving Office) entifiod shove ax:

X nbl itoms [ hem (1) [ hem @) O ktem () [ other, geo Bopplements} Box

* Wiwrs the auriior applicetion Is sx ARIPO applcation, Mulicess a1 lazst sns comiry party i the Parls Cosrvention fir the Frossctisn of huisstrial Preparty or sue Meamber of
ths Workd Trade Grypmizorion far wirick that sriter spplicarion was fisd (Ruls 4. 10N

Box Ne. VI  INTERNATIONAL SEARCHING AIJ'I'I'IOIll'I'\’

Chwlce of International Searchivg Antharity (I5A)
m'nzu-nmmh.ﬂuammu-nmpwummmmwamm—mm&
may be usad):

IBA | EP

Request t» use rewuits of eariler ssarch; reference ts that search (if an sariior sowrch has been carried out by or requasted from the intemational
Smmhing Authority):

Dute (daymonth/year); Number: Couniry (or reglonal Office):

Box Ne. VIIl DECLARATIONS

The hillowing declarntions s aontained in Boxas Noa. VIIE (1) to (v) imark qupiicabls cheek-baner befow amd indicas in Number of daclartions
the right cobmu the sumber of each (ppe of declaration):

] Bax Na. VI (T) Declaration s ta identlty of the inventor

] Box No. VT (i) Declaration aa to the spplicent’s estitlement, &3 1o the intereational ing date, to

wpply for xnd be grented  patent

[ Box No. VIIL(liD) Declartion m to the spplicenr's entitioment, a» & the internationnl Aling data, 10

olatm the priority of the earfler application,

[ Bex No. VI (iv) Declration of laventorship (caly for the purpases of the designations of the United
States of Amarics)

[ Bex No. VI (v) Declaration s 1o non-prefixiicial displosures or exceptions to lack of povelty

Form PCT/RO/101 (last shoal) (Jamary 2004) ] B Spr Notm to the requesi form:



B Ne. IX aummmxﬁm

T

‘This international spplicetion coxtaine: Thix intematicoal sppiication Ls accompanisd by the iem(s) marked below: \ of bem
(a) bm papar form, the fallowing mumber of shects: I [ foocalouletion sheet 1
mﬂ":‘"“mu 14 2 [ original separsts power of sttomey 0
souene listing endior ables reletsd there) ¢ 47 | 3- [ ovigghonl genaral power of atiomay 0
clxims 1 5 4. [0 copyof geoersl power of sttomey; refrence mmber, if sny: 0
abuiract | % [0 wratones oxpisining lack of signature
dmwings : 17 6. [0 prierity dooument(s) identjfied tn Bax No V7 as Ism{s):
Substatal mnmber of docts M |7, O trensistion of inseraetiona) spplication ioto (nguage):
tables reiuind thareto 8. O] sepamie indiostions concerning deposited microorganism or other
—_— biolagiea! mutzrial
e e e ter resdatte | 9 [0 noquonce Hating in computes resdable form (ladicats (e ancd mumber of :
Jorm: son () bekrw) carriery)
Total anmber of shests M ) [ copy submitted for the purposcs of international scarch nnder Rola
134er culy (and oot as part of the intemational spplication)
(b) [ only in computer readabils form (I [ ronly where chack-box MY) or (cHU is marked n it cohumn)
(Soetion 801(aXD) additionzl copies inchading, where applicable, the copy for the
® ] wequence tating purpones of international seevth undar Rule 13iar
(9 e b ompster resdate form. O D s ot et It ot e copY o eopis
equenoD 10. ] tables in computer readsble fwm related t sequence listing (Indicate (pe '
.((r%)”“ﬂ‘hlﬁ“d:guw —— and monber of carriers)
wumber of cneriory (diskatia, M [ copy submitted for the purposs of tutemational swarch uader Section
cnucmumnwﬁ- 802(b~quater) auly (and not &3 part of the itemational spplication)
tables related thereto: D 3 (anly whers chack-bex (SXI0) or (<)) is marked tn i/t cohonn)
- copiss to be bndicuted undar itoms S{lY) niditional copies fnchaling, where applicable, e aopy fir the
and Aar 10(11), In right columw) parposes of jnternationat soxrch mnder Section $02{b-guater)
(i) [ together with reovant stxiement as to the identity of the copy or copies
with the scqumes listing mantionsd in Joft colmmm
1. B Other fepacifh): Gan. Transmitial (I dupi) Check in the amount of
34198 Resurn Porscant.
Figure of the drawings which Langusgs of fling of the
should secomparyy (ho shetract: 0 interaxtional spplication: Prglish
BoxNe. X SIGNATURE OF APPLICANT OR AGENT OR COMMON REFRESENATIVE
parron signing and ths expuchy in whisk the parren rigas (If suck capaclly by not cbvisws frem reusieg the roques).
By
Brusgs, Steven C.
For roceivias O
1. Date of astual yeceipt of the porported mea. nso ouly
‘ nterpational spplication: 2 Dmwingr
3. Corrected dete of schml roceipt due 1o Later but
. mmwwm D reocived:
4, Mddﬂymupdhnﬂd
corvections under PCT Article [12): _ D not reselved:
5. Sexrching Anthority 6. Trangmitial of search
(i two or more are competent): capy deixyed until search
ISA/ & s paid
For Intornations] Buresu use anly
Date of receipt of the record copy
by the Imernations] Borexu:
e I
Form PCT/RON0] (last sheet) (Jumary 2004) Jos Nolex io the repwg! for
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APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United Siates of America
This public document

2. has been signed by AIDA MICLAT GUIAM
3. acting in the capacity of Notary Public, State of California

4. bears the seal/stamp of AIDA MICLAT GUIAM, Notary Pubilic,
State of California

\ CERTIFIED
At Sacramento, California
the 15th day of December 2005

by Deputy Secretary of Stale, State of Califomia
No. 267083

Seal/Stamp:

© o N OB O

10. Signature

Secretary of State

NP-24 A (REV. 4-05)



CALIF RNIA ALL-PURPOSE A KNOWLEDGMENT

Siate of Callfomia
Counly of 9“" M 'wf‘(.o } »
On Oe Combi, C, 2005 before me, - ﬁiz(q A N-ﬂ-i-_ C’lln'a -
. Dan ] Nar are] il o Gl fo.3. "Jare Dum, Notwy Ui
personally appeared Tf a4 h\-'-v 5_ Yehwar f'(
/] Nuarssls) of Signarts) r4
(1 personally known to me

IR proved o me on the basle of satisfactory
evidence

to be the personi{e; whose namef{e} |s/are
subscribed to the within Instrument and
acknowledged 10 me thet he/ahafthey-gxsculed
the same In hisg/hevthslr authorized
capacityflesy, and that by histheriheir
signature(a} on the Inatrument the psrson(ey, or
the antity upon beha!! of which the persan{s)
acted, exacuted the Instrument.

WITNESSCLimnd and piiclal seal.

L Jhd M_E._\
OPTIONAL

Though the information below Is nol mquired by jsw, § may prove valusbis fo persons relying ort the document arrd coukd preven
mmmwmummumm

Deacrlptk\ n of Attached Document
Title or Type of Dhcumem

Document Date: - Number of Pages:

Signar{s) Other Than Named Abov>.

Capacity(ies) Claimed by Signer

Signer's Name:

\"\

" . M OHT THUSERR T
1T ITHER

D Indvidual \‘\ .
O Corporate Officer — Title{s):
O Partner — O Limited 01 Generai \
O Attomey-in-Fact -
a Trustee .
O Guardian or Conaservator "1
O Other:

Signaer is Representing:




s .- .
S Brigard « Castro

BOGOTA - COLOMBIA
PODER POWER OF ATTORNEY
Yo (nosotros) | We) Genentech, Ine.
1 DNA Way
domicflado(s) en domiclied in

Nombre(amoe) &1  JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
yo BEATRZ JARAMILLO wo CARLOS H. PALACIO
EASTMAN yo HECTOR GOMEZ MEJIA, da Bogotd,
Colombia, apoderados verdaderoe y legales con poder
espaciel, amplio y suficlents, para recabar de las oficinas y
twioridadea colombianas administrativas, judiclales y- de
poBofa, en cuakuler instancla o mcureo, la oblencion de
patenise’ de Invenoldn, registos de marcas, disefice

. Indusiriales, modelos de utlidad, depéeltios de nombres

o

comarciales y ensefine, reglstros de derechos de aulor y
coniratos sobre los miamos, oblencidn de certificadoe de
obtentor de verledades vegetalas, asl camo sus prormogas,
renovasiones, anotaciones da traspaso, camblog de nombre
yio domidilio; elaborar, tramitar y reglstrar contratos de
lesncla y'licenclas de cualesqulera clases; Intervenir como

demandanie o como damandado en cualquier Instancla y*
_jecurso ante cualquler Juaz, corporacién, funclonario piiblico

0 autoridad en acclones |udicialas, administralivas y de
-la inlee como: oposiclones al reglstro de marces;

onas de cndupldad. cancelacién y nulidad; acclonea
relvindicatorias,’ acclonss dervedas de la obtencién o
axplotacién de licancias; acclones de competencia desleaf;
démandas penales; ecclongs de indemnizacién de
perjuicios, reclemos y observaclones a solictudes de

" patenies, digefos Indusiriales, madelos de utlikdad, en el

ejerciclo de medidas caulelares y en otras acclones o
medidas simllares.

A eate electo, lo(s) faculio{amos) pard elevar solichudes,
formutar deacripciones, enmiendaa, protosias,
declamaciones, oposicionss, cancelaciones, nulidades,
apelaciones y reclamos; pagar impussice, cuoias 'y
gravimenes prescritoa por la ley; renunclar o deslistir a
derachos concedidoa o sn curso de concesisn; rechir toda
case de documenios y valores, dando el descamo

[_Jmpocﬂvo, ¥, en general, para dar anle dichas autoridades

todos ios pasos necesarios al efecio Indicado y tomar todas
las madidas que creyenen conducanies al resguardo de mia
(nuasirds Intereses), con todes las demda facultades lagales
nacesarias.

poder comprends le faculiad de ratificar o confirmar en
mi (nuestro) nombre-lo actuado asl como la faculiad de

t deslstlr, traneigir, comprometaer, y la de sustituiro en todo, 0

en parte y revocar susiituciones. Asimismo nombro(amos)
. JUAN PABLO CADENA SARMIENTO yo BEATRIZ
JARAMILLO ylo CARLOS H. PALACIO EASTMAN ylo
HECTOR GOMEZ MEJIA,, domiciliado(s) en 'a Carem 7
No. 18-56 Piso 6, mia (nuestroa) apoderados en Colombla,
con lacultades pera rechblr notificacionss y deeignar

apoderados judiciales o axiajudiclales.
Mw y firmado en

hoy de te 200
Firma

Nombre

Cargo

South San Francisco, Callfornia 94080-49%90
USA

Hereby appolnin JUAN PABLO CADENA SARMIENTO .
and/or BEATRIZ JARAMILLO endior CARLOS M.
PALACIO EASTMAN and/or HECTOR GOMEZ ME.HA, of
Bogold, Colombla, my {our} trus and lawlul attormeys with
special, ample and sufficient power lo obtain from the
Colomblan administrative, judiclel and police oflices and
outhorities, 'n any Instance, privileges of patents of
Invention, registration of trademarks, Industrial designs and
utlity models; reglatration of commercial names and
smbisma, registration of copyright and conimcts related
thereto, cariificates of obtainers of vegstables varation, as
well as axtensions, renewals and recordal of aseignments
and changes of name and domiclie relaied to the above; to
prepare, prosecute and registec icanses of any kind; to act
as plaintiif or defendant In any Instance or recoures, and
before any Judge, corporetian, public officlal or authority In
judicial, administrative end police actions, such aa:
oppositions to the reglsimtion of trademarks; caduchy,
cancellation and nulllty actlons; clelm ections derived from
the obtaining or explotation of Ncenses, action of unfalr
compeliion; criminal procesdings, actions for payment of
damages: claims or obsarvations on patant applications,
models, industrial dealgns end ulliity modele; in the exsrcise
of prevenfive measurss and In other actions or elmiler
procaedings.

To that effect they hereby empowered to flle applications,
lormulate descriptions, amendmenis, protssts, declamtions,
oppositions, cancellations, mulitiss, appsals and clalma; to
pay laxes, quoles and assessmenis prescribed by [aw,
renounce or walve the rights grantad or In the procass of
granting; to recelve all kinds of documents and valusbles,
giving the respective relesse of recelpt, and, In geneml, to
take before eald authoriiies the necessary eteps to such
effect, and any measures that they may deem pertinent to
the eafeguard-of my (our) Interesi(e) with all ihe other
necessary legal powers.

This power Includes tha laculty to retify or conflrm desist,
settle and compromiea on my (our) behalf, and to subsiiluta
this power In whoie or In part and to revoke substitutiong. At
the same tima | (We) hereby appoints JUAN PARLO
CADENA BARMIENTO endior BEATRIZ JARAMILLO -
and/or CARLOS H. PALACIO EASTMAN and/cr HECTOR
GOMEZ ME.IA, domiclled in Carrera 7 No. 18-56, Plao 9,
my (our) attomey(s) in fact, wilh powers lo receive
notifications and to designate judicial and extrajudicial
attomeys.

South San i?rnm:ilco, California
Granted and signed In  USA

Signature

Name Iimothy R, Schwartz, Ph, I
This BRctlon Patent Counsel
Authorizad Corporate Sigtflodl
Ganentech, Ine. P o



Genentech, Inc hcreby authonizes any of Janet E Hasak, Mark T Kresnak, Jeffrey S
Kubinec and Timothy R Schwartz, fo1 so long as they remain employees of Genentech,
Inc, to execute, on its behdlf, any submussions associated with the filing, prosecution,
granting, and extension and mawntenance of grant of patent and trademark applications 1n
the U S and foreign countries, contracts relating to biological deposits with the American

Type Culture Collection, and assignments to publishers of copyrights covering works
authored by Genentech employees

— August 27,2002 Aeoa v)vjematm—
Dated Sean A Johnston

Vice President, Intellectual Property
Genentech, Inc




TRADUCCION AL ESPANOL del Documento de Poder otorgado por {ienentech,

Inc. domiciliada en 1 DNA Way, South San Francisco, Callfornia 94080-4990,
Estados Unidos de América.

ESTADO DE CALIFORNIA
SECRETARIA DE ESTADO

APOSTILLA
(Convenci6n de La Haya del 5 de Octubre de 1861)

1 Pals; Estados Unidos de América
Esta documento publico
2. hasido firmado por AIDA MICLAT GUIAM
3. actuando en capacidad de Notaric Publico, Estado de California

lleva el sello/timbre de AIDA MICLAT GUIAM, Notario Publico
Estado de California

CERTIFICADO
5. en Sacramento, California
6. el 15 de diciembre de 2005 )
7. por el Secretario de Estado Delegado, Estado de California
8.  No. 267083 '
Q. Sello/Timbre

10. Firma

(Firma)
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RECONOCIMIENTO TODO-PROPOSITO DE CALIFORNIA

Estado de Califomnia )

} 85.
Condado de San Mateo )

El 6 de diciembre de 2005, ante mi, AIDA MICLAT GUIAM, aparecié personalmente
Thimoty R. Schwartz

{1 a quien conozco personalmente

quien demostré ante mi en base a

evidencia satisfactoria ser la persona cuyo
Hay un sello que dice:

! nombre esta suscrito en’ el instrumento y
gg’algllgm;rﬁg;ggﬂl 2 quien reconocié ante mi que ejecutd el
Notario Piblico-Callfornia mismo en su capacidad autorizada, y que
Condado de San Mateo por su firma en el instrumento la persona o
Mi comision expira Dic. 9 de 2007 la entidad a nombre de la cual la persona

actud, sjecutd el instrumento.
Atestigua mi firma y sello oficial,
AIDA MICLAT GUIAM

OPCIONAL

'Ammhlnhmmﬂnmuhuuﬁ\mumwhhy.mmrwnhlmmmquuhmmdmwm
pwvenk i remotiin y eadhasiin freuduienia de esta Jorma a olro documanto

Descripcién adicional de cualquier documento anexo
Titulo o tipo de documento:
Fecha del Documento: - Nimero de paginas:

Firmante(s) diferente(s) a (los) nombrado(s) amba:

Capacidad{ss} Relvindicada(s) por sl {los) firmante(s)
Nombre del firmante:
Individuo
Fundionario Corporative - Titulo{s):
Soclo - {1 Umitada (0 Ganeral

Huslla Indice

. Abogado de hecho deracha del firanie

Fideicomisarlo

Parta altn del dedo etud

Guardién o conesrvador
Oftra:

ooooonob

El firnanle represents;




AUTORIZACION

Genentech, inc. por la.presente autoriza a cualquiera de Janet E. Hasak, Mark T,
Kresnak, Jeffrey S. Kubinec y Thomity R. Schwartz, mientras permanezcan como
empleados de Genentech, Inc., a ejecutar, a su nombre, cualquier solicitud
asociada con presentacién, procesamiento, consecucién, y extensién vy
mantenimiento de concesién de solicitudes de patente y marca registrada en los
Estados Unidos y palses exiranjeros, contratos relacionados con depbsitos
bioldgicos con la Coleccién Americana de Tipo de Cultivo, y cesiones a publicistas

de derechos de autor que cubran los trabajos de autorla de los empleados de
Genentech,

27 de Agosto de 2002

'S {Firma)
Fechado Sean A. Johnston
CJ Vicepresidente, Propiedad Intelectual

Genentech, Inc.
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Apostille

(Caonvention da La Haye du 5 Octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public documant:
2., bhas been signed by BHarriet Smith Nindsor
3. acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

4. bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

extified

5. at Dover, Delaware
6. the twenty-fourth day of May, A.D. 2005

7. by Secretary of State, Delaware Deparitment of State

8. No. 0254030

8. Seal/Stamp: 10. Signature:
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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
COPY OF THE RESTATED CERTIFICATE OF "GENENTECH, INC.", FILED IN
THIS OFFICE ON THE TWENTY-SECOND DAY OF JULY, A.D. 1999, AT 9
O'CLOCK A.M.
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AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION.-

GENENTECH, INC.

Gencntech, Inc. (the “Cerporatisn™), 8 corporation orgenized and existing
under and by virtue of the General Corporation Law of tho State of Delaware,
.does hereby amend the Cextificate of lacarporation of the Corporation, which was
eriginally filed on December 23, 1986 under the name “Genentech Delawsre,
Inc.”, and subsequently amended.

' The Cextificate of Incorporation of the Corporation is hereby restated and
further afmended o read in (s entirety as follows:

ARTICLE ]

The name of the Corporation is: Genentech, Inc.
ARTICLEZ

. The address of the registered office of the Corporation in the Stwtc, of

', Delaware is Corporation Service Company, 1013 Centre Road, City of
Wilmingtoa, County of New Castle, Delaware 19805. The name of its registered
agent at such address ls Corporation Sexvice Company.

ARTICLE 3

mmothupoﬁmhbmhmh*ﬂdum:uﬁﬁq
L] for which corporations may be organized wader the General Corporation Law of
ﬂuSu:ofDehmaﬂiemadﬁorwhnnmrheM('anwlu
Law™). .
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SECTION 4.01. Capital Stock. (a) The Corporation is suthorized to issus
tvo classes of slock (o be designated, respectively, preferred stoek and common
stock. The total umber of shares which the Carporation is suthorized to issue is
four hundred million (400,000,000) shares. One nindrad miltion (100,000,000)
shares shal] be designated prefierred stock, par vahe $0.02 per share ("Preferred
Stoek™). Thwee handred million (300,000,000) sharea shall be designazed
cominon stock, per value 50.02 per share (“Common Stock™ The Common
Stock of the Corporation shall be all of one class.

(b) The number of authorized shares of any class or classcs of stock may
be increased or decreaged (but not below the numnber of shares thereof then
outstanding) by the affirmative vote of a majarity in votng power of the .
outstanding stock of the Corporation eniitled to vore thereon irvespective of the
provisions of Seet{on 242(b)(2) of Delaware Law.

Secrion 4.02. Cononon Stock. (a) Lsssance and Consideration. Any
npissued or treasury shares of the Common Stock may be issued for such
consideration as may be fixed in accordance with applicable law from time to
tume by the Board of Directors.

() Dividends. Subject to the rights of holders of the Prefirred Stock,
the holders of the Common Stock shall be entitied to receive, when end as
declared by the Bosrd of Directors, out of the assets of the Corpoction which are
by law gvailable therafor, dividendy payable either in cash, in propexty, or fn
shares of stock and the holders of the Preferred Stock shall not be entitled to
mmmmmamtmmwhymmw
Directors in my resolition providing for the issue of a sexies of Prafiecred Svock).

SBCTION 4.03. Preferred Stock.

(x) Series and Limits qf Variations between Serles. Any uniszued or
treasury shaves of the Preferred Stock may be iasued from time to time in one or
more seriss for such consideration ax may be fixed from tme to time by the Board
of Dirvectors. Before arty shares of Prefiared Stock of any particular sexiss shell be
iasued, o cestificate shall be filed with the Secretary of State of Delawars setting
forth the designation, rights, privileges, restrictions, and conditions to be attacheth o}
b&?ﬁd“dﬂﬁuﬂ:ﬂoﬂnnﬁ!umh ¥
and the Board of Directors shall fx and determine, and is hereby ey il ¢
empowered to fix and deternsine, in the marmer provided by igw;thdss . :

. -t .
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the sharc’s of such serles (so far as not incons|stégt with the provisions of this
Asticle 4 applicablc to all series of Preferred Stock), mcludmg. but not Jimitad to,

the following:

(i) the distinctive designation of yuch series and the mumber of
shares which shall constitute such scries, which nomber may be increased
{exeept where otherwise provided by the Board of Divectors In cresting
sach serics) or decreased (but not below the number of shares thereof then
ourstanding) from time to time by liks action of the Board of Directors;

() the mnusl mae of dividends payable on shares of such sexies,
the conditions upon which such dividends shall be payable and the daw
from which dividends simll be cumulative tn the event the Board of
Directors determines that dividends shall be cunmlstive;

(i) whether such scrics shall have voting rights, in addition to the
voting rights provided by law and. if sa, the terms of such voting rights;

(iv) whether such series shall have conversion pxivileges and, if
50, the terms and conditions of such conversion, inchuding, but not limited
to, provision for adjustment of the conversion mte upon such events and in
such manner as the Board of Directors shall determine;

(.. (v) whether or not the sharcs of such secies shall be redecmable
C and, if 50, the terms and conditions of such redemmption, including the date
- or dates upoh or after which they shall be redeemable, and the amount per
Mmﬁ.mmdmmwmwm
different conditions and at differeut redemption dates;

(v whether such series shall have a sinking find for the
redemption or purchase of shares of that ssries and, if so, the terms and
mmount of such sinking fund; .

. (vil) therights of the shares of such series in the event of
- voluntery or Involmrtary liquidation, dissolution or winding up of the
Corporaticn, and the relative rights of priority, if any, of payment of shares

of that series; and
. . .
U ~
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ARTICLE S

SecTioN 5.01. Amendment of Bylaws by Direciors. () In fintherance and
nut in limitmtion of the powers conferred by sunre, the Board of Directors is
expressly authorized to make, aler, amend, repeal and rescind the bylaws of the
Corporation, subject v Sections S.01(b) end 5.01(c) bereof.

(b) Sections 2.02, 3.02, 3.03(a). 3.03(b), 3.04, 3.0, 3.14, and 5.06 of the
bylaws mzy only be altered, amended, repealed, or restinded by the affirmative
vote of holders of capital stock entitied to vote thereon represeuting more than
60% of the shares entitied to be voted thereon.

(c) Sections 3.03(c) and 3. lSoflhebyllmmwmlybedund.
amendod, repealed, or rescinded by the affirmative vate of halders of cepital stock
mﬂﬁbmmmumsmhtmwdnﬂmumﬂdmh
‘vosed thereon,

SECTION 5.02. Amendnent gf Certificate of Incorporation. Section
5.01(b) of this Certificate of Incorporation may anly be altercd, amanded, :
repealod, or rescinded by the affirmative vobs of holders of capital stock entitled
to votc thereon represeating mare than 60% of the shares entilled to bs votad
therean. Section 5.01(c) and Articles 8 and 9 of this Certificate of 1 T
may only be altered, mmended, repealed, or rescinded by the afflmmstive vote of
kolders of capital stock entitied to vote thereon cepresenting more than 50% of the
shares entitied to be voted thereon.

ARTICLE§

SecTIoN 6.01. Blaction of Directors by Holders of Prefirred Stock.
Dwring any period whea the holders of any Freferred Stock or any one or more

" series thereof;, voting as & clagy, shall be entitied to elect a specified number of
. directors, by resson of dividend ereerages or other provisions giving them the

right 20 do 30, then and during such tims as such right continues (7) the then
otherwise antharized vember of directors shall be increased by sech specified
mumber of directors, and the holders of such Prefierred Stock or such sevies
mamuudu.mnhmddmmmmm.o
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divested of such rights to elect a specified numbcr of directors, voling s a class,
pursuant to the provisions of such Prefarred Stock or scrics, the terms of office off
all dircctors elected by the holders of such Preferred Stock or serjes, voting asa
class pursusnt to such provisions or electad 1o fill any vacancies remulting flom the
desth, resignation or removal of directors so electad by the holders of such
Preferred Stock or series, shall forthwith texminate sud the authorized mumber of
directors shall be reduced accordingty.

SECTION 6.02. Ballots. Elections of directors ot an anmual or special
mudngdm&lﬂhnudnmhbymwotmdslhebﬂa\uof&e
Corporation shall provide otherwise.

SECTON 6.03. Elinrination of Certain Personal Liability of Directors. (a)
A dirccror of the Corporation shall not be liahle to the Corporation or its
stockholders for monetary dammges for breach of fiduciary duly as a director o
the fullest extent permitied by Delaware Law.

(b) Each person (and the helrs, executors or administrators of such
pexson) who was or is a party or is threstened o be masle s party o, or is involved
in axy threstened, pending or complesad action, suit or proceeding, whether civil,
criminal, administrative or investigative, by reagon of the fiact that such person is
or was a direotor of the Corporstion or is or was serving at the requast of the
Corporation as a director of enother corparation, partnership, joint veuture, trust
or other enieiprise, shall be indemprified and held harmiess by the Corporstion to
the fullcst extent permitted by Delsware Law. The right to indemnifiestion
conferred in this Section 6.03 shall also include the right to be paid by the
Corporatien the expenses incurred in connection with axy such proceeding in
advence of its final disposition to the fallest extent authorized by Delsware Law.
The right 10 indemmification confixred in this Section 6.03 shall be a contract

right

(¢) The Corporation may, by action of its Board of Divectors, provide
indemmification to such of the officers, employecs and sgemms of the Corporation
to such extent end to such effisct =3 the Board of Directors shail determine to be
appropriste and authorized by Delawvare Law.

(d) The Corporation shall have power to purchase and maintsin
insurance on behalf of any person who s or was & director, officer, employee or
lmofmemebwwmnﬂnnqmofﬂncmmn
a director, officer, employes ar agent of another corporstion, partnership, jc

- - B - . e —
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not the Corporition would have the power to Indemnify him against such ligbility
under Delawars Law.

(©) Therights and anthority confesred in this Section 6.03 shall not be
exclusive of any other right which any perwen may otherwise have or heresfir
scquire. :

() Nelther the alteration, amendment, repeal ar reciasion of this Section
6.03, nor the adoption of any provision of this Certificate of Incorporation or the
bylaws of the Corporation, nor, t the fullest extent pexmitted by Delsware Law,
any modification of law, shall climinate or reduce the effect of this Section 6.03 in
respect of auy acts or omissions occurring prior to such alteration, amendment,
repeal, recission, adoption or modification.

ARTICLE7

SECTION 7.01. Secrion 203 of Delaware Law. The Corporation hereby
elects not (o be governed by Section 203 of Delaware Law.

ARTICLE S

SecTion 8.01. Relarionship Fith Roche. In anticlpation that the
Comporation will cease o be 1 wholly owned subsidiary of Roche Holdings, Inc.,

. bt thet Roche (as defined in Bection 8.05) will remain a stockholder of the

Corporation, and in anticipation that the Coyrporation (as defined in Section 8.05)
and Roche may engage in the same or similar activities or lines of business and
have an intercst in the same areas of corporste opportunities, and in mcognition of
(i) the benefits 0 be dezived by the Carporation thwough its continued contractusl,
corporate and busfuess relations with Roche (including sexvice of officers and
directors af Roche as directors of the Corporation) and (i) the difficulties
attendsmt 10 enty divector, who desires and endeavors fully to sstisfy such
divector’s fiduclery duties, in determining the fall scope of such duties in amy
pﬂnﬂnnman,hmofﬁhMSmmhﬁhnmuﬁm
and guide the condnct of certain affiirs of the Corporation as they may invalys-~
Mdmmwmmummmm j
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of the Corporstion and Ity officers, directors and stockholders in connection therewith,

Stction 8.02. Stwilor Business Activitias. Except as Roche Holdings,
Inc. may otherwise agree in writing, :

(@ Roche shall nor have a duty o refrain from engaging directly or
indirectly in the same or stmilar business activities or lines of business as the

c <om. and

(b) neither Roche nor any officer or director thereof shmll be Linhle to the
Carporation or ita stockholders for breach of any fiduciary duty by resson of anry
such getivities of Roche or of such person's participation therein.

In the event that Rocke acquires knowledge of a potential trapsaction or
mettcr that may be a corporate opportunity for bath Roche and the Corparation,
Roche shall have no duty to consmunicate or offer such corporats opportunity to
the Corporation and shall not be lisble o the Corporation or its stockholders for
broach of any fiduciary duty as a stockhokier of the Carporation or controlling
pexsan of & stockholder by rouson of the fact that Roche pursues or acquires such
corporate opportumity for itself, directs such corparate opportuntty 10 another
persan or entity, or does not communicate information regarding, or offier, such

ewpmomlqwh@mu!ﬂon.

Sscrion 8.03. Carporate Opportumities. In the event that a director,
officer or employee of the Corporation wha s also a director, officer ar employee
of Roche acquires knowledge of a potential transaction or matter that may be a
corporate opportmity for the Corporation and Roche (whether such potential
tmmonormmn-:spmpouﬂbyamrdmnrnmvudbym
director, otticer or of the Corporation), such director, officer or
employee shall be entitled to offcr such corporate oppartanity to the Carporation”
or Roche as such direetor, officer or employee deams sppropriate under the
circumstances in his sole discretion, and 0o such director, officer ar emnployee
shall be lishlc to the Corporation or frs stockholders for breach of any Sduciary
duty or duty of loyalty or failure (0 ot in (or not opposed (o) the best interests of
the Carpozation or the derivation of sny improper persona] benefit by reason of
the fact that () such dircctor, officer or employee offered much corporate
oppnrﬂ:mwmlmbo(:ﬂhnﬁthmpunHm)ordﬂmtmmm
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SeECTION 8.04. Deemed Convent of Stochholders. Any perscm or eatity |
purchasing or otherwise acquiring any inlerest in any shares of capital stock of the
Cotporalion shall bs deemed to have notice of and w bave consented to the
provisions of this Article 8.

SECTION 8.05. Definirions. For purposes of this Article 8 end Article 9
only, (1) the term “Cerporation” shall mean the Corporation and all corparations,
parinexships, joint ventures, associations and other enrities in which the
Corporation beneficially owns (directly or indirectly) fifty percent or more of the
outstanding voting stock, voting power or similar voting interests, and (ij) the
term “Roche™ shall mean Roche Holdings, Inc. and all corporations, partnerships,
Jolat ventures, associztions and other entities (other than the Corporation, defined
in accordence with clsusc (I) of this Section 8.05) that are “affiliates™ (2s defmed
in Rule 12b-2 under the Securitics Exchange Act of 1934, as amended) of Roche
Holdings, Inc.

Sacmion 8.06. Termination: Binding Effaci. Notwithstanding anything in
this Cextificats of Incarporation to the contrary, the foregoing provisions of tis
Article 8 shall expire om the date that Roche ceascs to owa beneficially Common
Stook representing st least 5% of the number of outstanding shares of Common
Stock of the Corporstion and no person who is a director or officer of the
Corparation Is also a director or officer of Roche. Neithor such expiration, nor the
alseration, amendment, change or repeal of any provision of this Article 8 nor the
adoption of any provision of this Amended and Restxted Catificate of
Incorparation inconsistent with axy provision of this Asticle 3 shall eliminate or
reduce the effect of this Article § in respect of any. matter occurring, o any canse
of action, suit or claim that, but for this Article 8§, would acorue or acise, prior to
sncheqﬂuﬁun.dhnﬁon.mﬂmeu.rqﬂlondopﬁm

Sscrmlw Articls 9. mmmuofmnﬂdelnmd&ﬂmm
the provisions of Article 9.

ARTICLEY .

SscTion 9.01. Comtracts Not Void, No mmm
or kansaction (or any amendment, modification or termination thereof) betwes:
&Cmpwmonuﬂmmﬂbewldurvo(dﬁenmyﬁrh ,
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(ermination or solely bocsuse his or their voies are counted for such urpose, but
any such contract, agreement, ammangement or transaction (or any amendment,
modification or termination thereof) shall be governed by U provisions of this
Amended and Resmted Cortificate of Incorporation, the Corporation’s Bylaws,
Delawere Law and other spplicable lew. For purposes of this Article 9, the terms
the “Corporstion™ and “Roche” have the meanings set forth in Section 8.05.

SscTion 9.02. Quorvm. Directors of the Carporation who are also
dircctors or officers of Roche may be counted in detarmining the presence of a
quorum al a meeting of the Boerd of Directors or of & committee thet authotizes
or approves any such conttact, agreament, aprzngenent or transaction (or
amendment, modification or termination thereof). Outstanding shares of Coxnraon -
Stock owned by Rochs may be commbed in determining the presence of a quorum
at a meeting of stockholders that authorizes or approves any such contract,
sgreement, arrengement or transaction (or ainendment, modification or
termination thercof).

SecTion 9.03. No Liability Fer Good Faitk Actions, Neither Roche nar
any officer or director thereaf shall be Eabie to the Corporation or its stociholders
for breach of any Gduciary duty or duty of loyslty or fiilure to act in (or not
oppased (0) the best interests of the Corporation ar the derivation of any improper
personal benefit by reason of the fact that Roche or an officer of divector thereof
In good fhith mkcs eny action or exercises any rights or gives or withholds sny
consent in connection with, any agreanent or contract between, Roche and the
Corporstion, No votes cast or other aotion taken by any person who is en officer,
director or other repregentative of Roche, which vote is cast or action iy taken by
such person'In his capecity as a director of this Corporation, shall constitate an
uhnduumcfnﬂgubyanmﬂn&eﬁrhmofw
such agreement or contract.

SECTION 9.04. Degmed Consent by Stockholders. Any person or entity
purchasing or otherwise acquiring sny interest in anvy shares of capital stock of the
Corporation shall be deemed to heve notice of and to bave conscated to the
provisions of this Article 9.

SECTION 9.05. Comtracts Covered. For purposes of this Article 9, any
mmmummmcmmmm
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" SECTION 9.06. Binding Effect. Neither the ahteration, smendment, change
wmpeﬂofmpmvhbnofﬁkArﬁ:lmefhldapﬁondwmvilion
{nconsistent with any provision of this Article 9 shall eliminate or reducc the
effect of this Article 9 in respect of any matter occruring, or amy cause of mction,
sult or claim that, but for this Articlo 9, would acerue or arise, prior to such
alteration, amendment, change, repeal or adoption.

SECTION 9.07. Article 8. The provisions of this Article 9 are In addition

the provisions of Asticle 8.

{
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IN WITNESS WHEREOF, this Amended and Restated Certificate of
Incorposstion, having been duly adopted in accordance with Sections 242 and 245
of the Gencral Cocparation Lew of the State of Delaware and by the wrilten
consent of the yole stockholder of the Corporation i accordance with Section 228
of the General Corporation Law of the State of Delaware, has been execuled this
22ud day of July, 1999.

GENENTECH, lNC

By ia/ Stephen G. Juslsgaard

Name: Stephen G. Foclsgaard

Tide: Senvior Vico President,
General Conasel and Secretary

19
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' TRADUCCION AL ESPAROL del Certificado de Incorporacion de Genen Inc. \,
APQSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 19-61)
1. Pals: Estados Unidos de América
Este documento publico
2. ha sido firmado por Harriet Smith Windsor
3. actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware
4. lleva el sello/timbre de la Oficina del Secretario de Estado
Certificado
5. en Dover, Delaware
_ 6. el veinticuatro de mayo, A. D. 2005
7. por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware
(- 8. No. 0254030
9. Selloftimbre 10. Fima
Harriet Smith Windsor (Firmg)=;




O ®

-

;.areférenciales, por un valor de $0.02 por accién ("Acclén PM)

Trecientos millones (300,000,000) de acciones serdn designadas acciones

comunes, por un valor de $0.02 por accién ("Aecién Com@n”). La acciébn comdn
de la Corporacién seré toda de una misma clase.

(b) El nimero de acciones autorizadas de cualquier clase o clases de

“acciones puede incrementarse o disminuirse {pero no por debajo del nimero del

numero de acciones de las mismas que en su momento estan vigentes) por el voto
afimativo de uha mayoria con poder de votacién de las acciones vigentes de la
Corporacién con derecho a votar por la misma independiente de las
consideraciones de la Seccitn 242(b)(2) de la Ley de Delaware.

SECCION 4.02. Accién Comun. (a) Emisién y Consideracién. Cualquier
accién sin emitir o del tesoro del las Acciones Comunes puede emitirse para tal

consideracion como pueda fijarse de acuerdo con !a ley aplicable cada cierto
tiempo por la Junta Directiva.

(b) Dividendos. Sujeto a los derechos de los accionistas de las Acciones
Preferenciales, los accionistas de Acciones Comunes deberén tener el derecho a
recibir, cuando y como se declare por la Junta Directiva, de los activos de la
Corporacién los cuales estan disponibles para ello por iey, dividendos pagables ya
sea en dinero, propiedad, o acclones y los accionistas de la Accién Preferencial no
tendran derecho a participar en tales dividendos (a menos que la Junta Directiva
determine lo contrario en cualquier-resolucion que condiciona‘la emision de una
serie de Acciones Preferenciales).

SECCION 4.03. Accién Preferencial

(a) Series y LImites de Variaciones entre Series. Cualquier accibn no
emitida o del tesoro de las Acciones Preferenciales puede emitirse cada cierto
tiempo en una o més series para tal consideracién como pueda ser fijada cada
cierto tiempo por la Junta Directiva. Antes de que se emita cualquier accion de las
Acciones Preferenciales de cualquier serie particular, se deberd presentar un
certificado ante el Secretario de Estado de Delaware estableciendo las
designaciones, derechos, privilegios, restricciones, y condiciones que irdn anexas
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' CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR /8(

CERTIFICADO DE INCORPORACION
GENENTECH, INC.

Genentech, Inc (la “Corporacién®), una corporacion organizada y existente
bajo y por virtud de la Ley General de Corporacién del Estado de Delaware, por la
presente corrige el Certificado de Incorporacion, 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 certificado de incorporacién de la
Corporacién y se corrige aun mas para que diga en su totalidad lo que sigue:

ARTICULO 1
El nombre de {a Corporacion es: Genentech, Inc.
ARTICULO 2

La direccién de la oficina registrada de la Corporacion en el Estado de
Delaware es Corporation Service Company, 1013 Centre Road, Ciudad de
Wilmington, Condado de New castle, Delaware 19805. El nombre de su agente
registrado en tal direccién es Corporation Service Company.

ARTICULO 3

El propdsito de a Corporacién es el de participar en cualquier acto o
actividad legal para las cuales las corporaciones pueden ser organizadas bajo la
Ley General de Corporacién del Estado de Delaware como existe o puede se
modificada la misma en adelante ("Delaware Law™).

ARTICULO 4

SECCION 4.01. Acciones de Capital. (a) la Corporacion estd autorizada a
emitir dos clases de acciones que deben designarse, respéctivaments, accigpnafso?
preferenciales y acciones comunes. E! nimero total de accjps
Comporacién esta autorizada a emitir es de cuatrocientos mili¢ "-' b bt

de acciones. Cien millones (100,000,000) de acciones serén e




o ;':garticmares ée las acciones de tal serie (siempre y cuando no segh ipgonsistentes

con las condiciones de este Articulo 4 aplicables a todas las series de Acciones
Preferenciales), incluyendo, pero sin limitarse a, las siguientes:

(i) la designacion distintiva de tal serie y el nimero de las
acciones que han de constituir tal serie, numero que puede incrementarse
(excepto cuando lo determine de otro modo la Junta Directiva al crear tal
serie) o reducida (pero no por debajo del nGmero de acciones de las

mismas que estin vigentes) cada cierto tiempo por una accién semejante
de la Junta Direcfiva:

(i) la tasa anual de dividendos a pagar sobre I_as acciones de tal
serie, las condiciones sobre las cuales se pagardn tales dividendos y le
fecha a partir de la cual los dividendos seran acumulativos en el evento que
la Junta Directiva determine que los dividendos seran acumulativos;

O (i) i la serie tendrd o no derechos de voto, ademéas de los

derechos de voto. provistos por la ley, y de ser asl, los témminos de tales
derechos de voto;

(v} si tal serie tendra o no privilegios de conversién y, de ser asi,
los términos y condiciones de tal conversion, incluyendo, pero sin estar
limitado a, la condicién para ajuste de la tasa de conversién en tales
eventos y de tal forma como la Junta Directiva lo determine;

(v) silas acciones de tal serie serédn o no redimibles y, de ser asl,
los términos y condiciones de tal redencién, incluyendo la fecha o fechas en
- las cuales o después de las cuales pueden ser redimibles, y la cantidad a

: pagar por accién en caso de redencién, cantidad que variara bajo diferentes
condiciones y en diferentes fechas de redencion;

)

(vi) sital serie tendra o no un fondo de inversién para la redencion

0 compra de acciones de esa serie y, de ser asl, los términos y la cantidad
de tal fondo de inversién;

(vii) los derechos de las acciones de tal serie
liquidacién, disolucién o cierre voluntaria o involuntaria de I8




)

“ los derechos relativos de prioridad, de haber, de pago de/agpithes de esa
serie; y

{viii) cualquier otro derecho relativo, preferencia y limitacién de tal
serie.

ARTICULO 5

SECCION 5.01. Enmiendas a los estafutos por los Directores. (a) En
adicion y no limitando los poderes conferidos por estatutos, la Junta Directiva esta -
expresamente autorizada para hacer, alierar, enmendar, rechazar y rescindir los

estatutos de la Corporacion, sujetos a las secciones 5.01(b) y 5.01(c) a
continuacion.

(b) Las secciones 2.02, 3.02, 3.03(a), 3.04, 3.05, 3.14 y 5.06 de los
estatutos solo pueden alterarse, enmendarse, repelerse, o rescindirse por el voto
afirativo de los accionistas de capital con derecho a votar las mismas que
representen mas del 80% de las acciones con derecho a votar las mismas.

(c) Las secciones 3.03(c) y 3.15 de los estatutos solo pueden ser alteradas,
enmendadas, repelidas, o rescindidas por le voto afimnativo de los accionistas de
capital con derecho a votar las mismas que representen méas del 80% de las
acciones con derecho a votar ias mismas.

Q

SECCION 5.02. Enmienda del Certificado de Incorporacién. La seccidn
5.01 (b) de este Certificado de Incorporacién solo puede ser alterada, enmendada,
repelida, o rescindida por el voto afiativo de los accionistas de capital con
derecho a voto. sobre la misma que representen a mas del 60% de las acciones
con derecho a votar la misma. La seccién 5.01(c) y los Articulos 8 y 8 de este
Certificado de Incorporacién solo pueden alterarse, enmendarse, repelerse, o
rescindirse por el voto afirmativo de los accionistas de capital con derecho a votar

la misma que representen mas del 90% de las acciones con derecho a votar la
misma.

ARTICULO 8

SECCION 6.01: Eleccién del Directorio por los Accio
Preferencial. Durante, cualquier periodo cuando los accionistj®
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‘accibn preferencial cualquiera de una o mas series de las mismas, que voten
como una clase, tengan derecho a elegir un nimero especifico de directores, por
razén a atrasos en los dividendos u otras condiciocnes que les dan el derecho a
hacerlo, entonces y durante el tiempo que contintie el derecho (i) el nimero de
directores autorizado de otro modo sera incrementado por tal nlimaro de directores
especificado, y los accionistas de tales Acciones Preferenciales o tales series de
las mismas, que votan como una clase, tendrdn derecho a elegir los directores
adicionales para lo que se proves, de acuerdo con las condiciones de tales
Acciones Preferenciales o series; (ii) cada uno de tales directoree adicionales
sarvira durante tal termino, y tendra tales poderes de voto, como se han de otorgar
en las provisiones pertinentes a tales Acciones Preferenciales o series; y (iii)
siempre que los accionistas de cualquiera de tales Acciones Preferenciales o
series de las mismas estdn desprovistos de tales derechos a elegir un nimero
especifico de directores, votando como clase, de acuerdo con las condiciones de
tales Acciones preferenciales o series, los témminos de oficio de todos los
directores elegidos por los accionistas de tales Acciones preferenciales o series,
que votan como clase, de acuerdo con las condiciones o elegidos para llenar
cualquier vacante resultante de la muerte, renuncia o remocién de directores asl
elegidos por los accionistas de tales Acciones Preferenciales o series, terminarén
en adelante y el nimero autorizado de directores sera reducido en concordancia.

SECCION 6.02. Vofaciones. Las elecciones de directores en una reunion
anual o especial de accionistas necesaria no ser&n por votos escritos a menos que
los estatutos de la Corporacioén digan lo contrario.

SECCION 6.03. Eliminacién de cierta responsabilidad personal de los
directores. (a) Un director de la Corporacién no serd responsable ante la
Corporacidbn o sus accionistas por dafios monetarios por violacion del deber
fiduciario como director hasta donde lo permita la Ley de Delaware.

(b) Cada persona (y sue herederos, ejecutores o administradores de tal
persona) quien fue o es una parte o esta amenazado de ser parte de, o esta
involucrado en cualquier accién, demanda o proceso amenazado, pendiente, o
completado, ya sea civil, criminal, administrativo o investigativo, por razén del

hecho de que esa persona es o fue un director de la Corporacitn o es o esiphf®}s

sirviendo por solicitud de la Corporacién como un director de otra
sociedad, sociedad de riesgo compartido, fideicomiso u otg: ofEeiaY. 5
indemnizado y completamente protegido por la Corporacion\fagsR ' [

'LOL




" permita la Ley de Delaware. El derecho a la indemnizacién conceditio-en esta

seccién 6.03 también debe incluir el derecho a que la Corporacién le pagug los
gastos incurridos en conexidn cuna cualquiera de tales procesos por adelantado
de su decision final hasta donde los autoriza la Ley de Delaware. El derecho a
indemnizacion conferido en esta seccion 6.03 sera un derecho contractual.

(¢) La Corporaciéon puede, por accién de su Junta Directiva, proporcionar
indemnizacion a tales funcionarios, empleados y agentes de la Corporacion hasta
tal punto y a tal efecto como lo determine apropiado la Junta Directiva y lo autorice
la Ley de Delaware.

(d) La Corporacion tendra el poder de comprar y mantener un seguro a
nombre de cualquier persona quien es o fue director, funcionario, empleado o
agente de la corporacién, o esta o estuvo en servicio por pedido de la Corporacion
como director, funcionario, empleado o agente de otra corporacién, sociedad,
sociedad de riesgo compartido, fideicomiso u otra empresa contra cualquier gasto,
responsabilidad o pérdida incurrida por tal persona en cualquier capacidad o que
surge de su estado como tal, ya sea si la Corporacion tiene o no el poder de
indemnizarlo contra tal responsabilidad bajo la ley de Delaware. '

(e) Los derechos y autoridad conferidos en esta Seccién 6.03 no seradn

exclusivos de ningun otro derecho el cual cualquier otra persona pueda tener o
adquirir de aquf en adelante.

(f) Ni la alteraci6n, enmienda, rechazo o rescisién de esta Seccién 8.03, ni
la adopcidn de ninguna condicién de este Certificado de Incorporacién o de los
Estatutos de la Corporacién, ni, hasta donde lo permite la Ley de Delaware,
ninguna medificacién de la ley, debe eliminar o reducir el efecto de esta Seccién
6.03 respecto a ninguno de los actos u omisiones que ocurran antes de tal
alteracién, enmienda, rechazo, rescigion, adopcién o modificacion.

ARTICULO 7

SECCION 7.01, Seccién 203 de Ia Ley de Delawars. Por Ia presents g3 ,o"w

fLOb
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. o ARTICULO 8 ﬁép( 1’0\‘

SECCION 8.01. Relacién con Roche. Anticipandose a que la Corporacién
cese de ser un subsidiaria completamente de propiedad de Roche Holdings, Inc.,
pero que Roche {como se define en la seccién B8.05) permanezca siendo un
accionista de la Corporacion, y anticipandose a que la Corporacién (como se
define en la Seccién 8.05) y Roche puede entrar en actividlades o lineas de
negocios semejantes o similares y tener un interés en las mismas dreas de
oportunidades corporativas, y en reconocimiento de (i) los beneficios a ser
derivados por la Corporacibn a través de sus relaciones contractuales,
corporativas y de negocios con Roche (inciuyendo el servicio de funcionarios y
directores de Roche como directores de la Corporacién) y (i) las dificultades
concomitantes a cualquier director, quien desea y se propone satisfacer
completamente tales deberes fiduciarios del director, al determinar el alcance
completo de tales deberes en cualquier situacion particular, las condiciones de
este articulos 8 se establecen para regular, definir y guiar la conducta de ciertas
cuestiones de la Corporacion ya que pueden involucrar a Roche y sus funcionarcs
y directores, y los poderes, derechos, deberes y responsabilidades de la
Corporaci6n y sus funcionarios, directores y accionistas en conexion con éste.

SECCION 8.02. Actividades en Negocios Similares. Excepto que Roche
Holdings, Inc. pueda de otra forma acordarlo por escrito,

(a) Roche no tendra el deber de abstenerse de entrar directamente o

indirectamente en actividades de negocios o lineas de negocios semejantes o
similares a las de la Corporacion, y

(b) ni Roche ni ninguno de sus funcionarios o director de la misma sera
responsable a la Corporacién o sus accionistas por violar cualquier deber fiduciario

por razén de alguna de tales actividades de Roche o de la participacién de tal
persona en las mismas.

En el evento que Roche adquiera conocimientos de una transaccién o
materia potencial que pueda ser una oportunidad corporativa tanto para Roche
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" que ‘Roche prosigue o adquiere tal oportunidad corporativa para si'miema, dirige

tal oportunidad corporativa a otra persona o entidad, o no comunica informacién
raspecto, u ofrece, tal oportunidad corporativa a la Corporacién.

SECCION 8.03. Oportunidades Corporalivas. En el evento que un director,
funcionario o empleado de la Corporacién quien también es director, funcionatio o
empleado de Roche adquiera conocimiento de una transaccién o materia potencial
que pueda ser una oportunidad corporativa para la Corporacion y Roche (ya se si
esta transaccién o materia potencial es propuesta por un tercero o es conceblda
por tal director, funcionario o empleado de la Corporacién o no), tal director,
funcionario o0 empleado debe tener el derecho a ofrecer tal oportunidad corporativa
a la Corporacién o Roche como tal director, funcionario o0 empleado los congsidere
apropiado bajo las circunstancias de su discrecin, y tal dire'clor, funcionario o
empleado no serd responsable a la Corporacidbn o sus accionistas por violar
ningln deber fiduciario o deber de lealtad o faltar en actuar en (0 no oponerse a)
los mejores intereses de la Corporacidon o la derivacidn de ningin beneficio
personal inapropiado por razén del hecho que (i) tal director, funcionario o
empleado ofrecié tal oportunidad corporativa a Roche (en lugar de a la
Corporacitn) o no comunicé informacién respecto a tal oportunidad corporativa a
la Corporacidén o (jii) Roche busca o adquiere tal oportunidad corporativa para si
misma o dirige tal oportunidad corporativa a otra persona o no comunica
informacion respecto a tal oportunidad corporativa a la Corporacién.

SECCION 8.04. Consentimiento estimado de los accionistas. Se
considerara que cualquier persona o entidad que compre o de otro modo adquiera
algln interés en cualquiera de las acciones de capital de la Corporacién ha tenido
noticia o ha estado de acuerdo con las condiciones de este Articulo 8.

SECCION 8.05, Definiciones. Pafa propositos de este Articulo 8 y el
Articulo 8 solamente, (i) el término “Corporacién” debe significar la Corporacién y
todas las corporaciones, sociedades, sociedades de riesgo compartido y otras
entidades en las cuales la Corporacion posee con beneficio (directa o
indirectamente) cincuenta por ciento o més de las acciones con voto, poder de
voto o intereses de voto similares, y (ii) el tdmino “Roche” debe significar Roche
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define en la Regla 12b-2 bajo el Acta de Intercambio de Valores de 1934, \como
se enmendd) de Roche Hoaldings, Inc.

SECCION 8.08, Finalizacién: Efecto Obligante. Son consideracion con
nada en este Certificado de Incorporacién que lo contradiga, las condiciones
anteriores de este Articulo 8 deberan expirar en la fecha que Roche cese de
poseer con beneficios Acciones Comunes que representen al menos 5% del
nimero de acciones vigentes de las Acciones Comunes de la 6orporaci6n y nadie
que se director o funcionario de la Corporacién sea también director o funcionario
de Roche. Ni tal vencimiento, ni la alteracién, enmienda, cambio o rechazo de
aiguna de las condiciones de este Articulo 8 asi como tampoco ninguna condicién
de este Certificado de IncorporaciSn Enmendado y Vuelto a Redactar
inconsistente con alguna de las condiciones de este Articulo 8 eliminaré o reducird
el efecto de este Articulo B respecto a cualquier materia, o cualquier causa de
accion, demanda o reclamo que, excepto por este Articulo 8, pueda acaecer o
surgir, antes de tal vencimiento, alteracién, enmienda o adopcion.

SECCION 8.07. Arfcuio 9. Las condiciones de este Articulo son
adicionales a las condiciones del Articulo 9.

ARTICULO 8

SECCION 8.01. Contratos no nulos. Ningin contrato, acuerdo, arreglo o
transaccion (o cualquier enmienda, modificacién o finalizacién de los mismos)
entre la Corporacion y Roche serd nulo u anulable solamente por razén de que
Roche es parte del mismo, o solamente porque cualquiera de los directores o
funcionarios de la Corporacién quienes estan afiliados a Roche estan presentes en
o participan en la reunion de la Junta Directiva o comité de la misma que autoriza
el contrato, acuerdo, arreglo, transaccién, enmienda, modificacion o finalizacién o
solamente porque su o sus votos se cuentan para tal propésito, pero cualquiera de
tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccion ( o cuaiquier enmienda, modificacién o
finalizacién del mismo) estara gobemado por las condiciones de este Cerificado de
Incorporacién Enmendado y vuelto a Redactar, los Estatutos de la Corporacié6n, la
Ley de Delaware y otras leyes aplicables. Para propésitos de este Articulo 9, los

Seccion 8.05.

0P
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‘. ' SECCION 9.02. Quérum. Los Directores de la Corpo ue son
también directores o funcionarios de Roche pueden contarse al determinar la
presencia de un qudrum en una reunién de la Junta Directiva 0 de un comité que
autoriza o aprueba cualquiera de tal contrato, acuerdo, ameglo o transaccién (o
cualquier enmienda, modificacidn o finalizacion del mismo). Las acciones vigentes
de las Acciones Comunes de propiedad de Roche pueden contarse al determinar
la presencia de un quérum en una reunidn de accionistas que autorice o apruebe

tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccion (o cualquier enmienda, modificacién o
finalizacién del mismo).

SECCION 9.03. No responsabilidad por acciones de buena fe. Ni Roche ni
ningdn funcionario o director de la misma sera responsable ante la Corporacion o
sus accionistas por violar cualquiera de los debeares fiduciarios o deberes de
lealtad o por fallar en actuar en (o no oponerse a) los mejores intereses de [a
Corporacion o por derivacién de cualquier beneficio personal por razdn del hecho
que Roche o un funcionario o director de la misma de buena fe tome cualquier
accidén o ejerza cualquier derecho o de o retenga cualquier consentimiento en
conexidn con cualquier acuerdo o contrato entre Roche y la Corporacién. Ning(n
voto dado u otra accién tomada por cualquier persona que es un funcionario,
director o representante de Roche, donde el voto o accién es tomado por tat
persona en su capacidad como director de esta Corporacién, constituird una
accion de o el ejercicio de un derecho o un consentimiento de Roche para los
propdsitos de cualquiera de tal acuerdo o contrato.

SECCION 0.04. Consentimienio estimado de los accionistss. Se
considerara que cualquier persona o entidad que compre o de otro modo adquiera
algan interés en cualquiera de las acciones de capital de la Corporacién ha tenido
noticia o ha estado de acuerdo con las condiciones de este Articulo 8.

SECCION 8.05. Contratos cubiertos. Para propsitos de este Articulo 9,
cualquier contrato, acuerdo, arreglo o transaccién con la Corporacién o cualquier
corporacion, sociedad, sociedad de riesgo conjunto, asociacién u otra entidad en
la cual la Corporacidn posee con beneficio (directa o indirectamente) el cincuenta
por ciento o0 més de las acciones con voto, poderes de voto o intereses de vo

Corporacion.



" SECCION 8.08. Efecto obligante. Ni la alteracidn, enmienda, cambio o
rechazo de alguna de las condiciones de este Articulo 9 ni la adopcidn de alguna
condicién inconsistente con cualquier condicién de este Articulo 8 eliminard o
reducira el efecto de este Articulo B respecto a cualquier materia que ocurra, o
cualquier causa de accién, demanda o reclamo que, a no ser por este Articulo 9,

pu da acaecer o surgir, antes de tal alteracién, enmienda, cambio, rechazo o
adopcion.

SECCION 9.07. Artlculo 8. Las condiciones de este Articulo 8 son
adicionales a las condiciones del Articulo 8.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, este Certificado de Incorporacién
Enmendado y vuelto a Redactar, el cual ha sido adoptado de acuerdo con las
secciones 242 y 245 de la Ley General de Corporacitn del Estado de Delaware y
por consentimiento escrita de el Gnico accionista de la Corporacién de acuerdo

O con la seccion 228 de Ley General de Corporacién del Estado de Delaware, ha
M sido ejecutado este 22 de Julio de 1999.

GENENTECH, INC.

Por: /s/ Stephen G. Juelsgaard
Nombre: Stephen G. Juelsgaard
Titulo; Vicepresidente
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I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELANARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED
IN THIS OFFICE ON THE TENTH DAY OF MAY, A.D. 2001, AT 2:05
O'CLOCK P.M.

.

Harriet Smith Windsor, Secretary of Stai
AUTHENTICATION: 3900386

2112549
050426506
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CERTIFICATE OF AMENDMENT
OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

Genentech, Inc. a corporation organized and existing under and by vimue of the General
Corporation Law of the Stats of Delaware.

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That wt a meeting of the Board of Dirsciors of Genentech, Inc. resolutions were duly
adopted sewting forth & proposed ameadment of the Amended and Restmed Cenificate of
Incorporation of said corporation, declaring said amendment tw bé advitahle and calling a
meeting of the siockholders of said corporation for consideration thereof. The resolution setring
forth the proposed amendment is as follows:

RESOLVED, shat the Amended and Resusted Centificate of Incorporation of this corporation be
amended by changing ~Section 4.01(a)" of the Article thereof pumbered ~4” 30 thar, as amended,
sild Seevion vl auid Article shiall be aud read as follows:

“Section 4.01. Capiral Stock  (8) The Corparation is authorizad 10 issue
two classes of stock to be designated, cespectively, prefeaed stock and common
ssock. The total number of shares which the Corporation is aurhorized 10 issue is
ona billion three huadred million (1,300,000,000) shares. One hundred million
(100,000,000) shares shall be designatcd preferred stock, par value $0.02 per
share (“Preferred Stock™). One billion two hundred million (1,200,000,000)

shares shall be designated common stock, par vulue $0.02 per share (“Commen
®) Stock"). The Common Stock of the Corporarion shall be all of one clas:.”

)

SECOND: That thereafter, pursuant to resalution of its Bourd of Directory, the regular meeting
of the stockholders of said carporation was duly called and held upon notice in accordance with
Secrion 222 of the General Corporution Luw of the State of Delaware at which meeting the
nccessary nutnber of shares as requinad by statute were voted in favor of the amendment.

THIRD: That suid amendment was duly adopted in sccordance with the provisions of Secrion
242 of the General Corporation Law of the State of Deluware.

FOURTH: Thar the capital of said corporation shull not be reduced under or by neason of said
smendment

IN WITNESS WHEREOF, said Genentach, Inc. has caused this Certificuts of Amendment 1o be
signed by Stephen G. Juclagaard, an Authorized Officer, this 10th day of May. 2001.

GENENTECH, INC.

O L VAN X

Name: Sicphen G. Juelsgaard
Tile: Senior Vive President, Gencral Co
and Secreqary

7s7
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B TRADUCCION AL ESPAQOL del Certificado de Enmienda de Gene

nc.

APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de QOctubre de 1861)

1. Pals: Estados Unidos de América
Este documento pulblico
2 ha sido firmado por Harriet Smith Windsor
3. actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware
4, lleva el selloftimbre de la Oficina del Secretario de Estado

-Certificado

en Dover, Delaware
el veinticuatro de mayo, A. D. 2005

" por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware '
No. 0254032

Selloftimbre 10. Fima

© @ N OO

Harriet Smith Windsor (Firma)
Secretaria de Estado
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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 DE 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.
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CERTIFICADO DE INCORPORACION
CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

Genentech, Inc. una corporacién organizada y existente bajo y por virtud de la Ley
General de Corporacién del Estado de Delaware.

CERTIFICA POR LA PRESENTE:

PRIMERO: Que en una reunién de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente resoluciones que establecen una enmienda propuesta del
certificado de Incorporacién Corregido y vuelto a Redactar de dicha corporacién,
declarando dicha enmienda como aconsejable y llamando a una reunion de
accionistas de dicha corporacidon para consideracion de la misma. La resoiuciéon
establece la enmienda propuesta de [a siguiente manera:

RESUELVE, que el Certificado de incorporacién Corregido y vuelto a Redactar de
esta corporacién se enmiende cambiando “la Seccién 4.01(a)" del Articulo alli
numerado “4" tal que, como se enmienda, dicha Seccién de dicho Articulo se lea
de la siguiente manera:

SECCION 4.01. Acciones de Capital. (a) la Corporacion esta
autorizada a emitir dos clases de acciones que deben designarse,
respectivamente, acciones preferenciales y acciones comunes. El
nGmero total de acciones que la Corporacién esta autorizada a emitir
es de mil trescientos millones (1,300,000,000) de acciones. Cien
millones (100,000,000) de acciones serdn designadas acciones
preferenciales, por un valor de $0.02 por accién (“Acclén
Preferencial”). Mil doscientos millones (1,200,000,000) de acciones
seran designadas acciones comunes, por un valor de $0.02 por

accion ("Accién Comin”). La accién comin de la Corporacién sera
toda de una misma clase.

SEGUNDO: Que por Io tanto, de acuerdo con la resolucién de
la reunion ordinaria de accionistas de dicha corporacién sg egfivo:
y se sostuvo al ser anunciada de acuerdo con la seccién 20
Corporacion del Estado de Delaware, en donde el nimesg

requerido por los estatutos votaron a favor de la enmienda.

CERTIFICADO DE TERCERA ENMIENDA DEL ‘ Z\ :



. -'ﬁ'.b. i o ‘ (
S S

TERCERO: Que dicha enmienda se adopté debidamente de acuerdo con lo

previsto en la Seccién 242 de la Ley General de Corporacién del Estado de
Delaware.

CUARTO: Que el capital de dicha corporacién no sera reducido bajo o por razén
de dicha enmienda

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicha Genentech, Inc. ha causado este

Certificado de Enmienda para que sea fimado por Stephen -G. Juelsgaard, un
Funcionario Autorizado, este 10 de Mayo de 2001.

GENENTECH, INC.

~ Por: (Firma)
Nombre: Stephen G. Juelsgaard
O Titulo: Vicepresidente, Consejo
y Secretaria General.
)

J
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Apuostille

(Convention de La Haye du 5 Octobra 1961)
Country: Unitéd States of America
This public document:
bas been sighed by Harriet Smith Nindsor

acting iIn the capacity of Secratary of State of Dalawara

bears the geal/stamp of Office of Saecretary of Stata

ertified

at Dover, Daelawara
the twanty-fourth day of May, A.D. 2005

by Secretary of State, Delaware Department of State

No. 0254031

Seal/Stamp: 10. Signatura:

Secretary of State
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The First State

I, BARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELANARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED
IN THIS OFFICE ON THE FIFTEENTH DAY OF MAY, A.D. 2000, AT 5
O'CLOCK P.M.

‘\2&L~A~LJ> xJLmu;tAJghez;ucbtan
Harrlet Smith Windsor, Secretary of State
AUTHENTICATION: 3900385

2112549
050426506
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. . STATE OF DELANARE
. . v SECRETARY OF STATE
' DIVISTON OF CORPORATIONS
' FILED D5:00 Pm pS/15/2000
" ', f vy 001245851 — [#112549
' CERTIFICATE OF AMENDMENT
' OF AMENDED AND RESTATED

CERTTFICATE OF INCORPORATION

Genentech, Inc. a corporation organized and cxisting under and by virtue of the General
Corporation Law of the Statc of Dclawarc.

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at a meeting of the Board of Directors of Genentech, Inc. resolutions were duly
adopted setting forth a proposed amendment of the Amended and Restated Certificate of
Incorporation of said corporation, declaring said amendment to bc advisable and calling a
meeting of the stockholders of said corporation for consideration thereof. The resolution setting
forth the proposed amendment is as follows:

RESOLVED, that the Amended and Restated Certificate of Incorpomtion of this corporation be
amended by changing “Section 4.01(a)” of the Article thereof numbered “4” so that, 3s amended,
said Section of said Article shall be and read as follows:

“Section 4.01. Capital Stock. (a) The Corporation is authorized to issuc
two classes of stock to be designated, respectively, prefqred gtock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized 1o issuc is
seven hundred million (700,000,000) shares. One hundred million (100,000,000)
shares shall be designated preferred stock, par valus $0.02 per share (“Preferred
Stock”). Six hundred million (600,000,000) shares shall be designated common
stock, par value $0.02 per share (“Common Stock™). The Common Stock of the
Corporsation shall be all of one class.”

SECOND: That thereafter, pursuant to resolution of its Board of Directors, the regular meeting
of the stockholders of said corporation was duly called and held upon notice in accordance with
Section 222 of the General Corporation Law of the State of Delaware at which meeting the
necessary number of shares as required by statute were voted in favor of the amendment.

THIRD: That said amendment was duly adopled in accordance with the provisions of Section
242 of the General Carparation Law of the State of Delawarc.

FOURTH: That the capital of said corporation shall not be reduced under or by reason of said
amendment.

IN WITNESS WHEREOF, said Genentech, Inc. hus caused this Certificate of Amendment to be
signed by Stephen G. Juelsgaard, an Authorized Officer, this 15th day of May, 2000.

GENENTECH, INC.

)\'ﬂﬁ\kwv-ﬂ—

Nnr-ne Stephen . Jueisgwd

and Socrctary

TS\
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" TRADUCCION AL ESPAROL del Certificado de Incorporacién de Gengfitech, Inc.

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

1. Pals: Estados Unidos de América
Este documento publico
2.  hasido firmado por Harriet Smith Windsor
3. actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware

4, lleva el selloAimbre de la Oficina del Secretario de Estado
Certificado
D. en Dover, Delaware
~ 6. e! veinticuatro de mayo, A. D. 2005
- 7. por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware
8. No. 0254031
9. Sello/timbre 10. Firma
Harriet Smith Windsor (Firma)
Secretaria de Estado
'

)

R
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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, Sec a de Estado
AUTENTICACION: 3800385

FECHA: 05-24-05



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 OQOFICINA EL

VIGESIMO SEGUNDO DIA DE JULIO, A. D. 1999, A LAS 8 EN PUNTO DE LA
MANANA,

™

firiJedr (Firma)
Harriet Smith Windsor, Secreldria de Estado

AUTENTICACION: 3800384
FECHA: 05-24 -05
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CERTIFICADO DE ENMIENDA DEL ,ﬂ/
CERTIFICADO DE INCORPORACION
CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

Genentech, Inc. una corporacién organizada y existente bajo y por virtud de la Ley
General de Corporacién del Estado de Delaware.

CERTIFICA POR LA PRESENTE:

PRIMERO: Que en una reunién de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente resoluciones que establecen una enmienda propuesta del
certificado de Incorporacién Corregido y vuelto a Redactar de dicha corporacién,
declarando dicha enmienda como aconsejable y llamando a una reunién de
accionistas de dicha corporacion para consideracidn de la misma. La resolucién
establece la enmienda propuesta de la siguiente manera:

RESUELVE, que el Certificado de Incorporacién Corregido y vuelto a Redactar de
esta corporacién se enmiende cambiando “la Seccién 4.01(a)" del Articulo alli

numerado “4" tal que, como se enmienda, dicha Seccion de dicho Articulo se lea
de la siguiente manera:

SECCION 4.01. Acciones de Capital. (a) la Corporacién esté
autorizada a emitir dos clases de acciones que deben designarse,
respectivamente, acciones preferenciales y acciones comunes. El
ndmero total de acciones que la Corporacién esta autorizada a emitir
es de setecientos millones (700,000,000) de acciones. Cien millones
(100,000,000) de acciones serdn designadas acciones
preferenciales, por un valor de $0.02 por accién (“Accién
Preferenclal”). Seiscientos millones (600,000,000) de acciones
seran designadas acciones comunes, por un valor de $0.02 por

accion ("Accléon Comin"). La accién comin de la Corporacion serd
toda de una misma clase.

SEGUNDO: Que por lo tanto, de acuerdo con la resolucidn de su Junta Directiva,
la reunion ordinaria de accionistas de dicha corporacién se convocé debidamente..
y se sostuvo al ser anunciada de acuerdo con la seccién 222 de la Ley ;
Corporacion del Estado de Delaware, en donde el nimero necesarjp-

requerido por los estatutos votaron a favor de la enmienda. ‘




QO

TERCERO: Que dicha enmienda se adopté debidamente de acuerdo con lo

previsto en la Seccién 242 de la Ley General de Corporacion del Estado de
Delaware.

CUARTO: Que el capital de dicha corporacién no sera reducido bajo o por razén
de dicha enmienda

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicha Genentech, Inc. ha causado este

Certificado de Enmienda para que sea firnado por Stephen G. Juelsgaard, un
Funcionario Autorizado, este 15 de Mayo de 2000.

GENENTECH, INC.

Por: (Firma)

Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Titulo: Vicepresidente, Consejo
y Secretaria General.
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Brigard & Castro
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BOGOTA - COLOMBIA

PODER
Yo (nosotrox) Navartis AG
domicilladols) en Lichstrases 38, C14-4050 Basel, Sulxa

Nombro{amoy) a: JUAN PARI.O CADENA BARMIENTO
yio GARLOS H. PALACIO BASTMAN yio HECTOR
GOMEE MEJIA, de Bogotd, Colombla, apodersdos
voruaoamos y legelas con sr aspadidl, smpllo y
suficionts, para recabar de law oficinaas y sutoridades
olomiiarmea administrativas, judiclales y de policia, an
cuafyuler (nstancla o recurso, s ‘chiancisn de

invencin, mgisiros de marcas, dissflon Indusirisjes,
modsios do ullikdad, depdalins de nombres comercldles,
lomas opomgruaiss ¥y snsefiax, Ismas oomerciales,
registroa de derechos de awtor y conbmics sobre los
mismos, ablermiér de oevtificagos da obtemar da
veriedades vegeisles, sesl- womo s, promoges,
renovaciones, ancisclonss de Usspaso, czmblos de
nombre y/o domiclilo; elaborer, tramRer y regimmar

contratos de lieanola y loenclas de cuslestuiars olases: .

Intervenir como demendants ‘0 como demandado en

Iudiciates,. sdminiatralivas y de policia tsles ocome:
cposiciones ll.leflnmda maraas: aoolonea de aaducidad,
ocanoeisoldn y nulldad; acclones reivindlcaioriss, acolones

do . la aoblenciin o explotacidn da lcenclas;
apgjones: de compeiwncla desiealr demandss penaias;
eccionsd de Indemnizaciin - de pefuicas, reclamns y
oisarvacionss a sollofudes de patentas, diseflos
industrisles, medeloa de uiliided, sn o eojorcicle de
medidas catelares y N Otrus acciones ¢ madidas
similares,

A oms sfecto, lofe) fﬂﬂll!n(lmi) pars sievar solleRyudes,
formular dnsnr‘lpulunu. anmiendas, protestas,
decluracionss, opcsiclonss, cvanpelacionss, nuBdedes,
apeingionss y- reciamoi: pager Impuesios, cuctan y
graviimenes presoriios por la Wy Tenunoier o qeelsir o
dervchos conoediios 0 on cures de concasidn; reclblr toda
clase do dooumentos y wvalores, danca ul desuamgo
r-p-dwn ¥, 6t general, para dur enta dichas autoridedes

los .pusos recesarios al sfects indlosdo y tomar
'llllhl (a8 medgiden que areyeren conducemas sl esguarnic
ds mis (nunﬂulnlem éon wass ias demds
facultades qu-l- ntnun

Este poder unprund-'ln-hq.llu de ratificar a gonfirmar
on ml (Wweatrp) nombve b ectuedo Wl como la facultad
de dealstlr. transigir. comprometer, v le do susthuitio en
‘odo o en parte y mvooar simiucjones. Aswnlamo
nombrolamos) 4: JUAN PABLO CADENA AARMIENTOD
v/o CARLO® H. PALACIO EASTMAN y/o HECTOR
QOMBER Ml.llA, domicifiado(s) en la Carvera 7 No, 18-508
Plao 6, mia (nueootos) apoderados en Colomble, con

facuhmdes pars reclhir notifivaciones y designar
apodaredos judicisids & sxirajudicisies.

Mogedo y firmads en
hoy de ) de T 200
Firma

POWER OF ATTORNEY

I (We) Novarila AG
domiciled In Lishatrasee- 38, CH-4058 Basel, Switseriand

Hereby oppoirta JUAN PABLOD GADENA SARMENTD
and/er CARLOS H. PALACIO EASTMAN and/or
HECTOR OOMEF MEJA. of Bogolfi, Colombis, my
found tue and lawful atiomeys with spepial. ample and
sufficient w obain from the Celambian
administretive, hudiclal and pollcl offiosa wnd authomiss,
in any Instance, of lmvention,

. ragistration of tredemarks, lnr.lulmnl denigres and utfiity
- models; registration of commercisl names, sogans,

mhlemu.uonno.m-ﬂonul and contracts
reisted thereto, ceorlifiomies of oitalhers of vagetablas
varstes, as wail as odonalons, renewals and reoordal of

sasignmemnts and ohanget of name end domiclle reistod
o the above; to prepare, prosacyute and reginer loenses
of any Kind; 1o act as plaintiff or defendant In any Ingianoe
of recouras, and before any hxige, corporsiion. public
official or wuthorty ‘in judiclal, adminisirative ang police
actions, such & oppositioms ip the registetion of
tradomarks: oaduomty, olnulllﬂun ard nutity actions:
claim aciions derived from tha aitaining or explaitation of
liconses, action of unfulr ocompetition; eriminal
wocsedings, sotians for payment of dameges: olaims or
obsarvplions on patent spplications. models. Industrial
deaigns and utlity modais: In the mmercise of prevaniive
messures and in other aotions or simllar pronoﬂnp.

To thut sffect th-y hareby ampowered to fllo applications,
formulaty descriptions, amendments, protests,
declarations, oppoaitions, canceliations, nuilition, appeals
ond cislms; o' pay tmies, quolss and ausccaments
praacribed Ly law, renamnce or walve tha righia
or In the proocess of granting: w twosive ail

gocuments and valuahlas, giving the reapoctive relaase
of recelpt, and, Ingmnl.muhhfaunldm
the 'necassary stops

™is pﬂlr-lndudutl'- flmlb' to ratify or confiem d-llt.
setlls and compromise on 'my (our) tehaif, and to
substiiuis this power in whoie or In pert and 1 revoke
substitulioris. Al the same ime | (Ws) hereby appoint
JUAN PABLO CADENA SARMIENTO and/or CARLOS

M. PALACIO EABTMAN and/or HECTOR oouiz
MEJIA, domiciied In Cavam 7 "No. 18-58, Plso 8, my
(muw) adtarney(r) ln l'lut. Wwith powers (o0 recalva
notficetions and o designpig judicial and extrejudioial

535
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Attestation

I, the undersigned notary public In Basel, Switzeriand, certify herewith that the above
signatures are the genulne signatures of Mrs. June Violet Mentel, citizen of Grenchen/SO,
Switzeriand, residing In Aresheim, Switzerland, and Mr. Reto Halbelsen, citizen of
Wahlen/BL, Switzerland, reslding In Laufen, Switzerland, both acting for Novartis AG, In
Basel, Switzerland, both as proxy holders, both with joint signature.

The authenticity of the signatures was established by comparison.

BASEL, this 24'" (twenty-fourth) of October 2005 (twothousandandfive).

M. ek gl

APOSTILLE 4
(Hague Conventi of Oviober Sth, 1961)

1. Country: Swiucrlq(ud.fﬁchwuizlﬁuissc)
"This official 84“?

'
F A S

B AT~ S

. 3. in his/her function as ﬁ‘ ...........................
- g™ certificd by'he scaldif e ......... .
g‘ <

Certified 25. Okt 2005

C;lunccry of the Canton of Basel-Stadh ........

2. TIPS

10. Signature:

---------------------------------
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Kantons Basel-Stadt Hauptr gister,zg/

._ Firmennummer
| CR-270.3.002.061-2

Rechtanatur

AktisngesellschaZt 01,03.1996
age

Eintragung|Ldachung -

=70, \

Alla Bintrlg'u'ngm

EilLd

Firma

Ref |Bitz

1
- 1| a
F ]

Novartis AG
{Novarsip—8h)—(Nevarpdg--Ltd}
{Novartis SR) (Novartis Inc.)

Bamal

Ref |Aktienkapital (CHF)
1
5

Liberi%
*30-L080+——

Adrassss der Firma

1002000—

44 LE0 40— 460 I40—

FLALHPFEL000——| 14IL0951000—

i&;80i435l0007—— 40036100 0——

1'388'605'000.--
.50

1'388'605'000.~--(2'777'210'000 Mamenaktien au CHF --

Ref | Pg-Kapital

tcHP) | Libarisiung (CHF) |Partizipatiocneschaine

4058-Basel
Lichtetr. 35
4056 Basel

12

Beteiligung an Untermehman, die auf dem Gebiet der Gesundheit oder
ErnAhrung thtig siand. Die Gesellmchaft kann mich auch an Untarnahaen dar
Blologis, Chemie, Physik, Informatik oder verwandter Gabiete betsiligem.
Ble ist berechtigt, Liegenschaften und Immateriaslgiiterrachta su erwerben,
2u verwerten und zu verkaufenm,

Bemerkucgen

Raf | Statutendatun

e
w|&

Wetellunges—an—dle Aaienire—beleilichr—adernach-Eraessen—oes
Vasrwaleungsrates—durah-cingasahelehbanan—Deded

Vinkulierung: Die Ubertragharkeit der Mamenaktien ist nach Massgabe dar
Statuten beschrinkt.

Rickzahlung von 61'054'680 Mamenaktien zu CHF --.50. Beachtung der
gesatzlichan Vorachriften gemfsa Art. 734 OR durch &ffentliche Urkunde
vom 20.06.2002 fesmtgeatellt.

Vernichtung vem 22'680'000 sigenan Wevenaktien zu CHF --.50. Beachtung
der gesetxlichen Vorschriften gemlhss Art. 734 OR durch Affentliche
Urkunds vom 26.05.2003 festgestellt.

Vernichtung von 24'260°'000 eigsnan Namenaktiem zu CHF --.50. Beachtung
der gemetslichen Vorschriften gemlss Axt. 734 OR durch &ffentliche
Urkunde vom 14.05.2004 festgestellt.

39.02.1%9¢6
05.03.1996
15.10.15996
21.04.1999
11.10.2000
22.03.2001
21.03.2002
04.03.2002
24.02.32004

Sachainl an.'-aluh\'lbcmlhmnn. basondare Vorteile, Genussacheine

Fusion: Die Gemellscha?t Ubarniumt im Susammenhang wmit dar Kapitaler-
héhung vom 15.10.1996 Aktiven von CHF 10'080'626'239.-- und Passiven von
CHF 4'380'126'622.-- der "CIPA-GEIGY AG", in Bldbl, sowie Aktiven ven CH
4'383'629'774.-- und Passiven von CHF 451'380'590.-- der "Sandoa AG", in
Basal, gemlss Pugicnsvertrag vom 06.03.1996 und Fusionsbilanszen per .
31.12.1995 =um Preis von insgesamt CHF 9'632'738'7%1.--, wovon

CHF 1'442'502'340.-- an das Aktisunkmpital angerechnet werden und wo

dis Akxtionfrs dar "CIBA-GEIGY AG" 27'313'98% Namenaktien zu CHF t
3'994'9p48 Inhaberaktien z2u CHF 20.-- srhalten und dia Akti 4
"Sandox AG" 36'719'260 NMamenaktien zu CHF 20.-- und 4'077'

Inhaberaktien xu CHF 20.-- erhalten.

1

I Ref | Publikationsorgan
SHABS

Ed |18

zwaiﬂniedarlllsung 3 Ei|L& EZweigniederlasasung El|Lb

iederlasgung —I_!:L

Bapal, 11.02.2005 10:16

auf daxy folgendan Seite 2

zueignicderlal'lu_ng
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L B
CM-270.3.002.061-2 Novartis AG Buiel v \23
Alle Eintragungen
_!gi Raf TB-Nr TB-Datum SHAB SHAB-Datum|Seite |EaiRaf TB-Nr TA-Datum SHAB SHAB-Datum | gaite
8E 1 1113] 01.03.1996 50| 12.03.199%6| 1422 |BR |18 2618| 24.05.2002 103| 31.05.3002 6
TH a ., 1214 ©7.03.1599%6 55) 1%.03.19%6] 1564 |BR |19 2722] 31.05.2002 108| 07.06.2002 [
PN 3 1904| 19.04.1996 94| 01.05.199%6| 2487 |XU |20 3448| 08.07.2002 132] 11.07.2002 5
N 4 . 3182) 05.07.1996 140| 22.07.1996| 4386 |6B |21 5155| 03.10.3002 195] 09.10.2002 5
TH 5 6560| 20.12.1859¢ 6] 13.01.19%7 181 (98 {22 6366| 05.12.2002 441} 12.13.32002 5
BC z 1381| 11.03.1997 57| 25.03.1997] 2021 (XU |23 3614| 18.06.2003 118] 24.06.2003 6
TH | 1868| 217.04.1999 85| 04.05.1999| 2520 |BR |24 597%| 20.10.2003 206 27.10.2003 6
ME [ ] 5418| 25.11.199% 237| 06.12.199%9| 83242 |8E |25 6914{ 03.12.2003 238| 10.12.3003 &
ME L ] S5717] 14.12.1995 248] 21.12.15995]| B638 |BB |28 912] 16.02.2004 16| 23.02.2004 5
ME |10 4773| 09.06.2000 117| 19.06.2000| 4115 |88 |27 1799| 02.04.2004 70| 13.04.2004 5
JO |11 5085| 24.10.2000 412| 21.10.2000| 7405 |SU |28 1094 | 04.04.2004 B 74| 19.04.2004 6
B8R |12 5501| 15.11.2000 228| 22.11.2000| 7932 |XU |29 2707) 02.06.2004 l08| 0D0.06.2004 §
ER |13 536| 25.01.2001 22| 01.02.2001 78% |FE |30 2849| 08.06.2004 112| 14.06.2004 &
TH [14 2512] 07.05.2001 90| 10.05,2001| 3527 |8B |31 5214] 01.10.2004 195| 07.10.2004
ac |1s 2730] 16.65.2001 99) 23.05.2001) 3890 |8B (32 613%) 19.11.3004 230| 25.11.2004 ‘
8B |1s 576| 28.01.2002 23| 04.02.2002 [ 1
ag |17 1015] 22.03.2002 42) 01.03.3002 [

LEL] Aa Zslchoungaart
1 [T Sy Fre—" e
2
giensor—des—Verwal— | su—avelen
o Bungsrabas
2 Rudloff, Hana-Jbrg, deutmcher StaatsangehSriger, in Hermance |VizspriAsident des |[Kollsktivunterschrift
I Verwvaltungsrates ru zwelen
2 #u | sibklor,—PreiDo—Holmbr—doborselehischew Viaaprisidany—des |Kellehsivuntersaheids-
Seansoaniehdrliger—inPirbsohach—an-Wichharoca—{A) ¥ermalsungsrabes wu—-swekon -
] Ta | ¥ssellear—br—Daniel—tr—ven—Posshiaver—in-Binningesn Relagiascer—don Kolichsivunhovgeheifs
Yervaltungewabes su-gweden
2 | 5 |vaster—Be—Relir—ven—Zursash-und—Eiwich —din -Thalwil Hieglind-desVer—
au—-swelen
2 10m | knlocher—Dy—Usa—ven-Thal—ia—Bews
Tu-awelen
2 5 |Basser,—De—Marsin—vos-Arlssheln—in-Binningen
su—pwelen
2 1i0m
- su-—nwelon
2 Mansar, John, von Appenszell, in Rishan Kollektivuntarsch
1 sweien
2 S |MeyerrRelfi-Ar—vonNohlen-AG—in-Basal
- asu—aswelen
2 5 N Esllelivuntorsahel s
y su—swelen
2 8 |ope su—B : _ el o0kl aletrk
Seltisheny A alas
2 5 |Auppreshe—Paber —ven—Baselr—ia-Aessh-BL 3 , y
2 5 |sidien—Ber—Poter—ven—Lusem,—in—-Alliechwil follektdvms
e—-aweian
2 VierkSttar, Jirgean, deutschar StaatsangshSriger, Kollektivunterschrift
. . . ) 2u awelen
3 4w |Gal -
Basel
4 | 9 |oTO-Goespera—i—Lybwend-AQ,—in-Basel
5 8 |Arigeni—Peofr—DEr—budidder—ven—busaner—in—Z0eieh ehno-Betehnungabe—
sechydaquny
5 6n | Breuel—RBivgis—deusscha-Senatsangehivige,—in-Benlin—{D ehne—Zelohnungahe—
R |veehuigung
s Burckbardt, Prof. Dr. Petar, von Bassl, in Pully tgiied des Ver- ohne Xeichnungabe-
WiLrungsrates schticung
5 8 |Gassani,—De-—Kaspar-Vo—ves—-Bilesehwil-und-Zellikon—in ird—de . ahne—Eadchaungabe—
Hieihen woahsiquog
5 18 |pesrig—Br—Hana-H-rich—ven-Appenseli—inBuniiea das abns—Zedohnungabe—
beg meshslaung
5 27 |srehaew—Walwer—G—ves-Herissur—in-Richan pirkod—aip— Ve chne—Eelshnuassbhe-
- valtusgerates vechsigung
5 10 |Gemdli-ard—Robaye irr—von—Owsant—Dessum,—in-Gilly Mibglied-des-Ver— |ohne—Eolahnungabe~
. valbungoeates rechsieung
s Landplt, Pisrre, von Aarau, in La Tour-de-Pailx Mitglied dem Ver- |ohns Zsichnungsbe-
waltungarates rechtigung
5 fm |Lippunew—Helbir—ven—Orabi—Lla-Oberwii~HL # | givglied-des—Vor— |ehne—Seichuungabe-. -
- . . walEunusvbtens seshblgung
5 8 |Ruster—Prol—Ba—Nillian—J~—Blsyen-der—USAr—in—San niaglied—den—Ver— |chae—Belshnungobe-
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Novartis AQ

anla Eintragungen
Ei| Ae| LO|Personalangahen

_ Funktion Zelchnungesart
5 10 |wander, Dr—Jean, ven—Berh, Lo Muri—i—Dern Magidled—des—Ver— ohl.—%linﬂglho—
walbungarabeos weshtigung
5 oo | Jetrnes—Alenandye,—ven—Basel—und Lencnau-AC—in—-Sus Maglied—des vVer— |Kollektivenbersohsils
walbungosnban su—aweien,—siloht—als
Verwalbungesat
s Duplain, Dr. Ingrid, von Basal, in Hofatetten 8O Bakretdrin (oicht [Kollektivunterschrift
Mitglied) ey swelan
5 13 |Beaker—Dr—Kenrad,-von—-Basel—in-Betkplangen Kelloktivuntarsaheliy
. su—awelan
[ 24 |Bedmsw,—Bheilar—ven—Nald—SH —in-Reinach—Bh KXelbeakiivunsersahed it
su—nwelien
5 8 |Bradliey, i GClawde—-Glondon, Blrger—der—Udh—in-Alpharesta Kol leahkitisyntaracherils
4Gesrgia—VUBA)- au—ewelon
5 B |Peuaser—bBisrre,—Sranndsiodher—Brathsangehdriger,—in-Banel Kollahsivustersehwi e
su—-nwalien
5 15 |Eberie—iouic—ven—dingiedelin—und-Sdwieh—in—-Based Kellahrivwntersshriit
su—sweilen
5 Grubb, Dr. Philip, britischer Staatsangehdriger, in Kollektivunterschriftc
Inzlingen (D) su zwalan
5 11 |cérwier—ians—Best;—ven—Basel—in-lupsingen Kellekbbvantessehwlie
u—-Bweien
5 13 |Hasmsann—De—Heins—deutsaber—gtaatsangehdriger,—in-MAhlin kellekodvunhoarsched i
su—-sveien
231 |Baxing,—Di—Werner,—deutssher—Staasnangehériger,—in-Losrach Kallekbeivunsensahribb
‘ 8- a—swelen
1 Heltz, Peter, vaon Basel, in Basel Kollektivunterschrift
zu zwalen
5 24 |denriebr—Dr-—Martis—ven—Bacel,-in—Ranel Kellehtivastsersohmi-ie
* su—awelen
| 5 13 |Iwsefir—Heins—Prr ven—Feeionwll,—ip-Rishen Kellektivunberaschwiis
: . su—swelon
5 8 |Jeannet—Reland,—ven—Travers—in-Cendve Kollakinlvuntersahel £b
; su—swelen
5 Kaufuann, Dr. Max, von Zlrich, in Rishen Kollaktivunterschrift
xu swelen
s 13 | Kindiery—bHr—Hans—vea—Bolligen,—in-Siscach Eallelhtivunsovaabol it
sy—aveien
5 L'Eplatteniar, Dr. Francols, von Les Geneveys-sur-Coffrane, Kollektivunterschrift
in Hofstatten HO xu nwveian
5 131 |Mbdes—Ghristoph—ves—iisieh,—in-Aotbmingan Kellehtivantorseheibit
su—swaien
5 Morris, Clive, britischer Btsatsangehiriger, in Rdeshen Kollsktivunterschrift
zu avelen
5 Mogtosi, Heinz, von Basel, in Hofstattem 5O Kollektivunterscheift
zu zwalan
5 8 |Byek—bavid E—i—bribisshor—Ebastaangehdriges,—in Kellehsiventoansehel St
Botbtmingen wu—avwelen
5 6 |Reichensteinm—Kashsrina,—ves—DPratiela—in—Banek Enliehtivansarsohwidy
su—avelen
B |Smo—Be-—ieligang—ven—Riahen,—ie—Rlahen Kellehtiventessahel s
su—asveien
5 1) |Swolders—¥alber, belgissher—stanssangehbriger,—in Essingen Xelieimivuntoracheids
u—-awaien
|5 8 |sydwig—Bmune—von-Her,—ia-MHuttans Kollehitivuntersshel ik
i, ’ su—aveilen
5 30 . | 7abler—De-—Peber—ven—Eitingen-und—Thai,—inEttingen Kellehivuntarsahrlify
. si-pueien
5 8 |vesnidwe—bandel—G—ven—Rueyres—usd—Rey—uni-Geleguy,—in KallelktivuabersobwiEe
Binningen m—aveien
5 10 |vem-Narsbhues—profr—De—Nalter—Pr—ver-Aasburg,—ia—Riehen kellekvivushersohyliie
au—pweien
5 25 |Xesker—Baion Alan—ven AlbetAbttean—in-Blaningen Kellehsivunterached £y
su—sveilen
€ 10 |Buehlir—Anisay—ven-Versas,—in-Basel Kollehtivunterschwlil
) su-yweion
6 Cheetham, Malcolu B., britischer Staatsangeh8riger, Kollektivunterachrift
Minchenstein zu zwelisn
6 Bichborn, Pelix, von Basel, iz Baspl Kollaktivuntarachrift
* zu zwelen
6 Lindenbarger, Guido, von Fehren, in Emmetilil Kollektivunterschrift
zu zweien
[ B Kollehiviventorsahad £t
u-pveien
171 em Kollehsivuntensahalie
su—awelen
7 ‘
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]
CHE-270.3.002.061-2 Novartis MG Basel l{,
Alle Rintragunoen
Ei| Aa| L4|Fsrsonalangaben _ _ _ Funktlan _ z-im!:Tn
[] Jatzar, Alexandre, von Basel und Lengnau AG, in Zug Mitglied des Ver- |ohna Zelichnungmbe-
- wesltungarates rechtigung
] 16n | Gaergeyr—Willism-¥—r—Rdrger-der-UShr—in-Minnsapeldis—{MH-00A)-
walbuBgerates seahigung
a ginkernagel, Prof. Dr. Rolf M., von Risben, in Zumikan Mitglied des Ver- [ohne Zeichnungwbe-
waltungsrates rechtigung
[} gihlar, Prof. Dr. Helmt, Osterraichischer Vigeprisident und {Kollekrivunterschrifc
Stastsangehdriger, in Pdrtschach am Worthersee (A) Delegierter des zu sweian
Varwvaltungszates
8 Vagsella, Dr. Danial L., von Poschiave, in Risch Prisidant und Dale-|Kollektivunterschrift
glercer des Verwal-|zu zweien
tungerates
4 |27 [:dppunsg—Helnir—von-Qrabs—~bn-Chewwii—BL Kelloheivunverseiveiie
valbungorates m—swelean
[} Breusl, Birgit, deutsche Btaatsangahdrige, in Hannovar (D) Nitglied des Ver- |chne Zeichnungsbe-
waltungsrates rachtigung ‘
] 13 |Mkifr—Par—Tehn—beigilssher-guaabganpebislger—in—plarwidles
& su—ywolen
] Brindli, Reta, von Zidrich und Kriens, in Basal Koll-kiivuneanch:ut
xu rwalen
] Ebeling, Thomas, deutschar Ataataangehbdriger, in Murl bei Kollektivunterschrift
Barn zu 3waien
[} 15 (Kawabelas,—Dr—Argeris-Jerry-Blrger—derUBA—in-Arlasheim
su—swelen
a 24 |Walhezr—dNemmany—brisischor-Sbastsangehdriger—in-Baned , | Xetlaksivunberasahndie
su—-avelen
8 13w | Hisbwer,—Resor-ver—Linden,—in-Bus Kellekiivunsevsoheliib
su—avwelen
9 PricewaterhouseCoopars AG, in Basel Revigionasstelle
10 BArlocher, Dr. Ura, von Thal, in Rishen Kollsktivunterschrifc
. zu rwelen
10 Breu, Dr. Raymnd, von Obersgg, in Bottmingen Kollektivuntaraschrift
zu swelen
10 213 |Heiswr-lersti—Fr—deutasher—Stantsangehdelgor—in-Richen Kallakkivassersehed iy
. u-sweien
10 18 {Bhesgallind,—hlfired-gonannt—hir—Birgor—dor-USA—in—Jersey Kellehbivuntoveshediy
Qiey—{UBA)F av—swelen
16 Schuts, Weolfdietrich, deutscher Staatsangehériger, in Basel Xollektivunterachrift
zu zwelen
i0 30 Weslen—bDickawr,-deusacher-Bhaaks haven W
. Bu—-nweilen
11 Miller, George L., Birger der USA, in Oberwil BL Kollektivunterachrift
. su Evwelen
13 31 |[Bsdlew—Helnn—von-Cessan—BH,—in-Riehen Xeollehtibvuncenssshrlfy
av-swelen
13 Dietx. Dr. Jorg, deutschear Staatsangehdriger, in Allschwil Kollsktivuntarschrife
zu zvaien
13 Rupprecht, Peatex, von Basel, in hesch BL Kollektivunterschrift
Fu zwelen
13 19 Kellokheivntorsahelfs
Xoanpahy-—RA su—aveien
13 {23 [sbews Ret Xelichrivunsersohrith
ou—-swelen
18 12 |sirgin-Nie,—ven-Baselr-in-Basel Helioktivunberpaherifs
su—aweien
16 George, Willism W., Birger der USA, in M), iMitglied dew Var~ |Kollektivuntarschrift
pgeraces zu swalen
16 25 |Freyr—Jebasses,-ves—dbkia—in-Beasl Eellekeivansersahwlie
au-awaien
16 Boin, Xurt, von Raisten und Rieben, in Obe Kollektivunterschrift
b =y awaien
16 schiliinger, Brwin, von Basal, in Cbdiwil E Kollaktivunterschrift
gu kwalen
16 Walther, JOzg, von Obarentfelden, in Xollektivunterschrift
zu zwelan
17 30 rashiie
su-nwaien
18 tahnar, Dr. Ulrich, deutscher Stastsangahdrigd s Ver- |chne feichnungshs-
pisseldorf (D) racht igung
1e Choffat, Dr. Paul, von Soubey, in Paudex Kollektivuatarschrift
fu pweisn
21 Hugganherger, Dr. Thomas, deuvtscher StsatsangahfrigeXin Kollektivunterschrift
Aarbuxg . . zu zwelan ,
22 Fishmgn, Dr. Marc Charles, Bdrger der USA, in Newtonftan ¢ Kollektivuaterachrife
{MA, UBA) L xu zwelen

—— —— s
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4 ‘\\\\\ Basel, den 16. (sechzehnten) Februar 2005 (zweitausendfiinf)
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Leg.Prot.Nr. /%0 /2005
"l '

APOSTILLE
(Canvention dc la Haye du 5 octobre 1961)

1. Land: Schweiz (Suinse)
Dicse 8{fentliche Urkuptle ’

Besaigt |} 1. Feb, 2008

5. in Burel] (RAl0) L3 Y [ —

7. durch dic Staatskauzici dos Kanlons Basel-SIAGL .u.uauccer

. ENer m/l("ﬁ,z 7 'F 4 z.

Siegel /Swempel: 10. Unterschrift:

.................... iﬁiﬂ. 11"-“..' '-..uuuu-u
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Certificacion

Yo, el suscrito Notario Piblico en Basilea, Suiza, por el presente certifico que las firmas
anteriores son fas firmas auténticas de la Sra. June Violet Mentcl, ciudadana de
Grenchen/SO, Suiza, con domicilio en Arlesheim, Suiza y del Sr. Reto Halbeisen,
ciudadano de Wahlen/BL, Suiza, con domicilio en Laufen, Suiza, ambos actuando en

representacién de Novartis AG, en Basilea, Suiza, ambos en calidad de apoderados,

ambos con firma conjunta.

La autenticidad de las firmas se establecié mediante comparacion,
BASILEA, este 24 (veinticuatro) de octubre de 2005 (dos mil cinco).
(Firmado) ‘

El documento lleva un sello circular que reza:

Dr. MATTHIAS STAEHELIN

NOTARIO BASILEA

Leg. Prot. No. 879/2005

El documento tiene la siguiente apostilla:

. APOSTILLE
(Hague Convention of October 5™, 1961)
1. Pat{s: Suiza
Este documento oficial
2. estd firmado por El Doctor en Ciencias Juridicas
3. actuando en calidad de Notario Publico
4, y esta certificado por el sello Del mencionado notario
CERTIFICADO

5. en Basilea 6. el 25 de octubre de 2005
7. por la Cancilleria del Estado del Cantén de Basilea
8. No. 10°036/17°028

9. Sello 10. Firma:

El documento lleva un sello circular que reza
CANCILLERIA DEL ESTADO
CIUDAD DE BASILEA

4
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Bogoté, D.C., 15 de diclembre de 2005

Traduccién Oficial Namero 033/05

elaborada por Hermando Torres Barrera, traductor e Intérprete oficial segtin
resolucién numero 01305, expedida por el Ministerio de Justicia y del Dmcho ol
11 de diclembre de 1998.

La presente traduccién del idioma alemén al espafol de 8 (sels) pdginas,
provistas todas y cada una con la firma y el sello del traductor oficlal,
corresponde en su totalidad al

REGISTRO MERCANTIL DEL CANTON CIUDAD DE BASILEA DE
LA FIRMA NOVARTIS AG
Y APOSTILLA

Es traduccién completa, flel y conforme, de la cual queda copia en el archivo del
traductor para su confrontacién, a la cual me remito.

Bogota, D.C., 15 de diclembre de 2005




’ | Registro Mercantil del Cantén Ciudad de Basilea 7/’7\

R gistro Principal

Ndmero de is Empress Naturalaza Juridica Inscripcién Cancaiacidn ‘gﬁnm\@\
an
CH-270.3.002.061-2 Sociedad Andnima 01.03.1008 ' 1
Todas las nscripcionss
Inacrip. | Cancel | Empresa _ﬁ Ref. | Sede
1 Novartls AG ) 1 ‘Baslea
1 2 {Navaris-BA)-(Noveria-Lid)
2 ) (Novartls-BA)-{(Novertle-Ine,)
Ral.__| Cepitsl scclonanio (CHF) | Acdones CHF) | Vaior naminal de las acciones [Ref__| Direccién de
1 400-000,— 400:000,— | 5000-ssciones-neminalen-da-CHE-20, 1 afo-Di-WistinerRadnes
5 L44X60T340~ 1442002340, | 6405054 0-acsionve-Rominsios-de-CHF-20, Cantrulbabrats—Y
wnd-3071948-sculones-al-perindor-de 4010-Bavlea
CHE-20. 5 Sehwarawalisloe-216
7 FFI447-soclenss-nominsies-de-ChE-20. 4058-Boslen
14 2'8857204'080-9acionas-nominales-do-CHF 10 Lichtetr, 35
50 4050 Bashea
20 442075000, — 4442075'000— | 2-824:150°00C-scsienes-naminaiee-de-CHF
50
2400736000 $400735000~ | T'904°470°000-paclonss-nominaiss-do-CHE
50
28 1°388'005'000.— 1'388'805'000.— | 2777210000 accionas nominalss de CHF
.50
Ref Capital de participacion Acciones pegedas | Certificados de participacion
[CHP) (cHR)
'\...‘ — —_
inetrip. | Cancel. | Objeto Ref.
1 2 Rarlicipacidn-on-empresas—que-operan-sspedalments-en-el-secior-dal-conergie-de
I'| sarachos-schre-blanesintangiine.
2 12 Rariicipachin-on-emprosas—gue-operan—ospaciaiments-en-el-seclorde—lo-sahni—ia

12 Participacién en emprosas, que opaman en of pacior do la aalud o Ia nuiricdn, La
socleded puede participar tamblén en empresas de Iz biologls, quimica, fisica,
Informética 0 secioros afinas. Estd sutorizada a adquirr, explotar y enajenar bisnes
Inmuables vy derechos aobre bisnes intangibles.

BASILEA
[ Inacrip. | Cancal | Observaciones Rel.  Feche de ios eststuton
1 2 Gomunioptios—a—lea—~aoolonistes,——Ror—carts—e—a—idissresiin—dal—Consojo—de 1 26.02.1990
Administrecién-mediantis-sereo-certifisado. 2 05.03.1008
2 Restriccidn: Segdn (os satatitos e limis la iransferibiidad de las accones nominaies. 5 15.10.1808
. 20 Amorilzacién do 8105480 scciones nominales de CHF —50. Se verfich e 7 21.04.9000
cumpimisnio de las disposiciones legales segin Articulo 734 OR (Lay Federsd sobre el 12 11.10.2000
Duracha de Obligaciones) mediants sacriiura pablica del 20.08.2002. 14 22.03.2001
23 Anulacién de 22 680000 scclonss nominales propias de CHF —50. Se verificd al 20 21.03.2002
cumphmiento de las disposicionas legaies segim Articulo 734 OR (Ley Fedarsl sobre el 23 04.09.2003
Derecho de Obligeciones) mediants escritura pdbiica del 28.08.2003. - 29 24.02.2004
o 29 Anulacidn de 24'260000 eccionss nominales proplaa de CHF —50. Se verificd el
cumplimisnto de las disposiciones legalea segin Articulo 734 OR (Ley Faderul sobre al
Derecho de Obligecionss) mediante sscritura pdblica del 14.03.2004,
imatp. | Cancel. Apom;;n especis, adquisicon de aciivas, privilegios, cartiicados de perticipacbn de | [ Ref | Organo de publicacion
5 1 SHAB (Boletin Ofidal Sulzo de
Fusldn: En congdén con of gumento de capital dal 15.1

0.1900 k Camercia)
aclivas de CHF 10080928'220— y pesivos de CHF 438 .

GEIGY AG", en Baslas, as/ como activos da CHF 4'38%

451'300'500. da In "Sandoz AG", en Baslios, segin gt
y balances de fusidn al 31.12.1885 par un veilor Jag
cuales CHF 1'44Z'502340.— se spican al g
accionisim da la "CIBA-GEIGY AG" rechen

, A " .
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Novarths AQ Baslien
Todoae las incripclones
Tipo | Ref,| No. Diario Facha Dlarlc | SHAB | Fecha SHAD| Pagina [Tipo |Rel. | No. Diario | Fecha Diario | SHAB | Feche SHAB| Pigina
da de
fima fima
EIRE 13| 01.03.1008 | 50| 12031996 | 1422 [BR (18 2818 24 052002 103| 31.06.2002 %
TH 2 1214| 07.02.1088 55| 19.03.1008 1504 |BR 19 2722| 31 .05.2002 108| 07.00.2002 8
PN 3 1804| 10.04.1000 84| 01.05.1968 2497 |KU 20 3448| 08 .07.2002 132| 11.07.2002 5
PN 4 aia2| 05.07.1088 40| 22.07.1808 4380 |SB 21 s158| 02.10.2002 185| 08.10.2002 5
TH 5 6560 20.12.1868 a| 13-01.1e87 18 {SB 2 03668| 05.12.2002 241| 12.12.2002 5
SC 6 1381 11.02.1887 57| 25.03.1907 2021 |KU 23 3614 18.08.2003 118| 24.08.2003 8
TH 7 1868| 27.04.1068 85| 04.05.1969 2020 |BR |24 8078| 20.10.2003 208| 27.10-2003 - 8
8 5418| 20.11.1009 237| 08.12.1068 4342 |5E 25 8014| 03.12.2003 238! 10122003 8
ME ] 517 14.12.1008 ° 248| 21.12.1699 8038 |SB 26 912| 10.02.2004 36| 23.02.2004 5
HE 10 27r3| 00.00.2000 117| 19.06.2000 4115 |8BE 27 1788| 02,04.2004 70| 13.04.2004 5
JO 11 5085( 24.10.2000 212| 31.10.2000 T405 |SU 2 B 1804| 08.04.2004 B 74| 18.04.2004 8
88 12 5501 15.11.2000 228| 22.11.2000 7032 |KU 20 Z707| 02.08.2004 108| 08.08.2004 8
EB 13 538| 25.01.2001 22| 1.02.2001 T80 |FE 30 26848| 00.08.2004 112| 14.08.2004 [}
TH 14 2512| 07.05.2001 80| 10.05.2001 3527 |88 31 5214| 01.10.2004 185] 07.10.2004 5
8C 13 Zranl  16.05.2001 99] 23.05.2001 3890 S8 3 8198| 18.11.2004 2301 25.11.2004 5
88 10 §78| 28.01.2002 23| 04.02,2002 8
SE 17 1015] 22.02.2002 42| 01.03.2002 -]
Inacrip. Modlif. Cancal. | Dstos Parsonsiss Tipo de Firma
1 Zm Watlen,-Dr-Roi-de-Zuranch-y Zuschr-en-Thahil Firma-individual
1 3 Frauhsndbiro-Peiar-Gigsle-an-Marthaion
1 7 Kouasr-Dir-Alan-do-Baslear-en-Rishen Fovns-asiaoiive
ds-a-dos
2 Rudiofl, Hana-Jorg, cludadano alemdn, en Hamance Firma colactiva
de a doa
2 t 8m Blldai-Prol-Di-Mekmut,-dudedans-susiriace, Eerna-golactive
on-Pivischagh-pmANirtherses-(A) de-ades
2 m VasslinDr-DanloHervon-Posshitve-en-Blnningen Flana-colective
de-ados
2 ] Waliew-Dr-Roli-te-Twzpgh-y-Zuriah-on-Thalwll Firra-soieciive
de-adoe
2 10m Bévdosha-Di-Un-do-Thal-anems Fre-ouleciiva
de-ados
2 8 Batatr-De-Mariing.de-Ardashalm,-en-Binningon Frna-oclsciive
de-a-don
2 10m Brovre-Raymond,-de-Obaraggr-an-Botimingen Fra-eeioclive
de-a-den
H Manaar, John, de Appanzal, en Rishen Firma colective
de pdoa
2 5 Moyar-Roll-Ar-de-Wohian-AG,-en-Basliea Fina-atiestiva
do-p-dos
2 3 Miher-Dr-Hans-Ubigh-de-Wintirthur-en-Holsloieon-§0 Firma-oglesiive
de-ados
2 a Qpplholer-Dr-Uirdghy-de-Bema-y-Glogershausen-en Ela-auiecive
Selisberng do-u-dos
2 5 Ruppreshi-Peter—de-Saslies-an-Assah-Bl Fwa-acienive
ds-a-dos
2 5 Skikef-Dr-Petur-de-Lussma-on-Allsaiwi Fiwna-ssleciiva
de-ndes
2 Vierkbtier, Jorgan, cludedsno siemdn, en Backian Firma colactiva
te a dos
3 4m
4 [}
[ ] Sin-sutactzachin
de-lma: .
5 om Sinautorisaaiin
e
[} Sin pitorizacién
de fymar
5 [} Sin-sutornalin
de-fomes
[ 18 Sin-sutiriasciin
da-Raner
L] 27 Sinpuiedisnciin
do-llmar .
5 10 Sin-autodsaciin
de-flrmar
[ ] 8in autorizackin
de fimar
5 sm Sin-euiariznciin
de-frass
6 ] Sin-puterizaciin
do-an
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5 10 Wander-Dr-Joan,-40-Bomr-on-Muri-an-nmodinsiones-de-Bema Mismbro-del Sinaulerizoghdn
; C-Administracién do-Brmar
5 am Jelzar-Alexandrm-de-Basleey-Longnsu-AGren-Zug Miembro-del Firma-colective
CrAdminisirasidn do-s-des-no-ooms
C-Adminisiraclin
5 Duplein, Dr. Ingrid, de Baslea, an Hofsteltsn 5O Sacretaria {no Firma colectiva
Miembra) de a dos
5 n Beoker,-Dr-anrpi-do-Basinar-an-Beitningen Frma-celasive
do-a-dos
& 24 Bedmer-Shelar-de-Waeki-IH,-on-Reinach-BlL Fma-gelective
do-a-des
B 8 Bradioy-Or-Claude-Glondon,-shadiadans-ssindouniionss-en Firma-soleciive
Alpharstio-{Georgls-LUGA) de-ados
5 8 Deouaze-Plarecudedanc-irancés-en-Basllas Frma-golotive
do-a-den
5 18 EborerLoule-de-Rinledein-y-Zuich-onBasiics Firma-calncive
do-ades
5 Grubb, Dr. Philip, cludadano britinico, an Firma colectiva
Inzlingen (D) de a doa
5 21 Frma-golacive
de-g-des
5 13 Homman-Dr-Helnz-cludedanc-alamin-an-Mahiin Firna-coleaiiva
do-ades
5 23 HaingrDr-\Neamer-sivdadane-siembn-on-Lirash Frma-solactive
[~ ] do-a-des
L Heltz, Petar, da Basllea, an Basllea
5 24 Herddhy-Dr-Marinr-do-Baslien,-on-Baslien
5 . 13 irmhef, Molnz-R., do-Frolemwii-on-Rishen
!
5 3 Jasnnsi-Rolami-da-Travenron-Gingbra
5 Kaufmann, Dr. Max, de Zixich, an Righen
5 13 Kindier,-Dr-Hans, da-Bolligen-on-Sissath
§ L'Episttenier, Dv. Frangols, de Les Ganeveys-aur-Coffrana, Fima colecliva
on Hofstetten SO de ados
] 13 Miader,-Chilstaph-de-Zuriaiv-on-Battimingen Firma-coleciive
do-a-des
5 Morris, Clive, cludadano britdnico, sn Riehen Firma colectiva
deadoa
5 Mostosl, Hainz, de Baslea, an Hofststten SO Firma colectiva
deados
5 8 Ryetl-David-&-1ciudadane-britdnioo-an Firma-golectiva
Bolimingen de-n-deos
3 8 Ralshonwiein i stharina,de-Pralicin-on-Basliss Frna-colactve
de-ados
5 8 SamoDr-Waligang,-de-Righen.-en-Riehen Fima-solectiva
de-a-doa
5 13 Smoldes-Waller-sludodane-heigaren-Eiingen Flrna-soleative
de-a-des
5 8 Syfigr-Brunor-de-Horw-en-Mutionz Firma-golactiva
do-a-des
5 a0 Toblor-Dr-Poiwr-de-Eilingen-y-Thai-en-Bitingen Frma-solactiva
do-a-des
5 8 Wagnibrer—Danisl-Cr-von-Rusyras-y-Fey-y-Cologry—en Flmna-calooliva
Binningan de-g-dos
5 10 Von-warwgr-Rrol-Dr-Waller-Pr-ta - Asrburg-en-Rishen Frma-gelaclive
de-a-dos
5 25 ¥Yorke, Bdan-Alande-Alisiitonren-Binningen Frna-goinolive
de-g-des
.} 10 Flrma-celeciive
de-a-dos
] Firma colactiva
do a dos
8 Firma coleciive
de a dos
8 Fima coleciiva
doadoa
] 8 Firma-solective
de-g-des
7 8m Braaldento-y Flrms-colocthva
Dalogodo-C. de-a-doe
Adminisirpsiin
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[] Jelzer, Alsxandre, de Basliea y Langnau AG, en Zup Mismbro dal Sin autortzacidn
C. Administracién de fimar
8 16m George Willlam-W-chudadane-astadeunidense-en-Minneapolis-MN Miembro-del Sin-auioracidn
UsA)
Gridminisiracldn do-femar
8 Zinkemagel, Prof. Dr. Rolt M., da Riahen, an Zumikon Miambro dal Sin autorizacién
. C. Administracién de fimar
8 Sihier, Prof. Dr. Haimut, dudadane Vicepresidents y Firma colactim
austrieco, Porischach am Wistherees (A) Delegado del da a dos
C. Administracién
8 Vasalla, Dr, Daniel 1, da Poschisve, an Risch Preaidante y Fima colaciiva
Dalegado del de a dos
C. Adminsitracién
8 27 Lippuner-Hainl-de-Graber-an-Ohernil-Bl Miembro-dal Firma-colocive
C-Adminisiracin de-a-dos
a Breusl, Bight, chxiadana elgmang, an Hannover {T)) Miwmnbro del Sin autortzacién
" C. Adminiracién de firmar
8 Atkln-DrJohnr-giudadane-britinieoran-Dietwiler
(1] de-a-dos
8 Briindli, Reto, de Zurich y Kriens, en Basllea Fhma colectiva
da a dos
8 Ebsiing, Thomas, cludadanc alemdn, en Murl en inmediacionas de Firma colectiva
Bama de » dos
B 15 Karabalas-Dr-Argerds-Jery-sludadanc-ssiadounidenser-en-Arisshein Firma-selsciva
do-a-des
8 24 Walser,-Norman—-aludadano-britdnico,-en-Basfies Frme-coleciiva
do-o-dow
8 13am withver; Relo-de-binton-an-Zug Flrma-aolesiva
do-ades
9 t PricevaterhousaCoopars AG, en Baslen Audiiorin
10 Baroches, Dr. Ura, de Thal, an Rishen Firma colectiva
da ados
10" Bray, Dr. Raymund, de Obaragg, an Botimingsn :.hmuieum
a dos
10 23 Winiprr-Harl-J.-cudsdene-slamin,-sn-Rishan Firma-soleciiva
do-a-des
10 18 Riorgaiin-Alfred;-sonockde-come-Al-cludadans-esiadeunidenser-on-Jarsey irmao-oslective
Chy (UBA) ' de-a-don
10 Schutz, Woifdietrich, dudadano alemin, an Baslies Firma colectiva
de o dos
10 30 Winsles-Diotr-cusadane-slemin-sn-Blauen Firma-colostve
da-a-des
11 Miler, George L., Cludadano estadounidense, an Obarwl BL Firma colactive
daados -
13 n Boller-Heinz-do-Gessau-ZH-on-Flehen Firma-selagthe
de-a-dos
13 Dietz, Dr. Jirg, cudadano alemin, an Allschvwil
13 Rupprecht, Pater, de Basllea, sn Assch BL
13 16 Weranl-Dr-Gliben, cudadano-alemidnr-on Fima-coleciva
Kopnscht-ZH deo-a-dos
13 p ] Wiliwet-Rais, de-Linden-an-Disthan Firma-ooleciive
do-a-dos
15 22 Erma-celective
Blrgin-Merde-Basioar-en-Baslien
da-a-des
18 Gearge, Willam W., chudadanc estsdounidenss, en Minnoapolis (MN USA)} | Mismbro del Firma colactiva
C. Adminstracidn do » dos
18 25 FreyJehannos-deo-Eilia-en-Baslea Flra-colaativa
de-a-dos
16 Héin, Kurt, de Kaisten y Riehen, en Oberwil BL Firma colectva
da a dos
16 Schillinger, Erwin, de Basliea, en Oberwil BL Firma coleciva
do a doa
18 Firma colactiva
da ados
17 30 Frma-celoctiva
de-o-dos
18 Miambro del Sin autortzacién
C. Adminiatracién de firmar
18 Firma colectiva
- de a dos
21 Firma colectiva
de a dos
22 Firma colectiva
de s dos
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23 Detar, Prof. Dr. Srikant, dudadane indio. en - Miambro dal Sin autorizacién
Weston (MA, USA) C. Adminisiracién de frmar
< Wiadeling, Dr. Wendain, ckxiadanc alemdn, en Mismbro dat $in autorizacién
Blatighsim-Bissingan (D) C. Administrucién de firmar
23 32m Kalmar-Gven, chriadane-estedeunkdense-en-Allsclwil Firma-coloctive
do-a-das
n Kasaler, Dr. Bwbam, de Davos y Schism, en Zaxich Firma colaciiva
de a dos
24 286m
Lamrach (D) de-a-dos
25 Hanling, Prol. Dr. Paul, de Wattswll am Alols, en Firma colectiva
Kichberg ZH de s dos
25 Parup, Maln, cludadano sueco, en Basllea Firma colectiva
de & dos
28 Morawietz, Martin, chudedanc aumin, sn Firma coleciva
Schopihaim (DE) de a dos
28 Brokatzky-Geigar, Dr. Jurgen, cludadana alemdn, Firma coleciiva
an Larech (DE} de g dos
30 Wiplll, Daniel, de Entield, en DObendorf Firma coleciiva
da ados
3 Evans, Susan, conociia coma Sue, cludadana britinica, en Firma colectiva
Muttene de e dos
M de Weard, Dv, Peter, cludadano holendéda, en Firma colectiva
Haofstetien 50 de a dos
3 Manz, Anja, chudadana alsmana, en Higendor! Firma colectiva
de ados
i Ower, Dr. Uwe, cudadano alamin, en Au {(DE) Firma colectiva
da & dos
k) | ; Pluss, Michel, de Bem y Murgenthal, en Therwll Firma colectiva
de a dos
32 Heynen, Bruno, de Ballach y Ausserberp, en Salothum Firma colaciiva
da ados
32 Katmar, Staven, chxindano americans, en Baallea Firma colactiva
deados
32 Komicksr, Dr. Peter, da Obarwll BL, en Obarwdl BL Firma colactiva
de ados
a2 Pelzer, Robert, cudadano canadisnse, en Baslea _Firma colectiva
de & dos

Baslea, 11.02.2005 10:18

desde al 01.03.1986.

Oficina da Ragistro Principal Cludad de Basllea

El presarie axtracio tomado dal Registro Mercantll cantonal no tiens ninguna vaiidez sin ia
autanticacién del original puseta al pie. Esis exiracto contiens todas las Inscripciones
vilkgs actusiments pam esta ampress, asl como Ias .eventugios inscripciones tachedss

A solicitud espacial se puede expedir un extracto que contanga Unicamenta todas las
Inscripciones vilidas en i actuafidad.




Es fotocopia flel

Basilea, a los 16 {diecisdis) dias del mes de febrero de 2005 (dos mil cinco)

HILO Y OBLEA NOTARIAL: Dr. MATTHIAS STAEHELIN - NOTARIO EN BASILEA

Legalizacidn Protocolo No. 135/ 2005

SELLO: CANCILLERIA DE ESTADO - CIUDAD DE BASILEA.

© @ N ¢n

APOSTILLA
(Conventlon de Ia Haye du Soctobre 1961)

. Pals: Suiza (Suisse)

Este documento piiblico

. estd firmado por el DR. EN CIENCIAS JURIDICAS M. STAEHELIN

. en su condicion de NOTARIO PUBLICO
. lleva el sello/timbre del MENCIONADO NOTARIO

Confirmado

. en Basilea (Bale) 6. el 17 de febrero de 2005

por la Cancillerfa de Estado del Cantdn de la Cludad de Basilea
bajo el No. 1'827/2'627
Sello / timbre: 10. Firma: (ilegible)

Heidi Fisher

i

RES. Ma. 1303 MMNRISTIOA 1978




~ SUPERINTENLENCIA D WDUSTRIA ¥ CONERCIO y
Rad: U7-021228- -00000-0000

o0 ARI-US-UL TAKTY LD, AVN NUELHEALIVNEY

i 17 FPAIENIEYE :

Eve: 318 FASENAUIONAL

ACCA1T HREESEN | AIUN oo A%

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT
PATENTE DE INVENCION [/ MODELO DE UTILIDAD [ ]
¢ Indicacin de que se solicita la conceslén-de una patente - . [ /
4 Datos de identificacion del sollcitante.o de la persona que presenta la sollcrtud [
€ Descripcion de la invencién
€ ' Dibujos de ser estos pertinentés (
¢ Comprobar?e‘ pago de las tasas establecidas [
COMPLETA [ INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

. @ Indicaci6n de.que.se sollclta el registro de Disefip Industrial ' [ 1

4 Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta-a solicitud [ ]

& Representacién grafica’y fotogréfica del Dlseno Industrial o muestra del 13
material que incorpora ej disefio

¢ Comprobante de pago de las tasas establecidasi [}

COMPLETA [ } INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO | ]

4 Indicacién de-que se sohclta el registro de un Esquema de Trazado [.)

¢ Datos de identificacion del sollcitante o de la pergona que presenta la solicitud [ ]

¢ Representacion gréfica del esquema trazado .’ _ [-]

4 Cornprobante de pago de las tasas establecldas, [-1
[

COMPLETA [ _ ! , INCOMPLETA [ ]

Firma Responsable /

- Fecgha . . Carrera 13 No. 27-00 Plso 5, 7y 10
'L Conmutador: 3 8208 40
: Fax: -360 §2 20
E-meli; |nfo@slc.gov.co -
* . www.slc.gov.co
) Bogot#, D.C., Colombla




CEYITORIOD
AS: 103.276 ¥
[ ]
SVPERINTEMIENCIA DE mOuETRIn COoMBitn —
_ ﬂ N Radt: 07-U212Z28- X
Induistris i i He A AL WALV L. D2 NS NN
[ 1] INTENDE ] v 3 b

=it T

Em & PATENTE

‘fLJ{ \rl‘gl-.

T BnnADABImEmouAL

Patente de invencidn.

X captiio. 1| Capuio It
2 Nombre: GENENTECH, INC. y NOVART!S, AG
. IDENTIRCACION
SOLICITANTE | Direccidn: 1 DNA Way, South San Francisco, CA
™) 94080-4990, US; Lichetrases 35, Basel CH-4038, ce O NT [
Suiza (Respecivamenis)
| Naclonalided o Domicilo; Estados Unidos y Sulza CE. [ o []
Lugar de Consfiiuciin: EstdonUrthsy&lh
Teléfono: : Fac Cual__
Emal Nimero

e T T
REPRESENTANTE | Direcclén: Carrera 7.# 74.x.24Feme B Piso 4 cC X NT [
O APODERADO S
Talsfono: 744-2200 Fax 744-2700

Nombre: Charlos Matthew Winter
Direcclén: 2433 Coronsl Bivd., Beimon!, CA 94002, Estados Unidos de Amirica




1. Un proceso pera prepamr compogiciones de anticuerpos altaments
dos CARACTERIZADO porque comprende:

une primera ultrefiltracién de una primers preparacién de amticucrpos pars obtensr

mmmahwmm.mmmw
obtzner una tercera preparacién de anticuerpos;

en donde, una o mis do la primors ultrafiltracién, segunda ultrafiltracién, y la
ién se logran de aproximadamente 30 °C a sproximadamente 50 °C.

2, Blprdeuodemud?ooghmivhdimdhl.mmmuemo
do la primera ultrafiltraciénm, segunda ultrafiltraciim, y diafiltracién se logran de
ate 35 °C a aproximadamente 50 °C.

3. El proceso de acuerdo con la refvindicacién 1, CARACTERIZADO porque una o
. . + . .
 do la primera ultrafiltracién, segunda ulirefilifacién, y disfiltracién sé logtan de
i mnte 45 °C.

4, El proceso de 2cuerdo con la rejvindicacién 1, CARACTERIZADO porque una 0
 de In primera ulivefiltracién, segunda ultrafiltracién, y diafiltracitn se logran de
Jamento 45 °C, més 0 menos 5 °C.




REPUBLICA DE COLOMBIA 0
SUPERINTENMDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO f)/\\
Bogoté,
2020
Doctor (a)

CADENA SARMIENTO JUAN PABLO
Apoderado(a) y/o Representante de
GENENTECH, INC.

NOVARTIS AG

REFERENCIA Radicacién No. 07 21228
S8olicitud internaciaonal PCT/US2005/031844
Fecha inicic fase nacional 09/04/2007

Trémite 11
Evento 378
Actuacién 430 .
Oficio No. v 655')&

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decislén 486 de la Comigifnm de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacifn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Clrcular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica gque:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesifn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decigifn 486.

En cumplimiento de lc dispuesto por el articulo 39 de la Decisisn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses sigquientes a la fecha de
notificacién del presente oficioc, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En c¢aso de no dar cumplimiento al presente requerimiemto, la solicitud se
considerari abandomada y perderi su prelacién.

Notifiquese el presgnte ofici forme a lo dispuesto el numeral 5.2, literal
e}, del capitulo quijto del imero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la divisién de NMuevas Creacliomes

El anterior querimiento fue notificado por fijacién en 1lista de
fecha .l
adpall



