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DEVICES AND METHODS FOR INTEGRATED CONTINUQUS
MANURACTURING OF BIOLOGICAL MOLECULES

FIELD OF THE INVENTION
The present invention relates to an improved method and system fhr
purifying a molecule of interest from a heteroganeous mixture of molecules. More
partioularly, the present invention is directed to methods for purifying a proteln of
interest in & tiasue culture fluid feedstreamn from a continuous perfision formentation
process.

BACKGROUND OF THE INVENTION

1t is wall Imown to thoss familier with the Seld that in recent years several
continuous osll culture pm alno called continuous perfiision processes, have
been established with preat commercial success, Howcver, the isolation proceas
fhllowing continuous perfusion formentation Is generally a batch process, and is
physicaily and logistically separated fram the continoous upstream process. In these
processes, the main purpose of the Isolation step {5 to capture the product out of high
volumes of relativoly dilute colture supemnatast. Concentration of the praduct has to
be emphasized with respect to process Iogistics and space requirements, while
aimultaneous removal of contaminants (purification) is important to minimize the
required number of further downstream purification steps.

Figure 1 shows a schematio of a typical state-of-the-art isolation process
from continoous perfusion fermentation, as it is well known to those familiar with
tha fleld. The sontinuous perfhsion farmentation system comprises a cell retention
device (1), which keeps most of the oells producing the product in the firmentation
Systemn. A continuous hervast stream from the continuous perfission system, still
containing some colly, debris and other particles is pmmped using a hervest pump
(2) ioto large collaction vessels (3), such as stainlesa steel tanks. These hervest
storage vessels usually have to be coaled In arder to keep product losses dua to
degradation within a feasible range.

Onco a specified volume has been collested, which 1s typically after 1-4 days
or more, the harvest collection vessals nre disconnected flom the sterile farmentation
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vesgel and the colleoted material in designated as ane haivest batch. The next step is
to remove cells, debrls and particles (step 2). In industrial scale this is typically
dons using centrifigation (4) followed by dead-end membrane fitration (S), or by
dead-end depth-fitration (6) followed by dead-end membrans filtration (7)., Another
tachnique sometimes used is tangential flow (or "erossflow™) microfiliration. In any
case, the product of the particle removal procass s & batoh of olarified tissue oulture
fluid, or ¢cTCF (§). More detalls on particle separation for biotechnological products
can be found in standard textbooks, such as Blotechnology, Vol. 3, Bloprocessing,
Willey-VCH, 2 edition (1996), ISBN: 3527283137.

In the naxt step (stop 3), the batoh of clarified tissue cultore fiuid is further

processad to concentrate and, if possibls, parify the product. This is typically done
by croszflow niltrafitivation or by packed bed chrometography.

Ia the case of crossflow ultrafiltration, the ¢TCF ls pumped into the recycle
tank () of the systam. A pump is usad (10) to posh the material through a croasflow
ultrafilier. The product is retainad by the membrane and recycled as reteniats Into
the recyclo tanl;, while water and saller contaminants are pushed through the
mambrane into the permeate (11) duo to the trans-membyans pressure generated by
the pressure drop in the uitrafiltration module. In esch pasmge fivough the filter, the
¢TCF therafore gets more concentrated, and the total cTCF volome s reduced until a
desired concentration factor is reached. Once the desired concentration fuctor is
reached, the provess 1s stopped, end the remaining concontrate volume (isolate) is
drainad from the system and collected, More details on arossflow ultmfiliration for
conceniration of blotechnologioal prodncts can be fonnd in standard texthooks, such
as Biowchnology, Vol. 3, Bloprocessing, Wiley-VCH, 2 edition (1996), IEBN:
3527283137,

In oape of paciced bed chromatography, the cTCF is pumped over a
chromtogphy oolann (12) containing & packed resin bed. The product binds to
the resin and 1z then eluted In usually concentrsted xnd purified fem (isolats, 13)
using = suftable elution buffier (14), after which the column is cleaned and
rogoneraied using adequate buffers and olesning solutions (14).

Other chromatogrephry variants that bave been proposed for
concentration/purification of cTCF are expendad bed chromatography and
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membrane chromatography. Bxpanded bed chromatagrapiry can process particle
containing solutions. However, filtration of the isolate after chromstograpiry i stifl
required, althongh filtration sreas ave reduced, Membrane chromatagraplry utilizes
stacks of modified microfilimtion membranes insteed of packed resin beds. The
adventags is that mass tranefisr Is largely convestive rather then diffisive, which
aliows fister separation. Otherwise, the process is typloally equivalent to standerd
packed bed chromatography, More details on chromatography for concentration and
purification of biotechnological products oan be foond in standard textbooks, such as
Protein Purification, Principles, High-Resolution Methods, and Applications, Wilsy-
YCH, 2. Bdition (1998), ISBN 0-471-18626-0.

Often, the bulk isolats is then frozen and stored for later nse in fhrther
downstream purification stops.

Thus, as deacribod above, the isolation process is genemlly a beich process,
and Is physically and logistically scpamted from the continuous upstream proceas.
Alpo, while fermenixtion hes in be performed sterile, isolation (i.c. particle yemoval
and concentration/purification) 18 essentially performed clean, but not sterile.

The state-of-the-art procasses ea descrihed above have &£ mmber af
problems:

P1. Yield losses snd potentinl quality reduction due to high produst
rexidence tims, The harvest from the continuous perfusion fermoentation needs to be

collected and stored over slgnificant periods of time, &s outlined above, befire an
ianiation betch can be procesend, Collected harvest, although chilled, still provides a
detrimental milleu for compiex snd nharantly unsteble pritein products. Theredbre,
significant product loasca oooxr, which reduces plant capacity nd increasea coat of
mm.mmmwwmhdwm

P2, Large cold oom facilities or cooled vessels are required for intarmadiate
storage of large barvest volomes, leading to high cepital costs and negating the cited
compaciness and mobility advantags of parfision fermenters.

P3, Copventiona) conoentmtion/purification taschnologies (e.g.,
ultrafiltration, packed bad chromatogrephy) have relatively low volnmetric
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throughput, aignificant turnaround times and aro relatively labor intensive. Asa
rosult, typlcally not more then 1 betoh procsas is porformed per day.

P4, Mareover, oirrent izalgiion processes and methods have logistionl
difficulties dealing with the varying procoss volumes in fermentation plants
involving more then ane fermanter, In large-scale continuous perfusion plants, &
varying mumber of farmentars are operational.

P5. Furtharmore, stxte-oftthe-art isolation procesass are operated clean, but
can not be operated stegils. This often leads to a significent number of rejected
bainhes due to microbial load Ixucs.

P6. Utitzation of dispossbles, such as disposable filters, assemhlies, bags,
¢io., although very deaimble in the production of human pareaterals (e.3., o avoid
clesning and cleaning validation end other issues) is very costly, and in fhet aften
not economical,

Accordingly, 1t Is en object of the present inveation to provide a integrated,
contimious protein scparation process that is capabls of operating for sustaloed
periods of time under sterlls conditiona,

SUMMARY OF INVENTION

The present inveation is directed to a novel apparatus and process for
purifying molecules from a hetsrogenequs fluid mixture, More particulariy, the
Invention is directed to a process for purifying a molecule of interest from a
hetryogeneous clarified fluid mixture from which particulate contaminants have
beon ramaved. The prooess comprises the stop of filtering a heterogencous clarified
fiuid mbrure by contimous vitrafiltration at a specific flow rate below the tranaition
point of the maolecnle of interest In the pressure-depandent region of the finx versus
TMP curve, wherein the specific flow rate ls maintained substantially constant
throughout the eontinuous ultrefiltration.

In partioular embadiments, the process of the invention comprises filtering
the clarified fluid mixture through an ultrafiltration membrane having an area in
aquare metors approximately aqual io between 0.1 to 2 times the vohmmetris fow

207
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rate of the clerified fluld mixture in fitera'hour. In avother embodiment, the process
of the invention comprises filtering the clarified fluld mbdure through e
ultrafiltration membrene having s ares In square meaters approviimaiely equal to
betwean 0.3 to 1 timaa the volumetris flow mts of the clarified fluld mixture in
liters/hour,

The process of the invention advantageousty permits filtering the clarified
mixtnre &t a spectfic flow rate that produces a wall cancentration less than about
20%, less than 15% or leas than 10% greater than the retantate concentration,
without appracisble conoentration polarization.

In & more apecific embodiment, the nvention ls dirsoted to an iniogratad,
cantinuons and sterile process for continnaus perfiusion fannentation, pérticolate
removali and purification/ conoenriration. In one aspeot of the fovention, the process
comprives fitering the tissue culture mbdure by & soparation process that selectively
soparates the protoin of lutereat from the mixiure st an operational sct polnt below
the tremsition point of the protein in the pressure-dependent region of the flux versus
TMP curve to produos & sterils, partinls-froo, consontrated and partially purified
produst isolate, where the specific Sow rete through the soparation process is
mainteined substantially constant &t a lovel less than the transition paint of the
protain,

In another espect of the inventtion, the process s & continuous procasa for
purifyiog a protein of interest from a heterogenacus tissus cultnre fluid mixitre,
comprising:

() producing by a continncus perfugion fermentation process s
hetzrogeneaus tissye oulture Huld mixture contadning a protoin of interest;

(b) tranxferring the tizsus cultnre fiuid mixture to a continuons particle
removal prooess integraiad with the continuous perfusion fememation process;

() removing particulate contaminanty from the tissua culture fiuid in the
continucus particle removal process to produce a clarified Hase oulture fluid
conteining the protein of intercet;

(d) tranafering the clarified tissue oulture fiuid to & continious
purification procoss integrated with the continucus particle removal process; and
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() purifying the protein of interest from the clarified Hissus culture fluid
in the coptinuous purification prmcess;

wherein the specific fiow rate of the mixture through the cantinucus
perfusion fermentation process, continuous partols removal proceas and cantinuous
purification process is maintained substantially constant.
In yeot another napeot of ths invention, the process Is » semkoontinuous
process for purifying a protein of interest from e helerogeneous tissue culture fluid
(a) producing by s cantinucus perfusion fermentation process &
heterogoneous tissus culture fluid mixture containing « protoin of interest;

(b) trensferring the tissue culture fluid mixture to a continuons perticle
removal procoss jntegrated with the coniinucus parfusion fermenintion gystem;

(c) remaving particulate contaminants from the tissue culture fluld in the
continious particle removal process to produce a clarified tlssue culture fluld
containing tha protein of interest;

(d) transferring the olarified tigsus cuiture fluid to a surge vesssl
integrated with the continuous particle removal process;

(e) intermittently tranafirring the olarified tissus cultore finid to a
purification process integrated with the surge vessel; and

(¢) purlfying the protein of interest from the clerified tizeus culiure finid
in the purification system to produce a sterile, particle-fres, concentrated end
partially purified produst isolate containing the protein of interest;

wherein the specific flow rats of the mbeture through the continuous
perfusion farmentation process and continuous particle removal process Is
mainminad mubstantially constant.

The present inventlon is also direoted to an apparatug for separeting a protein
of Interest from & heterogeasous tissue enlturs fluld mixture, In one aspect of the
invention, the wppamins comprisea: (8) & continuous perfimion fermentation system;
(b) a sontinuous partiole removal systom integrated with the perfusion fermentation
system; and (c) a contimious purification system integrated with the particls removal
system, wheroin the apparatus is adaptead to maintain sterile conditions.
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In another aspeot of the invention, the epparatus cormprises: (s) a continuous
perfusion fermemation aystom; (b) a continnous particle removal system integrated
with the perfusion fennentation system; and (c) an intermitient purification system
integrated with the particle romoval systsm, wherain the apparatus is adapted to
maintain sterile conditions,

The purificetion systom may, for exerople, be en ultrafiliration system or 2
convective adsorption/desorption system, or any other system capable of purifying
or partielly purifying & protein of interest from & heterogensous mixture in an
integrated, continuous or sami~continuogs, sterilo systom as desoribed boreln.

The process and apparatus of the Invention are adapted to permit cantinuous
proceasing of a hetorogeneous fluid mbxtare, such as a coll cultvre fluld, st
substantislly constant fiow rate. In a partioular aspect of the invention, the process
and apparatus of the invention are adapted to permit continuous processing of
heterogeneous cell or tissue culture fluid mbxiure at a substantially constant flaw rate
below the transition polot of the protein in the pressure-dependent region of the flux
versus TMP curve for s oontimious perfod and throughaut the purification process.

These and othar aspeots of the invention are described in detnil below in the
following detsiled deacription of the invention.
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BRIRF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

The ascompanyling drawings, which ars incorporated in and conatitute a part
of the specification, iliusirete embodiments of the invention, and, together with the
detailed description of tha embodjment, serve to explain the principles of the
invention and its benefits.

FIQ. 1: Schemstic of conventional continuous perfusion proceas followed
by 3 phrysically and logistically scgragatnd isolation process stops (baich harvest
collection, batch particls removal and batch concentration/purification)

FIG. 2: Schamatic representation of 2 embodimenty of Inveative device A
for continuous, integraind end sinrile manufhoinring, Schemetio of embodiment Al
shown on left hand side and schematic of embodiment A2 shown on right hand side.

FIG. 3: Schematic repressntation of 2 embodiments of Inveative device B
fior continuous, integrated and sterile menufacturing, Schematic of embodiment B1
shown on left hand side and schematic of embodiment B2 shown on right hand side.

FIQ. 4: Schematic of an embodimant of inventive imegrated, continuous
particle removal gystem (100), an element of both inventive device A and nventive
dovice B.

FIG. 5: Schemstic representations of additional embodiments of inventive
dovics A which combine muliiple elements to etther incresse overall plant capacity
(A3} or concentration and peparation performance (A4).

FIG. 6: Schamstio reprssentations of additional embodiments of inventive
device B.

FIG. 7: Additional embodirment of inventive devices that combines the
elaments of device A and device B in serles to inoraase overall concentration and
separation parformenca.

FIG. 8: Example comperison of tiztal load capacities per 10 of filter capsulo
for conventional batch process and embodimant of inventive devioe and method for
continuous particle removal (integrated oontinuous filtration process) ustng idantical
commaorcial flter capmules, Example method producing recombinant blood
coagulation Fectar VIII shown.
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FIG 9: Example of pressure-flux curve (specific permeate flux in LMH =
litershour/m? over transmembrane pressure) and determination of operation point.
The circle shows the typical operation point that will be adjusted via the TMP for
conventional batch processes. The rectangle shows the preferred operational region
that will be adjusted via the permeate pump as per the method of using the inventive
device A,

FIG. 10: Example of residence time distribution and mean residence time of
integrated continuous UF system (300) as per method of using inventive device A.
Measured for disposable continuous system with 290 cmn2 module (62.5 cm length),
120 LMH crossflow, 0.2 LMH retentate flow, 2 LMH permeate flow.

FIG. 11: Example of isolation of rFVIII from plasma-protein free
continuous perfusion fermentation using an embodiment of inventive device A.
Comparison of average isolation yield of inventive continuous method compared to
averago yield of batch isolation, including one standard deviation spread. 3
consecutive batches were used for determining batch yield, while 3 consecutive
points (days) were used for the continuous process.

FIG. 12: Examples of performance of inventive device A. Transmembrane
pressure and specific flux of integrated continuous ultrafiltration system (300) as a
function of continuous process time for 3 different examples shown. Triangles =
100 kD membrane, recombinent blood coagulation Factor VIII (fFVIII); Squares =
10 kD membrane, recombinant interleukin-2; Circles = 50 kD membrane,
genetically engineered glycoprotsin (Mr> 100 kD). All examples shown are from
plasma protein-free continuous perfusion fermentation.

FIG. 13: Example of long-term performance of inventive device A directly
coupled to continuous perfusion fermentation of cell-line co-expressing 2 protein
products (Green fluorescent protein GFP and [L-2SA). Transmembrane pressure
and specific flux of inventive continuous ultrafiltration system (300) as a function of
continuous process time shown. 10kDD membrane was used.

FIG. 14: Example of long-term performance of inventive device A directly
coupled to continuous perfusion fermentation of cell-line co-expressing 2 protein
products (Green fluorescent protein GFP and IL-2SA). 10kD membrane was used.
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Concentration fuctor of both protein produots, as dstermined by specific asssyn, and
volumetric conceniration factor shown as e fimotion of coptinuous process tima,

FIG. 15: Examplo for performance of taventive device B. Yisld and
pressure drop over clogs to 100 consecutive adsorption/desorption cycles with
cantvective adsorber (target protein: genotically engineered blood coagulation Fastor
FVIII varient; convective adsorber: commercial adsorber, Mustang Q, Pall
Corporation).

FIG. 16: Exampls for performance of inventive davice B, UV and
canductivity profile during a typical adsorption/descrption aycle with conveetive
adsorber (target protein: genstically enginsered blood coagulation Factor FVII
variant; convective adsorber: commercial adsorber, Mustang Q, Pall Corparation).

FIG. 17: Example for performance of inventive davice B. SDS-Page gel
(sitver stained) of Load = clarified harvest continuonsty leaving the particls removal
systam (100) and sami-continuously loaded ontp the convective adsorber system
(400) and typical adsorpticn/desarption chute shown, Target protein: genatically
sagineered blood corgulation Faotor FVIII variant; aonvective adsorber; commeralal
adsorber, Mustang Q, Pall Corporatian). Eluate was diluted back to load
concentration befiore run on gal.

DETAILED DESCRIFTION OF THE INVENTION
Definitiony
Except as oxprosaly defined herein, the terminology used in this application
1 stendard within the art. The following definitions of certain terms are provided
herein to asgure clarity and definiteness to the meaning of the claims.

Units, profixes, and symbols may be denoted In thelr ST acceptad fhrm.
Numerio ranges recited herein are inclusive of the mumbers defining the range and
tnclude and are supportive of each Integer within the dafined renge. Unloss
otherwise notad, the termna “a" or “an” aro to bo construed as meaning “at least one
of® The section headings used hereln are for organizational purposes only and are
not to be consirned as limifing the subject matter deacribad. All documents, or
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portions of documents, eltod in this application, including but not limited to petents,
patent applioations, articles, books, and trestises, are heveby expressly incorporated
by refierenoe in their entirety fior any purpose.

The term “clarification”™ end “clartfled mean the remaval of particulate
matisr from a solution so that the remalning solution paases through & 0.2 um
membrane.

The torm “costiunons perfasion Fermeniation” refors to a steady state
fermentation system or process that opecutes without interruption and in which cells
ar micro-organisms are mainteined in culture in the exponential growth phase by the
continuous addition of fresh medium that is balanced by the ramoval of cell
suspension from the bioreactor.

The terms "cuitivating,” “calturing.” "growing.” "maintaining”
“supporting.” end “expanding” aro synonymous in meaning that cells ramain
viable and oapable of producing progeny.

The form “conesntration,™ in its verb form, mesns the removal of water
from e solution such that the smount of & malecale of interest par volume of
remaining solution Increeses.

Theo term “concentraiion polarixation™ means the accummiation of retained
molesules (gel lxyer) on the surfhca of the membrane caused by a combination of

fctors: trensmembrane prossure, cromsflow velocity, sample viscosity, and soluie
cancaniration.

The term “continuows,” means unintesrupted in time, sequence and/or
oparstion fir prolonged periods of time. As used in rofirencas to ths farmentetion,
olarification and filtration processns of the present invention, “continuons” moens
that the processes ars physically and logistically intagrmted so 2z to permit operation
without interruption for a prolonged period of time sufficient to prodoos a stexile,
particla-fres, concantrated end partially purified product isolats containing the
protein of interest. The term contintious, as usad in refhrence to the processes of the
{nvention, Is also undersiood to moan that a process is not performed in a baich-wise
manner or in a truly contimous manner, Tha procegses of the present invesrtion are
oapahle of continuous operxiion, for axampls, far prolonged periods ranging flom 1
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day to several months without interrupting the operation ar sequance of the
procaases. As used hn the presont invention, the processes are opomted for &
contimious period greeter than 2, 3,4, 3, 6, or 7 days, 2, 3, 4, 5, 6, 7 or § weaks, or
3, 4, 5, 6 or more months,

Tho terms “seni-continuons” and “intermittont™ mean that ons or more
procases or elements of an integrated gystam operate in a discontinuous or batch-
wise manmer, while othor procoases or aloments of the integrated aystem operste in &
continuous manner. For exampie, in some embodiments of the invention, the
purification process is a convootiye adsorption/desarption prooess, which typically
requires adsorption of the hetarogansois mixture of an adsorption substrats, °
sverrtually resulting in ssturation of the substrate, and which requires termination of
tha adsorption process and desorption or release of the bound fmction. Such s
process is inherently Intarmittentt, thongh capable of being intograted with upstream
processss that are contimtous.

The tarm “convective adsorpiion/desorption™ means s chromatographie
process In which mass tranafir ocours primarily by convection. Conveotive
adsorption/desorption is a process in which a faction of a mixture containing a
molecule of inturest Is soparated from enother fraction of the mixhwre, by meens of
adsorption of one fraction to » substrate bilowed by desorption of that fraction from
the substrate,

The term “crossflow” or “fluid crossflow™ means the flow of the fluld
acxoey the top of the membrans surfhce,

The term “integrated,” as used in reference to multipls systoms end/or
procasses, means fhat the sysisme end/or processes are physically and logistically
conneeted =0 as to congtitote 2 upifisd system capable of operating contimionsly. In
the context of the system of the pressnt invention, which is dirocied to an infegrated
continuous or sami-continnous system fior prodncing a particle-fres, concontrated
and partially purifiod protein of intorost, an integrated systam will connect diferent
campanents directly and in a8 manner sufficlant to maintain sterile conditlong
betwaen the diffrent componants of the system.,

12
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Tho torms “media” (plural) and “medium™ (singular) are synooymous and
aro used interchangeably herein, and use of one form of the term does not imply
exclusion of the other form.

The term “mixinre™ means a hoterogenaous combination of moleculas and
compounds containing & molecule of inierest, such as a protein, and varjous
contaminents, A preferred mixture of the current invention Is a tissue culture fluid
comprised of a heterogeneous mixture of protoins including an exogenous protein of
Interest, which is obtained Initially from a continuous perfusion fermenintion
process,

The term “gel Iayer™ maans the microscopically thin layor of molecules that
can form on the top of a membrane, It can affect retention of molecules by clogging
the mambrane surface and thereby reduce the filtrats flow, or, In constant flow
operation, increase TMP.

The term “"molecule of lnterast” means particks or other specles of
molocule that is to be separated from a solution ar suspension in a fluid (e.g., 2
liquid). The particics or molecules of interest are soparated from the fiuid and, in
most instances, from other particles or molecules in the fluid. The sizo of the
molecule of intorost to be soparsted will determine the pore size of the membrane to
be utilized. Preferubly, the molsoules of imtereat are of biological or biochamical
origin or produced by transgenic or in vitro proceasss and include protains, peptides,
polypeptides, antibodies or antibody fragments. Examples of preforred feedstroam
aorigins include mammalian coll culture and microorganism cell culture such as
bacteris, fimgi, and yeast. It should also be noted that species to be filtered out
Include non-desirable polypeptides, pratelns, cellular components, DNA, collolds,
mycoplasm, endoinxing, viruses, carbohydrates, and other molecules of biological
imterest, whether glysosylated or not,

The term “permeats” is used synomymously with fltrate.

The torm “product lsolats" means a particle-fros, concentrated end partially
purified product contalning a protein of interest. A product isolate is a product that
has achieved a dagres of purification and concontration comparsble to that anhleved
by an ultrafiliration or convective adsarption/desorption process. A product isolate
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is not necessarily homogeneous, but will be subsinntiaily purified relative to the
initial bulk produot produced by the fermentsiion process.

The term "specific flow rate” is used interchengeably with the term “fltrate
fiux® as it relates o the filirate. The specific rotogiate fow rato Is the flow mte of
the reteatate narmalized on the mambranc erea used.

As wsed In refurence to fiux, the term “substantially constant™ means that
tbe flux is mafutained st & generally constant level during a substantial period during
the course of the filtration.

The term “tissue culfure flnid™ means a hotorogensous mixiure of
componants darlved from a tisgue cultore medium. In preferred aspects of the
Invemtion, the tissve oulture fiuid |s derived from a continuoua perfusion
farmentetion process. A “clarificd™ tissue culture fluid ls & tissue culture fluid that
has been prefiltered to remove cell debriy and other large macromolecules.

The term “transmembrane pressure” and its acronym “TMP™ mean the
aversge applied preasire from the feod to the filtraie side of the membrane, TMP is
calculated by TMP [bar’j= [(PF +PRY 2] - Pf whare PF is the feed pressurs, PR 1a the
retexytate prosaure, and Pf s the filtrato pressure.

Tha tarm “recovery” means the ampunt of & molaculo of interest that can be
retrieved afier processing. Usually expreasod as a parcentags of starting meterial or
yledd.

The tegm “retentate” means the portion of the sample that does not pass
through the membrane, also knawn as the concentrate,

The term “uvitrafiitration™ means a form of filtration that usea microparous
or semipermeablo membranes to preferentisily sepayats flulds or jons on the basis of
differential size or molecular weight, Ultrafiltration is typicaily ussd to filter out
molecules having 8 molecular welght larger than sbout 10,000 daltons,

‘The present invention is directod to en integrated, continuous and sterils _
prooess comprising continuous perfusion farmentytion, particulate removal and
purification/ concentrstion. In one aspect of the invention, the process comprisse
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filtering the tissue culture mixtnre by a separation process that selectively sspamates
the protein of intarest from the mixiure et an operstionsl sat point bolow the
transition polit of the protein in the pressure-depondent reglon of the fux varsus
TMP curve to producs a starlle, particle-free, concentrated and pextially purified
produot isolate, whers the spasific flow rate through the separation process is
malntained substantially constant at a level lsss than the transition point of the
protein.

In another aspect of the lnvention, the process is & continuous proosss
comprising: (a) continuoualy prodnoeing by continnous perfusion fermarntation a
heterogencous tissve cutture fluld mixture containing a protein of Intorest; (b)
camtinuously transferring the tizsue culture fluid mixiare to a particls removal
process integrated with the continuous perfiusion farmentation system; (c)
continuoualy removing perticulats contaminants from the tissue culture fluid In the
particle removal process to sontinuously produco a clariffed tizsue culture fluid
containing the protoin of interest; (d) continuously transfarring the olarified tissue
culture fluid 1o a purification process integrated with the particle removal aystem;
and (&) cantinuously separating the protsin of interest fram the clarified tizsne
culture fluid in the parification system to continuonaly produce a sterile, particle-
fres, concentrated and partially purified product Isolate contmining the protein of
Interost,

In yot another aspect of the Invention, the proceas ls a semi-continuous
process comprising: (s) continuously producing by continuous parfiision
farmentation a heterogeneous tissue oulture fiuid mixture containing e protein of
Interest; (b) contintonsly transfhrring the tissua culture flold mixture to a particle
removal procesa integrated with the comtinuous perfusion fermentation system; (o)
continuously removing particulate coataminanis from the timns cultars fluid in the
particle removel process to continuously produce a alarified tissus culture fluid
camteining the protein of interest; (d) continuously transferring the clarifiod tissue
culture fluid to a surge vessel Integrated with the particle removal process; (¢)
intermittently transfirring the clarified tissue culture finid to & purtfiostion process
integrated with the surge vessal; end (e) separating the protain of Interest from the
olarified tissue culture fiuid in the purifiontion system to produce a sterils, perticle-

15



~d
3

2ty

WO 2006/035388 PCT/US2005035364

10

15

fres, concantrated end partiatly purified produst isolste eantaining the protein of
interest, whorein the specific flow rate of the mhdure through the continuous
perfusion fermentation process snd oomtimuous particle removal process is
meintained substantially cogsiant, end an sverage equals the time-averaged

The prescat invention s also directed to an apparstus for ssparating a protein
of interest frorn 2 hetarogenoous tissus culture fluid mbdure, Generally, the
apparatus comprises; (a) a continuous perfusion farmontstion system; (b) a
contimous particle removal systom imingrated with the parfusion farmentation
systam; and (o) » continuous purification gystem integrated with ths perticle remaval
system, wherein the xpparstus i adepiod tn maintain sterile condiions. In apother
sspest of the Invention, the spparatus comprises: (a) a continuous perfusion
farmentation system; (b) & contimmous particle remaval system integrated with the
perfusion fermentation systern; and (c) an intermittent purification system integrated
with the particle removal system, wharsin the appamius is adapted to maintain
storile conditions. Tho purification system may, for exampls, be an ultrafiliration
System or a convactive adsorption/desorption system, or any other systam capable of
purifying or partially purifylng a protsin of interest from a hstarogensous mixture in
im integrated, continnous ar semi-continucus, sterlle system ng describad herain,

The process and apparatus of the luvention are adapted to permit continuous
processing of a heterogenoous tissue culture finid mixiure at & substantially constant
flow rto. In & partioular uspect of the invention, the process and appartus of the
nventtion are adapted to permit continnovs processing of a heterogenoous tizssun
culture fluld mixture st a suhstantially constant flow rate bolow the transition point
of the protnin in the pressure-dependent reglon of the flux versus TMP curve fbra
continuous period and throughout the purification prooess.

In specific embodiments, the invention provides twa novel devices (A, B)
which ere each oampuosed of 3 distinot but fully integrated elements, all of which
have an essential role and together form & uniquely afficient, continuous protein
isolation system platfhrm thet solves the problems with the prior art deearibed
above,
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The three distinct clements of each dovice are firstly an integrand,
contimiouns partlcle removal system (100), secondly a sterilo surge vessel (200) and
thirdly an integrated concetration/pwrification system (300,400, respectively). All
threo elements and thareby the dsveloped novel devices and methods of using thess
devices arv dosoribed in detail below.

To provide for integrated ontinuous or semi-cantinuous
concentration/purification of the protein product, the inventive devics A (of which
two embodiments sre shown fn Pigore 2) comprises an integrated continuous, starile
ultrafiliration aystem (300), while inventive devica B (of which 2 embodiments aro
shown in Figure 3) comprises an Inlegreind, semi-continuous convective
adsorption/desorption system (400).

The devicos of the invention are directly integrated with ons or more
continuous perfision farmenter(s) end thus form a novel continuoua, intcgrated
manuficturing platform.

Figuro 2 shows 2 embodiments of inventive device A. The intograted
continuous particle removal system (100) Is directly connected to the harvest side of
the continuous perfusion formentation system (1).

Figure 4 shows a more detailed sohematioc representation of an embodiment
af the inventive integrated continuous particle removal system (100), which consists
of a pump (101), & pressore gange or transmitter, respectively (107), a connestion
manifbld (102) and an assemhly of ssveral filter trains (103). All componanis are
commected with flexibls tubing end/or kard piping.

The pump (101) is s conventional peristaltic pump, which allows gentle
pumping of the cell culhme hervest without any rotsting parts or saals contacting the
sterile product. The pump and the pump tublng Is sized to deliver the desired harvest
flow mto of'tho cell culiure fermonintion system, which is up to 15 bloreactor
volumes per day, .. np to 9.4 Iiters/hout for a 15 [iter fermenter and up o 125
[Mers/hour fbr a 200 Hter formenter.
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The pressure gauge or pressure tranamitier (107) Is designed such that it can
be sterilized by sutoclaving or irmadistion. In the curreat design, either 2 re-usable
piezoresitive trrmsmitter in a stainless steel housing or a re-usahle stainless sieel
preasure gauge ave used, Howovor, fitture improvements can Include the use of
disposable transmitters which can eazily be sterilized by Irredistion.

In a present embodiment the Connection mentfold {102) consists of fiexible
tubing, with tbing clamps (or valves) and appropriate sterile connectors for
allowing connaction of additionsl Alter train assemblies withont compromising
gystam sterility. Prefarably, the tubing diametars are sized to yield linear firid
velooltias of about 2 m/s or lesa et the desired flow rates, thereby avoiding high
backpressures and shear. In enother present émbodiment, instead of the sterile
connectors speciel flaxible tubing pieces are used that can be welded with
commercial tubing weldors without compromising sterlity. Such tubing pieces arc
made of PVC or other sultable polymers.

The filter train assembily (103) conaist of at least two, prefirably multipls
identical filter tralug {as shawn in schamatic), with only one of the filter traing open
at any given time, as shown as an example in the Figore 4 (105).

Each filter train consists of st least ane filizr, preferably ane pro-filter and
ane fins] filtor in sorlea (as shown In Figure 4). If required to incroase capasity for a
specific application, esch filter train (105, 105 etn,) itsalf cen also consist of multiple
filters or filter train in parallel {not shown).

In an embodiment of the invention shown In Figure 4, the second flter train
of the assembly (106) ia ciosed off by a pressure-sensitive rupture dise, or rupture
pin, respestively (104}, In operetion, the fimction of the rupture diss, or rapture pin,
is to automatically open up the flow-path to the second filter train (107) onoe the
prassure in the first filter traln (105) reaches a specified limit, thersby ensuring
uninterrupted continuation of the filtration process. Commoeroiglly avallable rupture
discs ar rupture pins are utilized in the inventive system, which are otherwise used to
provide safety pressure relief, In a presant embodiment, ruptare discs or rupture pins
with a specfied rupinrs preasure Iimit of not more than 16 PST are used, which bas
proven to be very useful. However, a rangs of specified pressure limit ia possible,
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Bach further filior traln of the filter tain assambly is also soparated by &
manual or automatic valve end ancther ruphurs dise or rupture pin. Onos the second
filter train (106) is operational, the valve o the next rupture dise or rupture pin,
respectively, ia opened, so that the nett filter train can act as a backup and so forth,

In an alternative embodiment, sutomatically actuated valves are used
exclusively, and in operation, a conirol system actuntes the valves basod on the input
of a piczoresitive prassure acnsor (107) which can also be sterilized by sutoolaving.
Howuover, applicants discovered that the present design comprising the rupture dise
or rupture pin, respectively, provides outstanding robustness in long-term oparsation.

The final filter rating is at least 3 um or samaller, preferably 0.45 pm wod still
preferably 0.2 pm. The operating Glter (rain (6) therefore retains all romeining oells,
23 well as, relevant call debris snd other particlea, resulting In & particle-free output
stream (9), the clarified tissue culture fluid (cTCF).

Differont commercially avajiable fiter materials can be used. In the current
design, disposable filter oapsules are used, such as Sartopure or Sartoalear pro-filter
capsules (Sartorius, Goettingen) and Sartobran final filter capsules (Sertarius,
Goettingen), which can be stesilived by autoclaving or Lradiation,

As an example of a present embodiment of the inventive device, designad for
a flow rate of 1 liter/min, each Bltar train (105, 106 etc.) of the agsembly (103)
consists of 3 30" pre-filter capsules (Kisanpak Ultipleat, Pall Corp., 4.5 um rated,
0.75 m? each) followed by 3 20 final filter capaules (Sartobran P, Sariorius, 0.45
um/0.2um raied, 1.3 r? each). Thia particular embodiment has been found
particularly useful for largo-scale manufacturing of recombinant blood coagulation
Factor VI, as wall ag, genetically enginsered FVIIL variants inoluding B-domain
deleted FVILE,

However, epplicants have disoovered that when using inventivs devies and
method, the efficlency of partiole removal with a variety of available filtier materials
and configurations from different manufacturers (Pall, Sertorius, Cano) i
cangistontly and significanity improved compared tn the respoctive conventional
baich procasses.
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Thereftre, tha novel lnventive devics and process will also be benefisial for
wse with novel filter typas and geometries, o.g, with filtar types that inorease
available filter area per capsule, 88 well as, with filter types that provide & croas-flow
patiern or other means to minimize caks bullt-up, such as vibrmtion or filer slament
rotation,

In another embodiment of the inveative process, the filter truin assembly
(103) comprises anly one sterile back up filter train closed by & ruptare diss ar
rupture pin, respectivaly, but still multiple filter trains fir operation. The fixst filter
train of the assembly is opersted until & spacified pre-detormined loading volume
has been procassed, efter which operation is switched gver (manually or automatic)
to the next filter irain In the asssmbly, The specific Jonding volume !a specified so
that under normal operating conditions the prassure limit of the ruptore diso or
rupture pin is not exceedad. If however the pressure increases more then usual
during filtration, o.g. due to an tmosually low filterability of the barveat, the back-up
filter train ensures again uninterrupted continoous Attvetion by opeming up onoco the
specified pressure ia mceaded. Following en opening of the beck-up filter train,
fliration 1s switohed 1o another filter train of the assembly and another back-up
filtration train with rupture disk or rupture pin Is installed without compromising the
sterllity of the aystem.

Tt is well know to those knowledgeable in the fisld, that to keap both filter
coats and processing times for batch particle remaoval processes at a mintmum, baich
filter trains nced to be sized tn heve the lowest poasible filter area required for
providing the desired absolute flow rate (In Hiters/hour) snd meximum preagure. The
dosired abgoluts flow rats in tun hes to bs high enough to provide femsible
processing times for the dasired beich volume. This inherently necessiinins a high
spenific flow rete (In liters/hor/m? of fiitor area).

In contrast to a comparabla optimized batch filtration system, the inventive
devioe ia designed for several fhld lower specific fiow rate, which is kept constant
(o Itershour/m? of installed Alter aros) so that the absolute flow rate is equal to the
hervest flow raie of the continuous perfusion farmentation,
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" Applicants unexpectedly discovered that at mich low specific Sow retes the
volume that can ba prooessed through a filter ia disproportionatoly higher than at the
flow rates adjusted In bainh processes.

Tt Is important to note that in conventional batch isolation proceases, such
low pecific Sow rates would not be fiasible due to either extreme filtration arens
{and thus costs), or too low of an absohrie flow rate. This is primarily beosuse most
of the tima, the batch particle removal equipment sits idle whils harvest 1s being
ocollested for the next baich. Morsover, the swprising disproportionate increase in
echievable filter capacity of the Inventive method allows for a slgunificant reduction
in filter consumption end thus mamrfseturing costs,

Surse Vegsel (200)

The outiet of the Integrated continuaus particle rmmoval system 1a directly
and consiantly conneocted to a mrrge vessal (201), as shown in Figure 2. Thia surge
vessol is a sterlle vessel, such as, a disposable bag or a stainless steel vessel with at
least one Inlet port and one outlet port, the later preferably on the bottom of the
vessal, A broad range of veasel sixes and designs can bo utllized. However, the surge
vessol is preferably sized to bo amall compared to the volumetrio thronghput of the
gystem to koep the residence time of the product in the vessel at 2 minimum, i.e.
below 24 hours, preferably below 8 hours, and still prefarably bolow 4 howrs.

Applicants discovered that such low product residence times, uniguely
poasible due to the inventive devices, allow significant increass in yield for
inherently unsteble protein products, thereby solving one of the problems of the
prior art.

In some embadimants of the inventive devices, the surgn veasel is located on
a balance or Ioad coll (202), as shown for device B and B2 in Figure 3. Thia
balanca or load cell provides a woight aignal to a computerized oqntrol aystem (not
shown),

In addition, in an emhodiment of the Inventive devices (B2), a buffer vessal
(204) 1 connecied via a peristaltic pup (203) to the surge vessel. In oparation, this
set-up {s used to adjust the propertios of the particle-fres harvest stream, such as
conductivity (fanic strength) or pH, by adding suitable buffer or diluent. In this case,
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an optional mixing sywtem (205) end sensora to manitaor the desired condition (206),
such as pH ar conductivity, are used. In the prosent design, a magnetically coupled

sthver 5 used; however, othar mixing systems, such as shakars or pulsating dovices
could be nused as well.

Devica A, 2 embodiments of which are shown in Figure 2, comprises sn
imtegrated continuous, sterils ultrafilivation system (300). Embodiments of the
continugus, sterile ultrafilimtion system ocomprise e recysle pump (301) and recycls
loop (306), one or more sterlls crossflow uitrafiltration modules (303), 4 permeate
pump (305), e sterlle permeate recelving vessel (307) on a balance or load cell (309)
and a retentate pump (311). Furthermore, it comprises instrumentation in form of an
inlet prossure gauge or transmitter (302), permests presmure gruge or trenamitter
(304), outlet pressure gauge or transmitter (308), as well ns, a reoycle flow mater
(310). In operation, the system autiet (312) provides & contimucus stroam of
conoentraied and partially purified protein product, which can be sontinuously
colleoted, frozen or further procossed,

Inventive ambodiment A2 compeizes in addition a buffer or diluent vossel
(314), a poristattic buffer/diluent addition pump (313), as well as, flow-through
sensors to monitor conditioning of the concentrats in the recysle loop, such as
sensors for pH and conductivity (315, 316). In operation, this set-up is used to adjust
the properties of the particle-fres harvest stream, such as conductivity (fonlo
strength) or pH, by adding miltable buffer or dilnent. This set-up can also be used to
add proinin stabilizen. Althongh in inventive embodiment A2 the recycle loop tiself
acts a8 a mixing chember, conditioning can altarnatively also ba performed by using
a surgs vessel set-up aa shown for davics B (embodiment BZ), comprising
components (203, 204, 205, 206) as discussed later in this disologure (see
description of device B).

Embodiments of the inventive device also comprise a date-logging and
programmable conirol system, which records incoming data signals from the
nstromentation (such as, but not limited to, pagsures, flow rats, vesssl welght, pH,
conduotivily) and cantrols the pump apeeds socording to e pre-defined control
elgorithm,
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All pumps (301, 305, 311, 313) are peristattic pumps, which allow pumping
of the respective fluid streama without any rotating parts or seals conincting the
sterfle product stream. Applicants discovered that this s preferable to provide
robust steriie long-term operation. However, othor sterile pump designs cen In
prinoipal be used. The resyols pump (301) and iis pump tubing is aized to allow
robust adjustment of the desired cross-flow reies of between 80 end 800 litara/hour
per m?® of installed membrans arca, depending on the mass tmnafer charactoristics of
the ultrafiltration moduls used, Tha permeate pump is stzed to allow robust and
preolse adjustment of & specific permeste flux of between 90% and 99% of the
harvest flow mte fram the continoous perfosion frmentation. Tha retentats pump is
sizad to allow a robust and precise adfustment of the retentate fiow of betwoen 1%
and 10% of the harvest flow rete from the continuous perfitrion fermentstion,

Encapsulated ulirafiltration modules (303) are used to aliow robust sterile
operation, and are sterilizad by mstoalsving or irradiation. The optimeal nominal
molecular weight out-off is chogen beged on the moleculer weight of the protein
product of interest and hes to be confirmed by standard experiments knowa to thoss
in the art. A varisty of mambrans materials, such as polyethersulfbne, hydrophilized
polysthersulfone or reganerated cellulose can be uged, as [ong as the sntire
membrane modulo can be sterilized by radiation and/or autoclaving without
demaging the membrene. H is expected thet hydrophilic materlals can increase
afficfancy due to their Iowar fuling tendencies.

Applicants discoversd, that dovico A Is uniquely efficient if the installed total
nitrafiltration membwans area in aquare meters is equal to 8 range of between 0.1 1o 2
times the volumetric flaw ratz af the harvest from the continuous perfigion
fermentation in litorshour, E.g. for a perfusion harvest flow rats of 1 liter/hour, the
Installed toie] memiwans area should ba betwoen 0.1 and 2 square meters,
Applicants discovered thet the device A {s yot more efficlent, if tho installed
nitrafilitretion mambrane area in aquare meters 1a equal o a range of between 03 to ]
times the volumetric flow rate of the harvest from the cantinuous parfusion
formentation n liers/honr.

In ane embodiment of the invention, commercially availahls “disposable”
hollow fiber membrane modules (GE Healthoare, former Amersham Binsolenses)
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are uged, However, & variety of encapsulated membranss and module designs can
bo used, such as spiml wound modules, encapsulated casseties or oapsules with
enhanond mass trensfer dus to secondary flow pattorns (e.g. vortex flow), rotting
olemonts (e.g. dynamio dik filters) or vibrating filters. It is expeoted thet especiully
encapsulated ulraffltration casseties can be used bensficially in the Inyentive
dovices sinca they provide high mass transfar cosfficlents at relstively iow required
crose-flow rate, thereby roducing pump capacity, while keoping system complexity
and Invesimsnt costs low.

The inventive devico allows not only continuous, but algo truly sterile
operation, in contrast to just assptic operstion. Applicants achieved this by
designing all product-conteoting system componoats to withstand not only cleaning,
but also stexilization by mutoclaying, steaming in place or gamme-irradiation, In
prosent embodiments disposable encapsulatod modules are used for continuous
particle removal {100), ss wall a8, coptinnous ultrafiltration (300). Poristaltic pumps
are usad to avold sny product contact with rotating elements end mechanioa! seals.
Moreovaer, In present embodiments digposahls tubing and bag assemblies are used
Instead of hard piping. Disposable product contacting components (e.g. tubing,
bags, modules) or component groups am pre-assemblad and starilized together,
thereby simplifying start-up and operation. The systoms are designed to keep any
potential opening of the sterile system to ths anviromment (e.g. laminar fiow hood),
a8 Tor mmpling, bag or instrumentation exchange to « minimum. In present
embodiments of the device, manifblds are designed redundant to allow switnhing
from ons sterile component (e.g. product recelving bag) to the neat without opening.
Additional exchange of tnbing, modnles or bags is preferably perfirmed by uaing
storils tubing wolders mther then sterile connactors,

Other future ambodiments of inventive devices could also comprice
compotents aoch s stainiess steel voasols, filter housings or piping that oen be
mﬂhadmphen,llomorlnmbhuhmudthdmblempnnmh.ulmu
robusiness and sterility in long-tarm oparation is assured.

Additional embodiments of inventive dovice A are desipned to process
material from multiple farmentars in larger manofioturing plants (A3). An example
is shown schematically in Figure 5. Furthar smbodiments are designad to inorease
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the overall concentration fhctor and separation performénco by combining 2 stages
of sontinuous ultrafiltration systems (300) in series (A4, shown schematically in

Figure §).

The continuous perfusion fermentations are operated over & long period of
time (one campaign), typloally betweoen 2 weeks end 6 months or more, The tissue
culture fluid (TCF) containing product, calls and coil-debris is continuously
processed using the device A. A sterils, particle-fres, concentrated and partially
purified product stream (the “product isolate™) is produced and continnously leaves
the device at its outlet (312). By uaing the pump (101) of the continuous, sterile
particle removal systesh (100) the harvest is pumped continuously through the
filtration assembly (103) at tho deslred perfhsion harvest flaw rate Qh of the
fermentation.

The output stream of the continuons filtration system, 1., the clarifisd tissue
culture fluid (cTCF), continuously enters the surge veasel (201). From the surge
vassel the cTCF s continuously processed by a continuous, sterile ultrefiltration
system (300) at & flow rate equel to the flow rate coming from the continuous
perfusian fermentation. Due to the small sizing of the surge vessel relative o the
edjusted flow rates, the mean residence time of the product in the vessel Ig keptata
minimum, i.e. below 12 hours, prefarbly below 4 hours and still preferably below 2
hours.

Adequate crossflow and thus maess transfier 18 adjusted in the ulirefiltration
module via the recycls pump (301). The retentate fiow rate ls adjustnd and
controllod by using the rotentate pump (311), thua ylelding n conatant and
continuous flow rate Q of the concantrated product isolete leaving device A et it"s
outlet (312). The permeate pump (305) Is used to adjust and control the flaw mte Qp
of the permeats, which is drawn continuonsly from the permestn side of the
ulirafiltration module(s), and which consists of water and solutions components

small onough to pass through the ultrafltration membrans (e.g. salts, amall proteins).
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The flow rates of parmests (Qp) and rotentate/lsalate (Qi) are carefhlly
adjusted and controlied to match the harvest fow rate Qh of the fermentation so
that: '

Q+Qi=Ch

Atthe sama time, the flow rates ere adjustad and conirolled so that & desired
concentration fastor of Iy achieved by mtisfying:

' Qi=Vef * Qb
For axample, to achisve a desired product concentration fhctor of 101bid in the
isolate over the initia] harvest concentration, Q! is controlled at Q1 = 1/1¢ * Qh using
the retentate/isolis pump (311), while Qp is controlled &t Qp = 0.9 * Qb using the
permeste pump (305).

Since outflow rates are controlled by the pumps (305) and (311), the
ultrafiltration system miomatically draws a flow of Qp -+ Qi from the small surge
veasal (201).

In cass of using embodiment A2 (see Figure 2 right hand side), a sterlls
atream of buffler or water for Injection fromn vessel 314 1g added to the continvous
ultrafiltration aystem contimmously at a constent flow rate Qb using the buffir
sddition pump (313), Therefbre, the conditions of the isolate can be freely and
continuously adjusted, o.g. in tarma of ianic strength, pH, addition of stabilizers, etc.
Flow rates are theratbre controlled at

Q+QU=Qh+Q
Furthermore, flow rate ratios can be chosen so that a destred concantvation factor cf
is schieved by setisfying Q = L/of * (Qh + Qb). Altarnatively, this procass can be
used to anly alter conditions (e.g. pH, conductivity), by setting Qi = Qh + Qb.

The novel method of using device A also contrwsts with the UF batoh
processss (prior art) In tarma of the operstianal set-point of the oltrafiliretion iteelf,
Cunvmﬁnmlmqﬂmmdnlgmd for a certain hroughput through &
low membrane area in a short parlod of time. Batch UF in thus generally operated at
tho transition point of preamue dependent to mass transfir controlled reglon (see
Figure 9). This leads to a dosirably high initial speoific fux, which however drops
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significantly aod rapidly over the course of seconds to minutes, as concentration
polarization Jeads quickly to camotic back-pressure and the farmation of a Hmiting
gol layer (secondary membrane). Such » high wall concentration of macromolecules
also leads to an incroased adsorption of compounds to the ixner and onter membrans

5  surfhkos, Le. to mambrane fouling, This fouling would further reduce the permesais
flux over tima.

Applicants surprisingly discovered that with device A, many times higher
overall loading capacities per area of installed nlirafiliration membrans sye achioved
by oparating st the low end of the preesure-flux curve (see Figure 9):

10 ‘The normalized wall concontration cwall of a fully retained component can
be desoribed as follows:

J = gpecific permests flux i liters/hour/m2
15 kd = mass transfer coefficlent In liters/hour/m?2
cbulk = concemiration of the component in the solution bulk

Likes in batch UF, the contimrous UF is operated at optimized mass trangfer
cocfficlent to minimize concentration polarization, However, in contrast to batch
ultrafilivation, applicants adinst the parmeate flux J to be at the low end of the

20  pressure-flint curve (gee Figure 9). As a regult of the exponantial relationship, the
wall concentration cwall at the mrface of the membvane is therefore significantly
lowee than It would be in batoh ultrafiitration, For exemple, the present embodiment
of the Inventive method adjusts a target specific pormeste flux of approximately
1710 of the achievable mass trensfer coefficient, thereby adjusting a wall

25  concentration of only 10% above the adjusted bulk (or retentats) conscentration.

The following Tuble 1 shows an sxample of a methad for using device A

(embodiment A1) for contimons isolation of 8 protein produst from a development
scale fermenter;
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Table 1

lo of method for using a prasext embodiment of device A. for continnous
isolation of & protein product from continuous perfusion fermentation

Oporational Parameter Tagst

Harvest flow rate Qh from continuous perfusion 5 Titers/hour
(controlled with pump 101) (120 Hteriday)
Permeate flow rate QP (comtrolied with pump 305) 4.75 liters/hour
[ Retentate (product isolate) Aow rate Qi (controlfled with | 025 Hters/hour
pamp 311)

[ Specific permeata flux J 2 iftera/hour/m2
[ Concentration factor cf 20 fold

For each individual product molecule, & lifstime ariteria can bs defined for
the starile continuous ultrafiiiration set-up, e.8. bused on trams-membrens preasure.
Onee the trans-membrane pressure limit is mxesdad, the continuous sterlle
ultrafiltration sot-up ls cwhanged against enother identical sef-up withoot
compromising intogrity and sterllity of the systemn, This can be done in analogy to
the continuous, sterile fitration sot-up by using cither manifolds and sterfie
comectors, or by using disposable flexible tubing and sterile tubing welders.

Figure 3 shows 2 embodiments of inventive davice B. The niegrated
continuous particle romoval gystem (100) is directly connected to the harvest eids of
the contimuous perfusion fermentation system (1). This part of device B 15 identical
to device A (soe doetalled description of device A end Figure 4, above),

Surge Yesse! (200)
The outlet of the integrated cantinuous particle removal system is directly
and constyntly connected to a surge veasel (201), as shown in Figure 3. This sarge
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vossel iz a sterfle vessal, such as, 8 disposable bag or s strinloss stvel vessol with st
least ans injet port and one outlet port, the later prefirably an the bottom of the
vassel, A brood renge of vesas! aizas and deaigna can be utilized. However, ths surge
vease] s prefarably sized to be small compared o the volumetric throughput of the
systam to keep the residence time af the product in the vessel low, i.c. below 26
hours, prefierebly below 12 hours and still preferably below 4 hours.

In dovice B, the surge veasel is located on a balance or load call (202), s
shown for embodiments B1 and B2 In Pigure 3. This balance or load coll provides a
weight signal to 2 computerized control system (not shown).

In addition, in an enbodiment of the inventive device (B2), 2 buffer vessal
(204) is connected via a peristaltic pump (203) to the surge vessel. In operation, this
set-up is used to adjust the propertiea of the particle-free harvest stream, such as
conduotivity (ionlc sirength) ar pH, by edding components for modifying the
propertics of the clarified tissus cultared received from the particle removal systom,
such as a suftable buffer or diluent, or & suitablo protein stabilizer. In this case, &
present embodiment also comprises a mixing system (205) end sensors to monitar
tho degired candition (206), such as pH or conductivity, are used. In this presant
embodiment, a magnstically coupled stimer is used; however, other mbxing systams,
such as shakers or pulsating devioes could be used as well.

In another embodimant of the hrvenrtive device, 2 surgs vessels are used. At
any given time, one surge vossal Is directly connacted to the continuoua particle
removal systam (100), thareby recaiving clarified fild, while the other one {a
connected to the somi-continuous concantration/purification system (400), thereby
feeding a canvective adsarption/desarption cyale. Switching between both is
realized through a conirol aystem, using the weighi of the recetving vesse] to trigger
a switch once ity maximum filling volume ia reachad,

Dovico B, 2 embodiments of which are shown In Figuro 3, comprises an
miegrated sami-continnous, convective adsorption/degorption systam (400).

The intagrated sami-contianous convective adsorption/desorpéion system ia
designed and sized a0 that its Joading fow mts (Qlowd) i» significantly higher than
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the flow rats of the continnous perfusion harvesting snd continuous filtratlon process
(Qh), i.e. Qload >> (h,

Embodiments of the integrated sami-continuons concantration/purtfication
systom (400) comprise a load pump (401), 8 multi-port valve asssmbly (402) and
stveral buffer vessols (404), a 3-way-valve (403) connected to a stertle waste
recelving vessel (413) and ans or more sonvestive adsorber module(s) (406), inlet-
end putlst-pressure gauges or tranmmitters (405, 408), further instrumentation such
as TJV sensor (409), pH and conductivity sansors (409, 410), flow moter (412), x2
well as, another 3-way valve (407) connecined also to the wasts vessel (413) and the
product aluate outlet (414).

Embodiments of the inventive device also comprise & data-logging and
programmable control system (aot shown), which records inooming data signals
from the instrumentation (such as, bet not imited to, pressures, UV, pH,
conductivity, flow rate, surge vease] welght) end oontrols the automated valves end
pump acoarding to programmed protocols.

The load pump (401) is preforably a peristaltic pump to avoid direct contect
of product or sterile buffirs with any ssals or mechanical parts. Applicanta
discovered that this is preferable to provide robust storile long-term operation.
However, other starile pamp designs can in principal be used. The load pump Is
sizad dopending on the nstallad matrix volume of the convective adsorber (406) to
allow robust adjustment of at least 12 matrix volumes/mioute. E.g., in one prasent
embodiment, Mnstang mambrane adsorber capsules (Pall Corp.) aro used that have »
matrix volume of approx. 0.3 liters. Tharatire, the load pump is sized to allow
loading fiow rates of np to 3.5 Hters/minute.

The function of the multi-port valve assembly (402) fa to sllow swiiching
between the product contalning Joad drawn from the surgs vessel (201) and each of
the sterilo tuffera and cleaning solutions from the sterils buffer vegsels (404).
Pregent embodiments of device B utilize a serlee of antomatically sctuated pinch
valves, which pinoh the fiexibls tubing counccted to eash buffer vessel from the
outzide to close of aud open each Hne. Applicants discovered thet thess pinch valves
provide a particolarly beneficlal aclution for devioe B sinca they avoid my product
conteot and thus do not need to be cleaned or sterflized. However, & wide rangs of
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commercial valves suitable for sterile processing and known to thase familiar with
the fleld can be used, such as actuated membrane valves.

In the prasent embodiment, the 3-wary valves (403, 407) are autoclavable
actuated membrane valves, However, & varisty of commerclal valvas suitable for
sterile processing can in principal be used, inchuding e.g, pinch valves,

The coavective adsorber madule (406) contains a chromatographic metrix
with pre-dominantly convective mane tranafer of the product to the adsorptive
surfihce and, in contrast to conventional chromatography, is steriltzed prior to
operation by autoelaving, steaming or Irmadiation. The predominantly convective
mass transfer aliows, in contrast to conventional packed bed chromatogmphy, very
low adsorption/elution/regeneration cycle times, which lppllemii utlize in
inventive device to reallze semi-continuous operation,

In the present embodiment of the inventive dovics, the convective adsarber
(406) consisty of one or mare commercinlly avallable membrane adsarber capaula(s)
with ion exchange chemistry (Mustang, Pall corporation or Sariobind, Sarforius).
However, the dovice can utilize other membrene adsorber materialx and geometrics
and novel conveclive mairicea such as monolithic matrioes as well, xince in contrast
to conventional chromatography resin packing Is elimineted and matricss can

genearally be encapsulated in peady-to-use modules.

Moreover, othor chamistries, including convective affinity mairioes
comprising specific product-binding ligands will also yleld uniquely beneficlal
performance in the inventive device,

In une embodiment of the invantive davice, multiple convective adsorber
modules are uped in the devics in form of an assembly of convective rdsorbar-trains
In parallel, sim!ler to the continuous particle remaval systern (100). The entirs
assembly with all adsorber-trains 15 sterilized together, allowing in aperation
switching from one adsorber-train to a fresh one should the first one reach the end of
1ts usoful life, as detemined o.g. by  pre-defined criterla such =g baok-presmure
during Joading or maximnm namber of perfiymed oporating oycles, Bach adsorber-
train consists of either onc individua) module or multiple convactive adsarber

£}
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mnduleg in paralle! and/or in series to increass binding capacity and/or improve
capasity utilization.

Tt 1s Impartant to emphasizs that the inventive device allows not only
comtimous, but also truly sterile operstion in contrast to just aseptic oparation,
Applicants achieved this by desligning all product-contecting system components to
withstand not only cleaning, baut also sterilization by autoclaving, stcaming In placs
or gnmma-lrradiation. In presant embodiments dispossble encapsulated modnles are
used for continuous particle removal (100), as well as, semi-contimions sterle
canvective adsorption/dasorption (400). Peclstaltic pomps are used tp avold amy
prodnst comnct with roteting elements and mechenical seals. Moreover, in present
embodiments dispossble tubing and bug assembiioa are used instead of hard piping.
Disposable product contacting companents (e.g. tubing, bags, modules) or
component groups aro pre-assembled and sterilized together, thereby simplifying
start-up and operation. The systems are designed to keop any potential apening of
the sterile system to the environment (s.g. laminar flow hood), es for asmpling, bag
or instrumentation exchango to & minhmum, In present embodiments of the device,
manifblds ero designed rodundant to allow switching from one sterile componant
{e.g. product receiving bag) to the next without opening. Additional exchange of
tobing, modules or bags Is preferably performed by using sterlle tubing welders
rather then sterile comnoctors.

Other firture embodiments of inventive dovices could also compriss
camponents such ag stainless siesl vessels, filter housings or piping that can be
sterilizad in place, aloos or In cambination with dispossble components, as long es
robustnesy and starility in long-term operation is assursd,

Additional embodiments of inventive devics B are dosigned to process
material from multipls farrnexnters in larger manufacturing plents (B3). An example
is shown schematically in Figure 6. Further embodiments of Inventlve device B are
designed to increase the ovorall concentration factor and separation performance by
combining multiple conveotive adsorption/desorption gystems (400) In serias, with
respective sterile surge vessels in botween (200) (see Figure 6, B4).

Yet further ambodiments of taventive devices are designed to incroase the
averall consentretion fectar and separstion performance by combining a conthmons
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nitrafittration system (300) in series with a semi-continuous convective
adsorption/desarption system (400) via an additional surge vessal. An sxampls of an
embodimant is shown schamatically in Plgure 7,

The contimmoas perfugion farmentations are operatad over a long peripd of
time (ons campaign), typically betwean 2 wecks and 6 months or more. The tissue
culture fluid (TCF) containing product, cella and catl-debris is contintonsly
processed oalng the devics B. A sterile, particle-fres, concentraied and partially
purified product stream (the *procuct iaclxis™) is produced and contimiously leaves
tho device at its outlet (414). By using the pump (101} of the continuous, sterlle
perticle removal system (100) the barvest is pumped contimuously through the
filtration assembly (103) at the desired perfusion harvest flow mie Qh of the
fermentstion.

The output stream of the continnous fltretion system, i.c. the olarified tisswe
culturs fiuld (¢TCF), continuously snters tha gurpe vessal (201).

Whensver the surge veassel is filled to a pro-defined level, a weight or lovel
sigual triggers automstically sn adsorption/degorption cycls of the intagrated, sterile
semi-continuons conoentration/purification gysiem. The material collected in the
surge vesse] {8 loaded rapidiy onto the adsarber set-up, Le. within 4 hours, prefhrabily
within 2 hoars, and still prefierably within 1 hour or less, thus emptying the surge
veasal,

In the present embodiments shown in Figure 3, collection of the particle-fren
olarified tissuo culture Auld (CTCF) continuce at all times, in the same small surge
vessal. The valume in the small surgs vessel therefbre varics betwesn a mbrimum
aod maximum value. In another embodiment degcribed In the toxt before, collaction
in switched baok- end forth betwean 2 identical surge veasals.

‘While cTCF ls contining to collect In the surge vessel, the loaded adsarber
undevgoes maro steps of s pre-dafinsd chromatographio protocol, designed to desorb
the target product in soncentreted, purified form and to ready the edsarber fir the
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next loading cycle. Thus, the overall oycle comprises loading, wash, elution,
roganeration and reequiibration, each with ooe or more suitable buffrs.

Since again flow rates during thess steps can be high dus to the nature of
conveotive ndsorbers, tot] cyols time i kopt Jow, Lo, below 6 hours, preferably
below 3 hours and still preferably bolow 1.5 hours. Therefore, the integrated system
15 designed 3o thet the adsorber sst-up ia ready for the naxt loading cyole bafore the
sirge vessel {5 filled again, thus allowing semi-continuous operation,

The following Table 2 shows an exarple of a method of nsing a pressnt
embodiment of the inventive devica B fir lsolation of recombinant human blood-
coagulation Facior VIII (large scalo daie shown). The method proved uniquely
beneficial. Yields and performance of each adsorption/desorption oyclo was simliar
1o betch, with the ovenall product yleld increased by more than 10% due ta the lower
reajdence tims of the product and thog minimizad product degradation, The same
method has also proven to be very benaficial for the isolation of genetically
engincered FVII variants, including B-domain deloted FVIH, which is significently
difierent from full-length FVIII in size and othar charscteristics. It is expected to be
usafll for production of ather protelas and blomniecules as weil.

The chrometographic protocol itself (baffer chemistrics & sequence, loading
volumes and fow retes) can be developsd in batch chromatogreplry experiments for
each individual molecule and can then be readily transfirred to by used with
embadimenty of the inventive davice.
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Tabls 2

Bxample of method fir using » presant embodiment of device B for cantinuous
isolstion of FVII and FVIII veriants from continuous parfusion farmentstion

Paramotec Targst
Harvest rate flow rzte Qh of continuous perfusion [Vd] | 2000
Surge vessel: max working volune Vsﬁj - (200
Loading vohume [Matrix volumes] 600
Adisorber matrix volume nstafied n dovice B [mi] 260
Loading flow rate [Matrix volumes/min] 12
Loading volume [T] 156
Load time [min] 50
Total chromstograpiric time [hj(protocal comprising 1.3
load, wash, elution end seversl
regeneration/reequilibrstion sieps)

[Tdle tims of adsorber/cysie [h] 0372
Cycles/24 hour period 128

[Callestion time (b] 1.572
Approx. mean product rogidence time in device 2.7
(colisction time + load thme + alution time)

3 For each individual product molecule, a lifistime critoria is defined for the
canveotive adsorber sot-op, e.g. based on prossure during Joading, ar recovery.
Typiocally, a maximumn number of cycles nmax s specified and validuted. Onoe the
adsorber set-up has been used in semi-continuous operation through nmex oyoles, it
Is axchanged against another identical adsarber set-up without compromising

10  integrity end sterllity of tho system. In present embodiments this is done in anslogy
to the continuous, sierile filtration set-up by using either manifolds and sterile
connsotors, or by using disposablo flexible tubing end sterils tnbhing welders.
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When uging the embodiment of the inventive device shown in Figure 3, right
hand slds, a sterfle stream of buffer, pH adjustment sohition, stablllzer solotion ar
water fr injection la added either continuously or intermittently from a sterils veasel
(204) using a buffer addition pump (203). Therafore, the conditions of the ¢TCF can
be freely adjusted, e.g. In terma of ionic strength, pH, addition of stabllizers eto.

Bonefits of Invertion

The inventive devicas and respective methods of using the davices sotve the
problems of convantional isolation processas qutlined bafore (see geneml
background of the invention).

In al] embodimenty of devices A and B and respective methods of using the
devices, product residence time in potortially detrimental milieu 13 uniquely
minimized, which aignificantly increases yield and quality of inherently unstable
complax biological products. Plant capacity can be increased and cost of goods
reduced.

Moreaver, the devioss and respactive methods eliminats the need for large
cold room facilities or cooled vessols for intermediaie storage of large harveat
volumes, thereby reducing plant invesiment costs aud fully realizing the
compecincas and mobllity advantags of perfision fermentation.

Embodimentz of bath inventive devices and regpective methods reduce labor
costs compared to conventional, labor-intensive batch processing dus to the
inherently high degree of sutomation. The nove! devices ellow continuous operation,
24 hours a day, over long perlods of time, maximizing volumetric throughput and
equipment utilization.

Furthermaore, inventive dovices aliminate logiatical difficulties in plats of
ons or multiple frmeanters. Embodiments can process material from either one or
ruultiple continuous perfusion formeatations,

Importantly, since the novel devicea and methods allow compictely sterllo
operation, microbial load izswes, as well as, endotoxin issues are aliminated, which
could not be achieved by aseptic procossing followed by simple sterilo filtration,
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In addition, inventive devioes caeble avoiding or minimizing the need for
cleaning validation due to the utilizatlon of disposables. Through the unique
characteristics of the inventive devicas and mathods, disposable modules, as well as,
tubing, bags and assomblics can be used each for a long perlod of time (up to the
entire iength of the campaign), thereby dramatically lowering costs and making the
utilization of disposables highly attractive from an economio standpoint.

Present embodimenta of Inventive davices A and B and respective methods
have proven to be especially useful for manufacturing of recombinant blood
coagulation Faotor VIII, as well as, genetically engincered versions of FVIO
including, but not limited to, B-domaln delsted FVIII. However, the inventions can
clearly be expectod to be stmilarly useful for the produstion of other proteins end
biological molecules, in particular complex Inherontly unstable protoins such aa
Factor V11, Factor IX, Factor X, and others,

Figure 8 shows an example of the surprising filter sapacity Inorease
applicants discovered for the Intagrated continuous particle removal element (100).

Figure 10 shows & typical residence timo distribution and mean residence
time of tho product in the continuous UF system (300) of an embodiment of
inventive device A, as determined by UV edsorption of the retentste at 280nm, with
8 model protein under typlcal conditions. As can be seen, the mean residance time of
the produot in tho system i3 only approximately 40 minutes. Therefore, the total
reaidence time of the product in this present embodiment of device A, flom
farmenter hervest line to the final, concentrated retemtate (isolate) is kept within 1.2
hours or less. This 1s less then 1710 of the residence time of 28 hours or more ina
conventional batch isolstion prooess, in which the product (harvest) is collected for
&t least 24 hours (to several days), afier which the product is processed for typically
at least 4-10 hours.

Figure 11 shows a comperison of the rosulting total isolation ylelds of
recombinanmt blood coagulation fhctor (fFVIIT) from plasma-protein free continuous
perfusion fermentation for both & conventional batch isolstion process (batch
fitration plus batch UF) and using the inventive device A and respective method. As
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can be soen fram the figure, the Inventive continuous procoss achicves significantly
higher produst yield, which can leed (o increased mapufhoturing capacities and
reduced manufacturing costs. '

During the inventtve method of using device A, the transmembmmne pressurs
of the integrated continuons ultrafiltretion is going to increase with time, while the
specific membrane flux (in litera/hour/nr’/bar) is decreasing at constant volumetric
throughpat. This {s common to all ultrefiltration processzs and is due to effeots like
ooncentration polarization, gel-layer ftrmation and fouling. Howover, in contrast to
batch ulirafiliration, as can be seen from the example shown in Figure 12, the
changes of pressure and specific flux sre extremely slow with device A, allowing
continuouns operation for weeks at a time, before the mambmnes necd to bo clsanad
or replaced. Additionally, the rate of changp and cvern!} perfhrmance of the system
is cniito Inpensitive to the product produced or the cell-line used fn ths continuous
perfusion formentation (Figure 12). Therefire, the inventive device A and reapective
method is also ideaily sufted as a generie platibrm fhr rapid production of varions
proteins sinoe it perfarms robustly and prediciably with various targst proteins from
different cell-Yines.

Sumxisingly, applicants discovered that the negative affects of gel-layer
formation and fouling are fn thot s0 much mintmized with devics A, that & much
larger total volume per installed oltrafilter area can be processed, bafbre oleaning or
repiacement of filters becomes necosaary. Figure 13 showa the robust performance
of the inventive device A in a long-term num. After approximately 25 days, the
transmembrane pressure surprisingly appesred to stabiltze in a quasi-steady-aiste,
suggasting aven higher long-term performance, On day 27, the retentate Sow mis
was purposefhlly doubled to test the effoct of higher fhroughput. Afier 34 days, a
lhmtﬂnlhwpmdwlﬂumﬁloo.SMNnOH,wﬂhwtopmhihm
and thms whilo maintaining fill system tniegrity and sterllity. Afrr this, the TMP
again stabllized, or st least incressed only at an extremely fow rate. Afier 70 days of
continuous, sterile operation, the recycla flow rate was purposafully reduoed in half
tp test the affect on system parformanoce, As expocted, the TMP started to Increase
with & somewhat higher rate due to the reduced mass tranafer and thms noreased
wall concantration at the membrane surfiscs. However, 93 days of operstion wers
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sucoesgfully and robustly cormpleted before the gystem was turned off. A total of
close to 4500 liters have been processed per m? of membrano arce, with minimal
manual labor (daily sampling ouly). In comperison, the optimized conventional
betoh nltrafiltration proooss for the same application has 45-fold leas loading
cepacity, at approx. 100 Vm?, and requires at lsast 1-2 operators full time.

Also surprisingly, the selectivity of the Inventive devios A, in particular its
tutegrated contimuons nitrefiltration system (300), proved to be significantly higher
then the selectivity of a conventional baich procesa. It ia well known to thoao
familiar with the feld that in conventional batoh ultrafiltration, a sacondary
membrans is fhrmed from retained macromolacules during the initial stage of the
process (gal luyer), which rednces the epperent molecular weight cut-off. The result
is that both the target molecule and conteminating smaller proteina are retained,
which makes significant simultsnoous purification practically impossible. Therefbre,
with conventional betch uitrafiltration it s seldom poasible to separate proteins that
are less then e fiactor of 10 apart in tarma of their molecular weigit. However, as can
be soen from Figure 14, with the inventive integrated continuous ultrafiliration
process it is possible to adjust conditions to efficicntly separate IL-28A (apprax. 16
kD) and green fluorescent protein GFP (27-30 kD), This higher then expectad
sepsration performance does allow for stmutitmsous cancentration and purification.

Figure 15 lllustrates the performance of the inventive dovice B. Using a
commarclal conrvective adsorber (Mustang Q, Pall Corporatian, 15 layer module),

- c¢lose to 100 consecutive adsorption/desorption cyoles bave been performedd, thereby

concentrating and purifying & recombinant FVIII variant frora contimious perfusion
culture. The averags yield schisved wus spproadmately 95% (sproad results from
asssy variatiom), whils the proamre remained relatively consiant over the enttro
number of cycles perfhrmed. Therefbre, it can be spacified that at least 100
consecutive cycles oan be perfirmad befure exchanging the adeorber set-up.

As has been shown in the detall desoription of the method of using ioventive
device B, the total mean residence time of the product in & present embodiment ts
losn then 3 hours, befure It is ahrind in concantrated, purifisd and stahilized foom tn
an eppropriats buflir. This Ip signtficantly less then the more then 24 honrs
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residencs time in & conventional batoh laclation process performed once daily and
therafbre results In slgnificently higher ylolds of the inhcrontly labile protein
products. In a present embodiment describod befhre, approximataly 13 cyoles are
performed per dey, which means in context of Figure 15 that tha semi-continuous
adsorber assembly would need to be exchangsd only every 7-8 days, which is dons
without compromising sterllity end oontinuity of operation.

Figure 16 shows an example of the UV and conductivity profile over a single
typical adsorption/desorption and regeneration oyole with device B. It can be s
that more then 430 adsorber volumes (CVE) can be loaded , while the prodact elutes
in a very sharp poak. Contsminants ere removed significantly in the How through
during the loading phase, as well as, dwing the wash and the sirip (regeneration
phass).

Figure 17 illustrates the purification parformance of the Inventive process
camprising semi-continuous convective adsorption/desorption. An examplo SDS
page gel of 8 FVIII variant isolate 1s shown, As can be scan, the olnsin fractions,
whiah include 95% of the loaded FVIH varient (as determined by separate activity
assay), cantaln significantly less protein than the load and are tims purifisd. No
edditional degradation bands are visibls In the eluate (isolats), indicating excellent
product quality. _

In summary, the inventive device B is able to achiave similar purification
performance as compareblc batch processes, while at the same time minimizing
yield loages for inherently unsteble protein products, as well as, product quality
issucs, due to the minkmization of product residence time. At the same tima, Isbor
costs are drematically rednoed due to the inherently high degree of aninmation of the
inventive process, requiring minimal operator intervention,

Although the forogoing invention has been desaribed in some dotail by way
of lllustration and example fr purposas of nnderstanding, it will ba apparent to
those akdlled in the art that certain changes and modifications may be practiced.
Therafors, the description end exampies should not be construed as limiting the
soope of the invention, which s delineated by the appended clnims,
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Accardingly, It Ia to be undersiood that the embodiments of the inrvention
herein providing for en improved method of filiration to generats & high yleld of &
moleculs of interest from & given feedstream are mearely ilfustrative of the
application of the principles of the Invention. It will be svidant from the foregoing

S  desnription that changes fn the form, methods of use, and spplications of the
elements of the disclosed ray be resorted to without deperting from the spirit of the
Invemnticn, or the scope of the appondad cleims,
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We olaim:

1. A process i purifying a molscule of ininrest fram a haterogensous
olarifiod fuid mixhure, comprising:

filtoring a heterogeneous clerifisd finid mixture by continnous nitrafiltretion
ut a specific fiow mis below the transition point of the molecule of interest in the
pressure-depondent roglon of the flox versus TMP cirve, wharein the specific flow
min is maintained substantially constant throughout the comtinuons nltrfiliration.

. 2 The process according tn olalm 1, farther comprising filtering the
clarified mixture at a spedific fiow rato that prodnces 8 wall concentration leas than
sbout 20% groater than the reteninte concantration.

3. The proosss acconding to olalm 1, further comprising filteying the
clerified mixture st 2 specific flow rate that produces & wall concentration less than
about 15% greater than the retegtate concentration.

4. The proooss assording to olaim 1, further comprising filtering the
clarified mixture xt a specific fiow rate that produces 2 wall concentration less than
about 10% groater than the retenteiv concentration,

3, The proocas according to clatm 1, fsrther comprising:

Bitering the clarified finid mbcture throngh an ultrafittration membrene
having an aroa In square meters approximataly oqual to betwean 0.1 to 2 times the
volumetrio flow rats of the clerifiad finfd mixhume in Htera/hour.

6. ‘The process aocording tn claim 5, wherein the ultrafiitration

memhrane has an erea in square metars approximataly squal to between 0.3 o 1
times the vohumstric flow rate of the clerified fluld mivture in ierg/hoar,
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7. A process for purifying a protein of inerest from a heteroganecus
tissue cylture Auid mixture, comprisiog:

() producing by a continuous perfission fermentation procass a
heterogeneous tasue outture fluid mixture containing e protein of nterest;

(t)  transforring the tiasus cultare fluid mixure to a continuons particle
removal prooess integrated with the continuous perfusion fermentation process;

(¢) removing particulate contaminants from the tissue culture fluid in the
continuous particie remaval prooess to produce a clarified tissue culture fluid
comtaining the protein of intorest;

(d) tensferring the clarifind tissue culture fluid to a continuous
purification process futegrated with the continnous particle removal process; and

(0) purifying the protein of intarest fram the clarified tissue culture fiuld
in the continuous purification proceas;

wherein the specific flow rate of the mhdure through the continuous
perfusion fermentation process, continuous particle ramoval process end continuous
purification process is meintained subsiantially constant.

8. The process according to claim 7, whoreln the continnous purification
process s ultrafiltration.

9. The process accarding to clufm 8, firther comprising filtering the
clarified tissuo oulture mixture at  specific flow ratc that produces & wall
concentration lzss than about 20% grester than the retsntate concentration.

10.  The process according to claim 8, further eomprising fAltering the
alarified tissue oulture mbdure at a specific flow rate that produces a wall
concentration less then about 15% greatar than the reientats concentration.

11.  The process sccording to claim 8, further comprising filtering the

clarified tissne gulture mixture st a specific flow rate that produces a wall
concenttration less then about 10% greater then the retentete concentration.
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12. The process according fo claim 8, further comprising filtering the
olacified tigsus calture mbdure fhrough m ulirafiliration mombrans having au &rea in
square meters approximately equal to betwoen 0.1 to 2 times the volumstric flow
rate from the continuous perfsion fermenintioa tn litzrahour.

13.  Tho process according to olaim 8, further comprising filtering the
clarified tissue culture mbdure through an vltraflitretion membrane having an area in
square meters appraximately equal to betwaen 0.3 1o 1 times the volumetric flow
rato from the continnous porfision formentstion in litera/bour.

14. A process for purlfying a protoin of interest from a heterogeneous
tssue culture fluid mixture, compeising:

(a) producing by » continuous perfuzion farmentation process &
hoterogeneous tissus culture fluld mixture containing a protein of intorest;

(b) tunsferring the tissne oulture finid mbxture to & continuous particle
removal process imtegrated with the conthmous perfislon fermenintion system;

(6) ramoving particulate contaminants from the tissue cultare fluld In the
continuous particle removal procass to produce a clerified tissus culivre fluld
conteining the protein of interest;

(d) trangferring the alarified tissue culinre fluid to a surge vessal
integrated with the contiouous particle removal process;

(e) intermitiently tranafiering the clartfind tisgue culture fluid to 2
purification process integrated with the surge veasel; and

(e) purifying the protein of interest from the clarified tissue culture fiuid
In the purification system to produoo s sterile, particla-fiee, concentrated and
purtiaily purified product isolats containing the protein of interest;

wherein the specific flow rate of the mixtyre through the contimions
perfusion fermentetion process and coptinuons particle removal process is
maintained substantially constant.

15. A process according to clalm 14, wharain the purification process lg
convective adsorption/desorption.
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16.  Ansppuratns for separating a protein of mrterest from a
heterogenacus tissue cultare fluid mbxure, comprising:

(a) = ocantimuous perflision fermentation gystem;

(h)  «continuous particls removal system Integrated with the perfusion
fermentation system; and

(c) acontinuons purification aystem integrated with the particle removal
systom;

wherein ths apparatus’is maintined under sterile conditions,

17.  The apparetus according to alaim 16, comprizing:

(a) = ocontinnous poarfusion farmentstion systen adapted to contimousty
produce a tissue culture fluld containing a proteln of {nterest at a subsiantielly
coastant volumetric flow rate;

(b)  acontinnous particle removal aystem integrated with and adapted to
ocantimiously recelve the tissue culture finid from the perfision farmentation systom
and oontinucusly produce & alarified tisme cultire fluid; and

{c) acontinuous purification system integrated with and adapted to
continuously receive tha alarified tissua culture fitid from the particle removal
system and continuously produce s product isalate conteining the protein of Interest;

whersin fhe apparatus is maintained under sterila conditions.

18.  The appamtus of claim 17, wherein the ultrefittration system
comprises an ultrafitrstion membrane having an area In square meters
appraximately equal to botwetn 0.1 to 2 times the volmnetric flow rato of the
continuous perfhislon fermeantation In itershour.

19.  Tho sppamams of olaim 17, wherein the uitrafiltration system
comprisos an ultrafiliretion membrano having an area In square meters
sppraximatsly equal to between 0.3 to 1 thmes the volumetric flow rute of the
coatinuous perfision fermentation in litera/hour.
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20. An appamatus fbr separation of n protsin of interest from a tissuo
culture fluid stream, comprising:

(2) acontimous parfision feonentation systam;

(b)  acontimious particle removal system integrated with the parfhsion
formontation system; and

(c}  mn intermiitent purification system integrated with the particle
ramoval system;

wherein the apparntus is mainteined under sterile conditions.

21. Tho apparstus sccording to clabm 20, comprising:

{a) & periusion fermentation system adapted o continuously produce a
tizsue oulture fuid containing a protein of interest;

(b)  nparticle ramoval pystem integmted with and sdapted to conthruoualy
receive the tigsus culture fluid from the reactor and continuously producs a clarified
tissue otiltore fluld; |

(c) & surge vessel integrated with and adapted to contimiously receive the
clarifled tissue culture fluid from the particlo removal system and semi-continuousty
release the clarified tissus culture fiuid, and

(d) apurification system integrated with and adepted to semi-
contimiounsly receive the clarified tissus culture fluld fram ths surge vessel;

wherain the apparatus s adapted 10 maintain sterile conditians.

22, The apparatus of clpim 20, wherein the purification system comprises
a convective adsorpiion/desorption system.
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Figure 1: Schemmtic of copwentionnl continnens perfusion procss thllowed by 3 physically ond logistieally segregnied
isolation procaes stepy (badch hervest collection, bich particle ramoval and batch concentmiibo/arification)
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Flgyrs 3: Schennmtio reprosentation of 2 embodiments of Inventive device A for continuous, integoaed and sterdle
wmmeM shown ou lof kand side snd schonatle af ombodiment A2 shown on Hight
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Jgmre 3 Schemstlc ropresentmion of 2 gmbodimants of aventive devieo B for continucery, imegeated and sterile
ing, Schamatio of embodirmes B shown on left bond sido and schematic of embodimen; B2 shown on right




w
™
N

o¢

WO 2006/039588 PCT/US2003035364
4117

Flamre 4 Sechomatlc of en embodiment of inventivy istegreted, contiruous prsticls removal eystom (100), an dlement of
both hrveartive device A and inventive devics B.

Sterile connector:




WO 2006037588 PCT/US2005/835364

snM7

Fiyore 5: Schenntio weprasenations of additions! swbodiments of iavaative dovire A which combing muliple alements
to sothar increass ovnll plant capanity (A3) or condentrslion and separation parforomnco (A4)

(A3) (Ad)
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Figare 6: Schomatic roprogenntions of ndditional exbodimems af Inveniive device B,
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Pigare 7: Additiona] ambodiment of mvinlive devices that eambines the elements of devia: A sl device B in series 1o
inereass oversll concentration and sopamrion parfomnuce,
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(54) Titulo: DISPOSITIVOS Y METODOS PARA LA FABRICACION

CONTINUA INTEGRADA DE MOLECULAS BIOLOGICAS

(57) Resumen: La presente invencién se relaciona con un
proceso y aparato para purificar una molécula de interés desde

una mezcla de fluido clarificado heterogéneo. El aparato de la
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invencién generalmente comprende un sistema de fermentacién
por perfusién continua, un sistema de extraccién de particula
continua integqrada con el siatema de fermentaclén por
perfusién; y un sistema de purificacién continuva integrado con
el sistema de extraccién de particulas que se mantiene bajo
condiciones estériles. El proceso comprende filtrar una mezcla
de fluido clarificado heterogéneo mediante ultrafiltracién
continua en un promedio de fléjo especifico debajo del punto
de transicién de la molécula de interés en 1la regién
dependiente de presién del flujo versus la curva de TMP,
caracterizado porque el promedio de flujo especifico se

mantiene sustancialmente constante a través de la

ultrafiltracidn continua.
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DISPOSITIVOS Y METODOS PARA LA FABRICACION CONTINUA INTEGRADA

DE MOLECULAS BIOLOGICAS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con un método y un
sistema mejorados para purificar una molécula de interés desde
una mezcla heterogénea de moléculas. Mas particularmente, la
presente invencién se dirige a métodos para purificar una
proteina de interés en una corriente de alimentacién fluida de
cultivo de tejido desde un proceso de fermentacién por

perfusidén continua.

ANTECEDENTE DE LA INVENCION

Pa;a los expertos en el tema es bien conocido que en los
Gltimos afios varios procesos de cultivo celular continuo,
también 1llamados procesos de perfusién continua, se han
establecido con gran éxito comercial. Sin embarge, el proceso
de separacién seguido de 1la fermentacién por perfusién
continua es generalmente un proceso en serie, y estd fisica y
logisticamente separade del proceso de corriente ascendente

continuo. En estos procescs, el principal propésito del paso
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de separacidén es capturar el producto de altos voliumenes de un
supernatante de cultivo relativamente diluide. La
concentracién del producto tiene que enfatizarse con respecto
a la logistica del proceso y a los requerimientos de espacio,
mientras que la extraccién simultanea de contaminantes
(purificacién) es 1importante para minimizar el nlmero
requeride de otros pasos de purificacién de corriente

descendiente.

La Figura 1 muestra una representacién esquemdtica de
aislamiento tipico en el estado del arte desde fermentacién
por perfusién continua, como bien saben los expertos en el
drea. El1 sistema de fermentacién por perfusién continua
comprende un dispositivo de retencién celular (1), que hace
gque la mayoria de las células produzcan el producto en el
sistema de fermentacién. Una corriente de cosecha continua del
sistema de perfusién continua, que aun contienen las algunas
células, desechos y otras particulas se bombea utilizando una
bomba de cosecha (2) en grandes recipientes de recoleccién
{(3), como por ejemplo tanques de acero inoxidable. Estos
recipientes de almacenamiento de cosecha usualmente tienen que
ser enfriados para mantener las pérdidas del producto debido a

la degradacién en un campo posible.
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Una vez que se ha recolectade un volumen especificado, que
es cominmente después de 1-14 dias o mas, los recipientes de
recoleccién de cosecha se desconectan del recipiente de
fermentacién estéril y el material recolectado es designado
como una serie de cosecha. El sigulente paso es extraer las
células, desechos y particulas (paso 2). En escala industrial
este paso cominmente se realiza utilizando centrifugacidén (4)
seguido de filtracién de membrana de punto muerto (5) o por
filtracién profunda del punto muerto (6) seguido por
filtracién de membrana de punto muerto (7). Otra técnica a
veces utilizada es la microfiltracién de flujo tangencial (o
“flujo cruzado”). De cualquier forma, el producto del proceso
de extracciédn de particula es una serie de fluido de cultivo
de tejido clarificado o CcTCF(8). M&s detalles sobre la
separaclén de particulas para productos biotecnolégicos pueden
encontrarse en los libros de texto clasicos, como por ejemplo
Biotechnoleogy, Vol 3, Bioprocessing, Wiley-VCH, 2 edition

(1996), ISBN: 3527283137.

En el sigquiente pasc (paso 3), la serie del cultivo de
tejide clarificado también se procesa para concentrar, y si es
posible, purificar el producto. Esto cominmente se realiza por

ultrafiltracién de flujo cruzado o por cromatografia de cama

embalada.
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En el caso de la ultrafiltracién de flujo cruzado, cTCF se
bombea en el tanque de reciclado (9) del sistema. Se utiliza
una bomba (10) para empujar el material a través de un
ultrafiltro de flujo cruzado. El1 producto se retiene con la
membrana y se recicla mientras que se retiene en el tanque de
reciclado, mientras que el agua y contaminantes mas pequeiios
se empujan a través de la membrana en el permeato (l1l1) debido
a la presién de la transmembrana generada por la caida de
presién en el médulo de ultrafiltracién. En cada pasaje por el
filtro, cTCF ademds se concentra mas, y el volumen total de
cTCF se reduce hasta que un factor de concentracién deseado se
alcanza. Una vez que se alcanza el factor de concentracién
deseado, el proceso se detiene, y el volumen de concentrado
remanente (separacién) se drena desde el sgistema y se
recolecta. Mas detalles sobre 1la ultrafiltracién de flujo
cruzado para la concentracién de productos biotecnolégicos
puede encontrarse en libros de texto clésicos, como por
ejemplo Biotechnology, Vol. 3, Bioprocesssing, Wiley-VCH, 2

edition (1996), ISBN: 3527283137.

En el caso de una cromatografia de cama embalada, el c¢TCF
se bombea sobre una cromatografia en columna (l1l2) que contiene
una cama de resina embalada. El producto se une con la resina

Y luego se leviga en una forma purificada y concentrada
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(producto aislado, 13) utilizando un amortiguador de
levigacién adecuado (14), 1luego de lo cual la columna se
limpia y se regenera utilizando amortiguadores adecuados vy

solucliones de limpieza (14).

Qtras variantes de cromatografia que se han propuesto para
la concentracién/ purificacién de c¢TCF son cromatografia de
cama expandida y cromatografia de membrana. La cromatografia
de cama expandida puede procesar soluciones que contienen
particulas. Sin embargo, la filtracién del aislado luego de la
cromatografia es aun requerida, aunque las Areas de filtracidn
se reducen. La cromatografia de membrana utiliza pilas de
membranas de microfiltracién mngificadas en lugar de camas de
resina embalada. La ventaja es que la transferencia de masa es
altamente convectiva antes que difusiva, lo cual permite la
separacién mas répida. De lo contrario, el proceso es
cominmente equivalente con la cromatografia de cama embalada
estidndar. Mas detalles sobre cromatografia para concentracién
y purificaciédn de productos biotecnoldégicos puede encontrarse
en libros de texto clasicos como por ejemplo Protein
Purification, Principles, High- Resolution Methods, and
Applications, Wiley- VCH, 2. Edition (1998), ISBN 0-471,

18626-0.
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A menudo, el producto aislado luego se congela y se
almacena para su posterior uso en otros pasos de purificacién

de corriente descendiente.

Asi, como se describe anteriormente, el proceso de
aislamiento es generalmente un proceso en serie, y Se separa
fisica y logisticamente de un proceso de corriente ascendente
continua. Ademés, mientras que la fermentacién tiene que
realizarse estéril, el aislamiento (es decir, la extraccidén de
particulas y la concentracién/ purificacién de las mismas) se

realiza esencialmente limpia pero no estéril.

Los procesos del estado del arte que se describen

anteriormente presentan un nimero de problemas:

Pl. Pérdida de rendimiento y reduccién de calidad
potencial debide al alto tiempo de residencia del producto. La
cosecha desde la fermentacidén por perfusién continua necesita
ser recolectada y almacenada durante periodosa largos, como se
establece anteriormente, antes de que la serie de aislamiento
pueda procesarse. La cosecha recolectada, aunque enfriada, aun
proporciona un medio perjudicial para los productos proteicos
complejos e intrinsecamente inestables. Ademéds, las
significantes pérdidas de producto ocurren, las cuales reducen

la capacidad de planta y aumentan el costo de la mercaderia.
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Ademss, 1la calidad del producto puede ser afectada
adversamente.
P2. Grandes instalaciones de habitaciones frias o

recipientes frios se requieren para el almacenamiento
intermedio de los grandes voliumenes de cosecha, llevando a
altos costos de capital e invalidando la citada ventaja de

compactado y movilidad de los fermentadores de perfusién.

P3. Las tecnologias de concentracién / purificacién
convencionales (por ejemplo, ultrafiltracién, cromatografia de
cama embalada) tienen produccionea volumétricas relativamente
bajas, tiempos de operacién importantes y requieren de
relativamente intensa mano de obra. Como resultado, cominmente

no mas de 1 proceso en serie se realiza por dia.

P4. Ademéds, los procesos y métodos de aislamiento actuales
tienen dificultades 1logisticas que tratan con cambiantes
volimenes de proceso en las plantas de fermentacion que
incluye méds de un fermentador. En las plantas de perfusién

continna a gran escala, un nimero variante de fermentadores es

opcional.

P5. Ademas, los procesos de aislamiento del estado del

arte se realizan limpios pero no estériles. Esto a menudo
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conduce a un nimero importante de series rechazadas debido a

asuntos de carga de microbios.

P6. lLa utilizacién de elementos descartables, como por
ejemplo, filtros descartables, montajes, bolsas, etc, aungue
sean muy deseados en la produccién de parenterales humanos
(por ejemplo, para evitar limpieza y validaclién de limpieza y
otras asuntos) es muy cara y de hecho a menudo no resulta

econdmico.

De tal manera, es un objeto de la presente invencién
proporcionar un proceso de separacién de proteina continuo,
integrado que es capaz de operar durante periodos largos bajo

condiciones estériles.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se dirige a un aparato y proceso
nuevos para purificar moléculas desde una mezcla de fluido
heterogénea. M4s particularmente, la invencién se dirige a un
proceso para purificar una molécula de interés desde una
mezcla de fluido clarificado heterogénea de la cual los
contaminantes se han extraido. El proceso comprende el paso de

filtrar una mezcla de fluido clarificado heterogénea mediante
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ultrafiltracién continua en un promedio de flujo especifico
debajo del punto de transicién de la molécula de interés en
una regién dependiente de presién del flujo versus la curva de
TMP, caracterizado porque el promedio de flujo especifico se
mantiene sustancialmente contaste en todo el proceso de

ultrafiltracién.

En las incorporaciones particulares, el procesc de la
invencién comprende filtrar la mezcla de fluido clarificada a
través de una membrana de ultrafiltracién que tiene un area en
metros cuadrados aproximadamente lgual entre 0,1 a 2 veces el
promedio de flujo volumétrico de 1la mezcla de fluido
clarificado en litros / hora. En otra 1lncorporacién, el
proceso de la invencién comprende filtrar la mezcla de fluido
clarificado a través de una membrana de ultrafiltracién que
tiene un &area en metros cuadrados aproximadamente igual entre
0,3 a 1 vez el promedio de flujo volumétrico de la mezcla de

fluido clarificado en litros/ hora.

El proceso de la invencién ventajosamente permite filtrar
la mezcla clarificada en un promedio de flujo especifico que
produce una concentracién de pared de menos de aproximadamente
20%, menos de 15% y menos de 10% aproximadamente mayor a la
concentracién de retencién, sin polarizacién de concentracién

apreciable.
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En una incorporacién mAs especifica, la invencién se
dirige a un proceso integrado, continuo y estéril para la
fermentacién por perfusién continua, extraccién de particula y
purificacién/ concentracién. En un aspecto de la invencién, el
proceso comprende filtrar la mezcla de cultivo del tejido
mediante un proceso de separacién que selectivamente separa la
proteina de interés desde la mezcla en un punto establecido
operacional debajo del punto de transicidén de la proteina en
la regién dependiente de presién del flujo versus la curva TMP
para producir un producto alslado, parcialmente purificado,
concentrado, libre de particulas y estéril, donde el promedio
de flujo especifico a través del proceso de separacidn se
mantiene sustancialmente constante en niveles menores al punto

de transicién de la proteina.

En otro aspecto de la invencién, el proceso es un proceso
continuo para purificar una proteina de interés desde una
mezcla de fluide de cultivo de tejido heterogénea, que

comprende:

(a) producir mediante proceso de fermentacidén por
perfusién continua una mezcla de fluido de cultive de tejido

heterogénea que contiene una proteina de interés;
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(b) transferir la mezcla de fluido del cultivo de tejido a
un proceso de extraccién de particula continuo integrado con

el proceso de fermentacién por perfusiédn continua;

(c) extraer los contaminantes de particulas desde el
fluido de cultivo de tejido en el proceso de extraccidén de
particula continuo para producir un fluido de cultivo de

tejido clarificado que contiene la proteina de ilnterés;

(d) transferir el fluido de cultivo de tejido clarificado
a un proceso de purificacién continuo integrado con el proceso

de extraccién de particula continuo; y

(e} purificar la proteina de interés desde el fluido de
cultivo de tejido clarificado en el proceso de purificacién

continuo;

caracterizado porque el promedio de flujo especifico de la
mezcla a través del procesc de fermentacién por perfusién,
proceso de extraccién de particula continuo y el proceso de

purificacién continua se mantiene sustancialmente constante.

En aun otro aspecto de la invencién, el proceso es un

proceso semicontinuo para purificar una proteina de interés
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desde una mezcla heterogénea de fluldo de cultivo de tejido

12

que comprende:

(a) producir mediante proceso de fermentacién por
perfusién continua una mezcla de fluido de cultivo de tejido

heterogénea que contiene una proteina de interés;

(b) transferir la mezcla de fluido del cultivo de tejido a
un proceso de extraccién de particula continuo integrado con

el sistema de fermentacién por perfusién continua;

(c} extraer los contaminantes de particulas desde el
fluido de cultivo de tejido en el proceso de extraccién de
particula continuo para producir un fluido de cultivo de

tejido clarificado que contiene la proteina de interés;

(d) transferir el fluido de cultivo de tejldo clarificado
a un recipiente de onda integrado con el proceso de extraccién

de particula continuo; y

(e) purificar la proteina de interés desde el fluido de
cultivo de tejido clarificado en el sistema de purificacién
para producir un producto parcialmente purificado,
concentrado, libre de particula y estéril que contiene la

proteina de interés;



13

Zty

caracterizado porque el promedio de flujo especifico de la
mezcla a través del proceso de fermentacién por perfusién
continua y el proceso de extraccién de particula continuo se

mantiene sustancialmente constante.

La presente invencién ademids se dirige a un aparato para
separar una proteina de interés de la mezcla de fluido de
cultivo de tejido heterogénea. En un aspecto de la invencién,
el aparato comprende: (a) sistema de fermentacién por
perfusién continua; (b) un siatema de extraccién de particula
continua integrada con el sistema de fermentacién por
perfusién; y {(c) un sistema de purificacién continua integrado
con el sistema de extraccién de particula, caracterizado
porque el aparato se adapta para mantener condiciones
estériles.

En otro aspecto de la invencién, el aparato comprende: {a)
sistema de fermentacién por perfusibén continua; (b} un sistema
de extracciétn de particula continua integrado con el sistema
de fermentacién por perfusién; y ({c} un sistema de
purificacién 1intermitente integrado con el sistema de
extraccién de particula, caracterizado porque el aparato se

adapta para mantener condiciones estériles.
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El sistema de purificacién puede, por ejemplo, ser un
sistema de ultrafiltracién o un sistema de absorcién/
desorcién convectiva, o cualquier otro sistema capaz de
purificar o parcialmente purificar una proteina de interés
desde una mezcla heterogénea en un sistema integrado, continuo

o semicontinuo, estéril como se describe en la presente.

El proceso y aparato de la invencién se adaptan para
permitir el procesamiento continuo de una mezcla de fluido
heterogénea, como por ejemplo un fluido de cultivo celular, en
un promedio de flujo sustancialmente constante. En un aspecto
particular de 1la invencién, el proceso y aparato de 1la
invencién se adaptan para el permitir procesamiento continuo
de una célula heterogénea o mezcla de fluide de cultivoe de
tejido en un promedioc de flujo sustancialmente constante
debajo del punto de transicién de la proteina en la reglén
dependiente de presién del flujo' versus la curva de TMP
durante un periodo continue y durante todo el proceso de

purificacién.

Estos y otros aspectos de la invencién se describen en
detalle a continuacién en la siguiente memoria descriptiva de

dicha invencién.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las figuras que acompafian, que se incorporan y constituyen
parte de la memoria desacriptiva, ilustran incorporaciones de
la invencién, y, junto con la descripcién detallada de la
* incorporacién, sirven para explicar 1los principios de 1la

invencién y sus beneficios.

FIG 1: Representacidén esquemdtica del proceso de perfusién
continuo convencional seguido por 3 pasos de proceso de
aislamiento segregado fisica y logisticamente (recolecciédn de
cosecha en aserie, extraccién de particula en serie Yy

concentracién/ purificacién en serie).

FIG 2: Representacién esguemidtica de 2 incorporaciones de
un dispositivo inventivo A para fabricacién estéril, integrada
y continua. Representacién esquemadtica de la incorporacién Al
mostrada en el lateral izquierdo y representacién esquematica

de la incorporacién A2 mostrada en el lateral derecho.

FIG 3: Representacién esquemdtica de 2 incorporaciones
del dispositivec inventive B para fabricacién estéril,

integrada y continua. Representacién esquematica de

incorporacién Bl mostrada en el lateral izquierdo vy
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representacién esquemidtica de la incorporacién B2 mostrada en

el lateral derecho.

FIG 4: Representacién esquemiAtica de la incorporacién del
sistema inventive de extraccién de particula continua
integrada (100), un elemento del dispositivo inventivo A y del

dispositivo inventivo B.

FIG 5: Representaciones esquemdticas de las
incorporaciones adicionales del dispeositivo inventivo A que
combina elementos miltiples para aumentar la capacidad de
planta total (A3) o el rendimiento de concentracién vy

separacién (A4).

FIG 6: Representaciones esquemiticas de incorporaciones

adicionales del dispositivo inventivo B.

FIG 7: Incorporacién adicional de dispositives inventivos
que combinan los elementos del dispositivo A y dispositivo B
en serie para aumentar el rendimiento de la concentracién

total y separaciodn.

FIG 8: Comparacién ejemplo de las capacidades de carga
total por 10” de cépsula de filtro para procesos en serile

convencionales e incorporacién del dispositivo inventivo y
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método para extraccién de particula continua {procesos ‘de
filtracién continua integrada) utilizando cApsulas de filtro
comercial idénticas. Método ejemplo que produce Factor VIII

recombinante de coagulacién mostrado.

FIG 9: Ejemplo de curva de presién- flujo (flujo de
permeato especifico en LMH= litros/ hora/ m? sobre presién
transmembrana) y determinacién de punto de operacién, El
circulo muestra el punto de operacién tipico que se ajustaré
mediante TMP para procesos en serie convencionales. El
recténgulo muestra la regidédn operacional preferida que se

ajustard mediante la bomba de permeato segin el método para

utilizar el dispositivo inventivo A.

FIG 10: Ejemplo de distribucién de tiempo de residencia y
tiempo de residencia medio del sistema UF continuo integrado
(300) seqin el método para utilizar el dispositivo inventivo
A. Medido para el slistema continuo descartable con médulo de
290 cm2 (62,5 cm de longitud), 120 LMH de flujo cruzado, 0,2

LMH de flujo de retenciétn, 2 LMH de flujo de permeato.

FIG 11: Ejemplo de separacién de rFVIII desde fermentacién
por perfusién continua libre de plasma- proteina utilizando
una incorporacién del dispositivo inventivo A. Comparacién del

rendimiento de aislamiento promedio de un método continue
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inventivo comparade con el rendimiento promedio de aislamiento
en serie, incluyendo una propagacién de desviacién estandar. 3
series consecutivas se utilizaron para determinar el
rendimiento en serie, mientras que 3 puntos consecutivos

(dias): se utilizaron para el proceso continuo.

FIG 12: Ejemplos de rendimiento del paso inventivo A. La
presién transmembrana y el flujo especifico de sistema de
nltrafiltracidn continua integrada (300} como una funcidén del
tiempo de proceso continuo para 3 ejemplos diferentes
mostrados. Tridngulos = 100 kD de membrana, Factor VIII
recombinante de coagulacién (rFVIII); Cuadrados= 10 kD de
membrana, interleucina -2 recombinante; Circulos= 50 kD de
membrana, glicoproteina creado por ingenieria genética (Mr
>100 kD). Todos los ejemplos mostrados son fermentacién por

perfusién continua libre de plasma proteina.

FIG 13: Ejemplc de rendimiento a largo plazo del
diaspositivo inventivo A directamente acoplado para la
fermentacién por perfusién continua de 1los 2 productos
proteicos que co expresan linea celular (proteina fluorescente
verde GFP y IL-2SA). Presién de transmembrana y flujo
especifico de sistema de ultrafiltracién continua inventiva
(300} como una funcién del tiempo del proceso continuo

mostrade. 10kD de membrana se utilizaron.
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FIG 14: Ejemplo de rendimiento a largo plazo del
dispositivo inventivo A directamente acoplado para 1la
fermentacién por perfusiébn continua de 1los 2 productos
proteicos que co expresan linea celular (proteina fluorescente
verde GFP y IL-2SA). 10kD de membrana se utilizaron. El1 factor
de concentracién de ambos productos proteicos, como se
determina mediante los ensayos especificos, y factor de
concentracién volumétrica mostrado como una funcién de tiempo

de proceso continuo.

FIG 15: Ejemplo de rendimiento del dispositivo inventivo
B. Rendimiento y calda de presién sobre cerca de 100 ciclos de
adsorcién/ desorcién con el adsorbedor convectivo (proteina
objetivo: variante de Factor FVIII de coagulacién producido
con ingenieria genética; adsorbedor convectivo: adsorbedor

comercial, Mustang Q, Pall Corporation).

FIG 16: Ejemplo de rendimiento del dispositivo inventivo
B. UV y perfil de conductividad durante un ciclo de adsorcién
/ desorcién tipica con el adsorbedor convectivo (proteina
objetivo: variante de Factor FVIII de coagulacién producido
con ingenieria genética; adsorbedor convectivo: adsorbedor

comercial, Mustang Q, Pall Corporation}.
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FIG 17: Ejemplo de rendimiento de dispositivo inventivo B,
gel SDS- Page (mancha con color plata) de Carga = cosecha
clarificada continuamente dejando el sistema de extraccidén de
particula (100) y semi continuamente cargada en el sistema del
adsorbedor convectivo (400) y levigacién de adsorcién /
desorcién tipica mostrada. Proteina objetivo: variante de
Factor de coagulacién de FVIII producida por ingenieria
genética; adsorbedor convective: adsorbedor comercial, Mustang
Q, Pall Corporation). La levigacién se diluydé nuevamente para

cargai concentracién antes de realizarla sobre gel.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones

Excepto como se define expresamente en la presente, la
terminologia utilizada en la presente solicitud es estidndar en
el arte. Las siguientes definiciones de ciertos términos se
proporcionan en 1la presente para asegurar la claridad vy

definiciones del significado de las reivindicaciones.

Unidades, prefijos, y simbolos pueden ser denotados en su

forma aceptada SI. Los campos numéricos recitados en 1la
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presente estdn incluidos de los nimeros que definen el campo e
incluyen y respaldan cada entero en el campo definido. A menos
que se note lo contrario, los términos “un” , ™“unos” se
construyen como sSignificado de “al menos uno de”. Los
encabezamientos de la seccién utilizada en la presente se
encuentran con motivos organizacionales y no pretenden limitar
el objeto descrito. Todos los documentos, o partes de
documentos, citados en la presente solicitud, incluyendo pero
sin limitar patentes, solicitudes de patentes, articulos,
libros, y tratados, se incluyen expresamente en la presente

por referencia en su totalidad por cualquier propésito.

El término “elarificacién” y “clarificado” significa la
extracclédn de la particula desde una soluciédn de manera que la

solucién remanente pase a través de 0,2 pm de membrana.

El término ‘“fermentacién por perfusidén continua” se
refiere a un sistema o proceso de fermentacién de estado firme
gque opera sin interrupcién y en el cual 1las células o
microorganismos se mantienen en cultivo en la fase de
crecimiento exponencial mediante la adicién continua del medio
fresco que se equilibra mediante la extraccién de 1la

suspensién celular desde el bioreactor.
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Los términos “ocultivando” “oreociendo”, “manteniendo”,
“respaldando” y “expandiendo” son sindénimos en el sentido de
que las células permanecen viables y capaces de producir

progenie.

El término “concentracién”, en su forma verbal, significa
extraccién de agua desde una solucién de manera que la
cantidad de una molécula de interés por volumen de solucién
remanente aumenta.

El término " polarizacién de concentracién” significa la
acumulacién de moléculas retenidas (capa de gel) en 1la
superficie de la membrana producida por una combinacién de
factores: presién transmembrana, velocidad del flujo cruzado,

viscosidad de la muestra, y concentracién de soluto.

El término “continuo” significa ininterrumpido en tiempo,
secuencia y/o operacién durante periodos prolongados. Como se
utiliza en referencia con la fermentacién, procesos de
clarificacién y filtracién de 1la presente invencién,
“continuo” significa que los procesos se integran fisica y
logisticamente como  para permitir la operacién ain
interrupcién durante un periodo prolongado suficlente para
producir un producto aislado parclialmente purificado, estéril,
iibre de particulas y concentrado que contiene la proteina de

interés. El1 términe continuo, como se utiliza en referencia a
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los procesos de la invencibén, se entiende ademés gque significa
un procesc gque noe se realiza en serie o© de manera
verdaderamente continua. Los procesos de la presente invencién
son capaces de tener operacién continua, por ejemplo, durante
periodos prolongados que oscilan entre 1 dia a varios meses
sin interrumpir la operacién o secuencia de los procesos.
Como se utiliza en la presentea invencién, los procesos se
operan durante un periodo continuo mayer a 2, 3, 4, S5, 6, &6 7
dias, 2, 3, 4, 5, 6, 7 6 B semanas, o 3, 4, 5, 6, o mas

meses.

Los términos “semicontinuo” e “intarmitente” significa que
uno o mas procesos o elementos de un sistema integrado operan
de manera discontinua o en serlie, mientras que otros procesos
o elementos del sistema integrado operan de manera continua.
Por ejemplo, en algunas incorporaciones de la invencidn, el
proceso de purificacidén es un proceso de adsorcién/ desorcién
convectiva, que cominmente requiere de adsorcién de la mezcla
heterogénea de un sustrato de adsorcién, eventualmente
resultando en la saturacién del sustrato, y la cual requiere
terminacién del proceso de adsorcién y desorcién o liberacién
de la fraccién unida. Dicho proceso es intrinsecamente
intermitente, aunque capaz de estar integrado con procesos de

corriente ascendente que son continuos.
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El término “adsorcidén/ desorcidén convectiva” significa un
proceso cromatogradfico en el cual sucede la transferencia de
masa fundamentalmente mediante conveccién. La adsorcién/
desorclidn convectiva es un proceso en el cual una fraccién de
una mezcla que contiene una molécula de interés se separa de
otra fraccién de la mezcla, mediante adsorcién de una fraccién
a un sustrato sequido por desorcién de aquella fracciédn desde

el sustrato.

El término "“flujo oruzado” o “flujo oruzadeo fluido”
significa el flujo de fluido a través de la parte superior de

la superficie de la membrana.

El términoc “integrado” como se utiliza en- referencia a
miltiples sistemas y/o procesos, significa que los sistemas
y/o0 procesos se conectan fisica y logisticamente como para
constituir un sistema unificado capaz de operar continuamente.
En el contexto del sistema de la presente invencién, que se
dirige a un sistema continuo o semicontinuo integrado para
producir wuna proteina de interés 1libre de particula,
concentrada y parcialmente purificada, un sistema integrado
conectard diferentes componentes directamente de manera
suficiente para mantener condiciones estériles entre los

diferentes componentes del sistema.
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Los términos “medicos” (plural) y “medie” (singular) son
sinénimos y se utilizan de manera intercambiable en la
presente y el uso de una forma del término no implica 1la

exclusién del otro.

El término “mexzola” significa una combinacién heterogénea
de moléculas y compuestos que contienen una molécula de
interés, como por ejemplo, una proteina, Y varios
contaminantes. Una mezcla preferida de la presente invencién
es un fluido de cultivo de tejido comprendido por una mezcla
heterogénea de proteinas que incluyen una proteina exégena de
interés que se obtiene inicialmente desde un proceso de

fermentaciédn por perfusién continua.

El término “capa da gel” significa un delgada capa
microscédplca de moléculas que pueden formarse en la parte
superior de una membrana. Puede afectar la retencién de
moléculas mediante obstruccion de la superficie de la membrana

y de ese modo reduce el flujo del filtrado, o, en operacién de

flujo constante, aumenta TMP.

El término “moléoula de interés” significa particulas u
otra especie de moléculas que se separan de una solucién o
suspensién en un fluido (por ejemplo, un liquido). Las

particulas o moléculas de interés se separan del fluido, y, en
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la mayoria de los casos, de otras particulas o moléculas en el
fluido. El1 tamaflo de la molécula de interés a separarse
determinard el tamafio del poro de la membrana a utilizarse.
Preferentemente, las moléculas de interés son de origen
bliolégico o biocquimico o producidas por procesos transgénicos
o in vitro e incluyen proteinas, péptidos, polipéptidos,
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos. Ejemplos de origenes
de -vapor de alimentacién preferidos incluyen cultivo celular
de mamifero y cultivo celular de microorganismo como por
ejemplo, bacterias, hongos, y levadura. Deberia notarse que
las especies que se filtran incluyen péptidos no deseables,
proteinas, componentes celulares, ADN, coloideos, micoplasma,
endotoxinas, virus, carbohidratos, y otras moléculas de

interés blolégico, ya sea glicosilatados o no.

El término “permeato” se utiliza como sindnimo de

filtrado.

El término “producto aislado” significa un producto
parcialmente purificado y concentrado gque contiene una
proteina de interés. Un producto aislado es un producto que ha
logrado un grado de purificacién y concentracién comparable
con el logrado mediante proceso de ultrafiltracién o adsorcién
/ desorcién convectiva. Un producto aislado no es

necesariamente homogéneo, pero sera sustancialmente purificado



27

292

en relacién con el producto total inicial producido por el

proceso de fermentacién.

El término “promedio de flujo especifico” se utiliza de
manera intercambiable con el término “flujo del filtrado” ya
que se relaciona con el filtrado. El1 promedio de flujo
retenido especifico es el promedio de flujo de retencién

normalizado en la membrana utilizada.

Cuando se utiliza en relacién con el flujo, el término
“sustancialmente constante” significa gque el flujo se mantiene
@a un nivel generalmente conatante durante un periodo

sustancial durante el curso de la filtracién.

El término "“fluido de cultivo de tejido” significa una
mezcla heterogénea de componentes derivados de un medio de
cultivo de tejido. En los aspectos preferidos de la invencién,
el fluido de cultivo de tejido deriva de un proceso de
fermentacidén por perfusién continua. Un fluido de cultivo de
tejido “clarificado” es un fluido de cultivo de tejido que ha
sido filtrado previamente para extraer desechos celulares y

otras macromoléculas grandes.

El término “presién de transmembrana” y su sigla “TMP*

significa la presién promedio aplicada desde la alimentacién
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al lateral de filtrado de la membrana. TMP se calcula
mediante TMP[barral=[(PF + PR)/2]- Pf donde PF es la presién
de alimentacién, PR es la presidén de retencién, y Pf es la

presién del filtrado.

El término "“recuperacién” significa una cantidad de una
molécula de interés que puede recuperarse luego del procesa.
Usualmente expresado como un porcentaje del material inicial o

rendimiento.

El término “retencidén” significa la parte de la muestra
que no pasa a través de la membrana, también conocido como el

concentrado.

El término ™“ultrafiltracién” significa una forma de
filtracién que utiliza membranas de microporos o
semipermeables para preferentemente separar fluidos e iones
sobre la base del tamaflo diferencial o peso molecular. La
nltrafiltracidén cominmente se uvtiliza para filtrar moléculas
que tienen un peso molecular mayor a aproximadamente 10.000

daltones.

La presente invencién se dirige a un proceso integrado,
continuo y estéril que comprende fermentacidén por perfusién

continua, extraccién de particulas y purificacién/
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concentracién. En un aspecto de 1la invencién, el proceso
comprende filtrar la mezcla de cultivo de tejido mediante un
proceso de separaciédn que selectivamente separa la proteina de
interés de 1la mezcla en un punto establecido operacional
debajo del punto de transicién de la proteina en la regién
dependiente de presién del flujo versus la curva de TMP para
producir un producto aislado, estéril, libre de particulas,
concentrado y parcialmente purificado, donde el promedio de
flujo especifico a través del proceso de separacién se
mantiene sustancialmente constante a niveles menores que el

punto de transicién de la proteina.

En otro aspecto de la invencién, el proceso es un proceso
continuo que comprende: (a) producir continuamente mediante
fermentacién por perfusidén continua una mezcla de fluido de
cultivo de tejido heterogénea que contiene una proteina de
interés; (b) transferir continuamente la mezcla del fluido de
cultivo de tejido a un proceso de extraccién de particula
integrado c¢on el sistema de fermentacién por perfusiédn
continua; (c) extraer continuamente 1los contaminantes del
precipitado del fluido de cultivo de tejido en el proceso de
extraccién de particula para producir continuamente un fluido
de cultivo de tejido clarificado que contiene la proteina de
interés; (d) transferir continuamente el fluido de cultivo de

tejido clarificado a un proceso de purificacién integrado con
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el sistema de extraccién de particula; y (e) separar
continuamente la proteina de interés del fluido de cultivo de
tejido en el sistema de purificacién para producir
continuamente un producto aislado estéril, libre de
particulas, concentrado y parcialmente purificado que
contiene la proteina de interés.

En inclusive otro aspecto de la invencién, el proceso es
un proceso semicontinuo que comprende: (a) producir
continuamente mediante fermentacidén por perfusidn continua una
mezcla de fluido de cultivo de tejido heterogénea que contiene
una proteina de interés; (b} transferir continuamente 1la
mezcla del fluido de cultivo de tejide a un proceso de
extraccién de particula integrado con el sistema de
fermentaclién por perfusién continua; (c) extraer continuamente
los contaminantes del precipitado del fluido de cultivo de
tejido en el proceso de extraccidn de particula para producir
continuamente un fluido de cultivo de tejido clarificado que
contiene la proteina de interés; (d) transferir continuamente
el fluido de tejido de cultivo clarificado al recipiente de
onda integrado con el proceso de extraccién de particula; (e)
transferir intermitentemente el fluido de cultivo &e tejido
clarificado a un proceso de purificacién integrade con el
recipiente de onda y (e} separar continuamente la proteina de
interés del fluido de cultivo de tejido en el sistema de

purificacién para producir continuamente un producto aislado
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estéril, 1libre de particulas, concentrado y parcialmente
purificado que contiene la proteina de interés, caracterizado
porque el promedio de flujo especifico de la mezcla a través
del proceso de fermentacién por perfusiédn continua y proceso
de extraccién de particula continua se mantiene
sustancialmente constante, y en un promedio igual a 1la
produccién promedio en tiempo del proceso de purificacién

semicontinuo integrado.

Dispositivos para Practicar Métodos de la Invencién

La presente invencién ademis se dirige a un- aparato para
separar una proteina de interés de una mezcla de fluido de
cultivo de tejido heterogénea. Generalmente, el aparato
comprende: (a) un sistema de fermentacién por perfusién
continua; (b) un sistema de extraccién de particula continua
integrado con el sistema de fermentacién por perfusién; y (c)
un sistema de purificacién continua integrado con el sistema
de extraccién de particula, caracterizado porque el aparato
esté adaptado para mantener las condiclones estériles. En otro
aspecto de la invencién, el aparato comprende: (a) un sistema
de fermentacién por perfusién continua; (b) un sistema de
extraccién de particula continua integrado con el sistema de

fermentacién por perfusién; y (c) un sistema de purificacion
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intermitente integrado con el sistema de extraccién de
particula, caracterizado porque el aparato estd adaptado para
mantener las condiciones estériles. El sistema de purificacién
puede, por ejemplo, ser un sistema de ultrafiltracién o un
sistema de desorcién / adsorcién convectiva, o cualquier otro
sistema capaz de purificar o purificar parcialmente una
proteina de interés desde una mezcla heterogénea en un sistema
integrado, continuo o semicontinuo, estéril como se describe

en la presente.

El proceso y aparatc de la invencién se adaptan para
permitir procesamiento continuo de una mezcla de fluido de
cultivo de tejido heterogéneo en un promedio de flujo
sustancialmente constante. En un particular aspecto de 1la
invencién, el proceso y aparato de la invencién se adaptan
para permitir el procesamiento de una mezcla de fluido de
cultivo de tejido heterogéneo en un promedio de flujo
sustancialmente constante debajo del punto de transicién de la
proteina en la regién dependiente de presién del flujo versus
la curva de TMP durante un periodo continuo y a través del

proceso de purificacién.

En incorporaciones especificas, la invencién proporciona
dos dispositivos nuevos (A, B) que se componen de 3 elementos

distintos pero altamente integrados, todos tienen un rol
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esenclal y Jjuntos forman una plataforma de sistema de
alslamiento de proteina continuo, excepcionalmente eficaz que
resuelve los problemas del arte ©previo anteriormente

mencionados.

Los tres elementos distintos de cada dispositivo son en
primer lugar un sistema de extraccién de particulas continua
(100), en segundo lugar un recipiente de onda estéril (200) y
en tercer lugar un »sistema de concentracién / purificacién
integrado (300, 400, respectivamente). Todos estos tres
elementos Y asi los nuevos dispositivos y métodos
desarrollados para utilizar estos dispositivos se describen en

detalle en la presente.

Para proporcionar purificacién/ concentracién continua o
semicontinua integrada del producto proteico, el dispoaitivo
inventivo A (de los cuales se muestran dos incorporaciones en
la Figqura 2) comprende un sistema de ultrafiltracién estéril,
continuo integrado (300) mientras gue el dispositivo inventivo
B (de los cuales 2 incorpcraciones se muestran en la Figura 3)
comprende un sistema de adsorcién / desorcién convectiva

semicontinuo integrado (400).

Los dispositivos de la invencién se integran directamente

con uno o mas fermentadores por perfusién continua y asi
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forman una plataforma de fabricacién integrada, continua,

nueva.

DISPOSITIVO A

S8istema de Extraccién de Partiocula Continuo Integrado (100)

La Figura 2 muestra 2 incorporaciones del dispositivo
inventivo A. El sistema de extraccién de particula continuo
integrado (100) se conecta directamente con el lateral de

cosecha del sistema de fermentacién por perfusién continua

{1).

La Figura 4 muestra una representacién esquemitica mas
detallada de una incorporacién del sistema de extraccién de
particulas continuo integrado inventive (100) que estd formado
por una bomba (101), un indicador de presién o transmisor,
respectivamente (107), un colector de conexién (102) y un
montaje de varios trenes de filtros (103). Todos los
componentes se conectan con una tuberia flexible y/o cafieria

dura.
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La bomba (101).es una bomba peristéltica convencional gque
permite bombear suavemente la cosecha del cultivo celular sin
rotar partes o sellos que 8se contactan con el producto
estéril. La bomba y la tuberia de la bomba tienen un tamario
dado para entregar el promedio de flujo de la cosecha deseado
del sistema de fermentacién de cultivo celular, que es hasta
15 voluimenes de bloreactor por dia, por ejemplo, hasta 9,4
litros/ hora para un fermentador de 15 litros y hasta 125

litros / hora para un fermentador de 200 litros.

El indicador de presién o tranamisor de presiéon (107)
esta diseflado de manera tal que puede establlizarse mediante
autoclave o irradiacién. En el disefio actual, se utiliza ya
sea un transmisor piezoresistivo reutilizable en un
alojamiento de acero inoxidable o un indicador de presién de
acero inoxidable reutilizable. Sin embargo, futuras mejoras
pueden incluir el uso de transmisores descartables que pueden

ser fAcilmente esterilizados mediante irradiacién.

En una presente incorporacién de colector de conexién
(102) estdA formado por una tuberia flexible, con pinzas de
tuberia (o vélvulas} y conectores estériles adecuados para
permitir la conexidn de montajes de tren de filtro adicionales
sin comprometer la esterilidad del sistema. Preferentemente,

los didmetros de tuberia tienen un tamafio como para
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proporcionar velocidades de fluido lineales de aproximadamente
2 m/s o menores en promedios de flujo deseados, asi evitando
altas presiones y recortes. En otra presente incorporacién, en
lugar de conectores estériles se usan piezas de tuberia
flexible especial que pueden soldarse con soldadores de
tuberias comerciales sin comprometer la esterilidad. Dichas
piezas de tuberias se realizan con PVC u otros polimeros

adecuados.

El montaje de tren de filtro (103) estd formado por al
menos 'dos, preferentemente miltiples trenes de filtros
idénticos (como se muestra en representaciones esquemiAticas)
con solamente uno de los trenes de filtro abiertos en
cualquier momento, como se muestra en el ejemplo de la Figura

4 (105).

Cada tren de filtro estd formado por al menos un filtro,
preferentemente un prefiltro y un filtro final en serie (como
se muestra en la Figura 4). S1 se quiere aumentar la capacidad
de una aplicaclién especifica, cada tren de filtro (105, 106

etc) puede también estar formado de miiltiples filtros o trenes

de filtro en paralelo (no mostrado).

En una incorporacién de la invencidén mostrada en la Figqura

4, el segundo tren de filtro del montaje (106) se cierra
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mediante un disco de ruptura sensible a la presién, o una
clavija de ruptura, respectivamente (104). En funcionamiento,
la funcién del disco de ruptura o la clavija de ruptura, es
automiaticamente abrir el paso del flujo al segundo tren de
filtro (107) una vez que la presién en el primer tren de
filtro (105) alcance un limite especifico, asi asegurando
continuacién ininterrumpida del procese de filtracidn. Discos
de ruptura comercialmente disponibles se utilizan en el
sistema inventivo, que Bson de otra manera utilizados para
proporcionar liberacién de presién de sequridad. En una
presente 1ncorporacién, los discos de ruptura o clavijas de
ruptura con un limite de presién de ruptura especifico o no
mas de 16 PSI se utilizan, los cuales prueban ser muy
eficaces. Sin embargo, un registro 1limite de presién

especificada es posible.

Cada tren de filtro adicional del montaje de tren de
filtro también se separa mediante una vAlvula manual o
automatica y otro disco de ruptura o clavija de ruptura. Una
vez que el segundo tren de filtro (106) estd en
funcionamiento, la wvédlvula del siguiente disco de ruptura o
clavija de ruptura, respectivamente, se abre, de manera tal
que el siguiente tren de filtro pueda actuar como respaldo,

etc.
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En una incorporaclén alternativa, las vilvulas accionadas
automidticamente se utilizan exclusivamente, V4 en
funcionamiento, un sistema de control acciona las vAlvulas
basados en el aporte del sensor de presién piezoresistivo
(107) que puede ser esterilizado mediante autoenclave. Sin
embargo, los solicitantes descubrieron que el presente diseifio
que comprende el disco de ruptura o clavija de ruptura,
respectivamente, proporciona impresionante solidez en el

funcionamiento a2 largo plazo.

El promedio final del filtro es al menos 3 pm © menor,
preferentemente 0,45 pm y aun mas preferentemente 0,2 pm. E1
tren de filtro en funcicnamiento (6} ademds retiene las
células remanentes, asl como también, desechos celulares
importantes y otras particulas, resultando en una corriente de
salida libre de particulas (9), el fluido de cultivo de tejido

clarificado (cTCF).

Diferentes materiales de filtros disponibles
comercialmente pueden ser utilizados. En el presente diseflo,
las cépsulas de filltros descartables se utilizan, como por
ejemplo, Sartopure o capsulas de prefiltro Sartoclear
(Sartorius, Goettingen) y cépsulas de filtro final Sartoban
(Sartorius, Goettingen)}, que pueden ser esterilizadas mediante

autoenclave o irradiacién.
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Comc un ejemplo de una presente incorporacién del
dispositivo inventivo, disefiado para un promedio de flujo de 1
litro/ minuto, cada tren de filtro (105, 106, etc) del montaje
(103) esta formado por 3 30°° cdpsulas de prefiltro (Kleenpak
Ultipleat, Pall Corp., 4,5 um, 0,75 m? cada uno) segquido por 3
20°° cépsulas de filtro final (Sartobran P, Sartorius, 0,45
pm/0,2 pm, 1,3 m? cada uno). Esta incorporacién particular ha
demoatrado ser particularmente eficaz para fabricacién en gran
escala de Factor de coagulacién recombinante FVIII, asi como
también, variantes de FVIII producido mediante ingenieria

genética incluyendo FVIII de dominio B borrado.

Sin embargo, los solicitantes han descubierto que cuando
se utiliza el dispositivo y método inventivo, la eficaclia de
la extraccién de particulas con una variedad de materiales de
filtros disponibles Y configuraciones de diferentes
fabricantes (Pall, Sartorius, Cuno) aumenta c¢onsistente vy
significativamente en comparacién con los procesos en serie

respectivos convencionales.

Ademds, el dispositivo y proceso nuevos inventivos serdn
beneficiosos para el uso con los nuevos tipos de filtros vy
geometrias, por ejemplo, con tipos de filtros que aumentan el

drea de filtro disponible por cépsula, asi como también, con
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tipos de filtros que proporcionan un modelo de flujo cruzado u
otros medios para minimizar la construcclién de tortas, como

por ejemplo vibracién o rotacién del elemento de filtro.

En otra incorporacién del proceso inventivo, el montaje de
tren de filtro (103) comprende soclamente un tren de filtro de
refuerzo eatéril cerrado por un disco de ruptura o clavija de
ruptura, respectivamente, pero inclusive miltiples trenes de
filtros para el funcionamiento. Este primer tren de filtro del
montaje opera hasta que un volumen de carga predeterminado
especifico ha sido procesado, luego de dicha operacién se
intercambia (manual o automaticamente) hasta el siguiente tren
de filtro en el montaje. El volumen de carga especifico es
especificado- de manera tal que bajo condiciones de
funcionamiento normales el limite de presién el disco de
ruptura o la clavija de ruptura no se excede. Sin embargo la
presién aumenta mas que lo usual durante la filltracién, por
ejemplo, debido a una inusual filtracién baja de la cosecha,
el tren de filtro de refuerzo asegura nuevamente que una
filtracién continua sin interrupciones abriendo una vez la
presién especificada se excede. Sigulende con la abertura del
tren de filtro de refuerzo, la filtracidén se pasa a otro tren
de filtro del montaje y otro tren de filtro de refuerzo con el
disco de ruptura o <clavija de ruptura instalada sin

comprometer la esterilidad del sistema.
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costos del filtro y los tlempos de procesamiento para procesos
de extraccién de particulas en serie al minimo, los trenes de
filtro tienen que tener un tamafio tal comc para tener el Area
de filtro lo mas pequefla posible requerida para proporcionar
el promedio de flujo absoluto deseado (en litros / hora) y
presién mixima. El1 promedio de flujo absoluto deseado en
camblo tiene que ser 1lo suficientemente alto come para
proporcionar tiempos de procesamiento posibles para el volumen
en serie deseado. Esto necesita intrinsecamente un alto
promedio de flujo especifico ( en litros/ hora/ m* o Area del

filtro).

En oposicién al sistema de filtracién en serie optimizado
comparable, el dispositivo inventivo estid diseflado para varias
veces el promedio de flujo especifico bajo, que se mantiene
constante (en litros/ hora/ m? del &rea de filtro instalada) de
manera tal que el promedio de flujo absoluto es igual al
promedic de flujo de la cosecha de la fermentacién por

perfusién continua.

Los solicitantes inesperadamente descubrieron que en tales
promedios de flujo easpecificos bajos, el volumen que puede ser
procesado por un filtro es desproporcionalmente mayor que en

promedios de flujo ajustados en procesos en series.
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Es importante notar que en procesos de aislamiento en serie
convencionales, tales promedios de flujo especificos bajos
deberian no ser posibles debido a sus &reas extremas de
filtracién ( y por ende, costos) o demasiados bajos en un
promedio de flujo absoluto. Esto es en primer lugar porque la
mayoria del tiempo, el equipo de extracclén de particula en
serie no trabaja mientras que la ccsecha se recoge para la
siguiente serie. Ademds, el sorpresivo desproporcional
aumento en la capacidad alcanzable de filtro del método
inventivo permite una importante reduccidén en el consumo de

filtro y asi en los costos de fabricacién.

Reoipiente de onda (200)

La salida del sistema de extraccién de particula continuo
integrado se conecta directa y constantemente c¢on un
recipiente de onda (201), como se muestra en la Figura 2. Este
recipiente de onda es un recipiente estéril, como por
ejemplo, una bolsa descartable o un recipiente de acero
inoxidable con al menos un puerto de entrada y un puerto de
salida, este Gltimo preferentemente en la parte inferior del
recipiente. Un campo amplio de tamafios y disefles de

recipientes puede utilizarse. Sin embargo, el recipiente de
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onda tiene un tamafio preferentemente pequefio en comparacién
con el disefio wvolumétrico a través de todo el sistema para
mantener el tiempo de residencia del producto en el recipiente
al minimo, es decir, debajo de 24 horas, preferentemente,
debajc de 8 horas, y aun mas preferentemente debajo de 4

horas.

Los solicitantes descubrieron que tales tiempos de
resistencia bajos del producto, 1inicamente posible debido a
los dispositivos inventivos, permiten un aumentc importante en
el rendimiento para productos proteicos intrinsecamente
inestables, asi resolviendo uno de los problemas del arte

previo.

En algunas incorporacicnes de los dispositivosa inventivos,
el reciplente de onda se ubica en una célula de carga o
equilibrio (202), como se muestra para el dispositivo Bl y B2
en la Figura 3. Esta célula de carga o equilibrio proporciona
una seflal de peso para un sistema de control computarizado (no

mostrado) .

Ademés, en una incorporacién de dispositivos
inventivos(B2), el recipiente amortiguador (204) se conecta
mediante una bomba peristdltica (203) al recipiente de onda.

En funcionamiento, esta estructura se ajusta a las propiedades
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de la corriente de cosecha libre de particulas, como por
ejemplo, la conductividad (Euerza iénica) o pH, agregando un
amortiguador o diluyente adecuado. En este caso, un sistema de
mezcla opclonal (205) y los sensores para controlar la
condicién deseada (206), comc por ejemplo el PpH o
conductividad, se wutilizan. En el presente diseilo, un
mezclador acoplado magnéticamente se utiliza; sin embargo,
otros sistemas de mezcla, como por ejemplo batidores o

dispositivos de pulsacién podrian también ser utilizados.
Concentracién/ purificacién continua integrada (300)

Dispositivo A, del cual se muestran dos incorporaciones en
la Figura 2, comprende un sistema de ultrafiltracién esatéril
continua integrada (300). Las incorporaciones del sistema de
ultrafiltracién estéril continua comprende una bomba de
reciclado (301) y un circuito de reciclado {306), uno o mas
médulos de ultrafiltracién de flujo cruzado estéril (303), una
bomba de permeato (305), un recipiente que recibe permeato
estéril (307) en una célula de carga o equilibrio (309) y una
bomba de retencién (311). Ademés, comprende instrumentacién en
forma de un indicador de presién de entrada o un transmisor
(302), el indicador de presién de permeato o transmisor (304),
el indicador de presién de salida o transmisor (308}, asi como

un medidor de flujo de reciclado (310). En funcionamiento, el
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sistema de salida (312) proporciona una corriente continua del
producto proteico parcialmente purificade y concentrado que
puede recogerse continuamente, congelarse O procesarse

adicionalmente.

La incorporacién inventiva A2 comprende ademids un
amortiguador o recipiente diluyente (314), una bomba de
adicién de diluyente / amortiguador peristdltico (313), asi
como también, sensores a través de flujo para controlar el
acondicionamiento del concentrado en el circuitoc de reciclado,
como por ejemplo sensores para el pH y conductividad (315,
316). En funcionamiento, esta estructura se utiliza para
ajustar las propiedades de la corriente de cosecha libre de
particulas, como por ejemplo conductividad (fuerza iénica) o
pH, agregado amortiguador o diluyente adecuado. Esta
estructura también puede utilizarse para agregar
estabilizadores proteicos. Aunque en la incorporacién
inventiva A2 el circuito de reciclado acttia como una camara
mezcladora, el acondicionamiento puede alternativamente
también realizarse agregando un recipiente de onda como se
muestra para el dispositivo B (incorporacién B2),
comprendiendo componentes (203, 204, 205, 206) como se
discutird posteriormente en esta revelaciédn (véase descripcién

del dispositivo B).
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Las incorporaciones del dispositivo inventivo también
comprenden un sistema de control programable y reglstros de
datos, que registra las seflales de datos que ingresan desade la
instrumentacién (por ejemplo, pero sin limitar, presiones,
promedio de flujo, peso del recipiente, pH conductividad) y
controles de las velocidades de la bomba de acuerdo con un

algoritmo de control predefinido.

Todas las bombas (301, 305, 311, 313) son bombas
peristdlticas, que permiten bombear las respectivas bombas de
corrientes de fluidos sin rotar partes o sellos que contienen
la corriente del producto estéril. Los solicitantes
descubrieron que es preferible proporcionar un funcionamiento
a large plazo sélido, estéril. Sin embargo, otros disefics de
bombas estériles pueden en principio utilizarse. La bomba de
reciclado (301) y su tuberia de bombas tiene un tamafio que
permite un ajuste sélido de los promedios de flujo cruzado
deseados de entre 80 a 800 litros / hora por m? del Area de
membrana Iinstalada, dependiendo de las caracteristicas de
tranasferencia de masa del médulo de ultrafiltracién utilizado.
La bomba de permeato tiene un tamafioc que permite ajuste sélido
preciso de un flujo de permeato especifico de entre 90% a 99%
del promedio de flujo de cosecha desde una fermentacién por
perfusién continua. La bomba de retencién tiene un tamarfio para

permitir un ajuste sélido y preciso del flujo de retencién
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entre 1% y 10% del promedio de flujo de cosecha desde la

fermentacién por perfusién continua.

Los médulos de ultrafiltracidén encapsulados (303) se
utilizan para permitir un funcionamiento estéril sélido y se
esterilizan mediante autoenclave o irradiacién. El recorte del
peso molecular nominal éptimo se elige basado en el peso
molecular del producte proteico de interés y tiene que
confirmarse mediante experimentos eatAndares conocidos por los
expertos en el area. Una variedad de materiales de membrana,
como por ejemplo, polietersulfona, polietersulfona
hidrofilizada o celulosa regenerada puede utilizarse, siempre
que todo el médulo de la membrana pueda esterilizarse
mediante irradiacién y/o autoenclave sin dafiar la membrana. Se
espera que los materiales hidroffilicos puedan aumentar la

eficacia debido a su baja tendencia contaminante.

lLos 3solicitantes descubrieron que el dispositivo A es
eficiente tnicamente si el &rea en metros cuadrados de
membrana de ultrafiltracién total inatalada es igual al campo
entre 0,1 a 2 veces el promedio de flujo volumétrico de la
cosecha desde la fermentacién por perfusién continua en litros
/ hora. Por ejemplo, para un promedio de flujo de cosecha por
perfusién de 1 1litro/ hora, el 4rea de membrana total

instalada deberia ser entre 0,1 y 2 metros cuadrados. Los



11
71/3

48

solicitantes descubrieron que el dispositivoe A es aun masa
eficaz, 81 el &rea en metros cuadrados de membrana de
ultrafiltracién total instalada es igual al campo entre 0,3 a
1 vez el promedic de flujo volumétrico de la cosecha desde la

fermentacién por perfusién continua en litros / hora.

En una incorporacién de la invencién, se utilizan médulos
de membrana de fibra hueca “descartable” disponible
comercialmente (GE Healthcare, ex Amersham Biosciences). Sin
embargo una variedad de membranas encapsuladas y disefios de
mébdulos pueden utilizarse, como por ejemplo médulos de herida
espiral, cassettes encapsulados o capsulas con transferencia
de masa aumentada debido a modelos de flujo secundarios ( peor
ejemplo, flujo de vértice), elementos gilratorios ( por
ejemplo, filtros de disco dindmico} o filtros wvibratorios. Se
espera que los cassettes de ultrafiltracién especialmente
encapsulados pueden ser utilizados beneficiosamente en los
dispositivos inventivos ya que proporcionan coeficientes de
transferencia de masa altos a un promedio de flujo cruzado
requerido relativamente bajo, asi reduciendo la capacidad de
la bomba, mientras que mantiene la complejidad del sistema y

los costos de inversidn bajos.

El dispositivo inventivo permite no solo un funcionamiento

continuo sino también realmente estéril, en contraste con una
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simple operaciétn aséptica. Los solicitantes descubrieron esto
diseflando todos loa compenentes del sistema contactando el
producto para resistir no soclamente a la limpieza, sino
también a la esterilizacién mediante autoenclave o gamma-
irradiacién. En las presentes incoerporaciones 1los médulos
encapsulados descartables se utilizan para extraer particulas
continuas (100), asi como también, ultrafiltracién continua
(300). Las bombas peristilticas se utilizan para evitar
cualquier contacto del producto con los elementos rotativos y
los sellos mecénicos. Ademas, en las presentes
incorporaciones, tuberia descartable y montajes de bolsas se
utilizan en lugar de caflerias duras. Los componentes que
contactan productos descartables (por ejemplo, tuberia,
bolsas, médulos) o grupos de componentes se premontan Yy
esterilizan juntos, asi simplificando 1la estructura vy
funcionamiento. Los sistemas se diseflan para mantener
cualquier abertura potencial del sistema estéril al ambiente
(por ejemplo, gancho de flujo laminar), como para muestra,
bolsa o intercambic de instrumentaciém a un minimo. En
presentes incorporaciones del dispositivo, los colectoresz se
diseflan redundantes para permitir el intercambio desde un
componente estéril (por ejemplo, bolsa receptora del producto)
al siguiente sin abertura. El1 intercambio adicional de 1la

tuberia, médulos o bolsas se realiza preferentemente
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utilizando soldadores de tuberia estéril antes que conectores

egtériles.

Otras incorporaciones de los dispositivos podrian ademés
comprender componentes como poxr ejemplo recipientes de acero
inoxidable, alojamientos de filtro o tuberias que pueden ser
esterilizadas in situ, solo o en combinacién con los
componentes descartables, siempre que la solidez Y

esterilizacién en el funcicnamiento a largo plazo se aseguren.

Las incorporaciones del dispositivo inventivo A se diseilan
para procesar el material desde fermentadores miltiples en
plantas de fabricacién ma&s grandes (A3). Un ejemplo se muestra
en la representacién esquemdtica en 1la Figqura 5. Otras
incorporaciones se <diseflan para aumentar el factor de
concentracién total y el rendimiento de separacién combinando
2 etapas de los sistemas de ultrafiltracién continua (300) en

serieas (A4 mostrado esquemdticamente en la Figura 5).

DESCRIPCION DEL METODO PARA UTILIZAR EL DISPOSITIVO A

Las fermentaciones por perfusién continva se realizan
sobre un periodo prolongado (una campaifla), cominmente entre 2

semanas y 6 meses o mas. El producto que contiene el fluido
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de cultivo de tejido (TCF), las células y los desechos
celulares se procesa continuamente utilizando el dispositivo
A. Una corriente de producto purificade parcialmente vy
concentrado {el ‘“producto aislado”) se produce y deja
continuamente el dispositivo en su salida (312). Utilizando la
bomba {(101) del sistema de extraccién de particula estéril,
continua (100) la cosecha se bombea continuamente a través
del montaje de filtracién (103) en un promedio de flujo de

cosecha por perfusién deseada Qh de la fermentacidn.

La corriente de salida del sistema de filtracién continua,
es decir, el fluido de cultivo de tejido clarificado (cTCF)
entra continuamente en el recipiente de onda (20l1). Desde el
recipiente de onda el c¢TCF se procesa continuamente mediante
un sistema de ultrafiltracidén estéril (300) en un promedio de
flujo igual al promedio de flujo que viene de la fermentacidn
por perfusién continua. Debido al pequefio tamafio del
recipiente de onda en relacién con los promedios de flujo
ajustados, el tiempo de residencia medio del producto en el
recipiente se mantiene en un minimo, es decir, debajo de 12
horas, preferentemente debajo de 4 horas y aun mas

preferentemente debajo de 2 horas.

El flujo cruzado adecuado y asi la transferencia de masa

se ajusta en el médulo de ultrafiltraclén mediante la bomba de
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reciclado (301). El promedio de flujo de retencidén se ajusta y
controla utilizando la bomba de retencién (311), asi
proporcionando un promedio de flujo Qi continuo y constante
del producto aislado concentrado dejando al dispositivo A en
su salida (312). La bomba de permeato (305) se usa para
ajustar y controlar el promedic de flujo Qp del permeato, que
se extrae continuamente del permeato de 1los mddulos de
ultrafiltracién, y que estd formado por aqua y componentes de
solucién suficientemente pequefias como para pasar a través de
la membrana de ultrafiltracién (por ejemplo, sales, proteinas

pequeiias).

Los promedios de flujo de permeato (Qp} y retencidén/
aislade (Qi) se ajustan cuidadosamente y se controlan para
combinar el promedio de flujo de cosecha Qh de la fermentacién

de manera tal que:
Qp + Qi= Qh

Al mismo tiempo, los promedios de flujo se ajustan y se
controlan de manera tal que un factor de concentracién deseado

cf se logra satisfaciendo:

Qi=1/cf * Qh
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Por ejemplo, para lograr una factor de concentracién de
producto deseado de 10 veces en el producto aislado sobre la
concentracidén de cosecha inicial, Q1 ase controla en Qi=1/10 *
Qh utilizando la bomba de retencién/ aislamiento (311)
mientras que Qp se controla en Qp=0,9 * Qh utilizando la bomba

de permeato (3058).

Dado que estos promedios de flujo de salida se controlan
mediante las bombas {305) Yy (311), el sistema de
ultrafiltracién autométicamente extrae un flujo de Qp + Qi

desde un pequefio recipiente de onda (201).

En el caso de utilizar la incorporacién A2 (véase Figura 2
lateral derecho), una corriente estéril del amortiguador o
agua para inyeccién desde el reciplente 314 se agrega al
sistema de |ultrafiltracién continuo continuamente en un
promedio de flujo constante Qb utilizando la bomba de adicién
amortiguadora (313). Ademés, las condiciones del producto
aislado pueden libre y continuamente ajustarse, por ejemplo,
en términos de fuerza iénica, pH, adicidn de estabilizadores,

etc. Los promedios de flujo se controlan ademds en

Qp + Qi= Qh + Qb
Ademds, las proporciones de promedio de flujo pueden

elegirse de manera tal que un factor de concentracién deseada
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cf se logra satisfaciendo Qi=1/ct * (Qh + Qb) .
Alternativamente, este proceso puede utilizarse para solamente
alterar condiciones (por ejemplo, pPH, conductividad),

estableciendo Qi = Qh + Qb.

El método nueve para utilizar el dispositivo A también
contrasta con los procesos en serie UF {(arte previo) en
términos de punto de establecimiento operacional de la misma
ultrafiltracién. Los procesos UF en serie convencionales se
disefian para una cierta produccién a través de un A4rea de
membrana bajo en un corto periodo. UF en serie es asi
generalmente operado en un punto de transicién de presién
dependiente a la regién controlada de transferencia de masa
(véasé Figura 9). Esto lleva a un flujo especifico inicial
alto deseable, que sin embargo cae répida y significativamente
sobre el curso de segundos a minutos, cuando la polarizacién
de concentracién conduce ripidamente a una presién osmética y
la formacién de una capa de gel limitante (membrana
secundaria). Dicha concentracién de pared alta de
macromoléculas también conduce a una adsorcién aumentada de
compuestos a la superficie interna y externa de la membrana,
es decir contaminando la membrana. Esta contaminacién ademis

reduce el flujo de permeato durante un tiempo.
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Los solicitantes sorpresivamente descubrieron que con el
dispositivo A, muchas veces las capacidades de carga mayores
totales por frea de membrana de ultrafiltracién instalada se
logran operando en el extremo bajo de la curva de presién -

flujo (véase Figura 9):
La pared de concentracién normalizada de un componente

completamente retenido puede describirse de 1la siguiente

manera:

. L
Cou=e" -
Con

J= flujo de permeato especifico en litros / hora/ m?

kd: coeficiente de transferencia de masa en litros/ hora/

cvolumen= concentracidén del componente en el volumen de la

solucién

Como en UF en serie, UF continuo se opera en un
coeficiente de transferencia en masa optimizado para minimizar

la polarizacién de concentracién. Sin embargo, en contraste
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con la ultrafiltracién en serie, los solicitantes ajustan el
flujo de permeato J para que sSea un extremo bajo de la curva
presién- flujo (véase Figura 9). Como resultado de la relacién
exponencial, la pared de concentracién cpared en la superficie
de la membrana es ademds significativamente menor que lo que
serfia en la ultrafiltracién en serile. Por ejemplo, la presente
incorporacién del método inventivo ajusta un flujo de permeato
especifico objetivo de aproximadamente 1/10 del coeficiente de
transferencia de masa alcanzable, asi ajustando una

concentracién de pared de solamente 10% sobre la concentracién

de volumen ajustado (o retencién).

La siguiente Tabla 1 muestra un ejemplo de un método para
utilizar dispositivo A (incorporacién Al) para el aislamiento

continuo de un producto proteico desde un fermentador de

escala de desarrollo:

Tabla 1

Ejemplo de método para utilizar una presente incorporacién del
dispositivo A para el aislamiento continuo de un producto

proteico desde una fermentacién por perfusién continua
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Pardmetro Opcional Objetivo

Promedio de flujo de cosecha|5 litros/ hora
Qh desde una perfusién| (120 litros / dia)
continua {(controlado con

bomba 101)

Promedio de flujo de permeato|4,75 litros/ hora

QP (controlado con bomba 305)

Retencién (producto aislado)|0,25 litros/ hora
promedio de flujo Qi

{controlado con bomba 311)

Flujo de permeato especifico[2 litros/ hora/ m*

J

Factor de concentracién cf 20 veces

Para cada molécula de producto individual, un criterio
puede definirse por una estructura de ultrafiltracidén continua
estéril, por ejemplo, basado en la presién transmembrana. Una
vez que se excede el 1l1limite de presién transmembrana, la
estructura de ultrafiltracién estéril continua se cambia con
otra estructura idéntica sin comprometer la integridad y la
esterilidad del sistema. Esto puede hacerse en analogia con la
estructura de filtracién estéril continua wusando ya sea
colectores o conectores estériles, o usando tuberias

descartables flexibles y soldadores de tuberia estériles.
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DISPOSITIVO B

S8istema de extraccién de particulas continuo integrado (100)

La Figura 3 muestra 2 incorporaciones del dispositivo
inventivo B. El sistema de extraccién de particula continuo
integrado (100) se conecta directamente con el lado de cosecha
del sistema de fermentacidén por perfusién continua (1). Esta
parte del dispositivo B es idéntica a la del dispositivo A
(véase descripciédn detallada del dispositivo A y Figura 4, més

arriba)

Recipiente de onda (200)

La salida del sistema de extraccidén de particula continuo
integrado se conecta directa y constantemente <con un
recipiente de onda (201), comc se muestra en la Figura 3. Este
recipiente de onda es un recipiente estéril, como por
ejJemplo, una bolsa descartable o un recipiente de acero
inoxidable con al menos un puerto de entrada y un puerto de
salida, este lUltimo preferentemente en la parte inferior del
reciplente. Un campo amplio de tamafios y diseflos de
recipientes puede utilizarse. Sin embargo, el recipiente de

onda tiene un tamaflo preferentemente pequeflo en comparacién
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con la produccién volumétrica a través del sistema para
mantener el tiempo de residencia del producto en el recipiente
al minimo, es decir, debajo de 26 horas, preferentemente,
debajo de 12 horas, y aun mas preferentemente debajo de 4

horas.

En el dispositivo B, el recipiente de onda se ubica en una
célula de carga o equilibrio (202), como se muestra para
incorporaciones Bl y B2 en la Figura 3. Esta célula de carga o
equilibrio proporciona una seilal de peso para un sistema de

control computarizado {(no mostrado).

AdemAs, en una incorporacién del dispositive inventivo
(B2), un recipiente amortiquador (204) se conecta mediante una
bomba peristdltica (203) al recipiente de onda. En
funcionamiento, esta estructura se ajusta a las propiedades de
la corriente de cosecha libre de particulas, como por ejemplo,
la conductividad (fuerza ibnica) o pH, agregando componentes
para modificar 1las propiedades del tejido clarificado
cultivado recibido desde el sistema de extraccién de
particulas, como por ejemplo un amortiguador ¢ diluyente o un
estabilizador proteico adecuado. En este caso, una presente
incorporacién también comprende un sistema de mezcla opcional
(205) y los sensores para controlar la condicién deseada

{206), como por ejemplo el pH o conductividad, se utilizan. En
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la presente incorporacién, se utiliza un mezclador acoplado
magnéticamente; sin embargo, otros sistemas de mezcla, como
por ejemplo batidores o dispositivos de pulsacién podrian

también ser utilizados.

En otra incorporacidén del dispositivo inventivo, 2
recipientes de onda se wutilizan. En un tiempo dado, un
recipiente de onda conectado con sistema de extraccién de
particula continuo (100), asi recibiendo fluido clarificado,
mientras que el otro se conecta con el sistema semicontinuo de
concentracién / purificacién (400), asi alimentande un ciclo
de adsorcién/ desorcién convectiva. El intercambio entre ambos
se realiza a través de un sistema de control, utilizando el
peso del recipiente receptor para provocar un interruptor una

vez que el volumen miximo de relleno se alcanza.

Concentracién/ purificaciédn semicontinua integrada (400)

Dispositivo B, del cual 2 incorporaciones se muestran en
la Figura 3, comprende un sistema de adsorcién/ desorcién

convectiva semicontinua integrada (400).

El sistema de adsorcién/ desorcién convectiva semicontinuo
se disefla y tiene un tamafic tal como para que su promedio de

flujo de carga (Qcarga) es significativamente mayor al
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promedio de flujo del proceso de filtracién continua y cosecha

por perfusién continua (Qh), es decir Carga >> (Qh.

Las Iincorporaciones del sistema de concentracién /
purificacién semicontinua (400) comprende una bomba de carga
(401) , un montaje de valvula de puertos miltiples (402) y
varios recipientes amortiguadores (404), una valvula de 3
direcciones (403} conectada con un recipiente receptor de
desecho estéril (413) y uno o mas médulos de adsorcidén
convectiva (406), conectores o transmisores de presién de
entrada y salida (405, 408), instrumentacién adicional como
por ejemplo sensor UV (409), pH y sensores de conductividad
(409, 410), medidor de flujo (412), asi como también, otra
vidlvula de 3 direcciones (407) conectada con el recipiente de

desechos (413) y la salida de levigacién del producto (414).

Las incorporaciones del dispositivo inventivo también
comprenden un sistema de control programable y registros de
datos, que registra las seflales de datos (no mostrado) que
ingresan desde 1la instrumentacién (por ejemplo, pero sin
limitar, presiones, UV, pH, conductividad, peso de recipiente
de onda) y controles de las valvulas automatizadas y la bomba

de acuerdo con los protocolos programados.
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La bomba de carga (40l1) es preferentemente una bomba
peristdltica para evitar un contacto directo de un producto o
amortiguadores estériles con cualquier parte mecénica o de
sellos. Los solicitantes descubrieron que es preferible
proporclonar un funcionamiento a largo plazo estéril firme.
Sin embargo, otros diseflos de bomba estéril pueden en
principio ser utilizados. La bomba de carga tiene un tamafo
que depende del volumen de matriz instalado del adsorbedor
convectivo (406) para permitir un ajuste sélido de al menos 12
volimenes de matriz / minuto. Por ejemplo, en una presente
incorporacién, se utilizan cépsulas de adsorbedor de membrana
Mustang (Pall Corp) que tienen un volumen aproximado de 0,3
litros. Ademés, la bomba de carga tiene un tamafio que permite

cargar los promedios de fluio de hasta 3,6 litros / minuto.

La funcién del montaje de vdlvula de miltiples puertos
(402) es permitir el intercambio entre el producto que
contiene la carga extraido del recipiente de onda (201) y cada
uno de los amortiguadores estériles y soluciones de limpieza
de los recipientes amortiguadores estériles (404) Las
presentes incorporaciones del dispositivo B utilizan una serie
de vilvulas de perforacidén accionadas automidticamente que
perforan la tuberia flexible conectada con cada recipiente
amortiguador desde el exterior para cerrar y abrir cada linea.

Los solicitantes descubrieron que estas valvulas de



435
S23

63

perforacién proporcionan una solucidn particularmente
beneficial para el dispositivo B ya que permiten que cualquier
producto se contacte y asi no necesite ser limpiado o
esterilizado. Sin embargo, un amplio rango de valvulas
adecuadas comerciales para el procesamiento estéril vy
conocldos para los expertos en la materia pueden ser

utilizadas, como por ejemplo vdlvulas de membrana accionadas..

En la presente incorporacién, 1las valvulas de 3
direcciones (403-407) son vAilvulas de membrana accionadas de
forma autoclavable. Sin embargo, una variedad de valvulas
comerciales adecuadas para el procesamiento estéril puede en
principio ser utilizada, incluyendo por ejemplo, valvulas de

perforacién.

El médulo adsorbedor convectivo (406) contlene una matriz
cromatogrdfica con una trasferencia de masa convectiva
predominantemente del producto de superficie de adsorcién y en
contraste con la cromatografia convencional, se esteriliza
antes que se opere mediante autoenclave o irradiacién. La
transferencia de masa predominantemente convectiva permite, en
contraste con la cromatografia de cama embalada convencional,
muy bajos tiempos de <ciclo de adsorcién/ levigacién/
regeneracién, que los solicitantes utilizan en el dispositivo

inventivo para realizar el funcionamiento semicontinuo.
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En la presente incorporacién del dispositivo inventivo, el
adsorbedor convectivo (406) estd formado por una o mas
cdpsulas adsorbedoras de membrana comercialmente disponibles
con una quimica intercambiable de ién (Mustang, Pall
Corporation o Sartobind, Sartorius). Sin embargo, el
dispositivo puede utilizar otros materiales adsorbedores de
membrana y geometrias y matrices convectivas nuevas como por
ejemplo matrices monoliticas, dado que en contraste con
embalaje de resina por cromatografia convencional se elimina y
las matrices pueden generalmente encapsularse en m&dulos

listos para utilizar.

AdemAs, otras quimicas, incluyendo matrices de afinidad
convectiva que comprenden especificos 1ligandos que unen
productos ademds proporcionardn un rendimiento uUnicamente

beneficioso en el dispositivo inventivo.

En una incorporacién del dispositivo inventivo, los
médulos adsorbedores convectivos miltiples se utilizan en el
dispositivo en forma de un montaje de trenes- adsorbedores
convectivos en paralelo, similar al sistema de extraccion de
particula continuo (100). Todo el montaje con todos los
adsorbedores- trenes para uno nueveo deberian primero alcanzar

el fin de su vida 1itil, seglin se determina, por ejﬁmplo,
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mediante un criterio predefinido como por ejemplo presién
durante carga o© nimerc miaximo de ciclos de operacién
realizados. Cada absorbedor- tren estd formado por ya sea un
médulo individual o médulos adsorbedores convectivos miltiples
en paralelo y/o en serie para aumentar la capacidad de unién

y/o mejorar la utilizacién de capacidad.

Es importante destacar que el dispositivo inventivo
permite no solo un funcionamiento continuo sino también
realmente estéril, en contraste con una simple operacién
aséptica. Los solicitantes descubrieron esto disefiando todos
los componentes del sistema contactando el producto para
resistir no sclamente a la limpleza, sino también a la
esterilizacién mediante autoenclave o gamma- irradiacién. En
las presentes incorporaciones los médulos encapsulados
descartables se utilizan para extraer particulas continuas
(100), asi como también, adsorcién/ desorcién convectiva
estéril semicontinua (400). Las bombas peristalticas se
utilizan para evitar cualquier contacto del producto con los
elementos rotativos y los sellos mecénicos. AdemAs, en las
presentes incorporaciones tuberia descartable y montajes de
bolsas se utilizan en lugar de cafilerias duras. Los componentes
que contactan productos descartables (por ejemplo, tuberia,
bolsas, médulos} o grupos de componentes se premontan vy

esterilizan juntos, asi simplificando la estructura vy
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funcionamiento. Los slistemas se diseflan para mantener
cualquier abertura potencial del sistema estéril al ambiente (
por ejemplo, gancho de flujo laminar), como para muestra,
bolsa o intercambio de instrumentacién al minimo. En presentes
incorporaciones del dlspositivo, los colectores se diseflan
redundantes para permitir el intercambic desde un componente
estéril (por ejemplo, bolsa receptora del producto} al
siguiente 3sin abertura. El1 intercambio adicional de 1la
tuberia, médulos © Dbolsas 8se realiza preferentemente
utilizando scldadores de tuberia estéril antes que conectores

estériles.

Otras incorporaciones de 1los dispositivos inventivos
podrian ademds comprender componentes como. por ejemplo
recipientes de acero inoxidable, alojamientos de filtro o
tuberias que pueden ser esterilizadas in situ, solo o en
combinacién con los componentes descartables, siempre que la
solidez y esterilizacién en el funcionamiento a largo plazo se

aseguren.

Las incorporaciones adiciocnales del dispositivo inventivo
B se diseflan para procesar el material deade fermentadores
miltiples en plantas de fabricacién mas grandes (B3). Un
ejemplo se muestra en la representaclédn esquemdtica en la

Figura 6. Otras incorporaciones del dispositiveo inventivo B se
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disefian para aumentar el factor de concentracién total y el
rendimiento de separacidén combinando los sistemas de
adsorcién/ desorcibén convectiva semicontinua (400) en series,
con respecto a los recipientes de onda estériles en entre

{(200) (Véase Figura 6, B4).

Ain otras incorporaciones de dispositivos inventivos se
diseflan para aumentar el factor de concentracién total y el
rendimiento de separacién combinando un sistema de
ultrafiltracién continuo (300) en series con un sistema de
adsorcién/ desorcién convectiva semicontinua (400} mediante un
recipiente de onda adicional. Un ejemplo de una incorporacién

se muestra esquemdticamente en la Figura 7.

DESCRIPCION DEL METODO PARA UTILIZAR EL DISPOSITIVO B

Las fermentaciones por perfusién continua se realizan
sobre un periodo prolongade (una campafla}, cominmente entre 2
semanas y 6 meses o mas. El productc que contiene el fluido
de cultivo de tejido (TCF), las <células y los desechos
celulares se procesa continuamente utilizando el dispositivo
B. Una corriente de producto purificade parcialmente y
concentrado (el “producto aislado”) se produce y deja

continuamente el dispositivo en su salida (312). Utilizando la



275
J33

68

bomba (10l1) del sistema de extraccién de particula estéril,
continua (100) la cosecha se bombea continuamente a través
del montaje de filtracidén (103) en un promedioc de flujo de

cosecha por perfusién deseada Qh de la fermentacién.

La corrlente de salida del sistema de filtracién continua,
es decir, el fluido de cultivo de tejido clarificado (cTCF)

entra continuamente en el recipiente de onda (201).

Siempre que el recipiente de onda se rellena hasta un
nivel ' predefinide, un peso o seilal de nivel provoca
automédticamente un ciclo de adsorcién/ desorcién del sistema
de concentracién / purificacién semicontinuo estéril
integrado. El material recolectado en el recipiente de onda se
carga rapidamente en la estructura del adsorbedor, es decir,
dentro de 4 horas, preferentemente dentro de 2 horas, y mas
preferentemente dentro de las hora o menos, asi vaciando el

reclipiente de onda.

En las presentes incorporaciones mostradas en la Figura 3,
la recoleccitn del fluido de cultivo de tejido clarificado
libre de particulas (cTCF) continmia todo el tiempo, en el
pequefio recipiente de onda. El1 volumen en el pequeflo
recipiente de onda ademis varia entre un valor mé&ximo y un

valor minimo. En otra incorporacidén descrita en el texto
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anteriormente, la recoleccién se intercambia una y otra vez

entre 2 recipientes de onda idénticos.

Mientras que cTCF continta recolectando en el recipiente
de onda, el adsorbedor cargado sufre mas paso de un protocolo
cromatografico predefinido, disefiado para adsorber el producto
objetivo en forma purificada, concentrada y para preparar el
adsorbedor para el siguiente ciclo de carga. Asi, el ciclo
total comprende carga, lavado, levigaclién, regeneracién y

reequilibrio, cada uno con uno o mas amortiguadores adecuados.

Dado que nuevamente los promedios de flujo durante estos
pasos pueden ser altos debidos a su naturaleza de adsorbedores
convectivos, el tiempo del ciclo total se mantiene bajo, es
decir, debajo de 6 horas, prefefentemente debajo de 3 horas y
aun preferentemente debajo de 1,5 horas. Ademis, el sistema
integrado es disefladoe de manera tal que 1la estructura
adsorbedora estd lista para el siguiente ciclo de carga antes
de que el recipiente de onda se 1llene nuevamente, asi

permitiendo el funcionamiento semicontinuo.

La siguiente Tabla 2 muestra un ejemplo de un método para
utilizar una presente incorporacién del dispositivo inventivo
B para el ailslamiento del Factor VIII recombinante de

coagulacién de sangre humana {datos mostrados a gran escala).
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El método probdé ser tnicamente beneficial. Los rendimientos de
cada ciclo de adsorcibén / desorciédn fueron similares en serie,
con todo el rendimiento del producto total aumentado por mas
de 10% debido al menor tiempo de residencia del producto y
asi minimizé la degradacidén del producto. El1 misme método
probé ademds ser muy beneficial para el aislamiento de
variantes de FVIII modificados por ingenieria genética,
incluyendo FVIII de dominio B borrado, que es
significativamente diferente del FVIII de longitud plena en
tamafio y otras caracteristicas. Se espera que sea eficaz para

la produccién de otras proteinas y biomoléculas también.

El protocolo cromatogréfico en si (quimicas amortiguadoraas
& secuencia, volimenes de carga y promedios de flujo) pueden
desarrollarse en experimentos cromatogrdficos en aserie para
cada molécula individual y puede entonces ser transferido para

utilizarse con incorporaciones del dispositivo inventivo.

Tabla 2

Ejemplo de método para utilizar una presente incorporacién
del dispositivo B para el aislamiento continuo de FVIII y
variantes de FVIII desde una fermentacién por perfusién

continua
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ParAmetro Objetivo
Promedio de flujo promedio de cosecha Qh de|2000
perfusién continua [1/d]

Recipiente de onda: volumen de trabajo maximo Vs|200
[1]

Volumen de carga [volumen de matrices] 600
Volumen de matriz de adsorbedor instalado en el{260
dispositivo B [ml]

Promedio de flujo de carga |[volimenes de|l2
matriz/min]

Volumen de carga [1] 156
Tiempo de carga [1] S0
Tiempo cromatografico total [h](protocolo que|l,5
comprende cargar, lavar, levigar y varios pasos

de regeneracidén/ reequilibrio)

Tiempo de inactividad del adsorbedor/ciclo [h] 0,372
Ciclos/ é;riodo de 24 horas 12,8
Tlempo de recoleccidén [h] 1,872
Tiempo de residencia de producto medio aprox. en|2,7

dispositivo (tiempo de recoleccién + tiempo de

carga + tiempo de levigacién)
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Para cada molécula del producto individual, un criterio se
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define para la estructura de adsorbedor convectivo, por
ejemplo, basado en la presién durante 1la carga, o
recuperacién. Cominmente un nimero méximo de ciclos nmax se
especifica y valida. Una vez que la estructura del adsorbedor
ha sido utilizada en la operacién semicontinua a través de
ciclos nmax, se ha intercambiado contra otra estructura
adsorbedora idéntica sin comprometer la integridad vy
esterilidad del sistema. En presentes incorporaciones esto se
hace en analogia con la estructura de filtracién estéril,
continua wutilizando colectores y conectores estériles, o
utllizando tuberia flexible descartable y soldadores de
tu?eria estéril.

Cuande se wutiliza 1la incorporacién del dispositivo
inventivo mostrado en 1la Figura 3, lateral derecho, una
corriente estéril de amortiguador, solucién de ajuste de pH,
solucién estabilizadora o agua para inyeccidén se agrega ya sea
continuamente o intermitentemente desde un recipiente eatéril
{(204) utilizando una bomba de adicién amortiguadora (203).
Ademds, las condiciones de CcTCF pueden ademAs ajustarse
libremente, por ejemplo, en términos de fuerza 1énica, pH,

adicién de estabilizadores, etc.

Beneficioa da la Invencién
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Los dispositivos inventivos y los métodos respectivos para
utilizar los dispositivos solucionan los problemas de procesos
de aislamiento convencionales delineados anteriormente (véase

antecedente general de la invencién).

En todas las incorporaciones de los dispositivos A y B y
métodos respectivos para utilizar los dispositivos, el tiempo
de residencia del producto en un medio potencialmente
perjudicial es Udnicamente minimizado, lo cual aumenta
significativamente el rendimiento y la calidad de los
productos biolégicos complejos intrinsecamente inestables. La
capacidad de planta puede aumentarse y los costos de los

productos reducirse.

Ademés, los dispositivos y métodoa respectivos eliminan la
necesidad de tener grandes instalaciones de habitaciones frias
o recipientes frios para el almacenamiento intermedio de
grandes voliumenes da cosecha, asi reduciendo los costos de
inversién de planta y realizando completamente la ventaja de

ser compacto y movible de la fermentacién por perfusién.

Las incorporaciones de los dispositivos inventivos y los
métodos respectivos reducen los costos de mano de obra en

comparacién con el procesamiento en serie convencional que
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requiere intensiva mano de obra debido al intrinsecamente alto
grado de automatizacién. Los dispositivos nuevos permiten la
operacién continua, 24 horas por dia, sobre periodos
prolongados, maximizando 1la produccién volumétrica y la

utilizacidén del equipo.

Ademds, los dispositivos inventivosa eliminan las
dificultades logisticas en plantas de wuno o miltiples
fermentadorea. Las incorporaciones puede procesar material

desde uno o mas fermentaciones por perfusién continua.

Relevantemente, dado que los dispositivos y métodos nuevos
permiten una operacién completamente estéril, asuntos de carga
microbial, asi como también, asuntos de endotoxina se
eliminan, lo cual podria no lograrse mediante procesamiento

aséptico seguido por filtracién estéril simple.

Ademdas, los dispositives inventivos permiten evitar o
minimizar la necesidad de validacién de limpieza debido a 1la
utilizacién de elementos descartables. A través de las
caracteristicas fUGnicas de los dispositives y métodos
inventivos, médulos descartables, asi como también, tuberias,
bolsas y montajes pueden ser utilizados durante un largo
periodo (hasta toda 1la extesnsién de 1la campaila), asi

draméticamente disminuyendo Ios costos y realizando 1la
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utllizaclién de elementos descartables altamente atractivos

desde un punto de vista econdmico.

Las presentes incorporaciones de los dispositivos
inventivos A y B y los métodos respectivoes han probado ser
especialmente eficaces para la fabricacién de Factor VIII
recombinante de coagulacién, asi como también, versiones
realizadas por ingenleria genética de FVIII incluyendo, pero
gsin 1limitar, FVIII de domino B borrade. Sin embargo, las
invenciones pueden claramente esperarse que sean similarmente
eficaces para la produccién de otras proteinas y moléculas
biolégicas, en particular proteinas complejas intrinsecamente
inestables, como por ejemplo Factor VII, Factor IX, Factor X,

y otros.

Beneficios del Dispositivo A y Método Respectivo
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La Figura 8 muestra un ejemplo del sorprendente aumento de
capacidad de filtro que los solicitantes descubrieron para el

elemento de extraccidén de particulas continuo integrado (100).

La Figura 10 muestra una distribucién de tiempo de
residencia tipico y tiempo de residencia medio del producto en
el sistema UF medio continuo (300) de una incorporacién del
paso inventivo A, segiin se determina mediante adsorcién UV del
retenido a 280nm, con una proteina modelo bajo condiciones
tipicas. Comc puede verse, el tiempo de resldencia medio del
producto en el sistema es solamente aproximadamente 40
minutos. Ademis, el tiempo de residencia total del producto en
esta presente incorporacién del dispositive A, desde la linea
de cosecha del fermentador hasta el retenido final concentrado
(aislado) se mantiene entre 1-2 horas o menos. Esto es
entonces menos de 1/10 de tiempo de residencia de 28 horas o
mas en un proceso de aislamiento en serie convencional, en el
cual el producto (cosecha) se recoge durante al menos 24 horas
(2 wvarios dias), luego de lo cual el producto se procesa

cominmente durante al menos 4-10 horas.

La Figura 11 muestra una comparacién de los rendimientos
de aislamiento total resultante de factor de coagulacién
recombinante (rFVIII) desde la fermentacién por perfusién

continua libre de plasma- proteina para el proceso de
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aislamiento en serie convencional (filtracién en serie mas UF
en serie) y utilizando el dispositivo inventivo A y el método
respectivo. Como puede verse desde la figura, el proceso
continuo inventivo logra significativamente tener un
rendimiento de producto mas elevado, el cual puede conducir a
capacidades de fabricacién aumentadas y costos de fabricacién

reducidos.

Durante el método inventivo de uso del dispositivo A, la
presién transmembrana de la ultrafiltracién continua integrada
va a aumentar, con tiempo, mientras que el flujo de membrana
especifico (en litros/hora/m?/barra) disminuye en una
produccién volumétrica constante. Es comin para todos los
procesos de ultrafiltracién y se debe a sus efectos como
polarizacién de concentracién, formacién de capa de gel y
contaminacién. Sin embargo, en contraste con la
ultrafiltracidén en serie, como puede verse en el ejemplo
mostrado en la Figura 12, los cambios de presién y el flujo
especifico son extremadamente bajos con el dispositivo A,
permitiendo la operacién continua durante semanas a la vez,
antes de gque las membranas necesiten ser limpladas o
reemplazadas. Adicionalmente, el promedio de cambio vy
rendimiento total del sistema es muy insensible al producto
producido o la linea celular usada en la fermentacién por

perfusién continua (Figura 12). Ademds, el dispositivo
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una plataforma genérica para la répida produccién de varias
proteinas dadeo que actia sflida y predeciblemente con varias

proteinas objetivo desde diferentes lineas celulares.

Sorpresivamente, los solicitantes descubrieron que los
efectos negativos de la formacién de capa de gel y el
contaminante estan de hecho mucho mas minimizados con el
dispositivo A, que un volumen total mucho mas grande por &rea
de ultrafiltro instalada puede procesarse, antes que limpiar o
reemplazar los filtros sea necesario. La Figura 13 muestra el
rendimiento sélido del dispositivo inventivo A en un largo
plazo. Luego de aproximadamente 25 dias, la presién
transmembrana sorpresivamente parecld estabilizarse en un
estado casi firme, sugiriendo un rendimiento aun mayor a largo
plazo. El dia 27, el promedio de flujo de retencién se dobld
deliberadamente para probar el efecto de una mayor produccidn.
Luego de 34 dias, se enjuagd répidamente con 0,5 M de NaOH
estéril. Luego de esto, TMP nuevamente ge estabilizé, o al
menos aumentd solamente en un promedlo extremadamente bajo.
Luego de 70 horas de operacién estable continua, el promedio
de flujo de reciclado se redujo deliberadamente a la mitad
para probar el efecto sobre el rendimiento del sistema. Como
se esperaba, TMP comenzé a aumentar con un promedio un poco

mas alto debido a la transferencia de masa reducida y asi
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aumentd la concentracién de pared en la superficie de 1la
membrana. Sin embargo, 95 dias de operacién se completaron
exitosa y sodlidamente antes de que el sistema se apague. Un
total de cierre de 4500 litros ha sido procesado por m? de &rea
de membrana, con una mano de obra manual minima (solamente
muestreo diario). En comparaciébn, el proceso de
ultrafiltracién en serie convencional optimizado para la misma
aplicacién tiene 45 veces menos capacidad de «carga, a
aproximadamente 100 1/m?® y requiere de al menos 1-2 operadores

tiempo completo.

También sorpresivamente, la selectividad del dispositivo
inventivo A, en particular su sistema de ultrafiltracién
continua integrada (300), probé ser significativamente mayor
luego la selectividad del proceso en serie convencional. Los
expertos en el tema saben que en la ultrafiltracién en serie
convenclonal, una membrana sSecundaria se forma desde
macromoléculas retenidas durante la etapa iniclal del proceso
(capa de gel), que reduce la reduccién del peso molecular
aparente. E1l resultado es que tanto la molécula objetivo como
las proteinas contaminantes pequefias son retenidas, lo cual
hace gque la purificacidn simultanea sea imposible. Ademas, con
ultrafiltracién en serie convencional es posible separar
proteinas que sean menores a un factor de 10 aparte en

términos de su peso molecular. Sin embargo, como puede verse
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desde la Figura 14, con el proceso de ultrafiltracién continuo
integrado es posible ajustar condiciones para eficazmente
separar IL-2SA (aproximadamente 16 kD) y proteina fluorescente
verde GPF (27-30 kD). Este rendimiento de separacién mas alta

esperada permite la concentracién y purificacién simultanea.

Beneficios del Dispositivo B y Méatodo respectivo

La Figura 15 ilustra el rendimiento del dispositiveo inventivo
B. Utilizando un adsorbedor convectivo comercial (Munstang Q,
Pall Corporation, mébdulo de capa 15), cerca de 100 ciclos de
adsorciébn / desorciédn convectiva han sido desarrollados, asi
concentrando y purificando variante FVIII recombinante deade
un cultivo por perfusién continua. El1 rendimiento promedio
logrado fue de aproximadamente 95% (resultados obtenidos de la
variacién del ensayo) mientras que la presién permanecié
relativamente constante sobre el nlimero entero de ciclos
realizados. Ademds, se puede esgpecificar que al menos 100
ciclos consecutivos pueden realizarse antes de cambiar la

estructura del adsorbedor.

Como se ha mostrado en la descripcidén detallada del método

para utilizar el dispositivo inventivoe B, el tiempo de
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residencia medio total del producto en una incorporacién
presente es menor a 3 horas, antes ée que se levigue en forma
concentrada, estabilizada y purificada en el amortiquador
adecuado. Esto es significativamente menor entonces mas de
24horas de tiempo de residencia en un proceso de separacién en
serie convencional realizado una vez al dia y asi resulta en
rendimientos significativamente mayores de 1los productos
proteicos intrinsecamente labiles. En una presente
incorporacién descrita anteriormente, aproximadamente 13
ciclos se realizan por dia, lo cual significa en contexto de
la Figura 15 que el montaje del adsorbedor semicontinuo
necesitaria intercambiarse solamente cada 7-8 dias, lo cual se
realiza sin comprometer la esterilidad y la continuidad del

funcionamiento.

La Figura 16 muestra un ejemplo de UV y perfil de
conductividad sobre un ciclo de regeneracién y adsorcién /
desorcién tnica tiplica con el dispositivo B. Puede notarse que
mas de 450 volimenes de adsorbedor (CVs) pueden cargarse,
mientras que el producto se leviga en un pico muy agudo. Los
contaminantes se extraen significativamente en el flujo
durante la fase de carga, asi como también, durante el lavado

y la fase de regeneraciédn.



82

S+

La Figura 17 ilustra el desarrcllo de purificacién del
proceso inventivo que comprende adsorcién / desorcién
convectiva semicontinua. Un ejemplo de gel de variante FVIII
aislado se muestra. Como puede verse, las fracciones de
levigacidén, que incluyen 95% de la variante cargada FVIII
(segin se determina mediante el ensayo de actividad separada},
contiene significativamente menos proteina que la carga y son
asi purificadas. No son viaibles otras bandas de degradacién
adicional en el levigado (aislado), lo que indica excelente

calidad del producto.

En resumen, el dispositivo inventivo B es capaz de lograr
rendimiento de purificacién similar en compar;cién con los
procesos en serie, mientras que al mismo tiempo minimizan
pérdidas de rendimiento para productos proteicos
intrinsecamente inestables, asi como también, temas
relacionados con la calidad del producto, debido a 1la
minimizacién del tiempo de residencia del producto. Al mismo
tiempo, los costos de trabajo se reducen dramdticamente debido
al intrinsecamente alto grado de automatizacién del proceso

inventivo, requiriendo de minima intervencién de operadores.

Aunque la presente invencié4n ha sido descrita en detalle
mediante ilustracién y ejemplo con el fin de que se pueda

comprender, ser4d evidente para los expertos en la materia que
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clertos cambios y modificaciones pueden reallzarse. Ademds, la
descripcién y ejemplos no pretenden limitar el alcance de la
invencién que se ve <delineada en 1las reivindicaciones

adjuntas.

De tal manera, se entiende que las incorporaciones de la
invencién en la presente que proporcionan un método mejorado
de filtracién para generar un alto rendimiento de una molécula
de interés desde una corriente de alimentacién dada son
meramente ilustrativas de la solicitud de los principios de la
invencién. Seréd evidente desde la presente invencidn que
cambios de forma, métodos de uso, y aplicaciones de los
elementos de lo revelado pueden realizarse sin alejarse del
espiritu de la invencién, o del alcance de las

reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para purificar una molécula de interés desde

una mezcla de fluido clarificada heterogénea, que comprende:

filtrar una mezcla de fluido clarificada heterogénea mediante
ultrafiltracién continua en un promedio de flujo especifico
debajo del punto de transicién de la molécula de interés en la
regién dependiente de presién del flujo versus curva de TMP,
caracterizado porque el promedio de flujo especifico se
mantiene sustancialmente constante a través de la

ultrafiltracién continua.

2, El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, ademéas
comprende filtrar la mezcla clarificada en un promedio de
flujo especifico que produce una concentracién de pared menor
a 20% aproximadamente mayor que 1la concentracién de la

retencién,

3. El1 proceso de acuerdo.con la reivindicacién 1, ademas
comprende filtrar la mezcla clarificada en un promedio de
flujo especifico gue produce una concentracién de pared menor
a 15% aproximadamente mayor que la concentracién de 1la

retencién.
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4. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, ademas
comprende filtrar la mezcla clarificada en un promedio de
flujo especifico que produce una concentracién de pared menor
a 10% aproximadamente mayor que la concentracién de la

retencién.

8. El1 proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, ademis
comprende: filtrar la mezcla de fluido clarificado a través de
una membrana de ultrafiltracién que tiene un #&rea en metros
cuadrados de aproximadamente igual a 0,1 a 2 veces el promedio
de flujo volumétrico de la mezcla de fluido clarificado en

litros / hora.

6. El1 procesc de acuerdo con la reivindicacién 5,
caracterizado porgue la membrana de ultrafiltracién tiene un
Adrea en metros cuadrados de aproximadamente igual a 0,3 a 1
vez el promedio de flujo volumétrico de la mezcla de fluido

clarificado en litros/ hora.

7. Un proceso para purificar una proteina de interés desde
una mezcla de fluido de cultivo de tejido heterogéneo que

comprende:
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(a) producir mediante procesoc de fermentacién por
perfusién continua una mezcla de fluido de cultivo de tejido

heterogénea que contiene una proteina de interés;

(b) transferir la mezcla de fluido del cultivo de tejido a
un proceso de extraccidén de particula continuo integrado con

el proceso de fermentaciébn por perfusién continua;

(c) extraer los contaminantes de particulas desde el
fluido de cultivo de tejido en el proceso de extraccidén de
particula continuo para producir un fluido de cultivo de

tejido clarificado que contiene la proteina de interés;

(d) transferir el fluido de cultivo de tejido clarificado
a un proceso de purificacién continuo integrado con el proceso

de extraccién de particula continuo; y

(e) purificar la proteina de interés desde el fluido de
cultivo de tejido clarificado en el proceso de purificacién

continuo;

caracterizado porque el promedio de flujo especifico de la
mezcla a través del proceso de fermentacién por perfusién,
proceso de extraccién de particula continuo y el proceso de

purlficacidén continua se mantiene sustancialmente constante.
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B. E1 proceso de acuerdo con la reivindicacién 7 caracterizado

porque el proceso de purificacién continua es ultrafiltracién.

9. El1 proceso de acuerdo con la reivindicacién 8, ademas
comprende filtrar la mezcla de cultivo de teildo clarificada
en un promedio de flujo especifico que produce una
concentracién de pared menor a 20% aproximadamente mayor que

la concentracién de la retencién.

10. El1 proceso de acuerdo con 1la reivindicacién 8, ademis
comprende filtrar la mezcla de cultivo de tejido clarificada
en un promedio de flujo especifico gque produce una
concentracién de pared menor a 15% aproximadamente mayor que

la concentracién de la retencién.

11. El1 proceso de acuerdo con la reivindicacién B8, ademis
comprende filtrar la mezcla de cultivo de tejido clarificada
en un promedio de flujo especifico que produce una
concentracién de pared menor a 10% aproximadamente mayor que

la concentracién de la retencién.

12. El1 proceso de acuerdo con la reivindicacién 8, ademas
camprende: filtrar la mezcla de cultivo de tejido clarificada

a través de una membrana de ultrafiltracién que tiene un Area
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en metros cuadrados de aproximadamente igual a 0,1 a 2 veces
el promedio de flujo wvolumétrico de la mezcla de fluido

clarificado en litroa / hora.

13. El1 procesc de acuerdo con la reivindicacién 8, ademés
comprende: filtrar la mezcla de cultivo de tejido clarificada
a través de una membrana de ultrafiltracién que tiene un drea
en metros cuadrades de aproximadamente igual a 0,3 a 1 vez el
promedio de flujo volumétrico de la mezcla de £fluido

clarificado en litros / hora.

14. Un proceso para purificar una proteina de interés desde
una mezcla de fluido de cultivo de tejido heterogéneo que

comprende:

(a) producir mediante proceso de fermentacién pozr
perfusién continua una mezcla de fluido de cultivo de tejido

heterogénea que contiene una proteina de interés;

{(b) transferir la mezcla de fluido del cultivo de tejido a
un proceso de extraccién de particula continuo integrado con

el proceso de fermentacién por perfusién continua;

(c) extraer los contaminantes de particulas desde el

fluido de cultivo de tejido en el proceso de extraccién de
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particula continuo para producir un fluido de cultivo de

tejido clarificado que contiene la proteina de interés;

(d) transferir el fluido de cultivo de tejido clarificado
a un recipiente de onda integrado con el proceso de extraccién

de particula continuo; y

(e) purificar la proteina de interés desde el fluido de
cultivo de tejido clarificado en el sistema de purificacién
para producir un producto aislado estéril, libre de particula,
concentrado y parcialmente purificado que contiene la proteina

de interés;

caracterizado porque el promedio de flujo especifico de la
mezcla a través del proceso de fermentacidédn por perfusidn
continua y el proceso de extraccién de particulas continua

se mantiene sustancialmente constante.

15, El1 proceso de acuerdoc con la reivindicacién 14
caracterizado porque el proceso de purificacién continua es

adsorcién/ desorcién convectiva.

16. Un aparto para separar una proteina de interés de una

mezcla de cultivo de tejido heterogénea, que comprende:
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(a) vn sistema de fermentacidén por perfusién continua;
(b) un sistema de extraccién de particula continua integrado

con el sistema de fermentacién por perfusién; y

{c) un sistema de purificacién continuo integrado con el
Sistema de extraccién de particula

caracterizado porque el aparato se mantiene bajo condiciones

estériles.

17. El1 aparato de acuerdo con la reivindicacién 16 gque

comprende:

(a) sistema de fermentacién por perfusién continua
adaptado para continuamente producir un fluido de cultivo
de tejido que contiene una proteina de interés en un

promedio de flujo volumétrico sustancialmente constante;

{b} un sistema de extraccién de particula continua
integrada y adaptada para continuamente recibir el £luido
de cultivo de tejido desde el sistema de fermentacién por
perfusién y continuamente producir un fluido de cultivo

clarificado; y

{(c) un sistema de purificacién continua integrada adaptada

para continuamente recibir el flwido de cultivo de tejido
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clarificado desde el sistema de extraccién de particula y
continuamente producir un producto aislado que contiene la
proteina de interés, caracterizado porque el aparato se

mantiene bajo condiciones estériles.

18. El aparto de acuerdo con la reivindicacién 17,
caracterizado porque el sistema de ultrafiltracién comprende
una membrana de ultrafiltracién que tiene un Area en metros
cuadrados de aproximadamente igual a 0,1 a 2 veces el promedio
de flujo volumétrico de la mezcla de fluido clarificado en

litros / hora.

19. El1 proceso de acuerdo con la reivindicacién 17,
caracterizado porque el sistema de ultrafiltracién comprende
una membrana de ultrafiltracién que tiene un 4rea en metros
cuadrados de aproximadamente igual a 0,3 a 1 vez el promedio
de flujo volumétrico de la mezcla de fluido clarificado en

litros / hora.

20. Un aparato para la separacién de una proteina de interés
desde una corriente de fluido de cultive de tejido, que

comprende:

(a) un sistema de fermentacién por perfusién continua;
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(b) un sistema de extraccidén de particulas continua integrado

con el sistema de fermentacidn por perfusibn; y

(c) un sistema de purificacién intermitente integrado con el

sistema de extraccidn de particulas;

caracterizado porgque el aparato se mantiene bajo condicicnes

estériles.

21. El1 aparato de acuerdo con la reivindicacién 20 que

comprende:

(a) un sistema de fermentacién por perfuslén adaptado para
producir continuamente un fluido de cultivo de tejido que

contiene una proteina de interés;

(b) un sistema de extraccidn de particula integrado y adaptado
para continuamente recibir el fluido de cultivo de tejido
desde un reactor y continuamente producir un fluido de cultivo

de tejido clarificado;

(c) un recipiente de onda integrado y adaptado para
continuamente recibir el fluido de cultivo de tejido

clarificado desde el sistema de extraccién de cultivo y
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semicontinuamente liberar el fluido de cultivo de tejido

clarificado, y

(d) un sistema de purificacién integrado y adaptado para
semicontinuamente recibir el fluido de cultivo de tejido

clarificado desde el recipiente de onda;

caracterizado porque el aparato estd adaptado para mantenerse

bajo condiciones estériles.

22. E]l aparato de la reivindicacién 20, caracterizado porque
el sistema de purificacién comprende un sistema de adsorcién/

desorciédn convectiva.
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Name snd sddress: Fromily man: " 3 Telephone Nao.
o i it el i o e G o e = 16914) 524-2084
BAYER HEALTHCARE LLC Fecalmike No.
511 Banadicl Avenue L914) 524-3584
Tairytown, New York 10591 Teleprinier No.
UsA "Applicant's registration No. wiih i Oflfres
Rer (that is, corssry) of nationalin: Sune fshat w, conmiryy ol residence:
us

Nane end address: Famly amar jllane? by s s for u gpd exsly, foll offichel desigmmns. The wekiicn st wxcince peniol e ool s of coenirn)
VOGEL, Jens

188 Shoreline CtL.

Richmond, Califomnia 54804

USA

e fthor bs, coresiry of nntanality: Swe (that is, couniryy of residenee:
DE us

Neme and addruss: (Fumy s sdlovo I gvon e for-s fgrd ety ol i cgpashos. The caddbar st s el ek crel s 1 couniz}
GIOVANNINI, Robarto

655 Vemnon Street

Oekland, Cellfornia 94610

USA
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CH Uus

E Fusther opplicants are indiuul:;;:u;;n-imm o o
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sd
o

Imermiioasl spplicaticn No.
ShemNo. -2 PCT/US2005/035364

Costlnunihm of Boz Nu 11 APPLICANITY)
{fnosw of ¥ follonring sb-buaez it 1emndl, Wiz shmat shewshl et by incheiedd in th dhnswud

Name end address: Sy e filiored by gl menc fur a by! ey, full oficel chasjpwmet. The: ssbivear st bechace e cods sonl e of sty
KONSTANTINOV, Konstantin B.

116 Faxglove Ln.

Wainut Creek, Calfornia 94597

USA

Stese ey is, comapyy of nasianulity: Stute el b, crinyg ol residencs:
us us

Nama ond addecss: iy s bilowad by ginm nose; for & bynd swaipy A officiel dejpantom.  The sshinas sovt inchuly sad conl mal s of cumtry)

NGUYEN, Huong

751 Maple Strast

San Franclsco, Callfornia 84112
USA

Stnte (Wt ir, comary) of nailoaality: Stale (dixt i, comatry) of rosidenen:
us us

Nume and addreay; (il s fulowrad by given mne; fir o g cotiy, Jfolf officil deslgasion. The cbine sust incluk poakdl code el e of cptry)

WU Paul
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USA
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Interutional spplication No.
Shest No, .3 PCTAS2005/035364

Bez No. IT AGENT OR COMMON REFRESENTATIVE; Oit ADDRESS FOR CORREEFONDENCE

Tha fillowing porstn i ngent [} aswuon represcasmive
lnll o besn sppobried eartier ond represonis U applicenys) also Ror mtemationn] preliminy exsmination
] s haraby appolmied and wny sarilcr sppolmiment of (sn) sgesmi{s)eammen rcproseniative is beraby revoked
D i&l.hﬁymlpiﬂlﬂlyhhpﬂnhhlhInH'llIilllFuIlmllllyEllmh'lllAM.lnlldilinln

Name ond address: ﬂh-l given p-uwﬂﬂm Telophone No.

- e Pt e et (801) 798-5823
WIGHT, Chnsinpher L. LU

Halland & HartLLP (801) 799-5700

80 East South Tample, Sulte 2000, P.O. Box 11583 Teicinier No.

Selt Lake CHy, Utah B4147-0583

USA Fr—1 o.

31,680
I:I T llual r-'m o uu-wuﬂmﬁm.mu hﬂhﬂ-h-lmh-iﬂm

Bar Na IV DRAEIR FOR INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION

Sishentent cosseming amendmeai™
1. Thaspplicat wishes the intemational preliminary sxaminstion fo atert oo Lhe hasks ol
the Imemational npplication s ariginslly Niad
e description o ovigimally Mtied
] s ormended sder Artinie 34

the olaire = ariginally filed
[] 2 amended under Asticle 19 (together vrith any sccompanying stalement)
D = muendex] under Articlke 34

e drawings m ariginally Dled
[[] = emended ander Articke 34

1 Tha spplicant wishey oy cendmant 10 the <inlos wnder Articte 19 to be considercd ax revemed.

L B Muehl&ﬁ-umhhm”ﬂhh&ﬂnhmm-hwmh
meoniuser with Rule &9.1 the the start of (ha ioternationsl pralminery
D exmination unifl tho e oflllnpplhbh!lmlhﬂlﬂluhﬂ {d).
4. T joml expremly w the intsrostloosl Indnary exeminstion 1 earfier tas ol ta expiwtios of tha
Mot o g A el o sert “ ‘

¢ Where no chech-box (s mavkod, inlsrections) prelimissry msmintion will siant on tha bmsls of O intomationsl spplicsiios
A ",‘.".':.’,.‘:"..::.‘W.’..“"“‘""m Pevivuimay Exarmining Atoxty bt & 3 bogin 0 e o | Ak PRtk
or tha intermational proliminay examination report, s m smended. w

Lasguage for the parposss of Interoafionu! prefininary examinstion: E“ﬂ“lh ......................................
[3€] vehich i ths lnngumpe i which the intermafinasl applicalion wes flied
[ ] which is tho langusge of s tansintion funisiued for the purptes of Intemallonal scarch
[[] which s the lnaguage of publication of b Iniemationa] applitaiion
D which Is the language oF ihe Innsintion (1o be) fumished for tie purpascs of Intemailons! preliminay examination

Bax No. ¥ ELECTION OF STATES

The (iling of this temomd constinsiey the clection of all Contrerting, Statss which ore designated and are bovad by Chapter 1] of the
#CT.

Form PCTAPEAMOL (secnnd sheer) (Apeil 2006) Sew Noses io the draamrad form
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Shect Mo ..~ PCT/US2005/035364
Bax No. VI  CHECK LAST
The demund is scoumpanied by the fol lowing dements, in the Lnguage referred o For Intematioml Freliminary
numw.?nrnupn-:mnrinmnw ndimi-:mhllim: . Exomining Anthority usa anly
et ol reexivexd
I tmesiation of iwsrmetional application ety O (I
2. cmondments undor Artiele 14 sheeus O a
3. copy {or, whore required, bumialion) of
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5. lemer cheeta a a
6. othor fpecify sheets | O
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LB fxclcubstion sheet 3.[] swtemeni expinining tack of sigmture
2] original sepmeate power of stiomey 6.[7] scquence liating in cloctraalc form
3.[] original genersl power of altomey 7. blesIn elecironic form ralsien 109
4.[7] copy of genenl power of stlomey; g
refiranea number, Ifany: 8. cther (speeify: Transmittal Lallar and Posicard

Bag No. VIT SIGNATURE OF APPLICANT, Acﬁ'l' OR COMMON REFRESENTATIVE
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o AN\

ChrlsbpharL Wight, Reg. No. 31,880
Holland & Hart LL
Atiomeys for Applicants

Far Inierational Proliminery Exomining Authorily use only

I. Duio af netusl reecipt of DEMAND:

1 Adjoxted dete of receipl of demand dus
to CORRECTIONS wnder Rule 60. 1(b);

D 'I'Indll:ﬂflﬂ:iﬂﬂflllhllldlAFl‘Elll- G.D The date of recelpl of the domand 1s AFTER the
expintion of 19 monlhy from e priorty doie pad explration of the time linil under Role S44ir.1(x} snd
Ilun-lu'!.liw.dnamlm im?wl.lr.lm daes not spply.

[[] The upplicund bas been Informed sesordingly. | 7, — Thocuie freeolptof the dermand Is WITHIN tho ne
Illnlllllh-ltulnﬂul.l(n)-ululhdlyv'lud
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limitof 19 monihs from the prioeily deie a3 extended
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Denmnd recejved from 1FEA on:
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La solicitud deberd presentarse directamente ante la Autoridad
del Examen Preliminar Internaciocnal competente o, si dos o mas
Autoridades fueran competentes, ante la elegida por el
solicitante. El solicitante deberid indicar el nombre completo
o el cédigo de dos 1letras de esa Autoridad en 1la 1linea
siguiente:
IPEA/Estados Unidos
BCT caPiTULO II
SOLICITUD
conforme a la Clausula 31 del Tratado de Cooperacién en
Materia de Patentes:
El abajo firmante solicita que la solicitud internacional
especificada mis abajo sea sometida a examen preliminar
internacional conforme al Tratado de Cooperacién en Materia de

Patentes.

Para uso exclusivo de la Autoridad del Examen Preliminar
Internacional:
Identificacién de IPEA: [en blanco]. Fecha de Recepcién de la

Solicitud: [en blanco]

Casillero No.I: IDENTIFICACION DE LA SOLICITUD INTERNACIONAL
Referencia de archivo de Solicitante o agente: 49506.0007
Solicitud Internacional Nimero: PCT/US2005/035364

Fecha de Presentacidén Internacional (dia/mes/afio): 30/09/2005



>l

: 78l

Fecha de la Prioridad (mAs antigua) (dia/mes/afio): 30/09/2004
Titulo de la Invencién: DISPOSITIVOS Y METODOS PARA LA

FABRICACION CONTINUA INTEGRADA DE MOLECULAS BIOLOGICAS

Casillero N°II: SOLICITANTE(S):

Nombre y domicilio: (Apellido seguido del nombre; para empresas, razdn
soclal completa. El domicilic debe inclulr cddigo postal y el nombre del
pais)

BAYER HEALTHCARE LLC

511 Benedict Avenue

Tarrytown, New York 10591

Estados Unidos

N° telefdnico: (914) 524-2094

N° de fax: (914) 524-3594

Telex:

N° de Registro del Solicitante ante la Oficina:

Estado (es decir, pais) de nacionalidad: Estados Unidos
Estado (es decir, pais) de domicilio: Estados Unidos

Nombre y domicilio: {(Apellido seguido del nombre; para empresas, razdn
gociel completa. El1 domicilio debe incluir cddigo postal y el nombre del
pais)

VOGEL, Jens
189 Shoreline Ct.
Richmond, California 94804

Estados Unidos
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Estado (es decir, pais) de nacionalidad: DE (Alemania)

Estado (es decir, pais) de residencia: Estados Unidos

Nombre y domicilio: (apellido seguido del nombre; para empresas, razdén
social completa. El domicilio debe incluir cédigo postal y el nombre del
pais)

GIOVANNINI, Rorberto

655 Vernon Street

Oakland, California 94610

Estados Unidos

Estado (es decir, pais) de nacionalidad: CH

Estado (es decir, pais) de residencla: Estados Unidos

[x] Se indican otros solicitantes y/o (otros) inventores en

una pégina continuacién

Formulario PCT/IPEA/401 (p&gina 1) (Abril de 2006)

Véase Notas al formulario de solicitud
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Pagina 2
Solicitud Internacional N° PCT/US2005/035364
Contilnuacidén del Casillero N°® 2 SOLICITANTE(S)
S1 no se utiliza ninquno de los siguientes subcasilleros, no

se deberd incluir esta pagina en la solicitud.

Nombre y domicilio: (Apellido seguido del nombre; pars empresas, razédn
social completa. El domicilio debe incluir cddigo postal y el nombre del
pals)

KONSTANTINOV, Konstantin B.

116 Foxglove Ln.

Walnut Creek, California 94597

Estados Unidos

Estado (es decir, pais) de nacionalidad: Estados Unidos

Estado (es decir, pais) de residencia: Estados Unidos

Nombre y domicilio: (Apeliido seguidc del nombre; para empresas, razdn
social completa. El domicilio debe incluilr cédigo postal y el nombre del

pais)
NGUYEN, Huong

751 Maple Street

San Francisco, California 94112

Estados Unidos

Estado (es decir, pais) de nacionalidad: Estados Unidos

Estado (es decir, pais) de residenclia: Estados Unidos



-
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Nombre y domicilio: (Apellido saguido del nombre; para empresas, razén

social completa. El domicilio debe incluir cédige postal y el nombre del
pais)

WU, Paul

79 Bates Blvd.

Orinda, California 94563

Estados Unidos

Estado (es decir, pais) de nacionalidad:

Estado (es decir, pais) de residencia: Estados Unidos

Nombre y domicilio: (Apellide seguido del nombre; para empresas, razén
soclal completa. El domicilio debe incluir cddigo postal y el nombre del
pals)

Estado (es decir, pais) de nacionalidad:

Estado (es decir, pais) de residencia:

[] Se indican otros solicitantes y/o (otros) inventores en una

pdgina continuacién

Formulario PCT/IPEA/40l1 (pdgina continuacién) (Abril de 2006)

Véase Notas al formulario de solicitud
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Pdgina N° 3

Solicitud Internacional N°: PCT/US2005/035364

Casillero N°III: AGENTE O REPRESENTANTE: O DOMICILIO PARA
CORRESPONDENCIA

La siguiente persona es: [x] agente [] representante

y:

[x] ha sido designada con anterioridad y representa al({cs)
Solicitante(s) también para el examen preliminar internacional

[ ] por 1la presente es designado y toda'designacién anterior
de {(un) agente(s)/representante queda por la presente revocada

[ ] por la presente es designado especificamente para los
tramites ante la Autoridad Examinadora Preliminar
Internacional, ademés del (os) agente (3) /representante (s)

designados con anterioridad.

Nombre y domicilio: (Apellido seguido del nombre; para empresas, rasén
social completa. El domicilio debe incluir cédigo postal y el nombre del

palis)
WIGHT, Christopher L.

Holland & Hart LLP

60 East South Temple, Suite 2000, P.O. Box 11583
Salt Lake City, Utah 84147-0583

Estados Unidos

N® telefénico: (801) 799-5823
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N® de fax: (801) 799-5700

Telex N°

Registro del Agente ante la Oficina: 31.680

[] Domicilio para Correspondencia: Marque este casillerc si no
se ha designado ningiin agente o representante y si el espacio
de precedente ha sido usado en cambio para indicar un

domicilio especial al cual ha de enviarse correspondencia.

Casillero No.IV: FUNDAMENTO PARA EL EXAMEN PRELIMINAR
INTERNACIONAL
Declaracién relacionada con las enmiendas*
1. El solicitante desea que el Examen Preliminar Internacional
se iniclie sobre la base de:
[x] la solicitud internacional presentada originalmente
la memoria descriptiva [x] presentada originalmente
[] enmendada de acuerdo con la
Clausula 34
las reivindicaciones [x] presentadas originalmente
[ ] enmendadas de acuerdo con la
Cléusula 19 (junto con todas las
declaraciones juradas adjuntas)
[ 1 enmendadas de acuerdo con la

Clausula 34
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los dibujos [x] presentados originalmente
[ ] enmendados de acuerdo con la
Clausula 34

2. [ ] El1 solicitante desea que todas las enmiendas de las
reivindicaciones conforme a la Cléusula 19, se consideren
anuladas.

3. [] Cuando la IPEA desee iniciar el examen preliminar
internacional simultdneamente con la basqueda internacional de
acuerdo con la Norma 69.1(b), el solicitante solicita que la
IPEA posponga el inicio del examen preliminar internacional
hasta el vencimiento del plazo aplicable conforme a la Norma
69.1(d).

4, [] El1l solicitante desea expresamente que el examen
preliminar internacional empiece con anterioridad al
vencimiento del plazo aplicable conforme a la Norma

54bis.1(a).

* Si no se marca ningtn casillero de verificacién, el examen
preliminar internacional se iniciard en base a la solicitud
internacicnal como se presenté originalmente o, cuando una
copia de enmiendas a las reivindicaciones conforme a la
Cléusula 19 y/o las enmiendas de la solicitud internacional
conforme a la Clausula 34 sean recibldas por la Autoridad del

Examen Preliminar Internaclonal antes de que se haya comenzado
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a esbozar una opinién escrita o el informe del examen

preliminar internacional y sus enmiendas.

Idioma para los propdsitos del examen preliminar
internacional: Inglés

[x] que es el idioma en el cual se presentdé la solicitud
internacional.

[ ] que es el idioma de una traduccién presentada para 1los
propbdsitos de la bilisqueda internacional

[x] que es el idioma de la publicacién de 1la solicitud
internacional

[ ] que es el idioma de la traduccién {por) presentar para los

propdsitos del examen preliminar internacional.

Casillero N°V ELECCION DE ESTADOS
La presentacidén de la presente solicitud constituye la
eleccién de todos los Estados Firmantes que se designan y

estén obligados por el Capitulo II del PCT.
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Pagina 4
Solicitud Internacional N® PCT/US2005/035364
Casillero N°VI LISTA DE VERIFICACION
Esta solicitud internacional estd acompafiada por los
siguientes documentos, en el idioma citado en el Casillero
N°IV, para los propésitos del examen preliminar internacional:
Para uso exclusivo por la
Autoridad del Examen
Preliminar Internaclonal:
recibido no recibido
1. traduccién de la solicitud
internacional H péginas [1] []
2. enmiendas conforme a la
Clausula 34 : paginas [] (]
3. copia (o, cuando sea
necesario, traduccién)
de enmiendas conforme a
la Cl&usula 19 : pAginas [] [1
4. copla (o0, cuando asea
necesarlo, traduccién)
de declaracién jurada
conforme a la

Clausula 19

paginas (1 [
5. carta : paginas (1 [

6. otros (especifique) : paginas [] []
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Esta solicitud estd acompafiada del/os item/s marcado/s a
continuacién:

l. [x] planilla de cédlculo de aranceles

2. [] poder original por separado

3. [] poder general original

4.[] copia de poder general, nimero de referencia, si tuviera:
5.[] declaracién de explicacién de falta de firma

6.[] listado de secuencias en forma legible por computadora
7.1]1 tablas en forma legible por computadora relacionadas con
un listado de secuencias

8.[x] otros (especifique): Carta de Remisién y Tarjeta

Casillero N°VII FIRMA DEL SOLICITANTE, AGENTE O REPRESENTANTE

Junto a 1a firma, indique el nombre del firmante y el cardcter
con el que firma (si el mismo no se deduce de la lectura de la
solicitud): [firma ilegible] Christopher L. Wight, Inscripcién
de Estados Unidos N° 31.680. Holland & Hart LLP. Apoderado del

Sclicitante

Para uso exclusivo de la Autoridad Examinadora Preliminar
Internacional
1. Fecha de recepcién efectiva de la solicitud: ---

2. Correccidn de fecha de recepcidtn de la solicitud debido a
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3.[ ] La fecha de recepcién de la solicitud es POSTERIOR al
vencimiento del plazo de 19 meses desde la fecha de prioridad
y el punto 4 o 5 siguientes no son aplicables

[ ] E1 solicitante ha sido informado en consecuencia
4. [ ] La fecha de recepciétn de la solicitud estd dentro del
plazo de 19 meses desde la fecha de prioridad prorrogada en
virtud de la Norma B80.5.
5. [ ] Aunque la fecha de recepcién de la solicitud es
posterior al vencimiento del plazo de 19 .meses desde la fecha
de prioridad, la demora en la llegada estd excusada conforme a
la Norma B2.
6. [] La fecha de recepcidtn de la solicitud es POSTERIOR al
vencimiento del plazo conforme a la Norma 54bis.l{(a) y el
punto 7 u B8, a continuacién, no son aplicables.
7. [} La fecha de recepcién de la solicitud estd DENTRO del
plazo conforme a la Norma 54bis.l(a) prorrogado en virtud de
la Norma 80.5
8. [] Aunque la fecha de recepcién de 1la solicitud es
posterior al vencimiento del plazo conforme a la Norma
54bis.l{a), la demora en la llegada esta EXCUSADA conforme a
la Norma 82.
---------- Para uso exclusivo de la Oficina Internacional---
Fecha de recepcién de la solicitud desde la IPEA: --
Formaulario PCT/IPEA/401 (dltima pagina) (abril de 2006)

Véase Notas al formulario de solicitud
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PCT Por "“"'l;i Offico uze only

leteenustional Application No.

REQUEST
Inernational Filing Dute

The undarsignad requests that the preseat
hﬂmﬂmh&dmbupmmd
according to the Patent Cooperation Troaty. Name of ectiving Office and “PCT Intemational Application™

lennt™ ‘s ik referonce
ey (1 ehoreeters maviomry 49483.0312
Bex No. I TITLE OF INVENTION

Mesthode and Apparatus for Integrated Continuous Manufacturing of Blological Molecules

BoxNo.l APPLICANT Dmmhﬂwhﬂnﬂ'
Name snd address: Mﬂ:ﬂhﬁb ncme; jforalegel afficiel dasipmstion. | Telepbone Na.
L‘."..,_“m.m“':m’w"#.:&«”.ﬂﬁ.uﬂ"m;“ ,,(..;1.:,,) iz+zoa4
BAYER HEALTHCARE LLC la No.
511 Benedict Avenue (914) 524-3504
Tarrytown, New York 10591 Teleprinter No.
uSA Applicant*sregistration No. with ths Office
'!Lng—m-., coamiryy) of notionality: iﬁ; {theet in, commiry) of regidenca;
Tiapesoobsppllent [ gl dmiemend [ B e, [ty [ e
BoxNo.Il FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(E)
Nemns and addrots Fodly. by, rxune; jor o legal entity, /el officicd davignetion. Thia persan ls:
o e e e T ol el
VOGEL, Jens
189 Shoreline Ct. [X] spticant and inventor
Richmond, CA 84804 L—_' imventor zm Mhddhi
Appllcant*s registration No. with the Offiee
[ State (Ve ix, countryy) af natioaality: State (thal is, caunsryy) of residence:
DE DE

ribpape g []otempiees. bonty CEimes

Purtber sppiicents sndfar (further) inventors arc indicatod oo b contipusilon sheet.

BoxNo. TV AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

The persuy dentlfind below is herehy/lmy been 0 apt on behalf common
ofﬂummmewmmlnmmnﬁm-mu [ swom [ eremive

Nooe snd sddresx mm%ﬁm:ﬂ_wm Talophors

No.
WIGHT, Christopher L. 801) 595-7823

Holland & Hart LLP "('5'6"1";':;34-91 24
555 - 17th Street, Sulte 3200 Teleprinter No.

Denver, Colorado 80201
USA.

Agent's registration No. with the Office
31,880

Addren for corraspondence: Mark this check-box where no or common repwesentative (3/has been ted ond the
space shove [s usad Instead o indicais & special sddress to which corrcspondence should be sent. ol

Foem PCT/RO/D1 (Ml shaet) (April 2005) See Notar to tha reques! form
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Continmatisp of Box No. Il FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)
{f mona f the following sub-baras ix ured, this thest shouid not be Includad Iy the requast,

P80 o o o o T e

B b o cppiaat s Shaks e, conmry) frazichres i o St tf e e i iictad Bakve,) [T] wplicmnt oaly
GIOVANNINI, Roberto

855 Vemon Street [T pptomt et

Oakdand, CA 94610 [ e o e e
USA. Applicant's registration No. with tha Office
Btain (that s, country) of nationality: . Stam fthat /s, countryj of residence:

CH '

et [ et [ e o Ao of Amerimonty || e Seppicaiant oz
‘Name mnd addrese M=ﬁbldbr e, fir o dngeal evetitn, full alficia) savigresion. | Thix person It
Eihmnf.:h :wﬁ’mimmnmush [C] septicant cnly
KONSTANTINOV, Konstantin B. applicant and brventor

116 Foxglove Ln. ’mﬂmm
Wainut Creek, CA 94587 D) & rarind o e it i caivey
USA Applicant’s registration No. with the Office
Sagﬂllh.wwnﬂnﬁ'h: tﬂgfﬁtuwd’m

DR RS StERoTat. Koty [ &eats

Nmme snd addreer: Mﬂﬂ"ﬂm o ol awatii, Jill offictal daiprstion. | This person I

akdrasy achers conlry axkiracy beficeted in thiz
ﬂbh&hﬁmkmw—h mhd‘fllﬁﬂﬂhhs D epplicant only

NGUYEN, Hueng (3] spplicest s v }
751 Maple Street R \
San Francisco, CA 94112 L0 e riad, 2 i n et
USA

Applicant's reglatration No, with the Offion

"Etain (thot I, conniry) of naticaallity: Sixle St I, cowntry) of residencs:
us us

Rt [he~ [AEritees. @iy [obaans
Namea end adsdress: (Famifymow, by given revwa;._for o legol sntity, full afficial dsigrmiion. | Thig persmn I:

e T b N T L il

WU, Paul

79 Bates Bivd. [x] s
Sr.gl.dAal CA 84563 - zmng'ﬁmuw
I Agplicant's regiatration No, with the Offtcs
Stata Ykt is, coundryyl of natlonality: State (What ir, country) of residence:
Pl (A= [LEESTEE. (KT [ b

(] Punhar pplicarts antor (frthes) invencors are indicatmd! on another contimtion shest

Form PCT/RQ/101 (contimmtion sheat) (April 2005)See Nokex to the reguest form
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Bupplementnl Box I the Supplemantal Bax is nol ured, ihix siesi should not be inclidad in the roqiest,

{f more than o perzang wre to be Indicoied oy i

such - wrifs -E:.:ﬂ'ﬂr'ﬂf\'r Vi) "LM
o, o 0.

enchaddifond] t/m surwe (ypu of information ax required

“Contiruation of Bex No.
“and Na. [l {az the cass may be), indicate the nons of e Cppiinuailon of Box No. [V:

W"‘ “ﬂwm Brian P. Kinnear, Reg. No. 43,717

am,:.mmr"ﬁ m."' of which the nawsed person &= Francis A. Shr, Reg. No, 17,266
anphicont; Chris Kullah, Reg. No. 33,058

in Bax No. Il or in ooy ﬂ.ub-hnrqfhﬂn 1, the L. Grant Fostar, RDB- No. 33.230
E—- :r # In-n%: ; ,:";;:. h;r-rnqrr g: -[l)nlg:: R.L:umrhﬂ.;gh:u‘.‘;:.fgs
m- dasignated . Deloa Larson, . Na. 48,

Stzter of Americs: In mah cave, wite “Contimation o et . Winterton, Rag. No. 48,040

Bax Na. 1" or "Continuaiion of Bax No. Ili®
ttrton of Baxes Mo 1 ontf o 7~ fos the- cass my RyEN L. Marshal, Reg. No. 47,770
&m&-mdfhwﬂ mmﬁﬁ Trent Buichar, Reg. No, 51,518
et Eapam P s ok, Mark A, Miller, Reg. No. 44,944
the named peraon iz imemter; Shane P, Calaman, Rag. No. 44,823

0 axddition to the agant(s) indicated in Sax Na. IV, thave ars ml:mil';t’:;” No. 56561

rther e In caze, write "Contimmtion of
Bax No. | aﬂmﬁrdlﬁfhummﬂumw 555 - 17th Strest, Sulte 3200
of infrmation ax reguired in Box No. IV: Danver, Colorado 80201

USA.
tn Box No, VI, there hun hres sunller
e ety el ot Phcn (801) 5057223
m; th same type information ex reguired Fax: (501) 124

ﬂhwmwnﬁme of the wizh that
Shotat, oy o qpplication "ahpnmq'&'m o
A Miﬂ#ﬂ =

nfmt" of addition, " "luvenior's

‘mldielon ™ or ceriificats of oddition, " the nunber of
Ww:mrwmm or ather porent grast
lrlld::w d:-wlqpﬂmll:l{hhl.ﬂ sy
ond 405l I{g) or

the qplicant intery 1o maks on inBeedion of the wish that
the inlsrnaiionn! application be treated, in the Urdusd Stcstwr of
Amarics, ar a contimation or cosilmeiion-inpurt of an
nlih-whﬂn in nueh o caxw, write “United Stofax of
Amarica” or “US™ and the indication “"continustion ™ or
"econfinustion-in-part” and the runber crd the filing dots of
the porent agplication (Rulax 4.1 ) {q)fiv) axd I8 [ {d)).

Form PCT/ROVI0] (suppieinental sheet) (April 2007)

Sese Noles lo the request form
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o, )
T SheciNo. .. 4... v
BoxNo.V  DESIGNATIONS
The g o this reyonet cautitates suder Rta 4 9(), the desigaution afall Can States oo by the PCT on hearutioc
flling das. fo the grant of evecy kind of pratectlon et an where epplicable, for mtufbnmqnml rutional paisrs.

However,
] DE Germany Is not designated for any kind of nstional profection
] KR Republic of Kares s not designated for any kind of natinnal protaction
[0 RuRomian Pederation & wot desigented for any kind of netions] protection
chach bexas abors may be aedto ezl the derignations concerned tn arder to avold the ceating of the affect, under

{The
Hw nationnl application from priorily is olaimed See the Notes 1o Box Ni I’llllﬂflllm
dludﬂmg:;uﬂwmﬁnuﬂmhmw -

BoxNo. Vi FRIORITY CLAIM

The priceity o tha following curtler epplieation(s) is hersby alalmed:

F:llng ';l.g d-ﬂruubeum 'Where earllor applioetion ls:

of earlfer application er Epp national apolication: T .
reglonal application:* | intemations)] epplication:

(dyimonthlyar) cavairy %gnhr wﬂﬂ’é’m ine Ofic

l?tlltgum 2004 | 60/814.8985 us

e (2)

ham (3)

[0 Purther priccity clnima s Indicated In the Supplamental Box.

The recelving Office Is requested to prepara snd tremsmit o tha Intemationa! B cextified copy of the carlier applicstion(s)

mmuquMhWMﬁﬁmfﬂmﬂhﬂmwﬂa
sk

mEes i t=m (1) O hem(z) O tem@® [C] other, sce Bupplemanst Box

* Where thw aarlier opplicotion is on ARIPD incicaty of lpogt o thm Pariy Convention for e Praiection
fm'uﬂhwnrmm;d'ﬁﬂ‘m - “Wﬂrm“ﬂﬂhﬁﬁ :

Box No. VIT INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

lhﬂl Authaol
Choles of Internations u rny(lBAJﬂ'm mhmm‘lﬁhmmbwﬂﬁ

Raguest to uss resulis of sariler search; rafarsacs (v that search ﬁmd&mﬂhhﬂmﬂubrwfﬂw
Intarnational Secrching Awthority):
Duto (dprontivi ooy Numbes Covntry {or regionnl Officy)

Box No. V111 DECLARATIONS

The fliowing declarations e contained in Boxes Naa. VITI (i) to (v) (nart the gupiicabls Number of
clweh-boxur beiovw ard indicots in the right colunn the nunber of each type of decleration): dacisratinng
[0 BoxNa vII() Declaration es to the idetity of the nventor
[J BexNo. v [G) Doclnration m to the: applicant's entitlorent, a1 at the Internatlona)] filing

datz, to apply for and be prnied a patent

[0 BxNa.VII()  Declaration s to tho spplicant's eatitioment, ax o the international filing
dato, to claim the priority of the sarlier applicxtion

[0 BxNevingv) Declaretion of inveniomahip (anty for tha purpass of the designatian of the
United States of Americs)

[0 BoxNa vIE (v) Daciacation 3 to nen-prejudicisl disclosures of exczptions to lack of novelty

Form PCT/RO/ 01 (sccond sheet) (April 2003) Ses Noter io tha requart form

79y



"

BoxNo.IX CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING

() [} tables relaind tharetn

Thibs international application centains: This Internatioval epplication ia seesmpaniad by the Mllowing Number
b the chpek-bexaz balow and indicafs of Hema
) u.:u.mmm number of d':'w:::-(:** wﬂﬂﬁ"l::“ i in !
1 fhe aulculation :
a“:ugn:ﬂs : 5120 erigizal sepamis power of attormoy :
deseription -""""”l““ 3.0 origival gunore) power of pitomey
:ﬁ:-uhmm) : 41 | 4.0 ffnpyul’lnlnl power of atormney; refarence number,
abatract ? 5. 0O stxtement explsining lack of signature
drawings : 47 | &0 prlurlx document(s) ldentified in Box No. Vi ma
— 1 T I O N I T T T Y
""‘"“’lm""'""""" : 89 | 2.0 wualation ol totsmational spplication into
m:.::m 0 m m concering deposited micronrganimm
o zluats {f fllad on poper, 9.0 Tisting in electronio form
e vl foren; (nckicas type and embar of carrieny)
sex () baltow) ()] Dmﬁuﬁmiﬂdhhmﬁinmﬁmﬂunhuh
Total bar of sh . 0 Rule 13ier oaly (and not as part of the intamational spplicstion) :
sumbarafshests  : (0] Dﬂﬁ::-d-dih Dar "m"i'“'"u:':'“ﬁ'}'m
® (Eala:u'gll.bmhm wdhﬂmﬂmm:ﬂmmm :
ral
:I]’ Em"’ﬂu ag O wwml"mth :mﬂ':
. 10. 0 nﬂsh“uhhnnrﬂlhﬂhﬁllﬂm
o ;"'""r,‘{(:'x'ﬁ,‘,"" o0 ::m‘l:nmm : o3 of International search under
() L) sequenca lating 5L e purpos

IDZ)(bqumr)me(lndnutll peri ofthe intarnat{onal .

R Attt (A Tty et el

and pomber of carriers (disketiz,
CD-R or other) on which s cable,
conlajned the . purposes of ! search Soction 802(b-guater) :
E ::nllllu (iin Dmmﬂﬁwmmtﬂm;wmmw:
{addional coplas to be indicated under 11. Bl other (ipecty: Fovicend rpceipl ood, Tropmitiel Lotter, ..., 2
Ber SN andfor 10(X), In right colmmn)
Figure of the drawings which 8 Langunge of filing of the Ish
should secompeny the ahstract: . | \ntemotional epplication: Engl

BoxNe. X HIGMATURE OF AFPLICANT, AGENT O COMMON REPRESENTATIVE

Next s each sipaiwre, hﬁf@dhﬂiﬂhﬂﬂﬂﬁkumqhﬂ

ﬁ%ﬁmxm 31,880

Holand & Hart LLP
Atiomeys for Appiicants

Far recelving Offico use anly

L Puul'lall m.llpt_nf_ﬂl:pmpuul

2 Dmwinge

3. Corectad datn of sctunl recelpt due 1o hater but
(e oot ol copti s P otg

¢ Dmgmeadrny

(] not rocsived:

. (if'wo or more are competent): [SA /

6. [ Tronsmbtal of sesrch copy delayed
[ s mpmd ™

Dats of recalpt af the recard
Il:f(h: Intornationat Bureau: copy

For Imtenations] Buresu mee only

Porm PCT/ROYI01 (last sheet) (April 2005)

See Noies to the requed form
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PCT. PEDIDO

El que suscribe solicita que esta solicitud internacional siga
el proceso de acuerdo con el Tratado de Cooperacién sobre
Patentes.

Para uso exclusivo de la Oficina receptora

Solicitud Internacional N°

Fecha de Presentacién Internacional

Nombre de la Oficina Receptora y “Solicitud Internacional PCT¥
Referencia de Archivo del Solicitante o Agente: 49493.0312

(51 se desea) (mdximo: 12 caracteres)

Casillero N°I: TITULO DE LA INVENCION

DISPOSITIVOS Y METODOS PARA LA FABRICACION CONTINUA INTEGRADA
DE MOLECULAS BIOLOGICAS

Casillero N°II: SOLICITANTE

[] Eata persona es también inventor

Nombre y domicilio: (Apellide sequido del nombre; para empresas, razon

social completa. El domicllio debe incluir cddigo postal y pais. El pais
del domicilio indicado en este Casiliero es al Estado del solicitante (as

decir el pals) de residencia sl no se indlca Estado de reaidencia abajo)

BAYER HEALTHCARE LLC

511 Benedict Avenue
Tarrytown, New York 10591
Estados Unidos

N® telefénico: {914) 524-2094
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N® de fax: (914) 524-3594

N® de télex: --

Nimero de inscripcién del Solicitante arite la Oficina:

Estado (es decir, pais) de nacionalidad: Estados Unidos

Estado (es decir, pais) de domicilio: Estados Unidos

Esta persona es solicitante para los propésitos de:

{] todos 1los Estados designados [x] todos los Estgdos
designados salvo Estados Unidos de América [ } sélo Estados
Unidos de América

[] los Estados indicados en el casillero complementario

Casillero N°III: OTRO(S) SOLICITANTE (S) Y/U OTRO(S)
INVENTOR (ES) :

Nombre y domicilio: (Apellido seguido del nombre; para empresas, raszén

social completa. El1 domicilio debe inclulr cédigo postal y pais. E]l peis
del domicilio indicado en este Casillero ea el Estado del solicitante (es

decir al paia) de residencia si no se indica Estado de residencia abajo)
VOLGER, Jens

189 Shoreline Ct.

Richmond, CA 94804

Esta persona: [] s6lo solicitante [x] solicitante e inventor

[1 sélo inventor. (Si marca este casillero, no complete la informacidn

de mda abajo)

Nimero de inscripcién del Solicitante ante la Oficina:--

Estado (es decir, pais) de nacionalidad: DE (Alemania)



Estado (es decir, pais) de residencia: Estados Unidos

Esta persona es solicitante para los propésitos de:

[ 1 todos 1los Estados designados [] todos los Estados
designados salvo Estados Unidos de América [x] 8sdélo Estados
Unidos de América

[] los Estados indicados en el casillero complementario

[x] Se indican otros solicitantes y/o (otros) inventores en

una pagina continuacién

Casillero N°IV: AGENTE O REPRESENTANTE; O DOMICILIO PARA
CORRESPONDENCIA

La persona identificada a continuacién ha sido designada/es
designada por la presente para que actie en nombre del (os)
solicitante(s) ante las Autoridades Internacionales

competentes, como: {x] agente [] representante

Nombre y domicilio: (Apellidc seguido del nombre; para empresas, razdn
soclal completa. El domicilio debe incluir cddigo postal y nombre del pais)

WIGHT, Christopher L.

Holland & Hart LLP

555 - 17th Street, Suite 3200
Denver, Colorado 80201
Estados Unidos

N° telefénico: (B0l) 595-7823

N° de fax: (801) 595-9124
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N°® de télex: =-----

Nuimeroc de Inscripcién del Agente ante la Oficina: 31.680

{] Domicilio para Correspondencia: Marque este caslllero si no
se ha designado ningin agente o representante y si el espacio
de precedente ha sido usado en cambio para indicar un

domicilio especial al cual ha de enviarse correspondencia.

Formulario PCT/RO/101 (pAgina uno) (abril de 2005)

Ver Notas al formulario de pedido

Pagina N° 2
Continuacién del Casillero N° III. OTROS SOLICITANTES Y/O
(OTROS) INVENTORES
Si no se usa ninguno de los siguientes subcasilleros, esta

pagina no deberd incluirse en el pedido.

Nombre y domicilio: {Apellido seguido del nombre; para empresas, razdn

soclal completa. El domicilio debe inclulr cddige postal y pails. El pais
del domicilio indicado en este Casillero es el Estado del solicitante (es

decir el pais) de residencia si no se indica Estado de residencia abajo)

GIOVANNINI, Roberto
655 Vernon Street
Oakland, CA 94610
Estados Unidos

Esta persona: [] sélo solicitante [x] solicitante e inventor
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[{] sdlo inventor. (5i marca este casillero, no complate la informacidn

de mds abajo)

Nimero de inscripcién del Solicitante ante la Oficina:--

Estado (es decir, pais) de naclonalidad: CH

Estado (es decir, pais) de residencia: CH

Esta persona es solicitante para los propésitos de:

[ ] todos 1los Estados designados {] todos 1los Estados
designados salvo Estados Unidos de América [x] sélec Estados
Unidos de América

[ 1 los Estados indicados en el casillero complementario

Nombre y domicilio: (Apellido seguido del nombre; para empresas, razdn

soclal completa. El1 domicilio debe incluir cddigo postal y pals. El pals
del domicilio indicado en este Casillero es el Estado del solicitante (es

decir el pais) de residencia si no se indica Estado de residencia abajo)

KONSTANTINOV, Konstantin B.
116 Foxglove Ln.

Walnut Creek, CA 94597

Esta persona: [] sdlo solicitante [x] solicitante e inventor
[1 sélo inventor. (Si marca este casillerc, no complete la informacidn

de mds abajo)

Nimero de inscripcién del Solicitante ante la Oficina: --
Estado (es decir, pais) de nacionalidad: US
Estado (es decir, pais) de residencia: US

Esta persona es solicitante para los propdsitos de:
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[ 1] todos los Estados designados [] todos 1los Estados
designados salvo Estados Unidos de América [x] s6lo Estados
Unidos de América

[ ] los Estados indicados en el casillero complementario

Nombre y domicilio: (Apellido seguido del nombre:; para empresas, razdn

soclal completa. El domicilio debe incluir cddige postal y pafis. El pais
del domicilio indicado en este Casillero es el Estado del solicitante (ea

decir el pais) de residencls si no ase indica Eatado de realdencla abajo)

NGUYEN, Huong

751 Maple Street

San Francisco, CA 94112

Estados Unidos

Esta persona: [] sélo solicitante [x] solicitante e inventor

[ 1 a6lo inventor. (S5i marca eate casillero, no complete la informacidn

de mds abajo)

Nimero de inscripclién del Solicitante ante la Oficina:--

Estado (es decir, pals) de nacionalidad: US

Estado (es decir, pais) de residencia: US

Esta persona es solicitante para los propésitos de:

[ ] todos los Estados designados |[] todos los Estados
designados salvo Estados Unidos de América [x] sélo Estados
Unidos de América

[ ] los Estados indicados en el casillero complementario
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Nombre y domicilio: (Apellido sequido del nombre; para empresas, razdn

soclal completa. El domicillo debe incluir cddigo postal y pala. El pais
del domicillo indicado en este Casillero es el Estado del solicitante (es
decir el pals) de residencia si no se indica Estado de residencia abajo)

WU, Paul

79 Bates Blvd.

Orinda, CA 94563

Estados Unidos

Esta persona: (] sélo solicitante [x] solicitante e inventor

[ ] sblo inventor. (Si marca este casillero, no complete la informacidn

de mds sbajo)

Nimero de inscripcién del Solicitante ante la Oficina:--

Estado (es decir, pais) de nacionalidad:

Estado (es declr, pais) de residencia:

Esta persona es solicitante para los propésites de:

[ ] todos 1los Estados designados [] todos los Eatados
designados salvo Estados Unidos de América ([x] sélo Estados
Unidos de América’

[ 1 los Estados indicados en el casillero complementario

[] Se indican otros solicitantes y/o (otros) inventores en una
pagina continuacién

Formulario PCT/R0O/101 (pAgina continuacién} (abril de 2005)

Véase las Notas al formulario de pedido
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Pagina N° 3
Casillaro Suplemantario S5i no se usa el Casillero
Suplementario, no es necesario incluir esta pdgina en el

pedido

1. Si, en alguno de los Casilleros, excepto los Casilleros
VIII(i) a (v) para el cual se provee un casillero de
continuacién especial, el espacic es insuficiente para
proporcionar toda la informacidén: en tal caso, escriba
“Continuacién del Casillerc No....” (indigque el nimero del
Casillero) y proporcione la informacidén en la misma forma
requerida de acuerdo con los subtitulos del Casillero en el

cual el espacio fue insuficiente, en particular:

(i) si se debe indicar a mds de dos personas como solicitantes
y/o0 inventores y no hay “pdgina continuacién”: en tal caso,
escriba "“Continuacién del Casillero No. III” e indique para
cada persona adiclonal el mismo tipo de informacidn requerida
en el Casillero No. III. El pais del domicilio indicado en
este Casgsillero es el Estado del Solicitante (es decir, el
pais) de residencia 81 no se indica ningin Estade de

residencia abajo;

(ii) si, en el Casillero No. II o en alguno de los sub-

cagilleros del Casillero No. III, se marca la indicacidén “los
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estados indicados en el Casillero Suplementario”: en tal caso,
escriba "Continuacidén del Casillero No. II* o “Continuacidén
del Casillero No. III* o "“Continuacidén de los Casilleros No.
IT y III” (sequn sea el caso), indique el nombre del
solicitante(s) y, a continuacién de (cada) nombre, el
Estado(s) (y/o, cuando corresponda, patente ARIPO, Eurasia,
Europea u OAPI) para cuyos propdésitos la persona mencionada es

solicitante;

(1ii) s8i, en el Casillero No. II o en alguno de los sub-
casilleros del Casillero No. III, el dinventor o el
inventor/solicitante no es inventor para los propésiteos de
todos los Estados designadeos o para los propésitos de Estados
Unidos de América: en este caso, escriba “Continuacidén del
Casillero No. II” o “Continuacion del Casillero No. III” o
"Continuacidén de los Casilleros No. II y No. III” (segiin sea
el caso), lindique el nombre del inventor(es) y, junto a cada
nombre, el Estado(s) (y/o, cuando corresponda, patente ARIPO,
Eurasia, Europea u OAPI), para cuyos propdésitos la persona
mencionada es inventor;

fiv) si, ademds del agente(s) indicado en el Casillero IV, hay
otros agentes: en tal caso, escriba “Continuacién del
Casillero No. IV” e indique, para cada agente adicional el

mismo tipo de informacidén requerida en el Casillero No. IV;
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(vl s8i, en el Casillero No. VI, hay més de tres solicitudes
anteriores cuya prioridad se reivindica: en tal caso, escriba
"Continuacién del Casillerc No. VI” e indique para cada
solicitud anterior adicional el mismo tipo de informacidn

requerida en el Casillero No. VI.

2. Si, el solicitante desea indicar que desea que la solicitud
internacional sea tratada, en ciertos estados designados, como
una solicitud de patente adicional, certificade de adicidn,
certificado de adicion del inventor o certificado de adicidn
de utilidad: en ese casc, escriba el nombre o el cédigo de dos
letras de cada Estado designado referido y la indicacién
"patente adicional” o “certificado de adicién” o “certificado
de adicidn del inventor* o ‘“certificado de adicién de
utilidad”, el niumero de la solicitud madre o de la patente
madre o de otra concesidén madre y la fecha de concesidn de la
patente madre u otra concesidén madre o la fecha de
presentacién de la solicitud madre (Normas 4.11(a)(iii) y

49bis.1lta) o (b)).

3. Si el solicitante desea indicar qgue desea gque la solicitud
internacional sea tratada, en Estados Unidos, como una
continuacién o continuacién en parte de una solicitud
anterior: en ese caso, escriba “Estados Unidos” o “US*” y la

indicacidén “continuacién” o ‘“continuacién en parte” y el
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nimero y la fecha de presentacidn de la solicitud nadre

(Normas 4.11(a) (iv) y 49bis.1(d}).
CONTINUACION DEL CASILLERO No. IV:

Brian P. Knnear, Reg. N° 43.717
Francis A. Sirr, Reg. N° 17.265
Chris Kulish, Reg. N° 33.056

L. Grant Foster, Reg. N° 33.236
Jamea R. Farmer, Reg. N° 47.555
D. Delos Larson, Reg. N° 46.118
Kenneth C. Winterton, Reg. N° 48.040
Ryan L. Marshall, Reg. N° 47.770
Trent Butcher, Reg. N® 51,518
Mark A. Millar, Reg. N° 44,944
Shane P. Coleman, Reg. N° 44.623
Jonathan R. Lee, Reg. N° 56561
Holland & Hart LLP

555 - 17th Street, Suite 3200
Denver, Colorade 80201

Estados Unidos

Teléfono: (B801) 595-7823

Fax: (801l) 364-9124

Formulario PCT/RO/101 (Casillero Suplementario) {(abril 2005)

Véase Notas al formulario de pedido
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Casillero N° V DESIGNACIONES

La presentacién de este pedido constituye conforme a la Norma
4.9(a), la designacién de todos los Estados Firmantes
obligados por el PCT en la fecha de presentacién
internacional, para la concesién de todos 1los tipos de
proteccién vy, cuando corresponda, para la concesién de
patentes tanto regionales como nacionales.

Sin embargo,

[] DE Alemania no se designa para ningin tipo de proteccién
nacional

[] KR Republica de Corea no se designa para ningin tipo de
proteccién nacional

[] RU Federacién Rusa no se designa para ningin tipo de
proteccién nacional

(Los casilleros de verificacién precedentes pueden usarse para
excluir (irrevocablemente) las designaciones referidas para
evitar que deje de estar en vigencia, conforme a la ley
nacional, una solicitud de patente nacional anterior de 1la
cual se reivindica prioridad. Véase las Notas al Casillero
N°V, en cuanto a las consecuencias de las disposiciones de esa
ley nacional en estos y otros Estados).

Casillero N°VI REIVINDICACION DE PRIORIDAD

Por la presente se reivindica prioridad de 1la siguiente

solicitud{es) anterior:



-
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Fecha de NGamero de Cuando la solicitud anterior es:
presentacién la solicitud | solicitud solicitud
de la solicitud |nacional: | regional:* | internacional:
solicitud anterior pais o Oficina Oficina
anterior Miembro regional receptora
{dia/mes/afio) de WTO
item (1) 60/614.995 | Esatados
30 de Unidos
septiembre de
2004
Item (2)
item (3)

f ] Se indican otras reivindicaciones de prioridad en el
Casillero Complementario

Se solicita a la Oficina receptora que prepare y transmita a
la Oficina Internacional wuna copia autenticada de la
solicitud(es) anterlor (solamente si la solicitud anterior se
presenté ante la Oficina que para los propdsitos de la
presente solicitud internacional es la Oficina receptora)
identificada anteriormente como:

[] todos los items [x] item (1) [] item (2) [] item (3)

[] item (4) [] item (5) [] otro, ver Casillero Suplementario

* Cuando la solicitud anterior sea una solicitud ARIPO, es

obligatorio indicar en el Casillero Suplementario al menos un
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pais miembro de la Convencidn de Paris para la Proteccién de
la Propiedad Industrial para el cual se presentd la solicitud

anterior (Norma 4.10(b) (ii)).

Casillero N°VII AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Elecciétn de la Autoridad de Blisqueda Internacional (ISA) (si

dos o mds Autoridades de Bisgqueda Internacional son competentes para

realizar la bisgqueda internacional, indigue la Autoridad elegida; puede
vsarse un cddigo de dos letras): ISA/US

Pedido de uso de los resultados de una bisqueda anterior;
referencia a esa busqueda (si se ha realizado una bidaqueda
anterior o 9i ésta ha sido solicitada a la Autoridad de
Bisqueda Internacional):

Fecha {dia/mes/aflo) Nimero Pais {(u Oficina regional}:

Casillero N°VIII DECLARACIONES JURADAS

Las siguientes declaraciones juradas estén Nimero de
contenidas en los Casilleros VIII(i) a (v) declaraciones
(marcar los caslilleros de verificacidn

aplicables siguientes e indicar en la columna

de la derecha el niumero de cada tipo de

declaracidn) :

[JCasillero N°VIII(i) Declaracién sobre la

identidad del

inventor



[ICasillero N°VIII(ii)

[1Casillero N°VIII(iii)

[] Caillero N°VIII (iv)

[] Casillero N°VIII (v)

15
Declaraciones sobre
derecho del
solicitante, a la

fecha de presentaciébn
internacional, de
presentar solicitudes
Yy que se le conceda
una patente

Declaracién sobre el
derecho del
Solicitante, a la
fecha de presentacién
internacional, de

reivindicar prioridad

de la solicitud
anterior
Declaracidén de

cardcter de inventor
(solamente para los
propbsitos de la
designacién de
Estados Unidos)

Declaracién sobre

revelaciones no

|
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perjudiciales 0
excepciones a la

falta de novedad

Casillero IX. LISTA DE VERIFICACION: IDIOMA DE LA PRESENTACION
Esta solicitud internacional contiene:

(a) en forma de papel, el siguiente nimero de paginas:

pedido (incluyendo 5

pdginas de declaracioén)

memoria descriptiva

(excluyendo la parte

del listado de secuencias

y/o las tablas relacionadas

con é1): 41
reivindicaciones 5
resumen 1
dibujos 17

Subtotal de nimero de pdginas 69
Listado de secuencias

Tablas relacionadas con €&l

(para ambos, nimero real de
pdginas si se presentan en

forma de papel, sean o no
presentadas también en

forma legible por
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computadora; ver (b) abajo)

Ndmero total de paginas 69

(b) [1 solamente en forma legible por computadora

(Articulo 801(a) (i))

{i) []1 listado de secuencias

(ii) [] tablas relacionadas con &l

(c)[] también en forma legible por computadora

(Articulo 801 (a} (il))

(1) [] listado de secuencias

(ii) [] tablas relacionadas con él

Escribir y numerar los portadores (diskette, CD-ROM, CD-R u
otro) en los cuales esatén contenidos

[ ] listado de secuencias

[} tablas relacionadas con él

{(las copias adicionales deben indicarse en los items 9(ii) y/o

10{(ii), en la columna de la derecha)

Esta solicitud internacional estd acompafiada Ndimero de
por el siguiente item(s) (marcar los casilleros Items
de verificacién e indicar en la columna de la

derecha el nimero de cada item):

1. [x] planilla de célculo de aranceles

2. [] poder original por separado

3. [] poder general original

4. [] copia del poder general;
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nimero de referencia, si hubiera:

5. [ ] declaraciédn de explicacién de falta de firma

6. [ ] documento(s) de prioridad identificado(s)

en el Casillero N°VI como item(s): --

7. [ ] traducciédn de la solicitud internacional

al (idioma):

8. {}] indicaciones por separado concernientes

a microorganismos u otro material biolégico depositado

9. {] listado de secuencias de nuleétidos y/o

aminocdcidos en forma legible por computadora

(indicar el tipo y nimero de portadores)

(i) [ ] copia presentada para los propbsitos de

la bisqueda internacional conforme a la Norma l3ter

solamente (y no como parte de la solicitud internacional)

(il) {1 (solamente cuando ser marcd el casillero (b){i) o
{b) (ii) en la columna de la izquierda) copias adicionales que
incluyen, cuando corresponde, la copia para los propésitos de
la blisqueda internacional conforme a la Norma l3ter.

(iii) []1 junto con la declaracién relevante en cuanto a la
identidad de la copia o copias con la parte de liatado de
secuencias mencionada en la columna de la izquierda

10. [] tablas en forma legible por computadora relacionadas
con los listados de secuencias ({indicar tipo y nimero de

portadores)
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(i) [] copia presentada con los propdédsitos de la bisqgueda
internacional conforme al Articulo 802 (b-cuater) solamente (y
no como parte de la solicitud internacional)

(1LY {1 (solamente cuando se marca el casillero de
verificacidén (b){(ii) o (c)(ii) en la columna de la izquierda)
copias adicionales que incluyen, cuando corresponde, la copia
para los propé6sitos de la busqueda internacional conforme al
Articulo 802 (b-cuater)

{(iii) [] junto con la declaracién relevante en cuanto la
identidad de la copia o copias con las tablas mencionadas en
la columna de la izquierda

11. [x} otros (especifique): Tarjeta recibo y Carta de

Remisién

Figura de los dibujos gque deberd acomparlar al resumen:

Idioma de presentacién de la solicitud internacional: INGLES

Casillero N°X FIRMA DEL SOLICITANTE, AGENTE O REPRESENTANTE

Junto a la firma, indique el nombre del firmante y el caricter
con el que firma (ai el mismo no se deduce de la lectura de la
solicitued): [firma 1ilegible] Christopher L. Wight, Reg. N°

31.680. Holland & Hart LLP. Apoderados del Solicitante

1. Fecha de recepcién real de solicitud internacional:
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2. Dibujos: [] recibidos [] no recibidos

3. Correccién de fecha de recepcidén real debido a la recepcién
posterior pero en plazo de documentos o dibujos que completan
la solicitud internacional: ----

4, Fecha de recepcién en plazo de las correcciones soliclitadas
conforme a la Clausula II{(2) del PCT: ---

5. Autoridad de Bdsqueda Internacional (si dos o méAs son
competentes)}: ISA/-~-

6. [] Remisién de copia de bilisqueda demorada hasta que se
efectie el pago del arancel de bisqueda

---------- Para uso exclusivo de la Oficina Internacional--~-
Fecha de recepcién de la copia del registro por la Oficina

Internacional:---

Formulario PCT/R0O/101 {Gltima p&gina) (abril de 2005)

Ver notas al formulario de Pedido



NOTIFICATION CONCERNING
SUBMISSION OR TRANSMITTAL
OF PRIORITY DOCUMENT

_(PCT Adrinistrative_Instructions, Section 411)

\ —'}PATENT COOPERATION TREA' ")
2o '

From the INTERNATIONAL BUREAU

Ygs2-

PCTAUS2005/035304

Mt

Ta

WIGHT, Christopher, L.
Holland & Hart LLP

§55 - 17th Street, Suite 3200
Denver, CO 80201
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Datc of malling fdviwontiyvar)
05 Decamber 2005 {05.12.2005)

Applicants of gants flle reftrence ;

404530312 IMPORTANT NOTIFICATION
imematioral spplicaiion No, Tnicmational filing dule faqwiwosnth/voar)

PCT/US2005/035304 30 September 2005 (30.08.20085)
Inicmutioas) poblication duie felnywatiyyear) Priority daie faaymondvyear)

30 September 2004 (30.06.2004)

Applicaal

BAYER HEALTHCARE LLC ot al

1. By mears of this Form, which ropleces any previously fswwed notification conceming submimion or vmnsmitnl of priarity

tincumenis, (ha applicani In herehy nntifled of the dnle of rereipt by the Interomtions] Duresu of the priodly document(s) relating 10
oll eorlicr opplication{s) whoso priority in claimed. Uinkess otherwise indicajed by the letiers “NR", in the right-hand column or by on
oxierisk nppearing next 1o o date of receipt. the priorily documenl concerned was submilled ur imnsmitied 1o the Intenatlonol Bureou
in compllance with Ruk 17.1{a) or (b).

. {If appiicably) The \etters "NR" sppearing In the righi-tund eolumn denote & priority document whick,
this. Xarm, ksd not yet been recelved by the Internationsl Barass ynder Rule 17.1(n) or (b), Whars, under Rule 17.1(a), the
priority document musi bs subminted by ihe applicani 1o the rosoiving Offica or the Intemational Bureauy, but the applicant falls 1o
submil the priority document within the spplicoble timo limit under tal Rule, the sttention of the applicaat Is dirscted 10 Rule
17.1(c) which provides that no designoied Office may disogard the priorily clalm conccmed befire giving the spplicant sn
nrpnnnniv, upon anbry into the notional phose, 16 fumish the prarily document within o iime limit which s resonable under the
circummances, .

. {if epplicaz)An usterish (*) sppearing nexi 1o & date of recelpl, in the right-hand column, denelos a priority dacumest rebmitied
or trucymitted o the Iaternational Buresu haot sat in compliance with Rule 17.1(a) or (b} (the priority document was recelved
ufier the time limil prescribed In Rule 17.1(a) or the request to propare and rensmil the priorily docurnent wes submitied to the
recelving Office afler the applienble time fimll under Rule 17.i(b)). Even though Lhe priority document wez nal fumished In
complisnce with Rule 17.1{a} or (b). tho Inicmational Burcau wiil nevertheloss transmit » copy of the documeni ta the designuied
OfMices, far thelr cansidernilon. In case such a copy is not scceped by the designaind OMee a5 the priority document, Rule 17.1{c)
provides that no designnied Oflce may disregard the priorily claim concemed bafora giving the opplicant sn opportonity, upon entry
inio the natlonal phasc, to furnish the priorly document within s time limit which Is reasonable under the circumsiances.

Prindty dnie Prinriy sppliration Mo Crumiry or reglanal Offien Daie of seceipnt
or PCT. reeeiving Offics ol priorily document
30 Sapheriber 2004 {30.00.3004) 60/514,095 us 21 Novembar 2005 (21.11,2008)
Toe Tniamalioos] ig.:u of WIFO Authorized officer
, chernin ombelies
1211 Geneva 20, Switeeriond Arunkumar NAIR

Facglmlla No. (41-22) 338.87.40

Foacgimile No. +41 22 33 81 N0

Tekephone Na. +41 22 138 8157

Form PCT/IB/304 (January 2004)

CNEHACNM
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES
PCT. NOTIFICACION SOBRE PRESENTACION O REMISION DE DOCUMENTOS
DE PRIORIDAD

(Instrucciones Administrativas del PCT, Articulo 411)

De la OFICINA INTERNACIONAL
Para: WIGHT, Christopher L. Holland & Hart LLP. 555 - 17th

Street, Suite 3200. Denver, CO 80201. ESTADOS UNIDOS

NOTIFICACION IMPORTANTE

Fecha de envio (dia/mes/afio): 5 de diciembre de 2005 (5-12-2005)
Referencia de archivo del Solicitante o Agente: 49493.0312
Solicitud Internacional No.: PCT/US2005/035364

Fecha de Presentacién Internacional (dia/mes/aflo): 30 de
septiembre de 2005 (30-09-2005)

Fecha de publicacién (dia/mes/afio):

Fecha de Prioridad: 30 de septiembre de 2004 (30-09-2004)

Solicitante: BAYER HEALTHCARE LLC et al

1. Por medio de este Formulario, que reemplaza a toda
notificacién emitida previamente referida a la presentacién o
remisién de documentos de prioridad, el solicitante por la '
presente queda notificado de la fecha de recepcién del
documento de prioridad por 1la ©Oficina Internacional en

relacién con todas las solicitudes anteriores cuya prioridad
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se reivindica. A menos| que se indique lo contrario con las
letras “NR”, en la columna de la derecha, o con un asterisco
que aparece junto a l1l3a fecha de recepcién, el documento de
prioridad referido se| presentd o remitié a 1la Oficina

Internacional en cumplimiento de la Norma 17.1(a) o (b).

2. Si corresponde, las [letras “NR” que aparecen en. la columna
de la derecha indican |un documento de prioridad que, a la
fecha de remisién de e&te formulario, no habia sido recibido
ain por la Oficina Internacional conforme a la Norma 17.1(a) o
(b}). Cuando, conforme a la Norma 17.1(a), el documento de
prioridad deba ser presentado por el sclicitante ante 1la
Oficina receptora o |la Oficina 1Internacional, pero el
solicitante no presente| el documento de prioridad dentro del
plazo aplicable conforme a esa Norma, se llama la atencién del
solicitante hacia la Norma 17.l1l(c) que establece que ninguna
Oficina designada podrd| pasar por alto la reivindicacién de
prioridad referida antes de dar al solicitante la oportunidad,
al entrar en la fase nacional, de presentar el documento de
prioridad dentro de un plazo que sea razonable en las
circunstancias.
3. Si corresponde, un |asterisco(*) que aparece junto a la
fecha de recepcién, en|la columna de la derecha, indica un
documento de prioridad | presentado © remitido a la Oficina

Internacional pero no en cumplimiento de la Norma 17.1(a) o
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(b) (el documento de prioridad fue recibido con posterioridad
al plazo establecido en la Norma 17.1(a) o el pedido de
preparar y remitir el documento de prioridad se presenté ante
la Oficina receptora con posterioridad al plazo aplicable
conforme a la Norma 17.1(b)). Adn cuando el documento de
prioridad no se presentd en cumplimiento con la Norma 17.1(a)
o (b), la Oficina Internacional remitird una copia del
documento a las Oficinas designadas, para su consideracién. En
caso de gue esa copia no sea aceptada por la Oficina designada
como documento de prioridad, la Norma 17.1(c) establece gque
ninguna Oficina designada podré pasar  por alto la
reivindicacién de prioridad referida antes de dar al
Solicitante la oportunidad, al entrar en la fase nacional, de
presentar el documento de prioridad dentro de un plazo que sea

razonable en las circunstancias.

Fecha de la solicitud: 30 de septiembre de 2004 (30-09-2004)
Solicitud de Prioridad N°: 60/614.995

Pais u Oficina Regional u Oficina receptora de. PCT: Estados
Unidos

Fecha de recepcién del documento de prioridad: 21 de noviembre

de 2005 (21-11-2005)

La Oficina Internacional de 1la WIPO, 34, chemin des

Colombettes, 1211 Ginebra 20, Suiza. Fax: (41-22) 33B-8270



Funcionariec autorizado: Arunkumar NAIR
Teléfono N° (41-22) 338-8157
Fax: (41-22) 338-8740

Formulario PCT/IB/304 (enero de 2004)

42
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PATENT COOPERATION TREATY 'f / &
Prom the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY T -

Te:
CHRISTOPHER L. m&m PCT 4_2 2_
HOLLAND & HART
NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
PO BOX g TEMPLE, SLITE 2000 THE INTERNATIONAL EEARCH REPORT AND
SALT LAKRE CITY, UT 84147.058) THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL
SEARCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION
(PCT Rude 44.1)
[ Duta of madling _—

_ aomnigey 21 FEB 2007
Applicenc's or sgent's St rsireace FOR FURTHER ACTION  Seo peragraphs | and 4 below
Indemational spplication No. Intermational filing dxis
PCTAUS0S/35364 (ckpvimonchinar) 30 Septesnber 2003 (30.09.2005)
Applicant
BAYER HEALTHCARE LLC

). X Tow appticwnt s boveby ootificd tat e itermatioen] swereh repart and the wriries opiaisn of e Intzratiosal Sesrebing Autbarky
Imve besn astablished and are trammnictod bevewith.

Flling of smentmants and siatement wndar Astiete 19:
The spplicant i entitled, {f bo so wishes, to smeed the chrint of the Intornatiooal application (sec Rule 46).

' When? The time limit for MMling sch emendments is normally two months from the date of ransmitial of the international
seatch report.

Whers? Direetly to the Interostional Brarean of WIPQ, 34 chemis des Colombeties
1211 Geneva 20, Switseriand, FacsimBe No : (41-22) 334.02.70.

For mery detalied lnstractions, sce the ootes on (he accompanying shesl.

D The spplicant i barsby aotified that ne intornational sesreh report will bo extabiished snd that ths decizrtion meder
Artiele 1'7(2)(s) to that effoet and (hs writion oplwion of the International Szarching Axtharity are trensmitted herewith.

[C]  with regard 1» the protest againn payment of (as) addlilona? fin(s) ander Rule 40 2, tha spplicant is neified that:

D the protest togother with the decizion thareon bas bom transmicted 1o the Inemationa) Buresu togethor with the applicast's
roques! 10 foreard the texts of bolb the prosesi and the decigion thervon o the deslgnaied Offices.

no deciziva bay been mude yot on the protost; the applicant will be notified ey soon aa & decixion is mado

4. Remluders
Shortly after the expiration af 18 mexiths from the priority dets, the (nternationa] spplieation will be published by the interastional
Barcan. If (ho wpplicast wishes t swvold or postpooe poblication, & sotien of withdrewul of the internstiona! application, or of the
priority elsim, mwst ressh the hatersational Bursss ap juvided in Rules 50541 and 90bi.3, respectively, bofore the complation of the
technical preparations fiv iwteraational publication.
The spplioamt mry sobnh commonls an an informe] basls ca the wrines opision of the Inematiooal Searching Anthority to he
International Buresw. The [nternational Boyess will send & copy of such conwnems to all desigmted Offices snlexy an imernatisl
prelimioery exariostion report has been or i 1o be establizhed. Theso comments would also be made aveilable (o the public but oot
befove the oxpiration of 30 meathy fram the priority date.
Withia 19 mostia from (o priority dato, but caly in respoct of sorne desigoated Offices, & demand for internationg] prolinissry
examination st be fllod i the applicant wishes to pestpone the antry ivto the oaticenl plas: satfl 3§ moaths from the priorfty dete
{in some Offices even ixter}; otherwise, e applicant nxwt, within 20 months from the priarity date, performn the prescribed sets for
eqtry luin the aationa) phess before these designated Offtces.
In respost of other deignated Offices, the thos 1init of 30 manth {or bxter) will apply sven If no dereased s Med within 19 oeuthy.

See the Amew 10 Form PCT/IR/0] mnd, for detalls abowt the applicablo timo limite, Offics by Office, sco the PCT Appiicwy’s Guide,
Valame 11, Natioaal Chapitary and the WIPO Intorset shie.

MName and malling address of the 1SA/ US Meer
Commimioner for Peizats A
P.O. Bax 1450
Aloxandria, Virginia 2131 3-1450 Telephons No. ¥71-272-1600 l@’\

Facsimilo No. {571) 2731201
Farm PCTNSA/220 (Janaary 2004) (Sies nores on accompanying shest)

L]




PATENT COOFERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Article 18 and Rulex 43 and 44)

Applicsnt's u wgent's s roferomce FOR FURTHER = Form PCT/MIA/220

49493.0312 ACTION 4 wall w3, winere applicahle, hen 3 betow
Interuations] spplicstion No. Intermmtionl filing date (dawimandviwer) | (Eafiest) Priority Date
PCT/US0N35364 30 September 2005 (30.09.2003) 30 September 2004 (30.09.2004)
Applics

BAYER HEALTHCARE LLC

This imtemational search report has boen preparod by this Intemational Scarching Authority and is transmitted o the spplicant
acconding w0 Article 18, A copy is being temamivted [ntornational Buresu,

This lnternational ssarch report consista of & iotal of sheeta
It is also sccompanied by & copy of eigh prior art document cited (n this report.

1. Bashs of the Repart
(1 mgmmh“umm—wmmmmoﬁ

the intemational spplication in the language in which it was filed.
» trsiation of the iniamationa] spplicstion into ; » Which is the jmgusge

of  translation Aumished for the purposes of imemetignal sarch (Rules 17 3(s) and 23.1(5))
b.D With regard to sy nuclestide and/or amine acld sequencs disclozed in the imemational app!ication, sec Box No. L
2 || Corteie ciatem wore fownd sussnrchabie (See Box No. 1)

3. D4 umity of ievention bs lncking (Sce Box Wo. 1)
4, With regard 1o the title,
the toxt & spproved e submitisd by the applicant
thv text has boem astabiished by this Authority 1o raad as Sollows:

5. Withregand 1o the abstraet,
X o text (s spproved s pubmitiad by the applicant.

. the text has been established, according ta Rule 38.2(b), by this Autherity s it appesry in Box No. IV. The applicem
may, within ene menth from the date of malling of this international sexrch report, mibmit conrmanis to this Authority.

4.  With regand to the drawings,
a the of the drarwings to be published with the sbstract B Flgure No. ___
m sugpestad by the spplicant.

s selacted by this Authority, because the spplicant filed to suggest a figure,
m sclected by this Authority, bocsmse this Agrre betier chamcterives the nvention.
b D oue of the fgoren t 1o be published with the sbstrmet

Farm PCTARA/210 (first shoet) (April 2009)
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Internations] sppliestion No.
PCT/US03/33364

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

BexNo.II  Olworvations where cortain clsbus wers fornd wasearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This internatioosl search report has not been established in respoct of certain claimes tnder Article 17(2)(a) for the following resscas:

1 D Claima Noa:
bocamsa they relae to subjoct msiter oot required o be searched by thia Authority, namely:

2 D Claima Noe-:
bocanse they rolaio to parts of the intamationsl application thal do not comply with the preseribed requiremants to sach
an extent thal no mesningfol international search con be cxied aut, specifically:

3 [ Cluimadios:
bocame they are dependent cleims end are not dmifted in scenndence with the second end thind sentsoces of Rule 8.4(s).

Bex No. Il Observations whers unity of lurvention Is lacking (Continuation of Itom 3 of first sheet)

This Intercational Searching Authority found muttiple inventions In this internstional spplication, ea follows:
Please Seo Continmation Sheet

As all required additiomal search fbes were timely pad by the spplicant, this mwudlnpﬂm-lil
somrchahle cinims.

An all sosrchabls claima could be scarvhed without effort justifying additional fees, this Authority did not invits peyment
of sy additional fees.

A$ only soms of the required addiioosl search focs were timaly paid by the applicsnt, this intemntional peerch report
aovers only thows clxima for which foes were paid, spocifically clxims Noa -

O0X

& [ Mo required addional seerch foea wezs timety peid by the spplicant. Consequenily, this kniernational sarch report i
eatricted to the fmvention first mentioned n the elakma; H is covered by clalms Nox.

Reomark en Profest D The sdditional smwch joes wers sccompanied by the spplicwi"s protest mnd, whers spplicsble, the
payrent of s protest Re.
D ‘The additional search fees were accompanied by the spplicant's frotest but the applicshie protest fe
wap nol paid within the time |imit specifiod o Ow invitation.

D No protest accompanded the prymant of additions] search foes

Form PCTASA/ZI0 (continuation of first sheex(2)) (Aprdl 2005)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT Intarnational spplication No.
PCTIUS05/35164
A, CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
IPC: BS1D 6100( 2007.01),61M02. §108 61/14( 2007.01),1300( 2007.01),19502( 2007.01),1504( 2007.013: D078 TR
2007.01),702( 2007.01),11/4( 2007.01),116( 2007.01)
ASIK 3000( 2007.01)

USPC: 4227243,267.20),939:2)0/637,87,90,134,1 37, 196M6.)
Ascording o Internations] Patent Claepiflcation (TPC) or 2 both oational ofmsificstion and TPC

Minkoom documenistion searched (curyification rystem fallowed by classificaiion symbols)
US. : 422/243,267,283,939,210/637,87,90,134,137,196/46. |

Documentstion senrched other than minfmum documentstion to the extent thet such documents are included in the fields searched

Electronic data bass eanmzhed during the internstions] seerch (nmme of dais base and, where practicable, scarch terms used)
Plemse Seo Contimeation Sheet

C.  DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

pamgraphs (0017, 0021, 0036-0037, 0037-0088-0093, 0102, 0107, 0123-0124, 0182}
1,78, 14-13 md 17119

Category * Citmion of document, with indicstion, where approprisze, of the relevant passages Ralevant 1o elaim No.
X US 5,490,937A (VAN REIS et al.) 13 Februmy 1996 (13.02 1996), cluims 1-3, 1
¥ )
X US 20040139864 Al (KOPF et al.) 22 July 2004 (22.07.200¢), claima 1-12, Figuves 4 snd 16 ond 20-21
- 11-t4, and, peragraphs [0043]. e
Y 16 and 20-21
X US 20040167120 Al (COUTO et al.) 26 Angun 2004 (26.08.2004), claims | and 70, end 1,78, 1415 end 17-19
¥
A

US 6,350,382 B] (SCHICK et sl) 26 February 2002 {26.02.2002), tha enlire disclosure. 1-19

Emm-uummm-rnuc D See patext femily ennex.

Bpucizl categeris [——] Tatex docaumat pubihed aitw the intcrmasions) dain oy priwviey
’ wfemd T _ﬂnhﬂh-‘h#ﬁﬂhilﬂ.ﬂh
“A"  dossent dufinieg the geuernl stuts of th at which (s not comldered & be of prisipis or thasvy underiyleg the iavemion
Insriens] N - :ﬂll-d‘-d huﬂl-nl iwrive hud:
“E*  amiler application or puiees pullisles] 8 or sfier the g i ey um_ » - [ ]
n*  dsssmen wiish may hryw doults on priority clalmis) or widsh b sind »
ontabiish the publantiees duts o sasther citation or other apesial s (1 - documant of pevealar velevaccs; thr clnlmed bnvention esnand e
specifiml) mbiered i invelve s lrvantive sisp when the dassnam
vonbinnd with sup o mper ather puch docuamn, mch sotsbimtion
0" dememt niavisg » 5 ol Exiss, ws, bl or slher nesy Yuing sbvioms & o parmen il in the
= dosnent yubished prior w the ivereationn) MFiag duse b inter s G decon mewher of the s powe fixdly
ity dein clalmed
" Dute of the actual completion of the internntional search DnofﬂluofTWm
12 Dacamber 2006 (12.12.2006)

Name and mailing address of the [SA/US mﬂf) @
Mal feap T, A BAS ‘NaMk),ﬂ\
D Viryinie 22313-1430 Tetephone No. $71-272-1600

Fucsimile No. (571) 273-3201

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (April 2005)
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Intemational spplication No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCTAUS05/35364
C. {(Continoation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Categmy * Clhution of docsnent, with relication, wheys sppropriate, of the relsvant pasmgrs Relevapt ts tiaim No
A UB 5,616,593 (CHU et al.) 04 Januscy 1997 (D1.04.1957), the entire disciosre. 1-19

Form PCT/ISA/210 (sontipuatien of second sheet) (April 2005)
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Internations) application No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCTAIS0Y35364

BOX [II. OBSERVATIONS WHERE UNITY OF INVENTION 18 LACKING

This sppiication contains the following invantions or groups of inventions which are not so Mnked as to form & single general
m:hunumrcrmuz In order for all inventions to he examined, the sppropriate additional eamination fees

1. Ciaims 1-15, drewn (o 2 process of purifying a malecule of interest from helerogensous tigue cultura midure or from
chwifiad fuld mbdure.

Z. Clalms 16~22, drawn to &n for separsting a protein of intarest from a heterogenects tasus culture fluld mbdure,

mmmmmmmw-mmummmmd
unity of Invention (Rules 13.1, 13.2 and 13.3) for the ressons indicated below.

The Inventions fisted 23 Groups 1-3 do not relata to » single genernl inventive concept under PCT Rule 13.1 becauss, under
PCT Rule 13.2, thay lack the sama or cormesponding spacial technical festures, Tha technical fastures of each group are
diferent from one other. The imvantions iisted ag Groups 1-2 do not relate to a single ganeral inventive conoept under PCT
Rute 13.1 because, under PCT Rule 13.2, they lack tha same or comasponding special technica! features for the following
reasons. Kopf et al. (US 20040139854 Al) teach an apparstus (see the patent clalma 1-12) for s=pamting milk probein from a
biologicel fiuid or culbuse media (see Figure 4) comprising cross-flow Mitration, farmentation and chromatography (ses
alstyact) whereln the ouss-flow fiter system indude: parfusion fermentstion module {see Figure 1); mirofiitration,
ultrafiitration, nanofitvation and reverce oamosis fliber yysbams (asa [0043] and Agures 11-14) that removes the particies
which &re those not fitered through tha membrans of ultrefitration. Kopf et al. aiso teach a separatnr upstresm of seki cos-
fiow Mitration module (ses the palent chilm 4) which 15 equivalant to an intermittent purification /separation system. Further,
Kopf et al, twach the apparatus further comprises » pasteurbrer upstressn of said cross-flow Miration moctude (see the patant
claim 5) In order for that the apparshus i mainteined under starlle condition. The Kopl et &l. spparatus has the struchural
festures of insinnt claims 16 and 20. Therefore, Kopf et al. teach the instent spparatus of claims 16 and 20. Furtharmore, the
Group 1 mathod does not requirs use of the Group 1 spparius, Thanefore, Groups 1-2 are not o knked by the same or
corresponding special technical features within neaning of PCT Rule 13.2, La,, the current appiication iacks a singia general
Inventive concept.

Form PCT/ASA/210 (extra shaet) (April 200%)
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Imomaticas] spplieation No.
INTERNATI NAL SEARCH REPORT PCT/USOY/3I5304

Coutimustion of B, FIELDS SEARCHED ltem 3:

Dutsbases: Modline, US Pre-Crant publication Foll-Text database, US Patent Pull-Text database, EPO Absiracts datshase, JPO Abstracts
databam, end, fryood petents AA, pending patents AA snd Genebank (i pequence search).

Search terms: ultraffiratien, tranemenbenos pressure (TMIP), purl flestion, fluy, eall culinre, fiuid, fermentation, appeatim.

Porm PCT/SA/210 (extra sheet) (April 2005)
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rom e PATENT COOPERATION TREAT.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY .
To:
CHRISTOPHER L. WIOHT PCT
HOLLAND & HART LLP
G IUTH TEMPLY, SUITS 2000 WRITTEN OPINION OF THE
SALTLAKE CTTY, UT M147-058) INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43b1s.1)
omccan, 21 FEB 2007
Applicant's or agent's file reforence FOR FURTBER ACTION
a1 I Sec parngraph 2 belaw
Intermetional spplication No, Internzvional filing 0aie (dmviwomthiear) | Priovity dai (dapvironihyenr)
PCT/UBQS/35364 30 September 2003 (30.09.2005) 30 Sopteyaber 2004 (30.09.2004)
“Interaational Pateni Clemification (IFC) or both natione ciaxsification md [PC
IPC:  Pleaso Ses Contionmtion Sheet —~ o
USPC:  422/243,267,283,939:210/650,637,87,90,134,137: 196/46.1 Ly, .. i [
Applicant
BAYER HEALTHCARE LLC pmad v 7 2007
1. This opinion containe indirations rclating m the MHllowing iema: II.EDATE_&E
D BoxNo.1 Basis of the optnicn ~

Box Ne. II Priority
Bax Nao. Il Non-esteblishment of opinion with regard 1o nowelty, inventive sitp end industrisl spplicability
Box No. IV Lack of unity of invention

Box No. V Reasoned stetenent ynder Rule 43 bir.1(a)(i) with regard 10 navelly, inventive step or industrial
applicsbility; citations and axplanations supporting such statement

Bax No. V1 Certain documeniy citad
BoxNo. VII  Caytain deflcty in the inlermational applicalion
BoxNo. VI  Certaln chservations on the internations! spplication

000 XRXO0

2 FURTHER ACTION
If a demend for intemations] preliminary examinstion {s made, this opinion wilt be considered to be a written opinion of the
Tnternational Preliminacy Examiplng Autherity ("IPEA") except that this does nol apply where the spplicamt chooses s
Authority othar then this ene 1o be the IPEA and the chosen IPBA bes notified the Inlernational Buresu ander Ruls 66.104s{3)
that written opinions of this Internationsl Searching Autherity will not be so considerad.

I this opinion &, &8 provided sbove, considered 1o be a writien opindan of the IPEA, the wpplicant b Invited to submit to the
IPEA n writien reply togetber, where sppropriaie, with kmendments, before the expiration of 3 mentia fom the dute of mailing
of Form PCT/ISA/220 or bafwre the expirstion of 22 months fram the priority date, whichever expives later.

For fther optiors, ses Form PCT/ISAJZ20.

3. For further detaile, soo notes (o Form PCTASA/220

Name and maliing address of the 1A/ US "Dute of completion of this opinion o
Mal Siop PCT, Atm: ISAUS "HQMIO
Commissionsr fr Patents 13 December 2006 (13.12 2006)
Ak, Vgl 22313-1450
Tal -2
Famskonlla Na (3715 275330 spbons No. 571-272-1600

Form FCTESA/ZIT (cover shest) (Al 2003)
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WRITTEN OPINION OF THE wpllcatlon No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAJS0S3S 364

Bex No. 1 Basis of this opinion

1. With regand (v the lnngaage, this opinion hes been established on the baxis of

the Intemational application in the Innguags in which It was filed

D & travalation of the nrnational applisation into ___, which is the languags of » rwalsiion firnisbed for the parposes of

international search (Rules 12.3(n) snd 23.1(b)).
2. With regard in any nucleotide sndfor amine acld sequewce disclosed in the inermmtional application and necessery 10 the claimed

fovention, this opinion hes been established on the basls of:
s type of mxterial

3.0

(] asequence tisting
] tablets) related to the sequence listing

formmt of onterial
[0 onpepe
O i elecwenic form

time of Ming/farnishing
] comtained in the inemnatioual spplication m filed.

] fued iogathes with the intemational spplication i olectronic form.
D fumished subwequently 10 this Authorily for the purpases of seerch
In addition, i the caso that move than ope version or copy of a pequenes listing end/or iahlas) relating thereio hes been filad

or fxnished, the required siatements they the information In the subsequent or sdditional copics is identical 10 that in the
application e filed or does not go beyond the application s flled, o5 appropriate, were famnishod.

4. Additional eovamenty;

Form PCTABA/Z3T(Bax No. 1) (April 2005)
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Internationat spplication No.
WRITTEN OPINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/US05/35364

Box Ne. IV Lack of unity of avention

1. B 1o response w the nvitation (Form PCTA18A/206) 1o pay sckitionsl fees the spplicant has, within the appliosble shm tinit
paid additional foes
[]  peid sdditions) fecs onder protest and, where epplicable, ihe prowes feo
[} ;i additional fees wnder protest ot the spplicable proscst fes s not paid
[0 oot peid additional foes

2 [] Tnis Acthority feund that the requirement of unity of invention is not corplied with and chos not io invite the applicant
pay additional fees.

3. Thb Authority considers that the requirement of mnity of Invention in sccordence with Rule 13 1, 13.2end 13.3 b
[7] compited wie

not commplicd with for the fellowing reasona:
Soo the lack of unily section of the Imernstional Search Repori(Ferm PCTASA/210)

4. Consequently, (his opinien has beon established in respect of the following parts of the internaticmal spplication:
all parts.

[ the ports retating to claima Nos.

Form PCI/BA/LIT (Box No. IV) (Aprl) 2005)



Imernutionsl apptication No.
WRITTEN OPINION OF THE PCTAIS05/35364 4. 3 2
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Box Ne. ¥V Reasoued statement under Rule 43 bis. 1(a)]) with regard to novelty, inveative step or industrial
appliesbility; clintions and explanations W!Lﬂ statement

]. Statement
Novelty (N) Clalms 2-6.9-132nd17-19 YES
Chims 78 1418 nd 20-22 NO
Inventive step (IS) Clalms 2-5.9-13 gnd 12-19 YES
Clalms 1, 7-8 14-16 and 20-22 NO
Industrial spplicabllity (1A) Claims ]-22 YES
Cislma NONE NO
2. Citxtions snd explanations:
Plewe See Contimmtion Sheet

Form PCTASA/ZS? (Box No. V) (Apri) 2003)



Internmtional application No.
WRITTEN OPINION OF THE PCTAUB03/35364
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

[ Supplemental Box

In coo the space n axy of the preceding boxas is mat suificlent.

Contimntion of IPC:

BA1D £100( 2007.01),61/81. $1/83,51/14( 2007.01),1900( 2007.01),1502( 2007 01),15/04( 2007 O1);BS7TB 7/0( 2007 D1),703(
2007.01),11/04( 2007.07),1 L06( 2007.01)

ASIK 3800( 2007.01)

Y. 2. Citations and Expisoations:

Clains 1, 7-3, 1416 and 20-22 Iack novelty wnder PCT Article 33(2) s being mulcipaied by, md/or Inck hnventive step under
PCT Anticle 33(3) sltarnativaly lnck inventive siop undey PCT Article 33(3) a3 being obvious over Van Rels, R. D. (US Pat No.
$450937), Kopl et al. (US 2004/0139864 Al) snd Couto et al. (US 20040157320 Al).

In the patent claims -3, Yan Rals teaches s process of sepating s molecule of imeres! comprizing fijtering the niixtare
containing sald molecule through a filtration membrane while maintaining flux xi  trarmidon point in the region of the thex verym TMP
(tranemembrane pressure), whereby the molecule are selsctively separsted from the mixture, snd wherein the transmembmas pressure
remains spproximaiely constant w the flirstion progresses. Van Rei’ teaching anticipatey elaim 1.

Kopfetal mepmclulh:plmdlluI-ll)lhmﬂtruduﬂmubbl#nlﬂddwﬂlmnﬂl
(men Figure 4) comprising croas-flow filtration, fermentation and clromsiogreplty (see sbetract) wherein the cross-flow filter system
inciude: porfxion farowniation oydule (see Fipae 1), mioofiltmtion, ultrafiltrtion, nenofiiration and reverss ozmosis flter rystens
{svo [0043) and Pigaures 1)- lQMmhpﬂuMuMmMMbMﬂﬂhﬂth:d.
alzo t=nch 1 separator upstream of said crass-flow fllrmion module (pee the pateet claim 4) which is squivalont to an intermicent
putification /separstion systern. Further, Kopf et ol. teach the apparshs firther comprises o pastewrizer upstresm of sid crogs-llow
filration modele (ses the petent claim 5) in order for that the spparstus is maintained under sterile condition. The Kopf ot al. spparatme
has the structoral festures of ingtand clnines 16 and 20. Tharefore, Kopf et al. teach the instert apparaius of claims 16 and 20.

Kopf et sl tench that the spperatus also comprises a vesse! for feeding the fluld that hes passed through the reverse osmosis
module {pee Figures 12-13) which eontinuoialy remove the particles and prodoces the clerifled biologianl sumple fluid (meety the
imitation of clatm 21, hem c) back to the separation systaxn. The Kopf'et al. toachings sre spplicd to claim 21.

In the sbove-diacnased convective cross-flow filirtion, famentation and chromatography symem, the chromamgraphie portion
comprises adenrption/desorption colomm; thus, the above Kopf et al. teachings wre spplied to claim 22

In the paient elainw 1 snd 70, Couto ot ). tesch & proeess of separating biological molecuds of inlerest comprising Blirating the

Form PCT/ISA/237 (Supplemental Bax) {April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE PCTIUS03/35364
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Bupphmestsl Bax
In case the space In any of the preceding boxes Is Doy suiTiclent.

sumple fuid mder condition of mamiaining constant fins rate a1 s specific level or rate wharein (he transmembrane prassmye (TMP)

spplied to the maintsining fhux thereof is no grester than (i.c., below) the TMP f the tranxillon point of the filtrating said molecula,

mwamaduﬂwnq.ﬂhnhmhﬂddnﬂﬂhinbhﬂiﬂy.ﬂ:&mnﬂ.mﬁlh
o .

In the patert claim 70, Couto et al. taach that flitering the filtratz (olarified flvid) fom the filtration in 2 second Mltration stage
and recyeling the fitrats producad by the secand filtration mage back 10 the firt filtration stage wherein the process ia repested. On
[0093], Conto ct al. teach continuous seperation (purificetion) uring & sepanis (purificstion) wnit. At [0017] and [0123], Couto e1al.
weach the moleculs of interest from a fermentation broth ax uilized in cell culnwe. At (0037], [0103) and [0124], Couto et ol teach a
continums purification of partially separated product by tansfisting said product Lo down stresm chromatogrephic rmodules. The above
Couto o al. teachings are applied to claim 7.

Couto ef al. keach that all filtration stages zre itrafilirations (soo [0021, 0087, 0107]), = spplied o claim B.

Al [0182), Couto et al. 1each modification of the sbove-distussed process by implymenting an aseptic filinion alep in order o
remove sy contamirams r particies, ¢.5., bacteria romaining from the clarified filirate product coniaining a biomolecale, o.5., prosin,
thnus, purifying the protoin of intzrest from the clariflad culure Huld In the purification system, as spplied to claim 14.

At [0036], Cote et of. tzach thel the resulting clarified bulk intermediste is a suitable feed maerial for taditionsl purificxtion
lechmiques such s advorpeion clyomatography, s spplied (o claim 15,
Cluims 2-6, 9-13 end 16-19 moet the criteria st out in PCT Anicle 33(2) mnd (3), becanse the prior st neither wuch or fhirly

sopgest tha particuler flow erte (et produces & wall eancentration grester than reienisie concsntration nor the spparstus having the
structiral festure sel forth in clatms 17-19.

Claima 1-19 meel the requirement of PTC artiela 33(4), botause the claimed methods mnd pparstos are weful for purificaion of
biclogleal moleculas, &g, prosein, from s bie-fluid or cell cultore

Form PCT/ISA/237 (Supplemenial Box) (April 2008)

43¢



._q}o

UNITED STATES RECEIVING OFFICE (ROAIS) FEE CODING AMD lEU)lDIHG suee-r ll:ll'-ﬂ 246"

ATIFICATIOR OF THE MTEREATIONAL AFPLICAY —
uml.muu. un-u TIOH HVMaTR

APPLICI«I“' (Nama)

NG NUKEER | WTCRNATIONAL FL .
SIN3¢y 0. Selpty o) _g_____ 43%
Savyer wmaﬂf {Lc -

FAYHENTS

REFUNDS

Faymist v Millag

Daperltl Accomt

} 7 /D DAYE: 1'_"!! Tone

O crswenes

Dc ALH/ CHECK D CASK/CHECK, D BY cnEex D .\v‘un

)

m =
18 La#

R

[ ]

an

802

8

Tosdl Fald 7’.&1#% Togal Putdi Tordl Catedods Tord Refoniod
. ates tacladed f« (T8 oE s

"Hitex Tacieded b WT: [110 "

Data MNailed:

RO/UE Axtiracizaliva

RO/UL Ausadizstion

nosut umurm mﬂm Axthecde

I——
PCcT 'lnllllﬂnl U.6. VEASIONt
[¥ 2]

[{ ]

U.5. DEPARTHEHT OF COIMENGE = Pasens & Trademart



CHAPTER ]
PCT TELEPHONE MEMORANDUM
FOR
LACK OF UNITY OF INVENTION

PCT No.: PCT/USD5/35364

Baminer: Samuel W. Liu

Attormey spoken to: Christopher L. Wight
Dete of cali: 3/17/2006

E Amount of payment approved: $1,000.00
E Deposit account number to be cherged: 08-2623
Atiormey elected to pay for ALL additional Inventions

[T] Attomey elected to pay only for the additional invetions covered by

D Group(s):
— encompassing -
D Claim(s):
7] Atmmey elected NOT to pay for any additional invetions, therefore, only the first ciaimed Invention
{Group T) covered by Claim(s) ______ has been searched.

DX Attnmey was oralty advised that there Is no right to protest for any group not peld for.

Attomey was orafly advised that any protest must be filed no later than 1 month from the malting
of the Search Report (PCT/154/210).

Tima Limit For Aling A Protest

Applicant ks hereby given 1 month from the mafling date of this Search Report in which to flie a protest of the
holding of Yack of unity of invention. In accordence with PCT Rule 40.2, appiicant may protest the holding
of lnck of unity only with respect to the groun(s) peid for.

Nols: A of this form must be gitechad (o the Search

USPTO/269 (August 1087) B



Intemational application No: PCT/US0S/35364

ATTACHMENT TO CHAPTER | PCT TELEPHONE MEMORANDUM
FOR
LACK OF UNITY OF INVENTION

L~
Continuation of Detalled Ressons For Holding Lack of Unity of Invention:

This application contains the following Inventions or groups of Inventions which are not so inked as to form a
single general Inventive concept under PCT Rule 13.1. In order for all Inventions to be examined, the appropriate
adcitional e@amination fees must be pald.

1. Claims 1-15, drawn to a process of purifying a molecule of interest from heterogeneous tissue culture mbure
or from clarified fluld mbdure.

2, Claims 16-22, drawn I an for separating 8 proteln of interest from & heterogeneous tissue culture fluld
mbdure.

This Intemational Searching Authority considers that the intemational application does not comply with the
requirements of unity of iInvention (Rules 13.1, 13.2 and 13.3) for the reasons Indicated below:

The inventions listed as Groups 1-3 do not relate 1o a single general inventive concept under PCT Rule 13.1
because, under PCT Rule 13.2, they lack the same or cormesponding spedial technic features, The technkal
features of each group are different from one other. The Inventions listed as Groups 1-2 do not relate to a single
general nventive concept under PCT Rule £3.1 because, under PCT Rule 13,2, they lack the same or
corresponding spedial technical features for the following neasons. In the patent clalms 1-3, Van Rels teaches a
process of separating a molecule of Interest comprising filtesing the mixture contalning sald moleauie through a
fiitration membrane while maintaining fux at & transition point in the region of the fhoc versus TMP
{transmembrane pressure), whereby the molecule are selectively separated from the mbdure, and wherein the
transmembrane pressure remains appraxdimately constant as the filtration progresses, Van Rels' teaching
anticpates daim 1. Furthermore, the Group 1 method does not require use of the Group 2 appartus. Therefore,
Groups 1-2 are not so Iinked by the same or comesponding spedial technical features within meaning of PCT Rule
13.2, Le., the current application lacks a single general inventive concept.

Nofe: A copy of this form must be altsched fo the Search
USPTO/288 (August 1997) B '

* 433



NOTHES TO FORM PCT/SA/Z20

Mﬂmmhlﬂddbgiuhhmhm lln ﬁmmmm The
Nmnhﬂuhmﬁmdhl’mm md the Adminisirative Instructions
nh-ﬂ-‘h-ty In came of between thess Notes and wmll.inlﬂrnlpphubh. For more
ed infoszation, see also the Appiicont 'y Culds, lp.lbllﬂlluluf
In chews Notes, “Asticle,” “Rule” wx “Section™ refer to the provisions of the PCT, the PCT Reguintions and the PCT
Instructions, reepectively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The spplicant has, after having received the inlemations] search report end the writen opinion of the intematiomd
Sexrching Authority, meq:puunltynmullbcdumofthn miermtional application. [t should mumﬂ

ﬂ-:.:m:n-ll of the int=rnazional ication (cluims, description draw| may be
Plﬂ' preliminary examination there s mﬂvmundmﬁlelm:ln:’nor the claims under Article 19

the applicent wants the laiter o be blldluili:rlhe of or has another
zppl pu mun p'wll pmlauuum

the claims before inamational publiestion. Furthermore, (It
puuumilvn & in soma States anly (see ACT Appiicant 's Guide, Volume VA, AmuuBl sud B2)

The attention of the spplicant is drawn to the fisct thal amendmenty to the claims under Article 19 are not sliowed whers
the Internsjional Searching Authority bas declured, under Article [7(2), thet no intemational sesrch report would be
extablished (see ACT Applicant s Gubde, Valume VA, paragraph 296).

. What parts of the biternstiooal applieation may be amended 7
Under Article 19, anly the claims may be smended.

Mummdmum“zahhm&d(u smanded) under Asticle 34 belore the
Paxpiniug Authority. The description and drawings only be amended under
Article 34 before the Internations! Prediminery Examining Authority. oy oy
into the nations| phese, ail parts of the international ieation he xmended under Article 28 or,
SEﬂ’u..mmn. ot mer

When ? WanzmﬁmhﬁedmlﬂIMMmmcﬂmwwlsmhﬁmh ﬁll.
whtichevar thme limit expires ister. It should be noted, however, that the smendments will be uuhld-

bean recaived on time if they are recaived by the luternational Bureau afier the ‘leldaleﬁma
fimnil ta before the completon of the technical preparstions for intermational (R.ule

Where oot ta fils the amendmenis ?

] The amendments may be filed with the International Bureau and not with the recalving Office or the
hﬁl.ﬂnﬂlmlllihuimly(mm

Where a denand for intmmational preliminary examination has besn/in fled, roe below.

How? thyundluuuﬂmm clairs, by adding one or more new clalma or by amending the text of one

or move of the elnims =8

q A replacement sheet ronst be sobmitter] for each shest of the clalis which, on sccount of sn emendment or
armendmants, differs from the sheet originally filed
All the chrirs sppearing on a replacemery sheot be numbared in Arsbic numersls. Where & claim is
ﬂdﬂnmﬁudhdﬁﬁmum lnlllal-\lhndllmmmmnhd they must he
roumbered conseaautively (Section 205(b)).

m-—mmnm_hﬁ- baguugn in widch the lmernations! application ks te be published.

Wini decomeniy nast/may sccompagy fha smendoyents ?

Lattur (Sectinn 205(5))

The xmendments ot by sdenbtied with = lottwr.

The letior will ot be published with the imtermations! snd the sreendad clatos. 1t should pot be
confimed with the ~Stutenest mnder Articlo 19(1)" (e wmmm&tmn

The lotier xuast by in or Frunch, st the clivice of the Hmunr,lﬂhmdﬂn

balornationad
u-n-‘mﬂauhu-ﬁhu if e lnngmage of the

‘Notss 1o Fors PCUISA/Z20 (first shet) (Jamry 2004)
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIAL DE PATENTES
PCT
NOTIFICACION DE TRANSMISION DEL INFORME BUSQUEDA INTERNACIONAL
Y DE LA OPINION ESCRITA DE LA AUTORIDAD DE BUSQUEDA
INTERNACIONAL, O DE LA DECLARACION

(PCT, Norma 44.1)

De la: AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
Para: Christopher L. Wight. Holland & Hart LLP. 60 East South

Temple, Suite 2000. P.0. Box 11583. Salt Lake City, UT 84147-
0583

Fecha de envio (dia/mes/afic): 21 de febrero de 2007
Referencia de archivo del Solicitante o Agente: 49493.0312
PARA OTROS TRAMITES: ver paArrafos 1 y 4, maa abajo
Solicitud Internacional No. PCT/US05/35364
Fecha de Presentacién internacional (dia, mes, afo): 30 de
septiembre de 2005 (30-09-2005)
Solicitante: BAYER HEALTHCARE LLC
'
1. [x] Por la presente se notifica al solicitante que el
informe de biisqueda internacional y la opinién escrita de la
Autoridad de Busqueda Internacional se han establecide y se

transmiten con la presente:
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4o

Presentacién de modificaciones y testimonio conforme a la

Cléusula 19.

El solicitante tiene derecho, si1 lo desea, de modificar las
reivindicaciones de la solicitud internacional (véase la Norma
46):

¢Cudndo? E1 plazo para presentar dichas modificaciones es
normalmente de 2 meses desde la fecha de transmisién del

Informe de Bisqueda Internacional.

¢D6nde? Directamente a la Oficina Internacional de la WIPO,
34, chemin de Colombettes, 1211 Ginebra 20, Suiza, Fax: (41-

22) 338-8270

Para obtener instrucciones mAs detalladas, véanse las notas en

la padgina adjunta.

2. [] Por la presente se notifica al solicitante que no se
establecerd informe de blisqueda internacional y que la
declaracién conforme al Articulo 17(2)(a) a tal efecto y la
opinién escrita de la Autoridad de Bisqueda Internacional se

transmiten con la presente.

3. [] Con respecto la protesta contra el pago de (un)
arancel (es) adicionales conforme a la Norma 40.2, se notifica

al solicitante que:
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[] la protesta asi como la resolucién sobre ella ha sido
transmitida a la Oficina Internacional junto con el pedido del
solicitante de remitir los textos de la protesta y de la
resolucién sobre ella a las Oficinas designadas.

[l atn no ha habido resolucién sobre la protesta; el

solicitante serd notificado en cuanto haya una resolucién.

4. Recordatorios:

Poco después de los 18 meses desde la fecha de prioridad, la
Oficina Internacional publicard la solicitud internacional. Si
el solicitante desea impedir o postergar la publicacién, un
escrito de retiro de la sgclicitud internacional, o de la
reivindicacién de prioridad, deberi&n ser presentados ante la
Oficina Internacional segin lo previsto en las Normas 90bis.l
Yy 90bis.3, respectivamente, antes de la finalizacién de los
preparativos técnicos para la publicacidén internacional.

El solicitante podr4 presentar ante la Oficina Internacional
observaciones en forma informal acerca de la opiﬁién escrita
de la Autoridad de Bisqueda Internacional. La Oficina
Internacional remitirad una copia de esas observaciones a todas
las oficinas designadas a menos que se haya establecido o se
deba establecer uﬁ informe del examen preliminar
internacional. Estas observaciones también estarian

disponibles para el piblico pero no con anterioridad al
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vencimiento del plazo de 30 meses des de la fecha de

pricridad.

Dentro de los 19 meses desde la fecha de prioridad, deberéa
presentarse un pedido de examen preliminar internacional si el
solicitante desea postergar el ingreso en 1la fase nacional
hasta los 30 meses desde la fecha de prioridad (en algunas
Oficinas més); de lo contrario el solicitante deberi, dentro
de los 20 meses, realizar los tramites previstos para el
ingreso en la fase nacional ante agquellas Oficinas designadas.
Con respecto a las demds Oficinas designadas, el plazo de 30
meses (o con posterioridad) serd aplicable adin cuando no se
presente ningin pedido dentro de los 19 meses.

Véase el Anexo al Formularic PCT/IB/301 y, para detalles
acerca de los plazos aplicables, Oficina por Oficina, véase la
Guia del Solicitante de PCT, Volumen II, Sedes-Nacionales y el
sitio de Internet de la WIPO.

Nombre y domicillo para correspondencia de la Autoridad de
Blisqueda Internacional

Casillero de PCT, Atencién: ISA/US, Comisario de Patentes,
Casilla de Correc 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450

Fax: (571) 273-3201

Funclonario Autorizado: [firma] Samuel W. Liu

Teléfono N° 571-272-1600

Formulario PCT/ISA/220 (enero de 2004)

(Véanse notas en la pagina adjunta)



o

TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES
PCT
INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(Clidusula 18 y Normas 43 y 44 del PCT)

Referencia de Archivo del Solicitante o agente: 49493.0312

PARA REALIZAR OTROS TRAMITES: Véase Notificacién de
Transmisién de Informe de Bisqueda Internacional (Formulario
PCT/ISA/220) y, si fuere aplicable, del punto 5 mAs abajo.
Solicitud Internacional No: PCT/US(5/35364

Fecha de Presentacién Internacional (dia/mes/afio): 30 de
gseptiembre de 2005 (30-09-2005)

Fecha de Prioridad (Ma4s antigua) (dia/mes/afio}: 30 de
septiembre de 2004 {30-09-2004)

Solicitante: BAYER HEALTHCARE LLC

Este informe de blsqueda internacional ha sido preparado por
esta Autoridad de Busqueda Internacional y es transmitido al
solicitante conforme a la Clausula 18. Se transmite una copia

del mismo a la Oficina Internacicnal.

Este informe de busqueda internacional consta de 4 péginas.
[x] Est& acompafiado asimismo de una copia de cada documento de

arte previo citado en el informe
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1. Fundamento de Informe

a. Con respecto al idioma, la bisqueda internacional se llevd

a cabo basada en:

[x] la solicitud internacional en el idioma en que ésta se

presentd.

{ ] una traduccidén de 1la solicitud internacional al

+ que es el idioma de la traduccién provista para
los fines de la bisqueda internacional (Normas 12.3(a) vy
23.1(b)).
b. [] Con respecto a cualquier secuencia de nucleétidos y/o
aminoAcidos revelada en la solicitud internacional, véase el
Casillero N° I
2. [] Ciertas reivindicaciones se consideraron no buscables
(Véase Casillero N° II)
3. [x] Falta Unidad de Invencién (Véase Casillero N°® III).
4. Con respecto al titulo:
[x] el texto se aprueba tal como lo presentd el
solicitante
[] el texto ha sido establecide por esta Autoridad como

sigue:

5. Con respecto al resumen:
[x] el texto es aprobade como lo presenté el solicitante
(1 el texto ha sido establecido, conforme a la Norma

38.2(b), por esta Autoridad como aparece en el Casillero
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N°® IV. El Solicitante puede, dentro de un mes desde la
fecha de remisién de este informe de bisqueda

internacional, presentar comentarios ante esta Autoridad.

6. Con respecto a los dibujos,

a. La Lamina de dibujos que se publicarid con el resumen es:

Figura No. __
[1 sugerida por el Solicitante
[ ] seleccionada por esta Autoridad, debido a que el
Solicitante no sugirié una Figura.
[l seleccionada por esta Autoridad, debido a que ésta es
la fiqura que mejor caracteriza a la invencién

b. [x] No se debe publicar ningquna de las figuras con el

resumen.

Formulario PCT/ISA/210 (pAdgina 1) (abril de 2005)

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional N° PCT/US05/35364

Casillero N° II. Observaciones cuando ciertas reivindicaciones
se consideraron no buscables {(Continuacién del punto 2 de la
pagina 1).

Este informe de blisqueda internacional no se ha establecido con
respecto a ciertas reivindicaciones conforme a 1la Clausula

17(2) (a) por los siguientes motivos:



1. [] Reivindicacliones N°:

porque se relacionan con un objeto que no se requiere que

busque esta Autoridad, a saber:

2. [] Reivindicaciones N°:
porque se relacionan con partes de la solicitud internacional
que no cumplen con los requisitos establecidos en tal magnitud

que no se puede realizar una blusqueda significativa,

especificamente:

3. [) Relvindicaciones N°:
porque son reivindicaciones dependientes y no estdn redactadas

de acuerdo con la segunda y tercera oraciones de la Norma

6.4(a).

Casillero N° III. Observaciones cuando falta unidad de
invencién (Continuacién del punto 3 de la pégina 1)
La Autoridad de Biusqueda Internacional encontré varias

invenciones en esta solicitud internacional, a saber:

1. [#] Como todos los aranceles de bilsqueda adicionales se
pagaron oportunamente por el solicitante, este informe de
bisqueda internacional abarca todas las reivindicaciones

buscables.
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2. [] Como las reivindicaciones buscables pudieron buscarse sin
esfuerzo que justifique un arancel adicional, esta Autoridad no

intima al pagc de ning@n arancel adicional.

3. [] Como ninguno de los aranceles de bisqueda adicionales
requeridos se pagaron oportunamente por el solicitante, este
informe de blsqueda internacional abarca solamente aquellas
reivindicaciones para 1las cuales se pagaron aranceles,

especificamente las reivindicaciones N°:

4. [] El1 solicitante no pagd ninguno de los aranceles de
bisqueda adicionales. En consecuencia, este informe de busqueda
internacional se limita a la invenclén mencionada en primer
lugar en las reivindicaciones; est4 abarcada por las

reivindicaciones N°:

Observacién Bajo Protesta:

[] Los aranceles de bisqueda adicionales estuvieron acompafiados
por el protesto del solicitante

{1 Ningin protesto acompafié el pago de los aranceles de

bisqueda adicionales.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la paégina 1 (2)) (abril

de 2005)
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No. PCT/US 05/35364

A. Clasificacién de la Materia:

IPC 7: BO1D 61/00(2007.01), 61/02, 61/08,61/14 (2007.01},
15/00 (2007.01), 15/02 (2007.01), 15/04 (2007.01};

BO7B 7/00 (2007.01), 7/02 (2007.01), 11/04 (2007.01),
11/06 (2007.01)

A61K 37/00 (2007.01)
USPC: 422/243, 267, 283, 939; 210/637, 87, 90, 134, 137;
196/46.1
De acuerdo con la Clasificacién Internacional de Patentes
(IPC) o con la clasificacién nacional e IPC,
B. Campos de Bilsqueda:
Documentacién minima buscada (sistema de clasificacién segquido
por simbolos de clasificacién)
Us: 422/243, 267, 283, 939; 210/637, 87, 90, 134, 137;
196/46.1
Documentacién buscada ademas de la documentacién minima en la
medida en que tales documentos estdn incluidos en los campos

de blsqueda:

Base de datos electrénica consultada durante 1la bilsqueda
internacional (nombre de la base de datos y, 38l es posible,
términos de biasqueda usados):

Véase la Pagina de Continuacibn
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C. Documentos Considerados Relevantes

444

Categoria* |Cita de documento, indicando, |Relevante para 1la
si corresponde, los pasajes|reivindicacién N°
relevantes

X US 5.490.937A (VAN REIS et al) |1

- 13 de febrero de 1996 (13-02-|--

Y 1996), reivindicaciones 1-3 1

X US 20040139864 Al (KOPF et al) {16 y 20-21

- 22 de julio de 2004, | =--

Y Reivindicaciones 1-12, Figuras |16 y 20-21
4 y 11-14 y parrafos [0043]

X US 20040167320 Al (COUTO et al) |1, 7-8, 14-15 vy

- 26 de agosto de 2004 (26-08-|17-19

Y 2004), reivindicaciones 1 y 70| --
y parrafos [0017, 0021, 0036-(1, 7-8B, 14-15 vy
0037, 0087-0088-0093, 0103, [ 17-19
0107m 0123-0124, 0182)

A US 6.350.382 Bl (SCHICK et al) |1-19

26 de febrero de 2002 (26-02-

2002), la invencidn completa

[x] Se mencionan otros documentos en la continuacién del

Casillero C.

[] Véase al anexo de familia de patentes.

* Categorias especiales de documentos citados:

“A”: documento que define el estado general del arte que no se

considera de particular relevancia
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“E”: documento anterior pero publicado en la fecha de
presentacién internacional o con posterioridad a ella.

"L”: documento que puede arrojar dudas sobre la reivindicacién
de prioridad o que se cita para establecer la fecha de
publicacién de otra «cita o por otra razén especial
(especificada). '
"0”: documento que refiere a wuna revelacién oral, uso,
exhibicién u otro medio.

“P”: documento publicado antes de la fecha de presentacioén
internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad
reivindicada.

"“T”: documento posterior publicado con posterioridad a la
fecha de presentacién internaciocnal o a la fecha de prioridad
y que no esatd en conflicto con la solicitud pero citado para
comprender un principio o teoria que sustenta la invencién.
*X”: documento de particular relevancia: la invencién
reivindicada no puede considerarse nueva o©0 no puede
considerarse que implica un pasc inventivo cuando el documento
se toma solo.

“Y”: documento de particular relevancia: la invencién
reivindicada noc puede considerarse que implica un paso
inventivo cuando el documento se combina con otro u otros
documentos, siendo dicha combinacién cobvia para un experto en
el arte,

“g”: documento miembro de la misma familia de -patentes.

fso
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Fecha de la finalizacién efectiva de la basqueda
internacional: 12 de diciembre de 2006 (12-12-2006)

Fecha de envio del informe de blsqueda internacional: 21 de
febrero de 2007

Nombre y domicilio para correspondencia de la ISA/US

Casilla PCT, Atencién: ISA/US. Comisario de Patentes

Casilla de Correo 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450

Fax: (571)273-3201

Funcionario autorizado: [Firma ilegible] Samuel W. Liu
Teléfono (571) 272-1600

Formulario PCT/ISA/21Q0 (pAgina dos) (abril de 2005)

INFORME DE BﬁSQUEDA INTERNACIONAL
Solicitud de Patente Internacional N°® PCT/US05/34364

C. (Continuacién) Documentos Considerados Relevantes

Categoria* |Cita de documento, indicando, |Relevante para la
si corresponde, los pasajes|reivindicacidén N°

relevantes

A US 5.616.595 (DHU et al) 4 de|1l-19
enero de 1997 (4-01-1997), la

invencién completa

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de paqgina 2) {(abril de

2005}
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INFORMA DE BGSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud de patente internacional N° PCT/US05/35364

CASILLERO III. Observaciones cuando falta unidad de invencién

Esta solicitud de patente contiene las siquientes invenciones
o grupos de invenciones que no estén tan vinculadas como para
formar un solo concepto inventivo genera (Norma 13.1 del PECT).
Para que todas 1las invenciones sean examinadas, se deben
abonar los aranceles de examen adicionales correspondientes.

l. Las reivindicaciones 1-15, referidas a un proceso para
purificar una molécula de interés desde una mezcla de
cultivo de tejlido heterogéneo o desde una mezcla de
fluido clarificada.

2. Las relvindicaciones 16-22, referidas a un aparato para
separar una proteina de interés de una mezcla de fluido

de cultivo de tejido heterogéneo.

La Autoridad de Bisqueda Internacional considera que la
solicitud de patente internacional no cumple con los
requisitos de unidad de invencién (Normas 13.1, 13.2, y 13.3)
por los motivos que se indican a continuacidn:
Las invenciones enumeradas como los Grupos 1-3 no se
relacionan con un solo concepto inventive general conforme a

la Norma 13.1 del PCT porque, conforme a la Norma 13.2 del
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PCT, carecen de las mismas o de caracteristicas técnicas
especiales correspondientes. Las caracteristicas técnicas de
cada grupo son diferentes unas de otras. Las invenciones
enumeradas come los Grupos 1-2 no se relacionan con un solo
concepto inventivo general conforme a la Norma 13.1, conforme
a la Norma 13.2 del PCT, carecen de las mismas o de
caracteristicas técnicas especiales corresp?ndientes por los
siguientes motivos. Kopf et al (US 20040139864 Al) ensefian un
aparato (véanse las reivindicaciones 1-12 de la patente) para
separar la proteina de la leche de un fluido biolégico o
medios de cultivo (véase la Figura 4) que comprenden 1la
filtracién de flujo cruzado, la fermentacién Yy la
cromatografia (véase el resumen) en donde el sistema de filtro
de flujo cruzado incluye: mdédulo de fermentacién por perfusién
{véase la Figura 1); microfiltracién, ultrafiltracién,
nanofiltracién y sistemas de filtro por ésmosis invertida
(véase [0043] y las Figuras 11-14) que remueve las particulas
que son aquellas no filtradas a través de la membrana de
ulrafiltracién. Kopf et al también ensefla un aeparador
corriente arriba del médulo refiltracién de £flujo cruzade
(véase la reivindicacién 4 de la patente) gue es equivalente a
un sistema de purificacién/separacién intermitente. Ademéis
Kopf et al enseflan el aparatoc que también comprende un
pasteurizador corriente arriba del médulo de filtracién de

flujo cruzado (véase la reivindicacién 5 de la patente) para
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gque el aparato se mantenga bajo condiciones estériles. E1
aparato de Kopf et al tiene las caracteristicas estructurales
de las presentes reivindicaciones 16 y 20. En consecuencia,
Kopf et al enseflan el presente aparato de las reivindicaciones
16 y 20. Ademids, el método del Grupo 1 no requiere el uso del
aparato del Grupo 1. En consecuencia, los Grupos 1-2 no estén
tan vinculados por las mismas o por caracteristicas técnicas
especiales correspondientes dentrc de 1la definicién de 1la
Norma 13.2 del PCT, es decir la presente solicitud carece de

un solo concepto inventivo general.
Formulario PCT/ISA/210 (pAgina extra) (abril de 2005)

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud de Patente Internacional N° PCT/US05/35364

Continuacién de B. CAMPOS DE BUSQUEDA Punto 3:

Bases de datos: Medline, Base de datos de Textos Completos de
publicaciones previas a la Concesién de Estados Unidos, base
de datos de Textos Completos de Patentes Estadounidenses, base
de dates de Resumenes de la Oficina de Patentes Europea, Base
de datos de Restmenes de la Oficina de Patentes de Japdén y
patentes concedidas AA, patentes en trémite AA y Genebank

(para blisqueda de secuencias).
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Términos buscados: ultrafiltracidén, presién transmembrana
(TMP), purificacién, flujo, cultivo de células, £fluido,

fermentacién, aparato.

Formulario PCT/ISA/210 (pAgina extra) (abril de 2005)
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES
PCT
OPINION ESCRITA DE LA AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
(Norma 43bis.l del PCT)
De la Autoridad de Biisgqueda Internacional
Para: CHRISTOPHER L. WIGHT. HOLLAND & HART LLP. 60 EAST SOUTH
TEMPLE, SUITE 2000. P.O. BOX 11583. SALT LAKE CITY, UT 84147-

0583

Fecha de remisién (dia/mes/afio): 21 de febrero de 2007
Referencia de archivo del Solicitante o del agente: 49493.0312
PARA OTRAS MEDIDAS. Véase el punto 2 a continuacién

Solicitud Internacional N° PCT/US05/35364

Fecha de presentacidn internacional (dia/mes/aflo): 30 de
septiembre de 2005 (30-09-2005)

Fecha de la prioridad {dia/mes/afio): 30 de septiembre de 2004
(30-09-2004)

Clasificacién Internacional de Patente (IPC) o tanto
clasificaciédn nacional como IPC

IPC: Rogamos ver la Pagina de Continuacién

USPC: 422/243, 267, 283, 939; 210/637, 87, 90, 134, 137;
196/46.1

Solicitante: BAYER HEALTHCARE LLC
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1. Esta opinidn escrita contiene indicaciones relacionadas con

los siguientes puntos:

[x] Casillero N° I. Fundamento del informe

[1 Casillero N° II. Prioridad

[] Casillero N° III. No establecimiento de opinién sobre la
novedad, paso inventivo y aplicabilidad industrial

[x] Casillero N° IV. Falta de unidad de invencién

[x] Casillero N° V. Declaracién fundamentada conforme a la
Clausula 35(2) sobre la novedad, paso inventivo o
aplicabilidad industrial; citas Y explicaciones que
fundamentan dicha declaracién.

[] Casillero N° VI. Ciertos documentos citados

{I Casillero N° VII. Ciertos defectos en 1la solicitud

internacional

[] Casillero N° VIII. Ciertas Observaciones sobre la solicitud

Internacional

2. OTRAS MEDIDAS

Si se presenta un pedido de informe preliminar internacional,
esta opinién se considerard como la opinién escrita de 1la
Autoridad de Examen de Bisqueda Internacional (“IPEA")
excepto que ésta no corresponda cuando el solicitante elige
una Autoridad diferente de ésta para que sea la IPEA y la IPEA

elegida ha notificado a la Oficina Internacional conforme a la
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Norma 66.lbis(b) que la opinién escrita de esta Autoridad de

Bisqueda Internacicnal no se considerard asi.

Si esta opinidén, proporcionada anteriormente, se considera la
opinién escrita de la IPEA, se invita al solicitante a
presentar ante la IPEA una contestacién escrita junto con,
cuando corresponda, enmiendas, con anterioridad al vencimiento
de tres meses desde la fecha de la remisién del Formulario
PCT/ISA/220 o con anterioridad al vencimiento de 22 meses
desde la fecha de la prioridad, la que sea posterior.

Para més opclones, véase el Formulario PCT/ISA/220.

3. Para mis detalles, véase 1las notas al Formulario
PCT/ISA/220

Nombre y domicilio de la ISA/US

Casillero de PCT, Atencidn: ISA/US

Comisario de Patentes

Casilla de Correo 1450

Alexandria, Virginia 22313-1450

Fax: (571) 273-3201

Fecha de finalizacién de la opinién: 13 de diciembre de 2006

(13-12-2006)
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FQuncionario autorizado: (Aparece una firma ilegible] Samuel

W. Liu

Teléfono: 571-272-1600

Formulario PCT/ISA/237 (carAdtula) (abril de 2005)
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OPINION ESCRITA DE LA AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional N° PCT/US05/35364
Casillero N° I. Fundamento de esta opinién.

l. Con respecto al idioma, esta opinién se ha establecido

basada en:

{x] la solicitud internacional en el idioma en que se
presentéd.

[] una traduccién de la solicitud internacional al ’

que es el idioma de la traduccién provista para los propbsitos

de la bidisqueda internacional (Normas 12.3 y 23.1(b}).

2. Con respecto a todas las secuencias de nucleétidos y/o
aminodcidos que se describen en la solicitud internacional y
que son necesarias para la invencién reivindicada, esta
opinién se ha establecido basada en:

a. tipo de material:

[]-un listado de secuencias

[1 tabla(s) relacionada(s) con el listado de secuencias

b. formato del material-

[l en formato escrito

[] en forma legible por computadora

c¢. fecha de presentacién/provisidn

[] contenida en la solicitud internacional presentada
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[] presentada junto con la solicitud internacional en forma
legible por computadora
[)] presentada con posterioridad ante esta Autoridad con

propéaitos de busqueda.

3. [] Ademds, en caso de que se haya presentado o provisto méis
de una versién o copla de un listado de secuencias y/o una
tabla relacionada con él, se presentaron las declaraciones
requeridas de que la informacién de las copias posteriores o
adicicnales es idéntica a aquella de la solicitud presentada o

no va mas alld de la solicitud presentada, segin corresponda.
4. Declaraciones adicionales
Formulario PCT/ISA/237 {(Casillero N°I} (abril de 2005)

OPINION ESCRITA DE LA AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional N° PCT/US05/35364

IV. Falta de unidad de invencion

1. [x] En respuesta a la invitacién (Formulario PCT/ISA/206) a
abonar arancelea adicionales, dentro del plazo aplicable, el
solicitante ha:

[#] abonado aranceles adicionales
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[ ] abonado aranceles adicicnales bajo protesta y, cuando
corresponde, el arancel de protesta

[ ] abonado aranceles adicionales bajo protesta pero no se
pagd el arancel de protesta aplicable

[] no ha pagado aranceles adicionales

2. [ ] Esta Autoridad hallé gque no se cumple con el requisito
de unidad de invencién y ha optade por no invitar al

solicitante a abonar aranceles adicionales

3. Esta Autoridad considera que los requisitos de unidad de
invencién de acuerdo con la Norma 13.1, 13.2 y 13.3

[] se cumple

[x] no se cumple por los siguientes motivos:

Véase la seccién de falta de unidad del Informe de Biisqueda

Internacional (Formulario PCT/ISA/210)

4. En consecuencia, esta opinién se ha establecide con
respecto las siguientes partes de la solicitud internacional:
[x] todas las partes

[ ] las partes relacionadas con las reivindicaciones Nos.

Formulario PCT/ISA/237 (Casilleroc N° IV) (abril de 2005)
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OPINION ESCRITA DE LA AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud de patente internacional N°® PCT/US05/35364

Casillere N° V. Declaracién fundamentada conforme a la
Clausula 35(2) sobre la novedad, paso inventive o
aplicabilidad industrial; citas y explicaciones que

fundamentan dicha declaracién.

1. Declaracién
Novedad (N) Reivindicaciones 2-6, 9-13 y 17-19 st
Reivindicaciones 1, 7-8, 14-16 y 20-22 NO
Paso Inventivo (IS) Reivindicaciones 2-6, 9-13 y 17-19 sfi
Reivindicaciones 1, 7-8, 14-16 y 20-22 NO
Aplicabilidad industrial (IA) Reivindicaciones 1-22 si

Reivindicaciones NINGUNA NO

2. Citas y Explicaciones:

Véase la Pigina de Continuacién.

Formulario PCT/ISA/237 (Casillero N° V) (abril de 2005)
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OPINION ESCRITA DE LA AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud de patente internacional N° PCT/US05/35364

Casillero Suplementario

En caso de que el espacio en cualquiera de los casilleros
precedentes sea insuficiente

Continuacién de IPC:

BO1D 61/00(2007.01), 61/02, 61/08,61/14 (2007.01), 15/00
(2007.01), 15/02 (2007.01), 15/04 (2007.01); BO7B 7/00
{2007.01), 7/02 {(2007.01), 11/04 (2007.01), 11/06 (2007.01)

A61K 37/00 (2007.01)

V.2 Citas y Explicaciones

Las reivindicaciones 1, 7-8, 14-16 y 20-22 carecen de novedad
conforme a la Clausula 33(2) del PCT ya que son anticilpadas,
y/o carecen de paso inventivo conforme a la ClAusula 33(3) del

PCT ya que son obvias con respecto a van Rels, R D (Patente
Estadounidense N° 5.490.937), a Kopf et al (US 2004/0139864

Al) vy a Couto et al (US 20040167320 Al).

En las reivindicaciones 1-3 de la patente, Van Reis ensefla un
proceso para preparar una molécula de interés que comprende
filtrar la mezcla que contiene dicha molécula a través de una
membrana de filtracién mientras se mantiene el fluje en un

punto de transicién en la regién del flujo versus TMP (presidn
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transmembrana), por lo cual las moléculas se separan
selectivamente de 1la mezcla, y en donde la presién
transmembrana permanece aproximadamente constante mientras

avanza la filtraci6én. La enseflanza de Van Reis anticipa 1la

reivindicacién 1.

Kopf et al ensefia un aparato (véanse las reivindicaciones 1-12
de la patente) para separar la proteina de la leche de un
fluideo biocléglicc © de medios de cultive (véase la Figura 4)
que comprende la filtracién de flujo cruzado, fermentacién y
cromatografia (véase el resumen) en donde el sistema de filtro
de flujo cruzado incluye: un méduloc de fermentacién por
perfusidén (véase la Figura 1); microfiltracidn,
ultrafiltracién, nanofiltracién y sistemas de filtro por
6smoais invertida (véase [0043) y 1las Figuras 11-14) que
remueve las particulas que son aquellas no filltradas a través
de la membrana de ultrafiltracién. Kopf et al también ensefla
un separador corriente arriba del médulo de filtracién de
flujo cruzado (véase la reivindicacién 4 de la patente) que es
equivalente a un sistema de separacién por purificacién
intermitente. Ademids, Kopf et al ensefla el aparato que también
comprende un pasteurizador corriente arriba del mddulo de
filtracién de flujo cruzado (véase la reivindicacidén 5 de la
patente) para que el aparato se mantenga bajo condiciones

estériles. El aparato de Kopf et al tiene las caracteristicas

465
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estructurales de las presentes reivindicaciones 16 y 20. En

consecuencia, Kopf et al enseflan el presente aparato de las

reivindicaciones 16 y 20.

Kopf et al ensefla que el aparato también comprende un
recipiente para cargar el fluido que ha pasado a través del
médulo de ¢ésmosis invertida (véase Figuras 12-13) que remueve
continuamente la particulas y produce el fluido de muestra
biolégica <clarificada (cumple con 1la limitacién de 1la
reivindicacién 21, punto c¢c) de regreso al sistema dé
separacién. Las enseflanzas de Kopf et al se aplican a 1la

reivindicacién 21.

En la filtracién de flujo cruzado convectivo discutida
anteriormente, el sistema de fermentacién y cromatografia, la
porcidn cromatografica comprende una columna de
adsorcién/desercién; por lo tanto, las enseflanzas de Kopf et

al precedentes se aplican a la reivindicacién 21.

En las reivindicaciones 1 y 70 de la patente, Couto et al
ensefla un proceso para separar una molécula biolégica de
interés que comprende filtrar el fluido de muestra en
condiciones para mantener la velocidad de flujo constante a un
nivel o velocidad especifica en donde la presién transmembrana

(TMP) aplicada para mantener el flujo de ella no se superior
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(es decir es inferior) a la TMP en el punto de transicién de
la filtracién de dicha molécula, por lo cual dicha molécula de
interés se separa selectivamente del fluido de muestra vy
retiene su bioactividad. La enseflanza de Couto et al se aplica

a la reivindicacién 1.

En la reivindicacién 70 de la patente, Couto et al enseflan que
la filtracién del filtrado (fluido clarificado) desde la
filtracién en una segunda etapa de filtracién y el reciclado
del filtrado producido por la segqunda etapa de filtracién de
regreso a la primera etapa de filtracién en donde el proceso
se repite. En [0043], Couto et al ensefla la separacién
continua (purificacién) usando una unidad (de purificacién)
separada. En [0017) y [0123], Couto et al ensefia la molécula
de interés desde un caldo de fermentacién utilizado en el
cultivo de células. En [0037], [0103] y [0124], Couto et al
ensefia la purificacién continua del producto separado
parcialmente transfiriendo el producto a médulos
cromatogrdficos corriente abajo. Las ensefianzas precedentes de

Couto et al se aplican a la reivindicacién 7.

Couto et al ensefia que todas las etapas de filtracién son
ultrafiltraciones (véase [0021, 0087, 0107]), aplicado a la

reivindicacién B.
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En [0182], Couto et al ensefla la modificacién del proceso
discutido anteriormente implementando un paso de filtracién
aséptico para remover cualquier particula contaminante, por
ejemplo, bacterias remanentes del producto filtrado que
contiene una biomolécula, por ejemplo, proteina, por lo tanto
purificandc la proteina de interés desde el fluido de cultivo
clarificado en el sistema de purificacién, aplicado a 1la
reivindicacién 14.

En [0036), Cote et al ensefla que el intermedio global
clarificado resultante es un material de carga adecuado para
las técnicas de purificacién tradicionales tales como
cromatografia de adsorcién, aplicado a la reivindicacién 15.

La reivindicaciones 2-6, 9-13 y 16-19 cumplen con los
criterios establecidos en la Clausula 33(2) y (3) del PCT,
porque el arte previo no ensefla ni sugiere suficientemente la
velocidad de flujo particular que produce una concentracién de
pared mayor que la concentracién de retencién ni el aparato
que tiene la caracteristica estructural descrita en las
reivindicaciones 17-19.

Las reivindicaciones 1-19 cumplen con los requisitos de la
Cliusula 33(4) del PCT, porque los métodos y aparatos
reivindicados son Gtiles para la purificacién de moléculas
biolégicas, por ejemplo, proteina, desde un bio-fluido o
cultivo de células.

Formulario PCT/ISA/237 (Casillero suplementario) (abril 2005)

463
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PLANILLA DE CODIFICACION E INSCRIPCION DE ARANCEL DE LA

OFICINA RECEPTORA DE ESTADOS UNIDOS (RO/US)

IDENTIFICACION DE LA SOLICITUD DE PATENTE INTERNACIONAL

Solicitud de patente | Fecha de presentacién internacional:

internacional nimero: 30 de septiembre de 2005

PCT 05/35364

Solicitante (nombre):

BAYER HEALTHCARE LLC

PAGOS REEMBOLSOS

Pago a la | Cuenta de | Cuenta de |A Cuenta de|A Cuenta de

presentacién Depésito Depésito Depésito Depésito
08/2623

Cuenta Fecha Fecha Fecha: Fecha:

de 7/3/06

Depdésit

o

§] n Efectivo/ | [] Efectivo/ | [] Por | [] Por

Efectiv Cheqgue Cheque cheque cheque

o

/Cheque

150 1604 | 1000

151

153

800
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801
802
892
Total |Total pagado Total pagado | Total Total pagado
pagad pagado:
o
Estados B92 B92
incluidos para
892
Estado 892 892
incluidos para
892
Fecha de remisidn:
Autorizacién de | Autorizacién Autorizacién |Autorizacién |Autorizacién
RO/US de RO/US de RO/US de RO/US de RO/US
PCT RO/102{b) (Versién de Estados Unidos)
DEPARTAMENTO DE CMERCIO DE ESTADOS UNIDOS - Oficina de

Patentes y Marcas
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carpiTuLO 1

MEMORANDUM TELEFONICO DE PCT POR FALTA DE UNIDAD DE INVENCION

PCT N°: PCT/US05/35364

Examinador: Samuel W. Liu

Apoderado hablé con: Christopher L. Wight

Fecha de la llamada: 17/3/2006

[x] Importe del pago aprobado: $1.000,00

[x] Nimero de cuenta de depbésito para el débito: 08-2623
[x] Apoderado elegido para pagar por TODAS las invenciones

[] Apoderado elegido para pagar solamente las invenciones

adicionales cubiertas por:
[] Grupo(s):
- que comprende:

[1] Relvincdicacién(es):

[1 Apoderado elegido NO para pagar invenciones adicionales, en
consecuencia, solamente se ha buscado la primera invencién
(Grupo I) cubierto por la Reivindicacidn(es) .
[x] Se informé verbalmente al Apoderado que no hay derecho a
protestar por ningin grupo pagado.

[x] Se informdé verbalmente al Apoderado que todas las

protestas deben presentarse con posterioridad no mayor a 1 mes

desde la remisién del Informe de Bisqueda (PCT/ISA/210).
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Plazo para presentar una protesta

Por la presente se otorga al Solicitante 1 mes desde la fecha
de remisién del Informe de Blsqueda en el cual presentar una
protesta de la argumentacién de falta de unidad de invencién.
De acuerdo con la Norma 40.2 del PCT, el solicitante puede
protestar contra la argumentacién de falta de unidad solamente

con respecto al grupo(s) por el cual se pagd.

Motivos detallados para la arqumentacién de Falta de Unidad de

Invencién:

Véase la PAgina de Continuacién.

Nota: Se debe adjuntar una copia de este formulario al Informe
de Busqueda

USPTO/299 (agosto de 1997) B

492
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Solicitud de patente internacional N° PCT/US05/35364
DOCUMENTO ADJUNTO AL MEMORANDUM TELEFONICO DE PCT DEL CAPITULO

I POR FALTA DE UNIDAD DE INVENCION

Continuacitén de los Motivos Detallados para la Argumentacién

de Falta de Unidad de Invencién:

Esta solicitud de patente contiene las siguientes invenciones

o grupos de invenciones que no estdn tan vinculadas como para

formar un solo concepto inventivo general conforme a la Norma

13.1 del PCT. Para que todas las invenciones sean examinadas,

se deben pagar los aranceles de examen adicionalea.

1. Las reivindicaciones 1-~15, referidas a un proceso para
purificar una molécula de interés desde una mezcla de
cultivo de tejido heterogéneo o desde una mezcla de fluido
clarificada.

2. Las reivindicaciones 16-22, referidas a un aparato para
separar una proteina de interés de una mezcla de fluido de

cultivo de tejido heterogéneo.

La Autoridad de Busqueda Internacional considera que la
solicitud de patente internacional no cumple con los
requisitos de unidad de invencién {Normas 13.1, 13.2, y 13.3)

por los motivos gue se indican a continuacién:
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Las invenciones enumeradas como 1los Grupos 1-3 no se
relacionan con un solo concepto inventivo general conforme a
la Norma 13.1 del PCT porque, conforme a la Norma 13.2 del
PCT, carecen de las mismas o de caracteristicas técnicas
especiales correspondientes. Las caracteristicas técnicas de
cada grupo son diferentes unas de otras. Las invenciones
enumeradas como los Grupos 1-~2 no se relacionan con un solo
concepto inventivo general conforme a la Norma 13.1, conforme
a la Norma 13.2 del PCT, carecen de las mismas o de
caracteristicas técnicas especiales correspondientes por los
siguientes motivos. Kopf et al (US 20040139864 Al) enseilan un
aparato (véanse las reivindicaciones 1-12 de la patente) para
separar la proteina dé la leche de un fluide biolégico o
medios de cultive (véase la Figura 4) que comprenden la
filtracién de flujo cruzado, la fermentacién y la
cromatografia (véase el resumen) en donde el sistema de filtro
de flujo cruzado incluye: médulo de fermentacién por perfusién
(véase la Figura 1); microfiltraciédn, ultrafiltracidn,
nanofiltracién y sistemas de filtro por 6smosis invertida
(véase [0043] y las Figuras 11-14) que remueve las particulas
que son aquellas no filtradas a través de la membrana de
virafiltracién. Kopf et al también ensefia un separador
corriente arriba del médulo refiltracién de flujo cruzado
(véase la reivindicacién 4 de la patente) que es equivalente a

un sistema de purificacién/separacidén intermitente. Ademis
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Kopf et al enseflan el aparato que también comprende un
pasteurizador corriente arriba del médulo de filtracién de
flujo cruzado (véase la reivindicacién 5 de la patente) para
que el aparato se mantenga bajo condiciocnes estériies. El
aparato de Kopf et al tiene las caracteristicas estructurales
de las presentes reivindicaciones 16 y 20. En consecuencia,
Kopf et al enseflan el presente aparato de las reivindicaciones
16 y 20. Ademids, el método del Grupo 1 no requiere el uso del
aparato del Grupo 1. En consecuencia, los Grupos 1-2 no estan
tan vinculados por las mismas o por caracteristicas técnicas
especiales correspondientes dentro de la definicién de 1la
Norma 13.2 del PCT, es decir la presente solicitud carece de

un solo concepto inventivo general.

Nota: Se debe adjuntar una copia de este formulario al Informe
de Blisqueda.

USPT0/299 (agosto de 1997)
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- NOTAS AL FORMULARIO PCT/ISA/220

Estas Notas estdn destinadas a dar las instrucciones bisicas
para la presentacién de enmiendas conforme a la Clausula 19.
Las Notas estdn basadas en los requisitos del Tratado de
Cooperacién sobre Patentes, las Reglamentaciones e
Instrucciones Administrativas conforme a ese Tratade. En caso
de discrepancia entre estas Notas y aquellos requisitos, se
aplicardn los Gltimos. Para obtener informacién m&s precisa,

vea la Guia del Solicitante de PCT, una publicacién de la

WIPO.

En estas Notas, “Cl&usula”, "“Norma”, y “Articulo” se refieren
a4 las disposiciones del PCT, las Reglamentaciones del PCT y

las Instrucciones Administrativas, respectivamente.

INSTRUCCIONES CONCERNIENTES A ENMIENDAS CONFORME A LA CLAUSULA

19

El solicitante tiene, con posterioridad a la recepcidén del
informe de bisqueda internacional, una oportunidad de enmendar
las reivindicaciones de 1la solicitud internacional. Sin
embargo, se debe enfatizar que, dado que todas las partes de
la solicitud internacional (reivindicaciones, memoria
descriptiva y dibujos), pueden ser enmendados durante el

procedimiento de examen preliminar internacional,
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habitualmente no hay necesidad de presentar enmiendas a las
relvindicaciones conforme a la Clausula 19 salvo cuando, por
ejemplo, el sclicitante desea que estas tltimas se publiquen
para los propdsitos de proteccién provisional o tiene otra
razén para enmendar las reivindicaciones con anterioridad a la
publicacién internacional. Asimismo, debe enfatizarse que la
proteccién provisional estid disponible solamente en algunos

Estados.

¢Qué partes de la solicitud internacional pueden enmendarse?

Conforme a la Cléusula 19, se pueden enmendar solamente las

reivindicaciones.

Durante la fase internacional, las reivindicaciones también
pueden enmendarse (o enmendarse nuevamente) conforme a la
Clidusula 34 ante la Autoridad del Examen Preliminar
Internacional. La memoria descriptiva y los dibujos podrén
enmendarse solamente conforme a la Cl&usula 34 ante la

Autoridad del Examen preliminar Internacional.

Al ingresar en la fase nacional, todas las partes de la
solicitud internacional podrdn enmendarse conforme a la

Clausula 28 o, cuando corresponda, la Clausula 41l.
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<Cuidindo?

Dentro de los 2 meses desde la fecha de envio del informe de
bisqueda internacional o de los 16 meses desde la fecha de
prioridad, el plazo que venza mAs tarde. Debe hacerse notar,
sin embargo, que las enmiendas se considerardn como recibidas
en fecha s8i son recibidas por la Oficina Internacional con
posterioridad a la fecha de vencimiento del plazo aplicable
pero con anterioridad a las preparaciones técnicas para 1la

publicacién internacional (Norma 46.1)

¢Dénde no deben presentarse enmiendas?

Las enmiendas pueden presentarse solamente ante la Oficina
Internacional y no ante la Oficina receptora o la Autoridad de
Blisqueda Internacional (Norma 46.2)

Cuando se presente / se haya presentado un pedido de examen

preliminar internacional, ver abajo.

iCoémo?
Cancelando una o mas reivindicaciones completas, agregando una
o mas reivindicaciones o enmendando el texto de una o més de

las reivindicaclones presentadas.

Deberd presentarse una pAgina de reemplazo para cada pagina de
las reivindicaciones que, debido a una enmienda o enmiendas,

difiera de la pAgina presentada originalmente.
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Todas las reivindicaciones que aparecen en la péAgina de
reemplazo deberé&n estar numeradas en numeros aribigos. Cuando
se cancele una reivindicacién, no se requiere que se numeren
nuevamente las dem&s reivindicacicones. En todos los casos en
que se numeren nuevamente reivindicaciones, éstas deberi&n ser
numeradas nuevamente en forma consecutiva (Instrucciones
Administrativas, Articulo 205(b))

Las enmiendas deberidn realizarse en el idioma en el cual se

debe publicar la solicitud internacional.

éQué documentos deben/pueden adjuntarse a las enmiendas?

Carta (Articulo 205(b)):

Las enmiendas deberédn presentarse con una carta.

La carta no serd publicada con la solicitud internacional y
las reivindicaciones enmendadas. No deber&d confundirse con la
“Declaracién conforme a la Clausula 19(1)” (ver abajo, en

“Daclaracién conforme a la Clausula 19{(1)").

La ocarta deberi estar en inglés o franaés, a eleccidn del
solicitante. 8in embargo, si el idioma de 1la soliocitud
internacional es el inglés, la carta deberd estar en inglées;
s8i el idioma de la solicitud internacional es el francés, la

carta deberé estar en francés.



