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PATENTKRAV

1. Fremgangsmate for rensing av rekombinant A Disintegrin-Like og
metallopeptidase med trombospondin type 1-motiv 13 (ADAMTS13) protein fra en
prgve som inneholder ADAMTS13-protein og ikke-ADAMTS13-forurensninger, hvor
fremgangsmaten omfatter & bringe prgven i kromatografisk kontakt med
hydroksyapatitt under betingelser som tillater at ADAMTS13-proteinet fremvises i et
eluat eller en supernatant fra hydroksyapatitt og ytterligere bringe nevnte eluat eller
supernatant i kromatografisk kontakt med en kationbytter/hydrofob

interaksjonsharpiks som binder nevnte ADAMTS13-protein.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, som videre omfatter kromatografisk kontakt av
prgven med en anionbytterharpiks og eluering av nevnte ADAMTS13-protein fra

anionbytterharpiksen fgr kromatografisk kontakt med nevnte hydroksyapatitt.

3. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, som videre
omfatter konsentrering av ADAMTS13-proteinet i prgven ved ultrafiltrering; og
stabilisering av nevnte ADAMTS13-protein ved diafiltreringsutveksling inn i en buffer
omfattende kalsiumioner og sinkioner fgr kromatografisk kontakt med nevnte

hydroksyapatitt.

4, Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, som videre
omfatter, etter kontakt med nevnte hydroksyapatitt eller kationbytter/hydrofob
interaksjonsharpiks, trinnet med fremstilling av ADAMTS13-proteinet for kationbytting

ved a redusere buffer-konduktiviteten.

5. Fremgangsmate ifglge krav 4, hvor nevnte fremstillingstrinn utfgres ved
(a) ultrafiltrering/diafiltrering;

(b) dialyse, hvor nevnte dialyse bestar av hgyst 2 passeringer gjennom en enkelt
dialysemodul; og/eller

(c) gelfiltrering.

6. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, som videre
omfatter & utsette ADAMTS13-proteinet for minst ett trinn med virusinaktivering eller
virusfjerning, hvor nevnte virusinaktiveringstrinn foretrukket omfatter tilsetning av en

Igsningsmiddel-detergentblanding omfattende en ikke-ionisk detergent og et organisk
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Igsningsmiddel til nevnte ADAMTS13-protein, hvor nevnte Igsningsmiddel-
detergentblanding foretrukket omfatter 1% Triton X-100, 0,3% Tri-N-butylfosfat og
0,3% Polysorbat 80; og/eller hvor nevnte virusinaktiveringstrinn foretrukket omfatter
filtrering av ADAMTS13-proteinet med et nanofilter for @ fjerne virus og/eller virale

partikler, eller bade virus og virale partikler.

7. Fremgangsmate ifglge krav 6, hvor ADAMTS13-proteinet immobiliseres under

nevnte virusinaktiveringstrinn.

8. Fremgangsmate ifglge krav 6 eller 7, hvor ADAMTS13-proteinet immobiliseres,

foretrukket pa en kationbytterharpiks.

9. Fremgangsmate ifglge krav 6, 7 eller 8, hvor nevnte virusinaktiveringstrinn

utfgres etter nevnte fremstillingstrinn.

10. Fremgangsmate ifglge krav 8 eller 9, som videre omfatter eluering av
ADAMTS13-proteinet fra harpiksen ved anvendelse av gradienteluering, hvor det ved
nevnte gradienteluering anvendes en fgrste buffer med lavt saltinnhold og en andre
buffer med hgyere saltinnhold; og/eller som videre omfatter eluering av ADAMTS13-
proteinet fra harpiksen ved anvendelse av trinneluering, hvor trinnelueringen
foretrukket omfatter eluering av ADAMTS13-proteinet fra harpiksen med en
lagringsbuffer; hvor nevnte lagringsbuffer foretrukket har en pH stgrrer enn 7,0 og
omfatter mindre enn 10 mM kalsiumioner, en bufferforbindelse, 0,05% ikke-ionisk

detergent og et salt.

11. Fremgangsmate ifglge krav 10, hvor der ikke er noen ultrafiltrering,
diafiltrering eller bufferutvekslingstrinn etter elueringstrinnet fra kationbytterharpiksen

med lagringsbufferen.

12. Fremgangsmate ifglge krav 7, hvor

(a) ADAMTS13-proteinet immobiliseres pa en beerer;

(b) nevnte Igsningsmiddel-detergentblanding omfatter 1% Triton X-100, 0,3% Tri-N-
butylfosfat og 0,3% Polysorbat 80; og/eller

(c) ADAMTS13-proteinet inkuberes i nevnte Igsningsmiddel-detergentblanding for
behandling i 30 minutter til 1 time.
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13. Fremgangsmate ifglge krav 12, som videre omfatter eluering av ADAMTS13-
proteinet fra baereren med en lagringsbuffer, hvor lagringsbufferen foretrukket har en
pH stgrre enn 7,0 og omfatter mindre enn 10 mM kalsiumioner, en bufferforbindelse,

0,05% ikke-ionisk detergent og et salt.

14. Fremgangsmate ifslge krav 13, hvor der ikke er noe pafglgende

konsentrasjons- eller bufferutvekslings-trinn.
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