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Patentkrav

1.

2.

Fremgangsmate for a preparere en populasjon av antistoffer hvori mer
en 65 % av populasjonen er aktive antistoffer, omfattende:

(a) laste en prgve omfattende en blanding av antistoffer inn i en
preekvilibert kation utvekslingskolonne, deretter eventuelt vaske
kolonnen med en vaskebuffer og eluere antistoffer som er bundet til
kolonnen med elueringsbuffer, dermed fjerne vertscelleproteiner

(HCP-er) og antistoffisoformer fra praven,

hvori prgven i trinn (a) har en konduktivitet pa 5 til 7 mS/cm;

(b) laste inne en prgve preparert ved a blande salt med eluatet i
trinn (a) med en HIC (hydrophobic interaction column) og eluere
antistoffene som bindes til kolonnen, med en elueringsbuffer,
dermed fjerne vertcelleproteinene (HCP-er) fra elueringen i trinn (a);
0g

(c) laste elueringen i trinn (b) inn i en anionutvekslingskolonne og

samle gjennomstrgmningen.

Fremgangsmaten ifalge krav 1, hvori prgven i trinn (a) prepareres ved a
justere pH-verdien til en kultursupernatant slik at den er i et omrade fra
pH 4 til 6 for & kunne fjerne bunnfall.

Fremgangsmaten ifalge krav 1, hvori
antistoffer har et isoelektrisk punkt pa 8 til 10; eller
antistoffet er Trastuzumab.

NO/EP2791176
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Fremgangsmaten ifalge krav 1, hvori eluatet i trinn (a) omfatter 65 til 80
% aktive antistoffer, 15 til 30 % syreholdige antistoffisoformer og 5 til 20

% alkaliske antistoffisoformer.

Fremgangmaten ifalge krav 1, hvori antistoffisoformen i trinn (a) er en

syreholdig antistoffisoform.

Fremgangsmaten ifglge krav 5, hvori kation utvekslingskolonnen i trinn
(a) er en karboksymetyl (CM) sefarose-kolonne.

Fremgangsmaten ifglge krav 6, hvori trinn (a) omfatter:

(i) laste praven inn til karboksymetyl (CM) sefarose-kolonnen som
er preekvilibert med en ekvilibreringsbuffer omfattende 20 til 30 mM
natriumacetat (pH 4,5 til 5,5) og 35 til 45 mM natriumklorid (NaCl);
(if) vaske kolonnen med en buffer omfattende 20 til 30 mM
natrimacetat (pH 4,5 til 5,5) og 35 til 45 mM natriumklorid;

(iii) vaske kolonnen med en buffer omfattende 20 til 30 mM Tris-
hydrogenklorid (Tris-HCI) (pH 7,0 til 7,5);

(iv) vaske kolonnen med en buffer omfattende 20 til 30 mM Tris-
hydrogenklorid (pH 7,0 til 7,5) og 20 til 30 mM natriumklorid;

(v) vaske kolonnen med en buffer omfattende 20 til 30 mM Tris-
hydrogenklorid (pH 7,0 til 7,5); og

(vi) eluere antistoffer fra kolonnen med en elueringsbuffer
omfattende 20 til 30 mM Tris-hydrogenklorid (pH 7,0 til 7,5) og 80 til
100 mM natriumklorid.

Fremgangmaten ifglge krav 1, hvori antistoffisoformen i trinn (a) er en

syreholdig antistoffisoform og en alkalisk antistoffisoform.

Fremgangsmaten ifalge krav 8, hvori kation utvekslingskolonnen i trinn

(a) er en Fractogel COO-kolonne.
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Fremgangsmaten ifalge krav 9, hvori trinn (a) omfatter:

(i) laste praven inn i Fractogel COO-kolonnen preekvilibert med en
ekvilibreringsbuffer omfattende 20 til 30 mM natriumacetat (pH 4,5
til 5,5) og 35 til 45 mM natriumklorid (NaCl);

(if) vaske kolonnen med en buffer omfattende 20 til 30 mM
natrimacetat (pH 4,5 til 5,5) og 35 til 45 mM natriumklorid;

(iii) vaske kolonnen med en buffer omfattende 25 til 35 mM
natriumacetat (pH 5,5 til 6,5);

(iv) vaske kolonnen med en buffer omfattende 25 til 35 mM
natrimacetat (pH 5,5 til 6,5) og 45 til 55 mM natriumklorid;

(v) vaske kolonnen med en buffer omfattende 25 til 35 mM
natriumacetat (pH 5,5 til 6,5); og

(vi) eluere antistoffer fra kolonnen med en elueringsbuffer
omfattende 25 til 35 mM natriumacetat og 70 til 90 mM

natriumklorid.

Fremgangsmaten ifalge krav 1, hvori antistoffene som bindes til
kolonnen i trinn (b), elueres med en lineazer gradient i saltkomponent til

elueringsbufferen.

Fremgangsmaten ifalge krav 11, hvori trinn (b) omfatter

(i) laste inn en prave preparert ved a justere sitratkonsentrasjonen
til elueringen i trinn (a) slik at den er lik en ekvilibreringsbuffer
omfattende 25 til 35 mM acetat (pH 5,5 til 6.5) og 0,3 til 1,0 M
natriumsitrat, til HIC (hydrophobic interaction column) som
preekviliberes med ekvilibreringsbufferen;

(i) eluere antistoffene fra kolonnen med en elueringsbuffer

omfattende 25 til 35 mM acetat (pH 5,5 til 6,5) i en lineaer gradient.
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14.

15.

Fremgangsmaten ifalge krav 1, hvori

(a) HIC i trinn (b) er en fenylsefarosekolonne; eller

(b) anionutveklingskolonnen i trinn (c) er en Q Fast Flow-kolonne.

Fremgangsmaten ifalge krav 1, hvori anionutvekslingskolonnen
ekvilibreres med en ekvilibreringsbuffer i omradet fra pH 7,0 til 8,0 for

innlasting.

Fremgangsmaten ifalge krav 14, hvori ekvilibreringsbufferen omfatter
Tris-HCI (pH 7,0 til 8,0).
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