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Patentkrav

1. Fremgangsmate for a fremstille en anriket IgG-sammensetning fra plasma, fremgangsmaten
omfattende de trinn 3:

(a) utfelle en kryo-fattig plasmafraksjon, i et fgrste utfellingstrinn, med mellom 6% og 10%
(volum/volum) alkohol ved en pH pa mellom 7,0 og 7,5 for a frembringe et fgrste presipitat og en
f@rste supernatant;

(b) utfelle 1gG fra den f@rste supernatanten, i et andre utfellingstrinn, med mellom 20% og 25%
(volum/volum) alkohol ved en pH pa mellom 6,7 og 7,3 for a danne et andre presipitat;

(c) resuspendere det andre presipitatet for @8 danne en suspensjon;

(d) utfelle 1gG fra suspensjonen dannet i trinn (c), i et tredje utfellingstrinn, med mellom 22% og 28%
(volum/volum) alkohol ved en pH pa mellom 6,7 og 7,3 for a danne et tredje presipitat;

(e) resuspendere det tredje presipitatet for 8 danne en suspensjon; og

(f) utseparere den Igselige fraksjonen fra suspensjonen dannet i trinn (e), og derigjennom danne en
anriket IgG-sammensetning,

hvor pH-verdien for minst ett av det fgrste utfellingstrinnet, andre utfellingstrinnet eller tredje
utfellingstrinnet oppnas gjennom tilsetning av en pH-modifiserende lgsning etter tilsetning av
alkoholen, og hvor eventuelt pH-verdien for utfellingstrinnet i tillegg ogsa modifiseres fgr

tilsetningen av alkohol, under tilsetningen av alkohol, eller f@r og under tilsetningen av alkohol.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor pH-verdien for alle av det fgrste utfellingstrinnet, andre
utfellingstrinnet og tredje utfellingstrinnet oppnas gjennom tilsetning av en pH-modifiserende

I@sning etter tilsetning av alkoholen.

3. Fremgangsmate ifglge krav 1 eller 2, hvor tilsetningen av en pH-modifiserende Igsning

omfatter spraytilsetning av den pH-modifiserende Igsningen.

4, Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 3, hvor fremgangsmaten videre

omfatter et trinn med ionebyttekromatografirensing.

5. Fremgangsmate ifglge krav 4, hvor fremgangsmaten omfatter bade et trinn med

anionebyttekromatografirensing og et trinn med kationebyttekromatografi.
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6. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 5, hvor fremgangsmaten videre

omfatter et nanofiltreringstrinn og/eller et ultrafiltrerings-/diafiltreringstrinn.

7. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 6, hvor den anrikede IgG-
sammensetningen som oppnas i trinn (f) inneholder minst 85% av IgG-innholdet som fantes i den

kryo-fattige plasmafraksjonen anvendt i trinn (a).

8. Fremgangsmate ifglge krav 7, hvor den anrikede IgG-sammensetningen som oppnas i trinn

(f) inneholder minst 90% av IgG-innholdet som fantes i kryo-fattige plasmafraksjonen anvendt i trinn

(a).

9. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 8, hvor renheten til y-globuliner i
den endelige IgG-sammensetningen er minst 95%, fortrinnsvis minst 98%, mer foretrukket minst

99%.

10. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor fremgangsmaten omfatter de trinn a:

(a) justere pH-verdien for en kryo-fattig plasmafraksjon til 7,0;

(b) justere etanolkonsentrasjonen til den kryo-fattige plasmafraksjonen i trinn (a) til 25 %
(volum/volum) ved en temperatur mellom -7 °C og -9 °C, og derigjennom danne en blanding;

(c) utseparere vaeske og presipitat fra blandingen fra trinn (b);

(d) resuspendere presipitatet fra trinn (c) med en buffer inneholdende fosfat og acetat, hvor
bufferens pH justeres med mellom 300 mL og 700 mL iseddiksyre per 1000L buffer, og derigjennom
danne en suspensjon;

(e) blande findelt silisiumdioksid (Si0,) med suspensjonen fra trinn (d) i minst 30 minutter;

(f) filtrere suspensjonen med en filterpresse, og derigiennom danne et filtrat;

(g) vaske filterpressen med minst 3 filterpressedgdvolum av en buffer inneholdende fosfat og acetat,
hvor bufferens pH justeres med mellom 50 mL og 200 mL iseddiksyre per 1000L buffer, og
derigjennom danne en vaskelgsning;

(h) kombinere filtratet fra trinn (f) med vaskelgsningen fra trinn (g), og derigijennom danne en
Igsning, og behandle Igsningen med en detergent;

(i) justere pH-verdien til Igsningen fra trinn (h) til 7,0 og tilsette etanol til en endelig konsentrasjon
pa 25%, og derigiennom danne et presipitat;

(j) utseparere vaeske og presipitat fra blandingen fra trinn (i);
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(k) l@se opp presipitatet i en vandig Igsning omfattende et Igsemiddel eller en detergent og
opprettholde Igsningen i minst 60 minutter;

(1) fore Igsningen etter trinn (k) giennom en kationebyttekromatografikolonne og eluere proteiner
absorbert pa kolonnen i et eluat;

(m) f@re eluatet fra trinn (l) giennom en anionebyttekromatografikolonne for a frembringe en
effluent;

(n) f@re effluenten fra trinn (m) gjennom et nanofilter for a frembringe et nanofiltrat;

(o) f@re nanofiltratet fra trinn (n) gjiennom en ultrafiltreringsmembran for a frembringe et
ultrafiltrat; og

(p) diafiltrere ultrafiltratet fra trinn (o) mot en diafiltreringsbuffer for & frembringe et diafiltrat som
har en proteinkonsentrasjon mellom 8% (vekt/volum) og 12% (vekt/volum), og derigjennom oppna
en sammensetning av konsentrert 1gG,

hvor den kryo-fattige plasmafraksjonen dannes gjennom en fremgangsmate omfattende de trinn a:
(i) kjgle en blanding av samlede plasmadonasjoner til en temperatur mellom 2°C og 10°C;

(ii) utseparere vaeske og presipitat fra blandingen fra trinn (i) giennom sentrifugering;

(iii) blande etanol inn i den flytende supernatanten dannet i trinn (ii) til en endelig konsentrasjon pa
mellom 5% (volum/volum) til 10% (volum/volum) etanol, og derigjennom danne en blanding;

(iv) kjgling blandingen dannet i trinn (iii) til mellom -4°C og 0°C;

(v) utseparere vaeske og presipitat fra blandingen fra trinn (iv) gjennom sentrifugering; og isolere

supernatanten, og derigjennom danne en kryo-fattig plasmafraksjon.

11. Fremgangsmate ifglge krav 10, hvor temperaturen til blandingen fra trinn (b) er -7°C.

12. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 10 til 11, hvor presipitatet som dannes
i trinn (c) resuspenderes med mellom 12 L og 18 L buffer per kg presipitat, fortrinnsvis med 15 L

buffer per kg presipitat.

13. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 10 til 12, hvor mengden av
silisiumdioksid som tilsettes i suspensjonen i trinn (e) er mellom 0,02 gram per gram presipitat
dannet i trinn (c) og 0,06 gram per gram presipitat dannet i trinn (c), fortrinnsvis hvor mengden av

silisiumdioksid som tilsettes i suspensjonen i trinn (e) er 0,04 gram per gram presipitat dannet i trinn

(c).
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14. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 10 til 13, hvor et filterhjelpemiddel

tilsettes i blandingen fgr filtrering i trinn (f), hvor filterhjelpemiddelet fortrinnsvis er kiselgur.

15. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 10 til 14, hvor renheten til y-

globulinene i filtratet som dannes i trinn (f) er minst 85%.

16. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 10 til 15, hvor filtratet som dannes i

trinn (f) inneholder mindre enn 10 mg fibrinogen per gram totalt protein.

17. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 10 til 16, hvor filtratet som dannes i

trinn (f) inneholder mindre enn 500 IU PKA-aktivitet per gram totalt protein.

18. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 10 til 17, hvor detergenten som

anvendes i trinn (h) omfatter mellom 0,1 % (vekt/volum) og 0,3% (vekt/volum) polysorbat-80.

19. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 10 til 18, hvor den vandige Igsningen

som anvendes i trinn (k) omfatter Triton-X 100, polysorbat-80 og TNBP.

20. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 10 til 19, hvor nanofilteret i trinn (n)
har en midlere porestgrrelse pa mellom 15 nm til 72 nm, fortrinnsvis hvor nanofilteret har en
midlere porestgrrelse pa mellom 19 nm til 35 nm, mer foretrukket hvor nanofilteret har en midlere

porestgrrelse pa 35 nm.

21. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 10 til 20, hvor Igsningen som dannes i
trinn (h) inneholder minst 85% av det IgG som forefantes i den kryo-fattige plasmafraksjonen i trinn
(a), fortrinnsvis hvor Igsningen som dannes i trinn (h) inneholder minst 90% av det IgG som

forefantes i den kryo-fattige plasmafraksjonen i trinn (a).

22. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor, i det fgrste utfellingstrinnet, pH-verdien modifiseres

etter tilsetning av alkoholen.

23. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor, i det andre utfellingstrinnet, pH-verdien modifiseres

etter tilsetning av alkoholen.
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24, Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor, i det tredje utfellingstrinnet, pH-verdien modifiseres
etter tilsetning av alkoholen.
25. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 22, 23 eller 24, hvor alkoholen er
etanol.
26. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1, 22, 23, 24 og 25, hvor pH-verdien

for utfellingstrinnet modifiseres fgr og etter tilsetningen av alkohol, under og etter tilsetningen av

alkohol, eller f@gr, under og etter tilsetningen av alkohol.

27. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 og 22 til 26, hvor pH-verdien for
minst ett utfellingstrinn opprettholdes under hele utfellingstrinnet gjennom kontinuerlig justering av

pH-verdien.
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