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RIKTIG FOLDET ETANERCEPT MED HAY RENHET OG UTMERKET
AVKASTNING

Krav

1. En kromatografimetode med blandet modus for a skille et riktig foldet etanercept fra
et feil foldet

etanercept, som bestar av trinnene:

(a) binding av en fg@rste etanerceptholdig proteinblanding som bestar av bade
riktig foldede og feil foldede former av etanercept til et blandet

kromatografiresin som har bade ioneutvekslingsdeler og hydrofobe deler.

(b) eluere riktig foldet etanercept fra blandet resin ved & bringe en saltlgsning i
kontakt med det blandede resinet for a oppna en andre proteinblanding med

stgrre andel riktig foldet etanercept enn den fgrste etanerceptblandingen.

2. Metoden i krav 1, der det blandede kromatografiresinet er et Capto™ MMC blandet

kromatografiresin eller Capto™ Adhere blandet kromatografiresin.

3. Metoden i krav 1, der feil foldet etanercept utgjgr under omtrent 10 wt.% av eluatet
oppnadd i trinn (b); det riktig foldede etanerceptet utgjor over 90 wt.% av eluatet
oppnadd i trinn (b); og en kombinert mengde riktig foldet og feil foldet etanercept

utgjgr minst omtrent 95 wt.% av eluatet oppnadd i trinn (b).

4. Metoden i krav 3, der det blandede resinet er Capto™ Adhere, og trinn (a) og (b)
utfgres ved en pH pa omtrent 4,5 til omtrent 8,5 og nevnte saltlgsning valgfritt i tillegg

kan besta av arginin.

5. Metoden 1 krav 3, der saltlgsningen anvendes 1 trinn (b) gjennom en gradient der

saltkonsentrasjonen gkes gradvis.
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6. Metoden 1 krav 1, der pH-verdien 1 saltlgsningen som kommer i kontakt med resinet 1

trinn (b), gradvis byttes ut i lgpet av trinn (b).

7. Metoden i krav 1, der mengden riktig foldet protein er minst omtrent 70 wt.% av

mengden protein som er til stede 1 proteinblandingen som fgres inn i resinet 1 trinn (a).

8. Metoden i krav 1, der en proteinblanding som bestar av minst 90 wt.% riktig foldet
etanercept oppnas uten a utfgre, eller uten at det er ngdvendig a utfgre, noen
kromatografiske separasjons- eller rensetrinn for a skille riktig foldet fra feil foldet

etanercept, bortsett fra fglgende:

(1) ett eller flere rensetrinn, der slikt/slike trinn anvendes utelukkende for a
fjerne ikke-etanercepholdige urenheter;

(2) trinn (a) og (b) i krav 1 for blandet kromatografi; og

(3) SEC, HIC eller andre analytiske kromatografitrinn som utfgres utelukkende

for analyse.

9. Metoden i krav 1, der metoden praktiseres to eller flere ganger pa fglgende mate:

utfgre f@rste blanet separasjon (separasjon nr. 1) ved a utfgre trinn (a) og (b);
etterfulgt av a
utfgre en andre blandet separasjon (separasjon nr. 2) ved a utfgre trinn (a) og (b)

igjen;

der eluatet oppnadd i trinn (b) fra separasjon nr. 1 brukes som opplgsningen som

inneholder en proteinblanding i trinn (a) av separasjon nr. 2.

10. Metoden i krav 9, der separasjon nr. 1 og separasjon nr. 2 utfgres med en metode

som er valgt fra fglgende kombinasjoner:

Separasjon nr. 1 bruker CAPTO MMC som blandet kromatografiresin og
separasjon nr. 2 bruker CAPTO ADHERE som blandet kromatografiresin;
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Separasjon nr. 1 bruker CAPTO ADHERE som blandet kromatografiresin og
separasjon nr. 2 bruker

CAPTO MMC som blandet kromatografiresin;

Separasjon nr. 1 bruker CAPTO MMC som blandet kromatografiresin og
separasjon nr. 2 bruker CAPTO MMC som blandet kromatografiresin; eller
Separasjon nr. 1 bruker CAPTO ADHERE som blandet kromatografiresin og
separasjon nr. 2 bruker CAPTO ADHERE som blandet kromatografiresin;

11. En metode for a produsere en etanerceptholdig proteinblanding, med hgy renhet
med tanke pa mengde riktig foldet kontra feil foldet etanercept som er til stede i

blandingen, der nevnte metode bestar av disse trinnene:

(1) eksprimere etanercept i et pattedyrekspresjonssystem for & oppna en hgstet
cellekulturveske som inneholder en etanerceptholdig proteinblanding, som

bestar av bade riktig foldet og feil foldet etanercept;

(2) utsette den hgstede cellekulturvaesken fra trinn 1 for en renseprosess, der en
etanerceptholdig proteinblanding oppnas med en redusert mengde, eller en
mengde som er hovedsakelig fri for, ugnskede urenheter 1 den hgstede

cellekulturvesken som ble produsert i trinn (1);

(3) bringe den etanerceptholdige proteinblandingen som ble oppnadd i trinn (2)
en eller flere ganger i kontakt med et blandet kromatografiresin som har bade
ioneutvekslingsdeler og hydrofobe interaksjonsdeler, slik at proteinene i

blandingen kan festes til resinet; og

(4) bringe resinet med bundet protein fra trinn 3 1 kontakt med en opplgsning for
a eluere riktig foldet etanercept fra det blandede resinet for a oppna et eluat som
bestar at en etanerceptholdig proteinblanding med en hgyere andel riktig foldet
etanercept kontra feil foldet etanercept enn i1 den etanerceptholdige blandingen

som ble innfg@rt i resinet i trinn 3;

NO/EP2895188
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(1) mengden protein som er til stede i den etanerceptholdige proteinblandingen
oppnadd ved rensingen i trinn 2, er pa minst 80 wt.% av mengden
etanercepholdig proteinblanding som er til stede i den hgstede cellekulturvesken

oppnadd i trinn 1.

(i1) den kombinerte mengden av riktig og feil foldet etanerceptprotein som er til
stede i proteinblandingen som ble elueret i trinn 4, er minst omtrent 60 wt.% av

mengden av denne som er til stede i proteinblandingen oppnadd i trinn 2:

(iii) mengden riktig foldet etanercept som er til stede i eluatet fra trinn 4, er pa
minst 30 wt.% av mengden etanerceptholdig proteinblanding som er til stede 1

den hgstede cellekulturvasken oppnadd i trinn 1; og

(iv) nevnte riktig foldede etanercept utgjgr minst omtrent 90 wt.% av eluatet

oppnadd i trinn 4.

12. Metoden i krav 11, der det blandede resinet er valgt fra gruppen som bestar av

CAPTO MMC og CAPTO ADHERE.

13. Metoden i krav 12 som bestar av fglgende tilleggstrinn:

Trinn (5): bringe proteinblandingen oppnadd i eluatet i trinn 4 i kontakt med et
blandet kromatografi resin som har bade ioneutvekslingsdeler og hydrofobe

interaksjonsdeler, slik at proteinene i blandingen kan festes til resinet; og sa

trinn (6) bringe resinet i kontakt med en opplgsning for a eluere riktig foldet
etanercept fra denne for a oppna et eluat som bestar av en hgyere andel riktig

foldet kontra feil foldet etanercept;
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der nevnte blandede resin brukt i nevnte tilleggstrinn 5 og 6 er den samme som, eller

annerledes enn, det blandede resinet brukt i trinn 3 og 4.

14. Metoden i krav 1, som utelukker bruk av hydrofob enkeltmodus-
interaksjonskromatografi som metode for a skille riktig foldet etanercept fra feil foldet

etanercept, bortsett fra nar det utfgres utelukkende for analyseformal.
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