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Patentkrav

1. En fremgangsmate for 8 utfgre kromatografi med en gamma-bestralt anionisk

byttekromatografiharpiks, som omfatter:

(a) 3 tilveiebringe en kromatografikolonne som inneholder en gamma-bestralt

anionisk byttekromatografiharpiks;

(b) & utfore en fgrste kromatografisyklus gjennom kolonnen, hvor den fgrste
kromatografisyklusen omfatter gjenvinning av bindingskapasiteten av den gamma-
bestralte anioniske byttekromatografiharpiksen ved 8 eksponere den gamma-

bestralte anioniske byttekromatografiharpiksen til en denatureringsbuffer; og
(c) & utfgre i det minste en ytterligere kromatografisyklus gjennom kolonnen,

hvor utfgrelsen av hver av den i det minste ene ytterligere kromatografisyklusen omfatter
gjenvinning av bindingskapasiteten av den gamma-bestralte kromatografiharpiksen ved a
eksponere den gamma-bestralte anioniske byttekromatografiharpiksen til
denatureringsbufferen, hvor denatureringsbufferen omfatter én eller flere av urea,

guanidinhydroklorid og Triton™ X-100.

2. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvor utfgrelse av den fgrste kromatografisyklusen i
trinn (b) og/eller i det minste en ytterligere kromatografisyklus i trinn (c) omfatter

trinnene av:

(a) & fange opp et rekombinant protein ved a8 eksponere den gamma-bestralte
anioniske byttekromatografiharpiksen med en vaeske som inneholder et

rekombinant protein;

(b) vasking av den gamma-bestralte anioniske byttekromatografiharpiksen ved &
eksponere den gamma-bestralte anioniske byttekromatografiharpiksen med en

vaskebuffer;

(c) eluering av det rekombinante proteinet ved & eksponere den gamma-bestralte

anioniske byttekromatografiharpiksen med en elueringsbuffer; og

(d) gjenvinning av bindingskapasiteten av den gamma-bestralte anioniske
byttekromatografiharpiksen ved @ eksponere den gamma-bestralte anioniske

byttekromatografiharpiksen til denatureringsbufferen.
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3. Fremgangsmaten ifglge krav 2, hvor veesken som inneholder det rekombinante

proteinet er et flytende dyrkingsmedium.

4. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvor den farste kromatografisyklusen i trinn (b) og den
i det minste ene ytterligere kromatografisyklusen i trinn (c) er utfgrt ved bruk av et

lukket og integrert system.

5. Fremgangsmaten ifslge krav 4, hvor denatureringsbufferen har et

sterilitetssikringsniva pa omtrent eller mindre enn 1 x 10°6.

6. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvor den fgrste kromatografisyklusen av trinn (b)
videre omfatter, etter at den gamma-bestralte anioniske byttekromatografiharpiksen er
eksponert til denatureringsbufferen, & eksponere den gamma-bestralte anioniske
byttekromatografiharpiksen til en vaskebuffer, som omfatter ca. 0,5 M til ca. 1,5 M

natriumhydroksid.

7. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvor kolonnen er en del av et
flerkolonnekromatografisystem (MCCS), f.eks. et periodisk motstrgmkromatografisystem
(PCCS).

8. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvor den gamma-bestralte anioniske
byttekromatografiharpiksen er blitt behandlet med en dose av gamma-bestraling fra ca.
10 kGy til ca. 40 kGy.

9. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor trinn (c) omfatter & utfgre fire eller flere ytterligere

kromatografisykluser.

10. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvor trinn (c) utfgres kontinuerlig over en periode p3 i

det minste 4 dager.

11. En integrert, lukket og kontinuerlig prosess for fremstilling av et renset rekombinant

protein, som omfatter:

(a) & tilveiebringe et flytende dyrkingsmedium, som omfatter et rekombinant

protein som er i det vesentlige fritt av celler; og

(b) kontinuerlig mating av det flytende dyrkingsmediet inn i et

flerkolonnekromatografisystem (MCCS), som omfatter i det minste én
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kromatografikolonne, som inneholder en gamma-bestralt anionisk
byttekromatografiharpiks og som utfgrer i det minste to kromatografisykluser med
i det minste én kromatografikolonne, hvor den i det minste ene
kromatografikolonnen er eksponert til en denatureringsbuffer under hver av de i

det minste to kromatografisyklusene;

hvor denatureringsbufferen har et sterilitetssikringsnivd pd omtrent eller mindre enn 1 x
10° og omfatter én eller flere av urea, guanidinhydroklorid og Triton™ X-100, og hvor
prosessen er integrert og Igper kontinuerlig fra det flytende dyrkingsmediet til et eluat fra

nevnte MCCS, som er det rensede rekombinante proteinet.

12. Fremgangsmaten ifglge krav 11, hvor, i hver av de i det minste to
kromatografisyklusene, etter eksponering av den i det minste ene kromatografikolonnen
til denatureringsbufferen, blir den i det minste ene kromatografikolonnen eksponert til en

vaskebuffer, som omfatter ca. 0,5 M til ca. ca. 1,5 M natriumhydroksid.

13. Fremgangsmaten ifglge krav 1 eller 11, hvor denatureringsbufferen omfatter 6 M til 9

M urea.

14. Fremgangsmaten ifglge krav 1 eller 11, hvor denatureringsbufferen omfatter 5 M til 7

M guanidinhydroklorid.

15. Fremgangsmaten ifglge krav 1 eller 11, hvor denatureringsbufferen omfatter Triton™
X-100.

16. Fremgangsmaten ifglge krav 1 eller 11, hvor denatureringsbufferen er valgt fra

gruppen bestdende av:
8 M urea, 1 M NaCl, 0,1 M sitronsyre, pH 2,5;
6 M guanidinhydroklorid, pH 2,5; og

0,5% Triton™ X-100i 0,1 M edikksyre, pH 2,5.
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