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Patentkrav

1. Framgangsmåte for isolering og rensing av TNK-tPA, hvilken framgangsmåte omfatter trinn med

å:

(i) underlegge cellefri innhøsting framskaffet fra CHO-cellekultur for affinitetskromatografi

for å fange TNK-tPA og framskaffe et eluat som inneholder delvis renset TNK-tPA;5

hvori nevnte affinitetskromatografi omfatter Blue Sepharose 6 FF som en stasjonær fase og

en mobil fase, hvori den mobile fasen er en blanding av natriumfosfatbuffer, natriumklorid

og urea;

(ii) underlegge eluatet fra trinn (i) for affinitetskromatografi for ekstra rensing av TNK-tPA

og framskaffe et eluat som inneholder primært TNK-tPA; hvori nevnte affinitetskromatografi10

omfatter Lysine Hyper D som en stasjonær fase og en mobil fase, hvori den mobile fasen er

en blanding av natriumacetatbuffer, urea og epsilon aminokapronsyre (EACA);

(iii) viral inaktivering av eluat i trinn (ii) for å framskaffe den virale inaktiverte prøven; hvori

viral inaktivering utføres ved lav pH og kjemisk inaktivering, hvori kjemisk inaktivering

utføres ved behandling av prøven med natriumkaprylat i nærvær av urea;15

(iv) underlegge den virale inaktiverte prøven i trinn (iii) for en affinitets-kromatografi-III for

ekstra rensing for å framskaffe et eluat som inneholder primært høy-renset TNK-tPA; hvori

nevnte affinitetskromatografi omfatter keramisk hydroksy-apatitt (CHT) som en stasjonær

fase og en mobil fase, hvori den mobile fasen er en blanding av fosfatbuffer, 2-(N-morfolin)-

etansulfosyrehydrat (MES-Hydrat), natriumklorid og urea;20

(v) underlegge eluatet fra trinn (iv) for kationbytte-kromatografi for å framskaffe et eluat

som inneholder et høy-renset preparat av TNK-tPA;

hvori nevnte kationbytte-kromatografi omfatter Fractogel-SO3 som en stasjonær fase og en

mobil fase, hvori den mobile fasen er en blanding av L-Arginin, O-fosforsyre og polysorbat-

20;25

(vi) underlegge eluatet fra trinn (v) for virusreduksjons-filtrering for fjerning av virus som

måtte være stede; hvori virusfiltrering utføres med Polyetersulfon (PES)-nanofilter med en

størrelse i et intervall fra 15-20 nm;

(vii) konsentrere prøven fra trinn (vi) for å framskaffe TNK-tPA ved tangential-

strømfiltrering; hvori utbyttet av prosessen er mer enn 60 % og renheten av TNK-tPA30

framskaffet er mer enn 95 % målt med størrelses-ekskluderings-kromatografi.
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2.  Framgangsmåte  ifølge  krav  1,  hvori  renheten  av  TNK-tPA  er  mer  enn  95  %  ved  størrelses-

ekskluderings-kromatografi og hvori de andre kritiske kvalitetsattributtene er:

SDS PAGE
Ingen ekstra binding forskjellig fra prinsipiell

binding observert

Monomer (%) Mer enn 95 %

Innhold av enkeltkjede (%) Mer enn 60 %

Vertscelle-protein (HCP) (ppm) Mindre enn 100

Vertscelle-DNA (HCD) (ng/dose) Mindre enn 10

3. Framgangsmåte ifølge krav 1, hvori i trinn (i) natriumfosfat er til stede i et intervall fra 20-40mM,

natriumklorid er til stede i et intervall fra 1, 5-2 M og urea er til stede i et intervall fra 2-3 M; hvori5

pH i den mobile fasen er til stede i et intervall fra 7,2-7,4.

4. Framgangsmåte ifølge krav 3, hvori nevnte affinitets-kromatografi framskaffer 0,8 - 1,5 logg-

reduksjon av vertscelle-proteiner (HCP).

5. Framgangsmåte ifølge krav 1, hvori i trinn (ii) natriumacetat er til stede i et intervall fra 5-15 mM,

urea er til stede i et intervall fra 2-3 M og EACA er til stede i et intervall fra 0,1-0,2 mM;10

hvori pH i den affinitets-kromatografi-mobile fasen ligger i intervallet pH 4,5-5.

6. Framgangsmåte ifølge krav 5, hvori nevnte affinitetskromatografi resulterer i 1-1,5 logg-reduksjon

av vertscelleproteiner (HCP) og 1-4 logg-reduksjon av viral klaring;

hvori, fortrinnsvis nevnte affinitetskromatografi resulterer i mer enn 1,5 logg-reduksjon med XMuLV

og mer enn 4 logg-reduksjon med PRV.15

7. Framgangsmåte ifølge krav 1, hvori i trinn (iii) natriumkaprylat er til stede i intervallet 0,01 % -

0,07 % (w/v), fortrinnsvis i intervallet 0,05 %; hvori konsentrasjonen av urea er til stede i intervallet

2-3  M;  hvori  viral  inaktivering  utføres  ved  å  holde  prøven  i  et  tidsrom  på  40-80  minutter;  hvori

holdingen av prøven finner sted ved en temperatur intervall fra 20-30 °C.

8. Framgangsmåte ifølge krav 7, hvori den lave pH og kjemisk inaktivering resulterer i  mer enn 520

logg-reduksjon med XMuLV og PRV.
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9. Framgangsmåte ifølge krav 1, hvori i trinn (iv) fosfatbufferen er til stede i et intervall fra 5-15 mM,

MES-hydrat  er  til  stede  i  et  intervall  fra  2-20  mM,  urea  er  til  stede  i  et  intervall  fra  1-3  M  og

natriumklorid er til stede i et intervall fra 0,1 til 0,5 M;

hvori den mobile fasen pH er i intervallet fra 6 - 9;

hvori affinitets-kromatografi-elusjon som anvendes er lineær salt-gradient;5

hvori saltet er natriumklorid og konsentrasjonen av natriumklorid er i et intervall fra 0,1-1,0 M

natriumklorid.

10. Framgangsmåte ifølge krav 9, hvori nevnte affinitetskromatografi resulterer i 0,5-1 logg-

reduksjon av vertscelleproteiner (HCP) og 2-4 logg av viral klaring,

eller hvori nevnte affinitetskromatografi resulterer i mer enn 4 logg-reduksjon med XMuLV og PRV10

og mer enn 3 logg-reduksjon med MMV og Reo 3-viruser.

11. Framgangsmåte ifølge krav 1, hvori i trinnet (v) nevnte L-Arginin er til stede i intervallet fra 250-

350 mM, O-fosforsyre er til stede i intervallet fra 0,6 %-0,8 % og polysorbat-20 er til stede i intervallet

0,04 til 0,05 %; hvori den mobile fasen med pH er i intervallet fra 7,3 til 7,5.

12. Framgangsmåte ifølge krav 11, hvori nevnte kationbytte-kromatografi resulterer i mer enn 1 logg15

viral klaring med MMV og mer enn 0,5 logg klaring for vertscelleproteiner (HCP).

13.  Framgangsmåte  ifølge  krav  1,  hvori  i  trinn  (vi)  virusfiltreringen  resulterer  i  mer  enn  4  logg-

reduksjon av XMuLV, mer enn 3 logg-reduksjon av PRV, mer enn 4 logg-reduksjon av Reo-3 og mer

enn 4,5 logg-reduksjon av MMV.

14. Framgangsmåte ifølge krav 1, hvori i trinn (vii) filteret er ultrafiltrerings-membran;20

hvori ultrafiltrerings-membranen er PES;

hvori størrelsen av ultrafiltrerings-membranen er i et intervall fra 5-30 kDa, hvori fortrinnsvis

størrelsen av ultrafiltrerings-membranen fortrinnsvis er 10 kDa,

hvori konsentratet fortrinnsvis er TNK-tPA-retentat.

15. Framgangsmåte ifølge krav 1, hvori periodisk motstrøms-kromatografi anvendes for Affinitet-I25

kromatografi definert i trinn (i) ifølge krav 1.

16. Framgangsmåte ifølge krav 1, hvori tilnærmingen med inline-kondisjonering anvendes for

framstilling av buffer og føde for Affinitet-I-kromatografi definert i trinn (i) ifølge krav 1, Affinitet-II-

kromatografi som definert i trinn (ii) ifølge krav 1, Affinitet-III-kromatografi (Mixed Mode-
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kromatografi MMC) som definert i trinn (iv) ifølge krav 1, og ionebytte-kromatografi som definert i

trinn (v) ifølge krav 1.
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