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KRAV

1. En fremgangsmate for gjenvinning av gjenfoldet Ranibizumab, der
fremgangsmaten omfatter trinnene av;

a) a isolere inklusjonslegemer omfattende en lett-kjede og tung-kjede
av Ranibizumab fra den bakterielle vertscellen;

b) a solubilisere inklusjonslegemene omfattende en lett-kjede og/eller
tung-kjede av Ranibizumab i en farste bufret Igsning omfattende 10 mM til 60
mM Tris-Cl, 6M til 8M Urea og DTT ved en pH i omradet fra 8,5 til 10:

c) a gjenfolde den solubiliserte lett-kjeden og tung-kjeden av
Ranibizumab i en andre bufferlgsning omfattende 0,1M til 1M Arginin, 1% til
8% sorbitol og 10 mM til 60 mM Tris_ med en pH i omradet 10 til 11 og
termperatur i omradet 4°C til 12°C for en farste inkubasjonsperiode pa 1 til 25
timer og deretter forskyve pH og temperatur for fgrste inkubasjonsperiode til
en pH og temperatur i omradet 8 til 9 og en temperatur i omradet 20°C til
30°C for en andre inkubasjonsperiode pa 1 til 25 timer; og

d) a gjenopprette den gjenfoldede Ranibizumab.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor den andre bufferlgsningen i trinn (c)

holdes ved pH 10 under den farste inkubasjonsperioden.

3. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor den andre bufferlgsningen i trinn (c)
holdes ved en temperaturen i omradet fra 5°C til 10°C i under den fgrste
inkubasjonsperioden.

4. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor den farste inkubasjonsperioden er 4
timer.

5. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor den andre bufferlgsningen i trinn (c)
holdes ved pH 9 under den andre inkubasjonsperioden.
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6. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor den andre bufferlgsningen i trinn (c)
holdes ved temperatur fra 20°C til ontrent 25°C under den andre
inkubasjonsperioden.

7. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor den andre inkubasjonsperioden er 14

timer.

8. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor den farste bufferlgsningen i trinn (b)
holdes ved pH 9.

9. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvori det gjenvunne, gjenfoldede
Ranibizumab ytterligere renses ved anionisk eller kationisk kromatografi.
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