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Patentkrav

1. Fremgangsmate for fremstilling av et polypeptidprodukt uttrykt fra et
polynukleotidkonstrukt omfattende nukleinsyresekvensen ifglge SEQ ID NO: 7 eller en
nukleinsyresekvens som koder for en aminosyresekvens som har minst 90 %
sekvensidentitet med aminosyresekvensen kodet av SEQ ID NO: 7, omfattende:

a tilsette et vaskemiddel til en prgve som inneholder et polypeptidprodukt uttrykt fra
polynukleotidkonstruktet;

a tilsette prgven til en soyabgnne-trypsininhibitor (STI)-basert affinitetskromatograf og
eluere polypeptidet med en fgrste elueringsbuffer for 8 generere en fgrste eluert prove,
hvori den tilsatte prgven ikke inneholder et organisk Igsningsmiddel;

a tilsette den fgrste eluerte prgven til en ionebytterkromatograf og blandet
moduskromatograf og eluere polypeptidet med en andre elueringsbuffer omfattende
minst 1M av et uorganisk salt for 8 generere en andre eluert prgve; og

a tilsette den andre eluerte prgven til en hydrofob interaksjonskromatograf og eluere
polypeptidet med en tredje elueringsbuffer omfattende minst 2 mM natriumklorid,

derved fremstille en renset prgve omfattende polypeptidproduktet.

2. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori proven som vaskemidlet tilsettes til inneholder

polynukleotidkonstruktet og et polypeptidprodukt uttrykt fra polynukleotidkonstruktet.

3. Fremgangsmaten ifglge krav 1 eller krav 2, hvori ionebytter- og den blandede

moduskromatografen omfatter en keramisk hydroksyapatittkromatograf av type I.

4. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av de foregdende kravene, hvori den
andre elueringsbufferen omfatter minst 2M av det uorganiske saltet; hvori det uorganiske

saltet fortrinnsvis er natriumklorid.

5. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av de foregdende kravene, hvori:

i) vaskemidlet omfatter Triton X-100 (polyetylenglykol p-(1,1,3,3-tetrametylbutyl)-
fenyleter); og/eller

ii) den fgrste elueringsbufferen omfatter 0,5M til 2M arginin; hvori fortrinnsvis den fgrste
elueringsbufferen har en pH pa ca. 5 til 5,4; og/eller

iii) den hydrofobe interaksjonskromatografen omfatter en oktylsefarosekromatograf.
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6. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av de foregdende kravene, videre
omfattende:

i) et rensetrinn med en anionbytterkromatograf; hvori fortrinnsvis
anionbytterkromatografen omfatter en Sartobind™-ionebyttermembran; og/eller

ii) 8 utsette én eller flere av prgvene for filtrering med et nanoflisfilter; hvori filtreringen
med nanoflisfilteret fortrinnsvis er fgr prgven tilsettes den STI-baserte

affinitetskromatografen.

7. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst foregdende krav, hvori den rensede
prgven inneholder mindre enn ca. 1 % av forurensende proteiner som ikke er uttrykt av

polynukleotidkonstruktet.

8. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst foregdende krav, hvori
polypeptidproduktet uttrykkes i en celle som inneholder polynukleotidkonstruktet;
hvori cellen fortrinnsvis dyrkes i et medium under forhold for & fremstille minst 100 mg
eller minst 200 mg av polypeptidproduktet per liter medium;

hvori mer foretrukket den rensede prgven inneholder (i) mer enn ca. 50 % av
polypeptidproduktet fremstilt i mediet eller (ii) mer enn ca. 100 mg av

polypeptidproduktet fra hver liters produksjon av mediet.

9. Fremgangsmaten ifslge et hvilket som helst foregdende krav, hvori

polypeptidproduktet er et tokjedet polypeptid omfattende en lett kjede og en tung kjede.

10. Fremgangsmaten ifglge krav 9, hvori:

i) ca. 20 % til 50 % av polypeptidproduktet i den rensede prgven har:

(A) en tung kjede som bestdr av aminosyresekvensen ifglge SEQ ID NO: 5; eller

(B) en tung kjede som bestdr av aminosyresekvensen ifglge SEQ ID NO: 5; og ca. 5 %-
95 % av den tunge kjeden som bestar av aminosyresekvensen ifglge SEQ ID NO: 5 har
to O-bundede glykosyleringer og ca. 5 %-95 % av den tunge kjeden som bestar av
aminosyresekvensen ifglge SEQ ID NO: 5 har en O-bundet glykosylering;

og/eller

ii) ca. 40-80 % av polypeptidproduktet i den rensede prgven har:

(A) en tung kjede som bestar av aminosyresekvensen ifglge SEQ ID NO: 8; eller

(B) en tung kjede som bestar av aminosyresekvensen ifglge SEQ ID NO: 8; og minst
ca. 90 % av den tunge kjeden som bestar av aminosyresekvensen ifglge SEQ ID NO: 8
har en O-bundet glykosylering;

og/eller
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iii) ca. 2 %-12 % av polypeptidproduktet i den rensede prgven har en tung kjede som
bestar av aminosyresekvensen ifglge SEQ ID NO: 9; og/eller

iv) ca. 0,1 %-1,5 % av polypeptidproduktet i den rensede prgven har en tung kjede som
bestar av aminosyresekvensen ifglge SEQ ID NO: 10; og/eller

v) ca. 2 %-8 % av polypeptidproduktet i den rensede prgven har en tung kjede som
bestar av aminosyresekvensen ifglge SEQ ID NO: 11; og/eller

vi) ca. 35 %-60 % av polypeptidproduktet i den rensede prgven har en lett kjede som

bestar av aminosyresekvensen ifglge SEQ ID NO: 4.

11. Farmasgytisk sammensetning omfattende en farmasgytisk akseptabel baerer og en
polypeptiddel av tokjedede polypeptider hvori:

ca. 35 %-60 % av de tokjedede polypeptidene har en lett kjede som bestar av
aminosyresekvensen ifglge SEQ ID NO: 4;

ca. 20 %-60 % av de tokjedede polypeptidene har en tung kjede som bestar av
aminosyresekvensen ifglge SEQ ID NO: 5;

ca. 40 %-60 % av de tokjedede polypeptidene har en tung kjede som bestar av
aminosyresekvensen ifglge SEQ ID NO: 8; og

mindre enn 10 % av de tokjedede polypeptidene har en tung kjede som bestar av

aminosyresekvensen ifglge SEQ ID NO: 9.

12. Den farmasgytiske sammensetningen ifglge krav 11, hvori:

i) mindre enn 5 % eller mindre enn 3 % av de tokjedede polypeptidene har en tung
kjede som bestdr av aminosyresekvensen ifslge SEQ ID NO: 9; og/eller

i) ca. 0,1 %-1,5 % av de tokjedede polypeptidene har en tung kjede som bestar av
aminosyresekvensen ifglge SEQ ID NO: 10; og/eller

iii) ca. 2 %-8 % av de tokjedede polypeptidene har en tung kjede som bestar av

aminosyresekvensen ifglge SEQ ID NO: 11.

13. Den farmasgytiske sammensetningen ifglge krav 11 eller krav 12, hvori:

i) ca. 30 %-70 % av den tunge kjeden som bestar av aminosyresekvensen ifslge SEQ ID
NO: 5 har to O-bundede glykosyleringer; og/eller

i) ca. 30 %-70 % av den tunge kjeden som bestdr av aminosyresekvensen ifglge SEQ
ID NO: 5 har en O-bundet glykosylering; og/eller

iii) minst ca. 90 % av den tunge kjeden som bestar av aminosyresekvensen ifglge SEQ

ID NO: 8 har en O-bundet glykosylering.
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14. Den farmasgytiske sammensetningen ifglge et hvilket som helst av kravene 11 til 13,
hvori:

i) preparatet er lyofilisert; og/eller

ii) den farmasgytiske sammensetningen videre omfatter L-arginin-HCI eller
L-argininacetat; og/eller

iii) den farmasgytiske sammensetningen videre omfatter sukrose; og/eller

iv) den farmasgytiske sammensetningen videre omfatter mannitol.

15. Farmasgytisk sammensetning ifglge et hvilket som helst av kravene 11 til 14 for
anvendelse ved reversering eller inhibering av antikoagulasjon hos en pasient som
gjennomgar en antikoagulasjonsbehandling med en faktor Xa-inhibitor, anvendelsen

omfattende administrering av sammensetningen til pasienten.
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