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Patentkrav

1. Fremgangsmade til fremstilling af en separationsmatrix omfattende kovalent
koblede alkali-stabile ligander afledt af et bakterielt immunoglobulin-bindende
protein og som er i alt vaesentligt fri for ikke-kovalent koblede ligander afledt af
neevnte bakterielle immunoglobulin-bindende protein, omfattende trinnene:
a) at tilvejebringe en fast baerer og en alkali-stabil ligand afledt af et
bakterielt immunoglobulin-bindende protein, hvor naevnte alkali-stabile
ligand afledt af et bakterielt immunoglobulin-bindende protein er en alkali-
stabil Protein-A-ligand, en alkali-stabil Protein-L-ligand eller en alkali-stabil
Protein-G-ligand;
b) at reagere naevnte alkali-stabile ligand med naevnte faste baerer for at
danne en separationsmatrix med kovalent koblede alkali-stabile ligander;
0g
¢) at vaske naevnte separationsmatrix med kovalent koblede alkali-stabile
ligander, hvor enhver vask efter reaktionen i trin b), til at fjerne ikke-
bunden ligand, bestar af et trin til vask med en vaskeoplgsning omfattende
mindst 50 mM af et alkalimetalhydroxid, sdsom NaOH eller KOH eller en
hvilken som helst blanding deraf,
hvor naevnte alkali-stabile ligand afledt af et bakterielt immunoglobulin-bindende
protein er i stand til at modsta inkubation med 0,1 M NaOH i 100x10 min ved 22
+/-2°C med mindre end 45% reduktion af bindingskapacitet over for IgG.

2. Fremgangsmaden ifglge et hvilket som helst foregaende krav, hvor naevnte
faste baerer omfatter en flerhed af baerepartikler, sdésom en flerhed af porgse

beerepartikler.

3. Fremgangsmaden ifglge et hvilket som helst foregdende krav, hvor trin ¢)

gentages mindst en gang, gentages eventuelt mindst 5 gange.

4. Fremgangsmaden ifglge et hvilket som helst foregdende krav, yderligere
omfattende, efter trin ¢), et trin d) til overfarsel af naevnte separationsmatrix til

en lagringsopl@sning.
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5. Fremgangsmaden ifglge krav 4, yderligere omfattende, efter trin d), et trin til
dispensering af naevnte separationsmatrix i transportbeholdere.

6. Fremgangsmaden ifglge et hvilket som helst foregdende krav, hvor trin ¢)
udfgres inden for 24 h efter trin b).

7. Fremgangsmaden ifglge et hvilket som helst foregaende krav, hvor
vaskeoplgsningen i trin c) omfatter 25 mM - 1 M af et alkalimetalhydroxid, sdsom
NaOH eller KOH eller en hvilken som helst blanding deraf.

8. Fremgangsmaden ifglge et hvilket som helst foregdende krav, hvor
vaskeoplgsningen i trin c) omfatter 40 mM - 1 M af et alkalimetalhydroxid, sdsom
90 mM - 0,5 M af et alkalimetalhydroxid, eller 50 - 200 mM af et alkalimetal-
hydroxid.

9. Fremgangsmaden ifglge et hvilket som helst foregdende krav, hvor
vaskeoplgsningen i trin c) omfatter 40 mM - 1 M NaOH eller KOH, sdsom 90 mM -
0,5 M NaOH eller KOH, eller 50 - 200 mM NaOH eller KOH.

10. Fremgangsmaden ifglge et hvilket som helst foregaende krav, hvor
separationsmatrixen i trin ¢) inkuberes med vaskeoplgsningen i 2-60 min, sdsom
5-30 min.

11. Fremgangsmaden ifglge krav 10, hvor vaskeoplgsningen efter inkubation
fjernes ved filtrering.

12. Fremgangsmaden ifglge et hvilket som helst foregdende krav, hvor
temperaturen i trin ¢) er 2-40°C, sdsom 15-30°C eller 20-25°C.

13. Fremgangsmaden ifglge et hvilket som helst foregdende krav, yderligere
omfattende, fgr trin b), et trin a") til aktivering af naevnte faste baerer.

14. Fremgangsmaden ifglge krav 13, hvor trin a') omfatter dannelsen af
aldehydgrupper pa naevnte faste baerer, eller hvor trin a') omfatter dannelsen af
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epoxidgrupper pa naevnte faste baerer.

15. Fremgangsmaden ifglge krav 13, hvor naevnte separationsmatrix efter trin b)
omfatter resterende epoxidgrupper.

16. Fremgangsmaden ifglge et hvilket som helst af kravene 10-12, hvor den
alkali-stabile ligand afledt af et bakterielt immunoglobulin-bindende protein
omfatter lysinrester, som er i stand til at reagere med naavnte aldehyd- eller

epoxidgrupper.

17. Fremgangsmaden ifglge krav 13 eller 14, hvor den alkali-stabile ligand afledt
af et bakterielt immunoglobulin-bindende protein omfatter en cysteinrest med en
thiol, som er i stand til at reagere med naevnte epoxidgrupper.

18. Fremgangsmaden ifglge krav 17, hvor naevnte cysteinrest er proksimal til en
C-terminus eller en N-terminus af naevnte alkali-stabile ligand afledt af et
bakterielt immunoglobulin-bindende protein.

19. Fremgangsmaden ifglge et hvilket som helst foregdende krav, hvor navnte
alkali-stabile ligand afledt af et bakterielt immunoglobulin-bindende protein er i
stand til at modsta inkubation med 0,5 M NaOH i 100 x 10 min ved 22+4/- 2°C
med mindre end 45% reduktion af bindingskapacitet over for I1gG.

20. Fremgangsmaden ifglge et hvilket som helst foregaende krav, hvor naevnte
alkali-stabile ligand afledt af et bakterielt immunoglobulin-bindende protein
omfatter mindst et alkali-stabilt Protein-A-domaene, og eventuelt hvor naevnte
alkali-stabile ligand afledt af et bakterielt immunoglobulin-bindende protein
omfatter en multimer af alkali-stabile Protein-A-domaener.

21. Fremgangsmaden ifglge krav 20, hvor navnte multimer omfatter mindst fire
alkali-stabile Protein-A-domeaener, eller hvor naevnte multimer omfatter mindst

seks alkali-stabile Protein-A-domaener.

22. Fremgangsmaden ifglge et hvilket som helst foregaende krav, hvor navnte
alkali-stabile ligand afledt af et bakterielt immunoglobulin-bindende protein
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omfatter mindst et alkali-stabilt Protein-L-domaene, eller hvor naevnte alkali-
stabile ligand afledt af et bakterielt immunoglobulin-bindende protein omfatter en
multimer af alkali-stabile Protein-A-domeaener, eller hvor naevnte alkali-stabile
ligand afledt af et bakterielt immunoglobulin-bindende protein omfatter mindst et
alkali-stabilt Protein-G-domaene.

23. Fremgangsmaden ifglge et hvilket som helst foregaende krav, hvor navnte
alkali-stabile ligand afledt af et bakterielt immunoglobulin-bindende protein

omfatter en multimer af alkali-stabile Protein-G-domaener.

24. Fremgangsmaden ifglge et hvilket som helst foregaende krav, hvor navnte
faste baerer omfatter et tvaerbundet polysaccharid.

25. Fremgangsmaden ifglge et hvilket som helst foregaende krav, hvor navnte
faste baerer omfatter tvaerbunden agar eller agarose.

26. Fremgangsmaden ifglge et hvilket som helst foregaende krav, hvor naevnte
separationsmatrix omfatter mindst 11 mg kovalent bunden ligand per mL matrix,

sasom mindst 15 mg kovalent bunden ligand per mL matrix.

27. Fremgangsmaden ifglge et hvilket som helst foregaende krav, hvor navnte
separationsmatrix efter trin c) producerer en ligandlaekage p& mindre end 40 ng
ligand per mg IgG, som malt med et ELISA-assay i en IgG-eluatpool.
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® AcetatepH5 0.1 M
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