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OZET

iMMUNOGLOBULINLERIN HAZIRLANMASI iCIN YONTEM

Mevcut bulus, bir polieter veya glikol polimerinin varliginda %96'dan biiyiik veya ona esit bir
safliga sahip bir immunoglobulin baslangi¢ ¢dzeltisine dayanan bir immiinoglobulin ¢ozeltisinin
hazirlanmasi icin bir yontemle ilgili olup ayirt edici 6zelligi su adimlan ihtiva etmesidir: a)
baslangic ¢dzeltisine kaprilik asit veya bunun tuzlarinin eklenmesi; b) a) adiminda elde edilen
¢ozeltinin pH'1imin ayarlanmasy;; ¢) b) adiminda elde edilen ¢dzeltinin zarfli viriislerin
inaktivasyonu icin gerekli siire kadar ve sicaklikta inkiibe edilmesi; d) ¢] adiminda elde edilen

¢cozelti lizerinde ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon adiminin gerc¢eklestirilmesi.
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ISTEMLER

Bir polieter veya glikol polimeri valiinda %96’dan biiyiik veya buna esit bir safliga sahip
olacak sekilde immiinoglobulin baslangic cézeltisine dayanan bir immiinoglobulin ¢dzeltisi

hazirlamaya yénelik yontem olup, ayirt edici 6zelligi asagidaki adimlar ihtiva etmesidir:

a) 9 mM ile 15 mM arasindaki bir konsantrasyonda baslangi¢ ¢ozeltisine kaprilik asit
veya bunun tuzlarinin eklenmes;i;

b) a) adiminda elde edilen ¢oézeltinin pH'1min 5.0 ile 5.2 arasindaki bir pH degerine
ayarlanmasi;

¢) b) adiminda elde edilen ¢dzeltinin zarfh virtslerin inaktivasyonu icin gerekli siire
kadar ve sicaklikta inkiibe edilmesi; ve

d) ¢) adiminda elde edilen ¢ézelti {izerinde bir ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon adiminin

gerceklestirilmesi.

istem 1'e gore sunulan yéntem olup, ayrt edici ézelligi s6z konusu yéntemin ayrica d)
adiminda elde edilen immiinoglobulin ¢ézeltisinin nihai formiilasyonu adimim ihtiva

etmesidir,

istem 1 ve 2’ye gore sunulan yéntem olup, ayirt edici 6zelligi immiinoglobulin baslangig
¢dzeltisinin, Cohn veya Cohn-Oncley yotntemine giére elde edilen fraksiyon I+II+II1,
fraksivon II+IIl veya fraksiyon II'den veya Kistler-Nitschmann y&ntemine veya bunun
%96’dan buylk veya esit bir IgG saflig1 elde etmek icin ilave olarak saflastirilmis olan

varyasyonlarina gore elde edilen A veya I+A veya GG c¢okeltisinden elde edilmesidir.

istem 3’e goére sunulan yéntem olup, ayirt edici ézelligi immiinoglobulin baslangig
¢ozeltisinin Cohn yontemine veya bunun varyasyonlarina gore elde edilen, daha sonra PEG
ile coktiirme ve anyonik kromatografi yoluyla saflastirilan fraksiyon II+[1I'ten elde

edilmesidir.

Onceki istemlerden herhangi birine gére sunulan yéntem olup, ayirt edici ozelligi
immunoglobulin baslangic ¢dzeltisinin 1 ila 10 mg/ml arasinda bir imminoglobulin

konsantrasyenuna sahip olmasidir.

istem 5’e gore sunulan yéntem olup, dzelligi immiinoglobulin baslangic ¢ézeltisinin 3 ila 7

mg/ml arasinda bir immiinoglobulin konsantrasyonuna sahip olmasidir.
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14.

15.

16.

17.

Onceki istemlerden herhangi birine gére sunulan yéntem olup, ayirt edici ézelligi polieter
veya glikol polimerinin polietilen glikol (PEG), polipropilen glikol (PPG) veya bunlarin

kombinasyonlarindan secilmis olmasidir.

istem 7’ye gore sunulan yéntem olup, ayirt edici 6zelligi baslangi¢ ¢ozeltisindeki PEG

konsantrasyconunun %2 ila %6 (a/h) arasinda olmasidir.

istem 7'ye gére sunulan yéntem olup, ayirt edici 6zelligi baslangic ¢ozeltisindeki PEG

konsantrasyenunun %3 ila %5 (a/h) arasinda olmasidir.

istem 7 ila 9’a gore sunulan yéntem olup, ayirt edici 6zelligi PEG’in 4000 Da nominal

molekiiler agirliga sahip PEG olmasidir.

Onceki istemlerden herhangi birine gore sunulan ydntem olup, ayirt edici 6zelligi b)

adiminda elde edilen ¢dzeltinin pH 5.1’e ayarlanmasidir.

Onceki istemlerden herhangi birine gére sunulan yéntem olup, ayirt edici dzelligi c)
adiminda ¢ézeltinin en az 10 dakika boyunca 2°C ila 37°C arasindaki bir sicaklikta inkiibe

edilmesidir.

istem 12'ye gére sunulan yéntem olup, ayirt edici 6zelligi ¢) adiminda ¢ézeltinin 2 saat

boyunca 20°C ila 30°C arasindaki bir sicaklikta inkiibe edilmesidir.

Onceki istemlerden herhangi birine gére sunulan yéntem olup, ayirt edici dzelligi
immiinoglobulin baslangic ¢dzeltisinin toplam proteinlere gére %1°’den (a/h) az veya esit

bir albumin icerigine sahip olmasidir.

Onceki istemlerden herhangi birine gére sunulan yéntem olup, ayirt edici ozelligi

immiinoglobulin baslangi¢ ¢cézeltisinin insan plazmasindan elde edilmesidir.

istem 1 ila 15’e gére sunulan yéntem olup, ayirt edici 6zelligi immiinoglobulin baslangi¢
¢Ozeltisinin immiinoglobulinlerinin genetik rekombinasyon teknikleriyle, kimyasal sentez
teknikleriyle veya transgenik protein iiretim teknikleriyle, veya hiicre kiiltiirleri icinde elde

edilmesidir.

Onceki istemlerden herhangi birine gére sunulan yontem olup, ayirt edici ozelligi
ultrafiltrasyon/divafiltrasyona ait d) adiminin 100 kDa’hk bir membran kullanilarak

gerceklestirilmesidir.
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Onceki istemlerden herhangi birine gére sunulan yéntem olup, ayirt edici 6zelligi

ultrafiltrasyon/diyafiltrasyona ait d) adimimin iki asamada gergeklestirilmesidir:

— kaprilatin ¢ogunu azaltmak veya ortadan kaldirmak i¢in pH'in 5.0 ile 6.0 arasinda bir
degere ayarlandigi bir birinci asama;
— polieter veya glikol polimerinin ¢ogunu azaltmak veya elimine etmek i¢cin pH'in 5.0/'ten

kiiclik veya buna esit bir degere ayarlandig: bir ikinci asama.

istem 18’e gére sunulan yéntem olup, ayirt edici ézelligi ultrafiltrasyon/diyafiltrasyona ait

d) adiminin ikinci asamasinda pH'in 4.0 ile 5.0 arasinda bir degere ayarlanmasidir.

istem 2’ye sunulan yontem olup, ayirt edici dzelligi nihai formiilasyon adiminda, bir veya
daha fazla amino asit, bir veya daha fazla karbonhidrat veya poliol, veya bunlarin

kombinasyonlarindan secilen eksipiyanlar ve/veya stabilizatérlerin eklenmesidir.

Onceki istemlerden herhangi birine gére sunulan yéntem olup, ayirt edici ozelligi
immunoglobulinlerin nihai konsantrasyonunun intravendz, intramiiskiller veya subkiitan

kullanimina uygun bir konsantrasyona ayarlanmasidir.
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Tarifname
iMMUNOGLOBULINLERIN HAZIRLANMASI ICIN YONTEM

Bulusun ilgili Oldugu Alan

Mevcut bulus, immiinoglobulinlerin hazirlanmasi i¢in yeni bir yéntem ile ilgilidir. Elde edilen

imminoglobulin kompozisyonu, érnegin parenteral uygulama icin uygundur.

Teknigin Bilinen Durumu

immiinoglobulinler, omurgahlarn kaninda ve diger viicut sivilarinda ¢éziiniir formda bulunabilen
glikoproteinlerdir ve bagisiklik sistemi tarafindan bakteriler, viriisler veya parazitler gibi yabanci
cisimleri tammlamak ve nétralize etmek i¢in kullamlir. Immiinoglobulinler hastaliklarin teghisi,
terapdtik tedaviler ve dofum o©ncesi tedavi gibi cesitli tibbi uygulamalara sahiptir.
immiinoglobulinlerin en yaygin terapétik uygulamalari, iic genel patoloji grubuna ayrilabilir:
primer immiin yetmezlikler (humoral immiin yetmezlik), sekonder immiin yetmezlikler veya
edinilmis immin yetmezlikler (6rnegin, virds enfeksiyonlarinin dnlenmesi ve tedavisinde) ve

otoimmiin immiin yetmezlikler (antikorlarin gelisimi).

immiinoglobulinler, digerlerinin yani sira intramiiskiiler, intravenéz ve subkiitan yollar gibi cesitli
yollarla uygulanabilir. Bunlardan, intravendz yolun kullanilmasi tercih edilir, ¢linkii ¢ok sayida

avantaj, 6zellikle de daha yliksek terapétik etkinlik sunar.

immiinoglobulinler, insan plazmasindan genellikle Cohn fraksiyon yoéntemine (Cohn EJ. ve dig,, ]
Am Chem Soc, 1946, 62, 459-475), Cohn-Oncley yéntemine {Oncley JL. ve dig, ] Am Chem Soc,
1949, 71, 541-550} veya soguk etanol fraksiyonuna dayanan diger esdeger yontemlere, drnegin
Kistler-Nitschmann yéntemine (Kistler P, Nitschmann H, 1962, 7, 414-424) dayanan prosediirler
kullanilarak saflastirilir. Bu nedenle, yukaridaki yontemlerden herhangi biriyle elde edilen
immiinoglobulinler bakimindan zengin fraksiyonlar (fraksiyon II+III, veya fraksivon II veya
cokelti A veya gamma globulin GG ¢ékeltisi gibi) kullamlmaktadir. Immiinoglobulinleri daha
ayrintil bir sekilde saflagtirmak (IgG) ve uygulama icin, tercihen intravenéz uygulama igin, tolere
edilebilir hale getirmek i¢in modifikasyonlar sunulmustur. S6z konusu modifikasyonlar, drnegin
agregatlarin ve diger safsizhiklann giderilmesi ve ayrica iriiniin giivenliginin saglanmasi icin
sunulmugstur. Ancak, immiinoglobulinlerin hazirlanmasina yénelik prosediire ¢oklu adimlarin
eklenmesi, prosediiriin verimini azaltir ve iiretim maliyetlerini arttinr. Ozellikle intravenéz
uygulamaya yénelik immiinoglobulin lirtinlerine artan talep, bunlarin endiistriyel él¢ekte iliretim

stirecinde verime kritik bir boyut kazandirmistir.
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Teknigin bilinen durumunda aciklanan yéntemlerden, intravendz yolla tolere edilebilen
immunoglobulin kompozisyonlarinin elde edilmesine ydnelik prosediirler, agsagidaki adimlan
kullananlar1 icerir: polietilen glikol (PEG) ile ¢okeltme, iyon degisim kromatografisi, viral
inaktivasyon kapasitesine sahip fiziksel/kimyasal yoéntemler veya imminoglobulin

molekiillerinin enzimlerle isleme tabi tutulmasi ve kismi kimyasal modifikasyonu.

Bu nedenle, patojenik biyolojik ajanlari elimine etme yetenegi olan saglam adimlar tatbik ederek
iirtiniin giivenligini saglamak gereklidir. Genel olarak kullanilan yontem, lipit zarfa sahip virtisleri
etkisiz hale getirmek igin bir ¢dziicii/deterjan kullamilmasim icerir; c¢iinkii bu, proteinlerin
biyolojik aktivitesini ciddi sekilde azaltmaz. Ancak, ¢oziicii/deterjan karisimlarinin toksisitesi goz
oniine alindiginda, bu reaktif nihai Urin elde edilmeden énce kapsamh bir sekilde elimine
edilmelidir ve bu, proses icin gereken sareyi arttirir ve verimi azaltir. Adi gegen
¢oziiciinlin/deterjanin elimine edilmesi icin tarif edilen prosediirler basit degildir ve genellikle
kromatografi adsorpsiyon tekniklerinin dogrudan hidrofobik etkilesimle veya dolayl olarak
imminoglobulinin iyon-degisimli recinelerde yakalanmasi ve tutulmayan ¢éziiciiniin/deterjanin
ayrilmasi yoluyla kullamlmasim gerektirir. Her durumda, stirecler masrafli ve zahmetlidir, 6nemli

miktarda protein kaybini icerir.

Bununla birlikte, viriisleri etkisiz hale getirme kabiliyetine sahip daha basit ve daha etkili
alternatif tedaviler, teknikte bilinmektedir. Ornegin, kaprilik yag asidi (aym zamanda oktanoik

asit olarak da bilinir) veya bunlarin tuzlari kullanilmistir.

US/4446134 sayill patent dokiimaninda, sodyum kaprilat amino asitler ve 151 islem ile
kombinasyon halinde faktér VIII'in hazirlanmasina ydnelik bir yéntemde viral inaktivasyon
prosedirii olarak kullanilmaktadir. Her ne kadar lipit membranlan pargalayabilen virtisidal
ajanin ayrismamuis kaprilik asit oldugu diisiintilse de, ad1 gegen ajani kullanan prosedir, bir asidin
bir ¢dzeltisini ve iyonize formunu ikincinin, yani kaprilatin adiyla ifade etmek kenusundaki

biyokimyasal kurala uygun olarak genellikle kaprilat tarafindan inaktivasyon olarak bilinir.

Kaprilik asit ayrica immiinoglobulinlerin saflagtirilmast i¢in bir ¢dktiirme ajam olarak da
kullanilmistir (Steinbuch, M. ve dig, Arch. Biochem. Biophys., 1969, 134(2), 279-284).
immiinoglobulinlerin saflif1 ve verim, esas olarak eklenen kaprilik asit konsantrasyonuna ve pH’a
baghdir. Steinbuch, M. ve dig. ayrica, aralarinda ¢ékeltinin eliminasyonunun gerceklestirildigi iki
farklh asamada etkili bir miktarda kaprilat eklenmesinin avantajli oldugunu belirtmektedir. Bu
prosediire, immiinoglobulin-olmayan proteinlerin ¢ékeltideki dagilimi sayesinde, hem zarfli hem

de zarfsiz viriisleri elimine etme yetenegi saglayacaktir.
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Teknigin bilinen durumunda ayrica, imminoglobulinlerin saflastinlmas1 icin kaprilat ile
¢Oktiirmeyi  iyon-degisim  kromatografisinin  izledigi kombinasyonunun agiklamalar

bulunmaktadir (Steinbuch, M. ve dig., yukariya bakimz).

EP/0893450 sayili Avrupa Patenti, IgG'nin saflastirilmast igin I1+III fraksiyonu (daha once
bahsedilen Cohn yéntemine dayanan preosediirlerle elde edilmis) kullanan, c¢ift céktiirme
adiminda 15-25 mM konsantrasycnda kaprilat ekleme adimlarindan sonra seri olarak iki anyonik
degisim kolonu igceren ve kaprilatin her iki etkisini birlestiren bir yéntem aciklamaktadir:
immiinoglobulin-olmayan proteinlerin ¢dktiirme ile azaltilmasi ve inkiibasyon yoluyla viral
inaktivasyon kapasitesi. Takip eden anyonik degisim adimlar diger safsizliklar1 (IgM, [gA,
albiimin ve digerleri) ortadan kaldirmanin yam sira, kaprilati elimine etmek igin kullanilir ve bu

nedenle, nispeten biiyiik miktarlarda anyonik recineler kullanilarak ¢ift adsorpsiyon gerekir.

W0 20057082937 sayili PCT patent bagvurusu da, immiinoglobulin iceren ve immiinoglobulin
ihtiva eden ¢6zelti veya kompozisyona kaprilat ve/veya heptanoat eklenmesi ve sonrasinda soz
konusu ¢6zeltinin bir kolon igerisinde anyonik degisim recinesi ile uygulanmasi adimlarni ihtiva

eden bir kompozisyonun hazirlanmasina yiinelik bir yontem agiklamaktadir.

W0 2005/073252 sayill PCT patent bagvurusunda, kaprilat kullanilarak immiinoglobulinlerin
hazirlanmasi i¢in bir yontem aciklanmaktadir. Ancak, baslangic maddesinde bir polieter veya
glikol polimerinin varligindan bahsedilmemektedir ve bu yontemde ham immiinoglebulin igine

ilave edilmelktedir.

Bununla birlikte mevcut bulus sahipleri, dnceki teknikte tarif edildigi gibi viral inaktivasyon
kapasitesiyle islem saglamak i¢cin uygun bir konsantrasyonda ve pH'ta {6rnegin, pH 5.0-5.2)
kaprilat kullaniminin seyreltme ve/veya pH degisimi ile kismen geri déniisii olmayan yiiksek
molekiiler agirlikh protein agregatlarinin olusumuna neden oldugunu fark etmislerdir. Ayrica, bu
agregatlar filtrasyon ile sadece kismen ayrilabilir ve bu nedenle, érnegin kromatografi veya
coktlirme yoluyla, belirli bir sonraki ayrilma asamasini gerektirir. Bu agregatlarin ayrilmasi,
onemli miktarda protein kaybina ve endiistriyel immiinoglobulin diretim prosesi veriminde bir

azalmaya neden olur.

Ek olarak mevcut bulus sahipleri, kaprilat ile isleme tabi tutulma sirasinda clusan agregatlarin
varlifinin, cok diisiik seviyelerde olsa bile, optimum islem kosullar altinda bir ultrafiltrasyon
membrani kullanan bir ayirma asamasinin dogrudan uygulanmasiyla kaprilatin dogru sekilde
ortadan kaldirilmasimi engelledigini fark etmislerdir. Bu agregatlar, kolloidlerin (bulaniklik}) veya
sivi  formdaki kararsizlifin  varhgindan dolayr immiinoglobulin g¢ozeltisinin terapotik

konsantrasyonlarda {(drnegin, %5 ve %20 arasinda) hazirlanmasin engeller veya énler, baylece
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immiinoglobulinlerin hazirlanmasina ydnelik ydntemin nanafiltrasyon ve sterilize edici filtrasyon

gibi sonraki adimlarim engeller veya énler.

Yukaridakilerin bir sonucu olarak, mevcut bulus sahipleri immiinoglobulin c¢ozeltilerinin
hazirlanmasi i¢in, sasirtici bir sekilde, teknigin bilinen durumunda ac¢iklanandan daha diisiik bir
kaprilat konsantrasyonunda viral inaktivasyon kapasitesine sahip bir kaprilat islemi iceren ve
baslangic ¢ozeltisinin uygun bir sekilde saflastirilmis ve seyreltilmis oldugu ve en az bir polieter
veya glikol polimeri varhiginda agregatlarin ortaya cikmasini inhibe eden, dnleyen, engelleyen

veya tesvik etmeyen hir yontem gelistirmislerdir.

Ek olarak, mevcut bulus sahipler, mevcut bulusa goére olan ydntemde en az bir polieter ya da glikol
polimerinin varhginn, zarfli virisleri etkisizlestirme kapasitesi bakimindan kaprilatin aktivitesi

ve etkinligini engellemedigini kesfetmislerdir.

ilave bir yoniiyle, mevcut bulus sahipleri immiinoglobulinlerin elde edilmesi i¢in ilk kez, optimum
kosullar altinda inaktivasycn kapasitesine sahip islemi dahil etmesinin yan sira, ultrafiltrasyon
tekniginin kullanilmasiyla kaprilat ve polieter veya glikol polimeri reaktiflerinin (daha énce s6z
konusu islem sirasinda mevcut olan) ortadan kaldinlmasi veya azaltilmasi olasihgini kapsayan bir
yontem tarif etmektedir. Bu ultrafiltrasyon asamas), nihai driinde immiinoglobulin protein
agregatlar1 (retmeden iiriiniin, érnegin intravendz, intramiskiler veya subkiitan yoldan
uygulanmasi i¢in tolere edilebilir seviyelerde saflastirilmasini ve konsantre edilmesini miimkiin
kilar. By, kaprilat ile islemden sonra drnegin kromatografi gibi ilave ayirma adimlari sunulmasi
ihtiyacim ortadan kaldirir. Ayrica, ultrafiltrasyondan sonra kalan polieter veya glikol polimeri ve
kaprilat seviyeleri, dogru bir sekilde formiile edildiklerinde sivi formda muhafaza edilmeleri
sirasinda destabilize olmayan %20%2'ye kadar immuinoglobulin, 6rnegin IgG, konsantrasyonlan

elde etmeyi mamkiin kilar.

Mevcut bulusa gore olan yéntemin basitlestirmesi goz oéniine alindiginda, bu, teknigin biline
durumunda tarif edilen énceki yontemlerle karsilastirildiginda, Girtiniin giivenligi veya safligindan
6diin vermeden, verimi dnemli dlclide arttirmayi ve iiretim maliyetlerini biliyiik dl¢lide azaltmayi

mumkiin kilar.

Bu nedenle, ilk yoniiyle mevcut bulus, bir immiinoglobulin ¢dzeltisinin hazirlanmasi i¢in, kaprilik
asit veya bunun tuzlarimin en az bir polieter veya glikol polimerinin varliginda saflastirilmis
immiinoglobulin ¢ozeltisine eklenmesini ve séz konusu reaktiflerin ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon

yoluyla sonraki ortadan kaldirlmasi veya azaltilmasini ihtiva eden bir yontem ile ilgilidir.
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Dahaileri bir ydniyle mevcut bulus, protein iiretim siireglerinde viral inaktivasyon icin kullanilan
kaprilik asit veya bunun tuzlarimin ve/veya polieter veya glikol polimeri seviyelerinin ortadan
kaldirilmasi veya azaltilmasi igin tek bir ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon asamasinin uygulanmasi

ile ilgilidir.

Bu nedenle mevcut bulus, bir immiinoglobulin ¢ézeltisinin hazirlanmasi igin bir polieter veya
glikol polimerinin varliginda %96'dan buyiik veya esit bir saflia sahip bir immiinoglobulin

baslangi¢ ¢ozeltisine dayanan, asagidaki adimlan ihtiva eden bir yontem agiklamaktadir:

a) baslangic cozeltisine kaprilik asit veya bunun tuzlarinin eklenmesi;

b) a) adiminda elde edilen ¢ézeltinin pH'1nin ayarlanmasi;

¢) b) adiminda elde edilen ¢o6zeltinin zarfli viriislerin inaktivasyonu icin gerekli olan siire
boyunca ve sicaklikta inkiibe edilmesi; ve

d) ¢) adiminda elde edilen ¢ézelti Gzerinde bir ultrafiltrasyon/diyafilirasyon asamasinin

gerceklestirilmesi.

Mevcut bulusa gore olan yontem ayrica d} adiminda elde edilen ¢ozeltinin nihai formiilasyonu

adimini da ihtiva edebilir.

Mevcut bulusa gore olan yéntemde, immiinoglobulin baslangi¢ ¢6zeltisi, Cohn veya Cohn-Oncley
yiontemine gore elde edilen fraksiyon [+11+IlI, fraksiyon lI+Ill veya fraksiyon II'den veya Kistler-
Nitschmann ydntemine veya bunun %96’dan biiyiik veya esit bir IgG saflig1 elde etmek i¢in ilave
olarak saflastirllmis olan varyasyonlarina gore elde edilen A veya I+A veya GG c¢okeltisinden
tiretilir. Tercihen, immiinoglobulin baslangic ¢dzeltisi Cohn ydntemine veya bunun
varyasyonlarina gore elde edilen, daha sonra EP 1225180 B1 dokiimaninda tarif edildigi gibi PEG
ile ¢oktiirme ve anyonik kromatografi ile saflastirilan I1+I1I fraksiyonundan tiiretilir. Mevcut
patente gore, yukaridaki fraksiyonlarin herhangi biri PEG kullanilarak bir ¢éktiirme islemine tabi
tutulabilir, ardindan ¢okeltiyi ortadan kaldirmak i¢in filtrasyon ve iyonik degisim kelonu (érnegin,
DEAE Sepharose ile bir kolon) kullanilarak ilave bir saflastirma asamasi izleyebilir. Tiim bu

durumlarda, immiinoglobulin baslangi¢ ¢6zeltisi insan plazmasindan elde edilir.

En cok tercih edilen yapilanmada, immiinoglobulin baslangic ¢ozeltisi, Cohn yéntemine dayah
prosediirlerle elde edilen ve mevcut bulusun ¢éktiirtici olmayan kosullarinda kaprilat ile isleme
maruz kalmaya yeterli seviyede saflastirma, yani toplam proteinlere gore tercihen %1’den (a/h)
az veya esit albumin miktari ile seliiloz asetat icerisinde elektroforez ile belirlenen %96’dan {(a/h)
biiyiik veya esit 1gG saflik degeri, elde etmek icin teknigin bilinen durumunda tarif edilen
yontemlerden herhangi biriyle ilave olarak saflastirilan 11+111 fraksiyonundan tiiretilir. Dolayisiyla

s0z konusu immiinoglobulin baslangic ¢ozeltisi, kaprilatile isleme tabi tutulmadan énce ve sonra,
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amaglandig1 terapétik uygulama yolu igin yeterince saflastirilir, béylece mevcut bulusun viral

inaktivasyon kapasitesine sahip asamasindan sonra ilave bir saflagtirma gerekmez.

Mevcut bulusa gére olan ydntemin baslangic ¢ozeltisinin immiinoglobulinleri ayrica genetik
rekombinasyon teknikleriyle, drnegin hiicre kiiltiirlerinde ekspresyon yoluyla; kimyasal sentez

teknikleriyle; veya transgenik protein iiretim teknikleriyle elde edilebilir.

En c¢ok tercih edilen yapillanmada, mevcut bulusa goére olan yéntemde bahsedilen
immiinoglobulinler, IgG'lerdir. Séz konusu 1gG'lerin monoklonal veya poliklonal olma ihtimali

kapsanmaktadir. En ¢ok tercih edilen yapilanmada, IgG'ler poliklonaldir.

Mevcut bulusun polieterlerinin veya glikel polimerlerinin poliglikoller olarak da bilinen alkan
polieterleri veya polialkan oksitleri olabilecegi ve 6rnegin, daha ¢ok polietilen glikol {PEG) veya
polipropilen glikol (PPG) olarak bilinen etil veya etilen ve propil veya propilen tiirevlerini veya
bunlarin esdegerlerini ifade edebilecegi diisiiniilmektedir. Ek olarak, séz konusu reaktifler
imminoglobulinlerle, stabilitelerini veya ¢ozlntrliklerini tehlikeye atmamalarn ve
biiyiikliklerinden dolayi, ultrafiltrasyon teknikleriyle uygun bir gekilde elimine edilmeleri veya
disiik toksisiteleri nedeniyle immunoglobulinlerin terapétik kullammiyla gecimli olmalar

anlamlarinda uyumlu olmalidirlar.

Tercih edilen bir yapilanmada, polieter veya glikol polimeri, polietilen glikol (PEG), polipropilen
glikol (PPG) veya bunlarin kombinasyonlarindan segilir. Tercihen, polieter veya glikol polimeri
PEG'dir, daha ¢ok tercihen 3350 Da ila 4000 Da arasinda bir nominal molekiiler agirhga sahip hir
PEG'dir ve en ¢ok tercihen 4000 Da nominal molekiler agirliga sahip bir PEG'dir.

Yukarida sozii edilen polieter veya glikol polimerinin imminoglobulin baslangig ¢ézeltisi icindeki
miktarn tercihen %2 ila %6 (a/h) ve daha cok tercihen %3 ila %5 (a/h) arasindadir.

Immiinoglobulin baslangi¢ ¢ozeltisi icerisindeki sz konusu polieter veya glikol polimerinin
konsantrasyonunun ayarlanmasinin gerekli olabilecegi diisiiniilmektedir. S6z konusu polieter
veya glikol polimerinin séz konusu ayarlanmasi, saflastirilmis baslangic immiinoglabulin

¢ozeltisinin seyreltilmesi ve/veya aymsimin eklenmesi yoluyla gerceklestirilebilir.

immiinoglobulin baslangic ¢ézeltisinin kompozisyonuna gore, mevcut bulusa gére olan yéntemin
a) adimindan o6nce, érnegin, asagidaki gibi bir dizi saflastirma veya konsantrasyon ayarlama

adiminin gergeklestirilmesi diisiiniilmektedir:
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— imminoglobulin konsantrasyonunun 1 ila 10 mg/ml, daha tercihen 3 ila 7 mg/ml olarak
ayarlanmasi. Bu ayarlama, teknigin bilinen durumunda bilinen prosediirlerin herhangi
biri ile, 6rnegin proteinin belirlenmis araliga (6rnegin, 280 nm’de E(%1) = 13.8 - 14.0 UA
toplam proteine gore optik yogunluk yoluyla, Biuret yontemiyle, Bradford ydntemiyle
veya spesifik olarak immiinonefometri ile belirlenir} kadar duruma gore seyreltilmesi
veya konsantre edilmesiyle gerceklestirilebilir. Bu nedenle, tercih edilen bir yapilanmada,
immiinoglobulin baslangi¢ ¢ozeltisi, tercihen 1 ila 10 mg/ml arasinda ve daha fazla
tercihen 3 ila 7 mg/ml arasinda bir immiinoglobulin konsantrasyonuna sahiptir; ve/veya

— immiinoglobulin ¢ézeltisinin toplam proteinlere gore tercihen en az %96 IgG'ye ulagmasi
gereken safhiginin ayarlanmasi. Bu saflastirma, drnegin PEG ile ¢oktiirme ve filtrasyon ve
sonraki anyonik degisim kromatografisi (DEAE Sepharose) gibi teknikte uzman bir kisi

tarafindan tam olarak bilinen tekniklerle gerceklestirilebilir.

Mevcut bulusa gire olan ydontemin a) adiminda, kaprilik asit veya bunun tuzlar, tercihen 9 mM ve
15 mM arasinda bir nihai konsantrasyon elde etmek i¢cin, aynisinin érnegin 1.5M ila 2.5M arasinda

konsantre edilmis ¢cozeltisi kullanilarak eklenir.

Tercih edilen bir yapilanmada, b) adiminda, elde edilen ¢cézelti, 5.0 ve 5.2 arasinda bir pH'a, daha

tercihen 5.1'e ayarlanmaktadir.

Tercih edilen bir yapilanmada, ¢} adiminda, elde edilen ¢dzelti en az 10 dakika, daha tercihen 1 ila
2 saat arasinda ve daha da tercihen 2 saat inkiibe edilir. Ek olarak, séz konusu inkiibasyonun

gerceklestirildigi sicaklik 2°C ila 37°C arasida, daha tercihen 20°C ila 30°C arasindadir.

Tercih edilen bir yapilanmada, mevcut bulusa goére olan yintemin d) adimindan énce, s6z konusu
¢) adiminda elde edilen ¢ozeltideki yiiksek molekiler agirhkhi polimerlerin veya agregatlarin
miktan %0.2'ye esit veya daha azdir ve daha tercihen %0.1'den daha azdir. Immiinoglobulinlerin
polimerleri veya molekiiler agregatlarinin toplam proteinlere gore bu ylizdesi, 280 nm'deki optik
yogunluk degerine gore dislama HPLC jel kolonu ile belirlenir. Immiinoglobulin polimerleri veya
molekiler agregatlarinin séz konusu ylizdesi, drnegin Avrupa Farmakopesi'nin intravenoz

gamaglobulin lizerine monografisinde agiklanan analiz yéntemi kullamlarak él¢iilebilir.

Tercihen, immiinoglobulin  ¢ézeltisi  ultrafiltrasyon/diyafiltrasyonun  d)  adiminn

gerceklestirilmesinden énce derinlik filtreleri kullamilarak arntihir.

Adim d)’ye gore, tercihen, mevcut bulusa goére olan yontemdeki ultrafiltrasyon/diyafiltrasyonun
hacmin azalulmasiyla ilk diyafiltrasyon ve konsantrasyon asamalarina, ardindan sahit hacimde

diyafiltrasyon uygulamasina sahip oldugu diistiniilmektedir.
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Ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon, tercihen eszamanh diyaliz ve konsantrasyon yéntemiyle sirasiyla
iiriiniin hacmi diistriilerek ve diyafiltrasyon yapilarak endistriyel olcekte gerceklestirilebilir,
biylece protein konsantrasyonunun optimum oldugu ve tercihen 30 mg/ml'ye esit veya daha
kiiciik oldugu goz dnine alindigimda reaktiflerin tiikketimi biraz daha disiiktiir ve islem daha
verimli olur. Her haliikarda, teknikte uzman bir kisi, bu ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon admmini
gerceklestirmenin en uygun ve pratik yolunu kolaylikla belirleyebilir, teknigin bilinen durumunda
bilinen cesitli isletim prosediirleri arasimndan secim yapabilir (6rnegin, seyreltme/konsantrasyon
veya diyafiltrasyen/konsantrasyon, sabit hacimde diyafiltrasyon wveya yukaridakilerin

modifikasyonlar1 ve kombinasyonlar).

Mevcut bulusa gore olan yintemin d) adiminda kullanilan ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon
membrani tercihen polistlfon, rejenere seliiloz veya 6rnegin Biomax® ({Millipore, ABD), Omega®
(Pall, ABD), Kvik-flow® (General Electric, ABD) markalar: altinda pazarlanan membranlar gibi
muadillerinden olusur. Bununla birlikte, membran i¢in secilen molekiiler agirlik kesimi ¢esitli
faktdrlere, 6rnegin tercih edilen ureticiye bagh olarak degisebilir. Teknikte uzman bir kisi, drnegin
islem gorecek cézelti icerisindeki kaprilat ve polieter veya glikol polimerinin konsantrasyonuna
bagh olarak her bir vakamn ihtiyaglarina gére ayarlanacak olan tercih edilen membrani kolayca

belirleyehilir.

Tercihen, ultrafiltrasyon/diyafiltrasyonun d) adimi, 100kDa'ya egit veya daha az, daha tercihen

100 kDa'ya esit molekiiler agirlik kesimine sahip bir membran vasitasiyla gerceklestirilir.

En ¢ok tercih edilen yapilanmada, d) asamasinin ultrafiltrasyon/diyafiltrasyonu iki asamada
gerceklestirilir:

kaprilatin ¢ogunu azaltmak veya ortadan kaldirmak i¢in pH'in 5.0 ila 6.0 arasinda ayarlandig bir
birinci asama ve pH'in polieter veya glikol polimerinin ¢ogunu azaltmak veya elimine etmek igin

5.0'1n altinda, tercihen 4.0 ila 5.0 arasmda bir pH'a ayarlandigi bir ikinci asama.

Tercih edilen bir yapilanmada, ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon adiminin birinci agamasinda
diyafiltrasyon, drnegin asetik asit gibi karboksilik asitin alkalin tuzlarini ihtiva eden bir
diyafiltrasyon ortami kullanilarak yaklasik olarak 5 mM'den daha biiyiik veya buna esit bir
konsantrasyonda gerceklestirilir. En ¢ok tercih edilen yapilanmada, séz konusu diyafiltrasyon,
yukarida belirtilen pH'a, yani 5.0 ila 6.0 arasina, ayarlanmis 5 mM'den daha biiylik veya buna esit

bir konsantrasyonda sodyum asetat ¢ézeltisi kullanilarak gerceklestirilir.

Ultrafiltrasyon/diyafiltrasyonun d) adimimin birinci asamasinda gergeklestirilecek olan
diyafiltrasyon hacimlerinin sayisi, teknikte uzman bir kigi tarafindan baglangigta kullanilan

kaprilat miktarina ve kabul edilebilir nihai miktara gore kolaylikla belirlenebilir. Tercihen, en az
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iic diyafiltrasyon crtami hacmi kullamilir, séz konusu diyafiltrasyon ortam: tercihen daha énce
belirtildigi gibi, pH 5.0-6.0'da 5 mM'ik bir sodyum asetat c¢ozeltisidir. Tercihen,
ultrafiltrasyon/diyafiltrasyonun bu birinci asamasinda, baslangictaki kaprilatin yaklasik %901
veya daha fazlasi elimine edilir, boylece bu birinci asamada kaprilat konsantrasyonu yaklasik 1

mM veya daha azina disurilir.

Ultrafiltrasyon/diyafiltrasyonun d} adimumin ikinci asamasinda imminoglobulin ¢ozeltisi,

tercihen sabit hacimde, diyafiltre edilir.

Tercihen, ultrafiltrasyon/diyafiltrasyonun bahsedilen ikinci asamasindaki diyafiltrasyon, asetat,
fosfat veya esdegerleri, veya amino asitler ve/veya polioller, érnegin glisin ve/veya sorbitol
tarafindan olusturulan alkali metal tuzlarini igeren bir tamponlanmis ¢dzelti kullanilarak daha

once belirtilen pH degerinde gergeklestirilir.

Diyafiltrasyonun birinci asamasinda oldugu gibi, ikinci asamada, mevcut bulusa gore olan
yontemde kullanilan polieter veya glikol polimerini uygun sekilde azaltmak icin kullanilan diyaliz
hacimlerinin sayisi, teknikte bir kisi tarafindan polieterin veya glikol polimerinin gerekli
azaltilmasini veya yok edilmesini dikkate alarak kolayca belirlenebilir. Tercih edilen bir
yapilanmada, ultrafiltrasyon/diyafiltrasyonun d) adiminmn ikinci asamasinin diyafiltrasyonunda
degistirilecek olan tampon miktart alti hacme egit veya daha fazladir. En ¢ok tercih edilen
yapilanmada, s6z konusu ikinci asamada degisim, polieter veya glikel polimerinde séz konusu
polieter veya glikol polimerinin ultrafiltrasyon/diyafiltrasyonun d) adimima ge¢cmeden énceki
baslangic miktarinin 100 katina esit veya ondan daha fazla bir azalma elde etmek icin gerekli olan

tampon hacimleri sayisina gore gergeklestirilir.

Kaprilat ve polieter veya glikol polimeri ultrafiltrasyon/diyafiltrasyonun d) adiminda
azaltildiktan sonra, daha dnce belirtilen nihai formiilasyon adiminda, ¢ozelti nihai formiilasyonu
elde etmek i¢in Uriinii konsantre etmek iizere gerekli eksipiyanlar ve/veya stabilizatirler
eklenerek istenen nihai kompozisyona ayarlanabilir. Nihai formilasyondan sonra
gerceklestirilecek eksipiyanlarin ve/veya stabilizatdrlerin eklenmesi, dogrudan adi gegen
eksipiyanlarn ve/veya stabilizatérlerin kat1 halde veya konsantre bir ¢ézeltide eklenmesiyle veya
daha da tercihen, nihai iiriiniin uygun kompozisyonunu saglamak i¢in bir formiilasyon ¢bzeltisinin

gerekli sayida degisim hacmini kullanan diyafiltrasyon vasitasiyla gerceklestirilebilir.

Bagka bir yapilanmada, eksipiyanlarin ve/veya stabilizatérlerin eklenmesi, d) adiminin ikinci
asamasinda kullanilan sodyum asetat diyaliz tampon g¢dzeltisinin tamamen veya kismen

eksipiyanlar1 ve/veya stabilizatdrleri ihtiva eden, tercihen 4.0 ve 5.0 arasindaki ayni1 pH degerine
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ayarlanmis, boylece nihai konsantrasyondan sonra immiinoglobulinin formiile edilmis oldugu bir

cozelti ile degistirilmesi ile ger¢eklestirilebilir.

Teknikte uzman bir kisi, arzu edilen bir stabiliteye ulasmak icin hangi tip eksipivanlarnn ve/veya
stabilizatorlerin eklenmesi gerektigini bilir. Ornegin, s6z konusu eksipiyanlarin ve/veya
stabilizatérlerin bir veya daha fazla amino asit, érnegin glisin, tercihen 0,2 ila 0,3 M arasinda bir
konsantrasyonda; bir veya daha fazla karbonhidrat veya poliol, 6rnegin sorbitol; veya bunlarin

kombinasyonlar clabilecegi 6ngériilmektedir.

Son olarak, immiinoglobulinlerin, tercihen lgG'lerin nihai konsantrasyonu, teknikte uzman bir kisi
tarafindan bilinecek ve 6rnegin %5 ila %22 (a/h) arasinda olabilen intravenéz, intramiskiiler
veya subkiitan kullantmina uygun bir konsantrasyona ayarlanir. S6z konusu konsantrasyon,
teknikte bilinen herhangi bir prosediirle, drnegin ultrafiltrasyonla konsantrasyon ile
gerceklestirilir. Immiinoglobulin konsantrasyonunun ultrafiltrasyondan etkilenmesi durumunda,
s6z konusu konsantrasycnun &nceki diyafiltrasyondaki aynt membran kullanilarak
gerceklestirilebilecegi diisiinilmektedir. Agikga, belirtilen ¢ diyafiltrasyonun yani sira

konsantrasyen da farkl membranlar kullanilarak gercgeklestirilebilir.

Mevcut bulusa gore olan yontem ayrica, lirliniin giivenlik marjint arttirmak icin bir nanofiltrasyon
adimi sunma olasiifim da kapsamaktadir. Uriiniin ticari olarak temin edilebilir filtrelerle
(ornegin, Asahi-Kasei tarafindan yapilan Planova® ve Bioex®, Pall tarafindan yapilan DV® ve
SV4®, Sartorius tarafindan yapilan Virosart®, Millipore tarafindan yapilan Vpro®) nanofiltre
edilebildigi, gdzenek boyutlar 20 nm veya daha az ve 50 nm'ye kadar, tercihen 20 nm veya daha
az gdzenek boyutuna sahip veya hatta 15 nm'lik nanofiltrelerin kullanildigi prosediirde bir¢cok
asama vardir. Bir nanofiltrasyon adiminin gergeklestirilebildigi ara adimlar, 6rnegin,
immiinoglobulin baslangic ¢ozeltisinde; veya ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon adimindan sonra
kaprilat ile isleme tabi tutulan maddede (kaprilat ve polieter veya glikol pelimeri azaluldiktan
sonra); veya immiinoglobulin ¢ozeltisini, tercihen IgG'leri (nihai {irtiin) konsantre ve formiile
ettikten sonraki maddededir. Teknikte uzman bir kisi, difer seylerin yani sira, membranin
gozenek biylklagiine, prosediiriin siiresine gore gereken filtreleme alanina, nanofiltrelenecek

iiriiniin hacmine ve protein geri kazammina bagh olarak en iyi segenegi segecektir.

Mevcut bulusa gore yontem ile elde edilen nihai iirtin, izohemaglutininlerin igerigi ile ilgili Avrupa
Farmakope Kriterlerine tam olarak uymaktadir. Bununla birlikte, mevcut bulusa gére olan yéntem
ayrica, indirgenmelerini maksimuma ¢ikarmakicin anti-A ve /veya anti-B kan antikorlarinin secici
ve spesifik bir yakalanmasi adiminm dahil etme segenegini de kapsar. Bu adim tercihen, teknigin

biline durumunda tarif edildigi gibi biyospesifik afinite recineleri kullamilarak gerceklestirilir.
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Ornegin, trisakaritler tarafindan olusturulan ligandlara sahip biyospesifik afinite recineleri
kullanilarak, izohemaglutininlerin seviyesinde énemli bir azalma elde edilebilir (Spalter ve dig,,
Blood, 1999, 93, 4418-4424). Bu ilave yakalama, istege bagh olarak, teknikte uzman kisinin
takdiriyle, mevcut bulusa ait yontemin herhangi bir asamasinda dahil edilebilir veya mevcut

bulusa ait yontem gergeklestirilmeden énce veya sonra yapilabilir.

Bu nedenle, mevcut bulusa gére olan bir imminoglobulin ¢dzeltisinin hazirlanmasina ydnelik
yonteme iliskin olarak, en ¢ok tercih edilen yapilanmada, [gG'lerin %96'sina esit veya bundan
daha biiylik bir saflifa sahip olan bir immiinoglobulin haslangi¢ ¢ézeltisi kullanilir, Bu ¢ozelt,
tercihen 1 mg/mlila 10 mg/ml arasinda ve tercihen 3 mg/mlila 7 mg/ml arasinda, %4 + 1 (a/h)
konsantrasyonuna kadar PEG igeren (onceki adimlardaki ekleme ile) veya eklenen bir IgG
konsantrasyonuna ayarlamr. Cozeltinin pH"1 daha sonra asetik asit ile 5.0 ila 5.2 arasinda bir
degere ayarlanir ve sodyum kaprilat eklenir (6érnegin, s6z konusu sodyum kaprilatin konsantre
bir ¢bzeltisi kullamlarak). Tercih edilen yapilanmada, konsantre kaprilat cézeltisi, 1gG'nin
saflagtirllmig ¢ézeltisine yavasca ve calkalanarak ilave edilir. Uriinii 9 ila 15 mM nihai kaprilat
konsantrasycnuna getirmek icin hesaplanan tim kaprilati ilave ettikten sonra, nihai pH,
gerekirse, 5.0 ve 5.2 arasinda bir degere ayarlanir, ve ¢ozelti tercihen 2-37°C arasinda bir
sicaklikta, ve daha ¢ok tercihen 25 + 5 © C sicaklikta, en az 10 dakika ve tercihen 1 ila 2 saat

boyunca inkiibe edilir.

Aritma daha sonra derinlik filtreleri (6érnegin, Cuno 90LA, 50LA, Seitz EK, EK-1, EKS veya

esdegerleri) kullanilarak gerceklestirilir.

Bu sekilde elde edilen ¢dzelti daha sonra polistilfon ihtiva eden membranlar, érnegin tercihen
istiflenebilir bir kaset formundaki Millipore tarafindan yapilan Biomax® veya Pall'dan Omega®,
tarafindan olusturulan bir ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon cihazi1 vasitasiyla isleme tabi tutulur.
Cozelti her bir ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon iinitesinden, tercihen yaklasik 100-500 L/sa
arasinda bir hacimde ve 5 + 3°C'lik bir sicaklikta tekrar dolastirilir. Giris ve ¢ikis basinglan
arasindaki basing diisiisii (atmosferik basing) tercihen 1 ila 3 bar arasindadir. Daha sonra,
ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon adiminin birinci diyafiltrasyon asamasi, tercihen 5mM'e esit veya
daha biiyiik bir konsantrasyonda ve 5.0 ila 6.0 arasinda bir pH'ta bir sodyum asetat cozeltisi ile
olusturulan tercihen en az iic tampon hacmi degisimi uygulanarak, kaprilati1 ortadan kaldirmak
icin baglatilir. Tercihen, eklenen veya tiiketilen her bir tampon hacmi ile, Giriin ¢ézeltisinin hacmi,
son ekleme harig, baslangic hacminin varisina disiiraliir.

Diyafiltrasyonun ilk asamasindan sonra (seyreltme ve konsantrasyon veya esdegeri ile) elde
edilen ¢ozeltinin pH'1, 6rnegin asetik asit kullanilarak 4.0 ile 5.0 arasina ayarlanir. Daha sonra

sabit hacimde diyafiltrasyon, tercihen, 5 mM'ye esit veya daha biiyiik bir konsantrasyonda ve 4.0
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ile 5.0 arasinda bir pH'taki sodyum asetat tarafindan olusturulan bir tampon ¢bzeltinin alt1 veya

daha fazla hacmi kullanilarak baslatilir.

Sodyum asetat ile olusturulan yukarida belirtilen diyaliz tampon ¢dzeltisi istege bagh olarak
tamamen veya kismen, tercihen 4.0 ve 5.0 arasindaki ayni pH degerine ayarlanmis, boylece nihai
konsantrasyondan sonra immiinoglobulinin formiile edilmis oldugu bir amino asit ¢ozeltisi,
ornegin 0.2-0.3 M konsantrasyonda, istege bagh olarak karbonhidratlar ve polioller, 6rnegin

sorbitol ile birlestirilen glisin ¢ézeltisi ile degistirilebilir.

Yukarida bahsedilen diyaliz ¢dzeltilerinin tercihen en az alti hacmini (daha tercihen alt1 ila on
hacmini) 4.0 ila 5.0 arasinda bir pH'ta uyguladiktan sonra, eger heniiz durum bu degilse, liriin
eksipiyan/lar ve/veya stabilizatér/lerin, o6érnegin glisin veya difer amino asitlerin,
karbonhidratlarin, 6rnegin sorbitoliin veya bunlarin bir kombinasyonunun, hazirlanan ¢izeltiye
kat1 halde veya stz konusu eksipiyan/lar ve/veya stabilizatér/lerin konsantre bir ¢ézeltisi
formunda dogrudan eklenmesiyle formiile edilebilir. Daha sonra, hacim azaltma ile elde edilen [gG
¢cozeltisi, intravendéz, intramiiskiller veya subkiitan kullanim i¢in uygun IgG konsantrasyonunu

elde etmek Gzere konsantre edilir.

Eksipiyan/lar ve/veya stabilizator/lerin konsantrasyonuna ve pH’a gire uygun sekilde ayarlanan
stz konusu konsantre ¢ézelti, 0.2 um gdzenek boyutuna sahip filtreler kullanilarak mutlak
filtreleme ile uygulanir ve istege bagli olarak nanofiltrelenir. Son olarak, IgG'lerin cozeltisi enjekte
edilebilir preparasyonlarda, ampullerde, flakonlarda, siselerde veya daha sonra hava ge¢irmez bir
bicimde kapatilan diger cam kaplarda aseptik olarak dozlanir. Bagka bir segenek, érnegin torbalar

veya siseler gibi uyumlu sert veya esnek plastik kaplarda dozajlamadir.

Dozlanmis lriin, en az 2 yila kadar korunmasi i¢in 2 ila 30°C arasindaki bir sicaklikta depoya

konulmadan 6nce karantina ve gorsel incelemeden gecer.

Mevcut bulus simdi cesitli yapilanma orneklerinden hareketle daha ayrintih olarak tarif
edilecektir. Bununla birlikte, bu 6rneklerin mevcut bulusun kapsamim simirlandirmasi

amaglanmamakta, yalnizca agiklamanin érneklenmesi amag¢lanmaktadir.

ORNEKLER

Ornek 1. Mevcut bulusa gore plazmadan, viriislere karsi giivenli, agregat icermeyen ve endiistriyel
uygulama i¢in yeterli bir verim ile bir immiinoglobulin ¢6zeltisi elde etmek i¢in yontem.

Baslangi¢ maddesi, Avrupa Patenti EP 1225180 B1'de tarif edilen yintemle elde edilen, ¢gogunluk
protein bileseni olarak IgG'leri igeren, 16 litrelik bir immiinoglobulin ¢ézeltisi idi. Ozet olarak, s6z

konusu ¢dzelti, gammaglobulinin Cohn yontemi kullanilarak fraksiyon II+1ll'den ¢ikarilmasi ile
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elde edildi. Gammaglobulinin fraksiyon Il+I1I'den bu ekstraksiyonunu gerceklestirmek icin, s6z
konusu fraksiyen daha once etanol kullamilarak insan plazmasinin fraksiyonlanmas ile izole
edilmistir. Daha sonra bir karbonhidrat varhginda stispansiyon halinde tutuldu ve beraberindeki
cogunluk proteinlerinin miktari, PEG-4000 ile ¢céktiirme yeluyla azaltildi. Son olarak, fraksiyonun
nihai saflastirilmasi, bir iyon-degisim rec¢inesi kolonunda (DEAE Sepharose) adsorpsiyonla
gerceklestirildi. Bu sekilde elde edilen kolen akintisi (reginede adsorbe edilmeyen fraksiyon, yani
DEAE), seliiloz asetatinda (ACE) %98 + 2°'lik immiinoglobulin elektroforetik safligina, 6.0 pH’a, 2.6
Nephelometrik Bulaniklik Unitesi (NTU) degerinde bulanikhga ve yaklagik 5 mg/m!'lik bir IgG

konsantrasyoenuna sahipti.

Elde edilen c¢ozelti, asetik asit ilave edilerek 5.1'lik bir pH'a ve 2 ila 8°C arasindaki bir sicakliga
ayarlandi. Bu immiinoglobulin ¢dzeltisi daha sonra konsantre bir sodyum kaprilat ¢ozeltisi ilave

edilerek 13 mM'lik nihai bir konsantrasyona getirildi.

Kaprilat ile immiinoglobulin ¢ézeltisi 25°C'ye 1s1tild1 ve yavas calkalama altinda bu sicaklikta 2
saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon prosediirii sirasinda, pH 5.10 = 0.05'te tutuldu. Elde edilen
¢ozeltinin bulamikhg, 17.3 NTU idi.

Kaprilat ile isleme tabi tutulan ¢dzelti, bir derinlik filtresi (CUNO®, Ultrafilter, Danimarka)
kullanilarak daha sonraki aritma icin yaklasik 8°C sicakliga sogutuldu. Yaklasik 20 mg filtrelenmis
sivy, yaklasik 4 mg/ml [gG konsantrasyonu ve 3 NTU'dan diisik bir bulaniklik ile, séz konusu

antmadan (durulama dahil) elde edildi.

Yukarida belirtilen aritilmis ¢dzelti, nominal molekil agirhg 100kDa (Biomax®, Millipore, ABD)
olan membranlar kullanilarak ultrafiltrasyon yoluyla diyaliz edildi. Ultrafiltrasyon iki farklilasmis
asamada gerceklestirildi: birinci asamada, pH degeri 5.1 olan madde, pH'1 5.1’e ayarlanms 5
mM'lik bir asetat ¢ozeltisi kullanilarak diyafiltrasyon ve yaklasik olarak 30UA’'ya konsantrasyon
yoluyla ii¢ asamah ardisik diyaliz ve konsantrasyona tabi tutuldu. [kinci asamada, yeterli protein,
kaprilat ve PEG konsantrasyonuna sahip olan ¢ozelti, pH 4.5 + 0.1'e getirildi ve daha sonra diyaliz
pH 4.5'teki sekiz hacim 5mM asetat ¢ozeltisi kullanilarak baslatildi. Daha sonra, iiriin pH 4.2'de
yaklasik 20 litre 200 mM glisin ¢6zeltisi kullanilarak diyaliz yoluyla formiile edildi ve %10'luk
(a/h) bir konsantrasyonla IgG ¢ozeltisi elde etmek amaciyla aym ultrafiltrasyon initesinde 140.5

UA degerine konsantre edildi.
Son olarak, s6z konusu ¢6zelti, bir derinlik filtresi {CUNO®, Ultrafilter, Danimarka) ve gézenek
boyutu 0.22 pm olan mutlak filtreler veya membranlar (CVGL®, Millipore, ABD; veya DFL®, PALL,

ABD) kullanilarak filtre edildi.
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Tablo 1, yukarida tarif edilen yénteme gére olan baslangi¢c maddesinin, ¢oklu ara Griinlerin ve
nihai liriniin karakterizasyonunu gostermektedir. $6z konusu tabloda yer alan sonuglara gire,
bulaniklhifin nefelometri ile élciildiigii belirtilmelidir; immiinoglebulinlerin tespit edilen toplam
proteinlere gore polimer veya molekiiler agregat yiizdesi, 280 nm'deki optik yogunluk degerine
gore HPLC jel kolonunun dislamasiyla belirlendi; kaprilat konsantrasyonu, kolorimetrik
substratin miktarimin &lgiilmesi yoluyla bir enzimatik yontem kullanilarak belirlendi; PEG
konsantrasyenu, bir kirilma endeksi detektérii kullamlarak bir HPLC filtrasyon jel kolonu
vasitasiyla belirlendi; ve prosesin geri kazamm yizdesi, nefelometri ile olgilen I[gG

konsantrasyonuna gore hesapland..

Bu 6rnegin sonuglary, yukarida belirtilen saflastirilmis ¢dzeltinin kaprilat ile isleme tabi
tutulmasinin, herhangi bir immiinoglobulin agregati veya diger c¢okelti olusumunu
indiklemedigini, tirtiniin molekiiler dagilimini degistirmeden korudugunu géstermektedir. Sonug
olarak, kaprilat ile islemden sonra, agregatlar ve/veya cokeltileri elimine etmek i¢in hichir
saflagtirma adim gerekli degildir. Bu gercek, {iretim siirecini hilyiik élciide kolaylagtirmis ve

maddenin ultrafiltrasyen membranina dogrudan uygulanmasina izin vermistir.

Tablo 1. Ornek 1'e ait yéntemdeki baslangic maddesi, coklu ara riinler ve nihai iiriin i¢in elde

edilen sonuclar.

15G Agregatlar Kaprilat PEG Geri
Ornek Konsantra | Bulanikhl (Polimer/Di Konsantra Konsantrasy | Kazanim
syonu (NTU) mer) (%) | YO onu(mg/ml) | (%)
(mg/ml) (mM)
Baslangi¢ maddesi
iyon degisim
kol(oi’m T fthL o 4.6 2.6 <0.1/3.0 0 38.4 100
5.1'e ayarl)
Kaprilat ile isleme
tahi tutulmus 4.3 17.3 <0.1/3.0 12.1 38.2 97.8
madde
Antilmis madde 3.7 2.2 <0.1/2.8 11.1 38.0 95.2
Nihai riin 99.1 3.5 <0.1/2.7 0.1 0.1 89.4

Boylece, miteakip ultrafiltrasyon islemi tatmin edici bir sekilde imalat isleminin kimyasal
reaktiflerinin (yani PEG ve Kkaprilat) etkili bir sekilde azaltilmasi ve ayrica antilmis
immuanoglobulin  ¢ézeltisinin  sonraki formiillasyonunun ve kensantrasyonunun terapétik

kullanimi icin uygun kompozisyonun elde edilmesine izin verilmesi hedeflerine ulagsmstir.

Tahlo 1'de goriilebilecegi gibi, bu durumda elde edilen protein geri kazammi, baslangig
akintisindan %10 konsantre iiriine kadar, %89.4 idi ve bu islemin endiistriyel bir dlcekte
uygulanabilirligini gdstermektedir. Bu geri kazanim, teknigin bilinen durumuna goére olan ve PCT

W02005/073252 sayih patent bagvurusunda tarif edilen (%470 geri kazamm, baslangictaki 6.8
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g/1've kiyasla 4.8 g/1'lik bir verime dayanarak) geleneksel yéntemlerle elde edilen degerden daha
buyiiktii.

Ornek 2. Immiinoglobulin baslangi¢ cozeltisinin safliginin kaprilat ile islemdeki etkisi.

Bu drnekte, immiinoglobulin baslangi¢ ¢ézeltisinin sathgimin ve eslik eden proteinlerin mevcut
bulusun yéntemine tabi tutulan baglangi¢c maddesindeki varliginin etkisinin bir degerlendirmesi

yapilmistir.

iki bagimsiz deney test grubu olusturuldu:

— Agrubunda, baslangic maddesi, %982 IgG, yani Ornek I'de tarif edilen baslangic maddesi,
elektroforetik safliga (ACE) sahip DEAE Sepharose kolon akintisi idi.

— B grubunda, %4 PEG Filtrate olarak adlandirilan baslangic maddesi, DEAE Sepharosa
kromatografisinden 6nceki adima kadar Ornek 1'de tarif edilenle ayni islemle elde edildi.
Boylece, B maddesi, I+l fraksiyonunun ekstraksiyon siispansiyonunun PEG ile
¢oktiirilmesinden sonra elde edildi ve yaklasik %90 IgG'lik bir elektroforetik safhga
(ACE) sahipti.

Her iki baglangic maddesi (A grubu ve B grubu), yaklasik% 4liik bir esdeger PEG igerigine sahip,
13 mM'lik bir konsantrasyonda ve 5.0 ve 5.2 arasindaki bir pH'ta kaprilat ile isleme tabi tutuldu
ve Ornek 1'de belirtildigi gibi saflastirildu.

Tablo 2, her iki test grubunda (sirasiyla A ve B) kullanilan baslangi¢ maddesinin ve ayrica kaprilat

ile islemden sonraki adimlarda firetilen maddenin temel 6zelliklerini gdstermektedir.
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Tablo 2'de elde edilen ve toplanan sonuglar, diisiik safliktaki bir maddeye (yaklasik olarak %90
IgG, bakinmiz grup B), inaktivasyon icin etkin bir konsantrasyonda (13 mM) kaprilat ilavesinin,
¢Ozeltinin bilesenlerinin ¢ékelmesine ve bulaniklikta siddetli bir artisa (500 NTU’dan yiiksek}
neden oldugunu gostermistir. Boylece, ¢ézelti icin molekiiler dagilim sonuglar, eslik eden yiiksek

bir molekiiler agirhiga sahip proteinlerin bir kisminin ¢ékelmesini géstermistir.

Daha once tarif edilen miktarlardaki ve kosullar altindaki (13 mM kaprilat, 5.0 ile 5.2 arasinda pH)
kaprilatin diisiik saflikta bir maddeye ilavesinin, yliksek molekiil agirhikh proteinleri ve ¢cokmiis
agregatlar ayirmak i¢in ilave ayirma ve saflastirma adimlarinin dahil edilmesini gerektiren
¢6kmiis bir siispansiyona yol agmistir. Bu nedenle, kaprilat ile isleme tabi tutulmus A grubuna ait
iiriiniin - molekdler kompozisyonu, yani %1'i asan agregat miktarina sahip molekiler
kompozisyonu, PEG ile coktiirme, kromatografi veya esdeger yontemlerin adimlar1 gibi ilave
saflastirma veya ayirma adimlari dahil edilmedigi siirece, bu iirtinin saflastirilmis bir nihai iirtin
haline islenmesinin uygulanabilir olmadigin1 géstermektedir. Son olarak, bu gercek, kaprilatin
¢oktliriici olmayan kosullar altinda viral inaktivasyon kapasitesine sahip bir madde olarak
kullamminin, sadece yeterli saflikta bir maddeye eklendiginde uygulanabilir oldugunu

gostermektedir.
Ornek 3. Baslangic maddesi kompozisyonunun agregat olusumu iizerine etkisi.

Bu deneyin amaci, kaprilat ile islemin uygulandifi immiinoglobulin baslangic c¢ézeltisinin

kompozisyonunun etkisini degerlendirmektir.

Esdeger saflikta (97.9 * %1.5), ancak farklh kompozisyonlarda maddelerden baslayarak, A ve B

olmak lizere iki bagimsiz deney test grubu olusturulmustur.

Grup A'da, baslangic maddesi, 522 mg/ml protein konsantrasyonu ve %4+1'lik bir PEG-4000
konsantrasyonuyla kolon akintis1 idi (Ornek I'de acgiklanan baslangic yéntemine goére elde

edilmis).

B grubunda, Konsantre ve Diyalize Akinti olarak adlandirilan baslangic maddesi, A grubu icin
belirtilen aym kolon akintis1 idi, fakat kensantre edildikten ve diyaliz edildikten sonraki haliydi.
Bu nedenle, DEAE kolon akintist (yukarida Ornek I'de belirtilen ve mevcut érnegin A grubuna
karsilik gelen), PEG iceriginin yaklasik 6 kat distirilmesi ve proteinin yaklasik %4'1tk bir degere,
yani 40 mg/ml'ye konsantre edilmesi icin ultrafiltrasyon yoluyla ilave bir diyaliz wve

konsantrasyon adimina tabi tutuldu.
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Her iki deney grubunda (A ve B) elde edilen madde, 13 mM konsantrasyonunda ve 5.0 ile 5.2
arasinda bir pH'taki kaprilat ile isleme tabi tutuldu ve %10'luk bir IgG konsantrasyonuna sahip

bir iiriin elde etmek i¢in Ornek 1'de tarif edilen kosullar altmda ultrafiltre edildi.

Tablo 3, yukarida belirtilen deney gruplari A ve B'de islenen maddenin temel 6zelliklerini ve
ayrica her deney grubu igin kaprilat ile islemi takip eden adimda ve diyafiltre ve konsantre edilmis

nihai irinde elde edilen maddenin 6zelliklerini géstermektedir.
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Tabla 3'te gériilebilecegi gibi sonuglar, belirtilen sartlarda kaprilatla islemin, saflastirilois bir
immiunoglobulin ¢ozeltisi lizerinde, 5+2 mg/ml konsantrasyonunda ve 40+10 mg/ml (% 4+1)
PEG konsantrasyonunun varhginda (A grubu, kolon akintisi), immiinoglobulin ¢ézeltisinde
herhangi bir degisiklik veya agregasyona neden olmadigini, kaprilat ilavesi sirasinda ve
sonrasinda Uriiniin molekiiler dagilhimim degistirmeden korudugunu, agregatlarin %0.1'den az

olan saptanamayan orani ile ortaya koydu.

Bununla birlikte, kaprilatla islem i¢in bu ayni kosullar, distik PEG igerigine sahip bir maddeye
(<%1]} (grup B) uygulandiginda, kaprilatin eklenmesinden sonra immiinoglobulin agregatlarinda
onemli bir artig gdzlendi. Ayrica, bu agregat iceriginin kullamilan kosullar altinda ultrafiltrasyon
yoluyla ortadan kaldirilmas: miimkiin degildi ve nihai tiriinde karsilastirilabilir polimer seviyeleri

Bleiildi,

Deney grubu A ve B'de kullanilan baslangic maddeleri arasindaki fark gosteren temel dzelliklerin
protein konsantrasyonu ve PEG konsantrasyonu oldugu géz dntine alindiginda, bu parametrelerin
her birinin kaprilat ile sonraki islem lizerindeki etkisini belirlemek amaciyla ilave bir test

gerceklestirildi.

Bu deneyde, baslangic noktas: dort farkli deney grubuna: B1, B2, B3 ve B4 gruplarina ayrilan tek

bir dizi Konsantre ve Diyalize Akinti (6nceki B grubunun baslangic maddesi) idi.

B1 grubunun maddesi yaklasik %4'liik bir protein konsantrasyonunda ve yaklasik %0.6'lik bir

PEG konsantrasyonunda islendi.

B2 grubunun maddesi, yaklasik %4'lik ayni protein konsantrasyonunda islendi, ancak PEG icerigi

%4+1 (a/a) degerine yeniden ayarlandi.

B3 ve B4 gruplarinda, madde %0.5 £ 0.2 proteine seyreltildi. PEG icerigi ile ilgili olarak, B3
grubunda bu, yaklasik %0.6 (a/a) konsantrasyonuna getirilirken, B4 grubunda PEG icerigi %4+1

(a/a) olarak yeniden ayarlanda.

Dért deney grubunda elde edilen elde edilen madde, pH 5.10 = 0.05e ve kaprilat konsantrasyonu
15 mM'ye getirildi ve daha sonra 2 saat 25°C’'de inkiibe edildi. Elde edilen sonug¢lar Tablo 4'te

gdsterilmektedir.
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Tablo 4. Ornek 3'teki B1, B2, B3 ve B4 gruplar igin baslangigc maddesi i¢in ve kaprilat ile

inklibasyondan sonra elde edilen sonuglar.

25°C’de 2 saat 15 mM kaprilat ile
Baslangi¢ Maddesi
Deney isleme tabi tutulan ¢ézelti
grubu IgG PEG Bulaniklik | Agregatlar,
Agregatlar, polimer (%)
(mg/ml) | (mg/ml) (NTU) polimer (%)
B1 ~ 40 ~6 1.6 <0.1 0.5
B2 ~ 40 40+ 6 25 <0.1 0.3
B3 52 ~6 1.3 <0.1 0.5
B4 52 40+ 6 1.3 <0.1 <0.1

Tahlo 4'te gosterilen sonuglar, belirlenmis kosullar altinda kaprilat ile islem sirasinda, yeterli bir
protein diliisyonuyla kombinasyon halinde bir PEG koruyucu etkisinin goézlendigini
gostermektedir. Baslangic maddesi yaklasik 5+2 mg/ml protein ve %41k bir PEG
konsantrasyonundayken, kaprilat (<%0.1) ile islemden sonra saptanamayan agregat degerlerinin

elde edilmesi dikkat cekicidir.

Ornek 4. pH"n, kaprilat ile isleme tabi tutulmus immiinoglobulin ¢ozeltisinin ¢oziiniirligi

tuzerindeki etkisi.

PEG'in imminoglobulin ¢ézeltilerinde ortadan kaldirilmasinin  yani sira, s6z Kkonusu
imminoglobulinlerin intraventz kullammlann ig¢in uygun konsantrasyonlara konsantre

edilmesinin, tercihen 4.5 civarinda pH degerlerinde gerceklesmesi gerektigi bilinmektedir.

Ayrica, kaprilik asidin, pKa'simin (4.89) altindaki pH degerlerinde ¢dziinmezligi goz dniine
alindiginda, mevcut deneyde pH'in kaprilat ile isleme tabi tutulan immiinoglobulin ¢ézeltisinin
cozlinlirhigi izerindeki etkisi, ultrafiltrasyonunun basglangict icin uygun bir pH degeri olusturmak

amaciyla degerlendirildi.

Bu amacgla, Ornek 1'de detaylandirilan baslangi¢c yéntemine gore elde edilen bir dizi kolon akintisi,
13 mM kaprilat ile isleme tabi tutulmus ve artilmis immiinoglobulingézeltisi elde etmek icin

islendi.

Ultrafiltrasyon adimindan énce maddesi olusturan bu ara madde, kaprilatile islem pH'indan (5.1)

4.5 civarinda pH degerlerine getirilmesi icin asetik asit ilavesiyle asitlendirildi. Daha sonra,
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¢ozeltinin gériiniimii ve ¢dziinirligil, degerlendirilen pH degerlerinin her biri i¢cin degerlendirildi

ve kolloidal partikiillerin olusumu, bulanikhigin nefelometrik olarak élgiilmesi ile belirlendi.

Tablo 5, degerlendirilen pH degerlerinin her biri icin elde edilen goriiniim ve bulaniklik

sonuclarini gostermektedir.

Tablo 5. Ornek 4'te analiz edilen farkl pH degerleri icin elde edilen bulaniklik ve gérsel goriiniim

sonuglar.
pH Bulaniklik (NTU) Gorsel goriiniim
5.1 5.6 Seffaf
5.0 10.0 Seffaf, kiigtik kristaller
4.8 325 Beyaz, ¢dkmiis kristaller
4.6 53.0 Beyaz, ¢c6kmis kristaller
4.4 57.1 Beyaz, ¢dkmiis kristaller

Tablo 5'te goruldiagi gibi elde edilen sonuglar, 13 mM kaprilat ile isleme tabi tutulmus
immunoglobulin ¢ozeltisinin pH 5.0'in altindaki bir pH'a asitlestirildigi zaman, bulanikhkta
belirgin bir artisla birlikte beyazims: bir ¢okelmenin ortaya ciktigimi géstermistir. Bu etki biiyiik
olasilikla kolloidal formda c¢éziinmeyen kaprilik asit olusumundan kaynaklanmistir, bu da

ultrafiltrasyon islemine 5.0'in altindaki pH degerlerinde baslanmasini uygulanamaz kilmistir.

Elde edilen sonuglar, saflastirilmis ¢izelti viral inaktivasyon icin etkin konsantrasyon araliginda
(9-15 mM kaprilat arasinda) ve daha dnce tarif edilen kosullar alinda kaprilat ile bir isleme tabi
tutuldugunda, iyonize edilmis ve c¢éziniir formdaki kaprilat kensantrasyonunu arttirmak ve
dolayisiyla ultrafiltrasyon membrant boyunca gecirgenligini kolaylastirmak amaciyla, sonraki
ultrafiltrasyon adimina viral inaktivasyon isleminin pH'ina, yani 5.1'e esit veya ondan daha biiyiik

bir pH'ta baslamanin tercih edilebilir oldugunu kanitlamistir.

Ornek 5. Diyaliz ¢ozeltisindeki asetat miktarini, kaprilatin ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon yoluyla

azaltilmasi iizerindeki etkisi.

Uriiniin diyalizi icin kullamlan tampon ¢ézeltide farkli konsantrasyonlardaki asetat varhifinda bir

dizi bagimsiz ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon islemi gerceklestirildi.

Kullanilan Konsantre ve Diyalize Akintis1 olarak adlandirlan baslangig maddesi, Ornek 3'teki B
grubu ile aymiydi. %98+2 1gG safligi, yaklasik 40 mg/ml protein konsantrasyonu ve yaklasik

%0.6'ik PEG icerigine sahip olan stz konusu baglangic maddesi, kaprilat ile isleme tahi
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tutulduktan sonra, yaklasik 100 kDa'lik nominal molekiiler agirlik kesimine sahip membranlar

kullanilarak ultrafiltrasyon/diyafiltrasyona tabi tutuldu.

Uygulanan ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon adimi, yaklasik %4 (a/h) IgG'ye kadar bir birinci
konsantrasyon asamasim, sekiz hacim diyaliz ¢ézeltisi kullamlan bir ikinci divaliz asamasim ve
son olarak IgG'ler’in yaklasik %9-10 {(a/h) degerine kadar konsantrasyonunu ihtiva eder.

Ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon testlerinden ilki, enjeksiyon i¢in su kullanilarak gerceklestirilirken,
sonraki testler, artan konsantrasyonlarda asetata, daha spesifik olarak sirasiyla 2, 5, 20 veya 50
mM asetata ve tiim durumlarda 5.0 ila 5.5 arasina ayarlanmis bir pH’a sahip tampon ¢ézeltiler

kullanilarak gerc¢eklestirildi.

Tablo 6. Diyaliz tamponunda farkli asetat konsantrasyonlart kullanilarak

ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon adimi i¢in elde edilen sonuclar.

Diyaliz tamponunda Diyaliz edilmis tiriin
buluna asetat Kaprilatin nominal
konsantrasyonu eklenmesi (mM) Diyalize tiriindeki Kaprilatin
(mM) kaprilat (mM}{) gecirgenligi(?
0 20 2.3 13.2
2 13 0.6 19.3
5 13 <0.2 32.8
20 13 <0.2 433
50 13 0.2 45.3

(1) 8 diyaliz hacmi ile diyaliz isleminden sonra belirlenen degerler

(2) Asagidaki formdl aracihigiyla hesaplanan gegirgenlik:

Diyaliz Hacimlerinin Sayisi = In (Cf/Co) /(R-1); Cf, s6z konusu diyaliz hacimlerinin sayist ile
diyalizden sonraki konsantrasyon, Co diyalizden 6nceki konsantrasyen ve R tutulma

katsayisidir.

Tablo 6'nin sonuglar, yaklagik 100 kDa'lik bir molekiiler agirlik kesimine sahip membranlarin
kullanildigy, asetat iceren bir tampon ¢dzeltinin 8 diyaliz hacminin 5.0 ve 5.5 arasida hir pH'ta ve
asetatin 5 mM civarinda ve en az 50 mM minimum Konsantrasyonunda uygulandigi
ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon prosediiriiniin, kaprilatin nihai konsantre liriinde uygun seviyelere

verimli bir sekilde azaltilmasi hedefine tatmin edici bir sekilde ulastigini gostermektedir.

Buna karsilik, diyaliz igin kullanilan ¢ozelti enjeksiyon icin su veya 2 mM asetat seviyesine sahip

bir tampon ¢zelti oldugunda, kaprilat filtrat icinde etkin bir sekilde elimine edilmemistir.
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Bu, daha dnce tarif edilen kosullar altinda, yaklasik 100 kDa'lik bir molekiiler agirlik kesimine
sahip bir membranin kullamldigi ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon yonteminin, s6z konusu reaktifin
uygun seviyelerinin nihai konsantre iirtinde tespit edilmesi sebehiyle, dnceki islemden elde edilen

kaprilatin azaltilmasinda etkili oldugunu kanmitlar.

Ornek 6. Tek bir ultrafiltrasyon adimi vasitasiyla kimyasal reaktiflerin (PEG ve kaprilat) eszamanli

eliminasyonu.

Bir dizi IgG, kaprilat ile inaktif hale getirilmis ve aritilmis bir ¢dzelti elde etmek i¢in Ornek 1'de
aciklanan yonteme gore islendi. Yaklasik %0.5'lik bir protein konsantrasyonuna ve 5.1'lik bir pH'a
sahip olan s6z konusu ¢dzelt, Biomax® tipindeki (Millipore, ABD) 100 kDa'hk molekiller agirhik
kesimine sahip polisiilfon membranlarin olusturdugu bir ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon ekipmani
kullanilarak islendi. Ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon, Ornek 5'te tarif edildigi gibi iki farkli asamada
gerceklestirildi:

— pH 5.1, 5.6 veya 5.8'de gerceklestirilen birinci asamada, madde, pH 5.1, 5.6 veya 5.8'e
ayarlanmis li¢ hacimden az olmayan 5 mM asetat tampon ¢ozeltisi ile diyafiltrasyon ve
proteinin yaklasik %2'lik bir degere konsantre edilmesi yoluyla sirali diyaliz ve
konsantrasyon asamalarina tabi tutuldu.

— lkinci asamada, kaprilat icerigi yaklasik onda birine diisiiriildiigiinde, ¢ézelti pH 4.5 £ 0.1
veya 5.1'e getirildi. Ardindan iiriin diyalize baslamak igin yeterli bir protein ve PEG
konsantrasyonuna getirildi ve diyaliz, pH 4.5 veya 5,1te sekiz hacim 5 mM asetat tampon

cozeltisi ile baslatildi.

Son olarak, Griin 200 mM konsantrasyonunda ve 4.2 pH'ta alti hacim glisin ¢ozeltisi ile diyaliz

yoluyla formiile edildi ve %10 IgG ¢ozeltisi elde etmek i¢in konsantre edildi.

Tablo 7, ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon asamalarinm her hirinin baslangicinda ve farkh pH

degerlerinde elde edilen PEG ve kaprilatin gegis yiizdesini gdstermektedir:

Table 7. PEG ve kaprilatin ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon adiminim iki asamasinda analiz edilen

farkli pH degerlerinde gecisi.

Asama (kaprilat konsantrasyonu) pH PEG gecisi (%) Kaprilat gegisi (%)
5.1 17 74
Asama ['in baslangic (13 mM) 5.6 15 98
5.8 15 100
5.1 40 100
Agama II'in baglangic1 (1 mM)
4.5 82 97
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Tablo 7'nin sonuclary, ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon adimimin baslangicinda, Asama ['de,
kaprilatin pH 5.1 ve pH 5.8 arasinda ¢ok yiiksek gecis degerleri gosterdigini gostermektedir. Bu
degerler, ultrafiltrasyon/divafiltrasyon adimimn bahsedilen Asama I'i sirasinda kaprilatin ¢ok
yliksek derecede azalmasiyla sonuglandi (baslangic miktarina gore 10 kattan daha fazla bir
kaprilat azalmasi elde edildi). Aksine, PEG gecisi s6z konusu Asama I'de ¢ok diisiiktl (<%20] ve

toplam eliminasyonu kaprilat varliginda pH>5'de pratik olarak uygulanabilir degildi.

Ote yandan, Asama II'de, Tablo 7'de goriilebilecegi gibi, PEG gecisi pH 4.5'te %82 degeri ile cok
ylksekti. Ek olarak, bu Asama Il sirasinda kaprilatin da, asamanin baslangicinda gegisin pratik
olarak %100 olmasim saglayan <1 mM'lik bir kalinti seviyede oldugu géz éniine alindiginda,

azaldig bulunmustur.

Tablo 8, ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon adimimin her bir asamasindaki ve nihai formiilasyon

adimindaki protein, PEG ve kaprilat konsantrasyonundaki evrimi detaylandirmaktadir.

Tablo 8. Viral inaktivasyon adimindan sonraki ¢ zeltideki, ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon
adiminmin Asama [ ve [I'sindeki, pH 4.2'deki formiilasyondaki ve nihai ¢ozeltideki PEG ve kaprilat

miktar (konsantrasyon ve optik yogunlulkile él¢iilen miktar).

PEG PEG (0.D. | Kaprilat | Kaprilat (O.D.
Asama/Adim
(mg/ml) | 280 nm) (mM) 280 nm)
Inaktive edilmis ve aritilmis ¢ozelti 38 6.9 12 2.2
Ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon adiminin
45 1.8 0.9 0.04
Asama ['inin sonundaki ¢ozelti
Ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon adiminin
0.7 0.02 0.1 0.003
Asama Il'sinin sonundaki ¢ézelti
pH 4.2'deki formiile edilmis ¢ozelti 01 0.003 <0.1 <0.003
Nihai konsantre ¢ozelti 0.1 0.001 <0.1 <0.001

Her adimda ve asamada kaydedilen PEG ve kaprilat degerlerine gire ve her adimdaki protein
konsantrasyenu goz dniine alindifinda, PEG indirgeme faktord, ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon
adiminin Asama ['inde (pH 5.1'de) 4 ve ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon adiminin Asama Il'sinde (pH
4.5’te) 90 idi, boylece yaklasik 350 kat bir toplam indirgeme faktdrii (Asama [ ve Asama I1) verdi
(ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon adimimin sonunda elde edilen 0.02'lik bir absorbansla

karsilastirildiginda baslangigtaki 6.9'luk bir absorbans).

Kaprilat durumunda, indirgeme faktéri ultrafiltrasyon/divafiltrasyon adiminin Asama I'inde (pH

5.1'de) 55 ve ultrafiltrasyon/divafiltrasyon adiminin Asama II'sinde (pH 4.5’te) 13 idi ve béylece
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yaklasik 700 kat bhir toplam indirgeme faktdorii (Asama 1 ve Asama II}) verdi
(ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon adimimin sonunda elde edilen 0.003'liik bir absorbansla

karsilastinldiginda baslangigtaki 2.2'lik bir absorbans).

Sonuglar, viral inaktivasyon kapasitesine sahip reaktifin (kaprilik asit veya kaprilat) ve ¢oktiirme
reaktifinin (PEG), yaklasik 100 kDa'lik bir molekiiler agirlik kesimine sahip bir membranin
kullamldig1 tek bir ultrafiltrasyon adimiyla, ultrafiltrasyon/diyafiltrasyon adiminin her bir
asamasinda uygulanacak fiziksel ve kimyasal kosullarin se¢ilmesiyle (digerlerinin yani sira pH,
protein konsantrasyonu, diyaliz hacimlerinin sayisi, diyaliz tamponu) ve her iki reaktifin
intravendz kullanima uygun kalan konsantrasyonlari ile birlikte %10'a konsantre edilmis bir [gG

nihai driiniiniin ortaya cikmasiyla, etkili bir sekilde azaltilabilecegini giosterdi.
Ornek 7. PEG varlifinda kaprilat ile viral inaktivasyon kapasitesinin degerlendirilmesi.

Kaprilik asit veya kaprilatin PEG varlifinda bir lipit zarfa sahip viriisleri elimine etme veya etkisiz
hale getirme kapasitesini degerlendirmek lizere baslangic maddesi olarak kolon akintisi veya
diyaliz ve konsantre edilmis akinti (sirasiyla Ornek 1 ve 3'e gére elde edilen) alarak cesitli

bagimsiz deneyler yapildi.

Her iki madde de %98+2 immunoglobulin saflifina ve 5 ila 10 mg/ml protein konsantrasyonuna

sahipken, PEG icerikleri sirasiyla 40 mg/ml ve 1.5 mg/ml olarak farklilik gostermistir.

Viral inaktivasyon testleri, Flaviviridae familyasinin 40-60 nm'lik, bir lipit zarfa ve fiziksel ve
kimyasal ajanlara kars: ortalama bir dirence sahip Sigir Viral Ishal viriisii (BVDV) kullamilarak

gerceklestirildi.

Her bir testte, karsilik gelen baslangic maddesi, viriisle %0,5'e esit veya daha kiigiik bir degere
astland1 ve 15°C veya 25°C'lik bir sicaklikta iki saat slireyle 9 mM veya 13 mM kaprilat

konsantrasyonlar uygulanarak viral inaktivasyon islemine tabi tutuldu.

Uretilen farkli érneklerdeki BVDV'nin viral yiikiiniin élciimi, MBDK hiicre cizgisi kullanilarak
TCID50 testi (%50 Doku Kiiltiiri Enfeksiyoz Doz) vasitasiyla gerceklestirildi. Viral inaktivasyon
asamasinin viral indirgeme faktori (RF), inokile edilmis baslangi¢c maddesinde tespit edilen viral
ylkiin oraminin, islem sonunda elde edilen drnekte tespit edilen viris miktarmin log10'daki

ifadesine béliinmesi olarak belirlenmistir.

Tablo 9, her bir testin baslangi¢c maddesinin ve elde edilen RF'nin dzelliklerini géstermektedir.
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Tablo 9. PEG varh@inda veya yoklugunda, viral inokiiliim ile kaprilat islemi testlerinde

gozlemlenen viral inaktivasyon sonuclari.

islem Kaprilat Viral
Baslangig Maddesi
Deney grubu sicaklig konsantrasyonu | indirgeme
[gG (mg/ml) | PEG (mg/ml) °C (mM) faktori (RF)
Diyaliz ve 9 z4.19
konsantre 2436
10 1.5 25

edilmis z3.95

13
alanti >4.13
24.62

9
>5.10

25

Kolon =471

5 40 13
akintisi = 4.57
= 4.32

15 13
>4.27

Tlim testlerde elde edilen viral indirgeme sonuclart {bakiniz Tablo 9), farkl sicakhklarda (15 ve
25°C) islemden sonra minimum 9 mM kaprilat konsantrasyonu igin bile, her iki haslangi¢
maddesinde BVDV'nin inaktivasyonu icin yiiksek bir kapasite gdstermektedir. Ayrica bu testler,
analiz edilen PEG konsantrasyonlarinin her birinde, degerlendirilen her iki madde ile esdeger
sonuclarn elde edilmesi géz 6niine alindiginda, kaprilatin viral inaktivasyon kapasitesinde PEG

tarafindan hir etkilesimin gézlenmedigini gostermistir.

Ornek 8. Mevcut bulusa ait iiretim yéntemine gére elde edilen intravensz immiinoglobulin

cozeltisinin karakterizasyonu.

Mevcut bulusa ait yontemle elde edilen %10 (a/h) proteine sahip immiinoglobulin ¢ézeltisinin

biyokimyasal ve fonksiyonel 6zelliklerini ortaya koymak amag¢lanmaktadir.

Yaklasik 200 litre plazma 6l¢eginde kaprilath etkisizlestirilmis viriis ¢ozeltisini elde etmek icin iki

dizi DEAE kolonu akintist Ornek 1'de a¢iklanan yénteme gére isleme tabi tutuldu.

S0z konusu kaprilath ¢ozelti, antildiktan sonra, temel islem kalintilarinin (PEG ve kaprilat)
ortadan kaldirilmasini saglamak amaayla Ornek 6'da tarif edildigi gibi farkll asamalarda
ultrafiltrasyon yoluyla diyaliz ve konsantre edildi. Daha sonra, yaklasik %2.5'lik bir protein

konsantrasyonundaki séz konusu saflastinlmis ¢ézelti, pH 4.5 £ 0.1'e ayarlanmis, %1 sorbitol ve
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240 mM glisinden olusan yaklasik 6 hacim bir tampon ¢izeltisi igin sabit hacimde diyaliz ile
formiile edildi. Son olarak, s6z konusu ¢ozelti ultrafiltrasyon ile konsantre edildi ve %10 (a/h)
proteine esdeger olan 140 + 5 UA (280 nm) optik yogunluga ayarlandi ve 5.25 # (.25'lik bir nihai
pH'a ayarlandi.

Sorbitol ve glisin ile stabilize edilen ve sterilizasyon dereceli membranlar (0.22 pm) kullamlarak
aritilmis ve filtrelenen elde edilmis Grin (IGIV %10 (a/h)) intravendz uygulama icin bir
imminoglobulin ¢dzeltisinin kalitesi, degistirilemezligi ve stabilitesinin en uygun analitik
parametreleri belirlenerek klorobiitil tipalarla cam siselerde dozajland.. Iki dizi icin elde edilen
ortalama analitik degerler ve Avrupa Farmakopesi'nin spesifikasyon degerleri Table 10'da

gosterilmektedir.

Tablo 10. Intravendz immiinoglobulin ¢ozeltisinin %10'daki (a/h) karakterizasyonu.

P ARAMETRE BULUSA Ai'-l“ Y('jl\{TE"IVILE SPESIFIKASYONLAR (Avr.
ELDE EDILEN URUN Fr.)
pH 5.25 4.0-7.4
Ozmolalite (mOsm/kg) 306 =240
Sodyum (mM) <32 d.h.
Bulaniklik (NTU) 4.4 d.b.
Molekiiler Dagilim (%)
Polimer <01
Dimer 7.6 < 3.0 Mon.+Dim. > 90
Monomer 92.5
Fraksiyonlar <0.3
IgG altsinflar (%)
IgGy 66.7
[gGs 27.6 plazmaya esdeger
18Gs 3
[gGa 2.7
Fc fragmaninin bitiinligi 93
Saflik profili: 295
1g saflik (ACE) (%) 99.6
1gM (mg/ml) < 0.002
NAPTT (Dil. 1/10) (s) 308
Aktif faktér XI (ng/ml) Tespit edilmedi
TGT FXI (nM trombin) <53
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[zoaglutinin titresi Aglutinasyon < 1:64
Anti-A Aglutinasyon 1:16
Anti-B Aglutinasyon 1:16
Proteolitik aktivite <2 <35
PKA (Ul/ml)
ACA (CHso/mg) 0.6 £0.07 <1

Avr. Fr.: Avrupa Farmakopesi; d.b.: data belirtilmedi; TGT FXI: Trombin Jenerasyon Testi
{Faktér IX'daki plazma noksaninin kullanilmasiyla); NAPTT PKA: Prekallikrein Aktivatorii;

ACA: Anti-Tamamlayici Aktivite.

Yukaridaki senuglar, mevcut bulusa ait saflastirma isleminin sonucu colarak elde edilen iiriiniin,
digerlerini yani sira polimer yoklugu, PKA veya ACA aktivitesi gibi istenmeyen biyolojik aktivite
gibi parametreler bakimindan esasen degismemis oldugunu, IgG altsiniflarinin propotrsiyonu ve
Fc fragman biitiinliigii gibi bazi islevsellik ézelliklerini plazmaya gére korudugunu, ve aym anda
miukemmel bir saflik profili (disiik anti-A/anti-B izohemaglutinin titresi, IgM konsantrasyonu,

prokoagiilan aktivitesi, vh.) gosterdigini pekistirmektedir.

Mevcut bulusa ait, %10 IGIV (a/h) elde etmeye yonelik, nihai formilasyonun yanm sira PEG
varliginda kaprilat ile viral inaktivasyon adimim ve tamamen ayrilmasini kapsayan genel
yontemin, IGIV %10 (a/h) protein cozeltisi clarak formiile ve konsantre edilmis nihai iriine
tamamen uygulanabilir ve 6l¢eklendirilebilir oldugu ve Avrupa Farmakopesi'nde ortaya konan

degerlere tam olarak uyan bir nihai iiriin verdigi sonucuna varilmstir.

Uriiniin ticari olarak uygulanabilirligi i¢cin elzem olan stabilite calismalari, sorbitol (% 5'e kadar),
glisin {izoteniye kadar) veya her ikisinin bir kombinasyonuna sahip 4.2 ve 6.0 arasindaki pH
arahgindaki formiilasyonlarin, %10 (a/h) intravendz immiinoglobulin ¢dzeltilerini ortam

sicakliginda (25°C-30°C) iki yil boyunca stabilite etmek i¢in uygun oldugunu gosterdi.

Ornek 9. Kaprilat ile islemin, alternatif yéntemlerle elde edilen IgG bakimindan zengin bir

fraksiyona uygulanabilirligi.

Alternatif saflagtirma yontemleri kullanilarak elde edilen diger islem ara maddeleri kullanilarak,
mevcut bulusta aciklanan kosullar altinda kaprilat ile uygulamanin gecerliligi hakkinda bir

degerlendirme yapilmigtir.
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Baslangic maddesi olarak, Cohn-Oncley etanol fraksiyonundan, Fraksiyon II Siispansiyvonu olarak
isimlendirilen IgG bakimindan zengin bir plazma ara maddesi kullamlarak iki bagimsiz deney
gerceklestirildi.

Bu ara bilesik, Fraksiyon I1 + IllI'e kadar mevcut bulusta tarif edilen ile aym plazma fraksiyonlama
yontemiyle elde edildi. Islem daha sonra, fraksiyon II+II['iin ekstraksiyon siispansiyonunun
alkolik yeniden coktiiriilmesi ile devam etti, ardindan fraksiyon III'iin ayrilmas), en sonunda
%96'dan daha saf bir saflikta fraksiyen 1l elde edilmesi izledi. Séz konusu fraksiyonun (II)
slispansiyonu, bentonit ile saflastinldiktan ve alkol icerigini ortadan kaldirmak i¢in suyla diyaliz

edildikten sonra, bu deneyler igin baslangic maddesi olarak gorev yaptu.

Gergeklestirilen iki deneyde, iki plazma dizisinden tiiretilen madde, PEG icerigine gore iki farkl
gruba (A ve B) ayrildl B grubunda, baslangic maddesi konsantre bir PEG-4000 ¢dzeltisi ilave

edilerek 40 mg/ml'lik nominal PEG konsantrasyonuna getirildi.

Daha sonra, her iki gruptan (A y B) tiiretilmis her iki madde de yaklasik 5 mg/ml'lik bir protein
konsantrasyonuna seyreltildi, pH 5.1 degerine ayarlandi ve bulusa ait yéntemde tarif edildigi gibi
13 mM'lik nominal bir konsantrasyona ve 5.0 ve 5.2 arasinda bir pH'a ulasana kadar kaprilat ile

isleme tabi tutuldu.

Tablo 11, her iki test grubunda (sirasiyla A ve B) kullanilan baslangic maddesinin ve ayrica

kaprilat ile islemden sonra elde edilen maddesin temel 6zelliklerini gostermektedir.

Tablo 11. A ve B gruplarinda kullanilan baslangi¢ maddesinin ve aymismda elde edilen nihai

iiriiniin temel 6zellikleri. immiinoglobulin baslangic ¢ézeltisinin saflig1 %99.6 + 0.6'dir {n=5 dizi)

Deney Kaprilat ile isleme tabi tutulan ¢ézelti
Kaprilat ile islemden énceki ¢ozelti
grubu (25°C’de 2 saat)
0.D. 0.D.
PEG Agregatlar, Agregatlar, | Kaprilat
(mg/ml) 280 | Bulamkhk i 280 | Bulaniklik i (mg/ml)
mg/m olimer olimer mg/m
8 nm (NTU} P nm (NTU) P &
(1) (%) (%) (1)
(UA) {(UA)
<0.01 6.9 3.3 <0.1 7.0 10.1 05 11.2
A
<0.01 6.9 3.0 <0.1 7.1 16.5 1.2 11.2
341 7.1 2.5 <0.1 7.2 145 0.1 11.9
B
33.6 6.9 3.0 <0.1 7.2 14.4 <0.1 12.4
{1) PEG ve kaprilat degerleri, analitik determinasyon yoluyla elde edilen degere karsilik gelir.
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Sonuglar, farkh yintemler ile yeterince saflastirilmis bir immiineglobulin ¢ézeltisi kullanilarak
belirtilen kosullar altinda kaprilat ile inaktivasyon igleminin uygulanabilirligini gdstermektedir,
endiiklenmis bir immiinoglobulin agregati veya baska geri ddnlisiimsiiz c¢okelti olusumu
bulunmamaktadir, bu da takip eden saflastirma islemini biiyiik 6l¢iide kolaylastirmaktadir.

Sonuglar, proteinin yeterli bir sekilde seyreltilmesi ve yeterli bir saflik derecesi ile kombinasyon
halinde, PEG'nin imminoglobulin polimerlerinin Gretimi {izerindeki koruyucu etkisinin agik

oldugunu gostermektedir.

Bu deneysel @rnek, kaprilatin sadece c¢6ktiiriici olmayan kosullar ve/veya agregasyonu
destekleyici kosullar altinda, yeterli saflifa sahip bir maddeye eklendiginde ve PEG
konsantrasyonu ve proteine iliskin belirli kosullarla uyumlu oldugunda viral inaktivasyon

kapasitesine sahip bir reaktif olarak kullanilabilirligini ortaya koymaktadir.
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