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PROSESS OG SYSTEM FOR A FREMSTILLE BOTULINUM NEVROTOKSIN

Patentkrav

1. Prosess for a produsere et biologisk aktivt botulinum nevrotoksin type A-kompleks
omfattende de sekvensielle trinn med:
(a) dyrke clostridium botulinum-bakterier i et dyrkingsmiddel som er helt uten
produkter avledet fra dyr eller inneholder produkter avledet fra dyr i en mengde
under 1 % (v/v);
(b) fermentere clostridium botulinum-bakterier fra dyrkningsmidlet i 1,8 til 82,5 |
av et fermenteringsmiddel som er helt uten produkter avledet fra dyr eller
inneholder produkter avledet fra dyr i en mengde under 1 % (v/v);
(c) haste fermenteringsmidlet ved a fjerne celleavfall;
(d) konsentrere det hgstede fermenteringsmidlet ved filtrering;
(e) fortynne det konsentrerte fermenteringsmidlet ved a tilsette en buffer dertil;
(f) utfare et farste kontakttrinn hvor det fortynnede, hgstede fermenteringsmidlet
kontaktes med et anionutvekslerkromatografimiddel slik at det biologisk aktive
botulinum nevrotoksinet i midlet fanges av anionutvekslermidlet.
(9) utvaske oppfanget botulinum nevrotoksin fra anionutvekslermidlet for & oppna
et farste eluat;
(h) utfgre et andre kontakttrinn hvor det farste eluatet kontaktes med et
kationutvekslerkromatografimiddel for & fijerne urenheter fra det farste eluatet,
derved oppna et andre eluat;
(i) utfare et tredje kontakttrinn hvor det andre eluatet kontaktes med et
hydrofobisk interaksjonskromatografimiddel og utvaskes for & oppna et tredje
eluat;
(j) behandle det tredje eluatet med diafiltrering; og
(k) filtrere det behandlede tredje eluatet for & oppna et biologisk aktivt botulinum
nevrotoksin type A kompleks-inneholdende produkt som har en virkeevne pa 1,8
x 107 til 6,6 x 107 enheter/mg;
hvori minst ett av dyrkingsmidlet og fermenteringsmidlet inkluderer et grannsaksprotein,
og ingen enzymer avledet fra dyr brukes til a rense botulinum nevrotoksinet; og hvori
prosessen utfgres i en uke eller mindre.

2. Prosessen ifglge krav 1, hvori fermenteringsmidlet omfatter under 5,5 % (v/v) av et
proteinprodukt avledet fra grannsaker, under 2,2 % (v/v) gjeerekstrakt og under 2,2 %
(v/v) glukose, og hvori pH av fermenteringsmidlet er fra 5,85 til 8,8 ved igangsettingen
av fermenteringstrinnet.

3. Prosessen ifglge krav 1, hvori dyrkingstrinnet utfgres til den optiske tettheten til
dyrkingsmidlet ved 540 nm er mellom 0,72 AU og 4,95 AU.

4. Prosessen ifglge krav 1, hvori fermenteringstrinnet utfgres i 54 til 88 timer til den
optiske tettheten til fermenteringsmidlet ved 890 nm minsker til mellom 0,045 AU og
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0,77 AU.

5. Prosessen ifglge krav 1, hvori dyrkingstrinnet igangsettes ved a innfare en mengde
av clostridium botulinum arbeidscellebank uten dyreprodukter til dyrkingsmidlet,
arbeidscellebanken omfattende 0,9 x 104 til 5,5 x 107 kolonidannende enheter av
clostridium botulinum per milliliter av arbeidscellebanken, og clostridium botulinum-
bakterien i arbeidscellebanken har en hovedsakelig uniform morfologi.

6. Prosessen ifglge krav 1, hvori produktet til trinn (k) omfatter ikke mer enn 1 ng med
rester av nukleinsyre per mg av produktet.

7. System for & produsere et biologisk aktivt botulinum nevrotoksin omfattende:
forste apparat for anaerobisk dyrking av clostridium botulinum-bakterier, det
fgrste apparatet kan inneholde fra 180 ml til 1,1 | av et dyrkingsmiddel som er
helt uten produkter avledet fra dyr eller inneholder produkter avledet fra dyr i en
mengde under 1 % (v/v);
andre apparat for anaerobisk fermentering av clostridium botulinum-bakterier
dyrket i det fgrste apparatet, det andre apparatet kan inneholde fra 1,8 til 82,5 |
av et fermenteringsmiddel som er helt uten produkter avledet fra dyr eller
inneholder produkter avledet fra dyr i en mengde under 1 % (v/v), og det andre
apparatet inkluderer minst én engangssonde valgt fra en
reduksjonsoksideringssonde, en pH-sonde og en turbiditetsonde;
tredje apparat for & hgste fermenteringsmidlet;
fierde apparat for a konsentrere det hgstede fermenteringsmidlet ved filtrering og
fortynne det filtrerte fermenteringsmidlet;
femte apparat for a utfgre en fgrste rensing av botulinum nevrotoksin oppnadd
fra det hgstede fermenteringsmidlet, det femte apparatet omfattende et
anionutvekslerkromatografimiddel som kan fange botulinum nevrotoksin;
sjette apparat for a utfgre en andre rensing av botulinum nevrotoksin utvasket fra
anionutvekslerkromatografimidlet, det sjette apparatet omfattende et
kationutvekslerkromatografimiddel;
sjuende apparat for a utfare en tredje rensing av botulinum nevrotoksin utvasket
fra kationutvekslerkromatografimidlet, det sjuende apparatet omfattende et
hydrofobisk interaksjonskromatografimiddel; og
attende apparat for a filtrere renset botulinum nevrotoksin fra det sjuende
apparatet, hvori det attende apparatet omfatter en filtreringsmembran, og hvori
det oppnadde botulinum toksin-inneholdende produktet har en virkeevne pa 1,8 x
107 til 6,6 x 10" enheter/mg, produktet omfatter 1,1 ng eller mindre av rester av
nukleinsyre per mg av produktet, og prosessen kan utfgres i én uke eller mindre;
hvori systemet kan rense botulinum nevrotoksinet uten bruken av et enzym avledet fra
dyr.

8. Systemet ifglge krav 7, videre omfattende et modulaert atmosfaerekontrollert apparat
omfattende et anaerobisk kammer som kan inneholde det fgrste apparatet, hvori det
anaerobiske kammeret omfatter et integrert partikkelluftfilter med hgy effektivitet.



