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Patentkrav

1. Fremgangsmåte for å rense human granulocytt-kolonistimulerende faktorer (hG-CSFs) fra en

rekombinant E. coli med høyt utbytte, omfattende trinnene å:

(a) dyrke en hG-CSF uttrykkende rekombinant E. coli for å oppnå en cellepellet ved

sentrifugering;

(b) separere en hG-CSF inneholdende supernatant fra cellepelleten oppnådd i trinn (a);

(c) behandle supernatanten oppnådd i trinn (b) med en syre for å separere det

resulterende presipitat ved filtrering;

(d) benytte filtratet oppnådd i trinn (c) til kationbytte-kromatografi;

(e) benytte eluatet oppnådd i trinn (d) til hydrofobinteraksjon-kromatografi; og

(f) benytte eluatet oppnådd i trinn (e) til anionbytte-kromatografi.

2. Fremgangsmåte i samsvar med patentkrav 1, idet hG-CSFs i trinn (a) er uttrykt inn i periplasmaet

av rekombinant E.coli.

3. Fremgangsmåte i samsvar med patentkrav 2, idet det rekombinante E.coli er en eller flere valgt fra

gruppen bestående av E. coli BL21(DE3)/pT14SS1SG(HM 10310), E. coli BL21(DE3)/pT14SS1S17SEG

(HM 10311; Accession No. KCCM-10154), E. coli BL21(DE3)/pTO1SG (HM 10409), E. coli

BL21(DE3)/pTO1S17SG (HM 10410; Accession No. KCCM-10151), E. coli BL21(DE3)/pTO17SG (HM

10411; Accession No. KCCM-10152), E. coli BL21(DE3)/pTO17TG (HM 10413), E. coli

BL21(DE3)/pTO17AG(HM 10414), E. coli BL21(DE3)/pTO17GG(HM 10415), E. coli

BL21(DE3)/pBAD2M3VG (HM 10510; Accession No. KCCM-10153), E. coli BL21(DE3)/pBAD17SG (HM

10511) og E. coli BL21(DE3)/pBAD2M3V17SG(HM 10512).

4. Fremgangsmåte i samsvar med patentkrav 1, idet den hG-CSF inneholdende supernatant i trinn

(b) blir separert fra cellepelleten ved osmotisk ekstraksjon.

5. Fremgangsmåte i samsvar med patentkrav 4, idet den osmotiske ekstraksjon blir utført ved å

behandle cellepelleten med en 10% til 30% sukkroseinneholdende bufferløsning for å oppnå en

cellepellet ved sentrifugering, tilsette destillert vann til cellepelleten og deretter utføre

sentrifugering.

6. Fremgangsmåte i samsvar med patentkrav 1, idet pH av supernatanten i trinn (c) blir regulert til

5,0 – 5,8 ved syrebehandling.

7. Fremgangsmåte i samsvar med patentkrav 1, idet syren i trinn (c) er valgt fra gruppen bestående

av eddiksyre, fosforsyre og sitronsyre.

8. Fremgangsmåte i samsvar med patentkrav 1, idet kationbytte-kromatografien i trinn (d) blir utført

ved bruk av en kolonne valgt fra gruppen bestående av sefarose, sefadex, agarose, sefacel,

polystyren, polyakrylat, cellulose og toyoperl.

9. Fremgangsmåte i samsvar med patentkrav 8, idet kationbytte-kromatografien i trinn (d) blir utført

ved bruk av en SP-sefarose kolonne.

10. Fremgangsmåte i samsvar med patentkrav 1, idet kationbytte-kromatografien i trinn (d) blir

utført ved bruk av en eddiksyreinneholdende bufferløsning innenfor et pH-område fra pH 4,0 til 6,0

med en saltkonsentrasjon fra 200 til 500 mM.

11. Fremgangsmåte i samsvar med patentkrav 10, idet kationbytte-kromatografien i trinn (d) blir

utført ved bruk av en bufferløsning inneholdende 200 til 500 mM natriumklorid og 5- til 20 mM

natriumacetat, ved pH 5,0 til 6,0.
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12. Fremgangsmåte i samsvar med patentkrav 1, idet hydrofobinteraksjon-kromatografien i trinn (e)

blir utført ved bruk av en sefarose, Bio-Gel A eller Minileak-kolonne med en funksjonell gruppe valgt

fra gruppen bestående av propyl, butyl, pentyl, heksyl, heptyl and oktyl, isoalkyl, neoalkyl, og

oligoetylenglykol.

13. Fremgangsmåte i samsvar med patentkrav 12, idet hydrofobinteraksjon-kromatografien i trinn

(e) blir utført ved bruk av en butyl-sefarosekolonne.

14. Fremgangsmåte i samsvar med patentkrav 1, idet hydrofobinteraksjon-kromatografien i trinn (e)

blir utført ved bruk av en bufferløsning innenfor pH-området fra pH 7,0 til 8,5 med en salt-

konsentrasjon fra 0 til 100 mM.

15. Fremgangsmåte i samsvar med patentkrav 14, idet hydrofobinteraksjon-kromatografien i trinn

(e) blir utført ved bruk av en bufferløsning inneholdende 5 til 20 mM Tris ved pH 7,0 til 8,0.

16. Fremgangsmåte i samsvar med patentkrav 1, idet anionbytte-kromatografien i trinn (f) blir utført

ved bruk av en kolonne valgt fra gruppen bestående av Q-sefarose, Macro-Prep Q, Q-HyperD, og

Fractogel EMD-TMAE 650.

17. Fremgangsmåte i samsvar med patentkrav 16, idet anionbytte-kromatografien i trinn (f) blir

utført vedd bruk av en Q-sefarose kolonne.

18. Fremgangsmåte i samsvar med patentkrav 1, idet anionbytte-kromatografien i trinn (f) blir utført

ved bruk av en bufferløsning innenfor et pH-område fra pH 6,5 til 8,5 med en saltkonsentrasjon fra

100 til 300 mM.

19. Fremgangsmåte i samsvar med patentkrav 18, idet anionbytte-kromatografien i trinn (f) blir

utført ved bruk av en bufferløsning inneholdende 100 til 300 mM natriumklorid, 5 til 20 mM Tris og

50 til 200 mM urea ved pH 7,0 til 8,0.
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