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Patentkrav

1. En proNGF-mutant hvor proteasespaltningssete R*'SK®R” er substituert i posisjon R*
og K3 svarende til posisjon 101 og 103 av den humane villtype proNGF-sekvensen
(SEQ ID NO: 1) med valin i posisjon 101 og med alanin i posisjon 103.

2. proNGF-mutant ifglge krav 1, hvor mutanten er fremstilt ved rekombinant
ekspresjon i prokaryote celler, fortrinnsvis ved rekombinant ekspresjon i E. coli.

3. Fremgangsmate for fremstilling av en biologisk aktiv human beta-NGF, omfattende

(i) tilveiebringing en proNGF-mutant i samsvar med krav 1 eller 2, og
(i) spalting av proNGF-mutanten for & oppna aktiv human beta-NGF.

4. Fremgangsmate ifglge krav 3, omfattende fglgende trinn:

a. opplagsning av proNGF-mutant i samsvar med krav 1 eller 2 ved solubilisering
av inklusjonslegemer i en denaturerende lgsning;

b. overfgring av proNGF-mutanten inn i en refoldingslgsning hvor den
denaturerte proNGF inntar en biologisk aktiv konformasjon,

c. rensing av den refoldede proNGF-mutanten,

d. spalting av pro-sekvensen til proNGF-mutanten for a oppna den aktive beta-
NGF.

5. Fremgangsmate ifglge krav 4,

- hvor den denaturerende lgsning omfatter en lgsning som inneholder (i) en
kaotropisk substans, (ii) en chelator, (iii) en buffer og (iv) et reduksjonsmiddel,
fortrinnsvis hvor den denaturerende Igsningen omfatter

i. 1 -8 M Guanidinium-HCI, fortrinnsvis 4-6 M,

i. 0,01 til 1 M Tris,

iii. 1-50 mM EDTA,

iv. 1-100 mM valgt fra glutation (GSH) eller cystein,
v.pH 7,0 - 10,0,

og mer foretrukket omfatter
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I. 4 M Guanidinium-HClI,
ii. 0,1 M Tris,

iii. 10 mM EDTA

iv. 5 mM GSH eller cystein
v. pH 8,0, eller

- hvor den refoldende lgsning omfatter

i. 0,5-1,0 M av en chaperone,

ii. 1- 10 mM av en metall-chelator,

1. 0,1 -10 mM av et redoks-shuffling system,
iv. pH 8,0 - pH 11,0,

fortrinnsvis, hvor den refoldende lgsningen omfatter

1. 0,75 M Arginin,

ii. 5mM EDTA

ii. 1 mM L-cystin og 5 mM L-cystein, eller 1 mM GSSG (oksidert glutation)
0g 5 mM GSH (redusert glutation),

iv. pH 9,5.

6. Fremgangsmate ifalge krav 4 eller 5, hvor refoldingen utfares som en puls
renaturering, fortrinnsvis hvor, i forhold til det endelige refoldingsvolumet under puls
renaturering, konsentrasjonen av Guanidinium HCI ikke overstiger 0,3 M og
proteinkonsentrasjonen per puls ikke bar overskride 50 ug/ml.

7. Fremgangsmate ifglge hvilket som helst av kravene 4-6, hvor proNGF-mutanten
renses ved blandet modus kromatografi, hvor kromatografikolonnen fortrinnsvis er en
blandet modus-materialkolonne med en syntetisk affinitetsligand, mer foretrukket en
kolonne med 4-merkapto-etyl-pyridin (MEP), heksylamino (HEA), fenylpropylamino
(PPA), 2-merkapto-5- benzamidazolsulfosyre (MBI), Capto MMC (GEHC), N-benzyl-
N-metyl-etanolamin (GEHC), CHT-hydroksyapatitt eller CHT-fluorapatitt, mest
foretrukket 4-merkapto-etyl-pyridin (MEP).

8. Fremgangsmate ifalge et av kravene 4-7, hvor pro-formen av proNGF-mutanten
spaltes av en protease, fortrinnsvis av en serinprotease, mer foretrukket av trypsin.
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9. Fremgangsmate ifalge krav 8, hvor forholdet av trypsin til proNGF-mutant er fra
1:200 -1 :100.000, fortrinnsvis fra 1 : 5.000 — 1 : 20.000, og mer foretrukket er pa
1:10.000 (v/v).

10. Fremgangsmate ifalge krav 4 til 9, videre omfattende et ytterligere trinn med
rensing av beta-NGF, fortrinnsvis ved hjelp av kolonnekromatografi, mer foretrukket
med SP-Sepharose HP-kolonne.

11. Anvendelse av en proNGF-mutant ifglge et av kravene 1 eller 2, for fremstilling av
human beta-NGF.



