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Patentkrav:

1. Fremgangsmate for a refolde granulocytkolonistimulerende faktor (G-CSF) fra
inklusjonslegemer, omfattende &:

a) Igse opp G-CSF i neerveer av et opplgsningsmiddel;
b) utfgre et oksidasjons- og fa@rste refoldingstrinn, omfattende inkubering av

det opplgste G-CSF i naerveer av et oksidasjonsmiddel og opplgsningsmiddelet;

c) fjerne opplgsningsmiddelet ved ionebytterharpiksadsorpsjon og/eller

ionebyttekromatografi og eventuelt utfgre en sur utfelling; og

d) utfgre et andre refoldingstrinn omfattende fortynning med en buffer med lav

ledningsevne, eller mer foretrukket med vann, og inkubere G-CSF fra trinn (c),

hvor det andre refoldingstrinnet utfgres i en buffer med lav ledningsevne, med en

ledningsevne i det minste under 2mS/cm og i mer enn 12 timer.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor inklusjonslegemene er fra en mikroorganisme,

fortrinnsvis fra E. coli.

3. Fremgangsmate ifglge krav 1 eller 2, hvor G-CSF er rekombinant bovin eller human
metionyl-G-CSF.

4, Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav hvor

opplgsningsmiddelet er N-Lauroylsarcosin.

5. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, hvor

oksidasjonsmiddelet er CuS04.

6. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, hvor

opplgsningen av G-CSF utfgres ved en pH-verdi som er hgyere enn pH 7.

7. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, hvor

opplgsningsmiddelet er N-Lauroylsarcosin i en konsentrasjon pa 0,5% til 1,5%.

8. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, hvor

oksidasjonen og det fgrste refoldingstrinnet utfgres i minst to timer.
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9. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, hvor

oksidasjonen og det fgrste refoldingstrinnet utfgres under luftstrgam og uten avkjgling.

10. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, hvor
oksidasjonen og det forste refoldingstrinnet utfgres ved en pH-verdi pd 7-9 og/eller
ved en temperatur pd 20-28 °C og/eller i 15-25 timer.

11. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, hvor fjerningen

av opplgsningsmiddelet i trinn (c) omfatter: AEX og CEX, eventuelt i denne rekkefglge.

12. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, hvor fijerningen
av opplgsningsmiddelet i trinn (c) omfatter:
a) binding til et anionbytterharpiksmateriale ved 8 blande G-CSF-opplgsningen
med det suspenderte harpiksmaterialet og fjerning av harpiksmaterialet ved
filtrering og/eller

b) ionbytterkromatografi under betingelser hvor opplgsningsmiddelet binder

seg til harpiksen og G-CSF forblir i strammen gjennom og/eller,

c) ionbytterkromatografi under betingelser hvor G-CSF binder til harpiksen og

opplgsningsmiddelet forblir i gjennomstrgmningen.

13. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, hvor
opplgsningsmiddelet og andre urenheter fjernes ved sekvensiell anvendelse av
fglgende trinn:

(i) AEX,

(i) sur utfelling
(iii) AEX, og

(iv) CEX.

14. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, hvor
opplgsningsmiddelet og andre urenheter fjernes ved sekvensiell anvendelse av
fglgende trinn:
a) binding av opplgsningsmiddelet til et anionbytterharpiksmateriale ved &
blande G-CSF-opplgsningen med det suspenderte harpiksmaterialet og fjerning

av harpiksmaterialet ved filtrering;
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b) utfelling av urenheter ved a senke pH til under pH 5 og ved fjerning av

utfellingen ved filtrering;

c) anionbytterkromatografi utfgrt under betingelser hvor det gjenvaerende

opplgsningsmiddelet binder til harpiksen og G-CSF forblir i stremmen gjennom;

d) kationbytterkromatografi utfgrt under betingelser hvor G-CSF binder til
harpiksen og det gjenvaerende opplgsningsmiddelet forblir i stremmen

gjennom; og

e) eluering av bundet G-CSF fra kationbytterharpiksen ved trinn- eller
gradienteluering ved & anvende en elueringsbuffer med gkt pH eller

saltkonsentrasjon.

15. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, hvor det andre

refoldingstrinnet utfgres under avkjglte betingelser.

16. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, hvor det andre

refoldingstrinnet utfgres ved en temperatur pa 2-8 °C og/eller i minst 24 timer.

17. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, hvor det andre

refoldingstrinnet utfgres ved en pH-verdi over pH 7.

18. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav, hvor
fremgangsmaten videre omfatter et poleringstrinn, som omfatter en eller flere
ionebyttekromatografier hvor eventuelt den ene eller flere ionbytterkromatografier i
poleringstrinnet omfatter en anionbytterkromatografi fulgt av en

kationbytterkromatografi.

19. Fremgangsmate ifglge krav 18, hvor den ene eller flere ionbytterkromatografier
omfatter fglgende trinn:
a) anionbyttekromatografi utfgrt under betingelser hvor G-CSF binder til
harpiksen;
b) eluering av bundet G-CSF ved trinn- eller gradienteluering ved bruk av en

elueringsbuffer med nedsatt pH eller gkt saltkonsentrasjon;

c) kationbytterkromatografi utfgrt under betingelser hvor G-CSF binder til

harpiksen;
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d) eluering av bundet G-CSF ved trinn- eller gradienteluering ved anvendelse
av en elueringsbuffer med gkt pH eller saltkonsentrasjon;
karakterisert ved at

polymerstammene av anion- og kationbytterharpikser begge omfatter

metakrylatderivater.
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