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PATENTKRAV

1. Fremgangsmate for fremstilling av botulinumtoksin ,

der fremgangsmaten omfatter trinnene med a:

(a) behandle en kultur av en botulinumtoksin-produserende stamme med syre for
a felle ut et botulinumtoksin,

(b) tilsette buffer til det utfelte botulinumtoksinet, etterfulgt av behandling med
en proteaseinhibitor og nuklease, for slik a ekstrahere botulinumtoksinet,

(c) behandle det ekstraherte botulinumtoksinet med syre for a presipitere
botulinumtoksinet og lgse opp presipitatet i buffer, og

(d) rense botulinumtoksinet ved hjelp av anionbytterkromatografi,

der syreutfellingen i trinn (c) blir utfart ved a tilsette svovelsyre eller saltsyre til det
ekstraherte botulinumtoksinet slik at det ekstraherte botulinumtoksinet nar en pH-
verdi pa 2,5-4,5.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1,

der den botulinumtoksin-produserende stammen er Clostridium botulinum.

3. Fremgangsmate ifglge krav 1,

der det rensede botulinumtoksinet er et type A-toksinprotein som har en renhet pa
minst 98 %.

4, Fremgangsmate ifglge krav 1,

der syreutfellingen i trinn (a) blir utfart ved a tilsette svovelsyre eller saltsyre til
kulturen av stammen slik at kulturen nar en pH-verdi pa 3,0-4,5.

5. Fremgangsmate ifglge krav 1,

der proteaseinhibitoren i trinn (b) er benzamidin-HCI.
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6. Fremgangsmate ifglge krav 1,

der nukleasen i trinn (b) er DNase og RNase.

7. Fremgangsmate ifglge krav 1,

der ekstraheringen av botulinumtoksinet i trinn (b) blir utfert ved en pH-verdi pa
4,5-6,5.

8. Fremgangsmate ifglge krav 1,

der bufferen i trinn (c) er natriumfosfatbuffer.

9. Fremgangsmate ifglge krav 1,

der anionbytterkromatografien i trinn (d) blir utfgrt ved en pH-verdi pa 3,5-7,5, og
en ledningsevne pa 3-30 mS/cm.

10.  Fremgangsmate ifglge krav 1,
som etter trinn (d) videre omfatter trinnene med a:

(e) behandle fraksjonen fra anionbytterkromatografien som inneholder
botulinumtoksinet med ammoniumsulfat for a danne et presipitat, og lgse
presipitatet i buffer, og

(f) rense botulinumtoksinet ved hjelp av anionbytterkromatografi.

11.  Fremgangsmate ifglge krav 10,

der ammoniumsulfatet i trinn (e) blir tilsatt ved en konsentrasjon pa 10-50 %
(vekt/volum).

12.  Fremgangsmate ifglge krav 10,

der bufferen i trinn (e) er natriumfosfatbuffer.

13.  Fremgangsmate ifglge krav 10,
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der anionbytterkromatografien i trinn (e) blir utfgrt ved en pH-verdi pa 3,5-7,5, og
en ledningsevne pa 3-30 mS/cm.
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