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1. Fremgangsmate for rensing av en Anabaena variabilis fenylalanin ammoniakk-
lyase (AvPAL) variant med minimal aggregering omfattende:

(a) lysering av bakterieceller som inneholder AvPAL-varianten ved homogenisering
for & danne et cellelysat;

(b) oppvarming av cellelysatet til 65 °C i 30 til 120 minutter;

(c) sentrifugering av det oppvarmede cellelysatet, hvor en supernatant som
omfatter AvPAL-varianten beholdes;

(d) filtrering av supernatanten for & fjerne presipitater; og

(e) separering av AvPAL-varianten fra kontaminerende proteiner ved sekvensiell
kromatografi over en anionbytter (AIEX) kolonne etterfulgt av en hydrofob
interaksjons (HIC) kolonne, hvor eluatet fra HIC-kolonnen omfatter AvPAL-varianten,
hvor cysteinrestene i posisjonene 503 og 565 i AvPAL-varianten er blitt substituert
med serinrester (SEKV ID NR:11).

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor fremgangsmaten er en fremgangsmate for
rensing av en pegylert Anabaena variabilis fenylalanin ammoniakk-lyase (AvPAL)
variant med minimal aggregering og hvor fremgangsmaten videre omfatter:

() ultrafiltrering eller ultrafiltrering/diafiltrering av eluatet fra HIC-kolonnen som
omfatter AvPAL-varianten;

(9) pegylering av AvPAL-varianten ved 8 blande polyetylenglykol med AvPAL-
varianten;

(h) fjerning av fri polyetylenglykol fra den pegylerte AvPAL-varianten ved
ultrafiltrering/diafiltrering; og

(N formulering av den pegylerte AvPAL-varianten, hvor AvPAL-varianten omfatter

polyetylenglykol.

3. Fremgangsmate ifglge krav 2, hvor forholdet mellom AvPAL-varianten og

polyetylenglykolen er omtrent 1:3.

4, Fremgangsmate ifglge krav 2 eller 3, som videre omfatter frysing og tining av
eluatet fra HIC-kolonnen som omfatter AvPAL-varianten oppnadd i trinn (e), hvor en

eller flere polyoler eller sukkere valgt fra gruppen bestdende av glycerol, sukrose,
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glukose, trehalose, mannitol og sorbitol blir tilsatt til HIC-kolonne eluatet fgr frysing.

5. Fremgangsmate ifslge krav 4, hvor polyolen er glycerol, fortrinnsvis hvor

konsentrasjonen av glycerol er 10% (volum/volum).

6. Fremgangsmate ifslge krav 4 eller 5, hvor sukkeret er sukrose, fortrinnsvis

hvor konsentrasjonen av sukrose er 10% (volum/volum).

7. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 4 til 6, hvor frysing eller
tining av eluatet fra HIC-kolonnen som omfatter AvPAL-varianten utfgres i atskilte

temperaturtrinn.

8. Fremgangsmate ifslge et hvilket som helst av kravene 4 til 7, hvor frysing og
tining av eluatet fra HIC-kolonnen som omfatter AvPAL-varianten utfgres i atskilte

temperaturtrinn.

9. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 2 til 8, hvor en
diafiltreringsbuffer i trinn (f) omfatter kaliumfosfat (KPi) og ett eller flere midler som
bestar av trans-kanelsyre (t-CA) og glycerol, fortrinnsvis hvor diafiltreringsbufferen
omfatter 50 mM KPi, 10 mM t-CA, 5% glycerol, pH 8,5.

10. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 2 til 9, hvor et ikke-
ionisk vaskemiddel tilsettes til det ultrafiltrerte eller ultrafiltrerte/diafiltrerte eluatet fra

HIC-kolonnen som omfatter AvPAL-varianten oppnadd i trinn (f).

11. Fremgangsmate ifslge krav 10, hvor det ikke-ioniske vaskemiddelet er

polysorbat 80 (PS80), fortrinnsvis hvor konsentrasjonen av PS80 er 0,02%.

12. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 11, hvor AIEX-

kolonnen er en Toyopearl Giga Cap Q 650M kolonne.

13. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 12, hvor HIC-

kolonnen er en Toyopearl Butyl 650M kolonne.
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