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1. A tipo nekompleksinio butulino toksino (botulinum toksinas A) gryninimo būdas, kur būdas apima:

(i) mišinio, apimančio neapdorotą nekompleksinį botulino toksiną A, pateikimą, kur minėtas neapdorotas nekompleksinis botulino toksinas A yra atskirtas iš gamtinių, netoksinių baltymų;

(ii) neapdoroto nekompleksinio botulino toksino A patalpinimą į anijonų mainų koloną taip, kad sudaryti sąlygas surinkti nekompleksinį botulino toksiną A anijonų mainų kolonos pagalba;

(iii) nekompleksinio botulino toksino A išplovimą iš anijonų mainų kolonos, siekiant gauti eliuentą, apimantį nekompleksinį botulino toksiną A;

(iv) eliuento iš anijonų mainų kolonos patalpinimą į katijonų mainų koloną taip, kad sudaryti sąlygas surinkti nekompleksinį botulino toksiną A katijonų mainų kolonos pagalba; ir
(v) išgryninto nekompleksinio botulino toksino A išplovimą iš katijonų mainų kolonos.

2. Būdas pagal 1 punktą, kur neapdorotas nekompleksinis botulino toksinas A yra gaunamas:
gaunant mėginį, apimantį botulino toksino A kompleksą;
patalpinant mėginį į hidrofobinės sąveikos koloną taip, kad sudaryti sąlygas surinkti botulino toksino A kompleksą hidrofobinės sąveikos kolona;
botulino toksino A kompleksą išplaunant iš hidrofobinės sąveikos chromatografinės kolonos; ir

botulino toksino A komplekso disociacija, siekiant gauti mišinį, apimantį neapdorotą nekompleksinį botulino toksiną A.
3. Būdas pagal 2 punktą, kuriame:

(a) mėginys yra ląstelių supernatantas arba filtratas, apimantis botulino toksino A kompleks1; arba
(b) mėginys, apimantis botulino toksino A kompleksą, yra nukreipiamas į nukleazės suskaidymą prieš patalpinant į hidrofobinės sąveikos koloną, ir pasirinktinai kur nukleazė yra gaunama ne iš gyvūnų gautų produktų procesų.

4. Būdas pagal 2 punktą, kuriame mėginys, apimantis botulino toksino A kompleksą, yra gaunamas:

nukreipiant fermentacijos kultūrą, apimančią botulino toksiną A, į rūgštinį nusodinimą, siekiant gauti rūgštines nuosėdas; ir
vykdant nuosėdų kryžminio srauto filtravimą, siekiant sukoncentruoti nuosėdas.

5. Būdas pagal 2 punktą, kuriame mėginys, apimantis botulino toksino A kompleksą, yra gaunamas fermentacijos kultūros netirpią frakciją nukreipiant į kryžminio srauto filtravimą.
6. Būdas pagal 1 punktą, kuriame:

(a) būdas vykdomas su iš esmės ne iš gyvūnų gautais produktais arba
(b) būdo išeiga yra mažiausiai apie 2 mg/ L fermentacijos kultūros.

7. Būdas pagal 1 punktą, kuriame:

(a) išgrynintas nekompleksinis botulino toksinas A yra mažiausiai 95% grynumo; arba
(b) išgrynintas nekompleksinis botulino toksinas A turi mažiausiai 200 LD50 vienetų/ng aktyvumą.

8. Būdas pagal 1 punktą, kuriame anijoninė kolona yra parinkta iš grupės, susidedančios iš Q sefarozės HP, Q sefarozės greito srauto ir Q XL sefarozės kolonos, ir kur katijoninė kolona yra parinkta iš grupės, susidedančios iš SP sefarozės, SP sefarozės HP, SP sefarozės greito srauto, Mono S, S šaltinio, 30S šaltinio ir 15S šaltinio kolonos.
9. Būdas pagal 1 punktą, kuriame buferis, skirtas neapdoroto nekompleksinio botulino toksino A patalpinimui į anijonų koloną, yra parinktas iš grupės, susidedančios iš Tris, bis-Tris, trietanolamino ir N-metilo dietanolamino, ir pasirinktinai kur buferis yra naudojamas, esant pH nuo 7,4 iki 8,2.
10. Būdas pagal 1 punktą, kuriame buferis, skirtas neapdoroto nekompleksinio botulino toksino A patalpinimui į katijonų koloną, yra parinktas iš grupės, susidedančios iš natrio fosfato, MES ir HEPES, ir pasirinktinai kur buferis yra naudojamas, esant pH nuo 6,0 iki 7,0.

11. Būdas pagal 1 punktą, kuriame anijonų kolonos pH yra nuo 7,4 iki 8,2.
12. Būdas pagal 1 punktą, kuriame katijonų kolonos pH yra nuo 6,0 iki 7,0.
13. Būdas pagal 1 punktą, kuriame gradientas, skirtas nekompleksinio botulino toksino A išplovimui iš anijonų mainų kolonos, yra parinktas iš grupės, susidedančios iš natrio chlorido didėjančios koncentracijos gradiento ir kalio chlorido didėjančios koncentracijos gradiento, ir pasirinktinai kur anijonų mainų kolona yra išplaunama, esant pH nuo 7,4 iki 8,4.
14. Būdas pagal 1 punktą, kuriame gradientas, skirtas nekompleksinio botulino toksino A išplovimui iš katijonų mainų kolonos, yra parinktas iš grupės, susidedančios iš natrio chlorido didėjančios koncentracijos gradiento ir kalio chlorido didėjančios koncentracijos gradiento, ir pasirinktinai kur katijonų mainų kolona yra išplaunama prie pH nuo 6,0 iki 7,0.
15. A tipo nekompleksinio butulino toksino (botulinum toksinas A) gryninimo būdas, kur būdas apima:

(a) mišinio, apimančio neapdorotą nekompleksinį botulino toksiną A, pateikimą, kur minėtas neapdorotas nekompleksinis botulino toksinas A yra atskirtas iš gamtinių, netoksinių baltymų; kur minėtas mišinys yra gaunamas:

(i) fermentacijos kultūrą, apimančią botulino toksiną A, nukreipiant į rūgštinį nusodinimą, siekiant gauti netirpias rūgšties nuosėdas;

(ii) koncentruojant (i) pakopos rūgšties nuosėdas, siekiant gauti koncentruotą mėginį;

(iii) nukreipiant mėginį į nukleazės suskaidymą sąlygomis, kurios sumažina šeimininkės ląstelės nukleorūgščių kiekį ir palaiko botulino toksino A ir netoksinių baltymų kompleksą;

(iv) pašalinant ląstelių liekanas iš (iii) pakopos mėginio, siekiant gauti skaidrų mėginį;

(v) hidrofobinės sąveikos koloną užpildant skaidriu mėginiu iš (iv) pakopos sąlygomis, kurios leidžia surinkti nekompleksinį botulino toksino A kompleksą hidrofobinės sąveikos kolona ir priemaišas praleisti per koloną;

(vi) išplaunant botulino toksino A kompleksą iš (iv) pakopos hidrofobinės sąveikos kolonos; ir
(vii) botulino toksino A kompleksą, gautą iš (vi) pakopos, disocijuojant sąlygomis, kurios suskaldo kompleksą ir gaunamas mišinys, apimantis neapdorotą nekompleksinį botulino toksiną A, atskirtą iš gamtinių, netoksinių baltymų;

(b) mišinį, turintį neapdorotą nekompleksinį botulino toksiną A, atskirtą iš gamtinių, netoksinių baltymų iš (a) pakopos, įvedant į anijonų mainų koloną sąlygomis, leidžiančiomis surinkti nekompleksinį botulino toksiną A anijonų mainų kolonos pagalba;
(c) nekompleksinį botulino toksiną A išplaunant iš (b) pakopos anijonų mainų kolonos, siekiant gauti eliuentą, apimantį nekompleksinį botulino toksiną A;

(d) eliuentą iš (c) pakopos anijonų mainų kolonos įvedant į katijonų mainų koloną sąlygomis, leidžiančiomis surinkti nekompleksinį botulino toksiną A katijonų mainų kolonos pagalba; ir
(e) išplaunant išgrynintą nekompleksinį botulino toksiną A iš (d) pakopos katijonų mainų kolonos.

16. Būdas pagal 15 punktą, kuriame, (i) pakopoje fermentacijos kultūra, apimanti botulino toksiną A, yra rūgštis, nusodinta su apie 3M sieros rūgšties.
17. Būdas pagal 15 punktą, kuriame (ii) pakopos koncentruotas mėginys yra gaunamas, vykdant kryžminio srauto filtravimą rūgštinėms nuosėdoms, siekiant gauti koncentruotas nuosėdas.
18. Būdas pagal 15 punktą, kuriame (iii) pakopos mėginys yra nukreipiamas į skaidymą nukleaze, esant pH nuo 5 iki 7.
19. Būdas pagal 18 punktą, kuriame nukleazė yra gaunama iš negyvūno šaltinio.
20. Būdas pagal 19 punktą, kuriame ląstelių liekanos (iv) pakopoje yra pašalinamos centrifugavimu ir (arba) filtravimu, siekiant gauti skaidrų mėginį.
21. Būdas pagal 20 punktą, kuriame (iv) pakopos skaidrus mėginys yra sujungiamas su buferiu, apimančiu amonio sulfatą, prieš įvedant į hidrofobinės sąveikos koloną (v) pakopoje.
22. Būdas pagal 21 punktą, kuriame (iv) pakopos skaidrus mėginys yra sujungiamas su 0,5M amonio sulfato tirpalu, esant pH 6, ir 50mM fosfatu, prieš įvedant į hidrofobinės sąveikos koloną (v) pakopoje.
23. Būdas pagal 15 punktą, kuriame (vii) pakopoje botulino toksino A kompleksas yra disocijuotas buferyje, kurio pH 7,0 – 8,4, siekiant gauti mišinį, apimantį neapdorotą nekompleksinį botulino toksiną A, atskirtą iš gamtinių, netoksinių baltymų.
24. Būdas pagal 23 punktą, kuriame botulino toksino A kompleksas yra disocijuotas Tris buferyje, esant pH 7,8.
25. Būdas pagal 24 punktą, kuris yra vykdomas su iš esmės ne iš gyvūnų gautais produktais.
