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KOLLAGENASE G- OG KOLLAGENASE H-SAMMENSETNINGER FOR 

BEHANDLING AV SYKDOMMER SOM INVOLVERER KOLLAGENENDRINGER 

 

[0001] Følgende oppfinnelse dekker feltene molekylær biologi, bioteknologi og 

medisin og er forbundet med anvendelse av kollagenase G og kollagenase H for 5 

behandling av sykdommer som involverer kollagenendringer, og formuleringer 

som inneholder slike enzymer. Den vedrører særlig anvendelse av disse to 

enzymene i et forhold mellom kollagenase G og kollagenase H på 1:2,5 og 

1:3,5, foretrukket 1:3 og dens suksessive anvendelse, hvor kollagenase G 

administreres først og deretter kollagenase H, eller i en samtidig anvendelse 10 

med et system for kontrollert frisetting basert på en hylauronsyregel. 

 

BAKGRUNN FOR OPPFINNELSEN 

 

[0002] Kollagen er den viktigste strukturelle komponenten hos pattedyr og utgjør 15 

en stor andel av det totale proteininnholdet i huden og andre kroppsområder. En 

rekke traumehendelser i huden, slik som forbrenninger, kirurgi, infeksjoner og 

uhell, er ofte karakterisert ved en unormal akkumulering av fibrøst vev rikt på 

kollagen og ved et høyt innhold av proteoglykaner. I tillegg til å reparere normalt 

vev som er blitt ødelagt eller skadet, akkumulerer kollagen også unormalt 20 

dannende fiber, arr og tråder som under visse betingelser kan forårsake visse 

misdannelser (kontrakturer, retraktable arr). Overskytende kollagen er blitt 

tilskrevet en ubalanse mellom syntese og degradasjon av kollagen. 

 

[0003] En rekke sykdommer og patologier er assosiert med avsetninger av 25 

overskytende kollagen og unormal akkumulering av fibrøst vev rikt på 

kollagen. Slike sykdommer og patologiske tilstander er sammen blitt kalt 

«sykdommer som involverer kollagenendringer». Kollagenaser er blitt anvendt 

for å behandle slike forstyrrelser som involverer kollagenendringer. 

 30 

[0004] Kollagenaser er proteolytiske enzymer som binder og kutter spesifikt til 

sekvenser inneholdende aminosyrene Pro-X-Gly-Pro, hvor X vanligvis er en nøytral 

aminosyre. Disse sekvensene finnes hyppig i kollagen og svært sjelden i andre 

proteiner, hvilket forklarer disse enzymenes høye substratspesifisitet. Idet andre 

enzymer kan degradere denaturert kollagen, er kollagenaser dessuten de eneste 35 

enzymene som spesifikt kan gjenkjenne nativt kollagen og hydrolysere det (Seifter 
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and Harper, 1970. Methods Enzymol. 19, 613–635; Harper, 1980. Ann. Rev. 

Biochem. 49, 1063–1078; Peterkofsky 1982. Methods Enzymol. 82, 453–471). 

 

[0005] Behandling av sykdommene forbundet med kollagen skjer i dag ved en 

kombinasjon av kollagenase G og H i et 1:1-forhold, idet slike enzymer 5 

produseres ved gjæring av Clostridium histolyticum og renses kromatografisk, 

(WO2007/089851A3). Noen av disse sykdommene forbundet med unormal 

akkumulering av kollagen er Dupuytrens sykdom (US005589171A) og 

oftalmiske sykdommer (US4174389). 

 10 

[0006] I alle tilfeller presenteres anvendelsen av disse enzymene som en 

blanding av kollagenaser (Col I og Col II eller Col G og Col H). Dette er fordi 

prosedyrene for å oppnå disse enzymene inntil i dag har vært ved rensing fra 

total cellekultur-supernatant eller -miljø fra Clostridium histolyticum-gjæring. I 

det totale kulturmiljøet av slike gjæringer oppnås både ColG og ColH samtidig i 15 

et forhold på 1:1. I ytterligere rensetrinn ved kromatografi oppnås en blanding 

av begge enzymene ColG og ColH for å anvendes som et legemiddel, hvilket er 

tilfelle for Xiaflex, det første medikamentet basert på kollagenaser som er blitt 

godkjent av FDA til å behandle Dupuytrens kontraktur. 

 20 

[0007] Xiaflex presenteres som et lyofilisert pulver, som må rekonstitueres i 

et løsemiddel rett før anvendelse. Dosen er 0,58 mg ved injeksjon i en palpabel 

metakarpofalangeal eller intrafalangeal tråd, administrert hver 2. time i 3 litt 

forskjellige posisjoner innenfor tråden, opp til 3 ganger per tråd ved 4 ukers 

intervaller. 25 

 

[0008] Xiaflex inneholder kollagenase AUX-I og kollagenase AUX-II, isolert og 

renset fra Clostridium histolyticum-gjæringsmiljø. 

 

[0009] Kollagenase AUX-I er en enkeltkjede av aminosyrer med observert 30 

molekylvekt på 114 kilodalton (kDa). Den tilhører klasse I-kollagenaser fra 

Clostridium histolyticum. 

 

[0010] Kollagenase AUX-II er et enkeltkjedet polypeptid med en observert 

molekylvekt på 113 kDa. Det tilhører klasse II-kollagenaser fra Clostridium 35 

histolyticum. 
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[0011] Disse behandlingene har imidlertid begrensninger avledet fra 

sluttproduktets art (en vandig løsning av de rekonstituerte kollagenasene AUXI og 

AUXII), kilden til disse enzymene (C. hystoliticum) og kombinasjonen av disse 

kollagenasene G og H i et forhold på 1:1. Alle disse faktorene gjør det aktuelle 

medikamentet til et produkt hvis aktivitet er vanskelig å kontrollere, også på grunn 5 

av hvordan det frisettes i det berørte området, idet hovedbivirkningene er følgende: 

1. Normal seneruptur i behandlingsområdet. 

2. Alvorlig skade i leddbåndene i fingrene som skal behandles. 

3. Allergiske reaksjoner avledet fra penetreringen av produktet i 

blodstrømmen. 10 

4. Koaguleringsproblemer avledet fra disrupsjonen av blodkarenes 

basale membraner. 

5. CRPS (komplekst regionalt smertesyndrom). 

6. Perifert ødem. 

7. Smerter og blåmerker. 15 

 

[0012] Disse bivirkningene er avledet hovedsakelig fra invasjonen i de 

omkringliggende områdene av injeksjonen av en vandig løsning av kollagenaser. 

Straks den vandige løsningen er injisert, kan den diffundere fritt til tilstøtende 

områder og forårsake degradasjon av friske sener, immobilisering av ledd og 20 

dessuten ruptur av friske sener og ruptur av nærliggende blodkar, hvilket forårsaker 

interne blødningshendelser som er smertefulle for pasienten, og invasjon av det 

farmakologiske produktet i blodstrømmen, hvilket gir alvorlige allergiske reaksjoner. 

 

[0013] Det er derfor nødvendig å finne et medikament, et annet farmasøytisk 25 

alternativ som ville gjøre det mulig å oppnå samme resultater uten 

bivirkningene observert med de aktuelle medikamentene. 

 

BESKRIVELSE AV OPPFINNELSEN 

 30 

SAMMENSETNING IFØLGE OPPFINNELSEN 

 

[0014] Forfatterne av den foreliggende oppfinnelsen har utviklet en 

sammensetning omfattende kollagenase G (ColG eller AUX-I) og kollagenase H 

(ColH eller AUX-II), idet disse kollagenasene foretrukket er rekombinante 35 

enzymer (rColG og rColH), i et presist forhold som viser den beste synergiske 

aktiviteten. Slike sammensetninger kan dessuten formuleres som en gel for å ha 
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visse fordeler, slik som reduksjon av den nødvendige dosen (mengden av 

enzymer), en økt effekt av sammensetningene i behandlingsområdet, reduksjon 

av de typiske bivirkningene som observeres i andre formuleringer inneholdende 

kollagenaser, forbedring av medikamentets stabilitet og deretter reduksjon i 

antallet administreringer som trengs for å oppnå ønsket terapeutisk effekt. 5 

 

[0015] Et første trekk ved oppfinnelsen vedrører en sammensetning, heretter 

sammensetning ifølge oppfinnelsen, som omfatter kollagenase G og kollagenase H 

i et forhold mellom 1:2 og 1:4. Sammensetningen ifølge oppfinnelsen har med 

andre ord mellom to til fire ganger mer kollagenase H enn kollagenase G, dvs. 10 

kollagenasenes masseforhold er mellom 1:2 og 1:4 (G/H) 

 

[0016] Slik fig. 1 viser, viser kollagenaseenzymene en sterk synergisk effekt når de 

administreres i en sammensetning i slike forhold. Denne synergiske effekten 

forklares ved hvert av disse enzymenes art. Native kollagenfiber er resistente 15 

overfor enzymatisk hydrolyse fordi de har dårlig eksponert areal. Det er derfor at 

det for en innledende hydrolysefase kreves et enzym med høy affinitet på nativt 

kollagen, slik som kollagenase G. Denne kollagenasen har to spesifikke regioner for 

kollagenbinding (figur 2) som gjør det essensielt i en første hydrolysefase. 

 20 

[0017] Straks kollagenfiberet er delvis hydrolysert, er fiberet mer mottagelig 

for å bli hydrolysert av andre kollagenolytiske enzymer som er mer aktive, men 

mindre spesifikke, slik som tilfellet med kollagenase H. Kollagenase H viser den 

høyeste aktiviteten (figur 1), men mindre affinitet for kollagen fordi den har 

bare ett kollagenbindingsdomene (figur 2). Det er derfor at den samtidige 25 

anvendelsen av ColH viser en synergisk effekt. 

 

[0018] Anvendelsen av andre forhold (ColG/H 1:2–1:4) enn observert i naturen 

(ColG/H 1:1) har vist seg å ha høyere effekt i hydrolysen av kollagenfiber. I et 

ytterligere trinn, idet kollagenets spesifikke areal økes, er virkningen av ColH mer 30 

effektiv på grunn av dets høyere spesifikke aktivitet (figur 3). 

 

[0019] I en foretrukket utførelsesform finnes kollagenase G og kollagenase H i 

sammensetningen ifølge oppfinnelsen i et forhold mellom 1:2,5 og 1:3,5. I en 

mer foretrukket utførelsesform finnes kollagenase G og kollagenase H i 35 

sammensetningen ifølge oppfinnelsen i et forhold på 1:3 (figur 3). 
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[0020] Slik det ble beskrevet i generell forstand produseres kommersielle 

kollagenolytiske enzymer fra bakterier i slekten Clostridium. Den rekombinante 

produksjonen av slike kollagenolytiske enzymer viser imidlertid en serie 

fordeler, slik som muligheten til å produsere enzymene kollagenase G og 

kollagenase H separat, og således sikre tilstrekkelige konsentrasjoner og tillate 5 

anvendelse av kollagenase G og H suksessivt i behandlingen av de forskjellige 

sykdommene og muligheten til å foreta en differensialoppfølging av atferden til 

begge de proteolytiske enzymene straks de er injisert i organismen, enten 

gjennom anvendelse i tilfelle interne markører eller på grunn av administrering 

av hver kollagenase separat. 10 

 

[0021] I naturen produseres kollagenase G og H i samme mengder, hvilket 

innebærer en serie vanskeligheter hvis vi ønsker å oppnå et ønsket forhold. 

Hovedårsaken er at det er vanskelig å separere kollagenase G og H på grunn av den 

store likheten mellom dem. Rensing utføres ved størrelsesutelukkelseskromatografi 15 

samt kationisk og anionisk bytte. Enzymene oppnådd på denne måten viser en 

aktivitet rundt 500 CDU/mg og urenheter målt i kaseinaseaktivitet rundt 50 U/mg. 

 

[0022] I en foretrukket utførelsesform er sammensetningen ifølge oppfinnelsen en 

farmasøytisk sammensetning. I en annen foretrukket utførelsesform inneholder 20 

sammensetningen ifølge oppfinnelsen også en farmasøytisk akseptabel bærer. I 

enda en annen mer foretrukket utførelsesform av oppfinnelsen inneholder 

sammensetningen ifølge oppfinnelsen også en annen aktiv ingrediens. 

 

[0023] Et annet trekk ved oppfinnelsen vedrører anvendelsen av 25 

sammensetningen ifølge oppfinnelsen i produksjonen av et medikament, eller 

alternativt sammensetningen ifølge oppfinnelsen for anvendelse som medikament. 

 

DELEKIT IFØLGE OPPFINNELSEN 

 30 

[0024] I et annet trekk ved oppfinnelsen beskrives det et delekit (heretter 

delekit ifølge oppfinnelsen) omfattende minst kollagenase G og kollagenase H i 

et forhold mellom 1:2 og 1:4. I en foretrukket utførelsesform finnes kollagenase 

G og kollagenase H i delekitet ifølge oppfinnelsen i et forhold mellom 1:2,5 og 

1:3,5. I en foretrukket utførelsesform finnes kollagenase G og kollagenase H i 35 

delekitet ifølge oppfinnelsen i et forhold på 1:3. I en annen foretrukket 

utførelsesform er delesettet ifølge oppfinnelsen et farmasøytisk delekit. 
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[0025] I en annen foretrukket utførelsesform inneholder delekitet ifølge 

oppfinnelsen også en farmasøytisk akseptabel bærer. I enda en annen mer 

foretrukket utførelsesform av oppfinnelsen inneholder sammensetningen ifølge 

oppfinnelsen også en annen aktiv ingrediens. 5 

 

[0026] Delekitet kan omfatte separate formuleringer av kollagenase G og 

kollagenase H. De separate formuleringene av kollagenase G og kollagenase H kan 

administreres suksessivt, separat og/eller samtidig (eventuelt med gjentatte 

mellomrom). De to aktive ingrediensene kan således administreres enten som en 10 

del av samme farmasøytiske sammensetning eller i separate farmasøytiske 

sammensetninger. Kollagenase G kan administreres før, samtidig som eller etter 

administrering av kollagenase H, eller i en kombinasjon derav. I en foretrukket 

utførelsesform administreres kollagenase G før kollagenase H. 

 15 

FARMASØYTISK FORM IFØLGE OPPFINNELSEN 

 

[0027] Et annet trekk ved oppfinnelsen vedrører en farmasøytisk form, heretter 

farmasøytisk form ifølge oppfinnelsen, omfattende en hvilken som helst av 

sammensetningene eller delekitet ifølge oppfinnelsen. I en foretrukket 20 

utførelsesform er den farmasøytiske formen ifølge oppfinnelsen valgt fra listen 

omfattende: bandasje, salve, krem, pasta, løsning, suspensjon, emulsjon, lotion, 

liniment, gel, skum, pulver eller hvilken som helst av disse formene kombinert. 

 

[0028] Anvendelsen av hydrogeler koblet med enzymene tillater den kontrollerte 25 

frisettingen av den aktive ingrediensen og reduserer dermed de sekundære 

effektene på grunn av enzymenes virkning i omkringliggende vev på 

behandlingsområdet. I en annen foretrukket utførelsesform av oppfinnelsen er den 

farmasøytiske formen følgelig en gel, og er i en enda mer foretrukket utførelsesform 

av oppfinnelsen en hydrogel og/eller en gel av hyaluronsyre. Betegnelsen 30 

«farmasøytisk form» som anvendt heri vedrører foretrukket blandingen av én eller 

flere aktive ingredienser med eller uten additiver som viser fysiske karakteristika for 

adekvat dose, konservering, administrering og biotilgjengelighet. 

 

[0029] Hydrogeler er polymere materialer sammenflettet i et tredimensjonalt nett 35 

enten av naturlig opprinnelse eller syntetisk, hvilke øker i størrelse når de settes i 

kontakt med vann og danner et mykt, elastisk materiale, og som beholder en 
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vesentlig del av hydrogelen uten å løse den opp. Geler klassifiseres i to typer med 

hensyn til bindingenes art i et tredimensjonalt nett: fysiske geler og kjemiske geler. 

 

[0030] Kollagenaser er uhyre utstabile proteiner i vandige løsinger, også ved 

lave temperaturer, og de kan også enkelt denatureres ved kelaterende middel 5 

og forskjellige metalliske ioner som kan interagere med kalsiumionet som er 

vesentlig for den enzymatiske aktiviteten. Disse enzymene er dessuten uhyre 

sensitive overfor fysikalsk-kjemiske prosedyrer slik som frysing, tining, 

lyofilisering og tørking, prosesser som vanligvis trengs under fremstillingene av 

de endelige formuleringene eller farmasøytiske formene. 10 

 

[0031] Forfatterne av den foreliggende oppfinnelsen har utviklet en ny 

formulering av enzymene kollagenase G og kollagenase H i en gel av 

hyaluronsyre, for å oppnå enzymkonsentrasjoner mellom 500 og 3000 CDU/mg 

i hyaluronsyre, idet slike konsentrasjoner er nødvendige for å sikre effektiv 15 

aktivitet på sener, og i hvilke enzymene ikke enkelt denatureres og bedre 

møter de fysikalsk-kjemiske endringene. Hyaluronsyrens rolle i kontrollen av 

keratinocyttproliferering og i avsetningen av kollagen i sår er også kjent, 

hvilket reduserer dannelsen av fibrotisk vev og følgelig patologisk sårtilheling 

(John Chen W.Y. et al., 1997. Wound Repair and Regeneration 7:79–89). 20 

 

[0032] Et annet trekk ved oppfinnelsen vedrører følgelig en hyaluronsyregel 

omfattende sammensetningen ifølge oppfinnelsen. I en foretrukket utførelsesform 

ligger konsentrasjonene av hyaluronsyre i gelen ifølge oppfinnelsen mellom 0,05 % 

og 4 % (vekt/vekt eller w/w). I en mer foretrukket utførelsesform er 25 

konsentrasjonen av hyaluronsyre i gelen ifølge oppfinnelsen 1,5 % w/w. 

 

[0033] I en annen foretrukket utførelsesform ifølge oppfinnelsen er 

konsentrasjonene av kollagenaser høyere enn 400 CDU/mg, idet de i en mer 

foretrukket utførelsesform ligger mellom 450 og 5000 CDU/mg hyalurionsyre, 30 

og i en enda mer foretrukket utførelsesform ligger mellom 500 og 

3000 CDU/mg hyaluronsyre. 

 

[0034] Hyaluronsyrens molekylvekt avhenger blant annet av kilden fra hvilken 

den oppnås (f.eks. inkludert, men ikke begrenset til: synovialvæske, 35 

navlestreng, hud, bakterier via gjæringsprosess eller direkte isolering), og når 

opp til 5000 kDa (Milas et al., 2001. Biopolymers 59: 191–204). 
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[0035] I en annen foretrukket utførelsesform ligger hyaluronsyrens 

molekylvekt mellom 600 og 4000 kDa, og enda mer foretrukket mellom 700 og 

3000 kDa. I en foretrukket særlig utførelsesform av oppfinnelsen har 

hyaluronsyren en molekylvekt på 850 kDa. 5 

 

[0036] Ekvivalent er også enhver gel som er dannet med lignende konsistens, og 

som benytter hyaluronsyre med høyere eller lavere molekylvekt og konsentrasjon 

i vandige løsninger mellom 0,05 % og 4 %. Det kan da anvendes derivater av 

hyaluronsyre, inkludert blant annet hyaluronsyre saltet med organiske og/eller 10 

uorganiske baser (EP0138572 B1), estere av HA med alkoholer i serien alifatisk, 

aralifatisk, sykloalifatisk, aromatisk, syklisk eller heterosyklisk, med en 

prosentandel av amidering mellom 1 og 10 % og foretrukket 4 % (EP 1095064 

B1); derivater av O-sulfater av HA inntil 4. grads sulfatering (EP0702699 B1); 

interne estere av HA med en prosentandel av intern esterifisering mellom 0,5 og 15 

10 % og foretrukket 5 % (EP 0341745 B1); derivater av deacetylering av 

fraksjonen av N-acetyl-glukosamin med en prosentandel av deacetylering 

foretrukket mellom 0,1 og 30 %, mens alle karboksylgrupper av HA kan saltes 

med organiske eller uorganiske baser (patent EP1313772 B1); perkarboksylerte 

derivater av HA oppnådd fra oksideringen av den primære hydroksylgruppen av 20 

fraksjonen N-acetyl-glukosamin med en grad av perkarboksylering mellom 0,1 og 

100 % og foretrukket mellom 25 og 75 %. Alle karboksylgrupper av HA kan saltes 

med organiske og/eller uorganiske baser (EP1339753). 

 

[0037] Hyaluronsyrens densitet må være tilstrekkelig til å tillate lokal behandling 25 

og kontinuerlig og kontrollert frisetting av den aktive ingrediensen, kollagenasene. 

Den optimale densiteten for gelen med hyaluronsyre på 850 kDa og kollagenaser 

oppnås med konsentrasjoner av hyaluronsyre på 1,5 %, hvilket gjør det mulig å 

oppnå en tilstrekkelig konsistens for injeksjon i kollagenfiber, holde den aktive 

ingrediensen lokalt og tillate kontrollert frisetting i administreringsområdet. I en 30 

særlig utførelsesform av oppfinnelsen, når hyaluronsyrens molekylvekt er 

850 kDa, er konsentrasjonen av denne hyaluronsyren i gelen da 1,5 % w/w. 

 

[0038] Karakteristikaene ved hyaluronsyren i gelen vil tillate dens lyofilisering 

for å bevare den aktive ingrediensen over tid. Straks hyaluronsyren er 35 

lyofilisert, må den dessuten rekonstitueres i vann for å oppnå en gel med en 

lignende konsistens som den i begynnelsen. 
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[0039] For behandling av sykdommene avledet fra den unormale dannelsen av 

kollagen vil det foretrukket bli anvendt i doser som varierer mellom 2000 og 

8000 CDU-er avhengig av sykdommens alvorlighetsgrad. Dosen vil foretrukket 

være mellom 3000 og 7000 CDU-er, og er mer foretrukket ca. 4000 CDU-er, 5 

avhengig av sykdommens alvorlighetsgrad. Mengden i mg som trengs for å 

formulere en dose på 4000 CDU-er, er direkte forbundet med enhetene i CDU/mg 

for hver batch, så det ville være nødvendig alltid å henvise til mengden i enheter i 

stedet for i mg enzym. I og med at enzymenes gjennomsnittlige aktivitet er 3500 

CDU/mg i forskjellige batcher, ville nødvendig mengde i mg for hver dose være ca. 10 

1,1 mg per dose av 4000 CDU-er (4000 CDU-er tilsvarer 13 300 ABC-enheter). 

 

[0040] CDU-definisjon: Én kollagenaseenhet er definert som den 

enzymmengden som hydrolyserer 1 nmol PZ-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg på ett 

sekund ved pH = 7,1 ved 37 °C (PZ = 4-fenyl-azobensyloksykarbonyl) 15 

(Wunsch et al., 1963. Physiol. Chem., 333:149–151). 

 

ANVENDELSER AV SAMMENSETNINGENE, DELEKITET OG DE 

FARMASØYTISKE FORMENE IFØLGE OPPFINNELSEN 

 20 

[0041] Forfatterne av den foreliggende oppfinnelsen har vist at 

sammensetningene, delekitet og de farmasøytiske formene ifølge oppfinnelsen, 

inkludert hydrogelene av hyaluronsyre (eller dens derivater), omfattende 

forholdene av kollagenase G og kollagenase H tidligere beskrevet, er nyttige for 

behandling av sykdommer forbundet med unormale kollagenmisdannelser. 25 

 

[0042] Et annet trekk vedrører derfor anvendelsen av sammensetningen ifølge 

oppfinnelsen, eller anvendelsen separat, samtidig eller suksessivt med de aktive 

ingrediensene (kollagenase G og kollagenase H) i delekitet ifølge oppfinnelsen, 

eller anvendelsen av den farmasøytiske formen ifølge oppfinnelsen, i 30 

produksjonen av et medikament. Det vedrører alternativt sammensetningen 

ifølge oppfinnelsen, delekitet ifølge oppfinnelsen eller den farmasøytiske formen 

ifølge oppfinnelsen, for sin anvendelse i produksjonen av et medikament. I en 

foretrukket utførelsesform er den farmasøytiske formen ifølge oppfinnelsen en 

hydrogel av hyaluronsyre slik som det er blitt beskrevet tidligere. 35 
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[0043] Et annet trekk vedrører anvendelsen av sammensetningen ifølge 

oppfinnelsen, anvendelsen separat, samtidig eller suksessivt med de aktive 

ingrediensene (kollagenase G og kollagenase H) i delekitet ifølge oppfinnelsen, 

eller anvendelsen av den farmasøytiske formen ifølge oppfinnelsen, i produksjonen 

av et medikament for behandling av sykdommer forbundet med forstyrrelser i 5 

bindevev, eller alternativt sammensetningen ifølge oppfinnelsen, delekitet ifølge 

oppfinnelsen eller den farmasøytiske formen ifølge oppfinnelsen, for anvendelse i 

behandlingen av sykdommer forbundet med forstyrrelser i bindevev. 

 

[0044] I en foretrukket utførelsesform av oppfinnelsen er sykdommen 10 

forbundet med forstyrrelser i bindevev fibromatose. I et foretrukket trekk ved 

oppfinnelsen er fibromatose valgt fra en liste over forstyrrelser som inkluderer: 

Dupuytrens palmare kontraktur, Peyronies sykdom, Ledderhoses sykdom eller 

plantar fascial fibromatose, eller forekomst av fibrøst vev i øreflippen, eller 

fibrose forårsaket av kirurgiske intervensjoner eller uhell kalt retraktable arr. 15 

 

[0045] Sykdommene forbundet med endringer i kollagenet identifiseres enkelt 

ved klinisk diagnose og om nødvendig ved histologisk dokumentasjon. 

Dupuytrens kontraktur diagnostiseres da for eksempel av en lege under fysisk 

undersøkelse av den berørte hånden. 20 

 

DEFINISJONER 

 

[0046] Betegnelsene «aktiv ingrediens», «aktivt stoff», «aktivt farmasøytisk 

stoff», «virkestoff» eller «aktiv farmasøytisk ingrediens» som anvendt heri 25 

betyr enhver komponent som potensielt tilveiebringer en farmakologisk 

aktivitet eller en annen effekt i diagnosen, helbredelsen, dempingen, 

behandlingen eller forebyggingen av en sykdom, eller som påvirker strukturen 

og funksjonen i kroppen hos mennesker og hos andre dyr. Betegnelsen 

inkluderer de komponentene som fremmer en kjemisk endring i utarbeidelsen 30 

av medikamentet, og som er til stede i samme i en predikert, modifisert form 

som tilveiebringer den spesifikke aktiviteten eller effekten. 

 

[0047] Enten sammensetninger ifølge den foreliggende oppfinnelsen eller 

delekit kan formuleres for administrering til et dyr og mer foretrukket til et 35 

pattedyr, inkludert mennesker, i en rekke former som er kjent i teknikken. De 

kan derfor inkluderes, men ikke begrenses til, steril vandig løsning eller 
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biologiske fluider, så som serum. De vandige løsningene kan være bufret eller 

ikke, og de kan inneholde andre aktive eller inaktive ingredienser også. 

Tilleggskomponentene inkluderer salter for å modulere ionisk styrke, 

konserveringsmiddel, inkludert, men ikke begrenset til, antimikrobielle middel, 

antioksidanter, kelaterende middel og lignende, og næringsmiddel inkludert 5 

glukose, dekstrose, vitaminer og mineraler. Sammensetningene kan alternativt 

fremstilles for administrering i fast form. Sammensetninger kan kombineres med 

andre forskjellige vehikler eller inerte eksipienter, inkludert, men ikke begrenset 

til: agglutineringsmiddel slik som mikrokrystallinsk cellulose, tragakant, gelatin; 

eksipienter slik som stivelse eller laktose; dispergeringsmiddel slik som alginsyre 10 

av maisstivelse; smøremiddel slik som magnesiumstearat; glidemiddel slik som 

kolloidalt silisiumdioksid; søtningsmiddel slik som sukrose eller sakkarin; eller 

aromatiske middel slik som mint eller metylsalicylat. 

 

[0048] Betegnelsen «medikament» som anvendt i denne beskrivelsen betyr 15 

ethvert stoff som brukes for forebygging, diagnose, lindring, behandling eller 

helbredelse av sykdommer hos mennesker og dyr. I sammenheng med den 

foreliggende oppfinnelsen er sykdommen en sykdom som er forbundet med 

endringer i bindevevet, foretrukket er det en fibromatose, og mer foretrukket i 

en palmar Dupuytrens kontraktur, Peyronies sykdom, Ledderhoses sykdom 20 

eller plantar fascial fibromatose, eller retraktable arr. 

 

[0049] Slike sammensetninger eller kombinerte fremstillinger og/eller 

formuleringer kan administreres til et dyr, inkludert et pattedyr og derfor 

mennesker, i en rekke former, inkludert, men ikke begrenset til, 25 

intraperitoneal, intravenøs, intramuskulær, subkutan, intratekal, 

intraventrikulær, oral, enteral, parenteral, intranasal eller topisk. 

 

[0050] Dosen for å oppnå en terapeutisk virkningsfull mengde avhenger av en 

rekke faktorer, så som for eksempel pattedyrets alder, kjønn, vekt og toleranse. 30 

Betegnelsen «terapeutisk virkningsfull mengde» som anvendt i denne beskrivelsen 

betyr den mengden av kollagenase G og kollagenase H som gir den ønskede 

effekten, og den bestemmes generelt blant annet ved prolegemiddelets, derivatenes 

eller analogenes iboende karakteristika og ved den terapeutiske effekten som skal 

oppnås. "Adjuvansen" og de "farmasøytisk akseptable vehiklene" som kan anvendes 35 

i slike sammensetninger, er velkjente vehikler på fagfeltet. 
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[0051] Alle enzymene (kollagenase G og kollagenase H) har en 6 histidintag 

som gjør det mulig å kombinere dem inn i hydrogelene, slik som 

hyaluronsyren. 6-histidintagen gjør det også mulig å rense enzymene med 

nikkelaffinitetskromatografi. Detekteringen av nærværet av kollagenaser i 

blodstrømmen eller i tilstøtende vev kan videre skje ved hjelp av 5 

immunoassayer (f.eks., men ikke begrenset til, ELISA). For å gjøre det 

anvendes spesifikke antistoffer mot klostridiale kollagenaser, selv om de ikke 

skiller mellom kollagenase G og kollagenase H. Kollagenasene i medikamentet 

har dessuten en 6-histidintag, idet enzymene også kan gjenkjennes både med 

spesifikke antistoffer mot kollagenasene og mot 6-histidintagen. 10 

 

[0052] I denne beskrivelsen betyr forstyrrelser i bindevevet sykdommer 

forbundet med subdermisk akkumulasjon av denne slags vev. 

 

[0053] Betegnelsen fibromatose betyr en gruppe av vev som vanligvis danner 15 

godartede tumorer, hvilke er karakterisert ved fravær av cytologisk og klinisk 

ondartethet. Den kjennes også ved prolifereringen av fibroblaster, en struktur med 

infiltrativ vekst og en aggressiv klinisk atferd med hyppig rekurrens. Fibromatose 

inkluderer forskjellige undertyper: juvenil fibromatose, fibromatosis colli, infantil 

digital fibromatose, infantil myofibromatose, ipofibromatose, fibromatosis hyalinica 20 

multiplex, plantar fibromatose, Peyronies sykdom og Dupytrens sykdom. 

 

[0054] Dupuytrens sykdom (også kalt Dupuytrens kontraktur eller palmar 

Dupuytrens kontraktur) består av en retraksjon av håndflaten med den situasjon 

at visse fingre ikke kan bøye seg; det starter vanligvis med en hudforstørrelse i 25 

håndflaten som kan utvikle seg til å bli en hard bunt eller et tykt bånd. 

 

[0055] Peyronies sykdom eller induratio penis plastia er en prosess av ukjent 

årsak karakterisert ved nærvær av et unormalt fibrøst bånd i tunica albuginea i 

de kavernøse legemene i penis. Det er vanligvis unilateralt og har som 30 

hovedkonsekvens en krumning av penis under ereksjon. Avhengig av dette 

fibrøse båndets utstrekning kan prosessen forhindre eller vanskeliggjøre 

penetrering, eller volde smerte under ereksjon. 

 

[0056] Ledderhoses sykdom, også kjent som Morbus Ledderhose, plantar 35 

fibromatose og plantar aponeurose, er en relativt sjelden tilstand, en godartet 

fortykning av føttenes dype bindevev, eller fascia. I starten, hvor noduler eller 
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tråder begynner å vokse langs senene i foten, anses sykdommen for mindre 

alvorlig, men kan være smertefull. Men til slutt tykner tråden, tærne stivner og 

bøyer seg, og det blir vondt å gå. Som i de fleste tilfeller av fibromatose er den 

godartet, og dens utvikling varierer fra pasient til pasient. Noduler vokser 

typisk langsomt og finnes hovedsakelig i de sentrale og mediale delene av det 5 

plantare fasciaet. Tidvis kan nodulene være inaktive i måneder eller år, før de 

plutselig begynner å vokse raskt og uventet. Den eneste løsningen er kirurgi 

hvis smerten gjør det umulig å gå. 

 

[0057] Kollagenase G i ett av eksemplene ifølge oppfinnelsen har en sekvens på 10 

3357 nukleotider (SEQ ID NO: 3). De 330 første nukleotidene koder for 

signalpeptidet (SEQ ID NO: 4) den første aminosyren i proteinets modne, 

sekreterte form kodes av et ATA-kodon. Nærværet av signalpeptidet og dets 

prosessering sikrer korrekt folding av enzymets endelige aktive naturlige form. For 

rekombinant kollagenase G tilsettes en sekvens som koder for 6-histidinkodoner 15 

før det siste kodonet (stoppkodonet). Denne 6-histidintagen er nødvendig for 

rensingsformål og for å immobilisere enzymet i de farmasøytiske formene. 

 

[0058] Aminosyresekvensen er sammensatt av 1118 aminosyrer. De 110 

aminosyrene i den ytterste N-terminalen utgjør signalpeptidet (SEQ ID NO: 5) og de 20 

1008 øvrige aminosyrene tilsvarer den sekreterte kollagenasen (SEQ ID NO: 1). 

 

[0059] Kollagenase G med signalpeptid anvendt i denne oppfinnelsen har 

følgende fysikalsk-kjemiske parametere: 

‒ Molekylvekt: 127 kDa. 25 

‒ Isoelektrisk punkt: 5,8 

‒ Antall negative ladninger (Asp + Glu): 160. 

‒ Antall positive ladninger (Arg + Lys): 142. 

‒ Teoretisk ustabilitetsindeks: 26,61, hvilket klassifiserer proteinet som 

stabilt. 30 

‒ Teoretisk halveringstid anslått i Escherichia coli (in vivo): mer enn 10 

timer. 

 

[0060] Kollagenase G uten signalpeptid har følgende fysikalsk-kjemiske 

parametere: 35 

‒ Molekylvekt: 114,8 kDa. 

‒ Isoelektrisk punkt: 5,53 
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‒ Antall negative ladninger (Asp + Glu): 145. 

‒ Antall positive ladninger (Arg + Lys): 122. 

‒ Teoretisk ustabilitetsindeks: 24,11, hvilket klassifiserer proteinet som 

stabilt. 

‒ Teoretisk halveringstid anslått i Escherichia coli (in vivo): mer enn 10 5 

timer. 

 

[0061] Det kan anvendes andre kollagenaser som ligner kollagenase G i 

oppfinnelsen. I sammenheng med den foreliggende oppfinnelsen defineres 

«kollagenase G» (ColG eller AUX-I) derfor også av en nukleotid- eller 10 

polynukleotidsekvens, som utgjør kodingssekvensen for proteinet «kollagenase 

G», og som også omfatter forskjellige varianter med utgangspunkt i: 

a) nukleinsyremolekyler som koder for et polypeptid omfattende 

aminosyresekvensen i SEQ ID NO: 1, 

b) nukleinsyremolekyler hvis komplementære tråd hybridiserer med 15 

polynukleotidsekvensen i a), 

c) nukleinsyremolekyler hvis sekvens avviker fra a) og/eller b) på grunn 

av degenerasjon av den genetiske koden, eller 

d) nukleinsyremolekyler som koder for et polypeptid omfattende en 

aminosyresekvens med en identitet på minst 80 %, 90 %, 95 %, 98 % 20 

eller 99 % med SEQ ID NO: 1 i hvilke polypeptidet kodet av nukleinsyren 

har aktiviteten og de strukturelle karakteristikaene til proteinet 

«kollagenase G». Betegnelsen inkluderer også proteiner som skyldes 

posttranslasjonale modifiseringer. 

 25 

[0062] «Kollagenase H» har en nukleotidsekvens bestående av 3066 

nukleotider (SEQ ID NO:6). De 120 første SEQ ID NO: 7) koder for et 

signalpeptid, og det sekreterte, modne proteinets aminosyre kodes av kodonet 

GTA). Signalpeptidet inkorporeres for å tillate sekresjon av enzymet i det 

ekstracellulære mediet. Signalpeptidet kuttes straks det befinner seg i 30 

bakteriemembranen, og det aktive enzymet frisettes i mediet. For rekombinant 

kollagenase H elimineres det siste kodonet (stoppkodonet) og erstattes av en 

nukleotidsekvens som koder for 6-histidiner som er nødvendige for den 

etterfølgende prosessen med rensing eller immobilisering i doseformer. 

 35 
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[0063] Aminosyresekvensen består av 1021 aminosyrer. De 40 restene i 

aminoterminalen omfattende signalpeptidet (SEQ ID NO: 8) og de øvrige 981 

for den sekreterte kollagenasen (SEQ ID NO: 2) 

 

[0064] Kollagenase H med signalpeptid har følgende fysikalsk-kjemiske 5 

parametere: 

‒ Molekylvekt: 117,2 kDa 

‒ Isoelektrisk punkt: 5,99 

‒ Antall negative ladninger (Asp + Glu): 142 

‒ Antall positive ladninger (Arg + Lys): 128 10 

‒ Teoretisk ustabilitetsindeks: 35,48, hvilket klassifiserer proteinet som 

stabilt. 

‒ Teoretisk halveringstid anslått i Escherichia coli (in vivo): mer enn 10 

timer. 

 15 

[0065] Kollagenase H uten signalpeptidet har følgende fysikalsk-kjemiske 

parametere: 

‒ Molekylvekt: 112,98 Kda 

‒ Isoelektrisk punkt: 5,76 

‒ Antall negative ladninger (Asp + Glu): 141 20 

‒ Antall positive ladninger (Arg + Lys): 122 

‒ Teoretisk ustabilitetsindeks: 35,30, hvilket klassifiserer proteinet som 

stabilt. 

‒ Teoretisk halveringstid anslått i Escherichia coli (in vivo): mer enn 10 

timer. 25 

 

[0066] Det kan anvendes andre kollagenaser som ligner kollagenase H i 

oppfinnelsen. I sammenheng med den foreliggende oppfinnelsen defineres 

«kollagenase H» (ColH eller AUX-II) derfor også av en nukleotid- eller 

polynukleotidsekvens, som utgjør kodingssekvensen for proteinet «kollagenase 30 

H», og som også omfatter forskjellige varianter med utgangspunkt i: 

a) nukleinsyremolekyler som koder for et polypeptid omfattende 

aminosyresekvensen i SEQ ID NO: 2, 

b) nukleinsyremolekyler hvis komplementære tråd hydridiserer med 

polynukleotidsekvensen i a), 35 

c) nukleinsyremolekyler hvis sekvens avviker fra a) og/eller b) på grunn 

av degenerasjon av den genetiske koden, eller 
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d) nukleinsyremolekyler som koder for et polypeptid omfattende en 

aminosyresekvens med en identitet på minst 80 %, 90 %, 95 %, 98 % 

eller 99 % med SEQ ID NO: 2. i hvilke polypeptidet kodet av nukleinsyren 

har aktiviteten og de strukturelle karakteristikaene til proteinet 

«kollagenase H». Betegnelsen inkluderer også proteiner som skyldes 5 

posttranslasjonale modifiseringer. 

 

[0067] Gjennom hele beskrivelsen og alle kravene er betegnelsen «omfatte» 

og dets varianter ikke ment å utelukke andre tekniske trekk, additiver, 

komponenter eller trinn. For fagmannen vil andre gjenstander, fordeler og 10 

trekk ved oppfinnelsen fremgå av beskrivelsen og utøvelsen av oppfinnelsen. 

Følgende eksempel og tegninger tilveiebringes for illustrasjonsformål og er ikke 

ment å begrense den foreliggende oppfinnelsen. 

 

BESKRIVELSE AV FIGURENE 15 

 

[0068] 

 

Figur 1. Synergistisk effekt av anvendelsen av kollagenase G og 

kollagenase H i et forhold på 1:3. Aktivitet av kollagenase G og kollagenase 20 

H separat og i kombinasjon i et forhold på 1:3. 

 

Figur 2. Skjema over den molekylære strukturen av kollagenase G og 

H. Kollagenasene har et felles katalytisk domene og kollagenbindingsdomener 

(CBD). For ColG gjentas dette domenet slik at affiniteten for kollagen er større. 25 

 

Figur 3. Sammenligning av den synergistiske virkningen av 

kollagenaser. Det ble observert en økning i den synergistiske effekten ved 

anvendelse av kollagenase G/H foretrukket i forholdene 1:2–1:4 og 1:3 med en 

økning på over 25 % i den spesifikke aktiviteten. 30 

 

Figur 4. Skjema over injeksjonen av kollagenasedosen i 

hyaluronsyregelen i en kyllingbenmodell. 

 

Figur 5. Variasjon i lengden på senene etter behandling med kollagenase 35 

G/H 1:3 med og uten hyaluronsyre. Slik grafen viser, oppfattes effekten av 
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AH-kollagenase fra de 24 første timene, og det er en gradvis økning til det oppnås 

reduksjoner på mer enn 0,5 tommer etter 96 timers behandling. 

 

Figur 6. Variasjon i diameteren på senenes tverrsnitt etter behandling 

med kollagenase G/H 1:3 med og uten hyaluronsyre. Differensiell effekt 5 

av kollagenase G/H1:3 inkludert i hyaluronsyregeler og i vandig løsning. Slik 

grafen viser, er det en vesentlig effekt ved å redusere diameteren på senens 

tverrsnitt etter 24 timers behandling. Effekten av diameterøkning i kontroller 

etter 24 og 48 timer skyldes volumet på injisert vandig løsning i senen, hvilket 

i seg selv øker senens diameter. 10 

 

EKSEMPLER 

 

[0069] I det følgende illustreres oppfinnelsen ved hjelp av forsøk utført av 

oppfinnerne. 15 

 

Eksempel 1. Kollagenasenes fremstilling og egenskaper 

 

[0070] Kollagenase H og kollagenase G er metalloproteinaser (klasse II) som 

spesifikt kan degradere kollagenets helikoidale regioner og gjenkjenne Gly-Pro-20 

X-motivet som er karakteristisk for makromolekylet. Disse proteinene har en 

hale med 6 histidiner i sin karboksylterminal (Demina & Lysenko. 

Mikrobiologiia. 1996 May–Jun; 65(3):293–304). 

 

[0071] Isoelektrisk punkt og molekylvekt: Col.H: Pi 5,76; MV 112,98 kDa; 25 

Col.G: Pi 5,53; MV 114,8 Kda. 

 

[0072] Renhet: 99,9 % rensing i nikkelaffinitetskolonner, ionebytte og eksklusjon. 

 

[0073] Den presenteres som lyofilisert og steril. Deionisert sterilt vann brukes 30 

for optimal rekonstitusjon: 

 

Fremstilling av stamløsningen 

 

[0074] For fremstilling av kollagenase G/H 1:3 inneholder den lyofiliserte 35 

fremstillingen 800 CDU-er (ca. 0,3 mg). For administrering anbefales det å 

resuspendere innholdet i glasset i 1 ml sterilt mQ-vann for å oppnå en løsning 
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av enzymet 800 CDU/ml i 20 mM Tris-buffer pH 8,0. Det anbefales å fremstille 

denne løsningen på anvendelsestidspunktet. 

 

[0075] Den anbefalte dosen avhenger av sykdommens progresjonsgrad, som 

varierer mellom 100 og 800 CDU-er per anvendelse. 5 

 

[0076] Den rekombinante kollagenase G og H har ingen ikke-spesifikk 

proteaseaktivitet (kaseinase) Negativ Ladd-Butler-test. De inneholder ikke 

endotoksiner (negativ genskripttest). 

 10 

Eksempel 2. Fremstilling av den farmasøytiske formen ifølge 

oppfinnelsen 

 

[0077] Rekombinant (rColG og rColH) kollagenase G (ColG eller AUX-I) og 

kollagenase H (ColH eller AUX-II), separat eller kombinert, og mer spesifikt i 15 

forholdet 1:3 formulert som en terapeutisk gel, slik som hyaluronsyre. 

Hyaluronsyre er klassifisert som medisinsk utstyr og ble produsert av 

Novozymes Biopharma med en molekylvekt på 850 kDa. 

 

[0078] Hyaluronsyrens densitet bør være tilstrekkelig til å tillate lokal 20 

behandling og kontinuerlig og kontrollert frisetting av den aktive ingrediensen, 

kollagenaser. Den optimale densiteten av hyaluronsyregelen 850 KDa med 

kollagenase er 1,5 %, hvilket tillater en egnet konsistens for injeksjon av 

kollagenfiber, idet den aktive ingrediensen fastholdes lokalt og den kontrollerte 

frisettingen tillates i anvendelsesområdet. 25 

 

[0079] Enhver annen gel med lignende konsistens fremstilt med hyaluronsyre 

er ekvivalent, med høyere eller lavere molekylvekt og konsentrasjon av samme 

i vandige løsninger som varierer mellom 0,05 % og 4 %. 

 30 

[0080] Hyaluronsyrens karakteristika må tillate lyofilisering for å bevare den aktive 

ingrediensen over tid. Straks hyaluronsyren er lyofilisert, må den dessuten 

rekonstitueres i vann for å oppnå en lignende gelkonsistens som den i begynnelsen. 

Tabell 1 viser gelens evne til å gjenoppbygge sin konsistens etter lyofilisering. 

 35 

Materialer 
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[0081] 

Hyaluronsyreref. NZ HA - MMW 0,85 MDa medisinsk utstyr 

Hyaluronsyreref. NZ HA - HMW 1,3 MDa medisinsk utstyr 

PBS-buffer 4 mM GIBCO™ 

 5 

Analytisk metode (utstyr) 

 

[0082] 

Brookfield-viskometer (LVDV II + Pro) 

Temperatur 25 °C 10 

Geometri. Kon/plate CP 40 

Analyse av molekylvekt (SEC-MALS-RI) 

System: Waters Alliance HPLC-system og Wyatt MALS (Dawn EOS) og RI 

(Optilab rEX) 

Programvare: ASTRA 5. 15 

Kolonner: TSKgel PWXL-skjermkolonne (4 cm x 6,0 mm ID) og 2 x TSKgel 

G5000PWXL (30 cm x 7,8 mm ID). 

Standarder: Ref HA, Dextran og BSA 

 

[0083] Anvendelsesforholdet mellom kollagenase G og kollagenase H fastslås 20 

ved å bestemme den spesifikke aktiviteten mellom de to og i synergi slik figur 3 

viser. Aktiviteten av blandinger av lyofilisert ColG og ColH utføres ved alltid å 

fastholde samme forhold av ColG og variere forholdet av ColH, som er proteinet 

som øker den totale kollagenaseaktiviteten. I alle de tre viste studiene 

observeres det at to av tre ganger består den optimale blandingen av 1 molekyl 25 

av ColG og 3 molekyler av ColH. Den optimale blandingen av ColG/H øker 

sluttaktiviteten mer enn 33 ganger aktiviteten av ColG eller 3 ganger aktiviteten 

av ColH separat og mer enn 25 % 1:1-blandingen av ColG:ColH (figur 3). 

 

[0084] Resultatene av rekonstitusjonen av haluronsyren med destillert vann 30 

etter lyofilisering av den opprinnelige gelen indikerer at hyaluronsyreprøver 

med 3000 CDU-er kollagenase G/H i 1:3-forhold ved konsentrasjoner på 1,0, 

1,5 og 2,0 % hyaluronsyre 850 KDa og 1 % hyaluronsyre 1300 KDa i PBS-

buffer har forskjellig atferd, slik følgende tabell (tabell 1) viser: 

 35 
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Tabell 1. Viskositet og molekylvekt for hyaluronsyreformuleringer på 850 kDa 

og 1300 kDa; cP (centipoise): viskositetsmåling; MW (kDa): Molekylvektmåling 

ekstrahert fra viskositetsverdien. 

 

Prøve Viskositet (cP) Molekylvekt (KDa) 

850 – 1,0 % 218 
707 

850 – 1,5 % 3203 

850 – 2,0 % 5034 
 

1300 – 1,0 % 1150 1,339 

 5 

[0085] Etter lyofilisering ble prøvene gjenoppløst ved 25 °C i deionisert vann, 

og både molekylvekt og dynamisk viskositet (DV) ble målt. Resultatene vises i 

følgende tabell (tabell 2): 

 

Prøve Viskositet 

% 

fastholdt 

viskositet 

Molekylvekt 

(KDa) 

% fastholdt 

molekylvekt 

rekonstitusjonstid 

850 – 

1,0 % 
249 114,2 763 108 < 10 min 

850 – 

1,5 % 
2920 91,2 780 110 < 15 min 

850 – 

2,0 % 
4542 90,2 757 107 < 20 min 

1300 – 

1,0 % 
1076 93,6 1275 95 < 90 min 

 10 

[0086] Som anført i tabell 2 er både molekylvekt og bevart viskositet 

fullstendig gjenvunnet etter lyofilisering og gjenoppløsning. 
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[0087] Rekonstitusjon av utvalgte prøver på 850 kDa må skje etter 

lyofilisering, med omrøring i 10–20 minutter, og dem på 1300 kDa med 

omrøring i mer enn 90 minutter. 

 

[0088] Ovenstående prøver ble analysert av ortopedisk avdeling ved 5 

Universitetssykehuset i Albacete, som vurderte gelenes konsistens, 

håndteringen av de hypodermiske nålene (referanse: hypodermisk nål 13 mm 

lengde og 0,3 mm diameter), manipuleringen og sene retensjonen. Resultatene 

vises i følgende tabell (tabell 3): 

 10 

Tabell 3. Vurdering av hydrogelene. Rangering: Dårlig: 0–1, Middels: 2–3, God: 4–5 

 

Prøve Konsistens Nålhåndtering Manipulering Seneretensjon TOTALVERDI 

850 – 

1,0 % 
2 5 5 2 14 

850 – 

1,5 % 
5 4 5 5 19 

850 – 

2,0 % 
5 3 3 5 16 

1300 – 

1,0 % 
5 2 3 5 15 

 

[0089] Ifølge tidligere resultater ble den ideelle konsentrasjonen på 1,5 % 

valg, idet den hadde den høyeste poengsummen blant de analyserte prøvene. 15 

Anvendelsen av andre kildematerialer og forskjellige konsentrasjoner utelukkes 

imidlertid ikke, avhengig av behovene observert av legen. 

 

[0090] Renhetsnivåene må oppfylle GMP (Good Manufacturing Practices)-

forskriften for anvendelse av biologiske produkter til human anvendelse. 20 

 

Presentasjon av sluttproduktet 

 

[0091] Legemiddelet presenteres i en pulverform som må rekonstitueres i 

0,450 ml i sterile borsilikatglass. Hvert glass inneholder mellom 2000 og 8000 25 
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CDU-er kollagenase, foretrukket 4000 CDU (ca. 1,1 mg) inneholdende ColH-

proteiner og lyofilisert hyaluronsyre og en buffer inneholdende 2 mM CaCl2 og 

150 mM NaCl. Legemiddelet rekonstitueres med sterilt deionisert vann som 

leveres i et annet separat glass. Prosessen med rekonstitusjon av en 

hyaluronsyregel 1,5 % 850 KDa involverer inkuberingen av den lyofiliserte 5 

gelen i sterilt deionisert vann i 15 minutter under omrøring ved 25 °C. 

 

[0092] Sluttproduktet er en gel inneholdende den nødvendige og tilstrekkelige 

aktive ingrediensen for å behandle anomaliene sett ved noen sykdommer slik 

som Dupuytrens kontraktur og andre lignende anomalier. 10 

 

[0093] For behandling av sykdommer forbundet med unormal 

kollagenmisdannelse anvendes foretrukket 4000 CDU-er, selv om dosene kan 

variere mellom 2000 og 8000 CDU-er, avhengig av sykdommens alvorlighetsgrad. 

De nødvendige milligrammene for å formulere dosen på 4000 CDU-er er direkte 15 

forbundet med CDU-enhetene/mg i hver batch, derfor er det nødvendig alltid å 

referere dosene til enzymenheter. I og med at enzymenes gjennomsnittlige aktivitet 

er 3500 CDU/mg per batch, ville de nødvendige milligrammene for hver dose være 

ca. 1,1 mg for 4000 CDU-doser (4000 CDU tilsvarer ca. 13 300 ABC-enheter). 

 20 

[0094] Effektstudier utført med kollagenase G/H i et forhold på 1:3 i nærvær 

av hyaluronsyre 850 KDa ved 1,5 % i kyllingsener viser gelens effekt med 

hensyn til den vandige løsningen. 

 

Eksempel 3. Ex vivo- og in vitro-studier av gelaktiviteten på kyllingsener 25 

 

[0095] Gelens aktivitet ble analysert på kyllingseneprøver. Ex vivo-tester ble 

utført og tester av effekten av kollagenase over tid. 

 

[0096] Ex vivo-testene på dosene som skal anvendes, er utført på 40 30 

kyllingsener på hvilke over 80 resultater ble analysert. Med hensyn til testene av 

effekten av kollagenase på senene over tid analyserte vi 24 sener med til sammen 

7 mål for hver sene, hvilket derfor innebærer at vi analyserte 168 resultater. 

 

[0097] Kyllingbena ble injisert i senen i tre forskjellige deler på steder vist på 35 

figur 4; de anvendte dosene var 3000 CDU-er i et totalt volum på 
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450 mikroliter Hyaluronsyregel (en dose deles i disse tre injeksjonsstedene). 

Anvendelsene ble foretatt på baksiden av bena hvor hovedsenene er lokalisert. 

 

[0098] For å bestemme produktet effekt er det blitt utført forskjellige typer av 

in vitro-testing, slik som: 5 

‒ Dosebestemmelse 

‒ Histologiske studier 

‒ Immunhistokjemiske studier 

 

Dosebestemmelse: 10 

 

[0099] Den optimale kollagenasegelanvendelsesdosen på senen ble bestemt 

ved å anvende forskjellige doser på kyllingbenet. 

 

[0100] En økende gradient av doser av kollagenase G/H i et forhold på 1:3 ble 15 

anvendt (tabell 4): 

 

Tabell 4. Økende doser av kollagenase G/H i et forhold på 1:3 

 

Kollagenaseaktivitet (CDU) Anvendelse av disse enhetene på: 

300 
 

1500 - Kollagenase + hyaluronsyre 

3000 - Kollagenase + buffer 

6000 - Kontrollbuffer 

12000 
 

 20 

 

[0101] I hvert ben ble det utført et langsgående snitt for å eksponere senen 

og foreta alle tre injeksjoner på vevet. Benet ble deretter sydd for å lette 

kollagenasegelens virkning på vevet. 

 25 

[0102] Dosene av kollagenase G/H 1:3 ble resuspendert i 50 µl sterilt vann. 
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[0103] Den tilsvarende mengden av hyaluronsyre ble parallelt resuspendert i 

400 µl sterilt vann for å oppnå en konsentrasjon på 1,5 %. Begge løsningene 

ble blandet, hvilket ga en total løsning på 450 µl. Den 50 µl dosen av det 

tilsvarende enzymet ble på den annen side blandet med vann, hvilket således 

oppnådde den andre bufferen under studie. 5 

 

[0104] Det vil være to negative kontroller, én hvor en løsning på 1,5 % 

hyaluronsyre (450 µl) vil bli injisert, og en negativ kontroll hvor 450 µl sterilt 

vann vil bli injisert. 

 10 

[0105] Prøver med forskjellige doser ble holdt urørlige og nedsenket i sterilt 

PBS 1x pH 7,2 ved 37 °C i 72 timer, hvoretter effekten ble undersøkt. 

 

[0106] Etter denne perioden ble bena dissekert, idet ekstraherte sener ble vasket i 

PBS 1x pH 7,2. Vevet ble evaluert i immunhistokjemiske studier som bestemte at 15 

den optimale dosen var 3000 CDU-er, slik følgende tabell (tabell 5) viser: 

 

Tabell 5 Histokjemisk rangering av de anvendte dosene. Ingen åpenbar effekt: 

0; Lett effekt: 1; Vesentlig effekt: 2; Uproporsjonal effekt: 3. 

 20 

CDU-er Effekt på senen Effekt over tilstøtende vev 

300 0 0 

1500 1 0 

3000 2 0 

6000 2 2 

12000 3 3 

 

[0107] Etter analysen av de immunhistokjemiske resultatene på senen og de 

omkringliggende vevene ble 3000 CDU-er bestemt å være den optimale dosen, 

hvilket gir en vesentlig effekt på senen og ingen effekt på tilstøtende vev. 

 25 

Eksempel 4. Bestemmelse av den sammenlignede effekten mellom 

kollagenase i vandig løsning og i hyaluronsyregel 

NO/EP2621520



 25 

 

[0108] 3000 CDU-er kollagenase ble anvendt som den optimale anvendelsen 

på senens kollagenasegeldose. Studien ble utført på nylig ekstraherte sener 

hentet fra kyllingben ved kirurgi. Alle senene ble målt i begynnelsen av 

forsøket for å ta kontrollreferansen, for under disseksjon av senene får ikke 5 

nærværet av kollagenase dem til å brekke, men hydrolyseeffekten observeres i 

størrelsesreduksjonen. 

 

[0109] Straks senene var målt, ble de injisert med hypodermiske sprøyter 

med lignende mengder av 450 µl PBS-buffer, kollagenase G/H 1:3 i 1,5 % 10 

850 kDa hyaluronsyregel og kollagenase G/H 1:3 i PBS-buffer. 

 

[0110] Testene ble utført etter 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 180 h og 7 dager. Etter 

hver av disse periodene ble senenes størrelsesvariasjon målt, hvilket således 

oppnådde en vesentlig reduksjon for AH-kollagenase med hensyn til kontrollen 15 

og kollagenasen i løsning, slik følgende tabell (tabell 6) viser: 

 

Tabell 6. Reduksjon i senestørrelse (i centimeter (cm)). Forskjellene med 

hensyn til kontrollen og kollagenasen i vandig løsning er vesentlig, 

hovedsakelig på grunn av fortynningseffekten etter injeksjonen. Denne 20 

fortynningseffekten observeres ikke for gelen, idet den er et produkt med en 

fast struktur og hvis virkning er lokalt konsentrert på senen. 

 

 Kontroll-PBS Kollagenase-PBS AH-kollagenase 

T = 0 h 0 0 0 

T = 24 h 0,0375 0,0875 -0,0625 

T = 48 h 0,0375 -0,1125 -0,1625 

T = 72 h 0,0375 -0,0125 -0,3625 

T = 96 h 0,0375 -0,0625 -0,5125 

T = 120 h 0,0875 -0,0125 -0,4125 

T = 7 dager 0,0458 -0,05 -0,5125 
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[0111] Effekten observert i fortykningen av senen etter samme tidligere 

behandling viser dessuten en reduksjon i senens tverrsnittsdiameter som er 

vesentlig for kollagenasene inkludert i hyaluronsyregelen, slik nedenstående 

tabell (tabell 7) viser: 

 5 

Tabell 7. Variasjon i centimeter i diameteren på senenes tverrsnitt etter 

behandling med kollagenase. 

 

 AH-kollagenase Kontroll Kollagenase-buffer 

T = 0 h 0 0 0 

T = 24 h -0,025 0,125 0,175 

T = 48 h -0,025 0,025 0,125 

T = 72 h -0,125 -0,025 -0,025 

T = 96 h -0,075 0,075 -0,025 

T = 120 h -0,125 -0,025 -0,025 

T = 7 dager -0,125 0,025 0,0125 
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SEKVENSLISTE 

 

<110> Zurko Research 

 

<120> uso de colagenasa G recombinatante, colagenasa H recombinante y pz-5 

peptidasa recombinante para el tratamiento de enfermedades que 

cursan con alteraciones del colágeno. 

 

<130> Zurko 2281 

 10 

<160> 8 

 

<170> PatentIn version 3.5 

 

<210> 1 15 

<211> 1008 

<212> PRT 

<213> Artificial Sequence 

 

<220> 20 

<223> Colagenasa G 

 

<400> 1 
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<210> 2 

<211> 981 5 

<212> PRT 

<213> Artificial Sequence 
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<220> 

<223> Colagenasa H 

 

<400> 2 

 5 
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<210> 3 

<211> 3357 

<212> DNA 5 

<213> Artificial Sequence 

 

<220> 

<223> colagenasa G y péptido señal 

 10 

<400> 3 
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<210> 4 

<211> 330 

<212> DNA 5 

<213> Artificial Sequence 

 

<220> 

<223> péptido señal colagenasa G 

 10 

<400> 4 

 

 

<210> 5 

<211> 110 15 
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<212> PRT 

<213> Artificial Sequence 

 

<220> 

<223> péptido señal colagenasa G 5 

 

<400> 5 

 

 

<210> 6 10 

<211> 3066 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 

 

<220> 15 

<223> colagenasa H y péptido señal 

 

<400> 6 
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<210> 7 
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<211> 120 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

 

<220> 5 

<223> péptido señal 

 

<400> 7 

 

 10 

<210> 8 

<211> 40 

<212> PRT 

<213> Artificial Sequence 

 15 

<220> 

<223> péptido señal 

 

<400> 8 

 20 
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PATENTKRAV 

 

1. Produkt valgt fra gruppen bestående av en sammensetning og et delekit 

hvori produktet omfatter rekombinant kollagenase G og rekombinant 

kollagenase H med et masseforhold mellom 1:2,5 og 1:3,5. 5 

 

2. Produktet ifølge krav 1, hvori masseforholdet mellom rekombinant 

kollagenase G og rekombinant kollagenase H er ca. 1:3. 

 

3. Produktet ifølge et hvilket som helst av kravene 1–2, hvori den 10 

rekombinante kollagenase G har aminosyresekvensen i SEQ ID NO: 1 med en 

6-histidintag lokalisert ved C-terminalen. 

 

4. Produktet ifølge et hvilket som helst av kravene 1–3, hvori den 

rekombinante kollagenase H har aminosyresekvensen i SEQ ID NO: 2 med en 15 

6-histidintag lokalisert ved C-terminalen. 

 

5. Produktet ifølge et hvilket som helst av kravene 1–4, hvori produktet er en 

farmasøytisk sammensetning omfattende en farmasøytisk akseptabel bærer. 

 20 

6. Produktet ifølge et hvilket som helst av kravene 1–5, ytterligere omfattende 

en annen aktiv ingrediens. 

 

7. Produktet ifølge et hvilket som helst av kravene 1–6, hvilket omfatter én 

eller flere sammensetninger i form av: plastere, salve, pasta, krem, løsning, 25 

suspensjon, emulsjon, lotion, liniment, gelé, gel, skum, pulver eller hvilken 

som helst kombinasjon derav. 

 

8. Produktet ifølge krav 7, hvori den ene eller flere sammensetninger er i form 

av en gel. 30 

 

9. Produktet ifølge krav 8, omfattende hyaluronsyre i konsentrasjoner mellom 

0,05 % og 4 %. 

 

10. Produktet ifølge krav 9, hvori konsentrasjonene av kollagenaser er høyere 35 

enn 400 CDU/mg hyaluronsyre. 
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11. Produktet ifølge krav 10, hvori konsentrasjonene av kollagenaser ligger 

mellom 450 og 5000 CDU/mg hyaluronsyre. 

 

12. Produktet ifølge et hvilket som helst av kravene 9–11, hvori hyaluronsyren 

har en molekylvekt mellom 500 og 5000 kDa. 5 

 

13. Produktet ifølge et hvilket som helst av kravene 1–12, for anvendelse som 

medikament. 

 

14. Produktet ifølge et hvilket som helst av kravene 1–12, for anvendelse som 10 

medikament, hvori produktet er et delesett, og hvori den rekombinante 

kollagenase G administreres før den rekombinante kollagenase H. 

 

15. Produktet ifølge et hvilket som helst av kravene 1–12, for anvendelse i 

behandlingen av sykdommer som involverer bindevevsendringer. 15 

 

16. Produktet for anvendelse ifølge krav 15, hvori sykdommen er fibromatose. 

 

17. Produktet for anvendelse ifølge krav 16, hvori fibromatosen er valgt fra 

listen som inkluderer: palmar Dupuytrens kontraktur, La Peyronies sykdom, 20 

Ledderhoses sykdom eller plantar fascial fibromatose eller retraktable arr. 
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