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Patentkrav

1. Autoaktiverende proelastase-protein omfattende (i) en propeptid-sekvens 

omfattende en elastase-aktiverings peptidsekvensomfattende aminosyrer betegnet 

P10-P9-P8-P7-P6-P5-P4-P3-P2-P1 hvorav aminosyrer P3-P2-P1 er manipulert til å 

danne en elastase gjenkjennelsessekvens, operativt forbundet med (ii) en 5

aminosyresekvens av ferdigutviklet type I elastase hvis tre N-terminale aminosyrer 

er betegnet P1’-P2’-P3’m, hvor

(a) propeptidsekvensen ikke er nativ til den ferdigutviklede type I 

elastase, og

(b) når utsatt for aktiverende betingelser, blir en ferdigutviklet type I 10

elastase dannet.

2. Autoaktiverende proelastase-protein ifølge krav 1, hvor:

(a) elastase gjenkjennelsessekvensen har et prolin-residuum ved 

posisjon P2;

(b) aminosyrer P3 til P1 består av aminosyresekvensen av SE ID NO: 11, 15

SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21 

eller ESQ ID NO: 93;

(c) aminosyrer P5 til P3’ består av aminosyrer av SEQ ID NO: 48, SEQ ID 

NO: 49, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 55, SEQ ID 

NO: 56, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59, eller SEQ ID NO. 60; eller20

(d) aminosyrer P10 til P1 består av aminosyresekvensen av SEQ ID NO: 

72, SEQ ID NO: 73, eller SEQ ID NO: 80.

3. Autoaktiverende proelastase-protein ifølge krav 1 eller krav 2, hvor:

(a) det autoaktiverende proelastase-protein omfatter 

aminosyresekvensen av SEQ ID NO 66 eller SEQ ID NO: 68;25

(b) den ferdigutviklede type I elastase er en ferdigutviklet human type I 

elastase som eventuelt omfatter en aminosyresekvens som har:

(i) minst 85% sekvensidentitet, minst 95% sekvensidentitet, 

minst 98% sekvensidentitet, minst 99% sekvensidentitet eller 100% 

sekvensidentitet med aminosyresekvensen av SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 78 30

eller SEQ ID NO: 84; eller

(ii) ikke mer enn 15, 12, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 eller 1 

konservative aminosyresubstitusjon(er) i forhold til aminosyresekvensen av 

SEQ ID NO: 1 eller SEQ ID NO: 84 og/eller ikke mer enn 5, 4, 3, 2 eller 1 
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ikke-konservative aminosyresubstitusjon(er) i forhold til aminosyre-

sekvensen av SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 78 eller SEQ ID NO: 84; eller

(c) den ferdigutviklede type I elastase er en ferdigutviklet type I svine-

elastase som eventuelt omfatter en aminosyresekvens som har:

(i) minst 85% sekvensidentitet, minst 95% sekvensidentitet, 5

minst 98% sekvensidentitet, minst 99% sekvensidentitet eller 100% 

sekvensidentitet med aminosyresekvensen av SEQ ID NO: 39; eller

(ii) ikke mer enn 15, 12, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 eller 1 

konservativ(e) aminosyresubstitusjon(er) i forhold til aminosyresekvensen 

av SEQ ID NO: 39 og/eller ikke mer enn 5, 4, 3, 2 eller 1 ikke-10

konservativ(e) aminosyresubstitusjon(er) i forhold til aminosyresekvensen 

av SEQ ID NO: 39.

4. Autoaktiverende proelastase-protein ifølge et hvilket som helst av kravene 1 

til 3, som:

(a) mangler en signalsekvens;15

(b) omfatter en signalsekvens som eventuelt er:

(i) en signalsekvens som er operabel i Pichia pastoris som 

eventuelt er en gjær α-faktor signalsekvens og/eller omfatter 

aminosyresekvensen av SEQ ID NO: 34; eller

(ii) en pattedyr sekresjonssignal sekvens som eventuelt er en 20

human type I elastase signalsekvens eller en type I svine-elastase 

signalsekvens;

(c) omfatter et gjær alfa-faktor propeptid;

(d) omfatter én eller flere spacer-sekvenser, eventuelt hvor minst én 

spacer-sekvens er en Kex2-sekvens og/eller en STE13-sekvens;25

(e) mangler et N-terminalt metionin-residuum; eller

(f) omfatter et N-terminalt metionin-residuum.

5. Cellekultur-supernatant omfattende det autoaktiverende type I 

bukspyttkjertel proelastase-protein ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 4.

6. Nukleinsyremolekyl som koder for det autoaktiverende proelastase-protein 30

ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 4.
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7. Vektor omfattende nukleinsyremolekylet ifølge krav 6, eventuelt hvor:

(a) sekvensen som koder for det autoaktiverende proelastase-protein er 

multimerisert;

(b) sekvensen som koder for det autoaktiverende proelastase-protein 

benytter kodoner som fortrinnsvis benyttes i Pichia pastoris; eller5

(c) vektoren omfatter et selekterbart markørgen for Zeocin-resistens.

8. Vertscelle som:

(a) er genetisk manipulert til å uttrykke nukleinsyremolekylet ifølge krav 

6, eventuelt hvor:

(i) én kopi av nevnte nukleinsyre er integrert i vetrtscelle-10

genomet; eller

(ii) mer enn én kopi av nevnte nukleinsyre er integrert i 

vertscellegenomet, evenetuelt hvor 2-5 kopier, 2 kopier eller 3 kopier av 

nukleinsyren er integrert i vertscellegenomet;

eller15

(b) omfatter vektoren ifølge krav 7, eventuelt hvor:

(i) én kopi av nevnte vektor er integrert i vertscellegenomet; 

eller

(ii) mer enn én kopi av nevnte vektor er integrert i vertscelle-

genomet, eventuelt hvor 2-5 kopier, 2 kopier eller 3 kopier av vektoren er 20

integrert i vertscellegenomet.

9. Vertscelle ifølge krav 8, hvor ekspresjon av det autoaktiverende proelastase-

protein står under kontroll av en metanol-induserbar promoter og/eller hvor 

vertscellen er en Pichia pastoris vertscelle.

10. Fremgangsmåte for fremstilling av et autoaktiverende proelastase-protein 25

omfattende å dyrke vertscellen ifølge krav 8 eller krav 9 under betingelser som 

resulterer i produksjonen av det autoaktiverende proelastase-protein og gjenvinne 

det autoaktiverende proelsatase-protein, eventuelt hvor:

(a) vertscellen dyrkes i komplekst medium hvilket eventuelt er bufret 

metanol komplekst medium eller bufret glyserol komplekst medium; og/eller30

(b) ekspresjon av det autoaktiverende proelastase-protein står under 

kontroll av en metanol-induserbar promoter og hvor dyrkningsbetingelsene 

innbefatter en periode av metanol-induksjon; og/eller
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(c) vertscellen dyrkes ved nærvær av en citrat-, succinat- eller acetat-

forbindelse, eventuelt hvor:

(i) citrat-, succinat- eller acetat-forbindelsen er henholdsvis 

natriumcitrat, natriumsuccinat eller natriumacetat; og/eller

(ii) minst en citrat-, succinat- eller acetat-forbindelse er til stede i 5

nevnte kultur ved en konsentrasjon på 5-50 mM, 7,5-100 mM, 10-150 mM, 

50-200 mM, 100-150 mM, 75-125 mM eller 90-110 mM; og/eller

(d) vertscellen er en Pichia pastoris vertscelle og hvor dyrknings-

betingelsene omfatter en periode med vekst eller induksjon:

(i) ved en temperatur på 22 - 28˚C; eller10

(ii) ved en pH på 2 – 8; og/eller

(e) vertscellen dyrkes i komplekst medium og gjenvinningstrinnet for det 

autoaktiverende proelastaseprotein omfatter gjenvinning av supernatanten fra 

vertscellekulturen og omfatter eventuelt ytterligere gjenvinning av det 

autoaktiverende proelastaseprotein fra supernatanten.15

11. Fremgangsmåte ifølge krav 10 som ytterligere omfatter å utsette det 

gjenvundne auoaktiverende proelastaseprotein for aktiveringsbetingelser slik at det 

ferdigutviklede type I elastaseprotein blir dannet, eventuelt hvor:

(a) aktiveringsbetingelsene omfatter justere pH av en oppløsning 

inneholdende det autoaktiverende proelastaseprotein til en basisk pH, en pH på 7-9 20

eller en pH på 8 inntil et ferdigutviklet type I elastaseprotein er dannet og 

eventuelt:

(i) opprettholde pH over en periode på 0,5-8 timer, 2-7 timer 

eller 6 timer;

(ii) eksponeringen til en basisk pH utføres ved en temperatur på 25

22˚C-28˚C eller en temperatur på 26˚C; og/eller

(iii) konsentrasjonen av det gjenvundne autoaktiverende 

proelastaseprotein i oppløsningen er mindre enn 10 mg/ml, mindre enn 5 

mg/ml, mindre enn 2 mg/ml, mindre enn 1 mg/ml, mindre enn 0,5 mg/ml, 

mindre enn 0,25 mg/ml og/eller ved minst 0,1 mg/ml eller minst 0,2 mg/ml;30

og/eller

(b) aktiveringsbetingelsene omfatter tilsetning av en katalytisk mengde 

av elastase til oppløsningen som inneholder det autoaktiverende proelastase-

protein; og/eller

(c) autoaktiveringen utføres ved nærvær av Tris-base ved en 35

konsentrasjon på 50-200 mM, 75-175 mM, 100-150 mM, 75-125 mM; og/eller

NO/EP2666854
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(d) å opprettholde aktiveringsbetingelser inntil N-terminale varianter er 

redusert til et område av 0-2%.

12. Fremgangsmåte ifølge krav 11, hvor:

(a) autoaktiveringstrinnet utføres etter opprensking av det 

autoaktiverende proelastaseprotein; eller5

(b) autoaktiveringstrinnet utføres i supernatanten.

13. Fremgangsmåte ifølge krav 11 eller krav 12, som ytterligere omfatter trinnet 

å isolere det ferdigutviklede type I elastase-protein, eventuelt hvor:

(a) det ferdigutviklede elastaseprotein isoleres med kolonnekromatografi, 

eventuelt hvor kromatograferingen innbefatter kationebytter-kromatografi; og/eller10

(b) glykosylerte former av det ferdigutviklede elastaseprotein fjernes.

14. Fremgangsmåte for fremstilling av en formulering av ferdigutviklet 

proelastase-protein, hvor nevnte fremgangsmåte omfatter:

(a) å usette det autoaktiverende proelastase-protein ifølge et hvilket som 

helst av kravene 1 til 4, for autoaktiverende betingelser slik at et ferdigutviklet type 15

I elastase-protein blir dannet;

(b) eventuelt rense den ferdigutvilkede type I elastase; og

(c) formulere det ferdigutviklede type I elastase-protein,

for derved å danne en farmasøytisk formulering omfattende nevnte ferdigutviklede 

type I elastase-protein.20

15. Fremgangsmåte ifølge krav 14, hvilken omfatter å rense den ferdigutviklede 

elastasen via kolonnekromatografi, eventuelt kationebytterkromatografi.

16. Fremgangsmåte ifølge krav 14 eller krav 15, hvor formulering av det 

ferdigutviklede type I elastase-protein omfatter frysetørking av nevnte 

ferdigutviklede type I elastase, eventuelt ytterligere omfattende å blande det 25

ferdigutviklede type I elastase-protein med en eller flere buffer-ingredienser før 

eller etter frysetørking.

17. Farmasøytisk sammensetning som:

(a) omfatter et ferdigutviklet type I elastase-protein som har en aktivitet 

på 20 til 50 U/mg av protein som bestemt ved å bruke et kolorimetrisk N-succinyl-30

Ala-Ala-Ala-pNitroanilid (SLAP) hydrolyse-assay hvor den øvre grense av trypsin i 
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nevnte farmasøytiske sammensetning er mindre enn 25 ng av trypsin per 1 mg 

ferdigutviklet type I elastase-protein og hvor:

(i) den ferdigutviklede type I elastase omfatter en 

aminosyresekvens med minst 85% sekvensidentitet, minst 95% 

sekvensidentitet, minst 98% sekvensidentitet eller minst 99% 5

sekvensidentitet eller omfatter 100% sekvensidentitet med aminosyre-

sekvensen av SEQ ID NO: 1; SEQ ID NO: 78 eller SEQ ID NO: 84; eller

(ii) det ferdigutviklede type I elastase-protein omfatter en 

aminosyresekvens som ikke har mer enn 15, 12, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 

eller 1 konservative aminosyresubstitusjoner og/eller ikke mer enn 5, 4, 3, 2 10

eller 1 ikke-konservative aminosyresubstitusjoner i forhold til aminosyre-

sekvensen av SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 78 eller SEQ ID NO: 84; eller

(b) omfatter et ferdigutviklet type I elastase-protein som har en aktivitet 

på 20 til 100 U/mg av protein som bestemt ved å bruke kolorimetrisk N-succinyl-

Ala-Ala-Ala-pNitroanilid (SLAP) hydrolyse-assay, hvor den øvre grense av trypsin i 15

nevnte farmasøytiske sammensetning er mindre enn 25 ng av trypsin per 1 ng av 

ferdigutviklet type I elastase-protein og eventuelt hvor:

(i) den ferdigutviklede type I elastase omfatter en 

aminosyresekvens med minst 85% sekvensidentitet, minst 95% 

sekvensidentitet, minst 98% sekvensidentitet eller minst 99% 20

sekvensidentitet eller omfatter 100% sekvensidentitet med 

aminosyresekvensen av SEQ ID NO: 38; eller

(ii) det ferdigutviklede type I elastase-protein omfatter en 

aminosyresekvens som ikke har mer enn 15, 12, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 

eller 1 konservative aminosyresubstitusjoner og/eller ikke mer enn 5, 4, 3, 25

2, eller 1 ikke-konservative aminosyresubstitusjoner i forhold til 

aminosyresekvensen av SEQ ID NO: 39.

18. Farmasøytisk sammensetning ifølge krav 17, hvor:

(a) den øvre grense for trypsin-aktivitet i nevnte sammensetning er 

mindre enn 4, 3, 2 eller 1,56 ng per 1 mg av ferdigutviklet type I elastase-protein, 30

eventuelt hvor den øvre grense av trypsin-aktivitet i nevnte sammensetning er 

bestemt ved å bruke et N-benzoyl-Phe-Val-Arg-pNitroanilid (BENZ) kolorimetrisk 

trypsinaktivitets-assay;

(b) den farmasøytiske sammensetning er fri for trypsin og/eller

(c) den farmasøytiske sammensetning er særpreget ved et eller flere av 35

de følgende:

NO/EP2666854
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(i) den farmasøytiske sammensetning er fri for bakterie-

proteiner;

(ii) den farmasøytiske sammensetning er fri for pattedyrproteiner 

andre enn nevnte ferdigutviklede elastase-protein;

(iii) mengden av endotoksin i nevnte farmasøytiske 5

sammensetning overskrider ikke en farmasøytisk akseptabel mengde, 

overskrider ikke 10 EU per gram av type I elastase eller overskrider ikke 5 

EU per gram av type I elastase;

(iv) den farmasøytiske sammensetning er i form av en 

enhetsdosering omfattende 0,0033 mg – 200 mg av nevnte ferdigutviklede 10

elastase-protein;

(v) den farmasøytiske sammensetning omfatter polysorbat-80;

(vi) den farmasøytiske sammensetning omfatter dekstran;

(vii) den farmasøytiske sammensetning omfatter natriumioner, 

kaliumioner, fosfationer, kloridioner og polysorbat 80;15

(viii) den farmasøytiske sammensetning omfatter natriumioner, 

kaliumioner, fosfationer, kloridioner og dekstran;

(ix) den farmasøytiske sammensetning omfatter natriumioner, 

kaliumioner, fosfationer, kloridioner, polysorbat-80 og dekstran;

(x) den farmasøytiske sammensetning omfatter trehalose;20

(xi) den farmasøytiske sammensetning omfatter mannitol;

(xii) det ferdigutviklede elastaseprotein i den farmasøytiske 

sammensetningen har 60% til 100% av sin spesifikke aktivitet etter minst 

en måned med lagring ved 4˚C, etter minst tre måneder med lagring ved 

4˚C eller etter minst seks måneder med lagring ved 4˚C.25

19. Farmasøytisk sammensetning ifølge krav 17(a) som:

(a) inneholder mindre enn 0,5 vekt% av et protein bestående av SEQ ID 

NO: 2 og/eller mindre enn 0,5 vekt% av et protein bestående av SEQ ID NO: 3 og 

er eventuelt fri eller i hovedsak fri for et protein av SEQ ID NO: 2 og av et protein 

bestående av SEQ ID NO: 3; og/eller30

(b) er fri eller i hovedsak fri for ethvert protein bestående av SEQ ID NO: 

70 og 71; samt eventuelt

(c) er fri eller i hovedsak fri for et eller flere proteiner bestående av 

enhver av SEQ ID NO: 37, 38, 85, 86, 94, 95, 104, 105, 106, 107 og 108, 

fortrinnsvis fri for eller i hovedsak fri for ethvert protein bestående av SEQ ID NO: 35

37, 38, 85, 86, 94, 95, 104, 105, 106, 107 eller 108.

NO/EP2666854
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20. Farmasøytisk sammensetning ifølge et hvilket som helst av kravene 17 til 

19, som er en frysetørket farmasøytisk sammensetning.

21. Farmasøytisk sammensetning ifølge et hvilket som helst av kravene 17 til 19 

som er en flytende farmasøytisk sammensetning og eventuelt:

(a) omfatter natriumklorid;5

(b) omfatter fosfatbufret saline;

(c) omfatter en fosfatbuffer;

(d) omfatter mannitol ved en konsentrasjon på 2 – 10 vekt per volum % 

eller 2,5 – 4 vekt per volum %;

(e) omfatter polysorbat-80 ved en konsentrasjon på 0,001-5 vekt per 10

volum % eller 0,01 vekt per volum %;

(f) har en osmolalitet på 125 – 500 mOsm/kg eller 275 – 325 mOsm/kg;

eller

(g) har en konsentrasjon av ferdigutviklet type I elastase på 0,1 mg/ml –

50 mg/ml.15

22. Farmasøytisk sammensetning ifølge krav 21, som:

(a) omfatter 137 mM natriumklorid, 2,7 mM kaliumfosfat, 10 mM 

natriumfosfat, har en pH på 7,4, eventuelt hvor:

(i) den farmasøytiske sammensetning omfatter 0,01% 

polysorbat-80 og eventuelt hvor konsentrasjonen av ferdigutviklet type I 20

elastase-protein i nevnte farmasøytiske sammensetning er 0,001 – 50 

mg/ml;

(ii) konsentrasjonen av ferdigutviklet type I elastase-protein i 

nevnte farmasøytiske sammensetning er 0,001 – 50 mg/ml og den 

farmasøytiske sammensetningen omfatter 5 – 10 % eller 6-9% av en 25

eksipient valgt fra dekstrose, laktose, mannitol, sukrose, trehalose, 

dekstran-70, glyserin, arginin, glysin, dekstran-44 eller dekstran-18; eller

(iii) konsentrasjonen av ferdigutviklet type I elastase-protein i 

nevnte farmasøytiske sammensetning er 0,001 – 50 mg/ml og 

sammensetningen omfatter ytterligere 8% dekstran-18 og eventuelt 0,1% 30

polysorbat-80; eller

(b) omfatter en eller flere av dekstrose, laktose, mannitol, sukrose, 

trehalose, dekstran-70, glyserin, arginin, glysin, dekstran-44 og dekstran-18 i en 

aggregatkonsentrasjon på 2-10 % w/v, 2,5-8% w/v eller 4-6% w/v.

NO/EP2666854
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23. Farmasøytisk sammensetning ifølge et hvilket som helst av kravene 17 til 22 

for anvendelse i en fremgangsmåte av:

(a) behandling eller forebygging av en sykdom av biologiske føringer ved å 

administrere den farmasøytiske sammensetningen til en pasient som har behov for 

dette, eventuelt hvor:5

(i) den farmasøytiske sammensetningen administreres 

parenteralt;

(ii) den farmasøytiske sammensetningen administreres direkte til 

en blodkarvegg;

(iii) den farmasøytiske sammensetningen administreres direkte 10

den utvendige adventitiale overflate av et kirurgisk eksponert kar; eller

(iv) den farmasøytiske sammensetningen administreres direkte til 

en karvegg ved å bruke ert medikamentavleveringskateter;

(b) terapeutisk øke diameteren av en arterie eller vene hos et menneske 

som har behov for dette ved å administrere lokalt den farmasøytiske 15

sammensetningen til veggen av arterien eller venen hos mennesket;

(c) forebygge vasospasmer hos en arterie eller vene i et menneske som 

har behov for dette ved lokalt å administrere den farmasøytiske sammensetningen 

til veggen av arterien eller venen hos mennesket;

(d) behandle en blokkert arterie eller vene hos et menneske som har 20

behov for slik behandling ved å administrere lokalt den farmasøytiske 

sammensetningen til veggen av arterien eller venen hos mennesket, hvor nevnte 

administrering resulterer i proteolyse av elastin i veggen av arterien eller venen, 

noe som fører til en forstørring av diameteren av arterien eller venen;

(e) behandle en arterie eller vene tilkoblet et arteriovenøst hemodialyse-25

transplantat eller arteriovenøs fistel hos et menneske som har behov for slik

behandling, ved lokalt  å administrere den farmasøytiske sammensetningen til 

veggen av arterien eller venen hos mennesket, hvor nevnte administrasjon 

resulterer i proteolyse av elastin i veggen av arterien eller venen, noe som fører tikl 

forstørrelse av diameteren av arterien eller venen; eller30

(f) behandle en blodåre hos et menneske for anvendelse i hemodialyse 

ved lokalt å administrere den farmasøytiske sammensetningen til veggen av åren 

hos mennesket, hvor nevnte administrasjon resulterer i proteolyse av elastin i 

veggen av  åren, noe som fører til forstørrelse av diameteren av åren.
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