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Patentkrav:

1. Anvendelse av Lys-C for proteolytisk behandling av en enkeltkjedet
botulinumneurotoksin serotype A (BoNT/A) ved hydrolyse for 8 fremstille di-kjede

botulinum-neurotoksin serotype A (BoNT/A).

2. Anvendelse ifglge krav 1, der den enkeltkjedete botulinumneurotoksin serotype A

(BoNT/A) er et naturlig forekommende neurotoksin, et rekombinant neurotoksin eller
modifisert neurotoksin, slik som et neurotoksin som mangler den naturlige Hc domene
eller deler derav eller derivater med andre aminosyrerester som erstatter neurotoksin

Hc. domene.

3. Anvendelse ifglge krav 2, det den enkeltkjedete botulinumneurotoksin serotype A
(BoNT/A) omfatter en aminosyresekvens som har minst 50% sekvensidentitet med en

polypeptidsekvens valgt fra en hvilken som helst av SEQ ID NO: 3 til 25;

fortrinnsvis hvor Lys-C hydrolyserer den enkeltkjedete botulinumneurotoksin
serotype A (BoNT/A) i en stilling umiddelbart C-terminalt til en basisk
aminosyrerest innenfor nevnte sekvens av en hvilken som helst av SEQ ID NO:
3 til 25.

4. Fremgangsmate for fremstilling av et proteolytisk behandlet polypeptid omfattende

trinnet for a kontakte:

(A) et fgrste polypeptid, det fgrste polypeptid er Lys-C; med

(B) et andre polypeptid, der det andre polypeptid er mottagelig for proteolyse
av det fgrste polypeptidet;

hvor nevnte kontakt resulterer i proteolytisk behandling av det andre polypeptidet i
minst to spaltningsprodukter;

hvor det andre polypeptidet er en enkeltkjedet botulinumneurotoksin serotype A
(BoNT/A) og hvor det fgrste polypeptidet hydrolyserer den enkeltkjedete
botulinumneurotoksin serotype A (BoNT/A) for & fremstille en di-kjede botulinum-

neurotoksin serotype A (BoNT/EN).

5. Fremgangsmate ifglge krav 4, der det nevnte enkeltkjedete botulinumneurotoksin
serotype A (BoNT/A) er et naturlig forekommende neurotoksin, et rekombinant
neurotoksin eller modifisert neurotoksin, slik som et neurotoksin som mangler det

naturlige Hc domene eller deler derav eller derivater med andre aminosyrerester som
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erstatter neurotoksin Hc domene.

6. Fremgangsmate ifglge krav 5, der det andre polypeptidet omfatter en
aminosyresekvens som har minst 50% sekvensidentitet med en polypeptidsekvens
valgt fra en hvilken som helst av SEQ ID NO: 3 til 25;

fortrinnsvis hvor det fgrste polypeptidet spalter proteolytisk det andre
polypeptidet i en stilling umiddelbart C-terminalt til en basisk aminosyrerest

innenfor nevnte sekvens av en hvilken som helst av SEQ ID NO: 3 til 25.

7. Anvendelse ifglge et hvilket som helst av kravene 1-3 eller fremgangsmate ifglge et
hvilket som helst av kravene 4-6, hvor C-terminalen av L-kjeden og N-terminalen av
H-kjeden av di-kjeden botulinumneurotoksin serotype A (BoNT/A) er identiske med
den tilsvarende di-kjede botulinumneurotoksin serotype A (BoNT/A) isolert fra villtype-

klostridier.

8. Anvendelse ifglge et hvilket som helst av kravene 1-3 eller 7 eller fremgangsmate
ifglge et hvilket som helst av kravene 4-7, hvor di-kjeden botulinumneurotoksin
serotypen A (BoNT / A) har en identisk aminosyresekvens i sammenligning med det
tilsvarende botulinumneurotoksin di-kjede serotype A (BoNT/A)-polypeptid generert
fra samme enkeltkjede botulinumneurotoksin serotype A (BoNT/A) polypeptid i

klostridier av villtype.

9. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 4-8, der kontakten skjer i en

celle, i et cellelysat eller i et renset cellelysat.



