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Patentkrav

1. Fremgangsmate for fremstilling av Igselig dikjede-BoNT/A-protein, nevnte
fremgangsmate omfatter:
a) & tilveiebringe et Igselig enkeltkjede-BoNT/A-protein;
b) & kontakte nevnte BoNT/A-protein med endoproteinase Lys-C (Lys-C) i
Igsning; og
c) a separere det Igselige BONT/A-proteinet fra Lys-C ved & bringe Igsningen
inneholdende Igselig BoNT/A-protein og Lys-C i kontakt med en hydrofob
overflate, hvor det Igselige BoONT/A-proteinet binder seg med preferanse til den

hydrofobe overflaten.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor det Igselige enkeltkjede-BoNT/A-proteinet blir
produsert (i) i en vertscelle, ved & uttrykke en nukleinsyre som koder for nevnte

enkeltkjede-BoNT/A-protein i et uttrykkssystem; eller (ii) i et in vitro-uttrykkssystem.

3. Fremgangsmate ifglge krav 2, hvor vertscellen er en bakteriell vertscelle og

uttrykkssystemet er et bakterielt uttrykkssystem.

4. Fremgangsmate ifglge krav 3, hvor det bakterielle uttrykkssystemet er et E. coli-

uttrykkssystem og vertscellen er en E. coli-celle.

5. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 2 til 4, hvor nevnte Igselige

enkeltkjede-BoNT/A-protein uttrykkes i cytoplasmaet til nevnte vertscelle.

6. Fremgangsmate ifglge hvilket som helst av kravene 2 til 5, hvor nevnte Igselige

enkeltkjede-BoNT/A-protein uttrykkes ved et nivd pa minst 5 mg/L.

7. Fremgangsmate ifglge hvilket som helst av kravene 2 til 6, omfattende lysering av
bakterien eller E. coli-vertscellen for @ tilveiebringe en bakterielt eller E. coli-

vertscellehomogenat inneholdende nevnte Igselige enkeltkjede-BoNT/A-protein.

8. Fremgangsmate ifglge hvilket som helst av kravene 1 til 7, hvor den hydrofobe
overflaten er en inert matrise som en ligand bestdende av aryl- eller alkylgrupper er
bundet til.
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9. Fremgangsmate ifglge krav 8, hvor liganden er valgt fra gruppen bestdende av:

butyl-, fenyl- eller oktylligander.

10. Fremgangsmate ifglge krav 9, hvor en hydrofob overflate med hgy ytelse blir

anvendt.

11. Fremgangsmate for fremstilling av en farmasgytisk eller kosmetisk sammen-
setning, omfattende trinnene:
a) 3 fremstille et Igselig dikjede-BoNT/A-protein ifslge hvilket som helst av
kravene 1 til 10;
b) & formulere dikjede-BoNT/A-proteinet som en farmasgytisk eller kosmetisk

sammensetning.

12. Fremgangsmate ifglge krav 11, hvor nevnte sammensetning omfatter mindre enn
5% enkeltkjede-BoNT/A, fortrinnsvis mindre enn 2% enkeltkjede-BoNT/A.

13. Fremgangsmate ifglge krav 11 eller 12, hvor nevnte sammensetning inneholder
endoproteinase Lys-C (Lys-C) i en konsentrasjon pa mindre enn 400 pg Lys-C per
100 ng BoNT/A-protein, eller mindre enn 300 pg Lys-C per 100 hg BoNT/A-protein,
eller mindre enn 200 pg Lys-C per 100 ng BoNT/A-protein, eller mindre enn 100 pg
Lys-C per 100 ng BoNT/A-protein, eller mindre enn 50 pg Lys-C per 100 ng BoNT/A-
protein, eller mindre enn 20 pg Lys-C per 100 ng BoNT/A-protein, eller mindre enn
15 pg Lys-C per 100 ng BoNT/A-protein, eller mindre enn 10 pg Lys-C per 100 ng
BoNT/A-protein.

14. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 11 til 13, hvor nevnte

sammensetning er en flytende eller fast sammensetning.

15. Fremgangsmate ifglge krav 14, hvor nevnte sammensetning omfatter et
stabiliseringsmiddel, nevnte middel er fortrinnsvis et ikke-proteinstabiliserende
middel.
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