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Данное изобретение относится к фарма-
цевтическим композициям, которые содержат
ботулинический нейротоксин Clostridium botuli-
num, причем этот нейротоксин свободен от
комплексообразующих белков, которые естест-
венным образом присутствуют в этом комплек-
се. Согласно данному изобретению показано,
что этот свободный нейротоксин в противопо-
ложность комплексу не приводит в пациентах к
индукции или приводит только к явно пони-
женной индукции нейтрализирующих антител.
Данное изобретение относится к применению
ботулинического нейротоксина Clostridium
botulinum для приготовления лекарственного
средства для лечения заболеваний нервной сис-
темы. Другой аспект данного изобретения отно-
сится к применению ботулинического нейро-
токсина Clostridium botulinum для косметиче-
ского лечения.

Токсиновый комплекс Clostridium botuli-
num типа А (Мr 900.000) применяют в течение
нескольких лет для терапии различных дисто-
ний. В настоящее время разрешены два различ-
ных содержащих этот комплекс препарата для
лечения блефароспазма, спазмов, относящихся к
одной половине лица, и спастической криво-
шеи: ВОТОХ® и DYSPORT®. Терапия других
заболеваний нервной системы (например, спа-
стичностей, мигрени, люмбаго, шейного син-
дрома и гиперсаливации) в настоящее время
клинически испытывается. Кроме того, эти пре-
параты применяются при косметических пока-
заниях, таких как гипергидроз (повышенное
потоотделение) и ярко выраженное образование
морщин. Другие токсиновые комплексы Clos-
tridium botulinum (типов В, С, D, E, F, G) также
пригодны для этих терапий. Правда, в настоя-
щее время в продаже отсутствует продукт, по-
ставляющий токсины типа B-G.

Комплексы ботулинических нейротокси-
нов состоят из смеси белков Clostridium botuli-
num. Это гемагглютинины с различными моле-
кулярными массами, нетоксичный не-
гемагглютинирующий белок (Мr приблизитель-
но 120.000) и нейротоксин (Мr приблизительно
150.000). Они образуют кислотоустойчивый
комплекс, который является ответственным за
пероральную токсичность при отравлениях пи-
щевыми продуктами. В противоположность
чистому нейротоксину этот комплекс выдержи-
вает агрессивную среду в желудочно-кишечном
тракте и делает возможным энтеральное всасы-
вание нейротоксина, который через кровообра-
щение или лимфатическую систему достигает
клеток-мишеней и там приводит в действие
блокаду высвобождения медиаторов. После это-
го происходит паралич поперечно-полосатой и
гладкой мускулатуры и прекращение различных
вегетативных функций. Отравившиеся пациен-
ты умирают от недостаточности дыхательной
мускулатуры. Так как чистый нейротоксин рас-
падается в желудочно-кишечном тракте и

вследствие этого не резорбируется в кишечнике,
после приема внутрь он не является ядовитым.
При парентеральном введении терапевтические
действия нейротоксина и комплекса не отлича-
ются друг от друга, так как комплекс разруша-
ется в ткани на его компоненты и только нейро-
токсин поглощается в клетках-мишенях.

Для терапевтического применения ком-
плекс, согласно современному уровню техники,
инъецируют непосредственно в дистоническую
или спастическую мышцу, где нейротоксин при
физиологическом рН высвобождается из ком-
плекса и оказывает желательное фармакологи-
ческое действие. Хотя комплекс применяют
лишь в исключительно низких дозах (1-25 нг, в
зависимости от показания и величины поражен-
ной мышцы), после повторяемых инъекций у
значительного числа пациентов начинается об-
разование специфических нейтрализующих ан-
тител, направленных против этого нейротокси-
на. Непосредственным следствием является то,
что положительные в отношении антител паци-
енты уже не реагируют на этот комплекс. Но
они могли бы лечиться другими типами токси-
нов, из которых, правда, ни один не разрешен
для применения в терапии. Если пациент пере-
пробует все типы токсинов и при этом образу-
ются против них антитела, то дальнейшее при-
менение комплекса ботулинического токсина
(все равно, какого типа) больше не будет помо-
гать. При этом следует учитывать, что каждый
прием комплекса способствует повышению
титра антител до точки, в которой дальнейшее
применение комплекса уже не имеет смысла,
так как больше уже не достигается никакой эф-
фект. До достижения заметного снижения титра
антител часто проходят годы, так что эти паци-
енты на протяжении продолжительного периода
времени не могут не лечиться (ботулиническим
нейротоксином).

Образованию специфических антител бла-
гоприятствуют два фактора. Во-первых, нейро-
токсин, фиксированный в комплексе, на протя-
жении более продолжительного времени нахо-
дится в ткани и может активировать попадаю-
щие в ткань блуждающие иммунные клетки к
образованию антител. Однако, большая про-
должительность пребывания не приводит к по-
вышенному поглощению в клетках-мишенях,
так как отравленные клетки-мишени больше не
могут поглощать никакой токсин. Медленно
диссоциирующий из комплекса нейротоксин
также действует только иммунологически. С
другой стороны, содержащиеся в комплексе
белки усиливают иммунный ответ. Гемагглюти-
нины являются лектинами, также белками, ко-
торые отличаются высокой аффинностью к оп-
ределенным сахарам. Благодаря связыванию с
сахарными структурами лектины действует им-
муностимулирующим образом. Так, удалось
показать, что лектины конканавалин А, фитоге-
магглютинин и митоген фитолакки американ-
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ской активируют Т- и В-лимфоциты. Гемагглю-
тинины комплекса ботулинического токсина,
которые также связываются с постоянно при-
сутствующими в мембранах сахарами, могут
функционировать таким же образом, что и им-
муноадъюванты, и способствовать образованию
антител и тем самым безуспешности терапии.

Поэтому задачей изобретения является
разработка альтернативного пути лечения вы-
шеуказанных заболеваний и нарушений. В част-
ности, согласно изобретению предлагается под-
ходящее биологически активное вещество, при
помощи которого могли бы лечиться пациенты,
у которых уже образовались нейтрализующие
антитела.

В качестве решения поставленной задачи,
в качестве альтернативы обоим коммерческим
препаратам из комплекса ботулинического ток-
сина типа А, ВОТОХ® и DYSPORT®, а также
альтернативы описаны в уровне техники ком-
плексам остальных типов (В, С, D, Е, G, G) бы-
ло создано новое лекарственное средство, кото-
рое содержит только чистый нейротоксин (типа
А или В, С, D, Е, F, G) и свободно от гемагглю-
тининов и других чужеродных белков. Вследст-
вие его небольшой молекулярной массы оно
диффундирует быстрее к клеткам-мишеням, в
которые оно поглощается, до того, как активи-
руются иммунные клетки, привлекаемые ге-
магглютининами. При исследовании антигенно-
сти было показано, что чистый нейротоксин
всех типов в отличие от коммерческих препара-
тов типа А и комплексов типов В, С не вызыва-
ет или вызывает образование очень небольшого
количества антител. При терапевтическом при-
менении этого нового разработанного лекарст-
венного средства (чистого нейротоксина типов
А, В, С, D, E, F, G) даже при повторяемых при-
менениях не наблюдается обусловленной анти-
телами несостоятельности действия терапии.
Далее, удалось показать, что чистые нейроток-
сины вследствие их моментальной биодоступ-
ности пригодны также и для лечения пациентов,
у которых после применения комплекса боту-
линического токсина, например, после лечения
ВОТОХ® и DYSPORT®, развился титр антител
против соответствующего типа (так называемые
вторичные нереспондеры) и, следовательно,
являются уже недоступными дальнейшему ле-
чению при помощи ВОТОХ® и DYSPORT®,
так как введение коммерческих токсинов уже не
приводит к снижению жалоб.

Лекарственное средство согласно изобре-
тению пригодно в качестве терапевтического
средства особенно для пациентов с титром ан-
тител против ботулинического токсина, в част-
ности против ботулинического токсина типа А.
Особенно пригодно фармацевтическое средство
данного изобретения (чистый нейротоксин или
смесь нескольких чистых нейротоксинов) в слу-
чае таких пациентов, которые обнаруживают
титр антител не более 50, предпочтительно не

более 30, более предпочтительно не более 20,
особенно предпочтительно не более 10, и наи-
более предпочтительно не более 5 мЕg/мл. При
этом 1 мЕg антител является тем количеством
антител, которое нейтрализует 10Еg токсина.

С другой стороны, лекарственное средство
данного изобретения может применяться пред-
почтительно такими пациентами, которые еще
никогда раньше или уже в течение многих лет,
не лечились ботулиническим нейротоксином,
так как их титр антител с самого начала являет-
ся низким или равным нулю. Преимущество
данного изобретения в этом случае состоит в
том, что титр этих пациентов не повышается,
или в крайнем случае очень несущественно по-
вышается, при обработке чистым токсином в
соответствии с данным изобретением. Другими
словами, терапевтическое средство согласно
изобретению может применяться на протяжении
продолжительного периода времени без потери
его действия.

Индукция антител при терапии токсином
С. botulinum тормозится, следовательно, тем,
что вместо высокомолекулярных токсических
комплексов вводится чистый нейротоксин.
Полностью отделенный от белков комплекса
нейротоксин является тотчас же биодоступным
и может связываться непосредственно с нерв-
ными окончаниями концевых пластинок двига-
тельных нервов.

Один аспект данного изобретения отно-
сится к фармацевтической композиции, которая
содержит по меньшей мере один из ботулиниче-
ских нейротоксинов Clostridium botulinum типов
А, В, С, D, Е, F или G (или смесь двух или более
из этих нейротоксинов) , причем все нейроток-
сины свободны от комплексообразующих бел-
ков, которые естественным образом присутст-
вуют в комплексе.

Согласно предпочтительной форме выпол-
нения речь идет о фармацевтической компози-
ции, которая отличается тем, что нейротоксин
или смесь нейротоксинов у пациентов не приво-
дит или, по сравнению с комплексами, приводит
лишь к уменьшенной индукции нейтрализую-
щих антител.

Следующая предпочтительная форма вы-
полнения предусматривает фармацевтическую
композицию, которая в качестве нейротоксина
или в качестве смеси нейротоксинов содержит
природный нейротоксин или смесь природных
нейротоксинов.

Следующая предпочтительная форма вы-
полнения предусматривает фармацевтическую
композицию, которая в качестве нейротоксина
или в качестве смеси нейротоксинов содержит
рекомбинантный нейротоксин или смесь реком-
бинантных нейротоксинов.

Следующая предпочтительная форма вы-
полнения фармацевтической композиции со-
гласно изобретению предусматривает компози-
цию, которая в качестве нейротоксина содержит
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нейротоксин Clostridium botulinum типа А или В
или в качестве смеси нейротоксинов смесь ней-
ротоксинов Clostridium botulinum типа А и В.

Следующий аспект данного изобретения
относится к применению ботулинических ней-
ротоксинов Clostridium botulinum типов А, В, С,
D, Е, F или G или смеси двух или более этих
нейротоксинов для приготовления лекарствен-
ного средства для лечения заболеваний нервной
системы или дистоний. При заболеваниях нерв-
ной системы или дистониях речь идет предпоч-
тительно о спастической кривошее и блефарос-
пазме, о спастичностях, таких как «конская сто-
па», спазмы, относящиеся к одной половине
лица, мигрени, люмбаго, шейный синдром или
гиперсаливация.

Еще один аспект данного изобретения от-
носится к применению ботулинических нейро-
токсинов Clostridium botulinum типов А, В, С, D,
Е, F или G или смеси двух или более этих ней-
ротоксинов для косметической терапии, причем
косметическая терапия для лечения гипергидро-
за и образования морщин, в частности, в облас-
ти лица, является особенно предпочтительной.

Наиболее предпочтительным согласно
изобретению является применение одного из
нейротоксинов отдельно или в смеси для приго-
товления лекарственного средства для лечения
вышеуказанных нервных заболеваний у таких
пациентов (предпочтительно человека, а также
и животного), которые уже обнаруживают ней-
трализующие антитела против комплекса боту-
линического нейротоксина, в частности, против
комплекса Clostridium botulinum типа А или В,
или против нескольких комплексов, в частно-
сти, против комплексов Clostridium botulinum
типа А и В (так называемых вторичных нерес-
пондеров).

Нейротоксины, их смеси или фармацевти-
ческие композиции согласно изобретению могут
находиться в виде водного раствора, в частно-
сти, в виде водного инъекционного раствора, а
также в виде лиофилизированных продуктов.

Известные сами по себе чистые нейроток-
сины типов A-G получали согласно протоколам,
которые содержатся в публикациях приведен-
ных в списке литературы. В качестве примера
описана очистка двух нейротоксинов (типа А и
В) в нижеследующих примерах.

Пример 1. Выделение чистого нейротокси-
на.

Чистый нейротоксин из Clostridium botuli-
num типа А получают согласно способу, кото-
рый основывается на способе DasGupta &
Sathyamoorty. Clostridium botulinum типа А
культивируют в ферментере на 20 л в среде,
которая состоит из 2% протеозопептона, 1%
дрожжевого экстракта, 1% глюкозы и 0,05%
тиогликолята натрия. После 72 ч роста токсин
осаждают добавлением 3н. H2SO4 (конечный рН
= 3,5). Осажденную и центрифугированную

биомассу экстрагируют 0,2М натрий-
фосфатным буфером рН 6,0.

После отделения нуклеиновых кислот оса-
ждением протаминсульфатом токсин осаждают
добавлением сульфата аммония. Солюбилизи-
рованный и диализованный против 50 мМ фос-
фата натрия рН 6,0 осадок связывают на колон-
ке ДЭАЭ-Сефадекса при том же самом показа-
теле рН и элюируют 150 мМ NaCl. Затем следу-
ет хроматография через колонку Сефадекса-
QAE, которая уравновешена 50 мМ Трис/НСl-
буфером рН 7,9. Токсин элюируют при помощи
NaCl-градиентов. На последней стадии токсин
хроматографируют через SP-Сефадекс при рН
7,0. При этом связанный токсин отделяют из
колонки при помощи NaCl-градиентов (0-300
мМ). Очищенный токсин анализируют в элек-
трофорезе в ДСН-полиакриламидном геле
(ДСН-ПААГ) и он обнаруживает чистоту 95 ±
5%. Биологическую активность определяют в
мышином LD50-тесте: одной LD50-единице соот-
ветствуют 4,8 пг белка.

Пример 2. Получение готового лекарст-
венного средства содержащего один ботулини-
ческий нейротоксин.

Готовят раствор очищенного нейротоксина
из примера 1, который содержит 200 мышиных
LD50-единиц, 10 мг сахарозы и 2 мг человече-
ского сывороточного альбумина на мл. По 0,5
мл раствора помещают во флаконы и лиофили-
зируют. Лиофилизаты восстанавливают в виде
раствора физиологическим раствором поварен-
ной соли и определяют биологическую актив-
ность. Флаконы содержат 100 ± 30 LD50- еди-
ниц.

Пример 3. Выделение чистого нейротокси-
на В.

Clostridium botulinum типа В культивируют
в той же самой среде и при тех же самых усло-
виях, что и Clostridium botuliaum типа А, и об-
рабатывают для осаждения сульфатом аммония.
Затем следует опять хроматография на ДЭАЭ-
Сефадексе при рН 6,0. Элюированные из колон-
ки 150 мМ NaCl фракции очищают и диализуют
против фосфата натрия рН 7,0, после чего про-
водят хроматографию на QAE-Сефадексе. Со-
держащие токсин фракции хроматографируют
затем с использованием ДЭАЭ-Сефадекс-
хроматографии при рН 8,5 (50 мМ Трис/HCl рН
8,5).

Наконец получают высокоочищенный бо-
тулинический токсин типа В с использованием
хроматографии на гидроксилапатите, уравнове-
шенном 10 мМ Na-фосфатом рН 8,0. Связанный
гомогенный токсин элюируют 80 мМ Na-
фосфатом рН 8,0 и сразу после этого определя-
ют, биологическую активность в LD50-тесте (2-4
х 107 LD50-единиц/мг белка).

Пример 4. Обнаружение антител.
20 кроликов инъецировали внутрикожно

25 Eg BOTOX® на протяжении 12 недель с ин-
тервалом 14 дней (5 инъекций). После 3 недель
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и после этого с интервалом 14 дней получали
сыворотку.

Антитела против нейротоксина A Clos-
tridium botulinum обнаруживали при помощи
иммуноферментного анализа с иммобилизацией
гомогенного нейротоксина на микротитрацион-
ном планшете. Связывающие нейротоксин ан-
титела определяли количественно с использова-
нием второго меченого ферментом антитела.

Результат представлен в табл. 1. Уже через
5 недель после первого применения можно было
обнаружить антитела у 5 кроликов. Через 11
недель содержали антитела против нейротокси-
на сыворотки 17 кроликов, следовательно 85%
используемых животных. В биологическом тес-
те определения активности было показано, что
12 из 17 сывороток содержали нейтрализующие
антитела (табл. 2).

Таблица 1. Определение проб сывороток (разведение 1:100)
кроликов, обработанных ВОТОХ®, с использованием им-
муноферментного анализа. Приведены OD490 нм > 0,1. Все

OD-показатели скорректированы при помощи OD-
показателей преиммунных сывороток

№ кро-
лика

3-я не-
деля

5-я не-
деля

7-я не-
деля

9-я не-
деля

11-я
неделя

1 � � � 0,11 0,36
2 � � � 2,36 2,23
3 � � 0,57 1,43 1,44
4 � � 0,68 1,68 0,93
5 � 0,97 3,52 3,49 3,44
6 � � 1,34 2,32 2,70
7 � � 2,13 3,09 3,00

8* � 0,53 1,47 2,75 2,75
9 � � 0,43 2,44 2,85

10 � � 2,99 3,15 2,73
11 � 0,10 2,42 2,45 1,93
12 � � � 1,13 1,95
13 � � � � 1,89
14 � � � � �
15 � � � � �
16 � � � � �
17 � 2,93 3,62 3,72 3,44
18 � � 1,18 2,28 2,62
19 � � 0,43 0,43 0,81
20 � 1,65 3,20 2,97 2,88

* Показатели не были скорректированы, так как не было
преиммунной сыворотки;
"-" обозначает оптическую плотность (OD490) <0,1.

Таблица 2. Нейтрализация при помощи сывороток кроликов,
обработанных ВОТОХ® (неделя 11 после первой иммуни-
зации), в мышином гемидиафрагмальном анализе (предел

детектирования: 0,35 мЕg/мл антител)
Кролик Нейтрализация мЕg/мл

1 2,0
2 н.о.
3 н.о.
4 >10
5 >100
6 н.о.
7 >10
8 >10
9 н.о.

10 н.о.
11 н.о.
12 >10
13 н.о.
14 н.о.
15 <0,35

16 0,4
17 >10
18 >10
19 2,0
20 >10

н.о. = не определяли

Пример 5. Тест на антигенность с коммер-
чески доступным продуктом и чистым нейро-
токсином.

После того как было показано, что ком-
плекс из нейротоксина и гемагглютининов и
нетоксического, негемагглютинирующего белка
индуцирует образование нейтрализующих анти-
тел, исследовали иммуногенное действие чисто-
го нейротоксина (типа А). Для этого обрабаты-
вали 8 кроликов комплексом токсина и 12 кро-
ликов чистым токсином. Согласно описанному
выше способу (см. пример 1), использовали 25
Eg каждого препарата посредством подкожного
введения. Количество нейротоксина, измерен-
ное по весу, было одинаковым в обоих препара-
тах (200 пг/доза), как было определено в ELISA.
ВОТОХ® содержал еще дополнительно ком-
плексные белки (около 800 пг/доза).

Четыре из восьми обработанных ВОТОХ®
животных обнаружили в ELISA титр антител, в
то время как у 12 обработанных чистым нейро-
токсином животных не были обнаружены анти-
тела против чистого нейротоксина. Этот резуль-
тат был подтвержден в тесте на биологическую
активность. Все четыре сыворотки кроликов
содержали титр нейтрализующих антител, кото-
рые ингибировали действие токсина (табл. 3).

Таблица 3. Нейтрализация сыворотками (разведение
1:3) кроликов, обработанных ВОТОХ® (неделя 11 после
первой иммунизации), в мышином гемидиафрагмальном
анализе (предел детектирования: 1 мЕд/мл антител)

Кролик Нейтрализация мЕg/мл
1 12 мЕg
2 >30 мЕg
3 4, 5 мЕg
8 >30 мЕg

Пример 6. (Сравнительный пример).
В этом эксперименте сравнивали образо-

вание антител при использовании ВОТОХ® с
образованием антител при использовании
DYSPORT®. Для этого в каждом случае десять
кроликов обрабатывали либо ВОТОХ® (группа
1), либо DYSPORT® (группа 2), либо чистым
нейротоксином (группа 3) согласно описанной
схеме.

В то время как в группе 1 и группе 2 более
50% животных образовали титр нейтрализую-
щих антител, сыворотки животных группы 3 не
содержали антител.

Пример 7. Клиническое испытание.
Пациент (в возрасте 45 лет), которого на

протяжении 5 лет лечили ВОТОХ® по поводу
спастической кривошеи, развил титр антител 3
мЕg/мл сыворотки. Ни ВОТОХ®, ни
DYSPORT® не были терапевтически эффектив-
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ными в случае этого пациента. Попытка терапии
чистым ботулиническим нейротоксином в дозе
145 Eg, которая была эквивалентна последней
инъецируемой дозе ВОТОХ®, в пределах 72 ч
привела к расслаблению мышцы, к нормализа-
ции положения головы и к исчезновению мы-
шечных болей. Нежелательные побочные дей-
ствия не были обнаружены.

Пример 8. Клиническое испытание.
Пациента (в возрасте 52 лет) в течение 3

лет лечили ВОТОХ® по поводу церебрального
пареза. Он развил титр антител 1 мЕg/мл сыво-
ротки, поэтому это лечение должно было быть
прекращено. Инъекция 200 Eg чистого нейро-
токсина сделала возможной успешное лечение.
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ

1. Применение ботулинических нейроток-
синов Clostridium botulinum типов А, В, С, D, Е,
F или G или смеси двух или более этих нейро-
токсинов, отличающееся тем, что нейротоксин
или смесь нейротоксинов свободны от комплек-
сообразующих белков, которые естественным
образом образуют комплексы с ботулинически-
ми нейротоксинами, для получения фармацев-
тического средства для косметического лечения
или для лечения дистоний или заболеваний
нервной системы пациентов, животных или че-
ловека, которые уже образовали нейтрализую-
щие антитела против таких ботулинических
нейротоксинов.

2. Применение по п.1, отличающееся тем,
что подлежащие лечению пациенты уже образо-
вали нейтрализующие антитела против ком-
плекса Clostridium botulinum типа А или В или
против комплекса Clostridium botulinum типа А
и В.

3. Применение по п.1 или 2, отличающееся
тем, что косметическое лечение осуществляется
для лечения гипергидроза.

4. Применение по одному из пп.1-3, отли-
чающееся тем, что косметическое лечение осу-
ществляется для лечения образования морщин.

5. Применение по п.4, отличающееся тем,
что косметическое лечение для лечения образо-
вания морщин осуществляется в области лица.

6. Применение по п.1 или 2, отличающееся
тем, что в случае заболеваний нервной системы
или дистоний речь идет о спастической криво-
шее, блефароспазме, спастичностях, таких как
«конская стопа», спазмы, относящиеся к одной
половине лица, мигрени, люмбаго, шейный син-
дром или гиперсаливация.
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