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Beschreibung
Einleitung

[0001] Diese Erfindung wurde im Rahmen von Forschung gemacht, die vom National Institutes of Health ge-
fordert wurde. Die US-Regierung kann gewisse Anrechte auf diese Erfindung haben.

Bereich der Erfindung

[0002] Die vorliegende Erfindung hat die Herstellung von Zusammensetzungen zur systemischen Verabrei-
chung von oral angewendeten Impfstoffen und therapeutischen Wirkstoffen mittels eines modifizierten Botuli-
num-Toxins zum Gegenstand, wobei das Toxin seine Fahigkeit, durch die Darmwand zu gelangen, beibehalt,
jedoch so verandert wurde, dass es nicht toxisch ist.

Hintergrund der Erfindung

[0003] Neurotoxine von Clostridium sind die wirksamsten Protein-Toxine, die bekannt sind. Das von Clostri-
dium tetani produzierte Neurotoxin (Tetanus-Toxin) wird beim Menschen als Erscheinung von offenen Wunden
angetroffen. Eine Tetanus-Vergiftung stellt mittlerweile jedoch, zumindest in den industrialisierten Landern, kei-
ne UbermaRige Gefahr fur die offentliche Gesundheit mehr dar, dank der Verfligbarkeit und weitverbreiteten
Verwendung von sicheren, effektiven und kostengtinstigen Impfstoffen. Diese Impfstoffe stellen im Wesentli-
chen einen durch Formalin inaktivierten Kulturtiberstand von in Fermentern geziichtetem C. tetani dar.

[0004] Botulinum-Neurotoxin (BoNT), welches von den Organismen Clostridium botulinum, Clostridium buty-
ricum und Clostridium baratii gebildet wird, ist das potente ursachliche Mittel, das mit der Krankheit Botulismus
in Verbindung steht (Simpson, L. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 26 (1986), 427-453). Der Mensch ist diesem
Neurotoxin im Allgemeinen durch eine Lebensmittelvergiftung ausgesetzt, obwohl auch einige seltene Falle
von Wund-Botulismus aufgetreten sind. Eine dem Tetanus-Impfstoff ahnlicher Impfstoff wurde entwickelt, um
gegen die Vergiftung mit Botulinum-Toxin zu schitzen. Da es jedoch sieben verschiedene Serotypen des Bo-
tulinum-Toxins gibt, kann ein vollstandiger Schutz mit diesen inaktivierten Toxinen nur dadurch gewahrleistet
werden, indem sieben verschiedenen Impfstoffe herstellt und zur Verabreichung miteinander kombiniert wer-
den. Zum gegenwartigen Zeitpunkt sind nur funf der sieben Serotypen im Botulinum-Toxin-Impfstoff vertreten.
Ferner bestehen einige der Serotypen aus Stdmmen, die in Kultur keine hohen Toxinkonzentrationen produ-
zieren. Demnach sind Kultivierung, Aufreinigung und Inaktivierung der Toxine zur Verwendung in Impfstoffen
infolge des hohen Risikos, das mit der Handhabung voll aktiver Toxine einhergeht, sowohl zeitaufwendig als
auch kostspielig (Clayton et al. Infection and Immunity 63 (7) (1995), 2738-2742). Zum gegenwartigen Zeit-
punkt ist dieser Impfstoff ausschliesslich tber das Center of Desease Control zu hauptsachlich experimenteller
Verwendung verfligbar.

[0005] Im typischen Falle ist Botulismus die Folge der Aufnahme von Nahrung, die durch das Toxin verdorben
wurde, oder der Aufnahme von Nahrung, die mit Organismen, welche das Toxin im Darm herzustellen im Stan-
de sind, infiziert wurde. Ungeachtet seines Ursprungs wird das Botulinum-Toxin als relativ ungiftiges, einzel-
kettiges Polypeptid synthetisiert, mit einem Molekulargewicht von etwa 150 kDa. Um vollstandig toxisch zu
werden, muss es einer posttranslationalen Prozessierung unterzogen werden, wobei das Molekdl von einer
Protease gespalten wird. Dabei entsteht eine zweikettige Struktur, in welcher die schwere Kette (etwa 100.000
Dalton) tber eine Disulfidbindung mit einer leichten Kette (etwa 50.000 Dalton) verbunden ist. Das zweikettige
Molekul ist das Holotoxin, das fur die biologische Aktivitat verantwortlich ist. BONT gelangt vom Darm in die
allgemeine Blutbahn (Lymphe und Blut) und wird so zu den cholinergen Nervenendigungen hinverteilt, welche
die Zielorte der Giftwirkung darstellen. Das Toxin dringt in diese Nerven ein, wo es als Zink-abhangige Endo-
protease fungiert und zur Exocytose unentbehrliche Polypeptide spaltet (Montecucco, C. und Schiavo, G. Mol.
Microbiol. 13 (1994), 1-8). Das Spalten dieser Polypeptide flhrt zu einer Unterbindung der Transmitteraus-
schuttung und zur LAhmung.

[0006] Von der schweren Kette des Toxins wird angenommen, dass sie zur Bindung und zum Transport des
Toxins von der Aul3en- zur Innenseite der cholinergen Nervenendigungen unentbehrlich ist, wahrend die leich-
te Kette die Zink-abhangige Endoprotease-Aktivitat aufweist, welche firr die Fahigkeit des Toxins, die choliner-
gen Nervenendigungen zu vergiften, verantwortlich ist (Neimann et al. Behring Inst. Mitt. 89 (1991), 153-162).
Dementsprechend sind Impfstoffe gegen Botulismus, die ein ungiftiges carboxyterminales 50 kDa-Fragment
von Clostridium botulinum umfassen, beschrieben worden. LaPenotiere et al. Toxicon 33 (10) (1995), 1383-6
und Clayton et al. Infection and Immunity 63 (7) (1995) 2738-2742. Ferner wurde vorgeschlagen, dass dieses
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hoch selektive Neurotoxin und Tetanustoxin in ein nicht toxisches therapeutisches Werkzeug umgewandelt
werden kann, welches zur Verabreichung von Arzneistoffen, Hormonen, Enzymen oder antiviralen Wirkstoffen
in das Zentralnervensystem eingesetzt werden kann.

Zusammenfassung der Erfindung

[0007] Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein modifiziertes Botulinum-Toxin bereitzustellen, wel-
ches seine Fahigkeit, vom Darm in die allgemeine Blutbahn zu gelangen, beibehalt, dabei jedoch nicht toxisch
ist, und welches somit als oraler Impfstoff fiir antigene Peptide, einschlieRlich des Botulinum-Toxins, sowie zur
oralen Verabreichung von anderen therapeutischen Mitteln in die allgemeine Blutbahn verwendet werden
kann.

Kurze Beschreibung der Abbildungen

[0008] Fig. 1 stellt ein Diagramm des nativen Botulinum-Toxins dar. Diese Figur zeigt die leicht Kette mit dem
Zink-bindenden Motiv, die tiber eine Disulfidbindung mit der schweren Kette des nativen Toxins verbunden ist.

[0009] Fig. 2 stellt ein Diagramm dar, das ein Beispiel eines modifizierten Botulinum-Toxins der vorliegenden
Erfindung aufzeigt. Diese Figur zeigt die leichte Kette mit einem modifizierten Zink-bindenden Motiv, die mit der
intakten schweren Kette des Botulinum-Toxins verbunden ist.

Genaue Beschreibung der Erfindung

[0010] Eine der groRten Herausforderungen der modernen Medizin ist die Entwicklung von Arzneistoffen, die
auf oralem Wege verabreicht werden kénnen. Die Entwicklung von oralen Peptidimpfstoffen, welche systemi-
sche Immunitat hervorrufen, hat sich als besonders problematisch erwiesen. Schwierigkeiten, die bei der Ent-
wicklung von oralen Peptidimpfstoffen auftreten, umfassen: Abbau, wenn sie Bedingungen wie niedrigem
pH-Wert und der Einwirkung von proteolytischen Enzymen im menschlichen Darm ausgesetzt sind; wenn die
antigene Domane des die Krankheit auslésenden Erregers zu groR ist, um eine signifikante nicht-spezifische
Diffusion vom Darmlumen in die allgemeine Blutbahn zu ermdglichen; aulRerdem erscheint es unméglich, Pep-
tidimpfstoffe zu entwerfen, die ausbeuterisch an Rezeptoren im Darm binden und einen aktiven Transport in
die allgemeine Blutbahn durchlaufen. Trotz dieser Schwierigkeiten wurden hinsichtlich der Suche nach oralen
Impfstoffen betrachtliche Anstrengungen unternommen. So wurde beispielsweise vor kurzem die Idee, mani-
pulierte Nahrungsmittel wie zum Beispiel Karoffeln oder Bananen als Vektoren fir breitgefacherte Impfungen
zu verwenden, vorgeschlagen. Das Manipulieren eines Nahrungsmittels, welches sodann verdaut wird, mit
dem antigenen Peptid Uberwindet diese Schwierigkeiten jedoch nicht. Dementsprechend besteht ein Bedarf
an Verabreichungsmitteln flir Arzneistoffe, welche zuverlassig und reproduzierbar ein antigenes Peptid oder
andere therapeutische Mittel vom Darm in die allgemeine Blutbahn einschleusen.

[0011] Die vorliegende Erfindung hat die Verwendung eines Botulinum-Toxins zur Herstellung eines oralen
Impfstoffs zum Gegenstand, wobei mindestens beide His-Aminosauren und die Glu-Aminosaure des Zink-bin-
denden Motivs His-Glu-X-X-His der leichten Kette des Toxin mutiert sind und wobei das Botulinum-Toxin nicht
toxisch und in der Lage ist, aus dem Darm in die allgemeine Blutbahn zu gelangen.

[0012] Die vorliegende Erfindung beschreibt ein modifiziertes Botulinum-Toxin, das die oben erwahnten Mu-
tationen aufweist und das als orales Verabreichungsmittel fiir antigene Peptide, umfassend, aber nicht darauf
beschrankt, Botulinum-Toxin und andere therapeutische Mittel, zum Einschleusen in die allgemeine Blutbahn
verwendet werden kann. Es wurde inzwischen erkannt, dass das Botulinum-Toxin vom Darm in die allgemeine
Blutbahn gelangt, indem es an serospezifische Rezeptoren an der mukosalen Seite der in einer einzelligen
Schicht wachsenden polarisierten Darmzellen bindet. Gebundenes Toxin wird aktiv durch die Zellen hindurch
transportiert und intakt und unverandert auf der serosalen Seite der einzelligen Schicht abgeliefert. Es wurde
vorgeschlagen, dass zusatzliche Proteine wie zum Beispiel Hamagglutinin, welches ein Bestandteil des nicht
kovalenten Komplexes von Proteinen, zu denen von Clostridium ausgeschiedene Butolinum-Toxin gehért, ist,
moglicherweise die Bindung und den Transport des Toxins durch die Darmwand hindurch vermitteln. Versuche,
die mit einer rekombinanten Form des Holotoxins durchgefiihrt wurden, haben jedoch gezeigt, dass das Botu-
linum-Toxin selbst die bindende Domane besitzt, die die Rezeptoren an der Oberflache der Darmzellen er-
kennt. Des weiteren konnte nun gezeigt werden, dass die oben beschriebenen Modifikationen am Zink-binde-
nen Motiv His-Glu-X-X-His der leichten Kette des Toxins ausgefiihrt werden kénnen, um es nicht toxisch zu
machen, ohne dabei die Fahigkeit des Proteins, vom Darm in die allgemeine Blutbahn zu gelangen, zu veran-
dern. Dementsprechend wird im Sinne der vorliegenden Erfindung unter dem Begriff "modifiziertes Botuli-
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num-Toxin" ein Botulinum-Toxin verstanden, das die oben beschriebenen Modifikationen aufweist und das sei-
ne Fahigkeit, vom Darm in die allgemeine Blutbahn zu gelangen, beibehalt, aber nicht toxisch ist.

[0013] Unter dem Begriff "nicht toxisch" im Sinne dieser Erfindung wird folgendes verstanden: Wird eine cho-
linerge Nervenendigung dem modifizierten Botulinum-Toxin ausgesetzt, so flhrt dies nicht zu einer Blockade
der Transmitterausschuttung in den Nervenendigungen und zur LAhmung. Die Auswirkungen von Veranderun-
gen am Botulinum-Toxin, welche dieses nicht toxisch machen, auf seine Fahigkeit, vom Darm in die allgemeine
Blutbahn zu gelangen, kénnen routinemafig gemaf den hierin gelieferten Methoden durchgefihrt werden, so
dass Fachleute die in der vorliegenden Erfindung zu verwendenden modifizierten Botulinum-Toxine zu identi-
fizieren vermogen. In dieser Definition von modifizierten Botulinum-Toxinen sind Botulinum-Toxine enthalten,
die zusatzlich ein ausgewahltes Antigen fiir ein Protein, welches nicht das Botulinum-Toxin ist, oder ein thera-
peutisches Mittel umfassen.

[0014] Es wurden Mittel hergestellt, die ein Botulinum-Neurotoxin umfassen, in welchem das Zink-bindene
Motiv der leichten Kette des Holotoxins inaktiviert worden war. Das derart modifizierte Toxin ist nicht toxisch,
da das Holotoxin die Fahigkeit, eine neuromuskulare Blockade auszuldsen, nicht beibehalt; diese Veranderung
an der leichten Kette hat jedoch keine negative Auswirkung auf die Fahigkeit des Restes des Toxin-Molekiils,
vom Darmlumen in die allgemeine Blutbahn zu entweichen. Im Besonderen wurden mindestens drei Amino-
sauren, die das Zink-bindende Motiv der leichten Kette umfassen, modifiziert. Im Einzelnen wurden die Ami-
nosauren His (an Position 229), Glu (an Position 230) und His (an Position 233) der nativen Sequenz durch
die Aminosauren Gly, Thr beziehungsweise Asn ersetzt, was in SEQ ID No: 1 resultierte. Die Nucleinsaurese-
quenz, die dieses modifizierte Botulinum-Toxin codiert, ist als SEQ ID No: 2 dargestellt. Diese Aminosauresub-
stitutionen unterbinden die Fahigkeit des Holotoxins, katalytisches Zink oder andere divalente Kationenen zu
binden.

[0015] In weiteren Versuchen konnte aufierdem gezeigt werden, dass ungeschnittenes oder einzelkettiges
Botulinum-Toxin ebenso bindet und durch die Darmwand hindurch transportiert wird. Dementsprechend um-
fassen gemaf der vorliegenden Erfindung zu verwendende modifizierte Botulinum-Toxine auch Zusammen-
setzungen, in denen die Spaltstelle entfernt wurde.

[0016] Die biologische Aktivitat eines modifizierten Botulinum-Toxins, so wie es in der vorliegenden Erfindung
zu verwenden ist, wurde mittels eines in vivo-Toxizitatstests, mittels der in vitro-Aktivitat eines Nervus phreni-
cus-Hemidiaphragma-Praparats der Maus sowie mittels der enzymatischen Aktivitat in rohen Synaptosomen-
praparationen bestimmt. Fur diese Versuche wurde das modifizierte Botulinum-Toxin, hierin als modifiziertes
rekombinantes oder modifiziertes rBoNT/C bezeichnet, mit Hilfe stellengerichteter Mutagenese aus Botuli-
num-Toxin Serotyp C erzeugt, um so das Zink-bindende Motiv der leichten Kette des Holotoxins, welches fir
die Endoprotease-Aktivitat unentbehrlich ist, zu desaktivieren. Es kdnnen jedoch auch andere Methoden der
Peptidsynthese verwendet werden, welche folgende Techniken umfassen, jedoch nicht auf diese beschrankt
sind: biochemische Methoden wie zum Beispiel enzymatisches Schneiden der Peptide und Quervernetzen der
daraus resultierenden Fragmente, wie sie routinemafig von Fachleuten durchgefiihrt werden. Angesichts der
strukturellen und funktionellen Ahnlichkeiten der Botulismus-Serotypen kénnen Fachleute ferner routinemaRig
modifizierte Botulinum-Toxine aus anderen Serotypen, nicht nur dem Botulinum-Serotyp C, herstellen. Alle Se-
rotypen des Botulinum-Toxins werden beispielsweise als relativ inaktive Vorlaufersubstanzen mit einem Mole-
kulargewicht von etwa 150.000 synthetisiert. In jedem Fall muss die Vorlaufersubstanz durch eine Protease
~gespalten” werden, um ein zweikettiges Molekil zu erzeugen, das eine schwere Kette (100.000 kDa) enthalt,
welche Uber eine Disulfidbindung mit der leichten Kette (50.000 kDa) verbunden ist. Jeder Serotyp des Botu-
linum-Toxins wirkt vorzugsweise auf cholinerge Nervenendigungen und blockiert die Ausschittung des Trans-
mitters, wobei die schwere Kette hauptsachlich als eine auf Gewebe abzielende Domane fungiert, die das To-
xin zu den cholinergischen Nervenendigungen leitet, die leichte Kette dagegen im Inneren der Nervenendigun-
gen wirkt und die Ausschittung des Transmitters blockiert. Dabei ist es die leichte Kette eines jeden Serotyps,
welche als Zink-abhangige Metallo-Endoprotease fungiert und ein oder mehrere Mitglieder einer Polypeptidfa-
milie spaltet, die zur Transmitterausschiittung unentbehrlich sind. In jedem Serotyp ist ein Zink-bindendes Mo-
tiv His-Glu-X-X-His (SEQ ID No: 3) vorhanden, welches fiir die enzymatische Aktivitat unerlasslich ist. Eine Mo-
difikation des bindenden Motivs fuhrt unweigerlich zum Verlust der enzymatischen Aktivitat. Ferner zeigt das
Alignment der Nucleinsaure- und der Aminosauresequenzen flir einen Teilbereich eines jeden Serotyps, der
den Bereich des Zink-bindenden Motivs umfasst, ein hohes Maf} an identischen Sequenzen in den Bereichen,
die zu dem Zink-bindenden Motiv benachbart sind und dieses umfassen. Demnach sind Beispiele, in denen
Botulinum Serotyp C verwendet wurden, stellvertretend fiir die gesamte Klasse.

[0017] In vivo-Toxizitatstests des modifizierten rBoNT/C-Holotoxins zeigten, dass das modifizierte Botuli-
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num-Toxin mit Mutationen im Zink-bindendem Motiv wahrend einer der Verabreichung folgenden 16 Wochen
langen Beobachtungsphase keinerlei akute Toxizitat in Mausen hervorrief, nicht einmal in hohen Dosen (10 ug
pro Tier, i.p.). In keinem der Tiere konnte eine sichtbare Neurotoxizitat oder andere offensichtlich schadliche
Wirkungen beobachtet werden. Im Gegensatz dazu starben Mause, denen 100 ng natives BoNT/C i.p. injiziert
worden war, innerhalb von 2 bis 2,5 Stunden nach der Injektion.

[0018] Die in vitro-Toxizitat des modifizierten BoNT/C-Holotoxins wurde ebenfalls mit der des nativen BoNT/C
in Nervus phrenicus-Hemidiaphragma-Praparaten der Maus verglichen. Es stellte sich heraus, dass der Zusatz
von modifiziertem Botulinum-Toxin zu den Nervus phrenicus-Hemidiaphragma-Praparaten keine neuromusku-
lare Blockade hervorrief (1 x 107'° M; n = 4). Im Gegensatz dazu rief der Zusatz von nativem BoNT/C (1 x 107"
M; n = 8) ausnahmlos Ubertragungslahmung hervor (Mittelwert + Standardfehler = 152 + 17 min.).

[0019] Die Fahigkeit dieses modifizierten Botulinum-Toxins, eine Immunreaktion hervorzurufen, wurde auch
nach oraler (p.o.) Verabreichung sowie subkutaner (s.c.) Injektion getestet. Wie mittels Immunblotanalyse be-
stimmt werden konnte, riefen sowohl die p.o. als auch die s.c. Verabreichung von modifiziertem rBoNT/C-Ho-
lotoxin eine systemische Antikérperbildung hervor. Dementsprechend behielt das modifizierte Botulinum-Toxin
der vorliegenden Erfindung seine Fahigkeit bei, den Durchgang durch den Darm zu Uberstehen sowie eine ak-
tive Translokation aus dem Darm heraus zu durchlaufen. Dies wird weiterhin durch die Erkenntnis untermauert,
dass eine s.c. Verabreichung einer nicht-homogenen Aufbereitung des modifizierten Botulinum-Toxins, welche
kleine Mengen fremder Proteine enthielt, dazu fahig ist, eine Immunantwort gegen diese Fremdproteine her-
vorzurufen, wahrend eine p.o. Verabreichung nur Antikérper gegen das modifizierte Botulinum-Toxin hervor-
ruft.

[0020] Der Schutzeffekt der Antikorper, der durch die p.o. und s.c. Verabreichungen des modifizierten Botuli-
num-Toxins ausgeldst wird, wurde daraufhin sowohl in Serumneutralisations- als auch in in vivo-Toxozitatstests
bewiesen. Unabhangig vom Verabreichungsweg ist Serum von mit modifiziertem Botulinum-Toxin immunisier-
ten Tieren fahig, eine hohe Dosis (~ 10.000 LD,,) von nativem BoNT/C zu inaktivieren. In dhnlicher Weise be-
wirkten eine Immunisierung mit dem modifizierten Botulinum-Toxin, entweder auf dem p.o. oder dem s.c. Weg,
in in vivo-Toxozitatstests eine drastische Abschwachung der Wirkung einer nachfolgenden Injektion von nati-
vem Toxin. Tiere, denen das modifizierte Botulinum-Toxin auf oralem Wege verabreicht wurde, hatten mindes-
tens drei Monate lang nachweisbare Antikdrper im Serum. Ferner waren Tiere, die das modifizierte Botuli-
num-Toxin entweder p.o. oder s.c. erhalten hatten, drei Monate nach der dritten Wiederholungsimpfung gegen
natives BoNT/C geschiitzt.

[0021] Die Ergebnisse aus diesen Versuche beweisen demnach, dass in Ubereinstimmung mit den hierin ge-
lieferten Lehren ein modifiziertes Botulinum-Toxin hergestellt werden kann, welches nicht toxisch ist, jedoch
seine Fahigkeit, vom Darm in die allgemeine Blutbahn zu gelangen und schiitzende Antikérper hervorzurufen,
beibehalt. Ferner sind Zusammensetzungen, die ein modifiziertes Botulinum-Toxin, wie oben beschrieben, um-
fassen, als orale Impfstoffe gegen Botulismus in Tieren eindeutig wirksam.

[0022] Da diese oben beschriebenen modifizierten Botulinum-Toxine ihre Fahigkeit beibehalten, aus dem
Darm zu translozieren und intakt in die allgemeine Blutbahn abgegeben zu werden, kénnen diese modifizierten
Botulinum-Toxine dartiberhinaus als Verabreichungsvehikel bei der oralen Verabreichung von Antigenen fir
andere Proteine, auer Botulinum-Toxin, und von therapeutischen Mitteln in die allgemeine Blutbahn verwen-
det werden. Es bestehen verschiedene Mdglichkeiten, in denen das modifizierte Botulinum-Toxin als Trager
von oralen Impfstoffen verwendet werden kénnte. Da die Inaktivierung des Zink-bindenden Motivs der leichten
Kette die Fahigkeit des Toxins, vom Darm zu translozieren, nicht negativ beeintrachtigt, kann beispielsweise
das Zink-bindende Motiv des nativen Botulinum-Toxins durch ein ausgewahltes Antigen fur ein anderes Protein
ersetzt werden, d. h. ein anderes Protein als das Botulismus-Protein, um so einen oralen Impfstoff gegen die-
ses andere Protein herzustellen. Alternativ dazu kénnen hinlénglich bekannte Methoden der Proteinchemie
und der Molekularbiologie verwendet werden, um das ausgewahlte Antigen oder einen Teil davon an ein mo-
difiziertes Botulinum-Toxin anzuhangen. Das daraus resultierende modifizierte Botulinum-Toxin ware nicht nur
nicht toxisch, sondern wirde obendrein seine Fahigkeit, vom Darm in die allgemeine Blutbahn zu gelangen,
beibehalten, so dass das ausgewahlte Antigen, sofern es oral verabreicht wird, die allgemeine Blutbahn errei-
chen und eine systemische Immunantwort gegen das Protein hervorrufen wiirde. Beispiele von Impfstoffen,
die mit dem modifizierten Botulinum-Toxin oral verabreicht werden kénnen, schlielen ein, sind aber nicht dar-
auf beschrankt: Impfstoffe gegen Bacille Calmette-Guerin, Cholera, Diphtherie, Hepatitis B, Masern, Meningi-
tis, Mumps, Keuchhusten, Pest, Polio, Tollwut, Rételn, Wundstarrkrampf, Typhus und Gelbfieber. Der orale
Impfstoff kann entweder einzeln oder in Kombination verabreicht werden, wie zum Beispiel DTP (Diphtherie,
Wundstarrkrampf, Keuchhusten). Die Méglichkeit, orale Impfstoffe zu verabreichen, ist insbesondere in geo-
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graphischen Regionen wichtig, in denen medizinisches Personal nicht jederzeit zur Verfigung steht. Dartiber-
hinaus wurde ein oraler Impfstoff gemaR der vorliegenden Erfindung au3er dem geringeren Bedarf an Fach-
personal einen weiteren wichtigen 6konomischen Vorteil darstellen, indem er die in Verbindung mit Spritzen
zur Injektion und/oder mit der Entsorgung von gebrauchten Spritzen auftretenden Kosten minimieren wirde.

[0023] Rezepturen von oralen Impfstoffen, die gemaf der vorliegenden Erfindung hergestellt wurden, umfas-
sen das modifizierte Botulinum-Toxin in einem pharmakologisch vertraglichen Trager wie zum Beispiel steriler
physiologischer Kochsalzlésung, steriler Kochsalzlésung mit 0,1% Gelatine oder steriler Kochsalzldsung mit
1,0 mg/ml Rinderserumalbumin. Alternativ dazu kann das hierin beschriebene modifizierte Botulinum-Toxin
gentechnisch in eine Pflanze hinein manipuliert werden, so dass die von diesen Pflanzen hervorgebrachten
Nahrungsmittel wie zum Beispiel eine Kartoffel oder eine Banane als Vektoren fiir breit angelegte Impfungen
dienen. Methoden der gentechnischen Manipulation von Pflanzen zur Expression von Fremdpeptiden sind un-
ter Fachleuten hinlanglich bekannt, wie unter PCT/US96/09558, eingereicht am 6. Juni 1996, beispielhaft dar-
gestellt.

[0024] Die modifizierten Botulinum-Toxine, wie sie hierin beschrieben werden, sind auch zur Herstellung von
chimaren oralen Therapeutika nitzlich. In dieser Ausfihrungsform kann ein therapeutisches Mittel an ein mo-
difiziertes Botulinum-Toxin gekoppelt werden, um zwei breitgefacherte Gruppen von oral verabreichten Mole-
kilen zu erhalten: (1) neue Arzneistoffe mit biologisch stabilen Verbindungen, und (2) Konjugat-Prodrugs mit
biologisch oder chemisch instabilen Verbindungen, welche sich nach Erreichen der Blutbahn vom Trager ab-
I6sen. Beispiele von chimaren therapeutischen Techniken werden allgemein in Lautenslager, G.T. und Simp-
son, L.L., "Chimeric Molecules Constructed with Endogenous Substances," Advances in Molecular and Cell
Biology, Bd. 9 (1994), S. 233-262, JAl Press, Inc. beschrieben. Beispielsweise kann ein therapeutisches Peptid
an ein modifiziertes Botulinum-Toxin gekoppelt werden, um somit ein Mittel zu erzeugen, welches die Eigen-
schaften des Substituenten besitzt, jedoch oral verabreichbar ist. Ein Beispiel dafir wéare die Erzeugung eines
oral verabreichten thrombolytischen Mittels. Ein Fusionsprotein, das durch die Kombination von P-Selektin und
Gewebe-Plasminogen-Aktivator (TPA) hergestellt wurde, ist eine viel versprechende Chimare, welche throm-
bolytische Aktivitat exprimiert und auf die Thromben zielt. Diese Chimare muR in die Blutbahn eingefuhrt wer-
den. Unter Verwendung von entweder molekularbiologischen Methoden oder Methoden der Proteinchemie
koénnte dieses chimare Molekil 'erster Ordnung' jedoch an ein modifiziertes Botulinum-Toxin, wie hierin be-
schrieben, gekoppelt werden, um so eine Chiméare hdéherer Ordnung zu erzeugen, welche den zusatzlichen
Vorteil besale, dass sie mittels oraler Verabreichung in die allgemeine Blutbahn verabreicht werden kann. Ein
weiteres Beispiel ist die Konstruktion von oral verabreichten antineoplastischen Arzneistoffen. Verschiedene
antineoplastische Arzneistoffe wurden offenbart, welche die cytotoxischen Eigenschaften eines einzigen Mo-
lekils ausnutzen und gleichzeitig mit einem Teil eines anderen Molekdls fusioniert sind, dessen Funktion spe-
zifisch auf das Toxin gerichtet ist. Ein jungeres Beispiel verwendet den Aminoterminus des Pseudomonas-Exo-
toxins (PE), das mit dem epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) fusioniert ist, wobei die Chimare EGF-PE ent-
steht, welche als cytotoxisches Mittel gegentiber EGF-Rezeptor tragende Krebszellen verwendet werden
kann. Die Bindung dieser Chimare an ein modifiziertes Botulinum-Toxin, wie hierin beschrieben, wiirde die Er-
zeugung einer Chimare hoherer Ordung zur Folge haben, die oral verabreicht werden kann.

[0025] Das allgemeine Konzept von der Verwendung eines modifizierten Botulinum-Toxins als Trager von
Impfstoffen oder anderen therapeutischen Mitteln ist dasselbe flir Mensch oder nicht-humanes Tier — mit einer
Ausnahme. Es ist unwahrscheinlich, dass alle Serotypen des Botulinum-Toxins als Trager fir Arzneistoffe in
allen Arten gleich wirksam sind. Hinweise aus klinischen Untersuchungen lassen vermuten, dass der Mensch
auf die Wirkung der Serotypen A, B und E besonders empfindlich reagiert. Dies mag mit der Wirksamkeit zu-
sammenhangen, mit der diese drei Serotypen aus dem gastrointestinalen System absorbiert werden. Dement-
sprechend waren die Serotypen A, B und E die bevorzugten Trager von therapeutischen Mitteln fir den
Mensch.

[0026] Im Gegensatz dazu reagieren die meisten nicht-humanen Tiere besonders empfindlich auf den Sero-
typ C. Dies lalt vermuten, dass in der Veterindrmedizin der bevorzugte Trager eines therapeutischen Mittels
zur Verwendung in nicht-humanen Tieren der Serotyp C sein wirde. Beispiele von Tierimpfstoffen, welche mit
dem modifizierten Botulinum-Toxin oral verabreicht werden kdnnten, schliessen folgende Impfungen ein, sind
aber nicht auf diese beschrankt: Impfung gegen Adenovirus Typ 2, Bordetella bronchiseptica, Botulismus, Ca-
licivirus, Chlamydia psittaci, Clostridien-Erkrankungen wie zum Beispiel Clostridium Perfringens Typ C, Coro-
navirus, Staupe, Pferde-Encephalomyelitis, Escherichia coli, feline infektiése Peritonitis, felines Leukamievi-
rus, feline Panleukopenie, Hepatitis, Leptospirose, Parainfluenzavirus, Parvoviren, Tollwut, Rhinotracheitisvi-
rus und Wundstarrkrampf.
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[0027] Folgende Beispiele sind ausschlief3lich zu erlauternden Zwecken aufgefihrt, und die Erfindung soll in
keiner Weise auf sie beschrankt sein.

Beispiele

[0028] Restriktionsendonucleasen und DNA-modifizierende Enzyme wurden von New England Biolabs (Be-
verly, MA) bezogen. Der Expressionsvektor pQE-30 und die Nickel-Nitrilotriessigsdure (Ni-NTA)-Agarose wur-
den von QIAGEN (Chatsworth, KA) bezogen. Monoclonale Antikérper (mAb), die spezifisch fur den 6xHis-Af-
finitdtsmarket waren, wurden von QIAGEN bezogen. Anti-Syntaxin-mAb (S-0664; anti-HPC-1) wurden von
SIGMA (St. Louis, MO) bezogen, und Pferde-anti-BoNT/C-Antikdrper wurden von den Centers for Disease
Control (CDC, Atlanta, GA) erhalten. Die Plasmide pCL8 und pCH3, die die EcoRI-Fragmente der
BoNT/C-DNA tragen, sind schon friiher von Kimura et al. (BBRC 171 (1990), 1304-1311) beschrieben worden.

Beispiel 1: Herstellung eines Expressionsvektors zur Synthese des rBoNT/C-Holotoxins

[0029] Fig. 1 zeigt eine schematische Darstellung des nativen Botulinum-Toxins. Fig. 2 zeigt eine schemati-
sche Darstellung eines modifizierten Botulinum-Toxins rBoNT/C. Die Nucleinsduresequenz und Proteinse-
quenz des modifizierten Botulinum-Toxins rBoNT/C sind in SEQ ID NO: 2 beziehungsweise SEQ ID NO: 1 dar-
gestellt.

[0030] Methoden zur DNA-Fragement-Isolierung, zur Reparatur von Uberhangenden Enden mittels des Kle-
now-Fragments der DNA-Polymerase | sowie zur Ligierung mit T4-Ligase sind in Fachkreisen bekannt und
wurden beispielsweise in Sambrook et al. (1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. Auflage, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, beschrieben. Alle Clonierungsschritte und die Ex-
pression wurden im Escherichia coli-Stamm M-15 (QIAGEN), der das Repressorplasmid pREP4 enthielt,
durchgefiihrt.

[0031] Das ein rekombinantes modifiziertes Botulinum-Toxin codierende Gen wurde aus drei einzelnen To-
xin-Fragmenten (Fragmente |, Il und Ill) zusammengebaut, die unter Verwendung von PCR erzeugt worden
waren, und in den Vektor pQE-30 ligiert, woraus das Plasmid pQE-TC1 entstand. Zunachst wurde ein
DNA-Fragment, das das amino-terminale Teilstlick von BoNT/C (Fragmente | und Il) codiert, aus dem Plasmid
pCL8 in zwei aufeinanderfolgenden Schritten amplifiziert, um so pBot C2 zu erzeugen. Das DNA-Fragment |
(nt 4-689) wurde unter Verwendugn des folgenden Oligonucleotidprimerpaares amplifiziert:

(vorwarts) 5'-CCCAATAACAATTAACAACTTTAAT-3' (SEQ ID NO: 4)

Kpnl
(rickwarts) 5'-TTTGGTACCCATTAAAATTAGTATTGGATCCAT-3' (SEQ ID NO: 5)
[0032] An das 5'-Ende des Vorwarts-Primers wurde ein Cytosin angelagert, um die Rekonstruktion der Bam-
HI-Restriktionsstelle zu gewahrleisten, sowie um die rBoNT/C-DNA im Rahmen mit dem pQE-30-Translations
Initiations-Methionin zu clonieren.
[0033] Eine Kpnl-Restriktionsstelle wurde in den Rickwarts-Primer eingebaut, um die Aminosauremutationen
His?*»Gly und Glu?°-Thr am 3'-Ende von Fragment | zu erzeugen. Das amplifizierte Fragment | wurde der
Behandlung mit Polymerase T4 unterzogen, mit Kpnl geschnitten und zwischen der mit Klenow geflllten Bam-
HI-Stelle und Kpnl-Stelle des Expressionsvektors pQE-30 eingefligt, was die Entstehung von Plasmid pBot C1
zur Folge hatte. Das DNA-Fragment Il (nt 689-1633) wurde daraufhin unter Verwendung der folgenden Oligo-
nucleotidprimer amplifiziert:

Kpnl
(vorwarts) 5'-TTTGGTACCCTTAATAATGCAATGCATAATTTATATGGA-3' (SEQ ID NO: 6)

EcoRlI
(rickwarts) 5'-GAATTCAAATAATCAACATTTTGAG-3' (SEQ ID NO: 7)

[0034] Im Vorwartsprimer wurden Veranderungen in den Nucleotiden eingefiihrt, um eine Kpnl-Stelle zu
schaffen, sowie die Aminosduremutationen His?*-Gly, Glu=°-»Thr und His?**-»Asn am 5'-Ende von Fragment
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Il zu erzeugen. Der Ruckwartsprimer war zur BoNT/C-Sequenz komplementar und enthielt eine interne Eco-
RI-Stelle an der Nucleotidposition 1633. Das amplifizierte Fragment |l wurde der Behandlung mit Polymerase
T4 unterzogen, mit Kpnl geschnitten und zwischen der Kpnl-Stelle und der mit Klenow geflllten Sall-Stelle von
pBot C1 eingefugt. Das so entstandene Plasmid pBot C2 enthielt das 5'-terminale Fragment von BoNT/C (nt
4-1633) im Rahmen mit dem ATG-Codon und der 6xHis-Affinitatssequenz von pQE-30.

[0035] Das DNA-Fragment Il (nt 1633-3873), das die carboxy-terminale Domane von BoNT/C codiert, wurde
aus Plasmid pCH3 unter Verwendung folgender Oligonucleotid-Primer amplifiziert:

EcoRlI
(vorwarts) 5-TTTGAATTCTTATTATTACCTAGAATC-3' (SEQ ID NO:8)
Sacl
(rickwarts) 5-TTTGAGCTCTTATTCACTTACAGGTACAAAAC-3' (SEQ ID NO: 9)

[0036] Der Vorwartsprimer war zur BoNT/C-Sequenz komplementar und enthielt eine interne EcoRI-Stelle an
der Position 1632. Im Rickwartsprimer wurde unmittelbar stromabwarts des Stopcodons eine Sacl-Restrikti-
onsstelle eingefligt. Das amplifizierte Fragment 11l wurde mit EcoRI und Sacl verdaut und einzeln in mit EcoRI
und Sacl verdautes Plasmid pQE-30 cloniert, wodurch Plasmid pBot C3 erzeugt wurde. Schliellich wurde die
DNA, die ein modifiziertes Botulinum-Toxin von vollstandiger Grofie codiert, rekonstruiert; dazu wurde das
EcoRI-EcoRI-Fragment (nt —88 bis +1632) aus Plasmid pBot C2 in ein mit EcoRI verdautes, von alkalischer
Phosphatase aus Kalberdarm dephosphoryliertes Plasmid pBot C3 eingefligt, wodurch das Plasmid pQE-TC1
entstand. Alle PCR-Fragmente wurden mittels DNA-Sequenzierung nochmals analysiert.

[0037] Die Oligonucleotidprimer wurden entworfen, um eine Kpnl-Restriktionsstelle in dem DNA-Abschnitt zu
konstruieren, der das Zink-bindende Motiv codiert. Die Erzeugung einer Kpnl-Restriktionsstelle in diesem
DNA-Abschnitt ermdglichte die Mutation von drei Aminosauren (His?**-Gly; Glu**-Thr und His**-Asn), wel-
che zur Zink-Bindung unentbehrich sind, und gewabhrleistet die Rekonstruktion einer DNA, die das modifizierte
Botulinum-Toxin codiert, ohne vorhergehendes Clonieren von Wildtyp-BoNT/C-DNA. Das rekombinante modi-
fizierte Botulinum-Toxin, das aus dem Plasmid pQE-TC1 synthetisiert worden war, enthielt elf zusatzliche Ami-
nosauren, Arg-Gly-Ser-His-His-His-His-His-His-Gly-Ser (SEQ ID NO: 10), am Aminoterminus.

Beispiel 2: Optimierung der Expression von Neurotoxin

[0038] Um eine Sequenz des pQE-30-Vektors, die dem das modifizierte rBoNT/C codierende Strukturgen vo-
rausgeht, zu modifizieren, wurde PCR verwendet. Zur Reamplifizierung eines DNA-Fragments, das das ami-
no-terminale Teilstlick von rBoNT/C codiert, wurden ein neuer Vorwartsprimer, 5'-CGGTACCATGCCAATAA-
CAATTAACAACTTT-3' (SEQ ID NO: 11), der zehn zuséatzliche Nucleotide an 5'-Ende enthielt, und ein neuer
Ruckwartsprimer,

Bglll
5'-AGCTATAGATCTATAATAATCCAA-3'

[0039] (SEQ ID NO: 12), der die Bglll-Restriktionsstelle in Position 892 der BoNT/C-Sequenz (Kimura et al.
Biochem. Biophys. Res. Comm. 171 (1990), 1304-1311) abdeckt, verwendet. Das amplifizierte Fragment wur-
de mit Polymerase T4 behandelt, mit Bglll geschnitten und zwischen der mit Klenow geflillten BamHI-Stelle
und Bglll-Stelle von pQE-TC1 eingefligt, um so das Plasmid pQE-TC2 zu erzeugen.

Beispiel 3: Expression und Reinigung des modifizierten rBoNT/C-Holotoxins

[0040] Die Kulturen wurden in Lennox L-Brihe bei 37°C unter Schitteln gezlchtet, bis zu einer Ay, von
0,6-0,8. Zu 1,0 mM Endkonzentration wurde Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid zugegeben und die Inkubati-
on uber weitere funf Stunden fortgesetzt. Aus 1 Liter induzierter Kultur wurden Bakterien mittels Zentrifugieren
bei 4°C gewonnen und in 20 ml eines 50 mM Natriumphosphatpuffers, pH 7,4, mit 300 mM NaCl resuspendiert.
Die Zellsuspension wurde mittels Ultraschall mit 2 Impulsen von je 1 Minute Dauer bei 75 % Leistung unter
Verwendung eines Model 60 Sonic Dismembrator (Fisher Scientific, Malvern, PA), auf Eis lysiert. Die Lysate
wurden bei 20.000 x g 30 Minuten lang bei 4°C zentrifugiert. Die geklarten Uberstande wurden mit 1 ml ge-
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packtem Ni-NTA-Harz gemischt, 1 Stunde lang bei 4°C in einem Rotator inkubiert und schlieBlich auf eine 25
ml-Saule aufgetragen. Die Saule wurde mit 30 Volumina Waschpuffer (50 mM Natriumphosphat, pH 6,0, 300
mM NaCl, 25 mM Imidazol) gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden mit Eluierungspuffer eluiert (50 mM
Natriumphosphat, pH 4,5, 300 mM NaCl). Die gereinigten Proteine wurden auf Natriumdodecylsulfat-Polyac-
rylamidgelen (SDS-PAGE) analysiert.

Beispiel 4: Immunblot-Analyse

[0041] Die Fahigkeit von E. coli, die Expression eines rekombinanten modifizierten Botulinum-Toxins von
Plasmid pQE-TC1 zu steuern, wurde durch die Immunblot-Analyse von Zellextrakt untersucht. Proteine zur
Analyse durch Western-Blotverfahren wurden auf 10 % Polyacrylamidgelen gemaf der Methode nach Laemm-
li, U.K. Nature 22 (1970), 680-685 aufgetrennt, auf Nitrocellulose tberfihrt und zum Nachweis von immunre-
aktiven Proteinen, die das 6xHis-Affinitdtsmarker enthielten, weiter verarbeitet. Die Inkubationen mit den
Hauptantikdrpern wurden eine Stunde lang bei 37°C mit einer 1:2000-fachen Verdiinnung des Anti-6xHis-Affi-
nitdtsmarker-mAb oder mit anti-BoNT/C-Antikdrpern durchgefiihrt. Die Membranen wurden unter Verwendung
von verstarkter Chemoluminiszenz gemafd den Angaben des Herstellers (ECL; Amersham Corp., Arlington
Heights, IL) entwickelt. Die Synthese von rekombinanten Proteinen wurde durch IPTG herbeigefihrt, und Ali-
quote von solubilisierten Zellen wurden auf einer SDS-PAGE laufen gelassen.

[0042] Die Western-Blot-Analyse mit einem anti-6xHis-Markierung- oder mit anti-BoNT/C-Antikérpern offen-
barte ein extrem niedriges Expressionsniveau. Dementsprechend wurde ein neues Plasmid konstruiert, wel-
ches den Abschnitt mit den vier Cytosinnukleotiden, welche aus dem Clonieren der Neurotoxin-DNA in die
BamHI-Stelle des pQE-30 Vektors stammen, nicht enthielt. Dieses Plasmid wurde pQE-TC2 genannt. Die
Western-Blot-Analyse mit dem anti-6xHis-Markierungs-Antikdprer offenbarte, dass pQE-TC2 wirksamer war,
die Synthese von modifiziertem rBoNT/C Holotoxin zu betreiben. So konnten tatachlich 1-2 mg modifiziertes
rBoNT/C Holotoxin aus einem Liter Lennox-Briihe gereinigt werden.

[0043] Modifiziertes rBoNT/C-Holotoxin wurde in l6slicher Form synthetisiert, ohne sichtbaren Abbau, doch
im Gegensatz zu Clostridium botulinum konnte E. coli ein wirksames Schneiden von modifiziertem
rBoNT/C-Holotoxin nicht gewahrleisten. Mittels Coomassie-Farbung oder Western-Blot-Verfahren konnten nur
Spuren der L-Kette im modifizierten rBoNT/C-Holotoxin nachgewiesen werden. Modifiziertes rBoNT/C-Holoto-
xin wurde jedoch mit immobilisiertem TPCK-Trypsin (Pierce, Rockford, IL) wirksam geschnitten und produzier-
te schwere und leichte Ketten von korrektem Molekulargewicht. Modifiziertes rBoNT/C-Holotoxin, das von
pQE-TC2 synthetisiert wurde, enthielt 14 zusatzliche Aminosauren
(Arg-Gly-Ser-His-His-His-His-His-His-Gly-Ser-Gly-Thr (SEQ ID NO: 13)) am Aminoterminus. Die 6xHis-Se-
quenz innerhalb dieses aus 14 Aminosauren bestehenden Segments wurde zur Reinigung und zum nachfol-
genden Nachweis von synthetisiertem Protein verwendet. Das rekombinante Protein, das in dieser Weise pro-
duziert wurde, wurde mittels Affinitatschromatographie an Ni-NTA-Harz unter Verwendung der 6xHis-Affini-
tats-Markierung, gereinigt. Spezifisch gebundenes Protein wurde bei einem niedrigen pH-Wert (Eluierungspuf-
fer pH 4,5) eluiert und durch SDS-PAGE analysiert. Die Analyse des aus dem Affinitatsharz eluierten Protein
offenbarte, dass das Toxin zu einer Homogenitat von 80 %-90 % gereinigt werden konnte. In allen hierin vor-
liegenden Studien wurden entweder das gereinigte modifizierte rekombinante BoNT/C oder das modifiziertes
rBoNT/C verwendet.

Beispiel 5: Biotest von rekombinanten Proteinen

[0044] Wie in den folgenden Beispielen beschrieben wird, wurden die gereinigten rekombinanten Proteine auf
ihre biologische Aktivitat unter Verwendung eines in vivo-Toxizitatstests, ihre in vitro-Aktivitat an Nervus phre-
nicus-Hemidiaphragma-Praparaten der Maus sowie ihre enzymatische Aktivitat in rohen Synaptosomenprapa-
rationen hin untersucht.

A. In vivo-Toxizitatstest

[0045] Die Toxizitdt von modifiziertem rBoNT/C-Holotoxin wurde getestet. Das durch Eluieren vom Histi-
din-Affinitats-Harz gereinigte modifizierte rBoNT/C-Holotoxin wurde in PBS, welches 1 mg/ml BSA enthielt,
verdinnt und Mausen intraperitoneal (i.p.) injiziert. Das rBoNT/C-Holotoxin wurde in einem 100
plI-PBS-BSA-Aliquot in einer Konzentration von 10 pg pro Tier verabreicht, wobei die Tiere ein Durchschnitts-
gewicht von 25 g aufwiesen. Die Tiere wurden Uber einen Gesamtzeitraum von 16 Wochen beobachtet, um
jedwede nichtspezifische Toxizitat auszuschlielRen.

9/22



DE 698 37 209 T2 2007.10.31

B. In vitro-Toxizitatstest

[0046] Die Toxizitat wurde in einem Biotest an Nervus phrenicus-Hemidiaphragma-Praparaten der Maus un-
ter Verwendung der Methode nach Simpson et al. J. Pharmacol. Exp. Ther. 254 (1990), 98-103 bestimmt. Ge-
webe wurde herausgeschnitten und in einem physiologischen Puffer, der mit 95 % O, und 5 % CO, beliftet
und gleichbleibend bei 35°C gehalten wurde, suspendiert. Die physiologische Losung hatte folgende Zusam-
mensetzung (millimolar): NaCl, 137; KCl, 5; CaCl,, 1,8; MgSO,, 1,0; NaHCO,, 24; NaH,PQO,, 1,0; D-Glucose,
11; Gelatine, 0,01%. Die Nervi phrenici wurden kontinuierlich stimuliert (1,0 Hz; Dauer: 0,1-0,3 Millisekunden)
und die Muskelzuckungen aufgezeichnet. Die vom Toxin ausgeldste Lahmung wurde als eine 50 %-ige Abnah-
me in der Antwort in Form von Muskelzuckung auf die neurogene Stimulation gemessen.

C. Spaltung eines Substrats

[0047] Synaptosome wurden gemaf der Methode nach Rosahl et al. Cell 75 (1993) 661-670 prapariert. Die
Synaptosome wurden in Gegenwart von modifiziertem rBoNT/C-Holotoxin (100 nM) 90 Minuten lang bei 37°C
in Tris-gepufferter Kochsalzlésung (TBS) oder in TBS, die 10 mM Dithiothreit enthielt, inkubiert. In Parallelver-
suchen wurden synaptosomale Membranen sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenheit von nativem
BoNT/C inkubiert. Die Proteine wurden durch 15 % SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose Uberfihrt und
zum Nachweis von immunreaktiven Proteinen mit anti-Syntaxin-mAb weiter verarbeitet.

Beispiel 6: Antikdrperantwort im Serum bei mit modifiziertem rBoNT/C-Holotoxin immunisierten Mausen

[0048] Weibliche Swiss-Webster-Mause mit einem ungefahren Gewicht von 25 g (Ace Animals, Boyertown,
PA) wurden in Parallelversuchen entweder s.c. oder p.o. mit rBoNT/C-Holotoxin oder TBS immunisiert, um die
Fahigkeit dieses Peptids, eine Serum-Immunantwort hervorzurufen, zu bewerten.

A. Immunisierung und Probennahme

[0049] Zur s.c. Injektion erhielt jedes Tier 2 ug Protein in 0,1 ml Eluierungspuffer. Auf dem oralen Verabrei-
chungsweg wurde jedes Tier mit 4 pg Protein in 0,2 ml Eluierungspuffer Uber eine intragastrale Magensonde
gefuttert. Die Mause wurden am Tage 0 immunisiert, und Wiederholungsimpfungen wurden an den Tagen 14,
28 und 42 gegeben. Serumproben von identisch immunisierten Mausen wurden an den Tagen 21, 35 und 49
nach der Immunisierung entnommen und vereinigt. Zur Serumgewinnung wurde den Mausen unter Isoflu-
ran-Betaubung mittels heparinisierter Kapillarréhrchen aus dem retroorbitalen Plexus Blut abgenommen.

B. Untersuchung des Serums auf Antikérperbildung

[0050] Die Seren von immunisierten Mausen oder Kontrolimdusen wurden auf Antikérper unter Verwendung
einer Immunoblot-Analyse zur Immunreaktivitdt gegen ungeschnittenes modifiziertes Botulinum-Toxin unter-
sucht. Rekombinantes Antigen (modifiziertes Botulinum-Toxin; 0,1 ug/Spur) wurde mittels SDS-PAGE aufge-
trennt und auf Nitrocellulosemembranen Gbertragen. Die Membranen wurden mit 5 %-igem fettfreien Milchpul-
ver in TBS blockiert, in Streifen geschnitten und zum Nachweis von immunreaktiven Proteinen unter Verwen-
dung verschiedener Serumproben aufbereitet. Die Hauptinkubationen wurden bei Raumtemperatur tber
Nacht (18 Stunden) mit einem 1:1000 verdinnten Serum durchgefiihrt. Ein sekundares Meerrettich-Peroxida-
se-markiertes Antimaus-IgG wurde in einer 1:10.000-fachen Verdinnung bei Raumtemperatur fur eine Stunde
verwendet. Nach ausfuhrlichem Waschen wurden die Membranen unter Verwendung von ECL (Amersham)
entwickelt.

Beispiel 7: Neutralisierende Aktivitdt des Serums von immunisierten Mausen

[0051] Es wurden Versuche durchgefiihrt, um die Fahigkeit verschiedener Serumproben, natives BoNT/C zu
neutralisieren, zu bewerten. Es wurden drei Seren verschiedener Herkunft wie folgt getestet: 1) nichtimmunes
Serum, 2) Serum von Tieren, die modifiziertes rBoNT/C-Holotoxin p.o. erhalten hatten und 3) Serum von Tie-
ren, die modifiziertes rBoNT/C-Holotoxin s.c. erhalten hatten. Natives BoNT/C (10 pl, 100 ng) wurde mit 10 pl
Praimmunserum oder Immunserum bei 37°C fir 1 Stunde oder mit PBS-BSA inkubiert. Anschlieend wurde
das Inkubationsgemisch mit 80 pl PBS, einschlieBlich 1 mg/ml BSA, verdinnt und i.p. injiziert. Die Mause wur-
den 48 Stunden lang beobachtet, um jegliche Resttoxizitat der verschiedenen Gemische zu bewerten.
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Beispiel 8: Schutz von Mausen gegenuber einer Challenge mit nativem BoNT/C

[0052] Drei Monate nach Verabreichung der dritten Wiederholungsimpfung wurde bei Mausen, die mit
rBoNT/C immunisiert worden waren, mit einer i.p. Dosis von 100 ng nativem BoNT/C pro Tier eine Challenge
durchgefiihrt. Das Uberleben der Tiere, bei denen eine Challenge durchgefiihrt wurde, wurde (iber 5 Tage be-

obachtet.

Sequenzprotokoll

<110> SIMPSON, LANCE
KIYATKIN, NIKITA
MAKSYMOWYCH, ANDREW

<120> Zusammensetzungen und Methoden zur systemischen Verabreichung
von oralen Impfstoffen und therapeutischen Wirkstoffen

<130> JEFF-0256

<140>
<141>

<150> 08/954, 302
<151> :20.10.1997

<160> 13

<170> PatentIn Ver. 2.0

<210> 1

<21i1>» 1291

<212> PRT

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Modifiziertes

Botulinum-Toxin

<400> 1
Met Pro Ile Thr Ile Asn Asn Phe Asn Tyr Ser &sp Pro Val Asp Asn
1 5 10 15

Lys Asn Ile Leu Tyr Leu Asp Thr His Leu Asn Thr Leu Ala Asn Glu
20 25 30

Pro Glu Lys Ala Phe Arg Ile Thr Gly Asn Ile Trp Val Ile Pro Asp
35 40 : 45

Rrg Phg Ser Ara Asn Ser Asn Pro Asn Leu, Asn Lys Pro Pro Arg Val
5 55 60

Thr Ser Pro Lys Ser Gly Tyr Tyr Asp Pro Asn Tyr Leu Ser Thr Asp
65 70 75 80

Ser Asp Lys Asp Thr Phe Leu Lys Glu Ile Ile Lys Leu Phe Lys Arg
es 90 95
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Asp
Phe
Asn
145
Pro
hzn
Ser
WVal
Leu
2258
Ile
Pha
Phe
Ehe
hsn
305

Glw

sSer

Asn
Ile
Asp
130
Trp
Arg
Asn
Ile
Gly
21

Ile
Ala
Tyr

Gly

Glu
290

Pro
11s

e

Val

Val

Gin

Thr

Ser

195

Glu

Leu

Ile

Sar

Gly

2715

Glu

Ile

Lys

Glu

Arg
i06
Phe
Asp
Lys
Asn
Phe

lgn

Pro

Gln

260

Pra

Gln

Val
340
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Glu Ile Gly Glu Glu Leu Ile Tyr Arg

Pro Gly Asn Asn Asn Thr Pro Ile Asn
120

105

125

Phe Asn Ser Val Asp Val Lys Thr Arg

135

Thr Cly Ser lle

150

Ile Ile
165

Rla ARla

Arg Phe

Arg Phe

Gly Thr
230

Asn Asr
245

Tyr Asn

Thr Ile

Ala Leu

Thrx Ala
310

lys Len
32%8

Thr Val

Asp Pro
Gin Glu

Met Lea
200

Ser Lys
215

Leu Asn
Gin Thr
Val Lys
Esp Leu

280
Asp Tyx
295
Asn Pro

Ile Arg

Rsn Arg

140

Asn Pro Ser Val Ile
15%

Glu Thr Ser Thr Phe
170

Gly Phe Gly Zla Leu
i85

Thr Tyr Ser Asn Ala
205

Ser Glu Phe Cys Met
220

Asn Ala Met Hig Asn
23%

ile Ser Sar val Thr
250

Lev Glu Tyr Ala Glu
263

Ile Pro Lys Ser Ala
285

Tyr Arg Ser Tle Ala
ago

Ser Ser Phe fisn Lys
315

Lys Tyr Arg Fhe Val
330

Een Lys Phe Vil Glu
345

12/22

Lea
110

Thr
Gln
1le
Lys
Sex
130
Thr
Asp
Leu
Ser
Ile
270

Arg
Lys

Tyr
val

Leu
330

Ser Thr

Phe Asp

Gly Asn

Thr Gly
160

Leu Thr
175

Ile fla

Asn Zsp

Pro Ile

Tyr Gly
240

Asn Ile
255

Tyr Ala

Lys Tyr

Ara Leu

Ile Gly
320

Gilu Ser
335

Tyr Asn
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Glu lLew Thr Gln ¥le Phe Thr Glu Phe Asn Tyr Bla Lys Ils Tyr RAan
355 350 365

Val Gln Asn Arg Lys Ile Tyr Leu Ser Asn Val Tyr Thr Pro Val Thr
370 3758 380

Ala Asn Ile Leu Asp As0 Asn Val Tyr Aso Ile Gln Asn Gly Phe Asn
385 399 353 400

Ile Pro Lys Ser Asn Leu Asn Val Leu Phe Met Gly Gln Asn Leu Ser
405 410 415

Arg Asn Pro Ala Leu Arg Lys Val Azn Pro Glu Asn Mzt Leu Tyr Leu
£20 425 4130

Fhe Thr Lys Phe Cys His Lys Rla Ile Asp Gly Arg Ser Leu Tyr Asn
435 450 445

“

Lys Thr Leu Asp Cys Arg Glu Leu Leu Val Lys Asn Thr Asp Leu Pro
450 455 460

Phe Ile Gly Asp Ile Ser hsp Val Lyg Thr Aksp Ile Phe Len Arg Lys
465 470 475 480

Asp Ile Asn Glu Glu Thr Glu Val Ile Tyr Tyr Pro Asp R=n Val Ser
4B5 _ 490 495

Val Asp Gln Vel Iles Leu Ser Lys Asn Thr Ser Glu Bis Gly S8in Leu
500 508 510

#sp Leu Leu Tyr Pro Ser Ile Asp Ser Glu Ser Glu Ile Leu Pro Gly
515 520 325

Glu Asn Gln Val Phe Tyr Asp &sn Arg Thr Glm Asn Val Asp Tyr Leu
530 535 5490

Asn Ser Tyr Tyx Tyr Leu Glu Ser Gin Lys Leu Ser Asp 8Asn Val Glu
545 850 555 560

Asp Phe Thr Phe Thr Arg Ssr Ile 3lu Glu Ala Leu Asp Asn Ser Alas
555 570 575

Lys Val Tyr Thr Tyxr Phe Pro Thr Leu pla Asn Lys Val Asn Ala Gly
580 385 520

Val Gln Gly Gly Leu Phe Leu Met Trp Ala Asn Asp Val Val Glu hsp
595 600 505
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FPhe

val
625

Thr

Tyz
705

Asp
Rap
Glu
7835
Asp
Ley

Lys

Phe

Thy
610
Val
Ile

Phe
Tle
690
Gla
Asn
Ile
Lys
Val
770
Cys
Glu
Ile

Ala

Ser
B50

Thr
Ala
Arg
Ley
Val

675

Asp

Lys
Glu
755
Lys
Ser
Leu
Asp
Lys
835

Tyr
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Zsn Ile Leu
Ile Ile Pro
630

Arg Gly Asn
645

Leu Glg Ala Phe Pro Glu Phe Thr Ile Pro nla Leun

660

Ile Tyr Ser

Asn Cys Len

Met #et Gly
710

> Ser Tyr Gln

725

Ala Lys Ilae
740

Asn Ile Lys
Ile Ser Glu

Val Thr Tyr
30

Asn Glu Phe
805

Ser His Asn
820

Val 3sn Asn

Thr Bsn Asn

Arg Lys Asp Thr Leu As

815

620

p Lys Ile Ser Asp

Tyr Ile Gly Pro Ala Leu Asn Ile Ser Asn

635

640

Phe Thr Glu Ala Phe Ala val Thr Gly Val

Lys

Glu-

695

Thr

Mat

Asp

Ser

Rla

77%

Lea

fle

Ser

Ser
855

Val
680

Gin

Trp

Tyr

Leu

Gln

TR

Met

L]
=3
1]

Arg
e
Phe

840

Leu

630

665

Gln Glu &rg
Arg Ile Lys
Leu Ser Arg

L5

Asp Ser Leu
730

Glu Tyr Lys
745

Val Glu Asn

Asn Bsn Ile

Lys Rsn Met
195

Asn Thr Lys
810

Leu val Gly Glu

625

Gln Asn Thr

Leua Lys Rsp

14/22

Asn
Arg
700
Ile
Asn

Lys

lLeu

Ala

Ile

Ile
880

655

670

Glu Ile Ile
&85

Trp Lys AsSD
Ile Thr Gin
Tyr Gin &Ala

735

Tyr Ser Gly
50

Lys Asn Ser
7€5

Lys Phe Ile
Pro Lys Val
Lys Leu Ile

B1S

Val Asp Lys
8§30

Pro Phe Asn
45

Tle BEsn Glu

Gly

Lys

Ser

Phe

720

Gly

Ser

Ley

Arg

Ile

800

Asn

Leu

Ile

Tyr
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Phe Asn Asn Ile Asn #sp Ser Lys Ile Leu Ser Leu Gln
BES 870 875

Asn Thr Leu Val Asp Thr Ser Gly Tyr Bsn Ala G8ly val
885 290

Gly Asp Vel Gln Leu Asn Pro Ile Phe Pro Phe Asp Phe
800 805

Ser Ser Gly Glu Asp Arg Gly Lys Val Ile Val Thr Gin
915 920 925

Ile Val Tyr Asn Ser Met Tyr Glu Ser Phe Ser Ile Ser
230 935 240

Arg Ile Asn lys Trp Val Ser Asn Leu Pro Gly Tyr Thr
945 950 955

Ser Val Lys Asn Asn Ser Gly Trp Ser Ile Gly Ile Ile
8965 970

Leu Val Phe Thr Leu Lys Gin Asn Glu Asp Ser Glu Gln
980 %8s

Phe Ser Tyr Asp Ile Ser Rsm Asn Ala Pro Gly Tyr Asn
as5 1000 1005

Phe Val Thr Val Thr Isn Bsn Met Mat Gly Asn Met lys
1B:Q 1015 1020

Asn Gly Lys Leu Ile Asp Thr ile Lys val Lys Glu Leu
ip25 1030 1035

Asn Phe Ser Lys Thr Ile Thr Phe Glu Ile Asn Lys Ile
1045 1050

Gly Leu Ile Thr Ser Asp Ser Asp Bsn Ile Asn Met T
1060 1065

Phe Tyr Ile Phe Ala Lys Glu Leu Asp Gly Lys Asp Ile
1075 1080 1085

€he Asn Ser Leu Gln Tyr Thr Asn Val Val Lys Asp Tyr
10320 1085 1100

Asp Leu Arg Tyr Asn Lys Glu Tyr Tyr Met Val Asn Ile
1105 _ 111 1118

15/22

31
Asn Arg Lys
880

Ser Glu Glu
8§95

Lys Leu Gly
910

Asn Glu Asn
Phe Trp Ile
Ile Ile Asp

980

Sar Asn Phe
975

Ser Ile Asn
940

Lys Trp Phe
Ile Tyr Ile
Thr Gly Ile

lc40

Pro Asp Thr
105%

Ile Axg Asp
1070

Asn Ile lLeu

Trp Gly Asn

Asp Tyr Lew
1120
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Asn Arg Tyr Met Tyr Ala A¢n Ser Arg Gln Ile Val Phe Rsn Thr Rryg
1125 1130 1135

Arg Asn Asn Asn Asp Phe Asn Glu Gly Tyr Lys Ile Ile Ile lys Arg
1140 1145 1150

lle Arg Gly Asn Thr Asn Asp Thr Arg Val Arg Gly Gly Rsp Ile Leu
1155 1160 1165

Tyr Phe Asp Met Thr Ile Asn Asn Lys Ala Tyr Asp Leu Phe Met Lys
1170 1175 1180

Asn Glu Thr Met Tyr Ala Asp Asn His Ser Thr Glu Asp Ile Tyr Ala
., 1185 1190 . 1195 1200

Ile Gly Leu Arg Glu Gln Thr Lys Asp Ile Asn Asp Rsn Ile lle Phne
1205 1210 1215

Gln Ile Gln Pro Met Asn Asn Thr Tyr Tyr Tyr Ala Sexr Gln lle Phe
1220 1225 1230

Lys Ser Asn Phe Asn Gly Glu Asn Ile Ser Gly Ile Cys Ser Iie Cly
1235 1240 1245

Thr Tyr Arg Phe Arg Leu Gly Gly Asp Trp Tyr Arg His Asn Tyr Leu
1250 1255 12690

Val Pro Thr Val Lys Gln Gly Asn Tyr Ala Ser Leu Leu Glu Ser- Thr
1265 1270 1275 128%

Ser Thr His Trp Gly Phe Val Pro Val Ser Glu
1285 1290

<210> 2

<211l> 3850

<212> DMA

<213>  Konstliche Sequenz

<220>
€223>  Beschreibung der kilnstlichen Sequenz: Modifiziertes
Botulinum-Toxin

<400> 2

ggatattaga aagttaggag atgttagtat tatgccaata acaattsaca aztttaatta 60
ttecagatoct gttgataata asaatatteg atatvtagat actcatttraa atacactage 120
tastgagoet gaasazageocot ttegeattac aggaaatata tgggtaatac ctgatagatt 180
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ttcaagaaat
ttattatgat
tatazagtta
ttegacagat
tgtagatitr
tagcataaat
ttectacgttt
aataatttca
agagggtaga
cottaataat
atctgtaact
atatgcsttt
ggasaaggca
Zaatccttce
tagattegta
atataatgaa
daataggaaa
taatgtttat
tatgggtcaa
ttatttattt
atiagattgt
tgatgttaaa
ctateeggae
acaactagat
Lcaagtertt
agaatctcaa
ggetrtyggat
tgegggtgrt
tacaaatatt
statatagga
atttgeagtt
acttgotgca
agatasttgt
zacgtggtta
tttasactar
aggaagtgat
daaaatitog
titatttaaa
taaagcsaaa
taaattaaaa
atatactaat
ttcagaaagy
tgcagaagtg
attaggtagt
atataattet
aagtaattta
aggtattatt
tatsaartey

tetaatocas
cctaattatt
tttasaagaa
ataceoettte
aacagtgrtyg
cctagtgtra
aaattaacta
atatcaccta
ttttctaaqt
gczatgeata
agtaatattt
ggaggtcesaa
ttogattatt
agctttaata
gtagsatett
cttacacaaa
atatatgttt
gatatacaaa
zatitatete
acasaatter
agagaqgottt
actgatatat
satgtttcag
ttattatacs
tatgataeca
asactaagty
@ataagtacaa
caaggteget
clasgaaaag
cecegeattaa
actggtataa
tttgtgatot
ttagaacaaa
tccaggstta
caggcaggty
asagaaazta
gaagcaatga
aatatgttac
ttaartaate
gtaaasagtaa
aattetttsat
ttgagectac
agtgaagaag
tcaggggagy
atgtatgaaa
cctggatata
agtaattttg
agttatgata
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astttaaataa
tgagtactga
ttaettetag
ctoggaataa
atgttaasac
taataactgy
acaatacttt
gatttatget
Ctgaattttg
atttatatgg
ttratteteca
ctatagacet
atagatetat
aatatatagg
cagglgaaght
tatttacaga
caaatgtata
atggatttaa
gaaatceage
gtcataaage
taqttazaaa
tt{tasgasa
tagatcaagt
ctagtattaga
gaactogaaa
ataatgtiga
agagtatatae
tacttttiaat
atacattaga
atataagtaa
ctattttatrt
atagtaagg:
ggattazgag
ttactcaatct
caatcaaage
taaszagtea
ataatatzaa
ctaaagleat
tratagatag
ataatagekt
tsazagatat
audaciagaaa
gegatgttes
atagaggtaa
gttttaceat
ctataattygs
tagtatttae
tatcaaatza

acctectoga
ttctgacaaa
agaaatagga
caavactcca
tagacaaggt
acctagagaa
tgcggcacaa
aacatatagt
catggatcca
aatagctata
atataatgtg
tattectaaa
agctaazaga
ggaatataaa
Lacagtaaat
attteactac
tactceggit
tatacctaaa
attaagaaas
eatagatggt
tactgactta
agatattaat
tattcetecagt
cagtgagagt
tgttgattat
agattitact
ttactttoot
gtggycaaat
taasatatca
ttetgtzaga
Agaagcatrd
toaagasaga
atggaaagat
Taataatats
taasatagat
agttgazaat
taaattgata
tgatgsatta
tcataatatt
trzazataca
aattaatgaa
aaatacetta
gettaateca
agttatagta
tagtttrtgg
tagtgttaaa
tttaasacaa
tgetoctgga
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gttacsaace
gatacatrte
gaagaattas
attaatactt
aaczactggg
aactattatag
caaggattirg
gatgcaacta
atactaatte

cecaaatgate
azattagagt
agtgcaagga
cttazatagta
Cagaaacita

cgtaataagt
gotaaaatat

acggogaata

agtaatttaa
gtecaatccto
agatcattat

cectttatag
Faagasactg
aagaatacol

gaaatattac
ttgaattcte

tttacgagat

acactageta

gatygtagity
gatgtatcag
agagcaaatt

cebgaattra
2acgagacta
tcatatgaat

agttatcaaa
ttagaatata
ttassagata
cgagaatart
aatgagtrtg
attctagttyg
atacceottta
tactrtcaata
gtoggestacat
atatttceat
acecagaatqg
attagaartaa
aataactcag
aatgaagata
tacaataaat

ctaaaagtgg
taasagaaat
tatatagact
t tgattttg
ttaaaactyg
etecagaaac
gtgctttate
atgatgtagg
taatgggtac
aeacaattic
atacagaaat
aatattttga
taactactge
ttagaaagta
tigttgagtt
ataatgtzca
tattagacga
atgtactaty
aazatatact
ataatasaac
gtgatattag
gagttatata
Cagaacatyg
caggggagaa
attattacet
caattgagga
ataasataaa
Zagattttac
ctattattes
ttactgaage
caatacctoc
ttazsactat
dgatgatggy
tgtatgatte
aaasatattce
gtttagatge
cecgtasacata
atcgaaatac
qtgaaataga
stattterte
atattaztga
caggatataa
ttgactitaa
saaatattgt
atagatgggt
gttaogagtat
gtgascaaag
ggtttztigt

240
300
360
i20
480
540
600
660
720
780
B40
300
8€0
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1860
iga0
1820
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2349
2400
2460
25240
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2840
3000
3060



aactgttact
factataaas
aaataaaatt
asagagatitt
tagcttgcaa
agaatattat
aattgttttt
aaaaaqaatc
tgatatgaca
agataatcat
aaatgataat
zatatttasa
tegttttaga
aggaaattat
tgaataaata

<210> 3
<211» 5
<212» PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 3

aacaatatga
gttaaagaac
ccagatacey
tatatatttg
tatactaatg
atggttsata
2atacacgta
agaggascata
attaataaca
agtactgaag
attatattte
tcaaatttta
cttggaggotg
gcttcattat
atgattasta

Kinstliche Sequenz

His Glv ¥as Xaza His

1

<Z10>» 4
<211> 25
<212> DHNA

<Z13> Knstliche Sequenz

<22C>

5
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tgggeaatat
taactggaat
gtttgattae
ctaaagaatt
ttgtaaaaga
tagattatet
gsaataatea
caaatgatace
gagcatataa
atatatatge
aaatacaacc
atggagaaaa
attggtatag
tagaatcasac
atataaatta

gaagatttat
taattttage
ttcagattet
agatggtaaa
ttartgggga
aaatagatat
tgacttcaat
tegagtacga
tttgtttatyg
tataggtita
éatgaataat
tatttetgga
acacaattat
dtcaastcat
tgttasatat

<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer

<400> 4

cocaataaca attasacsact ttaat

<21i0> 5
<211> 33

<Zl2> DNA
<213>

220>
<223>

Kiinstliche Sequenz

Beschreibung der kinstlichen Sequenz; Primer

18/22

ataaatggaa
azgaactataa
gataacatca
gatattaata
aatgatttaa
atgtatgega
gaaggatata
ggaggagata
aggaatgaaa
agagaacasa
acttattatt
atatgttcaa
ttggtgceta
tggggrtttg
tttaatatta

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Modifizierte Zink-Bindung

sattaataga
catttgaaat
atatgtggat
tattatttaa
gatataataa
actcacgaca
zzattataat
thttatattt
ctatgtatge
caaaggatat
acgcatctea
taggtactta
ctgtyaagea
tacctgtaag

3120
31890
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3950
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- £400> 5
tttggtacece attaaaatta gtattggate cat

<210> 6

<211> 39

<212> BNA

<213>  Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 6
tttggtacce ttaataatge aatgeataat ttatatgga

<210> 7

<211> 25

<212> OHA

<213> Kinstliche Sequenz

<220> -
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 7
gaattcaaat aatcaacatf ttgay

<210> 8
<211> 27
<Z12> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

220>
<2z3> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 8
tEtgaattct tattattzco tagaate

<210> 9
<211> 32

<212> DRA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstiichen Sequenz: Primer

<400>» 9
tttgageotet tattcactta caggtacaaa ac
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<210> 10
<21i> 11
<212> PRT
<213> Kunstliche Sequenz

<220>
223> Beschreibung der kiinsti : Modifizi
g der kinstlichen Sequenz: Modifiziertes
Botulinum-Toxin ‘
<400> 10
?rg Gly Ser His His His His His His Gly BSer
5 10

<210> 11
- <€211> 31
<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 11
cggtaccatg ccaatagcaa ttazacsactt t

<2i0> 12
<21ll1> 2¢
<212> DHA

€213> kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer

<400> 12
agctatagat ctataataat ccaa

<210>» 13

<2il>» 13

<212> PRT

<213>  Kunstliche Sequenz .

<220

<223> Beschreibung der kiinstiichen Sequenz: Modifiziertes
Botulinum-Toxin

<400> 13
Arg Gly Ser His His His His His His Gly Ser Gly Thr
1 5 10

Patentanspriiche

1. Verwendung eines Botulinum-Toxins zur Herstellung eines oralen Impfstoffs, wobei mindestens beide
His-Aminosauren und die Glu-Aminosaure des Zink-bindenden Motivs His-Glu-X-X-His der leichten Kette des
Toxins mutiert sind, wobei das Botulinum-Toxin nicht toxisch und in der Lage ist, aus dem Darm in die allge-

meine Blutbahn zu gelangen.

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei der orale Impfstoff ein oraler Impfstoff gegen Botulismus ist.

3. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das Botulinum-Toxin zuséatzlich ein ausgewahltes Antigen um-

fasst.

4. Verwendung nach Anspruch 3, wobei der orale Impfstoff ein oraler Impfstoff gegen das ausgewahlte An-

tigen ist.
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5. Verwendung nach Anspruch 4, wobei der orale Impfstoff ein oraler Impfstoff zur Impfung gegen Bacille
Calmette-Guerin, Cholera, Diphterie, Hepatitis B, Masern, Meningitis, Mumps, Keuchhusten, Pest, Polio, Toll-
wut, Rételn, Wundstarrkrampf, Typhus oder Gelbfieber ist.

6. Verwendung nach Anspruch 4, wobei der orale Impfstoff ein oraler Impfstoff zur Impfung gegen Adeno-
virus Typ 2, Bordetella bronchiseptica, Calicivirus, Chlamydia psittaci, Clostridien-Erkrankungen, Coronavirus,
Staupe, Pferde-Encephalomyelitis, Escherichia coli, feline infektiése Peritonitis, felines Leukamievirus, feline
Panleukopenie, Hepatitis, Leptospirose, Parainfluenzavirus, Parvovirus oder Rhinotracheitisvirus ist.

7. Verwendung eines Botulinum-Toxins zur Herstellung eines Arzneimittels zur oralen Verabreichung eines
therapeutischen Mittels und zur Einschleusung des therapeutischen Mittels in die allgemeine Blutbahn, wobei
mindestens beide His-Aminosauren und die Glu-Aminosaure des Zink-bindenden Motivs His-Glu-X-X-His der
leichten Kette des Toxins mutiert sind, wobei das Botulinum-Toxin nicht toxisch und in der Lage ist, aus dem
Darm in die allgemeine Blutbahn zu gelangen und wobei das Botulinum-Toxin zusatzlich ein therapeutisches
Mittel umfasst.

8. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei das Botulinum-Toxin den Serotyp A, B, C oder E
hat.

Es folgt ein Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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