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Beschreibung

Einleitung

[0001] Diese Erfindung wurde im Rahmen von Forschung gemacht, die vom National Institutes of Health ge-
fördert 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 Fähigkeit, durch die Darmwand zu gelangen, beibehält, 
jedoch so verändert 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 Ländern, kei-
ne übermäßige Gefahr für die öffentliche Gesundheit mehr dar, dank der Verfügbarkeit und weitverbreiteten 
Verwendung von sicheren, effektiven und kostengünstigen Impfstoffen. Diese Impfstoffe stellen im Wesentli-
chen einen durch Formalin inaktivierten Kulturüberstand von in Fermentern gezüchtetem C. tetani dar.

[0004] Botulinum-Neurotoxin (BoNT), welches von den Organismen Clostridium botulinum, Clostridium buty-
ricum und Clostridium baratii gebildet wird, ist das potente ursächliche 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 Fälle 
von Wund-Botulismus aufgetreten sind. Eine dem Tetanus-Impfstoff ähnlicher Impfstoff wurde entwickelt, um 
gegen die Vergiftung mit Botulinum-Toxin zu schützen. Da es jedoch sieben verschiedene Serotypen des Bo-
tulinum-Toxins gibt, kann ein vollständiger Schutz mit diesen inaktivierten Toxinen nur dadurch gewährleistet 
werden, indem sieben verschiedenen Impfstoffe herstellt und zur Verabreichung miteinander kombiniert wer-
den. Zum gegenwärtigen Zeitpunkt sind nur fünf der sieben Serotypen im Botulinum-Toxin-Impfstoff vertreten. 
Ferner bestehen einige der Serotypen aus Stämmen, 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 gegenwärtigen Zeit-
punkt ist dieser Impfstoff ausschliesslich über das Center of Desease Control zu hauptsächlich experimenteller 
Verwendung verfügbar.

[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 vollständig toxisch zu 
werden, muss es einer posttranslationalen Prozessierung unterzogen werden, wobei das Molekül von einer 
Protease gespalten wird. Dabei entsteht eine zweikettige Struktur, in welcher die schwere Kette (etwa 100.000 
Dalton) über eine Disulfidbindung mit einer leichten Kette (etwa 50.000 Dalton) verbunden ist. Das zweikettige 
Molekül ist das Holotoxin, das für die biologische Aktivität 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-abhängige Endo-
protease fungiert und zur Exocytose unentbehrliche Polypeptide spaltet (Montecucco, C. und Schiavo, G. Mol. 
Microbiol. 13 (1994), 1-8). Das Spalten dieser Polypeptide führt zu einer Unterbindung der Transmitteraus-
schüttung und zur Lähmung.

[0006] Von der schweren Kette des Toxins wird angenommen, dass sie zur Bindung und zum Transport des 
Toxins von der Außen- zur Innenseite der cholinergen Nervenendigungen unentbehrlich ist, während die leich-
te Kette die Zink-abhängige Endoprotease-Aktivität aufweist, welche für die Fähigkeit 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 Fähigkeit, vom Darm in die allgemeine Blutbahn zu gelangen, beibehält, dabei jedoch nicht toxisch 
ist, und welches somit als oraler Impfstoff für antigene Peptide, einschließlich 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 über 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 größten Herausforderungen der modernen Medizin ist die Entwicklung von Arzneistoffen, die 
auf oralem Wege verabreicht werden können. Die Entwicklung von oralen Peptidimpfstoffen, welche systemi-
sche Immunität 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 Domäne des die Krankheit auslösenden Erregers zu groß ist, um eine signifikante nicht-spezifische 
Diffusion vom Darmlumen in die allgemeine Blutbahn zu ermöglichen; außerdem erscheint es unmöglich, 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 beträchtliche Anstrengungen unternommen. So wurde beispielsweise vor kurzem die Idee, mani-
pulierte Nahrungsmittel wie zum Beispiel Karoffeln oder Bananen als Vektoren für breitgefächerte Impfungen 
zu verwenden, vorgeschlagen. Das Manipulieren eines Nahrungsmittels, welches sodann verdaut wird, mit 
dem antigenen Peptid überwindet diese Schwierigkeiten jedoch nicht. Dementsprechend besteht ein Bedarf 
an Verabreichungsmitteln für Arzneistoffe, welche zuverlässig 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-Aminosäuren und die Glu-Aminosäure 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 erwähnten Mu-
tationen aufweist und das als orales Verabreichungsmittel für antigene Peptide, umfassend, aber nicht darauf 
beschränkt, 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 unverändert auf der serosalen Seite der einzelligen Schicht abgeliefert. Es wurde 
vorgeschlagen, dass zusätzliche Proteine wie zum Beispiel Hämagglutinin, welches ein Bestandteil des nicht 
kovalenten Komplexes von Proteinen, zu denen von Clostridium ausgeschiedene Butolinum-Toxin gehört, ist, 
möglicherweise die Bindung und den Transport des Toxins durch die Darmwand hindurch vermitteln. Versuche, 
die mit einer rekombinanten Form des Holotoxins durchgeführt wurden, haben jedoch gezeigt, dass das Botu-
linum-Toxin selbst die bindende Domäne besitzt, die die Rezeptoren an der Oberfläche 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 ausgeführt werden können, um es nicht toxisch zu 
machen, ohne dabei die Fähigkeit des Proteins, vom Darm in die allgemeine Blutbahn zu gelangen, zu verän-
dern. Dementsprechend wird im Sinne der vorliegenden Erfindung unter dem Begriff "modifiziertes Botuli-
3/22



DE 698 37 209 T2    2007.10.31
num-Toxin" ein Botulinum-Toxin verstanden, das die oben beschriebenen Modifikationen aufweist und das sei-
ne Fähigkeit, vom Darm in die allgemeine Blutbahn zu gelangen, beibehält, 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 führt dies nicht zu einer Blockade 
der Transmitterausschüttung in den Nervenendigungen und zur Lähmung. Die Auswirkungen von Veränderun-
gen am Botulinum-Toxin, welche dieses nicht toxisch machen, auf seine Fähigkeit, vom Darm in die allgemeine 
Blutbahn zu gelangen, können routinemäßig gemäß den hierin gelieferten Methoden durchgeführt werden, so 
dass Fachleute die in der vorliegenden Erfindung zu verwendenden modifizierten Botulinum-Toxine zu identi-
fizieren vermögen. In dieser Definition von modifizierten Botulinum-Toxinen sind Botulinum-Toxine enthalten, 
die zusätzlich ein ausgewähltes Antigen für 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 Fähigkeit, eine neuromuskuläre Blockade auszulösen, nicht beibehält; diese Veränderung 
an der leichten Kette hat jedoch keine negative Auswirkung auf die Fähigkeit des Restes des Toxin-Moleküls, 
vom Darmlumen in die allgemeine Blutbahn zu entweichen. Im Besonderen wurden mindestens drei Amino-
säuren, die das Zink-bindende Motiv der leichten Kette umfassen, modifiziert. Im Einzelnen wurden die Ami-
nosäuren His (an Position 229), Glu (an Position 230) und His (an Position 233) der nativen Sequenz durch 
die Aminosäuren Gly, Thr beziehungsweise Asn ersetzt, was in SEQ ID No: 1 resultierte. Die Nucleinsäurese-
quenz, die dieses modifizierte Botulinum-Toxin codiert, ist als SEQ ID No: 2 dargestellt. Diese Aminosäuresub-
stitutionen unterbinden die Fähigkeit des Holotoxins, katalytisches Zink oder andere divalente Kationenen zu 
binden.

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

[0016] Die biologische Aktivität eines modifizierten Botulinum-Toxins, so wie es in der vorliegenden Erfindung 
zu verwenden ist, wurde mittels eines in vivo-Toxizitätstests, mittels der in vitro-Aktivität eines Nervus phreni-
cus-Hemidiaphragma-Präparats der Maus sowie mittels der enzymatischen Aktivität in rohen Synaptosomen-
präparationen bestimmt. Für 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 für 
die Endoprotease-Aktivität unentbehrlich ist, zu desaktivieren. Es können jedoch auch andere Methoden der 
Peptidsynthese verwendet werden, welche folgende Techniken umfassen, jedoch nicht auf diese beschränkt 
sind: biochemische Methoden wie zum Beispiel enzymatisches Schneiden der Peptide und Quervernetzen der 
daraus resultierenden Fragmente, wie sie routinemäßig von Fachleuten durchgeführt werden. Angesichts der 
strukturellen und funktionellen Ähnlichkeiten der Botulismus-Serotypen können Fachleute ferner routinemäßig 
modifizierte Botulinum-Toxine aus anderen Serotypen, nicht nur dem Botulinum-Serotyp C, herstellen. Alle Se-
rotypen des Botulinum-Toxins werden beispielsweise als relativ inaktive Vorläufersubstanzen mit einem Mole-
kulargewicht von etwa 150.000 synthetisiert. In jedem Fall muss die Vorläufersubstanz durch eine Protease 
„gespalten" werden, um ein zweikettiges Molekül zu erzeugen, das eine schwere Kette (100.000 kDa) enthält, 
welche über 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 Ausschüttung des Trans-
mitters, wobei die schwere Kette hauptsächlich als eine auf Gewebe abzielende Domäne fungiert, die das To-
xin zu den cholinergischen Nervenendigungen leitet, die leichte Kette dagegen im Inneren der Nervenendigun-
gen wirkt und die Ausschüttung des Transmitters blockiert. Dabei ist es die leichte Kette eines jeden Serotyps, 
welche als Zink-abhängige Metallo-Endoprotease fungiert und ein oder mehrere Mitglieder einer Polypeptidfa-
milie spaltet, die zur Transmitterausschüttung unentbehrlich sind. In jedem Serotyp ist ein Zink-bindendes Mo-
tiv His-Glu-X-X-His (SEQ ID No: 3) vorhanden, welches für die enzymatische Aktivität unerlässlich ist. Eine Mo-
difikation des bindenden Motivs führt unweigerlich zum Verlust der enzymatischen Aktivität. Ferner zeigt das 
Alignment der Nucleinsäure- und der Aminosäuresequenzen für einen Teilbereich eines jeden Serotyps, der 
den Bereich des Zink-bindenden Motivs umfasst, ein hohes Maß 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 für die gesamte Klasse.

[0017] In vivo-Toxizitätstests des modifizierten rBoNT/C-Holotoxins zeigten, dass das modifizierte Botuli-
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num-Toxin mit Mutationen im Zink-bindendem Motiv während einer der Verabreichung folgenden 16 Wochen 
langen Beobachtungsphase keinerlei akute Toxizität in Mäusen hervorrief, nicht einmal in hohen Dosen (10 μg 
pro Tier, i.p.). In keinem der Tiere konnte eine sichtbare Neurotoxizität oder andere offensichtlich schädliche 
Wirkungen beobachtet werden. Im Gegensatz dazu starben Mäuse, 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-Toxizität des modifizierten BoNT/C-Holotoxins wurde ebenfalls mit der des nativen BoNT/C 
in Nervus phrenicus-Hemidiaphragma-Präparaten der Maus verglichen. Es stellte sich heraus, dass der Zusatz 
von modifiziertem Botulinum-Toxin zu den Nervus phrenicus-Hemidiaphragma-Präparaten keine neuromusku-
läre Blockade hervorrief (1 × 10–10 M; n = 4). Im Gegensatz dazu rief der Zusatz von nativem BoNT/C (1 × 10–12

M; n = 8) ausnahmlos Übertragungslähmung hervor (Mittelwert ± Standardfehler = 152 ± 17 min.).

[0019] Die Fähigkeit 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 Antikörperbildung hervor. Dementsprechend behielt das modifizierte Botulinum-Toxin 
der vorliegenden Erfindung seine Fähigkeit bei, den Durchgang durch den Darm zu überstehen 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 fähig ist, eine Immunantwort gegen diese Fremdproteine her-
vorzurufen, während eine p.o. Verabreichung nur Antikörper gegen das modifizierte Botulinum-Toxin hervor-
ruft.

[0020] Der Schutzeffekt der Antikörper, der durch die p.o. und s.c. Verabreichungen des modifizierten Botuli-
num-Toxins ausgelöst wird, wurde daraufhin sowohl in Serumneutralisations- als auch in in vivo-Toxozitätstests 
bewiesen. Unabhängig vom Verabreichungsweg ist Serum von mit modifiziertem Botulinum-Toxin immunisier-
ten Tieren fähig, eine hohe Dosis (~ 10.000 LD50) von nativem BoNT/C zu inaktivieren. In ähnlicher Weise be-
wirkten eine Immunisierung mit dem modifizierten Botulinum-Toxin, entweder auf dem p.o. oder dem s.c. Weg, 
in in vivo-Toxozitätstests eine drastische Abschwächung 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 Antikörper 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 geschützt.

[0021] Die Ergebnisse aus diesen Versuche beweisen demnach, dass in Übereinstimmung mit den hierin ge-
lieferten Lehren ein modifiziertes Botulinum-Toxin hergestellt werden kann, welches nicht toxisch ist, jedoch 
seine Fähigkeit, vom Darm in die allgemeine Blutbahn zu gelangen und schützende Antikörper hervorzurufen, 
beibehält. 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 Fähigkeit beibehalten, aus dem 
Darm zu translozieren und intakt in die allgemeine Blutbahn abgegeben zu werden, können diese modifizierten 
Botulinum-Toxine darüberhinaus als Verabreichungsvehikel bei der oralen Verabreichung von Antigenen für 
andere Proteine, außer Botulinum-Toxin, und von therapeutischen Mitteln in die allgemeine Blutbahn verwen-
det werden. Es bestehen verschiedene Möglichkeiten, in denen das modifizierte Botulinum-Toxin als Träger 
von oralen Impfstoffen verwendet werden könnte. Da die Inaktivierung des Zink-bindenden Motivs der leichten 
Kette die Fähigkeit des Toxins, vom Darm zu translozieren, nicht negativ beeinträchtigt, kann beispielsweise 
das Zink-bindende Motiv des nativen Botulinum-Toxins durch ein ausgewähltes Antigen für 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 können hinlänglich bekannte Methoden der Proteinchemie 
und der Molekularbiologie verwendet werden, um das ausgewählte Antigen oder einen Teil davon an ein mo-
difiziertes Botulinum-Toxin anzuhängen. Das daraus resultierende modifizierte Botulinum-Toxin wäre nicht nur 
nicht toxisch, sondern würde obendrein seine Fähigkeit, vom Darm in die allgemeine Blutbahn zu gelangen, 
beibehalten, so dass das ausgewählte Antigen, sofern es oral verabreicht wird, die allgemeine Blutbahn errei-
chen und eine systemische Immunantwort gegen das Protein hervorrufen würde. Beispiele von Impfstoffen, 
die mit dem modifizierten Botulinum-Toxin oral verabreicht werden können, schließen ein, sind aber nicht dar-
auf beschränkt: Impfstoffe gegen Bacille Calmette-Guerin, Cholera, Diphtherie, Hepatitis B, Masern, Meningi-
tis, Mumps, Keuchhusten, Pest, Polio, Tollwut, Röteln, Wundstarrkrampf, Typhus und Gelbfieber. Der orale 
Impfstoff kann entweder einzeln oder in Kombination verabreicht werden, wie zum Beispiel DTP (Diphtherie, 
Wundstarrkrampf, Keuchhusten). Die Möglichkeit, orale Impfstoffe zu verabreichen, ist insbesondere in geo-
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graphischen Regionen wichtig, in denen medizinisches Personal nicht jederzeit zur Verfügung steht. Darüber-
hinaus würde ein oraler Impfstoff gemäß der vorliegenden Erfindung außer dem geringeren Bedarf an Fach-
personal einen weiteren wichtigen ökonomischen Vorteil darstellen, indem er die in Verbindung mit Spritzen 
zur Injektion und/oder mit der Entsorgung von gebrauchten Spritzen auftretenden Kosten minimieren würde.

[0023] Rezepturen von oralen Impfstoffen, die gemäß der vorliegenden Erfindung hergestellt wurden, umfas-
sen das modifizierte Botulinum-Toxin in einem pharmakologisch verträglichen Träger wie zum Beispiel steriler 
physiologischer Kochsalzlösung, steriler Kochsalzlösung mit 0,1% Gelatine oder steriler Kochsalzlösung 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 für breit angelegte Impfungen 
dienen. Methoden der gentechnischen Manipulation von Pflanzen zur Expression von Fremdpeptiden sind un-
ter Fachleuten hinlänglich 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 
chimären oralen Therapeutika nützlich. In dieser Ausführungsform kann ein therapeutisches Mittel an ein mo-
difiziertes Botulinum-Toxin gekoppelt werden, um zwei breitgefächerte Gruppen von oral verabreichten Mole-
külen 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 Träger ab-
lösen. Beispiele von chimären 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, JAI 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 dafür wäre 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 Chimäre, welche throm-
bolytische Aktivität exprimiert und auf die Thromben zielt. Diese Chimäre muß in die Blutbahn eingeführt wer-
den. Unter Verwendung von entweder molekularbiologischen Methoden oder Methoden der Proteinchemie 
könnte dieses chimäre Molekül 'erster Ordnung' jedoch an ein modifiziertes Botulinum-Toxin, wie hierin be-
schrieben, gekoppelt werden, um so eine Chimäre höherer Ordnung zu erzeugen, welche den zusätzlichen 
Vorteil besäße, 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-
leküls ausnutzen und gleichzeitig mit einem Teil eines anderen Moleküls fusioniert sind, dessen Funktion spe-
zifisch auf das Toxin gerichtet ist. Ein jüngeres Beispiel verwendet den Aminoterminus des Pseudomonas-Exo-
toxins (PE), das mit dem epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) fusioniert ist, wobei die Chimäre EGF-PE ent-
steht, welche als cytotoxisches Mittel gegenüber EGF-Rezeptor tragende Krebszellen verwendet werden 
kann. Die Bindung dieser Chimäre an ein modifiziertes Botulinum-Toxin, wie hierin beschrieben, würde die Er-
zeugung einer Chimäre höherer Ordung zur Folge haben, die oral verabreicht werden kann.

[0025] Das allgemeine Konzept von der Verwendung eines modifizierten Botulinum-Toxins als Träger von 
Impfstoffen oder anderen therapeutischen Mitteln ist dasselbe für Mensch oder nicht-humanes Tier – mit einer 
Ausnahme. Es ist unwahrscheinlich, dass alle Serotypen des Botulinum-Toxins als Träger für 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-
sammenhängen, mit der diese drei Serotypen aus dem gastrointestinalen System absorbiert werden. Dement-
sprechend wären die Serotypen A, B und E die bevorzugten Träger von therapeutischen Mitteln für den 
Mensch.

[0026] Im Gegensatz dazu reagieren die meisten nicht-humanen Tiere besonders empfindlich auf den Sero-
typ C. Dies läßt vermuten, dass in der Veterinärmedizin der bevorzugte Träger eines therapeutischen Mittels 
zur Verwendung in nicht-humanen Tieren der Serotyp C sein würde. Beispiele von Tierimpfstoffen, welche mit 
dem modifizierten Botulinum-Toxin oral verabreicht werden könnten, schliessen folgende Impfungen ein, sind 
aber nicht auf diese beschränkt: 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 infektiöse Peritonitis, felines Leukämievi-
rus, feline Panleukopenie, Hepatitis, Leptospirose, Parainfluenzavirus, Parvoviren, Tollwut, Rhinotracheitisvi-
rus und Wundstarrkrampf.
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[0027] Folgende Beispiele sind ausschließlich zu erläuternden Zwecken aufgeführt, und die Erfindung soll in 
keiner Weise auf sie beschränkt sein.

Beispiele

[0028] Restriktionsendonucleasen und DNA-modifizierende Enzyme wurden von New England Biolabs (Be-
verly, MA) bezogen. Der Expressionsvektor pQE-30 und die Nickel-Nitrilotriessigsäure (Ni-NTA)-Agarose wur-
den von QIAGEN (Chatsworth, KA) bezogen. Monoclonale Antikörper (mAb), die spezifisch für den 6xHis-Af-
finitätsmarket 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-Antikörper 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 früher 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 Nucleinsäuresequenz 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 überhängenden Enden mittels des Kle-
now-Fragments der DNA-Polymerase I 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, 
durchgeführt.

[0031] Das ein rekombinantes modifiziertes Botulinum-Toxin codierende Gen wurde aus drei einzelnen To-
xin-Fragmenten (Fragmente I, II und III) zusammengebaut, die unter Verwendung von PCR erzeugt worden 
waren, und in den Vektor pQE-30 ligiert, woraus das Plasmid pQE-TC1 entstand. Zunächst wurde ein 
DNA-Fragment, das das amino-terminale Teilstück von BoNT/C (Fragmente I und II) codiert, aus dem Plasmid 
pCL8 in zwei aufeinanderfolgenden Schritten amplifiziert, um so pBot C2 zu erzeugen. Das DNA-Fragment I 
(nt 4-689) wurde unter Verwendugn des folgenden Oligonucleotidprimerpaares amplifiziert: 
(vorwärts) 5'-CCCAATAACAATTAACAACTTTAAT-3' (SEQ ID NO: 4)

KpnI

(rückwärts) 5'-TTTGGTACCCATTAAAATTAGTATTGGATCCAT-3' (SEQ ID NO: 5)

[0032] An das 5'-Ende des Vorwärts-Primers wurde ein Cytosin angelagert, um die Rekonstruktion der Bam-
HI-Restriktionsstelle zu gewährleisten, sowie um die rBoNT/C-DNA im Rahmen mit dem pQE-30-Translations 
Initiations-Methionin zu clonieren.

[0033] Eine KpnI-Restriktionsstelle wurde in den Rückwärts-Primer eingebaut, um die Aminosäuremutationen 
His229→Gly und Glu230→Thr am 3'-Ende von Fragment I zu erzeugen. Das amplifizierte Fragment I wurde der 
Behandlung mit Polymerase T4 unterzogen, mit KpnI geschnitten und zwischen der mit Klenow gefüllten Bam-
HI-Stelle und KpnI-Stelle des Expressionsvektors pQE-30 eingefügt, was die Entstehung von Plasmid pBot C1 
zur Folge hatte. Das DNA-Fragment II (nt 689-1633) wurde daraufhin unter Verwendung der folgenden Oligo-
nucleotidprimer amplifiziert:

KpnI

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

EcoRI

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

[0034] Im Vorwärtsprimer wurden Veränderungen in den Nucleotiden eingeführt, um eine KpnI-Stelle zu 
schaffen, sowie die Aminosäuremutationen His229→Gly, Glu230→Thr und His233→Asn am 5'-Ende von Fragment 
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II zu erzeugen. Der Rückwärtsprimer war zur BoNT/C-Sequenz komplementär und enthielt eine interne Eco-
RI-Stelle an der Nucleotidposition 1633. Das amplifizierte Fragment II wurde der Behandlung mit Polymerase 
T4 unterzogen, mit KpnI geschnitten und zwischen der KpnI-Stelle und der mit Klenow gefüllten SalI-Stelle von 
pBot C1 eingefügt. 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-Affinitätssequenz von pQE-30.

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

EcoRI

(vorwärts) 5'-TTTGAATTCTTATTATTACCTAGAATC-3' (SEQ ID NO:8)

SacI

(rückwärts) 5'-TTTGAGCTCTTATTCACTTACAGGTACAAAAC-3' (SEQ ID NO: 9)

[0036] Der Vorwärtsprimer war zur BoNT/C-Sequenz komplementär und enthielt eine interne EcoRI-Stelle an 
der Position 1632. Im Rückwärtsprimer wurde unmittelbar stromabwärts des Stopcodons eine SacI-Restrikti-
onsstelle eingefügt. Das amplifizierte Fragment III wurde mit EcoRI und SacI verdaut und einzeln in mit EcoRI 
und SacI verdautes Plasmid pQE-30 cloniert, wodurch Plasmid pBot C3 erzeugt wurde. Schließlich wurde die 
DNA, die ein modifiziertes Botulinum-Toxin von vollständiger Größe 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 Kälberdarm dephosphoryliertes Plasmid pBot C3 eingefügt, wodurch das Plasmid pQE-TC1 
entstand. Alle PCR-Fragmente wurden mittels DNA-Sequenzierung nochmals analysiert.

[0037] Die Oligonucleotidprimer wurden entworfen, um eine KpnI-Restriktionsstelle in dem DNA-Abschnitt zu 
konstruieren, der das Zink-bindende Motiv codiert. Die Erzeugung einer KpnI-Restriktionsstelle in diesem 
DNA-Abschnitt ermöglichte die Mutation von drei Aminosäuren (His229→Gly; Glu230→Thr und His233→Asn), wel-
che zur Zink-Bindung unentbehrich sind, und gewährleistet 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 zusätzliche Ami-
nosäuren, 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 Teilstück von rBoNT/C codiert, wurden ein neuer Vorwärtsprimer, 5'-CGGTACCATGCCAATAA-
CAATTAACAACTTT-3' (SEQ ID NO: 11), der zehn zusätzliche Nucleotide an 5'-Ende enthielt, und ein neuer 
Rückwärtsprimer,

BglII

5'-AGCTATAGATCTATAATAATCCAA-3'

[0039] (SEQ ID NO: 12), der die BglII-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 BglII geschnitten und zwischen der mit Klenow gefüllten BamHI-Stelle 
und BglII-Stelle von pQE-TC1 eingefügt, 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-Brühe bei 37°C unter Schütteln gezüchtet, bis zu einer A600 von 
0,6-0,8. Zu 1,0 mM Endkonzentration wurde Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid zugegeben und die Inkubati-
on über weitere fünf 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 × g 30 Minuten lang bei 4°C zentrifugiert. Die geklärten Überstände 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 schließlich auf eine 25 
ml-Säule aufgetragen. Die Säule 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 Fähigkeit 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 gemäß der Methode nach Laemm-
li, U.K. Nature 22 (1970), 680-685 aufgetrennt, auf Nitrocellulose überführt und zum Nachweis von immunre-
aktiven Proteinen, die das 6xHis-Affinitätsmarker enthielten, weiter verarbeitet. Die Inkubationen mit den 
Hauptantikörpern wurden eine Stunde lang bei 37°C mit einer 1:2000-fachen Verdünnung des Anti-6xHis-Affi-
nitätsmarker-mAb oder mit anti-BoNT/C-Antikörpern durchgeführt. Die Membranen wurden unter Verwendung 
von verstärkter Chemoluminiszenz gemäß den Angaben des Herstellers (ECL; Amersham Corp., Arlington 
Heights, IL) entwickelt. Die Synthese von rekombinanten Proteinen wurde durch IPTG herbeigeführt, 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-Antikörpern 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-Antiköprer offenbarte, dass pQE-TC2 wirksamer war, 
die Synthese von modifiziertem rBoNT/C Holotoxin zu betreiben. So konnten tatächlich 1-2 mg modifiziertes 
rBoNT/C Holotoxin aus einem Liter Lennox-Brühe gereinigt werden.

[0043] Modifiziertes rBoNT/C-Holotoxin wurde in löslicher Form synthetisiert, ohne sichtbaren Abbau, doch 
im Gegensatz zu Clostridium botulinum konnte E. coli ein wirksames Schneiden von modifiziertem 
rBoNT/C-Holotoxin nicht gewährleisten. Mittels Coomassie-Färbung 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 zusätzliche Aminosäuren 
(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 Aminosäuren 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 Affinitätschromatographie an Ni-NTA-Harz unter Verwendung der 6xHis-Affini-
täts-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 Affinitätsharz eluierten Protein 
offenbarte, dass das Toxin zu einer Homogenität 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 Aktivität unter Verwendung eines in vivo-Toxizitätstests, ihre in vitro-Aktivität an Nervus phre-
nicus-Hemidiaphragma-Präparaten der Maus sowie ihre enzymatische Aktivität in rohen Synaptosomenpräpa-
rationen hin untersucht.

A. In vivo-Toxizitätstest

[0045] Die Toxizität von modifiziertem rBoNT/C-Holotoxin wurde getestet. Das durch Eluieren vom Histi-
din-Affinitäts-Harz gereinigte modifizierte rBoNT/C-Holotoxin wurde in PBS, welches 1 mg/ml BSA enthielt, 
verdünnt und Mäusen intraperitoneal (i.p.) injiziert. Das rBoNT/C-Holotoxin wurde in einem 100 
μl-PBS-BSA-Aliquot in einer Konzentration von 10 μg pro Tier verabreicht, wobei die Tiere ein Durchschnitts-
gewicht von 25 g aufwiesen. Die Tiere wurden über einen Gesamtzeitraum von 16 Wochen beobachtet, um 
jedwede nichtspezifische Toxizität auszuschließen.
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B. In vitro-Toxizitätstest

[0046] Die Toxizität wurde in einem Biotest an Nervus phrenicus-Hemidiaphragma-Präparaten 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 % O2 und 5 % CO2 belüftet 
und gleichbleibend bei 35°C gehalten wurde, suspendiert. Die physiologische Lösung hatte folgende Zusam-
mensetzung (millimolar): NaCl, 137; KCl, 5; CaCl2, 1,8; MgSO4, 1,0; NaHCO3, 24; NaH2PO4, 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 ausgelöste Lähmung 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 gemäß der Methode nach Rosahl et al. Cell 75 (1993) 661-670 präpariert. Die 
Synaptosome wurden in Gegenwart von modifiziertem rBoNT/C-Holotoxin (100 nM) 90 Minuten lang bei 37°C 
in Tris-gepufferter Kochsalzlösung (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 überführt und 
zum Nachweis von immunreaktiven Proteinen mit anti-Syntaxin-mAb weiter verarbeitet.

Beispiel 6: Antikörperantwort im Serum bei mit modifiziertem rBoNT/C-Holotoxin immunisierten Mäusen

[0048] Weibliche Swiss-Webster-Mäuse mit einem ungefähren 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 
Fähigkeit dieses Peptids, eine Serum-Immunantwort hervorzurufen, zu bewerten.

A. Immunisierung und Probennahme

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

B. Untersuchung des Serums auf Antikörperbildung

[0050] Die Seren von immunisierten Mäusen oder Kontrollmäusen wurden auf Antikörper unter Verwendung 
einer Immunoblot-Analyse zur Immunreaktivität gegen ungeschnittenes modifiziertes Botulinum-Toxin unter-
sucht. Rekombinantes Antigen (modifiziertes Botulinum-Toxin; 0,1 μg/Spur) wurde mittels SDS-PAGE aufge-
trennt und auf Nitrocellulosemembranen übertragen. 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 über 
Nacht (18 Stunden) mit einem 1:1000 verdünnten Serum durchgeführt. Ein sekundäres Meerrettich-Peroxida-
se-markiertes Antimaus-IgG wurde in einer 1:10.000-fachen Verdünnung bei Raumtemperatur für eine Stunde 
verwendet. Nach ausführlichem Waschen wurden die Membranen unter Verwendung von ECL (Amersham) 
entwickelt.

Beispiel 7: Neutralisierende Aktivität des Serums von immunisierten Mäusen

[0051] Es wurden Versuche durchgeführt, um die Fähigkeit 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 μl, 100 ng) wurde mit 10 μl 
Präimmunserum oder Immunserum bei 37°C für 1 Stunde oder mit PBS-BSA inkubiert. Anschließend wurde 
das Inkubationsgemisch mit 80 μl PBS, einschließlich 1 mg/ml BSA, verdünnt und i.p. injiziert. Die Mäuse wur-
den 48 Stunden lang beobachtet, um jegliche Resttoxizität der verschiedenen Gemische zu bewerten.
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Beispiel 8: Schutz von Mäusen gegenüber einer Challenge mit nativem BoNT/C

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

Sequenzprotokoll
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Patentansprüche

1.  Verwendung eines Botulinum-Toxins zur Herstellung eines oralen Impfstoffs, wobei mindestens beide 
His-Aminosäuren und die Glu-Aminosäure 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 zusätzlich ein ausgewähltes Antigen um-
fasst.

4.  Verwendung nach Anspruch 3, wobei der orale Impfstoff ein oraler Impfstoff gegen das ausgewählte 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, Röteln, 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 infektiöse Peritonitis, felines Leukämievirus, 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-Aminosäuren und die Glu-Aminosäure 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 zusätzlich ein therapeutisches 
Mittel umfasst.

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

Es folgt ein Blatt Zeichnungen
21/22



DE 698 37 209 T2    2007.10.31
Anhängende Zeichnungen
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