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Campo técnico de la invencién

El complejo de toxinas de Clostridium botulinum del ti-

po A (Mg 900.000) es empleado desde hace varics afios para e

-

tratamiento de diversas distonias. Actualmente estédn autcri-
zados dos preparados distintos para el tratamiento del ble-
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rospasmo (espasme de los parpados), de los espasmos hemi-

faciales y del espasmo rotatorioc. (Torticolli
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se ftrata de BOTOX® y DYSPORT®. La terapia de octras enfer-

medades del sistema nervioso (espasticidades, migrana, lum-

balgia, sindrome cervical, hipersalivacidén) esté& siendo exa-

minada clinicamente en la actualidad. Los preparadcs se em-
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plean ademas en indicaciones cosméticas talies come
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hidrosis y la formacidén pronunciada de arrugas en
de la cara.

Los complejos de toxina botulinica se componen de una
mezcla de proteinas cleostridiales. Estas son hemaglutininas

con masas moleculares diferentes, una protelna no toxica no

hemaglutinante (M, 120.000) y dos moléculas de neurotoxina
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(My 150.000). Las mismas conforman un complejo suelto que es
responsable de la toxicidad oral en intoxicaciones por aii-

mentos.

Contrariamente a lo que ocurre con la neurotoxina

pura, el complejo resiste el medio ambiente agresivo del
tracto gastrointestinal y posibilita la resorcidén enteral de
la neurotoxina, la que alcanza las células de destino a tra-
vés del torrente sanguineo o del sistema linfatico y desen-
cadena alli un bloqueo de la liberacidén de transmisocres. Se
llega asil a la pardlisis de la musculatura estriada y lisa vy
a la extinsidén de diversas funciones vegetativas. Los pa-
cientes intoxicados mueren de una insuficiencia de

la neurotoxina

.

culatura respiratoria. Debido a que

descompone en el tracto gastrointestinal y por lo tanto no

se resorve enteralmente, no es venenosa después de su in-

gestidn. Aplicados no se diferencian 1os

0

parenteralmente,
efectos del complejo de los efectos de la neurotoxina debido
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a que
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el complejo se desintegra en el tejido en sus part

compenentes y solo la neuroxina es absorbida en las células

J
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destino.

P 1z aplicacidn terapéutica, el complejc se inyecta

ra
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directamente en los misculos distdnicos c¢ espésticos, donde

la neurotoxina es liberada del complejo y provoca la accion
farmacoldgica deseada. A pesar de que el complejo es apli-

cado solo en dosis sumamente reducidas (1-25 ng, segun la

inrdicacidén y el tamafno del miasculo) después de 1nyecciones



reiteradas, se llega en un numero considerable de pacientes
a la formacién de anticuerpos espécificos neutralizadores
gque también estan dirigidos contra la neurotoxina. Estos
pacientes ya no reaccicnan a ninguno de los dos preparadocs.
Ellos podrian ser tratados con otros subtipos de toxina, de
los cuales sin embargo ninguno estd autorizado para ser
empleado terapéuticamente.

La formacidén de anticuerpos especificos se ve benefi-
ciada por dos factores. Por un lado, la neurotoxina, fijada

en el complejo, queda depositada por un largce lapsc de tiem-

N

po en el tejido y puede activar las células inmunizantes que
migran hacia el tejide, a fin de gue formen anticuerpocs. El
largoe tiempo de residencia no lleva a una apsorcidn incre-
mentada en las células de destino debido a gue células in-

toxicadas va no pueden absorber la teoxina. Lz toxina Jue sS€
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disocia lentamente del complejo e por 1o tantc ya 3010
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af va inmunoldgicamente. Por el otro ladc, las proctelinas
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contenidas en el complejo refuerzan una respuesta inmunolod-

(9]

a. Las hemaglutininas son lectinas, proteinas que se des-
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tacan por una alta afinidad a ciertos azucares. A railz de su
enlace a estructuras sacaricas, las lectinas actuan de mane-
ra inmuncestimulante. Asi pudo ser demostrado gue la lectina
concanavalina A, la fitohemaglutinina vy los mnmitdgenos de
Phytolacca activan los linfocitos T y B. Las hemaglutininas

del complejc de toxina botulinica, que igualmente se enlazan



30
a azucares presentes en las membranas, pueden funcionar por
lo tanto de manera similar como adyuvantes inmunoldgicos vy
contribuir a la formacidén de anticuerpos y con ello al fra-
caso de la terapia.

Como alternativa a los dos preparados comerciales de
complejos de toxina botulinica, BOTOX® y DYSPORT®, se de-
sarrolldé un nuevo medicamento que contiene solo neurotoxina
pura y que esté libre de hemaglutininas y otras proteinas

ajenas al cuerpo. Debido a su masa molecular reducida, se

fmt

difunde mas rapidamente hacia las células de destino, en la

n

gque es absorbido antes de que se activen células inmunold-
gicas atraidas por hemaglutininas. En estudiocs de antigeni-
dad encontramos que este preparado, a diferencia de los pre-
parados comerciales, no desencadena la formacidén de anti-
cuerpos. En la aplicacién terapéutica de este nueve medica-
mento desarrollado, aun después de repetidas aplicaciones,
no se deberia llegar a un fracaso de la terapia condicicnado
por la formacién de anticuerpos. Por otro ladc pude ser
demostrado que la neurotoxina pura, debido a su 1inmediata
biodisponibilidad, es apropiada también para la terapia de
pacientes que bajo el tratamiento con BOTOX® o DYSPORT®,
han desarrollado un indice de anticuerpos.

Descripcién del invento

De acuerdo con otra forma de realizacidén, el invento se

refiere a un agente terapéuticoc caracterizado por una neuro-
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toxina botulinica de Clostridium botulinum del Tipo A, libre
de otras proteinas del complejo de toxinas botulinicas, en
particular libre de hemaglutinas y de proteinas no-tdxicas
no-hemaglutinantes.

De acuerdo con otra forma de realizacién, el invento se
refiere a un agente terapéutico, caracterizade por una
neurotoxina botulinica de Clostridium botulinum del Tipo B,
C, en particular Cl, D, e, F y/o G, libre de otras proteinas
del complejo botulinico, en particular libre de hemaglutinas
Yy proteinas no-tdéxicas no-metaglutinantes.

Este agente terapéutico puede ser caracterizado por una
neurotoxina botulinica de Clostridium botulinum Tipo B.

Un agente terapéuticc de acuerdo con el inventc puedse

estar caracterizado por una neurotoxina botulinica obtenida

2.

m

manera en si conocida o por una neurotoxina botulinica
recombinante.

Un agente terapéutico de acuerdo con €l invento puede
estar caracterizado por una neurotoxina botulinica de un
grado de pureza (neurotoxina botulinica &ltamente pura) gue
en comparacidén con su complejo de toxina botulinica, no pro-
duce © lo hace de manera muy reducida, una induccidn de
anticuerpos neutralizadores.

Ademds, puede presentarse un agente terapéutico como

preparado liofilizado con un contenido facultativo de una
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sustancia terapéutica habitual de soporte, de un diluyente
y/0 sustancia auxiliar.

Un agente terapéutico de acuerdo con el invento puede
también presentarse en forma de preparado liquido, en par-
ticular como preparado para infusidn, preferentemente en ba-
se acucsa, dado el caso obtenible por incorporacidédn de un
preparado de acuerdo con el invento liofilizado en agua o en
sustancia salina.

Un agente terapéutico de acuerdo con el inventc puede
estar previstc para el tratamiento de enfermedades dei
sistema nervioso.

Un agente terapéutico de acuerdo con el inventc puede
ademas estar previsto para el tratamliento de "Secondary Non-
Responders".

Un agente terapéutico de acuerdo con el i1nvento

3
o
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Q.
D

ademas estar previsto para el tratamiento d=

- distonias, en particular Torticollis spasmodicus o

}-

Blepharospasmus,
- espasmocidades, en particular el pie equino,

- espasmos hemifaciales,

- sindrome cervical o

- hipersalivacién.
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El agente terapéutico de acuerdo con el invento pueds
estar previsto para indicaciones cosméticas, en particular
para la hiperhidrosis o la formacién de arrugas, en parti-
cular en el ambito de la cara.

El agente terapéutico de acuerdo con el invento puede
estar previsto para la terapia de pacientes con han de-
sarrollado anticuerpos neutralizadores contra un complejo

. potulinico. B
/ Un agente terapéutico con una neurotoxina botulinica de
Clostridium botulinum Tipo B de acuerdo con el invento puede
estar previsto para el tratamiento de pacientes con anti-
cuerpos neutralizadores contra un complejo de toxina botu-
linica de Clostridium botulinum Tipo B.
Ejemplo 1:
A 20 conejos les fueron inyectados intracutaneamente 25 U de
BOTOX® durante un lapso de 12 semanas, a intervalos de 14
" dias {5 invecciones). Después de 3 semanas y luego a inter-
valos de 14 dias se les extrajo suero.
Los anticuerpos contra Clostridium botulinum neurcteoxina A
/

fueron determinades con un inmunoensayo enzimdtico, estando
la neurotoxina homogenea inmobilizada sobre una placa de mi-
croindice. Los anticuerpos enlazados a la neurotoxina fueron
cuantificados mediante un segundo anticuerpo marcado enzima-

ticamente.



El resultado estd volcado en la Tabla 1.

conejos pudieron ser determinados anticuerpos después

semanas.
12 de los
(Tabla 2).

Tabla 1

En

17 sueros
Determinacién de muestras de suero
1:100) de conejos que fueron tratados

Estédn indicados DOsgppm > 0.1. Todos los
estan corregidos con los valores DO de

preinmunes (DO alrededor de (,150).

»

A
qo

los sueros de 17

de 11

En el test de actividad biocldgica se demostrd que

contenian anticuerpos neutralizadores

(diluidas
con BOTOX®
valores DO

los sueros

Conejo N° 3° semana 5° semana 7° semana 9° semana 11° semana
1 - - - 0,11 0,36 |
2 - - - 2,36 2,23
| 3 - - 0,57 1,43 1 1,44
| 4 - - 0,68 1,68 0,93 |
5 - 0,97 2,52 3,49 3,44 ?
6 - - 1,34 2,32 2,70
7 - - 2,13 3,09 3,00
B* - 0,53 1,47 2,75 2,75
9 - - 0,43 2,44 2,85 |
’ 10 - - 2,99 3,15 2,73
11 - 0,10 2,42 2,45 1,93
|12 - - - 1,13 1,95




13 - - - - 1,89
14 - - - - -
15 - - - - -
16 - - - - -
17 - 2,93 3,62 3,72 3,44
18 - - 1,18 2,28 2,62
19 - - 0,43 0,43 0,81
20 - 1,65 3,20 2,97 2,88
* Los valores no fueron corregidos debido a gque no estaba

disponible el suero preinmune

Tabla 2

Neutralizacidén mediante suercs de conejos que Lue-

ron tratados

primera inmunizacidn)

ma de ratones

con BOTOX® (semana 11 después

(Limite de deteccidn: 0,35 mU

ticuerpo)
Conejo Neutralizacién mU/ml

1 2,0 mU

2 n.d.

3 n.d.

4 > 10 mU

5 > 100 mU

9 n.d.

de

de

1 =
4

en el ensayc de hemidiafrag-

an-—




7 > 10 mU

8 > 10 mU

9 n.d.

10 n.d.

11 n.d.

12 > 10 mU

13 A.d.

14 n.d.

15 < 0,35 mU

16 C,4 mU

17 > 10 mU

18 > 10 mU ?

19 2,0 mU

20 > 10 mU
n.d. = no determinado

Ejemplo 2:

Después de que fuera demcstrado gue el

de neurotoxina y hemaglutinina y la proteina

complejo consistente

no toéxica, no

hemaglutinante desencadena la formacion de anticuerpos neu-

tralizadores,

rotoxina pura.

plejo de toxina y 12 conedjos

procedimiento descripto anteriormente

se examind la

Para ello se

accioén

trataron 8 conejos

con la toxina pura.

inmunogénica de la

{véase

neu-
con el com-

Después del

el Ejemplo 1)
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fueron aplicados intracutdneamente 25 U de cada preparado.
La cantidad de neurotoxina, medida como peso, fue igual en
ampbos preparados (200 pg/dosis), como se demostrd en un
ELISA (inmunoensayo enzimatico) . E1l producto BOTOX®
contenia adicionalmente preoteinas de complejo ({(alrededcr de
800 pg/dosis).

Cuatro de los ocho conejos tratados con BOTOX® mostraron en
el ELISA un indice de anticuerpos, mientras que en los 12
animales tratados con neurotoxina pura no pudieron ser de-
tectados anticuerpos contra la neurotoxina pura. El resul-
tado fue confirmado en el test de actividad biolégica. Todos
los suercs de los cuatro conejos contenian indices de anti-

cuerpos neutralizadores que impedian el efecto de la toxina

Tabla 3 Neutralizacidérn por sueros (diluideos 1:3) de cone-
jos, que fueron tratados con BOTOX® (11 semanas

ensavo

=

después de la primera inmunizaciodn) en e
de hemidiafragma de ratones (Limite de deteccién:

1 mU de anticuerpo)

Conejo Neutralizacidn
1 12 mU
2 > 30 mU
3 4,5 mU
8 > 30 mU
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Ejemplo 3:

En este experimento se compard la formécién de anticuerpos
por BOTOX® con la formacién por DYSPORT®. Para elloc se tra-
taron cada vez diez conejos con BOTOX® (grupo 1), con
DYSPORT® (grupo 2) o con una neurotoxina pura (grupo 3) de
acuerdo con el esquema descripto.

Mientras que en los grupos 1 y 2 mas del 50% de los animales
fcrmaron un indice de anticuerpos neutralizadores, los sue-
ros de los animales del grupo 3 estaban libres de anti-
cuerpos.

Ejemplo 4:

Un paciente (edad 45 afios) que fue tratado durante un pe-

riodo de 5 afilos con BOTOX® por un cuadrc de Torticollis
spasmodicus, habia desarrollado un indice de anticuerpos de
3 mU/ml de suero. En este paciente, ni BOTOX® ni DISPORT®
eran efectivos desde el punto de vista terapéuticoe. Un en-
sayo terapéutico con neurotoxina botulinica pura en una do-
sis de 145 unidades, que era equivalente a la Ultima dosis
inyectada de BOTOX®, produjo, dentro de las 72 horas, el
aflojamiento del misculo, la normalizacién de la postura de
la cabeza y la desaparicidén del dolor muscular. No se pre-

senitaron efectos indeseados.

Ejemplo 5:
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Un paciente (edad 52 afios) fue tratado durante 3 afios por
paresia cerebral con BOTOX®. Habia desarrollado un indice
de anticuerpos de 10 mU/ml de suero, la terapia tuvo por
ello que ser interrumpida. La inyeccidén de 200 unidades de
neurotoxina pura posibilitdé una terapia exitosa.
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Resumen
El invento se refiere a un agente terapéutico con una neuro-

toxina botulinica.
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Reivindicaciones
1. Agente terapéutico caracterizado por una neurotoxina
botulinica de Clostridium botulinum del Tipo A, likre de

proteinas del complejo de toxina botulinica, en particular

libre de hemaglutininas y de proteinas no-tdxicas, no-
hemaglutinantes.
2.- Agente terapéutico, caracterizado por una neuro-

toxina botulinica de Clostridium botulinum del Tipo B, C, en

particular Cl1, D, e, F y/o G, libre de proteinas del com-
plejo botulinico, en particular libre de hemaglutinas y de
proteinas no-tdxicas, n-hemaglutinantes.

3. Agente terapéutico de acuerdo con la reivindicacidn
2, caracterizade por una neurotoxina botulinica de
Ciostridium botulinum del Tipo B.

4.- Agente terapéutico de acuerdo con una de las rei-
vindicaciones precedentes, caracterizado por la neurotoxina
botulinica es una neurctoxina natural o recombinante.

5.- Agente terapéutico de acuerdo con una de las rei-

vindicacicnes precedentes, caracterizado pocr una neurotoxina
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botulinica de un grado de pureza (neurotoxina botulinica
dltamente pura) que no producen o0, en comparacidén con su
complejo de neurotoxina botulinica, producen solo una induc-
cidn disminuida de anticuperpos neutralizadores.

6.~ Agente terapéutico de acuerdo con una de las rei-
vindicaciones precedentes como preparado liofilizado con un
contenido facultativo de sustancia habitual terapéutica de
soporte, diluyente y/o auxiliar.

7.- Agente terapéutico de acuerdo con una de las rei-
vindicaciones 1 & 5, como preparado liquido, en particular
como preparado para infusidn, preferentemente sobre base

acuosa, dadoc el caso obtenible por introduccién del agente

&

terapéutico de acuerdo con la reivindicacidédn € en agua
sustancia salina.

8.- Agente terapéutico de acuerdo con una de las rei-
vindicaciones precedentes para el tratamiento de enfermeda-
des del sistema nervioso.

9.- Agente terapéutico de acuerdo con una de las rei-
vindicaciones 1 & 7 para el tratamientd de "Secondary Non-
Responders'.

10.- Agente terapéutico de acuerdo con una de las rei-
vindicaciones 1 & 6 para el tratamiento de
- distonias, en particular Torticollis spasmodicus o©

Blepharospasmus

- espasmocidades, en particular el pie eguino



- espasmos hemifaciales,
- migrana,

- lumbalgia,

- sindrome cervical o

- hipersalivaciédn.

11.- Agente terapéutico de acuerdo con una de las rei-
vindicaciones 1 & 7 para el tratamiento cosmético, en par-
ticular la hiperhidrosis o la marcada formacién de arrugas
en el ambito del rostro.

12.- Agente terapéutico de acuerdo con una de las rei-
vindicaciones 1 & 7 para el tratamiento de pacientes con an-
ticuerpos neutralizadores frente a un complejo botulinico.

13.- Agente terapéutico de acuerdo con la reivindi-
cacién 1 para el tratamiento de pacientes con anticuerpos
neutralizadores frente a un complejo de toxina botulinica de
Clostridium botulinum del Tipo A.

14.- Agente terapéutico de acuerdo con la reivindica-
cidén 3 para el tratamiento de pacientes con anticuerpos neu-
tralizadores frente a un complejo de toxina botulinica de

Clostridium botulinum del Tipo B.
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Hintergrund der Erfindung

Clostrictium botulinum Toxinkomblex Typ A (M, 900.000) wird seit mehreren Jahren zur
Therapie verschiedener Dystanien eingesetzt. Derzeit sind zwei verschiedene Prapa-

. rate flr die Behandlung des Blepharospasmus, hamifacialer Spasmen und des Torticol-
- lis spasmodicus zugelassen, und zwar BOTOX® und DYSPORT®. Die Therapie weiterer
Erkrankungen des Nervensystems (z. B. Spastizitédten, Migréne, Lumbalgie, Cervical-

syndrom, Hypersalivation) wird derzeit klinisch geprift. Die Préparate werden auler-
dem bei kosmetischen Indikationen wie z. B. Hyperhydrose und ausgepragter Faltenbil-

dung im Gesichtsbereich eingeseizt.

-

Botullnumtoxin-Komplexe setzen sich aus einem Gemisch clostridieller Proteine zu-
sammen. Dies sind Hamagglutinine mit unterschiedlichen Molekularmassen, ein nicht-
toxisches, nicht-hamagglutinierendes Protein (M, 120.000) und zwei Neurotoxinmole-
kiate (M, 150.000). Sie bilden einen losen Komplex, der fir die orale Toxizitst bei Le-
hensmittelintoxikationen verantwortlich ist. Im Gegensatz zum reinen Neurotoxin wider-

- steht der Komplex dem agressiven Milieu im Magen-Darm-Trakt und ermdglicht die

enterale Resorption des Naurotoxins, welches Uber den Blutkreislauf oder das
Lymphsystem die Zielzellen erreicht und dort eine Blockade der Transmitterfreisetzung
auslést. Daraufhin kommt es zur Paralyse der quergestreiften und glatten Muskulatur
und zum Versiegen verschiedener vegetativer Funktionen. Vergiftete Patienten sterben
an einer Insuffizienz der respiratorischen Muskulatur. Da das reine Neurotoxin im Ma-
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- gen-Darm-Trakt abgebaut und somit nicht enteral resorbiert wird, ist es nach ainer In-
gestition nicht giftig. Parenteral appliziert unterscheiden sich die Wirkungen des Kom-
plexes nicht von den Wirkungen des Neurotoxins, denn der Komplex zerfallt im Gewebe
in seine Bestandteile, und nur das Neurotoxin wird in die Zielzellen aufgenommen.

Zur therapeutischen Anwendung wird der Komplex direkt in dystone oder spastische

- Musksl injiziért, wo das Neurotoxin aus dem Komplex freigesetzt wird und die er-
winschte pharmakologische Wirkung hervorruft. Obwohl der Komplex nur in auferst
geringen Dosen appliziert wird (1-25ng, je nach Indikation und GroRe des betroffenen
Muskels), kommt es nach WIederhoIten Injektionen bei einer betrachtlichen Anzahl der
Patienten zur Bildung von spezifischen, neutralisierendan Antik&rpern, die auch gegen
das Neurotoxin gerichtet sind. Diese Patienten sprechen auf keines der beiden Prapa-
rate mehr an, Sie kdnnten aber mit anderen Toxinsubtypen behandelt werden, von de-
nen allerdings keiner zur Therapie zugelassen ist .

Die Bildung von spezifischen Antikt’:‘:rpern wird durch zwei Faktoren begunstigt. Zum
einen bleibt das Neurbtoxin. fixiert im Komplex, Gber einen langen Zeitraum im Gewebe
liegen und kann ins Gewebe hineinwardernde Immunzelien zur Antikorperbildung akiti-
vieren. Die lange Verweildauer fuhrt nicht zu einer gesteigerten Aufnahme in die Ziel-
zellen, denn vergiftete Zellen kédnnen kein Toxin mehr aufnehmen. Das langsam aus
dem Komplex herrauéd‘issoziierende Toxin ist also nur noch immunologisch wirksam.
Zum anderen verstarken die im Komplex enthaitenden Proteine eine 'lmmunantwort.
Hamagglutine sind Lektine, Proteine, die sich durch eine hohe Affinitét zu bestimmten
Zuckern auszeichnen.kAufgrund ihrer Bindung an Zuckerstrukturen wirken Lektine im-
munstimulierend. So konnte gezeigt werden, daR die Lektine Concanavalin A, Phyto-
hamagglutinin und Pokeweed Mitogen T- und B-Lymphozyten aktivieren. Die Ham-
magglutine des Botulinumtoxin-Komplexes, die ebenfalls an membranstandige Zucker
binden, kénnen also in hnlicher Weise als Immunadjuvanzien fungieren und zur Anti-
kérperbildung und damit zum Therapieversagen beitragen.

Als Alternative zu den beiden kommerziellen Praparaten aus Botulinumtoxinkomplex,
BOTOX® und DYSPORT®, wurde ein neues Arzneimittel entwickelt, welches nur reines
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- Neurotoxin enthalt und frei von Hamagglutininen und anderen kérperfremden Proteinen
ist. Wegen selner geringeren Molekularmasse diffundiert es schneller zu den Zielzellen,
in die es aufgenommen wird, bevor Immunzetien, von Hdmagglutininen angelockt, akti-

“viert werden. In Antigenitatsstudien fanden wir, daR dieses Praparat - im Unterschied zu

- ‘kommerziellen Préparaten - keine Bildung von Antikérpern ausldst. Bei therapeutischem

Einsatz dieses neuentwickelten Arzneimittels solite es auch nach wiederholten Applika-

tionen nicht zu einem antikérperbedingtem Therapieversagen kommen. Ferner konnte

gezeigt werden, daR das reine Neurotoxin, und zwar wegen seiner sofortigen Biover-

- fugbarkeit, sich auch weiterhin zur Therapie von Patienten eignet, die unter der Be-

handlung mit BOTOX® oder DYSPORT® sinen Antikérpertiter entwickelt haben.

Beschreibung der Erfindung

Gemal einer weiteren Ausflihrungsform betrifft die Erfindung ein Therapeutikum, ge-
kennzeichnet durch ein Botulinum-Neurotoxin von Clostridium botulinum Typ A, frei
von sonstigen Proteinen des Botulinumtoxin-Komplexes, insbesondere frei von
Hamagglutinen und nicht-toxischen nicht-hémaggIutinierehden Proteinen.

GemaR einer weiteren Ausfahrungsform betrifft die Erfihdung ein Therapeutikum, ge-
kennzeichnet durch ein Botulinum-Neurotoxin von Clostridium botulinum Typ B, C, ins-
besondere C1, D, E, F und/oder G,/fr,el von sonstigen Proteinen des Botulinum-Korm-
plexes, insbesdndére frei von Hamagglutinen und nicht-toxischen nicht-hamagglutinie-
rendeh Proteinen. ‘

Dieses Therapeutikum kann durch ein Botulinum-Neurotoxin von Clostridium botulinum

Typ B gekennzeichnet sein.

Ein Therapeutikum geman der Erfindung kann durch ein in an sich bekannter Weise
gewonnenes Botulinum-Neurotoxin oder durch ein rekombinantes Botulinum-Neurotoxin

gekennzeichnet sein,
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Therapeutikdm gemaf der Erfindung kann durch ein Botulinum’-Neuro.toxin eines Rein-
heitsgrades (hochreines Botulinum-Neurotoxin) gekennzeichnet sein, der zu keiner oder
zu einer verminderten Induktion neutralisierender Antikérper fihrt, verglichen mit
seinem Botulinumtoxin-Komplex.

Ferner kann ein Therapeutikum gemaR als lyophilisiertes Préparat mit einem fakultati-
ven Gehalt an einem therapeutisch Ublichen Trager, Verdinnungsmittel und/oder Hilfs- -
~ stoff vorliegen.

Auch kann ein Therapeutikum gemé&n der Erfindung als flissiges Praparat vorliegen,
insbesondere als Infusionspréparat, vorzugsweise auf walkriger Basis, gegebenenfalls
erhaltlich durch Aufnahme eines erfindungsgemaien lyophilisierten Praparats in Was-
ser bder Saline,

Ein erfindungsgemaRes Therapeutikum kann zur Therapie von Erkrankungen des Ner-
vensystems vorgesehen sein.

Ferner kann ein'erﬁndungsgemér}es Therapeutikum zur Thefaple von Secondary Non-
Responders vorgesehen sein.

Ferner kann ein erfindungsgem#Bies Therapeutikum zur Therapie von

- Dystonien, insbesondere Torticollis spasmodicus oder
Blepharospasmus, ,

- Spastizitaten, insbesondere Spitzfui,

- hamifascialen Spasmen,

- Migréne, ‘

- Lumbalgie,

- Cervicalsyndrom oder

" — Hypersalivation

vorgasehen sein.
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Ferner kann ein erﬂndungsgeméﬁes Therapeutikum flir kasmetische Indikation, insbe-
sondere Hyperhydrose oder ausgepragte Faltenbildung im Gesichtsbereich vorgesehen
sein.

Ferner kann ein erfindungsgeméfes Thérapeutikum zur Therapie von Patienten mit
neutralisierenden Antikdrpern gegen einen Botulinum-Komplex vorgesehen sein.

Ferner kann ein erfinduhgsgeméﬁesTﬁérapéutikum mit einem Botulinum-Neurotoxin
vori Clostridium botulinum Typ A zur Therapie von Patienten mit neutralisierenden Anti-
kérpern gegen einen Botulinumtoxin-Komplex von Clostridium botulinum Typ A vorge-
sehen sein. |

Schiiefilich kann ein erfindungsgemalesTherapeutikum mit einem Botulinum-Neuro-

~ toxin von Clostridium botulinum Typ B zur Therapie von Patienten mit neutralisierenden

Antikdrpern gegen einen Botulinumtoxin-Komplex von Clostridium botulinum Typ B vor-
gesehen sein. ‘ |

Beispiel 1

20 Kaninchen wurden 25 U BOTOX®, iber einen Zeitraum von 12 Wochen im Abstand
von 14 Tagen (5 Injektionen) intracutan injiziert. Nach 3 Wochen und im weiteren im
Abstand von 14 Tagen wurde Serum gewonnen.

Antiktrper gegen Clostridium botulinurn Toxin A wurden mit einem Enzymimmunoassay
nachgewiesen, in dem das homogene Neurotoxin auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert
war. An das Neurotoxin bindende Antikdrper wurden mittels eines zweiten, enzymmar-
kierten Antikérpers quantifiziert.

Das Ergebnis ist in Tabelle 1 dargestelit. In Seren von 17 Tiere konnten nach 11 Wo-
chen Antikérper nachgewiesen werden. Im biologischen Aktivitatstest wurde gezeigt,
dal? 12 der 17 Seren neutralisierende Antikérper enthielten (Tab. 2).

~
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Tab. 1 Bestimmung von Serumproben (1:100 verdiinnt) aus Kaninchen, die mit
BOTOX® behandelt wurden. O. D.ssonm > 0.1 sind angegeben. Alle O. D.
Werte sind korrigiert mit den O. D. Werten der Praimmunseren (0.D. ca,
0,150).
Kanin. Nr. [3. Woche |5. Woche |7. Woche [, Woche |11. Woche
1 - - - 0,11 0,36
2 - - - 236 2,23 L
3 - - 0,57 1,43 1,44
4 - - 0,68 1,68 0,93
5 - 0,97 3,52 349 . 3,44
8 - ) - 1.34 2,32 2,70
7 - - 213 3,09 3,00
g~ - 0,53 1,47 275 2,75
2] - - 043 2,44 285
10_ - - 299 315 2,73
11 - 0,10 2,42 245 1,93
12 - - - 118 1.95
13 - - - - 1,89
14 - - - - -
15 - - - - -
16 - - - - -
17 - 293 3,62 3,72 3,44
18 - - 1,18 2,28 2,62
19 - - 043 0,43 0,81
20 - 1,65 3,20 297 288
"“Werte wurden nicht korrigiert, da kein Praimmunserum vorhanden war.
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Tab. 2 Neutralisierung durch Seren von Kaninchen, die mit BOTOX® (Woche 11
nach der ersten Immunisierung) im Maus-Hemidlaphragma-Assay
(Nachweisgrenze: 0,35 miU Antikérper)
Kaninchen Neutralisation
® ' | | N 2,0 mU
@ 2 nd
3 n d
4 > 10 muU
5 > 100 mU
<] n. d.
7 >10mU
8 > 10 mU
9 n.d
10 n d
- | N n. d.
@ | | 12 > 10 mU
g | 13 . n. d.
14 n. d.
15 < 0,35 mU
16 0,4 mU
17 ' >10mU
18 ' >10muU
18 20mu
20 1 >10mu
n. d. = nicht bestimmt
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Beispiel 2

~ Nachdem gezeigt wurde, dal? der Kompléx aus Neurotoxin und Hamagglutininen und

dem nicht-toxischen, nicht-hamagglutinlerenden Proteinen die Bildung neutralisierende
Antikérper auslost, wurde die immunogene Wirkung des reinen Neurotoxins geprift.
Dazu wurden 8 Kaninchen mit dem Toxinkomplex und 12 Kaninchen mit dem reinen
Toxin behandelt. Nach dem oben beschriebenen Verfahren (s. Beispiel 1) wurden 25U
des jeweiligen Praparates intracutan appliziert. Die Menge an Neurotoxin, gemessen
als Gewicht, war in beiden Préparaten gleich (200pg/Dasis), wié in einem ELISA nach-

gewiesen wurde. BOTOX® enthielt zusatzlich noch Komplexproteine (ca. 800 pg/Dosis).

Vier der acht mit BOTOX® behandelten Tiere zeigten im ELISA einen Antikérpertiter,

. wahrend bei den 12 mit reinem Neurotoxin behandelten Tieren keine Antikérper gegen
das reine Neuratoxin nachzuweisen waren, Das Ergebnis wurde im biologischen Akti-
vitatstest bestidtigt. Alle vier Kaninchénseren enthielten neutralisierende Antikérper, die
eine Toxinwirkung verhinderten (Tab. 3).

Tab. 3 Neutralisation durch Seren (1:3 verdiinnt) von Kaninchen, die mit BOTOX®
(Woche 11 nach der ersten Immunisierung) im Maus-Hemidiaphragma-
Assay (Nachweisgrenze: 1 mU Antikérper)

‘Kaninchen Neutralisation
1  12mu

2 >30mU

3 - 4.5mU

8 >30mu
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Beispiel 3

In diesem Experiment wurde die Antikérperbildung durch BOTOX® mit der durch
DYSPORT® verglichen. Hierzu wurden jeweils zehn Kaninchen entweder mit BOTOX®,
(Gruppe 1), mit DYSPORT® (Gruppe 2) oder mit dem reinen Neurotoxin (Gruppe 3)
nach beschriebenem Schema behandelt.

Woéhrend in Gruppe 1, 2 mehr als 50 % der Tiere einen neutralisierende Antikdrpertiter
bildeten, waren die Seren aus den Tieren der Gruppe 3 frei von Antikdrpern.

Beispiel 4

Ein Patient (Alter 45 Jahre) der Uber @inen Zeitraum von 5 Jahren wegen eines Torti-
collis spasmodicus mit BOTOX® behandelt wurde, hatte einen Antikédrpertiter von 3
mu/mL Serum entwickelt. Weder BOTOX® noch DYSF‘ORT‘xb waren bei diesem Pa-
tienten therapeutisch wirksam.. Ein Therapieversuch mit dem reinen Botulinum Neuro-
toxins in einer Dosis von 145 Units, welche aquivalent der zuleizt injizierten Dosis von
BOTOX® war, fUhrte innerhalb von 72 Stunden zur Lockerung des Muskels, zur Nor-
malisierung der Kopfhaltung und zum Verschwinden des Muskelschmerzes. Uner-
winschte Wirkungen traten nicht auf.

Beispiel 5

Ein Patetient (Alter 52 Jahre) wurde 3 Jahre wegen Cerebralparesee mit BOTOX
behandelt. Er hatte einen Antikdrpertiter von 10 mU/mL Serum entwickelf, die Therapie
mufte deshalb abgebrochen werden. Die Injektion von 200 Units reinen Neurotoxin er-

méglichte eine erfolgreiche Therapie.
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Neue deutsche Patentanmeldung

BioteCon Gesellschaft fur 7
Biochneologische Entwicklung und Consulting mbH

Patentanspriche

1. Therapeutlkum, gekennzeichnet durch ein Botullnum-Neurotoxin
von Clostrldium botulinum Typ A, frel von sonstigen Pro-
teinen des Botulinumtoxin-Komplexes, insbesondere frel von
Hamagyglutinen und nicht-toxischen nicht-hamagglutinierendsn
‘ Proteinen.

2. Therapeutikum, gekennzeichnet durch ein Botulinum-Neurotoxin
von Clostridium botulinum Typ B, C, insbesondere Cl, D, E, F
und/oder G, frei von sonstigen Proteinen des Botulinum-Kom-
plexes, insbesondere frei von Hanagglutinen und nicht-toxi-

schen nicht-hamagglutinierenden Proteinen.

3. Thérapeutikum nach Anspruch 2, gekennzeichnet durch ein

Borulinum-Neurotoxin von Clostridium botulinum Typ B.
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Therapeutikum nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

" dadurch gekennzeichnet, dak des Botulinum-Neurotoxin ein

10.

=ETAs T

natirliches oder rekombinantes Neurotoxin ist.

Therapeutikum nach elnem der vorhergehenden Anspriiche, ge-

kénnzeichnet durch ein Botulinum-Neurotoxin eines Reinheits-
grades (hochreines Botulinum-Neurotoxin), der zu keiner oder
zﬁ einer varminderten Induktion neutralisierender Antikdrper

fiuhrt, verglichen mit selnem Botulinumtoxin-Komplex.

Therapeutikum nach einem der vorhergehenden Anspriche als
lyophilisiertes Pr&parat mit einem fakultativen Gehalt an
einem therapeutisch iblichen Trager, Verdinnungsmittel
und/oder Hilfsstoff.

Therapeutikum nach einem der Anspriiche 1 bils 5 als flissiges
Praparat, insbesondere als Infusionsprédparat, vorzugsweise
auf wiliriger Basls, gegebenenfalls erh3ltlich durch Aufnahme

des Therapeutikums gemiB Anspruch 6 in Wasser oder Saline.

Therapeutikum nach einem der vorhergehenden Anspriiche zur

Therapie von Erkrankungen des Nervensystems.

Therapeutikum nach einem der Anspriliche 1 bis 7 zur Therapie

von Secondary Non-Responders.

7

Therapeutikum nach eiﬁem der Anspriiche 1 bis ﬂ zur Therapie

von

- Dystonien, insbesondere Torticollis spasmodicus oder
Blepharospasmus,

- Spastizitaten, inshesondere Spitzful,

- hamifascialen Spasmer,
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Migrane,
Lumbalgle,

Cervicalsyndrom oder

Hypersalivation.

11. Therapeutikum nach einem der Anspruche 1 bis 7 fir kosme-
" tische Indikation, insbesondere Hyperhydrose oder ausge-

préagte Faltenbildung im Gesichtsbereich.

~12. Therapeutikum nach einem der Anspriiche 1 bis 7 zur Therapie
von Patienten mit neutralisierenden Antikdrpern gegen einen

Botulinum-Komplex.

13. fTherapeutikum nach Anspruch 1 zur Therapie von Patienten mit
neutralisierenden Antikérpern gegen einen Botulinumtoxin-
Komplex von Clostridium botulinum Typ A.

14. Therapeutikum nach Anspruch 3 zur Therapie von Patienten mit
neutralisierenden Antikérpern gegen einen Botulinumtoxin-

Komplex von Clostridium botulinum Typ B,
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