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ISradimo sritis

Sis isradimas yra susijes su botulino toksino kompozicijomis, kurios yra
stabilios laikant skystoje formoje 0-10 °C temperataroje maZiausiai nuo

vieneriy iki dviejy mety.
ISradimo kilmé

Botulino toksinas yra anaerobinés bakterijos Clostridium botulinum
polipeptidinis produktas, paminétas tokiuose literataros 3altiniuose, kaip:

Consky, E.S., Lang, A.E. (1994) In:Therapy with Botulinum Toxin,
Jankovic and Hallet M, eds. Marcel Dekker, Inc. New York:

Frankel, A.S., and Kamer, F.M. (1998) Chemical browlift. Arch.
Otolaryngol. Surg. 124(3): 321-323;

Gartlan, M.G., and Hoffman, H.T. (1992) Crystalline preparation of
botulinum toxin type A (Botox): Degradation in potency with storage.
Otolaryngology — Head and Neck Surgery 102(2): 135-140;

Hambleton, P., Capel, B., Bailey, N., Heron, N.I., Crooks, A., Melling, J.
(1981) Production, purification and toxoiing of Clostridium botulinum type A
toxin. Biomedical Aspects of Botulism, Academic Press, NY;

Hardman, J.G. and Limbird, L.E., Exec. Eds. (1996) Goodman &
Gilman’s The Pharmacological Basis of Therapeutics, 9" Ed. McGraw-Hill,
New York;

Hoffman, H.T., and Gartlan, M.G. (1993) Stability of botulinum toxin in
clinical use. Botulinum and Tetanus Neurotoxins (B.R. DasGupta, Ed.),
Plenum Press, NY;

Johnson, E.A., Goodnough, M.C., Borodic, G.E., (1997) U.S. Patent
5,696,077,

Lachman, K., Lieberman, H.A., Kanig, J.L. (1986) The Theory and
Practice of Industrial Pharmacy (3" Ed), Lea & Febiger, Philadelphia;
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Melling, J., Hambleton, P., and Shone, C.C. (1988) Clostridium
botulinum toxins: nature and preparation for clinical use. Eye 2: 16-23;

Physician’s Desk Reference, 51" Edition, 1997. ("PDR”) Medical
Economics Company, Inc, Montvale, NJ;

Schantz, D.J. and Kautter, D.A. (1978) Standardized assay for
clostridium botulinum toxins, J Assoc. Off. Anal. Chem 61:1; h

Simpson, L.L. (1993) The action of clostridial toxins on storage and
release of neurotransmitters. Natural and Synthetic Neurotoxins, A.L. Harvey,
Ed., Academic Press Ltd., San Diego, pp. 277-317;

Tsui, J.K.C. (1986), Lancet 2: 245-247.
Zinduoliams §is toksinas sukelia raumeny paralyZiy, blokuodamas
neuroperdaviklio acetilcholino presinapsinj iSlaisvinimg prie neurono-raumens
sujungimo. Nors $is toksinas ilgq laikq buvo siejamas su mirtinu botulizmu,
pastaraisiais metais jis buvo panaudotas terapijoje tam tikry nevalingy

raumeny judesiy sutrikimy, jskaitant Zidinines distonijas (tokias kaip
Zvairumas, voky méslungis ir pusés veido spazmos), segmentines distonijas
(tokias kaip kreivakaklyste, burnos ir apatinio Zandikaulio distonija ir spazmine
disfonija) bei meéslungj, gydymui. Sis toksinas taip pat rado pritaikyma
jvairiose kosmetinése indikacijose, tokiose kaip nechirurginis veido rauksliy,
sumazinimas, bei gydant hiperhidroze (gausus prakaitavimas).

Dabartiniu metu yra du botulino toksino (A tipo) preparatai, kurie yra
priimti naudoti Zmoniy terapijoje — “BOTOX®" (Oculinum®; Alergan Inc.,
Irvine, CA) ir “DYSPORT®" (Spexwood Pharmaceuticals, Ltd.; U.K.). Abi Sios
kompozicijos yra pateikiamos klinicistams liofilizuotoje (iSdZiovintoje Saldant)
formoje, kurig reikia prie$ vartojima istirpinti.

Dél pacienty skirtingumo, atskiry pacienty naudojamos dozes gali labai
smarkiai skirtis. Be to, tam tikry indikacijy atveju, klinicistas gali skirti tik mazg
dali pagaminto buteliuko turinio per ilgesnj laika, kuris gali bati keletas
valandy. Nors viename publikuotame tyrime buvo pazyméta, kad skystos
botulino kompozicijos gali bati veél uZSaldytos ir atSildytos iSsilaikant jy
aktyvumui (Schantz and Kautter, 1978), vélesni tyrimai, kuriuose buvo

nustatomas istirpinto toksino aktyvumas, parodé, kad “BOTOX®" praranda
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maziausiai 44 % jo veiksmingumo, kai jis istirpinamas ir laikomas
standartiniame $aldytuve (mazdaug 4 °C temperatdroje) 12 valandy. Be to,
kai istirpinta kompozicija laikoma Zzematemperattriniame $aldiklyje —70 °C
temperatUroje, po dviejy savaiciy jis praranda mazdaug 70 % veiksmingumo
(Gartlan and Hoffman, 1993). Dél $iy priezasciy rekomenduojama, kad tokios
kompozicijos neblty naudojamos praéjus 4 val. po istirpinimo. Tai gali sukelti
bereikalingg vaisto eikvojimg ir papildomas i$laidas pacientui.

Todel yra reikalinga gatava botulino toksino kompozicija, kuri gali bdti
patogiai transportuojama, laikoma ir naudojama tada, kai to reikia gydytojui-

praktikui. Siame i$radime pateikiama tokia kompozicija.
ISradimo santrauka

Sis iSradimas yra skirtas stabiliai botulino toksino skystai kompozicijai,
skirtai panaudoti farmaciniuose preparatuose. Sio i$radimo kompozicija turi
privalumg, kad, skirtingai nuo dabartiniy kompozicijy, ji yra stabili skystoje
formoje laikant pakankamai ilgg laikg (1 metus arba ilgiau) standartinio
Saldytuvo temperatdrose (mazdaug 4+2 °C, arba apie 2-8 °C, arba paprastai
apie 0-10 °C). Panasiu badu, kompozicijos yra stabilios skystoje formoje,
laikant “kambario temperatlroje” (apie 25° arba paprastai 10-30 °C
temperatlroje) maziausiai Sesis ménesius. Tokios kompozicijos yra ypatingai
tinkamos atveju baikliy, kuriose pageréjima duoda cholinerginio nervo indélio j
tam tikrg vieta, konkreciai j raumenj arba raumeny grupe, liaukg arba organa,
sumazinimas arba inhibavimas. Cia yra aprasyti tokiy bakliy pavyzdziai.

Vienu aspektu Sis iSradimas apima stabilia skysta farmacine
kompozicijg, susidedancia i§ botulino toksino ir buferio, kuris gali duoti buferinj
PH intervalg tarp mazdaug pH 5 ir pH 6. Pagal § bendrg jgyvendinimo
variantg toksinas yra sumaiSomas su skystu buferiu, gaunant skystg
kompozicijg, kurios pH yra tarp 5 ir 6, konkreciau tarp mazdaug pH 5,4 ir pH
5,8, geriau apie 5,5-5,6. Kaip aprasyta auks$ciau, gauta kompozicija yra stabili
maziausiai vienerius metus ir iki mazdaug dviejy mety, kai temperatdros yra
mazdaug 0-10 °C ribose, arba maziausiai 6 meénesius aukstesnése
temperatlrose. Bendru atveju, pagal §j iSradimg, bet kuris i$ Zinomy botulino
toksino serotipy (pvz. A, B, C4, C», D, E, F arba G serotipai) arba kiti serotipai,
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turintys ekvivalentinj biologinj aktyvuma, gali biiti jterpiami | $io iSradimo
kompozicijas. Tinkamiausiuose jgyvendinimo variantuose kompozicijoje
naudojamas botulino toksinas yra A arba B serotipo botulino toksinas,
iSskirtas i§ Clostridium botulinum.

Tinkamiausiuose jgyvendinimo variantuose kompozicijoje B tipo
botulino toksinas yra 700 kilodaltony molekulinés masés kompleksas, kurio
koncentracija yra apie 100-20000 U/ml, ypatingai mazdaug 1000-5000 U/ml.
Kai naudojamas A tipas, jo koncentracija paprastai yra apie 20-2000 U/ml,
ypatingai apie 100-1000 U/ml. Jeigu kompozicijoje yra naudojami jvairiy
serotipy misiniai, jy tinkamas dozes arba koncentracijy intervalus galima
nustatyti proporcingai Siuose pavyzdziuose pateiktoms dozems i
koncentracijoms, atsizvelgiant j jy santykinius biologinius aktyvumus.

Buferiai, kurie gali bati naudojami kompozicijoje, yra fiziologiniai
buferiai, kurie yra laikomi tinkamais leisti | Zinduolio, ypatingai zZmogaus,
audinius. Pavyzdiniais buferiais yra, bet jais neapsiribojama, fosfatinio,
fosfatinio-citratinio, sukcinatinio, acetatinio, citratinio, akonitatinio, malatinio ir
karbonatinio buferiy sistemos. Pageidautina, kad kompozicijoje taip pat baty ir
pagalbinis baltymas, toks kaip Zmogaus serumo albuminas arba zelatina.
Suprantama, kad specialistai gali surasti ir panaudoti paminéty pavyzdiniy
buferiy ir pagalbiniy baltymy ekvivalentus. Sio i$radimo toksiny kompozicijos
gali bdti supakuojamos | bet koki i$ jvairiausiy Zinomy konteineriy ar buteliuky,
iSsilaikant jy veiksmingumui.

Giminingu aspektu, iSradimas apima paciento, kuriam reikaliga
inhibuoti cholinerging transmisija, tokig kaip cholinerginé transmisija |
pasirinktg raumenj arba raumeny grupe arba j konkrecig liaukos sritj, tokig
kaip prakaito liaukos, arba j konkrety inervacijg turintj organg, gydymo blda,
ISradimas taip pat apima $io iSradimo kompozicijos panaudojima, vaisto, skirto
tokioms indikacijoms gydyti, gamyboje.

Terapiniy ir kosmetiniy indikacijy, kurias galima gydyti naudojant
botulino toksino kompozicijas, pavyzdZiais yra (bet jais neapsiribojama) voky
meélungis, Zvairumas, pusés veido spazmos, vidinés ausies uzdegimas,
spazminis kolitas, anizmas, $lapimo i$leidimo sfinkterio sinergijos sutrikimas,
Zandikauliy suspaudimas, stuburo iskreipimas, spazmos, tokios kaip spazmos

del vienos arba daugiau priezasCiy, paimty i$ grupés, susidedancios i$
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paralyZiaus, stuburo smegeny pazeidimo, uzdaros galvos traumos, cerebrinio
paralyziaus, iSsétinés sklerozés ir Parkinsono ligos, ir distonijos (pvz.,
spazminé kreivakaklysté (kaklo distonija), spazminé disfonija, gallnés
distonija, gerkly distonija, burnos ir apatinio Zandikaulio (Meig'o) distonija).
Sios kompozicijos taip pat gali biti taikomos tarpvietei (tarpvietés
raumenims), kai pacient¢ gimdo vaika, norint i$Saukti Siy raumeny
atsipalaidavimg. Kompozicijos kosmetiniy indikacijy pavyzdZiais yra jos
taikymas raumenims, kurie duoda raukéles arba surauktus antakius. Kitos
Sios kompozicijos indikacijos apima miofascitinj skausmg, galvos skausmg
susijusj su migrena, gysly pazeidimus, neuralgija, neuropatijg, artritin
skausma, nugaros skausmg, hiperhidroze, rinoréja, astma, gausy seiliy
iSsiskyrima ir gausia, skrandzio ragsties sekrecija,

Ypatingai pazymeétini $io iSradimo kompozicijy vartojimo bldai apima
intraraumeninj, poodinj arba jontoforezinj vartojimo bada., Pavyzdziui,
tyrimuose, atliktuose $iam isradimui paremti, buvo rasta, kad B tipo botulino
toksinas efektyviai kontroliuoja kaklo distonijg, kai jis vartojamas
intraraumeniniu badu padalintomis dozémis arba kaip vienkartine dienos
dozé, turinti 5000-10000 vienetuy.

Pagal kitg giminingg aspekta, iSradimas apima pacienty, kurie iSvysté
imunitetg arba atsparuma konkreciam botulino serotipui, gydymo bldg stabilia
skysta kompozicija, | kurig jeina kitas serotipas. Pavyzdziui, pacientas, kuris
yra rezistentiSkas A serotipo botulino toksinui, gali blti gydomas stabilia
skysta kompozicija, kurioje yra bet kurio i$ B, C1, C2, D, E, F arba G serotipy
botulino, arba pacientas, kuris yra rezistentiSkas B serotipo botulino toksinui,
gali bati gydomas stabilia skysta kompozicija, kurioje yra bet kurio i§ A, C4, C2,
D, E, F arba G serotipy botulino, gaunant atnaujintg efektyvuma,.

Sie ir kiti tikslai ir ypatybés pasidarys visiskai ai$kis, kai bus

perskaitytas smulkus iSradimo aprasymas kartu su pridedamais bréziniais.
Smulkus i§radimo apraSymas

Sis iSradimas yra susijes su stabiliomis botulino toksino skystomis
kompozicijomis ir su jy panaudojimu. Dabartiniu metu, kai botulino toksino

preparatai yra pramonéje ir prekyboje jvairiems terapiniams ir kosmetiniams
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tikslams, deél veikliojo ingrediento labilumo tirpale kompozicijos turi bati
paruosiamos i$ liofilizuoty ingredientuy, ir jos turi grieztus laikymo reikalavimus.
Pavyzdziui, “BOTOX®” yra pateikiamas kaip liofilizuoti milteliai, kurie turi bati
transportuojami ir laikomi $aldiklyje arba Zemiau -5 °C ir prie$ vartojimg
idtirpinami  pridedant iSmatuotg  kiekj fiziologinio tirpalo. Po istirpinimo
rekomenduojama, kad kompozicijg suvartoty pacientas per 4 valandas, ir kad
bet kuris itirpintas produktas §j laikq buty laikomas $aldytuve (PDR, 1997);
iStirpinto produkto uz$aldymas ir atitirpdymas nerekomenduojamas (Hoffman,
1993).

Siame i$radime yra pateikiama stabili skysta kompozicija, kurioje yra
botulino toksino ir kuri yra stabili skystame pavidale maZiausiai vienerius
metus standartinio $aldytuvo temperatlroje ir maZiausiai $esis menesius -
kambario temperattiroje. Si kompozicija turi privalumy, nes ji nereikalauja
nejprasty laikymo arba transportavimo salygy, bei ji sumazina klaidy

padarymo praskiedziant toksing galimybe, kurios gali sukelti perdozavima,

I. Apibrézimai

Cia naudojamas terminas “stabilus” rei$kia biologiSkai aktyvios
medZiagos, ypatingai botulino toksino, biologinio aktyvumo arba
veiksmingumo i$laikymag tam tikrg apibréztg arba neapibrézta laiko tarpa,

Terminas “botulino toksinas” rei$kia biologiSkai aktyvy baltymg arba
baltymo kompleksa, paprastai iskiriama i§ Clostridium botulinum bakterijy.
Sis terminas reidkia bet kurj i§ maZiausiai astuoniy zinomy serologiskai
skirtingy toksiny (A, B, Ci, Ca, D, E, F ir G), o taip pat ir bet kurj i$ papildomy
botulino toksiny, turindiy tg patj bendrg sugebéjimg inhibuoti cholinerging
neurotransmisija, kas sudaro veikliaja molekule. Sis terminas taip pat gali
apimti baltyma-nesiklj, kuris taip pat yra gautas i§ C. botulinum, kuris
kompleksuojasi su veikligia molekule, kaip apraSoma IlIA skyrelyje. Kaip
aptariama Zemiau, botulino toksino serotipai yra giminingi farmakologiskai, bet
skirtingi imunologiskai. Bendru atveju, veiklioji toksino molekulé turi mazdaug
145-170 kilodaltony (kD) dydzio molekulg. Sio isradimo kontekste
suprantama, kad toksino baltymas apima toksinus ir baltymus-nesiklius, kurie
yra gaunami rekombinantiniu badu pagal specialistams Zinomus metodus. Be
to, terminas “botulino toksinas” apima baltymus, turinius aminorigsciy sekas,
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kuriose yra konservatyviyjy aminorigséiy pakaitaly, jskaitant delecijas,
lyginant su Zinomomis botulino toksino sekomis, kaip apraSyta zemiau.

Botulino toksino “biologinis aktyvumas” reiskia jo sugebeéjimg blokuoti
neurotransmisijg sinapsése, turiniose acetilcholino receptorius, blokuojant
acetilcholino iSsiskyrimg i§ nervy galy. Sis terminas &ia yra naudojamas
pakaitomis su terminais “cholinerginés transmisijos  inhibavimas”,
‘cholinerginés jvesties inhibavimas”, “cholinerginés jvesties sumazinimas” ir jy
variacijomis. Toksino biologinio aktyvumo jvertinimas in vitro apima &ia
aprasomg  peliy LDsy testg. Aktyvumo ‘“vienetas” S$iame teste yra
apibudinamas kiekiu toksino baltymo, kurio reikia, kad esant $iai dozei
nugaisty 50 % peliy. Funkcinis $io termino apibldinimas yra pateiktas 2
pavyzdyje.

[prastos aminorigstys &ia yra Zymimos sutrumpinimais i$ vienos arba
trijy raidziy: alaninas (A, Ala), cisteinas (C, Cys), asparto ragstis (D, Asp),
glutamo ragstis (E, Glu), fenilalaninas (F, Phe), glicinas (G, Gly), histidinas (H,
His), izoleucinas (I, lle), lizinas (K, Lys), leucinas (L, Leu), metioninas (M,
Met), asparaginas (N, Asn), prolinas (P, Pro), glutaminas (Q, Gln), argininas
(R, Arg), serinas (S, Ser), treoninas (T, Thr), valinas (V, Val), triptofanas (W,
Trp), tirozinas (Y, Tyr).

Terminas “skysta farmaciné kompozicija” reiSkia farmaciskai arba
biologiskai aktyvy vaistinj preparata, kuris gali bdti laikomas skystoje
farmacingje pagalbinéje medziagoje, tokioje kaip buferintas druskos tirpalas
arba fiziologinis buferis, ilgg laiko tarpga. Kompozicijos gali blti koncentruotos
kompozicijos, kurios prie$ vartojimg yra praskiedZiamos tokiu padiu arba
skirtingu skys¢iu.

Terminas “buferis” reiskia junginj, paprastai druska, kuri, istirpinus ja
vandeningje terpéje, palaiko tirpalo laisvy vandenilio jony koncentracijg tam
tikro pH intervale, kai | tirpalg pridedama vandenilio jony, arba kai jie
pasalinami. Sakoma, kad druska arba tirpalas, kai jie atlieka $ig funkcija, turi
“bufering talpg” arba “buferina” tirpalg $iame intervale. Bendru atveju, buferis
turés bakankamq bufering talpg intervale, kuris yra jo pK 1 pH vienetas.
“Fiziologinis buferis” yra buferis, kuris yra netoksiskas zinduoliams, ypatingai
zmonéms, kai jis yra vartojamas kaip farmacinio preparato dalis. Cia yra

duodami atitinkanciy $io iSradimo kontekstg buferiy pavyzdziai.
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“Farmacikai priimtinas skystis’ yra skystis, kuris yra laikomas
nekenksmingu vartoti arba suleisti j zinduolio, ypatingai Zmogaus, organizma,

Cia naudojamas terminas “pagalbinis baltymas” reiskia baltyma, kuris
yra jdétas j farmaciskai veikly preparata, bet jis nesuteikia Siam preparatui
jokio kito pastebimo biologinio aktyvumo. Pagalbiniy baltymy pavyzdziais yra,
bet jais neapsiribojama, serumo albuminas, ypatingai Zmogaus serumo
albuminas, ir Zelatina. Pageidautina, kad tokie pagalbiniai baltymai baty
santykinai neimunogeniniai Zinduoliams, kuriems yra skiriamos  $ios
farmacinés kompozicijos.

Laikoma, kad $io iéradimo kontekste ir ypaC apibréztyje naudojamas
terminas “apimantis” turi prasme kaip “talpinantis”, “turintis (savyje)’, arba
“besiskiriantis tuo”. Kompozicija arba badas, kuris “apima” A, B ir C
elementus, apart A, B ir C, gali turéti savyje ir kitus nepazymetus elementus,
kaip antai X arba Y.

Sio iSradimo kontekste ir ypa& apibrézties kontekste naudojamas
terminas “mazdaug” reiskia “apytikriai’ arba “apie’. Skaitmeniniy reikSmiy
kontekste, nejsipareigojant del kokios nors tikslios skaitmeninés reikSmes,
terminas gali bati aiskinamas kaip skaitmeninis dydis, kuris sudaro nurodyto
dydzio arba intervalo + 10 %.

Visi kiti ¢ia naudojami terminai turi blti suprantami kaip turintys u
iprastas specialistams Zinomas reik$mes, arba kaip yra duoti standartiniame

medicininiame arba moksliniame zodyne.

Il. Botulino toksinas

Kaip jau buvo minéta, botulino toksinas yra polipeptidinis produktas,
kurj gamina jvairds Clostridium botulinum kamienai. Sie kamienai gamina
maziausiai adtuonis Zinomus serologiskai skirtingus toksinus (A, B, Ci, C2, D,
E, F ir G). C. barati ir C. butyricum gamina atskirg serotipg, kuris yra panasus
atitinkamai j E ir F serotipus (Simpson, 1993). Bendrai paémus, toksino
molekulé yra mazdaug 145-170 kilodaltony (kD) dydzio molekule. Kai kuriais
atvejaié aktyvioji toksino molekulé susideda i$ dviejy disulfidiniu rysiu sujungty
grandiniy, susidariusiy i$ polipeptidinio pirmtako. Pavyzdziui, B tipo botulino
toksinas yra gaunamas i$ atskiro 150 kD polipeptidinio pirmtako, kuris yra

ikirptas, kad susidaryty du disulfidiniu rySiu sujungti fragmentai — 100 kD
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sunkioji grandine (H-grandine) ir 50 kD lengvoji grandiné (L-grandine),
gaunant maksimaly aktyvumg. Gamtoje atsirandantis toksinas rigasi
nekovalentiskai su netoksiskais baltymais-nesikliais, kuriuos taip pat gamina
C. botulinum. Sie baltymai-nesikiiai iSsiskiria kartu su toksinu ir optimaliu
atveju sudaro dalj ¢ia aprasytos kompozicijos.

lvairds botulino toksino serotipai lastelése turi skirtingus surigimo
specifiSkumus. Pavyzdziui, pasirodo, kad A ir E tipo toksinai risasi prie tos
pacios sinapsosomalings susirid§imo vietos, o B tipo toksinas risasi prie
skirtingos vietos ir nekonkuruoja dél susiri§imo su A/E tipo susiri§imo vieta
(Melling, 1988). Nors ir nenorima prisiriSti prie konkrecios teorijos arba
veikimo mechanizmo, vis tik yra manoma, kad toksino H-grandiné turi poveikj
I neurony Iasteliy surigima_ ir jsiskverbimg j Igstele, o L-grandiné inhibuoja
acetilcholino iSsiskyrima sinapséje. Be to, manoma, kad A ir B tipy botulino
toksinas naudoja $iek tiek skirtingus mechanizmus acetilcholino issiskyrimui
inhibuoti: A tipas skaldo su sinapse susijusj baltyma-25 (SNAP-25), o B tipas
skaldo susijusj su paslelemis membranin] baltymg (VAMP, arba
sinaptobreving); abu $ie baltymai yra sinapsinio paslelinio iSsiskyrimo i$
sinapsiy komponentai.

Visi C. botulinum toksino serotipai duoda bendrg fiziologinj rezultatg
zinduoliuose. Visi jie inhibuoja arba blokuoja cholinerginj sinapsés aktyvuma,
kuris, priklausomai nuo jvedimo vietos, pasireiskia daliniu arba visidku
raumeny paralyziumi arba blokada, arba organo arba liaukos funkcijos
inhibavimu. Tokiu badu, $io iSradimo kompozicijos gali bati naudojamos,
esant bet kuriems botulino toksino serotipams, gautiems i§ C. botulinum,
kuriems yra badingas auksgiau aprasytas biologinis aktyvumas. Daugumos i$
dabar zinomy serotipy aminoragéciy sekos taip pat yra zinomos arba gali bti
nustatytos Zinomais metodais. Turéty bati suprantama, kad $io idradimo
kontekste botulino toksino kompozicijos turi apimti ir rekombinantiniu badu
pagaminta, botulino toksing, kuris, lyginant su tokiomis Zinomomis sekomis,
turi konservatyviyjy aminorigsciy pakeitimus. Bendru atveju tokie pakeitimai
turety bati padaryti ieinant i§ standartiniy gamtiniy aminorigsciy pakeitimo
klasiy. Pavyzdziui, standartinés pakeitimo klasés gali bati SeSios klasés,
paremtos bendromis $oninés grandinés savybémis, o didZiausig pakeitimo

daznj gamtiniuose homologiniuose baltymuose galima nustatyti, pavyzdziui,
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pagal specialistams Zinoma standarting pakeitimo daznio matrica, tokig kaip
Dayhoff pakeitimo daZnio matrica. Pagal Dayhoff matrica, pavyzdziui, tokios
klases yra | klasé: Cys; Il klasé: Ser, Thr, Pro, Hyp, Ala ir Gly, atstovaujanti
mazas alifatines $onines grandines ir OH grupes turincias Sonines grandines;
Il klase: Asn, Asp, Glu ir GIn, atstovaujanti neutralias ir neigiamai jkrautas
$onines grandines, galintias sudaryti vandenilinius ry$ius; IV klasé: His, Argir .
Lys, atstovaujanti bazines polines $onines grandines; V klasé: lle, Val ir Leu,
atstovaujanti $akotas alifatines $onines grandines, ir Met; ir VI klasé: Phe, Tyr
ir Trp, atstovaujanti aromatines $onines grandines. Be to, kiekvienoje grupéje
gali bati giminingy aminoragséiy analogai, tokie kaip ornitinas, homoargininas,
N-metillizinas, dimetillizinas arba trimetillizinas IV klaséje, ir halogenintas
tirozinas VI grupéje. Be to, klasés gali apimti ir L, ir D stereoizomerus, nors
pakeitimui yra tinkamesnés L-aminoragstys. PavyzdzZiui, Asp pakeitimas kita
Il klasés liekana, tokia kaip Asn, GIn arba Glu, yra konservatyvusis
pakeitimas.

Nors botulino toksino aktyvumas gali bati iSmatuotas naudojant
elektrofiziologinius testus, tokius kaip specialistams Zinomi testal, bendru
atveju aktyvumas yra matuojamas suleidzZiant toksing maziems gyvuliukams,
kaip antai peléms, ir nustatant toksino dozg, kurios reikia, kad zaty vidutiniSkai
50 % tirty gyvuliuky, Si doze vadinama “letaline doze-50" arba LDso ir yra
laikoma biologinio aktyvumo vienetu. Patogumo délei dozés terapiniam
panaudojimui  standartizuojamos pagal tokius vienetus. Kaip smulkiau
aptariama tolimesniame IlIB skyriuje, jvairds serotipai gali turéti skirtingg
terapinj veiksminguma 2Zmonéms, kaip iSmatuota pagal LDsp vienetus.

Terapines dozes gali bati nustatytos i$ $ios informacijos zinomais bldais.

lll. Botulino toksino gavimas
Siame skyriuje aprasomi botulino toksino, kurj galima naudoti Sio

iSradimo kompozicijoje, gavimo badai.

A. Botulino toksino i§skyrimas i§ C. Botulinum
Siame skyriuje pateikiami bendrieji iSgryninto botulino toksino gavimo

i§ idauginty C. botulinum badai, pademonstruojant B tipo botulino toksino
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pavyzdziu. Apart Cia konkreciai pacituoty bady, specialistams yra zinomi kiti A
ir B tipy, bei kity zinomy serotipy botulino toksiny gavimo badai.

Kaip jau buvo minéta, Sio isradimo kompozicijy veiklusis ingredientas
yra C. botulinum ekstrakty baltyminis komponentas, Zzinomas kaip botulino
toksinas, kurio veiklusis komponentas turi mazdaug 145-170 kD molekuling
masg ir kuris paprastai yra gamtiniame baltymy komplekse, turiniame daug
didesne molekuling mase. Siame skyrelyje pateikiami jvairiy botulino toksiny
iSskyrimo pavyzdziai, sutelkiant démesj | A ir B serotipy botulino toksinus.
Turéty bati suprantama, kad bendroje mokslingje literatlroje yra pateikiami
nurodymai alternatyviems toksiny i§skyrimo badams, ir Sios srities specialistai
galés surasti tokius badus ir pritaikyti juos konkreciam toksinui, kurj norima
panaudoti kompozicijose, pagamintose pagal §j iSradima,

Bendrai imant, B tipo botulino toksinas yra i$skiriamas kaip kompleksas
1§ C. botulinum didelio fermentacijos titro kultdry gerai Zinomais metodais.
Pradines kultiros gali bati gaunamos Jungtinése Valstijose i$ institucijy,
turinciy licenzijg i$ Ligy Kontrolés Centro (CDC), o kitur - pagal nacionalines
taisykles apie organizmy platinimg, B tipo botulino toksino iSskyrimui tinkamos
pradinés medziagos yra C. botulinum Okra arba Bean B. Uz$aldytos pradinés
kultGros paséjamos j meégintuvelius, kuriuose yra auginimo terpé, tokia kaip
tioglikoliato terpé arba triptikazés peptono terpé, ir kultros auginamos ir
apdorojamos Zzemiau aprasytais budais, detalizuotais U.S. Patent 5,696,077,
kuris duodamas kaip literatdros $altinis.

Trumpai tariant, kultGros padauginamos Zinomais bddais, gaunant
pakankama kiekj bakterinés pradinés medziagos, kuri duoty norimg toksino
iSeiga. Paprastai, norint gauti 0,5 g toksino, reikia turéti mazdaug 20 litry
bakterines kultGros. Kultira atvésinama iki kambario temperattros ir sulfato
arba kita tinkama ragstimi sureguliuojamas kultdros pH iki 3,5. Leidziama
nusésti susidariusioms nuosédoms, o skaidrus nuopilas nupilamas. Tada |
nuosédas maisant pridedama kalcio chlorido, ir dejonizuotu vandeniu
padidinamas tdris, kad galutiné CaCl; koncentracija baty apie 150 mM. pH
padidinamas  iki mazdaug neutralios terpés (pH 6,5) ir toksino tirpalas
nuskaidrinamas centrifuguojant. Toksinas vél nusodinamas, sumazinant pH
iki 3,7. Susidariusioms nuosédoms leidziama nusésti, toksiSkos nuosédos

nucentrifuguojamos, po to vél istirpinamos buferyje (pH 5,5) ir dializuojamos
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per naktj pries ta patj buferj. Dializuotas toksinas centrifuguojamas, o gautas
nuopilas chromatografuojamas per anijoniting kolonélge (DEAE). Surenkama
nesurista frakcija ir nustatomas baltymo kiekis. I$ Sios frakcijos nusodinami
toksino kompleksai pridedant amonio sulfato iki mazdaug 60 % jsisotinimo.
Suspaustos nuosédos istirpinamos fosfatiniame buferyje ir dializuojama pries
ta patj buferj (pH 7,9). Sis iSgrynintas toksino preparatas gali bati naudojamas
kompozicijai gaminti.

A tipo botulino toksino gavimo budai taip pat yra gerai zinomi.
Pavyzdziui, Hambleton, et al (1981) ir Melling, et al (1988) (abu duoti kaip
literatdros $altiniai) apraso A tipo botulino toksino gavima ir iSskyrima i$ A tipo
Clostridium botulinum NCTC 2916. Bakterijy kultdros auginamos i$ patikrinto
pradinio paseélio ir inokuliuojamos j 30 litry fermentavimo jtaisg, dirbant]
anaerobinése saglygose, pagal specialistams Zinomas standartines salygas.
Pastoviai kontroliuojama toksino i$eiga (pavyzdziui, nustatant LDso), ir kai
gaunama maksimali iSeiga (mazdaug 2x10% pelés LDso/mi), kultra
paragstinama (3N H2SO, iki pH 3,5) ir toksinas surenkamas centrifuguojant.
Sis nusodintas negrynas toksinas vél istirpinamas ir ekstrahuojamas 0,2 M
fosfatiniu buferiu (pH 6,0), po to apdorojamas ribonukleaze (100 pg/ml, 34 °C
temperattiroje) ir nusodinamas naudojant NH4SO4 (60 % nuo prisotinto 25 °C
temperatiiroje). Po to nuosédos resuspenduojamos ir leidziamos | DEAE-
Sephacel jony mainy chromatografija, esant pH 5,5 (partija prie$ adsorbcija).
Kontroliuojamas frakcijy aktyvumas, ir aktyviosios frakcijos vel nusodinamos
NH4SO4 (60 % nuo prisotinto 25 °C temperatiroje). Sios nuosédos gali bti
laikomos ir istirpinamos pagaminat Sio iSradimo kompozicijg, kaip aprasyta
Zzemiau.

Geriau, kai | Sio iSradimo kompozicijas jeina toksing risantis
kompleksas, toks kaip pagamintas pagal aprasytus A ir B tipy botulino toksiny
gavimo badus, arba naudojamos kitos ekvivalentines C1, Cz, D, E, F arba G
tipy botulino toksino formos, pagamintos Zinomais bldais. Toksino titras yra
nustatomas panaudojant sumaiSyto su pagalbiniu baltymu, kaip antai
2mogaus serumo albuminu, toksing risanéio komplekso praskiedimy serija,
vengiant burbuliuky ir intensyvaus maiSymo, pavyzdziui, maisikliu. Pagal

susitarima, titras yra nustatomas i§ peliy nugaisimo testo, tokio kaip 2



13

LT 4959 B

pavyzdyje apraSytas peliy LDs, testas. Darbinis pradinis tirpalas yra
praskiedziamas, padalinamas alikvotinémis dalimis ir liofitizuojamas laikymui.
Sis pradinis tirpalas yra tiriamas, nustatant baltymo koncentracijg, LDsp,
grynuma ir tinkamumg farmacijoje specialistams zinomais metodais, kas yra
parodyta 2 pavyzdyije.

IV. Stabilios botulino toksino kompozicijos
Siame i$radime buvo atrasta, kad botulino toksinas gali bati

pagaminamas ir laikomas stabiliose skystose kompozicijose, kurios islaiko jo

veiksmingumq.ilgesn[ laiko tarpa, pvz., maziausiai 1-2 metus, “Saldytuvo’
temperatlrose (t.y. apie 5+3 °C, arba tiksliau - apie 4+2, arba bendriau — 0-10
°C) arba mazZiausiai 6 ménesius “kambario temperatdroje” (t.y. apie 25 °C,
arba bendriau - 10-30 °C temperatlroje). Tokios kompozicijos gali bati
patogiai iSdalijamos Zmonéms arba kitiems Zinduoliams kaip vaistai be
papildomo praskiedimo, kurj turéty atlikti gydytojas. Kompozicijos yra
apibadinamos pH, kuris yra apie pH 5-6, geriau apie pH 5,5-5,6, kurj palaiko
tinkamos buferavimo salygos. Kompozicijoje taip pat gali bati vienas arba
daugiau pagalbiniy baltymy.

1 pavyzdyje yra pateikiamos botulino toksino (B tipo) kompozicijos,
turinCios 5000 U/ml koncentracija, pagaminimo detalés. Turéty bati
suprantama, kad tokios kompozicijos salygos gali biti taikomos ir kitiems
botulino toksino serotipams, tokiems kaip A tipo botulino toksinas, padarant
tokiems serotipams reikalingas koncentracijas, kad baty gautos stabilios
vaisto formos patogiuose dozuotuose jpakavimuose.

Trumpai tariant, koncentruotas botulino toksino preparatas, toks kaip
auksciau aprasyti A ir B tipy isgryninto toksino preparatai, yra sumaisomas su
skiedikliu, tokiu kaip sukcinato buferis, turintis pH tarp pH 5 ir pH 6, geriau
apie pH 5,6. B tipo botulino toksino atveju, kaip buvo nustatyta i$ peliy LDso
testo, pageidautinos yra mazdaug 5000 U/ml koncentracijos, tadiau,
priklausomai nuo duodamos dozeés, gali buti reikalingos arba pageidautinos ir
mazdaug 100-20000 U/ml ribose esandios arba netgi didesnés
koncentracijos. A tipo botulino toksino atveju gali biti patogios 20-2000,
geriau 100-1000 U/ml, ribose esancios koncentracijos. Farmacijos pramonés

tikslams yra imami kompozicijy méginiai ir tiriamas jy uzter§imas mikrobais
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(bioapkrova), kompozicijos steriliai  nufiltruojamos | stiklines arba
polipropilenines ampules, paruosiant jas naudoti monéms. Galutinis
produktas gali biti laikomas skystame pavidale maziausiai vienerius metus,
geriau daugiau nei du metus, 0-10 °C temperatiroje Zymiai neprarandant jo
biologinio veiksmingumo, kg rodo <20 % veiksmingumo sumazéjimas peliy
LDso teste (2 pavyzdys).

Auk$ciau minétu skiedikliu gali bati bet koks farmaciskai priimtinas
skystis, kuris nemazina komplekso stabilumo ir kuris palaiko stabily pH
intervalg tarp mazdaug pH 5 ir pH 6. Ypatingai tinkamy, buferiy pavyzdziais
yra sukcinatinis ir fosfatinis buferiai, tatiau specialistai supras, kad Sio
iSradimo kompozicijos néra apribotos konkreciu buferiu, jeigu buferis duoda
priimting stabilumo laipsnj arba “buferininj talpumg” nurodytame intervale.
Bendru atveju, buferis turi pakankama buferinj talpuma mazdaug 1 pH vieneto
nuo jo pK ribose (Lachman, et al.,, 1986). Sio iSradimo kontekste tai apima
buferius, turingius pK mazdaug 4,5-6,5 ribose. Buferio tinkamumas gali bati
jvertintas remiantis publikuotose lentelése duotomis pK reikSmémis arba gali
bati nustatytas Zinomais bldais. Apart auks$ciau paminéty sukcinatinio ir
fosfatinio buferiy, kitais farmaci$kai tinkamais buferiais yra acetatinis,
citratinis, akonitatinis, malatinis ir karbonatinis buferiai (Lachman). Tirpalo pH
gali blti sureguliuotas iki norimos galutinés reik§mes $io intervalo ribose
naudojant bet kokig farmaciskai priimting ragstj, pavyzdziui, hidrochlorido
ragstj arba sulfato ragstj, arba baze, pavyzdziui, natrio hidroksida.

| kompozicijg pridedamu pagalbiniu baltymu gali bati bet kuris i$
daugybés farmaciskai priimtiny baltymy arba peptidy. Geriau, kai pagalbinis
baltymas yra pasirinktas toks, kad jis gali bti skiriamas zinduoliui, nesukeliant
imuninio atsako. Pavyzdziui, Zmogaus serumo albuminas yra labai tinkamas
baltymas naudoti Zmonéms skiriamose farmacinése kompozicijose;
atvirk$Giai, jaudio serumo albuminas gali bati pasirinktas naudoti galvijams.
Siam tikslui taip pat gali bati naudojami ir kiti pagalbiniai baltymai, tokie kaip,
pavyzdziui, Zelatina. Sios pagalbinés medziagos koncentracija kompozicijoje
turi bt pakankama, kad baty galima iSvengti toksino baltyminio komplekso
adsorbcijos ant indo arba buteliuko, kuriuose jis yra laikomas, sieneliu.

Pagalbinés medziagos koncentracija keisis priklausomai nuo pagalbinés
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medziagos prigimties ir toksino komplekso koncentracijos kompozicijoje.
Pavyzdziui, tyrimuose, atliktuose $iam isradimui paremti, buvo nustatyta, kad
0,5 mg/ml Zmogaus serumo albumino koncentracija yra pakankama
kompozicijos, kurioje yra 5000 U/ml B tipo botulino toksino, tikslams,
daugumai Zmoniy nesukeliant pastebimos imunologinés arba alerginés
reakcijos; bendru atveju, pakankama, apsaugg turéty suteikti mazdaug 0,05-1
mg koncentracijos 1000-¢iui botulino B vienety.

Taip pat buvo apradytos tinkamos pagalbinés medziagos
koncentracijos A tipo botulino toksinui stabilizuoti. Pavyzdziui, “BOTOX®" yra
stabilizuojamas pridedant 0,5 mg albumino 100-ui toksino aktyvumo vienety
(PDR).

V. Panaudojimo galimybés

A. Botulino toksino kompozicijy terapinis ir kosmetinis panaudojimas

Sio iSradimo farmacines kompozicijos gali bati naudojamos daugelio
indikacijy atveju, kuriuose yra pageidautinas cholinerginés neutotransmisijos
inhibavimas arba blokavimas, ypatingai (bet neapsiribojant) cholinerginés
transmisijos, kuri yra susijusi su lygiujy arba skeletiniy raumeny kontrole.
Siame skyriuje yra pateikiami pavyzdziai sutrikimy, kuriy terapijoje gali bati
naudojamos $io iSradimo kompozicijos; tadiau &ia pateikti pavyzdziai neturi
bdti laikomi apribojanéiais isradima. Pavyzdinés dozés ir vartojimo budai kai
kurioms i$ $iy indikacijy yra aprasyti tolimesnéje B dalyje.

Buvo parodyta, kad botulino toksinas, ypatingai A tipo botulino
toksinas, yra efektyvus gydant spazminius raumeny sutrikimus. Vienas
gydymo kursas, | kurj gali jeiti daug intraraumeniniy injekcijy, gali duoti
nekontroliuojamy raumeny spazmy palengvinimg net keletui menesiy.
PavyzdZiui, “BOTOX®" (A tipo botulino toksinas) yra patvirtintas JAV Maisto ir
Vaisty Administracijos lokalizuotoms injekcijoms | akiduobe voky meslungiui
gydyti. Kitos indikacijos apima kitas Zidinines distonijas, tokias kaip gerkly
distonija, Meige'o sindromas (burnos ir apatinio Zandikaulio distonija, burnos ir
veido judesiy sutrikimas), spazminé kreivakaklyst¢ (Hargman, et al., 1996),
gallnes distonija, anizmas, §lapimo isleidimo sfinkterio sinergijos sutrikimas,

voky méslungis, zvairumas, pusés veido spazmos, o taip pat rinoréja, vidinis
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otitas, gausus seiliy iSsiskyrimas, astma, spazminis kolitas, gausi skrandzio
ragsties sekrecija (3r. pavyzdziui, U.S. Patent 5,766,005), su migrena susijgs
galvos skausmas, gysly pazeidimai, neuralgija arba neuropatija (U.S. Patent
5,714,468; WO 953041), artritinis skausmas (WO 9517904), virskinimo trakto
sutrikimai, susije su skersaruoZiu arba lygiuoju raumeniu (U.S. Patent
5,674,205), tarpvietés raumens atpalaidavimas gimdant vaika (U.S. Patent
5,562,899) arba Zandikauliy suspaudimo atpalaidavimas (U.S. Patent
5,298,019). A tipo botulino toksinas taip pat buvo leidZiamas lokaliai, norint
pasiekti kosmetinj raumens tonuso, kuris sukelia veido “rauksles”,
sumazinima ir pasiekti “antakiy pakelima’ (Frankel, 1998) ir buvo rasta, kad jis
tinka leisti j odg Zidininés hiperhidrozés gydymui (gausaus prakaitavimo; WO
9528171; U.S. Patent 5,766,605) bei jaunatvinio stuburo iSkrypimo gydymui
(U.S. Patent 5,053,005), suaugusiy ir paaugliy cerebrinio paralyZiaus (U.S.
Patent 5,298,019; WO 9305800) ir cerebrinio paralyzZiaus, iSsétinés sklerozés
arba Parkinsono ligos sukelty spazmy ir nevalingy kontrakcijy gydymui (U.S.
Patent 5,183,462). Visi aukstiau pacituoti literatlros Saltiniai yra pridedami
istisai.

Eksperimentuose, atliktuose Siam iradimui patvirtinti, buvo iSbandytos
stabilios skystos kompozicijos, turinéios B tipo botulino toksino, ir buvo rasta,
kad jos yra efektyvios kaklo distonijos, taip pat zinomos kaip kreivakaklyste
(buklé, kurioje individas patiria nevalingas spazmas ir galvos, kaklo ir stuburo
raumeny susitraukima, kuris sukelia galvos sukiojimg arba kilnojimag) atveju.
Sig biukle daznai lydi tremoras ir skeletiniy raumeny skausmas. Bendrai
imant, Sio sutrikimo etiologija yra nezinoma; taciau manoma, kad tai yra
centrinés nervy sistemos sutrikimo rezultatas, sukeliantis susietos
muskulatiros  hiperaktyvuma, Dabartiniai  gydymo rezimai, [skaitant
prieScholinerginius, dopaminerginius, raumenis atpalaiduojancius,
prie$spazminius ir prieskonvulsinius vaistus, neduoda ilgalaikio pageréjimo. B
tipo botulino toksinas yra efektyvus gydant $ig bukle, sukeldamas lokalinj
paralyziy arba pareze, kuriy tipiskas pasireiskimo laikas yra apie 1 savaité po
injekcijbs ir atsakas trunka nuo mazdaug 1 iki 4 ménesiy,

Kity botulino toksino serotipy kompozicijos tinka bet kurios i$ anksciau
apradyty A tipo toksino gydomy bukliy pirminiam gydymui. Be to, kaip jau
buvo minéta, B-G tipy botulino toksinas taip pat tinka gydyti pacientams, kurie
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pasidare rezistentiski gydymui A tipo botulino toksinu del imuninio atsako | $j
toksina. Priesingai, A serotipas gali bati naudojamas pacientams, kurie
pasidare rezistentiski B arba bet kuriam is kity toksino serotipy. Gali bati
pagaminamos vieno arba daugiau botulino toksino serotipy kompozicijos ir
naudojamos pagal §j iSradima,

Bendrai imant, reikéty suprasti, kad dél panasiy biologiniy poveikiy
ivairds botulino toksino tipai gali bati keiiami vieni kitais gydant jvairius
sutrikimus, ypatingai susijusius su raumeny spazmomis. Vis délto, kaip
aprasyta Zemiau A ir B tipy atveju, jvairiy serotipy efektyvios dozes (iSreikstos
LDso dydziais arba biologiniais vienetais) gali bati labai skirtingos.
Ekvivalentinés dozeés gali bati nustatytos remiantis Zinomomis dozémis,

aprasytomis kurio nors i$ iStirty toksiny atzvilgiu.

B. Dozes ir vartojimo bidai

Botulino toksinas yra zinomas kaip veiksmingas ir kartais mirtinas
toksinas gyvlnams. Vis delto, kaip aprasyta Zemiau, jeigu imamasi
pakankamo atsargumo pritaikant dozes ir vartojimo blda, Zmoneés §j vaistg
gali vartoti saugiai.

Ivairiy botulino toksino formy dozés gali kisti priklausomai nuo
naudojamo toksino serotipo. Pavyzdziui, eksperimentuose, atliktuose Siam
iSradimui paremti, buvo rasta, kad lyginant peliy LDs vienetus, A tipo botulino
toksinas (“‘BOTOX®") yra apie 4-6 kartus veiksmingesnis nei B tipo botulino
toksinas paralyZiui indukuoti bandyme su beZdZionémis, kaip nustatyta
Panaudojant pasirinkty skeletiniy raumeny elektrofiziologinius matavimus. Sis
pastebéjimas sutampa su eksperimentiniais rezultatais bandyme su
Ziurkémis, kuris rodo, kad kiekiai, reikalingi Ziurkiy galtniy paralyziui sukelti,
yra labai skirtingi abiems toksinams (Sellin; Jackson). Pagal $iuos
pastebéjimus patyres praktikas gali jvertinti arba nustatyti empyriskai
tinkamas ekvivalentines dozes.

Rekomenduojamy doziy variacijos taip pat gali kisti priklausomai nuo
paciento istorijos. Pacientai, gave pakartotas A tipo botulino toksino dozes,
pavyzdziui, yra laikomi pasidariusias “rezistentiskais” tolimesniam gydymui, ir
jiems reikalingos didesnés dozés ekvivalentiniam efektui pasiekti laikui
bégant. Nesusiridant su kokiu nors konkrediu veikimo mechanizmu, manoma,
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kad $is reiskinys yra susijes su serotipui specifinio imuninio atsako atsiradimu
paciento organizme. Prane§imai apie antikiiny atsiradima pacientu, kurie yra
pakartotinai gydomi A tipo toksinu, organizme yra nuo mazdaug 3 % iki 57 %.
Tokiu badu, rekomenduojama, kad kai Klinicistas sugalvoja keisti serotipus
gydymo rezimo metu, naujojo serotipo dozé turi biti skaiciuojama kaip
paprastam pacientui, o ne pagal paciento doziy istorija,

Tinkami vartojimo bidai apima tokius, kurie jgalina jvesti veiklyj
toksininj ingredienta j dominant audinj, pacientui nesukeliant rimty Salutiniy
poveikiy. Tokiais bGdais yra, be apribojimy, intraraumeninés (i.m.) injekcijos,
vietinis, poodinis, perineurinis vartojimas, jvedimas elektroforezes budu ir pan.
Specialistams yra gerai Zinomos specifinés botulino toksiny jvedimo
proceddros, jskaitant manevrus veikliyjy junginiy sisteminiam pasiskirstymui
apriboti. Specifiniy raumeny grupiy identifikavimui ir tikslesnés jy vietos
nustatymui gali bati panaudota elektromiografija, ypatingai gydant raumenis,
kuriuos sunku identifikuoti, tokius kaip raumenys akiduobéje, gerkly ir
pterigijaus plote, bei nutukusiy subjekty raumenis.

Distonijos paprastai gydomos, jvedant toksing, greta paveikto raumens
inervacijos zonos daZniausiai intraraumeniniy injekcijy badu, naudojant
hipodermine adata. Paprastai sukeltas lokalinis paralyzius pacientui gali duoti
palengvéjima iki 3 ar 4 meénesiy. Pacientui iSbandyti gali blti duodamos
mazesnés dozés ir, norint pasiekti pakankamg neuroraumening blokada
funkcijos sutrikimui sukoreguoti, nesukeliant atviro paralyziaus, individualiai
nustatoma optimali doze. Doziy pakeitimai gali bati naudingi, jeigu pacientas
pasidaro rezistentiSkas toksinui. Sio isradimo privalumas yra tas, kad jis
jveikia bendra dozavimo problemg, susijusia su toksino medZiagos
nestabilumu tirpale, kuris gali duoti papildomus dozavimo neaiskumus.

Buvo nustatytos A tipo botulino toksino rekomenduojamos dozes eilei
indikacijy ir jos yra Zinomos specialistams. PavyzdZiui, gydant zvairuma, yra
rekomenduojama jvesti 1,25-25 U A tipo botulino toksino doze |
vertikaliuosius  raumenis mazesniam nei 22 dioptrijos horizontaliajam
Zvairumui; didesniam nei 20 prizminiy dioptrijy horizontaliagjam Zvairumui
rekomenduojama 2,5-5 U (Physician’s Desk Reference, 51° Edition).

A tipo botulino toksinas yra taip pat naudojamas voky méslungiui
gydyti, suleidziant 1,25-2,5 U dozes 27-30 dydzio adata | virSutinio voko
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vidurinj ir Soninj priestarzalinj orbicularis okuli ir j apatinio voko Soninj
priestarsalinj orbiculiaris okuli. Numatoma, kad gydymas tesis apie 3
ménesius; pakartotino gydymo atveju, priklausomai nuo paciento atsako,
dozes galima padidinti iki dviejy karty. Rekomenduojama, kad A tipo botulino
toksino kumuliatyvineé dozeé per 30 dieny laikotarpj bity ne daugiau nei 200 U
(Physician's Desk Reference, 51 Edition).

3 pavyzdyje yra pateikiami doziy riby nustatymo pavyzdziai gydant B
tipo botulino toksinu kaklo distonijg (kreivakaklystg), naudojant Sio iSradimo
kompozicija, Siuose tyrimuose, kurie taip pat yra aprasyti Zemiau, klinikiniam
vartojimui buvo pateikta skysta B tipo botulino toksino kompozicija pagal §j
iSradimg su nurodymais laikyti $ig kompozicijg Kklikiniame Saldytuve,
kontroliuojant temperatirg tarp 2-8 °C. Paprastai kompozicija tiekiama i$
partijy, pagaminty ir laikyty rekomenduojamoje temperattroje 6-12 ménesiy,
Klinicistai gavo mazdaug 6 ménesius islaikytas kompozicijas.

Trumpai tariant, pacientams buvo duotos jvairios toksino dozes,
suleidziant (i.m.) | 2-4 pavir§iniy kaklo irfarba peties raumeny grupes,
nustatytas pagal gydytojo jvertinima, kad jos yra susije su sutrikimu. Viename
tyrime buvo duotos atskiros padalintos dozés 100-1200 U ribose,
kumuliatyvinéms dozéms esant 270-2280 U per laikotarpj, trunkantj iki 398
dieny. Visi pacientai pajuto pageréjimg tyrimo metu ir tyrimo eigoje
kompozicijos veiksmingumo sumazéjimo pastebéta nebuvo.

Kiti tyrimai, atlikti norint patvirtinti §j iSradima, parodé, kad pacientai,
kurie pasidaré rezistentiski A tipo botulino toksinui, gali bati gydomi B tipo
botulino toksinu. Cia pacientai, kurie dalyvavo tyrime, parodé sumaZintg
atsakg | A tipo botulino toksing ir buvo laikomi sékmingai gydomais, jeigu po
gydymo jie rodé bent 25 % bendro baly, nustatomy pagal Toronto Western'o
spaziminés kreivakaklystés jvertinimo skale (TWSTRS; Consky, 1994),
skaiiaus sumazéjimag (sumazéjimas = pageréjimas), lyginant su bazines
linijos balais. Buvo skiriamos 150-1430 U B tipo botulino toksino individualios
dozés, kumuliatyvinei dozei esant 300-12000 vienety per laikotarpj, trunkant]
iki 117 dieny, kaip aprasyta 3 pavyzdyje. Bendrai imant, Siame tyrime
pacientai pajuto pagerejima, ypatingai esant didesnéms dozéms, ir nebuvo
duomeny apie B tipo botulino blokuojanéiy antikany atsiradima, o taip pat ir

apie kompozicijos veiksmingumo sumazéjimg,  Tolimesniame tyrime
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periodiskai, net iki 203 dieny buvo skiriamos 0, 400, 1200 ir 2400 U B tipo
botulino toksino kompozicijos dozes ir, kaip apraSyta auksciau, kreivakaklysté

buvo sékmingai gydoma.

Toliau duodami pavyzdziai liustuoja, bet jokiu badu neriboja $io

iSradimo.
PAVYZDZIAI

Medziagos
Jeigu nenurodyta kitaip, visi ¢ia apraSyti reagentai gali bati gauti i$
verty pasitikéjimo prekybininky, kurie parduoda reagentus naudoti atitinkamai

chemijos, biochemijos, biotechnologijos arba farmacijos pramongje.
1 pavyzdys: Stabilios botulino toksino kompozicijos pagaminimas

A. Sukcinatinio buferio pagaminimas

3 | apimties partijomis buvo pagamintas sukcinatinis buferis, turintis 2,7
mg/mi dinatrio sukcinato ir 5,8 mg/ml natrio chlorido su 0,5 mg/ml Zmogaus
serumo albumino (Michigan Biological Products Instituté) priedu. Buferio pH
sumazinti iki pH 5,6 buvo naudojama koncentruota hidrochlorido ragstis. Sis
buferis buvo nufiltruotas per 0,2 um filrg | autoklavuotg hermetiskg konteiner;.
Pries naudojima buvo paimtas buferio meginys, iSmatuotas jo pH, nustatytas

bakterinis endotoksinas ir bioapkrova.

B. Botulino toksino kompozicijos pagaminimas

Koncentruota B tipo botulino toksino alikvota buvo praskiesta apytikriai
1000 karty sukcinatiniu buferiu (pH 5,6), gaunant 5000+1000 U/ml
veiksminguma, Praskiestas toksinas buvo laikomas 2 | talpos hermetiskame
stikliniame konteineryje ir vadinamas “masiniu tirpalu”. Jis laikomas 513 °C
temperaturoje, kol medziaga nuvezama iSpilstymui.

Pries iSpilstyma paimami masinio tirpalo meéginiai ir specialistams
Zinomais standartinias metodais tiriama, ar néra mikrobinio uzter&imo
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(bioapkrovos). Po to peristaltiniu siurbliu, pumpuojant per medicininj vamzdelj
ir steriliai nufiltruojant (0,2 pm), jis perpilamas j pagrindinj rezervuarg, esantj
igpilstymo kameros viduje. Gautas sterilus nufiltruotas masinis tirpalas
ispilstomas j 3,5 cm® stiklines ampules po 0,5 ml (2500 U), 1 ml (5000 U) arba

2 mi (10000 U).
Paskutiniame konteineryje esancio produkto sudétis yra parodyta 1

lenteléje.
1 lentelé
B botulino kompozicijos sudetis
Veiklusis ingredientas Neveiklus ingredientas Koncentracija
B tipo botulino toksinas -- 5000+1000 LDsp U/ml
-- Sukcinatas, USP 10 mM
-- Natrio chloridas, USP 100 mM
-- Zmogaus albuminas, be 0,5 mg/ml
FDA

-- Hidrochlorido ragstis, NF pH sureguliavimui

2 pavyzdys: Botulino toksino kompozicijos stabilumo tyrimas

A. Stabilumo rezultatai

Buvo pagamintas B tipo botulino toksinas, praskiestas kaip aprasyta
auké&iau iki 2500 vienety/ml ir laikytas kaip 1 ml alikvotos 5 ml stiklinése
ampulése 5 °C temperatiroje iki 30 ménesiy ir jskaitant 30-tq ménesj. Pragjus
0, 1,3, 609 12, 15, 24 ir 30 ménesiy, buvo atsitiktinai pasirinktos alikvotos ir
tirtas jy veiksmingumas peliy LDso teste. Taip pat buvo apzidréta tirpalo
idvaizda ir nustatytas pH standartiniais metodais.

2 lentelé rodo jvairiais laiko momentais paimty alikvoty tyrimo
rezultatus. Sié rezultatai rodo, kad pagal §j isradima pagamintos kompozicijos
yra stabilios (sprendziant pagal veiksminguma, kuris yra veiksmingumy,
nustatyty nuliniame taske, ribose) maziausiai 30 menesiy, laikant 5 °C

temperataroje.
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Kompozicijos stabilumas 5 °C temperatiiroje
Laikymo laikas Veiksmingumas pH I$vaizda®
(ménesiais) (vidurkis; U/ml)
0 1750-3250 55 Tinkama °
1 1941 NN® NN
3 2541 56 NN
6 2020 56 Tinkama
9 23357 56 Tinkama
12 2064 56 Tinkama
18 2318 5,4 Tinkama
24 1799 5,6 Tinkama
30 2101 56 Tinkama
® Tinkama = skaidri, nuo bespalves iki gelsvos spalvos; beveik neturi matomy
daleliy,
® Netirta.

3 lentelé rodo B tipo botulino toksino kompozicijos, pagamintos ir

padalintos j alikvotas kaip aprasyta auksciau, tik laikytos 25 °C temperataroje,

tyrimo rezultatus. Sie rezultatai rodo, kad kompozicija yra stabili maZiausiai 6

menesius 25 °C temperatiroje (sprendziant pagal vidutinj veiksminguma,

kuris i8silaiko bent apie 90 %, geriau bent apie 95 %, palaikius 6 ménesius, ir

bent apie 75 % - po 9 menesiy laikymo 25 °C temperatiroje.

Kompozicijos stabilumas 25 °C temperatiiroje

3 lentelé

Laikymo laikas Veiksmingumas pH ISvaizda®
(ménesiais) (vidurkis; U/ml)

0 1941 55 Tinkama
1 2297 56 NNP
2 1935 56 NN
3 2017 56 NN
6 1909 NN Tinkama
9 1579 56 Tinkama

® Tinkama = skaidri, nuo bespalves iki gelsvos spalvos; beveik neturi matomy

daleliy,
® Netirta.
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B. Stabilumo testai

1. Botulino toksino kompoziciju pH nustatymas

B tipo botulino toksino kompozicijy pH buvo matuojamas naudojant
Fisher Scientific Accumet 50 modelio pH-metra su automatinie meéginio
temperatiros kompensacija. Elektrodas buvo Orion Ross kombinuotas
elektrodas su KCI lyginamuoju elektrodu. pH buvo nustatomas pagal jprastg
dviejy tasky standartizacijg (pH 4,0, pH 7,0) pagal gamintojo nurodymus.
Kiekvienas meéginys matuotas 3 kartus. pH reikSmeés nustatytas dviejy

reikdminiy skaiiy tikslumu ir paimtas jy vidurkis.

2. Peliy LDsg veiksmingumo testas

LDso nustatyti buvo naudotos sveikos, nenaudotos bet kurios lyties
CFW arba CD-1 pelés, sveriandios po 18-22 g. Kiekvienas iSpilstytas
produktas buvo tiriamas peliy teste imant 5 B tipo botulino toksino
kompozicijos dozés. Kiekvienas bandymas kartojamas 5 kartus.

1§ tiriamojo méginio buvo pagaminti du pradiniai tirpalai. Pradinis A
tirpalas buvo gautas praskiedziant tiriamajj meginj iki jvertinto 750 U/ml
veiksmingumo Zelatininiu fosfatiniu buferiu, pH 6,2. Pradinis B tirpalas buvo
gautas praskiedziant A tirpalg 10 karty iki 75 U/ml. Pradinis B tirpalas
praskiestas testavimui tokiu badu: 1:7,5, 1:10, 1:13,5, 1:18ir 1:24,3.

Peléms buvo suleidziama j pilva po 0,2 ml atitinkamai praskiesto
junginio. Po injekcijos pelés buvo laikomos 4 dienas, kasdien apzidrint.
Nugaisusiy peliy neuzregistruota. Stebéjimas po 4 dieny buvo nutrauktas.

Kumuliatyvinis mirtingumas (CD) esant skirtingiems praskiedimams
buvo apskaiGiuotass, pridedant mirties atvejy skaiCiy nuo maksimalaus
praskiedimo didyn. Kumuliatyvinis isgyvenimas (CS) buvo skaiciuojamas
pridedant iSgyvenimo atvejy skaiCiy nuo minimalaus praskiedimo mazyn.
%CD buvo apskaitiuotas kaip CD/(CD+CS)x100 % kiekvienam praskiedimui.
Praskiedimas, atitinkantis LDso, buvo nustytas pagal Reed ir Muench
proporéinio atstumo (PD) metoda, naudojant praskiedimus, duodangius %CD

reikdmes, kurios apriboja 50 % kumuliatyvinj mirtinguma.
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(%CD>50%) - 50%
(%CD>50%) -(%CD< 50%)

Proporcinis atstumas (PD) =

Gauta PD reiksmé buvo padauginta i$ skirtumo tarp praskiedimo lygiy,
kurie apriboja 50 % CD, logaritmo. Si reik§me buvo pridéta prie praskiedimo,
duodanéio didesnj uz 50 mirtinguma (CD), logaritmo, gaunant LDso atitinkantj
praskiedima, Buvo apskaitiuotas $io praskiedimo antilogaritmas, gaunant
toksino LDso vienety skaiciy injekcijos taryje (0,2 ml). Tada $is skai€ius buvo
padaugintas i§ 5, gaunant toksino LDsg vienety skaiciy pradinio B tirpaio
mililitre. '

LDso vienety skaicius pradinio B tirpalo mililitre buvo padaugintas i$ jo
praskiedimo daugiklio (t.y. praskiedimo, kurio reikia 75 U/ml jvertintam
veiksmingumui gauti) ir gaunamas méginio veiksmingumas. 1§ 5 reikdminiy
testy buvo iSskaiciuotas LDs, vienety mililitre aritmetinis vidurkis ir standartinis

nukrypimas.

3. Kompozicijos i§vaizda
ISvaizda buvo jvertinta vizualiai apzirint prie$ juodg ir baltg fong

rySkioje Sviesoje, - atsargiai pasukant. Buvo ivertinta spalva, skaidrumas ir

matomy kiety daleliy buvimas,
3 pavyzdys: Kaklo distenijos (CD) gydymas

A. Vaisto praskiedimas, apskaiciavimas, suleidimas ir dozavimas

1._Vaisto paruosimas

Buvo uZpildytos vaisto ampulés, kad baty galima patiekti 2,0 ml (10000
U), 1,0 ml (5000 U) arba 0,5 mI (2500 U) nepraskiesto tiriamojo vaisto. Visose
paruosimo stadijose buvo vengiama intensyvaus maiSymo arba burbuliuky
susidarymo, kadangi botulino toksinas gali denatdruotis &iomis sglygomis.
Kompozicijos buvo isimamos i$ ampules 1 ml talpos tuberkulino $virkstu,

uztikrinant, kad yra paimtas tikslus tdris.

2. Vaisto apskaiciavimas
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B tipo botulino toksinas buvo skiriamas kaklo distonijg (CD) turintiems
pacientams, jvedant atitinkamos ampulés turinj, kad bdty gauta Zemiau
nurodyta dozé. Pelés vienetai (U) dozavimui apskaigiuojami taip, kad 1U yra
dozéje esancio toksino kiekis, kuris atiinka 2 pavyzdyje aprasytu bldu
nustatytg LDso bandyme su pelémis.

Kievieno dozavimo metu B tipo botulino toksinas buvo jvedamas pagal
standartines metodikas, kaip smulkiai aprasyta toliau. Junginio injekcijas daré
gydytojas-neurologas, turintis botulino vartojimo patirtj CD sergantiems
pacientams. Pacientai buvo prasomi kiek galima daugiau atsipalaiduoti, kad
bty palengvinamas galvos ir kaklo padéties stebéjimas ramybés metu. Buvo
nustatyti raumenys, susij¢ su CD atsiradimu, ir patvirtinti paveikty raumeny
apGiupingjimu. Raumenys, kuriuos nusprgsta gydyti pagal 8ig metodika, buvo
mentés keltukas, vidurinis ir prie$akinis laiptinis raumuo, semispinalis
pusketerinis galvinis raumuo, dirZinis raumuo, galvos sukamasis ir trapecinis
raumuo. | kiekviema i$ $iy raumeny 1-5 vietose buvo daromos injekcijos.
Bendras injekcijos tdris vienai vietai buvo mazesnis arba lygus 1,0 ml, norint
iSvengti lokalinio raumeny iSkraipymo, bet ne maziau nei 0,1 ml, kad buty
lengviau paimti tiksly tdrj standartiniu 1 mi dvirkstu. 1$ pradziy pacientai gavo
bendra 5000 U doze ir po to kitas dozes iki mazdaug 15000 vienety

paskesniy apsilankymy klinikoje metu.

C. Kaklo distonijos (CD) klinikiniai tyrimai

1 tyrimas

Astuoni pacientai (3 vyrai ir 5 moterys), kuriy vidutinis amzius yra 43,9
mety ir individualios klinikineés diagnozes - idiopatiné CD, dalyvavo tyrime,
kuriame B tipo botulino toksino kompozicija buvo leidZiama | 2-4 pavirSiniy
kaklo ir/arba peties raumeny grupes. Pacientams vaistai buvo leidziami kas 4
savaités, jeigu nebuvo rimty Salutiniy poveikiy arba pastovaus klinikinio
pageréjimo gydymo metu. Pacientai dalyvavo 1-5 dozavimo etapuose. Atskiry
etapy dozés buvo nuo 100 U iki 1200 U, o kumuliatyvinés dozés buvo nuo
270 U.iki 2280 U aukédiau aprasytos B tipo botulino toksino kompoazicijos.
Efektyvumas buvo vertinamas naudojant Tsui kreivakaklystés skale (Tsui,
J.K.C. (1986), Lancet 2: 245-247). Siame tyrime pacientai dalyvavo 127-398
dienas, vidutinis laikas iame tyrime buvo 244,8 dienos. Kreivakaklystés baly
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skaicius buvo panasus bazingje linijoje, ir visiems pacientams buvo stebimas
nedidelis baly skaiciaus mazgjimas (mazéjimas = pageréjimas) Siek tiek
priklausomas nuo dozés, kai buvo lyginamos bendros dozés. Bendrai
paemus, pacientai patyrée kreivakaklystés biklés pageréjima. Siame tyrime
nebuvo pastebeta blokuojanéiy antikiiny atsiradimo.

2. 2 tyrimas
Siame tyrime dalyvaujantys pacientai turéjo idiopatinés CD

(kreivakaklystés) diagnoze ir jiems buvo atsiradgs rezistentiSkumas A tipo
botulino toksinui. Pacientai gavo Sio igradimo B tipo botulino toksino
kompozicijos intraraumenines injekcijas | 2-4 pavirsinius kaklo ir peties
raumenis.

Tyrimg pradéjo ir baige 12 pacienty (amZiaus vidurkis 52,3 metai).
Pacientai dalyvavo tyrime nuo 37 iki 127 dieny, o vidutinis laikas buvo 65
dienos. Pacientai buvo gydomi 1-3 tiriamojo vaisto dozémis. Kumuliatyvinés
dozeés buvo 940-2100 U intervale, o atskiros dozes turéjo nuo 150 iki 1430 U
B tipo botulino toksino. Vidutinis laiko tarpas tarp dozavimo etapy buvo 22,3
dienos pacientams, gaunantiems maziausias dozes (i8 viso 100-899 U), ir
48,5 dienos pacientams, gaunantiems didZiausias dozes (900-1500 U).

Klinikineé nauda buvo apibré?ta kaip maziausiai 25 % baly skaiciaus
pagal Toronto Western'o spazminés kreivakaklystés jvertinimo skale
(TWSTRS)-sunkumo skale (Consky, E.S., Lang, A.E. (1994) In: Therapy with
Botulinum Toxin, Jankovic, J. and Hallet M., eds. Marcel Dekker, Inc., New
York) sumazéjimas, lyginant su bazine linija (sumazejimas = pageréjimas).
Vidutinis baly skaigius bazingje linijoje buvo panasus visiems pacientams.
Baly skaicius pagal TWSTRS-sunkumo skale sumazéjo 56 % didesne doze
gavusiy pacienty, lyginant su 7 % pacienty, buvusiy mazesniy doziy grupéje.
Abiejose grupése buvo stebimas nedidelis pagergjimas pagal TWSTRS-
skausmo baly skaigiy, ypatingai ankstyvose tyrimo fazése. Siems pacientams
nebuvo nustatytas blokuojanéiy antikiiny B tipo botulino toksinui atsiradimas.

3. 3 tyrimas
DvideSimt astuoni pacientai (amziaus vidurkis 50,9 mety) su patvirtinta

kaklo distonijos diagnoze gavo B tipo botulino toksino kompozicijos injekcijas |
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2-4 pavirSinius kaklo ir peties raumenis vis didejanciomis dozémis (iki 1,5
karto sekaniame etape) laikui bégant. Klinikiné nauda buvo jvertinta
naudojant auk3&iau aprasyta TWSTRS-sunkumo testa, kuriame 25 % baly
skaitiaus sumazéjimas yra laikomas pagerejimu.

Pacientai dalyvavo tyrime nuo 28 iki 177 dieny, o vidutinis tyrimo laikas
buvo 71,9 dienos. Pacientai buvo gydomi 1-3 kompozicijos dozémis.
Kumuliatyvinés dozés buvo nuo 1430 U iki 12000 U, o atskiros - nuo 300 U iki
12000 U. Klinikinio jvertinimo tikslams buvo paimtos 4 doziy grupés: 100- 800
U (A grupeé), 900-2399 U (B grupé), 2400-5999 U (C grupe) ir 6000-12000 U
(D grupé). Laiko tarpas tarp dozavimo etapy buvo toks: A grupéje 13-101
diena, vid. 35,7 dienos; B grupéje 14-113 dieny, vid. 48,8 dienos; C grupéje
29-177 dienos, vid. 62,2 dienos; D grupéje 28-177 dienos, vid. 55,1 dienos.

Vidutiniai bazinés linijos balai buvo panasis visiems pacientams visose
gydymo grupése, ir visose 4 grupese tyrimo metu buvo vidutinis baly
skaitiaus sumazeéjimas (pageréjimas). Bendrai imant, tyrimo metu vidutinis
procentinis pageréjimas, lyginant su bazine linija, ir atsako santykio vidurkis
pagal sunkumo baly skaiiy buvo didesnis C ir D grupése. Maksimalaus
pageréjimo vidurkio, maksimalaus procentinio pageréjimo vidurkio ir
maksimalaus atsako santykio vidurkio nustatyti dydziai buvo didesni didesniy
doziy grupése, lyginant su mazesniy doziy grupémis (8,1 ir 6,8, lyginant su
2 1 ir 3,6, maksimaliam pageréjimui; 43,9 % ir 35,5 %, lyginant su 10 % ir 16,1
%, maksimalaus pageréjimo vidurkiui; 0,32 ir 0,23, lyginant su 0,05 ir 0,09,
maksimalaus atsako santykio vidurkiui). Pacienty, reaguojanciy | gydyma,
procentai buvo didesni abiejose didesniy doziy grupése (C 80 % ir D 78 %)
nei abiejy mazesniy doziy grupése (A0 % ir B 27 %). Vidutiné atsako trukme
buvo didesné abiejose didesniy doziy grupése (C 47 6 dienos; D 38,1 dienos)
nei abiejose mazesniy doziy grupese (A 0 dieny; B 31 diena). Sie duomenys
rodo dozés-atsako priklausomybe $io iSradimo B tipo botulino toksino

kompozicijy atveju.

4. 4 tyrimas
B tipo botulino toksino kompozicijos trys dozes buvo tiriamos, lyginant

su placebu eksperimente, kuris apémé 85 pacientus, dalyvaujancius

atsitiktiniame, dvigubai aklame, vienos dozés, 4 $aky, lygiagreCios grupes,
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daugiacentriame tyrime. Pacienty amzius buvo nuo 18 iki 80 mety. Dozés
buvo 400, 1200 arba 2400 U B tipo botulino toksino, leidziamo | 2-4 pavirsiniy
kaklo ir/arba peties raumeny grupes. Pacientai buvo jvertinami, naudojant
TWSTRS baly skale, atskaitant nuo bazines linijos, pragjus 2 ir 4 savaitéms
nuo gydymo pradzios. Pacientai, kurie po 4 savaitiy neparodé 3 arba
didesnio tasky skaiciaus pageréjimo (> 20 %) TWSTRS-sunkumo skaleje,
buvo pasalinti i$ tyrimo kaip neduodantys atsako. Respondentai grlzdavo
ivertinimui kas 4 savaites, kol j Iy atsakas nukrito daugiau nei 50 %.

Visi TWSTRS balai rode pageréjimg didéjant B tipo botulino toksino
kompozicijos dozei. Ketvirtg savaite statistiSkai patikimas pagergjimas buvo
pacientams 2400 U dozés grupéje, lyginant su placebu gydytais pacientais ir
pagal TWSTRS-skausmo, ir pagal TWSTRS-bendragjj jvertinimus; pageréjimg
rodanciy pacienty procentai buvo didesni 2400 U grupéje. Pacienty bendrojo
ivertinimo vidurkis buvo daug didesnis 2400 U grupeje 2, 4 ir 8 savaite,
lyginant su bet kuria kita i$ gydomy grupiy; 4 savaiéiy duomeny variacingje
analizéje buvo statistiskai reikSmingas skirtumas (p=0,0286) tarp grupiy.
ReikSmingas skirtumas taip pat buvo tarp placebo ir 2400 U dozés grupes (p
= 0,0050) bei dozes-atsako analizéje (p = 0,0028). Ketvirtos savaitées
duomeny variacinése analizése buvo statistiskai reikSmingas (p = 0,0073)
skirtumas tarp gydymo grupiy, taip pat buvo reikSmingi skirtumai tarp placebo
ir 2400 U dozés grupés (p = 0,001 5) ir dozés-atsako analizéje (p = 0,0008).

Pacientai dalyvavo Siame tyrime nuo 25 iki 203 dieny; didesnis
vidutinis dieny skaigius buvo 2400 U dozés grupéje (61 diena).

5.5 tyrimas

Sis tyrimas taip pat buvo atsitiktinis, dvigubai aklas, kontroliuojamas
pagal placeba, vienos dozes, 4 Saky, lygiagreCios grupés, daugiacentris
ambulatorinis tyrimas, kuriame nagrinéjamas vienkartineés placebo dozés (A
grupe) arba vienos i$ trijy B tipo botulino toksino kompozicijos doziy (2400 U
-~ B grupé; 5000 U - C grupe; 10000 U — D grupe), suleisty j 2-4 pavirsiniy
kaklo if/arba peties raumeny grupes pacientams, kuriems patvirtinta CD
diagnoze, poveikis. Pacientai buvo jvertinami, atéjus jiems po 2 ir 4 savaidiy

nuo gydymo pradzios. Tie, kurie po 4 savaiCiy turéjo geresnj nei 20 %
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pageréjima, lyginant su bazine linija (TWSTRS-bendrasis jvertinimas balais),
buvo laikomi “respondentais” ir buvo prasomi ateiti jvertinimui kas 4 savaités
maziausiai 4 ménesius arba tol, kol jy atsako baly skaitius nukris daugiau nei
50 %.

Tyrime dalyvavo 122 pacientai, kuriy amzius buvo 19-81 metai. Laikas,
iki kol pacientai dalyvavo tyrime, atspindéjo laika, kurj jie davé atsaka |
tiriamajj vaista, Gydymo grupés buvo panasios pagal minimaly ir maksimaly
skaigiy dieny, per kurias pacientai dalyvavo tyrime. Tyrimo laiko vidurkis
didejo, didéjant dozei, nuo 45 dieny placebo A grupeje iki 61 dienos (B), 67
dieny (C) ir 75 dieny (D).

Pagal visus TWSTRS balus visose tyrimo grupése 4 savaitg stebetas
pageréjimas, lyginant su bazine linija. Ketvirtos savaites TWSTRS-bendryjy
baly skaitiaus kovariantinéje analizéje bendras skirtumas tarp gydymo grupiy
buvo statistiskai reikdmingas (p = 0,0001). Be to, dozés-atsako analizé buvo
reikminga (p = 0,0001) ir visi trys placebo palyginimai su aktyviomis
grupémis buvo reik§mingi (p = 0,0016 placebo lyginant su 2500 U; p = 0,0005
placebo lyginant su 5000 U; p = 0,0001 placebo lyginant su 10000 U).
Pacienty, 4 savaite davusiy atsaka | gydyma, procentai buvo didesni D
grupéje (10000 U), nei bet kurioje kitoje grupéje pagal TWSTRS-bendrgjj, -
negalios ir -skausmo baly skaiCiy. Dozé-atsakas buvo reikSmingas
kiekvienam i§ keturiy TWSTRS baly skaiCiavimy (bendrajam p<0,001;
sunkumo p = 0,035; negalios p = 0,002; skausmo p = 0,001). Skausmo
duomenys pageréjo visose gydytose grupese 4 savaite iki 67,5, 70,2 ir 75,1
atitinkamai B, C ir D grupése. Bendri skirtumai tarp gydyty grupiy buvo
statistiskai reikdmingi (p = 0,0049), dozés-atsako analizé buvo statistidkai
reiksminga (p = 0,0017) ir placebo palyginimai su visomis trimis aktyvaus
gydymo grupémis buvo reikSminga (p = 0,0149, 0,0084 ir 0,0007 atitinkamai
B, C ir D grupéms, lyginant su placebu).

4 pavyzdys: Fiziologinis atsakas i B tipo botulino toksino kompozicija

bandyme su Zmonémis

Astuoniolika sveiky subjekty buvo tiriami nustatant pirsto trumpojo

tiesiamojo raumens (EDB) M-bangos amplitudes atsaka | B tipo botulino
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toksing, naudojant specialistams Zinomus standartinius elektrofiziologinius
metodus. Subjekty amzius buvo 18-22 metai. Elektrofiziologiniai tyrimai buvo
atlikti 2, 4, 6, 9, 11, 13 ir 14 dieng po injekeijos, kurios dozés buvo nuo 1,25 U
iki 480 U (i.m.) B tipo botulino toksino kompozicijos. Duomeny analizés
rezultatai parodé nuo dozés priklausomg EDB M-bangos amplitudés ir ploto
sumazéjimg didéjant dozei. Maksimalus efektas buvo 75 % M-bangos
amplitudes sumazéjimas pagal bazine linijg, esant 480 U dozei. ,

Atskirame tyrime de$imdiai subjekty, atsitiktinai buvo suleista B tipo
botulino toksino “B” kompozicijos doze i vieng EDB ir “BOTOX®" (A tipo
botulino toksino, “A”) dozé i kita EDB, naudojant vieng i$ penkiy skirtingy
dozavimo schemy: 1,25 U A /20 U B;25UA/80UB;5UA/160UB: 7,5
UA/320UB;10UA/480UB (po 2 subjektus kiekvienam doziy santykiui).
Vienas kontrolinis subjektas gavo fiziologinio tirpalo injekcijg kiekvieng EDB
raumenj. M-bangos amplitudés ir ploto mazejimo greitis buvo panasus abiems
raumenims, o maksimalus efektas pasirode praéjus mazdaug 6 dienoms po
injekcijos. Abu serotipai rode nuo dozés priklausantj M-bangos amplitudes
sumazéjima. Palengvéjimas po pratimy buvo didZiausias 9 dieng abiejy
naudoty toksino tipy atveju.

Nors $is iSradimas buvo aprasytas remiantis konkreéiais metodais ir
igyvendinimo variantais, turéty bdti suprantama, kad gali bati padarytos
ivairios modifikacijos ir pakeitimai, nenukrypstant nuo i$radimo.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Stabili skysta farmaciné botulino toksino  kompozicija,
besiskirianti tuo, kad | ja jeina farmaciskai priimtinas buferis, galintis duoti
buferini pH intervalg tarp pH 5 ir pH 6, ir

i8skirtas botulino toksinas;

& kompozicija yra stabili skystoje formoje maZiausiai vienerius metus
0-10 °C temperataroje. |

2. Kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad minéeta
temperattra yra 523 °C.

3. Kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad mineta
temperatara yra 412 °C.

4. Kompozicija pagal bet kuri i§ 1-3 punkty, besiskirianti tuo, kad
minétas buferis turi pK 4,5-6,5 pH vienety intervale.

5. Kompozicija pagal bet kurj i$ 1-4 punkty, besiskirianti tuo, kad
minéta toksino kompozicija yra stabili skystoje formoje maziausiai dvejus
metus.

6. Kompozicija pagal bet kuri i§ 1-5 punkty, besiskirianti tuo, kad
minétas buferinis pH intervalas yra pH 5,610,2.

7. Kompozicija pagal bet kurj i$ 1-6 punkty, besiskirianti tuo, kad
minéta bufer| pasirenka i§ grupeés, susidedantios i§ fosfatinio buferio,
fosfatinio-citratinio buferio ir sukcinatinio buferio.

8. Kompozicija pagal bet kuri i§ 1-7 punkty, besiskirianti tuo, kad
botulino toksinas yra botulino toksino serotipas, pasirinktas i$ grupes,
susidedanéios i8 A, B, C4, Cy, D, E, F ir G serotipu.

9. Kompozicija pagal 8 punkta, besiskirianti tuo, kad botulino
toksinas yra B tipo botulino toksinas, kurio koncentracija yra 100-20000 U/ml
ribose.

10. Kompozicija pagal 9 punkta, besiskirianti tuo, kad minéto B
tipo botulino toksino koncentracija yra 1000-5000 U/ml ribose.

11. Kompozicija pagal 9 arba 10 punkta, besiskirianti tuo, kad
minétas B tipo botulino toksinas yra mazdaug 700 kilodaltony (kD) didelés

molekulinés masés komplekse.
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12. Kompozicija pagal 8 punktg, besiskirianti tuo, kad botulino
toksinas yra A tipo botulino toksinas, kurio koncentracija yra 20-2000 U/mi
ribose.

13. Kompozicija pagal 12 punkta, besiskirianti tuo, kad minéto A
tipo botulino toksino koncentracija yra 100-1000 U/mi ribose.

14. Kompozicija pagal bet kurj i§ 1-13 punkty, besiskirianti tuo,
kad | ja ieina dar ir pagalbinis baltymas.

15. Kompozicija pagal 14 punkta, besiskirianti tuo, kad minéta\:
pagalbinj baltyma pasirenka i§ grupés, susidedangios i§ serumo albumino,
rekombinantinio Zmogaus serumo albumino ir Zelatinos.

16. Stabili skysta farmaciné botulino toksino kompozicija,
besiskirianti tuo, kad | jg jeina farmaciskai primtinas skystas buferis,
galintis duoti buferin pH intervala tarp pH 5 ir pH 6, ir

iSskirtas botulino toksinas;

Si toksino kompozicija yra stabili skystoje formoje maZiausiai 6
ménesius 10-30 °C temperatiroje.

17. Kompozicija pagal 16 punkta, besiskirianti tuo, kad minéta
temperatara yra apie 25 °C.

18. Kompozicija pagal bet kurj i§ 16-17 punkty, besiskirianti tuo,
kad minétas buferis turi pK 4,5-6,5 pH vienety intervale.

19. Kompozicija pagal bet kurj i§ 16-18 punkty, besiskirianti tuo,
kad minétg bufer pasirenka i§ grupés, susidedandios i§ fosfatinio buferio,
fosfatinio-citratinio buferio ir sukcinatinio buferio.

20. Kompozicija pagal bet kurj i 16-19 punkty, besiskirianti tuo,
kad minétas buferinis pH intervalas yra pH 5,6+0,2.

21. Kompozicija pagal bet kurj i 16-20 punkty, besiskirianti tuo,
kad botulino toksinas yra botulino toksino serotipas, pasirinktas i§ grupeés,
susidedangios i$ A, B, C4, Cy, D, E, F ir G serotipy.

22. Kompozicija pagal 21 punktg, besiskirianti tuo, kad botulino
toksinas yra B tipo botulino toksinas, kurio koncentracija yra 100-20000 U/m.

23. Kompozicija pagal 22 punkta, besiskirianti tuo, kad minéto B
tipo botulino toksino koncentracija yra 1000-5000 U/ml ribose.
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24. Kompozicija pagal 22 arba 23 punkta, besiskirianti tuo, kad
minétas B tipo botulino toksinas yra mazdaug 700 kD dideles molekulines
masés komplekse.

25. Kompozicija pagal 21 punkta, besiskirianti tuo, kad botulino
toksinas yra A tipo botulino toksinas, kurio koncentracija yra 20-2000 U/ml
ribose.

26. Kompozicija pagal 25 punkta, besiskirianti tuo, kad minéto A
tipo botulino toksino koncentracija yra 100-1000 U/ml ribose. ,'

27. Kompozicija pagal bet kur{ i§ 16-26 punkty, besiskirianti tuo,
kad | jg jeina dar ir pagalbinis baltymas.

28. Kompozicija pagal 27 punkta, besiskirianti tuo, kad minéta
baltymg pasirenka i§ grupés, susidedancios i$ serumo albumino, Zmogaus
serumo albumino ir Zelatinos.

29. Stabilios skystos botulino toksino kompozicijos pagal bet kur{ i§ 1-
28 punkty panaudojimas vaisto, skirto gydyti pacientui, kuriam reikia inhibuoti
cholinergine transmisijg | pasirinkta, raumenj, raumeny grupe. liaukga arba
organa, gamyboje.

30. Panaudojimas pagal 29 punkta, besiskiriantis tuo, kad
minétas pacientas kencia nuo sutrikimo, pasirinkto i$ grupes, susidedancios i$
spazmy, voky meéslungio, Zvairumo, pusés veido spazmos, distonijos, vidinio
ausies uzdegimo, spazminio kolito, anizmo, $lapimo ileidimo sfinkterio
sinergijos sutrikimo, zandikauliy, suspaudimo ir stuburo iSkreipimo.

31. Panaudojimas pagal 30 punkta, besiskiriantis tuo, kad
minétas pacientas kencia nuo spazmy, atsiradusiy dél vienos arba daugiau
priezasgiy i§ grupés, susidedancios i§ paralyZiaus, stuburo smegeny
paZeidimo, uZdaros galvos traumos, cerebrinio paralyZiaus, i8sétines
sklerozés ir Parkinsono ligos.

32. Panaudojimas pagal 30 punkta, besiskiriantis tuo, kad
minétas pacientas kenéia nuo distonijos, pasirinktos i§ grupés, susidedancios
i§ spazminés kreivakaklystés (kaklo distonijos), spazminés disfonijos, galines
distonijos, gerkly distonijos ir burnos ir apatinio zandikaulio (Meig'o) distonijos.

33. Panaudojimas pagal 29 punkta, besiskiriantis tuo, kad
minétas pasirinktas raumuo arba raumeny grupé sukelia rauksSles arba

surauktus antakius.
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34. Panaudojimas pagal 29 punkta, besiskiriantis tuo, kad
minétas pasirinktas raumuo yra tarpvietés raumuo, o minéta pacienté gimdo
vaika.

35. Panaudojimas pagal 29 punkta, besiskiriantis tuo, kad
minétas pacientas kengia nuo bukles, pasirinktos i§ grupés, susidedancios i$
miofascitinio skausmo, su migrena susijusio galvos skausmo, gysly
pakenkimy, neuralgijos, neuropatijos, artritinio skausmo, nugaros skausmo,
hiperhidrozés, rinoréjos, astmos, gausaus seiliy i$siskyrimo ir gausios.v
skrandZio rlgsties sekrecijos.

36. Panaudojimas pagal bet kurj i§ 29-35 punkty, besiskiriantis
tuo, kad minétas pacientas yra rezistentiskas A tipo botulino toksinui, o
minétas botulino toksinas minétoje kompozicijoje yra pasirinktas i§ grupés,
susidedangios i$ botulino toksino B, Cy, Cz, D, E, F ir G serotipy.

37. Panaudojimas pagal 36 punktg, besiskiriantis tuo, kad
minétas botulino toksinas minétoje kompozicijoje yra B tipo botulino toksinas.

38. Panaudojimas pagal bet kurj i 29-35 punkty, besiskiriantis
tuo, kad minétas pacientas yra rezistentiSkas B tipo botulino toksinui, o
minétas botulino toksinas minétoje kompozicijoje yra pasirinktas i§ grupeés,
susidedantios i$ botulino toksino A, Cy, C2, D, E, Fir G serotin.

39. Panaudojimas pagal 38 punktg, besiskiriantis tuo, kad
minétas botulino toksinas minétoje kompozicijoje yra A tipo botulino toksinas.
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