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Настоящая общая фармакопейная статья распространяется на ботулинические токсины (БТ), применяемые в медицинской практике.

Известно семь серотипов ботулотоксинов (A, B, C, D, E, F, G), входящих в состав экзотоксинов ботулинических бактерий разных штаммов. 

Бактерии Clostridium botulinum производят ботулинические токсины в виде белковых комплексов. Нейротоксины представляют собой смесь двух биополимеров – нейротропного α-токсина, являющегося полипептидом, и гемагглютинирующего β-токсина (гликопротеида). Собственно ботулиническими токсинами, или ботулотоксинами, называются только нейротропные компоненты. 

Серотипы ботулинических токсинов различаются первичными структурами (набором, количеством и последовательностью аминокислот), степенью токсичности и иммуногенными свойствами. 

Токсины обладают  цинк-зависимой  эндопептидазной активно​стью и энзиматически расщепляют ряд белков нервных окончаний, важных для нормального высвобождения ацетилхолина  в  нервно-мышечных синапсах, нервных окончаниях преганглионарных нейронов и парасимпатических постганглионарных нейронов.  
Конечным эффектом этого процесса является стойкая хемоденервация, клиническим проявлением которой является расслабление инъецированной мышцы либо блокирование функции экзокринных желез в зоне инъекции препарата. 

ПРОИЗВОДСТВО

Производство БТ должно осуществляться в соответствии с надлежащими правилами и контролем качества в соответствии с ОФС «Биологические лекарственные препараты». 

Все этапы производства ботулинических токсинов должны быть валидированы с целью подтверждения установленных требований, гарантирующих эффективность и безопасность его применения.

Штаммы, используемые в производстве токсинов, должны быть депонированы в официальных коллекциях и храниться в соответствующих условиях. 

Бактериальный штамм, используемый в производстве, должен обладать высокой токсигенностью и типичными для Clostridium botulinum морфологическими, культуральными, биохимическими, генетическими и серологическими свойствами.. 

Посевной материал должен представлять собой чистую культуру                       C. botulinum, не контаминированную другими бактериями или грибами. Для проверки чистоты бактериальных культур применяют методы, обладающие соответствующей чувствительностью, что предполагает инокуляцию питательных сред и изучение морфологических свойств колоний.

Важной технологической стадией производства является определение биологической активности субстанции. Посевные материалы должны быть способны обеспечивать, по крайней мере, минимальную токсичность, достаточную для процесса и объемов производства.

Производственные штаммы должны подвергаться регулярному контролю, его периодичность должна быть указана в нормативной документации.

ИСПЫТАНИЯ

Описание. Препарат представляет собой лиофилизат, который должен соответствовать требованиям, указанным в нормативной документации. Определение проводят визуально.

Подлинность. Определяют проверенным биологическим методом. Токсическое действие препарата должно нейтрализоваться соответствующим антитоксином C. botulinum.  Пробоподготовка, линии животных, их вес и методика испытания должны быть указаны в нормативной документации.

Подлинность может быть подтверждена другим подходящим валидированным методом, например иммуноферментным анализом. 

Время растворения. Методика определения, условия ее проведения, время получения раствора, растворитель и его объем должны быть указаны в нормативной документации.

Прозрачность восстановленного раствора. Должна соответствовать требованиям, указанным в нормативной документации. Определение проводят в соответствии с ОФС «Прозрачность и степень мутности жидкостей». Подготовка испытуемого образца должна быть указана в нормативной документации.

Цветность восстановленного раствора. Требования к цвету раствора указывают  в нормативной документации. Препарат восстанавливают, как указано в нормативной документации, определение проводят в соответствии с ОФС «Степень окраски жидкостей».

Механические включения. Должен соответствовать требованиям ОФС «Видимые механические включения в лекарственных формах для парентерального применения и глазных лекарственных формах» и ОФС «Невидимые механические включения в лекарственных формах для парентерального применения и глазных лекарственных формах».
рН. Требования к величине рН указывают в нормативной документации. Определение проводят потенциометрическим методом в соответствии с ОФС «Ионометрия».

Вода/Потеря в массе при высушивании. Требования и методики определения указывают в нормативной документации. Определение проводят в соответствии с ОФС «Определение воды» или ОФС «Потеря в массе при высушивании» по методике определения потери в массе при высушивании в биологических лекарственных препаратах.
Стерильность. Должен быть стерильным. Определение проводят в соответствии с ОФС «Стерильность» методом прямого посева или мембранной фильтрации.

Бактериальные эндотоксины. В нормативной документации указывают величину содержания бактериальных эндотоксинов в первичной упаковке. Определение проводят в соответствии с ОФС «Бактериальные эндотоксины».
Пирогенность. Должен быть апирогенным. Определение проводят в соответствии с ОФС «Пирогенность». Подготовку испытуемого раствора и тест-дозу указывают в нормативной документации.

Аномальная токсичность. Должен быть нетоксичным после нейтрализации антитоксином (сывороткой противоботулинической соответствующего  типа)                   (раздел «Подлинность»). Определение проводят в соответствии с ОФС «Аномальная токсичность».

Специфическая активность. В нормативной документации указывают количество единиц, содержащихся  в первичной упаковке, и допустимые отклонения от величины, указанной на этикетке. За единицу активности препарата принимают одну LD50 (расчетное количество токсина, вызывающее гибель 50 % мышей в течение установленного времени). Определение проводят биологическим методом на животных. В  нормативной документации указывают линию мышей, требование к массе тела животных, растворитель, используемый для восстановления препарата, объем и способ введения препарата, продолжительность наблюдения за животными, способ расчета величины LD50 и критерии правильности проведения испытания.

Количественное определение. Указывают содержание вспомогательных веществ во флаконе. Методики определения указывают в нормативной документации.

Белок. Требования к содержанию белка указывают в нормативной документации. Испытания проводят в соответствии с ОФС «Определение белка». 

При включении в состав лекарственного препарата на основе ботулинического токсина белков животного происхождения, например желатина или сывороточного альбумина человека препарат должен отвечать требованиям ОФС «Уменьшение риска передачи возбудителей губчатой энцефалопатии животных при применении лекарственных средств» или ОФС «Вирусная безопасность» и ОФС «Вирусная безопасность лекарственных препаратов из плазмы крови человека» соответственно.

Упаковка и маркировка. В соответствии с ОФС «Лекарственные формы» и ОФС «Упаковка, маркировка и транспортирование лекарственных средсв», если нет других указаний в нормативной документации. 

Транспортирование и хранение. Должны производиться в соответствии с требованиями ОФС «Упаковка, маркировка и транспортирование лекарственных средств», если нет других указаний в нормативной документации. 
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