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Абстракт.
Ботулинический нейротоксин типа А (БТ-А) ослабляет произвольную мышечную силу и является эффективным методом лечения фокальной дистонии, включая цервикальную дистонию (ЦД) и доброкачественный эссенциальный блефароспазм (ДЭБ). Также известно, что БТ-А облегчает гемифациальный спазм и фокальную спастичность у детей и взрослых. В дополнение, БТ-А показал себя эффективным при широком спектре других показаний, таких как заболевания желудочно-кишечного тракта, гипергидроз и косметическая коррекция морщин (например, глабеллярных линий хмурости). Разработан новый препарат БТ-А, NT 201 (XEOMIN®). NT 201 - чистый БТ-А, свободный от комплексных белков, и следовательно может иметь редуцированный иммуногенный потенциал в сравнении с другими препаратами БТ-А. В данной статье представлен обзор доклинического и клинического развития NT 201.
    В целом в Европе и Израиле было выполнено 5 клинических испытаний. Два исследования были проведены на 46-ти здоровых волонтёрах. Последующие 3 исследования на 816-ти пациентах были выполнены для получения данных о безопасности и эффективности препарата NT 201 при лечении ЦД и ДЭБ. Было показано, что препарат NT 201 имеет аналогичные профили эффективности и безопасности в сравнении с препаратом БТ-А, содержащим комплексные белки (BOT [BOTOX®]), при лечении ЦД и ДЭБ. Программа клинического изучения NT 201 показала, что соотношение дозировок NT 201 и BOTOX® составляет 1:1. Доклинические исследования, проведённые с NT 201, продемонстрировали допустимый профиль безопасности и поддерживают использование NT 201 при внутримышечном назначении для лечения пациентов с ЦД и ДЭБ. NT 201 был эффективным, хорошо переносимым и аналогичным препарату BOTOX® как при лечении ЦД, так и ДЭБ. В дополнение, не было выявлено различий между этими двумя методами лечения по показателям начала, продолжительности и убывания эффекта. Для определения длительной эффективности и профиля безопасности NT 201 требуются дополнительные исследования.
     В настоящее время Ботулинический нейротоксин типа А (БТ-А) является эффективным и доказанным методом лечения фокальных дистоний, которые включают патологически повышенный мышечный тонус, таких как цервикальная дистония или “спастическая кривошея” (ЦД),[1] доброкачественный эссенциальный блефароспазм (ДЭБ)[2] и писчий спазм[3], а также методом облегчения симптоматики при гемифациальном спазме[2] и фокальной спастичности у детей и взрослых.[4,5] БТ-А, который ослабляет инъецированные мышцы, является также эффективным методом лечения широкого спектра других показаний, таких как желудочно-кишечные заболевания,[6] гипергидроз[7] и косметическая коррекция морщин (например, глабеллярных линий хмурости).[8,9]
    Распространённость фокальной дистонии исследовалась в эпидемиологических исследованиях и оценивается как 18.1 на 100 000 для ЦД, 8.1 на 100 000 для ДЭБ, 2.7 для писчего спазма, и 38.1 для других форм фокальной дистонии.[10] Самыми частыми формами фокальной дистонии являются ЦД и ДЭБ.
     Цервикальная дистония (ЦД) характеризуется патологическими движениями и позами головы, вызывается излишней гиперактивностью мышц шеи и плеч.[11] Доброкачественный эссенциальный блефароспазм (ДЭБ) характеризуется прерывистым или постоянным смыканием век в результате спонтанного, спастического и обычно билатерального сокращения круговых мышц глаз (mm. orbicularis oculi).[12] Предполагают, что ЦД возникает в результате нейротрансмиттерной дисфункции в области базальных ганглиев головного мозга.[13] Наиболее вероятной причиной ДЭБ является комбинация нейротрансмиттерной дисфункции с нарушениями в структурах ствола головного мозга.[14]
     БТ-А назначается в виде внутримышечных инъекций. С высокой степенью специфичности и сродства БТ-А связывается с окончаниями пресинаптических холинергических аксонов. Расщепляя белок-мишень (SNAP 25), БТ-А ингибирует выделение ацетилхолина из периферических нервных окончаний, что в свою очередь уменьшает сокращение мышц и облегчает симптомы фокальной дистонии. Блокируется трансмиссия в нервно-мышечном соединении, что приводит к ретракции концевых пластин нервных окончаний и последующей потере их организации. Обширный компенсаторный спроутинг блокированной мембраны нервного окончания начинается в течение 4-х дней после инъекции, приводя к формированию временных функциональных синапсов и частичному восстановлению функции мышц приблизительно спустя 28 дней. В течение приблизительно 2-х месяцев после инъекции заблокированные токсином нервные окончания начинают восстанавливать свою способность выделять ацетилхолин, и прогрессивно восстанавливаются оригинальные связи конечных пластин. Спроутинг прекращается, и временные синапсы начинают терять свою функцию. Приблизительно в течение 3-х месяцев нервные окончания полностью восстанавливают свою функцию, а оригинальные двигательные концевые пластины возвращаются к нормальному состоянию. Это индуцирует ретракцию и регрессию отростков и полное функциональное восстановление оригинальных терминалей.[15,16] Потенциальными мишенями являются также холинергические парасимпатические и постганглионарные симпатические нервные синапсы автономной нервной системы. Например, внутрикожное применение БТ-А приводит к денервации эккринных желёз.
     БТ-А синтезируется непосредственно из бактериальных культур в виде комплекса с высоким молекулярным весом. Биологически активным компонентом этого комплекса является ботулинический нейротоксин. Он не-ковалентно ассоциирован с другими нетоксическими комплексными белками клостридиального происхождения, гемагглютининами и не - гемагглютининами.
     Доступные на сегодняшний день препараты БТ-А (BOTOX®, выпускаемый компанией Allergan, Ireland; Dysport®, выпускаемый компанией Ipsen Limited, UK; и Prosigne®, выпускаемый компанией Lanzhou Institute of Biological Products, China),1 содержат не только белок БТ-А, но и комплексные белки. Эти белки могут играть роль в формировании антител, нейтрализующих БТ-А.[17] Проблема иммуногенности является значимой, поскольку фокальные дистонии относятся к хроническим состояниям, требующим обычно пожизненной терапии.
     NT 201 (XEOMIN®, выпускаемый компанией Merz Pharmaceuticals, Germany) - высоко очищенный, высушенный в условиях заморозки препарат, содержащий чистый нейротоксин Clostridium botulinum типа А. В сравнении с комплексом БТ-А, NT 201 не ассоциируется с какой-либо биологически значимой иммуногенностью на животных моделях.[18] Поэтому в клинической практике NT 201 вероятно будет ассоциироваться с меньшим количеством нейтрализующих антител и меньшим числом случаев вторичной нечувствительности.[19]
     В данной статье описываются характеристики NT 201 и проводится обзор доклинических и клинических данных. Клинические данные были получены из 5-ти исследований: 2 фармакодинамических исследования на здоровых волонтёрах (n = 14[20] и n = 32[21,22]), 1 исследование II Фазы у пациентов с ЦД, и 2 исследования III Фазы у пациентов с ЦД (n = 463)[23] и ДЭБ (n = 300).[24]
1. Характеристики NT 201.
     Процесс производства NT 201 включает в себя разделение и очистку комплекса нейротоксина в результате ряда этапов, что позволяет очистить его от комплексных белков. Эксципиентами конечного продукта являются сахароза для стабилизации и человеческий сывороточный альбумин, необходимый для предотвращения адсорбции нейротоксина на поверхности флакона, шприца и иглы.

     NT 201 поставляется в виде стерильного порошка (лиофилизата) и пакуется в стеклянные флаконы для разведения как раствор для инъекций. Раствор для инъекции готовится путем введения стерильного физиологического раствора (0.9% NaCl) во флакон и бережного вращения до полного растворения твёрдого лиофилизированного содержимого. Разведённый раствор может храниться в оригинальных флаконах до 24-х часов в холодильнике при температуре 2 - 8°С (34 - 46°F). Раствор, содержащийся в шприце, должен быть использован сразу же после разведения. Флаконы NT 201 могут храниться при комнатной температуре (25°С [77°С] или ниже) до 36-ти месяцев.[25]
     Дозы NT 201 выражаются в виде летальной дозы (LD). По определению, одна LD единица (LDU) равняется количеству БТ-А, способному убить 50% самцов мышей при интраперитонеальном введении, т.е. мышиная LDU.[26] Каждый флакон NT 201 содержит лиофилизированное твёрдое вещество с биологической активностью в 100 мышиных LDU, которые приблизительно соответствуют 600 pg БТ-А.
     NT 201 должен назначаться локально, он действует непосредственно в месте выполнения инъекции. Гарантами максимально желаемого эффекта в специфической группе мышц и сведения к минимуму возникновения потенциальных побочных эффектов являются выполнение точной локальной инъекции и назначение соответствующей дозы NT 201. В редких случаях нейротоксин может распространяться в мышцы, расположенные вблизи от места инъекции.
     Классические исследования кинетики и распределения не могут быть проведены с БТ-А, так как активное вещество используется в небольших количествах (пикограммы на инъекцию), и оно быстро и необратимо связывается с холинергическими нервными окончаниями. NT 201 был разработан для лечения пациентов с фокальной дистонией (ЦД и ДЭБ) и подразумевает дальнейшие исследования при других показаниях.
2. Доклинические исследования.
     Программа доклинического развития была предназначена для установления профиля токсичности NT 201 в исследованиях однократных и повторных дозировок на грызунах и не грызунах. Были выполнены исследования сердечно-сосудистой функции и репродуктивной токсичности. В дополнение, NT 201 сравнивали с представленным на рынке препаратом BOT (BOTOX®) с целью выявления любых значительных различий в силе, локальном и системном распространении после инъекции (фармакокинетика) и антигенности. Обзор доклинической программы представлен в таблице 1.

Таблица 1. Обзор доклинической программы препарата NT 201.
	Тип исследования
	Вид животного
	Способ введения

	Острая токсичность
	Мышь

Мышь

Мышь

Мышь
	Внутривенно

Интраперитонеально

Внутримышечно

Перорально

	Токсичность повторных доз
	Мышь

Кролик

Обезьяна
	Внутримышечно

Внутримышечно

Внутримышечно

	Репродуктивная токсичность (сегмент I)
	Кролик
	Внутримышечно

	Репродуктивная токсичность (сегмент II)
	Кролик
	Внутримышечно

	Антигенность
	Кролик
	Внутрикожно

	hERG исследование
	Хомяк
	In vitro

	Оценка ЭКГ (conscious)
	Обезьяна
	Внутримышечно

	Оценка ЭКГ (restraint)
	Обезьяна
	Внутримышечно


hERG – человеческий ether-a-go-go related ген
2.1. Острая Токсичность.
     Ключевым моментом исследований острой токсичности являлось то, что NT 201 эффективно не токсичен при пероральном назначении, что представляет собой важное преимущество в показателях повышенной безопасности при обращении и клиническом использовании. Величина LDU при пероральном введении примерно в 5 раз больше, чем при внутривенном и интраперитонеальном назначении.[27] Низкая пероральная биодоступность препарата NT 201 (около 0.001%) возможно объясняется отсутствием сопутствующих клостридиальных нетоксиновых белков.[28,29] Отсутствие клинических признаков острой токсичности отчасти отражает отсутствие смертности у людей в случаях отравления БТ-А в результате паралича мышц дыхательной системы, как описано в литературе. Непреднамеренное системное распространение небольших количеств нейротоксина с током крови после внутримышечных и подкожных инъекций может быть неизбежным. Критической мишенью при смертельном отравлении БТ-А являются мышцы дыхательной системы. При исследовании острой внутривенной токсичности у мышей, наименьшая летальная доза (20% смертность) была в 9 раз больше рекомендуемой терапевтической максимальной дозы в 300 LDU для пациентов с ЦД (приблизительно 5 LDU/кг).[30]
2.2 Токсичность Повторных Доз.
     В исследованиях токсичности повторных доз на грызунах и не только, не наблюдалось никаких неожиданных данных, способных повлиять на профиль клинической безопасности. Наблюдавшиеся эффекты были связаны непосредственно с фармакологическим действием локального паралича мышц (например, сниженная подвижность и тонус мышц, атаксия) или с генерализованной незначительной обструкцией автономной нейротрансмиссии (пилоэрекция, птоз [сужение зрачка], слёзотечение или мидриаз).
     Формальные «не наблюдавшиеся уровни побочных эффектов», которые определяли в исследованиях внутримышечных повторных дозировок на мышах и обезьянах, были между 1.6 (обезьяны) и 2.6 (мыши) раза выше максимально рекомендуемой человеку дозы. Однако, эффекты уровней дозировок, превышающих человеческую дозу, по крайней мере, от 3-х (обезьяны) до 6-ти (мыши) раз ограничены нежелательным фармакологическим эффектом локального мышечного паралича и/или эффектами в отношении веса. Не было выявлено никаких серьёзных системных эффектов или явных признаков органной токсичности. При любых тестированных уровнях дозировок, препарат NT 201 не индуцировал клинически уместную локальную реакцию непереносимости. Следует упомянуть, что интервалы между инъекциями, применяемые в клинической практике, обычно составляют 3-6 месяцев, тогда как инъекции обезьянам выполняли с 4-х недельными интервалами.[31]
2.3 Репродуктивная Токсичность.
До уровня дозировок, ассоциируемых с чёткой родительской токсичностью, не было выявлено побочных эффектов в отношении фертильности или репродуктивной функции у кроликов. В дополнение, NT 201 не вызвал клинически уместных локальных реакций непереносимости после повторных инъекций в дозах до 40 LDU/кг, используя клинически применимое внутримышечное назначение.
2.4 Сердечно-сосудистая Функция.
Программа доклинического развития показала, что препарат NT 201 не взаимодействует негативно с каналами человеческого ether-a-go-go связанного гена (hERG) при концентрациях, превышающих максимально достижимую концентрацию в человеческой крови фактором, по крайней мере, 10.000. В исследованиях однократных и повторных внутримышечных дозировок у обезьян было обнаружено, что препарат NT 201 не оказывает вредного воздействия на предсердную и внутрижелудочковую проводимость или на деполяризацию желудочков при уровне дозировок как минимум в 3 раза превышающих рекомендуемую терапевтическую дозу человека. Таким образом, негативное воздействие препарата NT 201 на функцию сердечно-сосудистой системы у людей при терапевтических условиях представляется крайне маловероятным.
2.5 Антигенность.
     Препарат NT 201 не содержит иммуногенные гемагглютинины и нетоксиновые не-гемагглютинирующие клостридиальные белки. При сравнении с препаратом BOTOX®, NT 201 показал отчетливо более низкую антигенность даже при превышении клинически рекомендуемой дозы в четыре – пять раз. Исследование, сравнивающее антигенность препаратов NT 201 и BOTOX®, включало 8 курсов внутрикожных инъекций препарата NT 201 или препарата сравнения BOTOX® самкам новозеландских белых кроликов (n=20 на группу) при 16 LDU/особь (приблизительно 5.34 LDU/кг) с интервалами 2 и 8 недель.[18] Через 10 недель после восьмой инъекции все животные получили последнюю бустерную инъекцию 25 LDU/особь (приблизительно 8.34 LDU/кг). Общий период лечения для препаратов NT 201 и BOTOX® составил 33 недели. Сыворотка животных обеих групп сначала была направлена на скрининг антител к БТ-А с помощью метода ELISA. Сыворотка с положительными результатами на антитела затем была тестирована на способность антител нейтрализовать паралитический эффект БТ-А, что оценивалось с помощью мышиного гемидиафрагмального теста (HDA).[33] На 15-й неделе и после 6-ти инъекций, в сыворотке животных, лечившихся препаратами NT 201 и BOTOX®, тест HDA не был позитивным на наличие антител. Однако, на 36-й неделе, через 3 недели после финальной инъекции тест ELISA выявил положительную реакцию у семи из 20 кроликов, лечившихся препаратом BOTOX®, а у четырех из этих кроликов при HDA тесте была продемонстрирована нейтрализующая БТ-А активность. Для сравнения, тест ELISA выявил положительные антитела только у одного кролика, лечившегося препаратом NT 201, но при помощи HDA теста нейтрализующая активность не была подтверждена. Принимая во внимание большие дозы и очень короткие интервалы между инъекциями, использованные в этих доклинических исследованиях антигенности, кажется маловероятным то, что инъекции NT 201 могут привести к терапевтической неудаче в результате стимуляции продукции нейтрализующих БТ-А антител при продолжительном клиническом использовании. Эта сниженная антигенность даже при уровнях доз, явно превышающих рекомендуемые человеческие дозы, является потенциально главным преимуществом препарата NT 201 над другими представленными на рынке препаратами БТ-А.
     В заключение, хотя препарат NT 201 является свободным от комплексных, нетоксиновых клостридиальных белков, доклиническое сравнение препаратов NT 201 и BOTOX® не выявило каких-либо больших различий в показателях фармакодинамического действия, эффектах на функцию сердечно-сосудистой системы и in vivo или профиля токсичности после однократной или повторных инъекций.
3. Клинические Исследования.
3.1. Исследования I Фазы на Здоровых Волонтёрах.
3.1.1 Исследование I Фазы.
     В данное открытое, межиндивидуальное, контролируемое исследование было включено 14 здоровых волонтёров мужского пола, которым были выполнены внутримышечные инъекции 4 ЕД препарата NT 201 и BOTOX® в короткий разгибатель пальцев (m. extensor digitorum brevis) обеих стоп с регулярными интервалами. В течение всех 90 дней исследования 11 раз выполняли супрамаксимальную стимуляцию малоберцового нерва (n. peroneal) и, используя поверхностную электромиографию, измеряли сложный потенциал действия мышцы (СМАР). Начало паралитического эффекта определялось как первый день, когда СМАР снижался на ≤70% от исходного значения.
     Время начала было несколько короче у препарата NT 201 в сравнении с BOTOX®. У всех пациентов на ≤90 день наблюдалось максимальное снижение СМАР от исходной величины. По степени паралича или времени начала и продолжительности эффекта не было выявлено существенной разницы между лечением одинаковыми дозами препаратов NT 201 и BOTOX®.[20]
3.1.2 Исследование Ib Фазы.
     В данном двойном слепом исследовании 32-м здоровым волонтёрам мужского пола были инъецированы одиночные дозы препарата NT 201 (2, 4, 16 или 32 ЕД) в короткий разгибатель пальцев одной стопы, в то время как идентичное количество BOTOX® было введено в мышцу контралатеральной стопы.[21,22] На той же стопе поверхностными электродами выполнялась электронейрографическая оценка мышцы, отводящей большой палец (m. abductor hallucis), и мышцы, отводящей мизинец (m. abductor digiti quinti), что показывало, что препарат не диффундировал в соседние мышцы.
     На 4-й неделе снижение амплитуды СМАР относительно исходного значения при максимальной электрической стимуляции короткого разгибателя пальцев было сходным для NT 201 и BOTOX®. При применении препарата NT 201 наблюдался дозозависимый эффект. На 4-й неделе при использовании всех дозировок имело место существенное снижение СМАР, при использовании самых больших доз отмечался наибольший паралитический эффект. В группах более низких доз оба метода лечения демонстрировали сопоставимый паралитический эффект со статистически значимой разницей между группами лечения 2 ЕД и 32 ЕД (р=0.019; 95% CI 0.195, 1.370). Существенной разницы в паралитической эффективности между равными уровнями дозировок препаратов NT 201 и BOTOX® не было.
     Самая короткая продолжительность эффекта наблюдалась в группе с дозой 2 ЕД. В группах с дозами 2, 4 и 16 ЕД продолжительность эффекта казалась более короткой для препарата BOTOX® в сравнении с NT 201. В группе с дозой 32 ЕД, после инъекций обоих препаратов в короткий разгибатель пальцев эффект по-прежнему сохранялся через 52 недели.

3.2 Исследование Фокальной Дистонии, Фаза II.
3.2.1 Дозоранжирующее Исследование, Фаза II.
     В данное открытое, рандомизированное, активно контролируемое, многоцентровое, дозоранжирующее исследование II Фазы были включены 53 пациента мужского и женского пола с ротационной формой цервикальной дистонии, не получавшие лечение препаратами БТ-А в течение года до начала исследования. Пациентам были выполнены инъекции 10, 20 или 30 ЕД препарата NT 201 в грудино-ключично-сосцевидную мышцу (m.sternocleidomastoideus) и 20, 40 или 60 ЕД в ременную мышцу (m.splenius capitis) или инъекции рекомендуемой терапевтической дозы препарата BOTOX® (30 ЕД в грудино-ключично-сосцевидную мышцу и 60 ЕД в ременную мышцу).[34] В обеих группах лечения пациенты с неудовлетворительным эффектом могли получить повторную дозу в поражённую мышцу, отличную от грудино-ключично-сосцевидной мышцы в конце (14-й день) контролируемого дозо-определяющего периода 
     Первичным показателем эффективности являлось изменение в грудино-ключично-сосцевидной мышце при максимальной активации на 2-й неделе. С повышением дозы препарата NT 201 увеличивалась степень паралича (рисунок 1). Эквивалентные дозы препаратов NT 201 и BOTOX® одинаково снизили максимальное среднее значение СМАР.
     Вторичными показателями эффективности являлись изменение оценки Тяжести по Шкале Западного Торонто, оценивающей спастическую кривошею (TWSTRS), на 2-й неделе в сравнении с исходным значением, и максимальный диаметр инъецированной грудино-ключично-сосцевидной мышцы, измеренный при помощи поверхностного ультразвука.[35] Хотя на 14-й день все дозы препаратов NT 201 и BOTOX® вызвали схожее уменьшение оценки Тяжести по шкале TWSTRS и диаметра мышцы, было обнаружено, что эти параметры являются менее дозо-зависимыми, чем СМАР. При выполнении парного сравнения лечения более значительное снижение оценки Тяжести по шкале TWSTRS наблюдалось при дозах 30/60 ЕД NT 201 в сравнении с 20/40 ЕД NT 201 (р=0.013, ANCOVA).

     Результаты данного открытого II Фазы исследования показали, что при лечении ротационной цервикальной дистонии у 53-х пациентов, ранее не лечившихся препаратами БТ-А в течение года до начала исследования, эквивалентные дозы NT 201 являются также эффективными как BOTOX®. Максимальное улучшение пациентов наблюдалось при наибольших дозах 30/60 ЕД.
3.3 Исследования Цервикальной Дистонии и Доброкачественного Эссенциального Блефароспазма, Фаза III.
3.3.1 Исследование Цервикальной Дистонии, Фаза III.
     Данное проспективное, двойное слепое, рандомизированное исследование параллельных групп III Фазы сравнивало безопасность и эффективность препаратов NT 201 и BOTOX® при лечении пациентов с цервикальной дистонией (n=463).[23] Основными критериями соответствия были: оценка Тяжести по шкале TWSTRS ≥ 10, симптомы цервикальной дистонии, требующие лечения инъекциями, и лечение раньше ≥ 2 инъекциями препарата BOTOX®, которые привели к стабильному терапевтическому эффекту. Первичный показатель эффективности был определён как изменение исходного значения оценки Тяжести шкале TWSTRS через 28±7 дней после инъекции. Продолжительность последнего цикла инъекций до начала исследования в обеих группах лечения колебалась от 64-х до 258 дней.
     При начальном визите пациентам были выполнены инъекции 70-300 ЕД препарата NT 201 или для сравнения инъекции препарата BOTOX®. Назначаемые дозы основывались на дозах препарата BOTOX®, которые пациенты получили при двух последних последовательных курсах лечения до включения в исследование. Средняя доза для обеих групп лечения составила 140 ЕД, а общая доза колебалась от 70 до 300 ЕД. Пациенты наблюдались в период до 16-ти недель с обязательным телефонным контактом через 7±1 дней и контрольным визитом спустя 28±7 дней.

     При лечении препаратом NT 201 оценка тяжести по шкале TWSTRS уменьшилась на 39% (6.95 баллов) в сравнении с 37% (6.62 балла) при лечении BOTOX®. Данный результат отражает эффективность лечения в обеих группах (р<0.0001). Разница между лечением двумя препаратами в виде среднего изменения от исходного значения составила -0.33. Это подпадает под предопределённый non-inferiority критерий < 1.3 балла для верхнего лимита доверительного интервала 95%, демонстрируя, что лечение NT 201 было таким же эффективным, как лечение препаратом BOTOX®.
     Данные результаты были также подтверждены диапазоном дозировок от 70 до 300 ЕД, хотя большинство пациентов получили дозу до 100 ЕД. Общий средний процент изменения оценки тяжести по шкале TWSTRS для NT 201 составил 37.6% и 36.4% - для BOTOX®. Соответствующие 95% доверительные интервалы были (34.5, 40.8) и (33.2, 39.5). Данный уровень эффекта был близким для диапазона дозировок, указывая на то, что
NT 201 и BOTOX® могут быть эффективно использованы в дозах с соотношением 1:1.
    В обеих группах средняя оценка тяжести по шкале TWSTRS при финальном визите (до 16-ти недель после инъекции) была по-прежнему несколько меньше, чем в начале исследования. Сравнивая с данными контрольного визита через 28±7 дней, средние показатели указывали на убывание эффекта (т.е. увеличение оценки).
     Существенных различий между группами в значениях начала (в среднем 7 дней), продолжительности (в среднем 110 дней, смотрите рисунок 4) или убывания эффекта (в среднем 10-11 недель) не было. Для всех групп с разными дозами 95% доверительный интервал имел максимальное отступление от средней продолжительности ±9 дней. Последнее означает, что все пациенты получили оптимально индивидуализированный режим инъекций и, таким образом, имели оптимальную продолжительность эффекта. Данные о безопасности, собиравшиеся в период до 16-ти недель, указывали на то, что препарат NT 201 был хорошо переносимым у популяции пациентов с цервикальной дистонией. В дополнение, пациенты и исследователи благоприятно оценили лечение препаратами NT 201 и BOTOX® без существенных различий между ними.
3.3.2 Исследование Блефароспазма, Фаза III.
     Данное большое, проспективное III фазы двойное слепое рандомизированное, параллельными группами, активно контролируемое исследование тестировало безопасность и эффективность внутримышечных инъекций препарата NT 201 при лечении пациентов с начинающимся доброкачественным идиопатическим блефароспазмом (n=300).[24]
     Перед включением в исследование все пациенты достигли стабильной терапевтической реакции с ≥2 инъекциями препарата BOTOX®. Пациенты были распределены в одну из групп четырёх дозировок для анализа либо NT 201, либо BOTOX®: 10-15 ЕД, >15-20 ЕД, >20-25 ЕД, и >25-35 ЕД на один глаз. Распределение в группу с той или иной дозой определялось по дозировке двух предыдущих инъекций препарата BOTOX®, выполненных до включения в исследование. Средняя продолжительность эффекта самой последней инъекции была одинаковой для групп обоих препаратов (70 дней). Пациенты с апраксией века (непроизвольной задержкой поднятия века) были исключены, так как они могли иметь сниженную чувствительность к БТ-А.
     В начале исследования (день 0) всем пациентам были выполнены инъекции NT 201 или BOTOX® в соответствии с их группой дозировок. Средняя доза инъекций в круговую мышцу глаза (m. orbicularis oculi) составила 20-21 ЕД на один глаз. Контрольный визит проводился через 3 недели после начала исследования (21±1 день), а максимальный период наблюдения составил 16 недель. Первичным показателем эффективности было изменение значения суммарной оценки по Оценочной Шкале Jankovic через 21 день в сравнении с исходной величиной.[36]
     Во всех группах лечения через 21 день средняя суммарная оценка по Оценочной Шкале Jankovic существенно уменьшилась в сравнении с исходным значением (p < 0.0001) с разницей -0.23 (95%CI – 0.68, 0.22) между группами лечения препаратами NT 201 и BOTOX®. Это указывает на то, что предопределённый критерий non-inferiority был удовлетворён (верхний лимит non-inferiority <0.8 балов [ANCOVA]). Данные результаты были подтверждены во всех группах дозировок. В показателях времени начала действия (в среднем 4 дня), продолжительности (в среднем 110 дней) или убывания эффекта (в среднем 11 недель) разницы между группами лечения препаратами NT 201 и BOTOX® не было. В целом, продолжительность эффекта была постоянной во всех группах дозировок вне зависимости от проводившегося лечения (95% CI для NT 201 [91.6, 100.8] и [91.4, 101.5] для BOTOX®).
     Вторичные показатели эффективности подтвердили первично полученные данные. При лечении препаратами NT 201 и BOTOX® Индекс Нетрудоспособности Блефароспазма (BSDI)[37,38] был существенно снижен в сравнении с исходным значением (p < 0.0001), а оценка пациентом общей чувствительности улучшилась. Существенной разницы между лечением двумя препаратами не было. Тем не менее, чувствительность к лечению была оценена исследователем как “очень хорошая” чаще у пациентов, получивших NT 201, чем BOTOX® (35% против 28%; р=0.284).
4. Обзор Эффективности.
     Ни в одном из описанных исследований, заслуживающих внимания, не было различий в демографических профилях участников исследования (Таблица II). В большинстве случаев внутри каждого исследования участники были одинаково распределены между группами лечения препаратами NT 201 и BOTOX® согласно их полу, возрасту, расе, весу, росту и статусу заболевания фокальной дистонией. В исследованиях цервикальной дистонии большинство пациентов были младше 50 лет (62% в исследовании II Фазы и 55% в исследовании III Фазы), тогда как в исследовании доброкачественного эссенциального блефароспазма 87% пациентов были старше 50 лет. Популяция исследования представляла собой популяцию пациентов с данными типами фокальной дистонии.[14, 39, 40] Популяция исследования из всех пяти клинических исследований была преимущественно Европейской расы (99.1%) с большей долей женщин (59.5%).

     В целом, средняя доза препарата NT 201 во всех исследованиях составила 100 ЕД с максимальной дозой 300 ЕД. Перечень назначенных в каждом исследовании дозировок представлен в Таблице III. Первичные показатели эффективности были различными для каждого из испытаний, поэтому невозможно выполнить прямое сравнение исследований. В обоих испытаниях III Фазы в каждой группе лечения было обнаружено статистически значимое изменение первичного показателя эффективности в сравнении с исходным значением, что указывало на эффективность обоих препаратов NT 201 и BOTOX®. В пяти клинических испытаниях не было найдено существенных различий в эффективности по любым измеренным первичным и вторичным показателям у пациентов, лечившихся препаратами NT 201 и BOTOX®. Это отражено в Оценке Общей Эффективности, выполненной исследователем в исследованиях III Фазы. У 72.8% (у 273 из 375) пациентов, лечившихся препаратом NT (201), исследователи оценили общий эффект как очень хороший или хороший. Последнее было подтверждено оценкой самими пациентами, где 89.5% (332 из 375) пациентов указали на общее улучшение после инъекций препарата NT 201.
     Для исследований III Фазы продолжительность эффекта лечения суммарно отображена на Рисунке 4. Для обоих препаратов NT 201 (n = 343) и BOTOX® (n = 340) среднее время начала эффекта лечения составило 6 дней. У пациентов, которым были выполнены инъекции препарата NT 201, убывание эффекта наблюдалось у 318-ти пациентов спустя 9.8 недели (среднее значение; SD = 3.80), а средняя продолжительность эффекта составила 15.7 недель. Во всех исследованиях со всеми диапазонами дозировок терапевтический эффект препаратов NT 201 и BOTOX® был сопоставимым, указывая тем самым на соотношение дозировок 1:1. В заключение, препараты NT 201 и BOTOX® достигли аналогичных и клинически значимых уровней эффективности в уменьшении симптомов двух наиболее распространённых типов фокальной дистонии (цервикальная дистония, доброкачественный эссенциальный блефароспазм) (смотрите таблицу IV).
Таблица II. Демографические и исходные характеристики всех исследований NT 201 при фокальной дистонии.
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	NT 201 (n = 466)
	BOTOX® (n = 442)

	Пол [no. (%)]
Возраст (годы)

Индекс массы тела (кг/м2)

Доза (ЕД)
	Мужчины
Женщины

Среднее значение (SD)

Медиана

Диапазон

Среднее значение (SD)

Медиана

Диапазон

Среднее значение (SD)

Медиана

Диапазон
	179 (38.4)
287 (61.6)

52.0 (14.8)

53.0

18.0-87.0

25.6 (4.0)

25.2
16.9-40.6

93.2 (64.6)

100.0

2.0-300.0
	189 (42.8)
253 (57.2)

51.3 (14.8)

52.0

18.0-81.0

25.7 (4.0)

25.1

17.0-40.6

92.6 (63.1)

100.0

2.0-280.0

	SD = стандартное отклонение


Таблица III. Суммарное отображение использованных дозировок во всех исследованиях NT 201 при фокальной дистонии.
	Исследование
	Доза (ЕД)

	
	Лечение
	Волонтёры/
пациенты (n)
	Пропустившие
	Общая средняя
	SD
	Минимальная
	Ниже 25%
	Среднее
	Выше 25%
	Максимальная

	Фаза Iа
Фаза Ib
Фаза II
Фаза III
CD
Фаза III
ВЕВ
	NT 201
BOTOX®
NT 201

BOTOX®
NT 201

BOTOX®
NT 201

BOTOX®
NT 201

BOTOX®
	14
14

32

32

41

12

231

232

148

152
	0
0

6

6

0

0

0

0

0

0
	4.0
4.0

12.7

12.7

97.8

120.0

140.4

138.9

40.7

41.7
	0.0
0.0

12.1

12.1

42.0

31.3

51.4

46.8

14.6

15.9
	4
4

2

2

30

90

50

60

15

15
	4
4

2

2

60

90

100

100

30

30
	4.0
4.0

4.0

4.0

90.0

120.0

120.0

122.5

40.0

40.0
	4
4

16

16

120

150

186

180

50

50
	4
4

32

32

180

150

300

280

95

100

	BEB = доброкачественный эссенциальный блефароспазм; BOTOX® = очищенный комплекс ботулинического типа А; 
CD = цервикальная дистония;


Таблица IV. Перечень клинических испытаний препарата NT 201 при лечении фокальной дистонии.
	Испытание, Страна.
	Дизайн и популяция
	Исследуемое лечение
	Первичный показатель
	Результаты
	Выводы

	Исследования здоровых волонтёров мужского пола

	Фаза Ia,
Германия
	Открытое, сравнение внутри группы лечения 
(n = 14)
	4ЕД NT 201 и BOTOX® IM
	Изменение максимальной амплитуды CMAP короткого разгибателя пальцев
	Сопоставимое соотношение CMAP (NT 201:BOTOX®). Среднее время начала паралитического эффекта 1 день для обоих методов лечения.
	NT 201 имеет равную силу с BOTOX®.

	Фаза Ib,
Германия
	Двойное слепое, сравнение внутри группы лечения, исследующее профиль доза–реакция, системную диффузию и продолжительность эффекта (n = 32)
	2, 4, 16 или 32Ед
NT 201 и BOTOX® IM
	Снижение CMAP на 4-й неделе короткого разгибателя пальцев.
Наблюдение 52 недели.
	Сопоставимый паралитический эффект между NT 201 и BOTOX®. Взаимосвязь доза – реакция наблюдалась у препарата NT 201.
Диффузии в соседние мышцы не было в обеих группах лечения. 
	Никаких существенных различий между одинаковыми уровнями доз NT 201 и BOTOX® не было. Распространения NT 201 в соседние мышцы не было.

	Исследование пациентов с фокальной дистонией.

	Фаза II, дозоранжирующее исследование, Германия.
	Дозоранжирующее исследование. Открытое, рандомизированное, с активным сравнением испытание пациентов с ротационной CD 
(n = 53).
	10/20ЕД, 20/40ЕД или 30/60ЕД NT 201 или 30/60ЕД BOTOX® IM.
	Изменение максимальной амплитуды CMAP через 2 недели в грудино-ключично-сосцевидной мышце.
	Все дозы редуцировали максимальное среднее значение CMAP, эквивалентные дозы вызвали схожее уменьшение.
	Степень паралича увеличивалась с повышением дозы NT 201.

Эквивалентные дозы NT 201 были сопоставимыми с BOTOX® у пациентов с цервикальной дистонией.

	Фаза III исследование цервикальной дистонии,
Европа и Израиль.
	Двойное слепое, рандомизированное, активно контролируемое (BOTOX®), параллельное испытание (n = 463).
	70-300ЕД NT 201 или BOTOX® IM
	Изменение оценки Тяжести по шкале TWSTRS через 4 недели.
	NT 201 снизил оценку Тяжести по шкале TWSTRS на 39% (6.95 балов) в сравнении с 37% (6.62 балов) для BOTOX®, отражая эффективность обоих методов лечения (p<0.0001 в обеих группах). Была продемонстрирована non-inferiority.
	NT 201 имел схожую эффективность с BOTOX® при лечении пациентов с цервикальной дистонией.

	Фаза III исследование доброкачественного эссенциального блефароспазма, Европа и Израиль.
	Двойное слепое, рандомизированное, активно контролируемое (BOTOX®), параллельное испытание (n = 300).
	До 70ЕД NT 201 или BOTOX® IM
	Изменение суммарной оценки по шкале JRS через 3 недели.
	При обоих лечениях суммарная оценка по шкале JRS была существенно снижена (p<0.0001). Изменение от исходного составило -2.9 для NT 201 и 
-2.7 для BOTOX®. Была продемонстрирована non-inferiority.
	NT 201 имел схожую эффективность с BOTOX® при лечении пациентов с BEB.

	ВЕВ = доброкачественный эссенциальный блефароспазм; BOTOX® = очищенный комплекс ботулинического токсина типа А; CD = цервикальная дистония; CMAP = сложный потенциал действия мышцы; EDB = мышца, короткий разгибатель пальцев; IM = внутримышечно; JRS = Оценочная Шкала Jankovic; SCM = грудино-ключично-сосцевидная мышца; TWSTRS = Оценочная Шкала Спастической Кривошеи Западного Торонто.


5. Обзор Безопасности.

     Во всех исследованиях фокальной дистонии, лечение препаратами NT 201 и BOTOX® были хорошо переносимым. В группах препаратов NT 201 и BOTOX® встречаемость побочных эффектов была низкой и схожей, большинство побочных эффектов были умеренной или тяжёлой степени тяжести (Таблица V). В исследовании I Фазы, проведенном на здоровых волонтёрах, не было отмечено никаких побочных эффектов. 14 волонтёров в исследовании I Фазы и 32 волонтёра в исследовании Ib Фазы были сосчитаны дважды, так как каждому волонтёру были выполнены инъекции обоих препаратов. Из 908 участников клинической программы развития препарата NT 201 у 239 были выявлены побочные эффекты. В обеих группах лечения побочные эффекты были отмечены у схожего процента пациентов (26.6% в группе препарата NT 201 и 26.0% в группе BOTOX®). Общий процент побочных эффектов, обусловленных препаратом, был незначительно выше в группе препарата NT 201, в сравнении с группой препарата BOTOX® (17.4% и 15.2%, соответственно). Самым распространённым побочным эффектом (т.е. частота встречаемости ≥1%) в испытании цервикальной дистонии были дисфагия, боль в спине и костях, слабость мышц. В испытании доброкачественного эссенциального блефароспазма чаще всего отмечались птоз и изменение зрения. Дисфагия при цервикальной дистонии и птоз при доброкачественном эссенциальном блефароспазме являются хорошо известными побочными эффектами, связанными с точками инъекций БТ-А, а статистически значимых различий между двумя группами лечения выявлено не было. Во всех исследованиях встречаемость серьёзных побочных эффектов также была низкой, при использовании препарата NT 201 отмечался незначимо более низкий уровень, чем при использовании BOTOX® (2.1% против 2.7%). Во всех испытаниях ни один серьёзный побочный эффект не был оценен как связанный с исследуемым лечением. В исследованиях цервикальной дистонии было отмечено 2 серьёзных побочных эффекта, которые классифицировали как перинодулярная инфильтративная чешуйчатая клеточная карцинома у пациента, получившего NT 201 30/60 ЕД (в исследовании II Фазы), и как патологический перелом лодыжки, произошедший у пациента, получившего инъекции 125 ЕД препарата BOTOX® в исследовании III Фазы. Вывод пациента из испытания, получившего 30/60 ЕД препарата BOTOX®, был обусловлен серьезным побочным эффектом «метастатическая карцинома толстой кишки» в исследовании II Фазы. Этот третий выход из исследования привел к единственному летальному исходу, отмеченному во всех пяти испытаниях.
     Препарат NT 201 противопоказан пациентам с известной гиперчувствительностью к БТ-А или к любому другому компоненту, или пациентам с генерализованными расстройствами мышечной активности (например, миастения гравис, синдром Ламберта-Итона).
     Теоретически, эффекты БТ-А могут быть усилены лекарственными препаратами, взаимодействующими с нервно-мышечной трансмиссией, такими как аминогликозидные антибиотики (канамицин, спектомицин и гентамицин)[41,42]. Большие дозы могут блокировать выделение ацетилхолина из нервных окончаний и увеличивать слабость мышц. Этот эффект может быть связан с блокадой кальциевых каналов.[43] Пеницилламин может инициировать образование антител к ацетилхолиновым рецепторам и вызвать симптомы миастении гравис, которые являются обратимыми и исчезают в течение нескольких месяцев после прекращения приёма лекарственного препарата,[44] что наблюдалось у небольшого процента пациентов с ревматоидным артритом. Аминохинолины (хлорохин и гидроксихлорохин) противодействуют началу паралича БТ-А, а мышечные релаксанты тубокураринового типа (тубокурарин, панкурониум и галламин) действуют как конкурентные блокаторы антагонистов.[44, 45] Сукцинилхолин является блокирующим агонистом и предотвращает деполяризацию мышц. Тем не менее, деполяризация мышц, вызванная сукцинилхолином, медленнее, чем ацетилхолином, и это вызывает задержку мышечного сокращения.[46] Таким образом, следует соблюдать осторожность, если любой из этих препаратов используется вместе с NT 201.
Таблица V. Суммарный перечень побочных эффектов всех исследований, включавших назначение NT 201 или сравниваемого очищенного комплекса ботулинического токсина типа А (BOTOX®) здоровым волонтёрам или пациентам с фокальной дистонией.
	Параметры
	Испытание Фаза Ib 
	Испытание Фаза II
	Испытание Фаза III CD
	Испытание Фаза III BEB

	
	NT 201а
	BOTOX®а
	NT 201
	BOTOX®
	NT 201
	BOTOX®
	NT 201
	BOTOX®

	Общее количество пациентов.

Пациенты с AE [no. (%)].

Тяжесть:

Легкие [no. (%)]

Умеренные [no. (%)]

Тяжелые [no. (%)]

Пациенты с SAE [no. (%)].

Общее количество SAE.

AE, которые привели к выбыванию из испытания
AE, которые привели к смерти.
	32

7 (21.9)

5 (15.6)

3 (9.4)

0 (0)

1 (3.1)

1

0

0
	32

7 (21.9)

5 (15.6)

3 (9.4)

0 (0)

1 (3.1)

1

0

0
	41

12 (29.3)

8 (19.5)

4 (9.8)

2 (4.9)

2 (4.9)

2

1

0
	12

6 (50.0)

4 (33.3)

2 (16.7)

1 (8.3)

1 (8.3)

2

1

1
	231

65 (28.1)

46 (19.9)

27 (11.7)

3 (1.3)

4 (1.7)

6

0

0
	232

57 (24.6)

43 (18.5)

20 (8.6)

3 (1.3)

5 (2.2)

6

1

0
	148

40 (27.0)

22 (14.9)

22 (14.9)

3 (2.0)

3 (2.0)

3

0

0
	152

45 (29.6)

29 (19.1)

18 (11.6)

1 (0.7)

5 (3.3)

6

0

0

	а – Данные для препаратов NT 201 и BOTOX® были сосчитаны дважды.

AE = побочный эффект; BEB = доброкачественный эссенциальный блефароспазм; CD = цервикальная дистония; SAE = серьёзный побочный эффект.


6. Обсуждение.

     В целом, доклинические и клинические испытания показали, что препарат NT 201 может быть использован при лечении цервикальной дистонии и доброкачественного эссенциального блефароспазма в идентичном BOTOX® диапазоне дозировок. По нашим данным, два исследования III Фазы[23,24] являются самыми большими контролируемыми проспективными исследованиями, оценивающими терапевтический эффект БТ-А у пациентов с цервикальной дистонией и доброкачественным эссенциальным блефароспазмом.
     В клинических исследованиях между группами лечения не было отмечено существенных различий в отношении безопасности и эффективности. Оба препарата имели также схожее время начала, продолжительности и убывания эффекта, а локальная/системная диффузия в соседние мышцы не наблюдалась. Результаты испытаний III Фазы были устойчивыми при всех показаниях.
     В двух исследованиях III Фазы наблюдение за пациентами осуществлялось максимально до 16-ти недель. Этот период наблюдения представляется приемлемым, поскольку известно, что продолжительность действия БТ-А составляет 12-14 недель.[47-49] Однако среднее время убывания эффекта в исследованиях III Фазы равнялось 11 неделям, а средняя продолжительность эффекта приближалась к 16-ти неделям. Согласно протоколу исследования пациенты, участвовавшие в этих испытаниях и нуждавшиеся в повторных инъекциях, были ограничены периодом наблюдения. Таким образом, продолжительность эффекта могла быть недооцененной в обеих группах лечения и данные о возврате пациента к исходным показателям были редкими.
     Данные клинические испытания имели адекватный дизайн. Контралатеральная «нога» служила прямым сравнением в обоих исследованиях I Фазы,[20,21] обеспечивая объективную оценку двух препаратов БТ-А. Отсутствие плацебо в этих исследованиях может быть подвергнуто критике. Плацебо не было включено по этическим причинам в исследованиях III Фазы, так как на сегодняшний день на рынке доступны другие препараты ботулинического токсина. Более того, плацебо контролируемое испытание было бы, в конечном счете, «не слепым». Поэтому использовался активно контролируемый, head-to-head, non-inferiority дизайн. Для non-inferiority испытания сравнения NT 201 и BOTOX®, были необходимыми стабильная терапевтическая реакция BOTOX® до начала исследования и сохранение одинакового режима дозировок в течение испытания. Эти условия были выполнены в обоих испытаниях III Фазы, а результаты чётко продемонстрировали, что NT 201 мог быть назначен в том же диапазоне доз, что и BOTOX®.
     Исследования, имеющие дозоранжирующий дизайн, становятся проблематичными для ботулинических токсинов, таких как NT 201 и BOTOX®, так как лечение должно быть индивидуализировано. Индивидуальная доза у пациентов с цервикальной дистонией зависит от выраженности дистонической позы и размера мышц, которые нужно инъецировать.[50] Для пациентов с доброкачественным эссенциальным блефароспазмом доза инъекции зависит от поражённых мышц, тяжести и частоты спазмов.[12] Поэтому, подбор дозы для исследований III Фазы основывался на установленных режимах для БТ-А, прописанных для препарата сравнения BOTOX®. Этот подход, основанный на данных исследований I Фазы, указывает на то, что равные единицы препарата NT 201 имеют сравнимый с препаратом BOTOX® профиль безопасности и эффективности, и оба исследования III Фазы поддерживают соотношение доз 1:1.
     Для оптимального лечения пациентов с фокальной дистонией, риск развития нейтрализующих антител к комплексным белкам, содержащимся в препарате БТ-А, должен быть сведён к минимуму.[51] Следовательно, разработка препарата, содержащего наименьшую концентрацию комплексных белков или даже чистый нейротоксин, такого как NT 201, позволит ожидать снижения вероятности развития антител и, таким образом, приведёт к меньшим случаям неудач при длительном лечении, возникающих в результате иммуногенности.[19,52]
     Роль комплексных белков в формировании нейтрализующих антител является не ясной. Недавно Lee et al.[17] обнаружили, что формирование антител против ботулинического нейротоксина типа В может быть инициировано некоторыми белками гемагглютининового комплекса за счёт увеличения продукции интерлейкина-6. Эти результаты говорят о дополнительной активности комплексных белков. Длительное использование препарата NT 201 ещё должно быть исследовано.

     Последующие исследования должны также сосредотачиваться на назначении препарата NT 201 пациентам, ранее не лечившимся препаратами БТ-А, с целью исследования его антигенных свойств и определения профиля длительной эффективности и безопасности.
7. Заключение.
     Доклинические исследования, выполненные с препаратом NT 201, показали приемлемый профиль безопасности и подтвердили использование NT 201 в виде схемы внутримышечного назначения дозы для пациентов с цервикальной дистонией и доброкачественным эссенциальным блефароспазмом. Препарат NT 201 был эффективным, хорошо толерантным как BOTOX® при лечении, как цервикальной дистонии, так и доброкачественного эссенциального блефароспазма. В дополнение, различий между методами лечения в виде начала действия, продолжительности и убывания эффекта не было. Требуются последующие исследования для определения продолжительной эффективности, иммуногенности и профиля безопасности препарата NT 201.
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