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CLOSTRIDIAL NEUROTOXINS FOR USE IN TISSUE HEALING

FIELD OF THE INVENTION

[0001] The present invention is concemned with enbancing healing of njured tissus by
administering naturally occurring and/or modified Clostridium neurotoxins, and/or those
neurotoxins free of complexing proteins. Such neurotxins can be employed to enhance
wound healing (including the prevention of scar formation) and find applicability in the
area of ophthalmology, e.g. in treatment of injured corneal tissua, for exampls by closing
mﬂnmer.l eyes. Their di'lsnostic usage and medicaments for use therein are also
disclosed. '

BACKGROUND OF THE INVENTION

[0002] The present invention is directed to enbancement of healing of injured surface or
superﬁciil tissue using namnl]y occurring lndln;' modified neurotoxing Clostridium
botulinum nearotoxins from serotypes A, B, C,, D, E,Fand G and Clostridial
_ne.lrotm:inl free of the complexing proteins natunlly occurring in Clostridial
neurotoxins may be used to facilitate or enbance such healing. Clostridial neurotoxins
which exhibit shost duration of action, such as type B or F, may be indicated in cases
where a relatively brief period of muscle paralysis is desired, such as in the treatment of
wounds which heal mapidly. Clostridial neurotoxing with sharter biclogical persistence
may exhibit reduced antibody formation, thereby maintaining the therapeutic efficacy of
Clostridial neurotoxins in wound healing

[0003] Wound healing after injury or surgical intervention may be adversely affected by
tension on wound margins. Reflex muscular contractions, which miay occur especially
with lessening analgesia, can displace any as yet unhealed wound margins. This
displacoment may facilitate the entry of pathogens snd, at worst, secondary healing
therapy is required. In the case of secondary healing the opemtion wound has to be
opened again and cleansed several times daily. Necrotic tissuo must be removed
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regularly (debridemant). Secondary healing takes considerably longer than primary
healing: it is not only labor intensive and incurs additional cost, but also results in
cosmetically unsatisfactory large scars. It can also lead to adhesions in muscles that have
notl been sutured together, which after healing may lead to peinful madom contractions of
muscles scarred by connective tissue. Usually an attempt is made to counteract this by
immobilizing the injured area. This may be done by, for example, applying a splint,
special bandages or other devices for fixation and positioning. However, theae currently
usad methods are in many cases inadequate and/or inconvenient and often cannot be
used, especially after operation or injury to the abdomen,

[0004] The anaerobic, gram positive bactesium Clostridium botullnum produces a potent
polypeptide neurotoxin, botulimum toxin, which causes a neuroparalytic disease in
humans and animals referred to as botulism. The spores of Clostridium botulinum are
found in soil and can grow in improperly sterilized andsealed food containers of home
based canneries, which are the cause of many of the cases of botulism. The effects of
botulism typically appear 18 to 36 hours after eating the foodstuffs contaminated with a
Clostridium botulinum. The botulinum toxin can pass unatienuated through the lining of
the gut because it is protected from the attack of pancreatic proteases by complexing
proteins such as hemagglutinins and a nontoxic, nonhemagglutinating protein. The pure
neurotoxin sttacks periphsrul motor neurons upon resorption from the gut Symptoms of
botulinum toxin intoxication can progress from difficulty walking, swallowing and
speaking to paralysis of the respirstory muscles and death.

[0D05]Botulinum toxin is the most Jethal namral biological agent inown to man. About
$-6 picograms of botulinum toxin (purified neurotoxin) serotype A (BoNT/A) given
parenterally is one MLD (minimum lethal dose) in mice. One unit (U) of botulinum
toxin is defined as the MLD upon intraperitoneal injection into female Swiss Webstar

have bean characterized, these being respectively botulinum neurotoxin serotypes A, B,
Ci, D, E, F and G, each of which is distinguished by neutralization with serotypespecific
antibodies. The different serotypes of botulinum toxin vary in the animal species that
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they affect and in the severity and duration of the paralyss they evoks. For example, it
has been determined that BoNT/A is 500 times more potent, as measured by the rate of
paralysis produced in the rat, than is botulinum toxin serotype B (BoNT/B).
Additionally, BONT/B has been determined to be non-toxic in primates ata dose of 480
U_Ikg which is about 12 times the primate MLD for BoNT/A. In contrast, serotype A has
a ten times longer dumtion of pamalysis than type E when injected in mice. BoNT/C, acts
preferentmlly in birds.

[0008]Botulinum toxins have beon usod in clinical settings for the treatment of
neuromuscular disorders chamcterized by hypemctive skeletal muscles due o a
pathological overactivity of peripherul nerves. BoNT/A has been approved by the U.S.
Food and Drug Administration for the treatment of blepharospasm, strabismus and
hemifacial spasm. Non-serotype A botulinum toxin serotypes apparently have a lower
potency and/or a shorter duration of activity as compared to BoNT/A. Clinical effects of
peripheral intramuscular BoONT/A are usoally within one week of injection. The
typical duration of symptomatic relief from a single intramuscular injection of BoNT/A
averages about three months.

" [0007]All the botulinum toxin serotypes apparently inhibit release of the
aeurotransmitter acetylcholine at the neuroriuscular junction; however, they do so by
affecting different neurosecretory proteins and clexving these proteins at different sites.
For example, both botulinum serctypes A and E clexvethe 25 kiloDalton (kD)
synaptosomal associnied protein (SNAP-25), hawever, each toxin cleaves at & uniqus site
within this protein. Botulinum toxin serotype C) (BoNT/C;) has been shown to cleave
both syntaxin and SNAP-25, BoNT/B, D, F and G act on vesicleassociate protein
(VAMP, also called synaptobrevin), with each serotype cleaving the protein at a different
site. These mechanistic differences may affect the relative potency and/or duration of
action of the various botulinum toxin serotypes.

[0008]Regardless of sesotype, the molecular machanism of toxin intoxication appears to
be similar and to involve several stsps or stages. The intraneuronal targets of the
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Clostridial toxins universally participate in the process of neurotransmitter release. in the
first step of the process, the toxin binds to the presynaptic membrane of the target neuron
through a specific interaction between the H chain and s cell surface receptor; the

receptor is thought to be different for cach serotype of botmlinum toxin. The carboxyl end

segment of the H chain, Hc, appears to be impartant for targeting of the toxin to the cell
surface.

[0009]In the second step, the toxin is engulfed by the cell through receptormediated
endocytosis, and an endosome containing the toxin is formed. In the next step the toxin
escapes the endosome into the cytoplasm of the cell. This step is thought to be mediated
by the amino end segment of the H chain, Hx which triggers a conformational change of
the toxin in response to a pH of about 5.5 or lower. Endosomes are known to possess a
proton pump which decreases intra-endosomal pH. The conformational shift exposes
hydrophobic residues in the toxin, which permits the toxin to embed itself in the
endosomal membrane. The toxin then translocates through the endosomal membmna
into the cytosol. )

[0010] The next step of the mechanism of botolinum toxin activity involves reduction of
the disulfide bond joining the H and L chaim. The entire toxic activity of botulinum
toxins is contained in the L chain of the holotoxin which has to be separated from the
heavy chain to achieve its full activity; the L chain is & zinc (Zn"") endopeptidase which,
in the last step, selectively clexves proteins essential for recognition and docking of
nsurotransmitier-containing vesicles to the cytoplasmic surface of the plasms mesnbrane,
and fusion of the vesicles with the plasma membrane.

[00411] The molecular weight of the botulinum neurotoxin protein molecule, for all seven
of the known botulinum toxin serotypes, is about 150 kD. However, the botulinum
toxins are released by Clostridial organisms as complexes comprising the 150 kD
botulinum toxin protein molecule along with associated haemagglutinins and non-toxin
proteins. Thus, the BoNT/A complex can be produced by Clastridisn bacteria as 900
kD, 500 kD and 300 kD forms. BoNT/B and Ciare apparently produced as only a 500

NG,
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kD complex. BoNT/D is produced as both 300 kD and 500 kD complexes, Finally,
BoNT/E and F are produced as only approximately 300 kD complexes. The compleces
(ie molecular weight greater than about 150 kD) are believed to contain nontoxin
hemagglutinins and a non-toxin, non-toxic non-hemagglhutinin protein.

[0012]Repeated injection of the complex is followed in a considerable number of
patients by formation of specific neutralizing antibodies which are also directed against
the neurotoxin. The direct consequence is that antibody-positive patients no longer
respond to the complex. However, they might be treated with other toxin types, although
not all of them are approved for therapy. When the patient has been tested with all the
toxin types and has formed antibodies against them, further administration of a botulinum
toxin complex (irrespective of the type) no longer provides & remedy. It must be taken
into account in this connection that ench doss of complex contribuies to increasing the
antibody titer until fusther administration of the complex no longer makes sense because
no effect is achieved.

[0013]The formation of specific antibodies may be facilitated by the non-toxin

. constituents of the complex. The neurotoxin, fixed in the complex, remains in the tissus
for a long period and may activate immune cells which migrate into the tissue to form
antibodies. The long residence time does not result in increased uptake by the target
cells, however, since poisoned target cells are no longer able to taks up toxin. The
neurotoxin which slowly dissociates out of the complex thus now has only
immunological activity. Moroover, the noo-taxin proteins present in the complex may
intensify an immune responsa. Hemagglutinina are lectina, that is to sxy proteins which
are distinguished by a high affinity for certain sugars. Because of their binding to sugar
structures, lecting have immuno-stimulating effects. Thus, it has been possible to show
that the lectins concamvalin A, phytohemagglutinin and pokeweed mitogen activate T
and B lymphocytes. The hemagglutinins of the botulinum toxin complexes, which
likewise bind to membrane-associated sugars, are thus able in a similar way to actas
immunoadjuvants and contribute to antibody formation and thus to failure of the therapy.
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{0014] An object of the present invention was therefore to develop an alteative mode of
treatment for wound healing and preventing scar formation. In particular, the inventor
proposes & suitable active ingredient with which patients may effectively be treated
without the formation of neutralizing antibodies and with which patients who have
alrendy formed neutralzing antibodies may be treated,

[0015)in vitro studies have indicated that botulinum toxins inhibit potassium cation
induced release of both acetylcholine and norepinephrine from primary cell cultures of
brainstem tissue. Additionally, it has been reported that botulinum tooeing inhibit the
evoked release of both glycine and glutamate in primery cultures of spinal cord neurons
and that in brain synaptosome preparations botulinum toxin inhibits the release of each of
the neurotransmitters acetylcholine, dopamine, norepinephrine, CGRP and glumamate.

[0018]Clostridium neurotoxin may be obtained by establshing and growing cultores of
Clostridium botulinum in a fermenter and then harvesting and purifying the farmanted
mixture in accordance with known procedures.  All the botulinum toxin types are
initially synthesized as inactive single chain proteins which must be cleaved or nicked by
proteases to become neurocactive. The bacterial strains that produce botulinum wxin
serotypes A and G posseas endogenaus proteases which process the toxin, and therefors,
may be recovered from bacterial cultures in predominantly their active form. In contrast,
botnlinum toxin serotypes Ci, D, and E are synthestzed by nonproteolytic stmins of
Clostridium and are therefore typically inactive when recovered from culture,
Subsequont activation can be performed using trypsin us a peptidase. It cleaves the
prominent nicking site that ia exposed preferentially to the enzyme. Serotypes B and F
are produced by both proteolytic and nonproteolytic strains and therefore can be
racovered in either the active or inactive form. However, even the proteolytic strains that
produce, for example, the BoNT/B serotype, only clesve s portion of the toxin produced.
The exact proportion of nicked to unnicked molecules depends ondifferent factors,
including the length of incubation and the temperature of the culture. Therefore, any
preparation of BONT/B is likely to contain a cartain percentage of inactive toxin, which
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may be responsible for the known significantly lower potency of BoNT/B as compared to
BoNT/A.

[0017]A process for preparing neurotoxin preparations free of the associstad complexing
proteins is disclosed in International Patent Application No. WO 00/74703 The subject
matter of this application is herein incorporated by reference. Pharmaceutical
compositions comprising & botulinum neurotoxin from Clostridium botulinum, the
neurctoxin being free of the complexing proteins naturally present in the botulinum
neourotoxin complex, are disclosed in U.S. Patent Application Serial No. 11/184,495 and
corresponding PCT/US2005/025408. The subject matter of said applications, berein
incorparated by reference, pertains to phannaceutical compositions which comprise a
botulinum neurotaxin from Clostridium botulinum, the neurotoxin being free of the
complexing proteins naturally present in the botulinum neurctoxin complex, which
pharmaceutical compositions have good stability and are advantagecusly formulated free
of human serum albumin.

[0018]Frevert, J (DE103 33 317 and WO 2005/007185) discloses a compasttion for
mblllzmg protein active ingredients, such as Clostridial neurotoxins, in pharmaceuticals
comprising: a) a surface-active suhstance, for example a non-ionic detergent (surfactant);
and b) a mixture of at least two amino acids, selected from either Giu and Gin or Asp and
Asn

[0018]1t has been reported that BoNT/A bas been used in clinical seitings ss follows:

(1) about 75-125 units of BOTOX®per intramuscular injection (multiple
muscles) to treat cervical dystonia;

(2) 5-10 unis of BOTOX® per intramuscular injection to treat glabellar lines
(brow farrows) (5 units injected intamuscularly into the procerus muscle and
10 units injected intramuscularly into each corrugstor supercilii muscle);
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(3) about 30-80 units of BOTOX® to treat constipation by intrasphincter
injection of the puborectalis muscle;

(4) about 1-5 units per muscle of intramuscularly injected BOTOX® to treat
blepharospasm by injecting the lateral pre-tarsal orbicularis oculi muscle of
the upper lid and the lateral pre-tarsal orbicularis oculi of the lower lid;

(5) to treat strabismus, extraocular muscles heve been injected
intramuscularly with between about 1-5 units of BOTOX®, the amount
injected varying based upon both the size of the muscle to be injected and the
extent of muscle pamlysis desired (i.e. amount of diopter correction desired);
and

(6) to treat upper limb spasticity following stroke by intramuscular injections
of BOTOX® into five different upper limb flexor muscles, as follows;

(a) flexor digitoram profundus: 7.5 U to 30 U

(b) flexor digitorum sublimes: 7.5 Ute 30 U

(c) ﬂe:orcl.rpiulm.ri.l: 10Uto40U

(d) flexor carpi radials: 15 U to 60 U

(e) biceps brachii: 50 U to 200 U. Each of the five indicated
muscles has been injected at the same treatment session, 50 that
the patient receives from 90 U to 360 U of upper limb flexor

muscle BOTOX® by intamuscular injection at each treatment

session.
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{0020]One of the reasons that BoNT/A has been selected over the other serotypes, for
example serotypes B, C, D, E, F and G, for clinical use is thatbotulinum toxin type A
has & substantially longer lasting therapeutic effect. In other words, the inhibitory effect
of botulinum toxin from serotype A is more persistent.

[0021] Alternatively, there may be a need to use short-lasting neurotoxins
such as serotype E or F or modified neurotoxins which exhibit suitable effect duration.

[0D22] Presently, the basis for the differences in persistence among the various botulinum
toxins is unknown. Hlewever, there are two main theories explaining the diferences in
the persistance of the toxins. Without wishing to be bound by anytheary of operation or
mechanism of action, these theories will be discussed briefly below. The first theory
proposes that the persistence of a toxin depends on which target protein and where on
that target protein that toxin sttacks - Raciborskn, et al., Can. J. Physiol. Pharmcol.
77:679-688 (1999). For example, SNAP-25 and VAMP are proteins required for
vesicular docking, a necessary step for vesicular exocytosis. BoNT/A cleaves the target
protein SNAP-25 and BoNT/B cleaves the target protein VAMP, respectively. The effect
of each is similar in that cleavage of either protein compromises the ability of a neuron ©
'rdﬂsemmimﬁmmk However, damaged VAMP may be more easily
replaced with new ones than damaged SNAP-2S, for example by replacement synthesis.
Therefore, since it takes longer for cells to aynthesize new SNAP-25 proteins to replace
damaged ones, botulinum toxin type A has longer pesistence.

[0023] Additionally, the site of cleavege by a toxin may dictate how quickly the damaged
target proteins may be repiaced. For example, botulinum toxin type A and E both cleave
SNAP-25. However, they cleave at different sites and BoNT/E causes shorter-Insting
paralysis in patients, compared with BoNT/A - id. at 685-6.

[0024] The second theory proposes that the particular persistonce of a toxin depends on
its particular intracellular half-life or stbility, Le. the longer the toxin is available in the
call, the longer the effect - Kaller, et al,, FEBS Lettars 456:137-42 (1999). Many factors

D
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contribute to the intracellular stability of a toxin, but primarily, the better it is able to
resist the metabolic actions of intracellular proteases to break it down, the more stable it
is - Erdal, et al, Naunynschmiedeber's Arch, Pharmacol. 351:67-78 (1995).

[0025]In general, the ability of a molecule 10 resist metabolic actions of intracellular
proteases may depend on its structures. For example, the primary structure of a molecule
may include a unique primary sequence which may cause the molecule to be easily
degraded by proteases or difficult to be degraded. For example, Varshavsky describes
polypeptides tecminating with certain amino acids as beinge more susceptible to
degrading proteases - Proc. Natl. Acad. Sci USA 93:12142-1214%(1996).

[0026] Furthermore, intracellular enzymes are known to modify molecules, for example
polypeptides through, for example, N-glycosylation, phosphorylation etc. - this kind of
modification will be referred to herein as "secondary modification”. "Secondary
modification” often refers to the modification of endogenous molecules, for example,
polypeptides after they are translated from RNAs. However, as used herein, "secondary
modification® may also refer to an enzyme's, for eample an intracellular enzyme's,
ability to modify exogenous molecules. For eample, afier a patient is administared with
exogenous molecules, e g. drugs, these molecules may undexgo a secondary modification
by the action of the patient's enzymes, for example intracellular enzymes.

[0027]Certain secondary modifications of molecules, for example polypeptides, may
resist or facilitate the actions of degrading proteases. These secondary modifications may,
among other things, (1) affect the ability of a degrading protease to act directly on the
molecule and/or (2) affect the ability of the molecules to be sequestered into vesicles to
be protected against these dograding proteases.

[0028] The Clostridial neurotoxin may be one of the botulinum toxin serotypes A, B, C,,

D, E, F and G, including a botulinum toxin which is fres of the complexing proteins
present in natural neurotoxin or a neurotoxin modified chemically or modified by genetic
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manipulation. The chemically or gentically modified neurotoxin is free of the
complexing proteins which naturally form complexes with botulinum neurotoxin as well,

[0029] The modification of the neurotoxin derived from botulinum neurotoxin due to
chemical modifying or genetic manipulation can occur on each part of the neurotoxin
protein, for instance an the heavy chain part and/or on the light chain part of the
neurotoxin malecula Thereé might be one modification or more modifications. In one
embodiment, the heavy chain of the neurotoxin protein derived from botulinum
neurotoxin comprises one or more modifications which may decrease or increase the
affinity of the neurotoxin for binding to nerve cells when compared to the native
neurotoxin. Such modified neurotoxin may compriss at least ons substitution and/or
deletion and/or insertion and/or addition and or postiransiational modification of amino
acids of the neorotoxin and preferably of the heavy chain of the neurotoxin,

[0030] There is a need to have modified neuratoxins which have efficacies of the various
botulinum toxin serotypes, but with altered (shorter) biological persistence and which
exhibit reduced antibody formation.

'SUMMARY OF THE INVENTION

[0031] The present invention relates to enhancement of healing of mjured surface or
superficial tissoe in a patient using naturally occurring and/or medified Clostridium
neurotoxins, as well as those neurotoxins free of complexing proteina Such use
embraces spplications in wound healing (which includes use in preventing scar
formation) as well as use in ophthalmology (e.g. in treatment of injured corneal tissus, for
example to close inflamed eyes). Their diagnostic usage is a further indication.
Clostridium botulinum neurotoxins from serotypes A, B, G, D. E, F and G are
contemplated for administration to facilitate wound healing and preventing scar
formation according to the desired duration of effect. Moreover, Clostridial neurotoxins
which have a short duration of action and which may be free of complexing proteins may
be used where a ralatively shart duration of muscle paralysis is desired.

1
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[0032] The invention is based on immobilizing the area around injured tissue such as a
wound by panalysing the muscles acting thereon. This can be achieved by injecting a
peripherally acting muscle relaxant directly into tho appropriate muscles. The
peripherally acting muscle relaxant is chosen from a natural or modified neurotoxin, such
as a Clostridia} neurotoxin, with a short duration of action and which may be frec of
complexing proteins. Botulinum toxins of type E and type F are embodiments of this
invention.

{0033] The present inventian also provides for improved healing in kemtitis and certain
opentive interventions of the eye. Closure of the eyslids can be achieved by drug-
induced ptosis which is achieved by administering a peripherally and locally acting
muscle reloaat. This muscle relaxant is chosen from the natural or modified shortacting
neurotoxins, such as a Clostridial neurotoxin, with a short dumtion of action and which
may be free of complexing proteins. This measure serves to immobilize the eye and thus
favors healing. Botulinum toxins of type E ar type F are embodiments.

[0034]1In anather aspect of the invention, shortacting botulinum taxins which are free of
complexing proteins are used as a diagnostic tool to localize the optimal area of injection
for longer-acting botulinum taxins used to treat various canditions. Botulinum toxin type
E is an embodiment

[0035] What we therefore believe to be comprised by our invention may be sumnmarized
inter alia in the following words:

{0038]Use of a natural or modified Clastridinm neurotoxin for the manufacture of a
medicament for enhancing healing of injured surface or superficial tissue ofs patient,
wherein said medicament is manufactured for local administmtion into or in close
proximity to said injured tissue, such a

12
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[0037]use wherein tho Clostridisun neurotoxin is free of complexing proteins which
naturally form compliexes with Clostridial neurotoxins, such &

[0038) use wherein the natural or modified Clostridium neurotoxin is characwrized by
short-lasting efficacy of about 3 to 4 weeks, sucha

[0039]use wherein the Clestridium neurotoxin is botulinum toxin type F, such e

[0040]use wherein the natural or modified Clostridium neurotoxin is characterized by
short-lasting efficacy of about 3 to 10 days, sucha

[0041]use wherein the Clasiridium ncurotoxin is botulirum toxia type E, such a

[0042]use wherein the Clastridium neurotoxin is a modified neurotoxin with an efficacy
duration of about 1 to 4 weaks, sucha

[0043]use wherein said injured tissue comprises a wound, such a

‘ [0044] use wherein said injured tissue comprises comeal tissue and said medicament is
manufactured for local administration into or in close proximity to the adjacent eyelid,
and sucha

[0045]use wherein a two component medicament is manufactured, the first component
comprising a Clostridium neurotoxin having shortlasting efficacy of about 3 to 10 days
for use in determining an optimal area for administmtion, and the second component
comprising a Clostridium nearotoxin having long-lasting efficacy of about 12 weeks for
subsequent therapeutic administration. Furthermore,

[0048]a method of treating a patient having a surface or superficial tissue injury, said
method comprising locally administering & natural ar modified Closeridium neurotoxin
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into or in clase proximity to said injured tissue, such that he,ling of the injury is
enhanced, such a

[0047]method wherein the Claswidium neurotoxin is free of complexing proteins which
naturally form complexes with Clostridial nearotoxing, sach a

[0048]method wherein the natural or modified Clastridium neurotoxin is characterized
by shortdesting efficacy of about 3 to 4 weelcs, sucha

[0049]method wherein the Clasgridium neuratoxin is botalinum toxin type F, such e

[0050] method wherein the natural or modified Clostridium neurotoxin is charcterized
by short-lasting efficacy of about 3 to 10 days, such a

[0051 ] method wherein the Clastridium neurotoxin is botalinum toxin type E, such &

[0052]method wherein the Closiridium neurotoxin is 2 modified neurctoxin with an
efficacy duration of about 1 to 4 weeks, sucha

[0053)method wherein said injured tissue comprises a woumd, and sucha

[0054)method wherein said injured tissue comprises corneal tissue and said Clastridium
neurotoxin is administered into or in close proximity to the adiacent eyelid such that the
eyelid remains closed and healing of the injured corneal tissue is enhanced. Moreaver,

[0055]a method of ireating a patient having an ophthalmic candition requiring closure of
an eyelid for healing of the ophthalmic condition, comprising local administration of &
namral or modified Clostridiuam neurotoxin in or in clse proximity to the eyelid such that
the eyelid remains closed and healing of the ophthalmic condition is enhanced.
Additionally,

"
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[0066]a method of determining an optimal area for injection of s Clostridien neurotoxin
baving long-lasting efficacy of about 12 weeks, comprising one or more initial local
administrations of a natura! or modified Clostridium neurotoxin having short-lasting
efficacy of about 3 to 10 days in order to determine the affects of administration at a
specific site or sites and thereby optimise the administration site to be used subsequently
for said Clostridium nourctoxin having long-lasting efficacy, such a

{0057 method wherein the natural or modified Clostridhaw neurotoxin is chamcterised
by shortlasting efficacy of about 3 to 10 days and is free of complexing proteins which
naturally form complexes with Clostridial neurotoxins, and such a

[0058] methad wherein the natural or modified Clartridivan neuratoxin is botulinum
toxin type B. Also,

[0058]a combined medicament comprising separately administrable first and second
components wherein the first component comprises a Clasridium neurotoxin having
short-Iasting efficacy of about 3-10 days and the second comprises a Clastridium
neurotoxin having long-lasting efficacy of about 12 weeks, and sucha

[0060)combined medicament further including instructions for use of said first
component in determining the effects of administration to a patient at a specific site or
sites 50 as to pamit salection of an optimal site for subsequent administration of said
second component

DETAILED DESCRIFTION OF THE INVENTION

[D0B1)As described herein, wound healing afier injury or yurgical intarvention i
adversely affected by tension on the wauad margins. The pregent invention embraces
enhancement of wound healing and prevention of scar fonnation using nammlily
occurring and/or modified neurotoxins, including Clostridia) neurotoxins, a3 well as those
neurotoxins which are free of complexing proteins. This aspect of the invention is based

15
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on a new method to immobilize the area around the wound by paralyzing the muscles
acting on the wound. This can be achieved by injecting a peripherally acting muscle
relaxant directly into the appropriate muscles. Conventional muscle relaxants are,
however, unsuitable for this for two ressons Firstly, due to their small molecular
weights they rapidly diffuse outward from the site of injection, thus producing
undesirable effects in other parts of the body. Secondly, they are metabolized locally
very rapidly and thus lose their cfficacy.

[0062])Botulinum toxin, a peripherally acting muscle relaxant, advantageously remains at
the site of injection sufficiently long to be taken up by the nerves where it remains in its
active form for a long period of time. Due to the toxin’s high molecular weight, the
amount not taken up diffuses only slowly out from the injection site. Because of its
dilution in the circulating blood, more distant narves are not affected. The toxin is
quickly inactivated by proteases in the serum. The various serotypes of botulinum toxin
have different durations of action. While serotypes A and B block nerves for many
weeks, scrotype F does so for 34 weeks and serotype E for only 3-10 days. To achieve a
brief period of paralysis the toxin must be injected & few days before the operation at one
or several sites around the openation field, depending on the size of the muscle to be
paralyzed. Serotype E or F may be selected according to the desired period of paralysis.
Since tho musculature at the chosen operative site is alrendy paralyzed by the toxin at the
time of operation, the anaesthetist requires smaller amounts of postsynaptic acting muscle
relaxants. The danger of postoperative respiratory impairment by paralysis of the
respirwiory muscles is thus reduced. As local paralysis at the site of operation is
maintined for up to 4-5 days postopentively, the wound sutures are subjected to no
additional tension during this time. The period of local immobiliration should be
maintained maximal until the wound is completely healed, typically 1-2 weeaks
maximum. If wound hesling is complicated, for example by secondary healing, paralysis
lasting a Jonger period of time may be indicated. In another embodiment, where an
extended duration of muscle paralysis in wound healing is desired, administration of
botulinum toxin serotype A or Bis warmmanted. Recovery of nerve function occurs slowly
after breakdown of the toxins in the nerve celks and is completeapproximately 2 days

18
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after full proteolytic degradation of the toxin. It is not expected that the brief
immobilization leads to any significant atrophy of the muscle.

[0083]In another embodiment, Clastridium botulinum neurctoxins from serotypes A or
B, Ci, D, E, F, G which are free of complexing proteins, hemagglutinins, and other
exogenous proleins may be advantageously used to facilitte wound healing and prevent
scar formation. As an alternative to the two commercial type A botulinum toxin complex
products, BOTOX® and DYSPORT®, and akso as alternative to the complexes described
in the prior art of the other types (B, C,, D, E, F, G), a novel pharmacsutical has been
developed which comprises oaly neurotoxin (type A, B, Ci, D, E, F or G) free of
complexing proteins, hemagglutinins and other exogenous proteins. Because of its lower
molecular mass, it diffuses more quickly to the arget cells in which it is taken up, before
immune cells, attracted by hemnagglutining, are activated. Aatigenicity studies
demonstrate that neurotoxin of any type which is free of complexing proteins, induces no,
or at the most vary little, formation of antibodies, which is distinct from commercial
products of type A and the camplexes of types B toG. On therapeutic use of this newly
developed pharmaceutical (neurotaxin of types A, B, C;, D, E, F or G which is fres of
coruplexing proteins) there is no failure of therapy due to antibodies even after repeated

" administration, It has also been possible to show that such nsurotoxins are, because of
their immediuate bioavailability, still suitable for the therapy of patients who have
developed, after administration of a botulinm toxin complex, e.g. after treatment with
BOTOX® or DYSPORT®, an antibody titer against the appropriate type (so-called
secondary non-responders), that is to say are no longer amenabls to further treatment
with BOTOX® or DYSPORT®, because administration of the commercial toxins no

longer provides therapeutic effect.

[0084]This newly developed pharmaceutical can be employed with particular advantage
for patients who have never, or not for many years, been treated with botulnum
neurotoxin, because their antibody titer is low or zero from the outset. The advantage of
its use is then that the increase in the titer in these patients due to the treatment with pure
toxin is zero, or at the most very insignificant. In other words, the rewly developed
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therapeutic composition can be administared over long periods without losing its effect.
It is also suitable for patients who exhibit an antibody titer against a botulinum toxin.

[0085) The induction of antibodies during therapy with a Clastridium botulimm
neurotoxin is thus prevented by administering a neurotoxin free of complexing proteins in
place of the high molecular weight toxin complexes. The neurotoxin which has been
completely separated from the compiex proteins is immediately biocavailable and can bind
directly to the nerve endings of the motor endplates.

{O066]In keratitis and certain operative interventions on the eye, either & bandage is put
over the eys or the upper and lower [ids are suturedtogether to keep the eye closed. This
measure serves o immobilize the eye and thus favors healing Daily assessment of the
healing process can be done at the time the bandage is changed. However, it is not
possible to inspect the surface of the eye if the lids are sutured together. Clogure of the
eyelids can also be achieved by drug-induced ptosis, through the injection of &
peripherally and locally acting muscle reloant. Depending on the desired dumtion of
closure, botulinum toxin E or F is injecied into the levator palpebras superiaris muscle.
The advantage of this procedure is obvious. The eye remains accessible for inspection so
that the healing process can be monitored and any necessary forther measures can be
undertaken without stress to the patient. Transient ptosis is reversible, just like the
paralyses described above.

[0087]As has been previously described in desil, botulinum toxin serotypes A and B are
used in dystonia or spasticity of different origins. If the disorder is complex or if several
muscle groups are involved in the symptoms, it is often not clear which muscle should be
paratyzed by the toxin to provide maximal reliaf for the patient Test injections of
serotype A or B would cause additional stress to the patient if they were to be injected
into the wrong muscle. To localize the optimal area of injection for toxin therapy with a
long-lasting efficacy toxin, a test may be conducted using a toxin which exhibits a short
duration of effect Botulinum taxin E is suitable for such a diagnostic test The pationt
can experience the expected changes before the actual treatment. As its action lasts for
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only a few days, the patient finds out what effects will be produced later by treatment
with a long-lasting efficacy toxin. Should the injection not be aptimal, the disturbing
effect will last for only a short time and another injection can be performed to test the
effect on another muscle.
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EXAMPLES

Example 1
Enhanced Wound Hegling by Botulinum Injection in Humans

[00B8] A patient undergoes scar revision excision surgery. The scar is located on the
abdomen. The scar was a result of a trauma, and was closed at a tertiary referml center at
the time.

[0089] The patient is placed in a supine position, and 5 ml of 0.5% lidocaine with
1:200,000 epinephrine is locally injected. The scar is excised and blesding is controlled
with monopolar caulery. Botulinum toxin A, which is free of complexing proteins is
injected (10 units) into the wound periphery and farming out from the wound. The
wound was clased wsing 6-0 Vicry] for deep and 6-0 Nylon for superficial sutures,

[0070] Approximately 24 hours after surgery, the patient develops marked panalysis of
the injection muscles, and had lost the ability to move the skin in an area of about 4 om in
diameter around the excision. The wound heals well in the early postoperative period. Jt
is apparent that there is decreased movement and tension on the wound edges. The
wound of the patient heals without complications. Compared to the preoperative scar, the
cosmetic appearance of the resulting scar 12 months postopemtively is excellent and
superiar to the initia! scar.

Example 2
Botulinum Induced Ptosis to Promote Corneal Healing

[0071]A patient suffers from kerutitis or undergoes surgical intervention on the eye.

[0072]Botulinum toxin type E or F which is fres of complexing proteins is injected into
the levator palpebral superioris to produce & flaccid ptosis on the upper lid and provide



p—— RER— \
s

safe and effective protection for the comea. The eye is inspected to monitor the healing
process. Injections are repeated until the underlying disease or condition heals.

OTHER EMBODIMENTS

[0073]1t is to be understood that while the invention has been described in conjunction
with the detailed description thereof, the foregoing description is intended to illustrate
and not limit the scope of the invention, which is defined by the scope of the appended
claims. Other aspects, advantages, and modifications are within the scope of the
followi'ng claims. '
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CLAIMS
We Claim;
1. Uso of a natural or modified Clastridium neurotoxin for the manufacture of a

medicameat for enhancing healing of injured surface or superficial tissue of a patient,
wherein said medicament is manufactured for local administmtion into or in close
proximity to said injured tissue.

2. Use as claimed in chim | wherein the Closiridium neurotoxin is free of
complexing proteins which naturally form complexes with Clostridial neurotoxins.

3. Uso as claimed in claim 1 or claim 2 wherein the natural or modified
Clostridium neurotoxin is characterized by short-lasting efficacy of about 3 to 4 weeks.

4, Use as claimed in claim 3 wherein the Clostridiwn negrotoxin is bomlinum
toxin type F.
5. Use as claimed in chaim 1 or claim 2 wherein the natural or modified

Clostridium neurotoxin is characterized by short-lasting efficacy of about 3 to 10 days.

6. Use as claimed in claim 5 wherem the Clostridium neurotoxin #8 botulinum
toxin type E.
7 Use a8 clarmed in claim 1 or claim 2 wherein the Clostridium neurotoxin is a

modified neurotoxin with an efficacy duration of about 1 to 4 waeks,

8. Use as claimed in any of claims 1 to 7 wherein said injured tissue comprises a

wound.



WO 2006/035225 PCT/GB2005/003728

9. Use as claimed in any of claims 1 & 6 wherein said injured tissue comprises
corneal tissuo and said medicament is manufactured for local administration into or in
close proximity to the adjacent eyelid,

10, Use as claimed in any of claims 1 to 9 wherein a two component medicament
is manufactured, the first component comprising a Clostridium neurotoxin having short-
lasting efficacy of about 3 to 10 days for use in determining an optimal ares for
administration, and the second component comprising a Closiridium neurotoxin having
long-lasting efficacy of about 12 weeks for subsequent thempeutic administration.

‘
1. A method of treating a patient having a surface or superficial tissue injury,
said method comprising locally administaring a natural or modified Closeridism
neurotoxin into or in close proximity to said injured tissue, such that healing of the injury
is enhanced.

12 Thomethod of claim 11 whercin the Clostridium neurotoxin is free of
complexing proteins which naturally form complexes with Clostridial neurotoxins.

13.  Themethod of claim 11 or claim 12 wherein the natural or modified
Clostridium neurotoxin is characterized by shorilasting efficacy of about 3 to 4 weeks,

14, The method of claim 13 whenein the Clastridiim neurotoxin is botulinum
toxin type P.
15 ‘The method of claim 11 or claim 12 wheren the natural or modified

Closiridium neurotoxin is characterized by short-lasting efficacy of about 3 10 10 days.

16. The method of claim 15 wherein the Clostridium neurotoxin is botulinum
toxin type E.
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17. The method of claim 11 or claim 12 wherein thaClostridies neurotoxin is &
modified neurotoxin with an efficacy durstion of about | to 4 weeks.

18. The method of any of claims 11 to 17 wherein said injured tissue comprises 8
wound,
19. The method of any of claims 11 to 16 wherein said injured tissue comprises

comeal tissue end said Clostridlum neurotoxim is administered nto or in close proximity
to the adjacent eyelid such that the eyelid remains closed and healing of the injured
comeal tissue is enhanced.

20. A method of determining an optimal area for injection of 8 Clostridfian
neurotoxin having long-lasting efficacy of about 12 weeks, comprising ane or more
initial local administrations of a natural or modified Clostridium neurotonxin baving short-
lasting efficacy of about 3 to 10 days in order to determine theeffects of administration at
a specific site or sites and thereby optimise the administration site to be usad
subsequently for said Clostridium neurotoxin having long-lasting efficacy.

21. The method of claim 20 wherein the natural or modified Clostridium
neurotoxin is chamcterized by short-lasting efficacy of about 3 to 10 days and is free of
complexing proteins which naturally farm complexes with Clostridial neurotoxins.

22, The method of claim 20 or claim 21 wherain the natnral or modified
Clostridium nearotoxin is botulinum toxin type E.

23 A combined medicament comprising sepamtely administrable first and second
components wherein the first component comprises a Clostridium nenrotoxin having
short-lasting afficacy of about 3 to 10 days and the second component comprises a
Clostridinm neurotoxin having longiasting efficacy of about 12 weeks.
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24 A combined medicament as claimad in claim 23 further including instructions
for use of said first component in determining the effects of administration to a pateint at
a specific site or sites so as to permit selection of an optimal site for subsequent
administration of said second component.

o



NEUROTOXINAS CLOSTRIDIALES PARA USO EN LA CICATRIZACION DE
TEJIDOS
CAMPO DE LA INVENCION

[0001]La presente invencibn se refiere al mejoramiento de ia
cicatrizacion del tejido lesionado mediante la administracién de neurotoxinas de
Clostridium naturales y/o modificadas, y/o de dichas neurotoxinas libres de
protelinas complejantes. Estas neurotoxinas se pueden emplear para mejorar la
cicatrizacién de heridas (incluyendo la prevencién de la formacién de cicatrices)
y encuentran aplicacién en el drea de la oftalmologla, p. ej. en el tratamiento
del tejido lesionado de la comea, como por ejemplo para permitir el cierre de
los ojos inflamados. También se describe su uso diagndstico y los
medicamentos para su utilizacion.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002]La presente invencién conclerne al mejoramiento de la
cicatrizacion de superficies o tejidos superficiales lesionados usando
neurotoxinas naturales y/o modificadas. Las neurotoxinas del Clostridium
botulinum de los serotipos A, B, Cy, D, E, F y G y las neurotoxinas clostridiales
libres de las proteinas complejantes que existen naturalmente en las
neurotoxinas clostridiales se pueden usar para facilitar o mejorar dicha
cicatrizacion. Las neurotoxinas clostridiales que exhiben una accién de
duracién corta, como las del tipo E o F, pueden estar indicadas en casos en los
que se desea la paralisis muscular durante un tiempo relativamente breve, tal
como en el fratamiento de heridas que cicatrizan rapidamente. Las

neurotoxinas clostridiales con persistencia biolégica mas breve pueden exhibir
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menor capacidad de formacion de anticuerpos, manteniendo asi la eficacia
terapéutica de las neurotoxinas clostridiales en la cicatrizacion de la herida.
[0003]La cicatrizacibn de heridas por lesiones o intervenciones
quirirgicas puede verse afectada adversamente por la tensién en los bordes de
la herida. Las contracciones musculares reflejas, que pueden aparecer
especiaimente cuando va disminuyendo la analgesia, pueden hacer que los
bordes aiin no cicatrizados de la herida se desplacen. Este desplazamiento
puede facilitar el ingreso de patdgenos y requerir, en el peor de los casos, una
terapia para la cicatrizacion por segunda intencién. En el caso de la
cicafrizacién por segunda intencién o8 necesario volver a abrir la herida
quinirgica y limpiarla varias veces por dia. Hay que remover periédicamente el
tejido necrético (desbridamiento). La cicatrizacién por segunda intencién tarda
considerablemente mas que la cicatrizacion primaria: no solamente aumenta el
trabajo requerido y los costos, sino que ademas resulta en la formacién de
grandes cicatrices, no satisfactorias desde el punto de vista cosmético.
Tembién puede conducir a la formacién de adherencias en mitsculos no
suturados entre sl, lo cual, después de la cicafrizacién, puede llevar a
contracciones dolorosas y ematicas de los muscuios que tienen tejido conectivo
cicatrizal. Usualmente se busca contramestar este efecto inmovilizando el drea
de la lesién. Esta inmovilizacién se puede obtener, por ejemplo, aplicando
férulas, vendajes especiales u ofro tipo de dispositivos para la fijacién y el
posicionamiento. Sin embargo, en muchos casos los métodos mencionados
que se usan actuaimente resultan inadecuados y/o inconvenientes, siendo con
frecuencia de diflcil aplicacién, en especial cuando se trata de operaciones o

lesiones en el abdomen.



[0004]La bacteria anaerébica gram positiva Clostridium botulinum
produce una potente neurotoxina polipeptidica, la toxina botullnica, que causa
en humanos y animales la enfermedad de pardlisis muscular conocida como
botulismo. Las esporas del Clostridium botulinum se encuentran en la tierma y
pueden desarrollarse en envases de conservas caseras que no han sido bien
esterilizados y cermados y que constituyen la causa de muchos de los casos de
botulismo. Tipicaments, los efectos del botulismo aparecen de 18 a 36 horas
después de la ingesta de alimentos contaminados con un Clostridium
botulinum. La toxina botulinica puede atravesar la mucosa intestinal sin ser
atenuada debido a que estd protegida del ataque de _Ias proteasas pancreaticas
por proteinas complejantes, tales como hemagiutininas y una proteina no
hemoaglutinante y no téxica. Al ser absorbida en el intestino, la neurotoxina
pura ataca las neuronas motoras periféricas. Los sintomas de intoxicacién por
toxina botullnica pueden ir progresando desde dificultades iniciales para
caminar, deglutir y hablar hasta la pandlisis de los muisculos respiratorios y la
muerte.

[0005]La toxina botullnica es el agente biolégico natural mas letal
conocido. Aproximadamente 5-8 picogramos de toxina botullnica {(neurotoxina
purificada) del serotipo A (BoNT/A) administrados por via parenteral
representan una MLD (dosis letal minima) en ratones. Una unidad (U) de toxina
botullnica se define como la MLD mediante inyeccién intraperitoneal en ratones
hembra Swiss Webster con pesos de 18-20 gramos cada uno. Se han
caracterizado siete tipos diferentes de toxina botulinica desde el punto de vista
inmunitario que son, respectivaments, los serotipos de neurotoxina botuilnica

A, B, Cq, D, E, F y G, cada uno de los cuales se distingue por la neutralizacién



de anticuerpos especificos para el serotipo. Los distintos serotipos de toxina
botulinica se diferencian en cuanto a las especies animales que afectan y en la
intensidad y duracion de la pardlisis que provocan. Por ejemplo, se ha
determinado que la BoNT/A tiene una potencia 500 veces mayor, medida por el
grado de pardlisis que provoca en la rata, que la toxina botulinica de serotipo B
(BoNT/B). Asimismo, se ha determinado que la BoNT/B no es tdxica en
primates en dosis de 480 U/kg, que equivale aproximadamente a 12 veces la
MLD de la BoNT/A en primates. En cambio, inyectada en ratones, la pardlisis
que provoca el serotipo A dura diez veces mas que la del tipo E. La BoNT/C
actia preferentemente en las aves.

[0008] Se han utilizado toxinas botuilnicas en dmbitos clinicos para el
tratamiento de trastomnos neuromusculares caracterizados por hiperactividad de
musculos esqueléticos debida a un exceso patolégico de actividad de nervios
periféricos. La BoNT/A ha sido aprobada por la U.S. Food and Drug
Administration para el tratamiento del blefaroespasmo, el estrabismo y el
espasmo hemifacial. Los serotipos no A de toxina botulinica aparentemente
tienen menor potencia y/o accién de menor duracién en comparacién con la
BoNT/A. Los efectos clinicos de la BoNT/A administrada intramuscularmente
en la periferia se observan usualmente en el curso de la primera semana de la
inyeccién. Tipicamente, el alivio sintomético producido por una inyeccién
intramuscular unica de BoNT/A dura, en promedio, alrededor de tres meses.

[0007] Todos los serotipos de toxina botulinica aparentemente inhiben la
liberacion del neurotransmisor acetilcolina en la placa neuromuscular, pero
ejercen este efecto afectando proteinas neurosecretoras diferentes y clivando
estas protelnas en sitios diferentes. Por ejemplo, tanto el serotipo A como el E



clivan la protelna de 25 kiloDalton (kD) asociada al sinaptosoma (SNAP-25); sin
embargo, cada una de estas toxinas hace el clivaje en un sitio diferente de esta
protelina. Se ha demostrado que la toxina botulinica del serotipo C1 (BoNT/C,)
cliva la sintaxina y la SNAP-25. Las BoNT/B, D, F y G actian sobre la protelna
asociada a vesiculas (VAMP, llamada también sinaptobrevina), donde cada
serotipo cliva la protelna en un sitio diferente. Estas diferencias de los diversos
serotipos de toxina botulinica en su mecanismo de accién pueden incidir sobre
su potencia relativa y/o la duracién de su efecto.

[0008] Cuaiquiera sea el serofipo, el mecanismo molecular de la
intoxicacién con la toxina parece ser similar y consiste en varios pasos o
eiapas. Los blancos intraneuronales de las toxinas clostridiales participan
universalmente en el proceso de liberaciéon del neurotransmisor. En el primer
paso del proceso, la toxina se une a la membrana presinaptica de la neurona
blanco por medio de una interaccién especifica entre la cadena H (pesada) y
un receptor en la superficie celular; se considera que el receptor es diferente
para cada serotipo de toxina botullnica. El segmento terminal carboxilo de la
cadena H, Hc, parece tener importancia en la seleccién de la toxina sobre la
superficie celular.

[0OD8]En el segundo paso, la toxina es incorporada por la célula
mediante un proceso de andocitosis mediado por el receptor, con Ia formacién
de un endosoma que contiene la toxina. En el paso siguiente, la toxina sale del
endosoma y pasa al citoplasma de la célula. Se considera que este paso es
mediado por el segmento terminal amina de la cadena H, Hy, que desencadena
un cambio de la conformacion de la toxina en respuesta a un pH de

aproximadamente 5,5 o inferior. Se sabe que los endosomas poseen una



bomba de protones que baja el pH en su interior. El cambio en la conformacién
expone los residuos hidréfobos de la toxina, lo que permite que la toxina se
inserte en la membrana del endosoma. Posteriormente, la toxina se trasioca a
través de la membrana endosémica hacia el citosol.

[0010] El siguiente paso del mecanismo de accién de la toxina botulinica
involucra la reduccién del puente disulfuro que une las cadenas Hy L. Toda la
actividad téxica de las toxinas botullnicas estd contenida en la cadena L
(Iiviana) de la holotoxina, que para alcanzar su méxima actividad debe
separarse de la cadena pesada; la cadena L es una zinc (Zn*") endopeptidasa
que, en el paso final, cliva selectivamente proteinas esenciales para el
reconocimiento y el depésito de las vesiculas que contienen el neurotransmisor
en la superficle citoplasmética de la membrana plasmética y la fusién de las
vesiculas con la membrana plasmatica.

[0011] El peso molecular de la molécula de protelna de la neurotoxina
botulinica de los siete serotipos conocidos de toxina botullnica es de
aproximadamente 150 kD. Pero los organismos clostridiales liberan las toxinas
botulinicas en forma de complejos que comprenden la molécula de proteina de
toxina botullnica de 150 kD junto con hemaglutininas y proteinas no tdxicas.
Por esta razén las bacterias Clostridium pueden producir el complejo BoNT/A
en formas de 900 kD, 500 kD y 300 kD. Las BoNT/B y C, aparentemente se
producen tinicamente como complejo de 500 kD. La BoNT/D se produce como
complejos de 300 kD y de 500 kD. Por ultimo, las BoNT/E y F se producen
unicamente como complejos de aproximadamente 300 kD. Se piensa que los

complejos {es decir, pesos moleculares de més de alrededor de 150 kD)



contienen hemagiutininas que no son toxinas y una proteina no hemaglutinina
que no es toxina ni es tdxica.

[0012] En un ndmero considerable de pacientes la inyeccién repetida del
complejo promueve la formacién de anticuerpos neutralizantes especificos que
también se dirigen confra la neurotoxina. Como directa consecuencia, los
pacientes anticuerpo-positivos dejan de responder al complejo. No obstante, en
estos casos podrian ser tratados con toxinas de otros tipos, si bien no todas
estdn aprobadas para uso terapéutico. Cuando se realizan las pruebas con
todos los tipos de toxinas y se verifica que el paciente ha formado anticuerpos
especlficos para todas ellas, la administracién ulterior de un complejo de toxina
botullnica (cualquiera sea su tipo) ya no ofrece solucién alguna. Cabe sefialar
al respecto que cada dosis de complejo contribuye a aumentar el titulo de
anticuerpos, hasta el momento en que nuevas administraciones carecen de
sentido ya que el efecto obtenido es nulo.

[0013]La formacién de anticuerpos especificos puede verse facilitada
por los constituyentes del complejo que no son toxinas. La neurctoxina, fijada
en e complejo, permanece largo tiempo en el tejido y puede activar células
inmunitarias que migran hacia el tejido para formar anticuerpos. E! prolongado
tiempo de residencia, sin embargo, no se acompafia de un aumento de Ia
captacion por parte de las células blanco, ya que las células bianco
envenenadas han perdido la capacidad de absorber la toxina. En esta
situacion, la neurotoxina que se disocia lentamente del complejo conserva
tnicamente actividad inmunolégica. Asimismo, las proteinas no toxinas
presentes en el complejo pueden intensificar una respuesta inmunitaria. Las

hemaglutininas son lectinas, es decir, protelnas que se distinguen por una alta



afinidad por determinados azticares. Debido a su unién a estructuras sacdridas,
las lectinas tienen efectos inmunoestimulantes. De este modo, fue posible
demostrar que las lectinas concanavalina A, la fitohemaglutinina y el mitgeno
pokeweed (hierba carmin) activan linfocitos T y B. Las hemaglutininas de los
complejos de toxina botulinica, que se unen también a azlcares asociados a la
membrana, pueden entonces actuar de manera similar como
inmunoadyuvantes y contribuir asl a la formacién de anticuerpos y, por ende, al
fracaso de la terapia.

[0014] Por esta razén, un objeto de la presente invencién fue desarroliar
un modo altemativo de tratamiento para la cicafrizaciéon de heridas y la
prevencion de la formacidn de cicatrices. En particular, el inventor propone un
principio activo adecuado con el que se pueden tratar eficazmente pacientes
sin que se formen anticuerpos neutralizantes y con el cual también se pueden
tratar pacientes que ya han formado anticuerpos neutralizantes.

[0015] Estudios in vitro han indicado que las toxinas botullnicas inhiben
la liberacién de acetilcolina y noradrenalina inducida por el catién potasio en
cultivos primarios de células de tejido del tronco cerebral. Ademds, se ha
reportado que las toxinas botulinicas inhiben la liberacién evocada de glicina y
glutamato en cultivos primarios de neuronas de médula espinal y que en
preparados de sinaptosomas cerebrales la toxina botulinica inhibe la liberacién
de los neurotransmisores acefilcolina, dopamina, noradrenalina, CGRP y
glutamato.

[0016] La neurotoxina de Clostridium se puede obtener preparando y
desarmrollando cultivos de Clostridium botulinum en un fermentador y iuego

cosechando y purificando la mezcla fermentada mediante técnicas conocidas.



Todos los tipos de toxina botullnica se sintetizan iniciaimente como protefnas
inactivas de cadena Gnica que para convertirse en neuroactivas tienen que ser
clivadas o cortadas por proteasas. Las cepas bacterianas que producen toxina
botulinica de los serotipos A y G poseen proteasas endégenas que procesan la
toxina y por esta razén se la puede recuperar de los cultivos bacterianos
predominantemente en su forma activa. En cambio, la toxina botulinica de los
serotipos C4, D, y E es sintetizada por cepas no proteoliticas de Clostridium y,
por lo tanto, cuando se la exirae del cultivo tipicamente ests en forma inactiva.
La posterior activacion se puede obiener usando como peptidasa la tripsina.
Esta cliva el sitio de corte prominente que queda expuesto en forma
preferencial a la enzima. Los serotipos B y F son producidos por cepas tanto
protecliticas como no proteoliticas y, por lo tanto, se pueden recuperar en
forma activa o inactiva. Sin embargo, incluso las cepas proteollticas que
producen, por ajemplo, el serotipo BoNT/B solamente clivan una porcién de la
toxina producida. La proporcion exacta entre moléculas cortadas y no cortadas
depende de diversos factores, que incluyen ei tiempo de incubacién y la
temperatura del cultivo. En consecuencia, es probable que todo preparado de
BoNT/B contenga determinado porcentaje de toxina inactiva y a esto puede
responder el hecho conocido de que la la BoNT/B tiene una potencia
significativamente menor en comparacion con la BoNT/A.

[0017]En la Solicitud de Patente Internacional No. WO 00/74703 se
describe un proceso para obtener preparaclones de neurotoxina libre de
proteinas complejantes asociadas. El objeto de esa solicitud queda incorporado
a la presente mediante referencia. Se describen composiciones farmacéuticas

que comprenden neurotoxina botulinica del Clostridium botulinum, donde la
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neurotoxina esti libre de las protelnas complejantes presentes en forma natural
en el complejo de neurotoxina botulinica en la Solicitud de Patente de los
Estados Unidos No. de Serie 11/184.485 y en la comespondiente
PCT/US2005/025408. El objeto de dichas solicitudes, que se incorpora a la
presente mediante referencia, concieme a composiciones farmacéuticas que
comprende una neurotoxina botulinica del Clostridium botulinum, donde la
neurotoxina esté libre de las protelnas complejantes presentes en forma natural
en el complejo de neurotoxina botullnica y donde dichas composiciones
farmacéuticas tienen buena estabilidad y se formulan de manera ventajosa
libres de seroalbiimina humana.

[0018] Erevert. J (DE103 33 317 y WO 2005/007185) revela una
composicién para estabilizar principios activos proteicos, como las neurotoxinas
clostridiales, en productos farmacéuticos que comprenden: a) una sustancia
tensioactiva, por ejemplo un detergente no i6nico (surfactante); y b) una mezcla
de por lo menos dos aminodcidos, seleccionados entre Glu y Gin o Asp y Asn.

[0018] Se ha reportado que la BONT/A se utilizé en el ambito clinico de
las siguientes maneras:

(1) aproximadamente 75-125 unidades de BOTOX® por inyeccién
intramuscular (miltiples misculos) para tratar la distonla cervical,

(2) 5-10 unidades de BOTOX® por inyeccion intramuscular para
tratar arrugas de la zona glabelar (arrugas del ceflo) (5 unidades inyectadas por
via intramuscular en el muisculo procerus y 10 unidades inyectadas por via
intramuscular en cada mdsculo corrugador superciliar);

(3) aproximadamente 30-80 unidades de BOTOX® para tratar la
constipacién mediante inyeccion intraesfinteriana del masculo puborrectal;
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(4) aproximadamente 1-5 unidades por misculo de BOTOX®
inyectado por via intramuscular en la porcién pretarsal lateral del masculo
orbicular del ojo del parpado superior y la regién pretarsal lateral del orbicular
del ojo del parpado inferior;

(5) para fratar el estrabismo, se han inyectado musculos
exiraoculares por via inframuscular con aproximadamente 1-5 unidades de
BOTOX®, donde la cantidad inyectada varié de acuerdo con el tamafio del
mosculo a inyectar y el grado de pardlisis muscular buscada (es decir, la
comeccién de diopirias buscada); y

(6) para tratar la espasticidad del miembro superior secundaria a un
accidente cerebrovascular con inyecciones inframusculares de BOTOX® en
cinco misculos flexores diferentes del miembro superior, de acuerdo con el
siguiente esquema:

(a) flexor profundo de los dedos: 7,5Ua 30U

(b) fiexor superficial de los dedos: 7,5 U a 30U

(c) flexor cubital del carpo: 10U a 40 U

(d) flexor radial del carpo: 15U a 80U

(@) bliceps braquial: 50 U a 200 U. Cada uno de los cinco misculos
indicados se inyectd en la miema sesion de tratamiento, de modo que el
paciente recibe entre 80 U y 360 U de BOTOX® en los musculos flexores del
miembro superior mediante inyeccién intramuscular en cada sesién de
tratamiento.

[0020] Una de las razones que llevaron a seleccionar para el uso clinico
la BoNT/A por sobre los deméds serotipos, por ejemplo los serotipos B, Cy, D, E,
F y G, es que el efecto terapéutico de la toxina botullnica tipo A tiene una

€ ue
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duracién sustanciaimente méas prolongada. En ofros téminos, el efecto
inhibidor de la toxina botullnica del serotipo A s més persistente.

[0021] Como altemnativa, puede resultar necesario usar neurotoxinas de
accién corta, como las del serotipo E 0o F, 0 neurotoxinas modificadas que
exhiban una adecuada duracién del efecto.

[0022] Hasta el presente se desconocen las bases de las diferencias
entre las diversas toxinas botulinicas en cuanto a su persistencia. Hay dos
teorlas principales que buscan explicar las diferencias de persistencia de las
toxinas. Sin que signifique adherir a ninguna teoria de la forma de operacién o
del mecanismo de accién, a continuacién se comentan brevemente estas
teorfas. La primera teorfa postula que la persistencia de una toxina depende de
la protelna blanco a la que ataca y del lugar de la proteina blanco en que ataca
la toxina - Raciborska, et al., Can. J. Physiol. Pharmcol. 77.6798-688 (1999).
Por ejemplo, la SNAP-25 y la VAMP son proteinas que se requieren para el
acoplamiento vesicular, un paso necesario para la exocitosis vesicular. La
BoNT/A cliva la proteina blanco SNAP-25 y la BoNT/B cliva la proteina blanco
VAMP, respectivamente. El efecto de cada una es similar, ya que el clivaje de
cualquiera de las dos protelnas compromete la capacidad de la neurona para
liberar neurctransmisores por el mecanismo de la exocitosis. Sin embargo, es
mas facil reemplazar con moléculas nuevas la VAMP alterada que la SNAP-25
alterada, por ejemplo mediante la sintesis de nuevas moléculas. Por lo tanto,
como las células tardan mds en sintetizar nuevas proteinas SNAP-25 en
reemplazo de las alteradas, la toxina botulinica tipo A persiste durante més

tiempo.

W
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[0023] Asimismo, el sitio de clivaje por accién de una foxina puede
determinar la velocidad con que se pueden reemplazar las proteinas blanco
alteradas. Por ejemplo, las toxinas botulinicas tipos A y E clivan la SNAP-25.
Sin embargo, lo hacen en sitios diferentes y la pardlisis que provoca la BoNT/E
en los pacientes es mas breve en comparacién con la BoNT/A - Ibid., 685-6.

[0024] La segunda teorla postula que la persistencia de una toxina en
particular depende de su vida media o estabilidad intracelular, es decir, cuanto
més tiempo esta disponible la toxina en la célula, mas prolongado es su efecto
- Keller, et al., FEBS Letiters 456:137-42 (1999). Son muchos los factores que

contribuyen a la estabilidad intracelular de una toxina, pero primordiaimente,

cuanto mayor es la capacidad de resistir las acciones metabdlicas de las
proteasas intracelulares para degradaria, mas estable resulta - Erdal, et al.
Naunynachmiedeber's Arch. Pharmacol. 351:67-78 (1995).

[0025}En general, la capacidad de una molécula para resistir las

acciones metabdlicas de las proteasas infracelulares puede depender de su
estructura. Por ejemplo, la estructura primara de una molécula puede incluir
una secuencia primaria (nica que haga que la molécula resulte faciimente
degradada por las proteasas o, por el contrario, que resulte dificil de degradar.
Por ejemplo, Varshavsky describe que polipéptidos que terminan en ciertos
aminoécidos son mas susceptibles a las proteasas que los degradan - Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 93:12142-12149 (1996).

[0026] Asimismo, se conoce que hay enzimas intracelulares que
medifican moléculas, por ejemplo polipéptidos, por mecanismos tales como la
de la N-glicosilacion, fosforilacién, etc. - y a esta clase de modificacion se la

denomina en la presente “modificacién secundaria®. "Modificacién secundaria”

\V



14

dencta a menudo la modificacion de moléculas endégenas, por ejemplo
polipéptidos, después de su traduccién a partir del ARN. Sin embargo, como se
usa en la presente, "modificacién secundaria® puede referirse también a la
capacidad de una enzima, por ejemplo de una enzima intracelular, para
modificar moléculas exdgenas. Por ejemplo, después que un paciente recibe
moléculas exégenas, p. ej. drogas, estas moléculas pueden sufrir una
modificacién secundaria por accién de enzimas del paciente, por ejemplo de
enzimas intracelulares.

[0027] Ciertas modificaciones secundarias en las moléculas, por ejemplo
de polipéptidos, pueden hacerlas mds resistentes o mas sensibles a las
acciones de las proteasas que las degradan. Estas modificaciones secundarias
pueden, entre otras cosas, (1) afectar la capacidad de una proteasa para actuar
directamente sobre la molécula y degradaria y/o (2) afectar la capacidad de las
moléculas para quedar secuestradas en las vesiculas y protegerse asl conira la
accion de degradacion de las proteasas.

{0028] La neurotoxina clostridial puede ser uno de los serotipos A, B, C,,
D, E, F y G de la toxina botullnica, incluyendo una toxina botullnica que esta
libre de las proteinas complejantes presentes en la neurotoxina natural, o ser
una neurotoxina modificada quimicamente o modificada por ingenierfa
genética. La neurotoxina modificada quimica o genéticamente esta libre de las
protelnas complejantes que en estado natural forman complejos con la
neurotoxina botullnica.

[0028] La modificaciéon de la neurotoxina derivada de la neurotoxina
botulinica realizada mediante modificacién quimica o ingenieria genética puede

hacerse en cada parte de la protelna de la neurotoxina, por ejemplo, en la parte
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de la cadena pesada y/o en la parte de la cadena liviana de la molécula de la
neurctoxina. Puede haber una 0 mds modificaciones. En una realizacion, la
cadena pesada de la protefna neurotoxina derivada de la neurotoxina botulinica
comprende una o mas modificaciones que pueden disminuir o aumentar la
afinidad de unién de la neurotoxina a las células nerviosas en comparacion con
la neurotoxina natural. Dicha neurotoxina modificada puede comprender al
menos una sustitucion y/o delecién y/o Iinsercién y/o adicién y o modificacién
post-traduccién de aminodcidos de la neurotoxina y, preferiblemente, de la
cadena pesada de la neurotoxina.

[0030] Existe la necesidad de contar con neurotoxinas modificadas que
posean la eficacia de los diversos serotipos de toxina botullnica, pero con
persistencia biol6gica alterada (més corta) y que exhiban reducido potencial de
formacion de anticuerpos.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0031]La presente Invencién concieme al mejoramiento de la
cicatrizacién de superficies o tejidos superficiales lesionados en un paciente
usando neurotoxinas de Clostridium naturales y/o modificadas, asl como
neurotoxinas libres de proteinas complejantes. Dicho uso abarca aplicaciones
on la cicatrizacién de heridas (que incluye el uso en la prevencién de formacién
de cicatrices). asf como el uso en oftaimologla (p. ej. en el tratamiento del tejido
lesionado de la comea, por ejemplo para cemar ojos inflamados). Otra
indicacién es el uso para fines diagndsticos. Se contempla la administracién de
las neurotoxinas del Clostridium botulinum de los serotipos A, B,Cy, D, E,FyG
para facilitar la cicatrizacion de heridas y prevenir la formacién de cicatrices de

acuerdo con el iempo deseado de duracién de su efecto. Asimismo, se pueden

uy
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usar neurotoxinas clostridiales con acclén corta y que pueden estar libres de
proteinas complejantes en los casos en que se busque una pardlisis muscular
de duracién relativamente corta.

[0032] La invencion se basa en la inmovilizacién del drea que circunda el
tejido lesionado, como una herida, mediante la pardlisis de los muisculos que
actdan en la zona. Esto se puede lograr inyectando un relajante muscular de
accién pariférica directamente en los misculos corespondientes. El relajante
muscular de accién periférica se elige enfre una neurotoxina natural o
modificada, como una neurotoxina clostridial, que tiene accién corta y que
puede estar libre de protelnas complejantes. Las toxinas botulinicas de tipo E y
de tipo F son realizaciones de esta invencion.

[0033] La presente invencién contempla también el mejoramiento de la
cicatrizacion en la queratitis, en determinadas intervenciones quinirgicas en el
ojo. El cierre de los parpados se puede obtener mediante ptosis inducida
farmacologicamente, lo que se logra mediante la administracién de un relajante
muscular de accidn periférica y local. Este relajante muscular se elige entre
neurotoxinas naturales o modificadas de accion corta, como una neurotoxina
clostridial que tiene accién corta y puede estar libre de protelnas complejantes.
Esta medida sirve para inmovilizar el ojo, favoreciendo asf la cicatrizacién. Las
toxinas botullnicas de tipo E o de tipo F constituyen realizaciones.

[0034] En ofro aspecto de la invencién, se usan toxinas botullnicas de
accion corta que estén libres de protelnas complejantes como herramienta
diagnéstica para localizar |a zona éptima de inyeccion de toxinas botulinicas de
accién mas prolongada que se usardn para tratar diversas condiciones. La

toxina botulinica de tipo E constituye una realizacién.
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[0035] En consecuencia, lo que consideramos comprendide por nuestra
invencién se puede resumir, entre oiras, de la siguiente manera:

{0036] El uso de una neurotoxina de Clostridium, natural o modificada,
para la fabricacién de un medicamento destinado a mejorar la cicatrizacién de
una superficie o de un tajido superficial lesionado de un paciente, donde dicho
medicamento se fabrica para ser adminisirado localmente en dicho tejido
lesionado 0 muy préximo al mismo, asl como el

[0037]uso donde la neurotoxina de Clostridium esté libre de proteinas
complejantes que naturaimentse forman compilejos con las neurotoxinas
clostridiales, asl como el

[0038] uso donde la neurotoxina de Clostridium natural 0 modificada se
caracteriza por tener una eficacia de corta duracién, de aproximadamente 3 a 4
semanas, asf como el

[0038] uso donde la neurotoxina de Clostridium es toxina botulinica tipo
F. asl como el

[0040] uso donde la neurotoxina de Clostridium natural o modificada se
caracteriza por una eficacia de corta duraciéon, de aproximadamente 3 a 10
dias, asf como el

[0041] uso donde la neurotoxina de Clostridium es toxina botulinica tipo
E, asf como el

[0042]uso donde la neurotoxina de Clostridium es una neurctoxina
modificada con una eficacia que dura aproximadamente 1 a 4 semanas, asi
como el

[0043] uso donde dicho tejido lesionado comprende una herida, asl como

46
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[0044] uso donde dicho tejido lesionado comprende tejido comeal y dicho
medicamento se fabrica para ser administrado localmente en el pérpado
adyacente o muy préximo al mismo, y asl como el

[0045] uso para |a fabricacién de un medicamento con dos componentes,
donde el primer componente comprende una neurotoxina de Closfridium que
tiene una eficacia de corta duracién, de aproximadamente 3 a 10 dias, para
usar en la determinacion de la zona 6ptima de administracién, y el segundo
componente comprende una neurotoxina de Closfridium que tiene una eficacia
de accién prolongada, de aproximadamente 12 semanas, para su posterior
administracién terapéutica. Ademds,

[0046] un método para tratar a un paciente que tiene una lesién en una
superficie o tejido superficial, donde dicho método comprende la adminisiracion
local de una neurotoxina de Clostridium natural o modificada en dicho tejido
lesionado o muy préximo al mismo, de modo de mejorar la cicatrizacion de la
lesién, asl como el

[0047]método donde la neurotoxina de Clostridium estd libre de
protelnas complejantes que naturaimente forman complejos con las
neurotoxinas clostridiales, asl como el

[0048] método donde la neurotoxina de Clostridium natural o0 modificada
86 caracteriza por una eficacla de corta duracién, de aproximadamente 3 a 4
semanas, asl como el

{0049] método donde la neurotoxina de Clostridium es toxina botullnica

tipo F, asl como el

WY
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[0050] método donde la neurotoxina de Clostridium natural o modificada
se caracteriza por una eficacia de corta duracién, de aproximadamente 3 a 10
dias, asi como el

[0051] método donde la neurotoxina de Clostridium es toxina botulinica
tipo E, asl como el

[0052] método donde la neurotoxina de Clostridium es una neurotoxina
modificada con una eficacia que dura aproximadamente 1 a 4 semanas, asl
como el

[0053) método donde dicho tejido lesionado comprende una herida, y asl
como el

[0054] método donde dicho tejido lesionado comprende tejido comeal y
dicha neurotoxina de Clostridium se administra en el parpado adyacente o muy
proximo al mismo de modo que el parpado permanece cerrado y se mejora la
cicatrizacion del tejido comeal lesionado. Ademads,

[0055]un método para tratar a un paciente que fiene una condicién
oftalmolégica que requiere el cierre de un parpado para la cicatrizacién de la
condicién oftaimolégica, que comprende la administracién local de una
neurotoxina de Clostridium natural o modificada en el parpado o muy préximo
al mismo de modo que el parpado permanece cerrado y se mejora la
cicatrizacion de la condicién oftalmolégica. Ademas,

[0056] un método para determinar una zona 6ptima para la inyeccién de
una neurotoxina de Clostridium que tiene una eficacia de accién prolongada, de
aproximadamente 12 semanas, que comprende una o mas administraciones
locales iniciales de una neurcotoxina de Clostridium natural o modificada que

tiene una eficacia de corta duracién, de aproximadamente 3 a 10 dlas, con el
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fin de determinar los efectos de la administracién en uno o mas sitios
especificos y optimizar asl el sitio de administracion a usar posteriormente para
dicha neurotoxina de Clostridium que tiene eficacia de duracién prolongada, asl
como el

[0057] método donde la neurotoxina de Clostridium natural o modificada
se caracteriza por una eficacia de accién corta, de aproximadamente 3 a 10
dias, y estd libre de proteinas complejantes que naturaimente forman
complejos con las neurotoxinas clostridiales, y asi como el

[0058] método donde la neurotoxina de Clostridium natural o modificada
es toxina botullnica tipo E. Asimismo,

[0059]un medicamento combinado que comprende un primero y un
segundo componente que se pueden administrar por separado, donde el primer
componente comprende una neurotoxina de Clostridium que tiene una eficacia
de accién corta, de aproximadamente 3 a 10 dias, y el segundo componente
comprende una neurotoxina de Clostridium que tiene una eficacia de accién
prolongada, de aproximadamente 12 semanas, y asl como el

[0060] medicamento combinado que incluye ademas instrucciones para
el uso de dicho primer componente para determinar los efectos de la
administracion a un paciente en uno o més sitios especlficos con el fin de
permitir la seleccién de un sitio éptimo para la posterior administracién de dicho
segundo components.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0081] Como se describi6é en la presente, |a cicatrizacion de una herida

después de una lesién o una intervenciébn quinirgica se ve adversamente

afectada por la tensién en loe bordes de la herida. La presente invencién
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comprende el mejoramiento de la cicatrizacion de heridas y ia prevencién de la
formacién de cicatrices usando neurotoxinas naturales y/o modificadas,
incluyendo neurotoxinas clostridiales, asi como aquellas neurotoxinas libras de
protelnas complejantes. Este aspecto de la invencién se basa en un nuevo
método para inmovilizar la zona alrededor de la herida mediante la pardlisis de
loe misculos que actian sobre la herida. Lo indicado se puede lograr
inyectando un relajante muscular de accién periférica directamente en los
muisculos comespondientes. Sin embargo, los relajantes musculares
convencionales no resultan adecuados por los dos motivos siguientes. Primero,
debido a sus bajo peso molecular tienen una rdpida difusion, alejdndose del
sitio de la inyeccién y provocando asl efectos no deseados en otras paries del
cuerpo. Segundo, su metabolismo local es muy rapido, lo que hace que plierdan
eficacia.

[0062] La toxina botulinica, un relajante muscular de accién periférica,
permanece de manera ventajosa en el sitio de inyeccién durante el tiempo
suficiente para poder ser captada por los nervios, en los cuales se mantiene en
su forma activa durante un perfodo prolongado. Gracias al alto peso molecular
de la toxina, la cantidad que no es captada se aleja lentamente por difusion
desde el sitio de la inyeccién. Debido al grado en que se diluye en la sangre
circulante, no se ven afectados los nervios mas distantes. La toxina se inactiva
rdpidamente por accién de las proteasas del suero. Los diversos serotipos de
toxina botulinica tienen tiempos de accién diferentes. Mientras que los
serotipos A y B bloquean los nervios durante muchas semanas, el serotipo F
mantiene el bloqueo durante 3-4 semanas y el serotipo E durante sélo 3—10
dias. Para obtener un periodo de parilisis breve, hay que inyectar la toxina
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algunos dlas antes de la operacién en uno o varios sitos en tomo al campo
operatorio, de acuerdo con el tamafio del misculo que se busca paralizar.
Segun sea el iempo de pardlisis deseado, se puede seleccionar el serotipo E o
el F. Como la musculatura en el sitio elegido para la operacion ya estd
paralizada en el momento de iniciar el procedimiento, el anestesista necesita
menos cantidad de relajantes musculares de accidén postsindptica. De este
modo se reduce el riesgo de problemas respiratorios ocasionados por la
pardlisis de los mulsculos respiratorios en el postoperatorio. Como la pardlisis
local en el sitio de la operacién se mantiene hasta 4-5 dias después de la
intervencion, durante este tiempo las suturas de la herida no quedan sometidas
a tension adicional. El perfodo de inmovilizacién local debera mantenerse al
maximo, hasta que la herida cicafrice por completo; tipicamente el méximo es
de 1-2 semanas. Si la cicatrizaciéon de la herida se complica, por ejemplo en
una cicatrizacién por segunda intencién, puede estar indicada una paralisis de
mayor duracién. En ofra realizacién, cuando se desea una duracién mas
prolongada de la pardlisis muscular para la cicatrizacién de la herida, se
justifica administrar toxina botullnica del serotipo A o B. La recuperacion de la
funcién del nervio se produce lentamente tras la degradacién de las toxinas en
las células nerviosas y se completa aproximadamente 2 dlas después de la
degradacién proteolitica total de la toxina. No se prevé que la breve
inmovilizacién pueda producir atrofia significativa del masculo.

[0063] En oftra realizacion, las neurotoxinas de Clostridium botulinum de
los serotipos A o0 B, Cy, D, E, F, G que aestan libres de proteinas complejantes,
hemagiutininas y de otras protelnas exégenas se pueden usar ventajosamente

para facilitar la cicatrizacion de la herida y prevenir la formacion de cicafrices.
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Como altemativa a los dos tipos comerciales de complejos de toxina botulinica
tipo A, BOTOX® y DYSPORT®, y también como alternativa a los complejos de
los otros tipos descriptos en el arle previo (B, Cy, D, E, F, G), se ha
desarrollado un nuevo producto farmacéutico que comprende Unicamente
neurotoxina (tipo A, B, Cy, D, E, F o G) libre de protelnas complejantes,
hemagiutininas y de otras proteinas exdgenas. Gracias a su menor masa
molecular, se difunde més rapidamente hacia las células blanco, donde
captada, antes que se acliven las células inmunitarias atraldas por las
hemaglutininas. Los estudios de capacidad antigénica demuesiran que
cualquier tipo de neurotoxina que esté libre de proteinas complejantes no
induce la formacién de anticuerpos, o lo hace en un grado minimo, a diferencia
de los productos comerciales de la de tipo A y de los complejos de los tipos B a
G. En el uso terapéutico de este producto farmacéutico recién desarrollado
(neurotoxina de los tipos A, B, Cy, D, E, F 0 G que esta libre de proteinas
complejantes) no se observa el fracaso de la terapia por formacion de
anticuerpos, incluso con la administracion repetida. También fue posible
demostrar que esta clase de neurotoxinas, por su biodisponibilidad inmediata,
siguen siendo aptas para la terapia de pacientes que ya han desarrollado, tras
la administracion de un complejo de toxina botulinica, p. ej. después del
tratamiento con BOTOX® o DYSPORT®, un titulo de anticuerpos contra el
serotipo comespondiente (los denominados no respondedores secundarios),
vale decir, que ya no son susceptibles de nuevos tratamientos con BOTOX® o
DYSPORT® en razén de que la administracién de las toxinas comerciales ha
dejado de proporcionar un efecto terapéutico.



[0064] Este producto farmacéutico de reciente desarrolio se puede
emplear en forma particularmente ventajosa en pacientes que nunca fueron
tratados con neurotoxina botullnica, o que no la ha recibido durante muchos
afios, ya que desde un principio su titulo de anticuerpos es muy bajo o igual a
cero. La ventaja de su uso resulta entonces de que, en estos pacientes, gracias
al tratamiento con toxina pura, el titulo es igual a cero o, en todo caso,
insignificante. En ofros términos, la composicién terapéutica de reciente
desarrolio se puede administrar durante largos perfodos sin que haya pérdida
de su efecto. También es adecuada para pacientes que tienen titulos positivos
de anticuerpos contra una toxina botulinica.

[0065]De este modo, la induccién de la produccién de anticuerpos
durante la terapia con una neurotoxina de Clostridium botulinum se previene
mediante la administracién de una neurotoxina libre de protelnas complejantes
en lugar de los compiejos de toxina de alto peso molecular. La neurotoxina que
fue completamente separada de las protelnas que forman el complejo tiene
biodisponibilidad inmediata y se puede unirse directamente a las terminaciones
nerviosas de las placas neuromusculares.

[0086] En las queratitis y en ciertas intervenciones quinirgicas del ojo, se
mantiene el ojo cerrado mediante un vendaje oclusivo o suturando entre el
péarpado superior con el inferior. Esta medida sirve para inmovilizar el ojo,
favoreciendo asl la cicatrizacién. El control diario del proceso de cicatrizacion
se puede hacer en el momento de cambiar el vendaje. En cambio, no es
posible examinar la superficie del ojo cuando los pérpados estan suturados
entre sl. El cierre de los parpados también se puede obtener mediante ptosis

inducida farmacolégicamente, a través de la inyeccién de un relajante muscular

7
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de accidn periférica y local. De acuerdo con el tiempo que se desee mantener
el ciemre, se inyecta toxina botullnica E o F en el musculo elevador del parpado
superior. La ventaja de este procedimiento es evidente. El ojo queda accesible
para su examen, de modo que resulta posible controlar el proceso de
cicatrizacién y tomar cualquier medida que resulte necesaria sin esirés para el
paciente. La ptosis transitoria es reversible, del mismo modo que las pardlisis
descriptas anteriormente.

[0087] Como ya se describié en detalle mas arriba, la toxina botullnica de
serotipos A y B se usa en la distonfa o la espasticidad de diferentes origenes.
Cuando el trastorno tiene un cardcter complejo o cuando los sintomas
responden a varios grupos musculares involucrados, a menudo no se puede
determinar facilmente cuidl es el misculo que commesponde paralizar para
proporcionar el maximo alivio al paciente. Las inyecciones de prueba de los
serotipos A 0 B causarian mayor estrés al paciente si se aplicaran en el
musculo incomrecto. Para localizar la zona éptima para la posterior inyeccién
terapéutica con una toxina de eficacia de duracién prolongada, se puede
realizar una prueba usando una toxina de accion corta. La toxina botullnica E
es adecuada para esta clase de prueba diagndstica. El paciente puede
experimentar los cambios esperados antes de recibir el tratamiento completo.
Como esta accién dura sélo unos pocos dias, el paciente puede percibir cuéles
serdn los efectos que obtendré posteriormente a partir del tratamiento con una
toxina de accién prolongada. En caso de que la inyeccidn no resultara la
optima, el efecto molesio durard sélo un corto tiempo y podré aplicarse otra
inyeccién para probar el efecto sobre otro misculo.

EJEMPLOS

A
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Ejemplo 1

Mejoramiento de la cicafrizacién de heridas mediante la inyeccién de
toxina botulinica en humanos

[0068] Un paciente es sometido a cirugia de excision de la cicatriz para
revision. La cicatriz se encuentra localizada en el abdomen. La cicatriz es el
resultado de un traumatismo que fue cerrado en su momento en un centro de
atencion terciaria.

[0069] Se coloca al paciente an dectbito y se inyectan localmente 5 mi
de lidocalna al 0,5% con 1:200.000 de adrenalina. Se hace la excisién de la
cicatriz y se controla la hemoiragia con electrocauterio monopolar. Se inyecta
toxina botullnica A, que estd libre de protelnas complejantes (10 unidades), en
la periferia de la herida y en direccion distal a los bordes. La herida fue cerrada
usando vicryl 6-0 para las suturas profundas y nylon 8-0 para las superficiales.

[0070] Aproximadamente 24 horas después de la cirugla, el paciente
desarrolla marcada pardlisis de los misculos inyectados y perdi6 la capacidad
de mover la piel en una zona de aproximadamente 4 centimetros de didmetro
alrededor de la excisiéon. La herida cicafriza bien en el periodo postoperatorio
temprano. Se puede ver que hay disminucién del movimiento y la tensién en los
bordes de la herida. La herida del paciente cierra sin complicaciones. En
comparacién con la cicatriz previa a la operacién, el aspecto cosmético de la
cicatriz resultante a los 12 meses de la intervencién es excelente y superior al
de la cicatriz inicial.

Ejempio 2
Ptosis inducida por toxina botullnica para promover la cicatrizacién
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[0071] Un paciente presenta queratitis o es sometido a una intervencién
quirirgica del ojo.

[0072] Se inyecta toxina botulinica tipo E o F que esta libre de proteinas
complejantes en el misculo elevador del parpado superior para provocar una
ptosis fldccida en el parpado superior y suministrar una proteccion segura y
oficaz de la cdmea. Se examina el ojo para confrolar el proceso de
cicatrizacion. Se repiten las inyecciones hasta la curacién de la enfermedad o
condicién de base.

OTRAS REALIZACIONES

[0073]Queda entendido que, si bien la invencibn se describi6
conjuntamente con su descripcién detallada, la descripcién precedente tiene
solamente fines ilustrativos y no limita el alcance de la invencién, el cual queda
definido por el alcance de las reivindicaciones adjuntas. Oftros aspectos,
ventajas y modificaciones estin dentro del alcance de las siguientes

reivindicaciones.

Sb
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REIVINDICACIONES

Se reivindica lo siguiente:

1. El uso de una neurctoxina de Clostridium, natural o modificada, para
la fabricacién de un medicamenté destinado a mejorar la cicatrizacién de una
superficie 0 de un tejido superficial lesionado de un paciente, en el cual dicho
medicamento se fabrica para ser administrado locaimente en dicho tejido
lesionado o muy préximo al mismo.

2. El uso reivindicado en la reivindicacién 1, en el cual la neurotoxina de
Clostridium esta libre de protelnas complejantes que naturaimente forman
complejos con las neurotoxinas clostridiales.

3. El uso reivindicado en la reivindicacién 1 o en la reivindicacion 2, en
el cual la neurotoxina de Clostridium natural 0 modificada se caracteriza por
una eficacia de corta duracioén, de aproximadamente 3 a 4 semanas.

4. El uso reivindicado en la reivindicacion 3 en el cual la neurotoxina de
Clostridium es toxina botullnica tipo F.

5. El uso reivindicado en la reivindicacién 1 o en la reivindicacién 2, en
el cual la neurotoxina de Clostridium natural o modificada se caracteriza por
una eficacia de corta duracién, de aproximadamente 3 a 10 dfas.

8. El uso reivindicado en la reivindicacién 5, en el cual la neurotoxina de
Clostridium es toxina botulinica tipo E.

7. El uso reivindicado en la reivindicacion 1 o en la reivindicacion 2, en
el cual la neurotoxina de Clostridium ee una neurotoxina modificada con una
eficacia que dura aproximadamente de 1 a 4 semanas.

8. El uso reivindicado en cualquiera de las reivindicaciones 1a 7, enel

cual dicho tejido lesionado comprende una herida.
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9. El uso reivindicado en cualquiera de ias reivindicaciones 1 a 6, en el
cual dicho tejido lesionado comprende tejido comeal y dicho medicamento se
fabrica para ser administrado locaimente en el parpado adyacente o muy
préximo al mismo.

10. El uso reivindicado en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el
cual se fabrica un medicamento con dos componentes, donde el primer
componente comprende una neurotoxina de Clostridium que tiene una eficacia
de corta duracién, de aproximadamente 3 a 10 dias para usar en Ila
determinacién de la zona dptima de administracién, y el segundo componente
comprende una neurotoxina de Clostridium que tiene una eficacia de accién
prolongada, de aproximadamente 12 semanas, para Su posterior
administracién terapéutica.

11. Un método para tratar a un paciente que tiene una lesion en una
superficie o tejido superficial, en el cual dicho método comprende la
administracién local de una neurotoxina de Clostridium natural o0 modificada en
dicho tejido lesionado o muy pr6ximo al mismo, de modo de mejorar la
cicafrizacion de la lesion.

12.El método de la reivindicacién 11, en el cual la neurotoxina de
Clostridium estd libre de protelnas complejantes que naturalmente forman
complejos con las neurotoxinas clostridiales.

13. El método de la reivindicacion 11 o la reivindicacién 12, en el cual la
neurctoxina de Clostridium natural 0 modificada se caracteriza por una eficacia
de corta duracién, de aproximadamente 3 a 4 semanas.

14.El método de la reivindicacién 13, en el cual la neurotoxina de
Clostridium es toxina botullnica tipo F.
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15. El método de la reivindicacion 11 o la reivindicacién 12, en el cual la
neurotoxina de Clostridium natural o0 modificada se caracteriza por una eficacia
de corta duracién, de aproximadamente 3 a 10 dlas.

16. El método de la reivindicacion 15, en el cual la neurotoxina de
Clostridium es toxina botulinica tipo E.

17. El método de la reivindicacién 11 o la reivindicacién 12, en el cual la
neurotoxina de Clostridium es una neurotoxina modificada con una eficacia que
dura aproximadamente de 1 a 4 semanas.

18. El método de cualquiera de las reivindicaciones 11 a 17, en el cual
dicho tejido lesionado comprende una herida.

19. El método de cualquiera de las reivindicaciones 11 a 16, en el cual
dicho tejido lesionado comprende tejido comeal y dicha neurctoxina de
Clostridium se administra en el parpado adyacente o muy préximo al mismo de
modo que el parpado permanece cerrado y 8e mejora la cicatrizacién del tejido
comeal lesionado.

20.Un método para determinar una zona 6ptima para la inyecciéon de
una neurotoxina de Clostridium que tiene una eficacia de accién prolongada, de
aproximadamente 12 semanas, que comprende una o més adminisiracicnes
locales iniciales de una neurotoxina de Clostridium natural o modificada que
tiene una eficacia de corta duracién, de aproximadamente 3 a 10 dias, con el
fin de determinar los efectos de la administracién en uno o més sitios
especificos y optimizar asl el sitio de administracién a usar posteriormente para
dicha neurotoxina de Clostridium que tiene eficacia de duracién prolongada.

21.El! método de la reivindicacién 20, en el cual la neurctoxina de

Clostridium natural o modificada se caracteriza por una eficacia de corta
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duracion, de aproximedamente 3 a 10 dias y estd libre de protelnas
complejantes que naturalimente forman complejos con las neurotoxinas
clostridiales.

22.El método de la reivindicaciéon 20 o la reivindicacion 21, en el cual la
neurctoxina de Clostridium natural o modificada es toxina botullnica tipo E.

23.Un medicamento combinado que comprende un primero y un
segundo componente que se pueden administrar por separado, en el cual el
primer componente comprende una neurotoxina de Clostridium que tiene una
eficacla de corta duracién, de aproximadamente 3 a 10 dias y el segundo
componente comprende una neurctoxina de Clostridium que tiene una eficacia
de accién prolongada, de aproximadamente 12 samanas,.

24. Un medicamento combinado como el reivindicado en la reivindicacién
23, que incluye ademas instrucciones para el uso de dicho primer componente
para determinar los efectos de la administracién a un paciente en uno o mas
sitios especificos con el fin de permitir la seleccién de un sitio 6ptimo para la
posterior administracién de dicho segundo componente.
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RESUMEN

Se usan neurotoxinas de Clostridium naturales y/o modificadas,
incluyendo aquellas neurotoxinas libres de protelnas complejantes que
naturalmente forman complejos con las neurotoxinas clostridiales, para mejorar
la cicatrizacién de una superficie o tejido superficial lesionado de un paciente
mediante la administracién local en el tejido lesionado o muy préximo al mismo.
Dichas neurotoxinas se pueden emplear ventajosamente en la cicatrizacion de
heridas y la prevencién de formacion de cicatrices y encuentran aplicacion en el
campo de la oftaimologla, p. ej., en el tratamiento del tejido lesionado de la
comea, por ejemplo mediante el clerre del ojo inflamado. Otra realizacion
Incluye el uso diagnéstico para evaluar la administracion eficaz de la toxina y

medicamentos para emplear en dicho uso.
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MERZ PHARMA GMBH & CO. KGAA

1. This opinion containa indications relating to the following kems:

Bl BoxNo.|  Basis of the oplnion

B BoxNo.ll Priority

B BoxNo.lll Non-astablishment of apinion with regard 1o novelty, inventive step and Industrial applicebiitty

D) Box No.IV  Lack of unlty of invention

B BoxNo.V Humddlhmnturﬂurﬂuhﬂﬂli(n)(l}!ﬂ!mlrdbmﬂy inventive step or industrial
applicablity; citations and explanations supporting such state

B Bax No.VI Cerialn documents ciisd

[J Box No.VIl Carialn defacis In the intemational application

O Box No.Vill Cerimin observaiions on the international application

2. FURTHER ACTION

HndnmuﬂbrlmmlthﬂprdlmlmumlmthnIlmdo.mhnphlnnwlluunllyh-munndbh-n
writtan opinion of tha Intsmationai Preliminary Examining ("IPEA"). However, thia does not apply where

the applicant chooses an Authority other than this one to be the | EA and the chosen IPEA has notited the

Intsmational Bureau under Rule &6.1bis{b) that written opinions of this Imemational Searching Authority

will not be so considered.

H this opinion Is, a8 provided above, conskiered to be & written opinion of the IPEA, the applicant Is vited to
submi 1o the IPEA a written reply together, where appropriats, with amendments, before the expiration of three

months from the date of malling of Form PCTASAZ20 or before the expimtion of 22 monihs from the priorily date,
whichever explres later.

For further optlons, see Form PCTASARZ20.
3.  Forfurther detalls, sea notes o Form PCTASAZZ20,

Name mnd maling sddress of e ISA: Authortzad Officer
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) ) —&k

WRITTEN OPINION OF THE intemational application No. q
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTA382005003728

Box No.! Basis of the opinion

. With regand to the language, this opinion has been estabiished on the basis of the intemational appiication in
the language m which & was flled, uniees otherwice indicated under this Rem.

O This opinion has been estabiished on the basia of a transiation from the original language into the following
language , which is the language of a transiation furnished for the purposes of intsmational search
(under Rules 12.3 and 23.1(b)).

. With regard io nucleotide andor amino acld sequence disciosed in the intemational application and
mwhﬂ%ﬂdm.mmhnmmonmwbﬂ: e

a type of material:
[1 asequence listing
O table(s) related to the secquence listing
b. format of material:
0 in writen format
O in computer readabis form
c. time of fingfumighing:
O contained in the intemational appiication as filed.
O filed together with the international application in computer readabie form.
O fumished subsaquently to this Authorily for the purpoees of search.
51 hua Boon flad or amiahad, (o requireg etamments e twe orrastion 116 SuEmequet of SAIRGnEl
coples is identical to that in the application as fled or doea not go beyond the application as filed, as
appropriate, were fumnished.
. Additional comments:

Box No.ll Priority

. B The validRy of the priority claim has not been considered because the Intemational Searching Authority
doesnotmhvavahhmhnnwwdﬂneaﬂbrq:ﬂbuﬂonwlmmrﬁyhuhundmmedu.mm
required, a translation of that eariier application. This opinion has nevertheless been estabiished on the
aaaulrmnmatmemlavnntdata(mbaﬂbBJand‘MJ)bmemImedpﬂoﬂtydm.

. This has been established as If no priority had been claimed due to the fact that the priority claim
O has mmumn invalid (Rules 43big.1 and 64.1). Thus for the purposes of this opinion, the intemational
filing date Indicated above is considered o be the relevant date.

. Additional absarvations, if necessary:
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WRITTEN OPINION OF THE intemational application No.
INTERNATI NAL SEARCHING AUTH RITY PCTAaB2005003728

Box No. Bl Non-ostabRshment of lon with d to In
aepiicebility opinion with rega novelty, inventive step and Industrial

The questions whether the claimed invention appears 10 be novel, 10 involve an invertive step (to be non
obvious), or to be industrially applicable have not been axamined in respect of:

O the entire intemational application,

8 claims Nos. 11-22 (for reasons of industrial epplicabiity)

because:

the sald international appiication, or the saii claime Nas. 11-22 {for reasons of industrial applicablity)

W%@MMMrMWMMuM&MMWWumIM

O the description, claims or drawings (indicate pariiciiar elements below) or said ciaims Nos.
unclear mutnomanhgul ophﬁ'ngwld be formed (apeclly): or * e

O the claime, or said clakns Nos. are so inadequaiely supported by the description that no meaningiul opinion
could be formed.

B no international search report has been established for the whole application or for said claims Nos.

O the nuclectide andir amino acid sequence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that:

the written form 3 has not been fumished

00 does not comply with the standard
the computer readable form O has not been fumished

O does not comply with the standard

O the tables reisied to the nucleotide andbr amino acid saquencs listing, If In computer readable form only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Insiructions.

[0 GSee separate eheet for further details
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WRITTEN OPINION OF THE
INTERNAT! NAL SEARCHING AUTHORITY

Intamational application No.
PCTAGB2005003728

%

Box No.V FRessonad statsment umder Rule 43bis.1{a)(l) with regard to novelly, inventive step or
industrial applicablility; citations and sxplanations supporting such statement

1. Statement
Novelly (N) Yes: Claims
No: Clams
inventive stap (I18) Yos: Claime
No: Claims
Industrial applicability (1A) Yes: Claime
No: Claims

2. Chations and expianations
seo separate sheet

29, 12-24
1,11

20-22
1-19, 23, 24

1-10,23, 24

Bax No. V1 Certain documents clied

1. Certain published documents (Rules 43bis.1 and 70.10)

and /or
2. Non-written disclosures (Rules 43bis.1 and 70.9)
o00 form 210
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WRITTEN OPINI N OF THE Internations epplication
INTERNATIONAL SEARCHING o
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/GB2005/003728
Be ttem il

Non-establishment of opinion with regard to noveity, inventive step and industrial
applicabliity .

Claims 11-22 relate to subject matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated with respect
to the industrial applicability of the subject matter of these claims (Article 34(4)(a)(i) PCT)

Ba ltem V
Reasoned statement with regard to noveity, Inventive step or Industrial applicablitty;
citations and explanations supporting such statement

For the assessment of the present claims 11-22 on the question whether they are

industrially applicable, no unified criteria exist within the PCT Contracling States. The

patentabiiity can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for .
example, does not recognise as industrially applicable the subject matter of claims to the '
use of a compound in medical ireatment, but may allow, however, the use of such a
compound for the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

Chted Documents

Reference is made to the following documents:

D1: US-B1-6 447 787 (GASSNER HOLGER G ET AL) 10 September 2002 (2002-08-10)

D2: US 2003/036502 A1 (GASSNER HOLGER G ET AL) 20 February 2003 (2003-02-20)

D3: EP-A-0 845 267 (BINDER, WILLIAM J) 3 June 1998 (1998-06-03)

D4: WO 00/74703 A (BIOTECON GESELLSCHAFT FUER BIOTECHNOLOGISCHE
ENTWI; BIGALKE, HANS; FRE) 14 December 2000 (2000-12-14)

Article 33(2) PCT
The subject matter of claims 1 and 11 is not new in the sense of Article 33(2) PCT.

D1 discloses the use of a natural, complexed clostridial neurotoxin (BOTOX™, Type A
toxin) for the enhancement of wound healing (cf column 1, fines 9-28; examples; claims).
The toxin is delivered locally at the site of the leslons and administration thereof leads to
the enhancement of healing of the injury. As a consequence, the subject matter of claims 1
and 11 are not new (Article 33(2) PCT).

Form PCTASA/237 (Sepantie Shewt) (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/GB2005/003728

D2 discloses the use of a natural, complexed clostridial neurotoxin (BOTOX™, Type A
toxin) for the enhancement of wound healing, either alone or in combination with fidocaine
(cf paragraphs 7-9; exampies; claims). The toxin is defivered locally at the site of the
lesions and administration thereof leads to the enhancement of heallng of the injury. As a
consequence, the subject matter of claims 1 and 11 are not new (Article 33(2) PCT).

D3 discloses the use of natural, complexed Botufinium Toxin A as a medicament for

the therapy of cutaneous disorders involving cell profiferation such as eczema and
psoriasis. The toxin is delivered locally at the site of the leslons and administration thereof
leads to the enhancement of healing of the injury (cf page 3, lines 29-56; page 5, lines 11-
32; examples; claims). As a consaquence, the subject matier of claims 1 and 11 are not
new (Aricle 33(2) PCT).

The subject matter of claims 2-10 and 12-24 are new with regard to D1-D3 (Article 33(2)
PCT).

Article 33(3) PCT
For claim 2, the closest prior art is considered 1o be D1, this document is described above.

The difference between the subject matter of claim 2 and that of D1 is that the neurotoxin
used in claim 2 is free of complexing proteins.

The effact of the difference is that the toxin preparation is able to penetrate tissue more
efficiently and less antigenic, thereby rendering it more amenable for repeated
administration without loss of effect.

The problem to be solved may therefore be considered as providing an alternate
botulinium toxin for use in the preparation of a medicament for the enhancement of wound

healing.

The subject matter of claim 2 solves this problem but cannot be considered Inventive given
the disclosure of D4 which shows that unclomplexed botulinium toxing are viable
candidates for use in therapy. D4 teaches that such uncomplexed molecules are less
immunogenic and are particularly useful for repeated administration even in patient who

Form PCTASAEY? (Separte Sheef) (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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are seropositive as a result of previous exposure to complexed botulinium toxin, The
botulinium toxins A, B, C, D, E, F and G may all be produced in uncomplexed forms
according to D4 and be used in therapy. D4 also teaches that these various toxins may be
administered to a patient in a mixture (cf page 1, lines 8-17; page 2, lines 11-26; page 5,
lines 1-26; examples; ciaims). The skilled person would, therafore, view the toxin
molecules of D4 as being viable alternatives for use in the therapy of wound healing and
as a result, the subject matter of claim 2 cannot be considered to be inventive. The subject
matter of claims 3-10, 12-19, 23 and 24 also do not contain subject matter which is
considered inventive in light of a combination of the documents D1 and D4 (Article 33(3)
PCT).

Claims 20-22 contain subject matter which is considered inventive (Article 33(3) PCT)
The closest prior art is D1, which is described above.

The difference between the subject matter of claim 20 and D1 is that the method of claim
20 involves the administration of a botulinium toxin of short effect to determine the optimal
area for subsequent injection with a toxin with a long lasting effect.

The effect of the difference is that wound healing may be more efficiently and empirically
attained in a patient.

The problem to be solved may therefore be considered as being to devise a method of
enhancing wound healing which takes advantage of the differing activities of botulimium
toxins.

The subject matter of claim 20 solves this problem nd is considered inventive since the
skilled person would not be prompted by the prior art to arrive at such a method either by
one document or by a combination of documents. None of the cited art teach in the
d'irech'on of this solution and hence, the skilled person could not anive at the subject matter
of claim 20 without the exercise of Inventive sklil. Claim 20 is therefore considered
Inventive, as are claims 21 and 22 (Aricle 33(3) PCT.

Form PCTNSA/237 (Separsie Shewt) (Sheet 3) (EPO-January 2004)
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Baltem VI
Certain documents clted

Rule 70.10 PCT

The following document falls within the meaning of Rule 70.10 PCT. lts content is
considered as relevant for the present claims. it should be mentioned that the validity of its
claimed priority and that of the present application has not been checked.

Application No Publiontion date Flling dute Priority cute (walkd claim)
Paint No daymonth/yesr) (dayimontivyesr) (day/monitiviean)
WO2005/056050 23.06.2005 08.12.2004 09.12.2003

Form PCTASA/2ST (Separuis Sheet) (Shest 4) (EPO-Janvary 2004)
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BoxNe. ¥V DESIGNATIONS
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Clarke, Modet & C©

COLOMBIA

Carrgrs 11 o 93-43, OL 404 Bogeek Colombia Tek (37 1) 6330813 Fax: (37 ) ©330824-Emeibeleviorroodes@ciarkemadet com co

PODER
Yo {nosotros), sbajo firmanta(s)

e mi {nuestro) caricter de representante(y) legales do
una sociedad organizads y existente de acuerdo can les leyes de

yenactual cumplimiento de su objeto soclal, con domicilio en

&

porel presente instrumanto conltero (conferimos) poder especia! 2 fover
. da DIIA MARIA RODRIJUEZ D'ALEMAN, con Céiduls de
i Cindadanis No. 41.634.351 do Bogodd, y tp. 20824 y CLAUDIA
LUCIA CARO RAMIREY, con Ciduls de Ciudadania No. 40.017.374
do Tunjn, y [ 36448, con domicllio en Colombis, pars qua
actuando en s orden = nogubre del (de Is) otoegacts le (1) representon
xnie cualquier entidad, mnerided yo persons, especiaiments ante tas del
» onden Administrative, Costencicsn Administtive, Judicial, Trilumies

dﬁwmﬁomnhhm«:hnhw-hlw
Sauxtion;

nombres y enseftas comarviales y denominacions de oripen; asl como
M renovaciones, prirogas, tamaferenciss, cambics de pombre We
domicilio, contraton y Scancias.

7) Bolicltar, tamitar, abtener yfo registr derechos do auior, en
cuslquiern de sus presentaciones esl como [a protecclén de secretos
industrigles y knowhow. - .
3} Splicitar, tamitsr, obtencr Wo registrar registros sanitarios, permisos
wo Jicencias do funclonamiento; asl como sus renovaciones o prémogas,
transforencing, cambios do ntimlir y/o domicille, contrstos y licancias.

&, recibir y tomar posmidn do 1a cosa objeto do litigio ¥
Bdistis a derechos concedidos o en cvse de concesidn,
i el del proceso.

SIS 1n dgencin oficioss. :

B} 'A% mismo facultn (facuhemos) s los mencianedos spoderadas pam
recibir notlficaciones y designar apodersdos judiclales o oxtrajudiciales,
susthtuir ¢ prosete poder y revocar Ias natitociones que hicieren.

)
Dado y firnadoen ., _ |

ks din do

pan: conciliar, eancelar, translgir, comprometer e .

POWER OF ATTORNEY

1 (we), the undersigned
Chrristian PERTSCHY

Jegal reprosentative(s) of :
MERZ PHARMA GMBH & CO. XGAA

an organization existing under the laws of
Germuny

and in present execution of lis business attivity, damiciled st
Eckenheimer Landstrasse 100

D-6031B Frankfurt Main

Germany

dn hereby gnt POWER OF ATTORNEY to DILIA MARIA RODRIGUEZ
DFALEMAN, identlification card No. 41.654.882 of Bogoth, and tp. 20824
and CLAUDIA LUCIA CARO RAMIREZ, tp. 16448, identification card No.
40,017.374 of Tungn, residing in Bogotl, Colambis, to act in the order of thelr
sppolntment in behalf of gramtor' befere ary entity, suthority and/or nateral or
LA Administative. Adminigrative-
Contentions, Judiclal, arbitration emnty, sndfor any other, jo all mattern
i the fhllows

1) To spply, protesa, obtain and/or reginer any of the madalities of Iadustrial
Prn.p_ny. such s Puients of lovetiom, Utility Modols Designs, plant

domicile, agreements and Iicenses.
Z)Tnmly.mohiuuﬂu'tq‘-uwpyﬂ.hoflwkiuduwdlu
protection.of inchornca) sccrems ar know-how.

emﬁil‘utu.nnnd.uﬂn.mhﬁtwuﬁnﬁmwiﬂﬁwﬂurnlw_lﬂ
nhpudnoﬁhﬁipﬂnuhﬂoﬂauﬂuiw-mehnﬂm
granted or lo. process of grnting, sdmit 1the fcta of the casa.

this and to revoks such sstisutions.
anmdud-lw-':hnmo-m:



Nummer 191 der Urkundenrolle fiir das Jahr 2004

Umstehende, vor mir geleistete Namensunterschrift des mir von Person bekannten Herm

Dr. Christian Pertschy, dienstansiissig Eckenheimer Landstrafe 100-104, 60318 Frankfurt am
Main, beglaubige ich hiermit, nachdem ich mich auf Ersuchen in die Geschiifisriume der
Merz Pharma GmbH & Co. KGaA begeben hatte. Der Unterzeichnende wurde vor Unter-
schriftsleistung von mir nach einer Vorbefassung i.S. von § 3 [ Nr. 7 BeurkG befragt. Dies
wurde von ihm verneint.

Frankfurt am Main, den 17. Juni 2004

o & -
otar

Kostetirechnung
. Wert: € 5.000,00

Gebohr §§ 32, 45 KostO %4 10,50 €

Gebohr § 58 KostO 10,50€

Geblhr §§ 137, 152 KostO 0.55€

21,55 €

16 % Mwst, J45€

25,00 €

b -
APOSTILLE

(Convention de Ia Haye du 5 octobre 1861)
1. Land: Bundasrepublik Dsutschland '

$ Tha R lll".ﬂ.l.l o1t "Dlese dffentliche Urkunds
%\@ 2 - . ist unterachrieben von —
SN | in selner Elgenschafl ais amilich beelefiter Nota |
% 2 2WMAR 2007 1:4. sla ist versshen mi dem Siegel/tampel des(dan __?Bf.!_ _
'.I:M ok ﬂ“'ﬂ 1 S dat G 3‘ )
e o !‘-"":‘:“..'.. 4 Bestitigt .ot 30 ..
T\‘#" ,':"e: * 7 I's. in FrankfurtiMein 6.am_"_:

7. durch den Herm Prés n des Landgerichts
8.unter Nr. 91 Ea A
@. Siapel/Stampel




CERTIFICADO NOTARIAL
. {Cuando ¢] sollcitante &z SOCIEDAD)
! {Puderes clorgades e El Salvader, Estadns Unidos, Mixice y Vanezsels)

Alos dins del oz de de
» ¢ Notario gue suseribo DA FE do ques

(nomibure de Ls permors que firma ¢ poder)
mayor de cdad y domicllndo

firmé do su pulio

¥ letra ¢l documento que anteeede.
2. Conoce nl (s In) otorgante y que cute {s) cytd legalmente caparitndn
para ¢l otorgamicnto.
3. Bl otorgante ba firmado ol roftrido documenio en su canicter

de _
de 1a persona jurldica

4, La citnda persona juridiea coa sede en

esth  legalmenin
conatituida, que tiene achmimento
existemcin logal ¥y que el acto pam el Gl seba owvpado exto
poder esti comprendido entre los quo constituyen su objeto social.
5. El olorjante tiens efectivaments la representacién que ostenta, que
esta 3 legitiom y quoestl facuhado para otnrgar exte poder.
6. lan anterinres eertificacionss de Jos puntos 3, 4 y 5, mo constan  ponque
be tenido a 1a vista los docurnentos suténticos.

-
——

i Notario Piblico

NOTA: A continuacidn do lo snterior, e Cénsul de Colombia debe
sutenticar In firma def Notarlo Piiblico.

CERTIFICADD NOTARIAL (Cusado o wolicitante s
INDIVIDUO)

Alos dian del mes do de
» el Notario que nucribe DA FE de que:

(nombre de b persons que firma &l poder)
mayor de edad y domnicilindo en

firmd en su presencia
¢l documento que amecede, conoce al ciorgante y que csic ek
legalments esparitado pars ¢l otorgamisnto,

Wofllos demis pabses o Sefior Céneul da Colombls o ante
ahdrve, debe expedir uan certificaciin dajande constandla
eia legal de la socedad, 2) de que esin ejerce
ohjets social, y 3) de que In persona o personas que
'hoder estia feculindny parn haterlo, dejando

mismo de que tuve s In vists lns prushas que screditsn

ON POR EL CONSUL DE COLOMBIA

RN

NOTARIAL CERTIFICATE
( When the spplicant s s CORPORATION)
(Powens of attomney granted in: Bl Salvador, Mexicn, U.S.A. md Veneruels)
Thia dayof .
the undonsigned Notary CERTTFIES that
1. b
(name of the persen who signs the power

Ty

2. The gramtor in to him pemonally known and that be/she has logal capacity 10
exceuto the document.
). The grantor has excouied the forcgoing document In his copacity

domniciled
szt hls hand on

which 1he power of sttomey is panted are within the scope of ils carporan

purposcs.
5. The gracgor has in f act

representation s legal and
of sftomey.
6. 1 bave based 1he above 3, 4 and 5, on the anthentic
which fbr such purpose ited to ma.
b—
/ Notary Pablic

NOTA: Then the Colombian Consul must legalize the signamre o
Public.

NOTARIAL CERTIFICATE ( When the appliesnt b
INDIVIDUALS)

On this duy of
the undenigned Notary CERTIFIES that;

(name of tho persen who sigos the Power of Atomey)

of legal age and domiciied nt

signed in hbis presence the fheegoing
document, ﬂsmilbhhpunﬂyhnnuﬂﬂmhﬂuhﬂqﬂ
capacity 1o executs the document.

Nofary Publie
NOTA: Then the Colombinn Consul must legalize the signature of the Notsry
Public.

For all other countries ths Colombian Consul or befors who It Is granted
must lasue » certifiention siating 1) the legal sxistence of the corporation,
1) that the corporsts parposss are aciually belng accamplished , J) that
the person or persons who grant this Pewer of Attorney are

o do IL The Consul will esrtlfy also that the documents evidencloy those
elrcumsisnces were exhibited to him.

LEGALIZATION BY THE COLOMBIAN CONSUL OR BY
APOSTILLE.
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TRADUCCION OFICIAL No. 10418 4
de un documento escrito en Alemén, efectuada por Luz Arriaga de Herber,
resolucién del Ministerio de Justicia 599 del 6 de marzo 1978.-

Traduccion de la legalizacibn de la firma del sefior Christian Pertschy,
representante legal de MERZ PHARMA GMBH & CO.KGaA, y de la apostilla en
alemdn que se encuentran a continuacién de un documento de poder conferido a
DILIA MARIA RODRIGUEZ D’'ALEMAN, tpa 20824 y a CLAUDIA LUCIA CARO
RAMIREZ, tpa 36448, domiciliadas en Bogotd, Colombia.

191 fi

‘ Certlifico la autenticidad de la firma antecedente puesta ante mi por el seilor
Christian PERTSCHY, con domicilio comercial en Eckenheimer Landstrape 100-
104, 69318 Frankfurt am Main, iuego de haberme trasladado por solicitud & las
oficinas de la Merz Pharma GmbH & Co. KGaA. El mencionado seftor fue instruido
antes de firmar el documento con respecto a una actuacién previa en el sentido
del Art 31 | numeral 7 do la Ley de Legalizaciones, a lo cual respondié
negativamente.

Frankfurt am Main, 17 de junio 2004.
Fdo.: firma ilegible
Notario
(Sello redondo en tinta) Gerhard Haase - notario de Frankfurt

5.000,00
2elplios Arl, 32, 45 KostO % 10,50 €
EomReros Art. 58 KostO 10,50 €

fos Art. 137, 152 KostO _055€
. 21565€
345€
25,00
Fdo.: fimma ilegible
Notarlo

A DE HERBER
%u:n A'?lﬂ'!l!l_lj_i?:clll.

‘.-d'

Resolucién No.5u9 Minjustiola




L7
(Sello redondo en tinta)
Gerhard Haase - notario de Frankfurt
APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 16681)

1. Pals: Repiblica Federal de Alemania

Este documento plblico
2. Ha sido firmado por Haase .
3. Actuando en calidad de notario oficial o T
4. Lieva el sello del notario e po o=

Certificado Eg_'; @ _-:3:

5. an Frankfurt/Main 8. el 17 de junio 20043;_ = .‘E;
7. por el Presidente del Tribunal Regional B or
8 bajo el No. 91 Ea A 4430
9. Sello 10. Firma
El Presidente del Tribunal Fdo.: ilegible
Regional de Frankfurt am Main Schitz o
—————— - et e e e e - ------------------..a---- i

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual se deja copia en Iou"amhhos de '
estas oficinas para su confrontacién.

ST

-

hihel!

..
[

Bogotﬁ 5 de octubre 2004

wz AIIHIAGA GC Hirgen
‘Jy B u-.nrneve ORCIAL

casiveldn No.Zui Lihjuaticia
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DE INDUSTRIA Y COMERTGO

Wmm
- 37-026603- -00000-0000
F::qic?ozm-zg "11%4{?0 Deg. 2020 NUECREACIONES
2. 11 PAT
Ev?an Fp.seugrcmu - ay s
Act 411 PRESEN InsudpnsmmNTENDmE N“c’ llA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT
PATENTE DE INVENCION _ [] MODELO DE UTILIDAD [ ]
¢ Indicacién de que se solicita la concesién de una patente []
¢ Datos de identificécién del solicitante o de la persona que presenta la solicltud [ ]
¢ Descripcion de la invencién []
@ Dibujos de ser estos pertinentes []
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas []
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

DISERO INDUSTRIAL " [ ]

¢ Indicaclén de que se solicita sl ragistro de Disefio Industrial [ ]

¢ Datos de identificacion del sollclltoagh\e o de la persona que presenta la solicitud [ ]

¢ Representacidn gréfica y fotografica del Disefio Industrial 0 muestra del [ ]
material que Incorpora el disefio

¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [}

COMPLETA { ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

4 Indicaci6n de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado

¢ Datos de identificacién det solicitants o de la persona que presenta la solicitud
€ Ropresentacitn grafica del esquema trazado

4 Comprobante de pago de las tasas establecidas

COMPLETA [ ] INCOMPLETA

]
]
]
]
]

Firma Responsable

Fecha Carrera 13 No. 27-00 Pigo 5, 7 y 10
Conmutador: 3 82 08 40
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FORHI.ARDI'MIGO DE SOLICITUD DE PATENTE

pPCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
1) SOLICITUD DE:
EPMdohvenelﬂn I  patente de Modelo de Utiidad
X1 capmio .
S OLICITANTE
M)
E. Mall:
3) Nombre: DILIA MARIA RODRIGUEZ | IDENTIFICAGION
REPRESENTANTE | D’ALEMAN ce. e O
Direccién: Carrera 11 N°. 86-53 Piso 8 .
Bogotd D.C. ce IJ omo [1
£ Mai: m NUMERO: 41.854.882
o TP: 20824 CSJ
INVENTOR (ES) |Nombre: MARSDEN, John, Christopher
Direccién: Frank B Dohn @ Co., 179 Queen Victoria Strest,
2 London ECAV 4 EL Gran Bretafia
Naclonalidad o Domicllio: Gran Bretafia

§) PCT (88)
Solicitud Intemacional No. PCT/GB20057003728 Fecha: sept. 27, 2005

Publicacin Intsrmacional No. WO 2008/035225 A1 Fecha: Abril 8, 2008
Tioio (60 HEURGTOMINAS CLOS TRIDIALES PARAUSS B CICA REZACION BE

"_cln' pificacién intemacional: AB1K 38/08 AB1P 17702

(31) Niimero de
Solicitud

80/613,302
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REIVINDICACIONES

Se relvindica o sigulente:

1. El uso de una neurctaxdna de Clostridium, natural 0 modificada, para
I fabricacién de un medicamento destinedo a mejorar la cloatrizacion de una
superficle o de un {sjido superficial lssionado de un paciente, en el cual dicho
medicaments se fabrica para ser xiministrado locaiments en dicho tejido
lesionado o muy présdmo al mismo. '

2. El uso relvindicado en ia relvindicacién 1, en el cual ia newrctodna de
Clostridlum estd libre de proteinas complsjantes que naturaiments forman
compisjos con las neurotoxinas clostridiales.

3. El uso reivindicado en Ia relvindicacién 1 o en la relvindicacién 2, en
ol cual la neurotoxina de Clostridium natural o modificada se caracteriza por
una oficacia de corta duracién, de aproximadaments 3 a 4 samanas.

4. El uso relvindicado en la relvindicacién 3 en el cual la neurotoxdna de
Clostridium es todna botulinica tipo F.

5. El uso relvindicado en la relvindicacién 1 o en la relvindicacién 2, en
ol cual la neurotmdna de Clostridium netural o modificada ss camacteriza por
"una eficacia de corta duracidn, de apraximadamente 3 a 10 dias.

8. El uso relvindicado en ia reivindicacién 5, en el cuel la neuwrcicdne de
Clostridium es toxdna botulinica tipo E

7. El uso relvindicado en la relvindicacién 1 o en ia relvindicacién 2, en
el cual la neurctoxina de Clostridium es una neurotoxina modificada con una
eficacia que dura aproximadaments de 1 & 4 semanas. '

8. El uso relvindicado en cuaiquiera de !as relvindicaciones 1 a7, en ol
cual dicho tefido lesionado cBimprende una herida. ~
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Doctor(a) (A\q
RODRIGUEEZ DILIA MARIA

Apoderado(a) y/o Representante de

MERZ PHARMA GMBH & CO. KGAA

REFERENCIA Radicacién Ho. ! 7 28609
Solicitud internacional PCT/G¥B2005/003728
Fecha inicio fase nacional 27/04/2007

Trémite 11

B to 378
Actuaclén 430
Oficio No. oo e 656]

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooparacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene 1la copla del documento en gque consta la cesién del
derecho a 1la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisién 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Declsifn 486, se le
requlere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento &l presente requerimiento, 1la solicitud se
considerari abandonada y perderi su prelaciftn.

Notifiquese el presente oficlo conforﬁe a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.1l0 de 2001.
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