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ES 2 333 319 T3

DESCRIPCIÓN

Receptores de la neurotoxina botulínica B y su uso.

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Declaración en relación con la investigación o desarrollo patrocinado federalmente

Esta invención se realizó con la ayuda del gobierno de los Estados Unidos otorgada por las siguientes agencias:
NIH MH61876 y GM56827. El gobierno de los Estados Unidos tiene ciertos derechos en esta invención.

Antecedentes de la invención

Las neurotoxinas de clostridios (CNT) son las sustancias más tóxicas conocidas. Hay ocho toxinas relacionadas -
siete neurotoxinas botulínicas (BoNT/A-G) y una neurotoxina tetánica (TeNT) (Schiavo et al., 2000; Simpson, 1981).
Las BoNT pueden producir botulismo y son posibles armas biológicas (Arnon et al., 2001; Mahant et al., 2000).
Tanto las BoNT como la TeNT están compuestas por una cadena pesada y ligera; la cadena pesada media la unión a
la superficie de terminales nerviosas específicas. Una vez internalizada por endocitosis, la cadena ligera se transloca
desde el lumen de la vesícula al citoplasma, donde funciona como proteasa dependiente de cinc (Schiavo et al., 2000).
La cadena ligera escinde uno o más componentes de un complejo de fusión a la membrana conservado compuesto de
sintaxina, SNAP-25 y sinaptobrevina (syb), bloqueando de esta manera la exocitosis (Blasi et al., 1993a; Blasi et al.,
1993b; Schiavo et al., 1992; Schiavo et al., 1993). Debido a su capacidad de interrumpir selectivamente la exocitosis
inducida por Ca2+, las CNT han surgido como herramientas importantes para el estudio de la fusión a la membrana y
la transmisión sináptica (Jahn y Niemann, 1994).

La primera etapa en la acción de las CNT implica la unión a receptores en la superficie de las neuronas. Los indicios
actuales sugieren que los receptores están compuestos de gangliósidos y proteínas que cooperan para formar sitios de
unión a toxinas de alta afinidad. Como alternativa, los gangliósidos pueden constituir sitios de unión a toxina con una
afinidad relativamente baja que sirven para capturar las CNT para facilitar interacciones con proteínas receptoras de
la superficie celular (Montecucco, 1986; Nishiki et al., 1996a). Los gangliósidos son glicoesfingolípidos ubicuos en
la cara externa de las membranas plasmáticas. Se clasifican de acuerdo con el número y las posiciones de los ácidos
siálicos presentes en sus grupos de cabeza. Los polisialiogangliósidos, que están presentes casi exclusivamente en
neuronas y en células neuroendocrinas, se unen a las CNT con la máxima avidez (Halpern y Neale, 1995). Aunque en
el reconocimiento toxina-célula también está implicado claramente un componente proteico, en el momento actual no
se ha identificado una proteína que medie la entrada de la toxina (Schiavo et al., 2000).

Estudios bioquímicos han llevado a la identificación de un puñado de proteínas de unión a CNT. En la mayoría
de los casos, estas proteínas de unión no parecen funcionar como receptores que median la entrada de las toxinas.
Por ejemplo, se notificó que BoNT/A,B,E y TeNT se unían a sinapsina I y aducina, respectivamente (Schengrund et
al., 1996; Schengrund et al., 1993; Schengrund et al., 1992). Como ninguna de estas proteínas está expuesta en la
superficie externa de las células, es poco probable que funcionen como receptores de la superficie celular. Se notificó
que TeNT se unía a Thy-1, una proteína de la membrana plasmática anclada a GPI. Sin embargo, las neuronas de
ratones que carecen de Thy-1 siguen siendo sensibles a TeNT, lo que sugiere que Thy-1 no es esencial para la entrada
de TeNT en las células (Herreros et al., 2001).

Las sinaptotagminas (syt) I y II (Nishiki et al., 1994) son proteínas de membrana de la vesícula sináptica homó-
logas que se cree que funcionan como sensores de Ca2+ para la exocitosis (Chapman, 2002; Schiavo et al., 1998). Se
notificó que Syt I y II se unía a BoNT/B en presencia de gangliósidos; la constante de disociación para el complejo
syt I·BoNT/B era de 2,3 nM y la constante de disociación para syt II·BoNT/B era de 0,23 nM. (Nishiki et al., 1996a).
La unión de alta afinidad de BoNT/B a fibroblastos se reconstituyó por expresión de syt II e incorporación de gan-
glósidos exógenos en membranas de la superficie. Sin embargo, la unión no producía la escisión de la proteína diana
de BoNT/B, syb II, que se había co-expresado con syt II, lo que indica que la toxina no se internalizaba (Nishiki et
al., 1996b). Aunque los estudios bioquímicos establecían claramente que syt se une a BoNT/B, no existen indicios
de que la unión media la entrada en las células. De esta manera, sigue sin saberse si esta interacción tiene algún pa-
pel funcional. Más recientemente, también se ha notificado que BoNT/A y E se unen a syt I, aunque de una manera
independiente de gangliósidos (Li y Singh, 1998).

Syt II es una proteína de 422 aminoácidos que contiene un dominio luminal (a.a. 1-60), un dominio transmembrana
(a.a. 61-87) y un dominio citoplásmico (a.a. 88-422). El dominio citoplásmico contiene dos dominios C2: C2A (a.a.
88-267) y C2B (a.a. 275-422) unidos por una región enlazadora (a.a. 268-274).

La determinación de si cualquiera de las proteínas anteriores, o quizás otras proteínas, sirve como receptor de
BoNT/B será extremadamente útil para diseñar moléculas que puedan reducir o inhibir completamente la toxicidad de
BoNT/B. Por la misma razón, una vez que se ha identificado un receptor, es importante localizar el dominio de unión a
BoNT porque podrían usarse polipéptidos que contienen el dominio y peptidomiméticos de los mismos para competir
con el receptor por la unión a BoNT, reduciendo o inhibiendo completamente de esta manera la toxicidad de BoNT.
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Breve compendio de la invención

La presente invención se basa en la identificación de syt I y II como receptores de BoNT/B así como en la identi-
ficación de los dominios de unión a BoNT/B en syt I y II.

La presente invención proporciona el uso de un agente que reduce la unión entre BoNT/B y su receptor de la
superficie celular en la fabricación de un medicamento para reducir la toxicidad de BoNT/B en un sujeto humano o
un sujeto animal no humano, donde el agente comprende (i) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoá-
cidos seleccionada entre los aminoácidos 1-87 de la SEC ID Nº: 7, los aminoácidos 40-267 de la SEC ID Nº: 7, los
aminoácidos 1-267 de la SEC ID Nº: 7, los aminoácidos 1-422 de la SEC ID Nº: 7 y (ii) un gangliósido.

La presente invención proporciona además un agente que reduce la unión entre BoNT/B y su receptor de la super-
ficie celular para uso en la reducción de la toxicidad de BoNT/B en un sujeto humano o un sujeto animal no humano,
donde el agente comprende (i) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada entre los
aminoácidos 1-87 de la SEC ID Nº: 7, los aminoácidos 40-267 de la SEC ID Nº: 7, los aminoácidos 1-267 de la SEC
ID Nº: 7, los aminoácidos 1-422 de la SEC ID Nº: 7 y (ii) un gangliósido.

La presente invención además proporciona un método para detectar BoNT/B o Clostridium botulinum que com-
prende las etapas de:

exponer una muestra que se sospecha que contiene BoNT/B a un polipéptido que comprende los aminoácidos 40-
60 de la SEC ID Nº: 7, siempre que se excluya un polipéptido que comprende una sinaptotagmina I o II de longitud
completa; y

detectar la unión del polipéptido a BoNT/B.

También se hace referencia a un ácido nucleico aislado que contiene una secuencia codificante para el dominio de
unión a BoNT/B de syt I o II de rata, ratón o humano, o para una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad
de al menos 70%, 80%, 90% o 95% con el dominio de unión a BoNT/B anterior. También se hace referencia a
un ácido nucleico aislado que tiene una secuencia de nucleótidos que tiene una identidad de al menos 80% con
la secuencia codificante del dominio de unión a BoNT/B de syt I y II de rata, ratón o humano o que hibrida con
la secuencia codificante en condiciones de hibridación rigurosas o moderadamente rigurosas. El ácido nucleico de
la presente invención puede proporcionarse en un vector o célula hospedadora y unirse de forma operativa a una
secuencia de control de la expresión no nativa. En el caso de syt I y II humanos, los dominios de unión a BoNT/B son
los aminoácidos 33-53 y 37-57, respectivamente. Para syt I y II de rata o ratón, los dominios de unión a BoNT/B son
los aminoácidos 32-52 y 40-60, respectivamente.

También se hace referencia a un polipéptido aislado que contiene el dominio de unión a BoNT/B de syt I y II de
rata, ratón o humano o a una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de al menos 70%, 80%, 90% o 95%
con el dominio anterior. También se hace referencia a un anticuerpo específico para el dominio de unión a BoNT/B de
syt I o II de rata, ratón o humano o a una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de al menos 70%, 80%,
90% o 95% con el dominio anterior.

Otros aspectos de la invención se refieren a métodos para reducir la toxicidad de BoNT/B y a métodos para detectar
BoNT/B o Clostridium botulinum.

Breve descripción de las diversas vistas de los dibujos

La Fig. 1 muestra interacciones entre isoformas de syt y BoNT/A, B y E. A) Panel superior, diagrama esquemático
de las construcciones de syt usadas en los experimentos de precipitación a través de GST. Para facilitar la purificación,
todas las construcciones de syt carecían de un dominio C2B; la flecha indica el extremo C de las syt truncadas. El
dominio transmembrana (TMD) está indicado por un rectángulo negro. En el panel central, la GST o las proteínas de
fusión a GST indicadas se incubaron con BoNT/B, A y E 30 nM con (+; 25 µg/ml) o sin (-) gangliósidos en 100 µl
de TBS. El setenta por ciento de los materiales unidos se analizaron por SDS-PAGE e inmunotransferencia usando
anticuerpos policlonales anti-CNT. “Total” corresponde a 80 ng de toxina. En el panel inferior, la cantidad de proteína
de fusión se varió como se indica. B) Los ensayos de unión se realizaron como en (A). Los fragmentos N-terminales
de syt II y IX sirvieron como controles positivo y negativo respectivamente, y en dos construcciones quiméricas, en las
que se intercambiaron los dominios luminales de syt II y IX, se ensayó la actividad de unión a la toxina. C) Los ensayos
de unión se realizaron como en (A) usando syt II 1-87 inmovilizada y las concentraciones indicadas de BoNT/B. La
toxina unida se visualizó por tinción con azul de Coomassie; la unión era estequiométrica en la saturación. La cadena
pesada (H) de BoNT/B se desplaza hasta 100 kDa, la cadena ligera (L) se desplaza hasta 50 kDa. El asterisco indica
un fragmento proteolítico de GST-syt II 1-87.

La Fig. 2 muestra la localización del sitio de unión de BoNT/B dentro del dominio luminal de syt II. A) Los
ensayos de unión se realizaron como en la Fig. 1A, usando los mutantes de truncamiento de syt II indicados. El panel
superior muestra un esquema de los mutantes de truncamiento donde (+) indica unión y (-) indica ausencia de unión.
B) Secuencia del extremo amino de syt I y II. La región subrayada (restos 40-60 en syt II; restos 32-52 en syt I) es
crítica para la unión de BoNT/B; los asteriscos indican diferencias de secuencia. El TMD está recuadrado. C) Panel
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superior - Un péptido, P21, que corresponde a los restos 40-60 de syt II más un resto de cys C-terminal se conjugó con
perlas de agarosa y se usó para precipitar la toxina como se describe en (A); un péptido con la secuencia cambiada,
P21S (IKMNDAEFFGKSNFQEKLEKEC, SEC ID Nº: 5), sirvió como control negativo. Panel inferior - P21, pero no
P21S, bloqueaba la interacción entre BoNT/B y el fragmento 1-87 de syt II. Los ensayos de unión se realizaron como
en (A), pero como una función de la concentración indicada de P21 o P21S.

La Fig. 3 muestra que la entrada de BoNT/B en células PC12 depende de la expresión de syt I y la carga previa
de las células con gangliósidos. A) Las células PC12 se dejaron sin tratar o se precargaron con gangliósidos. Después,
las células se incubaron con BoNT/B 50 nM durante 48 h, se fijaron con paraformaldehído al 4%, se permeabilizaron
con Triton X-100 al 0,1% y se tiñeron usando un anticuerpo de conejo anti-BoNT/B; el anticuerpo secundario era un
anticuerpo de cabra anti-conejo-FITC. La carga previa de las células con gangliósidos produjo actividad de unión a la
toxina. B) Las células PC12 se precargaron (+) o no (-) con gangliósidos; después, las células se incubaron con (+) o
sin (-) BoNT/B 50 nM durante 48 h y se recogieron. Veinte µg de cada muestra se sometieron a SDS-PAGE y a análisis
de inmunotransferencia usando anticuerpos anti-syb II (C1 69-1) o anti-syt I (C1 41.1). La carga previa de las células
con gangliósidos mediaba la entrada de la toxina, como se demuestra por la escisión de syb II. Se sondó con syt I
para asegurar una carga equivalente en los geles. C) Los experimentos se realizaron como en el apartado (B) anterior,
con la excepción de que se compararon células PC12 de tipo silvestre con las células syt I− (Shoji-Kasai et al., 1992).
Se sondó con α/β-SNAP para asegurar una carga equivalente. En ausencia de syt I, BoNT/B no puede entrar en las
células PC12 para escindir syb II, aunque las células se hayan precargado con gangliósidos. D) Entrada de BoNT/A
y E en células PC12 Syt I−. Se incubaron células PC12 Syt I− con BoNT/A 30 nM o BoNT/E 50 nM durante 48 h; la
entrada se controló ensayando con respecto a la escisión de SNAP-25. Los asteriscos indican productos de escisión de
SNAP-25.

La Fig. 4 demuestra que Syt II media la entrada de BoNT/B en células PC12. A) Se subclonó syt II de ratón de
longitud completa en pCDNA3.1(-) y se usó para transfectar células PC12. Las células se seleccionaron con G418 y
se establecieron varias líneas monoclonales independientes y se seleccionaron con respecto a la expresión de syt II por
análisis de inmunotransferencia usando un anticuerpo de conejo anti-syt II; en los geles se cargaron 30 µg de proteína
de los clones syt II+ y 100 µg de los clones syt II−. Los clones Nº 1, 5 y 10 expresaban syt II (syt II+), los clones Nº
8, 9 y 13 carecían de syt II (syt II−). Como el clon Nº 5 expresaba bajos niveles de syt II (panel izquierdo), también
se incluyó una muestra de 100 µg de este clon en las transferencias de los clones de syt II− para confirmar que este
clon expresa syt II. B) Se decoraron células PC12 de tipo silvestre o syt II+ (clon Nº 1) con BoNT/B 30 nM como se
describe en la Fig. 3A. C) La entrada de BoNT/B (15 nM) en células PC12 se ensayó como se describe en la Fig. 3B.
Se observó entrada de la toxina en todos los clones syt II+, y no se observó en ninguno de los clones syt II−. Como
control, se analizó en paralelo una línea parental de células PC12.

La Fig. 5 demuestra que los fragmentos de syt II que contienen el sitio de unión a BoNT/B bloquean la unión y
la entrada de la toxina en células syt II+. A) Las células se decoraron con BoNT/B como en la Fig. 3A en ausencia
o presencia de los fragmentos de syt II indicados. Syt II 1-267 y 61-267 se purificaron usando un marcador de his6
en el extremo amino y syt II 1-87 se purificó como una proteína de fusión con GST y se eluyó de las perlas usando
glutatión. Los fragmentos de 1-267 y 1-87 de syt, así como el péptido P21 (restos 40-60), bloqueaban la unión; 61-267
y P21S no tuvieron ningún efecto. Los fragmentos 1-267 y 61-267 de syt II forman agregados unidos a las membranas
celulares (Bai et al., 2000), como se visualiza con un anticuerpo anti-his6 en el panel inferior; en el caso de syt II
1-267, estos agregados también contenían BoNT/B. Las concentraciones finales de proteína recombinante y péptidos
en el medio fueron 960 nM y 10 µM, respectivamente; la concentración final de BoNT/B fue 30 nM. B) Se trataron
células PC12 Syt II+ (clon Nº 1) con BoNT/B 3º nM que se había premezclado con la concentración indicada del
fragmento 1-267 de syt II en ausencia (panel superior) o presencia de gangliósidos (25 µg/ml; panel inferior) durante
48 h. Las muestras se analizaron por inmunotransferencia como se describe en la Fig. 3B. La escisión de syb II se
inhibió por el fragmento 1-267 de syt II; la inclusión de gangliósidos aumentó la capacidad del fragmento de syt de
bloquear la escisión de syb II. El fragmento 61-267 no tuvo ningún efecto. C) Los experimentos se realizaron como
en (A), pero usando los péptidos P21 o P21S.

La Fig. 6 muestra actividad dependiente de la captación de BoNT/B, seguido de la escisión de syb II en terminales
nerviosas motoras de diafragma de rata. Se incubaron preparaciones de diafragma de rata con BoNT/B (5 nM) en
solución de Ringer de mamífero. Se dejaron sin estimular (control), se estimularon con una alta concentración de
potasio (estimuladas), o se estimularon en presencia de una mezcla de BoNT/B y el fragmento proteico syt II 1-
267 ó 61-267 (1 µM) más gangliósidos (25 µg/ml). Después se fijaron, se permeabilizaron y se bloquearon. Las
terminales nerviosas de control (no estimuladas) muestran inmunofluorescencia brillante para syb II y un marcaje
muy débil de BoNT/B. La estimulación durante la incubación con BoNT/B produjo una inmunofluorescencia de syb
II reducida en gran medida, mientras que los niveles de BoNT/B aumentan notablemente. La estimulación en presencia
de BoNT/B y syt II 1-267/gangliósidos tuvo como resultado la protección de las terminales nerviosas, observada como
una conservación de la tinción de syb II y niveles reducidos en gran medida de la unión de BoNT/B. A) Cuantificación
de los niveles de BoNT/B en diferentes condiciones. La estimulación aumenta en gran medida la unión de BoNT/B, y
esto puede bloquearse por co- incubación con syt II 1-267/gangliósidos. El fragmento 61-267 de syt más gangliósidos
no pudo bloquear la unión de BoNT/B. B) Cuantificación de los niveles de syb II. Los niveles de syb II muestran
un patrón complementario a los observados con BoNT/B. Los niveles de inmunofluorescencia son elevados en tejido
no estimulado, pero se reducen después de la estimulación. La inclusión de syt II 1-267/gangliósidos pero no de 61-
267/gangliósidos con BoNT/B protege a syb II de la escisión. En los paneles (A) y (B), las barras de error representan
el error típico de la media (N = 15-22).
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La Fig. 7 muestra protección de ratones de la toxicidad de BoNT/B usando fragmentos de syt II. A) La toxicidad
específica de BoNT/B en ratones hembra se determinó mediante un ensayo intravenoso de tiempo transcurrido hasta
la muerte (Boroff y Fleck, 1966). La curva patrón se usó para convertir los valores de tiempo transcurrido hasta la
muerte (minutos) en DL50/ml. Los valores de DL50/ml resultantes se usaron para calcular el % de neutralización de la
toxicidad usando la expresión: 1-[DL50/ml (+ fragmento de syt II)/DL50/ml (- fragmento de syt II)] x 100, donde (+
fragmento de syt II) se refiere a muestras que contienen toxina, gangliósidos y proteínas recombinantes y (- fragmentos
de syt II) a muestras compuestas de toxina y gangliósidos únicamente. B) Los fragmentos de syt indicados (5 µM)
se premezclaron con gangliósidos (250 µg/ml) y concentraciones de BoNT/B que están en el intervalo lineal de la
curva patrón en el panel A (es decir, 105-106 DL50/ml) durante 10 min a temperatura ambiente, y se inyectaron por vía
intravenosa (100 µl) en ratones. El porcentaje de neutralización se determinó como se describe en el panel A. En todos
los experimentos in vivo, las concentraciones indicadas corresponden a la concentración inicial antes de la inyección
i.v.; el factor de dilución en el sistema circulatorio es de aproximadamente 1:10. C) Los experimentos se realizaron
como se describe en el panel B, pero como una función de la concentración de syt II 1-267 ó 1-87. D) Inyección
previa de gangliósidos (250 µg/ml) más mezclas de syt II 1-267 (17 µM) o 1-87 (20 µM) protege a los ratones de
la exposición posterior a BoNT/B. Los experimentos se realizaron como en (B), con la excepción de que la toxina
se inyectó 1 min después de la inyección del complejo del receptor. Nota: en los paneles (B-D), cada punto de datos
representa la media de determinaciones al menos triplicadas; el error estaba dentro de +/- 10%.

La Fig. 8 muestra la localización del sitio de unión a BoNT/B dentro del dominio luminal de syt I. Los ensayos de
unión se realizaron como se describe en la Fig. 2A, usando los mutantes de truncamiento de syt I indicados. El panel
superior muestra un esquema de los mutantes de truncamiento donde (+) indica unión y (-) indica ausencia de unión.

La Fig. 9 demuestra la internalización simultánea y específica de anticuerpos contra el dominio luminal de syt I y
BoNT/B en células PC12. A) BoNT/B y los anticuerpos α-syt IN se unen simultáneamente a syt I. La co-inmunopre-
cipitación del fragmento 1-265 de syt I (1,5 µM) con BoNT/B (300 nM) se realizó como se describe en la sección de
Métodos. La toxina inmunoprecipitada y syt I 1-265 se detectaron en transferencias de western usando ECL. B) Se
precargaron células PC12 con gangliósidos y se incubaron con BoNT/B (50 nM) más anticuerpos α-syt IN (10 µl/ml)
durante 10 min a 37ºC en tampones de alta [K+]. Después, las células se lavaron, se fijaron y se permeabilizaron como
se describe en la sección de Métodos en el Ejemplo mostrado más adelante. Panel superior: las células PC12 pudieron
captar anticuerpos α-syt IN y BoNT/B después de la despolarización. Panel central: los experimentos se realizaron
como se ha indicado anteriormente, con la excepción de que se usaron anticuerpos α-syt IC - este anticuerpo no se
captó después de la despolarización y por lo tanto sirve como control negativo. Panel inferior: los experimentos se
realizaron como se ha descrito en el panel (A) anterior, con la excepción de que se usaron células syt I−. Las células
syt I− no pudieron captar ni anticuerpo α-syt IN ni BoNT/B.

Descripción detallada de la invención

En la presente memoria se describe que entre muchas proteínas que pueden unirse a BoNT/B, syt I y II son los
receptores de BoNT/B que median la entrada de la toxina en la célula y la neurotoxicidad. También se describen
el dominio de unión a BoNT/B y el dominio de unión a gangliósidos de syt I y II. Aunque syt I necesita tanto
el dominio de unión a BoNT/B como el dominio de unión a gangliósidos además de gangliósidos para la unión a
BoNT/B, syt II sólo necesita su dominio de unión a BoNT/B para unirse a BoNT/B. El conjunto de dominio de unión
a gangliósidos junto con los gangliósidos puede aumentar la unión entre BoNT/B y syt II. La descripción de la presente
memoria proporciona nuevas estrategias de prevención y tratamiento para la toxicidad de BoNT/B y el botulismo. La
descripción de la presente memoria también proporciona nuevas herramientas para identificar agentes que puedan
usarse para reducir la unión entre BoNT/B y syt I o II y, por lo tanto, la entrada de BoNT/B en la célula y la toxicidad.

En la técnica se sabe que la función y las secuencias de aminoácidos de syt I y II están conservadas entre las
especies animales. Aunque la descripción de la presente memoria se basa en los descubrimientos con syt I de rata y
syt II de ratón, los descubrimientos se aplican a todas las especies animales que tienen dominios de unión a BoNT/B
de syt I o II o dominios de unión a gangliósidos conservados con respecto a los dominios correspondientes de syt I
de rata y syt II de ratón. Por ejemplo, para los dominios de unión a BoNT/B de syt I y II y sus dominios de unión
a gangliósidos, las secuencias de aminoácidos humana, de rata y de ratón tienen una identidad de al menos 94%.
Como ejemplos adicionales, los dominios de unión a BoNT/B de syt I de pollo (Nº de Acceso del GenBank P47191) y
Discopyge ommata (Nº de Acceso del GenBank P24506 y P24505) tienen una identidad de 80% y 78% con el dominio
de unión a BoNT/B de rata, respectivamente, y el dominio de unión a gangliósidos de syt I de Discopyge ommata tiene
una identidad de aproximadamente 80% con el de syt I de rata. Es de esperar que para un dominio de unión a BoNT/B
o un dominio de unión a gangliósidos de syt I o syt II de ser humano, rata y ratón, cualquier polipéptido que tenga una
identidad de al menos 70% con uno de estos dominios en toda la longitud de los dominios conservará sus funciones
en la unión a BoNT/B y a gangliósidos.

Las secuencias de nucleótidos de syt I de ratón y rata se proporcionan como SEC ID Nº: 1 y 3 (Nº de Acceso
del GenBank D37792 y X52772), respectivamente, y las secuencias de aminoácidos correspondientes se proporcionan
como SEC ID Nº: 2 y 4. Las secuencias de nucleótidos de syt II de ratón y rata se proporcionan como SEC ID Nº: 6 y 8
(Nº de Acceso del GenBank D37793 y M64488), respectivamente, y las secuencias de aminoácidos correspondientes
se proporcionan como SEC ID Nº 7 y 9. Las secuencias de aminoácidos de syt I y syt II humanas se proporcionan
como SEC ID Nº 5 y 10 (Nº de Acceso del GenBank NP_005630 y Q8N910), respectivamente. Para syt I y II murinas
(de rata o ratón), los dominios de unión a BoNT/B son los aminoácidos 32-52 y 40-60, respectivamente, y los dominios
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de unión a gangliósidos son los aminoácidos 53-79 y 61-87, respectivamente. Para syt I y II humanas, los dominios de
unión a BoNT/B son los aminoácidos 33-53 y 37-57, respectivamente, y los dominios de unión a gangliósidos son los
aminoácidos 54-80 y 58-84, respectivamente. En la técnica están disponibles las secuencias de aminoácidos de syt I y
II de algunas otras especies animales y un especialista puede determinar fácilmente sus dominios de unión a BoNT/B
y gangliósidos usando cualquier programa de alineamiento u otros métodos basados en la descripción de la presente
memoria.

Polipéptidos, ácidos nucleicos, vectores y células hospedadoras que contienen el dominio de unión a BoNT/B de syt I
o II

La expresión “polipéptido aislado” o “ácido nucleico aislado” usadas en la presente memoria se refieren a un
polipéptido o ácido nucleico aislado de su entorno natural o preparado usando métodos sintéticos tales como los co-
nocidos por un especialista habitual en la técnica. En cualquier caso no se requiere una purificación completa. Los
polipéptidos y ácidos nucleicos pueden aislarse y purificarse a partir del material con el que están asociados normal-
mente de formas convencionales de tal manera que en la preparación purificada el polipéptido o el ácido nucleico
sea la especie predominante en la preparación. Como mínimo, el grado de purificación debe ser tal que el material
extraño en la preparación no interfiera con el uso del polipéptido o ácido nucleico de la manera descrita en la presente
memoria. El polipéptido o ácido nucleico preferiblemente tiene una pureza de al menos aproximadamente 85%, más
preferiblemente de al menos aproximadamente 95% y aún más preferiblemente de al menos aproximadamente 99%.

Además, un ácido nucleico aislado debe tener una estructura que no sea idéntica a la de ningún ácido nucleico
natural o a la de ningún fragmento de un ácido nucleico genómico natural que incluya más de tres genes separados.
Un ácido nucleico aislado también incluye, sin limitación, (a) un ácido nucleico que tiene una secuencia de una
molécula de ácido nucleico genómica natural o extracromosómica pero que no está flanqueada por las secuencias
codificantes que flanquean la secuencia en su posición natural; (b) un ácido nucleico incorporado en un vector o en
un genoma procariota o eucariota de tal forma que la molécula resultante no sea idéntica a ningún vector o ADN
genómico natural; (c) una molécula separada tal como un ADNc, un fragmento genómico, un fragmento producido
por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) o un fragmento de restricción; y (d) una secuencia de nucleótidos
recombinante que forma parte de un gen híbrido, es decir, un gen que codifica una proteína de fusión. Se excluyen
específicamente de esta definición ácidos nucleicos presentes en mezclas de clones, por ejemplo, como aparecen en
una biblioteca de ADN tal como un ADNc o una biblioteca de ADN genómico. Un ácido nucleico aislado puede
ser ADN o ARN modificado o no modificado, completamente o parcialmente monocatenario o bicatenario o incluso
tricatenario. Un ácido nucleico puede modificarse química o enzimáticamente y puede incluir denominadas bases no
convencionales tales como inosina.

También se hace referencia a un polipéptido aislado que tiene una secuencia de aminoácidos que tiene una identi-
dad de al menos 70%, 80%, 90% o 95% con la del dominio de unión a BoNT/B de syt I o II de rata, ratón o humano.
Se excluye específicamente del polipéptido de la presente invención uno que contiene syt I o II de longitud completa.
En una realización preferida, el polipéptido aislado tiene una secuencia de aminoácidos seleccionada entre los ami-
noácidos 32-52 de la SEC ID Nº: 2 ó 4, los aminoácidos 33-53 de la SEC ID Nº 5; los aminoácidos 40-60 de la SEC
ID Nº: 7 ó 9, o los aminoácidos 37-57 de la SEC ID Nº: 10.

Opcionalmente, el polipéptido aislado también contiene una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de
al menos 70%, 80%, 90% o 95% con el dominio de unión a gangliósidos de syt I o II de rata, ratón o humano. El
dominio de unión a BoNT/B y el dominio de unión a gangliósidos presentes en el mismo polipéptido no tienen que
proceder de la misma proteína y especie. Por ejemplo, un polipéptido puede contener un dominio de unión a BoNT/B
de syt I de una especie y un dominio de unión a gangliósidos de syt II de otra especie. Los dominios de unión a
gangliósidos de syt I y II son iguales que los dominios transmembrana. En una realización preferida de la presente
invención, un polipéptido contiene además una secuencia de aminoácidos seleccionada entre los aminoácidos 53-79
de la SEC ID Nº: 2 ó 4, los aminoácidos 54-80 de la SEC ID Nº: 5, los aminoácidos 61-87 de la SEC ID Nº 7 ó 9, o
los aminoácidos 58-84 de la SEC ID Nº: 10.

Los ejemplos de polipéptidos incluyen, pero sin limitación, los que contienen los aminoácidos 32-52 ó 32-79 de
syt I de ratón o rata, los aminoácidos 33-53 ó 33-80 de syt I humano, los aminoácidos 40-60, 1-61, 1-87, 40-87, 40-
267 ó 1-267 de syt II de ratón o rata, los aminoácidos 37-57, 1-57, 1-84, 37-84, 37-264 ó 1-264 de syt II humano o un
fragmento de syt I o II de otra especie animal que corresponda a cualquiera de los fragmentos de syt I y II anteriores. Se
entiende que pueden introducirse sustituciones, tales como sustituciones conservativas, en posiciones de aminoácidos
no críticas y que esto no afectará materialmente a la función del dominio de unión a BoNT/B de syt I o II. También
se hace referencia a un polipéptido aislado que contiene el dominio de unión a BoNT/B de syt I o II con dichas
sustituciones. El polipéptido aislado de la invención puede incluir uno o más aminoácidos en los extremos N-terminal
y C-terminal del dominio de unión a BoNT/B de syt I o II, cuando el aminoácido o los aminoácidos adicionales no
afecten materialmente a la función del dominio (unión a BoNT/B). Cualquier aminoácido adicional puede tener un
uso ventajoso en la purificación, detección o estabilización del polipéptido, aunque no necesariamente tiene este uso.

Para mejorar la estabilidad y/o propiedades de unión de un polipéptido, la molécula puede modificarse por medio
de la incorporación de aminoácidos no naturales y/o enlaces químicos no naturales entre los aminoácidos. Dichas
moléculas se denominan peptidomiméticos (H.U. Saragovi et al. Bio/Technology (1992), Vol 10, 773-778; S. Chen
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et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992) Vol 89, 5872-5876). La producción de estos compuestos se restringe a la
síntesis química. Debe entenderse que un polipéptido puede modificarse para transformarse en un peptidomimético
sin anular su función. Esto puede conseguirse fácilmente por un especialista en la técnica.

También se hace referencia a un ácido nucleico aislado que contiene un polinucleótido codificante o su comple-
mento, donde el polinucleótido codificante tiene una secuencia codificante no interrumpida que codifica un polipéptido
de la invención como se ha indicado anteriormente. Un ácido nucleico que contiene un polinucleótido que puede hi-
bridar con el polinucleótido codificante o su complemento, en condiciones de hibridación rigurosas o moderadamente
rigurosas, es útil para detectar el polipéptido codificante. Las condiciones de hibridación rigurosas se definen como
hibridación a 68ºC en SSC 5x/solución de Denhardt 5x/SDS al 1,0%, y lavado en SSC 0,2x/SDS al 0,1% +/- 100 µg/ml
de ADN de esperma de salmón desnaturalizado a temperatura ambiente, y las condiciones de hibridación moderada-
mente rigurosas se definen como el lavado en el mismo tampón a 42ºC. En la técnica se pueden adquirir fácilmente
directrices adicionales con respecto a estas condiciones, por ejemplo, por Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning,
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, N.Y.; y Ausubel et al. (eds.), 1995, Current Protocols in Molecular
Biology, (John Wiley & Sons, N.Y.) en la Unidad 2.10. Un ácido nucleico que contiene un polinucleótido que tiene
una identidad de al menos 80% con el polinucleótido codificante o su complemento a lo largo de toda la longitud del
polinucleótido codificante también puede usarse como sonda para detectar el polinucleótido codificante. Se excluye
específicamente de la presente invención un ácido nucleico que contiene una secuencia de nucleótidos que codifica syt
I o II de longitud completa.

En un aspecto relacionado, cualquier ácido nucleico descrito anteriormente puede proporcionarse en un vector de
una manera conocida para los especialistas de la técnica. El vector puede ser un vector de clonación o un vector de
expresión. En un vector de expresión, el polinucleótido que codifica el polipéptido está bajo el control transcripcional
de una o más secuencias de control de la expresión no nativas que pueden incluir un promotor no encontrado de forma
nativa adyacente al polinucleótido de tal forma que el polipéptido codificado pueda producirse cuando el vector se
proporcione a una célula hospedadora compatible o a un sistema de transcripción y traducción sin células. Dichos
sistemas basados en células y sin células son bien conocidos para un especialista en la técnica. Se hace referencia
a células que comprenden un vector que contiene dicho ácido nucleico. También se hace referencia a una célula
hospedadora que tiene dicho ácido nucleico integrado en su genoma en un sitio no nativo.

Agentes para reducir la neurotoxicidad de BoNT/B

En otro aspecto, la presente invención se refiere a un agente para uso en la reducción de la toxicidad celular de
BoNT/B en células diana tales como neuronas. Como resultado, puede prevenirse o tratarse el botulismo. La expresión
“reducción de la toxicidad celular de BoNT/B” incluye cualquier nivel de reducción de la toxicidad de BoNT/B. La
toxicidad de BoNT/B puede reducirse reduciendo los niveles de proteína syt I o syt II en células diana, inhibiendo las
funciones celulares relacionadas con BoNT/B de syt I o II en células diana, o reduciendo la unión entre BoNT/B y syt I
o II localizadas en la superficie celular de células diana. La unión entre BoNT/B y syt I o II puede reducirse bloqueando
la unión entre BoNT/B y sus dominios de unión presentes en syt I o II, o reduciendo la unión entre gangliósidos y los
dominios de unión a gangliósido presentes en syt I o II. Un especialista en la técnica puede conseguir una reducción
en las uniones anteriores bloqueando directamente las uniones o reduciendo la cantidad de syt I, syt II o gangliósidos.

Reducción del nivel de proteína syt I y syt II

Hay muchos métodos por medio de los cuales pueden reducirse los niveles de proteínas celulares tales como los
niveles de syt I y syt II. Como ejemplo, los niveles celulares de syt I y syt II pueden reducirse usando la tecnología
antisentido. Por ejemplo, puede dirigirse un oligonucleótido antisentido 20-25mérico contra el extremo 5’ del ARNm
de syt I o syt II con derivados de fosforotioato en los tres últimos pares de bases de los extremos 3’ y 5’ para aumentar
la semivida y la estabilidad de los oligonucleótidos. Puede usarse un vehículo para el oligonucleótido antisentido. Un
ejemplo de un vehículo adecuado es un liposoma catiónico. Por ejemplo, un oligonucleótido puede mezclarse con lipo-
somas catiónicos preparados mezclando 1-alfa dioleilfosfatidiletanolamina con bromuro de dimetildioctadecilamonio
en una relación de 5:2 en 1 ml de cloroformo. El disolvente se evaporará y los lípidos se resuspenderán por sonicación
en 10 ml de solución salina. Otra forma de usar un oligonucleótido antisentido es introducirlo por ingeniería genética
en un vector de forma que el vector pueda producir un ARNc antisentido que bloquee la traducción de los ARNm que
codifican syt I y syt II. De forma similar, también son adecuadas para inhibir la expresión de syt I y syt II técnicas de
ARNi que ahora se están aplicando a sistemas de mamíferos. (Véase Zamore, Nat. Struct. Biol. 8:746:750 (2001).

Syt I y II dominante negativa

También se hace referencia a la identificación de una syt I o syt II dominante negativa que pueda anular los
efectos de BoNT/B sobre células que expresan syt I o syt II. Una syt I o syt II dominante negativa puede identificarse
introduciendo una mutación en un gen syt I o syt II, expresando el gen syt I o syt II mutado y el gen syt I o syt II de
tipo silvestre en la misma célula hospedadora y determinando el efecto de las proteínas syt I o syt II mutadas sobre
parámetros que están relacionados con la toxicidad de BoNT/B, que incluyen pero sin limitación la susceptibilidad de
la célula hospedadora a BoNT/B, la integración de las proteínas syt I o syt II recién formadas en la membrana de la
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célula hospedadora, la unión de syt I o syt II de tipo silvestre a BoNT/B y la captación del complejo de BoNT/B y syt
I o syt II en las células. El gen syt I o syt II de tipo silvestre expresado en la célula hospedadora puede ser el gen syt
I o syt II endógeno o un gen syt I o syt II introducido en la célula hospedadora. La proteína syt I o syt II dominante
negativa identificada puede usarse para anular el efecto de la toxina BoNT/B, lo cual puede conseguirse fácilmente
por un especialista en la técnica.

Bloqueo de la unión entre BoNT/B y syt I o II

La identificación de syt I o II como receptores de BoNT/B así como las secuencias de unión a BoNT/B en los
receptores permite a los especialistas en la técnica bloquear la unión entre BoNT/B y sus receptores por medio de
muchas estrategias conocidas. Una estrategia es usar anticuerpos monoclonales o policlonales específicos para los
dominios de unión a BoNT/B de syt I o II para bloquear los sitios de unión a BoNT/B presentes en syt I o II. Como
se necesitan gangliósidos para que BoNT/B se una a syt I y también aumentan la unión entre BoNT/B y syt II,
también pueden usarse anticuerpos específicos para los dominios de unión a gangliósidos presentes en syt I o II para
bloquear o reducir la unión entre BoNT/B y syt I o II. Dado que en la presente memoria se describen las secuencias
de aminoácidos de los dominios de unión a BoNT/B y a gangliósidos de syt I o II, está bien dentro de la capacidad de
un especialista en la técnica generar anticuerpos monoclonales o policlonales específicos para estos dominios.

Otra estrategia para bloquear la unión entre BoNT/B y syt I o II es usar un polipéptido que tenga una secuencia de
aminoácidos que tenga una identidad de al menos 70%, 80%, 90% o 95% con un dominio de unión a BoNT/B de syt I
o II de rata, ratón o humano, incluyendo las propias syt I o II, para competir con syt I o II localizadas en la superficie
celular de células diana por la unión a BoNT/B. Los polipéptidos preferidos contienen un dominio de unión a BoNT/B
de syt I o II de rata, ratón o humano. Para bloquear la unión entre BoNT/B y syt I o II en una especie específica, puede
usarse un dominio unión a BoNT/B de syt I o II de la misma especie o de una especie diferente. Como syt I necesita
gangliósidos para unirse a BoNT/B, el polipéptido que contiene una secuencia relacionada con el dominio de unión
a BoNT/B de syt I también debe contener una secuencia de aminoácidos que tenga una identidad de al menos 70%,
80%, 90% o 95% con un dominio de unión a gangliósidos de la rata, ratón o humano, y también deben emplearse
gangliósidos. En una realización preferida del método, se usa un dominio de unión a gangliósidos de la rata, ratón o
humano. El dominio de unión a gangliósidos en un polipéptido puede proceder de syt I o II y de la misma especie o de
una especie diferente del dominio de unión a BoNT/B de syt I. Preferiblemente, el dominio de unión a gangliósidos es
el de syt I y de la misma especie que el dominio de unión a BoNT/B. El empleo de gangliósidos es opcional cuando
el polipéptido se usa para competir con syt II en células diana. Los polipéptidos adecuados que pueden usarse en la
presente invención incluyen, pero sin limitación, los que contienen los aminoácidos 32-79 de syt I de ratón o rata, los
aminoácidos 33-80 de syt I humana, los aminoácidos 40-60,1-61,1-87,40-87,40-267, 1-267 y 1-422 de syt II de ratón o
rata, los aminoácidos 37-57, 1-58, 1-84, 37-84, 37-264, 1-264 y 1-419 de syt II humana, y fragmentos en otras especies
animales que corresponden a los fragmentos de syt I o II anteriores. El polipéptido puede introducirse en un sujeto
humano o no humano por medio de la administración del polipéptido directamente o por medio de la administración
de un vector que puede expresar el polipéptido en el sujeto humano o no humano.

Los especialistas en la técnica deben entender que en los dominios de unión a BoNT/B de syt I y II pueden
introducirse mutaciones tales como sustituciones, inserciones y deleciones sin anular su actividad de unión a BoNT/B.
Incluso algunas mutaciones pueden aumentar la actividad de unión. Evidentemente un polipéptido que contiene dichos
mutantes puede usarse en el método de la presente invención. Los mutantes de dominio de unión a BoNT/B de syt I y
II que retienen la actividad de unión a BoNT/B pueden identificarse usando los métodos de exploración descritos más
adelante.

Identificación de agentes que pueden bloquear la unión entre BoNT/B y syt I o II

Los agentes que pueden bloquear la unión entre BoNT/B y syt I o II pueden explorarse empleando BoNT/B y un
polipéptido que contenga un dominio de unión a BoNT/B de syt I y un dominio de unión a gangliósidos de syt I o
II, o un dominio de unión a BoNT/B de syt II, en condiciones adecuadas para que BoNT/B se una al polipéptido. Se
incluyen gangliósidos cuando el método se usa para explorar agentes que puedan bloquear la unión de BoNT/B-syt I.
Para la exploración de BoNT/B-syt II, es opcional la inclusión de gangliósidos y el dominio de unión a gangliósidos de
syt II en el polipéptido. La unión entre BoNT/B y el polipéptido puede medirse en presencia de un agente de ensayo y
compararse con la de un control que no se expone al agente de ensayo. Una unión menor que en el control en el grupo
del agente de ensayo indica que el agente puede bloquear la unión entre BoNT/B y syt I o II. El dominio de unión a
BoNT/B o el dominio de unión a gangliósidos de syt I o II usados en la presente memoria son de rata, ratón o humano.
En el método también puede usarse un polipéptido que contiene una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad
de al menos 70%, 80%, 90% o 95% con el dominio de unión a BoNT/B o el dominio de unión a gangliósidos de syt
I o II. Los polipéptidos preferidos para el ensayo de exploración son los dominios de unión a BoNT/B y gangliósidos
de syt I y el dominio de unión a BoNT/B de syt II.

Hay muchos sistemas con los que estará familiarizado un especialista en la técnica para ensayar la unión entre
BoNT/B y el dominio de unión a BoNT/B en syt I o II. En el método de exploración puede usarse cualquiera de
estos sistemas. Las condiciones experimentales detalladas pueden determinarse fácilmente por un especialista en la
técnica. Por ejemplo, la unión entre BoNT/B y el polipéptido descrito anteriormente puede medirse in vitro (sistema
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sin células). También puede usarse un sistema de cultivo celular en el que syt I o II se expresan y se translocan a la
membrana celular. Para el sistema de cultivo celular, además de la unión entre BoNT/B y syt I o II, también puede
usarse la entrada de BoNT/B en las células y otros diversos parámetros tales como los descritos en los ejemplos
presentados más adelante como indicador de la unión entre BoNT/B y syt I o II.

Para medir la unión entre BoNT/B y el dominio de unión a BoNT/B de syt I o II puede usarse cualquier método co-
nocido por un especialista habitual en la técnica para medir la interacción proteína-proteína. Por ejemplo, dos métodos
usados comúnmente son coinmunoprecipitación y columnas de afinidad. Otro método que puede usarse es resonancia
de plasmón superficial (SPR). La SPR usa cambios en el índice de refracción para cuantificar la unión y disociación
de macromoléculas a ligandos unidos covalentemente sobre una microplaca de oro fino dentro de una microcelda de
flujo. Esta técnica se ha usado para estudiar interacciones proteína-proteína en muchos sistemas, incluyendo las inte-
racciones de PA63 con EF y LF (Elliot, J. L. et al., Biochemistry 39: 6706-6713, 2000). Proporciona alta sensibilidad
y precisión, la capacidad de observar la unión y liberación a tiempo real y el consumo de únicamente pequeñas can-
tidades de proteína. Además de la constante de disociación en equilibrio (Kd), también pueden obtenerse constantes
de activación y desactivación (ka y kd). Típicamente, la proteína a estudiar está unida covalentemente a una matriz
de carboximetil dextrano unida a la microplaca de oro. La unión de un ligando proteico a la proteína inmovilizada
produce un cambio en el índice de refracción de la capa de dextrano/proteína, y esto se cuantifica por SPR. Para estas
mediciones puede usarse un instrumento BIAcore 2000 (Pharmacia Biotech).

Para el sistema de cultivo celular, la unión de BoNT/B a syt I o II puede ensayarse marcando las células, descri-
biéndose ejemplos de esto en los ejemplos proporcionados más adelante.

Identificación de agentes que se unen al dominio de unión a BoNT/B de syt I o II

Pueden usarse agentes que pueden unirse al dominio de unión de BoNT/B de syt I o II para bloquear la unión entre
BoNT/B y syt I o II. Estos agentes pueden identificarse proporcionando un polipéptido que contenga un dominio de
unión a BoNT/B de syt I o II a un agente de ensayo, y determinando si el agente se une al dominio de unión a BoNT/B.
El dominio de unión a BoNT/B o el dominio de unión a gangliósidos de syt I o II usados en la presente memoria
son los de rata, ratón o humano. También puede usarse en el método un polipéptido que contiene una secuencia de
aminoácidos que tiene una identidad de al menos 70%, 80%, 90% o 95% con el dominio de unión a BoNT/B de syt I
o II. Los polipéptidos preferidos son los dominios de unión a BoNT/B de los propios syt I y syt II. Opcionalmente, los
agentes identificados por el método se ensayan adicionalmente con respecto a la capacidad de bloquear la entrada de
BoNT/B en las células o neutralizar la toxicidad de BoNT/B. Un especialista en la técnica estará familiarizado con los
sistemas adecuados que se pueden usar para el ensayo adicional. En los siguientes ejemplos se proporcionan ejemplos
de dichos sistemas.

El especialista en la técnica estará familiarizado con muchos sistemas en este campo para ensayar la unión entre
un polipéptido y un agente. En el método de la presente invención puede usarse cualquiera de estos sistemas. El es-
pecialista en la técnica puede determinar fácilmente las condiciones experimentales detalladas. Por ejemplo, puede
proporcionarse un polipéptido que contenga aminoácidos del dominio de unión a BoNT/B de syt I o II sobre un sus-
trato adecuado y exponerse a un agente de ensayo. La unión del agente al polipéptido puede detectarse por la pérdida
de capacidad del polipéptido de unirse a un anticuerpo o por el marcaje del polipéptido si el agente está marcado con
radiactividad, fluorescencia u otras características. En otro ejemplo, un polipéptido que contiene el dominio de unión a
BoNT/B de syt I o II puede expresarse en una célula hospedadora, y la célula después se expone a un agente de ensayo.
A continuación, el polipéptido puede aislarse, por ejemplo por inmunoprecipitación o electroforesis, y puede determi-
narse la unión entre el polipéptido y el agente. Como se ha mencionado anteriormente, una manera de determinar la
unión entre el polipéptido y el agente es marcar el agente con radiactividad o fluorescencia de forma que el polipéptido
que se une al agente se vuelva radiactivo o fluorescente después de la unión. Si el agente de ensayo es un polipéptido,
también pueden usarse ejemplos de técnicas específicas para ensayar la unión proteína/proteína como las descritas an-
teriormente. Debe indicarse que cuando el dominio de unión a BoNT/B de syt I o II usado en el ensayo de exploración
tiene secuencias flanqueantes, puede ser necesario confirmar que un agente se une al dominio de unión a BoNT/B
en lugar de a las secuencias flanqueantes, lo cual puede conseguirse fácilmente por un especialista en la técnica.

Agentes que pueden explorarse

Los agentes explorados en los métodos de exploración anteriores pueden ser, por ejemplo, una molécula de alto
peso molecular tal como un polipéptido (incluyendo, por ejemplo, un polipéptido que contiene un dominio de unión
a BoNT/B mutante de syt I o II, o un anticuerpo monoclonal o policlonal contra el dominio de unión a BoNT/B o la
longitud completa de syt I o II), un polisacárido, un lípido, un ácido nucleico, una molécula orgánica o inorgánica de
bajo peso molecular, o similares.

En el mercado están disponibles baterías de agentes para la exploración en forma de diversas bibliotecas químicas,
incluyendo bibliotecas peptídicas. Los ejemplos de dichas bibliotecas incluyen las de ASINEX (es decir, la Combined
Wisdom Library de 24.000 moléculas orgánicas sintetizadas manualmente) y CHEMBRIDGE CORPORATION (es
decir, la biblioteca DIVERSetTM de 50.000 compuestos químicos sintetizados manualmente; la biblioteca SCREEN-
SetTM de 24.000 compuestos químicos sintetizados manualmente; la biblioteca CNS-SetTM de 11.000 compuestos;
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la biblioteca Cherry-PickTM de hasta 300.000 compuestos) y la biblioteca lineal, biblioteca multimérica y biblioteca
cíclica (Tecnogen (Italia)). Una vez que se ha identificado un agente con la actividad deseada, puede explorarse una
biblioteca de derivados de ese agente para conseguir moléculas mejores. La presentación en fagos también es una
estrategia adecuada para encontrar nuevos inhibidores de la interacción entre BoNT/B y syt I o II.

Métodos para detectar BoNT/B o Clostridium botulinum

En otro aspecto, la presente invención se refiere a un método para detectar BoNT/B o Clostridium botulinum. El
método implica exponer una muestra que se sospecha que contiene BoNT/B a un agente que contiene un polipéptido
que tiene un dominio de unión a BoNT/B de syt II, y detectar la unión del polipéptido a BoNT/B. La inclusión
de gangliósidos y el dominio de unión a gangliósidos de syt II en el polipéptido es opcional. El dominio de unión
a BoNT/B o el dominio de unión a gangliósidos de syt I o II usado en la presente memoria son los de rata, ratón o
humano. En el método también puede usarse un polipéptido con una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad
de al menos 70%, 80%, 90% o 95% con el dominio de unión a BoNT/B o el dominio de unión a gangliósidos de syt I
o II.

Kits

Cualquier producto descrito en la presente memoria puede combinarse con uno o más reactivos o tampones distin-
tos, o similares, en forma de un kit útil, por ejemplo, para fines de diagnóstico, preventivos o terapéuticos, de acuerdo
con el conocimiento de un especialista en la técnica.

La invención se entenderá mejor después de considerar los siguientes ejemplos no limitantes.

Materiales y Métodos

Líneas celulares, gangliósidos y toxinas - Y. Shoji-Kasai y M. Takahashi (Tokyo, Japan) (Shoki-Kasai et al., 1992)
proporcionaron amablemente una línea celular PC12 con déficit de syt I (Syt I−). Una mezcla de gangliósidos de
cerebro bovino (18% de GM1, 55% de GD1a, 10% de GT1b y 2% de otros gangliósidos), denominada en lo sucesivo
gangliósidos, se obtuvo en Calbiochem. Las BoNT/A, B y E se purificaron como se describe (Dasgupta et al., 1970;
Evans et al., 1986; Schmidt y Siegel, 1986).

Anticuerpos - Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra syb II (69.1), syt I (α-syt IN; 604-4, α-syt IC; 41.1),
α/β-SNAP (77-1) y SNAP-25 (71.2) se proporcionaron por R. Jahn y S. Engers (Gottingen, Germany). Los anti-
cuerpos policlonales de conejo dirigidos contra syt II se proporcionaron amablemente por M. Fukuda (Ibaraki, Japan)
(Fukuda y Mikoshiba, 2000). Los anticuerpos anti-BoNT/A, B y E se generaron inmunizando conejos con neurotoxina
purificada tratada con formalina; los anticuerpos se purificaron por afinidad usando neurotoxina inmovilizada.

ADNc y proteínas recombinantes - Los ADNc que codificaban syt I de rata (Perin et al., 1990), syt II y IX de ratón
(Fukuda y Mikoshiba, 2000) y syt IV de rata (Vician et al., 1995) se proporcionaron por T.C. Sudhof (Dallas, TX),
M. Fukuda (Ibaraki, Japan) y H. Herschman (Los Angeles, CA) respectivamente. El syb II de longitud completa se
generó como una proteína de fusión con GST como se describe (Lewis et al., 2001) usando un ADNc proporcionado
por R. Scheller (Stanford, CA).

Para explorar la actividad de unión a la toxina, se generaron versiones truncadas de syt I, II, IV y IX que carecían
del dominio C2B pero contenían todos los demás dominios. También se generaron varias construcciones adicionales
(truncamientos y quimeras, como se indica en las figuras) por PCR, se subclonaron en pGEX-2T y se expresaron y
purificaron como se describe (Chapman et al., 1996; Lewis et al., 2001). Syt II 1-267 y 61-267 también se subclonaron
en pTrcHis y se purificaron como proteínas de fusión a His6 marcadas en el extremo N-terminal como se describe
(Chapman et al., 1996).

Ensayos de precipitación - Se inmovilizaron proteínas recombinantes como proteínas de fusión con GST unidas
a perlas de glutatión-Sepharose. A menos que se indique otra cosa, se mezclaron 10 µg de proteína inmovilizada con
las concentraciones indicadas de BoNT/B, A o E con (+; 25 µg/ml) o sin (-) gangliósidos en 100 µl de solución salina
tamponada con Tris (TBS; Tris 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4) más Triton X-100 al 0,5% durante 1 hora a 4ºC.
Las perlas se lavaron tres veces, las proteínas unidas se solubilizaron por ebullición en SDS-tampón de muestra, se
sometieron a SDS-PAGE y se visualizaron por tinción con Azul de Coomassie o por análisis de inmunotransferencia
usando anticuerpos anti-toxina. En todas las transferencias se muestra la inmunorreactividad para la cadena pesada de
la toxina.

Se sintetizaron un péptido correspondiente a los restos 40-60 de syt II de ratón, P21, y una versión de este péptido
con la secuencia cambiada, P21S (IKMNDAEFFGKSNFQEKLEKEC, SEC ID Nº: 5) (Biotech Center, UW-Madison)
con una cys C-terminal añadida que se usó para conjugarlos con perlas de agarosa (a 1 mg/ml) usando un Kit Sulfolink
(Pierce). En los ensayos de precipitación se usaron cincuenta µl del gel de agarosa conjugado.
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Líneas de células PC12 y análisis de inmunotransferencia - se cultivaron células PC12 como se describe (Klenchin
et al., 1998). Para generar células que expresaran syt II (syt II+), se subclonó syt II de ratón de longitud completa en
pCDNA3.1 (-) (ClonTech) y se utilizó para transfectar células PC12 por electroporación. Las células transfectadas
se seleccionaron con G418 (1 mg/ml) y se establecieron varias líneas de células monoclonales independientes. Las
células se recogieron en PBS más Triton X-100 al 0,5%, SDS al 0,05% y PMSF 5 mM y se incubaron durante
30 min a 4ºC en un agitador. Las muestras se centrifugaron a 21.000 x g durante 10 min, y la concentración de
proteína en el sobrenadante se determinó usando BCA (Pierce). Las muestras se sometieron a SDS-PAGE y análisis
de inmunotransferencia; y las manchas de transferencia se revelaron usando quimioluminiscencia aumentada (ECL)
(Pierce).

Entrada de BoNT en células PC12 - En los experimentos sin carga previa, las células se dejaron crecer hasta una
confluencia de 70% y se incubaron con BoNT durante 48 horas. Para el experimento en el que las células se precargaron
con gangliósidos, las células se dejaron crecer hasta una confluencia de 80% seguido de incubación en medio sin suero
más 250 µg/ml de gangliósidos. Veinticuatro horas después, el medio sin suero/gangliósidos se reemplazó por medio
completo y las células se incubaron con toxina durante 48 h. Las células se recogieron y la entrada de CNT se ensayó
por un análisis de inmunotransferencia usando anticuerpos dirigidos contra syb II o SNAP-25.

Para los experimentos de bloqueo, se generaron syt II 1-267 y syt II 61-267 como proteínas de fusión con his6;
se generó syt II 1-87 como una proteína de fusión con GST que se eluyó de las perlas usando glutatión 10 mM más
Triton X-100 al 0,5%. Los fragmentos proteicos o péptidos se premezclaron con BoNT/B en 200 µl de TBS durante
1 h a 4ºC antes de añadirlos a 2 ml de medio de cultivo celular (por pocillo en una placa de 6 pocillos). En algunos
casos, también se añadieron gangliósidos en el tampón de unión (Fig. 5B, panel inferior). La concentración final de
BoNT/B fue 30 nM, la concentración final de gangliósidos fue 25 µg/ml y la [fragmento de syt] final se indica en la
descripción de los dibujos.

Unión de BoNT/B a células PC12 - Las células tratadas con toxina, con o sin preincubación con fragmentos
de syt, se lavaron tres veces con PBS, se fijaron con paraformaldehído al 4% (15 min a temperatura ambiente), se
permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% (10 min a temperatura ambiente) y se tiñeron con un anticuerpo primario de
conejo anti-BoNT/B y un anticuerpo secundario de cabra anti-conejo conjugado con FITC (Jackson Laboratories). En
los ensayos competitivos del fragmento de syt II descritos en la Fig. 5, los fragmentos 1-267 y 61-267 de syt II forman
agregados unidos a las células (Bai et al., 2000) - éstos se visualizaron usando un anticuerpo primario de ratón anti-
his6 (Qiagen) y un anticuerpo secundario de cabra anti-ratón conjugado con Rodamina (Jackson Laboratories). Las
imágenes de fluorescencia se obtuvieron como se ha descrito para los experimentos de terminales nerviosas motoras.
Se debe indicar que para estos experimentos se retiró el detergente libre de los fragmentos de syt recombinante lavando
las proteínas inmovilizadas con tampones sin detergente antes de la elución. Sin embargo, en el caso de syt II 1-87,
fueron necesarios bajos niveles de Triton X-100 para eluir la proteína de las perlas; debido a esto, se realizaron
experimentos usando este fragmento dentro de un periodo de 6 h para evitar los efectos del detergente en las células.

Experimentos de captación de anticuerpo y toxina - Las células se trataron con solución de control (HEPES 15
mM, NaCl 145 mM, KCl 5,6 mM, CaCl2 2,2 mM, MgCl2 0,5 mM, glucosa 5,6 mM, ácido ascórbico 0,5 mM, BSA al
0,1% [pH 7,4]) o solución de alta [K+] (igual que la solución de control pero ajustada a NaCl 95 mM y KCl 56 mM),
durante 10 min a 37ºC, en presencia de BoNT/B más 10 µl de anticuerpo monoclonal contra el dominio luminal (α-syt
IN; clon 604.4) o el dominio citoplásmico de syt I (α-syt Ic; clon 41.1). Las células se lavaron con medio de cultivo, se
incubaron durante 30 min a 37ºC, se fijaron y se permeabilizaron. Para marcar BoNT/B se usó un anticuerpo primario
de conejo anti-BoNT/B; la tinción se visualizó usando un anticuerpo secundario de cabra anti-conejo conjugado con
FITC. Se usaron anticuerpos secundarios de cabra anti-ratón conjugados con Rodamina para visualizar los anticuerpos
contra syt I internalizados. Se recogieron imágenes confocales con un microscopio confocal Bio-Rad MRC 1000 (Keck
Center for Biological Imaging, UW-Madison) usando un objetivo de inmersión en aceite de 100 aumentos.

Co-inmunoprecipitación - Se purificó syt I 1-265 GST recombinante como se ha descrito anteriormente y se es-
cindió del marcador GST usando trombina. Se incubaron cinco µl de anticuerpo monoclonal α-syt IN (604.4) con
BoNT/B (300 nM), con o sin Syt I 1-265 1,5 µM en 100 µl de TBS más Triton X-100 al 0,5% y gangliósidos (25
µg/ml) durante 1 h a 4ºC. Se añadieron treinta µl de perlas Fast Flow con Proteína G (Pharmacia), las muestras se
mezclaron durante 1 h, las perlas se lavaron tres veces en tampón de unión y el material unido se analizó por SDS-
PAGE e inmunotransferencia usando un anticuerpo policlonal anti-BoNT/B y α-syt IN (604.4).

Experimentos en hemidiafragma de rata - Se pusieron hemidiafragmas de rata en solución de Ringer enfriada con
hielo (en mM: NaCl 138,8, KCl 4, NaHCO3 12, KH2PO4 1, MgCl2 2, CaCl2 2, glucosa 1 l) gasificada con 95% de
CO2/5% de O2. La estimulación se realizó con una solución similar en la que la concentración de KCl se aumentó a
45 mM, y la concentración de NaCl se redujo de forma apropiada. Los hemidiafragmas se incubaron con solución de
Ringer de alto contenido de potasio que contenía BoNT/B 5 nM durante 10 min a temperatura ambiente. En algunos
experimentos, la BoNT/B se premezcló con el fragmento 1-267 de syt II o el fragmento 61-267, ambos mezclados con
25 µg/ml de gangliósidos. Al final del periodo de estimulación/incubación, las preparaciones se fijaron (paraformalde-
hído al 4%), se permeabilizaron (Triton X-100 al 0,3%) y se bloquearon en suero de cabra antes de inmunomarcar con
un anticuerpo de conejo anti-BoNT/B y un anticuerpo monoclonal anti-Syb II. La inmunofluorescencia se visualizó
usando un anticuerpo anti-conejo conjugado con FITC y un anticuerpo anti-ratón conjugado con TRITC. Una región
de músculo adyacente al sitio de la entrada del nervio (en la que se van a encontrar un gran número de terminales
nerviosas superficiales) se puso en una cámara de visualización con un fondo de vidrio que comprendía un solo cu-
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breobjetos. Se obtuvieron imágenes de inmunofluorescencia usando un microscopio Nikon TE300, con una cámara
CCD enfriada microMAX controlada por el software MetaMorph. Las intensidades de fluorescencia se cuantificaron
usando el software ImageJ.

Neutralización de la actividad de BoNT/B in vivo - Para cada lote de BoNT/B, se determinó el valor de DL50 para
ratones (20-22 g; Institute of Cancer Research strain) usando métodos convencionales (Schantz y Kautter, 1978). El
valor de DL50 corresponde a la cantidad de toxina, introducida por inyección intraperitoneal, que produce la muerte
de 50% después de 4 días. Las preparaciones de BoNT/B de los presentes solicitantes tuvieron actividades de apro-
ximadamente 108 DL50/mg. Para los estudios de neutralización de la toxina, se usó el ensayo más rápido de tiempo
transcurrido hasta la muerte utilizando la vía intravenosa (Boroff y Fleck, 1966). Primero se generó una curva patrón
en la que se representa la relación entre el tiempo transcurrido hasta la muerte de los ratones que recibieron inyecciones
intravenosas de 100 µl de BoNT/B (expresado en min) frente a la toxicidad específica de BoNT/B que se determinó
usando el método convencional descrito anteriormente (log [DL50/ml]). Dentro del intervalo lineal, 104-106 DL50/ml,
este gráfico se usó para convertir el tiempo transcurrido hasta la muerte determinado experimentalmente, desde la
inyección intravenosa de dosis relativamente grandes de toxina, en valores de DL50/ml. Para los experimentos de neu-
tralización de la toxina, se premezcló BoNT/B con gangliósidos solos (250 µg/ml) o gangliósidos más los fragmentos
de syt II indicados durante 10 min a temperatura ambiente y después la mezcla se inyectó por vía intravenosa en ra-
tones. En todos los experimentos, el volumen total de inyección siempre fue de 100 µl. La neutralización de la toxina
se indica por una extensión en el tiempo transcurrido hasta la muerte de ratones inyectados con toxina sola frente a la
inyección con toxina que se había premezclado con fragmentos de syt/gangliósidos. El aumento en el tiempo trans-
currido hasta la muerte se convirtió en una reducción en la [DL50/ml] aparente usando la curva patrón, y el porcentaje
de neutralización se calculó usando la expresión: 1-[DL50/ml(+ fragmento de syt II)/DL50/ml (- fragmento de syt II)] x
100, donde (+ fragmento de syt II) se refiere a muestras que contienen toxina, gangliósidos y proteínas recombinantes
y (- fragmentos de syt II) se refiere a muestras que estaban compuestas de toxina y gangliósidos únicamente.

Resultados

Una región dentro del dominio luminal de syt I y II media interacciones directas con BoNT/B - Para ensayar las
interacciones directas de syt·BoNT, se inmovilizaron fragmentos de syt I y II como proteínas de fusión con GST y se
usaron como matriz de afinidad para precipitar BoNT/A, B o E en presencia y ausencia de gangliósidos. Para estos
experimentos, se incluyeron otras dos isoformas de syt, syt IV y IX, así como syb II de longitud completa, como
controles negativos. La estructura de los fragmentos de syt se muestra en la Fig. 1A (panel superior). Como cada
fragmento contiene un dominio transmembrana, los ensayos de unión incluían Triton X-100 al 0,5%; de esta manera,
los gangliósidos se presentaron como micelas mixtas. En contraste con un estudio previo (Li y Singh, 1998), no se
observó unión detectable de BoNT/A o E a ninguna de las proteínas inmovilizadas (Fig. 1A, panel central), incluso
cuando se emplearon concentraciones relativamente elevadas de BoNT/A y E (300 nM; datos no mostrados), lo que
indica que estas toxinas no se unen a los fragmentos de syt usados en los ensayos de los presentes solicitantes.

En condiciones idénticas, se observó que BoNT/B se une a syt I y II. Aunque las interacciones de syt I·BoNT/B
eran estrictamente dependientes de los gangliósidos, syt II se unía a BoNT/B en ausencia de gangliósidos (Fig. 1A,
panel central). La reducción de la concentración de la proteína de fusión GST-syt II inmovilizada en perlas reveló que
los gangliósidos pueden aumentar las interacciones de syt II·BoNT/B (Fig. 1A, panel inferior), pero esta interacción
es claramente menos dependiente de los gangliósidos. Estos descubrimientos son coherentes con los datos previos que
demuestran que syt II se une a BoNT/B de forma más fuerte que syt I (Nishiki et al., 1996a); supuestamente, la mayor
afinidad de la interacción de syt II·BoNT/B se basa menos en los gangliósidos. Las interacciones de syt I/II·BoNT/B
son específicas, ya que no se detectó la unión a una región análoga de syt IV o IX, o a syb II de longitud completa
(Fig. 1A, panel central).

Si syt I y II son receptores fisiológicamente relevantes para BoNT/B, la unión debe estar mediada por la región de
syt que queda expuesta en el exterior de las células - es decir, el dominio luminal - durante los ciclos de exocitosis y
endocitosis. Para esclarecer cómo se une BoNT/B a syt II, primero se usaron quimeras de syt II/IX. El intercambio
de los dominios luminales de estas proteínas fue suficiente para transferir la actividad de unión de BoNT/B desde syt
II a syt IX (Fig. 1B), lo que indica que la unión de BoNT/B está mediada por el dominio luminal de syt II. De forma
coherente con este descubrimiento, un fragmento más corto de syt II, compuesto únicamente del dominio luminal y
transmembrana (restos 1-87), mediaba la unión estequiométrica de la toxina (Fig. 1C).

Se usó un análisis de truncamiento para localizar adicionalmente el sitio de unión a la toxina de las syt I y II. Dentro
del dominio luminal de syt II, los restos 40-60, que están adyacentes al dominio transmembrana, son críticos para la
unión a la toxina (Fig. 2A). Se ha indicado que el fragmento 61-267 de syt II puede unirse a gangliósidos a través de
su domino transmembrana (restos 61-87) (Kozaki et al., 1998), aunque este fragmento no puede usarse a BoNT/B en
presencia de gangliósidos (Fig. 2A, panel central). Estos datos sugieren que los gangliósidos no median directamente
la unión a la toxina en las condiciones de ensayo de los presentes solicitantes, sino que más bien cooperan con el
dominio luminal para formar sitios de unión a BoNT/B de alta afinidad. La región proximal a la membrana análoga
de syt I (restos 32-52) también era crítica para la unión de BoNT/B (Fig. 8). Este segmento está muy conservado
entre syt I y II (Fig. 2B); las diferencias de secuencias minoritarias pueden explicar las diferencias de afinidad para
BoNT/B (Nishiki et al., 1996a). Se ha indicado que el dominio luminal aislado de syt II (restos 1-61) pero no de syt I
(restos 1-53), se une a BoNT/B (Fig. 2A y Fig. 8). Este resultado probablemente se debe a los rigurosos requisitos de
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gangliósidos para las interacciones de syt I·BoNT/B; la deleción del dominio transmembrana de syt I anula la unión
de gangliósidos (Kozaki et al, 1998) y por lo tanto reduce la actividad de unión a BoNT/B.

Los estudios de localización descritos anteriormente sugieren que los restos 40-60 de syt II comprenden el dominio
de unión a BoNT/B. Para ensayar esto directamente, se inmovilizó un péptido sintético (P21) que corresponde a este
segmento de syt II en perlas y se usó como matriz de afinidad. Este péptido se une directamente a BoNT/B, aunque
con menos avidez que fragmentos más grandes de syt II ya que la unión detectable requería mayores concentraciones
de la toxina (Fig. 2C, panel superior). Una versión de secuencia cambiada de este péptido, P21S, sirvió como control
negativo. Además P21, pero no P21S, pudo inhibir competitivamente las interacciones de syt II·BoNT/B (Fig. 2C,
panel inferior). P21 también inhibió las interacciones de syt I·BoNT/B (datos no mostrados). Conjuntamente, estos
estudios establecen que los restos 40-60 de syt II median en gran medida la unión de BoNT/B.

Syt I media la unión dependiente de gangliósidos y la entrada de BoNT/B en células PC12 - Los experimentos
descritos anteriormente demuestran que syt I y II se unen a BoNT/B por medio de una región conservada en sus ecto-
dominios. Sin embargo, la cuestión clave es si syt I o II median la entrada de la toxina; particularmente, ¿son receptores
proteicos funcionales para BoNT/B? Para responder esta cuestión primero se usaron células PC12, una línea celular
neuroendocrina que sirve como sistema modelo para estudiar la exocitosis inducida por Ca2+. Estas células expresan
los sustratos para todas las CNT pero son resistentes a la entrada de BoNT/B, probablemente debido a la falta de
receptores funcionales de la toxina (Lomneth et al., 1991). Las células PC12 expresan syt I y IX y niveles muy bajos
de syt IV; no se expresan otras isoformas de syt a niveles significativos (Zhang et al., 2002). Como syt IX y IV no
se unen a BoNT/B y syt I se une sólo en presencia de gangliósidos (Fig. 1A, panel central), la resistencia a la toxina
podría deberse al hecho de que estas células contienen bajos niveles de gangliósidos en comparación con las neuronas
(Walton et al., 1988). Se ensayó esta idea precargando gangliósidos exógenos en la membrana plasmática de células
PC12 de tipo silvestre. Como se muestra en la Fig. 3A, se observó una unión detectable a la toxina únicamente cuando
las células se cargaron con gangliósidos. Después se determinó si la toxina puede entrar en las células tratadas con
gangliósidos. Para controlar la entrada, se ensayó la escisión del sustrato citoplásmico de BoNT/B, syb II (Schiavo et
al., 1992) por análisis de inmunotransferencia usando anticuerpos anti-syb II. La escisión de syb II por BoNT/B se
produjo sólo cuando las células primero se precargaron con gangliósidos (Fig. 3B). Estos datos son coherentes con un
modelo en el que syt I y los gangliósidos cooperan para mediar la unión y la entrada de BoNT/B, y están de acuerdo
con datos bioquímicos que demuestran que la toxina se une a syt I sólo en presencia de gangliósidos. Para ensayar
adicionalmente este modelo, los presentes solicitantes aprovecharon una línea celular PC12 que carece de syt I (Syt
I−) (Shoji-Kasai et al., 1992). Esta línea celular es capaz de realizar una exocitosis inducida por Ca2+, supuestamente
a través de la acción redundante de syt IX (Fukuda et al., 2001; Zhang et al., 2002). Como se muestra en la Fig. 3C,
BoNT/B no pudo escindir syb II en células PC12 syt I− cargadas con gangliósido. Estos datos indican que para la
entrada de la toxina son necesarios tanto syt I como gangliósidos.

También se ensayó la entrada de BoNT/A y E en células PC12. La entrada se controló ensayando la escisión de
su sustrato SNAP-25 (Blasi et al., 1993a; Schiavo et al., 1993). BoNT/A escinde SNAP-25 entre los restos 197-198,
eliminando de esta manera 9 aminoácidos; BoNT/E escinde entre los restos 180-181 y retira 26 restos (Schiavo et al.,
1993). La incubación de las células con concentraciones nM de BoNT/A y E produjo grados similares de escisión de
SANP-25 en células de tipo silvestre (datos no mostrados) y syt I− (Fig. 3D). De esta manera, las dos toxinas pueden
entrar en las células PC12 syt I− que no se han precargado con gangliósidos. Estos experimentos demuestran que no se
necesitan syt I/II para la entrada de BoNT/A y E en células PC12, y que las células syt I− son competentes para captar
al menos algunas CNT.

Syt II es suficiente para mediar la entrada de BoNT/B en células PC12 - Para determinar directamente si syt
II puede funcionar como receptor para BoNT/B, los presentes solicitantes aprovecharon la observación de que esta
isoforma de syt puede unirse a BoNT/B en alguna medida en ausencia de gangliósidos (Fig. 1A). Se generaron líneas
de células PC12 que expresaban de forma estable syt II (Syt II+, Fig. 4A) y se observó que se unían a BoNT/B sin
precargar las células con gangliósidos exógenos (Fig. 4B). Un descubrimiento clave fue que la expresión de syt II era
suficiente para reconstituir la entrada de la toxina en las células transfectadas, como se demuestra por la escisión de
syt II (Fig. 4C). La eficacia de la escisión era proporcional al nivel de expresión de syt II y no se observó escisión en
células que carecían de syt II (Fig. 4C, panel derecho). Estos descubrimientos demuestran que syt II puede funcionar
como receptor de BoNT/B sin precargar las células con gangliósidos exógenos.

Para ensayar adicionalmente si la unión y la entrada están mediadas por interacciones directas entre BoNT/B y el
dominio luminal de syt II, se determinó si fragmentos de syt II que contenían el sitio de unión a BoNT/B inhibían la
acción de la toxina. Como se muestra en la Fig. 5A, los fragmentos correspondientes a los restos 1-267, 1-87 y 40-60
(P21) de syt II bloqueaban la unión de BoNT/B a células PC12 syt II+. El fragmento 61-267 de syt II, que carece del
dominio luminal, y el péptido de secuencia cambiada P21S no podían bloquear la unión de la toxina. Los presentes
solicitantes observaron que syt II 1-267 y 61-267 contienen un dominio de oligomerización dentro de los restos 61-
140 y también se unen a las membranas a través de su dominio C2A, formando de esta manera agregados (Bai et al.,
2000). Estos agregados se visualizan en la Fig. 5A (paneles inferiores) usando un anticuerpo anti-his6 que reconoce
un marcador his6 presente en estos fragmentos de syt recombinantes. El fragmento 1-267 de syt también contiene
BoNT/B unida, como se muestra por la inmunorreactividad anti-BoNT/B en los agregados de syt II (Fig. 5A, panel
superior). Por el contrario, los agregados de 61-267 de syt II asociados a las células no contenían BoNT/B (Fig. 5A,
panel inferior).
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Lo que es más importante, la titulación de syt II 1-267 produjo una protección dependiente de la dosis de la
escisión de syb II; el fragmento 61-267 no tenía efecto protector (Fig. 5B, panel superior). La inclusión de gangliósidos
aumentó la eficacia de la protección aproximadamente 3 veces (Fig. 5B, panel inferior), supuestamente facilitando la
unión ya sólida de syt II 1-267 a BoNT/B (Fig. 1A, panel inferior). Este resultado es coherente con la observación
de que el compañero de unión con la máxima afinidad por BoNT/B está compuesto de gangliósidos más syt II (Fig.
1A, panel inferior; (Nishiki et al., 1996a)). Como control, mezclas de gangliósidos y fragmento 61-267 de syt II no
pudieron impedir la escisión de syb II (Fig. 5B, panel inferior). P21 también produjo una protección dependiente de la
dosis, aunque a concentraciones >10 veces mayores en comparación con el fragmento 1-267 (Fig. 5C), supuestamente
porque se une menos fuertemente a BoNT/B que los fragmentos más largos de syt II. Existe la preocupación de que
bajos niveles de detergente asociado con los dominios transmembrana presente en algunos de los fragmentos de syt
puedan afectar a la captación y acción de la toxina. Sin embargo, no se observó ninguna toxicidad aparente usando
estos fragmentos. Además, la capacidad del fragmento 1-267 de bloquear la acción de la toxina no puede deberse a
la toxicidad del detergente asociado, ya que el fragmento 61-267 tiene el mismo dominio transmembrana aunque no
puede proporcionar ninguna protección.

Actividad dependiente de la entrada de BoNT/B en vesículas que contienen syt I - Los datos anteriores sugieren
un modelo en el que BoNT/B puede entrar en células PC12 por la unión al dominio luminal de syt I o II. Este modelo
predice que BoNT/B ejercerá la internalización de syt I/II desde la superficie celular en los mismos orgánulos y que
la internalización debe ser dependiente de la actividad. La exocitosis/endocitosis de vesículas puede rastrearse usando
anticuerpos dirigidos contra el dominio luminal N-terminal de syt I (Juzans et al., 1996; Mateeoli et al., 1992). En
primer lugar, se demostró que un anticuerpo anti-dominio luminal de syt I (α-syt IN) y BoNT/B pueden unirse a syt I
simultáneamente (Fig. 1A). Éste es el resultado esperado, ya que el anticuerpo reconoce los doce primeros aminoácidos
en el extremo N de syt I, mientras que el sitio de unión a BoNT/B está en el extremo C-terminal del dominio luminal.

Los presentes solicitantes aprovecharon este descubrimiento y determinaron si el anticuerpo y la toxina se captan
en el mismo compartimiento en respuesta a la estimulación. Se precargaron células PC12 con gangliósidos y se des-
polarizaron con una alta [K+] para inducir la exocitosis de vesículas secretoras en presencia de anticuerpos α-syt IN
y BoNT/B. Se dejó que la exocitosis y la endocitosis continuaran durante 10 minutos, seguido de lavados extensivos
para retirar el anticuerpo unido a la superficie y la toxina. Se observó que tanto los anticuerpos α-syt IN como BoNT/B
se internalizaban en el mismo compartimiento. La despolarización de las células aumentaba significativamente la in-
ternalización del anticuerpo y de BoNT/B; en el control sólo se observaron bajos niveles de internalización, debido a
la exocitosis espontánea y reciclado.

A diferencia del anticuerpo α-syt IN, no se captó un anticuerpo dirigido contra el dominio citoplásmico de syt I (α-
syt IC) (Fig. 9B), lo que demuestra que la tinción con el anticuerpo del dominio luminal no se debe a una pérdida de
integridad de las membranas celulares. Además, los anticuerpos α-syt IN y BoNT/B no se captaron en células PC12 syt
I− (Fig. 9B), lo que establece además que la captación requiere la exposición del dominio luminal de syt I y no se debe
a una endocitosis masiva. Estos descubrimientos demuestran que el dominio luminal de syt I se expone en la superficie
de células PC12 durante la exocitosis, y que BoNT/B entra en las células PC12 a través de orgánulos que contienen syt
I. Esta última observación se confirmó adicionalmente por la co-localización de BoNT/B con un anticuerpo dirigido
contra el dominio citoplásmico (α-syt IC) de syt I.

Se obtuvieron resultados similares usando células PC12 syt II+ - BoNT/B entró en vesículas que contenían syt I de
una manera dependiente de la actividad (datos no mostrados). Los presentes solicitantes no han podido localizar syt II
en las líneas celulares syt II+ usando anticuerpos disponibles actualmente. Sin embargo, syt II se localiza junto con syt
I en vesículas secretoras en cerebro y probablemente se dirigirá a orgánulos que contienen syt I en las células PC12
(Osborne et al., 1999):

Actividad dependiente de la captación de BoNT/B en terminales nerviosas motoras - La causa de muerte por
intoxicación con BoNT/B es la asfixia debido al bloqueo de la neurotransmisión en el diafragma. Por lo tanto, los
presentes solicitantes ampliaron sus estudios para explorar el mecanismo de la entrada de la toxina en neuronas en
este tejido. Se observaron únicamente bajos niveles de asociación de BoNT/B con terminales nerviosas motoras en el
diafragma de rata en condiciones en reposo. Sin embargo, la estimulación con KCl produce un espectacular aumento
en los niveles de BoNT/B (5,7 veces; Fig. 6A) y una pérdida concomitante de inmunorreactividad con syb II (3,2
veces, Fig. 6B). El aumento de unión de BoNT/B y la pérdida de syb II se anularon prácticamente por incubación con
el fragmento 1-267 de syt II/gangliósidos, pero no por una mezcla de syt II 61-267/gangliósidos (Fig. 6A, B). Estos
datos demuestran que la captación de BoNT/B es dependiente de la actividad en su diana natural. Además, la unión y
entrada de la toxina puede impedirse por fragmentos de syt II que contienen el sitio de unión a la toxina mientras que
los fragmentos de syt que no tienen el sitio de unión a la toxina no tienen efecto.

La inhibición competitiva de interacciones de syt·BoNT/B neutraliza a BoNT/B in vivo - Los experimentos descri-
tos anteriormente demuestran que BoNT/B entra en las células PC12 y en las terminales nerviosas motoras a través de
interacciones con syt I/II más gangliósidos. Para establecer adicionalmente la relevancia fisiológica de los descubri-
mientos anteriores, se determinó si fragmentos de syt II que contienen el sitio de unión a BoNT/B pueden neutralizar
los efectos de la toxina in vivo. Para estos estudios, se usó un método rápido para evaluar la toxicidad en el que la
inyección intravenosa de grandes cantidades (105-106 DL50) de BoNT/B en ratones producía la muerte en una escala
de tiempo de minutos a horas, en lugar de los ensayos de letalidad de cuatro días convencionales (en los que 1 DL50 se
define como la cantidad de toxina que produce 50% de muerte después de cuatro días) (Boroff y Fleck, 1966; Schantz
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y Kautter, 1978). Este ensayo reduce el período de tiempo durante el cual los animales están expuestos a la toxina.
Para este fin, en primer lugar se estableció una curva patrón para relacionar los valores de DL50/ml determinados clá-
sicamente con los valores de tiempo transcurrido hasta la muerte que se determinaron usando el ensayo rápido (Fig.
7A). Después, este gráfico se usó para convertir el tiempo transcurrido hasta la muerte medido experimentalmente en
unidades de DL50 aparente/ml. Después de esta conversión, los valores de DL50 aparente/ml se usaron para calcular el
% de neutralización de la toxina por mezclas de syt/gangliósido.

El intervalo de [syt II 1-267] que se ensayó en ratones no produjo una protección sustancial en ausencia de gan-
gliósidos. Los fragmentos 1-267 y 1-87 de syt II, junto con gangliósidos, neutralizaban la mayor parte de la toxicidad
de BoNT/B en ratones (Fig. 7B). Los presentes solicitantes creen que para que el propio syt II 1-267 proporcione
protección in vivo, se necesitan dosis mayores.

Syt II 61-267 más gangliósidos no neutralizaba la toxina (Fig. 7B), estableciéndose además el papel esencial del
dominio luminal de syt II para la entrada de la toxina in vivo. Se determinaron las potencias de syt II 1-267 y 1-87 (Fig.
7C); los dos fragmentos produjeron una protección dependiente de la dosis a concentraciones sub-µM. Finalmente, la
inyección intravenosa previa con fragmentos 1-267 ó 1-87 de syt II, mezclados con gangliósidos, neutralizaba 70-80%
de BoNT/B que se inyectó 1 minuto después (Fig. 7D), lo que indica que los animales pueden protegerse antes de la
exposición a la toxina.

La presente invención no pretende limitarse a los ejemplos anteriores, sino que más bien comprende todas las
variaciones y modificaciones incluidas dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un agente que reduce la unión entre BoNT/B y su receptor en la superficie celular en la fabricación de
un medicamento para reducir la toxicidad de BoNT/B en un sujeto humano o un sujeto animal no humano, donde el
agente comprende (i) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada entre los aminoácidos
1-87 de la SEC ID Nº: 7, los aminoácidos 40-267 de la SEC ID Nº: 7, los aminoácidos 1-267 de la SEC ID Nº: 7, los
aminoácidos 1-422 de la SEC ID Nº: 7 y (ii) un gangliósido.

2. Uso de un agente que reduce la unión entre BoNT/B y su receptor en la superficie celular para uso en la reducción
de la toxicidad de BoNT/B en un sujeto humano o un sujeto animal no humano, donde el agente comprende (i) un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada entre los aminoácidos 1-87 de la SEC ID Nº:
7, los aminoácidos 40-267 de la SEC ID Nº: 7, los aminoácidos 1-267 de la SEC ID Nº: 7, los aminoácidos 1-422 de
la SEC ID Nº: 7 y (ii) un gangliósido.

3. Un método para detectar BoNT/B o Clostridium botulinum que comprende las etapas de:

exponer una muestra que se sospecha que contiene BoNT/B a un polipéptido que comprende los aminoácidos 40-
60 de la SEC ID Nº: 7 con la condición de que se excluya un polipéptido que comprende una sinaptotagmina I o II de
longitud completa; y

detectar la unión del polipéptido a BoNT/B.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Chapman, Edwin R.
Dong, Min

<120> RECEPTORES DE LA NEUROTOXINA BOTULÍNICA B Y SU USO

<130> 960296.99004

<150> 60/422.951
<151> 31-10-2002

<150> 60/498.128
<151>27-08-2003

<160> 10

<170> PatentIn versión 3.2

<210> 1
<211> 2381
<212> ADN
<213> Mus musculus

<220>
<221> CDS
<222> (525)..(1790)

<220>
<221> misc_feature
<222> (618)..(680)
<223> Dominio de unión a BoNT/B

<220>
<221> misc_feature
<222> (681)..(761)
<223> Dominio de unión a gangliósidos o dominio transmembrana

<400>1
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<210> 2
<211> 421
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 2
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<210> 3
<211> 4654
<212> ADN
<213> Rattus rattus

<220>
<221> CDS
<222> (526)..(1791)

<220>
<221> misc_feature
<222> (619)..(681)
<223> Dominio de unión a BoNT/B

<220>
<221> misc_feature
<222> (682)..(762)
<223> Dominio de unión a gangliósidos o dominio transmembrana

<400> 3
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<210> 4
<211> 421
<212> PRT
<213> Rattus rattus

<400> 4
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<210> 5
<211> 422
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<221>MISC_FEATURE
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<222> (33)..(53)
<223> Dominio de unión a BoNT/B

<220>
<221>MISC_FEATURE
<222> (54)..(80)
<223> Dominio de unión a gangliósidos o dominio transmembrana

<400> 5
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<210> 6
<211> 1876
<212> ADN
<213> Mus musculus
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<220>
<221> CDS
<222> (16)..(1284)

<220>
<221> misc_feature
<222> (133)..(195)
<223> Dominio de unión a BoNT/B

<220>
<221> misc_feature
<222> (196)..(276)
<223> Dominio de unión a gangliósidos o dominio transmembrana

<400> 6
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<210> 7
<211> 422
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 7
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<210> 8
<211> 2681
<212> ADN
<213> Rattus norvegicus

<220>
<221> CDS
<222> (115)..(1383)

<220>
<221> misc_feature
<222> (232)..(294)
<223> Dominio de unión a BoNT/B

<220>
<221> misc_feature
<222> (295)..(375)
<223> Dominio de unión a gangliósidos o dominio transmembrana

<400> 8
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<210> 9
<211> 422
<212> PRT
<213> Rattus norvegicus

<400> 9
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<210> 10
<211> 419
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<221>MISC_FEATURE
<222> (37)..(57)
<223> Dominio de unión a BoNT/B

<220>
<221>MISC_FEATURE
<222> (58)..(84)
<223> Dominio de unión a gangliósidos o dominio transmembrana

<400> 10
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