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ES 2333319 T3

DESCRIPCION

Receptores de la neurotoxina botulinica B y su uso.
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas
Declaracion en relacion con la investigacion o desarrollo patrocinado federalmente

Esta invencién se realizé 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 invencién.

Antecedentes de la invencion

Las neurotoxinas de clostridios (CNT) son las sustancias mds t6xicas conocidas. Hay ocho toxinas relacionadas -
siete neurotoxinas botulinicas (BoNT/A-G) y una neurotoxina tetdnica (TeNT) (Schiavo ez al., 2000; Simpson, 1981).
Las BoNT pueden producir botulismo y son posibles armas biolégicas (Arnon et al., 2001; Mahant et al., 2000).
Tanto las BoNT como la TeNT estdn compuestas por una cadena pesada y ligera; la cadena pesada media la unién a
la superficie de terminales nerviosas especificas. Una vez internalizada por endocitosis, la cadena ligera se transloca
desde el lumen de la vesicula al citoplasma, donde funciona como proteasa dependiente de cinc (Schiavo et al., 2000).
La cadena ligera escinde uno o mas componentes de un complejo de fusién 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 Ca**, las CNT han surgido como herramientas importantes para el estudio de la fusién a la membrana y
la transmision sindptica (Jahn y Niemann, 1994).

La primera etapa en la accion de las CNT implica la unién a receptores en la superficie de las neuronas. Los indicios
actuales sugieren que los receptores estan compuestos de gangliésidos y proteinas que cooperan para formar sitios de
unidn a toxinas de alta afinidad. Como alternativa, los ganglidsidos pueden constituir sitios de unién a toxina con una
afinidad relativamente baja que sirven para capturar las CNT para facilitar interacciones con proteinas receptoras de
la superficie celular (Montecucco, 1986; Nishiki et al., 1996a). Los gangliésidos son glicoesfingolipidos ubicuos en
la cara externa de las membranas plasmadticas. Se clasifican de acuerdo con el nimero y las posiciones de los dcidos
sidlicos presentes en sus grupos de cabeza. Los polisialioganglidsidos, que estdn presentes casi exclusivamente en
neuronas y en células neuroendocrinas, se unen a las CNT con la mdxima avidez (Halpern y Neale, 1995). Aunque en
el reconocimiento toxina-célula también estd implicado claramente un componente proteico, en el momento actual no
se ha identificado una proteina que medie la entrada de la toxina (Schiavo et al., 2000).

Estudios bioquimicos han llevado a la identificacién de un pufiado de proteinas de unién a CNT. En la mayoria
de los casos, estas proteinas de unién no parecen funcionar como receptores que median la entrada de las toxinas.
Por ejemplo, se notificé que BONT/A,B.E y TeNT se unfan a sinapsina [ y aducina, respectivamente (Schengrund et
al., 1996; Schengrund et al., 1993; Schengrund et al., 1992). Como ninguna de estas proteinas estd expuesta en la
superficie externa de las células, es poco probable que funcionen como receptores de la superficie celular. Se notificé
que TeNT se unia a Thy-1, una proteina de la membrana plasmadtica 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 I (Nishiki et al., 1994) son proteinas de membrana de la vesicula sindptica homo-
logas que se cree que funcionan como sensores de Ca** para la exocitosis (Chapman, 2002; Schiavo er al., 1998). Se
notificé que Syt I y II se unia a BONT/B en presencia de ganglidsidos; la constante de disociacién para el complejo
syt I.BoNT/B era de 2,3 nM y la constante de disociacion para syt II'BoNT/B era de 0,23 nM. (Nishiki et al., 1996a).
La unién de alta afinidad de BoNT/B a fibroblastos se reconstituyd por expresion de syt II e incorporacién de gan-
glésidos exdgenos en membranas de la superficie. Sin embargo, la unién no producia la escision de la proteina diana
de BoNT/B, syb II, que se habia co-expresado con syt II, lo que indica que la toxina no se internalizaba (Nishiki et
al., 1996b). Aunque los estudios bioquimicos establecian claramente que syt se une a BoNT/B, no existen indicios
de que la unién media la entrada en las células. De esta manera, sigue sin saberse si esta interaccion tiene algin pa-
pel funcional. Mas recientemente, también se ha notificado que BoNT/A y E se unen a syt I, aunque de una manera
independiente de ganglidsidos (Liy Singh, 1998).

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

La determinacién de si cualquiera de las proteinas anteriores, o quizds otras proteinas, sirve como receptor de
BoNT/B sera extremadamente titil para disefiar moléculas que puedan reducir o inhibir completamente la toxicidad de
BoNT/B. Por la misma razén, una vez que se ha identificado un receptor, es importante localizar el dominio de unién a
BoNT porque podrian usarse polipéptidos que contienen el dominio y peptidomiméticos de los mismos para competir
con el receptor por la unién a BoNT, reduciendo o inhibiendo completamente de esta manera la toxicidad de BoNT.
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Breve compendio de la invencion

La presente invencién se basa en la identificacién de syt I y II como receptores de BoNT/B asi como en la identi-
ficacién de los dominios de unién a BoNT/B en syt Iy II.

La presente invencién proporciona el uso de un agente que reduce la unioén entre BoNT/B y su receptor de la
superficie celular en la fabricacién 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 aminoéa-
cidos seleccionada entre los aminoacidos 1-87 de la SEC ID N°: 7, los aminoacidos 40-267 de 1la SEC ID N°: 7, los
aminodcidos 1-267 de la SEC ID N°: 7, los aminodacidos 1-422 de la SEC ID N°: 7 y (ii) un gangliésido.

La presente invencidn proporciona ademds un agente que reduce la unién entre BONT/B y su receptor de la super-
ficie celular para uso en la reduccién 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 aminodcidos seleccionada entre los
aminodacidos 1-87 de la SEC ID N°: 7, los aminoacidos 40-267 de la SEC ID N°: 7, los aminoacidos 1-267 de la SEC
ID N°: 7, los aminoécidos 1-422 de la SEC ID N°: 7 y (ii) un gangliésido.

La presente invencién ademds 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 aminoécidos 40-
60 de la SEC ID N°: 7, siempre que se excluya un polipéptido que comprende una sinaptotagmina I o II de longitud
completa; y

detectar la unién del polipéptido a BoNT/B.

También se hace referencia a un dcido nucleico aislado que contiene una secuencia codificante para el dominio de
unién a BoNT/B de syt I o II de rata, ratén o humano, o para una secuencia de aminoécidos que tiene una identidad
de al menos 70%, 80%, 90% o 95% con el dominio de unién a BoNT/B anterior. También se hace referencia a
un 4cido nucleico aislado que tiene una secuencia de nucleétidos que tiene una identidad de al menos 80% con
la secuencia codificante del dominio de unién a BoNT/B de syt I y II de rata, ratén o humano o que hibrida con
la secuencia codificante en condiciones de hibridacién rigurosas o moderadamente rigurosas. El 4cido nucleico de
la presente invencién puede proporcionarse en un vector o célula hospedadora y unirse de forma operativa a una
secuencia de control de la expresién no nativa. En el caso de syt I y IT humanos, los dominios de unién a BoNT/B son
los aminodcidos 33-53 y 37-57, respectivamente. Para syt I y II de rata o ratén, los dominios de unién a BoNT/B son
los aminodcidos 32-52 y 40-60, respectivamente.

También se hace referencia a un polipéptido aislado que contiene el dominio de unién a BoNT/B de syt I y II de
rata, ratén o humano o a una secuencia de aminodcidos que tiene una identidad de al menos 70%, 80%, 90% o 95%
con el dominio anterior. También se hace referencia a un anticuerpo especifico para el dominio de unién a BoNT/B de
syt I o II de rata, ratén o humano o a una secuencia de aminodcidos que tiene una identidad de al menos 70%, 80%,
90% 0 95% con el dominio anterior.

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

Breve descripcion 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 esquematico
de las construcciones de syt usadas en los experimentos de precipitacion a través de GST. Para facilitar la purificacion,
todas las construcciones de syt carecian de un dominio C2B; la flecha indica el extremo C de las syt truncadas. El
dominio transmembrana (TMD) estd indicado por un rectdngulo negro. En el panel central, la GST o las proteinas de
fusion a GST indicadas se incubaron con BoNT/B, A y E 30 nM con (+; 25 ug/ml) o sin (-) gangliésidos en 100 pl
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 proteina
de fusidn se varié como se indica. B) Los ensayos de unién se realizaron como en (A). Los fragmentos N-terminales
de syt IT y IX sirvieron como controles positivo y negativo respectivamente, y en dos construcciones quiméricas, en las
que se intercambiaron los dominios luminales de syt I y IX, se ensayd la actividad de unién a la toxina. C) Los ensayos
de unidn se realizaron como en (A) usando syt II 1-87 inmovilizada y las concentraciones indicadas de BoNT/B. La
toxina unida se visualizé por tincién con azul de Coomassie; la unién era estequiométrica en la saturacién. 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 proteolitico de GST-syt II 1-87.

La Fig. 2 muestra la localizacién del sitio de unién de BoNT/B dentro del dominio luminal de syt II. A) Los
ensayos de unién 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 unién y (-) indica ausencia de unién.
B) Secuencia del extremo amino de syt I y II. La region subrayada (restos 40-60 en syt II; restos 32-52 en syt I) es
critica para la unién de BoNT/B; los asteriscos indican diferencias de secuencia. El TMD esta recuadrado. C) Panel
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superior - Un péptido, P21, que corresponde a los restos 40-60 de syt II mas un resto de cys C-terminal se conjugd con
perlas de agarosa y se usé para precipitar la toxina como se describe en (A); un péptido con la secuencia cambiada,
P21S IKMNDAEFFGKSNFQEKLEKEC, SEC ID N°: 5), sirvié como control negativo. Panel inferior - P21, pero no
P21S, bloqueaba la interaccién entre BONT/B y el fragmento 1-87 de syt II. Los ensayos de unién se realizaron como
en (A), pero como una funcién de la concentracién indicada de P21 o P21S.

La Fig. 3 muestra que la entrada de BoNT/B en células PC12 depende de la expresion de syt I y la carga previa
de las células con gangliésidos. A) Las células PC12 se dejaron sin tratar o se precargaron con gangliésidos. Después,
las células se incubaron con BoNT/B 50 nM durante 48 h, se fijaron con paraformaldehido al 4%, se permeabilizaron
con Triton X-100 al 0,1% vy se tifieron 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 gangliésidos produjo actividad de unién a la
toxina. B) Las células PC12 se precargaron (+) o no (-) con gangliésidos; después, las células se incubaron con (+) o
sin (-) BoNT/B 50 nM durante 48 h y se recogieron. Veinte ug de cada muestra se sometieron a SDS-PAGE vy a andlisis
de inmunotransferencia usando anticuerpos anti-syb II (C1 69-1) o anti-syt I (C1 41.1). La carga previa de las células
con gangliésidos mediaba la entrada de la toxina, como se demuestra por la escisién de syb II. Se sond6 con syt I
para asegurar una carga equivalente en los geles. C) Los experimentos se realizaron como en el apartado (B) anterior,
con la excepcién de que se compararon células PC12 de tipo silvestre con las células syt I™ (Shoji-Kasai et al., 1992).
Se sond6 con a/B-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 gangliésidos. 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 controlé ensayando con respecto a la escision de SNAP-25. Los asteriscos indican productos de escision de
SNAP-25.

La Fig. 4 demuestra que Syt II media la entrada de BoNT/B en células PC12. A) Se subclond syt II de ratén de
longitud completa en pPCDNA3.1(-) y se usé para transfectar células PC12. Las células se seleccionaron con G418 y
se establecieron varias lineas monoclonales independientes y se seleccionaron con respecto a la expresion de syt II por
analisis de inmunotransferencia usando un anticuerpo de conejo anti-syt II; en los geles se cargaron 30 ug de proteina
de los clones syt II* y 100 ug de los clones syt II". Los clones N° 1, 5 y 10 expresaban syt II (syt II*), los clones N°
8, 9 y 13 carecian de syt II (syt II"). Como el clon N° 5 expresaba bajos niveles de syt II (panel izquierdo), también
se incluy6 una muestra de 100 g 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 N° 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 ensay6 como se describe en la Fig. 3B.
Se observé entrada de la toxina en todos los clones syt II*, y no se observé en ninguno de los clones syt II". Como
control, se analiz6 en paralelo una linea parental de células PC12.

La Fig. 5 demuestra que los fragmentos de syt II que contienen el sitio de unién a BoNT/B bloquean la unién 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 IT 1-267 y 61-267 se purificaron usando un marcador de his6
en el extremo amino y syt II 1-87 se purificé como una proteina de fusién con GST y se eluyé de las perlas usando
glutatién. Los fragmentos de 1-267 y 1-87 de syt, asi como el péptido P21 (restos 40-60), bloqueaban la unién; 61-267
y P21S no tuvieron ningtin 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 11
1-267, estos agregados también contenian BoNT/B. Las concentraciones finales de proteina recombinante y péptidos
en el medio fueron 960 nM y 10 uM, respectivamente; la concentracién final de BoNT/B fue 30 nM. B) Se trataron
células PC12 Syt IT* (clon N° 1) con BoNT/B 3° nM que se habifa premezclado con la concentracién indicada del
fragmento 1-267 de syt II en ausencia (panel superior) o presencia de gangliésidos (25 ug/ml; panel inferior) durante
48 h. Las muestras se analizaron por inmunotransferencia como se describe en la Fig. 3B. La escisién de syb II se
inhibié por el fragmento 1-267 de syt II; la inclusién de gangliésidos aument6 la capacidad del fragmento de syt de
bloquear la escision de syb II. El fragmento 61-267 no tuvo ningtn efecto. C) Los experimentos se realizaron como
en (A), pero usando los péptidos P21 o P218S.

La Fig. 6 muestra actividad dependiente de la captacién de BoNT/B, seguido de la escision de syb II en terminales
nerviosas motoras de diafragma de rata. Se incubaron preparaciones de diafragma de rata con BoNT/B (5 nM) en
solucién de Ringer de mamifero. Se dejaron sin estimular (control), se estimularon con una alta concentracién de
potasio (estimuladas), o se estimularon en presencia de una mezcla de BoNT/B y el fragmento proteico syt II 1-
267 6 61-267 (1 uM) mads ganglidsidos (25 ug/ml). Después se fijaron, se permeabilizaron y se bloquearon. Las
terminales nerviosas de control (no estimuladas) muestran inmunofluorescencia brillante para syb I y un marcaje
muy débil de BoNT/B. La estimulacién durante la incubacién con BoNT/B produjo una inmunofluorescencia de syb
II reducida en gran medida, mientras que los niveles de BoNT/B aumentan notablemente. La estimulacién en presencia
de BoNT/B y syt II 1-267/gangliésidos tuvo como resultado la proteccion de las terminales nerviosas, observada como
una conservacion de la tincién de syb Il y niveles reducidos en gran medida de la unién de BoNT/B. A) Cuantificacién
de los niveles de BoNT/B en diferentes condiciones. La estimulacién aumenta en gran medida la unién de BoNT/B, y
esto puede bloquearse por co- incubacién con syt II 1-267/gangliésidos. El fragmento 61-267 de syt mas gangliésidos
no pudo bloquear la unién de BoNT/B. B) Cuantificacién de los niveles de syb II. Los niveles de syb II muestran
un patrén complementario a los observados con BoNT/B. Los niveles de inmunofluorescencia son elevados en tejido
no estimulado, pero se reducen después de la estimulacién. La inclusion de syt IT 1-267/gangliésidos pero no de 61-
267/gangliésidos con BoNT/B protege a syb II de la escision. En los paneles (A) y (B), las barras de error representan
el error tipico de la media (N = 15-22).
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La Fig. 7 muestra proteccion de ratones de la toxicidad de BoNT/B usando fragmentos de syt II. A) La toxicidad
especifica de BONT/B en ratones hembra se determiné mediante un ensayo intravenoso de tiempo transcurrido hasta
la muerte (Boroff y Fleck, 1966). La curva patrén se usé para convertir los valores de tiempo transcurrido hasta la
muerte (minutos) en DLso/ml. Los valores de DLsy/ml resultantes se usaron para calcular el % de neutralizacion de la
toxicidad usando la expresion: 1-[DLsy/ml (+ fragmento de syt II)/DLsy/ml (- fragmento de syt II)] x 100, donde (+
fragmento de syt II) se refiere a muestras que contienen toxina, gangliésidos y proteinas recombinantes y (- fragmentos
de syt II) a muestras compuestas de toxina y gangliésidos tnicamente. B) Los fragmentos de syt indicados (5 uM)
se premezclaron con gangliésidos (250 ug/ml) y concentraciones de BoNT/B que estdn en el intervalo lineal de la
curva patrén en el panel A (es decir, 10°-10° DLs,/ml) durante 10 min a temperatura ambiente, y se inyectaron por via
intravenosa (100 ul) en ratones. El porcentaje de neutralizacion se determiné como se describe en el panel A. En todos
los experimentos in vivo, las concentraciones indicadas corresponden a la concentracién inicial antes de la inyeccién
i.v.; el factor de dilucién en el sistema circulatorio es de aproximadamente 1:10. C) Los experimentos se realizaron
como se describe en el panel B, pero como una funcién de la concentracién de syt II 1-267 6 1-87. D) Inyeccién
previa de gangliésidos (250 pg/ml) mas mezclas de syt II 1-267 (17 uM) o 1-87 (20 uM) protege a los ratones de
la exposicion posterior a BONT/B. Los experimentos se realizaron como en (B), con la excepcion de que la toxina
se inyectd 1 min después de la inyeccién 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 localizacién del sitio de unién a BoONT/B dentro del dominio luminal de syt I. Los ensayos de
union 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 unién y (-) indica ausencia de unidn.

La Fig. 9 demuestra la internalizacién simultdnea y especifica de anticuerpos contra el dominio luminal de syt Iy
BoNT/B en células PC12. A) BoNT/B y los anticuerpos a-syt Iy se unen simultineamente a syt I. La co-inmunopre-
cipitacion del fragmento 1-265 de syt I (1,5 uM) con BoNT/B (300 nM) se realizé como se describe en la seccién de
Meétodos. La toxina inmunoprecipitada y syt I 1-265 se detectaron en transferencias de western usando ECL. B) Se
precargaron células PC12 con gangliésidos y se incubaron con BoNT/B (50 nM) mads anticuerpos a-syt Iy (10 pl/ml)
durante 10 min a 37°C en tampones de alta [K*]. Después, las células se lavaron, se fijaron y se permeabilizaron como
se describe en la seccién de Métodos en el Ejemplo mostrado mas adelante. Panel superior: las células PC12 pudieron
captar anticuerpos a-syt Iy y BoNT/B después de la despolarizacién. Panel central: los experimentos se realizaron
como se ha indicado anteriormente, con la excepcién de que se usaron anticuerpos a-syt I¢ - este anticuerpo no se
captd después de la despolarizacion 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 excepcién de que se usaron células syt I". Las células
syt I” no pudieron captar ni anticuerpo @-syt Iy ni BoNT/B.

Descripcion detallada de la invencion

En la presente memoria se describe que entre muchas proteinas 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 unién a BoNT/B y el dominio de unién a gangliésidos de syt I y II. Aunque syt I necesita tanto
el dominio de unién a BoNT/B como el dominio de unién a gangliésidos ademds de ganglidsidos para la unién a
BoNT/B, syt II sélo necesita su dominio de unién a BoNT/B para unirse a BoNT/B. El conjunto de dominio de unién
a gangliésidos junto con los gangliésidos puede aumentar la unién entre BoNT/B y syt II. La descripcidn de la presente
memoria proporciona nuevas estrategias de prevencion y tratamiento para la toxicidad de BoNT/B y el botulismo. La
descripcién de la presente memoria también proporciona nuevas herramientas para identificar agentes que puedan
usarse para reducir la unién entre BONT/B y syt I o Il y, por lo tanto, la entrada de BoNT/B en la célula y la toxicidad.

En la técnica se sabe que la funcién y las secuencias de aminodcidos de syt I y II estdn conservadas entre las
especies animales. Aunque la descripcidn de la presente memoria se basa en los descubrimientos con syt I de rata y
syt II de ratén, los descubrimientos se aplican a todas las especies animales que tienen dominios de unién a BoNT/B
de syt I o II o dominios de unién a gangliésidos conservados con respecto a los dominios correspondientes de syt I
de rata y syt II de ratén. Por ejemplo, para los dominios de unién a BoNT/B de syt I y I y sus dominios de unién
a gangliésidos, las secuencias de aminodcidos humana, de rata y de ratén tienen una identidad de al menos 94%.
Como ejemplos adicionales, los dominios de unién a BoNT/B de syt I de pollo (N° de Acceso del GenBank P47191) y
Discopyge ommata (N° de Acceso del GenBank P24506 y P24505) tienen una identidad de 80% y 78% con el dominio
de unién a BoNT/B de rata, respectivamente, y el dominio de unién a gangliésidos 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 unién a BoNT/B
o un dominio de unién a gangliésidos de syt I o syt IT de ser humano, rata y ratén, cualquier polipéptido que tenga una
identidad de al menos 70% con uno de estos dominios en toda la longitud de los dominios conservara sus funciones
en la unién a BoNT/B y a ganglidsidos.

Las secuencias de nucledtidos de syt I de ratén y rata se proporcionan como SEC ID N° 1y 3 (N° de Acceso
del GenBank D37792 y X52772), respectivamente, y las secuencias de aminodcidos correspondientes se proporcionan
como SEC ID N°: 2 y 4. Las secuencias de nucleétidos de syt II de ratén y rata se proporcionan como SECID N*: 6y 8
(N° de Acceso del GenBank D37793 y M64488), respectivamente, y las secuencias de aminodcidos correspondientes
se proporcionan como SEC ID N° 7 y 9. Las secuencias de aminodcidos de syt I y syt II humanas se proporcionan
como SEC ID N° 5y 10 (N°de Acceso del GenBank NP_005630 y Q8N910), respectivamente. Para syt I y II murinas
(de rata o ratén), los dominios de unién a BoNT/B son los aminoécidos 32-52 y 40-60, respectivamente, y los dominios
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de unién a gangliésidos son los aminodcidos 53-79 y 61-87, respectivamente. Para syt I y IT humanas, los dominios de
unién a BoNT/B son los aminodcidos 33-53 y 37-57, respectivamente, y los dominios de unién a gangliésidos son los
aminodcidos 54-80 y 58-84, respectivamente. En la técnica estan disponibles las secuencias de aminodcidos de syt Iy
IT de algunas otras especies animales y un especialista puede determinar ficilmente sus dominios de unién a BoNT/B
y gangliésidos usando cualquier programa de alineamiento u otros métodos basados en la descripcion de la presente
memoria.

Polipéptidos, dcidos nucleicos, vectores y células hospedadoras que contienen el dominio de union a BoNT/B de syt [
oll

La expresion “polipéptido aislado” o “acido nucleico aislado” usadas en la presente memoria se refieren a un
polipéptido o dcido 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 purificacién completa. Los
polipéptidos y dcidos nucleicos pueden aislarse y purificarse a partir del material con el que estdn asociados normal-
mente de formas convencionales de tal manera que en la preparacién purificada el polipéptido o el dcido nucleico
sea la especie predominante en la preparacién. Como minimo, el grado de purificacién debe ser tal que el material
extrafio en la preparacién no interfiera con el uso del polipéptido o 4cido nucleico de la manera descrita en la presente
memoria. El polipéptido o 4cido nucleico preferiblemente tiene una pureza de al menos aproximadamente 85%, mds
preferiblemente de al menos aproximadamente 95% y atn mas preferiblemente de al menos aproximadamente 99%.

Ademds, un dcido nucleico aislado debe tener una estructura que no sea idéntica a la de ningin acido nucleico
natural o a la de ningtn fragmento de un acido nucleico genémico natural que incluya mds de tres genes separados.
Un é4cido nucleico aislado también incluye, sin limitacion, (a) un 4cido nucleico que tiene una secuencia de una
molécula de dcido nucleico gendémica natural o extracromosémica pero que no estd flanqueada por las secuencias
codificantes que flanquean la secuencia en su posicioén natural; (b) un dcido nucleico incorporado en un vector o en
un genoma procariota o eucariota de tal forma que la molécula resultante no sea idéntica a ningtin vector o ADN
gendmico natural; (¢) una molécula separada tal como un ADNc, un fragmento gendémico, un fragmento producido
por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) o un fragmento de restriccion; y (d) una secuencia de nucleétidos
recombinante que forma parte de un gen hibrido, es decir, un gen que codifica una proteina de fusién. Se excluyen
especificamente de esta definicién dcidos nucleicos presentes en mezclas de clones, por ejemplo, como aparecen en
una biblioteca de ADN tal como un ADNc o una biblioteca de ADN genémico. Un 4cido nucleico aislado puede
ser ADN o ARN modificado o no modificado, completamente o parcialmente monocatenario o bicatenario o incluso
tricatenario. Un 4cido nucleico puede modificarse quimica o enzimiticamente y puede incluir denominadas bases no
convencionales tales como inosina.

También se hace referencia a un polipéptido aislado que tiene una secuencia de aminodcidos que tiene una identi-
dad de al menos 70%, 80%, 90% o 95% con la del dominio de unién a BoNT/B de syt I o II de rata, ratén o humano.
Se excluye especificamente del polipéptido de la presente invencion uno que contiene syt I o II de longitud completa.
En una realizacién preferida, el polipéptido aislado tiene una secuencia de aminodcidos seleccionada entre los ami-
noacidos 32-52 de la SEC ID N°: 2 6 4, los aminoacidos 33-53 de la SEC ID N° 5; los aminoacidos 40-60 de 1a SEC
ID N°: 7 69, o los aminoacidos 37-57 de 1a SEC ID N°: 10.

Opcionalmente, el polipéptido aislado también contiene una secuencia de aminoédcidos que tiene una identidad de
al menos 70%, 80%, 90% o 95% con el dominio de unién a gangliésidos de syt I o II de rata, ratén o humano. El
dominio de unién a BoNT/B y el dominio de unién a gangliésidos presentes en el mismo polipéptido no tienen que
proceder de la misma proteina y especie. Por ejemplo, un polipéptido puede contener un dominio de unién a BoNT/B
de syt I de una especie y un dominio de unién a gangliésidos de syt II de otra especie. Los dominios de unién a
gangliésidos de syt I y II son iguales que los dominios transmembrana. En una realizacién preferida de la presente
invencién, un polipéptido contiene ademds una secuencia de aminodcidos seleccionada entre los aminoécidos 53-79
de la SEC ID N°: 2 6 4, los aminodcidos 54-80 de la SEC ID N°: 5, los aminoacidos 61-87 dela SECID N°7 69, o
los aminodcidos 58-84 de la SEC ID N°: 10.

Los ejemplos de polipéptidos incluyen, pero sin limitacién, los que contienen los aminodcidos 32-52 6 32-79 de
syt I de ratén o rata, los aminoécidos 33-53 6 33-80 de syt I humano, los aminoécidos 40-60, 1-61, 1-87, 40-87, 40-
267 6 1-267 de syt II de ratén o rata, los aminoécidos 37-57, 1-57, 1-84, 37-84, 37-264 6 1-264 de syt Il humano o un
fragmento de syt I o I de otra especie animal que corresponda a cualquiera de los fragmentos de syt [ y II anteriores. Se
entiende que pueden introducirse sustituciones, tales como sustituciones conservativas, en posiciones de aminodcidos
no criticas y que esto no afectard materialmente a la funcién del dominio de unién a BoNT/B de syt I o II. También
se hace referencia a un polipéptido aislado que contiene el dominio de unién a BoNT/B de syt I o II con dichas
sustituciones. El polipéptido aislado de la invencién puede incluir uno o méds aminodcidos en los extremos N-terminal
y C-terminal del dominio de unién a BoNT/B de syt I o II, cuando el aminoécido o los aminodcidos adicionales no
afecten materialmente a la funcién del dominio (unién a BoNT/B). Cualquier aminodcido adicional puede tener un
uso ventajoso en la purificacién, deteccidn o estabilizacién del polipéptido, aunque no necesariamente tiene este uso.

Para mejorar la estabilidad y/o propiedades de unién de un polipéptido, la molécula puede modificarse por medio
de la incorporacién de aminodcidos no naturales y/o enlaces quimicos no naturales entre los aminoacidos. 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 produccién de estos compuestos se restringe a la
sintesis quimica. Debe entenderse que un polipéptido puede modificarse para transformarse en un peptidomimético
sin anular su funcién. Esto puede conseguirse facilmente por un especialista en la técnica.

También se hace referencia a un dcido nucleico aislado que contiene un polinucleétido codificante o su comple-
mento, donde el polinucleétido codificante tiene una secuencia codificante no interrumpida que codifica un polipéptido
de la invencién como se ha indicado anteriormente. Un 4cido nucleico que contiene un polinucleétido que puede hi-
bridar con el polinucledtido codificante o su complemento, en condiciones de hibridacién rigurosas o moderadamente
rigurosas, es util para detectar el polipéptido codificante. Las condiciones de hibridacion rigurosas se definen como
hibridacién a 68°C en SSC 5x/solucién de Denhardt 5x/SDS al 1,0%, y lavado en SSC 0,2x/SDS al 0,1% +/- 100 pg/ml
de ADN de esperma de salmén desnaturalizado a temperatura ambiente, y las condiciones de hibridacién moderada-
mente rigurosas se definen como el lavado en el mismo tampén a 42°C. En la técnica se pueden adquirir facilmente
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 &4cido nucleico que contiene un polinucledtido que tiene
una identidad de al menos 80% con el polinucleétido codificante o su complemento a lo largo de toda la longitud del
polinucledtido codificante también puede usarse como sonda para detectar el polinucleétido codificante. Se excluye
especificamente de la presente invencién un dcido nucleico que contiene una secuencia de nucleétidos que codifica syt
I o II de longitud completa.

En un aspecto relacionado, cualquier 4dcido 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 clonacién o un vector de
expresion. En un vector de expresion, el polinucledtido que codifica el polipéptido esta bajo el control transcripcional
de una o mds secuencias de control de la expresién no nativas que pueden incluir un promotor no encontrado de forma
nativa adyacente al polinucledtido de tal forma que el polipéptido codificado pueda producirse cuando el vector se
proporcione a una célula hospedadora compatible o a un sistema de transcripcioén y traduccién 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 dcido nucleico. También se hace referencia a una célula
hospedadora que tiene dicho 4cido nucleico integrado en su genoma en un sitio no nativo.

Agentes para reducir la neurotoxicidad de BoNT/B

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

Reduccion del nivel de proteina syt I 'y syt II

Hay muchos métodos por medio de los cuales pueden reducirse los niveles de proteinas celulares tales como los
niveles de syt [ y syt II. Como ejemplo, los niveles celulares de syt I y syt II pueden reducirse usando la tecnologia
antisentido. Por ejemplo, puede dirigirse un oligonucledtido antisentido 20-25mérico contra el extremo 5’ del ARNm
de syt I o syt II con derivados de fosforotioato en los tres tltimos pares de bases de los extremos 3’ y 5’ para aumentar
la semivida y la estabilidad de los oligonucleé6tidos. Puede usarse un vehiculo para el oligonucledtido antisentido. Un
ejemplo de un vehiculo adecuado es un liposoma catidnico. Por ejemplo, un oligonucleétido puede mezclarse con lipo-
somas catiénicos preparados mezclando 1-alfa dioleilfosfatidiletanolamina con bromuro de dimetildioctadecilamonio
en una relacion de 5:2 en 1 ml de cloroformo. El disolvente se evaporard y los lipidos se resuspenderan por sonicacién
en 10 ml de solucién salina. Otra forma de usar un oligonucleétido antisentido es introducirlo por ingenieria genética
en un vector de forma que el vector pueda producir un ARNc antisentido que bloquee la traduccién de los ARNm que
codifican syt [ y syt II. De forma similar, también son adecuadas para inhibir la expresién de syt I y syt II técnicas de
ARNI que ahora se estdn aplicando a sistemas de mamiferos. (Véase Zamore, Nat. Struct. Biol. 8:746:750 (2001).

Syt I y Il dominante negativa

También se hace referencia a la identificacién de una syt I o syt II dominante negativa que pueda anular los
efectos de BoONT/B sobre células que expresan syt I o syt II. Una syt I o syt Il dominante negativa puede identificarse
introduciendo una mutacién en un gen syt I o syt 11, expresando el gen syt [ o syt Il mutado y el gen syt I o syt II de
tipo silvestre en la misma célula hospedadora y determinando el efecto de las proteinas syt I o syt II mutadas sobre
pardmetros que estdn relacionados con la toxicidad de BoNT/B, que incluyen pero sin limitacion la susceptibilidad de
la célula hospedadora a BoNT/B, la integracion de las proteinas syt I o syt II recién formadas en la membrana de la
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célula hospedadora, la unién de syt I o syt II de tipo silvestre a BONT/B y la captacién 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 Il endégeno o un gen syt I o syt Il introducido en la célula hospedadora. La proteina syt I o syt IT dominante
negativa identificada puede usarse para anular el efecto de la toxina BoNT/B, lo cual puede conseguirse facilmente
por un especialista en la técnica.

Blogueo de la union entre BONT/B y syt I o 11

La identificacién de syt I o II como receptores de BoNT/B asi como las secuencias de unién a BoNT/B en los
receptores permite a los especialistas en la técnica bloquear la unién entre BONT/B y sus receptores por medio de
muchas estrategias conocidas. Una estrategia es usar anticuerpos monoclonales o policlonales especificos para los
dominios de unién a BoNT/B de syt I o II para bloquear los sitios de unién a BoNT/B presentes en syt I o II. Como
se necesitan gangliésidos para que BoNT/B se una a syt [ y también aumentan la unién entre BoNT/B y syt II,
también pueden usarse anticuerpos especificos para los dominios de unién a ganglidsidos presentes en syt I o II para
bloquear o reducir la unién entre BoNT/B y syt I o II. Dado que en la presente memoria se describen las secuencias
de aminoécidos de los dominios de unién a BoNT/B y a ganglidésidos de syt I o II, estd bien dentro de la capacidad de
un especialista en la técnica generar anticuerpos monoclonales o policlonales especificos para estos dominios.

Otra estrategia para bloquear la unién entre BONT/B y syt I o II es usar un polipéptido que tenga una secuencia de
aminodcidos que tenga una identidad de al menos 70%, 80%, 90% o 95% con un dominio de unién a BoNT/B de syt I
o II de rata, ratén 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 unién a BoNT/B. Los polipéptidos preferidos contienen un dominio de unién a BoNT/B
de syt I o II de rata, ratén o humano. Para bloquear la unién entre BONT/B y syt I o Il en una especie especifica, puede
usarse un dominio unién a BoNT/B de syt I o II de la misma especie o de una especie diferente. Como syt I necesita
gangliésidos para unirse a BoNT/B, el polipéptido que contiene una secuencia relacionada con el dominio de unién
a BoNT/B de syt I también debe contener una secuencia de aminoacidos que tenga una identidad de al menos 70%,
80%, 90% o0 95% con un dominio de unién a gangliésidos de la rata, ratén o humano, y también deben emplearse
ganglidsidos. En una realizacién preferida del método, se usa un dominio de unién a gangliésidos de la rata, ratén o
humano. El dominio de unién a gangliésidos en un polipéptido puede proceder de syt I o I y de la misma especie o de
una especie diferente del dominio de unién a BoNT/B de syt I. Preferiblemente, el dominio de unién a ganglidsidos es
el de syt I y de la misma especie que el dominio de unién a BoNT/B. El empleo de gangliésidos es opcional cuando
el polipéptido se usa para competir con syt II en células diana. Los polipéptidos adecuados que pueden usarse en la
presente invencién incluyen, pero sin limitacién, los que contienen los aminodcidos 32-79 de syt I de ratén o rata, los
aminodcidos 33-80 de syt I humana, los aminoacidos 40-60,1-61,1-87,40-87,40-267, 1-267 y 1-422 de syt Il de ratén o
rata, los aminoécidos 37-57, 1-58, 1-84, 37-84,37-264, 1-264 y 1-419 de syt Il 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 administracién del polipéptido directamente o por medio de la administracién
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 unién a BoNT/B de syt I y II pueden
introducirse mutaciones tales como sustituciones, inserciones y deleciones sin anular su actividad de unién a BoNT/B.
Incluso algunas mutaciones pueden aumentar la actividad de unién. Evidentemente un polipéptido que contiene dichos
mutantes puede usarse en el método de la presente invencién. Los mutantes de dominio de unién a BoNT/B de syt 'y
IT que retienen la actividad de unién a BoNT/B pueden identificarse usando los métodos de exploracién descritos mds
adelante.

Identificacion de agentes que pueden bloquear la union entre BONT/B y syt I o Il

Los agentes que pueden bloquear la unién entre BoNT/B y syt I o II pueden explorarse empleando BoNT/B y un
polipéptido que contenga un dominio de unién a BoNT/B de syt I y un dominio de unién a gangliésidos de syt I o
II, o un dominio de unién a BoNT/B de syt I, en condiciones adecuadas para que BoNT/B se una al polipéptido. Se
incluyen gangliésidos cuando el método se usa para explorar agentes que puedan bloquear la unién de BoNT/B-syt L.
Para la exploracién de BoNT/B-syt I, es opcional la inclusién de ganglidsidos y el dominio de unién a ganglidsidos de
syt I en el polipéptido. La unién 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 unién menor que en el control en el grupo
del agente de ensayo indica que el agente puede bloquear la unién entre BONT/B y syt I o II. El dominio de uni6n a
BoNT/B o el dominio de unién a gangliésidos de syt I o IT usados en la presente memoria son de rata, ratén o humano.
En el método también puede usarse un polipéptido que contiene una secuencia de aminoécidos que tiene una identidad
de al menos 70%, 80%, 90% o0 95% con el dominio de unién a BoNT/B o el dominio de unién a gangliésidos de syt
I o II. Los polipéptidos preferidos para el ensayo de exploracion son los dominios de unién a BoNT/B y gangliésidos
de syt I y el dominio de unién a BoNT/B de syt II.

Hay muchos sistemas con los que estard familiarizado un especialista en la técnica para ensayar la unién entre
BoNT/B y el dominio de unién a BoNT/B en syt I o II. En el método de exploracién puede usarse cualquiera de
estos sistemas. Las condiciones experimentales detalladas pueden determinarse facilmente por un especialista en la
técnica. Por ejemplo, la unién 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, ademas de la unién entre BoNT/B y syt I o II, también puede
usarse la entrada de BoNT/B en las células y otros diversos pardmetros tales como los descritos en los ejemplos
presentados mds adelante como indicador de la unién entre BoNT/B y syt I o II.

Para medir la unién entre BONT/B y el dominio de unién a BoNT/B de syt I o I puede usarse cualquier método co-
nocido por un especialista habitual en la técnica para medir la interaccién proteina-proteina. Por ejemplo, dos métodos
usados comiinmente son coinmunoprecipitacién y columnas de afinidad. Otro método que puede usarse es resonancia
de plasmon superficial (SPR). La SPR usa cambios en el indice de refraccién para cuantificar la unién y disociacién
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 proteina-proteina 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 precision, la capacidad de observar la unién y liberacién a tiempo real y el consumo de inicamente pequefias can-
tidades de proteina. Ademads de la constante de disociacién en equilibrio (Kd), también pueden obtenerse constantes
de activacion y desactivacion (ka y kd). Tipicamente, la proteina a estudiar estd unida covalentemente a una matriz
de carboximetil dextrano unida a la microplaca de oro. La unién de un ligando proteico a la proteina inmovilizada
produce un cambio en el indice de refraccion de la capa de dextrano/proteina, y esto se cuantifica por SPR. Para estas
mediciones puede usarse un instrumento BIAcore 2000 (Pharmacia Biotech).

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

Identificacion de agentes que se unen al dominio de union a BoNT/B de syt I o 11

Pueden usarse agentes que pueden unirse al dominio de unién de BoNT/B de syt I o II para bloquear la unién entre
BoNT/B y syt I o II. Estos agentes pueden identificarse proporcionando un polipéptido que contenga un dominio de
unién a BoNT/B de syt I o IT a un agente de ensayo, y determinando si el agente se une al dominio de unién a BoNT/B.
El dominio de unién a BoNT/B o el dominio de unién a gangliésidos de syt I o II usados en la presente memoria
son los de rata, ratén o humano. También puede usarse en el método un polipéptido que contiene una secuencia de
aminodcidos que tiene una identidad de al menos 70%, 80%, 90% o 95% con el dominio de unién a BoNT/B de syt I
o IL. Los polipéptidos preferidos son los dominios de unién 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 BoONT/B. Un especialista en la técnica estard 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 estard familiarizado con muchos sistemas en este campo para ensayar la unién entre
un polipéptido y un agente. En el método de la presente invencién puede usarse cualquiera de estos sistemas. El es-
pecialista en la técnica puede determinar facilmente las condiciones experimentales detalladas. Por ejemplo, puede
proporcionarse un polipéptido que contenga aminodcidos del dominio de unién a BoNT/B de syt I o II sobre un sus-
trato adecuado y exponerse a un agente de ensayo. La unién 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 estd marcado con
radiactividad, fluorescencia u otras caracteristicas. En otro ejemplo, un polipéptido que contiene el dominio de unién 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 continuacién, el polipéptido puede aislarse, por ejemplo por inmunoprecipitacién o electroforesis, y puede determi-
narse la unién entre el polipéptido y el agente. Como se ha mencionado anteriormente, una manera de determinar la
unioén 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 unién. Si el agente de ensayo es un polipéptido,
también pueden usarse ejemplos de técnicas especificas para ensayar la unién proteina/proteina como las descritas an-
teriormente. Debe indicarse que cuando el dominio de unién a BoNT/B de syt I o IT usado en el ensayo de exploracién
tiene secuencias flanqueantes, puede ser necesario confirmar que un agente se une al dominio de unién a BoNT/B
en lugar de a las secuencias flanqueantes, lo cual puede conseguirse facilmente por un especialista en la técnica.

Agentes que pueden explorarse

Los agentes explorados en los métodos de exploracién 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 unién
a BoNT/B mutante de syt I o I, o un anticuerpo monoclonal o policlonal contra el dominio de unién a BoNT/B o la
longitud completa de syt I o II), un polisacarido, un lipido, un acido nucleico, una molécula organica o inorganica de
bajo peso molecular, o similares.

En el mercado estan disponibles baterias de agentes para la exploracion en forma de diversas bibliotecas quimicas,
incluyendo bibliotecas peptidicas. Los ejemplos de dichas bibliotecas incluyen las de ASINEX (es decir, la Combined
Wisdom Library de 24.000 moléculas orgdnicas sintetizadas manualmente) y CHEMBRIDGE CORPORATION (es
decir, la biblioteca DIVERSet™ de 50.000 compuestos quimicos sintetizados manualmente; la biblioteca SCREEN-
Set™ de 24.000 compuestos quimicos sintetizados manualmente; la biblioteca CNS-Set™ de 11.000 compuestos;

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2333319 T3

la biblioteca Cherry-Pick™ de hasta 300.000 compuestos) y la biblioteca lineal, biblioteca multimérica y biblioteca
ciclica (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 presentacién en fagos también es una
estrategia adecuada para encontrar nuevos inhibidores de la interaccién entre BONT/B y syt I o I

Meétodos para detectar BoNT/B o Clostridium botulinum

En otro aspecto, la presente invencion 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 unién a BoNT/B de syt II, y detectar la unién del polipéptido a BoNT/B. La inclusién
de gangliésidos y el dominio de unién a gangliésidos de syt I en el polipéptido es opcional. El dominio de unién
a BoNT/B o el dominio de unién a gangliésidos de syt I o II usado en la presente memoria son los de rata, ratén o
humano. En el método también puede usarse un polipéptido con una secuencia de aminodcidos que tiene una identidad
de al menos 70%, 80%, 90% o0 95% con el dominio de unién a BoONT/B o el dominio de unién a gangliésidos de syt I
oIl

Kits

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

La invencién se entenderd mejor después de considerar los siguientes ejemplos no limitantes.

Materiales y Métodos

Lineas celulares, ganglidsidos y toxinas - Y. Shoji-Kasai y M. Takahashi (Tokyo, Japan) (Shoki-Kasai et al., 1992)
proporcionaron amablemente una linea celular PC12 con déficit de syt I (Syt I7). Una mezcla de gangliésidos de
cerebro bovino (18% de GM,, 55% de GD,,, 10% de GT,, y 2% de otros gangliésidos), denominada en lo sucesivo
ganglidsidos, 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 (a-syt Iy; 604-4, a-syt Ic; 41.1),
alB-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.

ADNCc y proteinas recombinantes - Los ADNc que codificaban syt I de rata (Perin ez al., 1990), syt I y IX de ratén
(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
generé como una proteina de fusién con GST como se describe (Lewis et al., 2001) usando un ADNc proporcionado
por R. Scheller (Stanford, CA).

Para explorar la actividad de unién a la toxina, se generaron versiones truncadas de syt I, II, IV y IX que carecian
del dominio C2B pero contenian todos los demds 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 proteinas de fusién a His6 marcadas en el extremo N-terminal como se describe
(Chapman et al., 1996).

Ensayos de precipitacion - Se inmovilizaron proteinas recombinantes como proteinas de fusién con GST unidas
a perlas de glutation-Sepharose. A menos que se indique otra cosa, se mezclaron 10 ug de proteina inmovilizada con
las concentraciones indicadas de BoNT/B, A o E con (+; 25 pg/ml) o sin (-) gangliésidos en 100 w1 de solucién salina
tamponada con Tris (TBS; Tris 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4) mds Triton X-100 al 0,5% durante 1 hora a 4°C.
Las perlas se lavaron tres veces, las proteinas unidas se solubilizaron por ebullicién en SDS-tampén de muestra, se
sometieron a SDS-PAGE y se visualizaron por tincién con Azul de Coomassie o por andlisis 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 ratén, P21, y una versién de este péptido
con la secuencia cambiada, P21S (IKMNDAEFFGKSNFQEKLEKEC, SEC ID N°: 5) (Biotech Center, UW-Madison)
con una cys C-terminal afiadida que se us6 para conjugarlos con perlas de agarosa (a 1 mg/ml) usando un Kit Sulfolink
(Pierce). En los ensayos de precipitacion se usaron cincuenta ul del gel de agarosa conjugado.
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Lineas de células PC12 y andlisis de inmunotransferencia - se cultivaron células PC12 como se describe (Klenchin
et al., 1998). Para generar células que expresaran syt II (syt II*), se subcloné syt II de ratén de longitud completa en
pCDNA3.1 (-) (ClonTech) y se utilizé para transfectar células PC12 por electroporacién. Las células transfectadas
se seleccionaron con G418 (1 mg/ml) y se establecieron varias lineas de células monoclonales independientes. Las
células se recogieron en PBS mas Triton X-100 al 0,5%, SDS al 0,05% y PMSF 5 mM y se incubaron durante
30 min a 4°C en un agitador. Las muestras se centrifugaron a 21.000 x g durante 10 min, y la concentracién de
proteina en el sobrenadante se determiné usando BCA (Pierce). Las muestras se sometieron a SDS-PAGE vy anlisis
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 ganglidsidos, las células se dejaron crecer hasta una confluencia de 80% seguido de incubacién en medio sin suero
mads 250 pg/ml de gangliésidos. Veinticuatro horas después, el medio sin suero/gangliésidos se reemplazé por medio
completo y las células se incubaron con toxina durante 48 h. Las células se recogieron y la entrada de CNT se ensay6
por un andlisis de inmunotransferencia usando anticuerpos dirigidos contra syb II o SNAP-25.

Para los experimentos de bloqueo, se generaron syt II 1-267 y syt I 61-267 como proteinas de fusién con his6;
se generd syt II 1-87 como una proteina de fusién con GST que se eluy6 de las perlas usando glutatiéon 10 mM mas
Triton X-100 al 0,5%. Los fragmentos proteicos o péptidos se premezclaron con BoONT/B en 200 ul de TBS durante
1 h a 4°C antes de afiadirlos a 2 ml de medio de cultivo celular (por pocillo en una placa de 6 pocillos). En algunos
casos, también se afiadieron gangliésidos en el tampdn de unién (Fig. SB, panel inferior). La concentracion final de
BoNT/B fue 30 nM, la concentracién final de gangliésidos fue 25 ug/ml y la [fragmento de syt] final se indica en la
descripcion de los dibujos.

Union de BoNT/B a células PCI12 - Las células tratadas con toxina, con o sin preincubacién con fragmentos
de syt, se lavaron tres veces con PBS, se fijaron con paraformaldehido al 4% (15 min a temperatura ambiente), se
permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% (10 min a temperatura ambiente) y se tifieron 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 ratén anti-
his6 (Qiagen) y un anticuerpo secundario de cabra anti-ratén conjugado con Rodamina (Jackson Laboratories). Las
imagenes de fluorescencia se obtuvieron como se ha descrito para los experimentos de terminales nerviosas motoras.
Se debe indicar que para estos experimentos se retiré el detergente libre de los fragmentos de syt recombinante lavando
las proteinas inmovilizadas con tampones sin detergente antes de la elucion. Sin embargo, en el caso de syt IT 1-87,
fueron necesarios bajos niveles de Triton X-100 para eluir la proteina 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 captacion de anticuerpo y toxina - Las células se trataron con solucién de control (HEPES 15
mM, NaCl 145 mM, KC1 5,6 mM, CaCl, 2,2 mM, MgCl, 0,5 mM, glucosa 5,6 mM, acido ascérbico 0,5 mM, BSA al
0,1% [pH 7,4]) o solucién de alta [K*] (igual que la solucién de control pero ajustada a NaCl 95 mM y KCI 56 mM),
durante 10 min a 37°C, en presencia de BoONT/B mas 10 ul de anticuerpo monoclonal contra el dominio luminal (a-syt
Iy; clon 604.4) o el dominio citopldsmico de syt I (@-syt I.;; clon 41.1). Las células se lavaron con medio de cultivo, se
incubaron durante 30 min a 37°C, se fijaron y se permeabilizaron. Para marcar BoONT/B se usé un anticuerpo primario
de conejo anti-BoNT/B; la tincién se visualizé usando un anticuerpo secundario de cabra anti-conejo conjugado con
FITC. Se usaron anticuerpos secundarios de cabra anti-ratén conjugados con Rodamina para visualizar los anticuerpos
contra syt I internalizados. Se recogieron imdgenes confocales con un microscopio confocal Bio-Rad MRC 1000 (Keck
Center for Biological Imaging, UW-Madison) usando un objetivo de inmersién en aceite de 100 aumentos.

Co-inmunoprecipitacion - Se purifico syt I 1-265 GST recombinante como se ha descrito anteriormente y se es-
cindié del marcador GST usando trombina. Se incubaron cinco ul de anticuerpo monoclonal a-syt Iy (604.4) con
BoNT/B (300 nM), con o sin Syt I 1-265 1,5 uM en 100 ul de TBS mas Triton X-100 al 0,5% y gangliésidos (25
pg/ml) durante 1 h a 4°C. Se afiadieron treinta ul de perlas Fast Flow con Proteina G (Pharmacia), las muestras se
mezclaron durante 1 h, las perlas se lavaron tres veces en tampdn de unién y el material unido se analizé por SDS-
PAGE e inmunotransferencia usando un anticuerpo policlonal anti-BoNT/B y a-syt Iy (604.4).

Experimentos en hemidiafragma de rata - Se pusieron hemidiafragmas de rata en solucién de Ringer enfriada con
hielo (en mM: NaCl 138,8, KCl 4, NaHCO; 12, KH,PO, 1, MgCl, 2, CaCl, 2, glucosa 1 1) gasificada con 95% de
CO,/5% de O,. La estimulacién se realizé con una solucién similar en la que la concentracién de KCI se aumenté a
45 mM, y la concentracién de NaCl se redujo de forma apropiada. Los hemidiafragmas se incubaron con solucién de
Ringer de alto contenido de potasio que contenia BONT/B 5 nM durante 10 min a temperatura ambiente. En algunos
experimentos, la BoNT/B se premezclé con el fragmento 1-267 de syt II o el fragmento 61-267, ambos mezclados con
25 pug/ml de ganglidsidos. Al final del periodo de estimulacidn/incubacion, las preparaciones se fijaron (paraformalde-
hido 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 visualiz6
usando un anticuerpo anti-conejo conjugado con FITC y un anticuerpo anti-ratén conjugado con TRITC. Una regién
de miusculo adyacente al sitio de la entrada del nervio (en la que se van a encontrar un gran nimero de terminales
nerviosas superficiales) se puso en una cdmara de visualizacién con un fondo de vidrio que comprendia un solo cu-
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breobjetos. Se obtuvieron imagenes de inmunofluorescencia usando un microscopio Nikon TE300, con una cdmara
CCD enfriada microMAX controlada por el software MetaMorph. Las intensidades de fluorescencia se cuantificaron
usando el software ImageJ.

Neutralizacion de la actividad de BoNT/B in vivo - Para cada lote de BONT/B, se determiné el valor de DLs, para
ratones (20-22 g; Institute of Cancer Research strain) usando métodos convencionales (Schantz y Kautter, 1978). El
valor de DLs, corresponde a la cantidad de toxina, introducida por inyeccion intraperitoneal, que produce la muerte
de 50% después de 4 dias. Las preparaciones de BoNT/B de los presentes solicitantes tuvieron actividades de apro-
ximadamente 10® DLs,/mg. Para los estudios de neutralizacién de la toxina, se usé el ensayo mds rdpido de tiempo
transcurrido hasta la muerte utilizando la via intravenosa (Boroff y Fleck, 1966). Primero se gener6 una curva patrén
en la que se representa la relacion entre el tiempo transcurrido hasta la muerte de los ratones que recibieron inyecciones
intravenosas de 100 ul de BoNT/B (expresado en min) frente a la toxicidad especifica de BONT/B que se determind
usando el método convencional descrito anteriormente (log [DLso/ml]). Dentro del intervalo lineal, 10*-10° DLsy/ml,
este grafico se usé para convertir el tiempo transcurrido hasta la muerte determinado experimentalmente, desde la
inyeccidn intravenosa de dosis relativamente grandes de toxina, en valores de DLsy/ml. Para los experimentos de neu-
tralizacion de la toxina, se premezclé BoNT/B con ganglidsidos solos (250 ug/ml) o gangliésidos mds los fragmentos
de syt II indicados durante 10 min a temperatura ambiente y después la mezcla se inyect6 por via intravenosa en ra-
tones. En todos los experimentos, el volumen total de inyeccioén siempre fue de 100 ul. La neutralizacién de la toxina
se indica por una extension en el tiempo transcurrido hasta la muerte de ratones inyectados con toxina sola frente a la
inyeccion con toxina que se habia premezclado con fragmentos de syt/ganglidsidos. El aumento en el tiempo trans-
currido hasta la muerte se convirtié en una reduccién en la [DLs,/ml] aparente usando la curva patrén, y el porcentaje
de neutralizacion se calcul6 usando la expresion: 1-[DLso/ml(+ fragmento de syt I1)/DLso/ml (- fragmento de syt IT)] x
100, donde (+ fragmento de syt II) se refiere a muestras que contienen toxina, gangliésidos y proteinas recombinantes
y (- fragmentos de syt II) se refiere a muestras que estaban compuestas de toxina y ganglidsidos Unicamente.

Resultados

Una region dentro del dominio luminal de syt I y Il media interacciones directas con BoNT/B - Para ensayar las
interacciones directas de syt-BoNT, se inmovilizaron fragmentos de syt I y I como proteinas de fusién con GST y se
usaron como matriz de afinidad para precipitar BONT/A, B o E en presencia y ausencia de gangliésidos. Para estos
experimentos, se incluyeron otras dos isoformas de syt, syt IV y IX, asi 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 unién incluian Triton X-100 al 0,5%; de esta manera,
los ganglidsidos se presentaron como micelas mixtas. En contraste con un estudio previo (Li y Singh, 1998), no se
observo unién detectable de BONT/A o E a ninguna de las proteinas 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 observé que BoNT/B se une a syt I y II. Aunque las interacciones de syt I-BoNT/B
eran estrictamente dependientes de los ganglidsidos, syt II se unia a BONT/B en ausencia de ganglidsidos (Fig. 1A,
panel central). La reduccién de la concentracion de la proteina de fusién GST-syt II inmovilizada en perlas revel6 que
los ganglidésidos pueden aumentar las interacciones de syt IItBoNT/B (Fig. 1A, panel inferior), pero esta interaccién
es claramente menos dependiente de los gangli6sidos. Estos descubrimientos son coherentes con los datos previos que
demuestran que syt II se une a BoNT/B de forma mds fuerte que syt I (Nishiki et al., 1996a); supuestamente, la mayor
afinidad de la interaccion de syt II'BoNT/B se basa menos en los gangliésidos. Las interacciones de syt I/I:BoNT/B
son especificas, ya que no se detectd la unién a una regién andloga de syt IV o IX, o a syb II de longitud completa
(Fig. 1A, panel central).

Si syt I y II son receptores fisioldgicamente relevantes para BoNT/B, la unién debe estar mediada por la regién 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 como se une BoNT/B a syt II, primero se usaron quimeras de syt II/IX. El intercambio
de los dominios luminales de estas proteinas fue suficiente para transferir la actividad de unién de BoNT/B desde syt
IT a syt IX (Fig. 1B), lo que indica que la unién de BoNT/B estd mediada por el dominio luminal de syt II. De forma
coherente con este descubrimiento, un fragmento mas corto de syt II, compuesto tinicamente del dominio luminal y
transmembrana (restos 1-87), mediaba la unién estequiométrica de la toxina (Fig. 1C).

Se usé un andlisis de truncamiento para localizar adicionalmente el sitio de unién a la toxina de las syt I y II. Dentro
del dominio luminal de syt II, los restos 40-60, que estdn adyacentes al dominio transmembrana, son criticos para la
unioén a la toxina (Fig. 2A). Se ha indicado que el fragmento 61-267 de syt II puede unirse a gangliésidos 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 gangliésidos (Fig. 2A, panel central). Estos datos sugieren que los gangliésidos no median directamente
la unién a la toxina en las condiciones de ensayo de los presentes solicitantes, sino que mds bien cooperan con el
dominio luminal para formar sitios de unién a BoNT/B de alta afinidad. La region proximal a la membrana anéloga
de syt I (restos 32-52) también era critica para la unién de BoNT/B (Fig. 8). Este segmento estd muy conservado
entre syt [ 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 BoONT/B (Fig. 2A y Fig. 8). Este resultado probablemente se debe a los rigurosos requisitos de
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ganglidsidos para las interacciones de syt I.BoNT/B; la delecién del dominio transmembrana de syt I anula la unién
de gangliésidos (Kozaki et al, 1998) y por lo tanto reduce la actividad de unién a BoNT/B.

Los estudios de localizacion descritos anteriormente sugieren que los restos 40-60 de syt I comprenden el dominio
de unién a BoNT/B. Para ensayar esto directamente, se inmovilizé un péptido sintético (P21) que corresponde a este
segmento de syt II en perlas y se usé como matriz de afinidad. Este péptido se une directamente a BoNT/B, aunque
con menos avidez que fragmentos mas grandes de syt Il ya que la unién detectable requeria mayores concentraciones
de la toxina (Fig. 2C, panel superior). Una version de secuencia cambiada de este péptido, P21S, sirvié como control
negativo. Ademds P21, pero no P21S, pudo inhibir competitivamente las interacciones de syt I BoNT/B (Fig. 2C,
panel inferior). P21 también inhibi6 las interacciones de syt ' BoNT/B (datos no mostrados). Conjuntamente, estos
estudios establecen que los restos 40-60 de syt Il median en gran medida la unién de BoNT/B.

Syt I media la union dependiente de gangliosidos y la entrada de BoNT/B en células PCI2 - Los experimentos
descritos anteriormente demuestran que syt I y II se unen a BoNT/B por medio de una regién conservada en sus ecto-
dominios. Sin embargo, la cuestion clave es si syt I o Il median la entrada de la toxina; particularmente, ;son receptores
proteicos funcionales para BoNT/B? Para responder esta cuestién primero se usaron células PC12, una linea celular
neuroendocrina que sirve como sistema modelo para estudiar la exocitosis inducida por Ca®*. 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 I'V; 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 sé6lo en presencia de gangliésidos (Fig. 1A, panel central), la resistencia a la toxina
podria deberse al hecho de que estas células contienen bajos niveles de gangliésidos en comparacién con las neuronas
(Walton et al., 1988). Se ensay¢ esta idea precargando ganglidsidos exdgenos en la membrana plasmadtica de células
PC12 de tipo silvestre. Como se muestra en la Fig. 3A, se observé una unién detectable a la toxina Ginicamente cuando
las células se cargaron con gangliésidos. Después se determind si la toxina puede entrar en las células tratadas con
gangliésidos. Para controlar la entrada, se ensay¢ la escision del sustrato citopldsmico de BoNT/B, syb II (Schiavo et
al., 1992) por andlisis de inmunotransferencia usando anticuerpos anti-syb II. La escisién de syb II por BoNT/B se
produjo sélo cuando las células primero se precargaron con gangliésidos (Fig. 3B). Estos datos son coherentes con un
modelo en el que syt I y los gangliésidos cooperan para mediar la unién y la entrada de BoNT/B, y estdn de acuerdo
con datos bioquimicos que demuestran que la toxina se une a syt I s6lo en presencia de gangliésidos. Para ensayar
adicionalmente este modelo, los presentes solicitantes aprovecharon una linea celular PC12 que carece de syt I (Syt
I") (Shoji-Kasai et al., 1992). Esta linea celular es capaz de realizar una exocitosis inducida por Ca®*, supuestamente
a través de la accion 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 gangliésido. Estos datos indican que para la
entrada de la toxina son necesarios tanto syt I como ganglidsidos.

También se ensayo6 la entrada de BONT/A y E en células PC12. La entrada se controlé ensayando la escision 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 aminodcidos; BoNT/E escinde entre los restos 180-181 y retira 26 restos (Schiavo et al.,
1993). La incubacién de las células con concentraciones nM de BoNT/A y E produjo grados similares de escision 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 ganglidsidos. Estos experimentos demuestran que no se
necesitan syt I/II para la entrada de BoONT/A y E en células PC12, y que las células syt I” son competentes para captar
al menos algunas CNT.

Syt Il es suficiente para mediar la entrada de BoNT/B en células PCI2 - Para determinar directamente si syt
IT puede funcionar como receptor para BoNT/B, los presentes solicitantes aprovecharon la observacion de que esta
isoforma de syt puede unirse a BONT/B en alguna medida en ausencia de ganglidsidos (Fig. 1A). Se generaron lineas
de células PC12 que expresaban de forma estable syt II (Syt II*, Fig. 4A) y se observé que se unian a BoNT/B sin
precargar las células con gangliésidos exdgenos (Fig. 4B). Un descubrimiento clave fue que la expresion de syt II era
suficiente para reconstituir la entrada de la toxina en las células transfectadas, como se demuestra por la escision de
syt II (Fig. 4C). La eficacia de la escision era proporcional al nivel de expresion de syt II y no se observo escision en
células que carecian 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 gangliésidos exdgenos.

Para ensayar adicionalmente si la unién y la entrada estdn mediadas por interacciones directas entre BoNT/B y el
dominio luminal de syt I, se determind si fragmentos de syt I que contenian el sitio de unién a BoNT/B inhibian la
accion de la toxina. Como se muestra en la Fig. SA, los fragmentos correspondientes a los restos 1-267, 1-87 y 40-60
(P21) de syt II bloqueaban la unién 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 podian bloquear la unién de la toxina. Los presentes
solicitantes observaron que syt II 1-267 y 61-267 contienen un dominio de oligomerizacién 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. SA, panel
superior). Por el contrario, los agregados de 61-267 de syt II asociados a las células no contenian BoNT/B (Fig. 5A,
panel inferior).
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Lo que es mds importante, la titulacién de syt II 1-267 produjo una proteccién dependiente de la dosis de la
escisién de syb II; el fragmento 61-267 no tenfa efecto protector (Fig. 5B, panel superior). La inclusién de gangliésidos
aument? la eficacia de la proteccién aproximadamente 3 veces (Fig. 5B, panel inferior), supuestamente facilitando la
unién ya sélida de syt I 1-267 a BoNT/B (Fig. 1A, panel inferior). Este resultado es coherente con la observacién
de que el compaiiero de unién con la maxima afinidad por BoONT/B estd compuesto de gangliésidos mds syt II (Fig.
1A, panel inferior; (Nishiki et al., 1996a)). Como control, mezclas de gangliésidos y fragmento 61-267 de syt II no
pudieron impedir la escision de syb II (Fig. 5B, panel inferior). P21 también produjo una proteccion dependiente de la
dosis, aunque a concentraciones >10 veces mayores en comparacion con el fragmento 1-267 (Fig. 5C), supuestamente
porque se une menos fuertemente a BONT/B que los fragmentos mds largos de syt II. Existe la preocupacion de que
bajos niveles de detergente asociado con los dominios transmembrana presente en algunos de los fragmentos de syt
puedan afectar a la captacidn y accién de la toxina. Sin embargo, no se observé ninguna toxicidad aparente usando
estos fragmentos. Ademads, la capacidad del fragmento 1-267 de bloquear la accién 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 proteccion.

Actividad dependiente de la entrada de BoNT/B en vesiculas que contienen syt I - Los datos anteriores sugieren
un modelo en el que BoNT/B puede entrar en células PC12 por la unién al dominio luminal de syt I o II. Este modelo
predice que BoNT/B ejercera la internalizacién de syt I/II desde la superficie celular en los mismos orgdnulos y que
la internalizacién debe ser dependiente de la actividad. La exocitosis/endocitosis de vesiculas 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 demostré que un anticuerpo anti-dominio luminal de syt I (a-syt Iy) y BoNT/B pueden unirse a syt I
simultdneamente (Fig. 1A). Este es el resultado esperado, ya que el anticuerpo reconoce los doce primeros aminoédcidos
en el extremo N de syt I, mientras que el sitio de unién a BoNT/B estd 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 estimulacién. Se precargaron células PC12 con ganglidsidos y se des-
polarizaron con una alta [K*] para inducir la exocitosis de vesiculas secretoras en presencia de anticuerpos a-syt Iy
y BoNT/B. Se dejé 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 observé que tanto los anticuerpos a-syt Iy como BoNT/B
se internalizaban en el mismo compartimiento. La despolarizacién de las células aumentaba significativamente la in-
ternalizacion del anticuerpo y de BoNT/B; en el control s6lo se observaron bajos niveles de internalizacion, debido a
la exocitosis espontdnea y reciclado.

A diferencia del anticuerpo a-syt Iy, no se capt6 un anticuerpo dirigido contra el dominio citopldsmico de syt I (a-
syt Ic) (Fig. 9B), lo que demuestra que la tincién con el anticuerpo del dominio luminal no se debe a una pérdida de
integridad de las membranas celulares. Ademas, los anticuerpos a-syt Iy y BoNT/B no se captaron en células PC12 syt
I” (Fig. 9B), lo que establece ademads que la captacion requiere la exposicion del dominio luminal de syt I y no se debe
auna 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 orgdnulos que contienen syt
I. Esta dltima observacién se confirmé adicionalmente por la co-localizacién de BoNT/B con un anticuerpo dirigido
contra el dominio citopldsmico (a-syt Ic) de syt L.

Se obtuvieron resultados similares usando células PC12 syt II* - BoNT/B entr6 en vesiculas que contenian syt I de
una manera dependiente de la actividad (datos no mostrados). Los presentes solicitantes no han podido localizar syt 11
en las lineas celulares syt II* usando anticuerpos disponibles actualmente. Sin embargo, syt II se localiza junto con syt
I en vesiculas secretoras en cerebro y probablemente se dirigird a orgdnulos que contienen syt I en las células PC12
(Osborne et al., 1999):

Actividad dependiente de la captacion de BoNT/B en terminales nerviosas motoras - La causa de muerte por
intoxicacién con BoNT/B es la asfixia debido al bloqueo de la neurotransmisién 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 tnicamente bajos niveles de asociacién de BoNT/B con terminales nerviosas motoras en el
diafragma de rata en condiciones en reposo. Sin embargo, la estimulacién con KCI 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 unién de BoNT/B y la pérdida de syb II se anularon practicamente por incubacién con
el fragmento 1-267 de syt II/gangliésidos, pero no por una mezcla de syt II 61-267/ganglidsidos (Fig. 6A, B). Estos
datos demuestran que la captaciéon de BoNT/B es dependiente de la actividad en su diana natural. Ademas, la unién y
entrada de la toxina puede impedirse por fragmentos de syt I que contienen el sitio de unién a la toxina mientras que
los fragmentos de syt que no tienen el sitio de unién a la toxina no tienen efecto.

La inhibicion competitiva de interacciones de syt-BoNT/B neutraliza a BoNT/B in vivo - Los experimentos descri-
tos anteriormente demuestran que BoN'T/B entra en las células PC12 y en las terminales nerviosas motoras a través de
interacciones con syt I/Il mds gangliésidos. Para establecer adicionalmente la relevancia fisioldgica de los descubri-
mientos anteriores, se determind si fragmentos de syt II que contienen el sitio de unién a BoNT/B pueden neutralizar
los efectos de la toxina in vivo. Para estos estudios, se usé un método rapido para evaluar la toxicidad en el que la
inyeccidn intravenosa de grandes cantidades (10°-10° DLs,) de BoNT/B en ratones producia la muerte en una escala
de tiempo de minutos a horas, en lugar de los ensayos de letalidad de cuatro dias convencionales (en los que 1 DL, se
define como la cantidad de toxina que produce 50% de muerte después de cuatro dias) (Boroff y Fleck, 1966; Schantz
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y Kautter, 1978). Este ensayo reduce el periodo de tiempo durante el cual los animales estdn expuestos a la toxina.
Para este fin, en primer lugar se establecié una curva patrén para relacionar los valores de DLsy/ml determinados clé-
sicamente con los valores de tiempo transcurrido hasta la muerte que se determinaron usando el ensayo rdpido (Fig.
7A). Después, este grafico se usd para convertir el tiempo transcurrido hasta la muerte medido experimentalmente en
unidades de DL, aparente/ml. Después de esta conversion, los valores de DL, aparente/ml se usaron para calcular el
% de neutralizacion de la toxina por mezclas de syt/gangliésido.

El intervalo de [syt II 1-267] que se ensay6 en ratones no produjo una proteccion sustancial en ausencia de gan-
gliésidos. Los fragmentos 1-267 y 1-87 de syt II, junto con gangliésidos, 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
proteccion in vivo, se necesitan dosis mayores.

Syt IT 61-267 mds gangliésidos no neutralizaba la toxina (Fig. 7B), estableciéndose ademds 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 proteccién dependiente de la dosis a concentraciones sub-uM. Finalmente, la
inyeccidn intravenosa previa con fragmentos 1-267 6 1-87 de syt II, mezclados con gangliésidos, neutralizaba 70-80%
de BoNT/B que se inyectd 1 minuto después (Fig. 7D), lo que indica que los animales pueden protegerse antes de la
exposicion a la toxina.

La presente invencién no pretende limitarse a los ejemplos anteriores, sino que mas bien comprende todas las
variaciones y modificaciones incluidas dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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ES 2333319 T3

REIVINDICACIONES

1. Uso de un agente que reduce la unién entre BoNT/B y su receptor en la superficie celular en la fabricacién 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 aminoacidos seleccionada entre los aminodcidos
1-87 de la SEC ID N°: 7, los aminoacidos 40-267 de la SEC ID N°: 7, los aminoacidos 1-267 de la SEC ID N°: 7, los
aminodcidos 1-422 de la SEC ID N°: 7 y (ii) un gangliésido.

2. Uso de un agente que reduce la unién entre BONT/B y su receptor en la superficie celular para uso en la reduccién
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 aminoécidos seleccionada entre los aminoacidos 1-87 de la SEC ID N°:
7, los aminoacidos 40-267 de la SEC ID N°: 7, los aminoacidos 1-267 de la SEC ID N°: 7, los aminoacidos 1-422 de
la SEC ID N°: 7 y (ii) un gangliésido.

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 aminoécidos 40-
60 de la SEC ID N°: 7 con la condicién de que se excluya un polipéptido que comprende una sinaptotagmina I o II de

longitud completa; y

detectar la unién del polipéptido a BoNT/B.
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<223> Dominio de unién a gangliésidos o dominio transmembrana

<400> 3

ctctgacega
gecagttggea
ccgacagggy
cagctggtgy
cecetetgag
getgegggga
aagtgcttga
gagcgecace

caaatactce

cat
Ris

agt
Sex

gtc
Val

cca
Pxro

gat
Asp

gce
Ala

att
Ile

CCa
Pro
55

ctt
Leu

tta

Leu
70

aaa aag

cot
Preo

cac
His

ttt
Phe

ttyg
Leu

gte
Val

aasa

gttcageece
gtgggcaact
geteageteo
ccetagazaa
ageggaggea
ccaagactceg
gcaaccaaca
agaacgictc

ataataccct

ct
Le
10

gag
Glu

gec
Ala

aat
Asn

gce
Ala
25

ac

tce ct
Ser

40

aag
Lys

cca
Pro

ccg
Pro

tg

ace
Thr

gta
Val

aac aag

Thx

Leu

Trp

tge
Cys

aag

cagtgtettt
tgaggctgta
ccaaaggggt
cctocacccac
gcgagagtac
caccacctcoe
teegeagtea
attaagattg

goagaacatt

g gco
u BAla

gee
Ala

cca
Pro

t geg
Glu

g aag
Lys

cag
Gln

tta
Leu
60

g gcc
Ala

ttt
Phe

tgc
Cys

aag ggg

cct
Pro

gcc

Ala

aag
Lys
45

ata
Ile

tgt
Cys

3ag

cctececacete
accagggcasa
gtgtgcaggy
acceacacac
tegegtgecet
cggtcetege
gatcggaaga
aagaaagatt

tcacttgaac

gte
val

ace
Thr
15

cct
Pro

agt
Sexr
30

ttt
Phe

atg
Met

ata
Ile

gcc

Ala

gtc
Val

tgt
Cys

gaa aag

ctectgeage
geceoccaggy
cgggggcegge
ccoctttigtyg
cgcaccggte
tccaggaaaa
ctctgecetg
ccgagaagaa

caaaa atg g
Met Vi
1

act
Thr

gtt
Val

gcg
Ala

999
Gly

gaa
Glu

gag
Gly

aat
Asn

ctg
Leu
50

gag
Glu

ata
ile
65

gtt
Val

geo
Ala

aaa
Lys

aag
Lys
RO

tgt
Cys

gga gga aag

ggcageateyg
tecetgeteac
cagctgggac
ttgecaggetg
cgeggtgaga
gaagacttga
geccateoccea
caaaaccccce
tg agt geco

al Ser Ala

ctt
Leun
20

acc
Thr

aag
Lys
35

gaa
Glu

cat
His

aaa
Lys

geg
Ala

gtec
Val

tte
Phe

ttg
Leu

aac g

50
120

240

300

360

420
480

537

585

633

681

729

7717

825
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Lys
85

att
ile

gcc
ala

aag
Lys

ctg
Leu

get
Ala
165

gtc
Val

gtc
Val

aag
Lys

tat
Tyr

gtt
Val
245

gat
Asp

tgc
Cys

att
Ile

gat
Asp

aag
Lys

Lys

aac
Asn

ctt
Leu

gaa
Glua

gac
Asp
150

gct
Ala

aaa
Lys

cac
His

gta
Val

gac
Asp
230

cct
Pro

cte
Leu

tte
Fhe

cty
lLeu

cce
Pro
310

aaa
Lys

Lys

atg
Met

aag
Lys

gag
Glu
135

tat
Tyx

gaa
Glu

gtc
Vai

cgyg
Arg

cece
Pro
215

ttt
Phe

atg
Met

cag
Gin

tce
Ser

gaa
Glu
295

tac

Tyr

aag
Lys

Asn

aaa
Lys

gat
Asp
120

cco
Pro

gac
Asp

ctg
Len

tto
Phe

aazx
Lys
200

tac

Tyr

gat
Asp

aac
Asn

age
Ser

ctc
Leu
280

gece
Ala

gtg

Val.

acg
Thr

Lys

gac
Asp
105

gac
Asp

aag
Lys

tte
Phe

cee
Pro

ctg
Leun
185

acc
Thr

teg
Ser

cge
Arg

acc
Thr

gct
Ala
265

cgc

Arg

aag
Lys

aag
Lys

acg
Thr

Lys
S50

gtg
val

gat
Asp

gaa
Glu

cag
Gln

gce
Ala
170

ctg
Leu

ctc
Leu

gaa
Glu

ttc
FPhe

gtg
Val
250

gag
Glua

tac
Tyr

aac
Asn

att
Ile

att
Ile

ES 2333319 T3

Lys Gly Lys Glu Lys Gly

a2aa gac
Lys Asp

gct gaa
Ala Glu

gag gag
Glu Glu
140

aat aac
Asn Asn
155

ctg gac
Leu Asp

cct gaa
Pro Glu

aat cca
Asn Pro

tta gat
Leu Gly
220

tce aag
Ser Lys
235

gat ttt
Asp Phe

aaa gaa
Lys Glu

gtc cct.

Val Pro

ctg aag
Leu Lys
300

cac ctg
His Leun
315

aaq aag
Lys Lys

tta
Leu

ace
Thr

125

aaa
Lys

cag
Gln

atg
Met

aaa
Lys

gtc
Val
205

ggc
Gly

cac
Ris

gge
Gly

gag
Gla

agt
Thr
285
aag

Lys

atg
Met

aac
Asn

g9g9
Ely
110

gga
Gly

ctyg
Leu

ctg
Leu

tisie]
Gly

aag
Lys
1390

ttc
Phe

zaa
Lys

gac

cat
His

caa
Gln
270

gee

Ala

atg
Met

cag
Gln

aca
Thr

95

aag
Lys

ctg
Leu

gga
Gly

ttg
Leu

ggt
Gly
175

aag
Lys

aat
Asn

acc
Thx

atec
Ile

gtg
Val
255

gag
Glu

agec
Gly

gat
Asp

aac
Asn

cte
Leu

ace
Thr

act
Thr

aag
Lys

gtg
Val

160

aca
Thr

aa a
Lys

gaa
Gln

ctg
Leu

atc
Ile
240

ace
Thr

aaa
Lys

aaa
Lys

gtg
Val

ggt
Gly
320

aac
Asn

Gly

atg
Met

gat
Asp

ctc
Leu
145

gga
Gly

tce
Ser

ttt
Phe

caa
Gln

gtg
Val
225

gga
Gly

gag
Glu

ctg
Leu

ctg
Leu

ggt
Gly
305

aag
Lys

cce
Pro

Lys

aag
Lys

gga
Gly
130

caa
Gln

atc
Ile

gat
Asp

gag
Glu

ttt
Phe
210

atg
Met

gag
Glu

gag
Glu

ggt
Gly

act
Thr
290

ggce
Gly

agy

tac
Tyx

Asn

gat
115

gaa
Glu

tat
Iyr

atc
ile

cca
Pro

act
Thr
195

act
Thr

gct
Ala

ttec
Phe

tag
Trp

gac
Asp
275

gtt
val

tta
Leu

ctg
Len

tac
Tyr

Ala
100

cag
Gln

gaa
Glu

teca
Ser

cag
Gln

tac

Tyr
180

daa
Lys

tte
Phe

gtg
Val

aaa
Lys

cge
Arg
260

atec
Ile

gte
Val

tct
Ser

aag
Lys

aac
Asn

873

821

569

1017

10e5

1113

1i6l

120¢e

1257

13G5

1353

1401

1449

1497

1545
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325

tee
Ser

gag
Glu

gtg
Val

gtg
Val

atc
Ile

gac
Asp

tte
Phe

gta
Val

aaa
Lys

ES 2333319 T3

330

ttt
Phe
345

agc
Ser

act
Thr
36D

gtt
Val

tte
Phe

gtc
Val

375

cac
His

tgg

Irp
380

act
Thr

cac
Bis
405

aag taa

Lys

tatctgtaaa
aatccagtgg
atgcectoca
agatagagea
agatttattt
agatgttttt
ataatatatt
aggcactagt
aatcctttga
agaattcttt
caaagccaca
cgetettaca
catagcttea
gtgtatgtgt
gtcagegttt
acatttatat

aaggaatgcea

tca
Sex

ctg
Leu

atc
Ile

gac
Asp

cag gta
Gln Val

gaa
Glu val

ttg
Lew

gtt
val

ctg
Leu Ala

gag
Glu

gtt ccg

Pro

gac tat

Rsp

tac

Tyr
380

ggt
Gly

gce aac
Asn

395

gag
Glu

gag
Glu

410

taccteagta
tacttcaaat
tcataccact
tgactgaaat
ctagtitgtyg
aataagatgt
atatggtaaa
acagttaaac
gtaccaagat
cacaggcaaa
aaccagaata
gtcaaggaag
tggtggtgtt
ggtgcatgce
ctgaaatatt
aaaacgtgcea
ttogegtgag

gaatattttt

atatgggtce
cctgttitaa
gcecctocaaa
tatgtattgt
tattigtatg
cctattttaa
tatagtatcg
caacatctta
tcgctcacac
tagecatgace
gcatctgtcet
caatgaacag
ctetgtgtgt
tetgtttggg
gectgeetgt
acctgggaat
actttgtaac

aacgcagcaa

tte
Phe

gac
Tyxr Asp
365

aac

Asn

cce
Pro Arg Arg

gtt
val

335

caa
Gln

gag
Glu
350

att
Ile

aag
Lys

act
Thy

age
Ser

cgg cga

gat gecc
Asp Ala
415

agggaaaacg aagcctttcet geatctgece acatagtget

ttttggtete
tttgcacaaa
tetactetto
atcacactgt
ttgtazgegt
actatgtaaa
tgtgcattce
aaggacaact
aacacctttg
tgagcagecat
gictgtacct
gagccaatge
gegtgtgeaa
gttagagtgg
ttaaacagaa
tetgatecegg
aaaatatttt

tetgtgetta

atc
Ile

cag

ggc aag
Gly Lys

aaa
Gin Lys

aac
Asn Asp

340

caa
Gln

gtg
Val
355
gac gece
Ala

370

ggg geg
Gly Ala

385
cee ate
Pro
400

atg
Met

ctg

cagcecatgea
tttaagtgta
ttttaagcaa
tgtatatacc
ttectaacct
ttgactgaga
agcaaaaata

taaacctgag

-atgggegaac

ctgggectgac
gcaaagccaa
gttectaccea
gcgtgaaagt
gggaggagga
aattatagcet
atttcaccee
attatacaaa

ttcecacaaag

gag
Glu

gca
Ile Ala

gct
Leu Ala

cga
Arg

b o
£ \a

cag
Gln

tgg
Trp

gte
Val

aag
Lys
420

ctttageccecag

ttecctgatac
gaaageccett
tatgatgtgt
agtatgctaa
gtgtatatet
tatagagcetg
tcaacttgaa
ctttctattg
ccaattttgt
ctcaaggaag
agecatgett
ctgcatctag
gtatgecacgt
gctgagggaa
ctceattagte
aatattgatt
accagattag

tgactttgtg

1593

1641

1889

1737

1785

1841

1801

1961

‘2021

2081

2141

2201

2261

2321

2381

2441

2501

2621
2681
2741
2801
2861

2321
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gtaaacagac

gaatgcactt

gtgagtttta

actgaggcaa
caatgttatt
taaggacggc
gtggatagcea
tgcactgeee
tgaacagcta
tttgtcaaca
agtgagccetg
tttecacctee
accaaaataa
cegtgtttig
ggggtcgget
cctcatgaga
ctagaacaga
aacattaaaa
aacaggagac
gaacacctta
acaatggaac
tacaatgata
tagttggtac
ccatcctcetyg
atgcectaga
tgtgtggatt
tgtgaccege
aaattctgtt

aatgacttaa

agtattgtaa
cgacgaagee
atttgtectt
cctecttatgt
ctgtagtaaa
tctgtgtaac
cteaacttac
aacatgtgtg
tgcataggac
ctgtgcacta
ctacctaaca
aggtcacaga
aatggaggaa
gacaaaactce
gctectectg
gaagaggcaa
cacacaggac
ccacagatga
tcaaatgagg
aataccagac
atttecgagg
ctagcacatt
tatatcatte
ataagecaca
aagatectag
ttetetgtgt
gageccaatte
tcactttgtyg

catattacat

ES 2333319 T3

ccecacgaaa
aaaacagaca
taaacaaagg
acactagatg
tggcactatt
actgtgactg
teegtagtga
tagcacaaac
agaaagatac
gtcacatttg
ccgettctag
gaatggcaac
tgctaageat
aagagaatce
cacacacaac
accectitgee
aaggagcaaa
taggaaacac
ggctttecta
actgacattt
acgecagectee
ctcttgecaac
tcttgtgage
tgtaccttte
ttgectttgt
ctggtagaaa
ccttagetgt
tagtgaacce

ggacactcaa

agacggaata
gctagtgate
tgaaacaaas
cttgacttag
atgaagceac
cceegtgtge
tattgtaaca
agttctrcatt
atagaccggg
tcctgctgee
actctictee
atcctgaagg
ggcctegtge
ccaataggge
acaaaagcta
cttecactece
tectteecta
atactcatag
tctaagggat
aatttcatcea
gagctgoega
actgccaaca
cggtgactgg
tgacaatgca
gtatacttac
tgttggggtg
actttecectt
catggtagtt

tasaaatgtt

taacagttag
tttttatatg
ccaagaacaa
gaggagtttt
tagtcattee
ttagacacgt
atactgcecat
cctaaggace
tgtgggagaa
ggtagacagc
cacttgctat
gagagaccat
ttgatcttta
tggtggtaga
acccctggtt
atcacagecaa
tggatgaaca
gtgagttaaa
caagtcctac
tecteecegact
actgacatta
tgggattgte
acctgcettte
gtgtgaagtec
tgcctgettg
ttttcttetyg
cattttttga
ttectgattgt

ttattteetyg

ccatagttet
ctetttttac
gttetegeas
taaatgttct
atatgagtcet
agtttectea
tcectettac
aattcagaac
cacacagcat
cacttcagga
tgtggeecgt
cttcacatct
ggaattaget
ctttaageac
gtgattcttce
actttcagac
gcacgtttcec
cagcagttta
caaagagaag
tgagttgtac
cttectgeat
accatagagt
tgaccaagat
ttagaagctg
agtgtticta
ccataagget
taagtggttt
tgttaaaaaa

tta -

2981
3041
3101
316l
3221
3281
3341
3401
3461
3521
3581
3641
3701
3761
3821
3881
3941
4001
4061
4121
4181
4241
4301
4361
4421
4481
4541
46G1

4654
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<210> 4

<211> 421
<212> PRT
<213> Rattus rattus

<400> 4

Met

val

Glu

Glu

Ile

65

Lys

Gly

Met

Bsp

Leun

145

Gly

Ser

Phe

Gln

Val

Ala

Gly

Leu

50

Val

Cys

Lys

Lys

Gly

130

Gln

Ile

Asp

Glu

Phe
210

Sex

Thy

Lys

35

His

Ala

Len

Asn

Asp
115

Glu

Tyr

Ile

Thr
195

Thr

Ala

Leu
20

Glu

Lys

Val

Phe

Ala
100

Gln

Glu

Ser

Gln

Tyr
180

Lys

Phe

Ser His

V¥al Pro

Asp Ala

Ile Pro

Leu Leu
70

Lys Lys
85

Ile Asn

Ala Leu

Lys Glu

Leun Asp
150

Ala Ala
165

Val Lys

Val His

Lys Val

ES 2333319 T3

Pre

His

Leu

55

Val

Lys

Met

Lys

Glu
135

Tyr

Glu 1

Val

Arg

Pro
215

Gla

Asny
Ser

40

Pro

val

Asn

Lys

Asp
120

Pro

Phe

Lys
200

Tyr

Ala

Ala
25

Lys

Pro

Thr

Lys

Asp

105

Asp

Lys

Phe

Pro

Leun
185

Thr

Ser

10

Leu
i0

Thry

Leu

Trp

Cys

Lys
S0

Val

Asp

Glu

Gln

Ala
170

Leu

Len

Glu

Ala

Glu

Ala

cys

75

Lys

Lys

Ala

Glu

Asn
155

Leu

Pro

Asn

Leu

Ala

Pro

Gln

Leu

60

Phe

Gly

Asp

Glu

Glu
140

Asn

Gilu

Pro

Gly
220

Pxo

2la

Lys
45
Ile

Cys

Lys

Thr
125

Lys

Gln

Met

Lys

Val
205

Gly

Val Thr
15

Ser Pro
30

Phe Met

Ala Ile

Val Cys

Glu Lys
85

Gly Lys
110

Gly Leu

Leu Gly

Leu Leun

Gly Gly
175

Lys Lys
180

Phe Asn

Lys Thr

Thzr

Gly

Asn

Ala

Lys

80

Gly

Thr

Thr

Lys

val
160

Thr

Lys

Glu

Leu
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val Met
225

Gly Glu

Glu €Glu

Leu Gly

I.eut Thx
290

Gly Gly
305

Lys Axg

Pro Tyr

Gln Lys

Lys Asn
370

Ala Glu
385

Ile Ala

Leu Ala

<210> 5
<211> 422
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

Ala

Fhe

Trp

Asp

275

Val

Leu

Leu

Tyr

Val

355

Asp

Leu

Gln

Val

<221> MISC_FEATURE

Val

Lys

Arg

260

Ile

val

Ser

Lys

Asn

340

Gln

Ala

Arg

Trp

Lys
420

Tyr

Val

245

Asp

Cys

Ile

Asp

Lys

325

Glu

Val

Ile

His

His

405

Lys

ES 2333319 T3

Asp Phe Asp Arg Phe

230

Pro

Leu

Fhe

Leu

Pro

310

Lys

Ser

Val

Asp

Irp

390

Thr

Met Asn

Gln Ser

Ser Leu
280

Glu Ala
295

Tyr Val

Lys Thx

Phe Ser

Val Thr

360

Lys Val
375

Ser Asp

Leu Gln

11

Thx

Ala

265

Axrg

Lys

Lys

Thr

Phe

345

Val

Phe

Ile

Val

Val

250

Glu

Tyr

Asn

Ile

Ile

330

Glu

vzl

Len

Glu
410

Sexr

235

Lys

val

Leu

Bis

315

Lys

Val

Asp

.Bly

Ala
395

Glu

Lys

Phe

Glu

Pro

Lys

300

Leu

Lys

Pro

Tyxr

380

Asn

Glu

His

Gly

Glu

Thr
285

Lys

Met

Asn

Phe

Asp

365

Asn

Pro

Val

Asp

His

Gln

270

Ala

Met

Gln

Thr

Glu

350

Lys

Ser

Arg

Asp

Ile

Val

255

Glu

Gly

Asp

Asn

Len

335

Gln

ile

Thx

Arg

Ala
415

Ile
240

Thr

Lys

Lys

Val

Gly

320

Asn

Ile

Gly

Gly

Pro

400

Met
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<222> (33)..(53)
<223> Dominio de unién a BoNT/B

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (54)..(30)

<223> Dominio de unién a gangliésidos o dominio transmembrana

<400> 5

Met Val Ser

1

Thr

Gly

Asn

Ala
65

Lys

Gly

Thr

Thr

Lys
145

Val

Thr

Val

Glu

Glu
50

Tle

Lys

Gly

Met

Asp
130

Len

Gly

Ser

Ala

Gly
35

Leu

Val

Cys

Lys

Lys

115

Gly

Gln

Glu

Thr

20

Lys

His

Ala

Asn

100

Asp

Glu

Tyr

Ser

val

Glu

Lys

Val

Phe
BS

Ala

Gln

Glu

Ser

Gln
165

Tyr

Lys

His

Leu

Asp

Ile

Leu
70

Lys

Ile

Lys

Leu
150

ES 2333319 T3

His

Pro

Ala

Pro

55

Leu

Lys

Asn

Leu

Glu

135

Asp

Ala

Lys

;J.
v

Glu

Ser

Phe
40

Leu

Val

Lys

Met

Lys

120

Glu

Glu

Val

Ala

Asn

25

Ser

Leu

Asn

Lys

105

Asp

Pro

Asp

Leun

Phe
185

Lys Tt

12

Leu
io

Ala

Lys

Pro

Thxr

Lys
90

Asp

Asp

LyS

Phe

Pro
170

Leu

L g o

=y

Bla

Thr

Leu

Trp

Cys
15

Lys

Val

Asp

Glu

Gln

155

Ala

Leu

Ala

Glu

Lys

Ala

60

Cys

Lys

Lys

Ala

Glu

140

Asn

Leu

Pro

Pro

Pro

Glu
45

Leu

Phe

Gly

Asp
Glu

125

Glu

Asn

Pro

Ala
30

Lys

Ile

Cys

Lys

Leu
110

Thr

Lys

Gin

Met

Lys
180

Val

val
15

Serxr

Phe

Ala

Ile

Glu
95

Gly

Gly

Leu

Gly
175

Lys

Thxr

Pro

Met

{le

Cys
80

Lys

Lys

Leu

Gily

Leu
160

Gly
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Glu
Leu
225
Ile
Thr
Lys
Lys
Val
305
Gly
Asn
Ile
Gly
Gly
38S
Pro
Met
<210> 6

<211> 1876
<212> ADN

<213> Mus musculus

Gln

210

Val

Gly

Glua

Leu

Len

290

Gly

Lys

Pro

Gln

Lys

370

Ala

1le

Leu

Phe
Met
Glu
Glu
Gly
275
Thx
Gly
Arg
Tyr
Lys
355
Asn
Glu

Ala

Ala

Thr
Ala
Fhe
Trp
260
Asp
Val
Leu
Leu
Tyr
340
Val
Asp

Leu

Gln

Phe

Val

Lys

245

Arg

Ile

Val

Ser

Lys

325

Asn

Gln

Ala

Rrg

Trp
405

Lys

Tyr

2390

Val

Asp

Cys

Ile

Asp

310

Lys

Glu

Val

Ile

His

390

His

Val Lys Lyé

420

ES 2333319 T3

Val

215

Asp

Pro

Leu

Phe

Leu

235

Pro

Lys

Ser

Val

Gly

375

Trp

Thr

Pro

Phe

Met

Gln

Ser

280

Glu

Tyr

Lys

Phe

Val

360

Lys

Ser

Leu

Tyr Ser

Asp Arg

Asn Thr

250

Ser Ala

265

Leu Arg

Ala Lys

val Lys

Thy Thr

330

Sex Phe

345

Thr Vval

Val Phe

Asp Met

Gln Vval
410

13

Glu

Phe

235

Val

Glu

Tyxr

Asn

Ile

315

Ile

Glue

Leu

vVal

Leu
395

Len

220

Ser

Asp

Lys

Val

Leu

300

His

Lys

Val

Asp

Gly

380

Ala

Glu

Gly

Lys

Phe

Glu

Pro

285

Lys

Leu

Lys

Pro

Tyr

365

Tyr

Asn

Glu

Gly

His

Gly

Glu

270

Thx

Lys

Met

Asn

Phe

350

Asp

Asn

Pro

Val

Lys

Asp

His

255

Gln

Ala

Met

Gln

Thr

335

Glu

Lys

Ser

Arg

415

Thr

Ile

240

Val

Giu

Gly

Asp

Asn

320

Leu

Gln

Ile

Thr

Arg

400

Ala
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<220>

<221> CDS

<222> (16)..(1284)

<220>

<221> misc_feature

<222> (133)..(195)

<223> Dominio de unién a BoNT/B

<220>

<221> misc_feature

<222> (196)..(276)

ES 2333319 T3

<223> Dominio de unién a gangliésidos o dominio transmembrana

<400> 6

atceectetg ccace atg aga aac ate ttc aag agg aac cag gag cca aat
Met Arg Asn Ile Phe Lys Azrg Asn Gln Glu Pro Asn

gtg
Val

cct
Pro

gac
Asp
45

atc
Ile

cte
Len

ang
Lys

atyg
Met

aca
Thr
125

gag
Glu

aac
Asn

gct
Ala

gee
Ala
30

aty
Met

cee
Pro

ctg
Leu

aag
Lys

aac
Asn
110

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln

ccg
Pro
15

gac
Asp

tte
Phe

ttg
Leu

ctyg
Len

aag
Lys
85

atg
Met

ctg
Leu

ctg
Leu

cte
Leu

gece
Ala

aac
Asn

gce
Ala

cece
Pro

cte
Leu
80

RBEg
Lys

aag
Lys

act
Thr

ggc
Gly

acc
Thr
160

1

ace
Thr

tect
Ser

aag
Lys

cce
Pro
65

acc
Thr

aac
Asn

gac
Asp

gza
Glu

aaa
Lys
145

gtg
Val

ace act
Thr Thr

aca gag
Thr Glu
35

ctg mag
Leuv Lys
50

tgg get
Trp Ala

tgt tgc
Cys Cys

aag aag
Lys Lys

atg asaa
Met Lys
115

gga gea
Gly Glu
130

ttyg cag
Leu Gln

ggt gtc
Gly val

gece
Ala
20

age
Ser

dag
Glu

ctg
Leu

ttce
Phe

gag
Glu
100

gg9g9
Gly

ggt
Gly

ttt
Phe

ctg
Leu

5

aca
Thr

acyg
Thr

saa
Lys

ate
Ile

tge
Cys
BS

aag
Lys

ggc
Gly

gaa
Glu

tect
Ser

cag
Gln
168

atg
Met

ggt
Gly

tte
Phe

gce
Ala
70

atc
Ile

gge
Gly

cag
Gln

ggc
Gly

ctg
Leu
150

gct
Ala

14

cee
Pro

cct
Pro

tte
Phe
55

atg
Met

tgt
Cys

aaa
Lys

gat
Asp

gag
Glua
135

gac

Asp

gcg
Ala

ctt
Leu

ggg
Gly
40

aat
Asn

gct
Rla

aag
Lys

ggc
Gly

gac
Asp
120

gag
Glop

tat
Tyr

gaa
Glu

gca
Ala
25

gag
Glu

gag
Glu

gtg
Val

aag
Lys

atg
Met
105

gat
Asp

gag
Glu

gat
Asp

cte
Leu

10

ccc
Pro

age
Ser

atce
lle

gtt
Val

tgc
Cys
20

aag
Lys

gat
Asp

aaz
Lys

tte
Phe

cca
Pro
170

gtc
Val

caa
Gin

aac
Asn

gct
Ala
15

tgc
Cys

aac
Asn

gca
Ala

gag
Glu

cag
Gln
155%

geceo
Ala

gca
Ala

gaa
Glu

aag
Lys
60

ggc
Gly

tge
Cys

gee
Ala

gag
Gl

cca
Pro
140

gce

Ala

ctg
Leu

99

147

185

243

291

387

435

531
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gac atg
Asp Met

gac aag
Asp Lys

190
cca goee

Pro Ala
205

gca ggc
Ala Gly

aag cat
Lys Ris

ctt ggc
Leu Gly

gaa gag
Glu Glu
270

cec aca
Pro Thr
285

aag aag
Lys Lys

ctg atg
Leu Met

aag aag
Lys Lvs

cece tit

Pro Phe
350

tac gac

365

age aac

Ser Asn

aac cct
Asn Pro

gaa gtg

ggt
Gly
175

aag

Lys

ttc
Phe

aag
Lys

gac
Asp

cag
Gln
255

cca
Pro

gct
Ala

atg
Met

cag
Gln

acc
Thr
335

gag
Glua

aaa
Lys

gce
Ala

cgg

gat

ggec
Gly

asg
Lys

aat
Asn

acc
Thr

ate
Ile
240

cee
Pro

gag
Glu

ggg
Gly

gac
Asp

aac
Asn
320

ctyg

Len

cag
Gln

ctg
Leu

aca
Thr

agg
Arg
400

gct

aca
Thr

aaa
Lys

gag
Glu

ctg
Leuv
225

atc
Ile

atce
Ile

aag
Lys

aag
Lys

gta
Val
305

ggt
Gly

aac
Asn

atce
Ile

gg¢e
Gly

gge
Gly
385

ceo
Pro

ctt

tca
Ser

tat
Tyr

aca
Thr
210

gtg
val

agg
Gly

gag
Glu

ttg
Len

cte
Len
290

o
Gly

aag
Lys

cce
Pro

cag
Gln

aag
Lys
370

acc
Thx

att
Ile

gac
Asp

gag
Glu
195

ttc
Phe

atg
Met

gag
Glu

gaa
Glu

ggt
Gly
275

acc

Thr

ggc
Gly

aga
Arg

tac
Tyr

aaa
Lys
355

aat
Asn

gag
Glu

gcc
Ala

ggc

ES 2333319 T3

cct
Pro
180

act

Thr

act
Thr

gca
Ala

gtg
Val

tag
260

gac

Asp

gte
Val

ctt
Leu

cte
Leu

ttc
Phe
340

gte
Val

gaa
Glu

ttg
Leu

cag
Gln

aag

tat
Tyr

aag
Lys

kte

Phe

atc
Ile

aag
Lys
245

aga

Arg

atc
Ile

tgt
Cys

tca
Ser

aag
Lys
325

aac
Asn

cag
Gln

gce
aAla

cg9
Arg

tgg
405

aaec

gtc
Val

gtg
Val

aag
Lys

tat
Tyr
230

gta
Val

gac
Asp

tgt
Cys

atc
Ile

gac
Asp
310
aayg
Lys

gag
Glu

gtg
Val

atc
Ile

cac
His
350
cac
His

aag

15

aaa
Lys

cat
Ris

gtg
Val

215

gac
Asp

cee
Pro

cta
Leu

acec
Thr

ctg
Leun
295

cee
Pro

aag
Lys

tce
Sex

gtc
val

gga
Gly
375

tgg
Trp

tect
Ser

tag

gtc
Val

cgg
Arg
200

cca
Pro

ttt
Phe

atg
Met

caa
Gln

tce
Ser
280

gag
Glu

tat
Tyr

aag
Lys

ttce
Phe

gtc
Val
360

aag

Lys

tecc
Ser

ctt
Len

gctecagegg ccggtgecac

ttc
Phe
185

aag
Lys

tac
Tyr

gac
Asp

aac
Asn

ggc
Gly
265

ttg
Leu

gce
Ala

gtg
Val

acg
Thx

agce
Ser
345

ace
Thr

atc
Ile

gac
Asp

aag
Lys

cte
Leu

acg
Thy

cag
Gln

cgce
Axrg

aca
Thr
250

gga
Gly

cge
Arg

aag
Lys

aag
Lys

aca
Thr
330

tte
Phe

gtg
Val

£ttt
Phe

atg
Met

cct
Pro
410

cte
Leun

ctg
Leu

gag
Glun

ttc
Phe
235

gtg
Val

gag
Glu

tac
Tyr

aac
Asn

atc
Ile
315

gtg
Val

gag
Glu

cta
Len

gta
Val

ctyg
Leu
385

gag

Glu

cca
Pro

aac
Asn

tta
Leu
220

tct
Ser

gac

aag
Lys

gtg
Val

ctg
Len
300

cac
His

aag
Lys

atc
Ile

gac
Asp

ggc
Gly
380

gee
Alas

gaa
elu

578

627

675

723

771

818

867

815

963

1011

1059

13107

1155

1203

1251

1304



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2333319 T3

Glu Val Asp Ala Leu Leu Gly Lys Asn Lys

415
gecectaagy
agctatcaat
tgtttttect
gagteceoecta
ttgecatgeee
tgaagcacta

cttgactgtyg

tatgtgtatyg

ctettcattt

gagactecaa

<210>17
<211> 422
<212> PRT

agccacgeee
acctcagtta
tcctttitct
agaggtgaaa
tttecacggtt
actgcttite
aaggcaacat
tgtacacctg
tctggaatga

gggaaagcaa

<213> Mus musculus

<400> 7

Met

Thr

Ser

Lys.

Pro
€5

Thr

Asn

Asp

Arg

Thr

Thr

Leu

50

Trp

Cys

Lys

Met

Asn
5

Thr
20

Glu
35

Lys

Rla

Cys
85

Glu Ly
100

Lys

Lys Gly Gl

115

420
ccgaggegec
cgegacetta
ctttttazag
gaaaagcctg
tecececttac
ctggattitg

agtggceage

acgcececetyg
gaggtttett
accaacttce
gctotgttat
cceaagtqgg
gaccaacaac

attgtgtgtg

aggacactga
catttgittg
ttttagtgge
tgteececgga
geectetact
atggcaagca

tgtgtgtgtg

Ile Phe

Ala Thr

Ser Thr

Glu Lys

Leu Ile

Phe Cys

tatgtgeccea
gteatggaca

gcecactgec

Lys

Met

Gly

Phe

Ala
70

Ile

s Gly

y Gln

Aryg

Pro

Fro
Phe

55

Mel

Cys

Lys

Asp

tccatecceea
gtgaageeat

tg

Glu
10

Asn Gln

Ala
25

Leu Pro

Gly Glu Ser

40

Asn Glu Ile

Ala Val Val

Lys Lys Cys

90

Met
105

Gly Lys

Asp Asp

120

16

Asp

cctygectgtt

gtgagaggag

Pro

Val

Gln

Asn

Ala
15

Cys

Asn

Ala

Asn

Ala

Glu

Lys
60

Gly

Cys

Ala

Glu

Val

Pro

Asp

45

Ile

Leu

Lys

Met

Thr Gly

125

cgagatccag
cggtgtatee
tgtgtgaaga
gecggtoctig
gtecagacagt
cattetgttt
tgtgtgtatyg
ttgaacatct

aatgtcectteca

Ala Pro Ala

i5

Ala
30

Asp Asn

Met Phe Ala

Pro Leu Pro

Leu Leu Leu

80

Lys Lys

a5

Lys

Asn Met

130

Lys

Leu Thr

1364
1424

1484

1604
1664
1724
1784
1844

1876
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Gla

Lys

145

Val

Thr

Lys

Glu

Leu

225

Ile

Lys

Lys

Val

305

Gly

Ile

Gly
130
Leu
Gly
Ser
Tyr
Thy
210
Val
Gly
Glu
Leu
Leu
290
Gly
Lys

Pro

Gln

Glu

Gln

val

Asp

Glu

195

Phe

Met

Glu

Glu

Gly

275

Thr

Gly

Arg

Tyr

Lys
355

Gly

Phe

Len

Pro

180

Thr

Thr

Ala

Val

Trp

260

Asp

Val

leu

Len

Phe

340

Val

Gln
Ser
Gln
168
Tyr
Lys
Phe
Ile
Lys
245
Arg
Ile
Cys
Ser
Lys
325

Asn

Gln

Gly

Leu

150

Ala

Val

Val

Lys

230

Val

Asp

Cys

Ile

Asp

310

Lys

Glu

Val

ES 2333319 T3

Glu Glu
135

Asp Tyr

Ala Glu

Lys Val

His Axrg

200

Val Pro
215

Asp Phe

Pro Met

Len Gln

Thr Ser

280

Leu Glu

295

Pro Tyr

Lys Lys

Ser Phe

Val Val
360

Glu

Asp

Leu

Phe

185

Lys

Tyx

Asp

Asn

Gly

265

Leu

Ala

Val

Thr

Ser

345

Thr

17

Lys

Phe

Pro

179

Leu

Thr

Gln

Arg

Thr

250

Gly

Arg

Lys

Lys

Thr

330

Phe

Val

Glu

Gln

155

Ala

Leu

Glu

Phe

235

Val

Glu

YT

Asn

Iie

315

Val

Glu

Len

Pro

140

Ala

Leu

Pro

Asn

Leu

220

Ser

Asp

Lys

val

Len

300

His

Lys

Ile

Asp

Glu

Asn

Asp

Pro

205

Ala

Lys

Leu

Glu

Pro

285

Lys

Leu

Lys

Pro

Tyr
365

Asn

Gin

Met

Lys

190

Ala

Gly

His

Gly

Glu

270

Thr

Lys

Met

Lys

Phe
350

Len

Leun

Gly

1725

Lys

Phe

Lys

Asp

Gln

255

Bro

Ala

Met

Gln

Thr

335

Glu

i~
%3
n

Gly

Thr

160

Gly

Lys

Asn

Thr

Ile

240

Pro

Giu

Gly

Bsp

Asn

320

Leu

Gln

=
103
e
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ES 2333319 T3

Gly Lys Bsn Glu Ala Ile Gly Lys Ile Phe Val Gly Ser Asn Ala Thr
380

370 3175

Gly Thr Glu Leu Arg His Trp Ser Asp Met Leu Ala Asn Pro Arg Arg
3585

385 380

400

Pro Ile Ala Gln Trp His Ser Leu Lys Pro Glu Glu Glu Val Asp Ala

405 410

Leu Leu Gly Lys Asn Lys
420

<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 unién a BoNT/B

<220>

<221> misc_feature

<222> (295)..(375)

<223> Dominio de unién a gangliésidos o dominio transmembrana

<400> 8

gggagecgat cggtgtggge tggtggagaa ggcsgeggga

ggtececctet teecactecec geogecggeca gegctgegge

aga aac atc ttec aag agg aac cag gag ccc att

gtctgeccgee cegaagtcca

tccectetge. cace

gtg

Axg Asn Ile Phe Lys Arg &sn Gin Glu Pro Ile Val

acc act gcc aca atg cct ctg gca cce gee gea
Thr Thr Rla Thr Met Pro Leu Ala Pro Ala Ala
20 25

aca gag agc acg ggc acc ggd gag age caa gaa

Thr Glu Ser Thr Gly Thr Gly Glu Ser Gln Glu
35 40

ctyg aag gac aaa ttc titc aat gag atc aac aag

Leu Lys Asp Lys Phe Phe Asn Glu Ile Asn Lys

50 55 &n

tgg gct ctg att geoec atg gee gtg gtt get gge

18

cct
Pro

gac
Asp
45

atc
Ile

ctc

gct
Ala

gec
Ala
30

atg

Met

cct
Pro

ccg
Pro
15

gat
Asp

tte
Phe

ttg
Leu

ctg

gcc
Ala

aac
Asn

gcc
Ala

cce
Pro

ctc

415

atg
Met
1

acc
Thx

tct
Ser

aag
Lys

cce
Pro

£R
e

acc

60

117

165

213

261

309

357
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Trp

tgce
Cys

aag
Lys

ato
Met

gya
Giy
130

ttyg
Leun

ygac
Gly

tca
Ser

tat
Tyr

act
Thr
210

gtg
val

999
Gly

gag
Glu

ctg
Leu

cte
Leu
290

g9y
Gly

Ala

tgc
Cys

aag
Lys

aag
Lys
115

gaa
Glu

cag
&ln

gte
val

gac
Asp

gag
Giu
195

tte
FPhe

atg
Met

gag
Glu

gaa
Glu

ggt
Gly
275

ace

Thr

gge
Gly

Leu

ttc
Phe

gag
Glu
100

gag
Gly

gga
Gly

tte
Phe

ctg
Leu

cct
Pro
i80

ace
Thr

act
Thr

get
Ala

gtg
Vval
tgg
260

gac

Asp

gte
val

ctc
Leu

Ile

tge
Cys
85

aag
Lys

ggc
Gly

gaa
Glu

tct
Ser

cag
Gln
165

tac
Tyr

aag
Lys

tte
Phe

atc
Ile

aaa
Lys
245

aga

Arg

ate
Ile

tgt
Cys

tea
Ser

Ala
70

ate
Ile

gge
Gly

cag
Gln

gge
Gly

ctyg
Leu
150

gct
Ala

gte
val

gty
Val

aag
Lys

tat
Tyr
230

gtqg
Val

gac
Asp

gt
Cys

ate
Iie

gac
Asp

Met

tgt
Cys

aaa
Lys

gat
Asp

gag
Glu
135

gac
Asp

gct
Ala

aaa
Lys

cac
Rie

gty
vVal
215

gac
Asp

cce
Pro

cta
Leu

ace
Thr

ctg
Leu
295

cee
Pro

Ala

aag
Lys

gg¢
Gly

gat
Asp
120

gag
Glu

tat
Tyr

gaa
Glu

gte
Val

cgg
Arg
200

cca
Pro

tttk
Phe

atg
Met

caa
Gln

tee
Sex
280

gag
125811

tat
Tyr

ES 2333319 T3

Val

aayg
Lys

atg
Het
105

gac
Asp

gag
Glua

gat
Asp

cte
Leu

tte
Phe
185

aag
Lys

tac
Tyr

gac
Asp

aac
Asn

gge
Gly
265
ttg
Leu

gcc
Ala

gtg
Val

val

tgc
Cys
96

aag
Lys

gac
Asp

aaa
Lys

ttc
Phe

ceg
Pro
1706

cte
ey

aca
Thr

cag
Gln

cge
Arg

acg
Thr
250

gga
Gly

cge
Arg

aag
Lys

aag
Lys

Ala
15

tge

Cys.

aac
Asn

4cg
Ala

gag
Glu

caa
Gin
155

geo

Ala

cte
Len

ctg
Leu

gag
Glu

tte
Phe
235

gtg
Val

gag
Glu

tac
Tyr

zac
Asn

atc
Ile

19

Gly

tge
Cys

gce
Ala

gag
Glu

ccg
Pro
140

gce
Ala

ctg
Leun

cca
Pro

aac
Asn

tta
Leu
220

tet
Ser

gac
Asp

aag
Lys

gtg
Val

ctg
Leu
300

cac
His

Leu

aag
Lys

atg
Met

aca
Thr
125

gag
Glu

zac
Asn

gac
Asp

gac
Asp

cca
Pro
265

gga
Gly

aag
Lys

ctt
Leu

gaa
Glu

oce
Pro
285

aaqg

Lys

ttg
Leu

Leu

aag
Lys

aac
Asn
110

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln

atg
Met

aag
Lys
190

gee
Ala

ggc
Gly

cat
His

ggc
Gly

gag
Glu
270

act
Thr

aag
Lys

atg
Met

Leu

aag
Lys
95

atg
Met

ctg
Len

ctg
Leu

ctc
Leun

ggt
Gly
175

aag
Lys

tte
Phe

asa
Lys

gac
Asp

cay
Gln
255

cca
Pro

get
Ala

atg
Met

cag
Gln

Len
80

aaa
Lys

aag
Lys

act
Thx

ggce
Gly

ace
Thy
160

gge
Gly

aag
Lys

aac
Bsn

ace
Thr

atc
Ile
240

cCC

Pro

gag
Glu

949
Gly

gat
Asp

aat
Asn

Thr

aac
Asn

gac
Asp

gaa
Glu

aaa
Lys
145

gtyg
Val

acy
Thr

aaa
Lys

gaa
Glu

ctg
Leu
225

ateo
Ile

atc
Ile

aay
Lys

aag
Lys

gty
Val
305

ggc
Gly

405

453

501

549

597

645

693

741

789

837

885

933

381

1029

1077
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cte
Leu

aag
Lys

aga
Arg

ttc
Fhe
340

tac
Tyr

cce
Pxo

gtc
Val

cag
Gin

aaa
Lys
355

aat
Asn

aag
Lys
37¢C

gaa
Glu

ctg
Leu

gag
Glu

acg
Thr

atc
Ile

cag
Gln

gcc
Ala

ctg
Leu

aag
Lys
420

ggc
Gly
acactgacga
ttgtttgegy
cttcettttg
tattgtecea
gggccecticta
gtggeaagca
tgtgtgtgtg
tatctetteg
caggtactcc
agtccttgeg
ggaccaaagg
ggggetttgg
gaccgccagco
cceattactce
gcagagtaca

cctttttgty

aag
Lys
325

aat
Asn

cag
Gln

gce
A}a

cgg

tgg
Trp
405

aac
Asn

310

aag
Lys

gag
Glu

gtg
Val

ate
Ile

cac
His
3%0
cac

Ris

aag
Lys

aag
Lys

tca
Ser

gte
Val

gga
Gly
375

tgg
Trp

tct
Ser

tag

aay
Lys

tte
Phe

gte
Val
360

aag

Lys

tce
Sex

ctg
Len

ES 2333319 T3

acg
Thr

agc
Ser
345

acc
Thr

atce
Ile

gac
Asp

aag
Lys

315

an.
Thy
330

gtg
Val

aag
Lys

tte
Phe

ate
Ile

gag
Glu

cta
Leu

gtg
Val

gac
Asp

tte
Phe

gta
Val

ggc
Gly
380

atg
Met

ctg
Leu
385

gcg
Ala

cct
Pro
410

gag
Glu

gaa
Glu

aag
Lys

aag
Lys

ace
Thr

320

ttg
Leu

aac
Asn

335

ttt
Phe
350

cce
Pro

tat
Tyr
365

gac
Asp

aaa
Lys

aac
Asn

age
Ser

gct
Ala

cct
Pro

aac
Asn

cag
Arg

gtg
Val

gaa
Glu

gat
Asp
415

gag
Glu

atce
Ile

cag
Gln

ctg
Leu

gge
Gly

aca
Thr

gge
Gly
385

cee
Pro

agg
Axrg
400

ctt
Leu

gct
Ala

gcagcggege ctggggecac gocccagagg

gctccagage
tgtgtcectgt
gtggctatgt
ggagctgtec
ctgtcagagt
cattctgtgt
tgtgtgtgta
tttctggaat
gaggtgagga
aaaggccatt
cttgatgcea
gatcattcat
tccaggatgt
agctctggat
agcagtgegt

taagtggaaa

tatcaatacc
tttectttee
gaagaggcec
ttgttgeatg
ggaageactt
ctcgactgtg
cacgtgtgcee
gagtcacgga
gagcccactg
tggaagacge
tceeagacte
gaaaataaac
cattettatt
ctttgececteg
teatttgeat

aataccatct

tcagttatge
tttttetttt
ctaagacgtg
ccetatcaeg
cctgctitte
tgtgtgtgtyg
catccatcece
caatgatgcee
cttaagtggt
aagatgtgat
cetettgtea
tatttacteg
gacgacatca
teccagtggga
tcacgcaces

gacgataagt

20

gaccttagayg
tttgtetttt
amagagaagc
gttgcececte
ctgggtttty
tgtgtgtgtg
caccttgeet
gtgtgagaga
cagaggccag
actggatgta
gtcatggett
actggtcgga
aactttgaag
ggcagatget
tctgettttg

gctttgecaca

gtttcttcat
taaaaaccas
ctggectetgt
accccaagtyg
gaccaacaaa
tgtgtgtgtg
ctgtttggaa
ggaaagtctt
aagctctcat
ttcegascta
ccceaggagt
ttecagecagg
aaacagaagt
tecteectet
cctetgtttco

gagccagaga

1125

1173

1221

1269

1317

1365

1413

1473
1533
1593
1653
1713
1773
1833
1883
1953
2013
2073
2133
2193
2253
2313

2373
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cctattagag

aagaagggga

tattcctgac

accttaggag

acagcgecatt

cggaattc

<210>9

<211> 422
<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 9

Met

Thr

Ser

Lys

Pro

65

Thr

Asn

Glu

Lys
145

Thr

Thr

Leu

50

Trp

Cys

Lys

Met

Gly

130

Leu

ggatgcttgg gtgtttagtt
gegttggtgg acagtgacaa
cctetyggace ctttgacect

aggccecegte cttecettee

catttcagat gggtggtgga

Asn

Thr

Glu

35

Lys

Ala

Cys

Lys

Lys

113

Glu

Gln

Ile

Ala

20

Ser

Asp

Leu

Phe

Glu

100

Gly

Gly

Phe

Phe

Thr

Thr

Lys

Ile

Cys

85

Lys

Gly

Glu

Ser

Lys

Met

Gly

Phe

Ala

70

Ile

Gly

Gln

Gly

Leu
150

ES 2333319 T3

Pro

Thr

Phe

55

Met

Cys

Lys

Asp

Glu

135

Asp

Asn

Leun

Gly

40

Asn

Ala

Lys

Gly

Asp

120

Glu

Tyxr

Gln

Ala

25

Glu

Glu

Val

Lys

Met

105

Asp

Glu

Asp

21

gctagacatt
cagtgatggt
ttagacagtt

gaaaatgtgce

Glu

10

Pro

Sex

Ile

val

Cys

80

Lys

Asp

Lys

Phe

gcagagctce
agccggagta
ttctcagaat

taaggtttge

Pro Ile

Ala Ala

Gln Glu

Asn Lys
60

Ala Gly
15

Cys Cys

Asn Ala

Ala Glu

Glu Pro

140

Gln ala
185

cccttgaggt ccaggtaagg

Val

Pro

Asp

45

Ile

Len

Lys

Met

Thr

125

Glu

Ala Pro
15

Ala Asp
30

Met Phe

Pro Leu

Leu Leu

Lys Lys

95

Asn Met

110

Gly Leu

Asn Leu

Gln Leu

aggaggtgic
tcacaactce
gcccaggeag
gccaggaaac

accctatgtt

Ala

Asn

Ala

Pro

Leun

80

Lys

Lys

Thr

Gly

Thr
160

2433
2493
2553
2613
2673

2681
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val

Thr

Lys

Glu

Leu

225

Ile

Ile

Lys

Lys

Val

305

Gly

Asn

Ile

Gly

Gly

385

Pro

Gly

Ser

Thr

210

Yal

Gly

Glu

Leu

Leun

280

Gly

Lys

Gln

Lys
370

Thr

Ile

Val

Asp

Glu

185

Phe

Met

Gla

Glu

Gly

275

Thr

Gly

Arg

Tyx

Lys

355

Asn

Glu

Ala

Leun

Pro

180

Thr

Thx

Ala

Val

260

Asp

Val

Leu

Leu

Phe

340

Val

Glu

Leu

Gin

Gln

165

Tyr

Lys

Phe

Ile

Lys

245

Arg

Ile

Cys

Serx

Lys

325

Asn

Gln

Ala

Arg

Trp

Ala

Val

Val

Lys

Ty

230

Val

Asp

Cys

Ile

Asp

310

Lys

Val

Ile

His

390

Ris

ES 2333319 T3

Ala

Lys

His

val
215

Asp

Pro

Leu

Thr

Leu

295

Pro

Lys

Ser

Val

Gly

375

Trp

Ser

Glu Lev Pro

Val pPhe
185

Arg Lys
200

Pro Tyr

Phe Asp

Met Asn

Gln Gly
265

Ser Leu
280

Glu Ala

Tyr Val

Lys Thr

Phe Ser
345

Val Thr
360

Lys Ile

Ser Asp

Leu Lys

22

170

Leu

Thr

Gln

Arg

Thr

250

Gly

Arg

Lys

Lys

Thr

330

Phe

Val

Phe

Met

Pro

Ala

Leu

Glu

Phe

235

Val

Glu

Tyr

Asn

Ile

315

Val

Glu

Leu

Val

Leu

395

Glu

Leu

Pro

Leu

220

Sexr

Asp

Lys

Val

Len

300

His

Lys

Ile

Asp

Gly

380

Ala

Glu

Asp

Asp

Pro
205

Gly

Lys

Leu

Glu

Pro

285

Lys

Leu

Lys

Pro

Tyr

365

Serx

Asn

Glo

Met

Lys

180

Ala

Gly

His

Gly

Glu

270

Thr

Lys

Met

Lys

Phe

350

Asp

Asn

Pro

Val

Gly

175

Lys

Phe

Lys

Asp

Gln

255

Pro

Ala

Met

Gln

Thr

335

Glu

Lys

Axg

Asp

Gly

Lys

Asn

Thr

Ile
240

Pro

Glu

Gly

Asp

Asn

320

Leu

Gln

Leu

Thr

400

Ala
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ES 2333319 T3

405 410

Leu Leu Gly Lys Asn Lys
420

<210> 10
<211> 419
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (37)..(57)

<223> Dominio de unién a BoNT/B

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (58)..(84)

<223> Dominio de unién a gangliésidos o dominio transmembrana

<400> 10

Met Arg Asn Ile Phe Lys Rrg Asn Gln Glu Pro

1 5 10

Thr Thr Thr Ala Thy Met Pro Ile Gly Pro Val

20 25

Ser Gly Gly Ala Gly Glu Ser Gln Glu Asp Met

35 40

Giu Lys Leu Phe Asn Glu Ile Asn Lys Ile Pro

50 35

Leu Ile Ala Ile Ala Val val Ala Gly Leu Leu

65 70 75

Phe Cys Ile Cys Lys Lys Cys Cys Cys Lys Lys

85 806

6lu Lys Gly. Lys Gly Met Lys Asn Ala Met Asn

100 105

Gly Gly Gln Asp Asp Asp Asp Ala Glu Thr Gly

115 120

Gly Glu Gly Glu Glu Glu Lys Glu Pro Glu Asn

4

130 1386

23

Ile

Asp

Phe

Len

60

Leu

Lys

Met

Leu

Leu
140

Val

Asn

Ala

45

Pro

Leu

Lys

Lys

Thx

125

Gly

Ala

Sax

30

Lys

Pro

Thr

Asn

Asp
110

Glu.

Lys

415

Pro Ala
15

Thr Glu

Leu Lys

TIrp Ala

Cys Cys

BO

Lys Lys

95

Met Lys

Gly Glu

Leu Gln
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Phe

145

Leu

Pro

Thr

Thx

Ala

225

Vval

Trp

val

Leu

305

Leu

Phe

Val

Glu

Leu

Ser

Glin

Tyx

Lys

Phe

210

Ile

Lys

Cys
280

Ser

Lys

Asn

Gln

Ala

370

Arg

Leu

Ala

Val

Val

195

Lys

Tyr

Val

Asp

Cys
275

Ile

AsSp

Lys

Glu

Val

355

Ile

His

Asp

Ala

Lys

180

His

Val

Asp

Pro

Leu

260

Thr

Leu

Pro

Lys

Ser

340

val

Gly

Trp

ES 2333319 T3

Tyr Asp Phe

Glu

165

Val

Arg

Pro

Phe

Met

245

Gln

Ser

Glu

Tyx

Lys

325

Phe

Val

Lys

Ser

150

Leu

Phe

Lys

Tyr

230

Asn

Gly

Leu

Ala

Gly

310

Thx

Sex

Thr

Iie

Asp

Pro

Len

Thx

Thr

Gly

Arg

Lys

235

Lys

Thr

Phe

Val

Phe

375

Met

Gln

Ala

Len

Leu
200

In Giu

Phe

Val

Glu

Tyr

280

Asn

Ile

val

Glu

Leu

360

Val

Leun

Ala

Leu

Pro

185

Asn

Leu

Ser

Asp,

Lys

265

Val

Leu

His

Lys

Ile

345

Gly

24

Asn Gln
155

Asp Met
170

Asp Lys

Pro Ala

Gly Gly

Lys Has
235

Leu Gly

250

Glu Glu

Pro Thr

Lys Lys

Leu Met

315

Lys Lys

330

Pro Phe

Tyr Asp

Ser Asn

Asn Pro

Leu

Gly

Lys

Phe

Lys

220

Asp

Gln

Pro

Ala

Met

300

Gln

Thx

Glu

Lys

Ala

380

Arg

Thr

Gly

Lys

Asn
205

Thr "’

Ile

Pro

Glu

Gly

285

Asp

Asn

Leu

Gln

Len

365

Thr

Arg

Val

Thr

Lys

190

Glu

Leu

Ile

Ile

Lys

270

Lys

val

Gly

Asn

Ile

350

Gly

Gly

Pro

Gly

Sexr

175

Tyr

The

Val

Gly

Glu

255

Leu

Leu

Gly

Lys

Pxo

335

Gln

Lys

Thx

Ile

Val

160

Asp

Glu

Phe

Met

Glu

240

Glu

Gly

Thr

Gly

Arg

320

Tyxr

Lys

Asn

Glu

Ala
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385

390

ES 2333319 T3

395

400

Gln Trp His Ser Leu Lys Pro Glu Glu Glu Val Asp Ala Leu Leu Gly

Lys Asn Lys

405

25

410

415
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