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 2 

DESCRIPCIÓN 
 

Fabricación selectiva de polipéptidos de neurotoxina recombinantes 

 

La presente invención se refiere a polipéptidos de neurotoxina recombinantes y la fabricación de los mismos. 5 
Específicamente, se refiere a un polinucleótido que codifica un polipéptido de neurotoxina que comprende una 
cadena ligera, un enlazador y una cadena pesada, en donde el enlazador es un enlazador modificado que 
comprende una secuencia heteróloga de aminoácidos que confiere al menos una propiedad fisicoquímica al 
polipéptido que permite la separación de polipéptidos de neurotoxina parcialmente procesados y/o sin procesar de 
polipéptidos de neurotoxina procesados, estando dicha secuencia heteróloga de aminoácidos flanqueada en el 10 
terminal N y el terminal C por un sitio de reconocimiento y escisión de la proteasa. También son abarcados por la 
presente invención vectores y células anfitrionas que comprenden el polinucleótido de la invención, así como 
polipéptidos codificados por dicho polinucleótido y métodos para la fabricación de polipéptidos de neurotoxina 
procesados. La neurotoxina de la invención es neurotoxina botulínica. 

 15 
Clostridium botulinum y Clostridium tetani producen neurotoxinas muy potentes, es decir toxinas botulínicas (BoNT) 
y toxina del tétanos (TeNT), respectivamente. Estas neurotoxinas Clostridiales se unen específicamente a las células 
neuronales e interrumpen la liberación de neurotransmisores. Cada toxina se sintetiza como una proteína inactiva de 
cadena sencilla de aproximadamente 150 kDa. El procesamiento postraduccional implica la formación de puentes 
disulfuro, y proteólisis limitada (corte) por la(s) proteasa(s) bacteriana(s). Una neurotoxina activa bicatenaria consiste 20 
en dos cadenas, una cadena ligera en el terminal N de aproximadamente 50 kDa y una cadena pesada de 
aproximadamente 100 kDa unidas por un enlace disulfuro. Las neurotoxinas consisten estructuralmente de tres 
dominios, es decir, la cadena ligera catalítica, la cadena pesada que comprende el dominio de translocación (mitad 
del terminal N) y el dominio de enlazamiento al receptor (mitad del terminal C), véase Krieglstein 1990, Eur J 
Biochem 188, 39; Krieglstein 1991, Eur J Biochem 202, 41; Krieglstein 1994, J Protein Chem 13, 49. 25 
 

La bacteria Clostridium botulinum segrega siete serotipos antigénicamente distintos designados de A hasta G de la 
neurotoxina botulínica (BoNT). Todos los serotipos junto con la neurotoxina relacionada del tétanos (TeNT) 
secretados por la bacteria Clostridium tetani, son endoproteasas que contienen Zn2+ que bloquean la exocitosis 
sináptica mediante la escisión de proteínas SNARE. Las CNT causan la parálisis muscular flácida observada en el 30 
botulismo y el tétanos; véase Fischer 2007, PNAS 104, 10447. 

 

A pesar de sus efectos tóxicos, el complejo de toxina botulínica ha sido utilizado como un agente terapéutico en un 
gran número de enfermedades. La toxina botulínica serotipo A fue aprobada para uso humano en los Estados 
Unidos en 1989 para el tratamiento de estrabismo, blefaroespasmo, y otros trastornos. Está disponible 35 
comercialmente como una preparación de proteína de la toxina botulínica A, por ejemplo, bajo el nombre comercial 
BOTOX® (Allergan Inc.) y bajo el nombre comercial DYSPORT (Ipsen Ltd.). Para aplicación terapéutica, se inyecta 
el complejo directamente en el músculo a tratar. A pH fisiológico, la toxina se libera del complejo de proteína y tiene 
lugar el efecto farmacológico deseado. Una preparación mejorada de BoNT/A que se libera de las proteínas 
complejantes está disponible bajo el nombre comercial XEOMIN (Merz Pharmaceuticals GmbH). El efecto de la 40 
toxina botulínica es sólo temporal, razón por la cual puede requerirse de una administración repetida de la toxina 
botulínica para mantener un efecto terapéutico. 

 

Las neurotoxinas Clostridiales debilitan la fuerza muscular voluntaria y son eficaces en el tratamiento de estrabismo, 
distonía focal, incluyendo distonía cervical y blefaroespasmo esencial benigno. Se ha demostrado además que 45 
alivian el espasmo hemifacial, y la espasticidad focal, y además, son eficaces en una amplia gama de otras 
indicaciones, tales como trastornos gastrointestinales, hiperhidrosis y corrección cosmética de arrugas; véase Jost 
2007, Drugs 67, 669. 

 

Para la fabricación de las neurotoxinas Clostridiales, ya sea aisladas de las bacterias Clostridiales de tipo silvestre 50 
que las originan, o de otras especies de células anfitrionas tales como E. coli, la purificación de la neurotoxina a 
partir de los lisados de células anfitrionas después de la fermentación es de particular importancia. En el proceso de 
producción clásico a partir de Clostridium botulinum, usualmente se aplican diferentes etapas de precipitación y 
extracción seguido por una etapa de concentración y otras etapas cromatográficas distintas con el fin de obtener 
neurotoxina purificada, véase DasGupta 1984, Toxicon 22, 415; Sathyamoorthy 1985, J Biol Chemistry 260, 10461. 55 
Del mismo modo, en un proceso de producción recombinante a partir de otras células anfitrionas tales como E. coli, 
se usan diversas etapas de procesamiento tales como ruptura de células, clarificación del lisado, y múltiples etapas 
de purificación cromatográfica para el aislamiento de la neurotoxina. 

 

En la actualidad, todas las preparaciones de neurotoxina disponibles comprenden, además de la neurotoxina de 60 
doble cadena activa (procesada) deseada, un precursor proteolíticamente sin procesar y/o un polipéptido de 
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neurotoxina parcialmente procesado. El precursor proteolíticamente sin procesar o el polipéptido parcialmente 
procesado difieren del polipéptido de neurotoxina de doble cadena activo (procesado) en sólo unos pocos 
aminoácidos. Por lo tanto, difícilmente pueden distinguirse con base en sus propiedades químicas y físicas. Por otro 
lado, la proporción de precursor proteolíticamente y/o de polipéptido de neurotoxina parcialmente procesado de la 
proporción de proteína total sigue siendo significativa en estas preparaciones. Dicha cantidad de precursor sin 5 
procesar y/o neurotoxina parcialmente procesada es inherente a los sistemas de producción biológicos, que no son 
completamente controlables. Por lo tanto, la cantidad de precursor proteolíticamente sin procesar no deseada y/o de 
polipéptido de neurotoxina parcialmente procesado en preparaciones de neurotoxina está predefinida y, en la 
actualidad, bastante difícil de reducir. 

 10 
El procesamiento de neurotoxinas se consigue también mediante la incubación del polipéptido precursor con un 
lisado de E. coli que contiene una actividad de proteasa provocada por una proteasa desconocida de E. coli que es 
capaz de escindir los polipéptidos de neurotoxina de manera que se obtienen polipéptidos maduros de doble cadena 
(véase el documento WO2006/076902). 

 15 
El documento WO2004/024909 divulga una neurotoxina botulínica que es capaz de activación y eliminación 
simultánea de una etiqueta de purificación. 

 

El documento WO2010/124998, que pertenece al estado del arte según el Art. 54 (3), divulga una neurotoxina 
botulínica que contiene una secuencia enlazadora flanqueada por sitios de proteasa entre las cadenas ligera y 20 
pesada. 

 

Los medios y métodos para una fabricación más eficiente de neurotoxinas mediante la reducción de la cantidad de 
polipéptidos de neurotoxina sin procesar y/o parcialmente procesados y por lo tanto mejorando la calidad de las 
preparaciones de neurotoxinas son altamente deseables, pero aún no se encuentran disponibles. 25 
 

Por lo tanto, el problema técnico que subyace en la presente invención puede verse como la provisión de medios y 
métodos para mejorar la fabricación de polipéptidos de neurotoxina mediante el cumplimiento de las necesidades 
anteriormente mencionadas. El problema técnico se resuelve mediante las realizaciones caracterizadas en las 
reivindicaciones y en el presente documento a continuación. 30 
 

La presente invención se refiere, por lo tanto, a un polinucleótido que codifica un polipéptido de neurotoxina que 
comprende una cadena ligera, un enlazador y una cadena pesada, en donde el enlazador es un enlazador 
modificado que comprende una secuencia heteróloga de aminoácidos  que confiere al menos una propiedad 
fisicoquímica al polipéptido que permite la separación de polipéptidos de neurotoxina parcialmente procesados y/o 35 
sin procesar de polipéptidos de neurotoxina procesados, estando dicha secuencia heteróloga de aminoácidos 
flanqueada en el terminal N y el terminal C por un sitio de reconocimiento y escisión de proteasa. 

 

El término "polinucleótido" como se usa aquí se refiere a moléculas de ADN monocatenarias o bicatenarias, así 
como a moléculas de ARN. Abarcados por dicho término están ADN genómico, ADNc, ARNhn, ARNm, así como 40 
todos los derivados de origen natural o artificialmente modificados de tales especies moleculares. El polinucleótido 
puede ser, en un aspecto, una molécula lineal o circular. Por otra parte, además de las secuencias de ácido nucleico 
que codifican el polipéptido de neurotoxina antes mencionado, una polinucleótido de la presente invención puede 
comprender secuencias adicionales requeridas para una transcripción y/o traducción apropiada tales como 
secuencias 5'-UTR o 3'-UTR. El polinucleótido de la presente invención codifica un polipéptido de neurotoxina que 45 
comprende un enlazador modificado. El polipéptido de neurotoxina y, en particular, su cadena ligera y su cadena  
pesada se pueden derivar de un de los serotipos antigénicamente diferentes de neurotoxinas botulínicas, es decir, 
BoNT/A, BoNT/B, BoNT/Cl, BoNT/D, BoNT/E, BoNT/F, BoNT/G o neurotoxina tetánica (TeNT). En un aspecto, dicha 
cadena ligera y dicha cadena pesada del polipéptido de neurotoxina son la cadena ligera y pesada de una 
neurotoxina seleccionada de entre el grupo que consiste en: BoNT/A, BoNT/B, BoNT/C1, BoNT/D, BoNT/E, BoNT/F, 50 
BoNT/G o TeNT. En otro aspecto, dicho polinucleótido comprende una secuencia de ácido nucleico como se 
muestra en la SEQ ID NO: 1 (BoNT/A), SEQ ID NO: 3 (BoNT/B), SEQ ID NO: 5 (BoNT/C1), SEQ ID NO: 7 (BoNT/D), 
SEQ ID NO: 9 (BoNT/E), SEQ ID NO: 11 (BoNT/F), SEQ ID NO: 13 (BoNT/G) o SEQ ID NO: 15 (TeNT) que ha sido 
modificado en el enlazador como se especifica aquí. Por otra parte, también se incluye en un aspecto un 
polinucleótido que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos como se 55 
muestra en una cualquiera de las SEQ ID NO: 2 (BoNT/A), SEQ ID NO: 4 (BoNT/B), SEQ ID NO: 6 (BoNT/C1), SEQ 
ID NO: 8 (BoNT/D), SEQ ID NO: 10 (BoNT/E), SEQ ID NO: 12 (BoNT/F), SEQ ID NO: 14 (BoNT/G) o SEQ ID NO: 16 
(TeNT) que ha sido modificado en el enlazador como se especifica aquí. 

 

La invención se limita a la neurotoxina botulínica como la toxina. Las realizaciones relacionadas con la neurotoxina 60 
tetánica se describen únicamente a manera de ilustración. 
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En otro aspecto, dicho polinucleótido es una variante de los polinucleótidos mencionados anteriormente que 
comprende una o más sustituciones, supresiones y/o adiciones de nucleótidos que en aún otro aspecto puede 
resultar en un polipéptido que tiene una o más sustituciones, supresiones y/o adiciones de aminoácidos. Además, 
una variante de polinucleótido de la invención comprenderá en otro aspecto una variante de una secuencia de ácido 5 
nucleico que es al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al 
menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o al menos 99% idéntica a la secuencia de ácido nucleico 
como se muestra en cualquiera de las SEQ ID NOs: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 o 15 o una variante de una secuencia de 
ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos que es al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al 
menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o al menos 10 
99% idéntica a la secuencia de aminoácido como se muestra en cualquiera de las SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 
14, o 16. El término "idéntico" como se usa en el presente documento se refiere a la identidad de secuencia 
caracterizada por la determinación del número de aminoácidos idénticos entre dos secuencias de ácido nucleico o 
secuencias de aminoácidos en donde las secuencias se alinean de modo que se obtiene la mayor correspondencia 
posible. Eso puede calcularse utilizando técnicas o métodos publicados codificados en programas de ordenador 15 
tales como, por ejemplo, BLASTP, BLASTN o FASTA (Altschul 1990, J Mol Biol 215, 403). Los valores de porcentaje 
de identidad, en un aspecto, se calculan sobre la secuencia completa de aminoácidos. Una serie de programas 
basados en una variedad de algoritmos están disponibles para una persona calificada para comparar diferentes 
secuencias. En este contexto, los algoritmos de Needleman y Wunsch o Smith y Waterman producen resultados 
particularmente confiables. Para llevar a cabo las alineaciones de secuencias, se puede utilizar el programa PileUp 20 
(Higgins 1989, CABIOS 5, 151) o los programas Gap y BestFit (Needleman 1970, J Mol Biol 48; 443; Smith 1981, 
Adv Appl Math 2, 482), que son parte del paquete de software GCG (Genetics Computer Group 1991, 575 Science 
Drive, Madison, Wisconsin, EE.UU. 53711). Los valores de identidad de secuencia citados anteriormente en 
porcentaje (%) se deben determinar, en otro aspecto de la invención, utilizando el programa GAP sobre toda la 
región de la secuencia con los siguientes parámetros: Peso de la brecha: 50, Peso del tramo: 3, Coincidencias 25 
promedio: 10,000 y Falta de coincidencia en promedio: 0,000, que, a menos que se especifique lo contrario, se 
deben usar siempre como parámetros estándar para las alineaciones de secuencias. En un aspecto, cada una de 
las variantes de polinucleótidos antes mencionadas codifican un polipéptido que conserva una o más y, en otro 
aspecto, todas las propiedades biológicas del respectivo polipéptido de neurotoxina, es decir, la BoNT/A, BoNT/B, 
BoNT/C1, BoNT/D, BoNT/E, BoNT/F, BoNT/G o neurotoxina tetánica (TeNT). Aquellos versados en la técnica se 30 
darán cuenta que la actividad biológica completa se mantiene sólo después de la activación proteolítica, aunque es 
concebible que el precursor sin procesar pueda ejercer algunas funciones biológicas o ser parcialmente activo. 
"Propiedades biológicas" como se utiliza aquí se refiere a (a) la unión al receptor, (b) la internalización, (c) la 
translocación a través de la membrana endosomal en el citosol, y/o (d) la escisión endoproteolítica de proteínas 
implicadas en la fusión a la membrana de la vesícula sináptica. Los ensayos in vivo para la evaluación de la 35 
actividad biológica incluyen el ensayo LD50 de ratón y el ensayo de hemidiafragma de ratón ex vivo de ratón según 
lo descrito por Pearce y colaboradores (Pearce 1994, Toxicol Appl Pharmacol 128: 69-77) y Dressler y 
colaboradores (Dressler 2005, Mov Disord 20: 1617-1619, Keller 2006, Neuroscience 139: 629-637). La actividad 
biológica se expresa comúnmente en Unidades Ratón (MU). Tal como se usa en el presente documento, 1 MU es la 
cantidad de componente neurotóxico, que mata 50% de una población especificada de ratones después de la 40 
inyección intraperitoneal, es decir, el ratón ip LD50. En un aspecto adicional, la polinucleótidos pueden codificar 
variantes de polinucleótidos pueden codificar neurotoxinas que tienen propiedades biológicas alteradas o mejoradas, 
por ejemplo, pueden comprender sitios de escisión que se mejoran para el reconocimiento de la enzima o pueden 
ser mejorados para la unión del receptor o cualquier otra propiedad especificada anteriormente. 

 45 
Los polipéptidos de neurotoxina a que se refiere la presente invención comprenden una cadena ligera en el terminal 
N, un enlazador intermedio y una cadena pesada en el terminal C. Las neurotoxinas se traducen como moléculas 
precursoras de una sola cadena y son proteolíticamente escindidas en una forma de doble cadena madura durante 
el procesamiento. La escisión proteolítica se produce en el enlazador de tal manera que el enlazador es o bien 
escindido una vez o removido después de la escisión en los terminales N y C del enlazador. Dependiendo de la 50 
eficacia del procesamiento, además del constructo de cadena única no escindida, también se pueden generar 
polipéptidos de neurotoxina parcialmente procesados, es decir, polipéptidos de neurotoxina que retienen el 
enlazador ya sea en la cadena ligera o en la pesada, debido a escisión inadecuada. El enlazador endógeno de los 
polipéptidos de neurotoxina se modifica de acuerdo con la presente invención de manera que contenga una 
secuencia heteróloga de aminoácidos (es decir, no endógena) que se une con alta afinidad a una matriz de 55 
purificación, siendo dicha secuencia heteróloga de aminoácidos flanqueada en el terminal N y C por un sitio de 
reconocimiento y escisión de proteasa. Dicha modificación, en un aspecto, puede ser una modificación de 
aminoácidos individuales en el enlazador endógeno produciendo el enlazador modificado. Alternativamente y en otro 
aspecto, dicha modificación puede ser el reemplazo del enlazador endógeno por un enlazador heterólogo. Las 
técnicas adecuadas para llevar a cabo tales modificaciones al enlazador son bien conocidas en la técnica e incluyen 60 
técnicas de mutagénesis, así como la clonación estándar y técnicas basadas en PCR. 

 

El término "secuencia heteróloga de aminoácidos que confiere al menos una propiedad fisicoquímica al polipéptido 
que permite la separación de los polipéptidos de neurotoxina parcialmente procesados o no procesados de 
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polipéptidos de neurotoxina procesados" se refiere a una secuencia de aminoácidos que no se presenta 
naturalmente en el enlazador (es decir, heterólogo) de la neurotoxina que va a ser modificada y que confiere al 
menos una propiedad fisicoquímica a la especie molecular neurotoxina que contiene dicho enlazador, es decir, la 
neurotoxina sin procesar y/o parcialmente procesada. Dicha propiedad fisicoquímica, en un aspecto, será una 
afinidad alterada por una matriz de purificación tal como se define en otra parte en este documento en forma 5 
detallada o puede ser una propiedad física alterada tal como el peso molecular que permite la separación física 
eficiente. 

 

En un aspecto del polinucleótido de la presente invención, dicha secuencia heteróloga de aminoácidos  es una 
secuencia heteróloga de aminoácidos que se une con alta afinidad a una matriz de purificación. 10 
 

El término "secuencia heteróloga de aminoácidos que se une con alta afinidad a una matriz de purificación" se 
refiere a una secuencia de aminoácidos que no lo hace de manera endógena (es decir, se produce de forma natural) 
en el enlazador. Dicha secuencia de aminoácidos conferirá alta afinidad de enlazamiento a una matriz de 
purificación. Dependiendo de la matriz de purificación que se utilice, esto se puede lograr ya sea por aminoácidos 15 
individuales que están presentes en la secuencia y que son capaces de interactuar físicamente o químicamente con 
componentes de la matriz o tramos de la secuencia peptídica o estructuras tridimensionales formadas de este modo 
que son capaces de interactuar con la matriz. El último caso de enlazamiento de alta afinidad también incluye basa 
una unión basada en las interacciones proteína-proteína. Las interacciones adecuadas proteína-proteína de alta 
afinidad que se pueden aplicar en este contexto son interacciones anticuerpo-epítopo. Por ejemplo, la matriz de 20 
purificación puede contener un anticuerpo que reconoce específicamente y se une con alta afinidad a un epítopo 
compuesto por la secuencia heteróloga de aminoácidos. Además, se pueden aplicar interacciones receptor-ligando u 
otras interacciones proteína-proteína de alta afinidad. Por ejemplo, la matriz de purificación puede estar acoplada a 
biotina y la secuencia heteróloga de aminoácidos  pueden comprender estreptavidina o avidina o etiquetas derivadas 
de los mismos. Otras secuencias heterólogas de aminoácidos que se utilizan en aspectos particulares de la presente 25 
invención están especificadas en otra parte en el presente documento. Una "matriz de purificación" como se 
entiende aquí se refiere a una estructura tridimensional o disposición espacial capaz de unirse a la secuencia de 
aminoácidos antes mencionada del enlazador modificado. Matrices bien conocidas comprenden polipéptidos, vidrio, 
poliestireno, polipropileno, polietileno, polietilenglicol (PEG), dextrano, nailon, amilasas, celulosas naturales y 
modificadas, poliacrilamidas, gabros, y magnetita. Una matriz sólida es, en un aspecto de la invención, una matriz de 30 
polisacárido seleccionada de entre el grupo que consiste en: Sefarosa, Sefadex, Superdex; agarosa, Sefacel, 
microcelulosa, y perlas de alginato. En otro aspecto, dicha matriz sólida puede consistir en perlas de vidrio, y/o 
matrices de polipéptido. 

 

En un aspecto adicional del polinucleótido de la invención, dicha secuencia heteróloga de aminoácidos  aumenta el 35 
peso molecular del polipéptido de neurotoxina de tal manera que los polipéptidos de neurotoxina parcialmente 
procesados y/o sin procesar pueden separarse físicamente del polipéptido de neurotoxina procesado. 

 

Dicha secuencia heteróloga de aminoácidos que está comprendida en este aspecto por el enlazador aumentará el 
peso molecular del enlazador que contiene especies moleculares de neurotoxina de tal manera que dicho enlazador 40 
que contiene especies moleculares pueden separarse de la neurotoxina procesada, es decir, las especies 
moleculares que no contienen al enlazador modificado, por procesos de separación físicos. Dichos procesos, en un 
aspecto, incluyen cromatografía de exclusión por tamaño, ultrafiltración, tecnologías preparativas de electroforesis 
en gel, o tecnologías basadas en centrifugación. Los aminoácidos que se pueden introducir en el enlazador 
modificado para aumentar el peso molecular incluyen esencialmente todos los aminoácidos disponibles de origen 45 
natural o aminoácidos artificiales que pueden ser introducidos a través de enlaces peptídicos en el esqueleto 
peptídico. Por otra parte, en un aspecto, los aminoácidos pueden ser modificados químicamente con el fin de 
mejorar o facilitar la separación física. En tal caso, las fracciones que contribuyen a un alto peso molecular puede 
ser acopladas a los aminoácidos. En otro aspecto, un tramo mayor de aminoácidos no modificados, puede ser 
suficiente para aumentar el peso molecular del enlazador modificado hasta un punto que permita la separación 50 
física. 

 

Se entenderá que, en un aspecto, el enlazador modificado comprende (i) una secuencia heteróloga de aminoácidos  
que se une con alta afinidad a una matriz de purificación y (ii) una secuencia heteróloga de aminoácidos que 
aumenta el peso molecular del polipéptido de neurotoxina de tal manera que los polipéptidos de neurotoxina 55 
parcialmente procesados y/o no procesados pueden ser separados físicamente del polipéptido de neurotoxina 
procesado. 

 

Dicha secuencia heteróloga de aminoácidos deberá ser flanqueada en el terminal N y C por un sitio de 
reconocimiento y escisión de la proteasa. La presente invención prevé que el enlazador será removido 60 
completamente después de se ha completado el procesamiento. Esto se puede lograr mediante la introducción de 
dos sitios de reconocimiento y escisión de la proteasa que flanquean al extremo del terminal N y C de la secuencia 

E11743526
29-07-2015ES 2 544 060 T3

 



6 
 

del enlazador. Tras la escisión de los sitios de escisión, se liberará un péptido con la secuencia del enlazador y la 
cadena ligera y pesada dimerizadas del polipéptido de neurotoxina permanecen como el polipéptido de neurotoxina 
maduro de doble cadena. En un aspecto, se prevé introducir en el extremo del terminal N y C de los sitios de 
reconocimiento y escisión de la secuencia del enlazador para la misma proteasa. En otro aspecto, se prevé 
introducir en el extremo del terminal N y C de los sitios de reconocimiento y escisión de la secuencia del enlazador 5 
para diferentes proteasas. Dependiendo de la proteasa que se va a utilizar de acuerdo con la presente invención, el 
sitio de reconocimiento de la proteasa puede diferir del sitio de escisión o puede ser idéntico al mismo. Por otra 
parte, se puede usar una proteasa exógena en un aspecto de acuerdo con la presente invención. Alternativamente, 
una actividad proteasa endógena que está presente en el enlazador u otras partes del polipéptido de neurotoxina, tal 
como la actividad proteasa de la neurotoxina, codificada por el polinucleótido de la invención, puede ser utilizada en 10 
otro aspecto de la invención. El último sistema de escisión de la proteasa autocatalítica para un único sitio de 
escisión ha sido descrito en más detalle en la patente de los Estados Unidos No. 7.556.817 que se incorpora aquí 
por referencia. En un aspecto, dicho sitio de reconocimiento y escisión de la proteasa se seleccionado de entre el 
grupo que consiste en: el sitio de reconocimiento y escisión de la proteasa de cadena ligera de la neurotoxina de 
SNAP 25, el sitio de reconocimiento y escisión de una proteasa de E. coli, el sitio de reconocimiento y escisión de la 15 
trombina, el sitio de reconocimiento y escisión del Factor X, el sitio de reconocimiento y escisión de la tripsina, el sitio 
de reconocimiento y escisión de la enteroquinasa, el sitio de reconocimiento y escisión de la proteasa TEV, el sitio 
de reconocimiento y escisión de HRV 3c y el sitio de reconocimiento y escisión de la proteasa PreScission. 

 

Convenientemente, se ha encontrado de acuerdo con la presente invención que un polipéptido de neurotoxina con 20 
un enlazador modificado como se especificó anteriormente puede ser purificado de manera más eficiente debido a la 
presencia de secuencias heterólogas de aminoácidos que confieren propiedades fisicoquímicas alteradas al 
enlazador que contiene polipéptidos que permite una purificación eficiente y confiable, tal como el enlazamiento por 
afinidad a una matriz o el aumento de peso molecular que permite mejorar la separación física. Por otra parte, se 
puede aumentar la solubilidad en función del tamaño y/o la hidrofilicidad del enlazador. Además, se pueden 25 
introducir otras propiedades que son adecuadas para la fabricación de polipéptidos de neurotoxina en el enlazador, 
tales como marcadores detectables, por ejemplo, proteínas fluorescentes. Estas propiedades persisten sólo durante 
el procesamiento ya que se removerán de la respectiva secuencia de aminoácidos como resultado de las etapas de 
procesamiento de los polipéptidos de neurotoxina maduros. 

 30 
En un aspecto del polinucleótido de la presente invención, dicha secuencia heteróloga de aminoácidos  que se une 
con alta afinidad a una matriz de purificación comprende una etiqueta de purificación. 

 

El término "etiqueta de purificación" se refiere a una secuencia de aminoácidos que permite la purificación del 
polinucleótido que la contiene. Esto se puede lograr en un aspecto debido a la presencia de aminoácidos 35 
individuales, secuencias de péptidos o estructuras tridimensionales de péptidos que son capaces de interactuar 
física o químicamente con la matriz de purificación. Las etiquetas adecuadas incluyen etiquetas de afinidad y 
etiquetas de epítopos. En este contexto, es bien sabido que ciertos aminoácidos son capaces de formar complejos 
con matrices definidas que se usan para la purificación, tales como histidinas que son capaces de interactuar 
fisicoquímicamente con iones metálicos tales como níquel o cobalto embebidos en una matriz adecuada, tal como 40 
Sefarosa o agarosa. Se pueden encontrar otras secuencias de péptidos o estructuras tridimensionales en proteínas 
de enlazamiento a quitina (CBP), proteínas de enlazamiento a maltosa (MBP) o de glutatión S-transferasas (GST). 
En un aspecto adicional, se pude utilizar la interacción proteína-proteína basada en sistemas de etiqueta de 
purificación/matriz de purificación tal como los sistemas de estreptavidina/biotina, que son también bien conocidos 
en la técnica. En aún otro aspecto, la etiqueta puede conferir una propiedad fisicoquímica al polipéptido que la 45 
contiene que permite la purificación, tal como la fluorescencia. Etiquetas adecuadas en este contexto incluyen las 
proteínas fluorescentes bien conocidas, tales como la proteína fluorescente verde (GFP), la proteína fluorescente 
azul (BFP) u otras. Además de estas etiquetas que tienen una afinidad inherente por algunas matrices, se puede 
aplicar etiquetas de epítopo en otro aspecto. Tales etiquetas de epítopo consisten de tramos cortos de aminoácidos 
que constituyen un epítopo de péptido que puede ser reconocido específicamente por un anticuerpo. Las etiquetas 50 
de epítopo también son bien conocidas en la técnica e incluyen etiquetas FLAG, etiquetas de MYC, o etiquetas de 
HA. Por lo tanto, en un aspecto, la etiqueta de purificación se selecciona de entre el grupo que consiste en: etiqueta 
de His, etiqueta de Myc, etiqueta FLAG, etiqueta de estreptavidina, etiqueta de MBP, etiqueta de NusA, etiqueta de 
GST, estreptavidina y avidina.  

 55 
En otro aspecto del polinucleótido de la invención, dicha secuencia heteróloga de aminoácidos  que se une con alta 
afinidad a una matriz de purificación comprende (i) al menos un dominio de aminoácidos que confiere alta afinidad 
de enlazamiento a la matriz de purificación y (ii) al menos un dominio de aminoácidos que evita la interferencia de la 
secuencia heteróloga de aminoácido con la formación de enlaces disulfuro adecuados entre la cadena ligera y 
pesada. 60 
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En un aspecto, dicho al menos un dominio que confiere alta afinidad de enlazamiento con la matriz de purificación 
comprende una etiqueta de purificación como se describe en otra parte en este documento. En un aspecto adicional, 
dicho al menos un dominio de aminoácidos permite y/o facilita la formación de enlaces disulfuro apropiados entre la 
cadena pesada y la cadena ligera y/o previene la interferencia de la secuencia heteróloga de aminoácidos  con la 
formación de enlaces disulfuro adecuados entre la cadena ligera y pesada. En un aspecto, dicho dominio forma una 5 
estructura tridimensional en donde los aminoácidos del terminal C y el terminal N de la secuencia heteróloga de 
aminoácidos  están en proximidad física. Como resultado de la proximidad física de los aminoácidos del terminal N y 
el terminal C que, en un aspecto, está en el intervalo de proximidad de los átomos de azufre de un enlace disulfuro, 
es decir, alrededor de 2,0 Angstrom, la parte restante del enlazador sobresaldrá de la cadena ligera y pesada de la 
molécula de neurotoxina. En consecuencia, las propiedades que se le atribuyen por el enlazador como la alta 10 
afinidad de enlazamiento o una mayor solubilidad de la molécula, no están en proximidad física y, por lo tanto, no 
interfieren con la formación intramolecular apropiada del enlace disulfuro entre la cadena ligera y pesada. Además, 
en un aspecto el enlazador que sobresale también impide estéricamente la formación del enlace disulfuro 
intermolecular entre moléculas de neurotoxina separadas. En un aspecto, dicha estructura tridimensional, que pone 
los residuos de cisteína que forman el puente disulfuro intramolecular entre la cadena pesada y ligera muy cerca 15 
entre sí, es una espiral enrollada en forma antiparalela o una estructura de lámina beta antiparalela. En un aspecto, 
dicha bobina en espiral antiparalela se deriva de ferritina 1FHA, la variante de la glicoproteína de superficie 1VSG, el 
receptor 1LIGb Asp, el centro de reacción fotosintética de 1PRCm, el citocromo C' de 2CCY, el citocromo b562 de 
256B, la lisozima T4 de 3LZM, la colicina 1COL1a, el centro de reacción fotosintética de 1PRC1, la citrato sintasa 
2CTS, la proteína Rop 1ROP, la hormona del crecimiento humano 3HHR o la apolipoproteína A3 1 LPE. Cómo 20 
generar tales estructuras es bien conocido en la técnica y se describe, por ejemplo, en Gernert 1995, Protein 
Science 4 (11): 2252-22560 o Hadley 2008, Proc Natl. Acad. Sci. EE.UU. 15: 105(2): 530-5; ambos se incorporan 
aquí por referencia. 

 

En otro aspecto del polinucleótido de la invención, dicha secuencia heteróloga de aminoácidos  comprende además 25 
al menos una secuencia detectable del aminoácido marcador. 

 

En un aspecto, dicha secuencia detectable del aminoácido marcador se selecciona del grupo que consiste en: una 
secuencia de aminoácidos de una proteína fluorescente, una secuencia de aminoácidos de una enzima capaz de 
generar una señal detectable, y una secuencia de aminoácidos de una etiqueta detectable. En un aspecto, la 30 
proteína fluorescente es GFP o BFP. En otro aspecto, la enzima capaz de generar una señal detectable se 
selecciona de entre beta galactosidasa (GAL4), luciferasa de luciérnaga, o cloranfenicol transferasa (CAT). En aún 
otro aspecto, la etiqueta detectable es una etiqueta de epítopo tal como aquellas especificadas en esta en otro lugar 
en la memoria descriptiva (NusA-Tag). 

 35 
En otro aspecto, el enlazador modificado comprende además secuencias de ácido nucleico que codifican dominios 
de polipéptido que confieren propiedades al polipéptido que mejoran la purificación o permiten o mejoran la 
solubilidad. Tales dominios de polipéptido, en un aspecto, pueden ser etiquetas de purificación adicionales como se 
indica en otra parte en el presente documento y que permiten una mejor purificación a través del enlazamiento  de 
afinidad. Además, los dominios de polipéptido pueden permitir o facilitar la solubilidad debido a la presencia de 40 
residuos de aminoácidos hidrófilos. Los dominios adecuados son bien conocidos en la técnica. 

 

Se debe entender que las definiciones y explicaciones de los términos hechas anteriormente se aplican, haciendo 
los cambios necesarios, a todos los aspectos descritos en esta memoria descriptiva que se presentan a continuación 
excepto que se indique otra cosa. 45 
 

La presente invención también se refiere a un vector que comprende el polinucleótido de la presente invención. 

 

El término "vector", preferiblemente, abarca un fago, plásmido, vectores virales o retrovirales, así como cromosomas 
artificiales, tales como cromosomas artificiales bacterianos o de levadura. Además, el término también se refiere a 50 
constructos objetivo que permiten la integración al azar o dirigida al sitio del constructo objetivo en el ADN genómico. 
Tales constructos objetivo, preferiblemente, comprenden ADN de longitud suficiente ya sea para recombinación 
homóloga o heteróloga como se describe en detalle a continuación. El vector que comprende los polinucleótidos de 
la presente invención, en un aspecto, comprende además marcadores seleccionables para propagación y/o 
selección en un anfitrión. El vector puede ser incorporado en una célula anfitriona mediante diversas técnicas bien 55 
conocidas en la técnica. Por ejemplo, se puede introducir un vector plásmido en un precipitado, tal como un 
precipitado de fosfato de calcio o un precipitado de cloruro de rubidio, o en un complejo con un lípido cargado o en 
agrupaciones basadas en carbono, tales como los fullerenos. Alternativamente, un vector plásmido puede ser 
introducido mediante técnicas de choque térmico o electroporación. En caso de que el vector sea un virus, puede ser  
empaquetado in vitro usando una línea celular adecuada de empaquetamiento antes de la aplicación a las células 60 
anfitrionas. Los vectores retrovirales pueden ser de replicación competente o de replicación defectuosa. En este 
último caso, la propagación viral generalmente ocurrirá solamente en una anfitriona/células de complemento. 
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Además, en un aspecto de la invención, el polinucleótido está operativamente enlazado a secuencias de control de 
expresión que permiten la expresión en células anfitrionas procariotas o eucariotas o fracciones aisladas de la 
misma en dicho vector. La expresión del polinucleótido comprende la transcripción del polinucleótido en un ARNm 
que puede ser traducido. Los elementos reguladores que aseguran la expresión en células anfitrionas son bien 
conocidos en la técnica. En un aspecto, comprenden secuencias reguladoras que aseguran el inicio de señales de 5 
transcripción y/o de poli-A que aseguran la terminación de la transcripción y la estabilización del transcripto. Los 
elementos reguladores adicionales pueden incluir reforzadores transcripcionales así como de la traducción. Posibles 
elementos reguladores que permiten la expresión en células anfitrionas procariotas comprenden, por ejemplo, al 
promotor lac, al promotor trp o al promotor tac en E. coli, y ejemplos para los elementos reguladores que permiten la 
expresión en células anfitrionas eucariotas son el promotor de AOX1 o el promotor de GAL1 en levadura o el 10 
promotor del CMV, del SV40, o del RSV (virus del sarcoma de Rous), el reforzador de CMV, el reforzador de SV40 o 
un intrón de globina en células de mamífero y de otros animales. Otros sistemas de expresión previstos por la 
invención deben permitir la expresión en células de insecto, tales como los sistemas basados en el promotor de 
polihedrina. 

 15 
Por otra parte, las secuencias inducibles de control de expresión se pueden utilizar en un vector de expresión 
abarcado por la presente invención. Tales vectores inducibles pueden comprender secuencias operadoras tet o lac o 
secuencias inducibles por choque térmico u otros factores ambientales. Las secuencias adecuadas de control de la 
expresión son bien conocidas en la técnica. Además de los elementos que son responsables por el inicio de la 
transcripción, tales elementos reguladores pueden comprender también señales de terminación de la transcripción, 20 
tales como el sitio de SV40-poli-A o el sitio de tk-poli-A sitio, secuencia abajo del polinucleótido. En este contexto, se 
conocen en el arte vectores de expresión adecuados tales como el vector de expresión de ADNc de Okayama-Berg 
pcDV1 (Pharmacia), pBluescript (Stratagene), pCDM8, pRc/CMV, pcADN1, pcADN3 (Invitrogen) o pSPORT41 
(Invitrogen) o vectores derivados de baculovirus. Preferiblemente, dicho vector es un vector de expresión y un vector 
de transferencia o de orientación del gen. Los vectores de expresión derivados de virus tales como retrovirus, virus 25 
vacuna, virus adeno-asociados, virus del herpes, o virus del papiloma bovino, se puede usar para el suministro de 
los polinucleótidos o del vector de la invención en la población de células objetivo. Los métodos que son bien 
conocidos para aquellos expertos en la técnica pueden usarse para construir vectores virales recombinantes; véase, 
por ejemplo, las técnicas descritas en Sambrook, Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
Laboratory (1989) N. Y. y Ausubel, Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates and Wiley 30 
Interscience, N.Y. (1994). 

 

La presente invención se refiere además a una célula anfitriona que comprende el polinucleótido o el vector de la 
presente invención. 

 35 
El término "célula anfitriona" como se usa en el presente documento abarca células anfitrionas procariotas y 
eucariotas. En un aspecto la célula anfitriona es una célula bacteriana y, en otro aspecto, una célula bacteriana 
Firmicutes. En un aspecto, dicha célula anfitriona bacteriana es una célula anfitriona de E. coli. En otro aspecto, es 
una célula anfitriona de Clostridium. En un aspecto adicional, dicha célula anfitriona de Clostridium es una célula 
anfitriona de Clostridium botulinum, incluso en un aspecto adicional, una célula de uno de los siete serotipos 40 
diferentes anteriormente mencionados de Clostridium botulinum. En aún otro aspecto, la célula anfitriona bacteriana 
es una célula anfitriona de Clostridium tetani. En un aspecto adicional, la célula anfitriona es una célula anfitriona de 
Bacillus y en un aspecto particular, una célula anfitriona de Bacillus megaterium. Una célula anfitriona eucariota, en 
un aspecto, es una célula de una línea celular animal adecuada para la producción de proteínas tóxicas o una célula 
anfitriona fúngica tal como una célula anfitriona de levadura. Una célula anfitriona como la mencionada aquí, por lo 45 
tanto, abarca en un aspecto células de levadura, de mamíferos, vegetales o de insectos, ya sea como células 
primarias o como líneas celulares. 

 

La presente invención también se refiere a un polipéptido codificado por el polinucleótido de la presente invención. 

 50 
El término "polipéptido" tal como se utiliza aquí abarca polipéptidos aislados o esencialmente purificadas que están 
esencialmente libres de otros polipéptidos, incluyendo las proteínas complejantes (HA70, HA17, HA33, o NTNH 
(NBP)) de la célula anfitriona o preparaciones de polipéptido que comprenden además otras proteínas. Por otra 
parte, el término incluye polipéptidos químicamente modificados. Tales modificaciones pueden ser modificaciones 
artificiales o modificaciones de origen natural. Como se mencionó anteriormente, el polipéptido de la presente 55 
invención tendrá las propiedades biológicas de los polipéptidos de neurotoxina mencionados anteriormente. El 
polipéptido de la invención, en un aspecto, puede ser fabricado por un método de fabricación de un polipéptido como 
se describe en otra parte en este documento en más detalle. En un aspecto de la invención, también se prevé una 
preparación de polipéptido que comprende un complejo del polipéptido de neurotoxina y sus proteínas complejantes 
mencionadas anteriormente. 60 
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Además, la presente invención abarca un método para la fabricación de un polipéptido de neurotoxina procesado 
que comprende las etapas de: 

 

a) poner en contacto el polipéptido de neurotoxina sin procesar de la presente invención con una matriz de 
purificación bajo las condiciones y durante un tiempo suficiente para permitir el enlazamiento de dicho polipéptido de 5 
neurotoxina sin procesar a la matriz de purificación; 

 

b) poner en contacto el polipéptido de neurotoxina no procesado enlazado a la matriz de purificación con una 
proteasa que es capaz de escindir el polipéptido de neurotoxina en los sitios de reconocimiento y escisión de la 
proteasa dando como resultado polipéptidos de neurotoxina procesados y parcialmente procesados y/o no 10 
procesados; y 

 

c) remover el polipéptido de neurotoxina procesado liberado de la matriz de purificación. 

 

Se entenderá que los métodos para fabricación de polipéptidos de neurotoxina especificados en el presente 15 
documento pueden comprender etapas adicionales, tales como etapas relacionados con la síntesis de las 
neurotoxinas, etapas de lavado o etapas relativas a la formulación de los polipéptidos de neurotoxina purificados en 
las preparaciones de neurotoxina que pueden ser aplicadas como composiciones farmacéuticas o cosméticas, 
respectivamente.  

 20 
El término "poner en contacto" tal como se utiliza aquí, se refiere a poner en contacto al menos dos compuestos 
diferentes en proximidad física para permitir la interacción física y/o química de dichos compuestos. En el método 
anteriormente mencionado, la neurotoxina sin procesar de acuerdo con la presente invención, es decir, polipéptidos 
de neurotoxina que comprenden un enlazador modificado como se especificó anteriormente, se pone en contacto 
con una matriz de purificación durante un tiempo y bajo condiciones suficientes para permitir el enlazamiento de 25 
dicha neurotoxina sin procesar a la matriz. Dicho tiempo y condiciones dependerán del tipo de enlazamiento que se 
logra entre el enlazador y la matriz. La persona capacitada en la técnica es bien consciente de qué condiciones 
deben aplicarse para una combinación dada de matriz de purificación y el enlazador. La puesta en contacto puede 
llevarse a cabo por medio de cromatografía o por lotes. Tras el enlazamiento de la neurotoxina sin procesar, se 
pueden llevar a cabo etapas de lavado con el fin de remover (recuperar) la neurotoxina sin procesar no enlazada y 30 
otras proteínas de la célula anfitriona. 

 

Posteriormente, el polipéptido de neurotoxina sin procesar enlazado a la matriz de purificación se pone en contacto 
con una proteasa que es capaz de escindir el polipéptido de neurotoxina en los sitios de reconocimiento y escisión 
de la proteasa y durante el tiempo y las condiciones que permitan la actividad proteasa. La proteasa en este 35 
contexto puede proporcionarse como una preparación de una enzima purificada o como un lisado celular de una 
célula que expresa dicha proteasa en forma endógena o exógena. Como resultado de la actividad proteasa, los 
polipéptidos de neurotoxina con el enlazador modificado serán escindidos en polipéptidos de neurotoxina 
procesados y parcialmente procesados. Algunos polipéptidos de neurotoxina pueden incluso mantenerse en forma 
no escindida como polipéptidos de neurotoxina sin procesar. Las condiciones adecuadas para el tratamiento con 40 
proteasa antes mencionadas dependen de la proteasa que se va a utilizar y pueden ser adaptadas por el experto en 
la materia sin más preámbulos. 

 

Los polipéptidos de neurotoxina procesados tras la escisión perderán sus enlazadores modificados que son 
responsables por el enlazamiento a la matriz de purificación y son, por lo tanto, liberados de la matriz. Por el 45 
contrario, los polipéptidos de neurotoxina parcialmente procesados o sin procesar permanecen enlazados a la matriz 
de purificación debido a la presencia de los enlazadores modificados en dichas moléculas. Los polipéptidos de 
neurotoxina maduros, procesados, pueden ser removidos de la matriz de purificación por lavado con un regulador 
apropiado o agua. 

 50 
En un aspecto particular del método mencionado anteriormente, el enlazador del polipéptido de neurotoxina 
comprende una etiqueta de epítopo tal como se especifica en otra parte en este documento y la matriz de 
purificación contiene un anticuerpo que se enlaza específicamente con dicha etiqueta de epítopo. En un aspecto, 
dicha matriz de purificación se aplica por cromatografía de afinidad en columna de la siguiente manera. Se aplica 
una solución que comprende el polipéptido de neurotoxina sin procesar de acuerdo con la invención a la columna. 55 
La solución se mantiene en la columna durante un tiempo y bajo las condiciones que permiten el enlazamiento 
específico de las etiquetas de epítopo en los enlazadores modificadas de los polipéptidos de neurotoxina sin 
procesar a la matriz de purificación. Posteriormente, se remueve el exceso de polipéptido de neurotoxina sin 
procesar mediante etapas de lavado. Después de dichas etapas de lavado, se aplica una solución que comprende 
una proteasa capaz de reconocer y escindir los sitios de reconocimiento y escisión que flanquean al enlazador 60 
modificado. El polipéptido de neurotoxina sin procesar enlazado a la matriz de purificación se incuba con la proteasa 

E11743526
29-07-2015ES 2 544 060 T3

 



10 
 

para permitir la escisión proteolítica en ambos sitios de escisión. Como consecuencia de dicha reacción de escisión, 
se libera polipéptido de neurotoxina procesado, maduro, de la matriz de purificación, mientras que el polipéptido de 
neurotoxina sin procesar o parcialmente procesado permanece enlazado a la matriz de purificación debido a su 
asociación con el enlazador. La neurotoxina procesada liberada puede ser luego eluida de la columna. 

 5 
En otro aspecto particular del método mencionado anteriormente, el enlazador del polipéptido de neurotoxina 
comprende una etiqueta de poli-histidina, tal como una etiqueta de hexa-His, como se especifica en otra parte en 
este documento y la matriz de purificación representa una Sefarosa que contiene níquel, cobalto, cobre y zinc u otro 
medio de cromatografía. En un aspecto, dicha matriz de purificación se aplica para cromatografía de afinidad en 
columna de la siguiente manera. Se aplica una solución que comprende el polipéptido de neurotoxina sin procesar 10 
de acuerdo con la invención a la columna. La solución se mantiene en la columna durante un tiempo y bajo 
condiciones que permitan el enlazamiento específico de la etiqueta hexa-His en los enlazadores modificados de los 
polipéptidos de neurotoxina sin procesar con los iones níquel o cobalto en la matriz de purificación. Posteriormente, 
se remueven el exceso de polipéptidos de neurotoxina sin procesar y la proteína de las células anfitrionas 
especialmente contaminantes mediante etapas de lavado. Después de dichas etapas de lavado, se aplica una 15 
solución que comprende una proteasa capaz de reconocer y escindir los sitios de reconocimiento y escisión que 
flanquean al enlazador modificado. El polipéptido de neurotoxina sin procesar enlazado a la matriz de purificación se 
incuba con el proteasa para permitir la escisión proteolítica en ambos sitios de escisión. Como consecuencia de 
dicha reacción de escisión, se libera el polipéptido de neurotoxina procesado, maduro, de la matriz de purificación, 
mientras que el polipéptido de neurotoxina sin procesar o parcialmente procesado permanece enlazado a la matriz 20 
de purificación debido a su asociación con el enlazador. La neurotoxina procesada liberada puede ser luego eluida 
de la columna. 

 

Además, la presente invención se refiere a un método para la fabricación de un polipéptido de neurotoxina 
procesado que comprende las etapas de: 25 
 

a) poner en contacto un polipéptido de neurotoxina de la presente invención con una proteasa que es capaz de 
escindir el polipéptido de neurotoxina en los sitios de reconocimiento y escisión de la proteasa; 

 

b) poner en contacto el polipéptido de neurotoxina procesado, sin procesar y/o parcialmente procesado obtenido en 30 
la etapa a) con una matriz de purificación bajo condiciones y durante un tiempo suficiente para permitir el 
enlazamiento de dicho polipéptido de neurotoxina sin procesar y/o parcialmente procesado a la matriz de 
purificación; y 

 

c) remover el polipéptido de neurotoxina procesado, liberado, de la matriz de purificación. 35 
 

En un aspecto del método mencionado anteriormente, la etapa a) se lleva a cabo en una célula anfitriona que 
expresa el polinucleótido de la invención y una proteasa que es capaz de escindir el polipéptido de neurotoxina en 
los sitios de reconocimiento y escisión de la proteasa. En un aspecto, dicha proteasa se puede expresar de forma 
endógena en dicha célula anfitriona. En otro aspecto, dicha proteasa se expresa a partir de un constructo de 40 
expresión que ha sido introducido en dicha célula anfitriona. En un aspecto, la célula anfitriona es un lisado de célula 
anfitriona o una célula anfitriona como se menciona en el presente documento en otra parte. 

 

Además, la invención contempla un método para la fabricación de un polipéptido de neurotoxina procesado que 
comprende las etapas de: 45 
 

a) poner en contacto un polipéptido de neurotoxina de la presente invención con una proteasa que es capaz de 
escindir el polipéptido de neurotoxina en los sitios de reconocimiento y escisión de la proteasa; 

 

b) someter el polipéptido de neurotoxina procesado, sin procesar y/o parcialmente procesado obtenido en la etapa a) 50 
a condiciones físicas durante un tiempo suficiente para permitir la separación física de los polipéptidos de 
neurotoxina parcialmente procesados o sin procesar de los polipéptidos de neurotoxina procesados; y 

 

c) remover el polipéptido de neurotoxina procesado después de dicha separación física. 

 55 
El término "someter" tal como se utiliza aquí se refiere a la aplicación de las condiciones físicas al polipéptido de 
neurotoxina procesado, sin procesar y/o parcialmente procesado. Dependiendo de las condiciones físicas que se 
aplican para la separación, la persona capacitada en la técnica sabe cómo llevar a cabo dicho sometimiento. En un 
aspecto, someter comprende realizar cromatografía de exclusión, cuyos principios se definen aquí adicionalmente 
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en otra parte en este documento. En otro aspecto, el sometimiento comprende filtración, por ejemplo, ultrafiltración. 
En otro aspecto, comprende someter la centrifugación, por ejemplo, ultracentrifugación. En aún otro aspecto, el 
sometimiento comprende electroforesis en gel, en un aspecto, en una escala preparativa. Después de separar 
físicamente la especie molecular de la neurotoxina presente después de la escisión en las moléculas de polipéptido 
de neurotoxina completamente procesadas y las moléculas de neurotoxina no procesados y/o parcialmente 5 
procesadas, dichos polipéptidos de neurotoxina procesados se pueden remover mediante medidas adecuadas bien 
conocidas en la técnica. Si en un aspecto se aplica cromatografía de exclusión por tamaño para la separación física, 
se pueden obtener los polipéptidos de neurotoxina procesados a partir de una columna de cromatografía de 
exclusión por tamaño mediante la recolección del eluato en diferentes fracciones. Los polipéptidos de neurotoxina 
procesados y los no procesados y/o parcialmente procesados estarán presentes en diferentes fracciones en tal 10 
caso. 

 

En otro aspecto de los métodos de la invención, la fabricación del polipéptido de neurotoxina comprende etapas 
adicionales de purificación. En un aspecto, dichas etapas de purificación adicionales comprenden cromatografía de 
exclusión por tamaño. 15 
 

Por cromatografía de exclusión por tamaño, como se usa en la presente invención, se separan las partículas con 
base en su tamaño, es decir, en su volumen hidrodinámico. Una fase móvil es o ya sea una solución acuosa usada 
para transportar la muestra (cromatografía de filtración en gel), o un solvente orgánico (cromatografía de permeación 
en gel). Una fase estacionaria es ya sea un medio de gel (poliacrilamida, dextrano o agarosa) y un filtro a baja 20 
presión, o medio de sílice, o de poliestireno entrecruzado a una presión más alta. En aún otro aspecto, dicha 
cromatografía de exclusión por tamaño se realiza como una cromatografía en columna. En un aspecto adicional del 
método de la presente invención, dicha cromatografía de exclusión por tamaño se realiza usando tamices 
moleculares con diferentes tamaños de poro tales como carbón activado, gel de sílice, zeolita. 

 25 
El método de la presente invención, en otro aspecto, comprende además cromatografía de intercambio iónico. 

 

La cromatografía de intercambio iónico tal como se utiliza en la presente invención separa moléculas con base en 
las diferencias entre la carga total de las proteínas y los compuestos relacionados. Se utiliza para la purificación de 
la  proteína, para la purificación de oligonucleótidos, péptidos u otras moléculas cargadas. Dichas moléculas pueden 30 
estar presentes en la solución que se va a aplicar al método de la purificación como contaminaciones. La proteína o 
el compuesto relacionado de interés, en el presente caso la Neurotoxina, debe tener una carga opuesta a aquella del 
grupo funcional enlazado a la resina para el enlazamiento. Debido a que esta interacción es iónica, el enlazamiento  
debe tener lugar bajo condiciones iónicas bajas. La elución se logra mediante el aumento de la fuerza iónica para 
romper la interacción iónica, o cambiando el pH de la proteína. En un aspecto del método de la invención, dicha 35 
cromatografía de intercambio se realiza como cromatografía en columna. La cromatografía de intercambio iónico 
como se usa en la presente invención es en un aspecto adicional realizado por cromatografía catiónica y/o aniónica. 
En cromatografía de intercambio aniónico como se utiliza aquí la carga superficial de los solutos (proteínas, 
péptidos, ácidos nucleicos, endotoxinas) que se enlazan será una carga negativa neta, para así conseguir el 
enlazamiento de una proteína específica debe estar cerca o por encima del pI de esa proteína. Las resinas de 40 
intercambio aniónico comúnmente utilizados son resinas Q (Sefarosa Q), una amina cuaternaria; y una resina DEAE 
(DiEtilAminoEtano). Generalmente, una resina de intercambio iónico es una matriz insoluble de perlas pequeñas que 
tienen una superficie cargada, utilizada como una zeolita artificial. Se pueden distinguir diferentes tipos de resinas 
con base en sus grupos funcionales incluyendo resinas fuertemente ácidas (grupos de ácido sulfónico, por ejemplo, 
sulfonato de poliestireno sódico o poliAMPS), resinas fuertemente básicas, (grupos amino cuaternarios, por ejemplo, 45 
grupos trimetilamonio, por ejemplo. poliAPTAC), resinas débilmente ácidas (en su mayoría, grupos ácidos 
carboxílicos), resinas débilmente básicas (grupos amino primarios, secundarios y/o terciarios, por ejemplo, polietilén 
amina). Existen también tipos especializados de resinas que se pueden distinguir también incluyendo resinas 
quelantes (ácido iminodiacético, tiourea). En cromatografía de intercambio catiónico como se usa aquí, la carga 
superficial de los solutos (proteínas, péptidos, ácidos nucleicos, endotoxinas) que se enlazan serán cargas positivas 50 
netas, por lo que para conseguir el enlazamiento de una proteína específica se debe estar cerca o por debajo del pI 
de esa proteína. Las resinas de intercambio catiónico comúnmente usadas son resinas S, derivadas de sulfato; y 
resinas CM, iones derivados de carboxilato. 

 

Otras técnicas de purificación que pueden ser utilizadas en etapas adicionales de purificación de acuerdo con el 55 
método de la presente invención incluyen cromatografía de interacción hidrófoba, cromatografía multimodal (por 
ejemplo, Capto MMC o Capto Adhere), cromatografía de afinidad (por ejemplo, Sefarosa azul) y/o matrices de 
hidroxiapatita. 

 

En un aspecto del método de la presente invención, dicha cromatografía de intercambio iónico se lleva a cabo antes 60 
y/o después de poner en contacto el polipéptido de neurotoxina procesado, sin procesar y/o parcialmente procesado 
con la matriz de purificación. En otro aspecto del método de la invención, dicha cromatografía de intercambio iónico 
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como se usa aquí se lleva a cabo antes de poner en contacto el polipéptido de neurotoxina procesado, sin procesar 
y/o parcialmente procesado con la matriz de purificación. Debido a esta medición, el riesgo de reactividad cruzada 
potencial o de enlazamiento inespecífico durante la cromatografía de afinidad puede ser además evitada y reducida. 

 

El método de la presente invención permite la fabricación de polipéptido de neurotoxina activo procesado 5 
esencialmente libre del polipéptido precursor sin procesar o parcialmente procesado y, por lo tanto, la obtención de 
mayores cantidades del polipéptido de neurotoxina activo procesado. Tales polipéptidos de neurotoxina pueden ser 
utilizados para la formulación de medicamentos o composiciones cosméticas. Esencialmente libre en este contexto 
significa que la neurotoxina sin procesar y/o parcialmente procesada está por debajo de un cierto umbral, en un 
aspecto, menor al 2,5%, menor al 1%, menor al 0,5% o menor al 0,1% de la neurotoxina total contenida en una 10 
muestra dada. 

 

Por lo tanto, la presente invención también se relaciona con un método para la fabricación de un medicamento que 
comprende las etapas del método mencionado anteriormente y la etapa adicional de formulación del polipéptido de 
neurotoxina proteolíticamente procesado como medicamento. 15 
 

El término "medicamento" como se usa aquí, se refiere, en un aspecto, a una composición farmacéutica que 
contiene al polipéptido de neurotoxina biológicamente activo (procesado proteolíticamente) como un compuesto 
farmacéutico activo, en donde la composición farmacéutica se puede utilizar para terapia humana o no humana de 
diversas enfermedades o trastornos en una dosis terapéuticamente efectiva. 20 
 

Una composición farmacéutica como la utilizada aquí comprende al polipéptido Neurotoxina biológicamente activo 
(procesado proteolíticamente), y en un aspecto, uno o más portadores farmacéuticamente aceptables. La 
neurotoxina activa puede estar presente en forma líquida o liofilizada. En un aspecto, dicho compuesto puede estar 
presente junto con glicerol, estabilizadores de proteína (por ejemplo, albúmina de suero humana (HAS)) o sin 25 
estabilizadores de proteína. 

 

La composición farmacéutica es, en un aspecto, administrada en forma tópica. La administración de un fármaco 
usado convencionalmente se realiza en forma intramuscular, subcutánea (cerca a las glándulas). Sin embargo, 
dependiendo de la naturaleza y del modo de acción de un compuesto, se puede administrar la composición 30 
farmacéutica también mediante otras rutas. 

 

El compuesto, es decir, el polipéptido de neurotoxina biológicamente activo (procesado proteolíticamente) es el 
ingrediente activo de la composición, y es en un aspecto administrado en formas de dosificación convencionales 
preparadas mediante la combinación del fármaco con portadores farmacéuticos estándar de acuerdo con 35 
procedimientos convencionales. Estos procedimientos pueden implicar mezcla, granulación, y compresión, o 
disolución de los ingredientes según sea conveniente para la preparación deseada. Se apreciará que la forma y el 
carácter del portador o diluyente farmacéuticamente aceptable están dictados por la cantidad de ingrediente activo 
con la cual se combinan, la ruta de administración y otras variables bien conocidas. 

 40 
El (los) portador(es) debe(n) ser aceptable(s) en el sentido de ser compatibles con los otros ingredientes de la 
formulación y no ser perjudiciales para el receptor de los mismos. El portador farmacéutico empleado puede incluir 
un sólido, un gel, o una líquido. Los ejemplos de portadores sólidos son lactosa, terra alba, sacarosa, talco, gelatina, 
agar, pectina, acacia, estearato de magnesio, ácido esteárico y similares. Ejemplos de portadores líquidos son una 
solución salina regulada con fosfato, jarabe, aceite, agua, emulsiones, diversos tipos de agentes humectantes, y 45 
similares. En forma similar, el portador o diluyente puede incluir material de retardo bien conocido en la técnica, tal 
como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo solos o con una cera. Dichos portadores adecuados 
comprenden aquellos mencionados anteriormente y otros bien conocidos en la técnica, véase, por ejemplo, 
Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, Pensilvania. 

 50 
El (los) diluyente(s) es/son seleccionados para no afectar la actividad biológica de la combinación. Los ejemplos de 
tales diluyentes son agua destilada, solución salina fisiológica, soluciones de Ringer, solución de dextrosa, y 
solución de Hank. Además, la composición o formulación farmacéutica pueden incluir también otros portadores, 
adyuvantes, o estabilizadores no tóxicos, no terapéuticos, no inmunogénicos y similares. 

 55 
Una dosis terapéuticamente efectiva se refiere a una cantidad del compuesto que se utiliza en una composición 
farmacéutica que previene, mejora o trata los síntomas que acompañan a una enfermedad o condición mencionada 
en esta memoria descriptiva. La eficacia terapéutica y toxicidad del compuesto se puede determinar por 
procedimientos farmacéuticos estándar en cultivos de células o animales experimentales, por ejemplo, ED50 (la 
dosis terapéuticamente efectiva en 50% de la población) y LD50 (la dosis letal para 50% de la población). La 60 
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relación de dosis entre los efectos terapéutico y tóxico es el índice terapéutico, y se puede expresar como la relación 
LD50 / ED50. 

 

El régimen de dosificación se determinará por el médico tratante y otros factores clínicos. Como es bien conocido en 
las artes médicas, las dosis para cualquier paciente dependen de muchos factores, incluyendo el tamaño del 5 
paciente, la superficie corporal, la edad, el compuesto particular que se administra, el sexo, el tiempo y la ruta de 
administración, el estado general de salud, y otros medicamentos que se administran de forma concurrente. El 
progreso se puede monitorear mediante las evaluaciones periódicas. 

 

Las composiciones y las formulaciones farmacéuticas mencionadas aquí se administran al menos una vez con el fin 10 
de tratar o aliviar o prevenir una enfermedad o condición mencionada en esta memoria descriptiva. Sin embargo, 
dichas composiciones farmacéuticas se pueden administrar más de una vez.  

 

Las composiciones farmacéuticas específicas se preparan en una manera bien conocida en el arte farmacéutico y 
comprenden al menos un compuesto activo mencionado en este documento anteriormente en mezcla o bien 15 
asociados con un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable. Para la elaboración de esas composiciones 
farmacéuticas específicas, el compuesto se mezclará(n) el(los) compuesto(s) activo(s) normalmente con un portador 
o el diluyente. Las formulaciones resultantes se deben adaptar al modo de administración. Las recomendaciones de 
dosificación se deben indicar en los prescriptores o las instrucciones para los usuarios con el fin de anticipar los 
ajustes de las dosis dependiendo del receptor considerado. 20 
 

El medicamento puede en un aspecto adicional de la invención comprender fármacos además del péptido 
neurotoxina biológicamente activo (procesado proteolíticamente) que se añaden a la composición farmacéutica 
durante su formulación. Finalmente, se entiende que la formulación de una composición farmacéutica tiene lugar 
bajo condiciones estandarizadas de BPM o similares con el fin de asegurar la calidad, la seguridad farmacéutica, y la 25 
efectividad del medicamento. 

 

La presente descripción, en general, contempla una composición que comprende al polipéptido de neurotoxina 
proteolíticamente procesado que puede ser obtenido por el método de la presente invención. 

 30 
El término "composición" se refiere a cualquier composición formulada en forma sólida, líquida, o en aerosol (o 
gaseosa). Dicha composición comprende al compuesto opcionalmente junto con compuestos auxiliares adecuados, 
tales como diluyentes o portadores u otros ingredientes. En este contexto, se distingue entre compuestos auxiliares, 
es decir, compuestos que no contribuyen a los efectos provocados por el compuesto después de la aplicación de la 
composición para su propósito deseado, e ingredientes adicionales, es decir, compuestos que contribuyen a un 35 
efecto adicional o que modulan el efecto del compuesto. Los diluyentes adecuados y/o portadores dependen del  
propósito para el cual se utiliza la composición y los otros ingredientes. La persona capacitada en la técnica puede 
determinar tales diluyentes y/o portadores adecuados sin más preámbulos. Los ejemplos de portadores y/o 
diluyentes adecuados se describen en otra parte en este documento. 

 40 
En un aspecto adicional de la divulgación, la composición anteriormente mencionada es un medicamento tal como 
se especifica en otra parte en la descripción en forma más detallada. En un aspecto, dicho medicamento puede ser 
usado para la prevención y/o tratamiento de al menos una de las siguientes enfermedades y trastornos: la fuerza 
muscular voluntaria, distonía focal, incluyendo distonía cervical, craneal, y blefaroespasmo esencial benigno, 
espasmo hemifacial, y espasticidad focal, trastornos gastrointestinales, hiperhidrosis, y corrección cosmética de las 45 
arrugas, en un aspecto adicional también blefaroespasmo, distonía oromandibular, del tipo de apertura de la 
mandíbula, del tipo de cierre  de la mandíbula, bruxismo, síndrome de Meige, distonía lingual, apraxia del párpado, 
distonía de apertura cervical, antecolis, retrocolis, laterocolis, tortícolis, distonía faríngea, distonía laríngea, disfonía 
espasmódica / tipo aductor, disfonía espasmódica/tipo abductor, disnea espasmódica, distonía de las extremidades, 
distonía de los brazos, distonía específica de tareas, calambre del escritor, calambres del músico, calambre del 50 
golfista, distonía de las piernas, aducción del muslo, flexión de la rodilla con abducción del muslo, extensión de la 
rodilla, flexión del tobillo, extensión de tobillo, equinovaro, deformidad por distonía del pie, dedo estriado del pie, 
flexión del dedo del pie, extensión del dedo del pie, distonía axial, síndrome pisa, distonía de la danza del vientre, 
distonía segmentaria, hemidistonía, distonía generalizada, distonía en Lubag, distonía tardía, distonía en ataxia 
espinocerebelosa, distonía en la enfermedad de Parkinson, distonía en la enfermedad de Huntington, distonía en la 55 
enfermedad de Hallervorden Spatz, discinesias inducidas por dopa/ distonía inducida por dopa, discinesias tardías / 
distonía tardía, discinesias/distonías paroxística, mioclonías palatales inducidas por acción cinesigénica no 
cinesigénica, mioquimia mioclonías, rigidez, calambres musculares benignos, temblor hereditario del mentón, 
actividad muscular paradójica de la mandíbula, espasmos hemimasticatorios, miopatía branquial hipertrófica, 
hipertrofia masetérica, hipertrofia anterior de la tibia, nistagmo, parálisis supranuclear progresiva de la mirada, 60 
epilepsia parcial continua, planificación de la operación espasmódica de la tortícolis, parálisis de las cuerdas vocales 
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abductoras, disfonía mutacional recalcitrante, disfunción del esfínter esofágico superior, granuloma de las cuerdas 
vocales, síndrome de tartamudeo de Gilles de la Tourette, mioclonías del oído medio, cierre protector de la laringe, 
postlaringectomia, insuficiencia discursiva, ptosis protectora, disfunción de Odii del esfínter estropion, seudoacalasia, 
nonacalasia, trastornos motores esofágicos, vaginismo, temblor por inmovilización postoperatoria, disfunción de la 
vejiga, disinergia del esfínter detrusor, espasmo del esfínter de la vejiga, espasmo hemifacial, discinesias por 5 
reinervación, patas de gallo de uso cosmético,  asimetrías faciales por fruncido del ceño, hoyuelos mentonianos, 
síndrome de persona rígida, hiperplasia prostática por tétanos, adiposidades, tratamiento del estrabismo infantil por  
parálisis cerebral, parálisis mixta concomitante, después de cirugía por desprendimiento de retina, después de 
cirugía de cataratas, en estrabismo miosítico por afasia, estrabismo miopático, desviación vertical disociada, como 
complemento de la cirugía de estrabismo, esotropía, exotropía, acalasia, fisuras anales, hiperactividad de glándula 10 
exocrina, síndrome Frey, síndrome de las Lágrimas de cocodrilo, hiperhidrosis, rinorrea plantar palmaria axilar, 
hipersalivación relativa en accidente cerebrovascular, en enfermedad de Parkinson, en condiciones de esclerosis 
espástica lateral amiotrófica, en procesos autoinmunes de encefalitis y mielitis, esclerosis múltiple, mielitis 
transversal, síndrome de Devic, infecciones virales, infecciones bacterianas, infecciones parasitarias, infecciones por 
hongos, en infarto hemisférico por síndrome postapoplético de paraparesis espástica hereditaria, infarto del tallo 15 
cerebral, infarto del miocardio mielina, en trauma del sistema nervioso central, lesiones hemisféricas, lesiones del 
tallo cerebral, lesión de la mielina, en hemorragia del sistema nervioso central, hemorragia intracerebral, hemorragia 
subaracnoidea, hemorragia subdural, hemorragia intraespinal, en neoplasias, tumores hemisféricos, tumores del 
tallo cerebral, tumores de la mielina. Para detalles y síntomas, véase, por ejemplo, Jost 2007, Drugs 67 (5), 669 o 
Dressler 2000 en Botulinum Toxin Therapy, Thieme Verlag, Stuttgart, Nueva York. 20 
 

En otro aspecto de la descripción, la composición es una composición cosmética que puede ser formulada como se 
describe para una composición farmacéutica anterior. Para una composición cosmética, del mismo modo, se prevé 
que el compuesto de la presente descripción es en un aspecto utilizado en forma sustancialmente pura. Las 
composiciones cosméticas son, en un aspecto adicional, para ser aplicadas en forma intramuscular. En aún un 25 
aspecto adicional de la descripción, las composiciones cosméticas que contienen la neurotoxina pueden ser 
formuladas como una solución antiarrugas. 

 

Figuras 

 30 
La Figura 1 es un dibujo esquemático de dos formas de realización de acuerdo con la presente invención (A y B). (A) 
muestra un polipéptido de neurotoxina con cadena (1) ligera  y cadena (2) pesada con un enlazador que comprende 
una etiqueta (4) de epítopo flanqueada por dos sitios (3) de reconocimiento y escisión de la proteasa. (B) muestra un 
polipéptido de neurotoxina con cadena (1) ligera y la cadena (2) pesada con un enlazador que comprende una 
etiqueta (4) de epítopo dentro de una estructura (5) en espiral embobinada flanqueada por dos sitios (3) de 35 
reconocimiento y escisión de la proteasa. 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Un polinucleótido que codifica un polipéptido de neurotoxina que comprende una cadena ligera, un enlazador y 
una cadena pesada, en donde el enlazador es un enlazador modificado que comprende una secuencia heteróloga 
de aminoácidos  que confiere al menos una propiedad fisicoquímica al polipéptido que permite la separación de 5 
polipéptidos de neurotoxina parcialmente procesados o sin procesar de polipéptidos de neurotoxina procesados, 
siendo dicha secuencia heteróloga de aminoácidos flanqueada en el terminal N y C por un sitio de reconocimiento y 
escisión de proteasa, en donde la neurotoxina es una neurotoxina botulínica. 

 

2. El polinucleótido de la reivindicación 1, en donde dicha secuencia heteróloga de aminoácidos se enlaza con alta 10 
afinidad a una matriz de purificación. 

 

3. El polinucleótido de la reivindicación 1 o 2, en donde dicha secuencia heteróloga de aminoácidos  que se enlaza 
con alta afinidad a una matriz de purificación comprende una etiqueta de purificación. 

 15 
4. El polinucleótido de la reivindicación 1, en donde dicha secuencia heteróloga de aminoácidos  aumenta el peso 
molecular del polipéptido de neurotoxina de tal manera que los polipéptidos de neurotoxina parcialmente procesados 
y/o no procesados pueden ser físicamente separados del polipéptido de neurotoxina procesado. 

 

5. El polinucleótido de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 o 4, en donde dicha secuencia heteróloga de 20 
aminoácidos que se enlaza con alta afinidad a una matriz de purificación comprende (i) al menos un dominio de 
aminoácidos que confiere alta afinidad de enlazamiento a la matriz de purificación y (ii) al menos un dominio de 
aminoácidos que pone los residuos de cisteína que forman el puente disulfuro intramolecular entre la cadena ligera y 
pesada en forma muy próxima y/o previene la interferencia de la secuencia heteróloga de aminoácido con la 
formación de enlaces disulfuro adecuados entre la cadena ligera y pesada. 25 
 

6. El polinucleótido de la reivindicación 5, en donde dicho al menos un dominio que confiere alta afinidad de 
enlazamiento con la matriz de purificación comprende una etiqueta de purificación. 

 

7. El polinucleótido de la reivindicación 5 o 6, en donde dicho al menos un dominio de aminoácidos que evita la 30 
interferencia de la secuencia heteróloga de aminoácidos con la formación de enlaces disulfuro adecuados entre la 
cadena ligera y pesada forma una estructura tridimensional que pone los residuos de cisteína que forman el puente 
disulfuro intramolecular entre la cadena ligera y pesada en proximidad física. 

 

8. El polinucleótido de la reivindicación 7, en donde dicha estructura tridimensional formada por los aminoácidos del 35 
terminal C y N de la secuencia heteróloga de aminoácidos  es una bobina en espiral antiparalela o una estructura de 
lámina beta antiparalela. 

 

9. El polinucleótido de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en donde dicha secuencia heteróloga de 
aminoácidos  que se enlaza con alta afinidad a una matriz de purificación comprende además al menos una 40 
secuencia de aminoácidos marcadora detectable. 

 

10. El polinucleótido de la reivindicación 9, en donde dicha secuencia de aminoácidos marcadora detectable se 
selecciona de entre el grupo que consiste de: una secuencia de aminoácidos de una proteína fluorescente, una 
secuencia de aminoácidos de una enzima capaz de generar una señal detectable, y una secuencia de aminoácidos 45 
de una etiqueta detectable. 

 

11. El polinucleótido de la reivindicación 3 o cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, en donde dicha etiqueta de 
purificación se selecciona de entre el grupo que consiste de: etiqueta de His, etiqueta de Myc, etiqueta FLAG, 
etiqueta de estreptavidina, etiqueta de MBP, etiqueta de NusA, etiqueta de GST, estreptavidina y avidina. 50 
 

12. El polinucleótido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde dicho sitio de reconocimiento y 
escisión de proteasa se selecciona de entre el grupo que consiste de: el sitio de reconocimiento y escisión de 
proteasa de cadena ligera de neurotoxina de SNAP 25, el sitio de reconocimiento y escisión de una proteasa de E. 
coli, el sitio de reconocimiento y escisión de trombina, el sitio de reconocimiento y escisión del Factor X, el sitio de 55 
reconocimiento y escisión de la tripsina, el sitio de reconocimiento y escisión de la enteroquinasa, el sitio de 
reconocimiento y escisión de la proteasa TEV, el sitio de reconocimiento y escisión de HRV 3c y el sitio de 
reconocimiento y escisión de la proteasa PreScission. 
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13. El polinucleótido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde dicha cadena ligera y pesada del 
polipéptido de neurotoxina son la cadena ligera y pesada de una neurotoxina seleccionada de entre el grupo que 
consiste de: BoNT/A, BoNT/B, BoNT/Cl, BoNT/D, BoNT/E, BoNT/F, BoNT/G o TeNT. 

 5 
14. Un vector que comprende el polinucleótido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13. 

15. Una célula anfitriona que comprende el polinucleótido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 o el 
vector de la reivindicación 14. 

 

16. La célula anfitriona de la reivindicación 15, en donde dicha célula anfitriona es una célula bacteriana. 10 
 

17. Un polipéptido codificado por el polinucleótido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13. 

 

18. Un método para la fabricación de un polipéptido de neurotoxina procesado que comprende las etapas de: 

 15 
a) poner en contacto el polipéptido de neurotoxina sin procesar de la reivindicación 17 con una matriz de purificación 
bajo las condiciones y durante un tiempo suficiente para permitir el enlazamiento de dicho polipéptido de neurotoxina 
sin procesar a la matriz de purificación; 

 

b) poner en contacto el polipéptido de neurotoxina no procesado enlazado a la matriz de purificación con una 20 
proteasa que es capaz de escindir el polipéptido de neurotoxina en los sitios de reconocimiento y escisión de la 
proteasa dando como resultado polipéptidos de neurotoxina procesados y parcialmente procesados y/o no 
procesados; y 

 

c) remover el polipéptido de neurotoxina procesado liberado de la matriz de purificación. 25 
 

19. Un método para la fabricación de un polipéptido de neurotoxina procesado que comprende las etapas de: 

 

a) poner en contacto un polipéptido de neurotoxina de la reivindicación 17 con una proteasa que es capaz de 
escindir el polipéptido de neurotoxina en los sitios de reconocimiento y escisión de la proteasa; 30 
 

b) poner en contacto el polipéptido de neurotoxina procesado, sin procesar y/o parcialmente procesado obtenido en 
la etapa a) con una matriz de purificación bajo condiciones y durante un tiempo suficiente para permitir el 
enlazamiento de dicho polipéptido de neurotoxina sin procesar y/o parcialmente procesado a la matriz de 
purificación; y 35 
 

c) remover el polipéptido de neurotoxina procesado, liberado, de la matriz de purificación. 

 

20. El método de la reivindicación 19, en donde la etapa a) se lleva a cabo en una célula anfitriona o un lisado de la 
misma que expresa el polinucleótido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 y una proteasa que es capaz 40 
de escindir el polipéptido de neurotoxina en los sitios de reconocimiento y escisión de la proteasa. 

 

21. Un método para la fabricación de un polipéptido de neurotoxina procesado que comprende las etapas de: 

 

a) poner en contacto un polipéptido de neurotoxina de la reivindicación 17 con una proteasa que es capaz de 45 
escindir el polipéptido de neurotoxina en los sitios de reconocimiento y escisión de la proteasa; 

 

b) someter el polipéptido de neurotoxina procesado, sin procesar y/o parcialmente procesado obtenido en la etapa a) 
a condiciones físicas durante un tiempo suficiente para permitir la separación física de los polipéptidos de 
neurotoxina parcialmente procesados o sin procesar de los polipéptidos de neurotoxina procesados; y 50 
 

c) remover el polipéptido de neurotoxina procesado después de dicha separación física. 
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