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DESCRIPCION
Métodos para la fabricacion de polipéptidos procesados proteoliticamente
Descripcion

En el presente documento se describe un nuevo polipéptido proteoliticamente activo y diversos usos del polipéptido
en métodos de cribado y fabricacion.

Clostridium botulinum y Clostridium tetani producen neurotoxinas altamente potentes, es decir, neurotoxinas
botulinicas (BoNTs) y la neurotoxina tetanica (TeNT), respectivamente. Estas neurotoxinas clostridiales (CNTs) se
unen especificamente a las células neuronales y alteran la liberacion de neurotransmisores. Clostridium botulinum
secreta siete serotipos antigénicamente distintos designados A a G de la neurotoxina botulinica (BoNT). Todos los
serotipos junto con la neurotoxina relacionada con el tétanos (TeNT) secretada por Clostridium tetani, son Zn*-
endoproteasas que bloguean la exocitosis sinaptica mediante la escision de proteinas implicadas en la formacion del
complejo SNARE que controla la fusion de la membrana celular. Las CNT causan la paralisis muscular flacida que
se observa en el botulismo y el tétanos. Ademas, se ha demostrado que la actividad de la CNT afecta a la secrecion
glandular. Estos efectos fisioldgicos de las CNT sobre la actividad muscular y glandular se utilizan cada vez mas en
diversas aplicaciones terapéuticas y cosméticas. La neurotoxina botulinica del serotipo A (BoNT/A) fue aprobada
para uso humano en los Estados Unidos en 1989 para el tratamiento del estrabismo, blefaroespasmo y otros
trastornos. Estd comercialmente disponible como una preparacion de proteina de toxina botulinica A, por ejemplo,
bajo el nombre comercial BOTOX (Allergan Inc.) y bajo el nombre comercial DYSPORT (Ipsen Ltd). Para la
aplicacion terapéutica, un complejo que comprende la neurotoxina y proteinas bacterianas adicionales se inyecta
directamente en el musculo a tratar. A pH fisioldgico, la toxina se libera del complejo proteico (Eisele et al. 2011,
Toxicon 57 (4): 555-65.) y tiene lugar el efecto farmacolégico deseado. Una preparacion mejorada de BoNT/A que
esta libre de proteinas complejantes esta disponible con los nombres comerciales XEOMIN o Bocouture (Merz
Pharmaceuticals GmbH, Frankfurt/Alemania). El efecto de la BoNT es soélo temporal, razén por la cual se requiere
habitualmente la administracion repetida de BoNT para mantener un efecto terapéutico.

Cada CNT se sintetiza inicialmente como un polipéptido de cadena Unica inactivo. En el caso de BoNT, el
polipéptido de neurotoxina tiene un peso molecular de aproximadamente 150 kDa. El procesamiento postraduccional
de este polipéptido de cadena unica implica una protedlisis limitada en una regiéon expuesta llamada bucle (véase la
tabla 1) y la formacion de un puente disulfuro préximo. La neurotoxina di-cadena activa consiste en dos productos de
escision resultantes de la hidrdlisis proteolitica del polipéptido precursor de cadena sencilla: una cadena ligera N-
terminal de aprox. 50 kDa y una cadena pesada de aprox. 100 kDa unidas por un enlace disulfuro. Las CNT
estructuralmente consisten en tres dominios, es decir, la cadena ligera catalitica, la cadena pesada que abarca el
dominio de translocacion (mitad N-terminal) y el dominio de unién al receptor (mitad C-terminal) (cf. Krieglstein 1990,
Eur J Biochem 188: 39; Krieglstein 1991, Eur J Biochem 202: 41; Krieglstein 1994, J Protein Chem 13: 49; Lacy et
al., 1998, Nat. Struct. Biol. 5(10): 898 - 902). Dependiendo del nimero de sitios de escision presentes en la cadena
Unica entre los residuos de aminoacidos que forman el dominio catalitico y los residuos de aminoacidos que forman
el dominio de translocacion, la actividad de endopeptidasa puede dar lugar a dos productos de escision grandes, es
decir, la cadena ligera y la cadena pesada y, ademas, péptidos cortos caracteristicos que representan la region del
bucle anterior, uniendo en la cadena Unica de la neurotoxina lo que se convertira en la cadena ligera y pesada
(véase la tabla 1).

La purificacion de las CNT a partir de la solucion de fermentacion es un desafio particular, puesto que las
neurotoxinas estan contenidas en la misma como una mezcla de polipéptidos no procesados, parcialmente
procesados y completamente procesados, todos los cuales tienen propiedades bioquimicas y fisicas muy similares.
Las neurotoxinas procesadas parcialmente se generan tipicamente, si la actividad endoproteolitica ha hidrolizado el
enlace peptidico entre la cadena ligera y el bucle, mientras que el enlace peptidico entre el bucle y el extremo N de
la cadena pesada esta todavia intacto. Ademas, también puede crearse la neurotoxina parcialmente procesada si la
actividad endoproteolitica ha liberado el péptido de bucle de la cadena pesada, mientras que el enlace peptidico
entre el péptido de bucle y el extremo C-terminal de la cadena ligera ain no se ha hidrolizado. Dependiendo de las
condiciones de fermentacion y del tipo de neurotoxina, el polipéptido completamente procesado que esta desprovisto
del péptido del bucle puede contaminarse significativamente, con entre 5% a 90% de polipéptido parcialmente
procesado o no procesado. Sin embargo, en algunos casos, la neurotoxina esta principalmente sin procesar y, antes
del uso terapéutico, necesita ser tratada con una endopeptidasa para ser bioldgicamente activa.

La técnica anterior describe varios intentos de tratar neurotoxinas clostridiales con proteasas heterélogas con el fin
de reducir la cantidad de proteina precursora no procesada o parcialmente procesada. La proteasa mas utilizada
para la activacion de neurotoxinas clostridiales, la tripsina, siendo util para activar las neurotoxinas clostridiales de
los serotipos B (BoNT/B) y E (BoNT/E) (DasGupta & Sugiyama 1972, Biochem. Biophys. Res. Comun. 48:108-112;
Kozaki et al., 1974, Infect. Immun. 10:750-756) parece producir productos secundarios, presumiblemente por accion
proteolitica cerca del extremo C-terminal de la subunidad pesada de BoNT/A y, por tanto, parece destruir la unién de
la toxina a su receptor celular (Shone et al., 1985, Eur. J. Bioch. 151:75-82). Tedricamente se esperan productos de
escision mas especificos de las proteasas endoégenas, aisladas del huésped nativo, tales como BoNT/A de C.
botulinum. Por consiguiente, se han hecho varios intentos para aislar de la célula huésped nativa la proteasa
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enddgena implicada en la activacion proteolitica de las neurotoxinas clostridiales. Dekleva & DasGupta (Dekleva y
DasGupta, 1989, Biochem. Biophys. Res. Comun. 162:767-772) purificaron a partir de cultivos de C. botulinum que
producen BoNT/A una fracciéon capaz de escindir proteoliticamente BoNT/A en una subunidad pesada y ligera.
Estudios posteriores de los mismos autores caracterizaron ademas la proteasa enddgena aislada de C. botulinum
(Dekleva y DasGupta, 1990, J. Bact. 172:2498-2503) y revelaron una proteina de 62 kDa, compuesta por un
polipéptido de 15,5 kDa y un polipéptido de 48 kDa. Sin embargo, la observacién de una fragmentacién considerable
de las CNT después de una exposicion limitada a la proteina de 62kDa de Dekleva & DasGupta sugiere que la
proteasa aislada puede no ser la enzima proteolitica no identificada responsable de la activacién de las CNT en
cultivos de células clostridiales y durante la infeccién. De hecho, otros han sugerido recientemente que el Clostripain,
también designado clostridiopeptidasa B (Mitchel y Harrington, 1968, JBC 243: 4683 - 4692), podria estar implicado
en la activacion especifica de las CNT (Sebaihia et al., 2007, Genome Res. 17(7): 1082 - 1092; documento
W02009/014854). Curiosamente, la estructura y la especificidad del sustrato de esta enzima son reminiscentes de
los de la secretada alfa-clostripain de Clostridium histolyticum (Dargatz et al., 1993), un homdlogo (74% de identidad
de aminoacidos) del cual esta presente en C. Botulinum (CBO1920). El alfa-clostripain de C. Histolyticum es una
cisteina endopeptidasa con una especificidad estricta para el enlace arginilo. Se sintetiza como una prepro-enzima
inactiva que experimenta una escision autocatalitica para generar polipéptidos de 15,4 y 43 kDa, los cuales se
asocian para formar una enzima activa heterodimérica (Dargatz et al., 1993). Ambos alfaclostripain de C.
histolyticum 'y la proteasa de 62-kDa de C. Botulinum requieren un agente reductor y calcio para la actividad
completa y son susceptibles a los mismos inhibidores de la proteasa. Estos datos sugieren definitivamente que el
ortélogo de C. Botulinum de alfa-clostripain (CBO1920) es la proteasa enddgena responsable de la mella
proteolitica de la neurotoxina de C. Botulinum. Un gen que codifica clostripain (CPE0846) también esta presente en
C. Perfringens, y se ha encontrado que se regula positivamente por el sistema de dos componentes VirR/VirS
(Shimizu et al., 2002b).

Sin embargo, hasta el dia de hoy, faltan pruebas experimentales concluyentes y no esta todavia disponible en la
técnica una proteasa capaz de convertir eficientemente las CNT precursoras de cadena sencilla en los productos de
escision maduros auténticos, es decir, la neurotoxina de cadena di.

Los medios y métodos para reducir la cantidad de polipéptidos de neurotoxina no procesados y/o parcialmente
procesados y, de este modo, para mejorar la calidad de los preparados de neurotoxina son altamente deseables
pero aun no estan disponibles. Por lo tanto, el problema técnico subyacente a la presente invencion puede verse
como la provision de medios y métodos para mejorar la fabricacion de polipéptidos de neurotoxina mediante el
cumplimiento de las necesidades antes mencionadas. El problema técnico se resuelve mediante las realizaciones
caracterizadas en las reivindicaciones y en la presente memoria.

Se describe en la presente memoria un polipéptido proteoliticamente activo que comprende una secuencia
polipeptidica que tiene al menos una identidad de secuencia del 50% con la secuencia de SEQ ID NO: 1. En el
presente documento se describe un polipéptido proteoliticamente activo que consiste en una secuencia polipeptidica
que tiene al menos una identidad de secuencia del 50% con la secuencia de SEQ ID NO: 1. Se describe en este
documento un polipéptido proteoliticamente activo que consiste en una secuencia polipeptidica como se muestra en
la SEQ ID NO: 1.

La expresion “polipéptido proteoliticamente activo”, como se usa en la presente memoria, se refiere a la funcién
catalitica del polipéptido de la presente invencion y significa que el polipéptido de la presente invencién es capaz de
hidrolizar un enlace peptidico. Un "polipéptido proteoliticamente activo" puede referirse a un polipéptido que es
capaz de hidrolizar un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre cualquiera de
las SEQ ID NO: 4 a 25. La expresion “polipéptido proteoliticamente inactivo”, tal como se utiliza en la presente
memoria, se refiere a la funcion catalitica del polipéptido de la presente invencion y significa que el polipéptido de la
presente invencién es incapaz de hidrolizar un enlace peptidico.

El experto en la materia puede determinar si un polipéptido de acuerdo con la definicién de secuencia mencionada
en este documento es un polipéptido descrito en la presente memoria, probando la actividad proteolitica de dicho
polipéptido. Un sistema de ensayo o prueba para determinar la actividad proteolitica comprende poner en contacto
un polipéptido que comprende una secuencia polipeptidica que tiene al menos un 50% de identidad de secuencia
con la secuencia de SEQ ID NO: 1 con un sustrato de prueba. Un sustrato de prueba es tipicamente un polipéptido
que se sabe que es escindible por un polipéptido descrito en la presente memoria. Se describe en este documento
un sustrato de prueba que es una CNT tal como BoNT o un fragmento de la misma. El sustrato de prueba puede ser
p. €j. BoNT no digerido/sin transformar, designado en la presente memoria como "scBoNT" y puede ser p. €j. de
serotipo A, B, C1, D, E, F o G (por ejemplo, "scBoNT/A", "scBoNTB", etc.) o el sustrato de prueba puede ser la
neurotoxina tetanica. Alternativamente, el sustrato de prueba puede ser un fragmento de una neurotoxina clostridial,
comprendiendo dicho fragmento una secuencia de aminoacidos seleccionada entre cualquiera de las SEQ ID NO: 4
a 25. El fragmento puede ser un polipéptido de 50 o mas residuos de aminoacidos o un péptido de hasta 49 restos
de aminoacidos. Tal como se utiliza a lo largo de la presente memoria descriptiva, el término “polipéptido” se refiere
a moléculas con 50 o mas residuos de aminoacidos, mientras que el término “péptido” se refiere a moléculas con de
2 a 49 residuos de aminoacidos. El sustrato de prueba puede ser un fragmento de neurotoxina soluble llamado LHN
que comprende el polipéptido de cadena ligera, la region de péptido de bucle expuesto y la mitad N-terminal del
polipéptido de cadena pesada, el dominio de translocaciéon Hy. El sustrato de prueba puede ser o puede comprender
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un péptido seleccionado de cualquiera de las SEQ ID NO: 4 a 25 (véase la tabla 1). El sustrato de prueba puede ser
una neurotoxina quimeérica que comprende residuos de aminoacidos derivados de dos o mas serotipos.

Un ensayo para determinar la actividad proteolitica comprenderia tipicamente una etapa de determinar el grado de
conversion del sustrato de prueba en su(s) producto(s) de escision. La observacion de uno o mas productos de
escision generados después de ponerse en contacto el polipéptido con el sustrato de ensayo o la observacion de un
aumento en la cantidad de producto(s) de escision es indicativa de la actividad proteolitica del polipéptido. Dicha
etapa de determinacion puede implicar comparar el sustrato y el (los) producto(s) de escisién. Dicha comparacion
puede implicar determinar la cantidad de sustrato y/o la cantidad de uno o mas productos de escision y también
puede implicar el calculo de la relacion de sustrato y producto(s) de escisién. Ademas, el ensayo para determinar la
actividad proteolitica puede comprender una etapa de comparacion de una muestra de ensayo con una muestra de
referencia, en la que la muestra de referencia comprende tipicamente (a) un polipéptido que comprende una
secuencia polipeptidica que tiene al menos un 50% de identidad de secuencia con la secuencia de SEQ ID NO: 1y
que se sabe que es proteoliticamente activo y (b) un sustrato de ensayo conocido por ser escindible por el
polipéptido de (a). El ensayo para determinar la actividad proteolitica puede comprender separar el sustrato y los
producto(s) de escision por electroforesis o por cromatografia en columna y, opcionalmente, un analisis
espectrométrico. Puede ser conveniente marcar el sustrato de ensayo con uno o mas marcadores con el fin de
detectar con mayor facilidad la disminucién del sustrato de ensayo y/o el aumento del producto(s). El término
"marcador”, tal como se utiliza en la presente memoria, significa marcador detectable e incluye, por ejemplo, un
marcador radioactivo, anticuerpo, marcador fluorescente. La cantidad de sustrato de ensayo y/o producto de
escision se puede determinar p. ej. por métodos de autorradiografia o espectrometria, incluyendo métodos basados
en la transferencia de resonancia de energia entre al menos dos marcadores. Alternativamente, se pueden usar
métodos inmunolégicos tales como Western blot o ELISA para la deteccion. Un ensayo preferido para determinar la
actividad proteolitica de un polipéptido ensefiado en la presente invencion se describe a continuacién en los
Ejemplos. Un polipéptido puede ser proteoliticamente activo, si mas del 20%, preferiblemente mas del 95% del
sustrato de ensayo se convierte en los productos de escision tales como la cadena ligera y la cadena pesada en 120
minutos a 37°C usando un tampon seleccionado entre Tris — HCI 100 mM, pH 8,0 o PBS (NaHPO, 50 mM,, NaCl
150 mM, pH 7,4). Se aplican las mismas condiciones, si el sustrato de ensayo no es una neurotoxina de longitud
completa, sino, en cambio, p. €j., un fragmento de la neurotoxina de longitud completa o un derivado de la
neurotoxina. Es evidente que los productos de escision difieren en este caso. Sin embargo, el experto en la materia
puede cuantificar los correspondientes productos de escision. Tipicamente, se pueden usar en el ensayo 100 ng de
polipéptido proteoliticamente activo y una relacion molar de 1:100 con respecto al sustrato. Se puede tomar una
muestra a intervalos para seguir la actividad catalitica a lo largo del tiempo. El ensayo puede modificarse, p. €j.
utilizando multiples cantidades del polipéptido proteoliticamente activo.

La SEQ ID NO: 2 muestra la secuencia polipeptidica de un polipéptido proteoliticamente inactivo derivado de una
cepa ATCC 3502 de Clostridium botulinum, n® de acceso GenBank: "CAL82988.1", que tiene una longitud de
aminoacidos de 581 residuos. La SEQ ID NO: 1 muestra un derivado proteoliticamente activo de SEQ ID NO: 2, que
carece de los residuos de aminoacidos 1 a 248 de SEQ ID NO: 2.

La expresion “polipéptido que comprende una secuencia polipeptidica que tiene al menos una identidad de
secuencia del 50% con la secuencia de SEQ ID NO: 1” se refiere a un polipéptido que tiene al menos 50% de
identidad de secuencia con la secuencia de SEQ ID NO: 1. Ademas, la expresion se refiere a un polipéptido que
comprende una secuencia polipeptidica que tiene al menos un 50% de identidad de secuencia con la secuencia de
SEQ ID NO: 1. Dicho polipéptido puede tener aminoacidos adicionales, por ejemplo en una posicion interna o N- o
C-terminal a la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 1 o en una posicion interna o N- o C-terminal a una secuencia
de aminoacidos que es al menos un 50% idéntica con la secuencia de SEQ ID NO: 1, en el que una metionina
puede estar presente en el extremo N del polipéptido. Ademas, la expresion se refiere a un polipéptido que carece
de uno o mas residuos de aminoacidos, por ejemplo en una posicion interna o en el extremo N o C de la secuencia
mostrada en la SEQ ID NO: 1 o en una posicién interna o el N - o C - terminal de secuencia que es al menos 50%
idéntica en secuencia a SEQ ID NO: 1.

La expresion “identidad de secuencia”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a la determinacion de la
identidad entre una secuencia de aminoacidos de referencia y una secuencia de consulta en la que las secuencias
estan alineadas de modo que se obtiene la coincidencia de orden mas alto y que se puede calcular usando técnicas
publicadas o métodos codificados en programas informaticos como, por ejemplo, BLASTP, BLASTN, FASTA
(Altschul 1990, J Mol Biol 215: 403). Los valores de identidad porcentual estan en un aspecto calculados sobre toda
la secuencia de aminoacidos. La identidad de secuencia puede calcularse sobre una longitud de secuencia de hasta
residuos de 50aa, hasta 100aa, hasta 150aa, hasta 250aa, 300aa, 350aa, 400aa, 450aa, 500aa o residuos de
550aa.

La identidad de la secuencia se puede calcular sobre al menos residuos de 50aa, al menos 100aa, al menos 150aa
o al menos residuos de 250aa. La identidad de secuencia puede determinarse a lo largo de toda la longitud de SEQ
ID NO: 1 6 2, es decir, en una longitud de 333aa o 581aa, respectivamente. Una serie de programas basados en una
variedad de algoritmos esta disponible para el experto en la técnica para comparar secuencias diferentes. En este
contexto, los algoritmos de Needleman y Wunsch o Smith y Waterman dan resultados particularmente fiables. Para
llevar a cabo las alineaciones de secuencias y calcular los valores de identidad de secuencia en este documento
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indicados, se utilizé el programa comercial DNASTAR Lasergene MegAlign version 7.1.0 basado en el algoritmo
Clustal W en toda la regién de secuencias con los siguientes parametros: Parametros de alineacién por pares:
penalizacion de espacio: 10,00, penalizacion de longitud de espacio : 0,10, Matriz de peso de la proteina Gonnet
250, que, a menos que se especifique lo contrario, se utilizaran siempre como ajustes estandar para las alineaciones
de secuencia.

La expresion "al menos 50% de identidad de secuencia", tal como se utiliza en la presente memoria, significa al
menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80% al menos
el 85%, al menos el 90%, al menos el 95% o el 100%.

El polipéptido proteoliticamente activo descrito en la presente memoria puede tener el mismo numero de
aminoacidos que la secuencia polipeptidica de referencia como se muestra en la SEQ ID NO: 1. También se
incluyen polipéptidos que tienen residuos de aminoacidos adicionales o menos. En el presente documento se
describe un polipéptido proteoliticamente activo que es o comprende un mutante truncado de la SEQ IDNO: 162 o
de un polipéptido que tiene al menos una identidad de secuencia del 50% con la secuencia de la SEQ ID NO: 1 6 2.
El mutante de truncamiento de SEQ ID NO: 2 puede carecer, por ejemplo, de uno o mas residuos aminoacidos N-
terminales a la posicién de aminoacidos 249. Un mutante de truncamiento puede ser un mutante de truncamiento N
o C-terminal y/o un mutante de truncamiento interno que es proteoliticamente activo. En la presente memoria
descriptiva se describe un mutante de truncamiento de SEQ ID NO: 2 que carece de las posiciones de aminoacidos
1 a 248 de SEQ ID NO: 2. Se describe en este documento un mutante truncado de la SEQ ID NO: 2 que es un
mutante de truncamiento C-terminal. En este documento se describe un mutante de truncamiento que carece de
hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 50, 100, 150 o hasta 170 residuos de aminoacidos consecutivos. En el
presente documento se describe un polipéptido proteoliticamente activo que tiene una longitud de aminoacidos de al
menos residuos de 200aa, de al menos residuos de 250aa, de al menos residuos de 300aa o de al menos residuos
de 333aa. En el presente documento, se describe un polipéptido proteoliticamente activo que tiene residuos de
hasta 333aa, residuos de hasta 350aa, residuos de hasta 573, residuos de hasta 581aa, residuos de hasta 592aa,
residuos de hasta 600aa o hasta 617aa.

En el presente documento se describe un polipéptido proteoliticamente activo que abarca un polipéptido que
comprende residuos de aminoacidos adicionales en el extremo N o C y/o en una posicion interna de la cadena
polipeptidica de SEQ ID NO: 1 o una secuencia polipeptidica que tiene al menos 50% de identidad de secuencia con
la secuencia de SEQ ID NO: 1. Estos residuos de aminoacidos adicionales pueden comprender hasta 5, hasta 10 o
incluso hasta 200, 300 o hasta 400 residuos de aminoacidos consecutivos. Los residuos de aminoacidos adicionales
pueden funcionar como un inhibidor de la actividad proteolitica. Los residuos de aminoacidos adicionales pueden
eliminarse mediante una proteasa. Pueden excluirse residuos adicionales que inhiban la actividad proteolitica del
polipéptido. Los residuos de aminoacidos adicionales pueden estar flanqueados por uno o mas sitios de escision de
proteasas. La secuencia de aminoacidos adicional puede funcionar como un marcador detectable y/o permite la
unién a un soporte sélido.

Se describe en este documento una cadena polipeptidica de SEQ ID NO: 1 o una secuencia de un polipéptido que
tiene al menos un 50% de identidad de secuencia con la secuencia de SEQ ID NO: 1 que se modifica
intercambiando uno o mas residuos de aminoacido. El término "intercambio"”, tal como se utiliza en este documento,
significa reemplazar un aminoacido por un aminoacido diferente. Por ejemplo, se pueden sustituir hasta 1aa, 2aa,
3aa, 4aa, 5aa, 6aa, 7aa, 8aa, 9aa, 10aa, 15aa, 20aa o hasta 50aa dentro de la secuencia polipeptidica. Los
intercambios pueden implicar cambios de aminoacidos conservadores o no conservadores, dirigidos, p. €j. al
aumentar o disminuir la unién al sustrato o la actividad proteolitica del polipéptido descrito en el presente documento.

Se describe en este documento un polipéptido proteoliticamente activo que abarca un polipéptido que es capaz de
hidrolizar un sustrato en dos o mas productos de escision nativos. Se describe en este documento un polipéptido
que hidroliza el sustrato en dos o mas productos de escisidon que difieren de los productos de escisiéon nativa. La
expresion "productos de escisién nativa" o "productos nativos", tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere
a productos, que son idénticos en la secuencia de aminoacidos cuando se comparan con productos generados a
partir del mismo sustrato en cultivos de células de tipo salvaje, de los cuales se origina el sustrato. En el presente
documento se describe un producto de escision que es la neurotoxina de cadena doble de una neurotoxina
botulinica o una neurotoxina tetanica, una neurotoxina de di-cadena que es una neurotoxina aislada de C. botulinum
del serotipo A, B, C1, D, E, F o G. En otra descripcion mas, dicha neurotoxina de di-cadena es una neurotoxina
nativa de di-cadena.

La tabla 1 muestra el precursor, la neurotoxina di-cadena nativa de TeNT y de BoNT/A-G e identifica el bucle
expuesto que comprende la secuencia de aminoacidos escindida por el polipéptido descrito en el presente
documento.
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LC

M1-K438

M1-K438

M1-K434

M1-K434

M1-K438

M1-K438

M1-K438

M1-K438

M1-K441

M1-R441

M1-R441

M1-K441

M1-K441

M1-K441

M1-R444

M1-R444

M1-K442

M1-R442

M1-K419

M1-K419

M1-R435

M1-R435

M1-R435

M1-R435

M1-K434

M1-R435

Hn

A449-N872

A449-N872

A445-N868

A445-N868

A449-N872

A449-N872

A449-N872

A449-N872

A442-1860

A442-1860

A442-1860

A442-1860

V442-1860

A442-1860

T450-1868

T450-1868

D446-1864

D446-1864

S424-1847

S424-1847

A440-1866

Q440-1866

Q440-1866

A440-1866

P440-1863

A440-1866

Hen

1873-S1092

1873-S1092

1869-S1088

1869-S1088

1873-S1092

1873-S1092

1873-S1093

1873-S1092

L861-S1079

L861-S1079

L861-S1079

L861-S1079

L861-S1079

L861-S1079

N869-L1092

N869-Q1083

N865-Q1079

N865-L1088

K848-P1067

K848-P1067

K867-P1085

K867-P1088

K867-P1088

K867-P1085

K864-P1085

K867-P1088

Hce

N1093-L1296

N1093-L1296

N1089-L1292

N1089-L1292

N1093-L1296

N1093-L1296

N1094-L1297

N1093-L1296

Y1080-E1291

Y1080-E1291

Y1080-E1291

Y1080-E1291

Y1080-E1291

Y1080-E1291

Q1093-E1291

11084-E1280

[1080-E1276

Q1089-E1285

N1068-K1252

N1068-K1252

D1086-N1278

D1089-E1280

D1089-E1279

D1086-E1277

D1086-E1277

D1089-E1275
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Toxina Bucle expuesto LC Hn Hen Hce

BoNT/F7 SEQ ID NO: 23 M1-K427 N432-1857 1858-P1076 D1077-E1268
BoNT/G SEQ ID NO: 24 M1-K442 S447-1865 S866-S1086 S1087-E1297
TeNT SEQ ID NO: 25 M1-R449 T456-K883 S884-L1109 S1110-D1315

Debe entenderse que las definiciones y explicaciones de los términos y expresiones anteriores y siguientes se
aplican mutatis mutandis para todos los aspectos descritos en esta memoria descriptiva, a menos que se indique lo
contrario.

El polipéptido proteoliticamente activo descrito en la presente memoria es adecuado para diversas aplicaciones. Una
aplicacion comercialmente relevante es su uso en la produccidon de neurotoxinas terapéuticas, tales como las
aisladas de C. botulinum. En la actualidad, los cultivos celulares de C. botulinum utilizados para la preparacién de
preparaciones comercialmente disponibles de neurotoxina botulinica estan contaminados con cantidades
significativas de neurotoxina parcialmente procesada y/o sin procesar, que alteran negativamente, es decir, reducen
la actividad especifica de estas composiciones farmacéuticas. Usando el polipéptido proteoliticamente activo o
activado descrito en este documento, por ejemplo, después de la lisis de C. botulinum, ahora sera posible tratar
composiciones que comprenden la neurotoxina no procesada y/o parcialmente procesada y, por tanto, convertir
estos contaminantes en neurotoxina completamente procesada. En consecuencia, los productos comerciales
pueden proporcionarse con una actividad especifica incrementada de la neurotoxina, en la que la cantidad total de
proteina bacteriana puede reducirse, reduciendo ain mas el riesgo de los pacientes de la formacion de anticuerpos.

Se describe en este documento una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico
que codifica el polipéptido de la presente invencidon y, opcionalmente, elementos reguladores. La expresion
"elementos reguladores”, tal como se usa en la presente memoria, se refiere a elementos reguladores de la
expresion génica, incluyendo la transcripcion y la traduccion, e incluye elementos tales como caja tata, promotor,
potenciador, sitio de unién a ribosomas, secuencia Shine-Dalgarno, region IRES, sefial de poliadenilacion, estructura
de terminacion terminal y similares. Dicho elemento regulador puede comprender uno o mas elementos reguladores
heterélogos o uno o mas elementos reguladores homadlogos. Un "elemento regulador homdlogo" es un elemento
regulador de una célula de tipo salvaje, a partir de la cual se deriva la molécula de acido nucleico de la presente
invencion, que esta implicada en la regulacion de la expresion génica de la molécula de acido nucleico o del
polipéptido en dicha célula de tipo salvaje. Se describen en este documento moléculas de acido nucleico que
comprenden elementos reguladores heterélogos. La expresion "elemento regulador heterélogo” es un elemento
regulador que no esta implicado en la regulacién de la expresién génica de la molécula de acido nucleico o del
polipéptido en dicha célula de tipo salvaje. También se incluyen elementos reguladores para la expresion inducible,
tales como promotores inducibles. La molécula de acido nucleico puede ser, por ejemplo, hnRNA, mRNA, ARN,
ADN, PNA, LNA y/o moléculas de acido nucleico modificadas. La molécula de acido nucleico puede ser circular,
lineal, integrada en un genoma o episomal. También se incluyen los concatémeros que codifican proteinas de fusion
que comprenden tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez polipéptidos de la presente invencion. Ademas, la
molécula de acido nucleico puede contener secuencias que codifican secuencias sefial para el transporte intracelular
tales como sefales para el transporte a un compartimento intracelular o para el transporte a través de la membrana
celular.

Se ensefia un vector que comprende una molécula de acido nucleico de acuerdo con la molécula de acido nucleico
descrita en la presente memoria. Un vector puede ser adecuado para la expresion in vitro y/o in vivo del polipéptido
descrito en la presente memoria. El vector puede ser un vector para la expresion génica transitoria y/o estable. En la
presente memoria se describe un vector que comprende ademas elementos reguladores y/o marcadores de
seleccion. En el presente documento se describe un vector de origen viral, de origen de fago o de origen bacteriano.

Se describe en este documento una célula que comprende la molécula de acido nucleico o el vector que se ensefia
en la presente memoria. El término "célula", tal como se utiliza en la presente memoria, abarca células procariéticas
y/o eucariotas adecuadas para expresar dicha molécula de acido nucleico o dicho vector y en particular el
polipéptido descrito en la presente memoria. Dicha célula puede ser una célula huésped que no expresa el
polipéptido descrito en la presente memoria o un homologo del mismo. El término "homélogo", tal como se usa en la
presente memoria, se refiere a un polipéptido que comprende una secuencia polipeptidica que tiene al menos una
identidad de secuencia del 50% con la secuencia de la SEQ ID NO: 1. Sin embargo, también se describen en este
documento células, en particular células de tipo salvaje, que expresan el polipéptido descrito en la presente memoria
o un homoélogo del mismo. La célula descrita en este documento puede seleccionarse de C. botulinum, C. butyricum,
C. baratii y C. tetani. La célula puede ser C. botulinum del serotipo A, B o F. La célula puede ser la cepa Hall (ATCC
3502) de C. botulinum. La célula puede ser la cepa productora de BoNT/A ATCC 19397, también conocida como
NCTC 4587 y NCTC 7272 de C. botulinum.
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La célula puede ser la cepa productora de BoNT/A NCTC 2916 de C. botulinum. Dicha célula puede ser las cepas
productoras de BoNT/A2 Kyoto-F y Mauritius/NCTC 9837 de C. botulinum. Dicha célula puede ser la cepa
productora de BoNT/A3 A254 Loch Maree/NCTC 2012 de C. botulinum. Dicha célula puede ser la cepa productora
de BoNT/A4 y B CDC657 de C. botulinum. Dicha célula puede ser la cepa productora de BoNT/A5 y B3' H04402 065
de C. botulinum. Dicha célula puede ser la cepa productora de BoNT/B1 Okra/NCTC 7273 de C. botulinum. Dicha
célula puede ser la cepa productora de BoNT/B y F CDC4013/NCTC 12265 de C. botulinum. Dicha célula puede ser
la cepa productora de BoNT/F1 Langeland/NCTC 10281 de C. botulinum. Dicha célula puede ser Clostridium
sporogenes, Clostridium perfringens, Clostridium acetobutylicum, B. cereus, B. thuringiensis, B. mycoidis, B.
thermoproteolyticus, B. anthracis, B. megaterium, B. subitilis, E. coli o una célula de levadura. El polipéptido descrito
en este documento puede modificarse dentro de la célula (es decir, glicosilado, fosforilado, procesado por proteasas,
etc.). La modificacién también incluye la adicién de cofactores no proteinaceos incluyendo iones metalicos. Se
describen en este documento células que comprenden el polipéptido proteoliticamente inactivo descrito
anteriormente, cualquier producto polipeptidico intermedio, asi como el polipéptido proteoliticamente activo final
descrito en la presente memoria. También se describen en este documento células que comprenden un inductor de
la expresion del polipéptido descrito en la presente memoria. Tal inductor de la expresion puede ser una molécula de
acido nucleico o un polipéptido o una entidad quimica, incluyendo una pequefia entidad quimica, que tiene el efecto
de incrementar la cantidad o actividad del polipéptido proteoliticamente activo descrito en la presente memoria en
cultivos celulares o lisados de los mismos. El inductor de la expresién puede, p. €j., aumentar la transcripcion o
traducciéon de una molécula de acido nucleico que codifica el polipéptido descrito en el presente documento.
Alternativamente, el inductor de la expresidon puede ser un compuesto capaz de activar el polipéptido
proteoliticamente inactivo SEQ ID NO: 2 o un polipéptido que comprende una secuencia polipeptidica que tiene al
menos 50% de identidad de secuencia con la secuencia de SEQ ID NO: 2. Se describe en este documento una
célula que comprende un inductor que es un polipéptido proteoliticamente activo capaz de eliminar residuos de
aminoacidos inhibidores del extremo N de dicho polipéptido. El inductor puede expresarse, por ejemplo, por medios
recombinantes conocidos por los expertos en la técnica. Alternativamente, el inductor puede aislarse de una célula,
p. €j., de una celda clostridial.

En la presente memoria se describe el uso de la molécula de acido nucleico descrita en el presente documento para
la fabricacién del polipéptido proteoliticamente activo descrito en la presente memoria.

Se describe en la presente memoria un método para la fabricacion de un polipéptido proteoliticamente activo, que
comprende las etapas de: (a) sintetizar quimicamente o traducir a partir de una secuencia de nucledtidos un
polipéptido, que comprende una secuencia polipeptidica que tiene al menos 50% de identidad de secuencia con la
secuencia de SEQ ID NO: 1; y (b) purificar el polipéptido de la etapa (a).

La expresion "sintetizar quimicamente" significa sintetizar polipéptidos por medios quimicos. Estos métodos se
revisan, por ejemplo, en Nilsson et al., Ann. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 2005. 34: 91-118. La expresion "purificar el
polipéptido" significa retirar de una mezcla que comprende el polipéptido descrito en este documento compuestos
distintos a dicho polipéptido. La expresion también significa retirar el polipéptido descrito en el presente documento
de una mezcla que comprende compuestos distintos de dicho polipéptido. La expresion puede significar separar el
polipéptido proteoliticamente activo de su precursor proteoliticamente inactivo.

El acido nucleico puede traducirse en una célula o en un sistema libre de células. Varios sistemas para la traduccion
libre de células estan disponibles para los expertos en la técnica. La traduccién en un sistema de traduccion de
proteinas sin células que comprende lisados de reticulocitos de conejo, lisados de germen de trigo, lisados de E. coli
u otros lisados celulares, por ejemplo, lisados generados a partir de C. botulinum y similares se describe en la
presente memoria. También se describe en este documento traducir el polipéptido descrito en el presente
documento a partir de la secuencia de nucleétidos o del vector descrito en el presente documento. La transcripcion
puede ser regulada o controlada por uno o mas elementos reguladores heterélogos o por elementos reguladores
homologos. También se describe en este documento la traduccion en una célula de tipo salvaje, es decir, una célula
aislada de la naturaleza, tal como cualquier aislado conocido de C. botulinum, C. butyricum, C. baratii y C. tetani.
Dicha célula puede ser la cepa Hall de C. botulinum (ATCC 3502). Estan disponibles para el experto en la técnica
diversos medios y métodos estandar para llevar una molécula de acido nucleico o un vector a la célula y para
expresar el polipéptido descrito en la presente memoria como proteina recombinante en una célula. Ademas, el
experto en la técnica conoce muchas técnicas estandar para aislar polipéptidos de células o lisados celulares o
sistemas de expresion libres de células (p. ej., Recombinant DNA Principles and Methodologies, J. Green, Marcel
Dekker Inc., 1998; The Condensed Protocols: From Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook et al, Cold
Spring Harbor Laboratory, 2006; Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook et al., Cold Spring Harbor
Laboratory, 2000). Cualquiera de estos medios y métodos se pueden utilizar en los métodos descritos en la presente
memoria.

El primer polipéptido descrito en la presente memoria puede traducirse a partir de una molécula de acido nucleico
que codifica el polipéptido proteoliticamente activo. La SEQ ID NO: 26 es un ejemplo de dicha molécula de acido
nucleico. Alternativamente, dicha molécula de acido nucleico puede codificar un polipéptido precursor que es
proteoliticamente inactivo, pero que puede convertirse en el polipéptido proteoliticamente activo descrito en la
presente memoria. La SEQ ID NO: 27 es un ejemplo de dicha molécula de acido nucleico. El precursor
proteoliticamente inactivo también se denomina "BoNTHydrolase inactiva", abreviado iBH. Este polipéptido
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proteoliticamente inactivo puede, p. €j., ser activado durante o después de la traduccién o poniendo en contacto, por
ejemplo, dicho polipéptido proteoliticamente inactivo con una proteasa capaz de eliminar los residuos de
aminoacidos inactivantes en el extremo N del polipéptido proteoliticamente inactivo. Un ejemplo de un polipéptido
proteoliticamente inactivo es el polipéptido representado por SEQ ID NO: 2. Otro ejemplo es un polipéptido que
comprende una secuencia polipeptidica que tiene al menos 50% de identidad de secuencia con la secuencia de
SEQ ID NO: 2. La expresion "inactivar residuos de aminoacidos en el extremo N" en un aspecto se refiere a los
primeros restos de 248aa de dicho polipéptido. Esta expresion puede referirse a un fragmento de hasta 10aa, 50aa,
100aa, 150aa, 200aa, 250aa residuos de dicho polipéptido. Cualquiera de estos polipéptidos es util en el método
para la fabricacién de un polipéptido proteoliticamente activo descrito en la presente memoria. Se describe en este
documento una proteasa capaz de eliminar los residuos de aminoacidos inactivos del extremo N de este polipéptido
que se aisla, p. €j., de Clostridium botulinum, Clostridium butyricum, Clostridium baratii y Clostridium tetani. En el
presente documento se describe una proteasa capaz de eliminar dicho aminoacido inactivante proporcionando un
lisado fraccionado o no fraccionado de dichas células. Los residuos de aminoacidos inactivantes se pueden eliminar
poniendo en contacto el polipéptido proteoliticamente inactivo con dicho lisado e incubando hasta que el polipéptido
proteoliticamente inactivo se transforme en el polipéptido proteoliticamente activo.

En el presente documento se describe un método en el que el polipéptido se traduce en una célula. La célula puede
ser una célula procariota o eucariética. Se describe en este documento una célula seleccionada entre E. coli, B.
subtilis o levadura. También se describe en este documento la traducciéon del polipéptido descrito en el presente
documento en una célula de tipo salvaje, es decir, una célula aislada de la naturaleza, tal como cualquier aislado
conocido de Clostridium botulinum, Clostridium butyricum, Clostridium baratii y Clostridium tetani. Dicha célula puede
ser la cepa Hall de C. botulinum (ATCC 3502). Dicha célula puede ser la célula descrita anteriormente en este
documento.

Los productos de traduccion obtenidos por el método pueden purificarse por diversos medios, todos los cuales son
conocidos por los expertos en la técnica (p. ej., Recombinant DNA Principles and Methodologies, J. Green, Marcel
Dekker Inc., 1998; The Condensed Protocols: From Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook et al, Cold
Spring Harbor Laboratory, 2006; Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook et al., Cold Spring Harbor
Laboratory, 2000). Los métodos tipicos de purificacion del polipéptido descrito en la presente invenciéon pueden
implicar la centrifugacion de lisado celular, la precipitacion de proteinas con sulfato de amonio, la resuspension de
proteinas, la centrifugacion de proteinas resuspendidas, la cromatografia de intercambio i6nico, la cromatografia de
exclusion por tamafios, la cromatografia de interaccion hidréfoba y similares. Varias combinaciones de tales etapas,
en orden diferente, pueden ser Utiles para purificar el polipéptido. Un método para purificar el polipéptido se describe
en los Ejemplos.

En una descripcién, la etapa de purificacién comprende la unién del polipéptido a un soporte sélido. La expresion
"soporte solido" se refiere a una matriz que abarca, p. €j., silice, dextrano reticulado, poliacrilamida reticulada o
agarosa reticulada y similares. También se incluyen, en particular, polipéptidos, vidrio, poliestireno, polipropileno,
polietileno, polietilenglicol (PEG), dextrano, nilon, amilasas, celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas,
gabros y magnetita. Un soporte solido puede ser una matriz de polisacarido seleccionada del grupo que consiste en:
sepharose, sephadex, agarosa, sephacell, microcelulosa y perlas de alginato. Dicho soporte sélido puede consistir
en perlas de vidrio y/o matrices de polipéptidos.

En una descripcion, el soporte solido esta unido al anticuerpo descrito en la presente memoria. El término "enlazado"
significa, en una descripcion, establemente unido o establemente asociado. En otra descripcion, enlazado incluye
interacciones tales como enlaces indirectos o directos, no reversibles o reversibles, fisicos y quimicos,
electrostaticos y/o covalentes. En una descripcion, el anticuerpo esta unido covalentemente, directamente o a través
de una molécula enlazadora, al soporte sélido. El anticuerpo puede unirse a dicho soporte sélido a través de un
enlazante, incluyendo compuestos moleculares pequefios y moléculas enlazadoras de péptidos (o polipéptidos). El
soporte soélido puede tener practicamente cualquier configuracion o disposicion estructural posible siempre que el
anticuerpo acoplado sea capaz de unirse a su antigeno. Por lo tanto, la matriz o soporte sélido puede ser esférico,
como en una perla, o cilindrico, como en la superficie interior de un tubo de ensayo, o la superficie externa de una
varilla. Alternativamente, la superficie puede ser irregular o plana tal como una hoja o tira de ensayo.

Dicho anticuerpo enlazado al soporte solido puede usarse p. €j., en un método de fabricaciéon o en un método de
diagndstico. Dicho método de fabricacion puede comprender una etapa de cromatografia de afinidad, en la que
dicha cromatografia de afinidad se basa en un anticuerpo unido a un soporte soélido. Dicho anticuerpo puede ser un
anticuerpo que se une especificamente al polipéptido proteoliticamente activo descrito en la presente memoria.
Dicho anticuerpo puede ser un anticuerpo que se une especificamente al polipéptido proteoliticamente inactivo
descrito en la presente memoria.

Se describe en este documento un método para fabricar el polipéptido proteoliticamente activo que comprende
purificar el polipéptido a partir de una mezcla que contiene componentes adicionales. La purificacion puede basarse,
p. €j., en la polaridad, la carga eléctrica y el tamafio. Por lo tanto, el método puede comprender una o mas etapas de
separacion seleccionadas del grupo que consiste en: HPLC en fase normal, HPLC en fase inversa, cromatografia de
interaccion hidrofilica (HILIC), cromatografia de interaccion hidrofoba (HIC), cromatografia de intercambio idnico
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(IEC), incluyendo cromatografia de intercambio anidnico y cromatografia de intercambio catidnico, cromatografia de
exclusion por tamafios (SEC), cromatografia de permeacion de gel (GPC).

Se describe en este documento una purificacion que comprende las etapas de: (a) separacion por cromatografia de
intercambio anidnico; (b) separacion por cromatografia de exclusion por tamafos; (c) separacion por cromatografia
de interaccion hidrofébica; y (d) separacion por cromatografia de exclusion por tamarios.

Una o mas fracciones recogidas de una columna de cromatografia pueden concentrarse, p. €j., por precipitacion o
ultrafiltracion.

En el presente documento se describe una composicion que comprende el polipéptido proteoliticamente activo.
Utilizando el método descrito en la presente memoria, es posible fabricar un polipéptido proteoliticamente activo, que
esta sustancialmente libre de polipéptido proteoliticamente inactivo. En otras palabras, el método proporciona un
polipéptido proteoliticamente activo y una composicién que no comprende contaminacion sustancial con proteina
precursora inactiva del polipéptido. Se considera que una composicién no contiene contaminacién sustancial o esta
sustancialmente libre de polipéptido precursor proteoliticamente inactivo si, mediante un método de deteccion
basado en Western Blot, se puede detectar menos del 5% de precursor proteoliticamente inactivo, en donde dicho
5% se refiere a la cantidad de precursor proteoliticamente inactivo en relacion con la suma de polipéptido
proteoliticamente activo e inactivo. Dicha composicion puede ser sustancialmente pura y comprender al menos un
50% de polipéptido proteoliticamente activo, en donde dicho 50% se refiere a la cantidad de precursor
proteoliticamente activo en relacion con la cantidad total de proteina contenida en la composicién. Dicha
composicion sustancialmente pura puede comprender al menos 75%, 80%, 90% o al menos 98% de polipéptido
proteoliticamente activo.

Se describe en la presente memoria un polipéptido que se puede obtener a partir del método para la fabricacién de
un polipéptido proteoliticamente activo como se ha descrito en este documento anteriormente y como se ilustra en
los Ejemplos. En el presente documento se describe un polipéptido proteoliticamente activo que es un polipéptido
proteoliticamente activo con la secuencia polipeptidica de SEQ ID NO: 1. En el presente documento se describe un
polipéptido proteoliticamente activo que tiene al menos un 50% de identidad de secuencia con la secuencia de SEQ
ID NO: 1. Se describe en la presente memoria un polipéptido proteoliticamente activo que comprende una secuencia
polipeptidica que tiene al menos una identidad de secuencia del 50% con la secuencia de SEQ ID NO: 1. La
expresion "polipéptido que se puede obtener”, como se usa en la presente memoria, se refiere en un aspecto a un
polipéptido que se traduce a partir del acido nucleico descrito en el presente documento. El polipéptido puede
posteriormente someterse a modificaciéon postraduccional tal como acilacion, alquilacién, amidacién, adicién de
aminoacidos, delecion de aminoacidos, glicosilacion, oxidacion, S-glutationilacién, fosforilacion, sulfatacion,
procesamiento proteolitico y similares. Ademas, el polipéptido puede unirse a un ion metélico tal como Li*, N/a*, K',
Ag’, Cs*, Mg, Ca®, Co®, Ni**, Mn*, Cu** 0 Zn*". Preferiblemente, dicho ion metalico es Zn**, Mn** o0 Co?".

En la presente memoria se describe un anticuerpo que se une especificamente al polipéptido descrito en la presente
memoria. El término "anticuerpo”, tal como se utiliza en la presente memoria, abarca un anticuerpo monoclonal, un
anticuerpo policlonal, un anticuerpo de cadena Unica, un anticuerpo humano, humanizado, primatizado o quimérico,
un anticuerpo biespecifico, un anticuerpo sintético, derivados modificados quimicamente o enzimaticamente, un
fragmento de cualquiera de dichos anticuerpos o aptameros que consisten en acidos nucleicos naturales y/o
modificados quimicamente. Los fragmentos de dichos anticuerpos incluyen fragmentos F(ab')2, F(ab), Fv o scFv o
derivados modificados quimicamente o enzimaticamente de cualquiera de estos fragmentos.

En una descripcion, el anticuerpo se unira especificamente al polipéptido proteoliticamente activo descrito en la
presente memoria 0 a su precursor proteoliticamente inactivo. Un anticuerpo que es especifico para el polipéptido
proteoliticamente activo reacciona de forma cruzada con el polipéptido proteoliticamente inactivo descrito en el
presente documento. Se describe en este documento un anticuerpo capaz de discriminar entre el polipéptido
proteoliticamente activo y su precursor inactivo. En otra descripcion, el epitopo para el cual dicho anticuerpo es
especifico esta localizado en una regién de aminoacidos que esta presente en el polipéptido proteoliticamente
inactivo pero no en el polipéptido proteoliticamente activo. Por ejemplo, dicho epitopo puede ser un epitopo de una
region polipeptidica que consiste en los residuos de aminoacidos 1 a 248 de un polipéptido que comprende la
secuencia polipeptidica que tiene al menos 50% de identidad de secuencia con la secuencia de SEQ ID NO: 2.

Se describe en este documento un epitopo formado por restos de aminoacidos situados en el extremo N del
aminoacido 249 de un polipéptido que comprende la secuencia polipeptidica que tiene al menos una identidad de
secuencia del 50% con la secuencia de la SEQ ID NO: 2. Dicho epitopo se puede eliminar del polipéptido
proteoliticamente inactivo descrito en la presente memoria mediante un procesamiento proteolitico.

En una descripcion, el epitopo para el cual el anticuerpo es especifico es un epitopo situado en el extremo N de un
polipéptido que comprende la secuencia polipeptidica que tiene al menos un 50% de identidad de secuencia con la
secuencia de la SEQ ID NO: 1. El término "N-terminal”, tal como se utiliza en esta descripcion, se refiere a una
region del polipéptido que comprende los 50 restos de aminoacidos N-terminales de dicha secuencia polipeptidica,
preferiblemente los 25 residuos de aminoacidos N-terminales de dicha secuencia polipeptidica. En una descripciéon
particular, el término se refiere a los 14 residuos de aminoacidos N-terminales. El término "epitopo”, tal como se
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utiliza en la presente memoria, se refiere al determinante antigénico que es reconocido por el anticuerpo descrito en
la presente memoria. En una descripcion, el epitopo es un epitopo lineal, en otra descripcion el epitopo es un
epitopo conformacional. En una descripcion particular, el determinante antigénico consiste en un péptido que tiene la
secuencia de aminoacidos del extremo N del polipéptido proteoliticamente activo descrito en el presente documento,
en el que dicho péptido puede tener una longitud de aminoacidos de 7 a 14, preferiblemente de 8, 9, 10, 11, 12,13 6
14 residuos de aminoacidos.

La expresion "se une especificamente" o "que se une especificamente a" en una descripcion significa que el
anticuerpo no reacciona de forma cruzada en una extension significativa con otros epitopos, ya sea sobre el
polipéptido descrito en la presente memoria o sobre otros polipéptidos en general. La especificidad del epitopo es
una caracteristica importante del anticuerpo. La especificidad del anticuerpo con respecto al polipéptido
proteoliticamente activo frente al proteoliticamente inactivo debera ser, en un aspecto, al menos 95%, al menos
96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%. La unién especifica se puede probar mediante diversas técnicas
bien conocidas que incluyen, por ejemplo, estudios de competicion. Otra caracteristica importante es la sensibilidad
del anticuerpo. La sensibilidad debe ser, en una descripcion, tal que al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el
90%, al menos el 95% del epitopo comprendido por una muestra esta unido. La sensibilidad se puede probar por
técnicas bien conocidas. Los expertos en la técnica seran capaces de determinar las condiciones de ensayo
operativas y 6ptimas para cada determinacion empleando experimentacién rutinaria. Las técnicas convencionales
para estudios de unién incluyen radioinmunoensayo, ELISA, didlisis de equilibrio, microcalorimetria isotérmica,
ensayos BIACORE® (resonancia de plasmon de superficie, SPR) u otros métodos de adsorcion superficial. El
sistema BIACORE® SPR mide la interaccion anticuerpo-antigeno. La respuesta SPR refleja un cambio en la
concentracion de masa en la superficie del detector cuando los analitos se unen o disocian. Basado en SPR, las
mediciones BIACORE® en tiempo real monitorean las interacciones directamente cuando ocurren, véase BIA
Applications Handbook, version AB (reimpreso 1998), BIACORE® cddigo No: BR-1001-86; BlAtechnology
Handbook, version AB (reimpreso 1998), BIACORE® caédigo No: BR-1001-84. Las propiedades de unidn, tales como
la sensibilidad de un anticuerpo de la presente invencion, pueden determinarse en principio mediante estudios de
union utilizando un antigeno inmovilizado (el ligando) presentado en una superficie del sensor. El anticuerpo a
ensayar (el analito) se proporcionara en la fase mévil, es decir, en una solucién. En algunos casos, el antigeno esta
unido indirectamente a la superficie a través de la unién a otra molécula inmovilizada que se denomina molécula de
captura. Cuando el anticuerpo se inyecta en un pulso discreto a través de la superficie con los antigenos
inmovilizados, se pueden subdividir esencialmente tres fases: (i) asociacion del anticuerpo con el antigeno durante la
inyeccion de la muestra; (ii) Equilibrio o estado estacionario durante la inyeccién de la muestra, donde la velocidad
de unién del anticuerpo se equilibra por disociacién del complejo anticuerpo-antigeno; (iii) Disociacion del anticuerpo
de la superficie durante el flujo de tampdn. Se entendera que dicho ensayo puede realizarse alternativamente con
los anticuerpos inmovilizados a investigar y una solucién que contiene el antigeno como fase movil. Las fases de
asociacion y disociacion proporcionan informacién sobre la cinética de la interaccion analito-ligando (ka y kg, las
velocidades de formacion y disociacion del complejo, kq/ka=Kbp). La fase de equilibrio proporciona informacién sobre
la afinidad de la interaccion analito-ligando (Kp). El anticuerpo puede tener una Kp de menos de 0,5 uM, en otra
descripcion inferior a 0,05 uM y, en otra descripcion, inferior a 0,02 pM.

El anticuerpo al que se hace referencia en este documento puede fabricarse usando métodos que se describen, por
ejemplo, en Harlow y Lane, 1988 (Harlow y Lane, "Antibodies, A Laboratory Manual", CSH Press, Cold Spring
Harbor, 1988). Los anticuerpos monoclonales pueden prepararse mediante las técnicas descritas originalmente en
Kohler y Milstein, 1975 (Kohler y Milstein 1975, Nature 256: 495) y Galfre y Milstein, 1981 (Galfre y Milstein 1981,
Meth Enzymol 73: 3). Dichas técnicas comprenden la fusién de células de mieloma de ratén a células de bazo
derivadas de mamiferos inmunizados. Los anticuerpos se pueden mejorar adicionalmente mediante técnicas bien
conocidas en la técnica. Por ejemplo, la resonancia de plasmoén de superficie, tal como se emplea en el sistema
BIACORE®, puede usarse para aumentar la eficacia de anticuerpos fagicos que se unen al epitopo antes
mencionado dentro del polipéptido de la presente invencion (cf. Schier et al., 1996, Human Antibodies Hybridomas 7:
97; Malmborg et al., 1995, J. Immunol Methods 183: 7).

Se describe en este documento un anticuerpo producido usando un péptido que comprende o que consiste en el
epitopo antes mencionado. El péptido se puede producir p. ej., sintéticamente o por expresion recombinante.
Alternativamente, el anticuerpo puede producirse aplicando un polipéptido proteoliticamente activo o inactivo de
origen natural descrito en la presente memoria. En este Ultimo caso, debe entenderse que los anticuerpos
resultantes se someteran ulteriormente a prueba de especificidad con respecto al polipéptido descrito en el presente
documento. Se describe en este documento un anticuerpo monoclonal producido usando un polipéptido descrito en
la presente memoria que puede tratarse con un detergente con el fin de hacer que el epitopo esté
inmunoldgicamente disponible. Sin embargo, se entendera que en un caso en que el anticuerpo se dirija contra un
epitopo conformacional, no se llevara a cabo dicho tratamiento con detergente. Los agentes de estimulaciéon inmune
tales como la hemocianina de lapa californiana (KLH) también se pueden aplicar en tal procedimiento,
especialmente cuando se usa un péptido sintético.

El anticuerpo puede utilizarse, por ejemplo, para cromatografia de afinidad, inmunoprecipitacion e
inmunolocalizacion del polipéptido de la presente invencion, asi como para la monitorizacion de la presencia de
dicho polipéptido en muestras o en organismos recombinantes. Ademas, el anticuerpo puede usarse en un método
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de deteccion o en un método de diagnoéstico. En una descripcion particular, el anticuerpo se usa en Western Blot o
ELISA. Ademas, el anticuerpo se puede usar en aplicaciones terapéuticas. En particular, el anticuerpo puede usarse
para inhibir la actividad del polipéptido proteoliticamente activo descrito en el presente documento. Por lo tanto, el
anticuerpo también tiene diversas aplicaciones terapéuticas descritas en este documento mas adelante.

En el presente documento se describe el uso del polipéptido proteoliticamente activo descrito en el presente
documento en un método para procesar proteoliticamente un polipéptido. Se describe en este documento un método
para la fabricacion de un polipéptido procesado proteoliticamente, que comprende la etapa de poner en contacto: (a)
un primer polipéptido, siendo dicho primer polipéptido el polipéptido descrito en la presente memoria, con (b) un
segundo polipéptido, siendo dicho segundo polipéptido susceptible de protedlisis por dicho polipéptido, en el que
dicho contacto da como resultado el procesamiento proteolitico de dicho segundo polipéptido en al menos dos
productos de escision.

El uso de Lys-N o Lys-C y arginil endopeptidasa (endoproteinasa Arg-C, LeR) de Lysobacter enzymogenes (ATCC
29487) (Wright DS, Graham LD, Jennings PA. Biochim Biophys Acta. 1998 Dic 22; 1443 (3): 369 - 74) se describe en
la presente memoria. El uso de plasmina y/o omptina (OmpT), una serina proteasa unida a la membrana que
escinde en motivos (Arg/Lys) - (Arg/Lys) (K. Sugimura y T. Nishihara. J. Bacteriol. 170 (1988), pp. 5625-5632) en un
método para procesar proteoliticamente CNT tal como BoNT/A se describe en la presente memoria. En un aspecto,
la presente invencién se refiere a un método para la fabricacién de un polipéptido procesado proteoliticamente, que
comprende la etapa de poner en contacto: (a) un primer polipéptido, siendo dicho primer polipéptido Lys-C, con (b)
un segundo polipéptido, siendo dicho segundo polipéptido susceptible a la protedlisis por dicho primer polipéptido,
donde dicho contacto da como resultado un procesamiento proteolitico de dicho segundo polipéptido en al menos
dos productos de escision, y en el que el segundo polipéptido es la cadena uUnica de BoNT/A y en el que dicho
primer polipéptido hidroliza el serotipo A de la neurotoxina botulinica de cadena sencilla (BoNT/A) para producir un
serotipo A de neurotoxina botulinica di-cadena (BoNT/A). El término "Lys-C" se refiere a la serina endoproteinasa
Lys-C de 33 kDa de Lysobacter enzymogenes (Lysyl endopeptidase, LeK, Genbank acc. Q7M135) que escinde
especificamente enlaces peptidicos C-terminalmente a lisina. El término "Lys-N" se refiere a la metaloendopeptidasa
Lys-N aislada de Grifola frondosa y Pleurotus ostreatus (Nonaka T et al., 1997, J Biol Chem. 272: 30032-30039;
Nonaka T et al., 1998, J Biochem. 1998, 124: 157-162; Hori T y col., 2001, Acta Crystallogr D Biol Crystallogr. 57:
361-368). También se incluyen en el término homologos de dicha proteasa que tienen al menos un 60% de identidad
de secuencia.

Se describe en este documento un método utilizado, por ejemplo, para fabricar una neurotoxina procesada
proteoliticamente (CNT) o una neurotoxina botulinica (BoNT). El término "BoNT", tal como se emplea en su totalidad,
significa una neurotoxina botulinica y se refiere a la neurotoxina obtenible de C. botulinum tal como BoNT del
serotipo A, B, C1, D, E, F o G. También se incluye en el término "CNT" y "BoNT" una neurotoxina recombinante y
modificada que comprende una o mas modificaciones incluyendo la modificacién quimica o la modificacion genética.
La expresion "modificacion genética" significa supresion, sustitucion o adicion de uno o mas residuos de
aminoacidos. Usando el método de la presente invencion, ahora es posible obtener composiciones de neurotoxina
con una contaminacioén significativamente menor por neurotoxina no procesada o parcialmente procesada, ya que
estos contaminantes se procesan eficientemente en la neurotoxina de di-cadena. En un aspecto, la di-cadena
(BoNT/A) es una di-cadena nativa (BoNT/A), en la que el extremo C-terminal de la cadena ligera y el extremo N-
terminal de la cadena pesada son idénticos a los correspondientes di-cadena (BoNT/A) aislada de clostridios
naturales.

La expresion "poner en contacto”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a poner al menos dos
compuestos diferentes en proximidad fisica para permitir la interaccion fisica y/o quimica de dichos compuestos. De
acuerdo con el método de esta invencion, dichos dos compuestos diferentes son, en un aspecto, el primer y el
segundo polipéptidos que estan comprendidos por la solucién. El contacto se lleva a cabo bajo condiciones y
durante un tiempo suficiente para permitir la interacciéon del primer y segundo polipéptido. La expresion "polipéptido
procesado proteoliticamente”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere en un aspecto a un polipéptido,
cuya cadena polipeptidica ha sido hidrolizada o escindida en uno o mas enlaces peptidicos. En otro aspecto, la
expresion se refiere a un polipéptido que ha sido escindido proteoliticamente por una endoproteinasa o
endopeptidasa. En otro aspecto, la expresion se refiere a un polipéptido que ha sido escindido hasta un grado de al
menos 50%. En otro aspecto, dicho polipéptido procesado proteoliticamente es el segundo polipéptido. En otro
aspecto, al menos el 60%, el 70%, el 80%, el 90% o el 95% se procesan proteoliticamente.

La expresion "segundo polipéptido”, tal como se utiliza en este documento, se refiere al sustrato de dicho primer
polipéptido. La expresion "ser susceptible a la protedlisis" se refiere a una caracteristica o requisito del segundo
polipéptido y se usa en la presente memoria significando que el segundo polipéptido es escindible proteoliticamente
por dicho primer polipéptido. En otras palabras, la expresion "ser susceptible a la protedlisis" significa que el
segundo polipéptido comprende un sitio de reconocimiento y escision de proteasa que le permite funcionar como un
sustrato del primer polipéptido. El "segundo polipéptido" es un sustrato del primer polipéptido y se procesa
proteoliticamente en dos o mas productos de escisién. Usando el ensayo descrito anteriormente, el experto en la
materia puede probar si un polipéptido dado es un sustrato del primer polipéptido y, por lo tanto, un "segundo
polipéptido" de acuerdo con la definicién de la presente invencion. La expresion "al menos dos productos de
escision" incluye, por ejemplo, hasta dos, tres, cuatro, cinco y hasta seis productos de escision.
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Este método puede usarse, por ejemplo, para preparar una composicion farmacéutica que comprende neurotoxina
clostridial o para generar fragmentos polipeptidicos usados en un método de espectrometria de masas. El primer
polipéptido y el segundo polipéptido pueden ponerse en contacto en diversas etapas en el proceso de fabricacion del
polipéptido procesado proteoliticamente. En un aspecto, la etapa de poner en contacto el primer polipéptido y el
segundo polipéptido es dentro de una célula. En un aspecto particular de esta realizacion, el primer y el segundo
polipéptidos se expresan en dicha célula.

En otro aspecto, dicha etapa de contacto es en un lisado celular o en un lisado celular purificado. Este aspecto
abarca la adiciéon del primer polipéptido al lisado o al lisado purificado. El primer polipéptido se puede afiadir en
varias etapas durante la purificacion del segundo polipéptido a partir del lisado celular. Por ejemplo, se puede afadir
el primer polipéptido antes o después de la precipitacion de proteinas, cromatografia de intercambio i6nico,
cromatografia de interaccion hidréfoba y/o cromatografia de exclusiéon por tamafios. Ademas, también se incluye la
adicion del primer polipéptido a una composicion farmacéutica. En este aspecto, el polipéptido de la presente
invencion se utiliza p. ej., para la escision proteolitica del segundo polipéptido, p. e€j., para activar un segundo
polipéptido que es un agente terapéutico contenido en la composicion farmacéutica. También se prevé la
administracion del primer polipéptido a un sujeto, con el fin de procesar proteoliticamente un segundo polipéptido en
el sujeto. La administracion también incluye la coadministracion del primer y segundo polipéptidos. También se
abarca por este método una etapa de incubacién en condiciones y durante un tiempo suficiente para escindir el
segundo polipéptido. En un aspecto, las condiciones pueden comprender la adicion de un tampdn seleccionado del
grupo que consiste en Tris-HCI 100 mM, pH 8,0 o PBS (NaHPO4 50 mMz, NaCl 150 mM, pH 7,4). Las condiciones
de tampon preferidas incluyen Tris-HCI 100 mM, pH 8,0. El "tiempo suficiente para escindir" se puede determinar
usando el ensayo descrito anteriormente en este documento. En un aspecto, dicho "tiempo suficiente para escindir"
depende del grado de escision que debe tener el polipéptido procesado proteoliticamente o una composicion que lo
comprende. En un aspecto, el método comprende una etapa de incubar el primer y el segundo polipéptidos durante
al menos 30 min, 60 min, 120 min o al menos 240 min. En otro aspecto, el primer y el segundo polipéptidos se
incuban durante hasta 30 min, 60 min, 120 min, 240 min, 480 min o hasta 600 min. En otro aspecto, el método
comprende una etapa de incubar el primer y el segundo polipéptidos a 4°C o a 37°C. En otro aspecto, el método
comprende una etapa de incubacién durante hasta 1 h, hasta2 h, 4 h, 6 h, 10 h o hasta 16 h.

En un aspecto, la cadena polipeptidica de dicho segundo polipéptido comprende una secuencia seleccionada de
cualquiera de las SEQ ID NO: 4 a 25. En un aspecto mas particular, la cadena polipeptidica de dicho segundo
polipéptido comprende una secuencia seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO: 4 a 25 y en la que el segundo
polipéptido es escindido en C-terminal en un resto de aminoacido basico dentro de dicha secuencia de cualquiera de
SEQ ID NO: 4 a 25. Dichas secuencias representan secuencias de aminoacidos de sustratos conocidos del
polipéptido proteoliticamente activo de la presente invencién. Como se muestra en este documento, dichos sustratos
se escinden en C-terminal a un residuo de aminoacido basico contenido en la secuencia, comparar la Tabla 1, la
columna LC y HN. En un aspecto preferido, dicho segundo polipéptido comprende una secuencia seleccionada de
SEQ ID NO: 4 a 10. En otro aspecto preferido, dicho segundo polipéptido es BoNT/A o un derivado del mismo,
incluyendo p. €j., el polipéptido de SEQ ID NO: 3 y sus derivados. El término “derivado”, tal como se usa con
respecto a este y otros aspectos de la invencién, comprende mutaciones de aminoacidos tales como adicion,
sustitucion, deleciéon o truncamiento de uno o mas residuos de aminoacidos.

En un aspecto, el segundo polipéptido comprende un derivado de cualquiera de las SEQ ID NO: 4 a 25, o de SEQ ID
NO: 3, en el que dicho derivado tiene una o mas mutaciones puntuales y/o uno o mas residuos de aminoacidos
adicionales. En otro aspecto, dicho derivado tiene hasta 1, hasta 2, hasta 3, hasta 4, hasta 5, hasta 6, hasta 7, hasta
8, hasta 9, hasta 10, hasta 15 mutaciones puntuales. Usando el ensayo de actividad para determinar la actividad de
proteasa, como se describe en la presente memoria, el experto en la materia puede determinar si un derivado dado
se procesa por el polipéptido proteoliticamente activo descrito en la presente memoria. En otro aspecto, el derivado
contiene una mutacién puntual que cambia un residuo de aminoacido basico en un resto de aminoacido no basico.
En otro aspecto, el derivado tiene al menos un 50% de identidad de secuencia con cualquiera de las SEQ ID NO: 4 a
25. En otro aspecto, dicho derivado o un polipéptido que comprende el derivado es un sustrato del primer polipéptido
y es proteoliticamente escindible por el primer polipéptido. Un ejemplo tipico es un derivado de la SEQ ID NO: 3 que
comprende, por ejemplo, una o mas mutaciones puntuales en la cadena ligera o pesada.

Se describe en este documento un segundo polipéptido que comprende (a) una secuencia polipeptidica que tiene al
menos un 30% de identidad de secuencia con la secuencia de SEQ ID NO: 3 [(BoNT/A de ATCC 3502, Genbank ac.
AAA23262)]; o (b) una secuencia polipeptidica seleccionada del grupo que consiste en neurotoxina tetanica,
proteina del Factor X de coagulaciéon o Protrombina (Factor Il), enzimas digestivas del pancreas como la tripsina,
quimotripsina, pepsina, papaina. Al menos el 30% significa al menos el 30%, al menos el 40%, al menos el 50%, al
menos el 85%. En un aspecto particular, la identidad de secuencia de dicha segunda secuencia polipeptidica que
tiene al menos 50% de identidad de secuencia con la secuencia de SEQ ID NO: 3 se determina basandose en la
posicion de aminoacido 420 a 466 de SEQ ID NO: 3, en otro aspecto, dicha identidad de secuencia se determina
basandose en cualquiera de las SEQ ID NO: 4 a 25. Se describe en el presente documento un segundo polipéptido
que comprende una secuencia polipeptidica que tiene, p. ej.,, una identidad de secuencia de al menos el 30% con
respecto a la secuencia polipeptidica encontrada entre las posiciones de aminoacidos 420 y 466 de SEQ ID NO: 3 o
al menos 30% de identidad de secuencia con la secuencia polipeptidica de cualquiera de las SEQ ID NO: 4 a 25. Un
polipéptido segun esta definicion es, p. €j., obtenible de C. botulinum, C. tetani o C. sporogenes. Se describe en este
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documento un segundo polipéptido que puede ser, por ejemplo, una neurotoxina natural tal como BoNT/A, B, C1, D,
E, F o G o un derivado de la misma que comprende una o mas mutaciones de aminoacidos tales como adicion,
sustitucion, delecion o truncamiento de uno o mas residuos de aminoacidos. Se incluyen, por ejemplo, los derivados
que carecen de, p. €j., el dominio nativo de neurotoxina HC o partes de los mismos o derivados con otros residuos
de aminoacidos que reemplazan el dominio de neurotoxina HC asi como derivados con una cadena ligera adicional
u otra molécula de carga proteinica fusionada en N terminal a la cadena ligera de BoNT.

En otro aspecto, el segundo polipéptido puede contener residuos de aminoacidos adicionales en el extremo N o C o
en una posicién interna. Los residuos de aminoacidos adicionales pueden estar flanqueados por uno o mas sitios de
escision de proteasas. En otro aspecto, la secuencia de aminoacidos adicional funciona como un marcador
detectable y/o permite la unién a un soporte solido. Un ejemplo es una marcador his o un marcador GST. Otro
ejemplo es la secuencia de aminoacidos VPPTPGSAWSHPQFEK que contiene Streptag, preferiblemente afiadido al
extremo C-terminal.

Se describe en este documento un segundo polipéptido que es un polipéptido que comprende una secuencia
polipeptidica como se muestra en GenBank no: CBZ04958.1, YP_002805603.1, ZP_001788403.1,
YP_001782718.1, ZP_02616437.1, ZP_02614241.1, YP_001392361.1, YP_001255575.1 o un homdlogo de la
misma que tiene al menos un 50% de identidad de secuencia.

En otro aspecto, la actividad biolégica de dicho segundo polipéptido estda modulada por la escision proteolitica. Es
bien conocido por los expertos en la materia que la funcién de muchos polipéptidos puede ser modulada por
procesamiento proteolitico. "Modulado”, tal como se usa en la presente memoria, significa aumento o disminucion,
activacion o inactivacion. Por ejemplo, la actividad biolégica de muchas neurotoxinas clostridiales se incrementa o se
desencadena mediante el procesamiento proteolitico de una neurotoxina de cadena Unica en una neurotoxina di-
cadena, en donde la neurotoxina di-cadena se compone de una cadena polipéptica ligera y una pesada, que estan
unidas covalentemente a través de un puente disulfuro. La actividad bioldgica de la neurotoxina abarca al menos
tres actividades separadas: la primera actividad es una "actividad proteolitica" que reside en la cadena ligera de la
neurotoxina y es responsable de hidrolizar el enlace peptidico de uno o mas polipéptidos implicados en la regulacion
de la fusién de la membrana celular. Una segunda actividad es una "actividad de translocacion”, que reside en el
extremo N-terminal de la cadena pesada de la neurotoxina procesada y esta implicada en el transporte de la cadena
ligera a través de la membrana lisosomal y en el citoplasma. Una tercera actividad es una "actividad de union al
receptor”, que reside en el extremo C-terminal de la cadena pesada de la neurotoxina procesada y que participa en
la union y absorcion de la neurotoxina a una célula diana. En un aspecto preferido, la expresion “actividad bioldgica”,
como se usa en la presente memoria, significa actividad proteolitica. En un aspecto mas preferido, la expresion
significa actividad proteolitica incrementada.

La actividad biolégica de la neurotoxina clostridial se puede medir mediante diversos ensayos, todos conocidos por
los expertos en la técnica. Estas pruebas permiten determinar una o mas de las actividades mencionadas
anteriormente. Por ejemplo, el ensayo LD50 de raton o el ensayo de hemidiafragma de nervio frénico de ratén ex
vivo (MPN) como se describe por Pearce et al., 1994 (Pearce LB, Borodic GE, First ER, MacCallum RD (1994),
Toxicol Appl Pharmacol 128: 69 - 77) y Habermann et al., 1980 (Habermann E, Dreyer F, Bigalke H. (1980), Naunyn
Schmiedebergs Arch Pharmacol. 311: 33-40) permiten determinar el efecto téxico de una preparacion de
neurotoxina en un organismo vivo o en una preparacion neuromuscular aislada. Para establecer el efecto toxico en
un ensayo LD50, la neurotoxina debe ser biolégicamente activa en cada una de dichas tres actividades
mencionadas anteriormente. Ademas, estan disponibles otros diversos ensayos, que permiten, por ejemplo,
determinar si una neurotoxina o la cadena ligera de la neurotoxina es proteoliticamente activa. Dichos ensayos se
basan, p. €j., en poner en contacto BoNT/A con SNAP-25. Alternativamente, se puede usar un péptido que
represente el sitio de escision de SNAP-25, donde el péptido puede marcarse para facilitar la deteccién. En un
aspecto preferido, la actividad biolégica se determina usando el ensayo de MPN descrito anteriormente en esta
memoria.

Se describe en el presente documento un primer polipéptido activado mediante procesamiento proteolitico de un
polipéptido precursor inactivo, comprendiendo dicho polipéptido precursor inactivo una secuencia polipeptidica que
tiene al menos un 60% de identidad de secuencia con la secuencia de SEQ ID NO: 2. Esto descansa en la
observacién de que un polipéptido que tiene la secuencia polipeptidica de SEQ ID NO: 2 es proteoliticamente
inactivo, mientras que los truncamientos N - terminales de los mismos son proteoliticamente activos. En la presente
memoria se describe el uso del polipéptido proteoliticamente inactivo en los métodos descritos en la presente
memoria. El polipéptido proteoliticamente inactivo descrito en la presente memoria puede activarse, p. €j., mediante
la eliminacion de un fragmento del extremo N-terminal o de todo el extremo N que comprende los residuos de
aminoacidos 1 a 248 de la SEQ ID NO: 2. En una descripcion, el extremo N-terminal se elimina por una proteasa, en
otra descripcién, el extremo N-terminal se elimina por autoprotedlisis de SEQ ID NO: 2. El 60% de identidad de
secuencia se refiere a una alineacion de secuencia con NT02CB1447 de longitud completa.

En otro aspecto, el método de la presente invencidon para la fabricacion de un polipéptido procesado
proteoliticamente comprende la etapa de purificar el segundo polipéptido procesado proteoliticamente o al menos
uno o dos o mas productos de escision de los mismos. La purificacién de BoNT/A expresado por C. botulinum puede
hacerse p. ej., como se describe esencialmente en el estado de la técnica (DasGupta 1984, Toxicon 22, 415;
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Sathyamoorthy 1985, J Biol Chemistry 260, 10461). En particular, la purificacién de la neurotoxina puede contener
una o mas etapas de precipitacion y extraccion, una o mas etapas de concentracion y otras etapas cromatograficas
distintas. EI BONT/A de cadena sencilla recombinante y su purificacion se describen en la técnica anterior (Rummel
et al., 2004, Mol Microbiol. 51: 631-43).

En una realizacion preferida, la cepa de Clostridium es C. botulinum, que produce BoNT/A, o un derivado de la
misma. Para la fermentacion, el proceso descrito por DasGupta B. R. et al. en Toxicon, vol. 22, No. 3, pag. 414 a
424, 1984, se puede usar. Por lo tanto, se afaden 0,5% de extracto de levadura y 0,6% de pasta de levadura
esterilizada en autoclave a 2% del medio NZ-amina tipo A, y un pH de 7,2 se ajustara con ayuda de NaOH 4N y el
medio preparado de tal manera después se sometera a autoclave. A este medio se puede anadir por separado
glucosa sometida a autoclave (20% en peso por volumen), para llegar a una concentracion final de glucosa de 0,5%
en el medio. La incubacion puede ocurrir, p. €j., a 37°C sin agitacion, en el que la fermentacién se interrumpe, p. €.,
después de 96 horas. Esta dentro del alcance de la presente invenciéon que ademas de la fermentacion discontinua
descrita antes también de la fermentacién semi- discontinua, se puede realizar una fermentaciéon discontinua
repetida o una fermentacion continua.

Después de la fermentacion y separacion reales del medio de fermentacion de las células, el medio de fermentacion
puede someterse a una primera precipitacion con el objetivo de eliminar grandes proteinas. La precipitacion es
preferiblemente una precipitacién acida. Las condiciones de reaccién para tal precipitacion acida son conocidas por
los expertos en la técnica. Tipicamente, puede usarse H,SO4 1,5 M para acidificar el sobrenadante a un pH de 3,5.
La centrifugacion ocurre usualmente durante 20 minutos a 2400 x g a 4°C. El granulo recibido a través de la
centrifugacion se puede lavar con agua, preferiblemente repetidamente. Posteriormente, el granulo puede extraerse
con un tampon de acido citrico y citrato de trisodio 0,1 M, pH 5,5, p. €j., durante una hora. Posteriormente, se puede
realizar una etapa de centrifugacion adicional, p. €j., a 9800 x g durante 20 minutos a 4°C. El granulo asi obtenido
puede extraerse de nuevo opcionalmente como se ha descrito anteriormente. El sobrenadante de la extraccion, y
ambos sobrenadantes en caso de repeticion de la extraccion, pueden ser sometidos a precipitacion con sulfato de
protamina. La precipitacion puede continuar durante la noche, p. €j., a 8°C. Posteriormente, el precipitado puede
centrifugarse, p. €j., durante 20 minutos a 4°C y a 12.000 x g. El sobrenadante de la centrifugacién puede someterse
a una precipitacion tal como una precipitacion con sulfato de amonio, por lo que se pueden eliminar otras proteinas
mas grandes. Después de la etapa de precipitacion con sulfato de amonio, se puede afiadir otra etapa de
centrifugacion y posteriormente se puede volver a disolver el sedimento asi obtenido y, opcionalmente, someterse a
una dialisis. El extracto que se dializa preferentemente y se centrifuga de nuevo, puede someterse a una sucesion
de etapas de cromatografia con el objetivo de purificar la neurotoxina. Cada una de las etapas de cromatografia
sirve para eliminar contaminantes tales como sulfato de protamina, ADN restante, partes de proteinas mas
pequefias y proteinas de tamafo medio, asi como las hemaglutininas del complejo de proteina de neurotoxina
botulinica. Para este proposito, se puede usar una o mas etapas de cromatografia en una realizacion preferida.
Opcionalmente, el eluato de, p. €j., la Ultima etapa de cromatografia, se puede filtrar para reducir gérmenes.
Opcionalmente, el eluato se puede diluir antes de la filtracion y se pueden afadir adyuvantes adecuados. Durante
los pasos adicionales puede realizarse otra filtracion estéril después de la adicién de los adyuvantes. En un aspecto,
la filtracion se lleva a cabo en recipientes de reaccion que pueden someterse luego a una etapa de liofilizacion.

Se describe en este documento una composiciéon que puede obtenerse mediante el método de la presente invencién
para la fabricaciéon de un polipéptido procesado proteoliticamente. Se describe en la presente memoria una
composicion que comprende una mezcla del segundo polipéptido procesado y no procesado, en el que dicha mezcla
puede contener menos del 5%, 4%, 3%, 2% o menos del 1% del segundo polipéptido no procesado . Una
composicion, en la que dicho segundo polipéptido es BoNT o un derivado del mismo se describe en la presente
memoria. Se describe en este documento un BoNT, p. €j., seleccionado del grupo que consiste en BoNT del serotipo
A, B, C, D, E, F y G, incluyendo un derivado del mismo. La composicion puede ser, p. €j., una composicion liquida o
soélida y puede contener uno o mas vehiculos, coadyuvantes y/o excipientes.

Se describe en la presente memoria un método para la fabricacién de un medicamento, es decir, una composiciéon
farmacéutica, que comprende las etapas del método anteriormente mencionado y la etapa adicional de formular la
neurotoxina di-cadena purificada como medicamento. En una descripcion, dicho medicamento comprende una
mezcla del segundo polipéptido procesado y no procesado, en el que dicha mezcla contiene menos del 5% del
segundo polipéptido sin procesar.

En el presente documento se describe una mezcla que contiene menos del 4%, 3%, 2% o menos del 1% del
segundo polipéptido sin procesar.

Se describen diversos usos médicos de los compuestos descritos en la presente memoria:

un polipéptido proteoliticamente activo descrito en este documento para su uso como un medicamento o en una
composicion farmacéutica.

una composicion descrita en la presente memoria para su uso como medicamento o en una composicion
farmacéutica.
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un anticuerpo descrito en este documento para su uso como un medicamento o en una composicién farmacéutica.
un inhibidor descrito en este documento para su uso como medicamento o en una composicién farmacéutica.

una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido descrito en el presente documento, el anticuerpo
descrito en el presente documento, la composicién descrita en la presente memoria o el inhibidor descrito en la
presente memoria.

El término "composicion", tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a cualquier composicién formulada
en forma sdlida, liquida, en aerosol (o gaseosa) y similares. Dicha composicion comprende, p. €j., un compuesto
terapéuticamente activo descrito en el presente documento opcionalmente junto con compuestos auxiliares
adecuados tales como diluyentes o vehiculos o ingredientes adicionales. En una descripcion, el compuesto
terapéuticamente activo es el polipéptido proteoliticamente activo descrito en la presente memoria. Un compuesto
terapéutico descrito en la presente memoria es el segundo polipéptido procesado proteoliticamente como se ha
descrito anteriormente, tal como la neurotoxina di-cadena. Se ensefia en la presente invenciéon un compuesto
terapéuticamente activo que es el anticuerpo descrito en la presente memoria. Se ensefia en la presente invencién
un compuesto terapéuticamente activo que es el inhibidor del polipéptido proteoliticamente activo descrito en la
presente memoria.

En este contexto, se distingue entre compuestos auxiliares, es decir, compuestos que no contribuyen a los efectos
provocados por el compuesto descrito en la presente invencién durante la aplicacién de la composiciéon para su
finalidad deseada, e ingredientes adicionales, es decir, compuestos que contribuyen a un efecto adicional o modulan
el efecto del compuesto descrito en la presente memoria. Los diluyentes y/o vehiculos adecuados dependen del
propésito para el cual se va a usar la composicion y de los otros ingredientes. Los expertos en la materia pueden
determinar tales diluyentes y/o vehiculos adecuados sin mas dilacion.

El o los vehiculos deben ser aceptables en el sentido de ser compatibles con los otros ingredientes de la formulacion
y no ser nocivos para el receptor de los mismos. El vehiculo farmacéutico empleado puede incluir un soélido, un gel o
un liquido. Ejemplos de vehiculos solidos son lactosa, terra alba, sacarosa, talco, gelatina, agar, pectina, acacia,
estearato de magnesio, acido estearico y similares. Ejemplos de vehiculos liquidos son solucion salina tamponada
con fosfato, jarabe, aceite, agua, emulsiones, diversos tipos de agentes humectantes y similares. De manera similar,
el vehiculo o diluyente puede incluir un material de retardo de tiempo bien conocido en la técnica, tal como
monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo solo o con una cera. Dichos vehiculos adecuados comprenden
los mencionados anteriormente y otros bien conocidos en la técnica, véase, por ejemplo, Remington's
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, Pensilvania.

El o los diluyentes se seleccionan de manera que no afecten a la actividad bioldgica de la combinacién. Ejemplos de
tales diluyentes son agua destilada, solucién salina fisioldgica, soluciones de Ringer, solucidon de dextrosa y solucion
de Hank, ademas, la composicion o formulacion farmacéutica también puede incluir otros vehiculos, coadyuvantes o
estabilizantes no tdxicos, no terapéuticos, no inmunogénicos y similares.

Una composicion farmacéutica descrita en el presente documento comprende la neurotoxina biolégicamente activa
obtenida por el método, y opcionalmente, uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables. La neurotoxina activa
puede estar presente en forma lquida o liofilizada. Dicho compuesto puede estar presente junto con glicerol,
estabilizadores de proteinas (por ejemplo, albumina de suero humano (HSA)) o estabilizantes no proteinaceos tales
como polivinilpirrolidona o acido hialurénico. La composicién farmacéutica se puede administrar tdpicamente. La
administracion de farmacos de uso convencional se administra por via intramuscular, subcutanea (cerca de las
glandulas). Sin embargo, dependiendo de la naturaleza y el modo de accién de un compuesto, la composicion
farmacéutica puede administrarse también por otras vias. El polipéptido de neurotoxina de di-cadena es el
ingrediente activo de la composicion y esta en un aspecto administrado en formas de dosificaciéon convencionales
preparadas combinando el farmaco con vehiculos farmacéuticos estandar segun procedimientos convencionales.
Estos procedimientos pueden implicar la mezcla, la granulacién y la compresion, o la disolucién de los ingredientes
segun sea apropiado para la preparacion deseada. Se apreciara que la forma y el caracter del vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable esta dictado por la cantidad de ingrediente activo con la que se va a combinar, la via
de administracion y otras variables bien conocidas.

Una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a una cantidad del compuesto, la neurotoxina, que se utilizara en una
composicion farmacéutica descrita en el presente documento que previene, mejora o trata los sintomas que
acompafan a una enfermedad o afeccion referida en esta memoria descriptiva. La eficacia terapéutica y la toxicidad
del compuesto se pueden determinar mediante procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos celulares o
animales experimentales, por ejemplo, ED50 (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacion) y LDsg (la
dosis letal para el 50% de la poblacion). La relacion de dosis entre los efectos terapéuticos y toxicos es el indice
terapéutico, y puede expresarse como la relacion, LDso/ EDso.

El régimen de dosificacion sera determinado por el médico de cabecera y otros factores clinicos. Como es bien
conocido en la técnica médica, las dosificaciones para cualquier paciente dependen de muchos factores, incluyendo
el tamanio del paciente, la superficie corporal, la edad, el compuesto particular a administrar, el sexo, el tiempo y la
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via de administracion, la salud general y de otros farmacos que se administren simultaneamente. El progreso se
puede monitorear mediante una evaluacion periddica. Las composiciones farmacéuticas y formulaciones a las que
se hace referencia en la presente memoria se administran al menos una vez con el fin de tratar o mejorar o prevenir
una enfermedad o afeccion descritas en esta memoria descriptiva. Sin embargo, dichas composiciones
farmacéuticas pueden administrarse mas de una vez.

En una descripcién, la composicion antes mencionada es un medicamento o una composicién cosmética. En una
descripcion, dicho medicamento, que comprende la neurotoxina biolégicamente activa, puede usarse para la
prevencion y/o el tratamiento de al menos una de las siguientes enfermedades y trastornos: fuerza muscular
voluntaria, distonia focal, incluyendo distonia cervical, craneal y blefaroespasmo esencial benigno, espasmo
hemifacial y espasticidad focal, trastornos gastrointestinales, hiperhidrosis y correccion cosmética de las arrugas, en
otro aspecto también blefaroespasmo, distonia oromandibular, tipo de apertura de mandibula, cierre de mandibula,
bruxismo, sindrome de Meige, distonia lingual, apraxia del parpado, abertura de distonia cervical, antecolis,
retrocolis, laterocolis, torticolis, distonia faringea, distonia laringea, disfonia espasmadica/tipo aductor, disfonia
espasmadica/tipo abductor, disnea espasmadica, distonia de los miembros, distonia de brazo, distonia especifica de
la tarea, calambre del escritor, calambre del musico, codo de golfista, distonia de la pierna, aduccion del musilo,
flexién de la rodilla de abducciéon del muslo, extensién de la rodilla, flexion del tobillo, extension del tobillo, pie
zambo, deformidad, distonia del pie, dedo del pie estriado, flexiéon del dedo del pie, extensién del dedo del pie,
distonia axial, sindrome de pisa, distonia del vientre, distonia segmentaria, hemidistonia, distonia generalizada,
distonia Parkinsonismo ligado al cromosoma X, distonia en la degeneracion corticobasal, distonia en Parkinsonismo
ligado al cromosoma X, distonia tardia, distonia en la ataxia espinocerebelosa, distonia en la enfermedad de
Parkinson, distonia en la enfermedad de Huntington, distonia en la enfermedad de Hallervorden Spatz, disquinesias
inducidas por dopal/distonia inducida por dopa, discinesias tardias/distonias tardias, discinesias/distonias
paroxisticas, mioclonia palatina inducida por accién cinesigénica no cinesigénica, mioclonia mioquimia, rigidez,
calambres musculares benignos, temblor hereditario de la barbilla, actividad de los musculos mandibulares,
espasmos hemimilasticos, hipertrofia de miocardiopatia, hipertrofia meseterica, hipertrofia tibial anterior, nistagmo,
oscilopsia, paralisis visual supranuclear, , epilepsia, partialis continua, planificacién de la operacién toracica
espasmoadica, paralisis de la cuerda vocal del abductor, disfuncién mutacional recalcitrante, disfuncion esfinter
esofagico superior, granuloma del pliegue vocal, tartamudeo Gilles del sindrome de Tourette, mioclonia del oido
medio, cierre protector de la laringe, postlaringectomia, fallo del habla, ptosis protectora, disfuncion de Oddi del
esfinter entropion, trastornos motores del eso6fago pseudoacalasicos, no acalasicos, , vaginismo, temblor por
inmovilizacién postoperatoria, disfuncion de la vejiga, disinergia detrusor-esfinter, espasmo de esfinter-vejiga,
espasmos hemifaciales, discinesias de reinervacion, patas de gallo de uso de cosméticos , asimetrias faciales con
cefio fruncido, hoyuelos de mentdn, sindrome de persona rigida, hiperplasia de préstata tetanica, adipositas,
tratamiento del estrabismo con paralisis cerebral infantil, paralitico mixto concomitante, después de cirugia de
desprendimiento de retina, después de cirugia de catarata, en estrabismo miositico de afaquia, estrabismo
miopatico, desviacion vertical disociada, como un complemento a la cirugia de estrabismo, esotropia, exotropia,
acalasia, fisuras anales, hiperactividad de glandula exocrina, sindrome de Frey, Sindrome de las lagrimas de
cocodrilo, hiperhidrosis, rinorrea plantar palmar axilar, hipersalivacion relativa en accidente cerebrovascular, en
Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica, afecciones espasticas, en encefalitis y procesos autoinmunes de la mielitis,
esclerosis multiple, mielitis transversa, sindrome de Devic, infecciones virales, infecciones bacterianas, infecciones
parasitarias, infecciones fungicas, en la paraparesia espastica hereditaria, sindrome postapopéctico, infarto
hemisférico, infarto del tronco encefalico, infarto mielinico, migrafia, traumatismos del sistema nervioso central,
lesiones hemisféricas, lesiones del tronco encefalico, lesion mielinica, en hemorragias del sistema nervioso central,
hemorragia intracerebral, hemorragia subaracnoidea, hemorragia intraspinal, en neoplasias, tumores hemisféricos,
tumores del tronco encefalico, tumores mielinicos, ronquidos (documento WO 2000/033863). Para detalles y
sintomas, véase, por ejemplo, Jost 2007, Drugs 67 (5), 669 o Dressler 2000 en Botulinum Toxin Therapy, Thieme
Verlag, Stuttgart, Nueva York.

Se describe en este documento una composicién que es una composicién cosmética que se puede formular como
se describe para una composicion farmacéutica anterior. Para una composicién cosmética, asimismo, se prevé que
el compuesto descrito en la presente memoria se pueda usar en forma sustancialmente pura. Las composiciones
cosméticas pueden aplicarse por via intramuscular. Como se describe en este documento, las composiciones
cosméticas que comprenden la neurotoxina pueden formularse como una solucién antiarrugas.

Se describe en este documento una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo o el inhibidor descrito
en la presente memoria. Dado que el polipéptido descrito en la presente memoria es responsable de activar
neurotoxinas clostridiales, el anticuerpo sera util para reducir el efecto toxico observado durante la infecciéon con
clostridios. Por lo tanto, el anticuerpo puede usarse para tratar una infecciéon por Clostridia, incluyendo Clostridium
perfringens, Clostridium difficile, Clostridium tetani, Clostridium botulinum, Clostridium baratii, Clostridium butyricum,
Clostridium sporogenes, Clostridium acetobutylicum, Clostridium haemolyticum, Clostridium novyi y Clostridium
oedematiens. Ademas, el anticuerpo puede usarse para el tratamiento de sintomas asociados con dicha infeccion.
Ademas, dicho anticuerpo puede usarse en el tratamiento de una afeccién o un sintoma asociado con la afeccién, en
el que la afeccion se selecciona entre botulismo, tétanos, colitis pseudomembranosa, gangrena, intoxicacion
alimentaria y similares.
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Se describe en este documento una composiciéon farmacéutica que comprende el polipéptido proteoliticamente
activo descrito en la presente memoria. Dicha composicién farmacéutica puede utilizarse para la escisiéon proteolitica
de polipéptidos implicados en la coaglutinaciéon, en particular para el tratamiento de pacientes con
hipocoaglutinacién. La composicion farmacéutica puede utilizarse como fibrinolitico, en particular para tratar
pacientes con infarto de miocardio, embolismo pulmonar, tromboembolismo venoso profundo, es decir, para eliminar
coagulos sanguineos. También se prevé el uso de la composicion farmacéutica en el tratamiento del ictus. Ademas,
la composicion farmacéutica puede usarse en el tratamiento de la insuficiencia pancreatica exocrina para reemplazar
cualquiera de tripsina, quimiotripsina, pepsina. Ademas, la composicién farmacéutica puede utilizarse en el
tratamiento de pacientes afectados por reacciones inflamatorias, en el tratamiento de pacientes con cancer, en
particular para la segmentacion proteolitica de antigenos tumorales expuestos a la superficie. Ademas, la
composicion farmacéutica se puede usar en el tratamiento del papiloma.

Se describe en este documento un método de selecciéon de un inhibidor que comprende la etapa de (a) poner en
contacto el polipéptido proteoliticamente activo descrito en la presente memoria con un sustrato conocido v,
opcionalmente, con un inhibidor putativo; y (b) determinar el efecto del inhibidor putativo sobre la conversion del
sustrato en el producto de escision, en el que una reduccién en la cantidad de producto de escisién es indicativa del
efecto inhibidor del inhibidor putativo. Se describe en la presente memoria un inhibidor putativo que es un péptido
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO: 4 a 25, en el que al
menos un aminoacido basico de dicha secuencia de aminoacidos se reemplaza con un aminoacido no basico.

Se describe en este documento un péptido que comprende una o mas modificaciones quimicas. Se describe en este
documento cualquier inhibidor que sea un peptidomimético de dicho péptido. Se describe en este documento un
inhibidor putativo que es parte de un microarray de compuesto quimico, es decir, una coleccién de compuestos
quimicos organicos. Se ensefia en la presente invencion un inhibidor que es el anticuerpo descrito en la presente
memoria. Este método es util para identificar compuestos capaces de inhibir el polipéptido proteoliticamente activo
descrito en la presente memoria. Una seleccion inicial puede basarse, por ejemplo, en un péptido que comprenda
una secuencia de aminoacidos seleccionada entre cualquiera de las SEQ ID NO: 4 a 25. Los péptidos capaces de
inhibir el polipéptido descrito en la presente memoria pueden ser modificados para aumentar la inhibicién. Las
modificaciones incluyen sustituciones de aminoacidos o modificaciones quimicas. Tipicamente, este método se lleva
a cabo poniendo en contacto el polipéptido en este documento descrito con un sustrato conocido en presencia y
ausencia de un inhibidor putativo (etapa (a) del método) y comparando el efecto del inhibidor putativo con la
conversion del sustrato en el producto de escisién. Una reducciéon de la tasa de conversién en presencia del
inhibidor putativo es indicativa de un efecto inhibidor.

En la presente memoria se describe un inhibidor del polipéptido proteoliticamente activo descrito en la presente
memoria, en el que dicho inhibidor es (a) un inhibidor que comprende una secuencia de aminoacidos como se
muestra en cualquiera de las SEQ ID NO: 4 a 25, en la que un aminoacido basico contenido en la misma se
reemplaza con un aminoacido no basico; o (b) el anticuerpo descrito en el presente documento.

Las figuras muestran:
Figura 1: Prueba de actividad de las fracciones recogidas de HiPrep 16/10 Q FF.

5 ul de fracciones recogidas de HiPrep 16/10 Q FF se analizaron para determinar la actividad enzimatica mediante la
incubacion de 2 ug de scBoNTA (carril 2) durante 1 h a 37°C y posterior SDS-PAGE al 10%. Carril 1: marcador de
bajo peso molecular (LMW): 116 kDa, 66 kDa, 45 kDa, 35 kDa.

Figura 2: Analisis de las fracciones recogidas de SEC (HiLoad 16/60 Superdex 75) con respecto al contenido
de nBH con un peso molecular de ~37,3 kDa por SDS-PAGE al 12,5%.

Las fracciones 9 a 11 contienen la mayoria de nBH. (Carril 1: LMW: 116 kDa, 66 kDa, 45 kDa, 35 kDa, 25 kDa, 18,4
kDa, 14,4 kDa)

Figura 3: Analisis SDS-PAGE al 12,5% para la determinacién de la pureza y la concentracion de proteina de
tres lotes de purificacion de nBH.

Carril 1, LMW (116 kDa, 66 kDa, 45 kDa, 35 kDa, 25 kDa, 18,4 kDa, 14,4 kDa); Carril 2, nBH Lote TE311206 (192
ng/ul maduro NT02CB1446/CB0O1444, aminoacidos 254 - 594 de Genbank ac. CAL82987,1, PM: 38,6 kDa); Carril 3,
nBH Lote TIK301009 (130 ng/ul maduro NT02CB1447/CB0O1445, SEQ ID NO: 1, aminoacidos 249-581 de Genbank
ac. CAL82988,1, PM: 37,3 kDa); Carril 4, nBH Lote TIK280509 (114 ng/ul maduro NTO2CB1447/CB0O1445, SEQ ID
NO: 1, aminoacidos 249 - 581 de Genbank ac. CAL82988,1, PM: 37,3 kDa).

Figura 4: Informe del analisis de espectro ESI-MS/MS.

Se identificé la banda de proteina de 38,6 kDa del lote TE311206 de nBH como NT02CB1446/CBO1444 con una
puntuacion de Mascot de 725 y una cobertura de secuencia de MS/MS de péptido de 29,6% sobre todo el marco de
lectura abierto (ORF). No se identifico el péptido (caja gris, péptido de MS identificado, cuadrados rojos, aminoacido
identificado y-/b-i6n del péptido después de la desintegraciéon de MS/MS) derivado de los 253 aminoacidos N-
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terminales. El analisis MS/MS del lote TE311206 mostré una cobertura de secuencia del 52% de acuerdo con los
aminoacidos C-terminales 254-594 que forman el nBH.

Figura 5: Informe del analisis del espectro ESI-MS/MS.

Se identificd la banda de la proteina de 37,3 kDa del lote nBH TIK301009 como NT02CB1447/CB0O1445 con una
puntuacion de Mascot de 555 y una cobertura de secuencia de MS/MS de péptido de 28,4% sobre todo el marco de
lectura abierto (ORF). Excepto uno todos los péptidos (caja gris, péptido de MS identificado, cuadrados rojos,
aminoacido identificado y-/b-ién del péptido después de la desintegraciéon de MS/MS) identificados derivan de los
333 aminoacidos C-terminales. El analisis MS/MS del lote TIK301009 mostré una cobertura de secuencia de 49,5%
de acuerdo con los aminoacidos C-terminales 249-581 que forman el nBH.

Figura 6: Comparacion de la actividad proteolitica dependiente de la concentracion de nBH derivada de tres
lotes de purificacion.

A. Una SDS-PAGE al 12,5% de ensayo de actividad analizando nBH derivado de los lotes TIK301009, TIK280509 y
TE311206 utilizando las siguientes diluciones de la concentracién de nBH: 1:10, 1:30, 1:100, 1:300, 1:1000. El
ensayo se realizé incubando 1 ug de scBoNT/A 'y 2 ul de dH20 y 1 pl de nBH correspondiente diluido durante 60 min
a 37°C. Para el analisis SDS-PAGE, se anadieron 3 ul de un tampén Laemmli 4x SDS reductor a un volumen final de
10 pl. scBoNT/A de 150 kDa se escindié en la cadena pesada de 100 kDa y la cadena ligera de 50 kDa.

B Se cuantifico la densidad optica de las bandas de proteinas de cadena pesada, cadena ligera y scBoNT/A y la
suma de bandas de productos de cadena ligera y pesada se dividié por la suma de las bandas de proteinas LC, HC
y scBoNT/A. Una mayor dilucidon del primer polipéptido disminuye la velocidad de escision. La actividad proteolitica
especifica de los tres lotes diferentes es casi idéntica.

Figura 7: Escision dependiente del tiempo de scBoNT/A de tipo natural y mutantes que contienen un bucle
modificado por nBH.

A Modificacion de la secuencia del bucle. En scBoNTAS Throm se eliminan todos los residuos de lisina y se inserta
la secuencia de reconocimiento de trombina LVPRGS mientras que en scBoNT Res el bucle carece de cualquier
aminoacido basico. Acortar el bucle a ocho pequefios residuos o cinco aminoacidos con cadenas laterales
voluminosas produce scBoNTAS (GGSG), y scBoNTAS FQWY], respectivamente. En scBoNTAS CGS-C se suprime
todo el bucle y el puente disulfuro que forma cisteinas se reemplaza por glicina y serina.

B Analisis SDS-PAGE de la escision dependiente del tiempo de scBoNT/A de tipo natural y mutantes.

C ScBoNTAS de tipo natural es activado por nBH de una manera dependiente del tiempo en la cadena ligera y la
cadena pesada dentro de 120 min. La falta de lisinas y la insercion de un solo residuo de arginina prolonga la
escision del bucle (scBoNTAS Throm). Un bucle que carece de cualquier residuo basico es todavia escindible
(scBoNTAS Res). Acortar el bucle al péptido 8mer, introducir cinco aminoacidos con cadenas laterales voluminosas
o eliminar el bucle completo produce un scBoNT/A inescindible.

Figura 8: Analisis MS/MS de los productos de escision de 50 kDa y 100 kDa tras la digestion de scBoNT/A
con nBH.

A Analisis del producto de escision de 50 kDa que se identificé como cadena ligera de BoNT/A con una puntuacion
de Mascot de 1460. El péptido mas atribuido a C-terminal cubre los aminoacidos G433 a K438 que corresponde al
extremo C-terminal fisioldgicamente observado de BoNT/A LC.

B Analisis del producto de escisién de 100 kDa que se identific6 como cadena pesada de BoNT/A con una
puntuacién de Mascot de 96. El péptido N-terminal mas atribuido a N-terminal cubre los aminoacidos A449 a K456
que corresponde al extremo N-terminal fisiol6gicamente observado de BoNT/A HC.

Figura 9: A El contenido de proteina (mg/ml) de anti-nBH-IgY de tres grupos subsiguientes se analiz6 mediante
SDS-PAGE al 12,5%. B ELISA: Las placas de microvaloracion Nunc Maxisorp F96 se recubrieron con nBH de varios
lotes (500 ng/ml) en PBS durante la noche a 4°C y luego se bloquearon durante 1 h con tampdn de bloqueo de PBS
que contenia Tween-20 al 0,1% y leche desnatada sin grasa al 2%. Después del lavado, se afiadio una dilucion de
IgY de cada grupo (10 pg/ml en tampoén de bloqueo) durante 1 h y se detectd usando IgY anti-pollo de burro
marcado con biotina, estreptavidina-peroxidasa de rabano picante (ambos Dianova, Hamburgo, Alemania) y 3,3',5,5'-
tetrametilbenzidina (Sigma).

Figura 10: A Expresion recombinante y aislamiento de BH 1-581 inactivo (63 kDa) por Talon IMAC. Analisis
SDS-PAGE al 10% de fracciones de Talon IMAC (LMW: 116 kDa, 66 kDa, 45 kDa, 35 kDa, 25 kDa, SS34, lisado
claro, TD, flujo a través; W, fraccion de lavado, E1-E7, fracciones eluidas de imidazol 1 a 7). B No se observa
endoproteolisis de scBoNT/A en LC (50 kDa) y HC (100 kDa) con iBH recombinante (SEQ ID NO: 2; "E"; 63 kDa) a
37°C después de 1 h (carril 6) (LMW: 116 kDa, 66 kDa, 45 kDa, 35 kDa, 25 kDa).
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Figura 11: Uso de BoNTHydrolase (nBH) activa purificada para obtener polipéptido procesado
proteoliticamente

A 200 pg de scBoNT/A purificado recombinante se incuban con 350 ng de BoNTHydrolase activa purificada durante
12 min a 37°C. Para detener la reaccion, nBH se elimina por SEC (columna Superdex 200 10/300 GL, tampén: NaP
50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, volumen de muestra = 0,3 ml, caudal = 0,25 ml/min) y la cantidad de escision es
analizada por SDS-PAGE al 10%. B La fraccion 1 (1800 ul) que contiene ~ 40% de BoNT/A procesado se incuba
con 350 ng de BoNTHydrolase activa purificada durante 15 min a 37°C y se concentra a 300 pl por ultrafiltracion.
Para detener finalmente la reaccion se separa nBH por SEC (columna Superdex 200 10/300 GL, tampén: NaP 50
mM pH 7,5, NaCl 150 mM, volumen de muestra = 0,3 ml, caudal = 0,25 ml/min) y la cantidad de escision se analiza
mediante SDS-PAGE al 10%. C Las fracciones 1 y 2 (1800 pl) que contienen ~ 80% de BoNT/A procesado se
combinan y se incuban con 120 ng de BoNTHidrolasa activa purificada durante 25 min a 37°C y se concentran a 300
Il por ultrafiltracion. Para detener finalmente la reaccion se separa nBH por SEC (columna Superdex 200 10/300 GL,
tampon: NaP 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, volumen de muestra = 0,3 ml, caudal = 0,25 ml/min) y la cantidad de
escision se analiza mediante SDS-PAGE al 10%. Se obtiene un BoNT/A procesado al 95% (SEQ ID NO: 3).

El listado de secuencias muestra:

SEQ ID NO: 1: polipéptido proteoliticamente activo derivado de una cepa de Clostridium botulinum ATCC 3502, n°
de acceso GenBank: "CAL82988.1", que carece de 248 residuos de aminoacidos N-terminales

SEQ ID NO: 2: polipéptido proteoliticamente inactivo derivado de una cepa de Clostridium botulinum ATCC 3502, n°
de acceso GenBank: "CAL82988.1"

SEC ID N°: 3: BoNT/A de ATCC 3502, Genbank ac. "AAA23262"
SEQ ID NO: 4: Bucle de BoNT/A1

SEQ ID NO: 5: Bucle de BoNT/A2/A6

SEQ ID NO: 6: Bucle de BoNT/A3

SEQ ID NO: 7: Bucle de BoNT/A3

SEQ ID NO: 8: Bucle de BoNT/A4

SEQ ID NO: 9: Bucle de BoNT/A5

SEQ ID NO: 10: Bucle de BoNT/A7

SEQ ID NO: 11: Bucle de BoNT/B1/B4bv/B6
SEQ ID NO: 12: Bucle de BoNT/B2B3

SEQ ID NO: 13: Bucle de BoNT/B5np

SEQ ID NO: 14: Bucle de BoNT/C/CD

SEQ ID NO: 15: Bucle de BoNT/D

SEQ ID NO: 16: Bucle de BoNT/DC

SEQ ID NO: 17: Bucle de BoNT/E1 - E5
SEQ ID NO: 18: Bucle de BoNT/E6

SEQ ID NO: 19: Bucle de BoNT/F1/F6

SEQ ID NO: 20: Bucle de BoNT/F2/F3

SEQ ID NO: 21: Bucle de BoNT/F4

SEQ ID NO: 22: Bucle de BoNT/F5

SEQ ID NO: 23: Bucle de BoNT/F7

SEQ ID NO: 24: Bucle de BoNT/G

SEQ ID NO: 25: Bucle de TeNT

SEQ ID NO: 26: secuencia de acido nucleico que codifica SEQ ID NO: 1
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SEQ ID NO: 27: secuencia de acido nucleico que codifica SEQ ID NO: 2
Los siguientes Ejemplos ilustran la invencion y, de ningiin modo, deben ser interpretados para limitar su alcance.
Ejemplos

Ejemplo 1: Purificacion y caracterizacion de la BoNTHydrolase nativa (nBH), que escinde especificamente
BoNT/A de cadena sencilla en su forma di-cadena activa

(1) Lectura del sistema/prueba de actividad: Para detectar y purificar especificamente una actividad enzimatica que
hidroliza la neurotoxina A botulinica (BoNT/A) en la cadena ligera de 50 kDa (LC) y la cadena pesada de 100 kDa
(HC) en sobrenadantes de cultivo de C. Botulinum y entre los pasos cromatograficos se ha expresado el BoNT/A de
150 kDa como polipéptido de cadena sencilla (sc) en E coli. La incubacién del scBoNT/A recombinante con la
actividad enzimatica apropiada (nBH) deberia producir una LC de 50 kDa y una HC de 100 kDa visualizada
mediante la reduccion en SDS — PAGE al 10 - 13%.

(2) Expresion de la proteasa clostridial: Una sola colonia de la cepa de C. Botulinum ATCC 3502 se inoculd en
medio de 100 ml de infusién de corazon cerebral (BHI) y el cultivo se incubé durante la noche a 37°C en condiciones
anaerodbicas. Se inocularon 10 ml de cultivo O/N en 11 medios BHI y se incubaron anaerébicamente durante 48-72
h.

(3) Precipitacién con sulfato de amonio: El sobrenadante del cultivo 11 se recogié mediante centrifugacion (4°C,
6500 x g, 25 min). Se afadi6é sulfato de amonio a una concentracion final del 85% (en este caso 575 g), la
suspension se agité durante 6 horas a 4°C y posteriormente se centrifugo (4°C, 6500 x g, 30 min). El precipitado de
sulfato de amonio en forma de granulo se disolvié en un pequefio volumen (en este caso 5 ml) de NaP 50 mM, pH
7,5, y se dializé frente a NaP 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5. Finalmente, el dializado se centrifugé (4°C, 40000 x g,
60 min) y el sobrenadante se utilizé para la IEC.

(4) Cromatografia de intercambio i6nico (IEC, columna HiPrep 16/10 Q FF): El sobrenadante de (3) (Figura 1, carril
3) se aplicd a una columna de intercambio anidnico HiPrep 16/10 Q FF equilibrada y se hizo funcionar con un
tampon que contenia NaP 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM. El ensayo se realizé a un caudal de 1 ml/min. Se realizé
una prueba de actividad incubando 5 pl de cada otra fraccién con 2 ug de scBoNTA durante 1 h a 37°C y posterior
analisis en SDS-PAGE (Figura 1). Las fracciones 6-24 se combinaron y su volumen se concentré hasta 3,5 ml
mediante ultrafiltracion (Amicon-Ultra MWCO 10.000).

(5) Cromatografia de exclusién por tamarios (SEC, HiLoad 16/60 Superdex 200): Posteriormente, la solucién de
proteina concentrada de (4) se cargé en una columna HiLoad 16/60 Superdex 200, equilibrada con NaP 50 mM pH
7,5, NaCl 150 mM. La separacioén se realizé a un caudal de 1 ml/min. Las fracciones con un volumen de retencién
entre 80 ml y 100 ml se analizaron usando el ensayo de actividad (1) y las fracciones apropiadas que contenian la
actividad enzimatica (nBH) se combinaron (~ 10 ml) y se concentraron a 3 ml mediante ultrafiltracion.
Posteriormente, se afiadio sulfato de amonio a una concentracion final de 12,5% = 500 mM (+ 0,2 g).

(6) Cromatografia de interaccion hidrofébica (HIC, HiTrap Phenyl Sepharose): NBH se uni6é a la Fenil Sefarosa en
tampon A (NaP 50 mM, pH 7,5, sulfato aménico 500 mM). El nBH unido se eluyd reduciendo la cantidad de sulfato
de amonio debido a un gradiente lineal creciente con tampén B (NaP 50 mM, pH 7,5) a un caudal de 1 ml/min.
Todas las fracciones que contenian proteina se analizaron usando el ensayo de actividad (1) y las fracciones
apropiadas se combinaron y concentraron por ultrafiltracion a 3,5 ml. El tampén de la solucion se ajusté a NaP 50
mM, pH 7,5; NaCl 150 mM.

(7) SEC (HiLoad 16/60 Superdex 75): Finalmente, el nBH se purificé mediante SEC utilizando la columna HiLoad
16/60 Superdex 75 a NaP 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM y un caudal de 1 ml/min. Las fracciones con un volumen de
retencion entre 70 ml y 80 ml se analizaron mediante SDS-PAGE al 12,5% (Figura 2) y las fracciones 8-12 que
contienen la nBH que migra a ~37,3 kDa se combinaron (~ 10 ml) y se concentraron a 1 ml por ultrafiltracion.

(8) La proteina prominente que migra a aproximadamente 37,3 kDa (nBH) se analizd por secuenciacion del péptido
N-terminal de acuerdo con el protocolo de degradacion de Edman. La secuencia del péptido identificado es V Q G Q
S VKG VG y corresponde a los diez primeros residuos de la SEQ ID NO: 1.

(9) Se aislaron reproduciblemente dos lotes de nBH (NT02CB1447, 37,3 kDa, Figura 3, carril 3: TIK301009, carril 4:
TIK280509) de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente. Después de las modificaciones del
procedimiento de aislamiento se obtiene la isoforma nBH NT02CB1446 (38,6 kDa, Figura 3, carril 2, lote TE311206):
(i) crecimiento del cultivo de C. botulinum : 18 h en lugar de 48 a 72 h; (ii) variacion de los pasos cromatograficos:
IEC -> SEC Superdex 75 -> HIC Fenil Sepharose en lugar de IEC-> SEC Superdex 200 -> HIC Fenil Sepharose ->
SEC Superdex 75.
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Ejemplo 2: Identificacion de secuencia de nBH de C. botulinum por espectrometria de masas (MS)

(1) Digestion triptica: Las bandas de proteina que emigraron a aproximadamente 38 kDa (nBH) en SDS-PAGE se
cortaron para digestion tripitica y se destifieron agitando suavemente en NH4HCO3, acetonitrilo al 50% durante 30
min a 37°C. Se repitié el descoloramiento hasta que los puntos de gel estaban claros. Se afiadié acetonitrilo (100%)
y se elimind después de 3 min. Posteriormente, los puntos se secaron en un sistema de velocidad vac (Eppendorf,
Alemania). Se afadio tripsina (10 ng/pl) en NHsHCO3 y se incubd sobre hielo durante 1 h. A continuacion, se retir6 la
solucion de tripsina restante, se afiadié un pequefio volumen de NH4sHCO3 y se llevd a cabo la digestion a 37°C
durante la noche. Se recogié el sobrenadante y se extrajeron las piezas de gel utilizando TFA al 5%, acetonitrilo al
10% durante dos veces. Todos los fluidos se combinaron, se secaron en una vac de velocidad y los péptidos
extraidos se almacenaron a 4°C.

(2) Desorcidn/ionizacion mediante Iaser asistida por matriz acoplada a un analizador TOF (tiempo de vuelo) (MALDI-
TOF/TOF) MS: Las muestras se analizaron en un espectrometro de masas MALDI-TOF/TOF (Ultraflexl Bruker
Daltonik GmbH) en modo lineal con una tensién de aceleracion de 25 kV. Se detectaron masas desde 700 m/z hasta
4.500 m/z. Las muestras (2 pl) se cocristalizaron con 2 pl de solucidon de acido sinnapinico que contenia acetonitrilo
al 50% y acido acético trifludrico (TFA) al 0,2% directamente sobre una placa diana MALDI de acero inoxidable. 500
tomas laser se recogieron para cada muestra.

(3) Separacién de péptidos por cromatografia de fase inversa: La separacion de péptidos se realizd mediante
cromatografia de fase inversa utilizando un sistema de nano-HPLC (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania)
que consistia en un muestreador automatico y una bomba de gradiente. La muestra se disolvié en tampén A
(acetonitrilo al 5%, acido férmico al 0,1%) y se inyectd una alicuota de hasta 10 pl en una columna C18 (Zorbax SB-
C18, 5 ym, 300 A, 0,5 mm de diametro interno, longitud 15 cm) a un caudal de 5 pl/min. Después de la carga, la
columna se lavo durante 15 minutos con tampoén Ay los péptidos se eluyeron usando un gradiente de eluyente A 'y
eluyente B (acetonitrilo al 70% (v/v) en acido formico al 0,1% (v/v) de 0% a 100% de eluyente B en 75 min.

(4) Espectrometria de masas de ionizacién por electrospray (ESI) y trampa de iones: La salida de HPLC se conecto
directamente a la fuente nanoESI de un espectrometro de masas de trampa de iones y se utilizd el pulverizador de
vaina coaxial-liquido Agilent (Agilent Technologies). El capilar de salida estaba sujeto por una aguja de acero
circundante y de 0,1 a 0,2 mm fuera de ella. La pulverizacion se estabiliz6 mediante N, como gas nebulizador (5
I/min). El voltaje de ionizacién se ajusté a 4.500 V y se aplicé gas seco a 5 psi y 250°C. Los espectros se recogieron
con un espectrometro de masas de trampa de iones Esquire3000 + (Bruker Daltonik) a una velocidad de exploracion
de 13.000 m/z por segundo. Usando ESI en modo positivo, se adquirieron espectros de masas de 50 a 1600 m/z en
modo de escaneado y conmutacion dependiente de datos entre el analisis de MS y MS/MS. Para aumentar la
calidad de los espectros MS/MS, solo se seleccionaron dos iones precursores de un espectro para el analisis
MS/MS vy la exclusién activa se fijé en 2 min para excluir los iones precursores que ya se habian medido.

(4) Procesamiento de datos: El procesamiento de datos se realizé6 con los paquetes de software Data Analysis
(version 3.0) y BioTools (version 3.0) (Bruker Daltonik). La identificacion de las proteinas se realizd utilizando el
software MASCOT (version 2.1) y la base de datos MSDB (Matrix Science, Londres, Reino Unido).

(5) Resultados:
Tabla 2: nBH identificado por MS

carril |Lote nBH z;?‘t:;:fr_ Nombre de laORF |Genbank acc. g‘;F de F(I\Iga] ::Z?ﬁtoat do
2 |TE311206 192 ng/ul 2;%21331446 CAL82987.1 |254-504 38,6 725
3 |TIK301009 |130 ng/ul (N:;%Z&%‘W CAL82988.1 249-581 37,3 555
4 [TIK280509 |114 ng/yl N viaal CAL82988.1 |249-581 37,3 609

La banda de proteina de 38,6 kDa del carril 2 (lote nBH TE311206) se identific6 como NT02CB1446/CBO1444 con
una puntuacién de Mascot de 725 y una cobertura de secuencia de MS/MS de péptido de 29,6% sobre todo el
marco de lectura abierto (ORF). No se identificé ningin péptido derivado de los 253 aminoacidos N-terminales
(Figura 4). El analisis MS/MS del lote TE311206 mostré una cobertura de secuencia del 52% de acuerdo con los
aminoacidos C-terminales 254-594 que formaban el nBH.
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Las bandas de proteina de 37,3 kDa de la banda 3 (lote nBH TIK301009) y el carril 4 (lote nBH TIK280509) se
identificaron como NT02CB1447/CBO1445 con una puntuacion de Mascot de 555 y 609, respectivamente. Excepto
uno, todos los péptidos identificados derivan de los aminoacidos C-terminales 333 (Figura 5). El analisis MS/MS del
lote TIK301009 mostré una cobertura de secuencia de 49,5% de acuerdo con los aminoacidos C-terminales 249-581
que formaban el nBH.

Ejemplo 3: Caracterizacion de la especificidad enzimatica de nBH

(1) Se comparé la actividad proteolitica dependiente de la concentracion de nBH derivada de tres lotes de
purificacion (Figura 6). Un ensayo de actividad que analiza nBH derivado de los lotes TIK301009, TIK280509 y
TE311206 usando diversas diluciones de nBH demuestra que las diluciones mas altas disminuyen la velocidad de
escision. La actividad proteolitica de los tres lotes diferentes es casi idéntica, indicando que la isoforma madurada
NT02CB1446 (TE311206) muestra una actividad especifica similar a la NT0O2CB1447 madurada (SEQ ID NO: 1).

(2) La escisién dependiente del tiempo de scBoNT/A de tipo natural y los mutantes por nBH se analizaron
empleando la prueba de actividad (Figura 7]. ScBoNTAS de tipo natural es activado por nBH de una manera
dependiente del tiempo en la cadena ligera y la cadena pesada dentro de 120 minutos en mas del 95%. La
secuencia de bucle se modificé para caracterizar el sitio de escision. En scBoNTAS Throm se eliminan todos los
residuos de lisina y se inserta la secuencia de reconocimiento de trombina LVPRGS que prolonga la velocidad de
escision. En scBoNT Res, el bucle carece de cualquier aminoacido basico que retrase drasticamente la hidrdlisis
completa, indicando una fuerte preferencia de reconocimiento de nBH por residuos basicos como lisina y arginina en
el sitio de escisidon. Ademas, la accesibilidad de nBH al bucle se ve afectada por el acortamiento del bucle en ocho
residuos pequefios o cinco aminoacidos con cadenas laterales voluminosas (sScBoNTAS (GGSG), y scBoNTAS
FQWYI).

(3) El analisis de MS/MS del producto de escision de 50 kDa tras la digestion de scBoNT/A con nBH mostré que el
péptido mas C-terminal adscrito cubre los aminoacidos G433 a K438, lo que corresponde al término C
fisioldgicamente observado de BoNT/A LC (Figura 8A). El analisis del producto de escision de 100 kDa que se
identific6 como cadena pesada de BoNT/A demostré que el péptido mas atribuido en el extremo N-terminal cubre los
aminoacidos A449 a K456, lo que corresponde al término N fisiolégicamente observado de BoNT/A HC (Figura 8B).
De este modo, el nBH aislado produce el BoNT/A fisiolégicamente procesado y preferiblemente hidroliza los enlaces
peptidicos C-terminales a los residuos de lisina y arginina.

Ejemplo 4: Conservacion evolutiva de BoNTHydrolase y sus isoformas

El andlisis de la secuencia de proteinas de SEQ ID NO: 2 (Genbank ac. CAL82988.1/YP_001253958.1) reveld tres
dominios conservados. Los residuos 18-573 corresponden a una metaloproteasa de zinc (elastasa) o LasB implicada
en el transporte de aminoacidos y el metabolismo con una puntuacién de Blast de 738. Los residuos 148 - 212
corresponden a un propéptido de peptidasa y el dominio YPEB o PepSY (Puntuacion Blast 97. Los residuos 336-573
son parte de la familia de la peptidasa M4 incluyendo termolisina, protealisina, aureolisina y proteasas neutras
(puntuacién de Blast 803).

La secuenciacion del genoma de C. botulinum ATCC 3502 ha revelado la existencia de seis ORFs que codifican
isoformas de iBH (Sebaihia et al., 2007, Genome Res. 17(7): 1082 - 1092). Otros datos del genoma estan
disponibles para 10 cepas de C. Botulinum del grupo |, asi como la C. sporogenes que secreta de no-BoNT que
contienen todas entre cinco a siete ORFs que codifican iBH. La nBH (SEQ ID NO: 1) comparte una identidad de
secuencia de aminoacidos del 64% como minimo con las otras 63 isoformas.

Ejemplo 5: Generacion de anticuerpos especificos para la BoNTHydrolase

(1) Generacion de IgY: Pollos de dieciséis semanas (ISA Brown y Lohmann Selected Leghorn (LSL), Spreenhagener
Vermehrungsbetrieb fir Legehennen GmbH, Bestensee, Alemania] fueron mantenidos en jaulas individuales,
construidas exclusivamente para el mantenimiento de pollos (Ebeco, Castrop-Rauxel, Alemania). Alimentos (ssniff
Legehiihner-Zucht 1 y 2, ssniff Spezialititen GmbH, Soest, Alemania) y agua estaban disponibles ad libitum, y los
pollos comenzaron a poner huevos entre las 23 y 25 semanas de edad. Los huevos se recogieron diariamente, se
etiquetaron y se almacenaron a 4°C hasta que se procesaron después. Todo el mantenimiento de los animales y los
experimentos se realizaron de acuerdo con las directrices de las autoridades locales, Berlin (num. HO069/03). Los
pollos se inmunizaron y se reforzaron a través de la via i.m. (musculo pectoral, lado izquierdo y derecho) un total de
10 veces en un periodo de 1 afio, con intervalos entre 4 y 8 semanas. El intervalo utilizado se baso en trabajos
anteriores que no mostraron células de memoria demostrables hasta al menos 3 semanas después de la
inmunizacion (Pei y Collisson, 2005). La concentracion de antigeno utilizada fue de aproximadamente 20 ug por
inyeccion (nBH). No se inyectaron mas de 500 pl de solucién de antigeno por inmunizacién. Se utilizé adyuvante
completo de Freund para la primera inmunizacion y se utilizé FIA para las inyecciones de refuerzo posteriores. El
método para la purificacion de IgY se adapt6 de Polson et al. (1980). Brevemente, la yema de huevo se diluy6 1:2
con PBS estéril (pH 7,4, Roche, Mannheim, Alemania). Para la eliminacion de lipidos y lipoproteinas, se afhadioé
polietilenglicol 3,5% (p/v) (PEG) 6000 (Roth, Karlsruhe, Alemania). Después de agitacion suave seguido de
centrifugacion (10.000 xg durante 20 min a 4°C), el sobrenadante se decantd y se afiadi6 PEG 6000 sélido a una
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concentracion final de 12% (p/v). Esta mezcla se centrifugd entonces como anteriormente. El precipitado se disolvio
en 10 ml de PBS, se afiadio PEG al 12% (p/v) y se centrifugd la solucién. Finalmente, el precipitado se disolvio en
1,2 ml de PBS, se transfirié a un dispositivo de microdialisis (QuixSep, Roth, Alemania) y se dializ6 contra PBS a
4°C. El contenido de proteina (mg/ml) se analiz6 mediante SDS-PAGE al 12,5% (Figura 9A) y se midio
fotométricamente a 280 nm y se calcul6 segun la ley Lambert-Beer con un coeficiente de extincion de 1,33 para IgY.

(2) ELISA: Se recubrieron placas de microvaloracion Nunc Maxisorp F96 (VWR International GmbH, Darmstadt,
Alemania) con nBH de varios lotes (500 ng/ml) en PBS durante la noche a 4°C y después se bloquearon durante 1 h
con tampodn de bloqueo de PBS que contenia Tween- 20 y 2% de leche desnatada sin grasa (Merck, Darmstadt,
Alemania). Después del lavado, se afiadié una dilucién de IgY (10 pg/ml en tampdn de bloqueo) durante 1 h y se
detectd usando IgY antipollo de burro marcado con biotina, estreptavidina - peroxidasa de rabano picante (ambos de
Dianova, Hamburgo, Alemania) y 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (Sigma). El nBH detectado se ilustra en la figura 9B.

(3) Western blot: NBH se separ6 por SDS-PAGE al 12,5%, y se transfirieron a una membrana de fluoruro de
polivinilideno (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Alemania) usando técnicas de inmunotransferencia estandar. La
membrana se bloqued durante la noche a 4°C, y se incubd con IgY (1:5.000 en tampdén de bloqueo) durante 1 h.
Después del lavado, la membrana se probé con IgY anti-pollo de burro marcado con biotina durante 30 minutos y se
desarrollo usando fosfatasa alcalina y CDP-Star (Perkin EImer, Waltham, MA).

Ejemplo 6: Expresion recombinante de BoNTHydrolase

(1) Construcciones de plasmidos: Las porciones génicas que codifican BH nativo (SEQ ID NO: 1) y su propéptido
(SEQ ID NO: 2) se amplificaron mediante PCR usando oligonucleétidos adecuados y ADN gendémico de C.
botulinum ATCC 3502, fusionado a un oligonucledtido que codifica His6Tag e insertado en pQE3 (Qiagen)
produciendo el plasmido de expresion pQ-BH1445H6-249-581 y pQ-BH1445H6-1-581, respectivamente. Las
secuencias de nucledtidos se verificaron por secuenciacion de ADN.

(2) Purificaciéon de proteinas recombinantes: NBH e iBH, fusionados a un His6Tag carboxilo-terminal, se produjeron
utilizando la cCepa de E coli M15pREP4 (Qiagen) durante diez horas de incubacion a temperatura ambiente, y se
purificaron sobre perlas de Talon-Sepharose (Clontech Inc.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
fracciones que contenian las proteinas deseadas se reunieron, se congelaron en nitrégeno liquido y se mantuvieron
a -70°C. IBH se aislé6 como proteina recombinante con un PM de 63 kDa (Figura 10A). La inactividad de iBH se
demostré usando la prueba de actividad: después de 1 h a 37°C no se hidrolizé scBoNT/A wt en LC y HC (Figura
10b).

Ejemplo 7: Inhibicion de BoNTHydrolase

(1) Seleccion de inhibidores peptidicos de BH: Los péptidos basados en SEQ ID NO: 4 a 25 se sintetizaran carentes
de uno o mas residuos basicos. Cada péptido se afiadira a la mezcla de acuerdo con el ensayo de actividad. Un
péptido capaz de disminuir la cantidad de scBoNT/A procesado, prolongar la duracion requerida para el
procesamiento completo de scBoNT/A o el procesamiento de bloques scBoNT/A se considera un inhibidor de nBH.

(2) Seleccion de inhibidores basados en anticuerpos: Los anticuerpos generados contra epitopos derivados de nBH
como IgY del Ejemplo 5 se incuban con nBH y posteriormente se someten al ensayo de actividad. Un anticuerpo
capaz de disminuir la cantidad de scBoNT/A procesado, prolongar la duracién requerida para el procesamiento
completo de scBoNT/A o el procesamiento de bloques scBoNT/A se considera un inhibidor de nBH.

Ejemplo 8: Uso de BoNTHydrolase (nBH) activa purificada para obtener el polipéptido procesado
proteoliticamente

(1) 200 pg de scBoNT/A purificado recombinante se incuban con 350 ng de BoNTHydrolase activa purificada durante
12 min a 37°C. Para detener la reaccion, nBH se elimina por SEC (columna Superdex 200 10/300 GL, tampon: NaP
50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, volumen de muestra = 0,3 ml, caudal = 0,25 ml/min) y la cantidad de escision es
analizada por SDS-PAGE al 10% (Figura 11A).

(2) La fraccion 1 (1800 pl) que contiene ~ 40% de BoNT/A procesado se incuba con 350 ng de BoNTHydrolase
activa purificada durante 15 min a 37°C y se concentra a 300 pl por ultrafiliracion. Para finalmente detener la
reaccion, se separa nBH por SEC (columna Superdex 200 10/300 GL, tampén: NaP 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM,
volumen de muestra = 0,3 ml, caudal = 0,25 ml/min) y la cantidad de escision se analiza mediante SDS-PAGE al
10% (Figura 11B).

(2) Las fracciones 1y 2 (1800 pl) que contienen ~ 80% de BoNT/A procesado se combinan y se incuban con 120 ng
de BoNTHidrolasa activa purificada durante 25 min a 37°C y se concentran a 300 pl por ultrafiltracion. Para detener
finalmente la reaccion se separa nBH por SEC (columna Superdex 200 10/300 GL, tampon: NaP 50 mM, pH 7,5,
NaCl 150 mM, volumen de muestra = 0,3 ml, caudal = 0,25 ml/min) y la cantidad de escisiéon se analiza mediante
SDS-PAGE al 10% (Figura 11C). Se obtiene un BoNT/A procesado a >95% (SEQ ID NO: 3). Se obtiene el segundo
polipéptido idéntico totalmente procesado (> 95% de BoNT/A procesado) si el segundo polipéptido se procesa en
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incubacién de 1 hora a 37°C, se procesa mas del 97% de BoNT/A.
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Lys

Asn

160

Leu

Ile

ser

Asp

Ala

240

Gly

TYyr

Leu

Leu

Ile

320

val

Lys

Phe



10

val

Asn

Glu

val

Glu

465

Tyr

Ile

Gly

Asn

545

val

Pro

His

370

Gly

Lys

Lys

Ser

Leu

450

Asn

Lys

Ile

Ala

Cys

530

val

Lys

Gln

<210> 3
<211> 1296
<212> PRT
<213> Clostridium Botulinum

<400> 3

1

val

Met

ser

Glu

Phe

435

Gly

Pro

Thr

Asn

Lys

Tyr

val

Ile

Leu

Gly

Phe

Leu

Ser

420

Ser

Glu

ser

Met

His

500

ASn

Lys

Gln

val

Pro
580

Arg

Phe

Asp

Asn

Asp

Asp

Arg

Asn

485

Ala

Ser

Trp

val

Glu

565

Leu

Asnh

Gly

val

Leu

Ile

Cys

Gly

Asp

Ala

Lys

Asp

Thr

550

Lys

TYr

375

Asp

val

Lys

Met

Asp

Tyr

Asp

Glu

535

Lys

Ala

Gly

Gly

Gly

Tyr

Gly

val

Gln

Asn

Leu

Ile

520

Thr

Glu

Phe

ES 2 634261 T3

ASn

Asp

His

Glu

425

val

Ala

Pro

Gly

val

505

Met

Thr

Leu

Asp

Ala

Gly

Glu

410

Asn

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

Asn

Tyr

Gln
570

Phe

Ile

395

Leu

Glu

val

Gly

His

475

val

Asp

Lys

Phe

Gly

val

Trp

380

Tyr

ser

ser

Glu

val

460

Met

His

Gly

Ile

Ala

540

Glu

Gly

28

Tyr

Phe

His

Gly

Gly

Met

Lys

Thr

Ile

Phe

525

Lys

Asn

Ile

Gly

Ser

Gly

Ala

430

Lys

Arg

Asp

Asn

Glu

510

Tyr

Cys

Ser

Thr

Pro

ser

val

415

Leu

Asn

Asp

Tyr

ser

495

Lys

Thr

Arg

Asn

Ala
575

TYyr

Leu

400

Thr

Asn

Phe

Met

Lys

Gly

Thr

Ala

Asn

TYyr

Thr

Met Pro Phe val Asn Lys Gln Phe Asn Tyr Lys Asp Pro val Asn Gly
5 10 15



val

val

Asp

Ala

65

Asp

Arg

Arg

val

Arg

Thr

Gly

Leu

225

Arg

Glu

Phe

Lys

Asp

Lys

Thr

50

Lys

Asn

Ile

Gly

Ile

130

ser

Gln

ASh

Phe

Ala

210

Ile

val

val

Ile

Phe

Ile

Ala

35

Phe

Gln

Glu

Tyr

Ile

115

Asp

Glu

Phe

Gly

Gly

Gly

His

Phe

Ser

Asp

Lys

Ala

20

Phe

Thr

val

Lys

ser

100

Pro

Thr

Glu

Glu

TYr

180

Phe

Lys

Ala

Lys

Phe

260

Sser

Asp

TYyr

Lys

Asn

Pro

Asp

85

Thr

Phe

Asn

Leu

Cys

165

Gly

Glu

Phe

Gly

val

245

Glu

Leu

Ile

Ile

Ile

Pro

val

70

Asnh

Asp

Trp

cys

Asn

150

Lys

Ser

Glu

Ala

His

230

Asn

Glu

Gln

Ala

Lys

His

Glu

55

Ser

Tyr

Leu

Gly

Leu

Ser

Thr

ser

Thr

215

Arg

Thr

Leu

Glu

ser

Ile
Ash
40
Glu
Tyr
Leu
Gly
Gly
1
Ash
val
Phe
Gln
Leu
200
Asp
Leu
Ash
Arg
Asn

280

Thr

Pro

25

Lys

Gly

Tyr

Lys

val

Ile

Gly

Tyr

185

Glu

Pro

Tyr

Ala

Thr

265

Glu

Leu

ES 2 634261 T3

Asn

Ile

Asp

Asp

Gly

920

Met

Thr

Ile

Ile

His

170

Ile

val

Ala

Gly

Tyr

250

Phe

Phe

Asn

Ala

Trp

Leu

ser

75

val

Leu

Ile

Gln

Gly

Glu

Arg

Asp

val

Ile

235

Tyr

Gly

Arg

Lys

Gly

val

AsSn

60

Thr

Thr

Leu

Asp

Pro

140

Pro

val

Phe

Thr

Thr

220

Ala

Glu

Gly

Leu

Ala

29

Gln

Ile

45

Pro

Tyr

Lys

Thr

Thr

125

Asp

Ser

Leu

Ser

Asn

205

Leu

Ile

Met

His

Tyr

285

Lys

Met

30

Pro

Pro

Leu

Leu

Ser

110

Glu

Gly

Ala

Asn

Pro

190

Pro

Ala

Asn

Ser

Asp

270

Tyr

ser

Gln

Glu

Pro

Ser

Phe

95

Ile

Leu

ser

Asp

Leu

175

Asp

Leu

His

Pro

Gly

Ala

Tyr

Ile

Pro

Arg

Glu

Thr

80

Glu

val

Lys

Tyr

Ile

160

Thr

Phe

Leu

Glu

Asn

240

Leu

Lys

Asn

val



Gly

Tyr

Lys

Asn

Phe

Thr

385

Phe

Lys

Gly

Ala

ser

465

Ile

Asp

Glu

Glu

Leu

545

His

290

Thr

Leu

Phe

Phe

Asp

370

Ile

AsSh

Asn

Ile

Leu

450

Pro

Thr

Leu

Asn

Leu

530

Asp

Gly

Thr

Leu

Asp

val

355

Lys

Tyr

Gly

Phe

Ile

435

Asn

ser

ser

Ile

Ile

515

Met

Lys

Lys

Ala

ser

Lys

340

Lys

Ala

Asp

Gln

Thr

420

Thr

Asp

Glu

Asp

Gln

500

ser

Pro

Tyr

ser

Ser

Glu

325

Leu

Phe

val

Gly

Asn

405

Gly

Ser

Leu

Asp

Thr

485

Gln

Ile

Asn

Thr

Leu

310

Asp

Tyr

Phe

Phe

Phe

390

Thr

Leu

Lys

Cys

Asn

470

Asn

Tyr

Glu

Ile

Met

550

Ile

295

Gln

Thr

Lys

Lys

Glu

Phe

Thr

455

Phe

Ile

Tyr

Asn

Glu

Phe

Ala

Tyr

Ser

Met

val

360

Ile

Leu

Ile

Glu

Lys

Lys

Thr

Glu

Leu

Leu

520

Arg

His

Leu

Met

Gly

Leu

345

Leu

Asn

Arg

Ash

Phe

425

ser

val

Asn

Ala

Thr

505

ser

Phe

Tyr

Thr

ES 2 634261 T3

Lys

Lys

Thr

Asn

Ile

Asn

Asn

410

Tyr

Leu

Asn

Asp

Ala

490

Phe

ser

Pro

Leu

Asn
570

Asn

315

Phe

Glu

Arg

val

Thr

395

Met

Lys

Asp

Asn

Leu

475

Glu

Asn

Asp

Asn

Arg

ser

300

val

ser

Ile

Lys

Pro

380

Asn

Asn

Leu

Lys

Trp

Asn

Glu

Phe

Ile

Gly

Ala

val

30

Phe

val

Tyr

Thr

365

Lys

Leu

Phe

Leu

Gly

Asp

Lys

Asn

Asp

Ile

525

Lys

Gln

Asn

Lys

Asp

Thr

350

Tyr

val

Ala

Thr

Cys

Tyr

Leu

Gly

Ile

Asn

510

Gly

Lys

Glu

Glu

Glu

Lys

335

Glu

Leu

Asn

Ala

Lys

val

Asn

Phe

Glu

ser

495

Glu

Gln

Tyr

Phe

Ala
575

Lys

Leu

Asp

Asn

Tyr

Asn

400

Leu

Arg

Lys

Phe

Glu

480

Leu

Pro

Leu

Glu

Glu

560

Leu



Leu

Lys

Gln

625

Leu

Ile

Ile

val

Glu

Gln

Leu

Asn

785

Ile

Asp

Gln

Asn

val

Leu

610

Lys

Asn

Phe

Pro

Leu

690

Trp

Asnh

Asnh

Tyr

ser

770

Lys

Pro

Ala

val

Pro

Asn

595

val

Ile

Ile

ser

val

675

Thr

Asp

Thr

Gln

Thr

755

ser

Phe

Tyr

Leu

Asp

ser

580

Lys

TYyr

Ala

Gly

Gly

Leu

val

Glu

Gln

Ala

740

Glu

Lys

Leu

Gly

Leu

820

Arg

Arg

Ala

Asp

Asp

Asnh

645

Ala

Gly

Gln

val

Ile

Glu

Glu

Leu

Asnh

val

805

Lys

Leu

val

Thr

Phe

Ile

630

Met

val

Thr

Thr

TYyr

710

Asp

Ala

Glu

Asnh

Gln

790

Lys

Tyr

Lys

Tyr

Glu

Thr

615

Thr

Leu

Ile

Phe

Ile

695

Lys

Leu

Thr

Lys

Glu

775

Cys

Arg

Ile

Asp

ES 2 634261 T3

Phe

585

Ala

Glu

Ile

Lys

Leu

665

Leu

ASn

Ile

Arg

Ala

745

Asn

Ile

val

Glu

Asp

val

Phe

Met

Thr

Ile

val

Ala

val

Ile

Asn

ser

Asp

Asn

Asn

ser

Leu

Glu

620

TYyr

Phe

Ile

TYyr

ser

700

Asn

Met

Asn

Phe

Ala

780

Leu

Asp

Gly

Thr

31

Asp

Gly

val

Ile

val

Pro

Ile

685

Lys

Trp

Lys

Tyr

Asn

765

Met

Met

Ala

Thr

Leu
845

Tyr

590

Trp

Ser

Gly

Gly

Glu

670

Ala

Arg

Leu

Glu

Gln

750

Ile

Ile

Asn

Ser

Leu

830

Ser

val

val

Thr

Pro

Ala

655

Ile

Asn

Asn

Ala

Ala

735

Tyr

Asp

Asn

ser

Leu

815

Ile

Thr

Lys

Glu

Thr

Ala

640

Leu

Ala

Lys

Asn

Asp

Ile

Met

800

Lys

Gly

Asp
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Ile Pro Phe Gln Leu Ser Lys Tyr val Asp Ash GIn Arg Leu Leu Ser
850 855 860

Thr Phe Thr Glu Tyr Ile Lys Asn Ile Ile Asn Thr Ser Ile Leu Asn
865 870 875 880

Leu Arg Tyr Glu Ser Asn His Leu Ile Asp Leu Ser Arg Tyr Ala Ser
885 890 895

Lys Ile Asn Ile Gly Ser Lys val Asn Phe Asp Pro Ile Asp Lys Asn
900 905 910

Gln ITe Gln Leu Phe Asn Leu Glu Ser Ser Lys Ile Glu val Ile Leu
915 920 925

Lys Asn Ala Ile val Tyr Asn Ser Met Tyr Glu Asn Phe Ser Thr Ser
930 935 940

Phe Trp Ile Arg Ile Pro Lys Tyr Phe Asn Ser Ile Ser Leu Asn Asn
945 950 955 960

Glu Tyr Thr ITe Ile Asn Cys Met Glu Asn Asn Ser Gly Trp Lys val
965 970 975

Ser Leu Asn Tyr Gly Glu Ile Ile Trp Thr Leu Gln Asp Thr GIn Glu
980 985 990

ITe Lys GIn Arg val val Phe Lys Tyr Ser Gln Met Ile Asn Ile Ser
995 1000 1

Asp Tyr 1Ile Asn Arg Trp Ile Phe val Thr ITe Thr Asn Asn Arg
1010 1015 1020

Leu Asn Asn Ser Lys Ile Tyr Ile Asn Gly Arg Leu Ile Asp Gln
1025 1030 1035

Lys Pro Ile Ser Asn Leu Gly Asn Ile His Ala Ser Asn Asn Ile
1040 1045 1050

Met Phe Lys Leu Asp Gly Cys Arg Asp Thr His Arg Tyr Ile Trp
1055 1060 1065

Ile Lys Tyr Phe Asn Leu Phe Asp Lys Glu Leu Asn Glu Lys Glu
1070 1075 1080

Ile Lys Asp Leu Tyr Asp Asn Glnh Ser Asn Ser Gly 1Ile Leu Lys
1085 1090 1095

Asp Phe Trp Gly Asp Tyr Leu GIln Tyr Asp Lys Pro Tyr Tyr Met
1100 1105 1110

32
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Leu Asn Leu Tyr Asp Pro Asn Lys Tyr val Asp val Asn Asn val
1115 1120 1125

Gly IT1e Arg Gly Tyr Met Tyr Leu Lys Gly Pro Arg Gly Ser val
1130 1135 1140

Met Thr Thr Asn Ile Tyr Leu Asn Ser Ser Leu Tyr Arg Gly Thr
1145 1150 1155

Lys Phe 1ITle ITe Lys Lys Tyr Ala Ser Gly Ash Lys Asp Asn Ile
1160 1165 1170

val Arg Asn Asn Asp Arg vVal Tyr Ile Asn val val val Lys Asn
1175 1180 1185

Lys Glu Tyr Arg Leu Ala Thr Asn Ala Ser Gln Ala Gly val Glu
1190 1195 1200

Lys ITe Leu Ser Ala Leu Glu Ile Pro Asp val Gly Asn Leu Ser
1205 1210 1215

Gln val val val Met Lys Ser Lys Asn Asp GIn Gly Ile Thr Asn
1220 1225 1230

Lys Cys Lys Met Asn Leu GIn Asp Asn Asn Gly Asn Asp Ile Gly
1235 1240 1245

Phe I1e Gly Phe His GIn Phe Asn Asn Ile Ala Lys Leu val Ala
1250 1255 1260

Ser Asn Trp Tyr Asn Arg Gln Ile Glu Arg Ser Ser Arg Thr Leu
1265 1270 1275

Gly Cys Ser Trp Glu Phe Ile Pro val Asp Asp Gly Trp Gly Glu
1280 1285 1290

Arg Pro Leu
1295

<210> 4

<211> 25

<212> PRT

<213> Clostridium Botulinum

<220>

<221> Loop BoNT/A1
<222> (1)..(25)
<400> 4

Cys val Arg Gly Ile Ile Thr Ser Lys Thr Lys Ser Leu Asp Lys Gly
1 5 10 15

Tyr Asn Lys Ala Leu Asn Asp Leu Cys
20 25

<210>5

<211> 25

<212> PRT

<213> Clostridium Botulinum

<220>

33
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<221> Bucle BoNT/A2/A6
<222> (1)..(25)

<400> 5

Cys val Arg Gly ITe Ile Pro Phe Lys Thr Lys Ser Leu Asp Glu Gly
1 5 10 15

Tyr Ash Lys Ala Leu Asn Asp Leu Cys
20 25

<210> 6

<211> 25

<212> PRT

<213> Clostridium Botulinum

<220>

<221> Bucle BoNT/A3
<222> (1)..(25)

<400> 6

Cys val Arg Gly ITe Ile Pro Phe Lys Thr Lys Ser Leu Asp Glu Gly
1 5 10 15

Tyr Ash Lys Ala Leu Asn Asp Leu Cys
20 25

<210>7

<211> 25

<212> PRT

<213> Clostridium Botulinum

<220>

<221> Bucle BoNT/A3
<222> (1)..(25)

<400> 7

Cys val Arg Gly ITe Ile Pro Phe Lys Thr Lys Ser Leu Asp Glu Gly
1 5 10 15

Tyr Ash Lys Ala Leu Asn Tyr Leu Cys
20 25

<210> 8

<211> 25

<212> PRT

<213> Clostridium Botulinum

<220>

<221> Bucle BoNT/A4
<222> (1)..(25)

<400> 8

Cys val Arg Gly ITe Ile Thr Ser Lys Thr Lys Ser Leu Asp Glu Gly
1 5 10 15

Tyr Ash Lys Ala Leu Asn Glu Leu Cys
20 25

<210>9
<211> 25
<212> PRT

34
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<213> Clostridium Botulinum
<220>

<221> Bucle BoNT/A5
<222> (1)..(25)

<400> 9

Cys val Arg Gly ITe Ile Thr Ser Lys Thr Lys Ser Leu Asp Glu Gly
1 5 10 15

ES 2 634261 T3

Tyr Ash Lys Ala Leu Asn Asp Leu Cys

20

<210> 10

<211> 25

<212> PRT

<213> Clostridium Botulinum

<220>
<221> Bucle BoNT/A7
<222> (1)..(25)

<400> 10

Trp val Arg Gly Ile ITle Pro Phe Lys Pro Lys Ser Leu Asp Glu Gly
1 5 10 15

25

Ser Ash Lys Ala Leu Asn Asp Leu Cys
20 25

<210> 11

<211>10

<212> PRT

<213> Clostridium Botulinum

<220>

<221> Bucle BoNT/B1/B4bv/B6

<222> (1)..(10)

<400> 11

Cys Lys Ser val Lys Ala Pro Gly Ile Cys
1 5 10

<210> 12

<211>10

<212> PRT

<213> Clostridium Botulinum

<220>
<221> Bucle BoNT/B2/B3
<222> (1)..(10)

<400> 12

Cys Lys Ser val Arg Ala Pro Gly Ile Cys
1 5 10

<210> 13

<211>10

<212> PRT

<213> Clostridium Botulinum

<220>
<221> Bucle BoNT/B5np
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ES 2 634261 T3

<222> (1)..(10)

<400> 13

Cys Lys Ser val Lys val Pro Gly Ile Cys
1 5 10
<210> 14

<211> 17

<212> PRT

<213> Clostridium Botulinum

<220>

<221> Bucle BoNT/C/CD

<222> (1)..(17)

<400> 14

Cys His Lys Ala ITe Asp Gly Arg Ser Leu Tyr Asn Lys Thr Leu Asp
1 5 10 15

cys

<210> 15

<211> 14

<212> PRT

<213> Clostridium Botulinum

<220>
<221> Bucle BoNT/D
<222> (1)..(14)

<400> 15

gys Leu Arg Leu ghr Lys Asn Ser Arg /i\(s)p Asp Ser Thr Cys

<210> 16

<211> 14

<212> PRT

<213> Clostridium Botulinum

<220>
<221> Bucle BoNT/DC
<222> (1)..(14)

<400> 16

gys Leu Arg Leu ghr Arg Asn Ser Arg /i\(s)p Asp Ser Thr Cys

<210> 17

<211> 15

<212> PRT

<213> Clostridium Botulinum

<220>
<221> Bucle BoNT/E1-E5
<222> (1)..(15)

<400> 17

Cys Lys Ash Ile val ser val Lys Gly Ile Arg Lys Ser Ile Cys
1 5 10 15

<210> 18
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<211> 15
<212> PRT
<213> Clostridium Botulinum

<220>

<221> Bucle BoNT/E6
<222> (1)..(15)

<400> 18

Cys Lys Ash Ile val Phe Ser Lys Gly Ile Arg Lys Ser Ile Cys
1 5 10 15

<210> 19

<211> 17

<212> PRT

<213> Clostridium Botulinum

<220>

<221> Bucle BoNT/F1/F6
<222> (1)..(17)

<400> 19

Cys Lys Ser val Ile Pro Arg Lys Gly Thr Lys Ala Pro Pro Arg Leu
1 5 10 15

cys

<210> 20

<211> 17

<212> PRT

<213> Clostridium Botulinum

<220>
<221> Bucle BoNT/F2/F3
<222> (1)..(17)

<400> 20

Cys Lys Ser Ile Ile Pro Arg Lys Gly Thr Lys Gln Ser Pro Ser Leu
1 5 10 15

cys

<210> 21

<211> 17

<212> PRT

<213> Clostridium Botulinum
<220>

<221> Bucle BoNT/F4
<222> (1)..(17)

<400> 21

Cys Lys Ser Ile Ile Pro Arg Lys Gly Thr Lys Ala Pro Pro Arg Leu
1 5 10 15

cys
<210> 22

<211> 15
<212> PRT
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<213> Clostridium Botulinum
<220>

<221> Bucle BoNT/F5
<222> (1)..(15)

<400> 22

Cys Leu Ash Ser Ser Phe Lys Lys Ash Thr Lys Lys Pro Leu Cys
1 5 10 15

<210> 23

<211> 15

<212> PRT

<213> Clostridium Botulinum

<220>
<221> Bucle BoNT/F7
<222> (1)..(15)

<400> 23

Cys Lys Ser Ile val Ser Lys Lys Gly Thr Lys Asn Ser Leu Cys
1 5 10 15

<210> 24

<211> 15

<212> PRT

<213> Clostridium Botulinum

<220>
<221> Bucle BoNT/G
<222> (1)..(15)

<400> 24

Cys Lys Pro val Met Tyr Lys Ash Thr Gly Lys Ser Glu Gln Cys
1 5 10 15

<210> 25

<211> 29

<212> PRT

<213> Clostridium Tetani

<220>
<221> Bucle TeNT
<222> (1)..(29)

<400> 25

Cys Lys Lys Ile ITe Pro Pro Thr Asn Ile Arg Glu Asn Leu Tyr Asn
1 5 10 15

Arg Thr Ala Ser Leu Thr Asp Leu G

20

<210> 26

<211> 1005

ADN <212>

<213> C. Botulinum

<400> 26

2

ES 2 634261 T3

1y Gly Glu Leu Cys
5

38



10

atggttcaag
attgatgtaa
ctatatgact
aactataaac
atagccaaca
tattataaaa
tttgttcatg
ttctttggcg
ggccacgaat
tctggtgccc
tttgtactag
tccagaggag
aacggtggtg
ggaatagaaa
gctaattgct
caagttacta

tttgaccaag

<210> 27
<211> 1746
ADN <212>

<213> Clostridium Botulinum

<400> 27

gtcaaagcgt
cttatggaaa
taaaaaatca
aaatattaat
atcaggttaa
acaaattaaa
taggtagaaa
atggcgacgg
taagtcatgg
taaatgaatc
gtgaagattg
gccaaccagc

ttcatacaaa
aaactggtgc
ataaatggga
aagaacttta

ttggaataac

taaaggagta
tggaaaatac
agttgatgaa
gagcaaatct
ttctgtagat
tagaaacagt
ttatggtaat
aatatacttc
tgtaacaaat
tttctcagat
ctgggttgct
tcatatgaaa

ttcaggtata
aaaaaatagt
tgaaacaaca
tggcgaaaat

tgctacacct

ES 2 634261 T3

ggaaaaacta
tatttaaaag
tatgatctat
gaattaatat
gcttatgtaa
attgataata
gctttttggt
tcttcccttg
aaagagtcta
attatgggag
ggaggagtaa
gattataaat

ataaaccatg
aaagatatta
aattttgcta
agcaactatg

caattaccat

gcttggatgg
atagcaacaa
acaattatct
ctaattacaa
acacaaataa
agggtatgaa
acggtccata
caaaatcttt
atcttaaata
tagctgttga
tgagagatat
acaaaactat

ctgcttattt
tgggaaaaat
agtgcagaaa
taaaaattgt

tataa
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actagtaaat
aaatatttat
tagtagacct
taataatttt
aacctatgat
tattaatggg
tgatgggatg
agatgttgta
tgaaaatgaa
gggtaaaaac
ggaaaatcca
gaatgacgat
agttgcagat
attctataca
tgatgtagtc

tgaaaaagct
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atgaaaagta
tctgcagttt
ataacttggg
aaatttaaca
gtacaaaaag
tatcatatga
actgaaaaag
gggaattgga
gatattaaag
ggcaaacctt
ttcgttaatg
gatactaaag
agtaatgcaa
agcttggatg
gatagcaaca
tacaattatc
tctaattaca
aacacaaata
aagggtatga
tacggtccat
gcaaaatctt
aatcttaaat
gtagctgttg
atgagagata
tacaaaacta
gctgcttatt

atgggaaaaa
aagtgcagaa

gtaaaaattg

ttataa

aaaaattatt
atgctgcgec
aaaaaaatga
attctgagga
gttctcttaa
tttatgaagt
actcctccat
aaaacaaaat
atgaaaaagc
atgtagttta
ctgaggatgg
atcaaaaatt
ataatgtaat
gactagtaaa
aaaatattta
ttagtagacc
ataataattt
aaacctatga
atattaatgg
atgatgggat
tagatgttgt
atgaaaatga
agggtaaaaa
tggaaaatcc
tgaatgacga
tagttgcaga

tattctatac
atgatgtagt

ttgaaaaagc

agctacagtg
tgtaggaaaa
acaaaatact
gataactaaa
aaacaccaag
agaaggtata
ggattctata
caaactatca
aactagtaaa
tttagtagat
ttctatagta
acccaatgct
tgatgttcaa
tattgatgta
tctatatgac
taactataaa
tatagccaac
ttattataaa
gtttgttcat
gttctttggc
aggccacgaa
atctggtgcec
ctttgtacta
atccagagga
taacggtggt
tggaatagaa

agctaattgce
ccaagttact

ttttgaccaa
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ctaagtgccg
gaaagtaaag
aaaaaagctg
ttctttgaaa
actgtaaaag
cctgtatact
aacggtagaa
aaagaagatg
aagaccgatt
ctaattacag
aataaattta
aaaaaaatta
ggtcaaagcg
acttatggaa
ttaaaaaatc
caaatattaa
aatcaggtta
aacaaattaa
gtaggtagaa
gatggcgacg
ttaagtcatg
ctaaatgaat
ggtgaagatt
ggccaaccag
gttcatacaa
aaaactggtg

tataaatggg
aaagaacttt

gttggaataa

tgatcacttt
ttgaaccaaa
ctactgatat
aaaatatatc
acgaaaaagg
atggaagaat
ttgatactgt
ctatagcaaa
tatatctgta
acaacgggag
ataatactcc
aagatgaagc
ttaaaggagt
atggaaaata
aagttgatga
tgagcaaatc
attctgtaga
atagaaacag
attatggtaa
gaatatactt
gtgtaacaaa
ctttctcaga
gctgggttgc
ctcatatgaa
attcaggtat
Caaaaaatag

atgaaacaac
atggcgaaaa

ctgctacacc
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ttctactgtt
aactacaaca
aactgaaaag
taaatttggt
taaaactaac
tgtttttaca
ttttgaaaat
agctaaaaat
taattttgag
ttggacggtt
tactttaatt
taaaaaagct
aggaaaaact
ctatttaaaa
atatgatcta
tgaattaata
tgcttatgta
tattgataat
tgctttttyg
ctcttccctt
taaagagtct
tattatggga
tggaggagta
agattataaa
aataaaccat
taaagatatt

aaattttgct
tagcaactat

tcaattacca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
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720
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REIVINDICACIONES

1. El uso de Lys-C para el procesamiento proteolitico de una neurotoxina botulinica de cadena sencilla serotipo A
(BoNT/A) por hidrdlisis para producir neurotoxina botulinica di-cadena serotipo A (BoNT/A).

2. El uso segun la reivindicacion 1, en el que el neurotoxina botulinica de cadena Unica serotipo A (BoNT/A) es una
neurotoxina natural, una neurotoxina recombinante o neurotoxina modificada, tal como una neurotoxina que carece
del dominio He natural o partes de las mismas o derivados con otros residuos de aminoacidos que sustituyen al
dominio H; de la neurotoxina.

3. El uso segun la reivindicacion 2, en el que la neurotoxina botulinica de cadena unica serotipo A (BoNT/A)
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una identidad de secuencia del 50% con una
secuencia polipeptidica seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO: 3 a 25;

preferiblemente en el que la Lys-C hidroliza el serotipo A de la neurotoxina botulinica de cadena sencilla (BoNT/A)
en una posicidon inmediatamente C-terminal a un resto de aminoacido basico dentro de dicha secuencia de
cualquiera de las SEQ ID NO: 3 a 25.

4. El método para la fabricacién de un polipéptido procesado proteoliticamente, que comprende la etapa de poner en
contacto:

(a) un primer polipéptido, siendo dicho primer polipéptido Lys - C;
con

(b) un segundo polipéptido, siendo dicho segundo polipéptido susceptible a la protedlisis por dicho primer
polipéptido;

en donde dicho contacto da como resultado un procesamiento proteolitico de dicho segundo polipéptido en al menos
dos productos de escision;

en el que el segundo polipéptido es un serotipo A de la neurotoxina botulinica de una sola cadena (BoNT/A) y en el
que dicho primer polipéptido hidroliza el neurotoxina botulinica de cadena sencilla serotipo A (BoNT/A) para producir
un neurotoxina botulinica serotipo A di-cadena (BoNT/A).

5. El método de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que dicha neurotoxina botulinica de cadena Unica serotipo A
(BoNT/A) es una neurotoxina de origen natural, una neurotoxina recombinante o neurotoxina modificada, tal como
una neurotoxina que carece del dominio H. natural o partes del mismo o derivados con otros residuos de
aminoacidos que sustituyen al dominio H de la neurotoxina .

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que el segundo polipéptido comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos un 50% de identidad de secuencia con una secuencia polipeptidica seleccionada de
cualquiera de las SEQ ID NO: 3 a 25;

preferiblemente en el que el primer polipéptido escinde proteoliticamente el segundo polipéptido en una posicion
inmediatamente C-terminal a un resto de aminoacido basico dentro de dicha secuencia de cualquiera de las SEQ ID
NO: 3 a 25.

7. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 3, o el método segun cualquiera de las
reivindicaciones 4 - 6, en el que el extremo C de la cadena L y el extremo N de la cadena H de la neurotoxina
botulinica di-cadena serotipo A ( BoNT/A) son idénticas a la correspondiente neurotoxina botulinica di-cadena
serotipo A (BoNT/A) aislada de clostridios naturales.

8. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 3, 7 o el método segun cualquiera de las
reivindicaciones 4 - 7, en el que la neurotoxina botulinica di-cadena serotipo A (BoNT/A) tiene una secuencia de
aminoacidos idéntica cuando se compara con el correspondiente polipéptido de la neurotoxina botulinica di-cadena
serotipo A (BoNT/A) generado a partir del mismo polipéptido de serotonina A de neurotoxina botulinica de cadena
Unica (BoNT/A) en clostridios naturales.

9. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 - 8, en el que dicho contacto tiene lugar dentro de
una célula, en un lisado celular o en un lisado celular purificado.
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