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ES 2676277 T3

DESCRIPCION

Células modificadas genéticamente para el ensayo de transferencia de energia por resonancia con el resto del
sustrato de sinaptobrevina

Campo de la invencion

El campo de la invencion es la transferencia de energia por resonancia de Forster (FRET) para determinar la
actividad proteasa, especialmente para ensayos de proteasas para las neurotoxinas de Botulinum BoNTs que
escinden la sinaptobrevina.

Antecedentes de la invencion

Las neurotoxinas de Botulinum (BoNTs) son proteinas extremadamente téxicas y pueden clasificarse en subgrupos
distintos en base a, entre otros, la secuencia del péptido y/o la especificidad del sustrato. Todas las BoNTs naturales
(BoNT/A-G) se componen de una cadena pesada que media la entrada de las toxinas en una célula objetivo y una
cadena ligera con actividad proteasa dependiente de zinc que hidroliza proteinas SNARE seleccionadas que median
la fusidn de las vesiculas de neurotransmisores a la membrana que forma parte de la hendidura sinaptica.

Por ejemplo, la cadena ligera de BoNT/A hidroliza con alta especificidad a SNAP-25, que se requiere para la
exocitosis mediada por vesiculas de la acetilcolina en la hendidura sinaptica. Los ensayos conocidos para tal
actividad hidrolitica incluyen los descritos en nuestra solicitud internacional copendiente (WO 2009/035476). Aqui, un
fluoréforo y un inactivador se unen covalentemente a los extremos respectivos de una secuencia peptidica que
incluye, por ejemplo, la secuencia SNAP-25. La escision por BoNT/A (u otras BoNTs con especificidad de sustrato
hacia SNAP-25) dara como resultado la separacion fisica de los productos de escision y por lo tanto reducira la
inactivacion de la fluorescencia, que después puede cuantificarse. Entre otras opciones, a menudo se prefiere que
tal ensayo se realice como un ensayo in vitro basado en fase solida.

Si bien tal ensayo es conceptualmente simple y puede usarse para determinar facilmente la actividad de BoNT/A,
BoNT/C o BoNT/E, tal ensayo no puede modificarse simplemente a un ensayo basado en células para la
determinacioén de la actividad de BoNT/B, BoNT/D, BoNT/F o BoNT/G mediante el reemplazo del motivo SNAP-25
con un dominio SNARE ya que el dominio SNARE incluye un subdominio que se expande en la membrana que
colocaria el fluoréforo N-terminal en el lumen de una vesicula. En tal caso, solo se observaria la difusion de la sefal
de fluorescencia como se informa en cualquier lugar (Dong y otros, PNAS (2004), vol. 101, num. 41, 14701-14706; o
solicitud de patente de los Estados Unidos num. 2006/0134722).

Por lo tanto, todavia existe la necesidad de ensayos para BoNT mejorados, y especialmente ensayos basados en
células para BoNT que escinden sinaptobrevina.

Breve descripcion de la invencion

De acuerdo con la presente invencion, se proporcionan células genéticamente modificadas de acuerdo con las
reivindicaciones 1 y 8 y un estuche de acuerdo con la reivindicaciéon 15 para analizar la actividad proteasa de las
BoNT, y especialmente la actividad proteasa de BoNT/B, BoNT/G, BoNT/D, y/o BoNT/F en un sistema basado en
células que usa transferencia de energia por resonancia de fluorescencia. De acuerdo con la presente invencion, las
células expresan una o mas proteinas hibridas recombinantes junto con al menos una secuencia de escision y
reconocimiento por la proteasa BoNT, en donde la proteina hibrida comprende, ademas, un dominio transmembrana
que no es escindible por la proteasa BoNT y que dirige la proteina hibrida a una vesicula sinaptica intracelular.

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona una célula transfectada con el acido nucleico presentado en la
presente descripcion, y generalmente se prefiere que la célula se transfecte establemente con el acido nucleico. Las
células especialmente adecuadas incluyen células neuronales, células tumorales neuroendocrinas, células hibridas y
células madre.

Con la maxima preferencia, la célula transfectada es una célula neuronal, una célula tumoral neuroendocrina, una
célula hibrida o una célula madre. Generalmente se prefiere, ademas, que A incluya un dominio transmembrana de
sinaptobrevina, sinaptofisina, sinapsina |, sinapsina Il y/o sinapsina lll, y/o que C incluya al menos dos de una
secuencia de reconocimiento y escision de proteasa BoNT/B, una de BoNT/G, una de BoNT/D, y una de BoNT/F.
Aunque no se limita a la materia inventiva, se prefiere, ademas, que un enlazador peptidico se disponga entre uno o
mas de AyC,AyB, CyB,yCyD,yque el enlazador tenga una longitud igual o menor a 12 aminoacidos.
Adicionalmente, se contempla que la célula transfectada pueda ponerse en contacto con un inhibidor de BoNT
supuesto o conocido antes de poner en contacto la célula transfectada con la proteasa BoNT. En aspectos
especialmente preferidos, la célula transfectada produce dos proteinas hibridas.

En modalidades ilustrativas, la proteina hibrida que tiene la estructura de A-B-C-D tiene una secuencia de acuerdo
con la sec. con num. de ident.: 2, la proteina hibrida que tiene la estructura de A-C-B tiene una secuencia de
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acuerdo con sec. con num. de ident.: 4, y la proteina hibrida que tiene la estructura de A-C-B tiene una secuencia de
acuerdo con la sec. con num. de ident.: 6.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, la célula genéticamente modificada comprende un acido
nucleico recombinante que incluye una secuencia que codifica (I) una proteina hibrida que tiene una estructura de A-
B-C-D. De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion, la célula genéticamente modificada
comprende un acido nucleico recombinante que incluye una secuencia que codifica (ll) dos proteinas hibridas que
tienen una estructura de A-C-B y A-C-D, respectivamente. De acuerdo con la presente invencién, A es un dominio
transmembrana que no es escindible por la proteasa BoNT, B es una primera proteina fluorescente, C es una
secuencia de escisidon y reconocimiento por la proteasa BoNT, y D es una segunda proteina fluorescente. Con la
maxima preferencia, A comprende un dominio transmembrana de sinaptobrevina, sinaptofisina, sinapsina I,
sinapsina Il y/o sinapsina lll, y/o C comprende al menos dos de una secuencia de reconocimiento y escision de
proteasa BoNT/B, una de BoNT/G, una de BoNT/D, y una de BoNT/F. Cuando se desee, puede proporcionarse al
menos una secuencia adicional que codifica un enlazador peptidico que se dispone entre al menos unode Ay C, A
y B, CyB, yCyD, en donde el enlazador tiene una longitud igual o menor a 12 aminoacidos.

De acuerdo con un aspecto de la invencion, el acido nucleico recombinante codifica las dos proteinas hibridas.

En acidos nucleicos ilustrativos, la proteina hibrida que tiene la estructura de A-B-C-D se codifica por una secuencia
de acuerdo con la sec. con num. de ident.: 1, la proteina hibrida que tiene la estructura de A-C-B se codifica por una
secuencia de acuerdo con sec. con num. de ident.: 3, y la proteina hibrida que tiene la estructura de A-C-B se
codifica por una secuencia de acuerdo con sec. con num. de ident.: 5.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, la célula comprende un &cido nucleico que codifica las dos
proteinas hibridas que tienen la estructura de A-C-B y A-C-D.

Varios objetos, caracteristicas, aspectos y ventajas de la presente invencion seran mas evidentes a partir de la
siguiente descripcion detallada de las modalidades preferidas de la invencion.

Breve descripcion de las figuras

Las Figuras 1A-1B de la técnica anterior son ensayos FRET conocidos para la determinar la actividad de proteasas
BoNT en los que dos proteinas fluorescentes se separan mediante una secuencia de reconocimiento y escision
SNAP25.

Las Figuras 2B-2B son ilustraciones esquematicas para ensayos FRET intramolecular (2A) e intermolecular (2B)
para determinar la actividad de proteasas BoNT mediante el uso de la célula genéticamente modificada de acuerdo
con la materia objeto de la invencién.

Las Figuras 3A-3B son mapas de vectores ilustrativos para construcciones FRET recombinantes intramoleculares
(3A) e intermoleculares (3B) de la célula genéticamente modificada de acuerdo con la materia objeto de la invencion.

La Figura 4A representa resultados de FRET ilustrativos para el analisis FRET intramolecular (panel izquierdo) e
intermolecular (panel derecho) de la célula genéticamente modificada de acuerdo con la materia objeto de la
invencion.

La Figura 4B es una representacion grafica de los resultados de los experimentos de la Figura 4A.
Descripcion detallada

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona una célula genéticamente modificada de acuerdo con las
reivindicaciones 1 u 8 y un estuche de acuerdo con la reivindicacion 15.

Debe apreciarse que las proteinas hibridas que se forman en las células asi transfectadas incluyen un dominio
transmembrana. Por lo tanto, se espera que estas proteinas se localicen en vesiculas intracelulares y presenten un
sustrato unido a la vesicula. Tras la exposicion de las células a BoNT, la endocitosis mediada por la cadena pesada
de la BoNT en la célula transfectada es seguida por la presentaciéon de la cadena ligera en la superficie externa de la
vesicula, lo que permite que la actividad proteasa de la cadena ligera escinda la secuencia de escision de la(s)
proteina(s) hibrida(s), lo que reduce de esta manera la FRET y proporciona una sefial cuantificable. Por lo tanto,
debe apreciarse que las células y el estuche presentados en la presente descripcion permiten un ensayo basado en
células en el que la captacién, procesamiento y actividad proteolitica pueden controlarse en condiciones que se
parecen mucho a las condiciones naturales.

Por el contrario, como se representa esquematicamente en la Figura 1A de la técnica anterior, un sistema de prueba
BoNT/A con una proteina hibrida se muestra en A. La proteina hibrida tiene una primera y segunda proteinas de
fluorescencia (CFP y YFP, respectivamente) que se acoplan covalentemente a los extremos respectivos de una
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secuencia peptidica intermedia que incluye, ademas, una secuencia SNAP-25 (que es el sustrato para la proteasa
de cadena ligera BoNT/A). La excitacion de la CFP da como resultado la emisién de fluorescencia mediada por
FRET de YFP, que crea asi una firma de fluorescencia espectral especifica ilustrada esquematicamente en B. Tras
la incubacion con BoNT/A, la secuencia SNAP-25 se hidroliza y se libera YFP de la molécula hibrida (cuyo resto esta
todavia unido a una membrana u otra fase sélida) como se describe en C. Alternativamente, o adicionalmente, la
excitacion y emisién pueden seguirse solamente mediante el uso de YFP, que cuando se separa de la proteina
hibrida, finalmente se procesara en el proteosoma complejo. De manera similar, como se muestra en la Figura 1B de
la técnica anterior, una proteina hibrida tiene una primera y una segunda proteinas de fluorescencia (CFP y YFP,
respectivamente) que se acoplan covalentemente a los extremos respectivos de una secuencia peptidica intermedia
que incluye, ademas, una secuencia SNAP-25. La proteina hibrida se asocia al exterior de la vesicula a través del
dominio rico en cisteina de la secuencia SNAP-25. Una vez mas, tras la escision del enlazador SNAP-25 entre la
CFP y la YFP, FRET ya no esta disponible y la fluorescencia puede medirse tanto como pérdida en FRET o, en
Ultima instancia, como pérdida de la YFP como se describié anteriormente.

Si bien tales sistemas proporcionan varias ventajas, deberia ser facilmente evidente que cuando la secuencia SNAP-
25 se reemplaza por una sinaptobrevina (VAMP), la presencia del subdominio transmembrana en la sinaptobrevina
conducira a la separacion fisica de la CFP y la YFP mediante la vesicula (u otra) membrana, lo que abole asi
cualquier FRET entre la CFP y la YFP como se muestra en la Figura 9B de la solicitud de patente de Estados Unidos
num. 2006/0134722.

Para superar estas dificultades, los inventores ahora prepararon moléculas hibridas adecuadas para la FRET
intramolecular en las que una proteina fluorescente (u otro reportero) se coloca entre el subdominio transmembrana
y la secuencia de escision y reconocimiento de la proteasa BoNT, y en donde otra proteina fluorescente (u otro
reportero) se coloca después de la secuencia de reconocimiento y escisién de la proteasa BoNT. Ademas, los
inventores prepararon también pares de moléculas hibridas adecuadas para la FRET intermolecular en las que
ambas moléculas hibridas tienen una proteina fluorescente respectiva acoplada a las secuencias respectivas que
incluyen un dominio transmembrana y una secuencia de reconocimiento y escision de proteasa BoNT.

Como se usa en la presente descripcion, el término "dominio transmembrana” se refiere a cualquier resto molecular
que es capaz de insertarse en una membrana plasmatica de manera que al menos una porcion del resto se extiende
dentro de (y mas tipicamente a través de) la bicapa lipidica. Asi, un resto que sélo contacta externamente (por
ejemplo, mediante interaccion iénica o electrostatica) con la superficie de la membrana plasmatica no se considera
un dominio transmembrana de acuerdo con la definicidon proporcionada en la presente descripcion. Asi, los dominios
transmembrana especialmente preferidos incluyen dominios polipeptidicos hidréfobos que se extienden dentro de (y
mas tipicamente a través de) la membrana plasmatica. Mas tipicamente, los dominios transmembrana preferidos
comprenden un polipéptido (tipicamente recombinante). Sin embargo, debe reconocerse que diversos elementos
alternativos (por ejemplo, palmitoilacion N-terminal) también caeran dentro del alcance de la definicion
proporcionada en la presente descripcion.

Como también se usa en la presente descripcion, la expresion "secuencia de reconocimiento y escision de BoNT" se
refiere a cualquier resto molecular que puede unirse y escindirse mediante una proteasa BoNT. Generalmente se
prefiere que la secuencia de reconocimiento y escision de BoNT comprenda un polipéptido de sinaptobrevina o una
porcién de este, que tipicamente es un polipéptido recombinante.

De acuerdo con un primer aspecto de la materia objeto de la invencion, los &cidos nucleicos recombinantes
contemplados incluyen una secuencia que codifica (I) una proteina hibrida que tiene una estructura de A-B-C-D. De
acuerdo con un segundo aspecto de la materia de la invencion (ll) al menos una de las dos proteinas hibridas que
tienen una estructura de A-C-B y que tienen una estructura de A-C-D, respectivamente, donde A es un dominio
transmembrana, B es una primera proteina fluorescente, C es una secuencia de reconocimiento y escision de BoNT,
y D es una segunda proteina fluorescente. Con la maxima preferencia, cuando la secuencia codifica dos proteinas
hibridas, la expresion de las dos proteinas hibridas esta bajo el control de los promotores respectivos (tipicamente,
pero no necesariamente, que tienen la misma fuerza y el mismo mecanismo de control regulador).

Mas tipicamente, el dominio transmembrana se selecciona para permitir la inserciéon de la(s) proteina(s)
recombinante(s) en la membrana de las vesiculas sinapticas. Por lo tanto, generalmente se prefiere que el dominio
transmembrana sea el dominio transmembrana de la sinaptobrevina, sinaptofisina, sinapsina |, sinapsina Il y/o
sinapsina lll, o cualquier porcion de esta que aun confiera el anclaje de la proteina recombinante a la membrana. Sin
embargo, en aspectos alternativos de la materia objeto de la invenciéon, se contempla que otros dominios
transmembrana también se consideran adecuados siempre que dichos dominios anclen la proteina recombinante a
una o0 mas membranas intracelulares. Existen numerosos dominios transmembrana conocidos en la técnica, y todos
ellos se consideran adecuados para su uso en la presente invencion. El experto habitual en la técnica podra
identificar facilmente un dominio como un dominio transmembrana (por ejemplo, a través de la publicacion y
descripcién del dominio, o mediante analisis computacional del dominio). Por supuesto, los dominios adecuados que
se producen en la naturaleza asi como las formas mutadas de estos (por ejemplo, se forman con una o mas
transiciones, transversiones, inserciones, eliminaciones, inversiones, etc.). Mas aun, el dominio transmembrana
contemplado adicionalmente también puede ser completamente sintético y basado en el andlisis computacional.
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Similarmente, debe apreciarse que el dominio transmembrana puede reemplazarse, ademas, por otro resto
polipeptidico que permita al menos un anclaje temporal de la proteina hibrida a una membrana de manera que el
resto de la proteina hibrida se exponga al citosol. El anclaje puede mediarse por varias interacciones (tipicamente no
covalentes), que incluyen interacciones idnicas, hidrofébicas y/o electrostaticas. Aun mas los dominios
transmembrana contemplados incluyen, ademas, dominios transmembrana no proteicos. Por ejemplo, los dominios
transmembrana alternativos especialmente preferidos incluirdn aquellos en los que un grupo hidréfobo (por ejemplo,
esterol, hidrocarburo, etc.) se une a la proteina, y particularmente un grupo palmitoilo. Tales grupos pueden
adicionarse intracelularmente (por ejemplo, a través de la sefial de palmitoilacion) o in vitro mediante el uso de varios
esquemas sintéticos.

Se debe apreciar, ademas, que los dominios transmembrana adecuados, preferentemente, no incluiran un sitio de
escision de proteasas BoNT y/o un sitio de reconocimiento de proteasas BoNT y por lo tanto actuaran solamente
como un anclaje de transmembrana para la proteina recombinante. Por lo tanto, los dominios transmembrana
adecuados pueden incluir la sinaptobrevina de longitud completa (o de longitud sustancialmente completa) que se
muté suficientemente para eliminar el sitio de escision y/o el sitio de reconocimiento. Alternativamente, la
sinaptobrevina (u otro dominio transmembrana) puede truncarse de manera que al menos se elimina el sitio de
escision y/o el sitio de reconocimiento. Por otra parte, aunque lo anterior se refiere a dominios transmembrana
unicos, debe apreciarse que también se consideran apropiados mas de un dominio transmembrana (que,
preferentemente, se acoplan entre si mediante un espaciador).

Con respecto a la primera y segunda proteinas fluorescentes generalmente se contempla que todas las proteinas
fluorescentes conocidas son adecuadas para su uso en la presente descripcion siempre que tales proteinas puedan
usarse como restos de generacion de sefial especificos y distintos. Sin embargo, se prefiere particularmente que los
restos de generacion de sefal sean proteinas fluorescentes que sean adecuadas para FRET. Por ejemplo, la
primera y la segunda proteinas fluorescentes pueden ser proteina fluorescente cian (CFP) y proteina fluorescente
amarilla (YFP) y sus respectivas modificaciones, respectivamente. Por supuesto, y como ya se indico anteriormente,
las proteinas fluorescentes pueden modificarse para incluir una o mas caracteristicas especificas (por ejemplo,
espectrales) o truncarse a un tamafio especifico. Entre otras opciones, las proteinas fluorescentes contempladas
incluyen diversas proteinas fluorescentes azules (por ejemplo, EBFP, EBFP2, Azurita, mKalama1), diversas
proteinas fluorescentes cian (por ejemplo, ECFP, Cerulean, CyPet), varias proteinas fluorescentes verdes (por
ejemplo, AcGFP1, ZsGreen1), y diversos derivados de proteinas fluorescentes amarillas (por ejemplo, YFP, Citrina,
Venus, YPet).

De manera similar, debe apreciarse que la secuencia de reconocimiento y escision de la proteasa BoNT puede
variar considerablemente, siempre que tal secuencia todavia se reconozca e hidrolice mediante una cadena ligera
de BoNT. Por ejemplo, la secuencia de reconocimiento y escision de la proteasa BoNT puede ser de origen humano,
de rata o murino, puede estar presente en forma oligo-multimérica, y puede modificarse especificamente, ademas,
para facilitar o al menos parcialmente inhibir la escision. Alternativamente, la secuencia de escisién y reconocimiento
de la proteasa BoNT puede modificarse, ademas, para permitir la identificacion de uno o mas subtipos de BoNT
especificos (por ejemplo, BoNT/B, D, F y/o G, asi como la toxina tetanica) por escision preferencial o exclusiva. Por
supuesto, debe reconocerse que todas las isoformas y mutantes de las secuencias de escision y reconocimiento de
la proteasa BoNT también se consideran adecuadas para su uso junto con las ensefianzas presentadas en la
presente descripcién siempre que tales formas y mutantes también puedan escindirse por una o mas proteasas
BoNT. Por ejemplo, las secuencias de escision y reconocimiento de proteasas adecuadas incluyen las de VAMP
(Sinaptobrevina) 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8, y las secuencias ilustrativas se enumeran a continuaciéon donde el dominio de
reconocimiento y escision es de tipo regular, el dominio transmembrana esta en tipo de letra cursiva, y donde las
posiciones de escision reales para las proteasas BoNT respectivas se subrayan (QK: BoNT/F; KL: BoNT/D; QF:
BoNT/B y TeTN; AA: BoNT/G):

Secuencia de proteina Vamp2 de rata (sec. con num. de ident.:7):

MSATAATVPPAAPAGEGGPPAPPPNLTSNRRLQOQTQAQVDEVVDIMRVNVD
KVLERDQKLSELDDRADALQAGASQFETSAAKLKRKY WWKNLKMMHILGVICAIILITT
FYFST SEQ ID NO:7

Secuencia de proteina Vamp2 de raton (sec. con num. de ident.:8):

MSATAATVPPAAPAGEGGPPAPPPNLTSNRRLQQTQAQVDEVVDIMRVNVD
KVLERDQKILSELDDRADALQAGASQFETSAAKLKRKY WHWENLKMMHULGVICAHLII
VYFST (SEQ ID NO:8)
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Secuencia de proteina Vamp2 humana (sec. con num. de ident.:9):

MSATAATAPPAAPAGEGGPPAPPPNLTSNRRLQQTQAQVDEVVDIMRVNVD
KVLERDQKILSELDDRADALQAGASQFETSAAKLKRKY WWENLKMMILGVICAHLII
VYFST (SEQ ID NO:%)

Por supuesto, debe observarse que las secuencias anteriores simplemente sirven como ejemplos para las
secuencias a partir de las cuales puede obtenerse el dominio transmembrana y las secuencias de escision y
reconocimiento de la proteasa BoNT. Por lo tanto, se observa también que numerosas secuencias alternativas
diferentes a la de la de la sinaptobrevina se contemplan ademas particularmente si pueden escindirse mediante una
BoNT de origen natural o sintética o de disefio, incluyendo SNAP-25 y formas mutantes de estas.

Ademas, se debe apreciar que uno o mas del dominio transmembrana, la primera y segunda proteinas
fluorescentes, y el dominio de escisidon y reconocimiento de la proteasa BoNT pueden truncarse mientras se
conserva la funcién respectiva (es decir, anclaje de transmembrana, fluorescencia, reconocimiento y escision de la
proteasa BoNT). Ademas, debe apreciarse que uno o mas aminoacidos en los elementos anteriores pueden
eliminarse o reemplazarse por uno o mas aminoacidos diferentes, tipicamente de una manera conservada.

Ademas, se contempla especialmente que los aminoacidos adicionales pueden adicionarse como espaciadores
entre uno o mas del dominio transmembrana, la primera y la segunda proteinas fluorescentes, y el dominio de
escision y reconocimiento de la proteasa BoNT. Tales espaciadores pueden incluirse para proporcionar mayor
flexibilidad estérica, aumentar la distancia entre los elementos, etc. Tipicamente, los espaciadores adecuados
tendran una longitud de entre 1-100 aminoacidos, mas tipicamente entre 2-50 aminoacidos, y lo mas tipicamente
entre 3-12 aminoacidos. Cuando la proteina recombinante se usa para ensayos FRET, generalmente se prefieren
espaciadores mas cortos. Ademas, se observa que pueden proporcionarse dominios adicionales para impartir otras
funciones deseadas. Por ejemplo, los dominios adicionales adecuados incluiran marcadores de afinidad para facilitar
el aislamiento o marcaje basado en anticuerpos, trafico de células para dirigir la proteina recombinante a un
compartimiento deseado, etc.

Con respecto a las células transfectadas que expresan la proteina hibrida generalmente se prefiere que la célula se
transfecte establemente. Sin embargo, se contempla también la transfeccion transitoria. Existen numerosas
estructuras promotoras conocidas en la técnica, y todas se consideran generalmente adecuadas para su uso en la
presente descripcion. Sin embargo, se prefiere especialmente que la expresion sea inducible por el promotor. En
otros aspectos contemplados, la expresion puede ser, ademas, constitutiva. La Figura 3A representa un mapa de un
vector ilustrativo para una construccion de expresion de una proteina hibrida que tiene una estructura de A-B-C-D, y
la Figura 3B representa un mapa de un vector ilustrativo para la expresion de dos proteinas hibridas que tienen una
estructura de A-C-B y A-C-D, respectivamente.

Las células particularmente preferidas para la transfeccion incluyen células neuronales (por ejemplo, astrocitos,
dendrocitos, células gliales, etc.) y células madre (por ejemplo, pluripotentes adultas, o capa de linea germinal
adulta, o progenitor adulto). Sin embargo, numerosas otras células no neuronales, que incluyen células humanas, de
roedores, de insectos, e incluso levaduras y células bacterianas también se contemplan en la presente descripcion.

Consecuentemente, los inventores contemplan células genéticamente modificadas para un método basado en
células para medir la actividad proteasa de una proteasa BoNT en el cual en una etapa se proporciona una célula
transfectada que produce (I) una proteina hibrida que tiene una estructura de A-B-C-D o (Il) dos proteinas hibridas
que tienen una estructura de A-C-B y A-C-D, respectivamente, en donde A es un dominio transmembrana, B es una
primera proteina fluorescente, C es una secuencia de escision y reconocimiento de BoNT, y D es una segunda
proteina fluorescente. En aspectos ilustrativos del objeto de la invencion, la proteina hibrida que tiene una estructura
de A-B-C-D tiene una secuencia de acuerdo con la sec. con num. de ident.: 2, que se codifica preferentemente por
un acido nucleico que tiene una secuencia de acuerdo con la sec. con num. de ident.: 1. Cuando las proteinas
hibridas tienen una estructura de A-C-B y A-C-D, las secuencias de proteina seran preferentemente como se
muestra en la sec. con num. de ident.: 4 y la sec. con num. de ident.: 6, que son codificadas preferentemente por un
acido nucleico que tiene la secuencia de acuerdo con la sec. con num. de ident.: 3 y la sec. con num. de ident.: 5,
respectivamente. Por supuesto, y como ya se indicd anteriormente, todas las formas mutantes de las secuencias
anteriores se contemplan también expresamente en la presente descripcién, siempre que tales formas mutantes
retengan las funciones respectivas como se indicé anteriormente. En otra etapa, la célula transfectada se pone en
contacto con una proteasa BoNT en condiciones que permitan que la célula tome la proteasa BoNT, y en otra etapa
mas, se mide la fluorescencia de al menos una de la primera y segunda proteinas fluorescentes en la célula
transfectada.

En dependencia de los requisitos y condiciones particulares, los ensayos basados en células que usan las células
genéticamente modificadas de la presente invencidon pueden realizarse como se representa en la Figura 2A en la
que la proteina hibrida es una sola cadena polipeptidica que tiene un dominio transmembrana N-terminal, seguido
de una CFP, que a su vez es seguido por una secuencia de reconocimiento y escision de proteasa BoNT, que a su
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vez es seguido por una YFP (preferentemente, terminal). La expresion de la proteina hibrida y la translocacion
posterior de la proteina hibrida a la membrana de una vesicula intracelular dara como resultado la presentacion de la
proteina hibrida en el exterior de la vesicula. La actividad proteasa BoNT/B escindira entonces intracelularmente la
secuencia de escision, lo que libera asi la YFP de la proteina hibrida. Consecuentemente, se reduce el enfriamiento
rapido y la fluorescencia de la YFP es detectable en forma difusa desde la célula.

Alternativamente, como se muestra en la Figura 2B, se forman dos proteinas hibridas separadas en la célula, cada
una con un dominio transmembrana N-terminal, seguido de una secuencia de reconocimiento y escision de proteasa
BoNT, que a su vez es seguido por una (preferentemente, terminal) YFP y CFP, respectivamente. La expresion de
las proteinas hibridas y la translocacion posterior de las proteinas hibridas a la membrana de una vesicula
intracelular dara como resultado la presentacion de las proteinas hibridas en el exterior de la vesicula. La actividad
de la proteasa BoNT/B escindira entonces intracelularmente las secuencias de escision, lo que libera asi la YFP y
CFP de la proteina hibrida. Consecuentemente, se reduce el enfriamiento rapido y la fluorescencia de la YFP y CFP
es detectable en forma difusa desde la célula. Notablemente, las proteinas hibridas respectivas se localizan
conjuntamente en la membrana vesicular de tal manera que permiten la FRET. Los resultados ilustrativos para tales
ensayos se representan en las microfotografias de fluorescencia calculadas de la Figura 4A y las representaciones
de grafico de barras correspondientes de la Figura 4B. Como puede deducirse facilmente de estas figuras, el ensayo
de FRET tuvo un buen rendimiento en el ensayo de FRET intermolecular y menos satisfactoriamente en el ensayo
de FRET intramolecular. Sin embargo, se espera que la experimentacion de rutina proporcione, ademas, resultados
satisfactorios del ensayo de FRET intramolecular.

Ejemplos
Clonaje de la construccion intramolecular

La construccion para la FRET intramolecular, pMD0031 (Figura 3A), se construyé en pEGFP-C1 (Clontech,
Mountain View, CA). Tres fragmentos de ADN- un fragmento N-terminal de Vamp2 de rata desde el inicio hasta el
aminoacido 92, una YFP de longitud completa sin un codén de terminacion y un fragmento C-terminal de Vamp2 de
rata desde el aminoacido 93 hasta el codén de parada- se amplificaron por la reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR). Se disefi¢ un sitio de restriccion EcoRI en el extremo 5' del fragmento Vamp2 N-terminal y un enlazador
SerGlyGly (TCGGGAGGC) y se disefiaron los primeros 12 nucleétidos de la YFP en el extremo 3'. El fragmento YFP
tenia los ultimos 13 nucledtidos del fragmento de Vamp2 N-terminal y el mismo enlazador SerGlyGly que el
fragmento de Vamp2 N-terminal disefiado en el extremo 5' y un segundo enlazador SerGlyGly (AGCGGCGGT) y los
primeros 9 nucleétidos del fragmento de Vamp2 C-terminal disefiado en el extremo 3'. El fragmento de Vamp2 C-
terminal tenia los ultimos 12 nucleétidos de YFP sin un codén de parada y el mismo enlazador SerGlyGly que el
fragmento YFP disefiado en el extremo 5' y un sitio de restriccion BamHI disefiado en el extremo 3'.

Estos tres fragmentos se combinaron después mediante el uso de PCR de extensién de solapamiento por empalme
(SOE) para crear un unico fragmento que consiste en un sitio de restriccion EcoRI, el fragmento N-terminal de
Vamp2 de rata (aminoacidos 1-92), un enlazador SerGlyGly, YFP sin un codén de parada, un segundo enlazador
SerGlyGly, el fragmento C-terminal de Vamp2 de rata (aminoacidos 93-codén de parada) y un sitio de restriccion
BamHI. Este fragmento y pECFP-C1 se hidrolizaron después con EcoRI y BamHI, se ligaron juntos y se
transformaron en E. coli DH5a. El inserto de la construccion final se secuencié después completamente.

Clonaje de la construccion intermolecular

La construccion para la FRET intermolecular, pMD0034 (Figura 3B), se construyé en pBudCE4.1 (Invitrogen,
Carlsbad, CA). La fusion de Vamp2 de rata de YFP se gener6é mediante la amplificacion de dos fragmentos por PCR.
El primer fragmento fue YFP sin un codén de parada con un sitio de restriccion Hindlll disefiado en el extremo 5'y
un enlazador SerGlyGly (AGTGGAGGC) y los primeros 9 nucleétidos de Vamp2 de rata modificados en el extremo
3'. El segundo fragmento fue una Vamp2 de rata de longitud completa con los ultimos 9 nucleétidos de la YFP y el
mismo enlazador SerGlyGly disefiado en el extremo 5' y un sitio de restriccion Xbal disefiado en el extremo 3'. Estos
dos fragmentos se combinaron después mediante el uso de SOE PCR para crear una YFP, enlazador SerGlyGly,
fragmento de Vamp2 de longitud completa. El fragmento y pBudCE4.1 se hidrolizaron después con Hindlll y Xbal, se
ligaron juntos, y se transformaron en E. coli DH5a. La fusién de Vamp2 de rata de CFP se cre6 de manera similar
pero contenia una CFP sin codén de parada, un sitio de restriccion Notl en el extremo 5' y un sitio Kpnl en el
extremo 3'. La construccion final se secuencioé después completamente.

Cultivo celular y ensayo FRET

El analisis de la eficiencia de FRET, las relaciones de fluorescencia YFP/CFP y las sensibilidades a BoNT/B de los
reporteros BoNT/B se realizd en células in vitro. Mas especificamente, se cultivaron células Neuro2A en una placa
de 96 pocillos con una confluencia del 70 % (~2000 células/pocillo) y se transfectaron transitoriamente mediante el
uso de Lipofectamina 2000 (Invitrogen), con los reporteros BoNT/B intramoleculares o intermoleculares. Después de
24 h, las células se incubaron en presencia o en ausencia de BoNT/B 25 nM a 37 °C durante 72 h en 100 pl de
medio MEM libre de rojo de fenol.
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Se realizaron mediciones de fluorescencia semiautomaticas de FRET o YFP total y CFP mediante el uso de un
microscopio de fluorescencia Nikon TE2000-U con aumento de 200x y software Nikon NIS Elements 3.4. Para las
mediciones de FRET, los coeficientes -A y -B (aceptor y donante) se calcularon a 0.03 y 0.73 respectivamente,
mediante el uso de un método de purga especifica. La Figura 4A representa los campos seleccionados al azar
pseudocoloreados para determinar la eficiencia de FRET o la relacién de fluorescencia YFP/CFP. Las relaciones
YFP/CFP se calcularon a partir de las emisiones recogidas tras la excitacion directa de cada fluoréforo. Como puede
observarse a partir de la representacion gréfica en la Figura 4B, el enfoque del reportero BoNT/B intermolecular fue
significativamente mas sensible para la deteccion de BoONT/B en células vivas. Se analizaron 30 células
seleccionadas aleatoriamente por condicion para determinar la eficiencia de FRET (Figura 4A, paneles izquierdos) o
las relaciones de fluorescencia YFP/CFP (Figura 4A, paneles derechos) en presencia o ausencia de BoNT/B 25 nM.
De hecho, tales resultados fueron completamente inesperados ya que la FRET intermolecular eficaz no solamente
requeria una expresion equilibrada de las dos proteinas fluorescentes, sino, ademas, de la ubicacion conjunta de las
proteinas recombinantes en cantidades correspondientes. Se muestra la sefial promedio de las 30 células de 5
campos microscopicos en 3 pocillos diferentes. Se excluyeron las células que exhibian fluorescencia sobresaturada.
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<400> 1
atggtgageca agggcgagga getgttcace ggggtggtge ccatcetggt cgagetggac 60
ggcgacgtaa acggccacaa gttcagogtg tccggegagg gegagggcga tgccacctac 120
ggcaagctga ccctgaagtt catctgcacc accggcaage tgcccgtgec ctggeccacce 180
ctcegtgacca ccctgacctg gggegtgecag tgettcagece getacceega ccacatgaag 240
cagcacgact tcttcaagte cgecatgece gaaggetacg teocaggageg caccatctte 300
ttcaaggacg acggcaacta caagacccge gococgaggtga agttogaggg cgacaccctg 360
gtgaaccgca tcgagcectgaa gggcatcgac ttcaaggagg acggcaacat cctggggeac 420
aagetggagt acaactacat cagecacaac gtetatatca cegecgacaa gecagaagaac 480
ggcatcaagg ccaacttcaa gatccgeccac aacatcgagg acggcagegt gcagctcgece 540
gaccactace agcagaacac ccccatcgge gacggecccg tgectgetgee cgacaaccac 600
tacctgagca cccagtccge ccktgagcaaa gaccccaacg agaagcgega tcacatggtce 660
ctgectggagt tcgtgaccge cgoccgggatc actctcggeca tggacgaget gtacaagtcee 720
ggactcagat ctcgageoteca agettegaat totatgteogg ectacecgetge caccgtoceg 780
cctgoogece cggecggcega gggtggcoccoe cctgcaceto ctccaaatet taccagtaac 840
aggagactge agcagaccca ggcoccaggtyg gatgaggtgg tggacatcat gagggtgaat 900
gtggacaagg tcctggagcg ggaccagaag ctatcggaac tggatgateg cgecagatgee 960
ctccaggecag gggcectcecca gtttgaaaca agtgcageca agctcaageg caaatacteg 1020
ggaggcatgg tgagcaaggg cgaggagetg ttecacecgggg tggtgeccat cectggtegag 1080
ctggacggcg acgtaaacgg ccacaagttc ageocgtgtcocg gecgagggcocga gggcgatgceco 1140
acctacggea agctgaccct gaagttcate tgecaccaccg gecaagctgece cgtgecctgg 1200
cccacccteqg tgaccacctt cggectacgge ctgecagtget tegeoceogeta cceocgaccac 1260
atgaagcagc acgacttctt caagtccgce atgecccgaag getacgtcececa ggagegcace 1320
atcettettea aggacgacgg caactacaag accegegecy aggtgaagtt cgagggegac 1380
accctggtga accgcatcga gctgaagggce atcgacttca aggaggacgg caacatcctg 1440
gggcacaagc tggagtacaa ctacaacagc cacaacgtct atatcatggc cgacaagcag 1500
aagaacggca tcaaggtgaa cttcaagatc cgecacaaca tcgaggacgg cagcegktgecag 1560
ctcgccgace actaccagca gaacaccccc atecggcgacg geccccgtget goctgcoccgac 1620
aaccactacce tgagctacca gtcegecctyg ageaaagace ccaacgagaa gogegatcac 1680
atggtcctge tggagttcgt gaccgcocgeoe gggatcactce tcggcatgga cgagctgtac 1740
aagageggeyg gttggtggaa aaacctcaag atgatgatca tettgggagt gatttgegee 1800
atcatectea teatcatcat cgtttactte ageacttaa 1839

<210> 2

<211> 612
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<400> 2

Met Val Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr Gly Val Val Pro Ile Leu
1 5 10 15

Val Glu Leu Asp Gly Asp Val Asn Gly His Lys Phe Ser val Ser Gly
20 25 30

Glu Gly Glu Gly Asp Ala Thr Tyr Gly Lys Leu Thr Leu Lys Phe Ile
35 40 45

Cys Thr Thr Gly Lys Leu Pro Val Pro Trp Preo Thr Leu Val Thr Thr
50 55 60

Leu Thr Trp Gly Val Gln Cys Phe Ser Arg Tyr Pro Asp His Met Lys
65 70 75 go

Gln His Rsp Phe Fhe Lys Ser Ala Met Pro Glu Gly Tyr Val Gln Glu
85 a0 95
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Tyr

val
355

Phe
100

Glu
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F¥:141

Glu

Asp

Gly

Sar
340

Fro

Phe

Gly
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Pro
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Pro
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Val
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Ala
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Gly

Ile
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Lys Asp hsp Gly
105

Asp Thr Leu Val
120

Asp Gly Asn Ile
135

Asn Val Tyr Ila
150

Pha Lys Ila Arg

Hig Tyzr Gla Gln
185

Asp Asn His Tyr
200

Glu Lys hog Asp
215

Ila The Leu Gly
230

Ala Gln Ala Ser

Ala Ala Pro Ala
265

Thr Ser Aen Azg
280

Val Asp Ile Met
295

Lys Leu Sar Glu
310

Ser Gln Phe Glu

Gly Met Val Ser
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Fhe
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Rsp
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Thr
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Fhe
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Sar

4940

val

Ala

Leu

Fro

Ala
570

Trp
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<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (1)..(717)

<223> Proteina fluorescente amarilla

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (718)..(726)

<223> SGG Enlazador

<220>
<221> caracteristicas_misc
<222> (727)..(1077)

<223> VAMP2 de longitud completa con dominio transmembrana y sitios de escisién

<400> 3

atggtgagea
ggcgacgtaa
ggcaagctga
ctegtgaccea
cagcacgact
ttcaaggacg
gtgaaccgea
aagcotggagt
ggcatcaagg
gaccactacc
tacctgagect
ctgetggagt
ggaggcatgt
caccctgeac
gtggatgagy
aagctatcgg
acaagtgcag

ttgggagtga

agggcgagga
acggccacaa
ccctgaagtt
cctteggeta
tcttcaagte
acggcaacta
tegagectgaa
acaactacaa
tgaacttcaa
agcagaacac
accagtcecge
tagtgacege
cggctaccgc
ctactcocaaa
tggtggacat
aactggatga
ccaagectcaa

tttgcgecat

gctgttecace
gttcagcgtg
catctgcacc
cggcctgeag
cgccatgcecce
caagaccege
gggcatcgac
cagccacaac
gatcecgecac
ccccatcgge
cctgagcaaa
cgocgggate
tgccaccegtc
tettaccagt
catgagyggty
tcgegcagat
gcgcaaatac

catcctcate

ggggtggtgao
tececggegagg
accggcaagce
tgettegece
gaaggctacg
gecgaggtga
ttcaaggagg
gtctatatca
aacatcgagg
gacggeccceg
gaccccaacy
actcteggea
ccgcecctgeeg
aacaggagac
aatgtggaca
gecctecagg
tggtggaaaa

atcatcatcg

ccatcectggt
gcgagggcga
tgcecegtgec
gctacceoga
tccaggageg
agttcgaggg
acggcaacat
tggccgacaa
acggcagcgt
tgctgcectgece
agaagcgcga
tggacgaget
ccocggocgg
tgcagoagac
aggtcctgga
caggggcctc
acctcaagat

tttacttcag

<210> 4
<211> 358
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Proteina recombinante codificada por pMD0034 YFP

<220>

<221> CARACTERISTICAS_MISC
<222> (1)..(239)

<223> Proteina fluorescente amarilla

<220>
<221> CARACTERISTICAS_MISC

13

cgagctggac
tgceacectac
ctggecccace
ccacatgaag
caccatectte
cgacacecetg
cctggggeac
gcagaagaac
gcagctcgec
cgacaaccac
tcacatggtc
gtacaagagt
cgagggtgge
ccaggeccaqg
gogagaccag
ccagtttgaa
gatgatcatc

cacttaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1077
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<222> (240)..(242)
<223> SGG Enlazador

<220>

<221> CARACTERISTICAS_MISC
<222> (243)..(358)

<223> VAMP2 de longitud completa con dominio transmembrana y sitios de escision

<400>

Met

1

val

Glu

Cys

Phe

65

Gln

hrg

Val

Ile

Asn

145

Gly

Val

Fro

Ser

Val

225

Gly

4

Val

Glu

Gly

Thr

50

Gly

His

The

Lys

130

Tyr

Ile

Gln

Val

Lys

210

The

Gly

Ser

Leu

Glu

35

Thr

Tyr

Asp

Ile

Fhe

115

Phe

Asn

Lys

Lau

Leau

195

Asp

Ala

Met

Lys

Asp

20

Gly

Gly

Gly

Phe

Pha

100

Glu

Lys

Ser

Val

Ala

180

L

Fro

Ala

Ser

Gly

Gly

Asp

Lys

Leu

Phe
85

Pha

Gly

Glu

His

AEfL

165

Asp

Pro

hEn

Gly

Rla
245

Glu

Asp

Ala

Leu

Gln

70

Lys

Lys

Rsp

Asp

Asn

150

Fhe

His

Rap

Glu

Ile

230

Thr

Glu

val

Thr

Pro

55

Cys

Ser

Asp

Thr

Gly

135

Val

Lys

Tyr

Asn

Lys

215

Thr

Ala

Leu

Asn

Tyr

40

val

Phe

Ala

Asp

Lau

120

hasn

Tyr

Ile

Gln

His

200

hrg

Lau

hla
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Phe

Gly

25

Gly

Pro

Ala

Met

Gly

105

Val

Ile

Ila

hrg

Gln

185

Tyz

hsp

Gly

Thr

Thr

10

His

Lys

Trp

Arg

Pro
90

Asn

Asn

Leu

Mat

His

170

Rsn

Lau

Mat

Val
250

Gly

Lys

Leu

Pro

Tyr

75

Glu

Tye

Arg

Gly

Ala

155

Asn

Thr

Ser

Mat

Asp

235

Fro

Val

Phe

Thr

Thr

60

Pro

Gly

Lys

Ila

His

140

Asp

Ile

Fro

Tyr

Val

220

Glu

Fro

14

Val

Ser

Leu

45

Leu

Asp

Tyr

Thz

Glu

125

Lys

Lys

Glu

Ila

Gln

205

L

hla

Pro

val

30

Lys

val

His

Val

Arg

119

Lau

Laua

Gln

Asp

Gly

190

Ser

Laa

T:I.r:q‘

hla

Tle

15

Ser

Phe

Thr

Met

Gln
95

Ala

Lys=

Glu

Lys

GLy

175

Asp

Ala

Glu

Lys

Pro
255

Leu

Gly

Ile

Thr

Lys

80

Glu

Glu

Gly

Tyzr

Asn

160

Ser

Gly

Leu

Pha

Ser

240

Ala
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Gly Glu Gly Gly Pro Pro Ala Pro

Arg Leu Gla Glna

260

275

hArg Val
290

Lou Asp Asp Arg Ala Asp

305

Thx

Ile Val

hgn Val

Ser Ala Ala

Ila

Tyr Phe

Asp Lys Val

The Gla Ala Gla

280

Leu
295

Ala Leu

310

Lys
325

Ila Leu
340

Ser

355

<210>5
<211> 1077
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

Gly val

Lys Azg

Ila

Thr
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Fro Fro Asn
265

Val Asp Glu

Glu Arg Asp

Gln Ala Gly
315

Lys Tyr Trcp
330

Cys ARla Ile

345

Leu Thr Ser Asn Arg
270

Val Val

285

Gln Lys
300

hla

Trp Lys Asn

Ile Leu

hsp

Sar Gln

Ila

Ila Mat

Ser Glu

Phe Glu

320

Lau
335

Lys

Ila Ila

350

<223> Secuencia de codificacion recombinante para la construccion intermolecular con ECFP

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (1)..(717)
<223> Proteina fluorescente cian mejorada

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (718)..(726)
<223> SGG Enlazador

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (727)..(1077)

<223> VAMP2 de longitud completa con dominio de transmembrana y sitios de escisién

<400> 5

atggtgagca
ggcgacgtaa
ggcaagetga
ctegtgacca
cagoacgact
tteaaggacg
gtgaacogoa

aagctggagt

agggyogagga
acggocacaa
coctgaagtt
coctgacchyg
tottcaagte
acggcaacta
togagetgaa

acaactacat

gotgttocacao
gttcagogtyg
catctgeoace
gggegtgeag
egocatgooo
caagaccoge
gggcatcgac

cagccacaac

ggggtggtge
tocoggogagyg
accggoaage
tgetteoageo
gaaggctacyg
gecgaggtga
ttcaaggagg

gtetatatea

cocatocctggt
gogagggoga
tgocegtgoo
gotaccooga
tocaggagog
agttegaggg
acggcaacat

cogocgacaa

15

ocgagotggac
tgocacctac
ctggoccace
ccacatgaag
caccatotte
cgacaccetg
cotggggeac

gcagaagaac

&0
120
180
240
300
360
420

480
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ggcatcaagg
gaccactacc
tacctgagca
ctgotggaght
ggaggcatgt
coccoctgoac

gtggatgagq

aagetatogg

acaagtgcag

ttgggagtga

ccaacttcaa
agcagaacac
cocagteooge
togtgacoge
cggctacege
ctoctocaaa
tggtggacat

aactggatga

ccaagctcaa

tttgcgeecat

gatcogocac
coocatogge
coctgagcaaa
cgoogggate
tgocacogte
tottaccagt
catgagggtg

togogoagat

gcgcaaatac

catcecteatce
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aacatcgagg
gacggoocog
gaccocaacg
actctoggea
coegoctgocg
aacaggagac
aatgtggaca

gecotocagyg

tggtggaaaa

atcatcateg

acggcageogt
tgetgetgee
agaagcgoga
tggacgagct
cocoggecgg
tgcagcagac
aggtectgga

caggggecte

goagcotogee
cgacaaccac
tcacatggte
gtacaagagt
cgagggtggc
ccaggoccag
gogagaccag

coagtttgaa

acctcaagat gatgatcatc

tttacttcag cacttaa

<210>6
<211> 358
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Proteina recombinante codificada por pMD0034 ECFP

<220>

<221> CARACTERISTICAS_MISC

<222> (1)..(239)

<223> Proteina fluorescente cian mejorada

<220>

<221> CARACTERISTICAS_MISC
<222> (140)..(242)

<223> SGG Enlazador

<220> ,
<221> CARACTERISTICAS_MISC
<222> (243)..(358)

<223> VAMP2 de longitud completa con dominio de transmembrana y sitios de escisién

<400> 6

Mat Val Ser Lys Gly Glu Glu Fhe Thr
1 5 10

Gly Val

Val Glu Leu Asp Gly Asp Val Asn Gly His

20 25

Lys Phe

Glu Gly Glu Gly Asp Ala Thr Tyr

35 40

Gly Lys Leu Thr

Cys Thr Thr Gly Lys Leu Pro Val Fro Trp Fro Thr

Leu Thr Trp Gly Val Gln Cys Phe Ser Arg Tyr Pro
65 T0 75

Gln His Asp Phe Phe Lys Ser Ala Met Pro

85 an

Glu Gly

16

Val Fro

Ser Val
30

Leu Lys

45

Leu Val

Asp His

Tyr Val

Ile Leu

Ser Gly

Phe Ile

Thr Thr

Met Lys

80

Gln Glu
95

540
600
660
T20
780
840
a00

380
1020

1077
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Arg

Val

Ile

Asn

145

Gly

val

Pro

Ser

Val

225

Gly

Gly

Arg

Arg

Leu

305

Thr

Met

Ile

Thr

Lys

Agp

130

Tyr

Ile

Gln

val

Lys

210

Thr

Gly

Glu

Leu

Val

290

Asp

Ser

Met

val

<210>7

<211> 116
<212> PRT
<213> Rattus norvegicus

Ile

Fhe
115

Phe

Ile

Lys

Leu

Leu

185

Asp

Ala

Met

Gly

Gln

275

Asn

Asp

Ala

Ile

Tyr
355

Phe
100

Glu

Lys

Ser

Ala

Ala

180

Leu

Pro

Ala

Ser

Gly

260

Gln

Val

Arg

Ala

Ile

340

Phe

Pha

Gly

Glu

His

Asn

165

Asp

Pro

Asn

Gly

Ala

245

Pro

Thr

Asp

Ala

Lys

325

Leu

Ser

Lys

Asp

Asp

Asn

150

Phe

His

Asp

Glu

Ile

230

Thr

Pro

Gln

Lys

Asp

310

Leu

Gly

Thr

Rsp

Thr

Gly

135

Val

Lys

Tyr

Asn

Lys

215

Thr

Ala

Ala

Ala

Val

295

Ala

Lys

Val

Asp

Leu
120

Asn

Tyr

Ile

Gln

His

200

Arg

Leu

Ala

Pro

Gln

280

Leu

Leu

Arg

Ile
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Gly
105

Val

Ile

Ile

Arg

Gln

185

Tyr

Asp

Gly

Thr

Pro

265

val

Glu

Gln

Lys

Cys
345

ASD

Asn

Leu

Thr

His

170

Asn

Leu

His

Met

Val

250

Pro

Asp

Arg

Ala

Tyr

330

Ala

Tyr Lys

Arg Ile

Gly

His
140

Ala Asp

155

Asgn

Thr

Ser

Ile

Pre

Thr

Met Val

Asp
235

Pro

Asn

220

Glu

Pro

Leu

Glu Vval

Asp Gln

300

Gly Ala

315

Trp

Ile

17

Trp

Ile

Thr

Glu
125

Lys

Lys

Glu

Ile

Gln

205

Leu

Leu

Ala

Thr

Val

285

Lys

Ser

Lys

Leu

Rrg
110

Leu

Leu

Gln

Asp

Gly

190

Ser

Leu

Tyr

Ala

Ser

270

Asp

Leu

Gln

Asn

Ile
350

Ala

Lys

Glu

Lys

Gly

175

Asp

Ala

Glu

Lys

Pro

255

Asn

Ile

Ser

Phe

Leu

335

Ile

Glu

Gly

Tyr

Asn

160

Ser

Gly

Leu

Phe

Ser

240

Ala

Arg

Met

Glu

Glu

320

Lys

Ile
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<400> 7

Met

1

Gly

Gln

Asn

Asp

65

Ala

Ile

Tyr

<210>8
<211> 1

Ser

Gly

Gln

val

50

Arg

Ala

Ile

Phe

16

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 8

Met Ser

1

Gly Gly

Gln Gln

Asn Val

Asp Arg

65

50

Ala

Pro

Thr

35

Asp

Ala

Lys

Leu

Ser
115

Ala

Fro

Thr

35

Asp

Ala

Thr

Pro

20

Gln

Lys

Asp

Leu

Gly

100

Thr

Thr

Pro

20

Gln

Lys

Asp

Ala

Ala

Ala

Val

Ala

Lys

85

Val

Ala

Ala

Ala

val

Ala

Ala

Pro

Gln

Leu

Leu

70

Arg

Ile

Ala

Pro

Gln

Leu

Leu
70

Thr

Pro

Val

Glu

Gln

Lys

Cys

Thr

Pro

val

Glu

55

Gln

Val

Fro

Asp

40

Arg

ala

Tyr

Ala

val

Pro

Asp

40

Arg

Ala
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Pro

Asn

25

Glu

Asp

Gly

Trp

Ile
105

Pro

Asn

25

Glu

Asp

Gly

Pro

10

Leu

vVal

Gln

Ala

Trp

90

Ile

Pro

10

Leu

val

Gln

Ala

Ala

Thr

Val

Lys

Ser

75

Lys

Leu

Ala

Thr

Val

Lys

Ser
75

18

Ala

Ser

Asp

Leu

Gln

Asn

Ile

Ala

Ser

Asp

Leu

60

Gln

Pro

Asn

Ile

45

Ser

Phe

Leu

Ile

Pro

Asn

Ile

45

Ser

Phe

Ala

Arg

30

Met

Glu

Glu

Lys

Ile
110

Ala

Arg

30

Met

Glu

Glu

Gly

15

Arg

Arg

Leu

Thr

Met

95

Ile

Gly

15

Arg

Arg

Leu

Thr

Glu

Leu

Val

Asp

Ser

80

Met

Val

Glu

Leu

Vval

Asp

Ser
80
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Ala Ala Lys Leu Lys Arg Lys Tyr Trp Trp Lys Asn Leu Lys Met Met

85

90

95

Ile Ile Leu Gly Val Ile Cys Ala Ile Ile Leu Ile Ile Ile Ile Val

100 105

Tyr Phe Ser Thr
115

<210>9

<211> 116

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

Met Ser Ala Thr Ala Ala Thr Ala Pro
1 5

Gly Gly Pro Pro Ala Prc Pro Pro Asn

Gln Gln Thr Gln Ala Gln Val Asp Glu
35 40

Asn Val Asp Lys Val Leu Glu Arg Asp
50 55

Asp Arg Ala Asp Ala Leu Gln Ala Gly
65 70

Ala Ala Lys Leu Lys Arg Lys Tyr Trp
85

Ile Tle Leu Gly Val Ile Cys Ala Tle
100 105

Tyr Phe Ser Thr
115

Pro

10

Leu

Val

Gln

Ala

Trp

30

Ile

Ala Ala

Thr

Ser

Val Asp

Lys

Ser
75

Leu

Gln

Lys Asn

Leu

19

Ile

Pro

Asn

Ile

45

Ser

Phe

Leu

Ile

110

Ala Gly
15

Arg Arg

Met Arg

Glu Leu

Glu Thr

Lys Met

95

Ile Ile
110

Glu

Leu

val

Asp

Ser

80

Met

Val
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REIVINDICACIONES
Una célula genéticamente modificada, que comprende:

un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina hibrida que tiene
una estructura de A-B-C-D,

en donde A comprende un dominio transmembrana que no es escindible por una proteasa BoNT, B
comprende una primera proteina fluorescente, C comprende una secuencia de reconocimiento y escision de
proteasa BoNT, y D comprende una segunda proteina fluorescente; en donde el dominio transmembrana se
inserta a través de una membrana lipidica de la célula de manera que B, C y D se ubican en el mismo lado de
la membrana lipidica,

en donde el acido nucleico comprende un elemento promotor adecuado para la expresién de la proteina
hibrida en la célula genéticamente modificada.

La célula genéticamente modificada de la reivindicacion 1, en donde la célula se transfecta establemente con
el acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos.

La célula genéticamente modificada de la reivindicaciéon 1, en donde la célula se selecciona del grupo que
consiste en una célula neuronal, una célula tumoral neuroendocrina, una célula hibrida y una célula madre.

La célula genéticamente modificada de la reivindicacion 1, en donde el dominio transmembrana se selecciona
de uno o mas del grupo que consiste en sinaptobrevina, sinaptofisina, sinapsina I, sinapsina Il y sinapsina Ill.

La célula genéticamente modificada de la reivindicacion 1, en donde la secuencia de escision y
reconocimiento de la proteasa BoNT se selecciona de al menos una del grupo que consiste en una secuencia
de escision y reconocimiento de la proteasa BoNT/B, una secuencia de escisidon y reconocimiento de la
proteasa BoNT/G, una secuencia de reconocimiento y escisién de la proteasa BoNT/D, y una secuencia de
reconocimiento y escision de la proteasa BoNT/F.

La célula genéticamente modificada de la reivindicacion 1, en donde la primera proteina fluorescente se
selecciona del grupo que consiste en proteina fluorescente azul, proteina fluorescente cian, proteina
fluorescente verde y proteina fluorescente amarilla.

La célula genéticamente modificada de la reivindicaciéon 1, en donde la segunda proteina fluorescente se
selecciona del grupo que consiste en proteina fluorescente azul, proteina fluorescente cian, proteina
fluorescente verde y proteina fluorescente amarilla.

Una célula genéticamente modificada, que comprende:

un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una primera proteina hibrida y
una segunda proteina hibrida,

en donde la primera proteina hibrida tiene una estructura de A-C-B y la segunda proteina hibrida tiene una
estructura de A-C-D, donde A comprende un dominio transmembrana que no es escindible por la proteasa
BoNT, B comprende una primera proteina fluorescente, C comprende una secuencia de reconocimiento y de
escision de la proteasa BoNT, y D comprende una segunda proteina fluorescente; en donde el dominio
transmembrana se inserta a través de una membrana lipidica de la célula de manera que B, C y D se ubican
en el mismo lado de la membrana lipidica,

en donde el acido nucleico comprende un primer elemento promotor adecuado para la expresion de la
primera proteina hibrida y un segundo elemento promotor adecuado para la expresion de la segunda proteina
hibrida en la célula genéticamente modificada.

La célula genéticamente modificada de la reivindicacion 8, en donde la célula se transfecta establemente con
el acido nucleico.

La célula genéticamente modificada de la reivindicacion 8, en donde la célula se selecciona del grupo que
consiste en una célula neuronal, una célula tumoral neuroendocrina, una célula hibrida y una célula madre.

La célula genéticamente modificada de la reivindicacién 8, en donde el dominio transmembrana se selecciona
de uno o mas del grupo que consiste en sinaptobrevina, sinaptofisina, sinapsina I, sinapsina Il y sinapsina Ill.

La célula genéticamente modificada de la reivindicacién 8, en donde la secuencia de escision y

reconocimiento de la proteasa BoNT se selecciona de al menos una del grupo que consiste en una secuencia
de escision y reconocimiento de la proteasa BoNT/B, una secuencia de escisién y reconocimiento de la
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proteasa BoNT/G, una secuencia de reconocimiento y escision de la proteasa BoNT/D, y una secuencia de
reconocimiento y escision de la proteasa BoNT/F.

La célula genéticamente modificada de la reivindicacién 8, en donde la primera proteina fluorescente se
selecciona del grupo que consiste en proteina fluorescente azul, proteina fluorescente cian, proteina
fluorescente verde y proteina fluorescente amarilla.

La célula genéticamente modificada de la reivindicacién 8, en donde la segunda proteina fluorescente se
selecciona del grupo que consiste en proteina fluorescente azul, proteina fluorescente cian, proteina
fluorescente verde y proteina fluorescente amarilla.

Un estuche para un ensayo basado en células para la caracterizacién de la toxina botulinica que comprende:

la célula genéticamente modificada de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 14; e instrucciones
para el uso de la célula transfectada en un ensayo para una neurotoxina botulinica.
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