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DESCRIPCION
Ensayos de actividad de endopeptidasa redirigida basados en inmunologia

Las secuencias desveladas en la presente memoria descriptiva figuran en el listado de secuencia presentado como
parte de la presente memoria descriptiva.

La capacidad de toxinas clostridiales, tales como: por ejemplo, Neurotoxinas botulinicas (BoNT), BoNT/A, BoNT/B,
BoNT/C1, BoNT/D, BoNT/E, BoNT/F y BoNT/G y neurotoxina tetanica (TeNT), para inhibir la transmisiéon neuronal
estan siendo explotadas en una amplia variedad de aplicaciones terapéuticas y cosméticas, véase por ejemplo,
William J. Lipham, Cosmetic and Clinical Appplications of Botulinum Toxin (Slack, Inc., 2004). Las toxinas
clostridiales disponibles en el mercado como composiciones farmacéuticas incluyen, preparaciones de BoNT/A,
tales como, por ejemplo, BOTOX ® (Allergan, Inc., Irvine, CA), DYSPORT®/RELOXIN® (lpsen Ltd., Slough,
Inglaterra), PURTOX® (Mentor Corp., Santa Barbara, CA), XEOMIN® (Merz Pharmaceuticals, GmbH., Francfort,
Alemania), NEURONOX® (Medy-Tox, Inc., Ochang-myeon, Corea del Sur), BTX-A (Biogen-tech Ltd., University,
Yantai, Shandong, China); y preparaciones de BoNT/B, como, por ejemplo, MYOBLOC®/NEUROBLOC® (Solstice
Neurosciences, Inc., South San Francisco, CA). Como ejemplo, BOTOX ® esta aprobado actualmente en uno o mas
paises para las siguientes indicaciones: acalasia, espasticidad adulta, fisura anal, dolor de espalda, blefaroespasmo,
bruxismo, distonia cervical, temblor esencial, lineas del entrecejo o lineas faciales hipercinéticas, dolor de cabeza,
espasmo hemifacial, hiperactividad de la vejiga, hiperhidrosis, paralisis cerebral juvenil, esclerosis multiple,
trastornos mioclonicos, lineas nasolabiales, disfonia espasmadica, estrabismo y trastorno del nervio VII.

Un tratamiento de toxina de Clostridium inhibe neurotransmisores y la liberaciéon de neuropéptidos interrumpiendo el
proceso exocitético utilizado para segregar los neurotransmisores y neuropéptidos en la hendidura sinaptica. Existe
un gran deseo por la industria farmacéutica de ampliar la utilizacion de toxinas clostridiales terapias mas alla de sus
aplicaciones actuales miorrelajante para tratar una dolencia basada en los nervios sensoriales, tales como, por
ejemplo, diversos tipos de dolor crénico, inflamacién neurogénica y trastornos urogenitales, asi como otros
trastornos, tales como, por ejemplo, la pancreatitis. Un enfoque que actualmente esta siendo explotado para ampliar
terapias basadas en toxinas clostridiales implica la modificaciéon de una toxina de Clostridium, de modo que la toxina
modificada tenga una capacidad de dirigirse a una célula alterada para una célula neuronal o no-neuronal de interés.
Llamadas endopeptidasa redirigida o Proteinas Moduladoras de Exocitosis Vesicular Dirigida (TVEMP), estas
moléculas alcanzan sus efectos inhibidores de exocitosis utilizando un receptor diana presente en la célula diana
neuronal o no neuronal de interés. Esta capacidad redirigida se consigue mediante la sustitucion de un dominio de
union de origen natural de una toxina de Clostridium por un dominio director que muestra una actividad de union
selectiva para un receptor de toxina no Clostridial presente en una célula diana neuronal o no neuronal de interés.
Tales modificaciones de un dominio de unién dan como resultado una molécula que es capaz de unirse
selectivamente a un receptor de toxina clostridial presente en la célula diana. Una endopeptidasa redirigida puede
unirse a un receptor diana, translocarse en el citoplasma y ejercer su efecto proteolitico sobre el complejo SNARE
de la célula diana neuronal o no neuronal de interés.

Un grupo de endopeptidasa redirigida comprende moléculas que tienen un dominio de direccion a opiaceos. Estas
endopeptidasas redirigidas a opiaceos comprenden un dominio de direccion a opiaceos, un dominio de
translocacién de toxinas clostridiales y un dominio enzimatico de la toxina Clostridial. Se describen ejemplos no
limitantes de endopeptidasa redirigida a opiaceos u opiaceo-TVEMP, por ejemplo, en los documentos Keith A.
Foster y col., Clostridial Toxin Derivatives Able To Modify Peripheral Sensory Afferent Functions, Patente de los
E.E.U.U. 5.989.545; J. Oliver Dolly y col., Activatable Recombinant Neurotoxins, Patente de los E.E.U.U. 7.132.259;
Stephan Donovan, Clostridial Toxin Derivatives and Methods For Treating Pain, Patente de los E.E.U.U. 7.244.437;
Stephan Donovan, Clostridial Toxin Derivatives and Methods For Treating Pain, Patente de los E.E.U.U. 7.413.742;
Stephan Donovan, Clostridial Toxin Derivatives and Methods For Treating Pain, Patente de los E.E.U.U. 7.415.338;
Lance E. Steward y col., Multivalent Clostridial Toxin Derivatives and Methods of Their Use, Patente de los E.E.U.U.
7.514.088; Keith A. Foster, Fusion Proteins, publicacién de patente de los E.E.U.U. 2008/0064092; Keith A. Foster,
Fusion Proteins, publicacion de patente de los E.E.U.U. 2009/0035822; Lance E. Steward y col., Multivalent
Clostridial Toxin Derivatives and Methods of Their Use, ,publicaciéon de patente de los E.E.U.U. 2009/0048431; Keith
A. Foster, Non-Cytotoxic Protein Conjugates, publicacion de patente de los E.E.U.U 2009US/0162341; Keith A.
Foster y col., Re-targeted Toxin Conjugates, Publicacion internacional de patente WO 2005/023309; y Lance E.
Steward, Modified Clostridial Toxins with Enhanced Translocation Capabilities and Altered Targeting Capabilities for
Non-Clostridial Toxin Target Cells,, solicitud de patente WO 2008/008805. EI documento WO 96/33273 A1 menciona
un anticuerpo que reconoce el producto de la protedlisis del SNAP-25 por la cadena L de BoNT/A y reconoce el
recién revelado extremo carboxi del SNAP-25 escindido y menciona la utilizacion del anticuerpo en un transferencia
de Western de muestras de células PC-12 incubadas con 10 mg/ml de un conjugado de NGF y LHy (Ejemplo 2). El
documento U.S. 2004/0219619 A1 menciona un “anticuerpo anti-SNAP25197 (Zymed #1 antisuero) que solo
reconoce el producto SNAP25 escindido” (Ejemplo 9). De manera similar Jones y col., J Immunol Methods, 329, n.° 1-2,
23.10.2007, pags. 92-101 no divulgan anticuerpos con alta especificidad/sensibilidad de unién. El documento WO 95/33850
divulga un anticuerpo diferente que es especifico para un epitopo respectivo que comprende un residuo de glutamina C-
terminal, con diferentes sensibilidades de union.
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Una diferencia general entre endopeptidasas redirigidas y toxinas clostridiales es que dado que las endopeptidasas
redirigidas tipicamente no se dirigen a las neuronas motoras, la letalidad asociada con la sobredosis de un mamifero
con una endopeptidasa redirigida se minimiza, si no se evita completamente. Por ejemplo, endopeptidasas
redirigidas a opiaceos pueden ser administradas a 10.000 veces la dosis terapéuticamente eficaz antes de que se
observe evidencia de letalidad, y esta letalidad es debida a la difusién pasiva de la molécula y no a través del
proceso de intoxicacion. Por lo tanto, para todos los propdsitos practicos, las endopeptidasas redirigidas son
moléculas no letales. Aunque esta propiedad no letal es de gran beneficio terapéutico, surge un problema de
fabricacion porque el ensayo de actividad estandar utilizado para la fabricacion de productos bioldgicos basados en
la toxina Clostridium es un bioensayo DLsp en raton, una prueba de letalidad. S. S. Arnon y col., JAMA 285: 1059-
1070 (2001). Actualmente un bioensayo DLsy en ratdon es utilizado por todos los fabricantes de productos
farmacéuticos para expresar la potencia de sus preparaciones de toxinas clostridiales. De hecho, las unidades de
actividad de las toxinas clostridiales son unidades de DLso en ratén. Sin embargo, dado que las endopeptidasas
redirigidas son esencialmente no-letales, no puede utilizarse un bioensayo DLsp en ratén para evaluar la potencia de
estas moléculas. Asi, un ensayo de actividad sencillo, fiable, validado y aceptable por la agencia gubernamental que
pueda evaluar la integridad de todas las etapas necesarias en la absorcion de endopeptidasa redirigida seria de
gran valor.

La presente memoria descriptiva proporciona nuevas composiciones, células y métodos para evaluar la actividad de
las endopeptidasas redirigidas Utiles para diversas industrias, tales como: por ejemplo, la industria farmacéutica y
alimentaria y proporciona ventajas relacionadas. Estas composiciones, células y métodos no utilizan animales vivos
o tejidos de animales vivos, pero pueden evaluar todas las etapas necesarias para la accion de endopeptidasa
redirigida.

Descripcion detallada de los dibujos

La figura 1 muestra un diagrama esquematico del actual paradigma de la liberacion de neurotransmisores e
intoxicacion por toxina de Clostridium en una neurona central y periférica. La figura 1A muestra un diagrama
esquematico para el mecanismo de liberacion del neurotransmisor de una neurona central y periférica. El proceso
de liberacion puede ser descrito como comprendiendo dos etapas: 1) acoplamiento vesicular, donde la proteina
SNARE unida a vesicula de una vesicula que contiene moléculas neurotransmisoras se asocia con las proteinas
SNARE unidas a membrana localizadas en la membrana plasmatica; y 2) liberacion de neurotransmisores, donde la
vesicula se fusiona con la membrana plasmatica y las moléculas del neurotransmisor son exocitadas. La figura 1B
muestra un diagrama esquematico del mecanismo de intoxicacion para actividad de toxina tetanica y botulinica en
una neurona central y periférica. Este proceso de intoxicacion puede ser descrito como compuesto por cuatro
etapas: 1) union al receptor, donde la toxina clostridial toxina se une a un receptor Clostridial complejo e inicia el
proceso de intoxicacion; 2) internalizacion del complejo, donde después de la union a la toxina, una vesicula que
contiene un complejo de toxina/sistema receptor es se introduce por endocitosis en la célula; 3) translocacion de
cadena ligera, donde se cree que se producen multiples eventos, incluidos los cambios en el pH interno de la
vesicula, la formaciéon de un poro del canal que comprende el dominio Hy de la cadena pesada de la toxina de
Clostridium, separacion de la cadena ligera de la toxina de Clostridium de la cadena pesada y la liberacion de la
cadena ligera y 4), modificacion de la diana enzimatica donde la cadena ligera de la toxina de Clostridium escinde
proteoliticamente sus sustratos SNARE diana, tales como, por ejemplo, SNAP-25, VAMP o sintaxina, evitando de
este modo el acoplamiento vesicular y la liberacion de neurotransmisores.

La figura 2 muestra una respuesta dosis completa a la endopeptidasa redirigida Noc/A en la linea celular clonal
ORL-1Clon #6 que sobreexpresa ORL-1. La captacion especifica de Noc/A puede observarse en la linea celular
clonal ORL-1Clon #6 que sobreexpresa ORL-1. El tratamiento con Noc/A (variante de nociceptina de ligando de
union LHN/A plus) y LHn/A (LC/A y HN sin ningdn dominio de union) realizada en la linea celular estable ORL-1 clon
#6 en la prueba ELISA con ECL para SNAP-25+97 escindidos demostré que la captacién de Noc/A es especifica en
esta linea celular clonal. La linea celular clonal también muestra gran sensibilidad por Noc/A con una CEs de 1,2
nM.

La figura 3 muestra una respuesta de la dosis completa de Noc/en los clones derivados de una Unica célula SK-N-
DZ #3 y #22. La captacion especifica de Noc/A en clones SK-N-DZ #3 y #22 en comparacion con LHN/A (n = 4
experimentos independientes). Las células se sembraron en placas de 96 pocillos de poli-D-lisina en RPMI SFM +
N2 + B27 + NGF. El tratamiento con compuestos duré 22 horas. El ensayo ELISA con ECL para SNAP-259;
escindido demostré que la captacion de Noc/A es especifica en esta linea celular clonal. Las lineas de células
clonales también muestran gran sensibilidad por Noc/A con una CEsp de 0,3 nM para el clon #3 y un Eco de 0,9 nM
para el clon #22.

La figura 4 muestra los resultados de un ensayo ELISA con ECL en sandwich de clones 1C11, 4B7 y 4C9 de ORL1
CD7 tratados con endopeptidasa redirigida Noc/A. Los clones CD7 y ORL1 CD7 parentales fueron tratados durante
24 horas con Noc/A seguido de dos dias de incubacién. La CEsy de ND7 parental no podia calcularse dado que s6lo
alcanzaba aproximadamente el 50% de escision de SNAP-25+¢7. Los clones 4B7 y 1C11 alcanzan mas del 80% de
escision de SNAP-25197. Se calculd que los valores de CE50 eran de 5,710,5, 6,7+61 y 8,6+2 nM respectivamente.
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La figura 5 muestra que anticuerpos policlonales anti-nociceptina pueden bloquear la captacién de endopeptidasa
redirigida Noc/a en las lineas celulares SK-N-DZ clon #3, clon #22, y AGN P33 ORL-1 clon #6. Las células se
sembraron en placas de 96 pocillos de poli-D-lisina en RPMI SFM + N2 + B27 + NGF y se trataron durante 22 horas
en medio libre de suero que contenia los anticuerpos policlonales anti-nociceptina a diferentes diluciones (0-3 pg/ml)
en Noc/A 1 nM.

La figura 6 muestra que células del clon AF4 de SiMa y la linea celular establecida PC-12 fueron tratadas con la
endopeptidasa redirigida Dyn/A a concentraciones de 0,017 nanémetros a 1 uM tal como se muestra en la imagen
de transferencia de Western. Pudo observarse captacion dependiente de la dosis para ambas lineas celulares.

La figura 7 muestra curvas BlAcore SPR normalizadas de 7,8 nM de los anticuerpos 2E2A6, 1D3B8, 3C1A5 y
2C9B10 y MC-6050 y MC-6053 comerciales. La figura 7A muestra los datos normalizados para la constante de
asociacion de cada anticuerpo. La figura 7B muestra los datos normalizados para la constante de disociacion de
cada anticuerpo.

Descripcion detallada

La presente memoria descriptiva proporciona novedosos ensayos para determinar la presencia o ausencia de una
endopeptidasa redirigida activa en una muestra y para la determinacion de la actividad/potencia de una
endopeptidasa redirigida. Los novedosos ensayos basados en células divulgados en la presente memoria
descriptiva dependen de las células, reactivos y métodos de deteccion que permiten al ensayo detectar cantidades
nanomolares de endopeptidasa redirigida en una muestra. Los ensayos basados en células divulgados en la
presente memoria descriptiva incluyendo el método y los anticuerpos de la invencion tal como se reivindica sirven
para analizar multiples funciones de una endopeptidasa redirigida, es decir, endopeptidasa redirigida que se une a
un receptor de superficie celular, internalizacion del complejo endopeptidasa-receptor, la translocacion del dominio
enzimatico en el citoplasma, escisién del dominio enzimatico del sustrato. Tal como se explica mas adelante, los
novedosos métodos y composiciones pueden utilizarse para analizar muestras impuras y a granel asi como
endopeptidasas redirigidas bicatenarias altamente purificadas y productos de endopeptidasa redirigida formulados y
ademas son adaptables a formatos de ensayo automatizado de alto rendimiento. La presente invencion se describe
en las reivindicaciones.

Por lo tanto, uno aspecto desvelado en la presente memoria descriptiva proporciona composiciones que inducen una
respuesta inmunitaria para la produccién de anticuerpos a-SNAP-25 que pueden unirse selectivamente a un epitopo
que comprende un producto de escisiéon de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P¢ del enlace
escindible del sitio de escision BoNT/A. Las composiciones que inducen una respuesta inmunitaria pueden
comprender un adyuvante y una composicion que induce una respuesta inmunitaria que incluye un antigeno de
SNAP-25, un portador enlazado a un antigeno de SNAP-25, o un portador enlazado a un espaciador flexible
enlazado a un antigeno de SNAP - 25, donde el enlazador flexible esta entre el antigeno de SNAP - 25 y el portador.
Esta previsto que todos y cada uno de los antigenos de SNAP-25 que desencadenan una respuesta inmunitaria que
producen un anticuerpo a-SNAP-25 que puede unirse selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene un
extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escisiéon de BoNT/A puede ser Gtil como un
antigeno de SNAP-25, incluyendo, sin limitacion, un antigeno de SNAP-25 derivado de un SNAP-25 de origen
natural, un antigeno de SNAP-25 derivado de un SNAP-25 de origen no natural y un antigeno de SNAP - 25 que
comprende un fragmento inmunorreactivo del SNAP-25, el SNAP-25 de un SNAP-25 de origen natural o un SNAP—
25 de origen no natural. Los antigenos de SNAP-25 utiles para la produccion de anticuerpos a-SNAP-25 que pueden
unirse selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P¢ del enlace
escindible del sitio de escision de BoNT/A incluyen, sin limitacion, antigenos de SNAP-25 que comprenden un
péptido de SNAP-25 que tiene una glutamina C-terminal carboxilada enlazada a un péptido portador, incluyendo, sin
limitaciéon SEQ ID NO: 38. Otras composiciones inductoras de respuesta inmunitaria Utiles para preparar anticuerpos
a-SNAP-25 que pueden unirse selectivamente a un epitopo SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo
P+ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A incluyen, sin limitacién, una composicion inductora de
respuesta inmunitaria que comprende un portador enlazado a un enlazador flexible enlazado a un antigeno de
SNAP-25, una glutamina C-terminal carboxilada, en la que el enlazador flexible se interpone entre el antigeno de
SNAP-25 y el portador. Se prevé que todos y cada uno de los adyuvantes pueden ser Utiles en dicha composicion
inductora de respuesta inmunitaria, incluyendo, sin limitacién, polietilenglicol (PEG) monometoxipolietilenglicol
(mPEG), alcohol polivinilico (PVA), adyuvante completo e incompleto de Freund.

Otro aspecto desvelado en la presente memoria descriptiva proporciona métodos para producir un anticuerpo o-
SNAP-25 que puede unirse selectivamente a un epitopo que comprende un producto de escision de SNAP-25 que
tiene un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escisidon de BoNT/A. Los aspectos de
este método comprenden las etapas de (a) administrar a un animal una composicién inductora de respuesta
inmunitaria de SNAP-25 desvelada en la presente memoria descriptiva; (b) recoger del animal una muestra que
contiene un anticuerpo a-SNAP-25 o una célula productora de anticuerpos a-SNAP-25; y (c) aislar el anticuerpo a-
SNAP-25 de la muestra. Los métodos desvelados son Utiles para preparar anticuerpos monoclonales a-SNAP-25
que pueden unirse selectivamente a un epitopo que comprende un producto de escisién de SNAP-25 que tiene un
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extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A o anticuerpos policlonales o.-
SNAP-25 que pueden unirse selectivamente a un epitopo que comprende un producto de escision de SNAP-25 que
tiene un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A.

Otro aspecto mas desvelado en la presente memoria descriptiva proporciona los anticuerpos a-SNAP-25 incluyendo
los anticuerpos tal como se reivindica que se unen selectivamente a un epitopo que comprende un SNAP-25 tiene
un extremo carboxilo en el residuo P del enlace escindible del sitio de escisién de BoNT/A. Dichos anticuerpos o-
SNAP-25 incluyen anticuerpos tanto de origen natural como de origen no natural, asi como anticuerpos
monoclonales o-SNAP-25 o anticuerpos policlonales a-SNAP-25. Los anticuerpos monoclonales a-SNAP-25 utiles
como anticuerpos a-SNAP-25 que se unen selectivamente a un antigeno de SNAP-25 que tiene un extremo
carboxilo en el residuo P del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A, incluyen, sin limitacion, los
anticuerpos monoclonales a-SNAP-25 producidos a partir de lineas de células de hibridoma 1D3B8, 2C9B10,
2E2A6, 3C1A5 y 3C3E2.

Otro aspecto mas desvelado en la presente memoria descriptiva proporciona métodos de deteccion de actividad
endopeptidasa redirigida basados en inmunologia. Los aspectos de este método comprenden las etapas de (a) tratar
una célula de una linea celular establecida con una muestra que comprende un endopeptidasa redirigida, en la que
la célula de una linea celular establecida son susceptible a la actividad de endopeptidasa redirigida por la
endopeptidasa redirigida; (b) aislar de la célula tratada un componente de SNAP-25 que comprende un producto de
escision de SNAP-25 con un extremo carboxilo en el residuo P¢ del enlace escindible del sitio de escision de
BoNT/A; (c) poner en contacto al componente de SNAP-25 con un anticuerpo a-SNAP-25 desvelado en la presente
memoria descriptiva; y (d) detectar la presencia de un complejo antigeno-anticuerpo que comprende el anticuerpo a-
SNAP-25 y el producto de escision de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P; del enlace
escindible del sitio de escision de BoNT/A; en el que la deteccion por el complejo antigeno-anticuerpo es indicativa
de actividad de endopeptidasa redirigida. El anticuerpo a-SNAP-25 de la etapa (c) opcionalmente puede enlazarse a
un soporte de fase sdélida.

Otro aspecto mas desvelado en la presente memoria descriptiva proporciona métodos de base inmunolégica de
deteccion de actividad opioide-TVEMP. Los aspectos de este método comprenden las etapas de (a) tratar una célula
de una linea celular establecida con una muestra que comprende endopeptidasa redirigida, en la que la célula de
una linea celular establecida puede captar una endopeptidasa redirigida; (b) aislar de la célula tratada un
componente de SNAP-25 que comprende un SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P del enlace
escindible del sitio de escision de BoNT/A; (c) poner en contacto al componente de SNAP-25 con un anticuerpo o-
SNAP-25 desvelado en la presente memoria descriptiva; y (d) detectar la presencia de un complejo antigeno-
anticuerpo que comprende el anticuerpo a-SNAP-25 y el SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P4
del enlace escindible del sitio de escisiéon de BoNT/A; en el que la deteccion por el complejo antigeno-anticuerpo es
indicativa de actividad de endopeptidasa redirigida. El anticuerpo a-SNAP-25 de la etapa (c) opcionalmente puede
enlazarse a un soporte de fase sélida.

Un aspecto adicional desvelado en la presente memoria descriptiva proporciona métodos de determinaciéon de la
inmunorresistencia a endopeptidasa redirigida en un mamifero. Los aspectos de este método comprenden las
etapas de (a) anadir una endopeptidasa redirigida a una muestra obtenida de un mamifero que esta siendo
ensayado para la presencia o ausencia de anticuerpos a neutralizantes de endopeptidasa redirigida a; (b) tratar una
célula de una linea celular establecida con la muestra, en la que la célula de una linea celular establecida es
susceptible a actividad de endopeptidasa redirigida; (c) aislar a partir de las células tratadas un componente de
SNAP-25 que comprende un producto de escisiéon de SNAP-25 con un extremo carboxilo en el residuo P¢ del enlace
escindible del sitio de escision de BoNT/A; (d) poner en contacto al componente de SNAP-25 con un anticuerpo o-
SNAP-25 desvelado en la presente memoria descriptiva; (e) detectar la presencia de un complejo antigeno-
anticuerpo que comprende el anticuerpo a-SNAP-25 y el producto de escision de SNAP-25 que tiene un extremo
carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A; (f) repetir las etapas a-e con una
muestra de control negativo en lugar de una muestra de ensayo; y (g) comparar la cantidad del complejo antigeno-
anticuerpo detectada en la etapa (e) con la cantidad del complejo antigeno-anticuerpo detectada en la etapa (f), en
la que la deteccion de una menor cantidad de complejo antigeno-anticuerpo detectada en la etapa (e) con respecto a
la cantidad de complejo anticuerpo-antigeno detectada en la etapa (f) es indicativa de la presencia de anticuerpos o
neutralizantes de endopeptidasa redirigida. El anticuerpo a-SNAP-25 de la etapa (d) opcionalmente puede enlazarse
a un soporte de fase soélida. La muestra de control en la etapa (f) también puede incluir una muestra control positivo,
ademas de la muestra de control negativo.

Las toxinas de Clostridium producidas por Clostridium botulinum, Clostridium tetani, Clostridium baratii y Clostridium
butyricum son las mas ampliamente utilizados en tratamientos terapéuticos y cosméticos de seres humanos y otros
mamiferos. Las cepas de C. botulinum producen siete serotipos antigénicamente distintos de toxinas botulinicas
(BoNT), que han sido identificados por la investigacion de brotes de botulismo en el hombre (BoNT/A, BoNT/B,
BoNT/E y BoNT/F), animales (BoNT/C1 y BoNT/D), o aislado del suelo (BoNT/G). Aunque los siete serotipos de
toxina botulinica tienen estructura y propiedades bioldgicas similares, también cada uno muestra caracteristicas
heterogéneas, tales como: por ejemplo, diferentes propiedades farmacoldgicas. En contraste, la toxina tetanica
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(TeNT) es producida por un grupo uniforme de C. tetani. Otras dos especies de Clostridios, C. baratiiy C. butyricum,
también producen toxinas similares a BoNT/F y BoNT/E, respectivamente.

Las toxinas clostridiales son traducidas, cada una, como un polipéptido de cadena sencilla de aproximadamente 150
kDa que es posteriormente dividido por escision proteolitica dentro de un bucle disulfuro por una proteasa de origen
natural, tal como, por ejemplo, una proteasa de toxina de Clostridium endégena o una proteasa de origen natural
producida en el medio ambiente. Este procesamiento postraduccional produce una molécula bicatenaria formada por
una cadena ligera de aproximadamente 50 kDa (LC) y una cadena pesada de aproximadamente 100 kDa (HC) que
se mantienen unidas por un Unico puente disulfuro e interacciones no covalentes. Cada molécula bicatenaria madura
comprende tres dominios funcionalmente diferenciados: 1) un dominio enzimatico localizado en la LC que incluye
una region de metaloproteinasa que contiene una actividad endopeptidasa dependiente de zinc que esta
especificamente dirigida a componentes fundamentales del aparato de liberacion del neurotransmisor; 2) un dominio
de translocacion contenido dentro de la mitad amino-terminal de la HC (Hn) que facilita la liberacion de la LC de
vesiculas intracelulares en el citoplasma de la célula diana; y 3) un dominio de unién descubierto dentro de la mitad
carboxilo-terminal de la HC (Hc) que determina la actividad de unién y la especificidad de union de la toxina al
complejo receptor ubicado en la superficie de la célula diana.

La union, translocacion y actividad enzimatica de estos tres dominios funcionales son todos necesarios para la
toxicidad. Aunque todos los detalles de este proceso no se conocen todavia con precision, el mecanismo de
intoxicacion celular global mediante el cual las toxinas clostridiales entran en una neurona e inhiben la liberacion de
neurotransmisores es similar, independientemente del serotipo o subtipo. Aunque los solicitantes no tienen ningun
deseo de quedar limitados por la siguiente descripcion, el mecanismo de intoxicacion puede ser descrito como que
comprende como minimo cuatro etapas: unidon al receptor 1), 2) internalizacion del complejo, translocacion de
cadena ligera 3) y modificacion de la diana enzimatica 4) (figura 1). El proceso se inicia cuando el dominio HC de
una toxina de Clostridium se une a un sistema receptor de especifico de toxina ubicado en la superficie de la
membrana plasmatica de una célula diana. La especificidad de unién de un complejo receptor esta pensada para
conseguirse, en parte, mediante combinaciones especificas de los gangliésidos y receptores de proteinas que
parecen comprender claramente cada complejo receptor de toxinas clostridiales. Una vez unido, los complejos
toxina/receptor son internalizados por endocitosis y las vesiculas internalizadas son clasificadas para las rutas
intracelulares especificas. La etapa de translocacion parece estar desencadenada por la acidificacion del
compartimento de la vesicula. Este proceso parece iniciar importantes reorganizaciones estructurales dependientes
de pH que aumentan la hidrofobia, promueven la formacion de poros y facilitan la separacion de las cadenas
pesadas y ligeras de la toxina. Una vez separadas, la endopeptidasa de cadena ligera de la toxina se libera de la
vesicula intracelular en el citosol donde aparece dirigirse especificamente a componentes fundamentales del aparato
de liberacién del neurotransmisor. Estas proteinas fundamentales, proteina de membrana asociada a vesiculas
(VAMP)/sinaptobrevina, proteina asociada al sinaptosoma de 25 kDa (SNAP-25) y sintaxina, son necesarias para el
acoplamiento de la vesicula sinaptica y la fusion en la terminacién nerviosa y constituyen los miembros de la familia
del receptor de la proteina de unidn sensible a N-etilmaleimida soluble (SNARE). BoNT/A y BoNT/E escinden SNAP-
25 en la region carboxilo terminal, liberando un fragmento de nueve o veintiséis aminoacidos, respectivamente, y
BoNT/C1 también escinde a SNAP-25 cerca del extremo carboxilo liberando un fragmento de ocho aminoacidos. Los
serotipos botulinicos BoNT/B, BoNT/D, BoNT/F y BoNT/G y toxina tetanica, actuan sobre la parte central conservada
de VAMP vy liberar la parte amino terminal de VAMP en el citosol. BONT/C1 escinde a sintaxina en un Unico sitio
cerca de la superficie de la membrana citosodlica. La protedlisis selectiva de SNARE sinapticas explica el bloque de
liberacién de neurotransmisores causado por las toxinas clostridiales in vivo. Las dianas de proteinas SNARE de
toxinas clostridiales son comunes a la exocitosis en una variedad de tipos no neuronales; en estas células, al igual
que en las neuronas, la actividad de peptidasa de cadena ligera inhibe la exocitosis, véase, por ejemplo, el
documento de Yann Humeau y col., How Botulinum and Tetanus Neurotoxins Block Neurotransmitter Release, 82 (5)
Biochimie. 427 - 446 (2000); Kathryn Turton y col., Botulinum and Tetanus Neurotoxins: Structure, Function and
Therapeutic Utility, 27 (11) Trends Biochem. SCI. 552 - 558. (2002); Giovanna Lalli y col., The Journey of Tetanus
and Botulinum Neurotoxins in Neurons, 11 (9) Trends Microbiol. 431 - 437, (2003).

Las endopeptidasas redirigidas generalmente sustituyen al sitio de escision de proteasa del bucle bicatenario de
origen natural por un sitio de escisién de proteasa exdgena. Véase por ejemplo, Dolly, J.O. y col., Activatable
Clistridial Toxins, patente de los E.E.U.U. 7.419.676. Aunque las endopeptidasas redirigidas varian en su peso
molecular total debido al tamafio de la molécula directora, el proceso de activaciéon y su dependencia de la escision
en el sitio de escision exdgeno para producir una molécula bicatenaria es esencialmente igual a la de toxinas
clostridiales. Véase por ejemplo, Steward, L.E. y col., Activatable Clostridial Toxins, Publicacion de patente de
E.E.U.U. 2009/0005313; Steward, L.E. y col., Modified Clostridial Toxins with Enhanced Translocation Capabilities
and Altered Targeting Activity For Non-Clostridial Toxin Target Cells, Solicitud de patente de los E.E.U.U.
11/776.075; Steward, L.E. y col., Modified Clostridial Toxins with Enhanced Translocation Capabilities and Altered
Targeting Activity For Clostridial Toxin Target Cells, Publicacion de patente de E.E.U.U. 2008/0241881.

Aspectos de la presente divulgacion comprenden, en parte, una composicion inductora de respuesta inmunitaria
para la produccién de anticuerpos o-SNAP-25 que pueden unirse selectivamente a un SNAP-25 que tiene un
extremo carboxilo en el residuo P4 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A. Tal como se utiliza en el
presente documento, la expresion “composicion inductora de respuesta inmunitaria” se refiere a una composicion
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que comprende un antigeno de SNAP-25 que, cuando se administra a un animal, estimula una respuesta inmunitaria
contra el antigeno de SNAP-25, produciendo de este modo anticuerpos o-SNAP-25 que pueden unirse
selectivamente a un SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P¢ del enlace escindible del sitio de
escision de BoNT/A. La expresion “respuesta inmunitaria” se refiere a cualquier respuesta por el sistema inmunitario
de un animal a una composicién inductora respuesta inmunitaria. Las respuestas inmunitarias ejemplares incluyen,
aungue no se limitan a, inmunidad celular asi como humoral local y sistémica, tales como: por ejemplo, Respuestas
CTL, incluyendo la induccion especifica de antigeno de CD8 + CTL, respuestas de células T auxiliares, incluyendo
respuestas proliferativas del células T y liberacion de citoquinas y las respuestas de células B incluyendo, por
ejemplo, una respuesta que produce anticuerpos. La expresion “que induce una respuesta inmunitaria” se refiere a la
administracion de una composicién inductora de respuesta inmunitaria o un polinucleétido que codifica la
composicion inductora de respuesta inmunitaria, donde una respuesta inmunitaria es afectada, es decir, estimulada,
iniciada o inducida.

Una composicion inductora de respuesta inmunitaria de SNAP-25 comprende un antigeno de SNAP-25. Tal como se
utiliza en el presente documento, el término “antigeno” se refiere a una molécula que desencadena una respuesta
inmunitaria y que incluye, sin limitacion, péptidos, polisacaridos y conjugados de lipidos, tales como: por ejemplo,
lipoproteinas y glucolipidos. Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion “antigeno de SNAP-25" se
refiere a cualquier antigeno que tiene un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escision
de BoNT/A que puede provocar una respuesta inmunitaria. Un antigeno de SNAP-25 utilizado en una composicion
inductora de respuesta inmunitaria debe ser lo suficientemente grande como para ser sustancialmente Unico en
secuencia, reduciendo de este modo la posibilidad de producir anticuerpos que sean reactivos de forma cruzada
contra antigenos diferentes de SNAP-25. Ademas, un antigeno de SNAP-25 utilizado en una composicion inductora
de respuesta inmunitaria debe ser lo suficientemente pequefio para desencadenar solamente una respuesta
inmunitaria sustancialmente contra un SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P del enlace
escindible del sitio de escision de BoNT/A, aumentando de este modo la posibilidad de producir anticuerpos o-
SNAP-25 que pueden distinguir un SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P4 del enlace escindible
del sitio de escisidon de BoNT/A de un SNAP-25 que carece de un extremo carboxilo en el residuo P¢ del enlace
escindible del sitio de escisién de BoNT/A. Ademas, también es muy deseable generar anticuerpos a-SNAP-25 de
una unica secuencia de aminoacidos con un buen rendimiento que sean selectivos de forma reproducible y que se
unen con avidez aceptable para permitir el disefio de un ensayo altamente sensible.

La secuencia que rodea a un sitio de escisién de BoNT/A presente en SNAP-25 se indica como Ps-P4-P3-P2-P-1-Py’-
P3-P4’-Ps’, con P+-P1 representando el enlace escindible. Durante la escisién con endopeptidasa redirigida, los
productos de escision resultantes producidos comprenden un fragmento que incluye la secuencia Ps-Ps-P3-P2>-P1 y
un fragmento que incluye la P1-P2’-P3'-P4-Ps’. De este modo, tal como se utiliza en el presente documento, la
expresion “SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escisién de
BoNT/A” se refiere a cualquier SNAP-25 que tiene el residuo P1 como su aminoacido carboxilo-terminal. Por
ejemplo, Q197-R19s de SNAP-25 humano (SEQ ID NO: 5) representa el enlace escindible P+-P4’ para el sitio de
escision de BoNT/A. Como tal, “SNAP-25 que tiene una glutamina carboxilo terminal del enlace escindible del sitio
de escision de BoNT/A” seria cualquier producto de escision de SNAP-25 que tiene una glutamina en su aminoacido
carboxilo terminal donde la glutamina representa Q197 del enlace escindible. Como otro ejemplo, Kxos4-H205 de SNAP-
25 de Torpedo marmorata (SEQ ID NO: 16) representa el enlace escindible P1-P+’ para el sitio de escision de
BoNT/A. Como tal, “SNAP-25 que tiene una lisina carboxilo terminal del enlace escindible del sitio de escisién de
BoNT/A” seria cualquier producto de escisidon de SNAP-25 que tiene una lisina en su aminoacido carboxilo terminal
donde la lisina representa K4 del enlace escindible.

El antigeno de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escision
de BoNT/A desde el sitio de escision de BoNT/A puede ser modificado para mejorar la inmunogenia de un antigeno
de SNAP-25, un hapteno, o cualquier otro compuesto antigénico es inmundgeno, no inmundgeno o débilmente
inmunogeno cuando no se asocia a la modificacion. En un aspecto de esta realizacién, el residuo P1 carboxilo
terminal residuos del enlace escindible de un antigeno de SNAP-25 pueden estar carboxilado. La carboxilacion
aumenta las propiedades inmunégenas deseadas de un antigeno de SNAP-25 en dos sentidos. En primer lugar,
porque los aminoacidos cargados mejoran la inmunogenia, la adicion de un grupo COO- al residuo carboxilo terminal
aumentara la inmunogenia global de un antigeno de SNAP-25. En segundo lugar, porque el residuo P, del enlace
escindible del sitio de escision de BoNT/A esta en un estado cargado durante la escisién, la adicion de un grupo
COO- al residuo carboxilo terminal imitara mejor al antigeno real que los anticuerpos a-SNAP-25 desvelados en la
presente memoria descriptiva que estan disefiados para unirse selectivamente.

En un aspecto de esta realizacion, el residuo amino terminal de un antigeno de SNAP-25 puede modificarse
mediante la adicion de un aminoacido adaptado para fijar el antigeno de SNAP-25 a una proteina transportadora, tal
como, por ejemplo, un hemocianina de lapa californiana (KLH), una ovoalbumina (OVA), una tiroglobulina (THY),
una albumina de suero bovino (BSA), un inhibidor de la tripsina de soja (STI) o un péptido de unién multiple (MAP).
Por ejemplo, un residuo de cisteina puede colocarse en el extremo amino con el fin de conjugar la proteina
portadora KLH.

Por lo tanto, una realizacion, un antigeno de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P¢ del enlace
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escindible del sitio de escision de BoNT/A puede tener, por ejemplo, como minimo 5, como minimo 6, como minimo
7, como minimo 8, como minimo 9, como minimo 10, como minimo 11, como minimo 12, como minimo 13, como
minimo 14, como minimo 15, como minimo 16, como minimo 17, como minimo 18, como minimo 19, como minimo
20, como minimo 25 o como minimo 30 aminoacidos de longitud. En otra realizacion, un antigeno de SNAP-25 tiene
un extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A puede tener, por ejemplo,
como maximo 5, como maximo 6, como maximo 7, 8 como maximo, como maximo 9, como maximo 10, como
maximo 11, como maximo 12, como maximo 13, como maximo 14, como maximo 15, como maximo 16, como
maximo 17, como maximo 18, como maximo 19, como maximo 20, como maximo 25 o como maximo 30
aminoacidos de longitud. En ofra realizacion mas, un antigeno de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el
residuo P4 del enlace escindible del sitio de escisién de BoNT/A, puede tener por ejemplo, entre 7 - 12 aminoacidos,
entre 10-15 aminoacidos, o entre 13-18 aminoacidos.

En otra realizacion, el antigeno de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible
del sitio de escision de BoNT/A comprende la SEQ ID NO: 33. En los aspectos de esta realizacion, el antigeno de
SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A
comprende la SEQ ID NO: 32, la SEQ ID NO: 34, la SEQ ID NO: 35, la SEQ ID NO: 36, la SEQ ID NO: 37, la SEQ ID
NO: 38 o la SEQ ID NO: 39. En una realizacion adicional, el antigeno de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en
el residuo P4 del enlace escindible del sitio de escisién de BoNT/A comprende la SEQ ID NO: 40.

En otra realizacion mas, el antigeno de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P del enlace
escindible del sitio de escision de BoNT/A comprende la SEQ ID NO: 41. En aspectos de esta realizacion, el
antigeno de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escision de
BoNT/A comprende la SEQ ID NO: 42, la SEQ ID NO: 43, la SEQ ID NO: 44, la SEQ ID NO: 45, la SEQ ID NO: 46.
En una realizacion adicional, el antigeno de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P4 del enlace
escindible del sitio de escision de BoNT/A comprende la SEQ ID NO: 47.

Esta previsto que todos y cada uno de los antigenos de SNAP-25 que desencadenan una respuesta inmunitaria que
produce anticuerpos a-SNAP-25 que pueden unirse selectivamente a un SNAP-25 tiene un extremo carboxilo en el
residuo P¢ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A puede ser util como antigeno de SNAP-25. Por lo
tanto, variantes de la secuencia de aminoacidos que comprenden la SEQ ID NO: 32, la SEQ ID NO: 33, la SEQ ID
NO: 34, la SEQ ID NO: 35, la SEQ ID NO: 36, la SEQ ID NO: 37, la SEQ ID NO: 38, la SEQ ID NO: 39, la SEQ ID
NO: 41, la SEQ ID NO: 42, la SEQ ID NO: 43, la SEQ ID NO: 44, la SEQ ID NO: 45 o la SEQ ID NO: 46 pueden ser
utiles como antigeno de SNAP-25 para desencadenar una respuesta inmunitaria que produce anticuerpos a-SNAP-
25 que pueden unirse selectivamente a un SNAP-25 con un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible
del sitio de escision de BoNT/A. De este modo, en una realizacion, un antigeno de SNAP-25 puede sustituir como
minimo 1, como minimo 2, como minimo 3, como minimo 4 o como minimo 5 sustituciones, deleciones o adiciones
de aminoacidos a los antigenos de SNAP-25 que comprenden la SEQ ID NO: 32, la SEQ ID NO: 33, la SEQ ID NO:
34, 1a SEQ ID NO: 35, la SEQ ID NO: 36, la SEQ ID NO: 37, la SEQ ID NO: 38 la SEQ ID NO: 39, la SEQ ID NO: 41,
la SEQ ID NO: 42, la SEQ ID NO: 43, la SEQ ID NO: 44, la SEQ ID NO: 45 o la SEQ ID NO: 46. En otra realizacion
mas, un antigeno de SNAP-25 puede tener como minimo el 70%, como minimo el 75%, como minimo el 80%, como
minimo el 85%, como minimo el 90% o como minimo el 95% de identidad de aminoacidos con los antigenos de
SNAP-25 que comprenden la SEQ ID NO: 32, la SEQ ID NO: 33, la SEQ ID NO: 34, la SEQ ID NO: 35, la SEQ ID
NO: 36, la SEQ ID NO: 37, la SEQ ID NO: 38, la SEQ ID NO: 39, la SEQ ID NO: 41, la SEQ ID NO: 42, la SEQ ID
NO: 43, la SEQ ID NO: 44, la SEQ ID NO: 45 o la SEQ ID NO: 46.

Se prevé que uno o mas portadores podrian estar enlazados a un antigeno de SNAP-25 para mejorar la
inmunogenia de un antigeno de SNAP-25 que es inmundégeno, no inmundgeno o débilmente inmundgeno cuando no
esta asociado con el portador. Los ejemplos no limitantes, incluyen por ejemplo, una hemocianina de lapa
californiana (KLH), una ovoalbumina (OVA), una tiroglobulina (THY), una albumina de suero bovino (BSA), un
inhibidor de la tripsina de soja (STI) o un péptido de unién multiple (MAP). Tal como se conoce bien en la técnica, un
antigeno no antigénico o débilmente antigénico puede hacerse antigénico acoplando el antigeno a un portador.
Diversos otros portadores y métodos para acoplar un antigeno a un portador son bien conocidos en la técnica.
Véase, por ejemplo, Harlow y Lane, supra, 1998a; Harlow y Lane, supra, 1998b; y David W. Waggoner, Jr. y col.,
Immunogenicity-enhancing Carriers and compositions thereof and methods of using the same, publicacion patente
de E.E.U.U. N° 20040057958 (25 de marzo de 2004). También se pueden generar un epitopo expresando el epitopo
como una proteina de fusidon. Métodos para expresar las fusiones del polipéptido son bien conocidos por los
expertos en la materia, tal como se describe, por ejemplo, en Ausubel y col. Current Protocols in Molecular Biology
(suplemento 47), John Wiley & Sons, Nueva York (1999). Como el extremo carboxilo terminal del antigeno de SNAP-
25 debe ser el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A, un portador debe estar enlazado al
extremo amino del antigeno de SNAP-25.

Se prevé que uno o mas espaciadores flexibles puedan estar enlazados a un antigeno de SNAP-25 con el fin de
mejorar la inmunogenia de un antigeno de SNAP-25 que es inmundgeno, no inmundgeno o débilmente inmunégeno
cuando no esta asociado con los enlazadores flexibles. Un espaciador flexible aumenta la longitud peptidica total del
antigeno de SNAP-25 y proporciona flexibilidad, facilitando la adecuada presentacion del antigeno de SNAP-25 a las
células inmunitarias. Como un ejemplo no limitante, una composicion inductora de respuesta inmunitaria de SNAP-
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25 puede comprender un antigeno de SNAP-25 enlazado a uno o mas espaciadores flexibles en tandem para
presentar mejor el antigeno de SNAP-25 a las células inmunitarias, facilitando asi la respuesta inmunitaria.

Un espaciador flexible que comprende un péptido tiene como minimo un aminoacido de longitud y comprende
aminoacidos no cargados con grupos R de cadena lateral pequefia, tales como: por ejemplo, glicina, alanina, valina,
leucina o serina. De este modo, en una realizacién un espaciador flexible puede tener, por ejemplo, como minimo 1,
como minimo 2, como minimo 3, como minimo 4, como minimo 5, como minimo 6, como minimo 7, como minimo 8,
como minimo 9 o como minimo 10 aminoacidos de longitud. En otra realizacion, un espaciador flexible puede tener,
por ejemplo, como minimo 1, como maximo 3, como maximo 4, como maximo 5, como maximo 6, como maximo 7,
como maximo 8, como maximo 9 o como maximo 10 aminoacidos de longitud. En otra realizaciéon mas, un
espaciador flexible puede tener, por ejemplo, entre 1-3 aminoacidos, entre 2-4 aminoacidos, entre 3-5 aminoacidos,
entre 4-6 aminoacidos o entre 5-7 aminoacidos. Los ejemplos no limitantes de un espaciador flexible, por ejemplo,
un espaciador G tal como GGG, GGGG (SEQ ID NO: 57) y GGGGS (SEQ ID NO: 58) o un espaciador A como AAA,
AAAA (SEQ ID NO: 59) y AAAAV (SEQ ID NO: 60). Un espaciador flexible esta enlazado en marco al antigeno de
SNAP-25 como una proteina de fusion.

Tal como se ha descrito anteriormente, un espaciador flexible se utiliza, en parte, para aumentar la longitud total del
péptido del antigeno de SNAP-25. Por ejemplo, un antigeno de SNAP-25 de 5-10 aminoacidos puede tener su
longitud total incrementada enlazando un espacio flexible de 3-5 aminoacidos al extremo amino del antigeno de
SNAP-25. Como otro ejemplo, un antigeno de SNAP-25 de 5-10 aminoacido puede tener su longitud total
incrementada enlazando un espacio flexible de 4-6 del aminoacidos al extremo amino del antigeno de SNAP-25.
Como otro ejemplo, un antigeno de SNAP-25 de 5-10 aminoacidos puede tener su longitud total incrementada
enlazando un espacio flexible de 7 a 10 aminoacidos al extremo amino del antigeno de SNAP-25. Como otro
ejemplo, un antigeno de SNAP-25 de 7-12 aminoacidos puede tener su longitud total incrementada enlazando un
espacio flexible de 1 a 3 aminoacidos al extremo amino del antigeno de SNAP-25. Como otro ejemplo, un antigeno
de SNAP-25 de 7-12 aminoacidos puede tener su longitud total incrementada enlazando un espacio flexible de 4-6
aminoacidos al extremo amino del antigeno de SNAP-25. La mayor longitud proporcionada por el espaciador flexible
permite la seleccion de un antigeno de SNAP-25 tamafo pequefio, lo que aumenta la probabilidad de que el
antigeno de SNAP-25 so6lo desencadenara una respuesta inmunitaria substancialmente contra un SNAP-25 tiene un
extremo carboxilo en el residuo P; de enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A, aumentando asi la
posibilidad de producir anticuerpos a-SNAP-25 que pueden distinguir un SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en
el residuo P4 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A de un SNAP-25 que carece de un extremo
carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A.

Se prevé que una composicién inductora de respuesta inmunitaria de SNAP-25 desvelada en la presente memoria
descriptiva opcionalmente puede comprender un antigeno de SNAP-25 desvelado en la presente memoria
descriptiva y uno o mas adyuvantes. Tal como se utiliza en el presente documento, el término “adyuvante” cuando
se utiliza en referencia a una composicion inductora de respuesta inmunitaria de SNAP-25 se refiere a cualquier
sustancia o mezcla de sustancias que aumenta o diversifica la respuesta inmunitaria a un antigeno de SNAP-25. Un
adyuvante inductor de respuesta inmunitaria puede, por ejemplo, servir para reducir el nimero de inmunizaciones o
la cantidad de antigeno necesaria para la inmunizacién protectora. La utilizacion de los adyuvantes inductores de
respuesta inmunitaria en una composicion inductora respuesta inmunitaria es bien conocida. El objetivo principal de
estos adyuvantes es permitir un aumento en la respuesta inmunitaria. Los adyuvantes no limitantes incluyen, por
ejemplo, liposomas, fases oleosas, incluyendo, sin limitacién, el tipo de Freund de adyuvantes, tales como: por
ejemplo, Adyuvante completo de Freund (FCA); Adyuvante incompleto de Freund (FIA); sapogenina glucésidos,
tales como: por ejemplo, saponinas; Carbopol; N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutamina (cominmente conocida como
Muramil dipéptido o “MDP”); y lipopolisacarido (LPS). Dichos adyuvantes son utilizados generalmente en forma de
una emulsién con una fase acuosa o, mas comunmente, pueden consistir de sales inorganicas insolubles en agua.
Estas sales inorganicas pueden consistir, por ejemplo, de hidréxido de aluminio, sulfato de zinc, hidréxido de hierro
coloidal, fosfato de calcio o cloruro de calcio. El hidréxido de aluminio (Al (OH)s) es un coadyuvante utilizado
habitualmente. En la actualidad, el Unico adyuvante aprobado por la FDA-para utilizacién en seres humanos es sales
de aluminio (alumbre) que se utilizan para los antigenos de “depdsito” mediante la precipitacion de los antigenos.
Los adyuvantes proporcionados anteriormente son meramente ejemplares. De hecho, cualquier adyuvante inductor
de respuesta inmunitaria puede utilizarse en una composicién inductora de respuesta inmunitaria desvelada en la
presente memoria descriptiva mientras el adyuvante cumpla las caracteristicas necesarias para inducir una
respuesta inmunitaria.

Un portador desvelado en la presente memoria descriptiva también puede actuar como adyuvante. Los adyuvantes y
métodos especificos de fabricacion y utilizacién se describiran en, por ejemplo, Gupta y col., Vaccine 11: 993-306,
1993; AMON, R. (Ed.) Synthetic Vaccines 1: 83-92, CRC Press, Inc., Boca Raton, Fla., 1987; y David W. Waggoner,
Jr. y col., Immunogenicity-Enhancing Carriers and Compositions Thereof and Methods of Using the Same,
publicacion patente de E.E.U.U. N° 20040057958 (25 de marzo de 2004). Los adyuvantes adicionales incluyen
cualquier compuesto descrito en el capitulo 7 (pags 141-227) del documento “Vaccine Design, the Subunit and
Adjuvant Approach” (eds. Powell, M. F. y Newman, J. M.) Pharmaceutical Biotechnology, volumen 6, Plenum Press
(Nueva York). Los ejemplos de este compendio incluyen Muramil dipéptido (MDP) y Montanide 720. Moléculas tales
como Poliinosina:Citosina (Poli me: C) o ADN plasmidico que contiene motivos CpG también puede administrarse
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como adyuvantes en combinacion con antigenos encapsulados en microparticulas. En otro ejemplo, el adyuvante es
un agente que facilita la entrada del complejo antigénico en el citoplasma de una célula, tal como listeriolisina,
estreptolisina 0 una mezcla de los mismos.

De este modo, en una realizacién, una composicion inductora de respuesta inmunitaria de SNAP-25 comprende un
antigeno de SNAP-25 que tiene una glutamina carboxilo terminal carboxilada enlazada a un péptido portador. En
aspectos de esta realizacion, un antigeno de SNAP-25 que tiene una glutamina carboxilo terminal carboxilada
comprende la SEQ ID NO: 32, la SEQ ID NO: 33, la SEQ ID NO: 34, la SEQ ID NO: 35, la SEQ ID NO: 36, la SEQ ID
NO: 37, la SEQ ID NO: 38 o la SEQ ID NO: 39. En otro aspecto de esta realizacion, un antigeno de SNAP-25
comprende la SEQ ID NO: 40. En aspectos de esta realizacion, el péptido portador es una hemocianina de lapa
californiana (KLH), una ovoalbumina (OVA), una tiroglobulina (THY), una albumina de suero bovino (BSA), un
inhibidor de la tripsina de soja (STI) o un péptido de unién multiple (MAP).

En otra realizacion, una composicion inductora de respuesta inmunitaria de SNAP-25 comprende un antigeno de
SNAP-25 que tiene una lisina carboxilo terminal carboxilada enlazada a un péptido portador. En aspectos de esta
realizacion, el antigeno de SNAP-25 que tiene una lisina carboxilo terminal carboxilada comprende la SEQ ID NO:
41,1a SEQ ID NO: 42, la SEQ ID NO: 43, la SEQ ID NO: 44, la SEQ ID NO: 45 o la SEQ ID NO: 46. En otro aspecto
de esta realizacion, la un antigeno de SNAP-25 comprende la SEQ ID NO: 47. En aspectos de esta realizacion, el
péptido portador es una hemocianina de lapa californiana (KLH), una ovoalbumina (OVA), una tiroglobulina (THY),
una albumina de suero bovino (BSA), un inhibidor de la tripsina de soja (STI) o un péptido de union mdltiple (MAP).

En otra realizaciéon, una composicion inductora de respuesta inmunitaria de SNAP-25 comprende un antigeno de
SNAP-25 que tiene una glutamina C-terminal carboxilada enlazada a uno o mas enlazadores flexibles y un péptido
portador en el que los enlazadores flexibles se interponen entre el antigeno de SNAP-25 y el péptido portador. En
aspectos de esta realizacion, el antigeno de SNAP-25 que tiene una glutamina carboxilo terminal carboxilada
comprende la SEQ ID NO: 32, la SEQ ID NO: 33, la SEQ ID NO: 34, la SEQ ID NO: 35, la SEQ ID NO: 36, la SEQ ID
NO: 37, la SEQ ID NO: 38 o la SEQ ID NO: 39. En otra realizacién, un antigeno de SNAP-25 comprende la SEQ ID
NO: 46. En aspectos de esta realizacion, el péptido portador es una hemocianina de lapa californiana (KLH), una
ovoalbumina (OVA), una tiroglobulina (THY), una albumina de suero bovino (BSA), un inhibidor de la tripsina de soja
(STI) o un péptido de union multiple (MAP). En aspectos de esta realizacion, el enlazador flexible es un espaciador
G o un espaciador A.

En otra realizacion mas, una composicion inductora de respuesta inmunitaria de SNAP-25 comprende un antigeno
de SNAP-25 que tiene una lisina c-terminal carboxilada enlazada a un enlazador flexible y un péptido portador en el
que el enlazador flexible se interpone entre el antigeno de SNAP-25 y el péptido portador. En aspectos de esta
realizacion, el antigeno de SNAP-25 que tiene una lisina carboxilo terminal carboxilada comprende la SEQ ID NO:
41,1a SEQ ID NO: 42, la SEQ ID NO: 43, la SEQ ID NO: 44, la SEQ ID NO: 45 o la SEQ ID NO: 46. En otro aspecto
de esta realizacion, un antigeno de SNAP-25 comprende la SEQ ID NO: 47. En aspectos de esta realizacion, el
péptido portador es una hemocianina de lapa californiana (KLH), una ovoalbumina (OVA), una tiroglobulina (THY),
una albumina de suero bovino (BSA), un inhibidor de la tripsina de soja (STI) o un péptido de unién multiple (MAP).
En aspectos de esta realizacion, el enlazador flexible es un espaciador G o un espaciador A.

Aspectos de la presente divulgacion comprenden , en parte, un método para producir anticuerpos a-SNAP-25 que
pueden unirse selectivamente a un SNAP-25 tiene un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del
sitio de escision de BoNT/A. Un anticuerpo o-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que
tiene un extremo carboxilo en el residuo P del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A puede producirse
mediante muy diversos métodos que son bien conocidos en la técnica. Protocolos especificos para preparar y utilizar
los anticuerpos asi como para detectar y medir la especificidad de unién del anticuerpo, afinidad de unién y avidez
de union son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, el documento ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL
(Edward Harlow y David Lane, eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 22 ed. 1998a); y USING ANTIBODIES: A
LABORATORY MANUAL: PORTABLE PROTOCOL n° | (Edward Harlow & David Lane, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1998b); Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2001; and Current Protocols in Molecular
Biology, 2004; David Anderson y col., Therapeutic Polypeptides, Nucleic Acids Ecoding Same, and Methods of Use ,
Patente de los E.E.U.U. 7.034.132 (25 de abril de 2005); y Beatriz M. Carrefio y col., Antibodies Against CTLA4,
Patente de los E.E.U.U. 7.034.121 (25 de abril de 2006).

Como un ejemplo no limitante, anticuerpos policlonales a-SNAP-25 que se unen selectivamente a un SNAP-25 que
tiene un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A pueden producirse
inyectando a un animal, tal como: por ejemplo, un conejo, una cabra, un ratén u otro mamifero, con una o mas
inyecciones de una composicion inductora de respuesta inmunitaria desvelada en la presente memoria descriptiva.
Como otro ejemplo no limitante, anticuerpos policlonales a-SNAP-25 que se unen selectivamente a un SNAP-25 que
tiene un extremo carboxilo en el residuo P del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A puede producirse
inyectando a un huevo, tal como: por ejemplo, un huevo de gallina, con una o mas inyecciones de una composicion
inductora de respuesta inmunitaria desvelada en la presente memoria descriptiva. El titulo de anticuerpos en el
animal inmunizado puede monitorizarse a lo largo del tiempo mediante técnicas estandar, tales como con una
ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA) utilizando antigeno inmovilizado o un ensayo basado en la
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actividad de la célula. Si se desea, los anticuerpos policlonales para un anticuerpo a-SNAP-25 que se una
selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del
sitio de escision de BoNT/A pueden aislarse los mamiferos (por ejemplo, de la sangre) y purificarse adicionalmente
mediante técnicas conocidas, como la cromatografia por afinidad a proteina A para obtener la fraccion IgG, o
purificacién por afinidad contra el péptido utilizado para producir los anticuerpos.

Como otro no ejemplo limitante, el anticuerpo monoclonal a-SNAP-25 que se une selectivamente a un SNAP-25 que
tiene un extremo carboxilo en el residuo P del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A puede producirse
utilizando un método de hibridoma. Por ejemplo, ver el capitulo 6 del documento Monoclonal Antibodies, pags. 196
244, Harlow & Lane, supra, 1998a; y el capitulo 7 del documento Growing Hybridomas, pags. 245 - 282, Harlow &
Lane, supra, 1998a; y Delta, pags. 59 - 103, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press,
(1986). En este método, un animal huésped, tal como, por ejemplo, un ratén, un hamster u otro animal huésped
apropiado, es tipicamente expuesto a una o varias inyecciones de un antigeno de SNAP-25 desvelado en la
presente memoria descriptiva para activar a los linfocitos que producen o son capaces de producir anticuerpos o-
SNAP-25 que se uniran especificamente a un SNAP-25 con un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace
escindible del sitio de escision de BoNT/A. El titulo de anticuerpos en el animal inmunizado puede monitorizarse a lo
largo del tiempo mediante técnicas estandar, tales como con un ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA)
utilizando antigeno inmovilizado o un ensayo basado en actividad celular. Como alternativa, los linfocitos pueden
inmunizarse in vitro utilizando una linea de cultivo celular adecuada. En el momento apropiado después de la
inmunizacion, por ejemplo, cuando los titulos de anticuerpos son mas altos, células productoras de anticuerpos se
aislan del animal. En general, se utilizan linfocitos de sangre periférica, si se desean células de origen humano, o se
utilizan células del bazo o células de los ganglios linfaticos, si se desean fuentes de mamiferos no humanos. Las
células productoras de anticuerpos aisladas se fusionan con una linea celular inmortal utilizando un agente fusion
conveniente, tal como polietilenglicol, para formar una célula de hibridoma. Las lineas celulares inmortalizadas son
generalmente células de mamiferos transformadas, particularmente células de mieloma de origen bovino, roedor y
humano. Por lo general, una linea celular de mieloma murino se fusiona con esplenocitos recogidos de un ratén
apropiadamente inmunizado para producir los hibridomas. Las lineas celulares inmortales preferidas: son lineas de
células de mieloma de raton que son sensibles al medio de cultivo que contiene hipoxantina, aminopterina y timidina
(HAT). Cualquiera de una serie de lineas celulares de mieloma puede utilizarse como un socio de fusién segun las
técnicas estandar, por ejemplo, las lineas de mieloma P3-NS1/1-Ag4-1, P3-x 63-Ag8.653 o Sp2/0O-Ag14. Las células
de hibridoma resultantes de la fusidon se seleccionan entonces utilizando medio HAT, que mata las células del
mieloma no fusionadas y fusionadas de forma improductiva (los esplenocitos no fusionados mueren después de
varios dias en el cultivo porque no se transforman). El medio de cultivo en el que las células del hibridoma se
cultivan pueden ensayarse entonces para la presencia de anticuerpos monoclonales a-SNAP-25 que se unen
selectivamente a un SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P¢ del enlace escindible del sitio de
escision de BoNT/A. Por ejemplo, pueden cribarse sobrenadantes de hibridoma utilizando medios positivos a-SNAP-
25 en un ensayo de inmunoprecipitacion, ensayo de unién in vitro, tal como, por ejemplo, un radioinmunoensayo
(RIA) un ensayo inmunoadsorbente ligado a enzima (ELISA) o en un ensayo basado en la actividad celular. Dichas
técnicas y ensayos son conocidos en la técnica. Por ejemplo, véase el capitulo 11 del Immunoblotting, pags. 421 -
470, Harlow & Lane, supra, 1998a; el Capitulo 12 del documento Immunoblotting, pags. 471 - 510, Harlow & Lane,
supra, 1998a; el Capitulo 14 del documento immunoassays, pags. 553 - 612, Harlow & Lane, supra, 1998a. Estudios
adicionales pueden hacerse a continuacion para determinar si el anticuerpo también es no reactivo con un SNAP-25
que carece de un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A. También
se puede determinar la afinidad de unién de un anticuerpo monoclonal a-SNAP-25, por ejemplo, mediante analisis
de Scatchard. Véase, por ejemplo, Peter J. Munson y David Rodbard, ligando: A Versatile Computerized Approach
For Characterization of Ligand- Binding Systems, 107 (1) Anal. Biochem. 220 - 239 (1980). Después de que las
células de hibridoma deseadas se identifican, se utilizan procedimientos de dilucién limitante para aislar clones
procedentes de una sola célula hasta obtener una linea celular clonal que expresa el anticuerpo monoclonal
deseado. Aquellos anticuerpos suficientemente selectivos para un SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el
residuo P4 del enlace escindible del sitio de escisiéon de BoNT/A y que se unen con avidez suficientemente alta son
elegidos para estudio y caracterizacion adicionales.

Otra alternativa para la preparacién de un anticuerpo monoclonal a-SNAP-25 que se une selectivamente a un
SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P¢ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A es
cribando una biblioteca combinatoria recombinante de la inmunoglobulina, tal como: por ejemplo, un biblioteca de
presentacion en fagos de anticuerpos, con un péptido de SNAP-25 y miembros de la biblioteca de inmunoglobulina
aislados que se unen a un SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P4 del enlace escindible del sitio
de escision de BoNT/A. Kits para la generacion y el cribado de bibliotecas de presentacion en fagos estan
disponibles en el mercado, tales como, por ejemplo el Recombinant Phage Antibody System (Amersham GE
Healthcare, Piscataway, NJ); y el SurfZAP ™ Phage Dysplay Kit (Stratagene, La Jolla, California). Ademas, pueden
encontrarse ejemplos de métodos y utiles en la generacion y cribado de biblioteca de presentacion de anticuerpos
reactivos en, por ejemplo, los documentos Ladner y col patentes de Estados Unidos 5.223.409; Borrebaeck y col
patente de E.E.U.U 5.712.089; Griffiths y col. patente de E.E.U.U 5.885.793; Giriffiths y col. patente de E.E.U.U
5.962.255; McCafferty y col patente de E.E.U.U 5.969.108; Giriffiths y col. patente de E.E.U.U 6.010.884; Jespers y
col patente de E.E.U.U 6.017.732; Borrebaeck y col patente de E.E.U.U 6.027.930; Johnson y col patente de
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E.E.U.U 6.140.471; McCafferty y col patente de E.E.U.U 6.172.197.

Aspectos de la presente divulgacion comprenden, en parte, recoger una muestra que contiene un anticuerpo o-
SNAP-25 o células productoras de anticuerpos a-SNAP-25. Tal como se utiliza en el presente documento, la
expresion “muestra que contiene un anticuerpo a-SNAP-25 o células productoras de anticuerpos a-SNAP-25" se
refiere a cualquier sustancia biolégica que contiene o contiene potencialmente como minimo un anticuerpo a-SNAP-
25 que se une selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P del enlace
escindible del sitio de escision de BoNT/A. Se prevé que todas y cada una de las muestras que pueden contener un
anticuerpo a-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el
residuo P4 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A puede utilizarse en este método, incluyendo, sin
limitacién, sangre, plasma, suero y fluido linfatico. También se prevé que cualquier célula capaz de producir un
anticuerpo a-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el
residuo P4 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A puede utilizarse en este método, incluyendo, sin
limitacién, células CD8, una célula CTL, una célula T auxiliar y una célula B. Diversos métodos bien conocidos
pueden ser utilizados para recoger de un individuo una muestra que contiene el anticuerpo a-SNAP-25 o células
productoras de anticuerpos a-SNAP-25, véase, por ejemplo, Harlow & Lane, supra, 1998a; y Harlow & Lane, supra,
1998b. Del mismo modo, pueden utilizarse diversos métodos bien conocidos para procesar una muestra para aislar
un anticuerpo a-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el
residuo P4 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A. Un procedimiento para la recogida de una muestra
puede seleccionarse en funcion del tipo de anticuerpo a aislar. Como un ejemplo no limitante, cuando se aisla un
anticuerpo policlonal a-SNAP-25 que se une selectivamente a un SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el
residuo P4 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A, una muestra adecuada puede ser una muestra de
sangre que contienen tales anticuerpos a-SNAP-25, mientras que cuando se aisla un anticuerpo monoclonal a-
SNAP-25 que se une selectivamente a un SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P¢ del enlace
escindible del sitio de escision de BoNT/A, una muestra adecuada puede ser una célula productora de anticuerpos
o-SNAP-25 como una célula del bazo o hibridoma.

Los aspectos de la presente divulgacion comprenden, en parte, aislar un anticuerpo a-SNAP-25 que se une
selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del
sitio de escisidon de BoNT/A de la muestra. Métodos de aislar un dicho anticuerpo a-SNAP-25, tales como: por
ejemplo, los anticuerpos policlonales a-SNAP-25 que se unen selectivamente a un SNAP-25 que tiene un extremo
carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A o anticuerpos monoclonales -
SNAP-25 que se unen selectivamente a un SNAP-que 25 tiene un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace
escindible del sitio de escision de BoNT/A son bien conocidos para los expertos en la materia. Véase, por ejemplo,
Harlow y Lane, supra, 1998a; y Harlow y Lane, supra, 1998b. Por ejemplo, dichos anticuerpos policlonales a-SNAP-
25 pueden ser aislados de la muestra mediante técnicas conocidas, tales como, por ejemplo, cromatografia por
afinidad utilizando la proteina A o proteina G, que proporcionan principalmente la fraccién IgG del suero inmunitario.
Posteriormente, o como alternativa, un antigeno especifico de SNAP-25 puede ser inmovilizado en una columna o
perlas magnéticas para purificar los anticuerpos policlonales a-SNAP-25 que se unen selectivamente a un SNAP-25
que tiene un extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A mediante
cromatografia por inmunoafinidad. Un anticuerpo monoclonal a-SNAP-25 que se une selectivamente a un SNAP-25
que tiene un extremo carboxilo en el residuo P4 del enlace escindible del sitio de escisién de BoNT/A puede ser
aislado del medio de cultivo o liquido ascitico mediante procedimientos de purificacion de inmunoglobulina
convencionales tales como, por ejemplo, proteina A-Sepharose, cromatografia en hidroxiapatita, cromatografia por
afinidad, dialisis o electroforesis en gel.

De este modo, en una realizacion, un método de producir un anticuerpo o-SNAP-25 que puede unirse
selectivamente a un SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P¢ del enlace escindible del sitio de
escision de BoNT/A comprende las etapas (a) administrar a un animal una composicion inductora de respuesta
inmunitaria de SNAP-25 que comprende un antigeno de SNAP-25 que tiene una glutamina c-terminal carboxilada
enlazada a un péptido portador; (b) recoger del animal una muestra que contiene un anticuerpo a-SNAP-25 o una
célula productora de anticuerpos a-SNAP-25; y (c) aislar el componente del anticuerpo a-SNAP-25 de la muestra.
En un aspecto de esta realizacion, el anticuerpo a-SNAP-25 que puede unirse selectivamente a un SNAP-25 que
tiene un extremo carboxilo en el residuo P¢ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A es un anticuerpo
policlonal. En otro aspecto de esta realizacion, el anticuerpo a-SNAP-25 que puede unirse selectivamente a un
SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P¢ del enlace escindible del sitio de escisién de BoNT/A es un
anticuerpo monoclonal. En otro aspecto de esta realizacion, un anticuerpo monoclonal a-SNAP-25 que puede unirse
selectivamente a un SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo Py del enlace escindible del sitio de
escision de BoNT/A producido es un subtipo de IgG. En otros aspectos de esta realizacion, la composicion que
induce una respuesta inmunitaria de SNAP-25 comprende ademas un adyuvante, tal como: por ejemplo,
Polietilenglicol (PEG), monometoxipolietilenglicol (mPEG) o alcohol polivinilico (PVA).

En otra realizacién, un método para producir anticuerpos o-SNAP-25 que pueden unirse selectivamente a un SNAP-
25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A comprende
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las etapas (a) administrar a un animal una composicion inductora de respuesta inmunitaria de SNAP-25 que
comprende un péptido de SNAP-25 que tiene una glutamina c-terminal carboxilada enlazada a un enlazador flexible
y un péptido portador en el que el enlazador flexible se interpone entre el péptido de SNAP-25 y el péptido portador;
(b) recoger del animal una muestra que contiene un anticuerpo a-SNAP-25 o células productoras de anticuerpos a-
SNAP-25; y (c) aislar el anticuerpo a-SNAP-25 de la muestra. En un aspecto de esta realizacion, los anticuerpos a-
SNAP-25 que pueden unirse selectivamente a un SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P4 del
enlace escindible del sitio de escisién de BoNT/A es un anticuerpo policlonal. En otro aspecto de esta realizacion, el
anticuerpo a-SNAP-25 que puede unirse selectivamente a un SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo
P+ del enlace escindible del sitio de escisién de BoNT/A es un anticuerpo monoclonal. En otro aspecto de esta
realizacién, el anticuerpo monoclonal a-SNAP-25 que puede unirse selectivamente a un SNAP-25 que tiene un
extremo carboxilo en el residuo P4 del enlace escindible del sitio de escisién de BoNT/A producido en un subtipo de
IgG. En otros aspectos de esta realizacion, composicion inductora de respuesta inmunitaria de SNAP-25 comprende
ademas un adyuvante, tal como: por ejemplo, Polietilenglicol (PEG), monometoxipolietilenglicol (mPEG) o alcohol
polivinilico (PVA).

Aspectos de la presente divulgacion comprenden, en parte, un anticuerpo a-SNAP-25 aislado, que incluye un
anticuerpo segun la invencion, que se un selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo
en el residuo P4 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A. Tal como se utiliza en el presente documento,
el término “anticuerpo” se refiere a una molécula generada por un sistema inmunitario que se prepar6 en respuesta a
un antigeno particular que se une especificamente a ese antigeno e incluye tanto anticuerpos de origen natural
como anticuerpos de origen no natural. Tal como se utiliza en el presente documento, el término “aislar” se refiere a
separar una molécula de su ambiente natural mediante la utilizacién de la intervencion humana. Por ejemplo, un
anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un dimero, un multimero, un anticuerpo
multiespecifico, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo quimérico, anticuerpo bifuncional, un anticuerpo asociado
a una célula como un receptor de Ig, un anticuerpo lineal, un diacuerpo o un minicuerpo, mientras el fragmento
exhiba la actividad biolégica deseada y derivados de cadena sencilla de la misma. Un anticuerpo puede ser una
molécula de inmunoglobulina de longitud completa que comprende los dominios V4 y Vi, asi como un dominio
constante de cadena ligera (C.) y los dominios constantes de cadena pesada, Chi, CHz y Chs, 0 un fragmento
inmunolégicamente activo de una molécula de inmunoglobulina de longitud completa, tal como: por ejemplo, un
fragmento Fab, un fragmento F(ab’),, un fragmento Fc, un fragmento Fd, un fragmento Fv. Un anticuerpo puede
obtenerse de cualquier especie de vertebrados (por ejemplo, ser humano, cabra, caballo, burro, ratén, rata, conejo o
pollo) y puede ser de cualquier tipo (por ejemplo, IgG, IgE, IgM, IgD e IgA), clase (por ejemplo, IgA, IgD, IgE, IgG e
IgM) o subclase (IgG 1, 1IgG2, IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2). Para divulgacion general sobre la estructura de anticuerpos
de origen natural, anticuerpos de origen no natural y fragmentos de uniéon a un compuesto antigénico, véase, por
ejemplo, Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds., Springer-
Verlag, Nueva York, pags. 269-315 (1994); Borrabeck, Antibody Engineering, 22 ed. (Oxford University Press, 1995).

Los anticuerpos de origen natural generalmente son glucoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente
150.000 daltons, compuestas por dos cadenas ligeras idénticas (L) y dos cadenas pesadas idénticas de (H). Cada
cadena ligera esta enlazada a una cadena pesada por un puente disulfuro covalente, mientras que el nimero de
puentes disulfuro varia entre las cadenas pesadas de diferentes isotipos de inmunoglobulina. Cada cadena pesada y
ligera también tiene puentes disulfuro intracatenarios equidistantes. Cada cadena pesada tiene en un extremo un
dominio variable (V4) seguido de una serie de dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable en
un extremo (V) y un dominio constante en su otro extremo. El dominio constante de la cadena ligera esta alineado
con el primer dominio constante de la cadena pesada, y el dominio variable de cadena ligera esta alineado con el
dominio variable de la cadena pesada. Se cree que residuos de aminoacidos particulares forman una interfaz entre
los dominios de cadena ligera y de cadena pesada variables.

El sitio de completo reconocimiento del antigeno y de union del antigeno esta contenido dentro de los dominios
variables del anticuerpo, es decir, el fragmento Fv. Este fragmento incluye un dimero de un dominio variable de
cadena pesada (V) y un dominio variable de cadena ligera (V) en asociacion estrecha, no-covalente. Cada dominio
comprende de cuatro regiones marco (FR), que en gran medida adoptan una configuracion de lamina f, conectados
por tres regiones hipervariables, que forman bucles que conectan, y en algunos casos forman, la estructura de la
lamina B. Cada regién hipervariable comprende una secuencia de aminoacidos correspondiente a una region
determinante de complementariedad (CDR). Colectivamente, es la configuracion tridimensional de las seis regiones
CDR la que define un sitio de unién al antigeno en la superficie del dimero V-V, que confiere especificidad de union
del antigeno. Véase por ejemplo, Cyrus Chothia, y col., Conformations of Immunoglobulin Hypervariable Regions,
Nature 342(6252): 877-883 (1989); Elvin A. Kabat, y col. Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed.
Public Heath Service, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland. (1991). Los dominios constantes del
anticuerpo no estan involucrados directamente en la unién de un anticuerpo a un antigeno, pero exhiben diversas
funciones efectoras, tales como la participacion del anticuerpo en citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.

Un antigeno diana general tiene uno o mas sitios de unioén, también llamados epitopos, que son reconocidos por el

sitio de union al antigeno formado en CDR. Tal como se utiliza en el presente documento, un “epitopo” es sinénimo
de “determinante antigénico” y se refiere al sitio de un antigeno diana, tal como, por ejemplo, un péptido,
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polisacarido o molécula que contienen lipidos, capaz de unirse especificamente a una inmunoglobulina o un receptor
de células T o de interactuar de otra manera con una molécula. Cada anticuerpo que se une especificamente a un
epitopo diferente tiene una estructura diferente. Por lo tanto, un antigeno puede tener mas de un anticuerpo
correspondiente.

Anticuerpos policlonales se refieren a una poblacion heterogénea de moléculas de anticuerpo que contienen como
minimo dos especies de anticuerpos capaces de unirse a un antigeno particular. Por definicion, un anticuerpo
policlonal incluye dos anticuerpos diferentes que se unen a como minimo dos epitopos diferentes. Tal como se
utiliza en el presente documento, la expresién “anticuerpo monoclonal” o “anticuerpos monoclonales” se refieren a
una poblacion sustancialmente homogénea de moléculas de anticuerpo que contienen sélo una especie de
anticuerpos capaces de unirse a un antigeno particular, es decir, los anticuerpos individuales que componen la
poblacién son idénticos excepto posibles mutaciones de origen natural que pueden estar presentes en cantidades
secundarias. Por definicion, un anticuerpo monoclonal se une a un unico epitopo. Los anticuerpos monoclonales son
altamente especificos, siendo dirigidos contra un unico sitio antigénico. Ademas, en contraste con los anticuerpos
policlonales, cada anticuerpo monoclonal es dirigido contra un solo determinante en el antigeno. Ademas de su
especificidad, los anticuerpos monoclonales son ventajosos en que ellos pueden ser sintetizados sin contaminar por
otros anticuerpos. El modificador “monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como obtenido de una poblacién
substancialmente homogénea de anticuerpos y no debe interpretarse como que requiere la produccion de
anticuerpos por cualquier método en particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que se utilizaran segun la
presente divulgacion podran prepararse mediante el método de hibridoma descrito en primer lugar por Kohler y col
(1975) Nature 256: 495, o pueden prepararse mediante métodos de ADN recombinante (véase por ejemplo: La
Patente de E.E.U.U. N° 4.816.567; Patente de E.E.U.U. N° 5.807.715). Los anticuerpos monoclonales también
pueden ser aislados de bibliotecas de anticuerpos fago utilizando las técnicas descritas en Clackson y col (1991)
Nature, 352:624 - 628; Marks y col (1991) J. Mol. Biol., 222:581 - 597; por ejemplo.

El anticuerpo o-SNAP-25 es tal como se define en las reivindicaciones.

En otra realizaciéon, un anticuerpo a-SNAP-25 se une especificamente a un epitopo que comprende un SNAP-25
que tiene un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A. En un aspecto
de esta realizacion, el epitopo comprende la SEQ ID NO: 32, la SEQ ID NO: 33, la SEQ ID NO: 34, la SEQ ID NO:
35, la SEQ ID NO: 36 o la SEQ ID NO: 37. En un aspecto de esta realizacion, el epitopo comprende la SEQ ID NO:
39, la SEQ ID NO: 40, la SEQ ID NO: 41, la SEQ ID NO: 42, la SEQ ID NO: 43 o la SEQ ID NO: 44.

Tal como se ha descrito anteriormente, la secuencia que rodea a un sitio de escision de BoNT/A presente en SNAP-
25 se denota como Ps-Ps-P3-P2-P1-P-1-P2-P3’-P4’-Ps’, con P1-P-1’ representando el enlace escindible. Durante la
escision de BoNT/A, los productos de escision resultantes producidos comprenden un fragmento que incluye la
secuencia Ps-P4-P3-P2>-P1 y un fragmento que incluyen la secuencia P-1-P2-P3’-P,’-Ps’. Tal como se utiliza en el
presente documento, las expresiones “anticuerpos o-SNAP-25 que se unen selectivamente a un SNAP-25 que tiene
un extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A” se refiere a un
anticuerpo a-SNAP-25 que se une selectivamente a cualquier fragmento del producto de escision de SNAP-25
compuesto por la secuencia Ps-P4-P3-P2>-P4, pero no a cualquier fragmento del producto de escisiéon de SNAP-25
compuesto por la secuencia P-1’-P2-P3’-P4’-P5’ 0 a cualquier SNAP-25 que tiene un enlace escindible P+-P-1’ intacto
de un sitio de escision de BoNT/A. Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion “un anticuerpo o-
SNAP-25197” se refiere a un anticuerpo que se une selectivamente a un SNAP-25 que tiene un residuo P1 en el
extremo carboxilo que corresponde a la glutamina 197 de SEQ ID NO: 5. tal como se utiliza en el presente
documento, el término “anticuerpos a-SNAP-25204" se refiere a un anticuerpo que se une selectivamente a un
SNAP-25 teniendo un residuo P+ en el extremo carboxilo que corresponde a la lisina 204 de la SEQ ID NO: 16.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “selectivamente” se refiere a tener un efecto Unico o
influencia o reaccionar de una sola manera o con una sola cosa. Tal como se utiliza en el presente documento, la
expresion “se une selectivamente”, o “unién selectiva” cuando se emplea en referencia a un anticuerpo, se refiere a
la unién discriminatoria del anticuerpo al epitopo diana indicado de modo que el anticuerpo no reaccione de forma
cruzada substancialmente con epitopos no diana. El tamafio minimo de un epitopo peptidico, tal como se define en
el presente documento, es aproximadamente cinco aminoacidos, y un epitopo peptidico tipicamente comprende
como minimo 5, como minimo 6, como minimo 7, como minimo 8, como minimo 9, como minimo 10, como minimo
15 o como minimo 20 aminoacidos. Un epitopo peptidico puede ser discontinuo, es decir, comprende residuos de
aminoacidos que no son adyacentes en la estructura primaria del péptido sino que se retnen en un epitopo a través
de la estructura secundaria, terciaria o cuaternaria del péptido. Ademas, también se observa que un epitopo podria
comprender una parte de una molécula que no sea una secuencia de aminoacidos, como, por ejemplo, un grupo de
hidratos de carbono, un resto lipidico como lipoproteinas o glucolipidos o un resto de aminoacidos modificados
quimicamente como un aminoacido fosforilado. En aspectos de esta realizacién, un anticuerpo a-SNAP-25 que se
une selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible
del sitio de escisién de BoNT/A puede unirse selectivamente a un epitopo de SNAP-25 tiene un extremo carboxilo en
el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A que comprende como minimo 5, como minimo 6,
como minimo 7, como minimo 8, como minimo 9, como minimo 10, como minimo 15 o como minimo 20
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aminoacidos. En otros aspectos de esta realizacién, un anticuerpo a-SNAP-25 que se una selectivamente a un
epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P¢ del enlace escindible del sitio de escisiéon de
BoNT/A puede unirse selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P4 del
enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A que comprende como maximo 5, como maximo 6, como maximo 7,
como maximo 8, como maximo 9, como maximo 10, como maximo 15 o como maximo 20 aminoacidos.

Unidn selectiva incluye propiedades de union tales como, por ejemplo, afinidad de union, especificidad de union y
avidez de unién. Véase David J. King, Applications and Engineering of Monoclonal Antibodies, pags. 240 (1998). La
afinidad de union se refiere al periodo de tiempo que los anticuerpos residen en su sitio de unién al epitopo y puede
considerarse como la fuerza con la que un anticuerpo une su epitopo. La afinidad de unién puede describirse como
la constante de disociacion de en equilibrio de un anticuerpo (KD), que se define como la relacion Kd/Ka en
equilibrio. Donde Ka es la constante de velocidad de asociacion del anticuerpo y Kd es la constante de velocidad de
disociacion del anticuerpo. La afinidad de unién se determina por la asociacion y la disociacion y en solitario ni una
asociacion alta o una baja disociacion puede asegurar alta afinidad. La constante de velocidad de asociacion (Ka), o
constante de asociacion (Kon), mide el numero de eventos de unién por unidad de tiempo, o la propension de los
anticuerpos y los antigenos a asociarse de forma reversible en su complejo antigeno-anticuerpo. La constante de
velocidad de asociacion se expresa en M s y se simboliza como sigue: [Ab] x [Ag] x Kon. Cuanto mayor sea la
constante de velocidad de asociacion, mas rapidamente se une el anticuerpo a su antigeno, o mayor sera la afinidad
de unién entre el antigeno y el anticuerpo. La constante de velocidad de disociacion (Kd) o constante de disociacion
(Koff), mide el numero de eventos de disociacion por unidad de tiempo o la propension de un complejo antigeno-
anticuerpo a separarse (disociarse) de forma reversible en sus componentes moleculares, es decir el anticuerpo y el
antigeno. La constante de velocidad de disociacion se expresa en s y se simboliza como sigue: [Ab + Ag] x Koff.
Cuanto menor sea la constante de velocidad de disociacion, mas fuertemente unido esta el anticuerpo a su
antigeno, o mayor sera la afinidad de unién entre el antigeno y anticuerpo. La constante de disociacion en equilibrio
(KD) mide la velocidad a la cual se formaron nuevos complejos antigeno-anticuerpo es igual a la velocidad a la que
los complejos anticuerpo-antigeno se disocian en equilibrio. La constante de disociacion en equilibrio se expresa en
M y se define como Koff/Kon = [Ab] x [Ag]/[Ab + Ag], donde [Ab] es la concentracion molar del anticuerpo, [Ag] es la
molar concentracion del antigeno y [Ab + Ag] es la concentracion molar del complejo antigeno-anticuerpo, donde
estan todas las concentraciones de dichos componentes cuando el sistema esta en equilibrio. Cuanto menor sea la
constante de disociacion en equilibrio, mas fuertemente unido esta el anticuerpo a su antigeno, o mayor sera sea la
afinidad de unién entre el antigeno y anticuerpo.

De este modo, en una realizacion, la afinidad de unién de un anticuerpo a-SNAP-25 que se une selectivamente a un
epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P¢ del enlace escindible del sitio de escisién de
BoNT/A puede tener una constante de velocidad de asociacién de, por ejemplo, menos de 1 x 105 M s”', menos de
1 x 10 M s', menos de 1 x 10’ M s, o menos de 1 x 108 M s'. En otra realizacion, la afinidad de unién de un
anticuerpo a-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el
residuo P¢ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A puede tener una constante de velocidad de
asociacion de, por ejemplo, mas de 1 x 105 M! s' mas de 1 x 108 M s, mas de 1 x 107 M' s1, o mas de 1 x 108
M- s'. En otros aspectos, la afinidad de uniéon de un anticuerpo a-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo
de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A
puede tener una constante de velocidad de asociacion entre 1 x 10 M's"1 x 108 M"'s" 1 x 108 M1 s 1 x 108 M s
"M x105M's"1x10"M"'sT01x 108 M' "1 x 10" M s,

En ofra realizacion, la afinidad de unién de un anticuerpo o-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo de
SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A
puede tener una constante de velocidad de disociacion de menos de 1 x 102 s”', menos de 1 x 10 s™', 0o menos de 1
x 10 s, En otros aspectos de esta realizacion, la afinidad de union de un anticuerpo o-SNAP-25 que se une
selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del
sitio de escision de BoNT/A puede tener una constante de disociacion de, por ejemplo, menos de 1,0 x 10* s,
menos de 2,0 x 10* s™', menos de 3,0 x 10 s', menos de 4,0 x 10 s> menos de 5,0 x 10 s', menos de 6,0 x 10*
s, menos de 7,0 x 10* s, menos de 8,0 x 10* s, o menos de 9,0 x 10* s™'. En otra realizacion, la afinidad de
unién de un anticuerpo a-SNAP-25 que se una selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo
carboxilo en el residuo P¢ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A puede tener una constante de
velocidad de disociacion de, por ejemplo, mas de 1 x 10 s, mas de 1 x 10* s, o mas de 1 x 10 s™'. En otros
aspectos de esta realizacién, la afinidad de unién de un anticuerpo a-SNAP-25 que se une selectivamente a un
epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P¢ del enlace escindible del sitio de escisiéon de
BoNT/A puede tener una constante de velocidad de disociacion de por ejemplo, mas de 1,0 x 10 s, mas de 2,0 x
10* s, mas de 3,0 x 10% s, mas de 4,0 x 10* s™", mas de 5,0 x 10* s, mas de 6,0 x 10* s™', mas de 7,0 x 10 s,
mas de 8,0 x 10* s, o mas de 9,0 x 10* s,

En ofra realizacion, la afinidad de unién de un anticuerpo o-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo de
SNAP-25 tiene un extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A puede
tener una constante de disociacién en equilibrio del menos de 0,500 nM. En aspectos de esta realizacion, la afinidad
de unién de un anticuerpo a-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo
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carboxilo en el residuo P¢ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A puede tener una constante de
disociacion en equilibrio de por ejemplo, menos de 0,500 nM, menos 0,450 nM, menos 0,400 nM, menos 0,350 nM,
menos de 0,300 nM, menos de 0,250 nM, menos de 0,200 nM, menos de 0,150 nM, menos de 0,100 nM, o menos
de 0,050 nM. En otra realizacion, la afinidad de uniéon de un anticuerpo a-SNAP-25 que se une selectivamente a un
epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P¢ del enlace escindible del sitio de escisiéon de
BoNT/A puede tener una constante de disociacion en equilibrio de mas de 0,500 nM. En aspectos de esta
realizacion, la afinidad de unién de un anticuerpo a-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo de SNAP-25
que tiene un extremo carboxilo en el residuo P del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A puede tener
una constante de disociacion en equilibrio de, por ejemplo, mas de 0,500 nM, mas de 0,450 nM, mas 0,400 nM, mas
de 0,350 nM, mas de 0,300 nM, mas de 0,250 nM, mas de 0,200 nM, mas de 0,150 nM, mas de 0,100 nM, o mas de
0,050 nM.

En otra realizacion mas, la afinidad de unién de un anticuerpo o-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo
de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A
puede tener una constante de velocidad de asociacion para el SNAP-25 intacto de por ejemplo, menos de 1 x 10° M-
51, menos de 1 x 10" M s', menos de 1 x 102 M' s!, menos de 1 x 108 M s, 0o menos de 1 x 10* M s'. En
otra realizacion, la afinidad de unién de un anticuerpo a-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo de SNAP-
25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A puede tener
una constante de velocidad de asociacion para el SNAP-25 intacto de por ejemplo, como maximo 1 x 10° M s,
como maximo 1 x 10" M s, como méaximo 1 x 102 M! s!, como maximo 1 x 103 M' s, 0 como maximo 1 x 10* M"!
s,

La especificidad de unién es la capacidad de un anticuerpo para discriminar entre una molécula que contiene su
epitopo y una molécula que no contiene ese epitopo. Una manera de medir la especificidad de unién es comparar la
velocidad de asociaciéon Kon del anticuerpo para una molécula que contiene su epitopo en comparaciéon con la
velocidad de asociacion Kon del anticuerpo para una molécula que no contiene ese epitopo. Por ejemplo,
comparando la constante de velocidad de asociacion (Ka) de un anticuerpo a-SNAP-25 a un epitopo de SNAP-25
que tiene un extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A en relacién con
un SNAP-25 que no comprende ese epitopo, tal como: por ejemplo, un epitopo de SNAP-25 que carece de un
extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A o un epitopo SNAP-25 que
tiene un enlace escindible P+-P+1’ de un sitio de escision de BoNT/A. En aspectos de esta realizacién, un anticuerpo
a-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P1 del
enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A tiene una constante de velocidad de asociacion (Ka) para un
SNAP-25 que no comprende su epitopo de, por ejemplo, menos de 1 x 10° M' s*', menos de 1 x 10" M' s, menos
de 1 x 102 M' s, menos de 1 x 103 M' s" 0 menos de 1 x 10* M' s En otros aspectos de esta realizacién, un
anticuerpo a-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el
residuo P4 del enlace escindible del sitio de escisién de BoNT/A tiene una constante de velocidad de asociacion (Ka)
para un SNAP-25 que no comprende su epitopo de, por ejemplo, como maximo 1 x 10° M' ™', como maximo 1 x 10’
M s' como maximo 1 x 102 M s™', como maximo 1 x 10° M' s™' o como maximo 1 x 10* M s,

En otros aspectos de esta realizacién, un anticuerpo o-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo de SNAP-
25 tiene un extremo carboxilo en el residuo P4 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A tiene una
constante de velocidad de asociacion (Ka) para su epitopo con respecto a un SNAP-25 que no comprende el
epitopo de, por ejemplo, como minimo 2 veces mas, mas como minimo 3 veces mas, como minimo 4 veces mas,
como minimo 5 veces mas, como minimo 6 veces mas, como minimo 7 veces mas, como minimo 8 veces mas o
como minimo 9 veces mas. En otros aspectos de esta realizacion, un anticuerpo o-SNAP-25 que se une
selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del
sitio de escision de BoNT/A tiene una constante de velocidad de asociacion (Ka) para su epitopo con respecto a un
SNAP-25 que no comprende ese epitopo de, por ejemplo, como minimo 10 veces mas, como minimo 100 veces
mas, como minimo 1000 veces mas, como minimo 10.000 veces mas. En otros aspectos de esta realizacién, un
anticuerpo a-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el
residuo P4 del enlace escindible del sitio de escisién de BoNT/A tiene una constante de velocidad de asociacion (Ka)
para su epitopo con respecto a un SNAP-25 que no comprende el epitopo de, por ejemplo, como maximo 1 vez
mas, como maximo 2 veces mas, como maximo 3 veces mas, como maximo 4 veces mas, como maximo 5 veces
mas, como maximo 6 veces mas, como maximo 7 veces mas, como maximo 8 veces mas o como maximo 9 veces
mas. En otros aspectos de esta realizacién, un anticuerpo o-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo de
SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P4 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A tiene
una constante de velocidad de asociacion (Ka) para su epitopo en relacion con un SNAP-25 que no comprende el
epitopo de, por ejemplo, como maximo 10 veces mas, como maximo 100 veces mas, como maximo 1000 veces mas
o como maximo 10.000 veces mas.

La especificidad de unién de un anticuerpo a-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que
tiene un extremo carboxilo en el residuo P4 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A puede también ser
caracterizada como una relacion que dicho un anticuerpo a-SNAP-25 puede discriminar su epitopo SNAP-25 con
respecto a un SNAP-25 que no comprende ese epitopo, tal como, por ejemplo, un epitopo de SNAP-25 que carece
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de un extremo carboxilo en el residuo P¢ del enlace escindible del sitio de escisién de BoNT/A o un epitopo de
SNAP-25 que tiene un enlace escindible P-1-P+’ intacto de un sitio de escisién de BoNT/A. En aspectos de esta
realizacién, un anticuerpo a-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo
carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escisidon de BoNT/A tiene una relaciéon de especificidad
de union para su epitopo de SNAP-25 con respecto a un SNAP-25 que no comprende ese epitopo de por ejemplo,
como minimo 2:1, como minimo 3:1, como minimo 4:1, como minimo 5:1, como minimo 64:1, como minimo 7:1,
como minimo 8:1, como minimo 9:1, como minimo 10:1, como minimo 15:1, como minimo 20:1, como minimo 25:1,
como minimo 30:1, como minimo 35:1, o como minimo 40:1. En otros aspectos mas de esta realizaciéon, un
anticuerpo a-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo de SNAP-25 tiene un extremo carboxilo en el residuo
P+ de la enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A tiene una relacion de especificidad de uniéon para su
epitopo de SNAP-25 con respecto a un SNAP-25 que carece de un extremo carboxilo en el residuo P4 del enlace
escindible del sitio de escision de BoNT/A de por ejemplo, como minimo 2:1, como minimo 3:1, como minimo 4:1,
como minimo 5:1, como minimo 6:1, como minimo 7:1, como minimo 8:1, como minimo 9:1, como minimo 10: 1,
como minimo 15:1, como minimo 20:1, como minimo 25:1, como minimo 30:1, como minimo 35:1, o como minimo
40:1. En otros aspectos mas de esta realizacion, un anticuerpo a-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo
de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A
tiene una relacion de especificidad de unién para su epitopo de SNAP-25 con respecto a un SNAP-25 con un enlace
escindible P1—P+’ intacto de un sitio de escision de BoNT/A, de por ejemplo, como minimo 2:1, como minimo 3:1,
como minimo 4:1, como minimo 5:1, como minimo 64:1, como minimo 7:1, como minimo 8:1, como minimo 9:1,
como minimo 10:1, como minimo 15:1, como minimo 20:1, como minimo 25:1, como minimo 30:1, como minimo
35:1 0 como minimo 40:1.

La avidez de unién, también conocida como afinidad funcional, se refiere a la suma total de la fuerza de unién
funcional entre su antigeno y un anticuerpo multivalente. Las moléculas de anticuerpo pueden tener mas de un sitio
de union (por ejemplo, 2 para IgG, 10 para IgM), y muchos antigenos contienen mas de un sitio antigénico. Aunque
la avidez de unién de un anticuerpo depende de las afinidades de union de los sitios de unién del anticuerpo
individual, la avidez de unién de un anticuerpo depende de las afinidades de unién de los sitios de unién del
anticuerpo individual, la avidez de unién es mayor que la afinidad de unién dado que deben romperse
simultaneamente para que el anticuerpo se disocie completamente todas las interacciones antigeno-anticuerpo. Se
prevé que un anticuerpo a-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo
carboxilo en el residuo P del enlace escindible del sitio de escisién de BoNT/A pueda unirse selectivamente a todos
y cada uno de los epitopos para ese anticuerpo.

De este modo, en una realizacién, un anticuerpo a-SNAP-25 es un anticuerpo o-SNAP-25 que se une
selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del
sitio de escision de BoNT/A. En aspectos de esta realizacion, un anticuerpo a-SNAP-25 es un anticuerpo a-SNAP-
25 que se une selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene una glutamina carboxilo terminal o un anticuerpo
a-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene una lisina carboxilo terminal. En otros
aspectos de esta realizacion, un anticuerpo o-SNAP-25 es un anticuerpo a-SNAP-25 que se une selectivamente a
un epitopo de SNAP-25 que tiene un residuo P1 en el extremo carboxilo que corresponde a la glutamina 197 de
SEQ ID NO: 5 o un anticuerpo al-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo SNAP-25 teniendo un residuo P4
en el extremo carboxilo que corresponde a la lisina 204 de la SEQ ID NO: 16. En otros aspectos mas de esta
realizaciéon, un anticuerpo o-SNAP-25 es un anticuerpo a-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo de
SNAP-25 que tiene una secuencia de aminoacidos carboxilo terminal de la SEQ ID NO: 32, la SEQ ID NO: 33, la
SEQ ID NO: 34, la SEQ ID NO: 35, la SEQ ID NO: 36, la SEQ ID NO: 37, la SEQ ID NO: 38, la SEQ ID NO: 39, la
SEQ ID NO: 41, la SEQ ID NO: 42, la SEQ ID NO: 43, la SEQ ID NO: 44, la SEQ ID NO: 45 o la SEQ ID NO: 46.

Aspectos de la presente divulgacion comprenden, en parte, un método basado en inmunologia de detectar actividad
endopeptidasa redirigida que incluye un método de la invencién segun lo definido por las reivindicaciones. Los
métodos basados en inmunologia desvelados en la presente memoria descriptiva pueden evaluarse mediante varios
parametros incluyendo, por ejemplo, exactitud, precision, limite de deteccion (LOD), limite de cuantificacion (LOQ),
intervalo, especificidad, selectividad, linealidad, robustez y adecuacion del sistema. La exactitud de un método es la
medida de la exactitud de un método analitico o la cercania del acuerdo entre el valor medido y el valor que se
acepta como un valor verdadero convencional o un valor de referencia aceptado. La precisiéon de un método es el
grado de acuerdo entre los resultados de las pruebas individuales, cuando el procedimiento se aplica repetidamente
a multiples muestreos de una muestra homogénea. Como tal, la precisién evalta 1) la variabilidad dentro del
ensayo; 2) la variabilidad en dias (repetibilidad); y 3) la variabilidad entre dias (precision intermedia); y 4) variabilidad
entre laboratorios (reproducibilidad). El coeficiente de variacion (CV %) es una medida cuantitativa de la precision
expresada en relacion con el valor observado o tedrico.

Un método basado en la inmunologia desvelado en la presente memoria descriptiva debe ser capaz de detectar,
sobre el fondo, la presencia de un complejo antigeno-anticuerpo a-SNAP-25 que comprende un SNAP-25 que tiene
un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A. El limite de deteccion
(LOD) de un método se refiere a la concentracion de analito que da lugar a una sefial que es significativamente
diferente del control negativo o en blanco y representa la menor concentracion de analito que puede distinguirse del
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fondo.

De este modo, en una realizacion, el método basado en inmunologia desvelado en la presente memoria descriptiva
puede detectar el LOD de endopeptidasa redirigida en una cantidad que es significativamente diferente de un control
negativo o en blanco. En el aspecto de esta realizacion, el método basado en inmunologia, desvelado en la presente
memoria descriptiva tiene un LOD de por ejemplo, 10 ng o menos, 9 ng o menos, 8 ng o menos, 7 ng 0 menos, 6 ng
0 menos, 5 ng o menos, 4 ng o menos, 3 ng 0 menos, 2 ng o menos, 1 ng o menos de una endopeptidasa redirigida.
En todavia aspectos mas de esta realizacion, el método basado en inmunologia desvelado en la presente memoria
descriptiva tiene un LOD de por ejemplo, 900 pg o menos, 800 pg o menos, 700 pg o menos, 600 pg o menos, 500
pg o menos, 400 pg o menos, 300 pg o menos, 200 pg o menos, pg 100 o menos de una endopeptidasa redirigida.
En otros aspectos de esta realizacion, el método basado en inmunologia desvelado en la presente memoria
descriptiva tiene un LOD de por ejemplo, 90 pg o menos, 80 pg o menos, 70 pg o menos, 60 pg o menos, 50 pg o
menos, 40 pg o menos, 30 pg o menos, 20 pg o menos, 10 pg o menos de una endopeptidasa redirigida. En otros
aspectos de esta realizacion, el método basado en inmunologia desvelado en la presente memoria descriptiva tiene
un LOD de, por ejemplo, 9 pg o menos, 8 pg 0 menos, 7 pg 0 menos, 6 pg o menos, 5 pg o menos, 4 pg o menos, 3
pg o menos, 2 pg o menos, 1 pg o menos de una endopeptidasa redirigida. En otros aspectos de esta realizacion, el
método basado en inmunologia desvelado en la presente memoria descriptiva tiene un LOD de por ejemplo, 0,9 pg o
menos, 0,8 pg o menos, 0,7 pg o menos, 0,6 pg o menos, 0,5 pg o menos, 0,4 pg o menos, 0,3 pg o menos 0,2 pg o
menos, 0,1 pg o menos de una endopeptidasa redirigida.

En otro aspecto de esta realizacion, el método basado en inmunologia desvelado en la presente memoria descriptiva
tiene un LOD de por ejemplo, 100 nM 0 menos o menos, 90 nM o menos o menos, 80 nM o menos o menos, 70 nM
0 menos o0 menos, 60 nM o menos o menos, 50 nM o menos o menos, 40 nM o menos o menos, 30 nM o0 menos o
menos, 20 nM o menos o menos, 10 nM o menos o menos, 9 nM o menos, 8 nM o menos, 7 nM o menos, 6 nM o
menos, 5 nM o menos, 4 nM o menos, 3 nM o menos, 2 nM o0 menos o 1 nM o menos de una endopeptidasa
redirigida. En otros aspectos de esta realizacion, el método basado en inmunologia desvelado en la presente
memoria descriptiva tiene un LOD de por ejemplo, 900 pM o menos, 800 pM o menos, 700 pM o menos, 600 pM o
menos, 500 pM o menos, 400 pM o menos, 300 pM o menos, 200 pM o menos, o 100 pM o menos de una
endopeptidasa redirigida. En otros aspectos de esta realizacion, el método basado en inmunologia desvelado en la
presente memoria descriptiva tiene un LOD de por ejemplo, 100 pM o menos, 90 pM o menos, 80 pM o menos, 70
pM o menos, 60 pM o menos, 50 pM o menos, 40 pM o menos, 30 pM o menos, 20 pM o menos, o 10 pM o0 menos
de una endopeptidasa redirigida. En otros aspectos de esta realizacion, el método basado en inmunologia desvelado
en la presente memoria descriptiva tiene un LOD de por ejemplo, 10 pM o menos endopeptidasa redirigida, 9 pM o
menos, 8 pM o menos, 7 pM o0 menos, 6 pM o0 menos, 5 pM o0 menos, 4 pM o0 menos, 3 pM o0 menos, 2 pM 0 menos,
0 1 pM o menos de una endopeptidasa redirigida.

Los limites de cuantificacion (LOQ) son las mas bajas y las mas altas concentraciones de analito en una muestra o
espécimen que se pueden medir con un nivel aceptable de exactitud y precision. El limite inferior de cuantificacion
se refiere a la dosis mas baja que un método de deteccion puede medir consistentemente desde el fondo. El limite
de cuantificacion es la dosis mas alta que un método de deteccion puede medir constantemente antes de que se
produzca la saturacion de la sefal. El intervalo lineal del método es el area entre los limites inferiores y superiores
de cuantificacion. El intervalo lineal se calcula restando el limite inferior de cuantificacién del limite superior de
cuantificacion. Tal como se utiliza en el presente documento, el término “relacion sefial a ruido para la asintota
inferior” se refiere a la sefial detectada en el método en el limite inferior de deteccion dividido por la sefial de fondo.
Tal como se utiliza en el presente documento, el término “relacién sefial a ruido para la asintota superior” se refiere a
la sefial detectada en el método en el limite superior de deteccién dividida por la sefial de fondo.

De este modo, en una realizacion, el método basado en inmunologia desvelado en la presente memoria descriptiva
puede detectar el LOQ de endopeptidasa redirigida en una cantidad que es significativamente diferente de un control
negativo o en blanco. En el aspecto de esta realizacion, el método basado en inmunologia desvelado en la presente
memoria descriptiva tiene un LOQ de por ejemplo, 10 ng o menos, 9 ng o menos, 8 ng o menos, 7 ng o menos, 6 ng
0 menos, 5 ng o menos, 4 ng 0 menos, 3 ng 0 menos, 2 ng o0 menos, 1 ng o menos de una endopeptidasa redirigida.
En otros aspectos mas de esta realizacion, el método basado en inmunologia desvelado en la presente memoria
descriptiva tiene un LOQ de por ejemplo, 900 pg o menos, 800 pg o menos, 700 pg o menos, 600 pg o menos, 500
pg o menos, 400 pg o menos, 300 pg o menos, 200 pg o menos, 100 pg o menos de una endopeptidasa redirigida.
En otros aspectos de esta realizacion, el método basado en inmunologia desvelado en la presente memoria
descriptiva tiene un LOQ de por ejemplo, 90 pg o menos, 80 pg o menos, 70 pg o menos, 60 pg o menos, 50 pg o
menos, 40 pg o menos, 30 pg o menos, 20 pg o menos, 10 pg o menos de una endopeptidasa redirigida. En otros
aspectos de esta realizacion, el método basado en inmunologia desvelado en la presente memoria descriptiva tiene
un LOQ de por ejemplo, 9 pg o menos, 8 pg 0 menos, 7 pg 0 menos, 6 pg o menos, 5 pg o menos, 4 pg o menos, 3
pg 0 menos, 2 pg o menos, 1 pg o menos de una endopeptidasa redirigida. En otros aspectos de esta realizacion, el
método basado en inmunologia desvelado en la presente memoria descriptiva tiene un LOQ de por ejemplo, 0,9 pg
o menos, 0,8 pg o menos, 0,7 pg o menos, 0,6 pg o menos, 5 pg o menos, 0,4 pg o menos, 0,3 pg o menos 0,2 pg o
menos, 0,1 pg o menos de una endopeptidasa redirigida.

En otro aspecto de esta realizacion, el método basado en inmunologia desvelado en la presente memoria descriptiva
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tiene un LOQ de por ejemplo, 100 nM o menos o menos, 90 nM o menos o menos, 80 nM o menos o menos, 70 nM
0 menos o0 menos, 60 nM o menos o menos, 50 nM o menos o menos, 40 nM o menos o menos, 30 nM o menos o
menos, 20 nM o menos o menos, 10 nM o0 menos o menos, 9 nM o0 menos8 nM o menos, 7 nM o menos, 6 nM o
menos, 5 nM o menos, 4 nM o menos, 3 nM o0 menos, 2 nM o0 menos, 0 1 nM o0 menos de una endopeptidasa
redirigida. En otros aspectos de esta realizacion, el método basado en inmunologia desvelado en la presente
memoria descriptiva tiene un LOQ de por ejemplo, 900 pM o menos, 800 pM o menos, 700 pM o menos, 600 pM o
menos, 500 pM o menos, 400 pM o menos, 300 pM o menos, 200 pM o menos, o 100 pM o menos de una
endopeptidasa redirigida. En otros aspectos de esta realizacion, el método basado en inmunologia desvelado en la
presente memoria descriptiva tiene un LOQ de por ejemplo, 100 pM o menos, 90 pM o menos, 80 pM o menos, 70
pM o menos, 60 pM o menos, 50 pM o menos, 40 pM o menos, 30 pM o menos, 20 pM o menos, o 10 pM o0 menos
de una endopeptidasa redirigida. En otros aspectos de esta realizacion, el método basado en inmunologia desvelado
en la presente memoria descriptiva tiene un LOQ de por ejemplo, 10 pM o menos de una endopeptidasa redirigida, 9
PM o menos, 8 pM o0 menos, 7 pM o menos, 6 pM o menos, 5 pM o menos, 4 pM o menos, 3 pM o menos, 2 pM o
menos, o 1 pM o menos de una endopeptidasa redirigida.

Un ensayo basado en inmunologia util para poner en practica un aspecto de los métodos desvelados debe tener una
precision de no mas del 50%. En los aspectos de esta realizacion, un ensayo basado en inmunologia tiene una
precision de no mas del 50%, no mas del 40%, no mas del 30%, o no mas del 20%. En otros aspectos de esta
realizacién, un ensayo basado en inmunologia tiene una precision de no mas del 15%, no mas del 10%, o no mas
del 5%. En otros aspectos de esta realizacion, un ensayo basado en inmunologia tiene una precision de no mas del
4%, no mas del 3%, no mas del 2%, o no mas del 1%.

Un ensayo basado en inmunologia util para poner en practica un aspecto de los métodos desvelados debe tener una
precision de como minimo el 50%. En aspectos de esta realizacién, un ensayo basado en inmunologia tiene una
precisién de como minimo el 50%, como minimo el 60%, como minimo el 70% o como minimo el 80%. En otros
aspectos de esta realizacion, un ensayo basado en inmunologia tiene una precisién de como minimo el 85%, como
minimo el 90% o como minimo el 95%. En otros aspectos de esta realizacion, un ensayo basado en inmunologia
tiene una precision de como minimo el 96%, como minimo el 97%, como minimo el 98% o como minimo el 99%.

Un método basado en inmunologia desvelado en la presente memoria descriptiva debe tener una relacion sefial a
ruido para la asintota inferior que es estadisticamente significativa y una relacion sefial a ruido para la asintota
superior que es estadisticamente significativa. En aspectos de esta realizacion, un método basado en inmunologia
desvelado en la presente memoria descriptiva tiene una relaciéon sefial a ruido para la asintota inferior de por
ejemplo, como minimo 3:1, como minimo 4:1, como minimo 5:1, como minimo 6:1, como minimo 7:1, como minimo
8:1, como minimo 9:1, como minimo 10:1, como minimo 15:1 o como minimo 20:1. En otros aspectos de esta
realizacién, un método basado en inmunologia tiene una relacién sefial a ruido para la asintota superior de por
ejemplo, como minimo 10:1, como minimo 15:1, como minimo 20:1, en como minimo 25, como minimo 30:1, como
minimo 35:1, como minimo 40:1, como minimo 45:1, como minimo 50:1, como minimo 60:1, como minimo 10:1,
como minimo 80:1, como minimo 90:1, o como minimo 100:1, como minimo 150:1, como minimo 200:1, como
minimo 250:1, como minimo 300:1, como minimo 350:1, como minimo 400:1, como minimo 450:1, como minimo
500:1, como minimo 550:1, o como minimo 600:1.

La especificidad de un método define la capacidad del método para medir los analitos de interés con la exclusion de
otros componentes relevantes, tales como, por ejemplo, analito parcialmente activo o inactivo. La selectividad de un
método describe la capacidad de un método analitico para distinguir diferentes sustancias en una muestra. La
linealidad del método es su capacidad para obtener resultados que son directamente, o mediante una
transformacion matematica bien definida, proporcionales a la concentracion de analito en la muestra. De este modo,
en una realizacién, un método basado en inmunologia desvelado en la presente memoria descriptiva puede
distinguir endopeptidasa redirigida completamente activa de endopeptidasa redirigida parcialmente activa, por
ejemplo, el 70% o menos, el 60% o menos, el 50% o menos, el 40% o menos, el 30% o menos, el 20% o menos o el
10% o menos de la actividad de la endopeptidasa redirigida totalmente activa.

La solidez del método es la reproducibilidad de los resultados obtenidos para muestras idénticas en condiciones de
ensayo normales (pero variables). La robustez de un procedimiento es una medida de su capacidad para
permanecer inafectado por variaciones pequefias, pero deliberadas en los parametros de método y proporciona una
indicacion de su fiabilidad en la utilizacién normal. Por lo tanto, mientras que la solidez evalla cambios inevitables, la
robustez evallia cambios deliberados. Parametros tipicos evaluadas por solidez y robustez incluyen los efectos de
congelacion/descongelacion, tiempos de incubacién, temperatura de incubacion, longevidad de reactivo, preparacion
de muestras, almacenamiento de muestras, nimero de paso celular, lotes de endopeptidasa redirigida, variabilidad
entre purificaciones y la variabilidad entre las reacciones de corte/digestion. Parametros de robustez para ensayos
basados en células incluyen el banco celular (principio, medio y final de congelacién), nivel de paso celular, densidad
de siembra, densidad de solucion madre celular (Cuantos dias en cultivo), edad de la célula en frasco (tiempo de
espera para la siembra), tiempo de incubacion, diferentes placas, cantidades excesivas de suero y fuente de
reactivos. La idoneidad del sistema del método es la determinacion del rendimiento de andlisis, incluyendo el
rendimiento de los reactivos y los instrumentos, a lo largo del tiempo mediante el andlisis de un estandar de
referencia o una molécula de referencia. La idoneidad del sistema se resalta en la orientacion de la FDA en
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referencia al hecho de que el equipo, los aparatos electronicos, el rendimiento del ensayo y las muestras para ser
analizadas, constituyen un sistema integrado. La idoneidad del sistema puede ser evaluada ensayando el
paralelismo, que es cuando se representa graficamente la dosis logaritmica frente a la respuesta, diluciones
sucesivas de la referencia y diluciones sucesivas de las muestras deben dar lugar a curvas paralelas.

Aspectos de la presente divulgacion constituyen, en parte, una célula de una linea celular establecida. Tal como se
utiliza en el presente documento, el término “célula” se refiere a cualquier célula eucariota susceptible a actividad
endopeptidasa redirigida por endopeptidasa redirigida o cualquier célula eucariota que puede captar endopeptidasa
redirigida. El término célula abarca las células de una variedad de organismos, tales como: por ejemplo, ratén, rata,
porcino, bovino, equino, primates y células humanas; de una variedad de tipos de células tales como, por ejemplo,
neuronales y no neuronales; y puede ser aislada de o formar parte de una poblacion heterogénea de células, tejido u
organismo. Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion “linea celular establecida” es sinénimo de
“linea celular inmortal”, o “linea celular transformada” y se refiere a un cultivo celular de las células seleccionadas
para propagacion indefinida de una poblacion de células derivada de una fuente del organismo, tejido u érgano. Por
definicidon, una linea celular establecida excluye un cultivo celular de células primarias. Tal como se utiliza en el
presente documento, la expresion “células primarias” son las células recogidas directamente de tejidos u 6rganos
frescos y no tienen el potencial de propagarse indefinidamente. Una linea celular establecida puede constar de una
poblaciéon heterogénea de células o una poblacion uniforme de células. Una linea celular establecida derivada de
una sola célula se conoce como una linea celular clonal. Una linea celular establecida puede ser una cuyas células
expresan de forma endégena todos los componentes necesarios para que las células experimenten el mecanismo
general celular mediante el cual una endopeptidasa redirigida escinde proteoliticamente un sustrato de SNAP-25 y
abarca la unién de la endopeptidasa redirigida a su receptor, la internalizacién del complejo endopeptidasa/receptor,
la translocacion de la cadena ligera de la endopeptidasa redirigida de una vesicula intracelular al citoplasma y la
escision proteolitica de un SNAP-25. Como alternativa, una linea celular establecida puede ser una en cuyas células
ha sido introducido, desde una fuente exdgena, como minimo uno de los componentes necesarios para que las
células experimenten el mecanismo general celular mediante el cual una endopeptidasa redirigida escinde
proteoliticamente un sustrato de SNAP-25 y abarca la unién de la endopeptidasa redirigida a su receptor, la
internalizacion del complejo endopeptidasa/receptor, la translocacion de la cadena ligera de la endopeptidasa
redirigida de una vesicula intracelular al citoplasma y la escision proteolitica de un SNAP-25. También referido como
una linea celular manipulada genéticamente, las células de dicha una linea celular establecida pueden, por ejemplo,
expresar una endopeptidasa redirigida exégena, tal como: por ejemplo, un ORL1 exdgeno, un DOR exégeno, un
KOR exogeno, un MOR exdgeno, un receptor de galanina exdgeno 1, un receptor de galanina exégeno 2, un
receptor de galanina exégeno 3 o cualquier combinacion de éstos.

Aspectos de la presente divulgacion constituyen, en parte, una célula de una linea celular establecida susceptible a
actividad endopeptidasa redirigida. Tal como se utiliza en el presente documento, las expresiones “células
susceptibles a la actividad endopeptidasa redirigida”, “células susceptibles a actividad endopeptidasa redirigida por
una endopeptidasa redirigida” o “células de una linea celular establecida susceptibles a actividad endopeptidasa
redirigida por una endopeptidasa redirigida” ser refieren a células que pueden experimentar el mecanismo general
celular mediante el cual una endopeptidasa redirigida escinde proteoliticamente un sustrato de SNAP-25 inhibiendo
de este modo la exocitosis y abarca la unién de la endopeptidasa redirigida a su receptor, la internalizacion del
complejo endopeptidasal/receptor, la translocacion de la cadena de actividad endopeptidasa redirigida de una
vesicula intracelular al citoplasma y la escision proteolitica de un SNAP-25. Por definicion, células susceptibles a la
actividad endopeptidasa redirigida deben expresar o disefiarse para expresar, como minimo un receptor de
endopeptidasa redirigida y como minimo un sustrato de SNAP-25. Tal como se utiliza en el presente documento, las
expresiones “células que pueden captar endopeptidasa redirigida” o “células que comprenden una linea de células
establecidas que pueden captar endopeptidasa redirigida” se refieren a las células que pueden experimentar el
mecanismo general celular mediante el cual una endopeptidasa redirigida escinde proteoliticamente un sustrato de
SNAP-25 inhibiendo de este modo la exocitosis y abarca la unién de la endopeptidasa redirigida a su receptor, la
internalizacion del complejo endopeptidasa/receptor, la translocacion de la cadena ligera de la endopeptidasa
redirigida de una vesicula intracelular al citoplasma y la escision proteolitica de un SNAP-25. Por definicion, células
que pueden captar endopeptidasa redirigida deben expresar o disefiarse para expresar, como minimo un receptor
de endopeptidasa redirigida y como minimo un sustrato de SNAP-25.

Por lo tanto, en una realizacion, las células de una linea celular establecida son susceptibles a actividad
endopeptidasa redirigida. En aspectos de esta realizacion, son susceptibles a la actividad endopeptidasa redirigida,
las células de una linea celular establecida por ejemplo, aproximadamente 100 nM o menos o menos,
aproximadamente 90 nM o menos o0 menos, aproximadamente 80 nM o menos 0 menos, cerca de 70 nM o menos o
menos, aproximadamente 60 nM o menos o menos, aproximadamente 50 nM o0 menos 0 menos, aproximadamente
40 nM o menos o0 menos, aproximadamente 30 nM o menos 0 menos, aproximadamente 20 nM o0 menos 0 menos,
aproximadamente 10 nM o menos o menos de la endopeptidasa redirigida. En otros aspectos, las células de una
linea celular establecida son susceptibles a la actividad endopeptidasa redirigida a por ejemplo, aproximadamente 9
nM o menos, aproximadamente 8 nM o menos, aproximadamente 7 nM o0 menos, aproximadamente 6 nM o menos,
aproximadamente 5 nM o menos, aproximadamente 4 nM o menos, aproximadamente 3 nM o menos,
aproximadamente 2 nM o menos, o aproximadamente 1 nM o menos de una endopeptidasa redirigida. En otros
aspectos, las células de una linea celular establecida son susceptibles a la actividad endopeptidasa redirigida a por
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ejemplo, aproximadamente 0,9 nM o menos, aproximadamente 0,8 nM o menos, aproximadamente 0,7 nM o menos,
aproximadamente 0,6 nM o aproximadamente 0,5 nM o menos, aproximadamente 0,4 nM o0 menos
aproximadamente 0,3 nM o menos, aproximadamente 0,2 nM o aproximadamente 0,1 nM o menos de una
endopeptidasa redirigida. Tal como se utiliza en el presente documento, la expresién “aproximadamente” cuando
califica a un valor de un elemento declarado, nimero, porcentaje o término se refiere a un intervalo de mas o menos
el diez por ciento del valor del articulo, porcentaje, parametro o término indicado.

En otra realizacion, las células que componen una linea celular establecida pueden captar endopeptidasa redirigida.
En aspectos de esta realizacion, las células que componen una linea celular establecida pueden captar, por ejemplo,
aproximadamente 100 nM o menos o menos, cerca de 90 nM o menos o menos, aproximadamente 80 nM o menos
0 menos, aproximadamente 70 nM o menos o menos, aproximadamente 60 nM o menos 0O menos,
aproximadamente 50 nM o menos o0 menos, aproximadamente 40 nM o0 menos 0 menos, aproximadamente 30 nM o
menos 0 menos, aproximadamente 20 nM o menos o menos, aproximadamente 10 nM o menos o0 menos de la
endopeptidasa redirigida. En otros aspectos, las células que componen una linea celular establecida poseen la
capacidad de captacién de aproximadamente 9 nM o menos, aproximadamente 8 nM o menos, aproximadamente 7
nM o menos, aproximadamente 6 nM o menos, aproximadamente 5 nM o menos, aproximadamente 4 nM o menos,
aproximadamente 3 nM o menos, aproximadamente 2 nM o menos, o aproximadamente 1 nM o menos de una
endopeptidasa redirigida. En otros aspectos, las células que componen una linea celular establecida poseen la
capacidad de captacion de aproximadamente 0,9 nM o menos, aproximadamente 0,8 nM o menos,
aproximadamente 0,7 nM o menos, aproximadamente 0,6 nM o menos, aproximadamente 0,5 nM o menos,
aproximadamente 0,4 nM o menos, aproximadamente 0,3 nM o menos, aproximadamente 0,2 nM o menos, o
aproximadamente 0,1 nM o menos de una endopeptidasa redirigida.

Aspectos de la presente divulgacion comprenden, en parte, células de una linea celular establecida que exhiben una
union selectiva para endopeptidasa redirigida desvelada en la presente memoria descriptiva. En este documento, la
expresion “se une selectivamente”, o “unién selectiva” que cuando hace referencia a una endopeptidasa redirigida,
se refiere a la union discriminatorias de endopeptidasa redirigida al receptor diana indicado, tal que la endopeptidasa
redirigida no se une sustancialmente a un receptor no diana. El grado en que las células de una exposicion de linea
celular establecida se unen selectivamente a endopeptidasa redirigida puede medirse mediante el grado de
captacion no selectiva que estas células exhiben para una molécula que carece del dominio de direcciéon de la
endopeptidasa redirigida. Es una forma de evaluar la captacion no selectiva para una molécula que carece del
dominio de direccion de la endopeptidasa redirigida es medir la captacion no selectiva de un fragmento LHy. Un
fragmento LHy es uno que se compone de un dominio de translocacion de toxinas clostridiales y un dominio
enzimatico de toxinas clostridiales, pero carece de cualquier dominio de direccidon en conjunto. Los ejemplos no
limitantes de un fragmento LHy incluyen un fragmento LHn/A fragmento, un fragmento LHN/B, un fragmento LHN/C,
un fragmento LHN/D, un fragmento LHN/E, un fragmento LHN/F y un fragmento LHN/G. Un fragmento LHN/A ejemplar
es la SEQ ID NO: 146 que es codificada por la molécula de polinucleétido SEQ ID NO: 147.

De este modo, en una realizacion, las células de una linea celular establecida exhiben unién selectiva para una
endopeptidasa redirigida. En aspectos de esta realizacion, las células de una linea celular establecida exhiben unién
selectiva para una endopeptidasa redirigida que representa, por ejemplo, como minimo el 75% de la actividad total
ensayada, como minimo el 80% de la actividad total ensayada, como minimo el 85% de la actividad total ensayada,
como minimo el 90% de la actividad total ensayada, o como minimo el 95% de la actividad total ensayada. En otros
aspectos de esta realizacion, las células de una linea celular establecida exhiben unién selectiva para una
endopeptidasa redirigida que representa, por ejemplo, aproximadamente el 75% a aproximadamente el 100% de la
actividad total ensayada, cerca del 80% a aproximadamente el 100% de la actividad total ensayada, cerca del 85% a
cerca del 100% de la actividad total ensayada, aproximadamente el 90% a aproximadamente el 100% de la actividad
total ensayada.

En otra realizacion, las células de una linea celular establecida exhiben captacién no selectiva minima de un
fragmento LHn. En aspectos de esta realizacion, las células de una linea celular establecida muestran captacion no
selectiva de un fragmento LHN que es, por ejemplo, como maximo el 25% de la captacion total medida, como
maximo el 20% de la captacion total medida, como maximo el 15% de la captacién total medida, como maximo el
10% de la captacion total medida, o como maximo el 5% de la captacion total medida. En otros aspectos de esta
realizacion, las células de una linea celular establecida muestran captacion no selectiva de un fragmento LHy que
es, por ejemplo, aproximadamente el 0% a aproximadamente el 25% de la captacioén total medida, aproximadamente
el 0% a aproximadamente el 20% de la captacion total medida, aproximadamente el 0% a aproximadamente el 15%
de la captacion total medida, aproximadamente el 0% a cerca del 10% de la captacion total medida, o
aproximadamente el 0% a aproximadamente el 5% de la captacion total medida.

En otra realizacion, las células de una linea celular establecida exhiben captacién no selectiva minima de un
fragmento LHN/A. En los aspectos de esta realizacion, las células de una linea celular establecida muestran
captacion no selectiva de un fragmento LHN/A que es, por ejemplo, como maximo el 25% de la captacion total
medida, como maximo el 20% de la captacion total medida, como maximo el 15% de la captacién total medida,
como maximo el 10% de la captacion total medida, como maximo el 5% de la captacion total medida. En otros
aspectos de esta realizacion, las células de una linea celular establecida muestran captacion no selectiva de un
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fragmento LH\/A que esta por ejemplo, aproximadamente el 0% a aproximadamente el 25% de la captacion total
medida, aproximadamente el 0% a aproximadamente el 20% de la captacion total medida, aproximadamente el 0%
a aproximadamente el 15% de la captacion total medida, aproximadamente el 0% a aproximadamente el 10% de la
captacion total medida, o aproximadamente el 0% a cerca del 5% de la captacion total medida.

Aspectos de la presente divulgacion comprenden, en parte, las células de una linea celular establecida que exhiben
un numero suficiente de sitios de union del receptor en la membrana plasmatica para conferir unidon sensible y
selectiva para endopeptidasa redirigida. Un ensayo de unién de saturacion en equilibrio mide la union total e
inespecifica de un ligando a diferentes concentraciones. La constante de disociacion en equilibrio (Kd) para el
ligando y el nimero maximo de sitios de union al receptor, Bmax, pueden calcularse a partir de la union especifica
mediante el analisis de regresion no lineal. La unién especifica se calcula restando la unién inespecifica de un
ligando de la union total observada. Ky es la concentracion de ligando requerida para alcanzar la mitad de la unién
maxima y se mide en términos de molaridad. Bmax es el niumero maximo de sitios de unién presentes en la
membrana plasmatica y se mide en términos de pmol/mg, pmol/célula, fmol/célula o sitios/célula.

De este modo, en una realizacion, las células de una linea celular establecida exhiben un nimero suficiente de sitios
de unién al receptor en la membrana plasmatica para conferir uniéon sensible y selectiva para endopeptidasa
redirigida. En aspectos de esta realizacion, las células de una linea celular establecida exhiben un valor Bmax de,
por ejemplo, como minimo 0,1 fmol/célula, como minimo 0,2 fmol/célula, como minimo 0,3 fmol/célula, como minimo
0,4 fmol/célula, como minimo 0,5 fmol/célula, como minimo 0,6 fmol/célula, como minimo 0,7 fmol/célula, como
minimo 0,8 fmol/célula, como minimo 0,9 fmol/célula, o como minimo 1,0 fmol/célula, para la ligando de direccion de
una endopeptidasa redirigida. En otros aspectos de esta realizacion, las células de una linea celular establecida
exhiben un valor Bmax de, por ejemplo, como minimo 1 fmol/célula, como minimo 2 fmol/célula, como minimo 3
fmol/célula, como minimo 4 fmol/célula, como minimo 5 fmol/célula, como minimo 6 fmol/célula, como minimo 7
fmol/célula, como minimo 8 fmol/célula, como minimo 9 fmol/célula, o como minimo 10 fmol/célula, para el ligando
de direccion de una endopeptidasa redirigida.

Aspectos de la presente divulgacion comprenden, en parte, las células de una linea de células clonales establecidas
susceptible a actividad endopeptidasa redirigida que son mas estables que las células de la linea celular parental de
la que deriva la linea celular clonal. Tal como se utiliza en el presente documento, el término “estable” se refiere a
células de una linea celular clonal establecida para un nimero de pase particular que exhiben una CEs relativa,
sensibilidad, eficacia, asintota superior bien definida y/o una curva de respuesta a la dosis bien definida para
actividad endopeptidasa redirigida que es similar a los valores de CEsg relativa, sensibilidad, eficacia, asintota
superior bien definida o una curva de respuesta a la dosis bien definida exhibida por las células de la linea celular
parental de la cual se deriva la linea celular clonal, en el nimero de pase igual o similar, donde se utilizan las
mismas condiciones de ensayo y la misma endopeptidasa redirigida en ambos ensayos.

Por lo tanto, en una realizacidn, las células de una linea celular clonal establecida son mas estables en comparacion
con las de la linea celular parental de la que se deriva la linea celular clonal. En un aspecto de esta realizacion, las
células de una linea celular clonal establecida son mas estables en comparacion con la linea celular parental SK-N-
DZ. En otro aspecto de esta realizacién, las células de una linea celular clonal establecida son mas estables en
comparacion con la linea celular parental SK-N-DZ ATCC CRL-2149. En otros aspectos de esta realizacién, las
células de una linea celular clonal establecida son mas estables por ejemplo, como minimo 5 pases mas, como
minimo 10 pases mas, como minimo 15 pases mas, como minimo 20 pases mas, como minimo 25 pases mas o
como minimo 30 pases mas, en comparacion con la de la linea celular parental de la que deriva la linea celular
clonal. En otros aspectos de esta realizacion, las células de una linea celular clonal establecida son mas estables
por ejemplo, como minimo 5 pases mas, como minimo 10 pases mas, como minimo 15 pases mas, como minimo 20
pases mas, como minimo 25 pases mas o como minimo 30 pases mas, en comparacion con la de la linea celular
parental de la que deriva la linea celular clonal.

Aspectos de la presente divulgacién comprenden, en parte, las células de una linea celular clonal establecida
susceptible a actividad endopeptidasa redirigida que son estables en una pluralidad de pases de la célula. Tal como
se utiliza en el presente documento, el término “estable” se refiere a células de una linea celular clonal establecida
para un numero de pase particular que exhiben una CEsp relativa, sensibilidad, eficacia, asintota superior bien
definida o una curva de respuesta a la dosis bien definida para actividad endopeptidasa redirigida que es similar a
los valores de CEs relativa, sensibilidad, eficacia, asintota superior bien definida o una curva de respuesta a la dosis
bien definida exhibida por las células de la misma linea celular clonal establecida, sino de un pase o pases previos,
donde se utilizan las mismas condiciones de ensayo y la misma endopeptidasa redirigida en ambos ensayos.

Las células de una linea celular establecida desvelada en la presente memoria descriptiva pueden exhibir una
sensibilidad consistente para actividad endopeptidasa redirigida en una pluralidad de pases de la célula. Tal como se
utiliza en el presente documento, el término “sensibilidad por actividad endopeptidasa redirigida” se refiere a la dosis
mas baja que un ensayo puede medir consistentemente por encima de la sefial detectada por una sefial de control o
fondo no de tratamiento.

De este modo, en una realizacion, las células de la linea celular clonal establecida exhiben una sensibilidad para
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actividad endopeptidasa redirigida para cualquier pase dado que es por ejemplo, 100 nM o menos,
aproximadamente 80 nM o menos, cerca de 70 nM o menos, aproximadamente 60 nM o menos, aproximadamente
50 nM o menos, aproximadamente 40 nM o menos, aproximadamente 30 nM o menos, aproximadamente 20 nM o
menos, aproximadamente 10 nM o menos, aproximadamente 1 nM o menos, aproximadamente 0.9 nM o menos,
aproximadamente 0,8 nM o menos, aproximadamente 0,7 nM o menos, aproximadamente 0,6 nM o menos,
aproximadamente 0,5 nM o menos, aproximadamente 0,4 nM o menos, aproximadamente 0,3 nM o menos,
aproximadamente 0,2 nM o menos, o aproximadamente 0,1 nM o menos de una endopeptidasa redirigida. En
aspectos de esta realizacion, las células de la linea celular clonal establecida exhiben una sensibilidad para actividad
endopeptidasa redirigida para cualquier pase dado, por ejemplo, aproximadamente 0.01 nM a aproximadamente100
nM, aproximadamente 0,01 nM a aproximadamente 75 nM, aproximadamente 0,01 nM a aproximadamente 50 nM,
aproximadamente 0,01 nM a aproximadamente 25 nM, aproximadamente 0,01 nM a aproximadamente 20 nM,
aproximadamente 0,01 nM a aproximadamente 15 nM, aproximadamente 0,01 nM a aproximadamente 10 nM,
aproximadamente 0,01 nM a aproximadamente 5 nM, aproximadamente 0,001 nM a aproximadamente 100 nM,
aproximadamente 0,001 nM a aproximadamente 75 nM, aproximadamente 0,001 nM a aproximadamente 50 nM,
aproximadamente 0,001 nM a aproximadamente 25 nM, aproximadamente 0,001 nM a aproximadamente 20 nM,
aproximadamente 0,001 nM a aproximadamente 15 nM, aproximadamente 0,001 nM a aproximadamente 10 nM o
aproximadamente 0,001 nM a aproximadamente 5 nM de una endopeptidasa redirigida.

En oftra realizacion, las células de la linea celular clonal establecida exhiben una sensibilidad para la actividad
endopeptidasa redirigida que es de aproximadamente 100 nM o menos, aproximadamente 75 nM o menos,
aproximadamente 50 nM o menos, aproximadamente 25 nM o menos, menos aproximadamente 20 nM o menos,
aproximadamente de 15 nM o menos, aproximadamente de 10 nM o menos, o aproximadamente 1 nM o menos
para, por ejemplo, 5 0 mas pases de la célula, 10 o mas pases de la célula, 15 o mas pases de la célula, 20 o mas
pases de la célula, 25 o mas pases de la célula, 30 o mas pases de la célula, 35 o mas pases de la célula, 40 o mas
pases de la célula, 45 o mas pases de la célula o 50 o mas pases de la célula. En otros aspectos de esta realizacion,
las células de la linea celular clonal establecida exhiben una sensibilidad para la actividad endopeptidasa redirigida
que es de aproximadamente 100 nM o menos, aproximadamente 75 nM o menos, aproximadamente 50 nM o
menos, aproximadamente 25 nM o menos, menos aproximadamente 20 nM o menos, aproximadamente 15 nM o
menos, aproximadamente 10 nM o menos, o aproximadamente 1 nM o menos para, por ejemplo, aproximadamente
15 a 60 pases, aproximadamente 20 a 60 pases, aproximadamente 25 a 60 pases, aproximadamente 30 a 60 pases,
aproximadamente 35 a 60 pases, aproximadamente 40 a 60 pases, aproximadamente 45 a aproximadamente 60
pases, aproximadamente 50 a aproximadamente 60 pases, aproximadamente 15 a aproximadamente 50 pases,
aproximadamente 20 a aproximadamente 50 pases, aproximadamente 25 a aproximadamente 50 pases,
aproximadamente 30 a aproximadamente 50 pases, aproximadamente 35 a aproximadamente 50 pasos,
aproximadamente 40 a aproximadamente 50 pases, aproximadamente 15 a aproximadamente 40 pases,
aproximadamente 20 a aproximadamente 40 pases, alrededor de 25 a 40 pases, o aproximadamente 30 a
aproximadamente 40 pases.

Las células de una linea celular establecida desvelada en la presente memoria descriptiva pueden exhibir una
eficacia relativa consistente de captacion de endopeptidasa redirigida o actividad endopeptidasa redirigida en una
pluralidad de pases de la célula. Tal como se utiliza en el presente documento, el término “eficacia relativa” se refiere
a lo bien que compara la asintota superior para la actividad endopeptidasa redirigida detectada en el ensayo actual
ejecutado con la asintota superior para la actividad endopeptidasa redirigida detectada en un estandar de referencia,
una molécula de referencia o un numero de pase de referencia utilizado en ese ensayo. Tal como se utiliza en el
presente documento, el término “relacion sefial a ruido para la asintota superior” se refiere a la sefial detectada en
un ensayo en el limite superior de deteccion dividido por la sefial detectada por una sefial de control o fondo no de
tratamiento. El limite superior de deteccion es la dosis mas alta que un ensayo puede medir de forma consistente
antes de que se produzca la saturacién de la sefial.

De este modo, en una realizacién, células de una linea celular establecida desvelada en la presente memoria
descriptiva pueden exhibir una asintota superior bien definida en una pluralidad de pases de la célula y mantener
una relacion sefial a ruido que es consistente y adecuada para el analisis. En aspectos de esta realizacion, las
células de una linea celular establecida desvelada en la presente memoria descriptiva deben tener una bien definida
relacion sefal a ruido para la asintota superior para actividad endopeptidasa redirigida por ejemplo, como minimo
3:1, como minimo 4:1, como minimo 5:1, como minimo 6:1, como minimo 7:1, como minimo 8:1, como minimo 9:1,
como minimo 10:1, como minimo 15:1, como minimo 20:1, como minimo 25:1, como minimo 30:1, como minimo
35:1, como minimo 40:1, como minimo 45:1, como minimo 50:1, como minimo 60:1, como minimo 70:1, como
minimo 80:1, como minimo 90:1, o como minimo 100:1, como minimo 150:1, como minimo 200:1, como minimo
250:1, como minimo 300:1, como minimo 350:1, como minimo 400:1, como minimo 450:1, como minimo 500:1,
como minimo 550:1 o como minimo 600:1, en, por ejemplo, 5 o mas pases de la célula, 10 o mas pases de la célula,
15 0 mas pases de la célula, 20 o mas pases de la célula, 25 o mas pases de la célula, 30 o mas pases de la célula,
35 0 mas pases de la célula, 40 o mas pases de la célula, 45 o mas pases de la célula o 50 o mas pases de la
célula. En otros aspectos de esta realizacion, las células de una linea celular establecida desvelada en la presente
memoria descriptiva deben tener una bien definida relacién sefial a ruido para la asintota superior para actividad
endopeptidasa redirigida por ejemplo, como minimo 3:1, como minimo 4:1, como minimo 5:1, como minimo 6:1,
como minimo 7:1, como minimo 8:1, como minimo 9:1, como minimo 10:1, como minimo 15:1, como minimo 20:1,
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como minimo 25:1, como minimo 30:1, como minimo 35:1, como minimo 40:1, como minimo 45:1, como minimo
50:1, como minimo 60:1, como minimo 70:1, como minimo 80:1, como minimo 90:1, o como minimo 100:1, como
minimo 150:1, como minimo 200:1, como minimo 250:1, como minimo 300:1, como minimo 350:1, como minimo
400:1, como minimo 450:1, como minimo 500:1, como minimo 550:1 o como minimo 600:1, en, por ejemplo,

aproximadamente 15 a 60 pases, aproximadamente 20 a 60 pases, aproximadamente 25 a 60 pases,
aproximadamente 30 a 60 pases, aproximadamente 35 a 60 pases, aproximadamente 40 a 60 pases,
aproximadamente 45 a 60 pases, aproximadamente 50 a 60 pases, aproximadamente 15 a 50 pases,
aproximadamente 20 a 50 pases, aproximadamente 25 a 50 pases, aproximadamente 30 a 50 pases,
aproximadamente 35 a 50 pasos, aproximadamente 40 a 50 pases, aproximadamente 15 a 40 pases,

aproximadamente 20 a 40 pases, aproximadamente 25 a 40 pases, o aproximadamente 30 a 40 pases.

Células de una linea celular establecida desvelada en la presente memoria descriptiva pueden exhibir una curva de
respuesta a la dosis bien definida para la actividad endopeptidasa redirigida a una pluralidad de pases de la célula.
Tal como se utiliza en el presente documento, el término “curva de respuesta a la dosis” se refiere a lo bien que los
datos brutos encajan en el modelo estadistico de eleccién para el ensayo. Como un ejemplo no limitante, una curva
sigmoidal con un ajuste logistico de cuatro parametros es una curva de respuesta a la dosis para un ensayo de
actividad enzimatica, tal como, por ejemplo un ensayo de potencia. Como otro ejemplo no limitante, un ligando con
un ajuste de saturacion del sitio es una curva de respuesta a la dosis para un ensayo de union ligando/anticuerpo.

De este modo, en una realizacion, las células de una linea celular establecida desvelada en la presente memoria
descriptiva exhiben una curva de respuesta a la dosis bien definida para actividad endopeptidasa redirigida en una
pluralidad de pases de la célula. En aspectos de esta realizacion, las células de una linea celular establecida
desvelada en la presente memoria descriptiva exhiben una curva de respuesta a la dosis viene definida para
actividad endopeptidasa redirigida en por ejemplo, 5 o0 mas pases de la célula, 10 o mas pases de la célula, 15 o
mas pases de la célula, 20 o mas pases de la célula, 25 o mas pases de la célula, 30 o mas pases de la célula, 35 o
mas pases de la célula, 40 o mas pases de la célula, 45 o mas pases de la célula o 50 o0 mas pases de la célula. En
otros aspectos de esta realizacioén, las células de una linea celular establecida desvelada en la presente memoria
descriptiva exhiben una curva de respuesta a la dosis bien definida para actividad endopeptidasa redirigida en por
ejemplo, aproximadamente 15 a aproximadamente 60 pases, aproximadamente 20 a aproximadamente 60 pases,
aproximadamente 25 a aproximadamente 60 pases, aproximadamente 30 a aproximadamente 60 pases,
aproximadamente 35 aproximadamente 60 pases, aproximadamente 40 aproximadamente 60 pases,
aproximadamente 45 aproximadamente 60 pases, aproximadamente 50 aproximadamente 60 pases,
aproximadamente 15 aproximadamente 50 pases, aproximadamente 20 aproximadamente 50 pases,
aproximadamente 25 aproximadamente 50 pases, aproximadamente 30 aproximadamente 50 pases,
aproximadamente 35 aproximadamente 50 pases, aproximadamente 40 aproximadamente 50 pases,
aproximadamente 15 aproximadamente 40 pases, aproximadamente 20 aproximadamente 40 pases,
aproximadamente 25 a aproximadamente 40 pases, o aproximadamente 30 a aproximadamente 40 pases.

0o 0oL
0o 0oL

V]
V]

Las células de una linea celular establecida desvelada en la presente memoria descriptiva pueden exhibir un valor
de CEs relativa consistente de actividad endopeptidasa redirigida en una pluralidad de pases de la célula. En este
documento, el término “CEsg relativa” o “valor de CE50 relativa “se refiere a un valor de CEsy de actividad
endopeptidasa redirigida que se normaliza contra la CEsg calculada para un estandar de referencia, una molécula de
referencia o un numero de pase de referencia utilizado en el ensayo.

De este modo, en una realizacion, las células de una linea celular clonal establecida exhiben una CEsg relativa
consistente para la actividad endopeptidasa redirigida en una pluralidad de pases de la célula. En aspectos de esta
realizacion, las células de una linea celular clonal establecida exhiben una CEsg relativa consistente para actividad
endopeptidasa redirigida es decir, por ejemplo, aproximadamente + 10%, aproximadamente * 20%,
aproximadamente = 30%, aproximadamente + 40%, aproximadamente * 50%, aproximadamente + 60%, *
aproximadamente 70% o aproximadamente + 75% la CEs relativa para actividad endopeptidasa redirigida en por
ejemplo, 5 0 mas pases de la célula, 10 o mas pases de la célula, 15 o mas pases de la célula, 20 o mas pases de la
célula, 25 o mas pases de la célula, 30 o mas pases de la célula, 35 0 mas pases de la célula, 40 o mas pases de la
célula, 45 o mas pases de la célula o 50 o mas pases de la célula. En otros aspectos de esta realizacion, las células
de una linea celular clonal establecida exhiben una CEsp relativa para actividad endopeptidasa redirigida es decir,
por ejemplo, aproximadamente + 10% a aproximadamente el 75%, aproximadamente + 10% a aproximadamente el
70%, aproximadamente + 10% a aproximadamente el 60%, aproximadamente + 10% a aproximadamente el 50%,
aproximadamente + 10% a aproximadamente el 40%, aproximadamente + 10% a aproximadamente el 30% o
aproximadamente + 10% a aproximadamente el 20% la CEsy relativa para actividad endopeptidasa redirigida por
ejemplo en, 5 0 mas pases de la célula, 10 o mas pases de la célula, 15 o mas pases de la célula, 20 o mas pases
de la célula, 25 o mas pases de la célula, 30 o mas pases de la célula, 35 o0 mas pases de la célula, 40 o mas pases
de la célula, 45 o mas pases de la célula o 50 o mas pases de la célula.

Aspectos de la presente divulgacion comprenden, en parte, una endopeptidasa redirigida. Tal como se utiliza en el
presente documento, el término “endopeptidasa redirigida” es sinénimo de “Proteina Moduladora de Exocitosis
Vesicular Dirigida” o “TVEMP”. Los ejemplos no limitantes de endopeptidasa redirigida se desvelan por ejemplo, en
Keith A. Foster y col., Clostridial Toxin Derivatives Able To Modify Peripheral Sensory Afferent Functions, Patente de
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los E.E.U.U. 5.989.545; Clifford C. Shone y col., Recombinant Toxin Fragments, Patente de los E.E.U.U. 6.461.617;
Conrad P. Quinn y col., Methods and Compounds for the Treatment of Mucus Hypersecretion, Patente de los
E.E.U.U. 6.632.440; Lance E. Steward y col., Methods And Compositions For The Treatment Of Pancreatitis, Patente
de los E.E.U.U. 6.843.998; Stephan Donovan, Clostridial Toxin Derivatives and Methods For Treating Pain,
publicacion de patente de E.E.U.U. 2002/0037833; Keith A. Foster y col., Inhibition of Secretion from Non-neural
Cells, publicacion de patente de E.E.U.U. 2003/0180289; J. Oliver Dolly y col., Activatable Recombinant Neurotoxins,
2001 WO/014570; Keith A. Foster y col., Re-targeted Toxin Conjugates, Publicacion internacional de patente WO
2005/023309; Lance E. Steward y col., Multivalent Clostridial Toxin Derivatives and Methods of Their Use, Solicitud
de patente n° 11/376.696; Steward, L.E. y col., Modified Clostridial Toxins with Enhanced Translocation Capabilities
and Altered Targeting Activity For Non-Clostridial Toxin Target Cells, Solicitud de patente n® 11/776.075; Dolly, J.O. y
col., Activatable Clostridial Toxins, Solicitud de patente n° 11/829.475; Foster, K.A. y col., Fusion Proteins,
Publicacion de patente internacional 2006 WO/059093; y Foster, K.A. y col., Non-Cytotoxic Protein Conjugates,
Publicacion internacional de patente WO 2006/059105. Ejemplos no limitantes de las endopeptidasa redirigidas
incluyen la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 2, la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 4, la SEQ ID NO: 130 y la SEQ ID NO:
131.

De este modo en una realizacion, la actividad endopeptidasa redirigida que es detectada es de una endopeptidasa
redirigida. En aspectos de esta realizacion, la actividad endopeptidasa redirigida que es detectada es de una
endopeptidasa redirigida desvelada Keith A. Foster y col., Clostridial Toxin Derivatives Able To Modify Peripheral
Sensory Afferent Functions, Patente de los E.E.U.U. 5.989.545; Clifford C. Shone y col., Recombinant Toxin
Fragments, Patente de los E.E.U.U. 6.461.617; Conrad P. Quinn y col., Methods and Compounds for the Treatment
of Mucus Hypersecretion, Patente de los E.E.U.U. 6.632.440; Lance E. Steward y col., Methods And Compositions
For The Treatment Of Pancreatitis, Patente de los E.E.U.U. 6.843.998; Stephan Donovan, Clostridial Toxin
Derivatives and Methods For Treating Pain, publicacion de patente de E.E.U.U. 2002/0037833; Keith A. Foster y col.,
Inhibition of Secretion from Non-neural Cells, publicacion de patente de E.E.U.U. 2003/0180289; J. Oliver Dolly y
col., Activatable Recombinant Neurotoxins, 2001 WO/014570; Keith A. Foster y col., Re-targeted Toxin Conjugates,
Publicacion internacional de patente WO 2005/023309; Lance E. Steward y col., Multivalent Clostridial Toxin
Derivatives and Methods of Their Use, Solicitud de patente n° 11/376.696; Steward, L.E. y col., Modified Clostridial
Toxins with Enhanced Translocation Capabilities and Altered Targeting Activity For Non-Clostridial Toxin Target
Cells, Solicitud de patente n° 11/776.075; Dolly, J.O. y col., Activatable Clostridial Toxins, Solicitud de patente n°
11/829.475; Foster, K.A. y col., Fusion Proteins, Publicacion de patente internacional 2006 WO/059093; y Foster,
K.A. y col., Non-Cytotoxic Protein Conjugates, Publicacion internacional de patente WO 2006/059105. En aspectos
de esta realizacion, una endopeptidasa redirigida es la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 2, la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID
NO: 4, la SEQ ID NO: 130 o la SEQ ID NO: 131.

En ofra realizacion, la actividad endopeptidasa redirigida que es detectada es de una endopeptidasa redirigida que
tiene, por ejemplo, como minimo el 70%, como minimo el 75%, como minimo el 80%, como minimo el 85%, como
minimo el 90% o como minimo el 95% de identidad de aminoacidos con una endopeptidasa redirigida desvelada en
Keith A. Foster y col., Clostridial Toxin Derivatives Able To Modify Peripheral Sensory Afferent Functions, Patente de
los E.E.U.U. 5.989.545; Clifford C. Shone y col., Recombinant Toxin Fragments, Patente de los E.E.U.U. 6.461.617;
Conrad P. Quinn y col., Methods and Compounds for the Treatment of Mucus Hypersecretion, Patente de los
E.E.U.U. 6.632.440; Lance E. Steward y col., Methods And Compositions For The Treatment Of Pancreatitis, Patente
de los E.E.U.U. 6.843.998; Stephan Donovan, Clostridial Toxin Derivatives and Methods For Treating Pain,
publicacion de patente de E.E.U.U. 2002/0037833; Keith A. Foster y col., Inhibition of Secretion from Non-neural
Cells, publicacion de patente de E.E.U.U. 2003/0180289; J. Oliver Dolly y col., Activatable Recombinant Neurotoxins,
2001 WO/014570; Keith A. Foster y col., Re-targeted Toxin Conjugates, Publicacion internacional de patente WO
2005/023309; Lance E. Steward y col., Multivalent Clostridial Toxin Derivatives and Methods of Their Use, Solicitud
de patente n° 11/376.696; Steward, L.E. y col., Modified Clostridial Toxins with Enhanced Translocation Capabilities
and Altered Targeting Activity For Non-Clostridial Toxin Target Cells, Solicitud de patente n® 11/776.075; Dolly, J.O. y
col., Activatable Clostridial Toxins, Solicitud de patente n° 11/829.475; Foster, K.A. y col., Fusion Proteins,
Publicacion de patente internacional 2006 WO/059093; y Foster, K.A. y col., Non-Cytotoxic Protein Conjugates,
Publicacion internacional de patente WO 2006/059105. En otra realizacion, la actividad endopeptidasa redirigida que
es detectada es de endopeptidasa redirigida que tiene, por ejemplo, como minimo el 70%, como minimo el 75%,
como minimo el 80%, como minimo el 85%, como minimo el 90% o como minimo el 95% de identidad de
aminoacidos con una endopeptidasa redirigida de la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 2, la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID
NO: 4, la SEQ ID NO: 130 o la SEQ ID NO: 131.

En otros aspectos de esta realizacion, la actividad endopeptidasa redirigida que es detectada es de una
endopeptidasa redirigida que tiene , por ejemplo, 1 0 mas, 2 o mas, 3 o mas, 4 o mas, 5 o mas, 6 o mas, 7 o mas, 8
o mas, 9 o mas, 10 o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas, o 100 o mas sustituciones, deleciones o
adiciones de aminoacidos no contiguos con respecto a una endopeptidasa redirigida desvelada en Keith A. Foster y
col., Clostridial Toxin Derivatives Able To Modify Peripheral Sensory Afferent Functions, Patente de los E.E.U.U.
5.989.545; Clifford C. Shone y col., Recombinant Toxin Fragments, Patente de los E.E.U.U. 6.461.617; Conrad P.
Quinn y col., Methods and Compounds for the Treatment of Mucus Hypersecretion, Patente de los E.E.U.U.
6.632.440; Lance E. Steward y col., Methods And Compositions For The Treatment Of Pancreatitis, Patente de los
E.E.U.U. 6.843.998; Stephan Donovan, Clostridial Toxin Derivatives and Methods For Treating Pain, publicacion de
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patente de E.E.U.U. 2002/0037833; Keith A. Foster y col., Inhibition of Secretion from Non-neural Cells, publicacion
de patente de E.E.U.U. 2003/0180289; J. Oliver Dolly y col., Activatable Recombinant Neurotoxins, 2001
WO/014570; Keith A. Foster y col., Re-targeted Toxin Conjugates, Publicacion internacional de patente WO
2005/023309; Lance E. Steward y col., Multivalent Clostridial Toxin Derivatives and Methods of Their Use, Solicitud
de patente n° 11/376.696; Steward, L.E. y col., Modified Clostridial Toxins with Enhanced Translocation Capabilities
and Altered Targeting Activity For Non-Clostridial Toxin Target Cells, Solicitud de patente n® 11/776.075; Dolly, J.O. y
col., Activatable Clostridial Toxins, Solicitud de patente n° 11/829.475; Foster, K.A. y col., Fusion Proteins,
Publicacion de patente internacional 2006 WO/059093; y Foster, K.A. y col., Non-Cytotoxic Protein Conjugates,
Publicacién internacional de patente WO 2006/059105. En otros aspectos de esta realizaciéon, la actividad
endopeptidasa redirigida que es detectada es de una endopeptidasa redirigida que tiene, por ejemplo, 1 o mas, 2 o
mas, 3 0mas, 4 o mas, 50 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o
mas, o 100 o mas sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos no contiguos con respecto a una
endopeptidasa redirigida de la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 2, la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 4, la SEQ ID NO:
130, o la SEQ ID NO: 131.

En otros aspectos de esta realizacion, la actividad endopeptidasa redirigida que es detectada es de una variante
endopeptidasa redirigida de origen no natural que tiene, por ejemplo, 1 0 mas, 2 o mas, 3 o mas, 4 o mas, 5 o mas,
6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas, o 100 o mas sustituciones,
deleciones o adiciones de aminoacidos contiguos con respecto a una endopeptidasa redirigida desvelada en Keith
A. Foster y col., Clostridial Toxin Derivatives Able To Modify Peripheral Sensory Afferent Functions, Patente de los
E.E.U.U. 5.989.545; Clifford C. Shone y col., Recombinant Toxin Fragments, Patente de los E.E.U.U. 6.461.617;
Conrad P. Quinn y col., Methods and Compounds for the Treatment of Mucus Hypersecretion, Patente de los
E.E.U.U. 6.632.440; Lance E. Steward y col., Methods And Compositions For The Treatment Of Pancreatitis, Patente
de los E.E.U.U. 6.843.998; Stephan Donovan, Clostridial Toxin Derivatives and Methods For Treating Pain,
publicacion de patente de E.E.U.U. 2002/0037833; Keith A. Foster y col., Inhibition of Secretion from Non-neural
Cells, publicacion de patente de E.E.U.U. 2003/0180289; J. Oliver Dolly y col., Activatable Recombinant Neurotoxins,
2001 WO/014570; Keith A. Foster y col., Re-targeted Toxin Conjugates, Publicacion internacional de patente WO
2005/023309; Lance E. Steward y col., Multivalent Clostridial Toxin Derivatives and Methods of Their Use, Solicitud
de patente n° 11/376.696; Steward, L.E. y col., Modified Clostridial Toxins with Enhanced Translocation Capabilities
and Altered Targeting Activity For Non-Clostridial Toxin Target Cells, Solicitud de patente n® 11/776.075; Dolly, J.O. y
col., Activatable Clostridial Toxins, Solicitud de patente n° 11/829.475; Foster, K.A. y col., Fusion Proteins,
Publicacion de patente internacional 2006 WO/059093; y Foster, K.A. y col., Non-Cytotoxic Protein Conjugates, La
publicacion de patente WO 2006/059105. En otros aspectos de esta realizacién, la actividad endopeptidasa
redirigida que es detectada es de una variante de endopeptidasa redirigida de origen no natural que tiene , por
ejemplo, 1 o mas, 2 0 mas, 3 o mas, 4 o mas, 5 o mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 20 o mas, 30
o0 mas, 40 o mas, 50 o mas, o 100 o mas sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos contiguos con
respecto a una endopeptidasa redirigida de la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 2, la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 4, la
SEQ ID NO: 130 o la SEQ ID NO: 131.

En otra realizacion mas, la actividad endopeptidasa redirigida que es detectada es de una endopeptidasa redirigida a
opioides. Se describen ejemplos no limitantes de endopeptidasa redirigida a opioides o TVEMP de opiodes, por
ejemplo, Keith A. Foster y col., Clostridial Toxin. Derivatives Able To Modify Peripheral Sensory Afferent Functions
Patente de los E.E.U.U. 5.989.545; J. Oliver Dolly y col., Activatable Recombinant Neurotoxins, Patente de los
E.E.U.U. 7.132.259; Stephan Donovan, Clostridial Toxin Derivatives and Methods For Treating Pain, Patente de los
E.E.U.U. 7.244.437; Stephan Donovan, Clostridial Toxin Derivatives and Methods For Treating Pain, Patente de los
E.E.U.U. 7.413.742; Stephan Donovan, Clostridial Toxin Derivatives and Methods For Treating Pain, Patente de los
E.E.U.U. 7.415.338; Lance E. Steward y col., Multivalent Clostridial Toxin Derivatives and Methods of Their Use,
Patente de los E.E.U.U. 7.514.088; Keith A. Foster, Fusion Proteins, publicacion de patente de E.E.U.U.
2008/0064092; Keith A. Foster, Fusion Proteins, Publicacién de patente de E.E.U.U. 2009/0035822; Lance E.
Steward y col., Multivalent Clostridial Toxin Derivatives and Methods of Their Use, Publicacion de patente de
E.E.U.U. 2009/0048431; Keith A. Foster, Non-Cytotoxic Protein Conjugates, Publicacion de patente de E.E.U.U.
2009/0162341; Keith A. Foster y col., Re-targeted Toxin Conjugates, Publicacion de patente internacional WO
2005/023309; y Lance E. Steward, Modified Clostridial Toxins with Enhanced Translocation Capabilities and Altered
Targeting Capabilities for Non-Clostridial Toxin Target Cells, solicitud de patente WO 2008/008805.

En oftra realizacion mas, la actividad endopeptidasa redirigida que es detectada es de endopeptidasa redirigida a
galanina. Se describen ejemplos no limitantes de endopeptidasa redirigida a galanina o TVEMP de galanina, en, por
ejemplo, Steward, L.E. y col., Modified Clostridial Toxins with Enhanced Translocation Capability and Enhanced
Targeting Activity, solicitud de patente de E.E.U.U. n® 11/776.043 (11 de julio de 2007); Steward, L.E. y col., Modified
Clostridial Toxins with Enhanced Translocation Capabilities and Altered Targeting Activity For Clostridial Toxin Target
Cells, solicitud de patente estadounidense N° 11/776.052 (11 de julio de 2007); Steward, L.E. y col., Modified
Clostridial Toxins with Enhanced Translocation Capabilities and Altered Targeting Activity For Non-Clostridial Toxin
Target Cells, solicitud de patente estadounidense N° 11/776.075 (11 de julio de 2007).

Aspectos de la presente divulgacion comprenden, en parte, un SNAP-25. Tal como se utiliza en el presente
documento, el término “SNAP-25" se refiere a un SNAP-25 de origen natural o un SNAP-25 de origen no natural que
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preferentemente es escindido por una endopeptidasa redirigida. Tal como se utiliza en el presente documento, la
expresion “preferentemente escindido” se refiere a que la tasa de escision del SNAP-25 por endopeptidasa redirigida
es como minimo un orden de magnitud superior a la de cualquier otro sustrato por una endopeptidasa redirigida. En
aspectos de esta realizacion, la tasa de escisiéon de SNAP-25 por una endopeptidasa redirigida es como minimo dos
ordenes de magnitud mayor, como minimo tres 6rdenes de magnitud mayor, como minimo cuatro 6rdenes de
magnitud mayor o como minimo cinco érdenes de magnitud mayor entonces que la tasa de escision de cualquier
otro sustrato por endopeptidasa redirigida.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “SNAP-25 de origen natural” se refiere a cualquier SNAP-
25 producida por un proceso natural, incluyendo, sin limitacion, isoformas de SNAP-25 producidas a partir de una
modificacién post traduccional, una transcripcion cortada y empalmada de forma alternativa, o una mutacion
espontanea y subtipos de SNAP-25. Un SNAP-25 de origen natural incluye, sin limitacion, la SEQ ID NO: 5, la SEQ
ID NO: 6, la SEQ ID NO: 7, 1a SEQ ID NO: 8, la SEQ ID NO: 9, la SEQ ID NO: 10, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO:
12, 1a SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 14, la SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO:
18, la SEQ ID NO: 19, la SEQ ID NO: 20, la SEQ ID NO: 21, la SEQ ID NO: 22, la SEQ ID NO: 23 o la SEQ ID NO:
24, o una que sustituye, elimina o agrega, por ejemplo, 1 0 mas, 2 o mas, 3 o mas, 4 omas, 5o mas, 6 omas, 7 o
mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas, o 100 o mas aminoacidos de la SEQ ID
NO: 5, la SEQ ID NO: 6, la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 8, la SEQ ID NO: 9, la SEQ ID NO: 10, la SEQ ID NO: 11,
laSEQ ID NO: 12, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 14, la SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID NO: 17, la
SEQ ID NO: 18, la SEQ ID NO: 19, la SEQ ID NO: 20, la SEQ ID NO: 21, la SEQ ID NO: 22, la SEQ ID NO: 23 o la
SEQ ID NO: 24.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “SNAP-25 de origen no natural” se refiere a cualquier
SNAP-25 cuya estructura se modificé con ayuda de manipulaciéon humana, incluyendo, sin limitacion, un SNAP-25
producido por ingenieria genética mediante mutagénesis al azar o disefio racional y un SNAP-25 producido por
sintesis quimica in vitro. Ejemplos no limitantes de SNAP-25 de origen no natural se describen en, por ejemplo,
Steward, L.E. y col., FRET Protease Assays for Clostridial Toxins, Patente de los E.E.U.U. 7.332.567; Fernandez-
Salas y col., Lipohilic Dye-based FRET Assays for Clostridial Toxin Activity, Publicacion de patente de E.E.U.U.
2008/0160561. Un SNAP-25 de origen no natural puede sustituir, delecionar o afadir, por ejemplo, 1 o0 mas, 2 o
mas, 3 0 mas, 4 o mas, 50 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o
mas, o 100 o mas aminoacidos de la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 6, la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 8, la SEQ ID
NO: 9, la SEQ ID NO: 10, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 12, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 14, la SEQ ID NO:
15, la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 18, la SEQ ID NO: 19, la SEQ ID NO: 20, la SEQ ID NO:
21,la SEQ ID NO: 22, la SEQ ID NO: 23 o la SEQ ID NO: 24.

Por lo tanto en una realizacion, un SNAP-25 es SNAP-25 de origen natural. En aspectos de esta realizacion, el
SNAP-25 es una isoforma de SNAP-25 o un subtipo de SNAP-25. En aspectos de esta realizacién, el SNAP-25 de
origen natural es el SNAP-25 de origen natural de la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 6, la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID
NO: 8, la SEQ ID NO: 9, la SEQ ID NO: 10, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 12, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO:
14, 1a SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 18, la SEQ ID NO: 19, la SEQ ID NO:
20, la SEQ ID NO: 21, la SEQ ID NO: 22, la SEQ ID NO: 23 o la SEQ ID NO: 24. En otros aspectos de esta
realizacion, el SNAP-25 es un SNAP-25 de origen natural que tiene, por ejemplo, como minimo el 70% de identidad
de aminoacidos, como minimo el 75%, como minimo el 80%, como minimo el 85%, como minimo el 90% o como
minimo el 95% de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 6, la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO:
8,1a SEQ ID NO: 9,la SEQ ID NO: 10, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 12, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 14,
la SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 18, la SEQ ID NO: 19, la SEQ ID NO: 20, la
SEQID NO: 21, la SEQ ID NO: 22, la SEQ ID NO: 23 o la SEQ ID NO: 24.

En ofra realizacion, un SNAP-25 es un SNAP-25 de origen no natural. En otros aspectos de esta realizacion, el
SNAP-25 es un SNAP-25 de origen no natural que tiene, por ejemplo, como minimo el 70%, como minimo el 75%,
como minimo el 80%, como minimo el 85%, como minimo el 90% o como minimo el 95% de identidad de
aminoacidos con la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 2, la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4. en otros aspectos de esta
realizacion, el SNAP-25 es un SNAP-25 de origen no natural que tiene, por ejemplo, 1 0 mas, 2 o mas, 3 o0 mas, 4 o
mas, 50 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas, o 100 o mas
sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos no contiguos con respecto a la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO:
6,la SEQID NO: 7,1a SEQ ID NO: 8, la SEQ ID NO: 9, la SEQ ID NO: 10, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 12, la
SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 14, la SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 18, la
SEQ ID NO: 19, la SEQ ID NO: 20, la SEQ ID NO: 21, la SEQ ID NO: 22, la SEQ ID NO: 23 o la SEQ ID NO: 24. En
otros aspectos de esta realizacion, el SNAP-25 es un SNAP-25 de origen no natural que tiene, por ejemplo, 1 0 mas,
2o mas, 3omas, 4 o mas, 50 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas,
50 o mas, o 100 o mas sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos contiguos con respecto a la SEQ ID
NO: 5, la SEQ ID NO: 6, la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 8, la SEQ ID NO: 9, la SEQ ID NO: 10, la SEQ ID NO: 11,
laSEQ ID NO: 12, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 14, la SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID NO: 17, la
SEQ ID NO: 18, la SEQ ID NO: 19, la SEQ ID NO: 20, la SEQ ID NO: 21, la SEQ ID NO: 22,1aSEQID NO: 230 la
SEQ ID NO: 24.
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Un SNAP-25 puede ser un SNAP-25 enddégeno o un SNAP-25 exdgeno. Tal como se utiliza en el presente
documento, el término “SNAP-25 enddgeno” se refiere a un SNAP-25 naturalmente presente en la célula porque
esta codificado naturalmente dentro del genoma de la célula, tal que la célula inherentemente expresa el SNAP-25
sin necesidad de una fuente externa de SNAP-25 o una fuente externa de material genético que codifica un SNAP-
25. La expresion de un SNAP-25 enddgeno puede ser con o sin estimulacion ambiental como, por ejemplo, la
diferenciacion celular. Por definicion, sélo puede ser un SNAP-25 endégeno un SNAP-25 de origen natural o sus
variantes. Por ejemplo, las siguientes lineas celulares establecidas expresan un SNAP-25 enddgeno: 2-M17, Kelly,
LA1-55n, N1E - 115, N4TGS3, N18, Neuro-2a, NG108 - 15, PC12, SH - SY5Y, SiMa, SK-N-DZ y SK - N - BE 2-C.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “SNAP-25 exdgeno” se refiere a un SNAP-25 expresado en
una célula a través de la introduccion de una fuente externa de SNAP-25 o una fuente externa de material genético
que codifica un SNAP-25 por manipulacion humana. La expresion de un SNAP-25 exégeno puede ser con o sin
estimulacion ambiental como, por ejemplo, diferenciacion celular. Como un ejemplo no limitante, las células de una
linea celular establecida pueden expresar un SNAP-25 exdgeno por transfeccion transitoria o estable de un SNAP-
25. Como otro ejemplo no limitante, las células de una linea celular establecida pueden expresar un SNAP-25
exogeno por transfeccion de proteina de un SNAP-25. Un SNAP-25 exdégeno puede ser un SNAP-25 de origen
natural o sus variantes, o un SNAP-25 de origen no natural o sus variantes.

De este modo, en una realizacién, células de una linea celular establecida expresan un SNAP-25 enddgeno. En
aspectos de esta realizacion, el SNAP-25 enddgeno expresado por las células de una linea celular establecida es un
SNAP-25 de origen natural. En otros aspectos de esta realizacion, el SNAP-25 enddgeno expresado por las células
de una linea celular establecida es la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 6, la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 8, la SEQ ID
NO: 9, la SEQ ID NO: 10, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 12, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 14, la SEQ ID NO:
15, la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 18, la SEQ ID NO: 19, la SEQ ID NO: 20, la SEQ ID NO:
21, la SEQ ID NO: 22, la SEQ ID NO: 23 o la SEQ ID NO: 24. En otros aspectos de esta realizacion, el SNAP-25
enddgeno expresado por las células de una linea celular establecida es un SNAP-25 de origen natural, tal como, por
ejemplo, una isoforma de SNAP-25 o un subtipo de SNAP-25. En otros aspectos de esta realizacion, el SNAP-25
enddgeno expresado por las células de una linea celular establecida es un SNAP-25 de origen natural que tiene, por
ejemplo, como minimo el 70% de identidad de aminoacidos, como minimo el 75%, como minimo el 80%, como
minimo el 85%, como minimo el 90% o como minimo el 95% de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 5, la
SEQ ID NO: 6, la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 8, la SEQ ID NO: 9, la SEQ ID NO: 10, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID
NO: 12, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 14, la SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID
NO: 18, la SEQ ID NO: 19, la SEQ ID NO: 20, la SEQ ID NO: 21, la SEQ ID NO: 22, la SEQ ID NO: 23 o la SEQ ID
NO: 24.

En otra realizacion, las células de una linea celular establecida estan manipuladas de forma transitoria o estable
para expresar un SNAP-25 exdgeno. En un aspecto de esta realizacion, las células de una linea celular establecida
estan manipuladas de forma transitoria o estable para expresar un SNAP-25 de origen natural. En otros aspectos de
esta realizacion, las células de una linea celular establecida estan manipuladas de forma transitoria o estable para
expresar el SNAP-25 de origen natural de la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 6, la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 8, la
SEQ ID NO: 9, la SEQ ID NO: 10, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 12, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 14, la
SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 18, la SEQ ID NO: 19, la SEQ ID NO: 20, la
SEQ ID NO: 21, la SEQ ID NO: 22, la SEQ ID NO: 23, o la SEQ ID NO: 24. En otros aspectos de esta realizacion,
células de una linea celular establecida estan manipuladas de forma transitoria o estable para expresar un SNAP-25
de origen natural, tal como, por ejemplo, una isoforma de SNAP-25 o un subtipo de SNAP-25. En otros aspectos
mas de esta realizacién, las células de una linea celular establecida estan manipuladas de forma transitoria o
estable para expresar un SNAP-25 de origen natural que tiene, por ejemplo, como minimo el 70% de identidad de
aminoacidos, como minimo el 75%, como minimo el 80%, como minimo el 85%, como minimo el 90% o como
minimo el 95% de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 6, la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO:
8,1a SEQ ID NO: 9,la SEQ ID NO: 10, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 12, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 14,
la SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 18, la SEQ ID NO: 19, la SEQ ID NO: 20, la
SEQ ID NO: 21, la SEQ ID NO: 22, la SEQ ID NO: 23 o la SEQ ID NO: 24.

En otro aspecto de la realizacion, las células de una linea celular establecida estan manipuladas de forma transitoria
o estable para expresar un SNAP-25 de origen no natural. En otros aspectos de esta realizacion, las células de una
linea celular establecida estan manipuladas de forma transitoria o estable para expresar un SNAP-25 de origen no
natural que tiene, por ejemplo, como minimo el 70%, como minimo el 75%, como minimo el 80%, como minimo el
85%, como minimo el 90% o como minimo el 95% de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO:
6,la SEQID NO:7,la SEQID NO: 8, la SEQ ID NO: 9, la SEQ ID NO: 10, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 12, la
SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 14, la SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 18, la
SEQ ID NO: 19, la SEQ ID NO: 20, la SEQ ID NO: 21, la SEQ ID NO: 22, la SEQ ID NO: 23 o la SEQ ID NO: 24. En
otros aspectos de esta realizacion, las células de una linea de células establecidas estan manipuladas de forma
transitoria o estable para expresar un SNAP-25 de origen no natural que tiene, por ejemplo, 1 o mas, 2 o mas, 3 o
mas, 4 o mas, 5 0 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas o
100 o mas sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos no contiguos respecto a la SEQ ID NO: 5, la SEQ
ID NO: 6, la SEQ ID NO: 7,la SEQ ID NO: 8, la SEQ ID NO: 9, la SEQ ID NO: 10, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO:
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10, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 14, la SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO:
18, la SEQ ID NO: 18, la SEQ ID NO: 20, la SEQ ID NO: 21, la SEQ ID NO: 22, la SEQ ID NO: 23 o la SEQ ID NO:
24. En otros aspectos de esta realizacion, las células de una linea de células establecidas estan manipuladas de
forma transitoria o estable para expresar un SNAP-25 de origen no natural que tiene, por ejemplo, 1 0 mas, 2 o mas,
3 0mas, 4 omas, 50 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas,
0 100 o mas sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos contiguos respecto a la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID
NO: 6, la SEQID NO: 7,la SEQ ID NO: 8, la SEQ ID NO: 9, la SEQ ID NO: 10, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 12,
la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 14, la SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 18, la
SEQ ID NO: 19, la SEQ ID NO: 20, la SEQ ID NO: 21, la SEQ ID NO: 22, la SEQ ID NO: 23 o la SEQ ID NO: 24.

Los ensayos que detectan la escision de un SNAP-25 después de la exposicidon a una endopeptidasa redirigida
pueden utilizarse para evaluar si una célula esta expresando un SNAP-25 enddgeno o exdgeno. En estos ensayos,
se detectaria en las células que expresan un SNAP-25 después del tratamiento con endopeptidasa redirigida la
generacion de un producto de escision de SNAP-25. Los ejemplos no limitantes de analisis de transferencia de
Western especificos, asi como los reactivos bien caracterizados, condiciones y protocolos estan disponibles de
proveedores comerciales que incluyen, sin limitacién, Amersham Biosciences, Piscataway, NJ; BioRad laboratories,
Hercules, CA; Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL; Promega Corporation, Madison, WI y Stratagene, Inc., La
Jolla, CA. Se entiende que estos y ensayos similares para escision de SNAP-25 pueden ser Utiles en la identificacion
de las células que expresan un SNAP-25 enddgeno o exdgeno.

Como ejemplos no limitantes, puede utilizarse analisis de transferencia de Western utilizando un anticuerpo que
reconoce un producto de escision de SNAP-25 o tanto las formas de SNAP-25 escindida como no escindida para
ensayo para la captacion de la endopeptidasa redirigida. Los ejemplos de anticuerpos a-SNAP-25 Utiles para estos
ensayos incluyen, sin limitacion, anticuerpo monoclonal de ratén a-SNAP-25 SMI-81 (Stemberger Monoclonals Inc.,
Lutherville, MD), anticuerpo monoclonal de ratén a-SNAP-25 Cl 71.1 (Synaptic Systems, Goettingen, Alemania),
anticuerpo monoclonal de ratéon a-SNAP-25 Cl 71.2 (Synaptic Systems, Goettingen, Alemania), anticuerpo
monoclonal de raton o-SNAP-25 SP12 (Abcam, Cambridge, MA), antisuero policlonal de conejo a-SNAP-25 (
Synaptic Systems, Goettingen, Alemania), antisuero policlonal de conejo a-SNAP-25 (AbcamCambridge, MA), y
antisuero policlonal de conejo a-SNAP-25 S9684 (Sigma, St. Louis, MO).

Aspectos de la presente divulgacién comprenden, en parte, un receptor de endopeptidasa redirigida. Tal como se
utiliza en el presente documento, el término “receptor de endopeptidasa redirigida” se refiere a cualquier recepcion
endopeptidasa redirigida de origen natural o un receptor de endopeptidasa redirigida de origen no natural que
interactia preferentemente con una endopeptidasa redirigida de una manera que provoca una respuesta de
actividad endopeptidasa redirigida. Tal como se utiliza en el presente documento, el término “interactda
preferentemente” se refiere a la constante de disociacion en equilibrio (KD) de endopeptidasa redirigida para un
receptor de endopeptidasa redirigida es como minimo un orden de magnitud inferior a la de la endopeptidasa
redirigida para cualquier otro receptor en la superficie celular. La constante de disociacion en equilibrio, un tipo
especifico de la constante de equilibrio que mide la propension de un complejo endopeptidasa redirigida — receptor
de endopeptidasa redirigida para separarse (disociarse) de forma reversible en sus componentes moleculares, es
decir la endopeptidasa redirigida y el receptor de endopeptidasa redirigida, se define como KD = Ka/Kd en equilibrio.
La constante de asociacion (Ka) se define como Ka = [C)/[L] [R] y la constante de disociacion (Kd) se define como
Kd = [L] [R] y [C], donde [L] es igual a la concentracion molar de endopeptidasa redirigida, [R] es la concentracion
molar de un receptor de endopeptidasa redirigida, [C] es la concentracion molar del complejo endopeptidasa-
receptor, y donde estan todas las concentraciones de dichos componentes cuando el sistema esta en equilibrio.
Cuanto menor sea la constante de disociacion, mas fuertemente unida estd la endopeptidasa redirigida a su
receptor, o mayor sera la afinidad entre endopeptidasa redirigida y el receptor de endopeptidasa redirigida. En
aspectos de esta realizacion, la constante de disociacion de endopeptidasa redirigida para su receptor es como
minimo dos 6rdenes de magnitud menor, como minimo tres 6rdenes de magnitud menor, como minimo cuatro
o6rdenes de magnitud menor, o como minimo cinco 6rdenes de magnitud menor que la de la endopeptidasa
redirigida para cualquier otro receptor. En otros aspectos de esta realizacion, la afinidad de union de la
endopeptidasa redirigida que preferentemente interactia con su receptor puede tener una constante de disociacion
en equilibrio (KD) por ejemplo, de 500 nM o menos, 400 nM o menos, 300 nM o menos, 200 nM o menos 100 nM o
menos. En otros aspectos de esta realizacion, la afinidad de union de la endopeptidasa redirigida que
preferentemente interactiia con su receptor puede tener una constante de disociacion en equilibrio (KD) por ejemplo,
de 90 nM o menos, 80 nM o menos, 70 nM o menos, 60 nM, 50 nM o menos, 40 nM o menos, 30 nM o menos, 20
nM o menos de 10 nM o menos. Tal como se utiliza en el presente documento, la expresién “provoca una respuesta
de actividad endopeptidasa redirigida” se refiere a la capacidad de un receptor de endopeptidasa redirigida para
interactuar con una endopeptidasa redirigida para formar un complejo endopeptidasa/ receptor y la posterior
internalizaciéon de ese complejo en el citoplasma de la célula.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion “receptor de endopeptidasa redirigida de origen natural’
se refiere a cualquier receptor de endopeptidasa redirigida producido por un proceso natural, incluyendo, sin
limitacién, isoformas de receptor de endopeptidasa redirigida producidas a partir de una modificacion post-
traduccional, una transcripcion cortada y empalmada de forma alternativa, o una mutaciéon espontanea y subtipos de
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receptores de endopeptidasa redirigida. Un receptor de endopeptidasa redirigida de origen natural incluye, sin
limitacioén, receptores de opioides de origen natural como un receptor similar a opioide 1 (ORL1), un receptor opioide
8 (DOR), un receptor opioide k (KOR) y un receptor opioide pn (MOR), tales como los descritos en Christopher Evans
y col., Opioid Receptor Genes, Patente de los E.E.U.U. 6.265.563; Christopher Evans y col., Methods of Screening
Modulators of Opiod Receptor Activity, Patente de los E.E.U.U. 6.432.652; Christopher Evans y col., Opioid
Receptors and Methods of Use, Patente de los E.E.U.U. 7.282.563; y Christopher Evans y col., Delta Opioid
Receptor Proteins, Publicacion de patente de E.E.U.U. 2008/0219925. Ofros ejemplos de un receptor de
endopeptidasa redirigida de origen natural incluyen, sin limitacién, el receptor de galanina 1, el receptor de galanina
2 y el receptor de galanina 3. En la técnica se conocen receptores opioides de origen natural de otras especies de
vertebrados, tales como: por ejemplo, primate, vaca, perro, ratén, rata, pollo, pescado y pueden ser utilizados en
aspectos de la presente memoria descriptiva.

Un ORL1 de origen natural incluye, sin limitacion, la SEQ ID NO: 25 y la SEQ ID NO: 26, o uno que sustituye,
deleciona o afade: por ejemplo, 1 0 mas, 2 o mas, 3 o mas, 4 o mas, 5 o mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas,
10 o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas, o 100 o mas aminoacidos de la SEQ ID NO: 25 o la SEQ ID NO:
26. Un DOR de origen natural incluye, sin limitacion, la SEQ ID NO: 27 y la SEQ ID NO: 28, o uno que sustituye,
deleciona o afiade: por ejemplo, 1 0 mas, 2 o mas, 3 0 mas, 4 o mas, 5 o mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas,
10 o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas, o 100 o mas aminoacidos de la SEQ ID NO: 27 o la SEQ ID NO:
28. Un KOR de origen natural incluye, sin limitacion, la SEQ ID NO: 29 y la SEQ ID NO: 30, o uno que sustituye,
deleciona o afade: por ejemplo, 1 0 mas, 2 o mas, 3 o mas, 4 o mas, 5 o mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas,
10 o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas, o 100 o mas aminoacidos de la SEQ ID NO: 29 o la SEQ ID NO:
30. Un MOR de origen natural incluye, sin limitacion, la SEQ ID NO: 31 o uno que sustituye, deleciona o afiade: por
ejemplo, 1 o mas, 2 0 mas, 3 0 mas, 4 o mas, 5 0 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 20 o mas, 30
o mas, 40 o mas, 50 o mas, o 100 o mas aminoacidos de la SEQ ID NO: 31.

Un receptor de galanina 1 de origen natural incluye, sin limitacién, la SEQ ID NO: 136, la SEQ ID NO: 137 y la SEQ
ID NO: 138, o uno que sustituye, deleciona o afiade, por ejemplo, 1 0 mas, 2 o mas, 3 0 mas, 4 o mas, 5 o mas, 6 o
mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas, o 100 o mas aminoacidos de
la SEQ ID NO: 136, la SEQ ID NO: 137 o la SEQ ID NO: 138. Un receptor de galanina 2 de origen natural incluye,
sin limitacion, la SEQ ID NO: 139, o uno que sustituye, deleciona o afiade: por ejemplo, 1 0 mas, 2 o mas, 3 o mas, 4
omas, 5o0mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas, o 100 o
mas aminoéacidos de la SEQ ID NO: 139. Un receptor de galanina 3 de origen natural incluye, sin limitacién, la SEQ
ID NO: 140, o uno que sustituye, deleciona o afiade, por ejemplo, 1 0 mas, 2 o mas, 3 o mas, 4 o mas, 5 o mas, 6 o
mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, o 10 o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas, o 100 o mas aminoacidos de
la SEQ ID NO: 140.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion “variante del receptor de endopeptidasa redirigida de
origen no natural” se refiere a cualquier receptor de endopeptidasa redirigida producido con ayuda de manipulacion
humana o de disefio, incluyendo, sin limitacion, un receptor de endopeptidasa redirigida producido por ingenieria
genética mediante mutagénesis al azar o disefio racional y un receptor de endopeptidasa redirigida producido por
sintesis quimica. Ejemplos no limitantes de variantes del receptor de endopeptidasa redirigida de origen n natural
incluyen, por ejemplo, variantes conservativas del receptor de endopeptidasa redirigida, variantes no conservativas
del receptor de endopeptidasa redirigida, variantes quiméricas del receptor de endopeptidasa redirigida y fragmentos
activos del receptor de endopeptidasa redirigida.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion “receptor de endopeptidasa redirigida de origen no
natural” se refiere a cualquier receptor de endopeptidasa redirigida cuya estructura se modificé con la ayuda de
manipulacion humana, incluyendo, sin limitacion, un receptor de endopeptidasa redirigida producido por ingenieria
genética mediante mutagénesis al azar o disefio racional y un receptor de endopeptidasa redirigida producido por
sintesis quimica in vitro. Un receptor de endopeptidasa redirigida de origen no natural puede sustituir, delecionar o
afadir, por ejemplo, 1 0 mas, 2 0 mas, 3 o mas, 4 o mas, 5 0 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 20
o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas, o 100 o mas aminoacidos de la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO: 26, la SEQ ID
NO: 27SEQ ID NO: 28, la SEQ ID NO: 29, la SEQ ID NO: 30, la SEQ ID NO: 31, la SEQ ID NO: 136, la SEQ ID NO:
137, 1a SEQ ID NO: 138, la SEQ ID NO: 139 o la SEQ ID NO: 140.

De este modo, en una realizaciéon, un receptor de endopeptidasa redirigida es un receptor de endopeptidasa
redirigida de origen natural tal como: por ejemplo, ORL1, DOR, KOR o MOR En aspectos de esta realizacion, el
receptor de endopeptidasa redirigida es una isoforma del receptor de endopeptidasa redirigida o un subtipo del
receptor de endopeptidasa redirigida. En aspectos de esta realizacion, el receptor de endopeptidasa redirigida de
origen natural es el receptor de endopeptidasa redirigida de origen natural de la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO: 26,
la SEQ ID NO: 27, la SEQ ID NO: 28, la SEQ ID NO: 29, la SEQ ID NO: 30 o la SEQ ID NO: 31. En otros aspectos
de esta realizacion, el receptor de endopeptidasa redirigida es un receptor de endopeptidasa redirigida de origen
natural que tiene, por ejemplo, como minimo el 70% de identidad de aminoacidos, como minimo el 75%, como
minimo el 80%, como minimo el 85%, como minimo el 90% o como minimo el 95% de identidad de aminoacidos con
la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO: 26, la SEQ ID NO: 27, la SEQ ID NO: 28SEQ ID NO: 29, la SEQID NO: 30 o la
SEQ ID NO: 31.
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En ofra realizacion, un receptor de endopeptidasa redirigida es un no-natural receptor de endopeptidasa redirigida,
tal como: por ejemplo, un ORL1 manipulado genéticamente, un DOR manipulado genéticamente, un KOR
manipulado genéticamente o un MOR manipulado genéticamente En otros aspectos de esta realizacion, el receptor
de endopeptidasa redirigida es un receptor de endopeptidasa redirigida de origen no natural que tiene, por ejemplo,
como minimo el 70%, como minimo el 75%, como minimo el 80%, como minimo el 85%, como minimo el 90% o
como minimo el 95% de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO: 26, la SEQ ID NO: 27, la
SEQ ID NO: 28, la SEQ ID NO: 29, la SEQ ID NO: 30 o la SEQ ID NO: 31. En otros aspectos de esta realizacion, el
receptor de endopeptidasa redirigida es un receptor de endopeptidasa redirigida de origen no natural que tiene, por
ejemplo, 1 o mas, 2 0 mas, 3 o mas, 4 o mas, 5 0 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 20 o mas, 30
o0 mas, 40 o mas, 50 o mas, o 100 o mas sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos no contiguos
respecto a la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO: 26, la SEQ ID NO: 27, la SEQ ID NO: 28, la SEQ ID NO: 29, la SEQ ID
NO: 30 o la SEQ ID NO: 31. En otros aspectos de esta realizacion, el receptor de endopeptidasa redirigida es un
receptor de endopeptidasa redirigida de origen no natural que tiene, por ejemplo, 1 o mas, 2 o mas, 3 o mas, 4 o
mas, 50 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas, o 100 o mas
sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos contiguos respecto a la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO: 26, la
SEQ ID NO: 27, la SEQ ID NO: 28, la SEQ ID NO: 29, la SEQ ID NO: 30 o la SEQ ID NO: 31.

En otra realizacion, un receptor de endopeptidasa redirigida es receptor de endopeptidasa redirigida de origen
natural tal como: por ejemplo, receptor de galanina 1, receptor de galanina 2 o receptor de galanina 3. En aspectos
de esta realizacion, el receptor de endopeptidasa redirigida es una isoforma del receptor de endopeptidasa redirigida
o un subtipo del receptor de endopeptidasa redirigida. En aspectos de esta realizacion, el receptor de endopeptidasa
redirigida de origen natural es el receptor de endopeptidasa redirigida de origen natural de la SEQ ID NO: 136, la
SEQ ID NO: 137, la SEQ ID NO: 138, la SEQ ID NO: 139 o la SEQ ID NO: 140. En otros aspectos de esta
realizacion, el receptor de endopeptidasa redirigida es un receptor de endopeptidasa redirigida de origen natural que
tiene, por ejemplo, como minimo el 70% de identidad de aminoacidos, como minimo el 75%, como minimo el 80%,
como minimo el 85%, como minimo el 90% o como minimo el 95% de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO:
136, la SEQ ID NO: 137, la SEQ ID NO: 138, la SEQ ID NO: 139 o la SEQ ID NO: 140.

En otra realizacion, un receptor de endopeptidasa redirigida es un receptor de endopeptidasa redirigida de origen no
natural, tales como: por ejemplo, un receptor de galanina 1 manipulado genéticamente, un receptor de galanina 2
manipulado o un receptor de galanina 3 manipulado genéticamente. En otros aspectos de esta realizacion, el
receptor de endopeptidasa redirigida es un endopeptidasa redirigida receptor de origen no natural que tiene, por
ejemplo, como minimo el 70%, como minimo el 75%, como minimo el 80%, como minimo el 85%, como minimo el
90% o como minimo el 95% de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 136, la SEQ ID NO: 137, la SEQ ID
NO: 138, la SEQ ID NO: 139 o la SEQ ID NO: 140. En otros aspectos de esta realizacion, el receptor endopeptidasa
redirigida es un receptor de endopeptidasa redirigida no manipulado que tiene , por ejemplo, 1 0 mas, 2 o mas, 3 o
mas, 4 o mas, 5 o0 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas, o
100 o mas sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos no contiguos respecto a la SEQ ID NO: 136, la
SEQ ID NO: 137, la SEQ ID NO: 138, la SEQ ID NO: 139 o la SEQ ID NO: 140. En otros aspectos de esta
realizacion, el receptor de endopeptidasa redirigida es un receptor endopeptidasa redirigida de origen no natural que
tiene, por ejemplo, 1 0 mas, 2 o mas, 3 o mas, 4 o mas, 5 o mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 20
o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas, o 100 o mas sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos contiguos
respecto a la SEQ ID NO: 136, la SEQ ID NO: 137, la SEQ ID NO: 138, la SEQ ID NO: 139 o la SEQ ID NO: 140.

Un receptor de endopeptidasa redirigida puede ser un receptor de endopeptidasa redirigida endégeno o un receptor
de endopeptidasa redirigida exdgeno. Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion “receptor de
endopeptidasa redirigida endégeno” se refiere a un receptor de endopeptidasa redirigida naturalmente presente en
la célula dado que esta codificado naturalmente dentro del genoma de la célula, tal que la célula inherentemente
expresa el receptor de endopeptidasa redirigida sin la necesidad de una fuente externa de receptor de
endopeptidasa redirigida o una fuente externa de material genético que codifica un receptor de endopeptidasa
redirigida. La expresion de un receptor endégeno de endopeptidasa redirigida puede ser con o sin estimulacion
ambiental tal como por ejemplo, diferenciacion celular o activacién del promotor. Por ejemplo, las siguientes lineas
celulares establecidas expresan como minimo un receptor endégeno de endopeptidasa redirigida: P33 AGN, Neuro-
2a, SiMa y SK-N-DZ. Un receptor enddégeno de endopeptidasa redirigida so6lo puede ser un receptor de
endopeptidasa redirigida de origen natural o variantes de origen natural del mismo.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion “receptor de endopeptidasa redirigida exdgeno” se refiere
a un receptor de endopeptidasa redirigida expresado en una célula a través de la introduccion de una fuente externa
de receptor de endopeptidasa redirigida o una fuente externa de material genético que codifica un receptor de
endopeptidasa redirigida por manipulacion humana. La expresion de un receptor de endopeptidasa redirigida
exogeno puede ser con o sin estimulacion del medio ambiente tal como, por ejemplo, diferenciacion celular o
activacion del promotor. Como ejemplo no limitante, las células de una linea celular establecida pueden expresar
uno o mas receptores de endopeptidasa redirigida exdégenos mediante la transfeccion transitoria o estable de una
molécula de polinucledtido que codifica un receptor de endopeptidasa redirigida, tal como: por ejemplo, un ORL1, un
DOR, un KOR, un MOR, un receptor de galanina 1, un receptor de galanina 2 o un receptor de galanina 3. Como
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otro ejemplo no limitante, células de una linea celular establecida pueden expresar uno o mas receptores de
endopeptidasa redirigida exdgenos mediante transfeccion de proteinas de los receptores de endopeptidasa
redirigida, tales como: por ejemplo, un ORL1, un DOR, un KOR, un MOR, un receptor de galanina 1, un receptor de
galanina 2 o un receptor de galanina 3. Un receptor de endopeptidasa redirigida exdégeno puede ser un receptor de
endopeptidasa redirigido de origen natural o variantes de origen natural del mismo, o un receptor de endopeptidasa
redirigida de origen no natural o variantes de origen no natural del mismo.

De este modo, en una realizacion, células de una linea celular establecida expresan un receptor endégeno de
endopeptidasa redirigida. En aspectos de esta realizacion, el receptor endégeno de endopeptidasa redirigida
expresado por las células de una linea celular establecida es un receptor de endopeptidasa redirigida de origen
natural. En otros aspectos de esta realizacion, el receptor endégeno de endopeptidasa redirigida expresado por las
células de una linea celular establecida es la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO: 26, la SEQ ID NO: 27, la SEQ ID NO:
28, la SEQ ID NO: 29, la SEQ ID NO: 30, la SEQ ID NO: 31, la SEQ ID NO: 136, la SEQ ID NO: 137, la SEQ ID NO:
138, la SEQ ID NO: 139 o la SEQ ID NO: 140. En otros aspectos de esta realizacion, el receptor endégeno de
endopeptidasa redirigida expresado por las células de una linea celular establecida es un receptor de endopeptidasa
redirigida de origen natural, tal como, por ejemplo, una isoforma del receptor de endopeptidasa redirigida o un
subtipo del receptor de endopeptidasa redirigida. En otros aspectos de esta realizacion, el receptor endégeno de
endopeptidasa redirigida expresado por las células de una linea celular establecida es un receptor de endopeptidasa
redirigida de origen natural que tiene, por ejemplo, como minimo el 70% de identidad de aminoacidos, como minimo
el 75%, como minimo el 80%, como minimo el 85%, como minimo el 90% o como minimo el 95% de identidad de
aminoacidos con la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO: 26, la SEQ ID NO: 27, la SEQ ID NO: 28, la SEQ ID NO: 29, la
SEQ ID NO: 30, la SEQ ID NO: 31, la SEQ ID NO: 136, la SEQ ID NO: 137, la SEQ ID NO: 138, la SEQ ID NO: 139
ola SEQ ID NO: 140.

En otra realizacion, las células de una linea celular establecida estan manipuladas de forma transitoria o estable
para expresar un receptor de endopeptidasa redirigida exdgeno. En un aspecto de esta realizacion, las células de
una linea celular establecida estan manipuladas de forma transitoria o estable para expresar un receptor de
endopeptidasa redirigida de origen natural. En otros aspectos de esta realizacion, las células de una linea celular
establecida estan manipuladas de forma transitoria o estable expresar la natural receptor de endopeptidasa
redirigida de la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO: 26, la SEQ ID NO: 27, la SEQ ID NO: 28, la SEQ ID NO: 29, la SEQ
ID NO: 30, la SEQ ID NO: 31, la SEQ ID NO: 136, la SEQ ID NO: 137, la SEQ ID NO: 138, la SEQ ID NO: 139 o la
SEQ ID NO: 140. En otros aspectos mas de esta realizacién, las células de una linea celular establecida estan
manipuladas de forma transitoria o estable para expresar un receptor de endopeptidasa redirigida de origen natural,
tal como: por ejemplo, una isoforma del receptor de endopeptidasa redirigida o un subtipo de receptores de
endopeptidasa redirigida. En otros aspectos mas de esta realizacion, las células de una linea celular establecida
estan manipuladas de forma transitoria o estable para expresar un receptor de endopeptidasa redirigida de origen
natural que tiene, por ejemplo, como minimo el 70% de identidad de aminoacidos, como minimo el 75%, como
minimo el 80%, como minimo el 85%, como minimo el 90% o como minimo el 95% de identidad de aminoacidos con
la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO: 26, la SEQ ID NO: 27, la SEQ ID NO: 28, la SEQ ID NO: 29, la SEQ ID NO: 30, la
SEQ ID NO: 31, la SEQ ID NO: 136, la SEQ ID NO: 137, la SEQ ID NO: 138, la SEQ ID NO: 139 o la SEQ ID NO:
140.

En otro aspecto de la realizacion, las células de una linea celular establecida estan manipuladas de forma transitoria
o estable para expresar un receptor de endopeptidasa redirigida de origen no natural. En otros aspectos de esta
realizacién, las células de una linea celular establecida estan manipuladas de forma transitoria o estable para
expreso un receptor de endopeptidasa redirigida de origen no natural que tiene, por ejemplo, como minimo el 70%,
como minimo el 75%, como minimo el 80%, como minimo el 85%, como minimo el 90% o como minimo el 95% de
identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO: 26, la SEQ ID NO: 27, la SEQ ID NO: 28, la SEQ ID
NO: 29, la SEQ ID NO: 30, la SEQ ID NO: 31, la SEQ ID NO: 136, la SEQ ID NO: 137, la SEQ ID NO: 138, la SEQ
ID NO: 139 o la SEQ ID NO: 140. En otros aspectos de esta realizacion, las células de una linea celular establecida
estan manipuladas de forma transitoria o estable para expresar un receptor de endopeptidasa redirigida de origen no
natural que tiene, por ejemplo, 1 0 mas, 2 o mas, 3 0 mas, 4 o mas, 5 0 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10
o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas, o 100 o mas substituciones, deleciones o adiciones de
aminoacidos no contiguos de la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO: 26, la SEQ ID NO: 27, la SEQ ID NO: 28, la SEQ ID
NO: 29, la SEQ ID NO: 30, la SEQ ID NO: 31, la SEQ ID NO: 136, la SEQ ID NO: 137, la SEQ ID NO: 138, la SEQ
ID NO: 139 o la SEQ ID NO: 140. En otros aspectos de esta realizacion, las células de una linea celular establecida
estan manipuladas de forma transitoria o estable para expresar un receptor de endopeptidasa redirigida de origen no
natural que tiene, por ejemplo, 1 0 mas, 2 o mas, 3 o mas, 4 o mas, 5 0 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10
o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas, o 100 o mas sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos
contiguos respecto a la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO: 26, la SEQ ID NO: 27, la SEQ ID NO: 28, la SEQ ID NO: 29,
la SEQ ID NO: 30, la SEQ ID NO: 31, la SEQ ID NO: 136, la SEQ ID NO: 137, la SEQ ID NO: 138, la SEQ ID NO:
139 o la SEQ ID NO: 140.

En ofra realizacion, células de una linea de células establecidas estan manipuladas de forma transitoria o estable

para expresar un ORL1 exdgeno, un DOR exdégeno, un KOR exégeno, un MOR exdgeno o cualquier combinacion de
éstos. En aspectos de esta realizacién, las células de una linea celular establecida estan manipuladas de forma
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transitoria o estable para expresar un ORL1 de origen natural, un DOR de origen natural, un KOR de origen natural,
un MOR de origen natural o cualquier combinacion de éstos. En otros aspectos de esta realizacion, las células de
una linea celular establecida estan manipuladas de forma transitoria o estable para expresar un ORL1 de origen no
natural, un DOR de origen no natural, un KOR de origen no natural, un MOR de origen no natural o cualquier
combinacion de éstos. En otros aspectos mas de esta realizacion, las células de una linea celular establecida estan
manipuladas de forma transitoria o estable para expresar un ORL1 de origen natural o un ORL1 de origen no
natural, un DOR de origen natural o un DOR de origen no natural, un KOR de origen natural o un KOR de origen no
natural, un MOR de origen natural o un MOR de origen no natural o cualquier combinacién de éstos.

En otra realizacion, células de una linea celular establecida estan manipuladas de forma transitoria o estable para
expresar un receptor de galanina 1 exégeno, un receptor de galanina 2 exégeno, un receptor de galanina 3 exégeno
o cualquier combinacion de éstos. En aspectos de esta realizacién, las células de una linea celular establecida estan
manipuladas de forma transitoria o estable para expresar un receptor de galanina 1 de origen natural, un receptor de
galanina 2 de origen natural, un receptor de galanina 3 de origen natural o cualquier combinacién de éstos. En otros
aspectos de esta realizacion, las células de una linea celular establecida estan manipuladas de forma transitoria o
estable para expresar un receptor de galanina 1 de origen no natural , un receptor de galanina 2 de origen no
natural, un receptor de galanina 3 de origen no natural, o cualquier combinacion de éstos. En otros aspectos mas de
esta realizacion, las células de una linea celular establecida estan manipuladas de forma transitoria o estable para
expresar un receptor de galanina 1 de origen natural o un receptor de galanina 1 de origen no natural, un receptor de
galanina 2 de origen natural o un receptor de galanina 2 de origen no natural, un receptor de galanina 3 de origen
natural o un receptor de galanina 3 de origen no natural o cualquier combinacién de éstos.

Las células que expresan uno o mas receptores enddégenos o exdgenos de endopeptidasa redirigida pueden
identificarse por métodos rutinarios incluyendo ensayos directos e indirectos para captacion de endopeptidasa
redirigida. Pueden utilizarse ensayos que determinan propiedades de unién o captacion de endopeptidasa redirigida
para evaluar si una célula esta expresando un receptor de endopeptidasa redirigida. Dichos ensayos incluyen, sin
limitacién, ensayos de reticulacion utilizando endopeptidasa redirigida marcada, tales como, por ejemplo, [1251]
endopeptidasa redirigida, véase, por ejemplo, Noriko Yokosawa y col., Binding of Clostridium botulinum type C
neurotoxin to different neuroblastoma cell lines, 57 Infect . Immun. 272-277 (1989); Noriko Yokosawa y col., Binding
of botulinum type CI, D and E neurotoxins to neuronal cell lines and synaptosomes, 29 Toxicon 261-264 (1991); y
Tei-ichi Nishiki y col., Identification of protein receptor for Clostridium botulinum type B neurotoxin in rat brain
synaptosomes, 269(14) J. Biol. Chem. 10498-10503 (1994). Otros ensayos no limitantes incluyen ensayos
inmunocitoquimicos que detectan la unién a endopeptidasa redirigida utilizando anticuerpos marcados o sin marcar ,
véase, por ejemplo, Atsushi Nishikawa y col., The receptor and transporter for internalization of Clostridium botulinum
type C progenitor toxin into HT-29 cells, 319(2) Biochem. Biophys. Res Commun. 327-333 (2004) y ensayos de
inmunoprecipitacion, véase, por ejemplo, Yukako Fujinaga y col., Molecular characterization of binding
subcomponents of Clostridium botulinum type C progenitor toxin for intestinal epithelial cells and erythrocytes,
Microbiology 150(Pt 5) 1529-1538 (2004), que detectan endopeptidasa redirigida unida utilizando anticuerpos
marcados o sin marcar. Los anticuerpos Utiles para estos ensayos incluyen, sin limitacion, anticuerpos seleccionados
contra endopeptidasa redirigida o anticuerpos seleccionados contra un receptor de endopeptidasa redirigida, tal
como, por ejemplo, ORL1, DOR, KOR, MOR, receptor de galanina 1, receptor de galanina 2 o receptor de galanina
3. Si el anticuerpo esta marcado, la unién de la molécula puede ser detectada por diversos medios, incluyendo el
analisis de transferencia de Western, observacién microscopica directa de la localizaciéon celular del anticuerpo,
medicion del anticuerpo unido a la célula o sustrato después de una etapa de lavado, citometria de flujo,
electroforesis o electroforesis capilar, empleando las técnicas bien conocidas por los expertos en la materia. Si el
anticuerpo no esta marcado, se puede emplear un anticuerpo secundario marcado para la deteccion indirecta de la
molécula unida y la deteccion puede proceder como para un anticuerpo marcado. Se entiende que estos ensayos
similares que determinan las propiedades o caracteristicas de captacion de endopeptidasa redirigida pueden ser
utiles en la identificacion de las células que expresan receptores enddgenos o exdgenos de endopeptidasa
redirigida.

Ensayos que monitorizan la liberacion de una molécula después de exposicion a una endopeptidasa redirigida
pueden utilizarse también para determinar si una célula esta expresando uno o mas receptores de endopeptidasa
redirigida endégenos o exdgenos. En estos ensayos, la inhibicion de la liberacion de la molécula se produciria en las
células que expresan un receptor de endopeptidasa redirigida después del tratamiento con endopeptidasa redirigida.
Ensayos bien conocidos incluyen métodos que miden la inhibicion de la liberacién de catecolaminas radiomarcadas
de neuronas, tales como, por ejemplo, [3H] noradrenalina o la liberacion de dopamina [3H], véase por ejemplo, A
Fassio y col., Evidence for calcium-dependent vesicular transmitter release insensitive to tetanus toxin and botulinum
toxin type F, 90(3) Neurosciencie 893-902 (1999); Sara Stigliani y col., The sensitivity of catecholamine release to
botulinum toxin C1 and E suggests selective targeting of vesicles set into the readily releasable pool, 85(2) J.
Neurochem. 409-421 (2003), o mide la liberaciéon de catecolamina mediante un procedimiento fluorométrico, véase,
por ejemplo, Anton de Paiva y col., A role for the interchain disulfide or its participating thiols in the internalization of
botulinum neurotoxin A revealed by a toxin derivative that binds to ecto-acceptors and inhibits transmitter release
intracellularly, 268(28) J. Biol. Chem. 20838-20844 (1993); Gary W. Lawrence y col., Distinct exocytotic responses of
intact and permeabilised chromaffin cells after cleavage of the 25-kDa synaptosomal-associated protein (SNAP-25)
or synaptobrevin by botulinum toxin A or B, 236(3) Eur. J. Biochem. 877-886 (1996); y Patrick Foran y col., Botulinum
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neurotoxin C1 cleaves both syntaxin and SNAP-25 in intact and permeabilized chromaffin cells: correlation with its
blockade of catecholamine release, 35(8) Biochemistry 2630-2636 (1996). Otros ejemplos no limitantes incluyen
ensayos que miden la inhibicion de la liberacion de la hormona de las células endocrinas, tales como, por ejemplo,
pituitaria anterior o células ovaricas. Se entiende que estos ensayos similares para la liberacion de la molécula
pueden ser utiles en la identificacion de las células que expresan receptores enddgenos o exdgenos de
endopeptidasa redirigida.

Andlisis que detectan la escision de un sustrato de SNAP-25 después de exposicion a una endopeptidasa redirigida
también puede utilizarse para evaluar si una célula estd expresando uno o mas receptores de endopeptidasa
redirigida endégenos o exdgenos. En estos ensayos, la generacion de un producto de escision de SNAP-25, o la
desaparicion de la SNAP-25 intacta, se detectaria en las células que expresan un receptor de endopeptidasa
redirigida después de un tratamiento con endopeptidasa redirigida. Los ejemplos no limitantes de analisis de
transferencia de Western especificos, asi como los reactivos bien caracterizados, condiciones y protocolos estan
disponibles de proveedores comerciales que incluyen, sin limitacién, Amersham Biosciences, Piscataway, NJ;
BioRad laboratories, Hercules, CA; Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL; Promega Corporation, Madison, WI y
Stratagene, Inc., La Jolla, CA. Se entiende que estos ensayos similares para escision de SNAP-25 pueden ser Utiles
en la identificacion de las células que expresan receptores de endopeptidasa redirigida endégenos o exdgenos.

Como ejemplos no limitantes, analisis de transferencia de Western utilizando un anticuerpo que reconoce el
producto de SNAP-25 escindido o las formas de SNAP-25 tanto escindida como sin escindir pueden utilizarse para
ensayar para la captacion de una endopeptidasa redirigida. Los ejemplos de anticuerpos o-SNAP-25 (tiles para
estos ensayos incluyen, sin limitacién, anticuerpo monoclonal de ratén o-SNAP-25 SMI-81 (Sternberger Monoclonals
Inc., Lutherville, MD), anticuerpo monoclonal de ratéon a-SNAP-25 CI 71.1 (Synaptic Systems, Goettingen, Alemania),
anticuerpo monoclonal de ratéon a-SNAP-25 Cl 71.2 (Synaptic Systems, Goettingen, Alemania), anticuerpo
monoclonal de raton o-SNAP-25 SP12 (Abcam, Cambridge, MA), antisuero policlonal de conejo a-SNAP-25 (
Synaptic Systems, Goettingen, Alemania), antisuero policlonal de conejo a-SNAP-25 S9684 (SigmaSt. Louis, MO), y
antisuero policlonal de conejo a-SNAP-25 (Abcam, Cambridge, MA).

Aspectos de la presente divulgacion proporcionan células que a través de manipulacién genética o ingenieria
recombinante se les hace expresar un SNAP-25 exdgeno y/o uno o mas receptores de endopeptidasa redirigida
exogenos. Las células utiles para expresar un SNAP-25 exdgeno o uno o mas receptores de endopeptidasa
redirigida exdgenos a través de manipulacion genética o ingenieria recombinante incluyen células neuronales y
células no neuronales que pueden o no expresar un SNAP-25 enddégeno o uno o mas receptores endoégenos de
endopeptidasa redirigida. Ademas, se entiende que dicha células genéticamente manipuladas o manipuladas por via
recombinante pueden expresar un SNAP-25 exégeno y uno o mas receptores exdégenos de endopeptidasa redirigida
bajo control de un elemento promotor, elemento potenciador constitutivo, especifico de tejido, especifico de células o
inducible, o ambos. Se entiende que cualquier célula es util mientras la célula pueda ser manipulada genéticamente
0 por via recombinante para expresar un SNAP-25 exdgeno o uno o mas receptores de endopeptidasa redirigida
exogenos y sea capaz de experimentar actividad endopeptidasa redirigida.

Métodos utiles para introducir en una célula una molécula de Polinucledtido exdgena que codifica un componente
necesario para que las células experimenten el mecanismo celular global por el que una endopeptidasa redirigida
escinde proteoliticamente un sustrato de SNAP-25, tales como: por ejemplo, un SNAP-25, un ORL1, un DOR, un
KOR o un MOR, incluyen, sin limitacién, métodos de administracion mediados quimicamente, tales como: por
ejemplo, mediado por fosfato de calcio, mediado por dietil-aminoetil (DEAE) dextrano, mediado por lipidos, mediado
por polietileneimina (PEI), mediado por polilisina y mediado por polibreno; métodos de administracion mediado
fisicamente, tales como: por ejemplo, suministro mediante particulas biolisticas, Microinyeccion, fusion de
protoplasto y electroporacion; y métodos de administracion mediado por virus, tales como: por ejemplo, transfeccion
mediada por retrovirus, véase por ejemplo, el documento Introducing Cloned Genes into Cultured Mammalian Cells,
pags. 16.1-16.62 (Sambrook & Russell, eds., Molecular Cloning a Laboratory Manual, Vol. 3, 32 ed. 2001); Alessia
Colosimo y col., Transfer and Expression of Foreign Genes in Mammalian Cells, (2) Biotechniques 314 - 318, 320 -
322, 324 (2000); Philip Washbourne & A. Kimberley McAllister, Techniques for Gene Transfer into Neurons, 12 (5)
Curr. Opin. Neurobiol. 566 - 573 (2002); y Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & sons, pags 9.16.4-
9.16.11 (2000). Un experto en la materia entiende que la seleccion de un método especifico para introducir una
molécula polinucleotidica en una celda de dependera, en parte, de si la célula contendra de forma estable o
transitoria un componente necesario para que las células experimenten el mecanismo celular global por el que una
endopeptidasa redirigida escinde proteoliticamente a un sustrato de SNAP-25. Ejemplos no limitantes de molécula
polinucleotidica que codifica un componente necesario para que las células experimentan el mecanismo celular
global por el que una endopeptidasa redirigida escinde proteoliticamente un sustrato de SNAP-25 son los siguientes:
molécula polinucleotidica de ORL1 de la SEQ ID NO: 61 o la SEQ ID NO: 62; Molécula polinucleotidica de DOR de
la SEQ ID NO: 63 o la SEQ ID NO: 64; Molécula polinucleotidica de KOR de la SEQ ID NO: 65 o la SEQ ID NO: 66;
Molécula polinucleotidica de MOR de la SEQ ID NO: 67; molécula polinucleotidica del receptor de galanina 1 de la
SEQ ID NO: 141, la SEQ ID NO: 142 o la SEQ ID NO: 143, molécula polinucleotidica del receptor de galanina 2 de
la SEQ ID NO: 144, o molécula polinucleotidica del receptor de galanina 3 de la SEQ ID NO: 145 y molécula
polinucleotidica de la SNAP-25 de la SEQ ID NO: 68 o la SEQ ID NO: 69.
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Métodos de administracion mediados quimicamente son conocidos por un experto en la materia y se describen en,
por ejemplo, Martin Jordan & Florian Worm, Transfection of Adherent and Suspended Cells by Calcium Phosphate,
33 (2) Methods 136 - 143 (2004); Chun Zhang y col., Polyethylenimine Strategies for Plasmid Delivery to Brain-
Derived Cells, 33 (2) métodos 144 - 150 (2004). Tales métodos de administracion mediados quimicamente pueden
prepararse mediante los procedimientos estandar y estan disponibles en el mercado, véase, por ejemplo, el Kit de
transfeccion CellPhect (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ); Kit de transfeccion en mamiferos, fosfato de calcio
y DEAE dextrano, (Stratagene, Inc., La Jolla, CA); Reactivo de transfeccion Lipofectamine™ (Invitrogen, Inc.,
Carlsbad, CA); kit de transfeccion ExGen 500 (Fermentas, Inc., Hanover, MD) y kits de transfeccion SuperFect y
Effectene (Qiagen, Inc., Valencia, CA).

Métodos de administracion mediados fisicamente son conocidos por un experto en la materia y se describen en, por
ejemplo, Jeike E. Biewenga y col, Plasmid-Mediated Gene Transfer in Neurons using the Biolistics Technique
plasmido 71 (1) J. Neurosci. Methods. 67 - 75 (1997); John o ‘ Brien & Sarah C. R. Lummis, Biolistic and Diolistic
Transfection: Using the Gene Gun to Deliver DNA and Lipophilic Dyes into Mammalian Cells, 33 (2) Methods 121 -
125 (2004); M. Golzio y col., In Vitro and In Vivo Electric Field-Mediated Permeabilization, 33 (2) métodos 126 - 135
(2004); y Oliver Greschet y col., New Non-Viral Method for Gene Transfer into Primary Cells, 33 (2) Methods 151 -
163 (2004).

Métodos de administracion mediados por virus son conocidos a un experto en la materia y se describen en, por
ejemplo, Chooi M. Lai y col., Adenovirus and Adeno-Associated Virus Vectors, 21(12) DNA Cell Biol 895 - 913
(2002); llya Frolov y col., Alphavirus-Based Expression Vectors: Strategies and Applications, 93 (21) Proc. National
Acad. Sci. E.E.U.U. 11371 - 11377 (1996); Roland Wolkowicz y col., Lentiviral Vectors for the Delivery of DNA into
Mammalian Cells, 246 Methods Mol. Biol. 391-411 (2004); A. Huser & C. Hofmann, Baculovirus Vectors: Novel
Mammalian Cell Gene-Delivery Vehicles and Their Applications, 3(1) Am. J. Pharmacogenomics 53-63 (2003);
Tiziana Tonini y col., Transient Production of Retroviral- and Lentiviral-Based Vectors for the Transduction of
Mammalian Cells, 285 Methods Mol. Biol. 141-148 (2004); Manfred Gossen & Hermann Bujard, Tight Control of
Gene Expression in Eukaryotic Cells by Tetracycline-Responsive Promoters patente de E.E.U.U N° 5. 464.758;
Hermann Bujard & Manfred Gossen, Methods for Regulating Gene Expression, patente de E.E.U.U N° 5.814.618;
David S. Hogness, Polynucleotides Encoding Insect Steroid Hormone Receptor Polypeptides and Cells Transformed
With Same, patente de E.E.U.U N° 5514.578; David S. Hogness, Polynucleotide Encoding Insect Ecdysone
Receptor, Patente de los E.E.U.U. 6.245.531; Elisabetta Vegeto y col., Progesterone Receptor Having C. Terminal
Hormone Binding Domain Truncations, patente de E.E.U.U N° 5.364.791; Elisabetta Vegeto y col., Mutated Steroid
Hormone Receptors, Methods for Their Use and Molecular Switch for Gene Therapy, patente de E.E.U.U N°
5.874.534. Dichos métodos de administracion mediados por virus pueden prepararse mediante los procedimientos
estandar y estan disponibles en el mercado, véase, por ejemplo, el sistema de expresion Adenoviral ViraPower™
(Invitrogen, Inc., Carlsbad, CA) y el manual de instrucciones del sistema de expresion adenoviral ViraPower ™ 25 -
0543 version A, Invitrogen, Inc., (15 de julio de 2002); y el sistema vectorial adenoviral AdEasy™ (Stratagene, Inc.,
La Jolla, CA) y el manual de instrucciones del sistema vectorial adenoviral AdEasy ™ 064004f, Stratagene, Inc.
Ademas, dichos sistemas de vectores virales puede prepararse mediante métodos estandar y estan disponibles en
el mercado, véase, por ejemplo, los sistemas de expresion génica BD ™ Tet - Off y Tet - On (BD Biosciences -
Clonetech, Palo Alto, CA) y el manual del usuario de los sistemas de expresion génica BD ™ Tet - Off y Tet - On,
PT3001 - 1, BD Biosciences Clonetech, (Mar. 2003), el sistema GeneSwitch ™ (Invitrogen, Inc., Carlsbad, CA) y el
sistema de expresion regulado por mifepristona GeneSwitch™ System A para las células de mamiferos, version D,
25 - 0313, Invitrogen, Inc., (04 de noviembre de 2002); El sistema de expresion lentiviral ViraPower ™ (Invitrogen,
Inc., Carlsbad, CA) y el manual de instrucciones del sistema de expresion lentiviral ViraPower ™ 25 - 0501 version
E, Invitrogen, Inc., (08 de diciembre de 2003); y el sistema de expresion en mamifero inducible retroviral Complet
Control ® (Stratagene, La Jolla, California) y el manual de instrucciones del sistema de expresion en mamifero
inducible retroviral Complete Control ®, 064005e.

De este modo, en una realizacién, células de una linea celular establecida susceptible a actividad endopeptidasa
redirigida transitoriamente contienen una molécula polinucleotidica que codifica un componente necesario para que
las células experimenten el mecanismo celular en general por el que una endopeptidasa redirigida escinde
proteoliticamente un sustrato de SNAP-25. En otra realizacién, células de una linea celular establecida susceptible a
actividad endopeptidasa redirigida transitoriamente contienen una molécula polinucleotidica que codifica una
pluralidad de componentes necesarios para que las células experimenten el mecanismo celular en general por el
que una endopeptidasa redirigida escinde proteoliticamente un sustrato de SNAP-25. En aspectos de esta
realizacion, células de una linea celular establecida susceptible a actividad endopeptidasa redirigida transitoriamente
contienen una molécula polinucleotidica que codifica ORL1, DOR, KOR, MOR o SNAP-25. En aspectos de esta
realizacion, las células de una linea celular establecida susceptible a actividad endopeptidasa redirigida
transitoriamente contienen la molécula polinucleotidica de la SEQ ID NO: 61 o la SEQ ID NO: 62 que codifica ORL1.
En otros aspectos de esta realizacion, las células de una linea celular establecida susceptible a actividad
endopeptidasa redirigida transitoriamente contienen la molécula polinucleotidica de la SEQ ID NO: 63 o la SEQ ID
NO: 64 que codifican DOR En otros aspectos de esta realizacion, las células de una linea celular establecida
susceptible a actividad endopeptidasa redirigida transitoriamente contienen la molécula polinucleotidica de la SEQ
ID NO: 65 o la SEQ ID NO: 66 que codifican KOR. En otros aspectos mas de esta realizacion, las células de una
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linea celular establecida susceptible a actividad endopeptidasa redirigida transitoriamente contienen la molécula
polinucleotidica de la SEQ ID NO: 67 que codifica MOR.

En otros aspectos de esta realizacion, las células de una linea celular establecida susceptible a actividad
endopeptidasa redirigida transitoriamente contienen la molécula polinucleotidica de la SEQ ID NO: 141, la SEQ ID
NO: 142 o la SEQ ID NO: 143 que codifica el receptor de galanina 1. En otros aspectos de esta realizacion, las
células de una linea celular establecida susceptible a actividad endopeptidasa redirigida transitoriamente contienen
la molécula polinucleotidica de la SEQ ID NO: 144 que codifica el receptor de galanina 2. En otros aspectos mas de
esta realizacion, las células de una linea celular establecida susceptible a actividad endopeptidasa redirigida
transitoriamente contienen la molécula polinucleotidica de la SEQ ID NO: 145 que codifica el receptor de galanina 3.
En otros aspectos de esta realizacion, las células de una linea celular establecida susceptible a actividad
endopeptidasa redirigida transitoriamente contienen la molécula polinucleotidica de la SEQ ID NO: 68 o la SEQ ID
NO: 69 que codifica SNAP-25.

En ofra realizacion, células de una linea celular establecida susceptible a actividad endopeptidasa redirigida
contienen de forma estable una molécula polinucleotidica que codifica un componente necesario para que las
células experimenten el mecanismo celular global por el que una endopeptidasa redirigida escinde proteoliticamente
un sustrato de SNAP-25. En otra realizaciéon, células de una linea celular establecida susceptible a actividad
endopeptidasa redirigida contienen de forma una molécula polinucleotidica que codifica una pluralidad de
componentes necesarios para que las células experimenten el mecanismo celular global por el que una
endopeptidasa redirigida escinde proteoliticamente un sustrato de SNAP-25. En aspectos de esta realizacion,
células de una linea celular establecida susceptible a actividad endopeptidasa redirigida contienen de forma estable
una molécula polinucleotidica que codifica ORL1, DOR, KOR, MOR o SNAP-25. En aspectos de esta realizacion, las
células de una linea celular establecida susceptible a actividad endopeptidasa redirigida contienen de forma estable
la molécula polinucleotidica de la SEQ ID NO: 61 o la SEQ ID NO: 62 que codifica ORL1. En otros aspectos de esta
realizacion, las células de una linea celular establecida susceptible a la actividad endopeptidasa redirigida contienen
de forma estable la molécula polinucleotidica de la SEQ ID NO: 63 o la SEQ ID NO: 64 que codifica DOR. En otros
aspectos de esta realizacion, las células de una linea celular establecida susceptible a actividad endopeptidasa
redirigida contienen de forma estable la molécula polinucleotidica de la SEQ ID NO: 65 o la SEQ ID NO: 66 que
codifica KOR. En otros aspectos mas de esta realizacién, las células de una linea celular establecida susceptible a
actividad endopeptidasa redirigida contienen de forma estable la molécula polinucleotidica de la SEQ ID NO: 67 que
codifica MOR.

En otros aspectos de esta realizacion, las células de una linea celular establecida susceptible a actividad
endopeptidasa redirigida contienen de forma estable la molécula polinuclectidica de la SEQ ID NO: 141, la SEQ ID
NO: 142 o la SEQ ID NO: 143 que codifica el receptor de galanina 1. En otros aspectos de esta realizacion, las
células de una linea celular establecida susceptible a actividad endopeptidasa redirigida contienen de forma estable
la molécula polinucleotidica de la SEQ ID NO: 144 que codifica el receptor de galanina 2. En otros aspectos de esta
realizacion, las células de una linea celular establecida susceptible a actividad endopeptidasa redirigida contienen de
forma estable la molécula polinucleotidica de la SEQ ID NO: 145 que codifica el receptor de galanina 3. En otros
aspectos de esta realizacion, las células de una linea celular establecida susceptible a actividad endopeptidasa
redirigida contienen de forma estable la molécula polinucleotidica de la SEQ ID NO: 68 o la SEQ ID NO: 69 que
codifica SNAP-25.

Tal como se mencioné anteriormente, un componente exdgeno necesario para que las células experimenten el
mecanismo celular global por el que una endopeptidasa redirigida escinde proteoliticamente un sustrato de SNAP-
25, tales como, por ejemplo, un SNAP-25, un ORL1, un DOR, un KOR, un MOR, un receptor de galanina 1, un
receptor de galanina 2 o un receptor de galanina 3, desvelado en la presente memoria descriptiva puede introducirse
en una célula. Cualquier método util para introducir dicho componente exdégeno con un agente de administracion a
una poblacién celular puede ser Util con la salvedad de que este método introduce transitoriamente el componente
exogeno desvelado en la presente memoria descriptiva en como minimo el 50% de las células dentro de una
poblacién celular dada. De este modo, aspectos de esta realizacion pueden incluir una poblacién celular en la cual,
por ejemplo, como minimo el 50%, como minimo el 60%, como minimo el 70%, como minimo el 80% o como minimo
el 90% de la poblacidon celular dada transitoriamente contiene un componente exdgeno necesario para que las
células experimenten el mecanismo celular global por el que una endopeptidasa redirigida escinde proteoliticamente
un sustrato de SNAP-25, tal como, por ejemplo, un SNAP-25, un ORL1, un DOR, un KOR, un MOR, un receptor de
galanina 1, un receptor de galanina 2 o un receptor de galanina 3, desvelado en la presente memoria descriptiva. Tal
como se utiliza en el presente documento, la expresién “agente de administracion” se refiere a cualquier molécula
que permite o favorece la interiorizaciéon de un unido covalentemente, unido no covalentemente o unido de cualquier
otra manera con un polipéptido en una célula. Por lo tanto, La expresion “agente de administracion” incluye, sin
limitaciéon, las proteinas, péptidos, peptidomiméticos, pequefias moléculas, las moléculas polinucleotidicas,
liposomas, lipidos, virus, retrovirus y células que, sin limitacién, transportan una molécula enlazada covalente o no
covalentemente a la membrana de la célula, el citoplasma de las células o el nlucleo. Ademas, se entiende que la
expresion “agente de administracion” abarca las moléculas que son internalizadas por cualquier mecanismo,
incluyendo agentes de administracién que funcionan mediante endocitosis mediada por receptores y aquellas que
son independientes de endocitosis mediada por receptores.
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Un agente de administracion también puede ser un agente que permite o mejora la captacion celular de un
componente enlazado covalentemente, como SNAP-25, ORL1, DOR, KOR, MOR, receptor de galanina 1, receptor
de galanina 2 o receptor de galanina 3, tales como: por ejemplo, por conjugacion quimica o por proteinas de fusion
producidas genéticamente. Métodos que enlazan covalentemente agentes de administracion y métodos de
utilizacion de tales agentes se describen en, por ejemplo, Steven F. Dowdy, Protein Transduction System and
Methods of Use Thereof, Publicacion internacional No WO 00/34308; Gerard Chassaing & Alain Prochiantz, Peptides
which can be Used as Vectors for the Intracellular Addressing of Active Molecules, patente de E.E.U.U. n° 6.080.724;
Alan Frankel y col., Fusion Protein Comprising TAT-derived Transport Moiert, patente de E.E.U.U. n°® 5.674.980; Alan
Frankel y col., TAT-derived Transport Polypeptide Conjugates, patente de E.E.U.U. n° 5.747.641; Alan Frankel y col.,
TAT-derived Transport Polypeptides and Fusion Proteins, patente de E.E.U.U. n° 5.804.604; Peter F. J. O'Hare y
col., Use of Transport Proteins patente de E.E.U.U. n® 6.734.167; Yao-Zhong Lin & Jack J. Hawiger, Method for
Importing Biologically Active Molecules into Cells, patente de E.E.U.U. n° 5.807.746; Yao-Zhong Lin & Jack J.
Hawiger, Method for Importing Biologically Active Molecules into Cells, patente de E.E.U.U. n® 6.043.339; Yao-Zhong
Lin y col., Sequence and Method for Genetic Engineering of Proteins with Cell Membrane Translocating Activity,
patente de E.E.U.U. n°® 6.248.558; Yao-Zhong Lin y col., Sequence and Method for Genetic Engineering of Proteins
with Cell Membrane Translocating Activity, patente de E.E.U.U. n® 6.432.680; Jack J. Hawiger y col., Method for
Importing Biologically Active Molecules into Cells, patente de E.E.U.U. n® 6.495.518; Yao-Zhong Lin y col., Sequence
and Method for Genetic Engineering of Proteins with Cell Membrane Translocating Activity patente de E.E.U.U. n°®
6.780.843; Jonathan B. Rothbard & A Paul Wender, Method and Composition for Enhancing Transport Across
Biological Membranes, patente de E.E.U.U. n° 6.306.993; Jonathan B. Rothbard & A Paul Wender, Method and
Composition for Enhancing Transport Across Biological Membranes, patente de E.E.U.U. n°® 6.495.663; y Pamela B.
Davis y col., Fusion Proteins for Protein Delivery, N° de patente US 6.287.817.

Un agente de administracion también puede ser un agente que permite o mejora la captacion celular de un
componente no covalentemente asociado, como SNAP-25, ORL1, DOR, KOR, MOR, receptor de galanina 1,
receptor de galanina 2 o receptor de galanina 3. Métodos que funcionan en ausencia de enlace covalente y métodos
de utilizaciéon de tales agentes se describen en, por ejemplo, Gilles Divita y col, Peptide-Mediated Transfection
Agents and Methods of Use, patente de E.E.U.U. n° 6.841.535; Philip L Felgner y Olivier Zelphati, Intracellular
Protein Delivery Compositions and Methods of Use, Publicaciéon de patente de Estados Unidos N° 2003/0008813; y
Michael Karas, Intracellular Delivery of Small Molecules, Proteins and Nucleic Acids, Publicacion de patente de
E.E.U.U. 2004/0209797. Tales agentes de administracion peptidicos pueden ser preparados y utilizados mediante
los métodos estandar y estan disponibles en el mercado, véase, por ejemplo el reactivo CHARIOT™ (Active Motif,
Carlsbad, CA); Reactivo BIO-PORTER ® (Gene Therapy Systems, Inc., San Diego, CA), reactivo de administracion
proteico BIO TREK ™ (Stratagene, La Jolla, California) y reactivo de transfeccién de proteinas PROJECT ™ (Pierce
Biotechnology Inc., Rockford, IL).

Aspectos de la presente divulgacion constituyen, en parte, una muestra que comprende una endopeptidasa
redirigida. Tal como se utiliza en el presente documento, el término “muestra que comprende una endopeptidasa
redirigida” se refiere a cualquier materia biolégica que contiene o potencialmente contiene una endopeptidasa
redirigida activa. Una variedad de muestras puede ensayarse segin un método establecido en la presente memoria
descriptiva incluyendo, sin limitacion, endopeptidasa redirigida purificada, parcialmente purificada o no purificada;
endopeptidasa redirigida de cadena Unica recombinante o de doble cadena con una secuencia de origen natural o
de origen no natural; endopeptidasa redirigida recombinante con una especificidad de proteasa modificada;
endopeptidasa redirigida recombinante con una especificidad celular alterada; endopeptidasa redirigida a granel; un
producto de endopeptidasa redirigida formulado; y las células o lisados celulares impuros, fraccionados o
parcialmente purificados de por ejemplo, bacterias, levaduras, insectos o fuentes mamiferas; sangre, plasma o
suero; alimentos crudos, parcialmente cocinados, cocinados o procesados; bebidas; alimentos para animales;
muestras de suelo; muestras de agua; sedimentos de estanque; lociones; cosméticos; y formulaciones clinicas. Se
entiende que el término la muestra abarca muestras de tejido, incluyendo, sin limitacién, muestras de tejidos de
mamiferos, las muestras de tejido de animales como ovejas, muestras de tejido de vaca y cerdo; muestras de tejido
de primates; y muestras de tejido humano. Dichas muestras comprenden, sin limitacién, muestras intestinales tales
como muestras intestinales infantiles, y muestras de tejido obtenidas de una herida. Como ejemplos no limitantes, un
método para detectar cantidades picomolares de actividad endopeptidasa redirigida puede ser Util para determinar la
presencia o actividad de la endopeptidasa redirigida en una muestra de comida o bebida; ensayar una muestra de
un humano o animal, por ejemplo, expuesta a una endopeptidasa redirigida o que tiene uno o mas sintomas de
botulismo; para seguir la actividad durante la produccién y purificacion de endopeptidasa redirigida a granel; ensayar
un producto de endopeptidasa redirigida formulado utilizado en aplicaciones farmacéuticas o cosméticos; o ensayar
un suero sanguineo del sujeto para la presencia o ausencia de anticuerpos a-endopeptidasa redirigida
neutralizantes.

Por lo tanto, en una realizacion, una muestra que comprende una endopeptidasa redirigida es una muestra que
comprende cualquier cantidad de endopeptidasa redirigida. En aspectos de esta realizacion, una muestra que
comprende una endopeptidasa redirigida comprende aproximadamente 100 ng o menos, aproximadamente 10 ng o
menos, aproximadamente 1 ng o menos, aproximadamente 100 pg o menos, aproximadamente 10 pg o menos o
aproximadamente 1 pg o menos de una endopeptidasa redirigida. En otros aspectos de esta realizaciéon, una
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muestra que comprende una endopeptidasa redirigida comprende aproximadamente 1 mM o menos,
aproximadamente 100 nM o menos, aproximadamente 10 nM o menos, aproximadamente 1 nM o menos,
aproximadamente 100 nM o menos, aproximadamente 10 nM o menos, aproximadamente 1 nM o menos de una
endopeptidasa redirigida.

Aspectos de la presente divulgacion constituyen, en parte, aislar de la célula tratada un componente de SNAP-25
que comprende un SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P¢ del enlace escindible del sitio de
escision de BoNT/A. Tal como se utiliza en el presente documento, la expresién “componente de SNAP-25 que
comprende un SNAP-25 tiene un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escisiéon de
BoNT/A” se refiere a un componente celular que contiene el producto de escision de SNAP-25. Se prevé que
cualquier método conveniente para enriquecer o aislar a un componente de SNAP-25 pueda ser til, incluyendo, sin
limitacién, protocolos de lisis celular, protocolos de purificacién en columna, inmunoprecipitacién, purificacion por
afinidad y cromatografia de proteinas.

Aspectos de la presente divulgacion comprenden, en parte, un anticuerpo a-SNAP-25 enlazado a un soporte de fase
sélida. Tal como se utiliza en el presente documento, el término “soporte de fase sélida” es sinénimo de “fase sélida”
y se refiere a cualquier matriz que puede utilizarse para inmovilizar a un anticuerpo a-SNAP-25 desvelado en la
presente memoria descriptiva. Ejemplos no limitantes de soportes de fase solida incluyen, por ejemplo, un tubo; una
placa; una columna; clavijas o “tiras reactivas”; una particula magnética, una perla u otros medios cromatograficos
esféricos o fibrosos, como, por ejemplo, agarosa, sefarosa, silice y plastico; y las laminas o membranas, tales como,
por ejemplo, nitrocelulosa y fluoruro de polivinilideno (PVDF). El soporte de fase sodlida puede ser construido
utilizando una amplia variedad de materiales tales como: por ejemplo, vidrio, carbono, poliestireno, cloruro de
polivinilo, polipropileno, polietileno, dextrano, nylon, diazocelulosa o almiddn. El soporte de fase sélida seleccionado
puede tener una propiedad fisica que hace que sea facilmente separable de material soluble o no unido y
generalmente permite que los materiales no unidos, tales como: por ejemplo, el exceso de reactivos, subproductos
de la reaccion o disolventes, se separaren o se retiren de otra forma (mediante, por ejemplo, lavado, filtracion,
centrifugacion, etc.) del componente de ensayo unido al soporte de fase sdlida. Ejemplos no limitantes de como
realizar y utilizar un soporte de fase sdlida se describen en, por ejemplo, Molecular Cloning, a Laboratory Manual,
supra, (2001); y Current Protocols in Molecular Biology, supra, (2004).

Aspectos de la presente divulgacion que incluyen realizaciones de la invencién definida por las reivindicaciones
comprenden, en parte, detectar la presencia de un complejo antigeno-anticuerpo que comprende un anticuerpo a-
SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P4 del
enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A y un producto de escisién de SNAP-25 con un extremo carboxilo
en el residuo P4 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A. Se prevé que pueda utilizarse cualquier
sistema de deteccion para poner en practica los aspectos de este método basado en inmunologia desvelado, con la
salvedad de que la relacion sefial a ruido puede distinguir de manera estadisticamente significativa la sefal del
complejo antigeno-anticuerpo de la sefial de fondo. Ejemplos no limitantes de sistemas de deteccién de base
inmunoldgica incluyen el analisis de inmunoblot, como transferencia de Western y dot-Blot, analisis de
inmunoprecipitacion, analisis de ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA) y ELISA en sandwich. La
deteccion de la sefial puede lograrse mediante autorradiografia con imaginologia o fosforimaginologia (AU),
quimioluminiscencia (CL), electroquimioluminiscencia (ECL), bioluminiscencia (BL), fluorescencia, transferencia de
energia de resonancia, polarizacion en plano, colorimétrica o por citometria de flujo (FC). Descripciones de sistemas
de deteccion de base inmunoldgica se desvelan por ejemplo, en Michael M.Rauhut, Chemiluminescence, en Kirk-
Othmer Concise Encyclopedia of Chemical Technology (Ed. Grayson, 32 ed., John Wiley and Sons, 1985); A. W.
caballero, A Review of Recent Trends in Analytical Applications of Electrogenerated Chemiluminescence, Trends
Anal. Chem 18: 47-62 (1999); K Fahnrich. A., y col., Recent Applications of Electrogenerated Chemiluminescence in
Chemical Analysis, Talanta 54(4): 531-559 (2001); Commonly Used Techniques in Molecular Cloning, pags. A8.1-
A8-55 (Sambrook & Russell, eds., Molecular Cloning a Laboratory Manual, Vol. 3, 32 ed. 2001); Detection Systems,
pags. A9.1-A9-49 (Sambrook & Russell, eds., Vol. 3, Molecular Cloning a Laboratory Manual 32 ed. 2001);
Electrogenerated Chemiluminescence, (Ed. Allen J. Bard, Marcel Dekker, Inc., 2004).

Un ELISA en sandwich (o inmunoensayo en sandwich) es un método basado en dos anticuerpos, que se unen a
diferentes epitopos en el antigeno. Un anticuerpo de captura que tiene una elevada especificidad de union por el
antigeno de interés, esta unido a una superficie sélida. El antigeno se afiade a continuacion seguido por la adicion
de un segundo anticuerpo conocido como el anticuerpo de deteccién. El anticuerpo de deteccion se une al antigeno
en un epitopo diferente que el anticuerpo de captura. El antigeno, por lo tanto, es ‘emparedado’ entre los dos
anticuerpos. La afinidad de unién del anticuerpo por el antigeno suele ser el principal determinante de la sensibilidad
del inmunoensayo. A medida que aumenta la concentracion de antigeno, aumenta la cantidad de anticuerpo de
deteccion conduciendo a una mayor respuesta medida. Para cuantificar el grado de union, pueden utilizarse
diferentes sistemas informadores, tales como, por ejemplo, una enzima unida al anticuerpo secundario y un sustrato
informador donde la reaccion enzimatica constituye una lectura como la sefial de deteccion. La sefial generada es
proporcional a la cantidad de antigeno diana presente en la muestra. El sustrato informador utilizado para medir el
evento de unién determina el modo de deteccién. Un lector de placas espectrofotométrico se utiliza para la deteccion
colorimétrica. Se han desarrollado sustratos quimioluminiscentes y electroquimioluminiscentes que amplifican
adicionalmente la sefial y pueden leerse en un lector luminiscente. El informador también puede ser una lectura
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fluorescente donde la etapa enzimatica del ensayo se sustituye por un fluoréforo y la lectura se mide a continuacion
mediante un lector fluorescente. Los reactivos y protocolos necesarios para llevar a cabo un ELISA en sandwich con
ECL estan disponibles en el mercado, incluyendo, sin excepcion, la plataforma de deteccion MSD sandwich ELISA-
ECL (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD).

Asi, en una realizacién de acuerdo con la invencion definida en las reivindicaciones, detectar la presencia de un
complejo antigeno-anticuerpo que comprende un anticuerpo a-SNAP-25 que se une selectivamente a un epitopo de
SNAP-25 tiene un extremo carboxilo en el residuo P4 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A y un
producto de escision de SNAP-25 con un extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de
escision de BoNT/A puede realizarse mediante un analisis inmunoblot, un andlisis de la inmunoprecipitaciéon, un
ELISA o un ELISA en sandwich. En aspectos de esta realizacion, la deteccion se realiza utilizando un analisis
inmunoblot AU, CL, ECL, o BL, un analisis de inmunoprecipitaciéon AU, CL, ECL, BL, o FC, un ELISA AU, CL, ECL,
BL, o FC o un ELISA en sandwich, AU, CL, ECL, BL o FC.

Aspectos de la presente divulgacion pueden ponerse en practica de manera singleplex o multiplex. Un método
basado en inmunologia de detecciéon de actividad endopeptidasa redirigida practicado de manera singleplex es uno
que solo detecta la presencia de un complejo antigeno-anticuerpo que comprende un anticuerpo a-SNAP-25 y un
producto de escision de SNAP-25 con un extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de
escision de BoNT/A. Un método basado en inmunologia de deteccion de actividad endopeptidasa redirigida
practicado de manera multiplex es uno que detecta de forma concurrente la presencia de dos o mas complejos
antigeno-anticuerpo; uno de los cuales es el complejo anticuerpo-antigeno que comprende un anticuerpo a-SNAP-
25 y un producto de escision de SNAP-25 con un extremo carboxilo en el residuo P4 del enlace escindible del sitio de
escision de BoNT/A; y el otro(s) de los cuales es el complejo antigeno-anticuerpo a una segunda, tercera, cuarta,
etc., diferente proteina. Puede utilizarse una segunda proteina, por ejemplo, como control interno para minimizar la
variabilidad de muestra a muestra normalizando la cantidad del complejo antigeno-anticuerpo o-SNAP-25/SNAP-25
detectada respecto a la cantidad de complejo antigeno-anticuerpo detectado para la segunda proteina. Como tal, la
segunda proteina generalmente es una que es expresada consistentemente por la célula, tal como una proteina
constitutiva. Los ejemplos no limitantes de una segunda dutil, incluyen, por ejemplo, una gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), sintaxina, citoquinas. Se describen los métodos de realizacion de un ensayo basado en
inmunologia en un modo multiplex por ejemplo, en U. B. Nielsen y B. H. Geierstanger, Multiplexed Sandwich Assays
in Microarray Format, J. Immunol. Methods. 290 (1 - 2): 107-120 2004); R. Barry y M, Soloviev, Quantitative Protein
Profiling using Antibody Arrays, Proteomics, 4 (12): 3717-3726 (2004); M. M. Ling y col., Multiplexing Molecular
Diagnostics and Immunoassays using Emerging Microarray Technologies, Expert Rev Mol Diagn. 7 (1): 87 - 98
(2007); S. X. Leng y col., ELISA and Multiplex Technologies for Cytokine Measurement in Inflammation and Aging
Research, J Gerontol A Biol Sci Med Sci. 63 (8): 879 - 884 (2008).

Asi, en una realizacién, un método basado en inmunologia de deteccién de actividad endopeptidasa redirigida
practicado de manera singleplex sélo detecta la presencia de un complejo antigeno-anticuerpo que comprende un
anticuerpo a-SNAP-25 y un producto de escision de SNAP-25 con un extremo carboxilo en el residuo P4 del enlace
escindible del sitio de escision de BoNT/A. En otra realizacion, un método basado en inmunologia de deteccion de
actividad endopeptidasa redirigida practicado de manera multiplex detectando de forma concurrente la presencia de
un complejo antigeno-anticuerpo que comprende un anticuerpo a-SNAP-25 y un producto de escision de SNAP-25
con un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A y como minimo otro
complejo antigeno-anticuerpo para una proteina diferente de SNAP-25, como, por ejemplo, GAPDH o sintaxina.

Aspectos de la presente divulgacion, en parte, proporcionan un método para determinar inmunorresistencia a
endopeptidasa redirigida. Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion “inmunorresistencia a
endopeptidasa redirigida” significa un mamifero que no responde plenamente a una terapia con endopeptidasa
redirigida, o muestra un reducido efecto beneficioso de una terapia con endopeptidasa redirigida debido a que la
respuesta inmunitaria de ese mamifero, directa o indirectamente, reduce la eficacia de la terapia. Un ejemplo no
limitante de eficacia reducida seria la presencia en un mamifero de como minimo un anticuerpo de neutralizante o-
endopeptidasa redirigida que se une a endopeptidasa redirigida de una manera que reduce o evita la especificidad o
actividad de la endopeptidasa redirigida . Tal como se utiliza en el presente documento, el término “terapia con
endopeptidasa redirigida” significa un tratamiento, remedio, cura, curacion, rehabilitacion o cualquier otro medio de
contrarrestar algo indeseable en un mamifero que requiere neuromodulacién utilizando endopeptidasa redirigida o
administrando a un mamifero una o mas dosis controladas de un medicamento, preparacién o mezcla de
endopeptidasa redirigida que tiene un efecto medicinal, terapéutico, curativo, cosmético, correctivo o cualquier otro
efecto beneficioso. La terapia con endopeptidasa redirigida abarca, sin limitacion, la utilizacion de cualquier
fragmento de la misma de origen natural o modificado, en cualquier formulacién, combinado con cualquier portador o
ingrediente activo y administrado mediante cualquier via de administracion.

Aspectos de la presente divulgacion proporcionan, en parte, una muestra de ensayo obtenida de un mamifero que
esta siendo ensayado para la presencia o ausencia de anticuerpos neutralizantes a-endopeptidasa redirigida. Tal
como se utiliza en el presente documento, el término “muestra” se refiere a cualquier materia bioldgica que contiene
o potencialmente contiene como minimo una anticuerpo a-endopeptidasa redirigida. Un anticuerpo a-endopeptidasa
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redirigida puede ser un anticuerpo neutralizante a-endopeptidasa redirigida o un anticuerpo no neutralizante o-
endopeptidasa redirigida. Tal como se utiliza en el presente documento, el término “anticuerpos neutralizantes o-
endopeptidasa redirigida” significa cualquier anticuerpo a-endopeptidasa redirigida que, en condiciones fisioldgicas,
se une a una region de una endopeptidasa redirigida de tal manera que reduzca o prevenga que la endopeptidasa
redirigida ejerza su efecto en una terapia con endopeptidasa redirigida. Tal como se utiliza en el presente
documento, el término “anticuerpos no neutralizantes a-endopeptidasa redirigida” significa cualquier anticuerpo a-
endopeptidasa redirigida que, en condiciones fisiologicas, se une a una regién de un endopeptidasa redirigida, pero
no impide que la endopeptidasa redirigida ejerza su efecto en una terapia con endopeptidasa redirigida. Se prevé
que se puedan utilizar todas y cada una de las muestras que pueden contener anticuerpos a-endopeptidasa
redirigida en este método, incluyendo, sin limitacién, sangre, plasma, suero y fluido linfatico. Ademas, todos y cada
uno de los organismos capaces de generar anticuerpos a-endopeptidasa redirigida contra una endopeptidasa
redirigida pueden servir como una fuente para una muestra que incluye, aunque sin limitarse a, aves y mamiferos,
como ratones, ratas, cabras, ovejas, caballos, burros, vacas, primates y seres humanos. Se describen ejemplos no
limitantes de protocolos especificos para la recogida de sangre y la preparacion de suero en, por ejemplo, Marjorie
Schaub Di Lorenzo & Susan King Strasinger, BLOOD COLLECTION IN HEALTHCARE (F.A. Davis Company, 2001);
y Diana Garza & Kathleen Becan-McBride, PHLEBOTOMY HANDBOOK: BLOOD COLLECTION ESSENTIALS
(Prentice Hall, 6a ed., 2002). Estos protocolos son procedimientos de rutina bien al alcance de un experto en la
materia y de la ensefianza en el presente documento. Una muestra de ensayo puede obtenerse de un organismo
antes de la exposicion a una endopeptidasa redirigida, después de un unico tratamiento con endopeptidasa
redirigida, después de multiples tratamientos con endopeptidasa redirigida, antes del inicio de la resistencia a la
terapia con endopeptidasa redirigida o después de la aparicion de resistencia a la terapia con endopeptidasa
redirigida.

Aspectos de la presente divulgacion proporcionan, en parte, una muestra de control. Tal como se utiliza en el
presente documento, la expresion “muestra de control” significa cualquier muestra en la que la presencia o ausencia
de la muestra de ensayo es conocida e incluye muestras de control tanto positivo como negativo. Con respecto a
anticuerpos neutralizantes a-endopeptidasa redirigida, una muestra de control negativo puede ser obtenida de un
individuo que nunca habia sido expuesto a endopeptidasa redirigida y puede incluir, sin limitaciéon, una muestra del
mismo individuo que suministra la muestra de ensayo, pero tomada antes de someterse a una terapia con
endopeptidasa redirigida; una muestra tomada de un individuo diferente que nunca ha sido expuesto a
endopeptidasa redirigida; una muestras reunida tomada de una pluralidad de individuos diferentes nunca expuestos
a BoNT/A. Con respecto a anticuerpos neutralizantes a-endopeptidasa redirigida, una muestra de control positivo
puede obtenerse de un individual que manifiesta inmunorresistencia a endopeptidasa redirigida e incluye, sin
limitacion, individuo que da positivo en un ensayo de pruebas basadas en pacientes; individuo que da positivo en un
bioensayo in vivo; e individuo que muestra hiperinmunidad, por ejemplo, un individuo vacunado contra
endopeptidasa redirigida.

Ademas esta previsto que los anticuerpos a-endopeptidasa redirigida pueden ser purificados de una muestra. Los
anticuerpos a-endopeptidasa redirigida pueden ser purificados de una muestra, utilizando diversos procedimientos
incluyendo, sin limitacion, cromatografia de proteinas A/G y cromatografia por afinidad. Se describen ejemplos no
limitantes de protocolos especificos para purificar anticuerpos de una muestra en, por ejemplo, ANTIBODIES: A
LABORATORY MANUAL (Edward Harlow & David Lane, eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 22 ed. 1998);
USING ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL: PORTABLE PROTOCOL NO. | (Edward Harlow & David Lane,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1998); y MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL, supra, (2001).
Ademas, ejemplos no limitantes de métodos de purificacion de anticuerpos, asi como reactivos bien caracterizados,
condiciones y protocolos estan disponibles de proveedores comerciales que incluyen, sin limitacion, Pierce
Biotechnology, Inc., Rockford, IL; y Zymed Laboratories, Inc., South San Francisco, CA. Estos protocolos son
procedimientos de rutina al alcance de un experto en la materia.

Asi, en una realizaciéon, una muestra comprende sangre. En el aspecto de esta realizacion, la muestra comprende
sangre de raton, sangre de rata, sangre de cabra, sangre de oveja, sangre de caballo, sangre de burro, sangre de
vaca, sangre de primate o sangre humana. En otra realizaciéon, una muestra comprende plasma. En un aspecto de
esta realizacion, una muestra de ensayo comprende plasma del ratén, plasma de rata, plasma de cabra, plasma de
oveja, plasma de caballo, plasma de burro, plasma de vaca, plasma de primate o plasma humano. En otra
realizacién, una muestra comprende suero. En un aspecto de esta realizacién, la muestra comprende suero de
raton, suero de rata, suero de cabra, suero de oveja, suero de caballo, suero de burro, suero de vaca, suero de
primate y suero humano. En otra realizacion, una muestra comprende liquido linfatico. En el aspecto de esta
realizacién, una muestra comprende liquido linfatico de ratén, liquido linfatico de rata, liquido linfatico de cabra,
liquido linfatico de oveja, liquido linfatico de caballo, liquido linfatico de burro, liquido linfatico de vaca, liquido
linfatico de primate o liquido linfatico humano. En otra realizaciéon, una muestra es una muestra de ensayo. En otra
realizacion, una muestra es una muestra de control. En aspectos de esta realizacién, una muestra de control es una
muestra de control negativo o una muestra de control positivo.

Aspectos de la divulgacion actual proporcionan, en parte, comparacion de la cantidad de SNAP-25 que tiene un
extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A detectada en la etapa (d)
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con la cantidad de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P1 de la enlace escindible del sitio de
escision de BoNT/A detectada en la etapa (e). En una realizacion, la cantidad de producto de escisiéon de SNAP-25
en la muestra es mayor en comparacion con la cantidad de producto de escision de SNAP-25 en la muestra de
control. En un aspecto de esta realizacion, una mayor cantidad de producto de escision de SNAP-25 en la muestra
en comparaciéon con una muestra de control positivo indica una reduccién o falta de inmunorresistencia a
endopeptidasa redirigida en el mamifero. En otro aspecto de esta realizacion, una cantidad equivalente de producto
de escision de SNAP-25 en la muestra en comparaciéon con una muestra de control negativo indica una reduccion o
falta de inmunorresistencia a endopeptidasa redirigida en el mamifero. En otra realizacién, la cantidad de producto
de escisién de SNAP-25 en la muestra es menor en comparacion con la cantidad de producto de escision de SNAP-
25 en la muestra de control. En un aspecto de esta realizacién, una cantidad equivalente o inferior del producto de
escision de SNAP-25 en la muestra en comparacién con una muestra de control positivo indica un aumento o
presencia de inmunorresistencia a endopeptidasa redirigida en el mamifero. En otro aspecto de esta realizacion, una
menor cantidad de producto de escision de SNAP-25 en la muestra en comparaciéon con una muestra de control
negativo indica un aumento o presencia de inmunorresistencia a endopeptidasa redirigida en el mamifero.

Se prevé que todas y cada una de las condiciones de ensayo convenientes para detectar la presencia de un
anticuerpo neutralizante aendopeptidasa redirigida en una muestra sean utiles en los métodos desvelados en la
presente memoria descriptiva, tales como, por ejemplo, condiciones de ensayo lineales y condiciones de ensayo no
lineales. En una realizacion, las condiciones de ensayo son lineales. En un aspecto de esta realizacion, la cantidad
de ensayo de una endopeptidasa redirigida esta en exceso. En otro aspecto de esta realizacion, la cantidad de
ensayo de una endopeptidasa redirigida es limitante de la velocidad. En otro aspecto de esta realizacion, la cantidad
de ensayo de una muestra de ensayo es limitante de la velocidad.

Aspectos de la presente divulgacion también pueden ser descritos como sigue:

1. Un método de deteccion de reorientarse actividad endopeptidasa, comprendiendo el método las etapas de: a)
tratar una célula de una linea celular establecida con una muestra que comprende endopeptidasa redirigida, en el
que la célula de una célula establecida es susceptible a la actividad endopeptidasa redirigida de endopeptidasa
redirigida; b) aislar de la célula tratada un componente de SNAP-25 que comprende un producto de escision de
SNAP-25 con un extremo carboxilo en el residuo P4 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A; ¢) poner
en contacto al componente de SNAP-25 con un anticuerpo a-SNAP-25, en el que el anticuerpo a-SNAP-25 se une a
un epitopo que comprende un extremo carboxilo en el residuo P4 del enlace escindible del sitio de escision de
BoNT/A de un producto de escision de SNAP-25; y d) detectar la presencia de un complejo antigeno-anticuerpo que
comprende el anticuerpo a-SNAP-25 y el producto de escision de SNAP-25; en el que la deteccion por el complejo
antigeno-anticuerpo es indicativa de actividad endopeptidasa redirigida.

2. Un método de deteccion de actividad endopeptidasa redirigida que incluye un método de la invencion segun lo
definido por las reivindicaciones, comprendiendo el método las etapas de: a) tratar a una célula de una linea celular
establecida con una muestra que comprende una endopeptidasa redirigida, en el que las células de una linea celular
establecida son susceptibles a la actividad endopeptidasa redirigida por una endopeptidasa redirigida; b) aislar de la
célula tratada un componente de SNAP-25 que comprende un producto de escisidon de SNAP-25 con un extremo
carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A; c) poner en contacto al componente
de SNAP-25 con un anticuerpo o-SNAP-25 enlazado a un soporte de fase soélida, en el que el anticuerpo a-SNAP-25
une un epitopo que comprende un extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escision de
BoNT/A de un producto de escision de SNAP-25; y d) detectar la presencia de un complejo antigeno-anticuerpo que
comprende el anticuerpo a-SNAP-25 y el producto de escision de SNAP-25; en el que la deteccion por el complejo
antigeno-anticuerpo es indicativa de actividad endopeptidasa redirigida.

3. Un método de deteccion de actividad endopeptidasa redirigida, comprendiendo el método las etapas de: a) tratar
a una célula de una linea celular establecida con una muestra que comprende una endopeptidasa redirigida, en el
que las células de una linea celular establecida son susceptibles a actividad endopeptidasa redirigida por
endopeptidasa redirigida; b) aislar de la célula tratada un componente de SNAP-25 que comprende un producto de
escision de SNAP-25 con un extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escision de
BoNT/A; c) fijar el componente de SNAP-25 a un soporte de fase sdlida; d) poner en contacto al componente de
SNAP-25 con un anticuerpo a-SNAP-25, en el que el anticuerpo a-SNAP-25 se une a un epitopo que comprende un
extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A de un producto de escision
de SNAP-25; y e) detectar la presencia de un complejo antigeno-anticuerpo que comprende el anticuerpo a-SNAP-
25y el producto de escision de SNAP-25; en el que la deteccion por el complejo antigeno-anticuerpo es indicativa de
actividad endopeptidasa redirigida.

4. Un método de deteccion de actividad endopeptidasa redirigida, comprendiendo el método las etapas de: a) tratar
una célula de una linea celular establecida con una muestra que comprende una endopeptidasa redirigida, en el que
las células de una linea celular establecida pueden captar endopeptidasa redirigida; b) aislar de la célula tratada un
componente de SNAP-25 que comprende un producto de escision de SNAP-25 con un extremo carboxilo en el
residuo P¢ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A; c) poner en contacto al componente de SNAP-25
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con un anticuerpo a-SNAP-25, en el que el anticuerpo a-SNAP-25 se une a un epitopo que comprende un extremo
carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escisién de BoNT/A de un producto de escisién de SNAP-
25; y d) detectar la presencia de un complejo antigeno-anticuerpo que comprende el anticuerpo a-SNAP-25 y el
producto de escision de SNAP-25; en el que la deteccion por el complejo antigeno-anticuerpo es indicativa de
actividad endopeptidasa redirigida.

5. Un método de deteccion de actividad endopeptidasa redirigida, comprendiendo el método las etapas de: a) tratar
una célula de una linea celular establecida con una muestra que comprende una endopeptidasa redirigida, en el que
las células de una linea celular establecida pueden captar endopeptidasa redirigida; b) aislar de la célula tratada un
componente de SNAP-25 que comprende un producto de escision de SNAP-25 con un extremo carboxilo en el
residuo P¢ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A; c) poner en contacto al componente de SNAP-25
con un anticuerpo a-SNAP-25 enlazado a un soporte de fase soélida, en el que el anticuerpo a-SNAP-25 se une a un
epitopo que comprende un extremo carboxilo en el residuo P del enlace escindible del sitio de escisién de BoNT/A
de un producto de escision de SNAP-25; y d) detectar la presencia de un complejo antigeno-anticuerpo que
comprende el anticuerpo a-SNAP-25 y el producto de escision de SNAP-25; en el que la deteccion por el complejo
antigeno-anticuerpo es indicativa de actividad endopeptidasa redirigida.

6. Un método de deteccion de actividad endopeptidasa redirigida, comprendiendo el método las etapas de: a) tratar
una célula de una linea celular establecida con una muestra que comprende una endopeptidasa redirigida, en el que
las células de una linea celular establecida pueden captar endopeptidasa redirigida; b) aislar de la célula tratada un
componente de SNAP-25 que comprende un producto de escision de SNAP-25 con un extremo carboxilo en el
residuo P¢ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A; c) fijar el componente de SNAP-25 en un soporte
de fase sodlida; d) poner en contacto al componente de SNAP-25 con un anticuerpo a-SNAP-25, en el que el
anticuerpo a-SNAP-25 se une a un epitopo que comprende un extremo carboxilo en el residuo P del enlace
escindible del sitio de escision de BoNT/A de un producto de escision de SNAP-25; y e) detectar la presencia de un
complejo antigeno-anticuerpo que comprende el anticuerpo a-SNAP-25 y el producto de escision de SNAP-25; en el
que la deteccioén por el complejo antigeno-anticuerpo es indicativa de actividad endopeptidasa redirigida.

7. Un método para determinar inmunorresistencia a endopeptidasa redirigida en un mamifero que comprende las
etapas de: a) afadir una endopeptidasa redirigida a una muestra de ensayo obtenida de un mamifero que esta
siendo ensayado para la presencia o ausencia de anticuerpos neutralizantes a-endopeptidasa redirigida; b) tratar
una célula de una linea celular establecida con la muestra de ensayo, en el que las células de una linea celular
establecida son susceptibles a actividad endopeptidasa redirigida; c) aislar de las células tratadas un componente
de SNAP-25 que comprende un producto de escision de SNAP-25 con un extremo carboxilo en el residuo P¢ de
enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A; d) poner en contacto al componente de SNAP-25 con un
anticuerpo o-SNAP-25, en el que el anticuerpo a-SNAP-25 se une a un epitopo que comprende un extremo
carboxilo en el residuo P¢ del enlace escindible del sitio de escisién de BoNT/A de un producto de escision de
SNAP-25; e) detectar la presencia de un complejo antigeno-anticuerpo que comprende el anticuerpo a-SNAP-25 y
el producto de escision de SNAP-25; f) repetir las etapas b-e con una muestra de control negativo en lugar de una
muestra de ensayo, comprendiendo la muestra de control negativo una endopeptidasa redirigida y un suero que se
sabe que no contiene anticuerpos neutralizantes a-endopeptidasa redirigida; y g) comparar la cantidad de complejo
antigeno-anticuerpo detectada en la etapa e con la cantidad de complejo antigeno-anticuerpo detectada en la etapa
f, en el que la deteccion de una menor cantidad de complejo antigeno-anticuerpo detectada en la etapa e con
respecto a la cantidad de complejo anticuerpo-antigeno detectada en la etapa f es indicativa de la presencia de
anticuerpos neutralizantes a-endopeptidasa redirigida.

8. Un método para determinar inmunorresistencia a endopeptidasa redirigida en un mamifero que comprende las
etapas de: a) afadir una endopeptidasa redirigida a una muestra de ensayo obtenida de un mamifero que esta
siendo ensayado para la presencia o ausencia de anticuerpos neutralizantes a-endopeptidasa redirigida; b) tratar a
una célula de una linea celular establecida con la muestra de ensayo, en el que las células de una linea celular
establecida son susceptibles a actividad endopeptidasa redirigida; c) aislar de las células tratadas un componente de
SNAP-25 que comprende un producto de escision de SNAP-25 con un extremo carboxilo en el residuo P del enlace
escindible del sitio de escision de BoNT/A; d) poner en contacto al componente de SNAP-25 con un anticuerpo a-
SNAP-25 enlazado a un soporte de fase sdlida, en el que el anticuerpo a-SNAP-25 se une a un epitopo que
comprende un extremo carboxilo en el residuo P del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A de un
producto de escision de SNAP-25; e) detectar la presencia de un complejo antigeno-anticuerpo que comprende el
anticuerpo a-endopeptidasa redirigida y el producto de escision de SNAP-25; f) repetir las etapas b-e con una
muestra de control negativo en lugar de una muestra de ensayo, comprendiendo la muestra de control negativo una
endopeptidasa redirigida y un suero que se sabe que no contiene anticuerpos neutralizantes a-endopeptidasa
redirigida; y g) comparar la cantidad de complejo antigeno-anticuerpo detectada en la etapa e con la cantidad de
complejo antigeno-anticuerpo detectada en la etapa f, en el que la deteccidon de una menor cantidad de complejo
antigeno-anticuerpo detectada en la etapa e con respecto a la cantidad de complejo anticuerpo-antigeno detectada
en la etapa f es indicativa de la presencia de anticuerpos neutralizantes a-endopeptidasa redirigida.

9. Un método para determinar inmunorresistencia a endopeptidasa redirigida en un mamifero que comprende las
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etapas de: a) afadir una endopeptidasa redirigida a una muestra de ensayo obtenida de un mamifero que esta
siendo ensayado para la presencia o ausencia de anticuerpos neutralizantes a-endopeptidasa redirigida; b) tratar
una célula de una linea celular establecida con la muestra de ensayo, en el que las células de una linea celular
establecida son susceptibles a actividad endopeptidasa redirigida; c) aislar de las células tratadas un componente
de SNAP-25 que comprende un producto de escisién de SNAP-25 con un extremo carboxilo en el residuo P4 del
enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A; d) fijar el componente de SNAP-25 a un soporte de fase solida; e)
poner en contacto al componente de SNAP-25 con un anticuerpo a-SNAP-25, en el que el anticuerpo a-SNAP-25 se
une a un epitopo que comprende un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escision de
BoNT/A de un producto de escision de SNAP-25; f) detectar la presencia de un complejo antigeno-anticuerpo que
comprende el anticuerpo a-SNAP-25 y el producto de escision de SNAP-25; g) repetir las etapas b-f con una
muestra de control negativo en lugar de una muestra de ensayo, comprendiendo la muestra de control negativo
endopeptidasa redirigida y un suero que se sabe que no contiene anticuerpos neutralizantes a-endopeptidasa
redirigida; y h) comparar la cantidad de complejos antigeno-anticuerpo detectada en la etapa f con la cantidad del
complejo antigeno-anticuerpo detectada en la etapa g, en el que la deteccién de una menor cantidad de complejo
antigeno-anticuerpo detectada en la etapa f en relacion con la cantidad de complejo anticuerpo-antigeno detectado
en la etapa g es indicativa de la presencia de anticuerpos neutralizantes a-endopeptidasa redirigida.

10. Un método para determinar inmunorresistencia a endopeptidasa redirigida en un mamifero que comprende las
etapas de: a) afadir una endopeptidasa redirigida a una muestra de ensayo obtenida de un mamifero que esta
siendo ensayado para la presencia o ausencia de anticuerpos neutralizantes a-endopeptidasa redirigida; b) tratar
una célula de una linea celular establecida con la muestra de ensayo, en el que las células de una linea celular
establecida pueden captar endopeptidasa redirigida; c) aislar de las células tratadas un componente de SNAP-25
que comprende un producto de escision de SNAP-25 con un extremo carboxilo en el residuo P¢ del enlace escindible
del sitio de escisién de BoNT/A; d) poner en contacto al componente de SNAP-25 con un anticuerpo a-SNAP-25, en
el que el anticuerpo a-SNAP-25 se une a un epitopo que comprende un extremo carboxilo en el residuo P4 del
enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A de un producto de escision de SNAP-25; e) detectar la presencia
de un complejo antigeno-anticuerpo que comprende el anticuerpo a-SNAP-25 y el producto de escisiéon de SNAP-
25; f) repetir las etapas b-e con una muestra de control negativo en lugar de una muestra de ensayo, comprendiendo
la muestra de control negativo una endopeptidasa redirigida y un suero que se sabe que no contiene anticuerpos
neutralizantes a-endopeptidasa redirigida; y g) comparar la cantidad de complejo antigeno-anticuerpo detectada en
la etapa e con la cantidad de complejo antigeno-anticuerpo detectada en la etapa f, en el que la deteccién de una
menor cantidad de complejo antigeno-anticuerpo detectada en la etapa e con respecto a la cantidad de complejo
anticuerpo-antigeno detectada en la etapa f es indicativa de la presencia de anticuerpos neutralizantes o-
endopeptidasa redirigida.

11. Un método para determinar inmunorresistencia a endopeptidasa redirigida en un mamifero que comprende las
etapas de: a) afiadir endopeptidasa redirigida a una muestra obtenida de un mamifero que esta siendo ensayado
para la presencia o ausencia de anticuerpos neutralizantes o-endopeptidasa redirigida; b) tratar a una célula de una
linea celular establecida con la muestra de ensayo, en el que las células de una linea celular establecida pueden
captar endopeptidasa redirigida; c) aislar de las células tratadas un componente de SNAP-25 que comprende un
producto de escision de SNAP-25 con un extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de
escision de BoNT/A; d) poner en contacto al componente de SNAP-25 con un anticuerpo a-SNAP-25 enlazado a un
soporte de fase sélida, en el que el anticuerpo a-SNAP-25 se une un epitopo que comprende un extremo carboxilo
en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A de un producto de escisién de SNAP-25; e)
detectar la presencia de un complejo antigeno-anticuerpo que comprende el anticuerpo a-SNAP-25 y el producto de
escision de SNAP-25; f) repetir las etapas b-e con una muestra de control negativo en lugar de una muestra de
ensayo, comprendiendo la muestra de control negativo una endopeptidasa redirigida y un suero que se sabe que no
contiene anticuerpos neutralizantes a-endopeptidasa redirigida; y g) comparar la cantidad de complejo antigeno-
anticuerpo detectada en la etapa e con la cantidad de complejo antigeno-anticuerpo detectada en la etapa f, en el
que la deteccién de una menor cantidad de complejo antigeno-anticuerpo detectada en la etapa e con respecto a la
cantidad de complejo anticuerpo-antigeno detectada en la etapa f es indicativa de la presencia de anticuerpos
neutralizantes a-endopeptidasa redirigida.

12. Un método para determinar inmunorresistencia a endopeptidasa redirigida en un mamifero que comprende las
etapas de: a) afadir una endopeptidasa redirigida a una muestra de ensayo obtenida de un mamifero que esta
siendo ensayado para la presencia o ausencia de anticuerpos neutralizantes a-endopeptidasa redirigida; b) tratar a
una célula de una linea celular establecida con la muestra de ensayo, en el que las células de una linea celular
establecida pueden captar endopeptidasa redirigida; c) aislar de las células tratadas un componente de SNAP-25
que comprende un producto de escision de SNAP-25 con un extremo carboxilo en el residuo P¢ del enlace escindible
del sitio de escision de BoNT/A; d) fijar el componente de SNAP-25 a un soporte de fase solida; e) poner en contacto
al componente de SNAP-25 con un anticuerpo a-SNAP-25, en el que el anticuerpo a-SNAP-25 se une a un epitopo
que comprende un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A de un
producto de escision de SNAP-25; f) detectar la presencia de un complejo antigeno-anticuerpo que comprende el
anticuerpo a-SNAP-25 y el producto de escision de SNAP-25; g) repetir las etapas b-f con una muestra de control
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negativo en lugar de una muestra de ensayo, comprendiendo la muestra de control negativo una endopeptidasa
redirigida y un suero que se sabe que no contiene anticuerpos neutralizantes oa-endopeptidasa redirigida; y h)
comparar la cantidad de complejo antigeno-anticuerpo detectada en la etapa f con la cantidad de complejo antigeno-
anticuerpo detectada en la etapa g, en el que la deteccién de una menor cantidad de complejo antigeno-anticuerpo
detectada en la etapa f con respecto a la cantidad de complejo anticuerpo-antigeno detectada en la etapa g es
indicativa de la presencia de anticuerpos neutralizantes a-endopeptidasa redirigida.

13. El método de 1-3 y 7-9, en el que la célula es susceptible a actividad endopeptidasa redirigida por
aproximadamente 500 nM o menos, por aproximadamente 400 nM o menos, por aproximadamente 300 nM o
menos, por aproximadamente 200 nM o menos, por aproximadamente 100 nM o menos de una endopeptidasa
redirigida.

14. El método de 4-6 y 10-12, en el que la célula puede captar aproximadamente 500 nM o menos, por
aproximadamente 400 nM o menos, por aproximadamente 300 nM o menos, por aproximadamente 200 nM o
menos, por aproximadamente 100 nM o menos de endopeptidasa redirigida.

15. El método de 1-6, en el que la muestra comprende aproximadamente 100 ng o menos, aproximadamente 10 ng
0 menos, aproximadamente 1 ng o menos, 100 fg o inferior, o menos, 10 fg o menos, o 1 fg o menos de una
endopeptidasa redirigida.

16. El método de 1-6, en el que la muestra comprende aproximadamente 100 nM o menos, aproximadamente 10 nM
0 menos, aproximadamente 1 nM o menos, aproximadamente 100 nM o menos, aproximadamente 10 nM o menos,
aproximadamente 1 nM o menos, aproximadamente 0,5 nM o menos, o aproximadamente 0,1 nM o menos, de una
endopeptidasa redirigida.

17. El método de 1-12, en el que la presencia de un complejo antigeno-anticuerpo se detecta mediante un analisis
inmunoblot, un analisis de inmunoprecipitacién, un ELISA o un ELISA en sandwich

18. El método de 1-12, en el que el método tiene una relaciéon sefial a ruido para la asintota inferior de como minimo
3:1, como minimo 5:1, como minimo 10:1, como minimo 20:1, como minimo 50:1, o como minimo 100:1.

19. El método de 1-12, en el que el método tiene una relaciéon sefial a ruido para la asintota superior de como
minimo 10:1, como minimo 20:1, como minimo 50:1, como minimo 100:1, como minimo 200:1, como minimo 300:1,
como minimo 400:1, como minimo 500:1 o como minimo 600:1.

20. El método de 1-12, en el que el método puede detectar la actividad CEsy de, por ejemplo, como minimo 100 ng,
como minimo 50 ng, como minimo 10 ng, como minimo 5 ng, como minimo 100 pg, como minimo 50 pg, como
minimo 10 pg, como minimo 5 pg, como minimo 100 fg, como minimo 50 fg, como minimo 10 fg, o como minimo 5 fg
de endopeptidasa redirigida.

21. El método de 1-12, en el que el método puede detectar la actividad CEsy de, por ejemplo, como minimo 10 nM,
como minimo 5 nM, como minimo 100 nM, como minimo 50 nM, como minimo 10 nM, como minimo 5 nM, como
minimo 1 nM, como minimo 0,5 nM o como minimo 0,1 nM de endopeptidasa redirigida.

22. El método de 1-12, en el que el método tiene un LOD de, por ejemplo, 10 pg o menos, 9 pg o menos, 8 pg o
menos, 7 pg o menos, 6 pg o menos, 5 pg o menos, 4 pg o menos, 3 pg 0 menos, 2 pg o menos, 1 pg 0 menos de
una endopeptidasa redirigida.

23. El método de 1-12, en el que el método tiene un LOD de, por ejemplo, 100 nM o menos, 90 nM o menos, 80 nM
o menos, 70 nM o menos, 60 nM o menos, 50 nM o menos, 40 nM o menos, 30 nM o menos, 20 nM o menos o 10
nM o menos de una endopeptidasa redirigida.

24. El método de 1-12, en el que el método tiene un LOQ de, por ejemplo, 10 pg o menos, 9 pg o menos, 8 pg o
menos, 7 pg 0 menos, 6 pg o menos, 5 pg 0 menos, 4 pg 0 menos, 3 pg 0 menos, 2 pg 0 menos, 1 pg o menos de
una endopeptidasa redirigida.

25. El método de 1-12, en el que el método tiene un LOQ de, por ejemplo, 100 nM o menos, 90 nM o menos, 80 nM
o menos, 70 nM o menos, 60 nM o menos, 50 nM o menos, 40 nM o menos, 30 nM o menos, 20 nM o menos o 10
nM o menos de una endopeptidasa redirigida.

26. El método de 1-12, en el que el método puede distinguir una endopeptidasa redirigida totalmente activa de una
endopeptidasa redirigida parcialmente activa que tiene el 70% o menos, el 60% o menos, el 50% o menos, el 40% o
menos, el 30% o menos, el 20% o menos o el 10% o menos la actividad de la endopeptidasa redirigida totalmente
activa A.

27. El método de 1 a 12, que incluyen un método de la invencion segun lo definido por las reivindicaciones, en el

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2770033 T3

que el anticuerpo a-SNAP-25 une un epitopo que comprende un extremo carboxilo en el residuo Py del enlace
escindible del sitio de escision de BoNT/A de un producto de escision de SNAP-25.

28. El método de 27, en donde el anticuerpo a-SNAP-25 tiene una constante de velocidad de asociacion para un
epitopo que no comprende una glutamina carboxilo terminal del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A del
producto de escision de SNAP-25 de menos de 1 x 10" M s'; y en el que el anticuerpo a-SNAP-25 tiene una
constante de disociacién en equilibrio para el epitopo de menos de 0,450 nM.

29. El método de 27 que incluye un método de la invencion segun lo definido por las reivindicaciones, en el que el
anticuerpo a-SNAP-25 aislado tiene una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos seleccionada entre el grupo constituido por la SEQ ID NO: 72, la SEQ ID NO: 74, la SEQ ID NO: 76, la
SEQ ID NO: 80 y la SEQ ID NO: 82; y una regién variable de cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos seleccionada entre el grupo constituido por la SEQ ID NO: 84, la SEQ ID NO: 86, la SEQ ID NO: 88, la
SEQ ID NO: 90 y la SEQ ID NO: 92.

30. El método de 27, en el que el anticuerpo a-SNAP-25 aislado como minimo comprende la V4 CDR1 de la SEQ ID
NO: 93, la V4 CDR1 de la SEQ ID NO: 94, la V4 CDR1 de la SEQ ID NO: 95, la Vi CDR1 de la SEQ ID NO: 118, la
V4 CDR1 de la SEQ ID NO: 119 o la V4 CDR1 de la SEQ ID NO: 120.

32. El método de 27, en el que el anticuerpo a-SNAP-25 aislado como minimo comprende la Vy CDR2 de la SEQ ID
NO: 96, la Vi CDR2 de la SEQ ID NO: 97, la Vi CDR2 de la SEQ ID NO: 98, la V4 CDR2 de la SEQ ID NO: 99, la V4
CDR2 de la SEQ ID NO: 121, la VH CDRz de la SEQ ID NO: 122, o la Vi CDR2 de la SEQ ID NO: 123.

33. El método de 27, en el que el anticuerpo a-SNAP-25 aislado como minimo comprende la Vy CDR3 de la SEQ ID
NO: 100, la Vi CDR3 de la SEQ ID NO: 101, la V4 CDR3 de la SEQ ID NO: 102, o la V4 CDR3 de la SEQ ID NO:
124,

34. El método de 27, en el que el anticuerpo a-SNAP-25 aislado como minimo comprende la V. CDR1 de la SEQ ID
NO: 103, la VL. CDR1 de la SEQ ID NO: 104, la V. CDR1 de la SEQ ID NO: 105, la V. CDR1 de la SEQ ID NO: 106,
la VL CDR; de la SEQ ID NO: 107, la V. CDR1 de la SEQ ID NO: 125, la V. CDR1 de la SEQ ID NO: 126, la V_
CDR1 de la SEQ ID NO: 127, la V. CDR1 de la SEQ ID NO: 128, o la V. CDR1 de la SEQ ID NO: 129.

35. El método de 27, en el que el anticuerpo a-SNAP-25 aislado como minimo comprende la V. CDR2 de la SEQ ID
NO: 108, la V. CDR2 de la SEQ ID NO: 109, la V. CDR2 de la SEQ ID NO: 110, la V. CDR2 de la SEQ ID NO: 111 0
la VL. CDR2 de la SEQ ID NO: 112.

36. El método de 27, en el que el anticuerpo a-SNAP-25 aislado como minimo comprende la V. CDR3 de la SEQ ID
NO: 113, la V. CDR3 de la SEQ ID NO: 114, la V. CDR3 de la SEQ ID NO: 115, la V. CDR3 de la SEQ ID NO: 116 o
la VL. CDR3 de la SEQ ID NO: 117.

37. El método de 27, en el que el anticuerpo a-SNAP-25 aislado comprende una regioén variable de cadena pesada
que comprende la SEQ ID NO: 93, la SEQ ID NO: 121 y la SEQ ID NO: 100; y una region variable de cadena ligera
que comprende la SEQ ID NO: 105, la SEQ ID NO: 110 y la SEQ ID NO: 115.

38. El método de 27, en el que el anticuerpo a-SNAP-25 aislado se une selectivamente al epitopo de SNAP-25 de la
SEQ ID NO: 32, la SEQ ID NO: 33, la SEQ ID NO: 34, la SEQ ID NO: 35, la SEQ ID NO: 36, la SEQ ID NO: 37, la
SEQ ID NO: 147 o la SEQ ID NO: 148.

39. El método de 27, en el que el anticuerpo a-SNAP-25 aislado se une selectivamente al epitopo de SNAP-25 de la
SEQ ID NO: 39, la SEQ ID NO: 40, la SEQ ID NO: 41, la SEQ ID NO: 42, la SEQ ID NO: 43 o la SEQ ID NO: 44.

Ejemplos
Ejemplo |

Cribado de lineas celulares candidatas para la expresion del receptor enddégeno de endopeptidasa redirigida

El siguiente ejemplo ilustra como identificar las lineas celulares establecidas que poseen la capacidad de captacion
de endopeptidasa redirigida necesaria para el desarrollo de un ensayo de potencia basado en células

1. Crecimiento del cultivo madre de lineas celulares candidatas.
Para hacer crecer a las lineas celulares, una densidad adecuada de las células de la linea celular que esta siendo

ensayadas se sembraron en un matraz de cultivo tisular de 162 cm? que contenia 30 ml de medio de cultivo
adecuado (véase la tabla 1) y se cultivaron en una incubadora a 37°C al 5% o al 10% de diéxido de carbono hasta
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que las células alcanzaron la densidad deseada

Tabla 1. Medios utilizados en el cribado de la linea celular.

Linea celular Composicion de los medios de cultivo del suero

Clones SiMa y SiMa RPMI 1640, suero fetal bovino al 10%, penicilina-estreptomicina al 1%, L-glutamina 2 mM

RPMI 1640, suero fetal bovino termoinactivado al 5%, suero equino al 10%, GlutaMAX ™ 2

PC12 mM, HEPES 10 mM, piruvato de sodio 1 mM, penicilina-estreptomicina al 1%
N18
ND8/34 DMEM al 90%, suero fetal bovino termoinactivado al 10%, glutamina 2 mM, glucosa 2 mM
NG108-15
gﬁ:’:ﬂ?% DMEM al 90%, suero fetal bovino termoinactivado al 10%, glutamina 4 mM,
glucosa 4 mM, aminoacidos no esenciales 0,1 mM, 1,5 g/l de NaHCO3
SK-N-SH
SE—IIQ\J(-ZB)I-E((:Z) EMEM (11090 - 081, Gibco), F12 de Ham (11765 - 054, Gibco), suero fetal bovino
SH-SY5Y termoinactivado al 10%, de glutamina 2 mM, aminoacidos no esenciales 0,1 mM,

Medio DMEM con glutamina 2 mM (Invitrogen, Cat # 11885), suero fetal bovino al 10%

ND3, CD7, ND15 (Invitrogen, Cat #. 16140) y 1 x antibiético/antimicotico

EMEM, suero fetal bovino termoinactivado al 10%, glutamina 2 mM, aminoacidos no

Neuro-2a esenciales 0,1 mM, 15 g/l de NaHCO3, piruvato de sodio 1 mM

2. Cribado de células que expresan receptores diana en la superficie de la célula.

Las lineas celulares se cribaron para la presencia del receptor diana deseado mediante citometria de flujo y/o
ensayos de unioén a ligando. Aunque los siguientes ejemplos utilizan reactivos para identificar receptores opioideos o
similares a opioideos en la membrana plasmatica, los enfoques desvelados a continuacion pueden utilizarse para
identificar el receptor cognado para cualquier endopeptidasa redirigida.

a. Identificacion de lineas celulares mediante citometria de flujo.

Para identificar células que comprenden lineas celulares establecidas que expresan receptores diana para una
endopeptidasa redirigida en la superficie celular, se realizé analisis de citometria de flujo. Se cultivaron células para
cada linea celular candidata tal como se describe en la seccion 1, se trataron con tripsona, se lavaron en tampén de
tincion que comprendia 1 x PBS, BSA al 0,5%, y se centrifugaron a 1200 rpm durante 3 minutos. Las células
sedimentadas se resuspendieron en tampon de tincion y se transfirieron aproximadamente 2,0 x 10° células a tubos
nuevos, dos para cada receptor ensayado. Para cribar en busca de presencia de un receptor opioideo similar a
opioideo, aproximadamente 2,0-5,0 ul de a-ORL-1 RA14133 (Neuromics, Edina, MN), anticuerpo policlonal de
conejo a-DOR RA10101 (Neuromics, Edina, MN), anticuerpo policlonal de conejo a-KOR RA10103 (Neuromics,
Edina, MN) o anticuerpo policlonal de conejo a-MOR RA10104 (Neuromics, Edina, MN), se afiadieron a un tubo y la
mezcla se incubd a 4°C durante 1 hora. El segundo tubo se incubd a 4°C durante 1 hora sin anticuerpos y sirvid
como control negativo. Después de la incubacién del anticuerpo, se afadieron 1,0 ml de tampén de tincion a cada
tubo y se centrifugaron a 1200 rpm durante 3 minutos. El precipitado de células se lavd una vez mas con 1,0 ml de
tampon de tincién. El precipitado de células se resuspendié en 200 ul de tampén de tincién y se anadieron 2,0 ul de
anticuerpo de cabra anti-conejo IgG FITC a cada tubo y se incubé a 4°C durante 1 hora en la oscuridad. Después de
la incubacién con el anticuerpo secundario, se afiadié 1,0 ml de tampén de tincién a cada tubo y se centrifugé a
1200 rpm durante 3 minutos. El precipitado de células se lavé una vez mas con 1,0 ml de tampon de tincion y el
sedimento se resuspendié en 500 pl de tampoén de tincion. La muestra se analizé mediante un citdmetro de flujo y
los datos se mostraron como una superposicion de la tincion de anticuerpo anti-receptor sobre la tincién de 1gG
FITC de conejo.

Los resultados indican que de las lineas celulares ensayadas, ORL-1 se expresaba en la superficie celular de
aproximadamente el 50% de las células que comprendian las lineas celulares establecidas SiMa, SiMa P > 33, clon
H10, CD7, y SK-N-DZ; se expreso en la superficie celular de entre aproximadamente el 25% a aproximadamente el
50% de las células que comprendian lineas celulares establecidas SH-SY5Y y ND15; y se expreso en la superficie
celular de menos de aproximadamente el 25% de las células que comprendian las lineas celulares establecidas
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ND3, ND8, N18 y Neuro-2a (tabla 2). Los resultados también indican que KOR se expresaba en la superficie celular
de aproximadamente el 50% de las células que comprendian lineas celulares establecidas SH-SY5Y y CD7; se
expresaba en la superficie celular de entre aproximadamente el 25% y aproximadamente el 50% de las células que
comprendian lineas celulares establecidas SiMa clon H10, SiMa P > 33, ND15 y Neuro-2a; y se expresaba en la
superficie celular de menos de aproximadamente el 25% de las células que comprendian las lineas celulares
establecidas ND3, ND8 y N18 (tabla 2). Los resultados también revelaron que MOR se expresaba en la superficie
celular de aproximadamente el 50% de las células que comprendian lineas celulares establecidas CD7, ND15 y
SiMa P > 33; se expresaba en la superficie celular de entre aproximadamente el 25% y aproximadamente el 50% de
las células que comprendian lineas celulares establecidas SH-SY5Y, SiMa clon H10, ND8 y Neuro-2a y se
expresaba en la superficie celular de menos de aproximadamente el 25% de las células que comprendian lineas
celulares establecidas ND3 y N18 (tabla 2) El anticuerpo policlonal de conejo a-DOR RA10101 no funciono
correctamente y no se generaron datos utilizables.

b. Identificacion de lineas celulares utilizando unién al ligando.

Para identificar las células que comprenden lineas celulares establecidas que expresan receptores diana para una
endopeptidasa redirigida en la superficie celular, se realizaron analisis de unién al ligando. células de las lineas
celulares candidatas a ensayar se sembraron en una placa de 96 pocillos de fondo negro-transparente durante
aproximadamente 4 horas para promover la unién para cribar en busca de la presencia de un receptor opioideo o
similar a opioideo, el medio fue aspirado de cada pocillo y sustituido por 50 ul de solucion de ligando que contenia 0
(control sin tratar), 0,001 nM, 0,01 nM, 0,1 nM, o 1 nM de FAM-nociceptina (Phoenix Pharmaceuticals, Inc,
Burlingame, CA), o 0 (control sin tratar), 0,001 nM, 0,01 nM, 0,1 nM, o 1 nM de FAM-dinorfina (Phoenix
Pharmaceuticals, Inc, Burlingame, CA). Las células se incubaron con la solucién de ligando durante 1 hora en la
incubadora a 37°C en de dioxido de carbono al 5%. Las células fueron lavadas para eliminar el ligando un unido
lavando las células tres veces con 100 ul de 1x PBS. La placa fue escaneada en el dispositivo Typhoon (Ex 488 y
Em 520 nm) y a continuacion se leyd en el lector de placas M5 (Ex 495 y Em 520 nm) para sefiales de RFU. Los
resultados indican que las células que comprenden las lineas celulares establecidas SiMa clon H10, SH-SY5Y y SK-
N-DZ se unieron a nociceptina, mientras que las células que comprenden SiMa clon H10 también se unian a
dinorfina (tabla 2)

Tabla 2. Lineas celulares que expresan receptores diana en la superficie celular

Receptor diana Lineas celulares identificadas
Citometria de flujo Unioén a Ligando
Mas del 50% Del 25% al 50% Menos del 50% . . N
= L . Nociceptina Dinorfina A
expresion expresion expresion
AGN P33, SiMa, SiMa clon H10,
ORL-1  [SiMa clon H10,CD7| SH-SY5Y,ND15 | MO, ND8 N8, gy ysy sk’ .
SK-N-DZ N-DZ
DOR ND ND ND ND ND
SiMa clon H10, AGN
KOR SH-SY5Y, CD7 | P33, ND15, Neuro- ND3, ND8, N18 - SiMa clon H10
2a

CD7,ND15, AGN |SH-SY5Y, SiMa clon

MOR P33 H10, ND8, Neuro-2a

ND3, N18 ND ND

Utilizando un enfoque similar, lineas celulares que comprenden células que tienen receptores cognados para otras
endopetidasas redirigidas pueden ser identificadas marcando con FAM los dominios diana de estas endopeptidasas
y cribando lineas celulares tal como se ha descrito anteriormente.

3. Cribado de dosis tnica de lineas celulares candidato utilizando una molécula de endopeptidasa redirigida.

Para determinar si una linea celular fue capaz de captar la molécula de endopeptidasa redirigida apropiada, una
densidad de células adecuada de un cultivo madre de la linea celular que esta siendo ensayada se coloco en los
pocillos de las placas de cultivo tisular de 24 pocillos que contenian 1 ml de medio de cultivo sérico apropiado (tabla
1). Las células se cultivaron en una incubadora a 37°C en diéxido de carbono al 5% hasta que las células
alcanzaron la densidad deseada (aproximadamente de 18 a 24 horas). Para evaluar la captacion de una
endopeptidasa redirigida a opiodes, el medio de crecimiento fue aspirado de cada pocillo y se reemplazé por 1)
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medio de cultivo fresco que no contenia endopeptidasa redirigida a opioides (linea celular no tratada) o 2) medio de
cultivo fresco que contenia 30 nM para la endopeptidasa redirigida a nociceptina (Noc/A) o 100 nM para la
endopeptidasa redirigida al dinorfina (Dyn/A) (linea celular tratada). Después de una incubacion durante una noche,
las células se lavaron aspirando el medio de cultivo y aclarando cada pocillo con 200 ul de 1x PBS. Para recoger las
células, el 1 x PBS se aspird, las células se lisaron afiadiendo 50 pl de tampdn de carga 2 x SDS, el lisado se
transfirio a un tubo de ensayo limpio y la muestra se calent6é a 95°C durante 5 minutos.

Para detectar la presencia tanto de sustrato de SNAP-25 no escindido como productos de SNAP-25 no escindido,
una alicuota de cada muestra recogida se analizé6 mediante transferencia de Western. En este analisis, una alicuota
de 12 pl de la muestra recogida se separ6 por electroforesis en gel de poliacrilamida MOPS utilizando geles de poli
bis- trisacrilamida prefabricados NUPAGE ® Novex al 12% (Invitrogen Inc., Carlsbad, CA) en condiciones
desnaturalizantes, reductoras. Los péptidos separados se transfirieron desde el gel a membranas de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) (Invitrogen Inc., Carlsbad, CA) por transferencia de Western utilizando un aparato de
transferencia celular electroforética semiseca TRANS - BLOT SD ® (Bio - Rad Laboratories, Hercules, CA). Las
membranas de PVDF se bloquearon mediante incubacién a temperatura ambiente durante 2 horas en una solucién
que contenga solucion salina tamponada con tris (TBS) (acido 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiolclorhidrico 25
mM (Tris - HCI) (pH 7,4), cloruro de sodio 137 mM, cloruro de potasio 2,7 mM), TWEEN-20 ® 0,1% (monolaurato de
sorbitan polioxietilenado (20)), albumina de suero bovino al 2% (BSA), leche desnatada en polvo al 5%. Las
membranas bloqueadas se incubaron a 4°C durante una noche en TBS, TWEEN - 20 ® al 0,1% (monolaurato de
sorbitan polioxietilenado (20)), BSA al 2% y leche desnatada en polvo al 5% que contiene 1) una dilucion 1:5.000 de
un anticuerpo monoclonal de ratén a-SNAP-25 como el anticuerpo primario (SMI-81; Sternberger Monoclonals Inc.,
Lutherville, MD); o 2) una dilucién 1:5.000 del antisuero policlonal de conejo a-SNAP-25 S9684 como el anticuerpo
primario (Sigma, St. Louis, MO). Tanto a-SNAP-25 monoclonal de ratén como los anticuerpos policlonales de conejo
pueden detectar el sustrato de SNAP-25 no escindido como el producto de escision de SNAP-25, permitiendo la
evaluacion de la expresion global de SNAP-25 en cada linea celular y el porcentaje de SNAP-25 escindido después
—del tratamiento con endopeptidasa redirigida como parametro para evaluar la cantidad de captacion de
endopeptidasa redirigida. Las transferencias sondeadas con anticuerpo se lavaron tres veces durante 15 minutos
cada vez en TBS, TWEEN-20 ® (monolaurato de sorbitan polioxietiienado (20)). Las membranas lavadas se
incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas en TBS, TWEEN - 20 ® al 0,1% (monolaurato de sorbitan
polioxietilenado (20)), BSA al 2% vy leche desnatada en polvo al 5% que contenia 1) una dilucion 1:10.000 de
inmunoglobulina G anti-raton policlonal de cabra, anticuerpo de cadenas pesadas y ligeras (IgG, H + L) conjugado
con peroxidasa de rabano (Zymed, South San Francisco, CA) como un anticuerpo secundario; o 2) una dilucion
1:10.000 de la inmunoglobulina G policlonal de conejo anti-cabra, anticuerpo de cadenas pesadas y ligeras (IgG, H +
L) conjugado con peroxidasa de rabano (Zymed, South San Francisco, CA) como un anticuerpo secundario. Las
transferencias sondeadas con anticuerpo secundario se lavaron tres veces durante 15 minutos cada vez en TBS,
TWEEN-20 ® al 0 1% (monolaurato de sorbitan polioxietilenado (20)). La deteccién de sefiales de los productos
marcados de SNAP-25 se visualizd utilizando el sistema de deteccion por transferencia de Western ECL Plus ™
(GE HealthcareAmersham Biosciences, Piscataway, NJ) y se formé una imagen de la membrana y el porcentaje de
escindidos se cuantificd con un Typhoon 9410 Variable Mode Imager y un software Imager Analysis (GE Healthcare,
Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). La eleccién del tamafio del pixel (100 a 200 pixeles) y ajustes del voltaje
PMT (350 a 600, normalmente 400) dependian de la transferencia individual.

En base a la deteccién del producto de escision de SNAP-25, las siguientes lineas celulares exhibian captacion de
Noc/A 30 nM, ser 2-C, N18TG2, Neuro-2a, SiMa, SK-N-BE-2-C y SK - N - DZ (tabla 3), mientras que las siguientes
lineas celulares exhibian captacion de Dyn/A 100 nM, N18TG2, Neuro-2a, PC12 y SiMa. Algunas de estas lineas
celulares sensibles se ensayaron con dosis mas bajas de compuestos y/o con respuestas a dosis completa.

Tabla 3. Cribado de dosis Unica de lineas celulares candidatas utilizando Noc/A y Dyn/A redirigidas

Captacion de Noc/A| Captacion de Dyn/A

Linea celular Descripcion Fuente 30 nM 100 nM
BE(2)-C Neuroblastoma humano ATCC CRL-2268 Si NT
N18TG2 Neuroblastoma de raton DSMzZ ACC 103 Si Si

Neuroblastoma de ratén /
ND3 neonatal primaria rata ECACC 92090901 NDA NDA

hibrido DRG

Neuroblastoma de ratén /
ND7/23 primario hibrido DRG rata ECACC 92090903 No No

Neuroblastoma de ratén /
ND8 neonatal primaria rata ECACC 92090904 NDA NDA
hibrido DRG
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Neuroblastoma de raton /
ND15 neonatal primaria rata ECACC 92090907 No No
hibrido DRG
Neuro-2a Neuroblastoma de raton ATCC CCL-131 Si Si
NG108-15 | Hibridodegliomaderata | poacc gg112302 No NT
neuroblastoma raton

PC12 Feocromocitoma de rata | ATCC CRL-1721 NT Si
SH-SY5Y Neuroblastoma humano ATCC CRL-2266 No NT
SiMa Neuroblastoma humano DSMZ ACC 164 Si Si
SK-N-BE(2)-C | Neuroblastoma humano ATCC CRL-2271 Si NT
SK-N-DZ Neuroblastoma humano ATCC CRL-2149 Si NT
SK-N-F1 Neuroblastoma humano ATCC CRL-2142 No NT
SK-N-SH Neuroblastoma humano | ECACC 86012802 No NT

NT no ensayada.
NDA: Ninguna cantidad detectable de SNAP-25 se detecto en esta linea celular.

Utilizando un enfoque similar, pueden evaluarse lineas celulares que comprenden células que tienen receptores
cognados para otras endopeptidasas redirigidas para la captacion de endopeptidasa redirigida

Ejemplo Il

Cribado de la expresién del receptor endégeno de endopeptidasa redirigida en lineas celulares clonales candidatas

1. Cribado de endopeptidasa redirigida de dosis unica de células clonales candidatas de una linea celular
SiMa parental.

La solicitud de patente correspondiente Zhu Hong y col., Cell Lines Useful in Immuno-Based Botulinum Toxin
Serotype A Activity Assays, solicitud de patente de los E.E.U.U. No de serie: 61/160.199 desvela lineas celulares
clonales derivadas de una linea celular SiMa parental que fueron utiles en un ensayo de potencia de BoNT/A, tal
como se describe en el documento Ester Fernandez-Salas, y col., Immuno-Based Botulinum Toxin Serotype A
Activity Assays, solicitud de patente de los E.E.U.U. No de serie: 12/403.531. Para determinar si estas lineas
celulares clonales fueron capaces de captar la endopeptidasa redirigida apropiada, cada una se cribé utilizando un
ensayo ELISA en sandwich de ECL.

Para preparar un lisado tratado con endopeptidasa redirigida, una densidad adecuada de las células de un cultivo
madre de la linea celular que esta siendo ensayada se coloco en los pocillos de las placas de 96 pocillos de cultivo
tisular que contiene 100 pl de un medio de cultivo sérico apropiado (tabla 1) durante una noche. El medio de las
células sembradas se aspir6 de cada pozo y se sustituyd por medio fresco que contenia 30 nM de una
endopeptidasa redirigida Noc/A u 80 nM de una endopeptidasa redirigida Dyn/A. Después de una incubacién de 24
horas, las células se lavaron aspirando el medio de cultivo y aclarando cada pocillo con 200 ul de 1 x PBS. Para
recoger las células, se aspird 1 x PBS, las células se lisaron mediante la adicion de 30 ul de tampodn de lisis que
comprendia Tris-HCI 20 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Triton X-100 al 1% de cada pocillo y
la placa se incubd en un agitador que giraba a 500 rpm durante 30 minutos a 4°C. La placa se centrifugé a 4000 rpm
durante 20 minutos a 4°C para que sedimenten los restos celulares y el sobrenadante se trasladé a una placa de 96
pocillos recubierta con anticuerpos de captura para efectuar la etapa de deteccion.

Para preparar una solucidon de anticuerpo de captura o-SNAP-25197, €l anticuerpo monoclonal de ratén a-SNAP-
25497 contenido en las ascitis de la linea celular de hibridoma 2E2A6 (ejemplo Xl) se purificé utilizando un protocolo
estandar de purificacion de la proteina A.

Para preparar una solucion de anticuerpo de deteccion a-SNAP-25, se conjugd anticuerpo policlonal de conejo a-
SNAP-25 S9684 (Sigma, St. Louis, MO) con reactivo de marcado éster de rutenio (ll)-tris-bipiridina (4-metilsulfonato)
NHS (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD) segun las instrucciones del fabricante (Meso Scale Discovery,
Gaithersburg, MD). La reaccién de conjugacion se realizé afiadiendo a 30 pl de agua destilada, solucion madre de
MSD SULFO - TAG ™ reconstituido a 200 ul de 2 mg/ml de anticuerpos policlonales a-SNAP-25 e incubando la
reaccion a temperatura ambiente durante 2 horas en la oscuridad. Los anticuerpos marcados se purificaron
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utilizando un protocolo de columna de centrifugado estandar y la concentracion de proteina se determiné mediante
un ensayo colorimétrico estandar de la proteina. Se midié la absorbancia del conjugado de anticuerpo a-SNAP-25
/MSD SULFO - TAG ™ a 455 nm con un espectrofotdmetro para determinar la concentracién en moles por litro. La
solucién de anticuerpo de deteccién se almacené a 4°C hasta que sea necesario. El alimacenamiento a largo plazo
de alicuotas no utilizadas era a -20°C.

Para preparar un soporte de fase sélida de a-SNAP-25 que comprende un anticuerpo de captura a-SNAP-254¢7, se
afaden aproximadamente 5 pl de la solucién de anticuerpo monoclonal a-SNAP-25197 correspondiente (20 ug/ml de
1x PBS) a cada pocillo de una placa de 96 pocillos MSD High Bind y se permite que la solucién se seque al aire en
una cabina de seguridad bioldgica durante 2 - 3 horas para evaporar el liquido de la solucién. Las placas
bloqueadas se sellaron y se almacenaron a 4°C hasta que fueran necesarias.

Para detectar la presencia de un producto de SNAP-25 escindido mediante ELISA en sandwich con ECL, los
pocillos unidos a anticuerpo de captura se bloquearon a continuacion afadiendo 150 ul de tampon de bloqueo que
comprendia reactivo de bloqueo de Amersham al 2% (GE Life Sciences, Piscataway, NJ) y de suero de cabra al
10% (VWR, West Chester, PA) a temperatura ambiente durante 2 horas. El tampdn de bloqueo se aspir6, se
afadieron 25 ul de un lisado de células tratadas con endopeptidasa redirigida a cada pocillo y las placas se
incubaron a 4°C durante una noche. Los pocillos de la placa se lavaron tres veces aspirando el lisado celular y
aclarando cada pocillo tres veces con 200 pl de 1 x PBS, TWEEN-20 ® al 0,1% (monolaurato de sorbitan
polioxietilenado (20)) después del lavado, se afiadieron 25 pl de solucidon de anticuerpo de deteccion a-SNAP-25 al
5 ug/ml que comprendia reactivo de bloqueo de Amersham al 2% en 1x PBS TWEEN-20 ® al 0,1% (monolaurato de
sorbitan polioxietilenado (20)) a cada pocillo, se sellaron y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora con
agitacion después de la incubacién del anticuerpo de deteccion a-SNAP-25, los pocillos se lavaron tres veces con
200 pL de 1x PBS, TWEEN-20 ® al 0,1% (monolaurato de sorbitan polioxietilenado (20)). Después de lavar, se
afadieron 150 pl de 1 x tampodn de lectura (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD) a cada pocillo y las placas se
leyeron utilizando un lector de imagenes SECTOR ™ Imager 6000 (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD). Los
datos sin procesar se recopilaron utilizando el aparato ECL Imager.

Los resultados indican que la linea celular parental SiMa, asi como la linea celular clonal H10 mostraban una buena
captacion de la endopeptidasa redirigida Noc/A (tabla 4). Ademas, estos resultados revelan que muchas lineas
celulares exhibieron captacion de la endopeptidasa redirigida Dyn/A (tabla 4). Tres lineas celulares clonales (1E11,
AF4 y DC4) mostraron buena captacion de la endopeptidasa redirigida Dyn/A, once lineas celulares clonales (1E3, 2
D 2, 2D6 3D8, 5C10, 5F3, BB10, BF8, CG8, CG10 y DE7) exhibian captacion moderada de endopeptidasa redirigida
Dyn/A; y (3B8, 2B9, CE®6, YBS, 4C8, 2F5, YF5, DD10, AC9, CD6) mostraban captacién minima de la endopeptidasa
redirigida Dyn/A. Algunas de estas lineas celulares candidatas se ensayaron en un ensayo de respuesta a la dosis
completa con la correspondiente endopeptidasa redirigida.
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Tabla 4. Cribado de Dosis Unica de lineas celulares candidatas utilizando endopeptidasa redirigida Noc/A y

Dyn/A
. Linea celular Captacion de Noc/A 30 nM Captacion de Dyn/A 80 nM

AGN P33 +++ NT
A10 - NT
D11 - NT
H1 - -
H10 +++ -
1D4 NT -
2E4 NT -
3D5 NT -
3G10 NT -
4D3 NT -
BB3 NT -
CC11 NT -
DF5 NT -
YB7 NT -
BE3 NT -
4B5 NT -
2B9 NT +
2F5 NT +
3B8 NT +
4C8 NT +
AC9 NT +
CD6 NT +
CE6 NT +
DD10 NT +
YB8 NT +
YF5 NT +
1E3 NT ++
2D2 NT ++
2D6 NT ++
3D8 NT ++
5C10 NT ++
5F3 NT ++
BF8 NT ++
BB10 NT ++
CG8 NT ++
CG10 NT ++
DE7 NT ++
1E11 NT +++
AF4 NT +++
DC4 NT +++

NT: No probado
-: sin captacion +: captacion minima; ++: captacion moderada, +++: buena captacion
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2. Cribado de respuesta a dosis completa de lineas celulares candidatas.

Las lineas celulares establecidas senaladas anteriormente, se evaluaron posteriormente utilizando una respuesta a
la dosis completa de la endopeptidasa redirigida apropiada. Se sembraron células de las diferentes lineas celulares
en placas de 96 pocillos y se expusieron a diferentes concentraciones de Noc/A (0,014 nM, 0,4 nM, 1,23 nM, 3,7
nM, 11,1 nM, 33,3 nM y 100 nM) o de Dyn/A (0,017 nM 0,05 nM, 0,15 nM, 0,45 nM, 1,4 nM, 4,1 nM, 12 nM, 37 nM,
111 nM, 333 nM y 1000 nM) durante 24 horas El medico que contenia endopeptidasa redirigida se retir6 a
continuacion y se reemplazé por medio completo fresco. Las placas se incubaron 24 horas en CO; al 5% a 37°C
para permitir que la escision de SNAP-25. Las células se lisaron en el tampon de lisis (tabla 5) y las placas se
centrifugaron para retirar los restos. Los lisados se utilizaron en un ensayo de transferencia de Western o en un
ELISA en sandwich.

Para el andlisis de transferencia de Western, las muestras fueron analizadas para detectar la presencia tanto del
SNAP-25 intacto como del producto de escisiéon SNAP-25 tal como se describe en el ejemplo I.

Para el ELISA en sandwich, placas de ELISA recubiertas con anticuerpo monoclonal 2E2A6 fueron bloqueadas con
150 pl de tampon de bloqueo a temperatura ambiente durante 2 horas. Después de retirar el tampo6n de bloqueo, se
afadieron 25 pl de lisado celular a cada pocillo y las placas se incubaron a 4°C durante 2 horas. Las placas se
lavaron tres veces con PBS-T y se afadieron 25 pl de anticuerpo de deteccion pAb anti-SNAP25 marcado con
SULFO-TAG NHS-Ester 5 ug/ml en reactivo de bloqueo al 2% en PBS-T a la parte inferior de los pocillos. Las placas
se sellaron y se agitaron a temperatura ambiente durante 1 hora, seguida de tres lavados con PBS-T. Una vez
completados los lavados, se afiadieron 150 pul de 1 x tampén de lectura por pocillo y la placa se leyd en el lector de
imagenes SI6000 para determinar la sensibilidad de cada una de las lineas celulares ensayadas y el valor de CEsg
se calculo para cada linea celular. Los valores para la endopeptidasa redirigida Noc/A se resumen en la tabla 5. La
respuesta a la dosis completa de endopeptidasa redirigida Dyn/A se realiz6 solamente en PC12 y clon AF4. En
ambos casos el ensayo no alcanzé una asintota superior y un no pudo calcularse un CEsp. La dosis mas baja que
produce una sefal para el clon AF4 era de 12 nM para ambas lineas celulares.

Tabla 5. Cribado de dosis completa de lineas celulares candidatas utilizando Noc/A y Dyn/A redirigidas

Captacion CEsp de Captacion CEsp de

Linea celular Descripcion Fuente Noc/A Dyn/A
AGN P33 Neuroblastoma humano - 5-10 nM NT
BE(2)-C Neuroblastoma humano ATCC CRL-2268 NT NT
N18TG2 Neuroblastoma de raton DSMZ ACC 103 NT NT
N18 Neuroblastoma de raton | ECACC 88112301 > 100 nM NT

Neuroblastoma de ratén /
ND3 Hibrido DRG de rata ECACC 92090901 NDA NT
neonatal primario

Neuroblastoma de ratén /
CD7/23 Hibrido DRG de rata ECACC 92090903 > 100 nM NT

nrimario

Neuroblastoma de ratéon /
ND8 Hibrido DRG de rata ECACC 92090904 NDA NT
neonatal primario

Neuroblastoma de ratén /
ND15 Hibrido DRG de rata ECACC 92090907 > 100 nM NT
neonatal primario

Neuro-2a Neuroblastoma de ratén ATCC CCL-131 30 nM NT

Hibrido de glioma de rata

NG108-15 ,
neuroblastoma raton

ECACC 88112302 NT NT
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PC12 Feocromocitoma rata ATCC CRL-1721 NT > 1000 nM
SH-SY5Y Neuroblastoma humano ATCC CRL-2266 NT NT
SiMa Neuroblastoma humano DSMZ ACC 164 30 nM NT

Clon siMa AF4 Neuroblastoma humano - NT > 300 nM
Clon siMa H1 Neuroblastoma humano - > 100 nM NT
Clon siMa H10 Neuroblastoma humano - 20 nM NT
SK-N-SER 2-C Neuroblastoma humano ATCC CRL-2271 NT NT
SK-N-DZ Neuroblastoma humano ATCC CRL-2149 05-2nM NT
SK-N-F1 Neuroblastoma humano ATCC CRL-2142 > 100 nM NT
SK-N-SH Neuroblastoma humano | ECACC 86012802 > 100 nM NT

NT no ensayado.
NDA: Ninguna cantidad detectable de SNAP-25 se detecto en esta linea celular.

Utilizando un enfoque similar, pueden cribarse lineas celulares clonales compuestas por células que tienen
receptores cognados para otras endopeptidasas redirigidas y evaluarse para captacion de endopeptidasa redirigida

Ejemplo Il

Evaluacién de condiciones de crecimiento en captacién de endopeptidasa redirigida en lineas celulares candidatas

El ejemplo siguiente ilustra como determinar las condiciones de cultivo, crecimiento y diferenciacion, para las lineas
celulares establecidas que maximizan la captacion de endopeptidasa redirigida.

1. Efectos de la diferenciacion celular y factores troficos sobre captacion de endopeptidasa redirigida de lineas
celulares candidatas.

Para determinar si la diferenciacion celular o la presencia de factores tréficos en los medios de cultivo mejoraba la
captacion de endopeptidasa redirigida, se ensayaron a lineas celulares que exhibian buena captacion de Noc/A con
diferentes composiciones de medios. Una densidad adecuada de células de un cultivo madre de la linea celular
SiMa P > 30 que estaba siendo ensayada se colocé en los pocillos de las placas de cultivo tisular de 96 pocillos que
contenian 100 pl de un medio libre de suero que contenia RPMI1640, Penicilina-estreptomicina al 1%, L-glutamina 2
mM, suplementado con B27 y N2 o 100 pl de un medio libre de suero que contenia RPMI1640, penicilina-
estreptomicina al 1%, L-glutamina 2 mM suplementado con B27, N2 y NGF (Factor de crecimiento nervioso, 100
ng/ml). Estas células se incubaron en una incubadora a 37°C en diéxido de carbono al 5% hasta que las células se
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diferenciaban, segun la evaluacién de los criterios morfolégicos estandar y de rutina, tales como detencion del
crecimiento y extension de neuritas (aproximadamente de 1 a 2 dias) como control, una densidad adecuada de las
células de un cultivo de la linea celular que esta siendo ensayada se coloco en los pocillos de las placas de cultivo
tisular de 96 pocillos que contenian 100 pl de medio de cultivo adecuado (tabla 1) sin o con NGF (100 ng/ml). Estas
células indiferenciadas de control fueron cultivadas en una incubadora a 37°C en didxido de carbono al 5% hasta
que las células llegan a la densidad deseada (aproximadamente de 18 a 24 horas). Los medios de ambos y cultivos
de control diferenciado e indiferenciado se aspiraron de cada pocillo y se reemplazaron por medios frescos que
contenian 0 (muestra no tratada) o diferentes concentraciones de Noc/A (0,14, 0,4, 1,23, 3,7, 11,1, 33,3 y 100 nM).
Después de un tratamiento de 24 horas, las células fueron lavadas y se incubaron durante 24 horas en medio libre
de endopeptidasa redirigida con el fin de aumentar la cantidad de SNAP25+97 producido. Las Células producidas se
lavaron y recogieron para el ensayo ELISA en sandwich ECL, tal como se describe en el ejemplo Il.

También se ensayaron los efectos de factores troficos en la linea celular SK-N-DZ. Células de SK-N-DZ se
sembraron en una placa de 96 pocillos recubierta con poli-D-lisina a 25.000 células por pocillo en ocho diferentes
medios SM (tabla 6) durante 72 horas. Las células fueron tratadas en los mismos ocho medios con Noc/A a dosis de
0,03 nM, 3 nM y 30 nM. Después de unas 24 horas de tratamiento, las células fueron lavadas y se incubaron
durante 24 horas en medio libre de endopeptidasa redirigida con el fin de aumentar la cantidad de producto de
escision de SNAP-25197 producido. Las células se lavaron y se recogieron a continuacion para el ensayo de la
transferencia de Western tal como se describe en el ejemplo .

La diferencia no tuvo ninguin efecto sobre la captacion de Noc/A en la linea celular SiMa > P30 aunque parecia
mejorar la captacion en la linea celular SK-N-DZ. El medio basal tenia un efecto significativo sobre la captacion de
Noc/A en la linea celular SK-N-DZ con RPMI1640 que comprendia factores tréficos N2 y B27 siendo la mejor
combinacion. La presencia de NGF en el medio no parece mejorar la captacion en las dos lineas celulares
ensayadas.

Tabla 6. Efectos de factores troficos y de diferenciacion celular sobre la captacién de Noc/A de lineas celulares
candidatas.
Indiferenciado Diferenciado Captacion de CE50 NOC/A
AGN P33 SK-N-DZ
DMEM, 10% FBS - NT >30nM
DMEM, 10% FBS, N2, B27 - NT 3nM
DMEM, 10% FBS, N2, B27, NGF - NT 3nM
DMEM, 10% FBS, N2, B27, RA - NT >30 nM
RPMI1640, 10% FBS - NT 10 nM
RPMI1640, 10% FBS, N2, B27 - 7,2nM 1nM
RPMI1640, 10% FBS, N2, B27, NGF - 9,1 nM 1nM
RPMI1640, 10% FBS, N2, B27, RA - NT 10 nM
- RPMI1640, N2, B27 10,2 nM 1nM
- RPMI1640, N2, B27, NGF 9,8 nM 0,6 nM
NGF: Factor de crecimiento nervioso, RA acido retinoico
NT: no ensayado

Utilizando un enfoque similar, se pueden evaluar las condiciones de crecimiento y diferenciacion de lineas celulares
clonales que comprenden células que tienen receptores cognados para otras endopeptidasas redirigidas.

Ejemplo IV

Desarrollo de lineas celulares establecidas que expresan receptores exégenos de endopeptidasa redirigida

El ejemplo siguiente ilustra como preparar una linea celular establecida que expresa un receptor exdgeno para
endopeptidasa redirigida.

1. Transfeccion del receptor diana en células que comprenden una linea celular candidata.
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La endopeptidasa redirigida Noc/A comprende el dominio de direccion a nociceptina que es el ligando natural del
Receptor similar a opioideo 1 (ORL-1). Para obtener una constructo de expresién que comprende un marco de
lectura abierto para un ORL-1, la constructo de expresion pReceiver-M02/0RL-1 se obtuvo de GeneCopoeia
(GeneCopoeia, Germantown, MD).

Como alternativa, se puede sintetizar una molécula polinucleotidica basada en una secuencia de aminoacidos de
ORL - 1 (por ejemplo, las secuencias de aminoacidos SEQ ID NO 25 o SEQ ID NO 26) empleando los
procedimientos estandar (BlueHeron ® Biotechnology, Bothell, WA). Oligonucledtidos de 20 a 50 bases de longitud
se sintetizan mediante sintesis en fosforamidita estandar. Estos oligonucledtidos se hibridaran en dupletes de
cadena doble que se enlazan entre si para ensamblar la molécula polinucleotidica de longitud completa. Esta
molécula polinucleotidica se clonara utilizando métodos de biologia molecular estandar en un vector pUCBHB1 en el
sitio Smal para generar pUCBHB1/ORL-1. La molécula polinucleotidica sintetizada es verificada por secuenciacion
utilizando Big Dye Terminator ™ Chemistry 3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA) y un secuenciador ABI 3100
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Si se desea, una molécula polinucleotidica de expresion optimizada basada
en una secuencia de aminoacidos de ORL - 1 (por ejemplo, las secuencias de aminoacidos SEQ ID NO: 25 o SEQ
ID NO: 26) puede ser sintetizada para mejorar la expresion en una cepa de Escherichia coli. La molécula
polinucleotidica que codifica ORL - 1 puede modificarse para 1) contener codones sinénimos tipicamente presentes
en moléculas polinucleotidicas nativas de una cepa de Escherichia coli, 2) contener un contenido de G + C que
coincida de la manera mas estrecha al contenido de G + C promedio de moléculas polinucleotidicas nativas que se
encuentran en una cepa de Escherichia coli, 3) reducir las regiones poliminonucleotidicas dentro de la molécula
polinucleotidica; o 4) eliminar sitios regulatorios o estructurales internos encontrados dentro de la molécula
polinucleotidica, véase, por ejemplo, Lance E. Steward y col., Optimizing Expression of Active Botulinum Toxin Type
A, publicacion de patente de E.E.U.U. 2008/0057575 (06 de marzo de 2008); y Lance E. Steward y col., Optimizing
Expression of Active Botulinum Toxin Type E, publicacién de patente de E.E.U.U. 2008/0138893 (12 de junio de
2008). Una vez completada la optimizacion de la secuencia, oligonucleétidos de 20 a 50 bases de longitud se
sintetizan mediante sintesis con fosforamidita estandar. Estos oligonucledtidos se hibridaciéon en dupletes de cadena
doble que se enlazan entre si para ensamblar la molécula polinucleotidica de longitud completa. Esta molécula
polinucleoctidica es clonada utilizando métodos de biologia molecular estandar en un vector de pUCBHB1 en el sitio
de Smal para generar pUCBHB1/ORL-1. La molécula polinucleotidica sintetizada es verificada por secuenciacion
del ADN. Si asi se desean, puede realizarse la optimizacion de la expresion de un organismo diferente, tal como: por
ejemplo, una cepa de levadura, una linea celular de insecto o una linea celular de mamifero, véase, por ejemplo,
Steward, publicacion de patente de E.E.U.U. 2008/0057575, supra, (2008); y Steward, publicacion de patente de
E.E.U.U. 2008/0138893, supra, (2008). Las moléculas polinucleotidicas ejemplares que codifican un ORL - 1
incluyen la SEQ ID NO: 61y la SEQ ID NO: 62.

Para construir una constructo de expresion que codifica un ORL-1, una construccion pUCBHB1/ORL-1 sera digerida
con endonucleasas de restriccion que 1) escindieron la molécula polinucleotidica que codifica del marco de lectura
abierto de ORL-1; y 2) permitieron que esta molécula polinucleotidica se uniera de forma operativa a un vector
pcDNA3 (Invitrogen, Inc., Carlsbad, CA). Este inserto se subcloné mediante un procedimiento de T4 ADN ligasa en
un vector pcDNA3 que sera digerido con endonucleasas de restriccion apropiadas para producir pcDNA3/ORL-1. La
mezcla de ligamiento se transformara en células de E. coli BL21(DE3) electrocompetentes (Edge Biosystems,
Gaitherburg, MD) utilizando un método de electroporacion y las células se sembraran en placas de agar de Luria
Bertani al 1,5% (pH 7,0) que contenian 50 ng/ml de ampicilina y se sembraran en una incubadora a 37°C para
crecimiento durante una noche. Las bacterias que contienen las construcciones de expresion se identificaran como
colonias resistentes a ampicilina. Las construcciones candidato se aislaran utilizando un procedimiento de min-
preparacion de plasmido por lisis alcalina y seran analizadas mediante mapeo de digestion con e endonucleasa de
restriccion para determinar la presencia y la orientacion del inserto. Esta estrategia de clonaciéon produjo una
constructo de expresion pcDNA3 que comprende la molécula polinucleotidica que codifica un ORL-1.

La endopeptidasa redirigida Dyn/A comprende el dominio de direcciéon a dinorfina que es el ligando natural del
receptor opioideo k (KOR). Para obtener una constructo de expresion que comprende un marco de lectura abierto
para un ORL-1, la constructo de expresion pReceiver-M02/KOR-1 fue obtenida de GeneCopoeia (GeneCopoeia,
Germantown, MD). Como alternativa, pueden sintetizarse construcciones de expresion que codifican KOR vy
subclonarse utilizando un enfoque similar al descrito para producir la constructo de expresion pcDNA3.1/KOR.
Secuencias de aminoacidos de KOR ejemplares incluyen la SEQ ID NO: 29 y la SEQ ID NO: 30; Moléculas
polinucleotidicas ejemplares que codifican un KOR incluyen la SEQ ID NO: 65 y la SEQ ID NO: 66.

Pueden utilizarse estrategias de clonacion similares para preparar construcciones de expresion que codifican otros
receptores de endopeptidasa redirigida, tales como: por ejemplo, pcDNA3.1/DOR o pcDNA3.1/MOR,
pcDNAS3.1/receptor de galanina 1, pcDNA3.1/ receptor de galanina 2 o pcDNAS3.1/receptor de galanina 3. Las
secuencias de aminoacidos de DOR ejemplares incluyen la SEQ ID NO: 27 y la SEQ ID NO: 28; las secuencias de
aminoacidos de MOR ejemplares incluyen la SEQ ID NO: 31 las secuencias de aminoacidos del receptor de
galanina 1 ejemplares incluyen la SEQ ID NO: 136, la SEQ ID NO: 137 y la SEQ ID NO: 138; las secuencias de
aminoacidos del receptor de galanina 2 ejemplares incluyen la SEQ ID NO: 139; y las secuencias de aminoacidos
del receptor de galanina 3 ejemplares incluyen la SEQ ID NO: 140. moléculas polinucleotidicas ejemplares que
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codifican un DOR incluyen la SEQ ID NO: 63 y la SEQ ID NO: 64; moléculas polinucleotidicas ejemplares que
codifican un MOR incluyen la SEQ ID NO: 67; moléculas polinucleotidicas ejemplares que codifican un receptor de
galanina 1 incluyen la SEQ ID NO: 141, la SEQ ID NO: 142 y la SEQ ID NO: 143; moléculas polinucleotidicas
ejemplares que codifican un receptor de galanina 2 incluyen la SEQ ID NO: 144; y moléculas polinucleotidicas
ejemplar que codifican un receptor de galanina 3 incluyen la SEQ ID NO: 145.

Para introducir una constructo de expresion que codifica un receptor de endopeptidasa redirigida, lineas celulares
fueron transfectadas con una constructo de expresion que codifica un receptor de endopeptidasa redirigida. Para
transfectar una linea celular con un receptor opioideo o similar a opioideo, las células de una linea celular candidata
fueron sembradas a una densidad de 1 x 107 células en un matraz recubierto de T+75 Colageno IV y se cultivaron en
una incubadora a 37°C en diéxido de carbono al 5% hasta que las células llegan a la densidad deseada. Se prepara
una solucion de transfeccion de 4,2 ml ainadiendo 4 ml de medio de suero reducido OPTI-MEM que contenia 200 pl
de LipofectAmine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) incubado a temperatura ambiente durante 5 minutos a 4 ml de
medio de suero reducido OPTI-MEM que contenia 20 pg de un pReceiver-M02/ORL-1 o 20 ng de pReceiver-
MO2/KOR-1. Esta transfeccion se incubé a temperatura ambiente durante aproximadamente 20 minutos. El medio
fue reemplazado por 8 ml de medio fresco libre de suero y libre de antibidticos y la solucion de transfeccion se
afadioé a las células. A continuacion, las células se incubaron en un incubador a 37°C en diéxido de carbono al 5%
durante aproximadamente 16-18 horas. El medio de transfeccion fue reemplazado por medio de cultivo fresco y las
células se incubaron una incubadora a 37°C en diéxido de carbono al 5%. Después de 24 horas, los medios de
cultivo fueron reemplazados por medio de cultivo fresco que contenia el antibidtico G418 a 1 mg/ml en el medio de
cultivo (medio de seleccién) y las células se incubaron durante 7 dias. El medio de seleccidon fue cambiado cada
semana para un total de 4 semanas (alrededor del 90% células murieron y fueron retiradas durante los cambios
semanales del medio).

La lineas celulares candidatas transfectadas con el receptor ORL-1 incluian las lineas celulares SiMa > P30, ND15,
CD7, NG108-T15 y SK-N-DZ. Las lineas celulares candidatas transfectadas con el receptor KOR-1 incluian las
lineas celulares SiMa, SiMa > P30, ND15, CD7, NG108-T15 y SK-N-DZ. Las células transfectadas NG108-T15 no
sobrevivieron a la seleccion en G418.

2. Cribado de dosis Unica y respuesta a la dosis de lineas celulares transfectadas estables utilizando
moléculas de endopeptidasa redirigida.

Las células de las lineas celulares candidatas transfectadas y seleccionadas en la seccién anterior se sembraron en
placas de 96 pocillos recubiertas con poli-D-lisina o colageno IV a 1 x 10° células/pocillo en medio RPMI1640 que
contenia suplementos N2 y B27 y NGF (50-100 ng/ml) durante 20 + 4 horas antes del tratamiento con el compuesto.
Entonces, las células transfectadas de forma estable con el receptor ORL - 1 fueron tratadas con endopeptidasa
redirigida Noc/A a 30 nM en el mismo medio durante 24 + 2 horas, excepto para la linea celular SK-N-DZ que fue
tratada a 10 nM. Las células se lisaron en 120 pl de tampén de lisis y 20 pl del lisado se mezclaron con 2 x tampoén
SDS para el ensayo de transferencia de Western que se realizé como se ha detallado en el ejemplo |. Todas las
lineas celulares mostraban un aumento de la captacion del compuesto de Noc/A redirigida cuando se transfectaban
con el receptor ORL-1 (Tabla 7).

Tabla 7. Lineas celulares transfectadas con ORL-1 ensayado con endopeptidasa redirigida Noc/A

% de SNAP25 escindido a 30 nM
Linea celular Descripcion
No transfectadas Transfectadas
AGN P33 Neuroblastoma humano 20% 40%
SK-N-DZ Neuroblastoma humano 25% @ 10 nM 40% @ 10 nM
Neuroblastoma de ratén e hibrido o o
NDT de células DRG de rata 10% 42%
Neuroblastoma de ratén e hibrido o o
ND15 de células DRG de rata 8% 20%
NG108-T15 Neuroblast'oma raton/hibrido Ninguna célula sobrevive Ninguna gelula
de glioma de rata sobrevive

Las células de las lineas celulares candidato transfectadas y seleccionadas en la seccién anterior se sembraron en
placas de 96 pocillos recubiertas con poli-D-lisina o colageno IV a 1 x 10° células/pocillo en medio RPMI1640 que
contenia FBS al 10% y suplementos N2 y B27 durante 20 + 4 horas antes del tratamiento con el compuesto. Las
células transfectadas de forma estable con el receptor KOR-1 fueron tratadas con la endopeptidasa redirigida Dyn/A
a 100 nM en el mismo medio durante 24+2 horas. Las células se lisaron en 120 ul de tampoén de lisis y 20 pl del
lisado se mezclaron con 2 x tampdn SDS para el ensayo de transferencia de Western que fue realizado tal como se
detalla en el ejemplo I. Todas las lineas celulares muestran aumento de la captacién del compuesto de Dyn/A
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redirigida cuando se transfectaban con el receptor humano KOR-1.

3. Selecciéon de lineas celulares clonales transfectadas de forma estable que exhiben alta sensibilidad por
dilucién sucesiva

El ejemplo siguiente muestra como identificar las células clonales de una linea celular establecida transfectada de
forma estable que son susceptibles a la accién de endopeptidasa redirigida o tienen capacidad de captacion de
endopeptidasa redirigida.

Para la clonacion de célula unica de las células seleccionadas descrita anteriormente, se empled el método de
clonacion de linea celular de dilucion limitada. Las células se tripsinizaron, se contaron, se diluyeron para conseguir
0,5-1 células / 100 ul y se sembraron en medio de seleccién en cinco placas de 96 pocillos recubiertas con poli-D-
lisina a 100 pl por pocillo. Las células se incubaron durante mas de dos semanas hasta que se formaron colonias en
el fondo del pocillo. Las colonias positivas procedentes de células individuales fueron marcadas. Se tomaron fotos
de clones derivados de una sola célula con una camara de microscopio. Las células de pocillos con clones
individuales se cultivaron durante una semana adicional y se transfirieron a placas de 24 pocillos aproximadamente
4 semanas después de que empezara la clonacion.

Para la seleccion de clones, el parametro principal utilizado para cribar para clones positivos fue la mayor cantidad
de escision de SNAP-25 obtenida después de tratamiento con Noc/A o Dyn/A medida utilizando el analisis de
transferencia de Western con el anticuerpo que reconoce SNAP-25 tanto intacto como escindido. Clones que
sobreexpresan ORL-1 fueron ensayados con endopeptidasa redirigida Noc/A 10 nM y 30 nM durante una noche tan
pronto como suficientes células estuvieron disponibles (tabla 8). Los clones que sobreexpresan KOR-1 fueron
ensayados con endopeptidasa redirigida Dyn /A 100 nM durante una noche (tabla 9). Ademas, los clones que
sobreexpresan KOR-1 fueron ensayados en el ensayo de union a dinorfina tal como se ha descrito en el ejemplo .

Tabla 8. Cribado de dosis Unica de lineas celulares clonales candidatas transfectadas de forma estable con ORL-1
utilizando endopeptidasa redirigida Noc/A
Linea celular Nimero de clones Captacion de Noc/A | Captacion de Noc/A | Segundo cripadp a1nM
10 nM 30 nM (% escindido)
AGN P33 1 + + 28%
AGN P33 2 ++ +++ 50%
AGN P33 3 - + NT
AGN P33 4 ND ND NT
AGN P33 5 - + 31%
AGN P33 6 ++ +++ 60%
AGN P33 7 + + 14%
AGN P33 8 + + NT
AGN P33 9 + + 38%
AGN P33 10 + ++ 29%
AGN P33 11 + + NT
AGN P33 12 + + 27%
ND7 1C11 NT ++ NT
ND7 2F3 NT - NT
ND7 1D 10 NT - NT
ND7 1F9 NT - NT
ND7 1G10 NT - NT
ND7 2D 8 NT - NT
ND7 2E2 NT - NT
ND7 4B7 NT +++ NT
ND7 3C11 NT - NT
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ND7 3C3 NT + NT
ND7 3E8 NT - NT
ND7 3E11 NT - NT
NDT 2G3 NT - NT
ND7 4 D5 NT + NT
ND7 4D 8 NT + NT
NDT 4C8 NT - NT
NDT 4C9 NT +++ NT
ND7 4E8 NT + NT
ND7 2E6 NT ++ NT
ND7 4F4 NT +++ NT
ND7 5D 6 NT - NT
ND7 5G3 NT - NT
ND7 4 D5 NT ++ NT
ND15 1C 10 NT + NT
ND15 1F10 NT ++ NT
ND15 2Ds8 NT ++ NT
ND15 2E11 NT - NT
ND15 2F4 NT ++ NT
ND15 2F10 NT ++ NT
ND15 2F11 NT - NT
ND15 3C4 NT + NT
ND15 3C7 NT ++ NT
ND15 3E8 NT +++ NT
ND15 4C8 NT + NT
ND15 4 D8 NT + NT
SK-N-DZ #2 - - NT
SK-N-DZ #4 - - NT
SK-N-DZ #5 +++ ++ NT
SK-N-DZ #6 NT ++ NT
SK-N-DZ #7 + NT NT
SK-N-DZ #8 - NT NT
SK-N-DZ #9 + NT NT
SK-N-DZ #10 - NT NT
SK-N-DZ #11 + +++ NT
SK-N-DZ #12 - NT NT
SK-N-DZ #14 ++ NT NT
SK-N-DZ #16 - NT NT
SK-N-DZ #17 + +++ NT
SK-N-DZ #19 + +++ NT
SK-N-DZ #20 - NT NT
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SK-N-DZ #23 NT ++ NT
SK-N-DZ #25 - NT NT
SK-N-DZ #26 - ++ NT
SK-N-DZ #27 + NT NT
SK-N-DZ #28 ++ + NT
SK-N-DZ #30 ++ NT NT
SK-N-DZ #31 - NT NT
SK-N-DZ #32 ++ ++ NT
SK-N-DZ #33 + NT NT
SK-N-DZ #34 +++ ND NT
SK-N-DZ #35 + ++ NT
SK-N-DZ #36 - NT NT
SK-N-DZ #37 +++ ++ NT
SK-N-DZ #42 - NT NT
SK-N-DZ #43 + ++ NT

ND: No determinado; NT no ensayado.
-: ninguna captacion, +: captacién minima; ++: captacion moderada; +++: buena captacion

Tabla 9. Cribado de dosis Unica de lineas celulares clonales candidatas transfectadas de forma estable con KOR-1

utilizando endopeptidasa redirigida Dyn/A

Linea celular Numero de clones Capta(flig(r)l g;\aﬂ Dyn/A Unién a Dyn 100 nM Sﬁ:?ﬁggliigﬁ;;a
SiMa 2 - - No
SiMa 6 + + No
SiMa 8 + + No
SiMa 12 +++ ++ Si
SiMa 14 ++ ++ No
SiMa 20 + ++ No
SiMa 25 ++ ++ No

AGN P33 1 +++ + Si
AGN P33 3 ++ + No
AGN P33 5 ++ + Si
AGN P33 6 ++ + No
AGN P33 7 +++ + Si
AGN P33 8 ++ + Si
AGN P33 9 +++ + Si
AGN P33 10 +++ + Si
AGN P33 11 ++ + No
AGN P33 12 +++ + Si
AGN P33 14 + + No
AGN P33 16 ++ + No
AGN P33 17 +++ + Si
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AGN P33 21 + ++ No
ND7 A1 + + No
ND7 A2 - - No
ND7 A3 - - No
ND7 A4 - - No
ND7 A5 - - No
ND7 A6 - - No
ND7 A7 - - No
ND7 A8 - - No
ND7 A9 - - No
ND7 A10 - - No
ND7 A11 - - No
ND7 A12 +++ +++ Si
ND7 B1 - - No
ND7 B2 - - No
ND7 B3 - - No
ND7 B4 - - No
ND7 BS + + Si
ND7 B6 - - No
ND7 B7 - - No
ND7 B8 - - No
ND7 B9 - - No
ND7 B10 - - No
ND7 B11 - - No
ND7 B12 - - No
ND7 C1 - - No
ND7 C2 - - No
ND7 C3 - - No
ND7 C4 - - No
ND7 C5 - - No
ND7 C6 + + No
ND7 C7 - - No
ND7 C8 - - No
ND7 C9 - - No
ND7 c10 - - No
ND7 C11 - - No
ND7 C12 - - No
ND7 D1 - - No
ND7 D2 - - No
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ND7 D3 - - No
ND7 D4 - - No
ND7 D5 - - No
ND7 D6 ++ ++ Si
ND7 D7 ++ ++ Si
ND7 D8 - - No
ND7 D9 - - No
ND7 D10 - - No
ND7 D11 - - No
ND7 D12 - - No
ND7 E1 - - No
ND7 E2 - - No
ND7 E3 - - No
ND7 E4 - - No
ND7 ES - - No
ND7 E6 - - No
ND7 E7 - - No
ND7 E8 - - No
ND7 E9 - - No
ND7 E10 - - No
ND7 E11 - - No
ND7 E12 ++ ++ Si
ND7 F1 - - No
ND7 F2 - - No
ND7 F3 - - No
ND7 F4 - - No
ND15 A1 - - No
ND15 A2 - - No
ND15 A3 + - No
ND15 A4 + - No
ND15 A5 - - No
ND15 A6 ++ - No
ND15 A7 ++ - No
ND15 A8 ++ - No
ND15 A9 + - No
ND15 A10 + - No
ND15 A11 - - No
ND15 A12 - - No
ND15 B1 - - No
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ND15 B2 ++ - No
ND15 B3 - - No
ND15 B4 - - No
ND15 B5 +++ - Si
ND15 B6 + - No
ND15 B7 - - No
ND15 B8 - - No
ND15 B9 - - No
ND15 B10 - - No
ND15 B11 - - No
ND15 B12 - - No
ND15 C1 - - No
ND15 Cc2 +++ + Si
ND15 C3 - - No
ND15 Cc4 - - No
ND15 C5 + NT No
ND15 C6 +++ NT Si
SK-N-DZ #11 NT NT ND

ND: No determinado; NT no ensayado.
-2 ninguna captacion; +: captacion minima; ++: captacion moderada; +++: buena captacion

4. Cribado de respuesta a la dosis de lineas celulares clonales transfectadas de forma estable utilizando
endopeptidasa redirigida.

Lineas celulares clonales transfectadas de forma estable de la seccién 3 que muestran una buena captacion de la
endopeptidasa redirigida Noc/A se ensayaron en experimentos de respuesta a la dosis completa para determinar la
sensibilidad y eficacia hacia la endopeptidasa redirigida Noc/A. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos
recubiertas de poli-D-lisina o colageno IV a 1 x 10° células/pocillo en medio RPMI1640 que contenia suplementos
N2 y B27, y NGF (50-100 ng/ml) durante 20 * 4 horas antes del tratamiento con compuesto. Las células de la linea
celular parental AGN P33 y las lineas celulares clonales ND7 fueron tratadas con 00,14 nM, 0,4 nM, 1,23 nM, 3,7
nM, 11,1 nM, 33,3 nM y 100 nM de Noc/A en el mismo medio durante 24 horas mas 24 horas de incubacion en
medio libre de endopeptidasa redirigida para permitir la escisiéon de SNAP-25 . Las células de la linea celular AGN
P33 parental también se trataron con 0, 0,03 nM, 0,08 nM, 0,24 nM, 0,74 nM, 2,22 nM, 6,67 nM y 20 nM de Noc/A
en el mismo medio durante 24 horas mas 24 horas de incubacion en medio libre de endopeptidasa redirigida para
permitir la escision de SNAP-25. Se retir6 el medio y se lavaron las células y se lisaron para el ensayo ELISA en
sandwich con ECL tal como se detalla en el Ejemplo Il. Los datos de la AGN P33 parental y las lineas celulares
clonales transfectadas de manera estable con el receptor ORL - 1 se resumen en la tabla 10. Clones # 2 y # 6
demostraron mayor sensibilidad y eficacia hacia la endopeptidasa redirigida Noc/A que la linea celular parental.
Ademas, el aumento de la sensibilidad de las nuevas lineas celulares clonales permite la utilizaciéon de menores
concentraciones para —la respuesta a la dosis, lo que confirma que las nuevas lineas celulares clonales son mas
sensibles.

Tabla 10. Tabla resumen de la relacion sefial a ruido (S/N) y los valores de CEs de los tres clones mas clones
sensibles que sobreexpresan ORL-1 en la linea celular de fondo AGN P33.

Parental Clon 2 Clon 6 Clon 8
Relacion S/N 0,03 nM/BK 41 26 1,8
Relacion S/N 20 nM/BK 259 522 33,1
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Relacién S/N 0,14 nM/BK

Relacion S/N 100 nM/BK

CEso (nM) 6,8+ 1,1 0,6+ 0,1 0,7+0,07 0,3+0,2

Los datos de la ND7 parental y las lineas celulares clonales transfectadas de forma estable con el receptor ORL-1
se resumen en la tabla 11. Todos los clones ensayados demostraron mayor sensibilidad y eficacia hacia la
endopeptidasa redirigida Noc/A que la linea celular parental ND7. Los clones 4B7, 1E6 y 11 1 fueron los mas
sensibles con valores de CEs; menores de 10 pM.

Tabla 11. Tabla resumen de la relacion sefial a ruido (S/N) y los valores de CEsg de los seis clones mas sensibles
que sobreexpresan ORL-1 en la linea celular de fondo ND7.

Parental 1C11 4B7 49 5FU 1E6 3E9
Relacion S/N
0,14 nM/BK 1.7 9.3 1.1 5.3 3.6 5.8 5.1
Relacién S/N
100 nM/BK 53 217 243 126 169 123 121
EE\Z(; >30 86+2 57%0,5 33+ 11 24+5 6,7 + 1 >30nM

La tabla 12 resume los resultados obtenidos con la generacién y ensayo de lineas celulares clonales que
sobreexpresan el receptor ORL-1 en diferentes fondos celulares.

Tabla 12: Resumen de lineas celulares clonales que sobreexpresan el receptor humano ORL-1 ensayadas con
Noc/A

Lineas celulares estables

Linea celular de fondo Especie ensayadas con dosis completa de CEso (nM)
Noc/A
AGN P33 Neuroblastoma humano Tres 0,6-2,5
Neuroblastoma de rata y hibrido .
ND7 de DRG Seis 3,7-8
Ninguna (siete clones estables
SK-N-DZ Neuroblastoma humano seleccionados para estudios N/A

posteriores)

Ejemplo V

Desarrollo de lineas celulares clonales a partir de una linea celular SK-N-DZ Parental.

El ejemplo siguiente ilustra como identificar las células clonales de una linea celular establecida parental que son
susceptibles a inhibicion por endopeptidasa redirigida de exocitosis o tienen capacidad de captacion de
endopeptidasa redirigida.

1. Aislamiento de lineas celulares clonales.

Durante la caracterizacion de la linea celular SK-N-DZ, se descubrié que las células que comprenden esta linea
celular establecida comprendian como minimo cinco diferentes fenotipos celulares. Para determinar si alguno de
estos tipos celulares fenotipicamente distintos era responsable de la susceptibilidad de esta linea celular a la
inhibicién de exocitosis por endopeptidasa redirigida, se realizaron dos cribados diferentes de dilucion limitada para
obtener un aislados de colonias individuales para cada tipo de célula fenotipicamente distinto.

Una adecuada densidad de las células de un cultivo madre de SK-N-DZ fueron cultivadas en DMEM, suero fetal
bovino al 10% (termoinactivado), aminoacidos no esenciales 0,1 mM, HEPES 10 mM, piruvato de sodio 1 mM, 100
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U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, contenida en un matraz recubierto de T175 colageno IV. Después
del segundo pase, las células se trataron con tripsina para producir una suspension de células y se determino la
concentracion celular. Aproximadamente 4,0 x 108 células de esta suspension celular se transfirieron a un tubo de
50 ml y las células se disociaron en células individuales mediante expulsion vigorosa repetida a través de una aguja
de calibre 18,5 utilizando una jeringa de 10 ml. Las células de esta suspension de células individuales disociadas se
diluyeron luego a una concentracion de 0,2 x 108 células/ml mediante la adicién de 15 ml de medio de cultivo fresco
y 2,5 yl de esta dilucion se afiadieron a 50 ml de medio de cultivo fresco para obtener una concentracion de 10
células/ml. De esta reserva de dilucion final, 100 ul de medio de cultivo se afiadieron a cada pocillo de una placa de
96 pocillos recubierta de colageno IV y las células se cultivaron sin alterar en una incubadora a 37°C en di6éxido de
carbono al 5% durante cuatro semanas. Cuatro placas de 96 pocillos se prepararon para analisis. Después de
cuatro semanas, cada pocillo se examino al microscopio para identificar colonias individuales en crecimiento, y para
cada colonia identificada se afadieron 100 pl de medio de cultivo fresco a cada pocillo y las células se cultivaron
inalteradas en una incubador a 37°C en dioxido de carbono al 5% durante dos semanas. Después de dos semanas
adicionales de crecimiento, las colonias individuales crecientes se trataron con tripsina y se trasladaron a una nueva
placa de 96 pocillos para un crecimiento continuo. Una vez que las colonias crecieron a aproximadamente 1.000
células, en base a la inspeccion visual, las células se trataron con tripsina y cada suspensién celular se transfirié a
un pocillo de una placa de 24 pocillos recubierta con colageno IV. Las células se cultivan en una incubadora a 37°C
en diéxido de carbono al 5% con medio de cultivo fresco que era reemplazado cada 2 - 3 dias, si fuera necesario.
Las células se cultivaron hasta que el cultivo alcanzaba aproximadamente el 60% de confluencia o superior,
momento en el que las células se trataban con tripsina y suspension celular se transfiri6 a un matraz de 25 cm2
recubierto con Colageno 1V, en base a la confluencia de las células en la placa de 24 pocillos. Las células se
cultivan en una incubadora a 37°C en diéxido de carbono al 5% con medio de cultivo fresco que era reemplazado
cada 2 - 3 dias, si era necesario. Una vez que las células en el matraz alcanzaban una confluencia del 70-80%, se
congelaron y almacenaron en nitrégeno liquido hasta que las lineas celulares clonales se analizaron para determinar
su susceptibilidad a la inhibicién de la exocitosis por Noc/A. De los 384 aislados de colonia inicialmente preparados
de ambos cribados, se seleccionaron 24 lineas celulares clonales en base a viabilidad y criterios de crecimiento y se
expandieron para procedimientos de cribado posteriores. De esas, se identificaron 12 lineas celulares de
crecimiento rapido.

2. Cribado primario para la susceptibilidad a la actividad endopeptidasa redirigida de las células de una linea
celular clonal utilizando una endopeptidasa redirigida.

Para determinar si las células de una linea celular clonal eran susceptibles a actividad endopeptidasa redirigida
Noc/A, se realiz6 un cribado primario utilizando un método basado en inmunologia para determinar la actividad
endopeptidasa.

Trece clones de SK-N-DZ (#3, #4, #5, #8, #9, #10, #13, #15, #16, #17, #18, #22 y #23) ademas de las células
parentales de SK-N-DZ se sembraron en una placa de 96 pocillos (nimero de células por pocillo desconocido) en
EMEM, FBS al 10%, 1 x B27 y 1 x N2 y se incubaron durante una noche. Las células se trataron con Noc/A 1 nM
durante 24 horas. Las células se lisaron con 100 ul de tampdn de lisis durante 20 minutos y se centrifugaron a 4000
rpm durante 20 minutos. Se afadieron cincuenta microlitros de 2 x tampoén de muestra SDS a 50 pl de lisado celular
y se calentaron a 95°C durante 5 minutos. Diez microlitros de muestra de proteina se cargaron por pista en geles
NuPage al 12% vy se realiz6 un ensayo de transferencia de Western tal como se describe en el ejemplo I. La
evaluacion del SNAP-25 total y el SNAP-25 escindido demostré que los clones #3, #8, #15 y #22 eran como minimo
tan buenos como las células parentales para la absorcién de Noc/A. El tratamiento de respuesta a la dosis completa
y el analisis con el ensayo ELISA en sandwich con ECL se realizé después de las células se incrementaron a
escala.

3. Cribado de respuesta secundario de lineas celulares clonales utilizando una molécula de endopeptidasa
redirigida.

Para determinar si las células de una linea celular clonal eran susceptibles a actividad endopeptidasa redirigida
Noc/A, se realizé un cribado secundario utilizando un método basado en inmunologia para determinar la actividad
endopeptidasa.

Para comparar adicionalmente estas lineas celulares SK-N-DZ clonadas, se llevd a cabo el ensayo ELISA en
sandwich ECL. Cinco clones (#3, #9, #15, #16, #22) ademas de las células parentales SK-N-DZ se sembraron en
una placa de 96 pocillos recubierta de Poli-D-lisina por linea celular a 25.000 células por pocillo en RPMI 1640, con
FBS al 10%, medios 1 x B27 y N2 x 1 (sin NGF) durante el fin de semana. Las células se trataron con Noc/A a dosis
de 0 a 20 nM (0, 0,03, 0,08, 0,24, 0,74, 2,22, 6,67, 20 nM) durante 24 horas. EIl SNAP-2597 escindido se cuantifico
en el ensayo ELISA con ECL tal como se ha detallado en el ejemplo I.

La tabla 13 muestra los valores de CE® y de sefial a ruido para los cinco clones y su linea celular parental. Tres

clones llamados #3, #9 y #15 generaban menores valores de CEso (< 1 nM) y el clon #16 y #22 generaban valores
de CEspsimilares en comparacion con la linea celular parental (~ 2 nM). Sin embargo, las sefales totales de
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SNAP25 escindido eran superiores en los clones #3, #22, y las células parentales. Los clones #9, #16 y #15 tenian
sefales totales inferiores en comparacion con el resto de las lineas celulares

Tabla 13. Tabla resumen de la relacion sefial a ruido (S/N) y valores de CEsp de los cinco clones obtenidos de|
células SK-N-DZ por clonacion a dilucion limitada.
Parental 3 9 19 16 22
Relacién S/N 0,03
nM/BK 2 3 2 2 2 3
Relacién S/N 20
nM/BK 19 27 12 8 14 20
CEso (nM) 26+15 0,8 +0,07 0,7 £ 0,04 0,6 0,1 2,2+0,8 1,9+0,6

Las condiciones para el tratamiento con Noc/A en clones SK-N-DZ se optimizaron y se ejecutd un ensayo
comparando los clones #3, #15 y #22 y la linea celular parental heterogénea SK-N-DZ. La tabla 14 muestra el
resultado de la comparacion y demostré que la optimizacion del ensayo ha mejorado enormemente la sefial a ruido
para el ensayo. Los clones #3 y #22 fueron seleccionados para desarrollo de ensayo adicional, dado que poseen

eficacia y sensibilidad excelentes

Tabla 14. Tabla resumen de la relacion sefial a ruido (S/N) y valores de CEsp de los tres clones obtenidos de

células SK - N-DZ utilizando condiciones optimizadas.

Parental 3 15 22
Relacién S/N 0,03 nM/BK 15 8 5 10
Relacién S/N 20 nM/BK 107 89 33 60
CEso (nM) 0,6 +0,2 0,9+0,2 0,6+0,1 0,4 +0,09
Ejemplo V

Caracterizacién y comparacion de lineas celulares clonales para captacion de endopeptidasa redirigida

El ejemplo siguiente ilustra como caracterizar y comparar las lineas celulares clonales originadas de una linea
celular establecida que comprende una poblacion heterogénea o mediante transfeccion del receptor diana y
posterior clonacioén de la linea celular.

Para evaluar la especificidad o selectividad de la captacion de endopeptidasa redirigida, se realizaron ensayos de
captacion no especifica utilizando una endopeptidasa redirigida que carecia del dominio de direccion. Para
endopeptidasa redirigida a opioides, las células de la linea celular AGN P33, clon #6 (que comprende células
transformadas de forma estable una constructo de expresién que codifica un receptor ORL-1) y las lineas celulares
clonales SK-N-DZ #3 y #22 (que comprende las células que expresan el receptor endégeno ORL-1) se sembraron a
150.000 células por pocillo en una placa de 96 pocillos recubierta de poli-D-lisina en medio RPMI 1640 libre de
suero que contenia suplementos N2 y B27 y NGF (50 ng/ml) y se incubaron durante 20 + 4 horas a 37°C en una
incubadora en CO- al 5% antes del tratamiento con el compuesto. Las células se trataron con 8 dosis de Noc/A que
van de 0-20 nM o 0-40 nM y/u ocho dosis de hormona LHn/A oscilan entre 0 y 400 nM o 0 y 40 nM en el mismo
medio durante 22 horas. El medio se retird y las células se lavaron, se lisaron y se centrifugaron para eliminar los
restos en preparacion para un ensayo ELISA en sandwich. Una placa de ELISA recubierta con anticuerpo
monoclonal 2E2A6 se bloqued con 150 pl de tampdn de bloqueo a temperatura ambiente durante 1 hora. Después
de que el tampodn fuera retirado, se afiadieron 30 pl de lisado celular a cada pocillo y la placa se incubd a 4°C
durante 2 horas. Las placas se lavaron tres veces con PBS-T y se afiadieron 30 pl de anticuerpos policlonales de
deteccion a-SNAP25 marcados con SULFO-TAG NHS-Ester a 5 ug/ml en reactivo de bloqueo al 2% en PBS-T a la
esquina inferior de los pocillos. La placa se sell6 y se agitd a temperatura ambiente durante 1 hora, seguido de tres
lavados con PBS-T. Después de que los lavados se completaron, se afiadieron 150 ul de 1 x tampén de lectura por
pocillo y la placa se leyo en el lector SI6000 Image. Los resultados que comparan la captacion de Noc/A en relacion
con el control negativo LHN/A se muestran en la tabla 15 y la tabla 16. Estos resultados indican que hubo buena
separacion entre la captacion de Noc/A y LHN/A en ambas lineas celulares demostrando captacion especifica de
Noc/A.

Tabla 15. Captacion inespecifica para SK-N-DZ, clon #3. Resumen de cuatro experimentos
independientes
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nM % de captacion inespecifica SEM (error estandar de la media)
0 2 0,5
1 6 0,5
2 8 0,5
5 10 1
15 19 0,9
44 33 1,5
133 65 2,4
400 93 2,3
Tabla 16. Captacion inespecifica para células de hORL-1 #6. Resumen de tres experimentos
independientes
nM % de captacion inespecifica SEM (error estandar de la media)
0 1 0,2
1 2 0,2
2 3 0,6
5 3 0,3
15 8 1,3
44 12 1,9
133 22 3,0
400 32 3,0

La tabla 17 resumen los resultados de la caracterizacion y comparacion de las tres lineas celulares. Las lineas
celulares clonales SK-N-DZ #3 y #22 poseen una sensibilidad idéntica a la eDRG primaria y una excelente sefial a
ruido para desarrollar un analisis robusto para endopeptidasa redirigida Noc/A. La linea celular clonal de AGN P33

#6 también es un excelente candidato con baja captacion inespecifica y sensibilidad adecuada.

Tabla 17.

Parametro

SK-N-DZ clon 3

SK-N-DZ clon 22

AGN P33 clon 6

eDRG

Especie de linea
celular

Humano clonal

Humano clonal

Humano clonal

primaria de rata

ORL1 humano

ORL1 humano

ORL1 humano

ORL1 de rata

Expresion del
receptor celular

enddgeno

enddgeno

transfectadas

enddgeno

respuesta a la dosis

respuesta a la dosis

respuesta a la dosis de

respuesta a la dosis de

LHN/A

Intervalo dindmico 0,03 a 20 nM 0,03 a 20 nM 0,04 a 40 nM 0,17 a20 nM
Sensibilidad (CEso) | CF% = 0*175’)10-1 (N=lcEs =0,8£02 (N=09) CE5°(; f’gf) 02 | CEe ?NO’:SGi) 015
uLoQ 20 nM 20 nM 20 nM 10-20 nM
S’NfULOQ’ 98 + 15 (N = 10) 86+ 17 (N = 9) 385+ 32 (N = 19) -300
ondo
SmLLoal 122 (N=11) 102 (N=09) 29+7 (N =18) N/A
Especificidad frente a >2log (N = 4) >2log (N = 4) >21log (N = 3) N/A
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ExpreS|or;5de SNAP- Endogeno Endogeno Endogeno Endogeno
Competencia con var.|Competencia completa|Competencia completa] Competencia parcial N/A
Nociceptina (n=4) (n=4) (n=4)
Inhibiciéon por Ab  |Competencia completa|Competencia completa|Competencia completa
L . _ _ _ N/A
Antinociceptina (n=4) (n=4) (n=4)
Inhibicién por Ab Anti-| Competencia parcial | Competencia parcial | Competencia parcial N/A
868 (N=23) (N=23) (N=23)

Para evaluar la sensibilidad de la captacién de endopeptidasa redirigida, se realizaron ensayos de union de
saturacion a ligando. La interaccion de la mayoria de los ligandos con sus sitios de unién puede caracterizarse en
términos de afinidad de unién (directrices de ensayo NIH). En general, alta afinidad de union implica un mayor
tiempo de residencia para el ligando en su sitio de union del receptor que en el caso de baja afinidad de unién. La
constante de disociacion se utiliza cominmente para describir el afinidad entre un ligando (L) (tal como un farmaco)
y una proteina (P) es decir, lo firmemente que un ligando se une a una determinada proteina. Un experimento de
union de saturacion en equilibrio mide la unién total e inespecifica (NSB) a diferentes concentraciones de
radioligando. La constante de disociacion en equilibrio o afinidad del radioligando, Kq, y €l nimero maximo de sitios
de union del receptor, Bmax, puede calcularse a partir de la unién especifica (total - NSB) mediante el analisis de
regresion no lineal. La Ky para la unidon especifica puede calcularse utilizando un analisis de regresion no lineal
hiperbdlico de unién a un sitio (es decir GraphPad Prism) como se muestra en la ecuacion de abajo, donde Bmax es
el ndmero maximo de sitios de unién (pmol/mg, o pmol/células o sitios/células) y Kq (nM, pM, etc.) es la
concentracion del radioligando requerida para alcanzar la mitad de la unién maxima:

Bmax x[L]
[L]+ Kd

Unido =

Para endopeptidasa redirigida a opiodes, las células de la linea celular clonal AGN P33, clon #6 (que comprende
células transformadas de forma estable con una constructo de expresion que codifica un receptor ORL-1), la linea
celular parental SK-N-DZ vy las lineas celulares clonales SK-N-DZ #3, #15 y #22 (que comprenden las células que
expresan el receptor endégeno ORL-1) se sembraron a 200.000 células por pocillo en placa de 48 pocillos
recubierta con Poli-D-lisina en medio RPMI 1640 libre de suero que contenia suplementos 1 x N2 y 1 x B27 y se
incubaron durante la noche a 37°C en una incubadora con CO- al 5%. El medio se retir6 y se afiadieron células y
150 pl de tampdn de union Tris a los pocillos utilizados para evaluar la union total y se afiadieron 100 pl tampon de
union Tris a los pocillos utilizados para evaluar la unién no especifica. Aproximadamente 50 ul de 4 x concentracion
final de nociceptina fria (2,5 mM a lineas celulares SK-N-DZ y 1 uM a la linea celular clonal AGN P33 #6) se
afiadieron a los pocillos de unién inespecifica y 50 ml de 4 x concentraciones finales de 3H-nociceptina (0 nM, 0,05
nM, 0,1 nM, 0,2 nM, 0,4 nM, 0,8 nM, 1,6 nM, 3,1 nM, 6,3 nM, 12,5 nM, 25 nM y 50 nM a las lineas celulares SK-N-
DZy 0, 0,01 nM, 0,02 nM, 0,039 nM, 0,078 nM, 0,156 nM, 0,313 nM, 0,625 nM, 1,25 nM, 2,5 nM, 5,0 nMy 10 nM a
la linea celular clonal de AGN P33 #6) se afiadieron a los pocillos de unién total y los pocillos de union inespecifica a
un volumen final de 200 pl. Después de la incubacion a 37°C durante 30 minutos, los pocillos se lavaron dos veces
en 0,5 ml de tampdn de lavado frio. Las células se desnaturalizaron a continuacion en 200 pl de NaOH 2 N y se
transfirieron a frascos de centelleo de 20 ml que contenian 5 ml de liquido de centelleo. Se utilizaron datos sin
procesar para trazar las graficas de respuesta a la dosis y calcular la Kd para cada muestra. Los datos sin procesar
obtenidos se transfirieron a SigmaPlot v10.0 y se utilizd un ajuste Saturacion de un sitio para definir las curvas de
respuesta a la dosis en la categoria de ecuacion de Unidn al ligando. Se regeneraron informes graficos y contenian
los siguientes parametros: R? (coeficiente de correlacion), Bmax y Kq £ SEM (coeficiente * error estandar). Se
obtuvieron graficos de union total, unidon especifica y union inespecifica en el ensayo realizado en células de las
lineas celulares clonales SK-N-DZ, #3, #15 y #22, y la linea celular clonal AGN P33 #6. Las lineas celulares clonales
SK-N-DZ #3 y #22 producen una union dependiente de la concentracion y saturable de *H-nociceptina. En las
mismas condiciones experimentales, la linea celular clonal SK-N-DZ #15 produjo una respuesta dependiente de la
dosis de 3H-nociceptina, pero no se saturaba con la dosis mas alta de 50 nM. En comparaciéon con las lineas
celulares SK-N-DZ que expresan ORL-1 endogeno, las células de la linea celular clonal AGN P33 #6 tuvieron
significativamente mayor afinidad de unién a 3H-nociceptina (la dosis mas alta era de 10 nM frente a 50 nM en SK-N-
DZ) con baja unién sin especificidad.

Las curvas de union de saturacion de lineas celulares clonales SK-N-DZ #3, #22, #15 y la linea celular clonal AGN
P33 #6 se utilizaron para estimar los valores de Ky y Bmax de tres experimentos de unién independientes por linea
celular realizados en tres dias diferentes. El orden de rango de estas cuatro lineas celulares es: linea celular clonal
AGN P33 #6 (Kq = 1,86 nM y Bmax = 4,6 fmol/célula) > linea celular clonal SK-N-DZ #3 (K4 = 14 nM y Bmax = 0,6
fmol/célula) > linea celular clonal SK-N-DZ #22 (Kq = 17 nM y Bmax = 0,6 fmol/célula) >> linea celular clonal SK-N-
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DZ #15 (Kg> 50 nM). Para obtener una respuesta a la dosis saturada para la linea celular clonal de SK-N-DZ #15, es
necesario utilizar un mayor intervalo de dosis de 3H-nociceptina. La tabla 16 resume los datos relativos a la
caracterizacion de los sitios de unién a nociceptina de la membrana plasmatica especificos en tres lineas celulares
clonales SK-N-DZ, #3, #15 y #22 y la linea celular clonal AGN P33 #6. Los datos mostraban lo siguiente 1) un sitio
de alta afinidad con muy baja unién inespecifica (Kg 1,8 nM, y Bmax 2,9 fmol por célula) en la linea celular clonal
AGN P33 #6, 2) la union a nociceptina puede realizarse en las células nativas SK-N-DZ que expresan el receptor
enddgeno, 3) la linea celular clonal AGN P33 #6 tenia aproximadamente 10 veces mayor afinidad por nociceptina
que las lineas celulares SK-N-DZ, 4) como se ve en el ensayo de potencia basado en células, las lineas celulares
clonales SK-N-DZ #3 y #22 (K4 14-17 nM, Bmax 0,6 fmol por célula) tenian mas sitios receptores por célula que la
linea celular clonal SK-N-DZ #15 (no saturable en el mismo intervalo de dosis)

Tabla 18. Resumen de ensayo de unién de saturacion a 3H-nociceptina para cuatro principales lineas celulares
(n = 3 experimentos independientes)
Lineas celulares Kg (NM£SD) Bmax (fmol/celular)
SK-N-DZ #3 14 +1,6 0,59
SK-N-DZ #15 > 50 ND
SK-N-DZ #22 16,7 £ 1,1 0,58
Linea celular clonal de AGN P33 #6 1.86+0,1 2,89

Para evaluar la sensibilidad de captacion de endopeptidasa redirigida, la cantidad de receptor de endopeptidasa
redirigida expresada a nivel de ARNm se evalu6 mediante RT-PCR. La cantidad de receptor expresado en las
células es un aspecto importante de la caracterizacion de la linea celular utilizada para el ensayo y se relaciona con
la sensibilidad a endopeptidasas redirigidas. La cantidad de receptor de endopeptidasa redirigida expresado también
puede ser una herramienta para la deteccion de otras posibles lineas celulares y eliminar lineas celulares que no
expresan el receptor diana. Un método de medicién de la expresion del receptor es cuantificar la cantidad de ARNm
del receptor de endopeptidasa redirigida utilizando PCR en tiempo real (RT-PCR).

Para endopeptidasa redirigida a opiodes, se aisl6 ARN de las células de una linea celular SiMa parental no
transfectada, las células de la linea celular clonal de AGN P33 #6, las células de la linea de la célula parental SK-N-
DZ y células de las lineas celulares SK-N-DZ #3 y #22 cultivadas en medios libres de suero o en medios con el
suero. EI ARNm se convirtio en ADNc y el ORL-1 se amplificd y se midioé en tiempo real para determinar la cantidad
relativa presente en cada linea celular utilizando los siguientes cebadores de oligonucledtidos para ORL-1 5'-
CACTCGGCTGGTGCTGGTGG-3' directo (SEQ ID NO: 148) y 5-AATGGCCACGGCAGTCTCGC-3' inverso (SEQ
ID NO: 149). EI ADN se cuantifica mediante la utilizacion de SYBR ® verde que es fluorescente en relacion con la
cantidad de ADN de cadena doble (producto de PCR) presente en la reaccién. La representacion grafica de la
cantidad de fluorescencia frente al nimero de ciclos da una curva logistica para cada reaccion. Cuanto mas rapido
una reaccion alcanza la fase lineal de la curva mas ADNc del receptor ORL-1 hay en la reaccion. Una reaccion de
control RT donde no se afiade ninguna enzima puede utilizarse para determinar si existe contaminacion ya que si no
hay ninguna enzima de RT presente en esta reaccion, no se produciran ADNc. Un producto de PCR no puede
producirse utilizando una plantilla de ARN, asi que si aparece una curva de PCR en la reaccion -RT, la Unica
posibilidad es contaminacion del ADN gendmico. En las reacciones -RT, no aparece graficos de PCR, confirmando
que hubo contaminaciéon minima del ADN gendmico. (datos no mostrados).La tabla 18 enumera las lineas celulares
con su valor de CT. el CT es el niumero de ciclos de PCR necesarios para que esa reaccion de PCR
correspondiente produjera una sefial por encima de un umbral establecido. la cantidad de ARNm del receptor ORL -
1 en una linea celular puede ser comparada con otra mirando sus valores CT correspondientes. Segun los valores
de CT, las células de la linea celular clonal AGN P33 #6 tenian también mucho mas ARNm de ORL-1 que las
células de la linea celular parental SiMa en medios libres de suero (CT promedio 28,6 frente a 3,17) y en medios con
suero (CT promedio 26,1 frente a 16,5), También parece que hay una diferencia minima en el ARNm obtenido de
células en el pase 6 frente al pase 16 en la linea celular clonal AGN P33 #6. También, hay diferencias minimas en
los valores de CT y representaciones graficas la linea celular parental SK-N-DZ frente a la linea celular clonal #3 y
#22. Esta conclusion es cierta en las células cultivadas en medios con suero y medios libres de suero y refleja la
similitud de estas lineas celulares observadas en el ensayo de potencia basado en células para Noc/A.

Tabla 19. Valores promedio de CT para la expresion de ORL-1 en lineas celulares

Medio Linea celular Promedio de CT

Medio libre de suero SiMa p26 Parental 28,6
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SiMa hORL-1 clon #6 p6 17,3

SiMa hORL-1 clon #6 p16 17,3

SiMa p26 Parental 26,1

Medio completo SiMa hORL-1 clon #6 p6 16,4
SiMa hORL-1 clon #6 p16 16,6

SK-N-DZ 26,3

Medio libre de suero SK-N-DZ clon #3 25,9
SK-N-DZ clon #22 26,6

SK-N-DZ 26,2

Medio completo SK-N-DZ clon #3 25,8
SK-N-DZ clon #22 26,4

Ejemplo VII

Desarrollo de anticuerpos monoclonales a-SNAP-25 que se unen selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que
tiene un extremo carboxilo libre en el residuo P4 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A

El ejemplo siguiente ilustra como preparar anticuerpos monoclonales a-SNAP-25 que puede unirse selectivamente a
un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escision de
BoNT/A.

1. Generacion de anticuerpos monoclonales a-SNAP-25.

Para desarrollar anticuerpos monoclonales a-SNAP-25 que pueden unirse selectivamente a un SNAP-25 que tiene
un extremo carboxilo en el residuo P¢ del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A, el péptido de 13
residuos CDSNKTRIDEANQcooH (SEQ ID NO: 38) fue disefiado como un antigeno del producto de escision de
SNAP-25. Este péptido comprende una regién enlazadora flexible y un residuo de cisteina N-terminal para
conjugacion a KLH y los aminoacidos 186-197 del SNAP-25 humano (SEQ ID NO: 5) con una glutamina C-terminal
carboxilada (SEQ ID NO: 38). La generacion de anticuerpos monoclonales para secuencias peptidicas Unicas, bien
seleccionadas proporciona control sobre la especificidad del epitopo, permitiendo la identificacion de una
determinada subpoblacién de proteina entre una reserva de isoformas estrechamente relacionados. Busquedas con
Blast revelaron que este péptido tiene elevada homologia solamente con SNAP-25 y casi ninguna posible
reactividad cruzada con otras proteinas en las células neuronales. La secuencia fue analizada también
cuidadosamente utilizando algoritmos informaticos para determinar el indice de hidropatia, la probabilidad de
superficie de la proteina, las regiones de flexibilidad y estructura secundaria favorable, seguido por la orientacion
correcta y presentacion de la secuencia del péptido elegido. El péptido fue sintetizado y conjugado a hemocianina
de lapa californiana (KLH) para aumentar la inmunogenia. Seis ratones Balb/c fueron inmunizados con este péptido,
y después de tres inmunizaciones en ocho semanas, a los ratones se les extrajo sangre para ensayos. Se permitio
que la sangre se coagule incubando a 4°C durante 60 minutos. La sangre coagulada se centrifugé a 10.000 x g a
4°C durante 10 minutos para que sedimentaran los restos celulares. La muestra de suero resultante se dispensé en
alicuotas de 50 ml y se almacend a -20°C hasta que fue necesaria.

Una estrategia similar basada en otros antigenos de SNAP-25 desvelados en la presente memoria descriptiva se
utiliza para desarrollar anticuerpos monoclonales a-SNAP-25 que pueden unirse selectivamente a un SNAP-25 que
tiene un extremo carboxilo en el residuo P; del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A. Por ejemplo, el
antigeno de SNAP-25 de la SEQ ID NO: 45 puede conjugarse con KLH en vez del antigeno de SNAP-25 de la SEQ
ID NO: 38. Como otro ejemplo, los aminoacidos 186-197 SNAP-25 humano del antigeno de SNAP-25 de la SEQ ID
NO: 38 puede reemplazarse por la SEQ ID NO: 32, la SEQ ID NO: 33, la SEQ ID NO: 34, la SEQ ID NO: 35, la SEQ
ID NO: 36, la SEQ ID NO: 39, la SEQ ID NO: 40, la SEQ ID NO: 41, la SEQ ID NO: 42, la SEQ ID NO: 43 o la SEQ
ID NO: 44.
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2. Cribado para detectar la presencia de anticuerpos monoclonales a-SNAP-25.

Para determinar la presencia de un anticuerpo monoclonal a-SNAP-25 que puede unirse selectivamente a un
antigeno de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escision de
BoNT/A, se realizaron un ELISA comparativo y ensayo de escision basado en células utilizando el suero extraido del
raton. Para ELISA comparativo, se construyeron dos proteinas de fusion: BirA-HisTag ®-SNAP-25434.197 de la SEQ
ID NO: 48 y BirA-HisTag®-SNAP-25134.006 de la SEQ ID NO: 49. BirA-HisTag ®-SNAP-25134.197 comprendia un
péptido natural-biotinilado de 16 aminoacidos BirA de la SEQ ID NO: 50 enlazado en el extremo amino a un péptido
de SNAP-25 compuesto por los aminoacidos 134 - 197 de la SEQ ID NO: 5. BirA-HisTag ®-SNAP-25134-206
comprendia un péptido natural-biotinilado de 16 aminoacidos BirA de la SEQ ID NO: 50 enlazado en el extremo
amino a un péptido de SNAP-25 compuesto por los aminoacidos 134 - 206 de la SEQ ID NO: 5. Estos dos sustratos
se suspendieron en 1 x PBS a una concentracion de 10 pg/ml de BirA-HisTag ®-SNAP-25134.197 y BirA-HisTag ®-
SNAP-25134.006. BirA-HisTag ®-SNAP-25134.197 y BirA-HisTag ®-SNAP-2534.206 Se recubrieron sobre placas
separadas afiadiendo aproximadamente 100 pl de la solucidon de sustrato apropiada e incubando las placas a
temperatura ambiente durante una hora. Las placas lavadas se incubaron a 37°C durante una hora en BSA al 0,5%
en 1 x TBS que contenia una dilucién de 1:10 a 1:100 de un suero que contiene anticuerpo derivado de uno de los
seis ratones inmunizados (ratén 1, ratdn 2, ratén 3, ratén 4, raton 5 y raton 6). Las placas sondeadas con anticuerpo
primario se lavaron cuatro veces durante 5 minutos cada vez en 200 pl de TBS, TWEEN-20 ® al 0,1% (monolaurato
de sorbitan polioxietilenado (20)). Las placas lavadas se incubaron a 37°C durante 1 hora en 1 x TBS que contenia
una dilucién 1:10.000 de anticuerpo IgG de ratdn policlonal de cabra conjugado con peroxidasa de rabano (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL) como un anticuerpo secundario. Las placas sondeadas con anticuerpo secundario se
lavaron cuatro veces en 200 ul de TBS, TWEEN - 20 ® al 0,1% (monolaurato de sorbitan polioxietilenado (20)). La
deteccion cromogena de los productos de SNAP-25 marcados se visualizd por deteccion cromogena utilizando el kit
de sustrato TMB ImmunoPure (Pierce Biotechnology, Rockford, IL). El desarrollo de un color amarillo en las placas
recubiertas con BirA-HisTag ®-SNAP-25134.197, pero no en las placas recubiertas con BirA-HisTag ®-SNAP-25134.206,
indicd que el anticuerpo a-SNAP-25 reconocia preferentemente el producto de escisiéon de SNAP-25+¢7. El resultado
indica que de los seis ratones utilizados para la inmunizacion, tres ratones (ratén2, raton de 3 y ratén 4) tienen
titulos mas altos y mas especificidad hacia un antigeno de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P4
del enlace escindible del sitio de escisién de BoNT/A.

Estos resultados fueron confirmados mediante un ensayo de actividad de cadena ligera ELISA. Se prepararon
placas de 96 pocillos recubiertas con estreptavidina unidas a reactivo (Pierce Biotechnology, Rockford, IL) mediante
la adicién de aproximadamente 100 pl de la siguiente solucion de sustrato: las filas A - C se recubrieron con 100 pl
de BirA-HisTag ®-SNAP-25434.197 @ doce concentraciones diferentes; las filas D - H se recubrieron con 100 pl de
BirA-HisTag ®-SNAP-25134.206 @ 10 pug/ml. Las placas se lavaron aspirando la solucién de sustrato y aclarando cada
pocillo tres veces con 200 ul de TBS, TWEEN-20 ® al 0,1% (monolaurato de sorbitan polioxietilenado (20)). Las
diluciones de BoNT/A se redujeron previamente a 37°C durante 20 minutos en BoNT/A. Tampén de incubacion
(HEPES 50 mM, pH 7,4, suero fetal bovino al 1%, ZnCl, 10 uM, ditiotrietol 10 mM) y 100 ml de la BoNT/A reducida
previamente se afadieron a las placas recubiertas de substrato y se incubaron a 37°C durante 90 minutos. Las
placas tratadas con BoNT/A se lavaron aspirando el tampoén de incubacion BoNT/A y aclarando cada placa tres
veces con 200 ul de TBS, TWEEN-20 ® al 0,1% (monolaurato de sorbitan polioxietilenado (20)). Las placas lavadas
se incubaron a 37°C durante una hora en BSA al 0,5% en 1 x TBS que contenia una dilucién 1:10 a 1:100 del suero
que contenia anticuerpo que esta siendo ensayado. Las placas sondeadas con anticuerpo primario se lavaron
cuatro veces durante 5 minutos cada vez en 200 ul de TBS, TWEEN-20 ® al 0,1% (monolaurato de sorbitan
polioxietilenado (20)). Las placas lavadas se incubaron a 37°C durante 1 hora en 1 x TBS que contenia una dilucion
1:10.000 de anticuerpo policlonal IgG de cabra anti ratdbn conjugado con peroxidasa de rabano (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL) como un anticuerpo secundario. Las placas sondeadas con anticuerpo secundario se
lavaron cuatro veces en 200 pul de TBS, TWEEN - 20 ® al 0,1% (monolaurato de sorbitan polioxietilenado (20)). La
deteccion cromogena de los productos etiquetados de SNAP-25 se visualizd mediante deteccion cromoégena
utilizando el kit de sustrato TMB ImmunoPure (Pierce Biotechnology, Rockford, IL). El desarrollo de un color
amarillo, que correlaciona con la presencia del producto de escision de SNAP-25197 se detectdé en las muestras
tratadas con BoNT/A, pero no en los controles no tratados, utilizando suero que contiene anticuerpos derivado de
los seis ratones inmunizados (ratén1 , ratéon 2, ratéon 3, raton 4, raton 5 y ratén 6). Por lo tanto, el analisis
comparativo de ELISA indico que de los ratones utilizados para la inmunizacion, tres ratones (raton 2, raton de 3 y
raton 4) tenian titulos mas altos y mas especificidad hacia un antigeno de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo
en el residuo P4 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A.

Para ensayo de escision basado en células, una adecuada densidad de células PC12 se sembraron en placas de
cultivo tisular de 60 mm2 que contenian 3 ml de un medio de suero adecuado (tabla 1). Las células se cultivaron en
una incubadora a 37°C en diéxido de carbono al 5% hasta que las células alcanzaron la densidad adecuada. Se
prepard una solucion de transfeccion de 500 ul afadiendo 250 pl de medio de suero reducido OPTI-MEM que
contenia 15 pl de LipofectAmine 2000 (Invitrogen Inc., Carlsbad, CA) incubada a temperatura ambiente durante 5
minutos a 250 pl medio de suero reducido OPTI-MEM que contenia 10 pug de una constructo de expresion pQBI-
25/GFP-BoNT/A-LC (SEQ ID NO: 51). La constructo de expresion pQBI-25/GFP-BoNT/A-LC comprende de un
vector de expresion pQBI-25 (Qbiogene Inc., Carlsbad, CA) cuyos elementos promotores estan enlazados
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funcionalmente a un polinucleétido que codifica la cadena ligera de GFP-BoNT/A de la SEQ ID NO: 52. Esta mezcla
de transfeccién se incubd a temperatura ambiente durante aproximadamente 20 minutos. El medio fue reemplazado
por medio sin suplemento fresco y los 500 pl de solucién de transfeccion se afadieron a las células. A continuacion,
las células se incubaron en una incubadora a 37°C en dioxido de carbono al 5% durante aproximadamente de 6 a 18
horas. Las células se lavaron y se recogieron tal como se describe en el ejemplo Il. Para detectar la presencia del
producto escindido SNAP-25197, una alicuota de cada muestra cosechada se analizé mediante transferencia de
Western, tal como se describe en el ejemplo Il, excepto que el anticuerpo primario utilizado fue una dilucion 1:1.000
de suero que contiene anticuerpos y el anticuerpo secundario utilizado era un 1:20.000 de algG de ratén con
peroxidasa de rabano (Pierce Biotechnology, Rockford, IL). Una sola banda correspondiente a al producto de
escision de SNAP-25197 fue detectada en las muestras tratadas con BoNT/A, pero no en los controles no tratados,
utilizando suero que contiene anticuerpos derivados de tres ratones (ratén 2, ratén 3 y ratdén 4). Por lo tanto, el
ensayo de escision basado en células indicé que de los ratones utilizados para la inmunizacion, tres ratones (raton
2, ratén 3 y raton 4) tenian titulos mas altos y mas especificidad hacia un antigeno de SNAP-25 que tiene un
extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A.

3. Produccién de hibridomas.

Para hacer que los hibridomas produzcan anticuerpos monoclonales a-SNAP-25 que puede unirse selectivamente a
un antigeno de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P4 del enlace escindible del sitio de escision
de BoNT/A, el bazo del raton 2 se recogio tres dias después de una inmunizacion de refuerzo final y las células
esplénicas se fusionaron con células de mieloma P3 - X 63 Ag8.653 utilizando protocolos de hibridoma estandar .
Estas células se sembraron en cinco placas de 96 pocillos y se seleccionaron hibridos utilizando medio HAT. En un
plazo de 8 a 14 dias después de la fusién, el primer cribado de los aproximadamente 480 clones parentales se llevo
a cabo mediante ELISA comparativo con los péptidos BirA-HisTag ®SNAP-25134.197 y BirA-HisTag ®-SNAP-25134-206
recubriendo a dos placas diferentes. El ELISA comparativo proporciona un método rapido de cribado para identificar
hibridomas que producen anticuerpos especificos para el SNAP-25:97 escindido. Los 18 mejores clones se
sometieron a cribado adicional utilizando el ensayo de escision basado en células descrito anteriormente e
inmunotincion de células transfectadas LC/A. (Tabla 20).

Tabla 20. Analisis de sobrenadantes que contienen anticuerpos monoclonales a-SNAP-25
Clon ELISA comparativa Ensayo basado en células
DO SNAP-25197| DO SNAP-25,06 |Relacionigrios| Relacionagsiier | SNAP-25197 | SNAP-25205
1D3 1,805 0,225 8,02 0,13 +++ -
1F12 0,365 0,093 3,92 0,25 - -
1G10 0,590 0,137 4,31 0,23 ++ -
1H1 0,335 0,121 2,77 0,36 - -
1H8 0,310 0,302 1,03 0,97 + -
2C9 0,139 0274 0,51 1,97 - -
2E2 0,892 0,036 24,78 0,04 ++ -
2E4 0,228 0,069 3,30 0,30 + -
2F11 1,095 1,781 0,61 1,63 - -
3C1 1,268 0,053 23,92 0,04 ++ -
3C3 0,809 0,052 15,56 0,06 ++ -
3E1 0,086 0,155 0,55 1,80 0 -
3ES8 2,048 0,053 38,64 0,03 +++ -
3G2 0,053 0,158 0,34 2,98 - -
4D1 0,106 0,218 0,49 2,06 - -
4G6 0,061 0,159 0,38 2,61 - -
5A5 0,251 0,106 2,37 0,42 + -
5F11 0,243 0,061 3,98 0,25 - -
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Los clones 1D3, 1G10, 2E2, 3C1, 3C3 y 3E8 se clonaron adicionalmente mediante dilucién limitante porque los
medios acondicionados producidos por estos clones comprendian anticuerpos a-SNAP-25 con una especificidad de
union preferencial que tenia una relacidnigz/206 de como minimo 4:1 para el producto de escisidon de SNAP-25197 en
relacion con el sustrato no escindido SNAP-25,0 sustrato y detecta el producto de escision de SNAP-25:97
utilizando el ensayo de escisién basado en células y la inmunotincion de células PC12 transfectadas con GFP-LC/A.
Los clones similares 2C9, 2F11, 3G2, 4D1 y 4G6 se clonaron adicionalmente mediante dilucion limitante porque los
medios acondicionados producidos por estos clones comprendian anticuerpos a-SNAP-25 con una especificidad de
unién preferencial que tenia una relacidnzesg7 de como minimo 1,5:1 para el sustrato no escindido SNAP-25,06 €n
relacion con el producto de escision de SNAP-25197 y detecta el sustrato no escindido SNAP-2550¢ utilizando el
ensayo de escision basado en células. Estos clones derivados de una Unica célula se cribaron nuevamente
utilizando ELISA comparativa, escision basada en células e inmunotincion para confirmar su afinidad y especificidad,
y los anticuerpos se isotiparon empleando los procedimientos estandar. Se produjeron ascitis a partir de clones
1D3B8 (IgM.k), 1G10A12 (IgG3.k), 2C9B10 (IgG3.k), 2E2A6 (IgG3.k), 2F11B6 (IgM.k), 3C1A5 (IgG2a.k) y 3C3E2
(IgG2a.k). El clon 3E8 dejo de producir anticuerpos durante el proceso de clonacién y no pudo evaluarse mas.

4. Evaluacién de especificidad de unién de anticuerpos monoclonales a-SNAP-25.

Para evaluar la especificidad de unién de un anticuerpo monoclonal a-SNAP-25 que puede unirse selectivamente a
un antigeno de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P4 del enlace escindible del sitio de escision
de BoNT/A, ascitis de los clones 1D3B8, 1G10A12, 2C9B10, 2E2A6, 2F11B6, 3C1A5 y 3C3E2 se utilizaron para
detectar el producto de escision de SNAP-25 utilizando el ensayo de actividad de la célula, inmunocitoquimica e
inmunoprecipitacion.

Para el ensayo de actividad basado en células, la especificidad de union se determind mediante el analisis de la
capacidad de ascitis que contenia anticuerpos a-SNAP-25 para detectar el sustrato no escindido SNAP-25506
sustrato y el producto de escision de SNAP-25197; mediante analisis de transferencia de Western. Una adecuada
densidad de células PC12 se sembraron en placas de cultivo tisular de 60 mm2 que contenian 3 ml de medio de
suero apropiado, se cultivaron en una incubador a 37°C en diéxido de carbono al 5% hasta que se alcanzé una
densidad celular apropiada y se transfectaron con una solucién de transfeccion que carecia de la constructo de
expresion pQBI-25/GFP-BoNT/A-LC (células no transfectadas) o una solucion de transfeccion que contenia la
constructo de expresion pQBI-25/GFP-BoNT/A-LC (células transfectadas) tal como se describié anteriormente. Las
células se lavaron y se recogieron tal como se ha descrito en el ejemplo |. Para detectar la presencia de tanto el
sustrato no escindido SNAP-25,06 como del producto de escision de SNAP-25497, una alicuota de cada muestra
recogida se analizé mediante transferencia de Western tal como se describe en el ejemplo |, salvo que el anticuerpo
primario utilizado era una dilucién 1:100 de la ascitis que contenia el anticuerpo monoclonal a-SNAP-25 vy el
anticuerpo secundario utilizado fue una 1:20.000 de IgG a-ratén conjugado con peroxidasa de rabano (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL). Ademas, se analizaron tres anticuerpos monoclonales a-SNAP-25 de raton disponibles
en el mercado. SMI-81 (Sternberger Monoclonals Inc., Lutherville, MD), un anticuerpo a-SNAP-25 que el fabricante
indica que detecta tanto el sustrato no escindido SNAP-25,06 como el producto de escision de SNAP-254¢7, se utilizé
en una dilucion 15.000 segun las recomendaciones del fabricante. MC-6050 (Research & Diagnostic Antibodies, Las
Vegas, NV), un anticuerpo a-SNAP-25 que el fabricante indica que detecta tanto el sustrato no escindido SNAP-
25506 como el producto de escision de SNAP-25497, se utiliza en una dilucién 1:100 segun las recomendaciones del
fabricante. MC - 6053 (Research & Diagnostic Antibodies, Las Vegas, NV), un anticuerpo a-SNAP-25 que el
fabricante indica que detecta sélo el producto de escisién de SNAP-25197, se utiliza en una dilucion 1:100 segun las
recomendaciones del fabricante.

La tabla 21 indica las ascitis que contiene anticuerpos o-SNAP-25 que detectaba solamente el producto de escision
de SNAP-25,9;. El ensayo de escision basado en células indicaba que las ascitis producidas a partir de los clones
1D3B8, 2C9B10, 2E2A6, 3C1A5 y 3C3E2 sintetizan un anticuerpo monoclonal a-SNAP-25 que tiene especificidad
de unién alta para el producto de escisién de SNAP-25197 lo que permite el reconocimiento selectivo de este
producto de escision en relacién con el sustrato no escindido SNAP-25,06. El anticuerpo comercial SMI-81 detectaba
el sustrato no escindido SNAP-25,06, pero so6lo reconocia pobremente el producto de escisiéon de SNAP-25497 (tabla
21). Sorprendentemente, el anticuerpo comercial MC-6050 detectaba solo el sustrato no escindido SNAP-25206 y
no conseguia reconocer el producto de escision de SNAP-2597 (tabla 21). Aun mas sorprendente, el anticuerpo
comercial MC-6050 detectaba sdlo el sustrato no escindido SNAP-25,06 ¥ no conseguia reconocer el producto de
escision de SNAP-25197, a pesar de que el fabricante anuncia que este anticuerpo detecta selectivamente el
producto de escision de SNAP-25:97 (tabla 21). Por lo tanto, este analisis indica que aunque 1D3B8, 2C9B10,
2E2A6, 3C1A5 y 3C3E2 exhiben adecuada selectividad para el producto de escision de SNAP-25197, 1G10A12 y
2F11B6 no lo hacen. Ademas, los anticuerpos comerciales SMI-81, MC-6050 y MC-6053 son todos inadecuados
para los métodos basados en inmunologia desvelados en la presente solicitud porque no todos lograron detectar
con selectividad el producto de escision de SNAP-25197 .

Para el andlisis inmunocitoquimico, la especificidad de uniéon se determiné mediante el analisis de la capacidad de

ascitis que contiene anticuerpos a-SNAP-25 para detectar el sustrato no escindido SNAP-25506 sustrato y el
producto de escision de SNAP-25197 mediante inmunotincion. Véase por ejemplo, Ester Fernandez - Salas y col.,
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Plasma Membrane Localization Signals in the Light Chain of Botulinum Neurotoxin, Proc. Natl. Acad. y col., Estados
Unidos (9) 101: 3208-3213 (2004). Una adecuada densidad de células PC12 se sembraron, cultivaron vy
transfectaron con una solucién de transfeccion que carecia de la constructo de expresion pQBI-25/GFP-BoNT/A-LC
(células no transfectadas) o una solucion de transfeccion que contenia la constructo de expresion pQBI-25/GFP-
BoNT/A-LC (células transfectadas) tal como se describié anteriormente. Las células se lavaron en 1 x PBS y se
fijaron en 5 ml de PAF a temperatura ambiente durante 30 minutos. Las células fijadas se lavaron en solucion salina
tamponada con fosfato, se incubaron en 5 ml de Triton ® X - 100 al 0,5% (polietilenglicol octilfenol éter) en 1 x PBS,
se lavaron en 1 x PBS y se permeabilizaron en 5 ml de metanol a -20°C durante 6 minutos. Las células
permeabilizadas se bloquearon en 5 ml de glicina 100 mM a temperatura ambiente durante 30 minutos, se lavaron
en 1 x PBS y se bloquearon en 5 ml de BSA al 0,5% en 1x PBS a temperatura ambiente durante 30 minutos. Las
células bloqueadas se lavaron en 1 x PBS y se incubaron a temperatura ambiente durante dos horas en BSA al
0,5% en 1 x PBS con una dilucion 1:10 de una ascitis de una linea celular de hibridoma clonal ensayada. Las células
sondeadas con anticuerpo primario se lavaron tres veces durante 5 minutos cada vez en 1 x PBS. Las células
lavadas se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas en 1 x PBS con una diluciéon 1:200 de
inmunoglobulina G anti-raton de policlonal, anticuerpo de cadenas pesadas vy ligeras (IgG, H + L) conjugado a
ALEXA ® FLUOR 568 (Invitrogen Inc., Carlsbad, CA) como un anticuerpo secundario. Las células sondeadas con
anticuerpo secundario se lavaron tres veces durante 5 minutos cada vez en 1 x PBS. Las células lavadas se
prepararon para el examen microscopico mediante montaje en medio de montaje VECTASHIELD ® (Vector
Laboratories, Burlingame, CA) y se taparon con un cubreobjetos. Se obtuvieron imagenes de deteccion de sefial con
un microscopio confocal Leica utilizando la configuracion adecuada del laser. La tabla 21 indica que la ascitis que
contenia anticuerpos a-SNAP-25 detecta especificamente el producto de escision de SNAP-2519;. El analisis
inmunocitoquimico indicaba que las ascitis producidas a partir de los clones 1D3B8, 2C9B10, 2E2A6, 3C1A5 y
3C3E2 sintetizan un anticuerpo monoclonal a-SNAP-25 que tiene especificidad de unién alta para el producto de
escision de SNAP-25197 que permite el reconocimiento preferencial de este producto de escision en relacion con el
sustrato no escindido SNAP-255¢6.

Para el analisis de la inmunoprecipitacion, la especificidad de uniéon se determiné mediante el analisis de la
capacidad de la proteina A (columnas HiTrap ™ Protein A HP, GE Healthcare, Amersham, Piscataway, NJ),
anticuerpos monoclonales a-SNAP-25 purificadas para precipitar el sustrato no escindido SNAP-25,06 sustrato y el
producto de escision SNAP-25497. Véase por ejemplo, Capitulo 8 de Storing and Purifying Antibodies, pags. 309 -
311, Harlow & Lane, supra, 1998a. Una adecuada densidad de células PC12 se sembraron, cultivaron vy
transfectaron con una solucion de transfeccion que contenia una constructo de expresion pQBI-25/GFP (células de
control; SEQ ID NO: 53) o una soluciéon de transfecciéon que contenia la constructo de expresion pQBI-25/GFP-
BoNT/A-LC (células experimentales) tal como se describié anteriormente. La construccion de la expresion pQBI-
25/GFP comprende un vector de expresion cuyos elementos promotores funcionalmente estan enlazados a un
polinucleétido que codifica GFP de la SEQ ID NO: 54. Después de una incubacion durante una noche, las células se
lavaron aspirando el medio de cultivo y aclarando cada pocillo con 200 ul de 1 x PBS. Para cosechar las células, el
PBS se aspird, las células se lisaron mediante la adicion de un tampoén de lisis e inmunoprecipitacion que
comprende HEPES 50 mM, NaCl 150 mM, MgCI2 1,5 mM EGDT 1 nM, glicerol al 10%, Tritor ® X - 100 al 1%
(polietilenglicol octilfenol éter) y 1 x coctel inhibidor de proteasa COMPLETE™ (Roche Applied Biosciences,
Indianapolis, IN) e incubando a 4°C durante una hora. Las células sometidas a lisis se centrifugaron a 3.000 x g a
4°C durante 10 minutos para eliminar los restos celulares y el sobrenadante se transfirié a un tubo limpio y se diluyd
a una concentracion de proteina de aproximadamente 1 mg/ml. Aproximadamente 5 pg de anticuerpo monoclonal
purificado se afiadieron a 0,5 ml del sobrenadante diluido y se incubaron a 4°C durante dos horas. Después de la
incubacion del anticuerpo primario, aproximadamente 50 ul de Proteina G inmovilizada (Pierce Biotechnology,
Rockford, IL) se afadieron al sobrenadante diluido y se incubaron a 4°C durante una hora. El sobrenadante
incubado se lavé tres veces durante 30 minutos cada vez afiadiendo 0,5 ml de tampdén de lisis e
inmunoprecipitacion, centrifugando a 300 x g a 4°C durante un minuto para que sedimente la proteina G
inmovilizada y decantar el sobrenadante. Después del lavado, el sedimento se resuspendié en 30 ul de 1 x Tampon
de carga SDS y la muestra se calenté a 95°C durante 5 minutos. Para detectar la presencia tanto del sustrato no
escindido SNAP-25,06 como del producto de escision SNAP-25197, una alicuota de cada muestra recogida se analizé
mediante transferencia de Western tal como se ha descrito en el ejemplo |, excepto que el anticuerpo primario
utilizado fue una dilucién 1:1.000 del suero de anticuerpo policlonal a-SNAP-25 (véase el ejemplo V) y el anticuerpo
secundario utilizado fue una 1:20.000 de a-IgG de conejo con peroxidasa de rabano (Pierce Biotechnology,
Rockford, IL). La tabla 21 indica las ascitis que contienen a-SNAP-25 que especificamente arrastraron hacia abajo al
producto de escision de SNAP-25igymediante anadlisis de la inmunoprecipitacion. ElI analisis de la
inmunoprecipitacion indicaba que las ascitis producidas a partir de los clones 2E2A6 y 3C1A5 sintetizan un
anticuerpo monoclonal a-SNAP-25 que tiene especificidad de union alta para el producto de escisiéon de SNAP-25197
que permite el reconocimiento preferencial de este producto de escisidon en relacion con el sustrato no escindido
SNAP-25206.

Tabla 21. Analisis de ascitis clonales que contienen anticuerpo monoclonal a-SNAP-25

Clon Ensayo basado en células Inmunocitoquimica Inmunoprecipitacion
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SNAP-25+¢7 SNAP-25506 SNAP-25+¢7 SNAP-25506 SNAP-25+¢7 SNAP-25506
1D3B8 ++ - ++ - No ensayado | No ensayado
1G10A12 ++ ++ No ensayado | No ensayado | No ensayado | No ensayado
2C9B10 ++ - ++ - No ensayado | No ensayado
2E2A6 ++ - ++ - ++ -
2F11B6 + + + + No ensayado | No ensayado
3C1A5 ++ - ++ - ++ -
3C3E2 + - No ensayado | No ensayado | No ensayado | No ensayado
MC-6050 - + No ensayado | No ensayado | No ensayado | No ensayado
MC-6053 - + No ensayado | No ensayado | No ensayado | No ensayado
SMI-81 -/+ ++ No ensayado | No ensayado | Noensayado | No ensayado
5. Evaluacién de la afinidad de unién de los anticuerpos monoclonales a-SNAP-25.

Para determinar la afinidad de unién de un anticuerpo monoclonal a-SNAP-25 que muestra especificidad de union
alta para cualquiera del producto de escision de SNAP-25+97 0 €l sustrato no escindido SNAP-25,05, se realizaron
ensayos de afinidad de unién en un instrumento BlAcore 3000 utilizando chips sensores de carboximetil dextrano
(CM5) (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ). Las series se llevaron a cabo a 25°C con tampén HBS-EP compuesto por
HEPES 10 mM (pH 7,4), cloruro de sodio 15 mM, EDTA 3 mM, surfactante P20 al 0,005% (v/v) con un caudal de 10
pl/min. los péptidos de SNAP-25 que comprendia los aminoacidos 134 - 197 de la SEQ ID NO: 5 (SNAP-25134-197) O
los aminoacidos 134 - 206 de la SEQ ID NO: 5 (SNAP-25134206) Se unieron covalentemente a la superficie de los
chips sensores de CM5 utilizando acoplamiento de amina estandar. En resumen, los chips de CM5 se activaron por
una inyeccion de 7 minutos de una mezcla de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida 0,2 M y N-hidroxisuccimida
0.05 M; los péptidos de SNAP-25 se inyectaron a continuacion en acetato de sodio 10 mM (pH 4,0) durante 20
minutos a un caudal de 10 pl/min; y ésteres de succimida sin reaccionar se bloquearon mediante una inyeccion
7minutos de clorhidrato de etanolamina 1 M, pH 8,5. La cantidad inmovilizada de SNAP-25134.197 0 SNAP-25134-206
en el chip se reflejaba en un aumento de 100 - 150 en unidades de respuesta (aproximadamente 0,10 - 0,15
ng/mm2). Muestras de anticuerpo que comprendian ascitis o anticuerpos monoclonales purificados producidos a
partir de los clones 1D3B8, 2C9B10, 2E2A6, 3C1A5 y 3C3E2, asi como, anticuerpos a-SNAP-25 disponibles en el
mercado se hicieron pasar sobre la superficie de los chips CM5 permitiendo un tiempo de asociacién de 10 minutos
y un tiempo de disociacion de 20 minutos. Las superficies se regeneraron entre las series en mediante 1 inyeccion
de un minuto de glicina-HCI 10 mM (pH 2,5) con un caudal de 15 pl/min. Las curvas de Sensorgram se ajustaron a
un modelo de unién cinética de 1: 1 con el software BlAevaluation 3.0.

Los resultados indican que tanto 2E2A6 como 3C1A5 eran altamente especificos para el producto de escisién de
SNAP-25497 respecto al sustrato no escindido SNAP-25 (tabla 22). En comparacion con las afinidades de union de
MC-6050 y MC-6053, 1D3B6 tenia una constante de disociacién en equilibrio aproximadamente 10 veces mayor
para el producto de escision de SNAP-25 en relaciéon con estos anticuerpos comerciales (tabla 22). Curiosamente,
2E2A6 tenia solamente una constante de disociacion en equilibrio ligeramente menor para el producto de escision
de SNAP-25 en relacion con estos anticuerpos comerciales (0,405 nM frente a 0,497 y 0,508)(tabla 22). Ninguno de
estos anticuerpos a-SNAP-25 comerciales reconocié selectivamente el producto de escision de SNAP-25 escote
(tabla 20), una constante de disociacion en equilibrio inferior a 0,5 nM parece, en parte, fundamental para lograr
dicha selectividad. Asimismo, en comparacion con las afinidades de unién de MC-6050 y MC-6053, 2E2A6 tenia una
aproximadamente como minimo una vez mas lenta constante de velocidad de disociacion/disociacion (6,74 x 10
frente a 8,82 x 10* s' y 1,18 x 10 s™) (tabla 22). Esto sugiere ademdas que una constante de velocidad de
disociacion/disociacion inferior a 8,82 x 10 parece, en parte, fundamental para lograr la unién selectiva para el
producto de escision de SNAP-25. Este resultado es consistente con 1 D3B8, que tenia una constante de velocidad
de disociacion/disociacion de 5,78 x 10 s (tabla 22).

Tabla 22. Analisis de afinidad de unién de anticuerpos monoclonales a-SNAP-25

Parametro SPR 1D3B8 2E2A6

SNAP-251¢7 SNAP-25206% SNAP-251¢7 SNAP-252¢"

Ka (M's™) )

1,06 x 106 - 1,70 x 106 (1,66 x 10°)
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KD (s) 5,78 x 10°® - 1.53 x 10 (6,74 x 10) (:)
KD (nM) 0,050 - 0,090 (0,405) (:)
Parametro SPR 3C1A5 2C9B10
SNAP-25197 SNAP-2550¢° SNAP-25197 SNAP-256¢
Ka (M's™) 2,17 105 - 1,15 x 104 -
KD (s) 2,88 x 10-4 - 3,11 x10-4 -
KD (nM) 1,33 - 271 -
Parametro SPR MC-6050 MC-6053
SNAP-25197 SNAP-25305 SNAP-25197 SNAP-25305
Ka (M's™) 1,78 X 108 3,06 X 102 2.32 X108 1,06 X 10?
KD (s) 8,82 X 10# 6,07 X 103 1.18 X 103 2.56 X 10®
KD (nM) 0,497 19.800 0508 240

@ No se observd ninguna union enlace cuando hasta 125 nM de anticuerpo monoclonal a-SNAP-25 1D3B8 se|
hicieron pasar sobre la superficie del chip sensor CM5 después de un tiempo de asociacion de 10 minutos.

b No se observo ninguna unién cuando hasta 10 uM de anticuerpo monoclonal a-SNAP-25 2E2A6 se hicieron pasar|
sobre la superficie del chip sensor CM5 después de un tiempo de asociacion de 10 minutos.

¢ No se observé ninguna union cuando hasta 100 nM de anticuerpo monoclonal a-SNAP-25 3C1A5 se hicieron
pasar sobre la superficie del chip sensor CM5 después de un tiempo de asociacién de 10 minutos.

4 No se observo ninguna unién cuando hasta 100 nM de anticuerpo monoclonal a-SNAP-25 2C9B10 se hicieron
pasar sobre la superficie del chip sensor CM5 después de un tiempo de asociacién de 10 minutos.

Para comparar los seis diferentes anticuerpos, la velocidad de asociacion (ka) y velocidad de disociacion (kd) para
cada uno se normalizaron utilizando un programa del software de evaluacion 4.1 BIA. Para la comparacién de las
velocidades de asociacion, los datos se recortaron en primer lugar individualmente mediante la eliminacion de la
parte regeneracion y los picos de inyeccion y a continuacion se normalizaron a una escala de 0 a 100. Para la
comparacion de la velocidad de disociacion, los datos se normalizaron hasta el punto de parada/maximo de la
inyeccion. Este analisis mostré que 2C9B10 tenia una velocidad de asociacion mucho mas lenta que los otros
anticuerpos (figura 7A), y que MC-6053 tiene una velocidad de disociacién mucho mas rapida (disociacion) que los
otros anticuerpos (figura 7B). La rapida velocidad de disociacion de MC-6053 indica que este anticuerpo no
funcionara bien en los métodos desvelados en la presente memoria descriptiva porque este anticuerpo tendra
dificultades para mantenerse unido al antigeno del sustrato durante las etapas de lavado.

6. Secuenciacién del epitopo de los anticuerpos monoclonales a-SNAP-25 aislados.

Para determinar el epitopo de un anticuerpo monoclonal a-SNAP-25 aislado que puede unirse selectivamente a un
antigeno de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escision de
BoNT/A, la molécula polinuclecotidica que codifica las cadenas pesada variable (Vy) y ligera variable (V) del
anticuerpo monoclonal a-SNAP-25 producido por los hibridomas 1D3B8, 2C9B10, 2E2A6, 3C1A5 y 3C3E2 se
secuenciaron. EI ARNm se extrajo y se purificd a partir de cada hibridoma mediante protocolos estandar y se
transcribié a la inversa a ADNc utilizando una cebador oligo dT anti-sentido o un cebador anti-sentido especifico de
genes (IgG 1 CH murina y kappa CL). Cebadores de dominio constante humanos y murinos especificos se utilizaron
para amplificar el ADNc mediante PCR después de la produccion de ADNc para determinar el isotipo del anticuerpo.
Se utilizaron cebadores Vy y Vi degenerados para amplificar los dominios variables de ADNc. Para la 5’RACE, una
cola de dCTP homopolimérica se afiadio en el extremo 3’ del ADNc. Las cadenas pesadas y ligeras se amplificaron
a continuacion con un cebador sentido oligo dG y un cebador antisentido (CH/KC) especifico de genes. Los
productos de PCR incluyen la secuencia del péptido sefial, dominios variables y dominios constantes hasta el
cebador anti-sentido. Los productos de PCR se purificaron en gel para eliminar pequefios fragmentos y se clonaron
en un vector romo o TA para secuenciacion. Cinco clones independientes para cada cadena se secuenciaron y se
determinaron alineamientos de las cadenas V4 y VL y secuencias de consenso. Los métodos utilizados para
determinar las secuencias de aminoacidos de V4 y V. se describen por ejemplo en, Roger A. Sabbadini, y col.,
Novel Bioactive lipid Derivatives and Methods of Making and Using Same, Publicacién de patente de E.E.U.U.
2007/0281320; y Peter Amersdorfer, y col., Molecular Characterization of Murine Humoral Immune Response to
Botulinum Neurotoxin Type A Binding Domain as Assessed by Using Phage Antibody Libraries, 65(9) infect. Immun.
3743-3752. Ademas, estan disponibles servicios comerciales para secuenciar las cadenas variable pesada (Vy) y
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variable ligera (VL) de un anticuerpo e identificar las regiones CDR, véase, por ejemplo Fusion Antibodies Ltd.,
Ilanda del norte. En un caso, para la regiéon 3C1A5 V. también se determind la secuencia de aminoacidos
separando los anticuerpos purificados por afinidad mediante electroforesis de alta resolucién 2DE y a continuacion
sometiendo a la proteina a analisis de huella de fragmentacion de péptidos utilizando nanoLC-MSMS de alta
resolucion después de la digestion proteolitica.

La secuencia del polinucleétido que comprende las cadenas Vy y Vi del anticuerpo monoclonal a-SNAP-25,
incluyendo un anticuerpo segun la invencion segun lo definido por las reivindicaciones, producido por los hibridomas
desvelados en la presente memoria descriptiva es la siguiente: 1D3B8 Vu (SEQ ID NO: 71), 2C9B10 Vx (SEQ ID
NO: 73), 2E2A6 Vy (SEQ ID NO: 75), 3C1A5 Vy (SEQ ID NO: 77), 3C3E2 V4 variante 1 (SEQ ID NO: 79), 3C3E2 V4
variante 2 (SEQ ID NO: 81), 3C3E2 V4 variante 3 (SEQ ID NO: 132), 1 D3B8 V. (SEQ ID NO: 83), 2C9B10 V. (SEQ
ID NO: 85), 2E2A6 V. (SEQ ID NO: 87), 3C1A5 V. (SEQ ID NO: 89) y V 3C3E2, (SEQ ID NO: 91). La secuencia de
aminoacidos que comprende las cadenas Vy y Vi del anticuerpo monoclonal o-SNAP-25 producida por los
hibridomas desvelados en la presente memoria descriptiva es la siguiente: 1D3B8 V4 (SEQ ID NO: 72), 2C9B10 Vy
(SEQ ID NO: 74), 2E2A6 V4 (SEQ ID NO: 76), 3C1A5 Vi (SEQ ID NO: 78), 3C3E2 Vy variante 1 (SEQ ID NO: 80),
3C3E2 Vy variante 2 (SEQ ID NO: 82); 3C3E2 Vy variante 2 (SEQ ID NO: 133), 1 D3B8 V. (SEQ ID NO: 84),
2C9B10 V. (SEQ ID NO: 86), 2E2A6 V. (SEQ ID NO: 88), 3C1A5 V. (SEQ ID NO: 90) y 3C3E2 V. (SEQ ID NO: 92).
Las secuencias de aminoacidos que comprenden los dominios CDR V4 y V. del anticuerpo monoclonal a-SNAP-25
producidas por los hibridomas 1D3B8, 2C9B10, 2E2A6, 3C1A5 y 3C3E2 se dan en la tabla 23.

Tabla 23. Secuencias de CDR de los dominios Vi y V. de los anticuerpos monoclonales a-
SNAP-25
CDR Secuencia Identificado en SEQ ID NO:
2E2A6
Vy CDR 1 TFTDHSIH 2C9B10 93
3C1A5
Vy CDR 1 TFTNYVIH 3C3E2 94
Vy CDR 1 IFTDHALH 1D3B8 95
Vy CDR 2 YIFPGNGNIEYNDKFKG 2E2A6 96
Vy CDR 2 YLFPGNGNFEYNEKFKG 23%%;150 97
Vy CDR 2 YINPYNDGSKYNEKFKG 3C3E2 98
Vy CDR 2 YIFPGNGNIEYNEKFKG 1D3B8 99
Vy CDR 3 KRMGY ggiﬁg 100
Vy CDR 3 KKMDY 21%%88180 101
Vy CDR 3 ARMDY 3C3E2var1 102
VHCDR3 ARMGY 3C3E2var2 134
Vy CDR 3 ARHLANTYYYFDY 3C3E2var3 135
VL CDR 1 RSSQSIVHSNGNTYLE 1D3B8 103
V. CDR 1 RTTENIYSYFV 2C9B10 104
VL CDR 1 KSSQSLLYTNGKTYLT 2E2A6 105
VL CDR 1 KSSQSLLNTNGKTYLT 3C1A5 106
VL CDR 1 RASQNIGNYLH 3C3E2 107
V. CDR 2 KVSNRFS 1D3B8 108
V. CDR 2 NAKSLAE 2C9B10 109
V. CDR 2 LVSELDS 2E2A6 110
V. CDR 2 LVSKLDS 3C1A5 111
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VL CDR 2 YASQSIS 3C3E2 112
VL CDR 3 FQGSHVPPT 1D3B8 113
VL CDR 3 QHHYGTPYT 2C9B10 114
VL CDR 3 LQSAHFPFT 2E2A6 115
VLCDR 3 LQSSHFPFT 3C1A5 116
VL CDR 3 QQSDTWPLT 3C3E2 117

Los ejemplos no limitantes de secuencias de aminoacidos que comprenden variantes del dominio Vi CDR del
anticuerpo monoclonal aSNAP-25 producidas por los hibridomas desvelados en la presente memoria descriptiva
incluyen V4 CDR1 variante SEQ ID NO: 118 para 1D3B8; V4 CDR1 variante SEQ ID NO: 119 para 2C9B10, 2E2A6
y 3C1A5 Vu; V4 CDR1 variante SEQ ID NO: 120 para 3C1A5 Vy y 3C3E2 variante 3; Vy CDR2 variante SEQ ID NO:
121 para 1D3B8 y 2E2A6; V4 CDR2 variante SEQ ID NO: 122 para 2C9B10 y 3C1A5 Vy; V4 CDR2 variante SEQ ID
NO: 123 para 3C1A5 Vy y 3C3E2 variante 3; V4 CDR3 variante MDY para 1 D3B8 y 2C9B10; V4 CDR3 variante
MGY para 2E2A6 y 3C1A5 V4; y V4 CDR3 variante SEQ ID NO: 124 para 3C1A5 Vy y 3C3E2 variante 3. Los
ejemplos no limitantes de secuencias de aminoacidos que comprenden variantes del dominio V. CDR del anticuerpo
monoclonal aSNAP-25 producidas por los hibridomas develados en la presente memoria descriptiva incluyen V.
CDR1 variante SEQ ID NO: 125 para 1 D3B8; V. CDR1 variante SEQ ID NO: 126 para 2C9B10; V. CDR1 variante
SEQ ID NO: 127 para 2E2A6; V. CDR1 variante SEQ ID NO: 128 para 3C1A5; V. CDR1 variante SEQ ID NO: 129
para 3C3E2; V. CDR2 variante KVS para 1D3B8; V. CDR2 variante NAK para 2C9B10; V. CDR2 variante LVS para
2E2A6; V. CDR2 variante YAT para 3C1A5; y V. CDR2 variante YAS para 3C3E2.

Ejemplo comparativo VIl

Desarrollo de anticuerpos policlonales a-SNAP-25 que se unen selectivamente a un epitopo de SNAP-25 que tiene
un extremo carboxilo libre en el residuo P41 del enlace escindible del sitio de escisién de BoNT/A

El ejemplo siguiente ilustra como preparar anticuerpos policlonales a-SNAP-25 que pueden unirse selectivamente a
un epitopo de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escision de
BoNT/A.

Para desarrollar los anticuerpos policlonales a-SNAP-25 que pueden unirse selectivamente a un SNAP-25 que tiene
un extremo carboxilo en el residuo P4 de la enlace escindible del sitio de escisién de BoNT/A, el péptido de 10
residuos CGGGRIDEANQ (SEQ ID NO: 46) se disefi6 como un antigeno del producto de escisiéon de SNAP-25. Este
péptido que comprendia un residuo de cisteina N-terminal para conjugacién a KLH, un espaciador flexible G-
espaciador (GGG) enlazado a los aminoacidos 191-197 de SNAP-25 humano (SEQ ID NO: 5) y tiene una glutamina
C-terminal carboxilada. Las busquedas mediante Blast revelaron que este péptido tiene elevada homologia
solamente con SNAP-25 y casi ninguna posible reactividad cruzada con otras proteinas en las células neuronales.
La secuencia se analiz6 también cuidadosamente utilizando algoritmos informaticos para determinar el indice de
hidropatia, la probabilidad de superficie de la proteina, las regiones de flexibilidad y estructura secundaria favorable,
seguido por la orientacion correcta y presentacion de la secuencia del péptido elegido. El péptido se sintetizd y se
conjugd con Hemocianina de lapa californiana (KLH) para aumentar la inmunogenia. Antes de que los animales
fueran vacunados, conejos sin exposicion previa se cribaron primero contra lisados celulares de lineas celulares
candidatas en una transferencia de Western con el fin de identificar a los animales que no tenian inmunorreactividad
a las proteinas presentes en los lisados celulares. Dos conejos preseleccionados se inmunizaron con este péptido, y
después de tres inmunizaciones en aproximadamente ocho semanas, se tomaron muestras de sangre de los
conejos para ensayos. Se permitié a la sangre coagular incubando a 4°C durante 60 minutos. La sangre coagulada
se centrifugé a 10.000 x g a 4°C durante 10 minutos para que sedimenten los restos celulares. La muestra de suero
resultante se dispenso en alicuotas de 50 ul y se almacen6 a -20°C hasta que fuera necesaria.

Una estrategia similar basada en otros antigenos de SNAP-25 desvelados en la presente memoria descriptiva se
utiliza para desarrollar anticuerpos policlonales o-SNAP-25 que pueden unirse selectivamente a un SNAP-25 que
tiene un extremo carboxilo en el residuo P; del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A. Por ejemplo, el
antigeno de SNAP-25 de la SEQ ID NO: 47 puede conjugarse con KLH en lugar del antigeno de SNAP-25 de la
SEQ ID NO: 46. Como otro ejemplo, los aminoacidos 191-197 SNAP-25 humano del antigeno de SNAP-25 de la
SEQ ID NO: 38 pueden reemplazarse por la SEQ ID NO: 33, la SEQ ID NO: 34, la SEQ ID NO: 34, la SEQ ID NO:
36, la SEQ ID NO: 37, la SEQ ID NO: 39, la SEQ ID NO: 40, la SEQ ID NO: 41, la SEQ ID NO: 42, la SEQ ID NO: 43
ola SEQ ID NO: 44.

2. Deteccién de la presencia de anticuerpos policlonales a-SNAP-25.

Para determinar la presencia de anticuerpos policlonales a-SNAP-25 que pueden unirse selectivamente a un
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antigeno de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escision de
BoNT/A, se realizaron ensayos de ELISA comparativa y de escisién basados en células utilizando el suero de
conejo extraido tal como se ha descrito en el ejemplo Ill. El suero de los conejos contenia anticuerpos policlonales
o-SNAP-25 que pueden unirse selectivamente a un antigeno de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el
residuo P4 del enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A. Los anticuerpos policlonales de conejo a-SNAP-25
se designaron con NTP 22 y de NTP 23.

3. Purificacion de anticuerpos policlonales a-SNAP-25.

Para purificar los anticuerpos policlonales a-SNAP-25 que pueden unirse selectivamente a un antigeno de SNAP-25
que tiene un extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escisidon de BoNT/A, anticuerpos
NTP 22 y NTP 23 de suero de conejo se purificaron utilizando columnas de afinidad que contenian el antigeno de
SNAP-25 de la SEQ ID NO: 46.

4. Evaluacién de especificidad de unién de los anticuerpos policlonales a-SNAP-25.

Para evaluar la especificidad de unién de un anticuerpo policlonal a-SNAP-25 que puede unirse selectivamente a un
antigeno de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de escision de
BoNT/A, anticuerpos policlonales aSNAP-25 NTP 22 y NTP 23 purificados se utilizaron para detectar el producto de
escision utilizando el analisis de actividad basado en células, inmunocitoquimica en inmunoprecipitacion tal como se
describe en el ejemplo Ill. El ensayo de escision basado en células, el analisis de inmunocitoquimica y el analisis de
inmunoprecipitacion todos indicaban que los anticuerpos policlonales a-SNAP-25 NTP 22 y NTP 23 no reaccionan
de forma cruzada con SNAP-25 no escindido. Por lo tanto ambos NTP 22 y NTP 23 tienen especificidad de union
alta para el producto de escision de SNAP-25197 lo que permite el reconocimiento preferencial de este producto de
escision en relacion con el sustrato no escindido SNAP-25,06. Los afinidad por los antigenos puede determinarse
utilizando SPR en BiAcore tal como se describe en el ejemplo lll.

Ejemplo IX

Preparaciéon de componentes y condiciones ELISA en sandwich

El ejemplo siguiente ilustra como identificar y preparar los componentes y las condiciones necesarias para llevar a
cabo un ELISA el sandwich util para la realizacion de los métodos basados en inmunologia de deteccion de
actividad endopeptidasa redirigida mediante la deteccién de un producto de escisiébn de SNAP-25 utilizando un
anticuerpo monoclonal a-SNAP-25 especifico para un SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P del
enlace escindible del sitio de escision de BoNT/A.

1. Preparacion de lisados celulares de las células tratadas con endopeptidasa redirigida.

Para obtener un lisado celular tratado con endopeptidasa redirigida para su analisis, una densidad adecuada de las
células de un cultivo madre de Neuro-2a fue sembrada en un matraz T175 que contenia 50 ml de un medio libre de
suero que contenia medio esencial minimo, GlutaMAX ™ | 2 mM con sales de Earle, 1 x suplemento B27, 1 x
suplemento N2, aminoacidos no esenciales 0,1 mM, HEPES 10 mM. Estas células se incubaron en una incubadora
a 37°C en didxido de carbono al 5% hasta que las células se diferenciaron, segun lo determinado mediante criterios
morfolégicos estandar y de rutina, tales como detencién del crecimiento y extensién de neurita (aproximadamente
de 2 a 3 dias). Como un control, una densidad adecuada de las células de un cultivo madre de Neuro-2a se sombro
en un matraz T175 que contenia 50 ml de medio de cultivo adecuado (tabla 1). Estas células indiferenciadas de
control se cultivaron en una incubadora a 37°C en diéxido de carbono al 5% hasta que se alcanzé un 50% de
confluencia (aproximadamente 18 horas). El medio de ambos cultivos diferenciado y de control indiferenciado se
aspir6 de cada pocillo y se sustituyé por medio fresco que contenia 0 (muestra no tratada) o 10 nM de
endopeptidasa redirigida. Después de una incubaciéon durante una noche, las células se lavaron y las células se
recogieron mediante lisis en tampdn de lisis recién prepararon Triton X-100 (HEPES 50 mM, NaCl 150 mM, MgCI2
1,5 mM EGTA 1 mM, Triton X-100 al 1%) a 4°C durante 30 minutos con agitacion constante. Las células lisadas se
centrifugaron a 4000 rpm durante 20 minutos a 4°C para eliminar los restos utilizando una centrifuga de sobremesa.
Se midieron las concentraciones de proteina de lisados celulares mediante analisis de Bradford.

2. Preparacién e identificacion de los componentes de ELISA sandwich.

Para identificar un par apropiado de anticuerpo de captura- anticuerpo de deteccion se realizé un analisis ELISA en
sandwich con ECL en 26 diferentes combinaciones de pares de anticuerpos de captura y de deteccion, que
comprendian once diferentes anticuerpos de captura a-SNAP-25 y siete diferentes anticuerpos de deteccion a-
SNAP-25 (tabla 12). Los anticuerpos a-SNAP-25 utilizados fueron los anticuerpos monoclonales a-SNAP-25 de
raton 2E2A6 y 3C1A5 desvelados en la presente memoria descriptiva, los anticuerpos monoclonales a-SNAP-25 de
raton SMI-81, MC-6050 y MC-6053 desvelados en la presente memoria descriptiva, el anticuerpo policlonal de
conejo a-SNAP-25 NTP 23 desvelado en la presente memoria descriptiva, el anticuerpo policlonal de conejo a-
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SNAP-25 S9684 (Sigma, St. Louis, MO), anticuerpos policlonales de conejo a-SNAP-25 H-50 (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa CruzCA), anticuerpos policlonales de cabra a-SNAP-25 C-18 (Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Santa Cruz, CA), anticuerpos policlonales de cabra a-SNAP-25 N-19 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa
Cruz, CA) y anticuerpos policlonales a-SNAP-25 de ratén SP12 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA).

Para preparar la soluciéon de anticuerpo de captura, los anticuerpos monoclonales a-SNAP-25 contenidos en las
ascitis de lineas celulares de hibridoma 2E2A6 y 3C1A5, asi como los anticuerpos monoclonales a-SNAP-25 MC-
6050 y MC-6053 se purificaron utilizando un protocolo estandar de purificacion de proteina A. Todos los demas
anticuerpos a-SNAP-25 se adquirieron como anticuerpos purificados.

Para preparar la solucion de deteccion de anticuerpos, el anticuerpo apropiado a-SNAP-25 se conjugé a reactivo de
marcado rutenio (ll)-tris-bipiridin-(4-metilsulfonato) NHS éster (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD) segun las
instrucciones del fabricante (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD). La reaccién de conjugacion se realizd
afadiendo 30 pl de solucién madre MSD SULFO - TAG ™ reconstituida en agua destilada a 200 pl de 2 mg/ml de
anticuerpos policlonales a-SNAP-25 e incubando la reaccion a temperatura ambiente durante 2 horas en la
oscuridad. Los anticuerpos marcados se purificaron utilizando un protocolo de columna centrifuga estandar y la
concentracion de proteina se determind utilizando un analisis de la proteina colorimétrico estandar. Se midié la
absorbancia del conjugado de anticuerpo a-SNAP-25 /MSD SULFO - TAG ™ a 455 nm con un espectrofotometro
para determinar la concentracidon en moles por litro. La solucién de deteccién de anticuerpos se almacené a 4°C
hasta que fuera necesaria.

Para preparar el soporte en fase sélida que comprende el anticuerpo especifico para un producto de escision de
SNAP-25, aproximadamente 5 pl de la solucién apropiada de anticuerpo monoclonal a-SNAP-25 (20 pg/ml de 1 x
PBS) se afadieron a cada pocillo de una placa de 96 pocillos MSD de union elevada y a la solucién se le permite
secarse al aire en una cabina de seguridad bioldgica durante 2-3 horas con para que el liquido se evapore de la
solucion. Los pocillos con anticuerpo de captura unido se bloquearon a continuacion afiadiendo 150 ul de tampon de
bloqueo que comprendia reactivo de bloqueo de Amersham al 2% (GE Life Sciences, Piscataway, NJ) y de suero de
cabra al 10% (VWR, West Chester, PA) a temperatura ambiente durante 2 horas. Las placas bloqueadas se sellaron
y almacenaron a 4°C hasta que fuera necesaria.

Para detectar la presencia de un producto de escisién de SNAP-25 escindido mediante analisis ELISA en sandwich
con ECL, el tampoén de bloqueo de las placas almacenadas se aspir6 de los pocillos, 25 pl de un lisado de células
tratadas con endopeptidasa redirigida, tal como se describié anteriormente, se afiadieron a cada pocillo y las placas
se incubaron a 4°C durante una noche. Los pocillos de la placa se lavaron tres veces aspirando el lisado celular y
aclarando cada pocillo tres veces con 200 pl de 1 x PBS, TWEEN-20 ® al 0.1% (monolaurato de sorbitan
polioxietilenado (20)). Después del lavado, se afiadieron 25 pl de solucion de anticuerpo de deteccion de 5 pg/ml que
comprendia reactivo de bloqueo de Amersham al 2% en 1 x PBS, TWEEN-20 ® al 0,1% (monolaurato de sorbitan
polioxietilenado (20)) a cada pocillo, la placa se selld y la placa sellada se incub6 a temperatura ambiente durante 1
hora con agitacion. Después de la incubacion del anticuerpo de deteccion, los pocillos se lavaron tres veces con 200
pl de 1 x PBS .TWEEN-20 ® al 0,1% (monolaurato de sorbitan polioxietilenado (20)). Después de lavar, se afiadieron
150 wl de 1 x tampdn de lectura (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD) a cada pocillo y las placas se leyeron
utilizando un lector de imagenes SECTOR ™ Imager 6000 (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD). Se calculo
una relacion dividiendo la sefial obtenida a la dosis de 10 nM para cada par de anticuerpos por la sefial obtenida en
la dosis de 0 nM para cada par de anticuerpo (tabla 24). Estos resultados indicaron que entre las veintiséis
diferentes combinaciones de pares de anticuerpos probados, sélo tres pares de anticuerpo tenian relaciones sefal a
ruido por encima de 10:1 para la dosis mas alta ensayada: el par no. 1 (mAb 2E2A6 de raton y pAb S9684 de
conejo), par N° 4 (mAb 3C1A5 de ratén y pAb S9684 de conejo) y par N° 18 (pAb S9684 de conejo y mAb 2E2A6 de
ratén). Al par de anticuerpos 1 fue elegido para el ulterior desarrollo de ensayo.

Tabla 24. Deteccion de combinaciones de anticuerpos a-SNAP-25
Deteccion del Deteccién del Relacion
Par de Anticuerpo de Anticuerpo de sustrato no < .
anticuerpos no Captura Deteccion producto de escindido SNAP- sefial/ruido
; escision SNAP-25 o5 (10 nM/0 nM)
1 mAb 2E?A6 de pAb 89684 de Si No 26.6:1
raton conejo
2 mAb 2E2A6 de | A} N.19 de cabra si No 7,3:1
raton
3 mAb 2E?A6 de PAb H-§O de Si No 0,9:1
raton conejo
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4 mAb 3C'1A5 de PAb 896'84 de Si No 12,1:1
raton conejo

5 mAD 3CIAS de |\, N-19 de cabra Si No 1,911
raton

6 mAb 3C,1A5 de PAb H-5'0 de Si No 0,9:1
raton conejo

7 PAb C-18 de cabra| PAP 59684 de No No 0.8:1

conejo
8 pAb C-18 de cabra|pAb N-19 de cabra No No 0,9:1
9 pAb C-18 de cabra PAD H-5-0 de No No 0,9:1
conejo

10 pAb H-5'0 de mAb 2E'2A6 de Si No 0,9:1
conejo raton

11 PAD H-50de ;A ¢-18 de cabra No No 1,0:1
conejo

12 pAb N-19 de cabra| MAP 2E246 de si No 0,9:1

raton

13 pAb N-19 de cabralpAb C-18 de cabra No No 1.1

14 PABNTP 23 de | Ab N-19 de cabra Si No 1,211
conejo

15 PABNTP 23 de | A C-18 de cabra No No 1.1
conejo

16 PAD NTP 23 de pAb SP12 de raton Si No 1,3:1
conejo

17 pAb NTP 23 de PAb H-50 de Si No 1,1:1
conejo conejo

18 pAb 39684 de mAb 2E'2A6 de Si No 21,3:1
conejo raton

19 PAD S9684 de | A ¢ 18 de cabra No No 0,7:1

conejo
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20 pAb 89634 de mAb SMI-81de Si Si 1,2:1
conejo raton
21 mAb SM'I-81 de pAb 89684 de si Si 1,1:1
ratén conejo
22 mAD SM,|'81 de pAb N-19 de cabra Si Si 1,0:1
ratén
23 mAb SMI-81 de pAb C-18 de cabra No No 0,8:1
ratén
24 PAb SP12 de pAb C-18 de cabra No No 1,0:1
ratén
o5 mAb MC-§050 de| pAb 89684 de Si Si 5,0:1
ratén conejo
26 mAb MC-§053 de| pAb 89684 de Si Si 7,1:1
ratén conejo

Ejemplo X

Método de deteccién de endopeptidasa redirigida basado en inmunologia que tiene una actividad enzimatica de
cadena ligera de BoNT/A utilizando ELISA en sandwich con ECL

El siguiente ejemplo ilustra los métodos basados en inmunologia de deteccion de actividad endopeptidasa redirigida
mediante la deteccidon de un producto de escision de SNAP-25 utilizando un anticuerpo monoclonal a-SNAP-25
especifico para un producto de escisién de SNAP-25 con un extremo carboxilo en el residuo P4 del enlace escindible
del sitio de escision de BoNT/A mediante ELISA en sandwich con ECL.

Para preparar un lisado a partir de células tratadas con endopeptidasa redirigida que tienen tener actividad
enzimatica de cadena ligera de BoNT/A, una densidad adecuada de las células de una linea celular establecida se
sembro6 en los pocillos de las placas de cultivo tisular de 96 pocillos que contenian 100 pl de los medios adecuados.
Estas células se incubaron en una incubadora a 37°C en didxido de carbono al 5% durante 24 horas. Los medios de
las células se aspiraron de cada pocillo y se sustituyeron por medios frescos que contenian 0 (muestra no tratada) o
una de las dosis se determinadas a partir de un experimento de respuesta a la dosis para esa endopeptidasa
redirigida. Después de la incubacién de 24 horas, las células se lavaron y se recogieron.

Para preparar la solucion de anticuerpo de captura a-SNAP-25, se purifico el anticuerpo monoclonal a-SNAP-25
contenido en las ascitis de la celular linea de hibridoma 2E2A6 utilizando un protocolo estandar de purificacion de la
proteina A. Para preparar la solucién de anticuerpo de deteccion a-SNAP-25, anticuerpo policlonal de conejo -
SNAP-25 S9684 (Sigma, St. Louis, MO) se conjugoé al reactivo de marcado rutenio (ll)-tris-bipiridin-(4-metilsulfonato)
NHS éster (Meso Scale Discovery Gaithersburg, MD) segun las instrucciones del fabricante (Meso Scale Discovery,
Gaithersburg, MD). La reaccion de conjugacion, purificacion de anticuerpo marcado a-SNAP-25, determinacion de la
concentracion y almacenamiento fueron tal como se describen en el ejemplo VI.

Para preparar el soporte de fase sélida que comprende el anticuerpo que es especifico para un producto de escision
SNAP-25, aproximadamente 5 ul de solucién de anticuerpo monoclonal a-SNAP-25 2E2A6 (20 ug/ml en 1 x PBS) se
afnadieron a cada pocillo de una placa de 96 pocillos MSD de unién alta y a la solucién se le permite secarse al aire
en una cabina de seguridad biolégica durante 2-3 horas con el fin de que el liquido se evaporara de la solucion. Los
pocillos unidos al anticuerpo de captura se bloquearon y se utilizaron directamente para detectar actividad
endopeptidasa redirigida.

Para detectar que la presencia de un producto de SNAP-25 escindido mediante analisis ELISA en sandwich con

ECL, el tampén de bloqueo de las placas almacenadas se aspird de los pozos, se afiadieron 25 pl de un lisado de
células tratadas con endopeptidasa redirigida a cada pocillo y las placas se incubaron a 4°C durante una noche. Los

81



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2770033 T3

pocillos de la placa se lavaron tres veces aspirando el lisado celular y aclarando cada pocillo tres veces con 200 pl
de 1x PBS, TWEEN-20 ® al 0,1% (monolaurato de sorbitan polioxietilenado (20)). Después del lavado, se afiadieron
25 pl de solucion de 5 pug/ml de anticuerpo de deteccion que comprendia reactivo de bloqueo de Amersham al 2%
en 1 x PBS, TWEEN-20 ® al 0,1% (monolaurato de sorbitan polioxietilenado (20)) a cada pocillo, la placa se sell6 y
la placa sellada se incub6 a temperatura ambiente durante 1 hora con agitacion. Después de la incubacion del
anticuerpo de deteccion, los pocillos se lavaron tres veces con 200 ul de 1 x PBS, TWEEN-20 ® al 0,1%
(monolaurato de sorbitan polioxietilenado (20)). Después de lavar 150 ml de 1 x tampdn de lectura (Meso Scale
Discovery, Gaithersburg, MD) se afiadieron a cada pocillo y las placas se leyeron utilizando un lector de imagenes
SECTOR ™ Imager 6000 (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD). Los datos recogidos se analizaron y la CEsg
se calculd tal como se indica en el ejemplo VI. Para endopeptidasas redirigidas a opioides, estos resultados indican
que de promedio 1,0 nM de Noc/A a la CEsy se detectaba (un intervalo de aproximadamente 0,3 nM a
aproximadamente 2,0 nM) con una relacién sefial a ruido para la asintota inferior de aproximadamente 15:1
aproximadamente 20:1 y una relaciéon cociente sefial a ruido de la asintota superior de aproximadamente 180:1 a
aproximadamente 300:1.

Ejemplo Xl

Método de deteccién basado en inmunologia de actividad endopeptidasa redirigida utilizando ELISA en sandwich
con CL

El siguiente ejemplo ilustra los métodos basados en inmunologia de deteccion de actividad endopeptidasa redirigida
mediante la deteccidon de un producto de escision de SNAP-25 utilizando un anticuerpo monoclonal a-SNAP-25
especifico para un SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P del enlace escindible del sitio de
escision de BoNT/A por ELISA en sandwich con CL.

Lisado de células tratadas con endopeptidasa redirigida y la solucion del anticuerpo de captura a-SNAP-25 se
prepararan tal como se describié en el ejemplo VII.

Para preparar la soluciéon de anticuerpo de deteccién o-SNAP-25, el anticuerpo policlonal a-SNAP-25 S9684
(Sigma, St. Louis, MO) se conjugara con peroxidasa de rabano (HRP) segun las instrucciones del fabricante (Pierce
Biotechnology, Inc., Rockford, IL). La reacciéon de conjugacion se realizara afiadiendo a 500 ul de 1 mg/ml de
anticuerpos policlonales o-SNAP-25 a un frasco que contenia peroxidasa activada liofilizada, mezclando los
componentes, y a continuacion afiadiendo 10 ul de cianoborohidruro de sodio. Esta mezcla de reacciéon se incubara
a temperatura ambiente durante 1 hora en una campana de humos. Después de inactivar la reaccién, los
anticuerpos marcados seran purificados mediante un protocolo de columna centrifuga estandar y la concentracion
de proteina se determinara mediante un ensayo de proteina colorimétrico estandar. La absorbancia del conjugado
de anticuerpo policlonal de SNAP-25/HRP se medira en 455 nm con un espectrofotdmetro para determinar la
concentracion en moles por litro. La solucién de anticuerpo de deteccion a-SNAP-25 se almacenara a 4°C hasta que
fuera necesaria.

Para preparar el soporte de fase solida que comprendia el anticuerpo de captura o-SNAP-25 que es especifico para
el producto de escision SNAP-25, aproximadamente 100 ul de solucidon de anticuerpo monoclonal a-SNAP-25
2E2A6 (1 ug/ml de 1 x PBS) se afiadiran a cada pocillo de una placa de 96 pocillos Greiner blanca y las placas se
incubaran a 4°C durante una noche, y a continuacién se descartara cualquier solucion de anticuerpos en exceso.
Luego se bloquearan los pocillos unidos a anticuerpo de captura mediante la adicion de 150 pl de tampdn de
bloqueo que comprende reactivo de bloqueo de Amersham al 2% (GE Life Sciences, Piscataway, NJ) y de suero de
cabra al 10% (VWR, West Chester, PA) a temperatura ambiente durante 1 hora. Se descartara el tampon de
bloqueo y las placas se transfirieron en seco sobre toallas de papel mediante inversion y golpeando ligeramente.
Los pocillos unidos a anticuerpo de captura seran bloqueados a continuacion y se utilizaran directamente para
detectar actividad endopeptidasa redirigida.

Para detectar la presencia de un producto de escisién de SNAP-25 mediante un analisis ELISA en sandwich con CL,
50 ul de un lisado de células tratadas con endopeptidasa redirigida se afiadiran a cada pocillo, la placa se sellara, y
la placa sellada se incubara en un agitador giratorio a 500 rpm a 4°C durante de 2 a 4 horas a una noche. Los
pocillos de la placa se lavaran tres veces aspirando el lisado celular y aclarando cada pocillo tres veces con 200 pl
de 1x PBS, TWEEN-20 ® al 0,05% (monolaurato de sorbitan polioxietilenado (20)). Después del lavado, se afiadiran
100 pL de solucion 1 pg/ml de anticuerpo policlonal a-SNAP-25/anticuerpo de deteccion HRP que comprendia
reactivo de bloqueo de Amersham al 2% en 1x PBS, TWEEN-20 ® al 0,1% (monolaurato de sorbitan polioxietilenado
(20)) a cada pocillo, la placa se sellara, y la placa sellada se incubara en un agitador giratorio a 650 rpm a
temperatura ambiente durante 1 hora. Después de la incubaciéon del anticuerpo de la deteccién, los pocillos se
lavaran tres veces con 200 pl de 1x PBS, TWEEN-20 ® al 0,05% (monolaurato de sorbitan polioxietilenado (20)).
Después de lavar, se afiadiran 100 ml de mezcla SuperSignal ELISA Pico 1:1 (Pierce Biotechnology, Inc., Rockford,
IL) a cada pocillo y las placas se leeran utilizando un luminémetro (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) a 395 nm. Se
analizaran los datos recogidos y la CEsg se calculara tal como se describe en el ejemplo VI.
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Ejemplo XII

Método de deteccién basado en inmunologia de deteccién de actividad endopeptidasa redirigida utilizando ELISA en
sandwich con ECL multiple

El siguiente ejemplo ilustra los métodos basados en inmunologia multiples de deteccion de actividad endopeptidasa
redirigida mediante la deteccion de un producto de escision de SNAP-25 mediante un anticuerpo monoclonal o-
SNAP-25 especifico para un producto de escision de SNAP-25 y un segundo par de anticuerpo para una proteina
diferente.

Un ensayo de potencia de endopeptidasa redirigida puede realizarse utilizando un ELISA en sandwich con ECL
multiple. Dicho ensayo se describe en la solicitud de patente correspondiente de Ester Fernandez-Salas, y col.,
Immuno-Based Botulinum Toxin Serotype A Activity Assays, Solicitud de patente de los E.E.U.U. N° de serie:
12/403.531 y puede ser utilizado con las lineas celulares y endopeptidasas redirigidas y las correspondientes lineas
celulares desveladas en la presente memoria descriptiva.

Ejemplo XIlI

Método de deteccién basado en inmunologia de deteccién de actividad endopeptidasa redirigida utilizando ELISA en
sandwich EC multiple

El siguiente ejemplo ilustra métodos basados en inmunologia multiples de deteccion de actividad endopeptidasa
redirigida mediante la deteccion de un producto de escision de SNAP-25 mediante un anticuerpo monoclonal
aSNAP-25 especifico para un producto de escision de SNAP-25 y un segundo par de anticuerpo para una proteina
diferente.

Un ensayo de potencia de endopeptidasa redirigida puede realizarse utilizando un ELISA en sandwich EC multiple.
Dicho ensayo se describe en la solicitud de patente correspondiente de Ester Fernandez-Salas, y col., Immuno-
Based Botulinum Toxin Serotype A Activity Assays,, Solicitud de patente de los E.E.U.U. N° de serie: 12/403.531 y
puede ser utilizado con las lineas celulares y endopeptidasas redirigidas y las correspondientes lineas celulares
desveladas en la presente memoria descriptiva.

Ejemplo XIV

Método basado en inmunologia para detectar cantidades nanomolares de endopeptidasas redirigidas

El ejemplo siguiente ilustra como realizar métodos de deteccidon de cantidades nanomolares de actividad
endopeptidasa redirigida basados en inmunologia.

1. Método basado en inmunologia de deteccion de endopeptidasas redirigidas mediante ELISA en sandwich con
ECL.

Para preparar un lisado de células tratadas con una endopeptidasa redirigida, aproximadamente de 50.000 a
150.000 células de una linea celular establecida adecuada para el analisis se sembraron en los pocillos de las
placas de cultivo tisular de 96 pocillos con poli-D-lisina que contenian 100 ul de los medios adecuados (véanse los
ejemplos | y Il). Estas células se incubaron en una incubadora a 37°C en diéxido de carbono al 5% durante 24 horas.
El medio de las células se aspir6 de cada pocillo y se sustituyd por medio fresco que contenian 0 (muestra no
tratada) y la respuesta a la dosis apropiada tal como se describe para cada endopeptidasa redirigida en esta
solicitud. Después de una incubacion de 24 horas, las células se lavaron y se recogieron o incubaron durante otros
dos dias sin endopeptidasa redirigida antes de recogerlas. Para recoger las células, el medio se aspird, se lavé con
1 x PBS y se lisaron afiadiendo 30 pl de tampon de lisis que comprendia HEPES 50 mM, NaCl 150 mM, MgCI2 1,5
mM, EGTA 1 mM, Triton X-100 al 1% a cada pocillo y la placa se incub6 en un agitador giratorio a 500 rpm durante
30 minutos a 4°C. La placa se centrifugé a 4000 rpm durante 20 minutos a 4°C para que sedimenten los restos
celulares y el sobrenadante se trasladd a una placa de 96 pocillos recubierta de anticuerpos de captura para realizar
la etapa de deteccion.

La solucién de anticuerpo de captura a-SNAP-25, la solucion de anticuerpo de deteccion a-SNAP-25 y el soporte de
fase solida que comprende el anticuerpo de captura que es especifico para un producto de escision de SNAP-25 se
prepararon tal como se describe en el ejemplo VII.

Para detectar que la presencia de un producto de SNAP-25 escindido por analisis ELISA en sandwich con ECL, el
tampon de bloqueo de las placas almacenadas se aspird, 25-30 pl de un lisado de células tratadas con
endopeptidasa redirigida se afiadieron a cada pocillo y las placas se incubaron a 4°C durante 2 horas o 24 horas.
Los pocillos de la placa se lavaron tres veces aspirando el lisado celular y aclarando cada pocillo tres veces con
200 pl de 1x PBS, TWEEN-20 ® al 0,1% (monolaurato de sorbitan polioxietilenado (20)). Después del lavado, se
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afadieron 25 uL de solucion a 5 ug/ml de anticuerpo de deteccion a-SNAP-25 que comprendia reactivo de bloqueo
de Amersham al 2% en 1x PBS, TWEEN-20 ® al 0,1% (monolaurato de sorbitan polioxietilenado (20)) a cada
pocillo, La placa se sellé y la placa sellada se incub6 a temperatura ambiente durante 1 hora con agitacion. Después
de la incubacion del anticuerpo de deteccion a-SNAP-25, los pocillos se lavaron tres veces con 200 pl de 1x PBS,
TWEEN-20 ® al 0,1% (monolaurato de sorbitan polioxietilenado (20)). Después del lavado, las placas se
procesaron, se analizaron los datos recogidos y la CEsg se calcularon tal como se indica en el ejemplo VI. Estos
resultados indicaban que, de promedio, 1,0 nM de Noc/A a la CEsp se detectaron cuando se utilizan la linea celular
clonal SK-N-DZ #3 (un intervalo de aproximadamente 0,3 nM a aproximadamente 2,0 nM) con una relacion sefial a
ruido para la asintota superior de aproximadamente 20:1 a aproximadamente 300:1. Ademas, de promedio 3,7 nM
de Noc/A a la CEsg se detectaron cuando se utilizan células de la linea celular clonal AGN P33 #6 (un intervalo de
aproximadamente 2,0 nM a aproximadamente 5,5 nM) con una relacién sefial a ruido para la asintota superior de
aproximadamente 20:1 a aproximadamente 500. Para las células SK12 que son especificas para la endopeptidasa
redirigida que contiene un ligando dinorfina A, de promedio 8,4 nM de Dyn/A a la CEsy se detectaron cuando se
utilizan las células SK12 (un intervalo de aproximadamente 4,5 nM a aproximadamente 10,0 nM) con una relacion
sefal a ruido para la asintota superior de aproximadamente 10:1 a aproximadamente 20:1. Ademas, de promedio
8,8 nM de TVEMP-galanina a la CEsg se detectaron cuando se utilizan células de la linea celular clonal Neuro-2a #7
(un intervalo de aproximadamente 5,0 nM a aproximadamente 15,5 nM) con una relacién sefial a ruido para la
asintota superior de aproximadamente 20:1 a aproximadamente 200:1. Este método también puede realizarse de
manera multiple, tal como se describe en el ejemplo IX.

2. Método basado en inmunologia de deteccion de endopeptidasas redirigidas utilizando ELISA en sandwich con CL.

Lisado de células tratadas con una endopeptidasa redirigida y la solucién del anticuerpo de captura a-SNAP-25 se
preparara tal como se describe en el ejemplo VII. La solucién de anticuerpo de deteccion a-SNAP-25 y el soporte de
fase sélida que comprende el anticuerpo de captura que es especifico para un producto escindido de SNAP-25 se
preparara tal como se describe en el ejemplo comparativo VIII.

Para detectar la presencia de un producto de SNAP-25 escindido mediante analisis ELISA en sandwich con CL, se
afadiran 100 ul de un lisado de células tratadas con una endopeptidasa redirigida a cada pocillo, la placa se sellara
y la placa sellada se incubara en un agitador giratorio a 500 rpm a 4°C durante 2 horas o 24 horas. Los pocillos de la
placa se lavaran tres veces aspirando el lisado celular y aclarando cada pocillo tres veces con 200 pul de 1x PBS,
TWEEN-20 ® al 0,05% (monolaurato de sorbitan polioxietilenado (20)). Después del lavado, se afiadiran 100 pl de
solucion al 1 ug/ml de anticuerpo policlonal a-SNAP-25 / anticuerpo de detecciéon HRP que comprendia reactivo de
bloqueo de Amersham al 2% en 1x PBS, TWEEN-20 ® al 0,1% (monolaurato de sorbitan polioxietilenado (20)) a
cada pocillo, la placa se sellara, y la placa sellada se incubara en un agitador giratorio a 650 rpm a temperatura
ambiente durante 1 hora. Después de la incubacion del anticuerpo de deteccion, los pocillos se lavaran tres veces
con 200 pl de 1x PBS, TWEEN-20 ® al 0,05% (monolaurato de sorbitan polioxietilenado (20)). Después de lavar, se
afadiran 100 pl de mezcla SuperSignal ELISA Pico 1:1 (Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL) a cada pocillo y las
placas se leeran utilizando un lumindmetro (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) a 395 nm. Se analizaran los datos
recogidos y la CEsp se calculara tal como se describe en el ejemplo VI. Este método también puede realizarse de
manera multiple, tal como se describe en el ejemplo IX.

Ejemplo XV

Método basado en inmunologia para detectar anticuerpos neutralizantes o. -endopeptidasa redirigida

El ejemplo siguiente ilustra como llevar a cabo un método basado en inmunologia que puede detectar la presencia
de anticuerpos neutralizantes o~ Noc/A.

Noc/A, actualmente esta siendo evaluada para el tratamiento de afecciones dolorosas, algunas de ellas cronicas.
Con el tratamiento de larga duracién repetido de Noc/A, un paciente puede desarrollar anticuerpos neutralizantes a-
Noc/A para la endopeptidasa redirigida que conducen a inmunorresistencia. Los anticuerpos neutralizantes a-Noc/A
inhibiran la actividad endopeptidasa redirigida deteniendo la captacion de endopeptidasa redirigida en células
neuronales y otras diana uniéndose al ligando de direccion o el dominio de translocacién (Hy) de la endopeptidasa
redirigida. No se establece ningun ensayo para determinar la presencia de los anticuerpos neutralizantes a-Noc/A
en sangre del paciente. Seria mas rentable y consumiria menos tiempo si pudiera desarrollarse un ensayo basado
en células para detectar anticuerpos neutralizantes en los pacientes tratados con endopeptidasas redirigidas.

Para detectar la presencia o ausencia de anticuerpos neutralizantes o-Noc/A, pueden utilizarse los métodos
basados en inmunologia de determinacion de actividad endopeptidasa redirigida desvelados en la presente memoria
descriptiva. Una forma es determinar la cantidad de producto de escision de SNAP-25 presente después del
tratamiento con diversas concentraciones de Noc/A utilizando un método de deteccion de transferencia de Western,
la otra forma era utilizar un método de deteccién de ELISA en sandwich con ECL.

Para preparar una muestra que comprende anticuerpos neutralizantes o~ Noc/A, se aislé suero de la sangre de un
mono inmunizado con Noc/A y los anticuerpos se purificaron por afinidad. También se inmunizaron conejos con el
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péptido variante nociceptina, el ligando objetivo presente en la molécula de Noc/A, su suero recogido y los
anticuerpos purificados por afinidad (policlonales anticuerpos anti-nociceptina).

Para preparar un lisado a partir de células tratadas con una muestra que comprendia células de Noc/A, células de
linea celular clonal SK-N-DZ #3 de la célula y células de la linea celular clonal AGN P33 #6 se sembraron en placas
de 96 pocillos de poli-D-lisina durante 16-18 horas. PAb anti-nociceptina a 0-3 pg/ml se diluyé en RPMI SFM (con
suplementos de NGF, B27 y N2) que contenia 1 nM de Noc/A y la mezcla se incubd previamente a temperatura
ambiente durante 1 hora. a continuacion las soluciones se afiadieron a las células y se incubaron durante 24 h antes
de realizar el ensayo de ELISA con ECL. Este anticuerpo variante anti-nociceptina bloqueaba totalmente la
captacion de Noc/A 1 nM a 1 ug/ml (>90% de inhibicidon) en ambas lineas celulares. El anticuerpo policlonal anti-
Noc/A de mono también ensay6 estas lineas celulares. Las células se sembraron en una placa de 96 pocillos con
poli-D-lisina a 100.000 células por pocillo durante 24 horas en medio de cultivo RPMI suplementado con N2, B27 y
NGF. Los anticuerpos policlonales anti-Noc/A a 0-20 pg/ml se diluyeron en medio que contenia 1 nM de Noc/A y la
mezcla se incubd previamente a temperatura ambiente durante 1 hora. A continuaciéon la mezcla se afnadié a las
células y se incub6 durante 24 h antes de realizar el ensayo de ELISA con ECL. Se observé hasta el 60% a las
concentraciones mas altas de 6-20 pug/ml de pAb anti-Noc/A en la linea celular SK-N-DZ y aproximadamente del
30% en la linea celular clonal AGN P33 linea celular #6. Esto puede deberse a que los anticuerpos policlonales anti-
Noc/A no son especificos para el sitio de union y contienen otros anticuerpos que se unen a otras partes de la
molécula produciendo solamente un bloqueo parcial a las concentraciones ensayadas. Pueden ser necesarias
concentraciones mas altas, para conseguir el bloqueo completo.

Para detectar la presencia de un producto escindido de SNAP-25 mediante analisis de transferencia de Western, el
medio se aspirara de cada pozo, las células se suspenderan en 50 ul de tampoén de carga de SDS-PAGE y a
continuacion se calentaran a 95°C durante 5 minutos. Una alicuota de cada muestra recogida se analizara por
transferencia de Western tal como se ha descrito en el ejemplo |, excepto que las muestras recogidas se separaran
por SDS-PAGE utilizando geles Criterion al 12% 26 por pocillo (Bio - Rad Laboratories, Hercules, CA) y el suero de
anticuerpo policlonal de conejo a-SNAP25:97 se utilizara como el anticuerpo primario (véase el ejemplo V). Los
resultados revelaran la menor concentracion de endopeptidasa redirigida que producira una banda detectable de
producto de escisién de SNAP-25 en la transferencia de Western.

Para detectar la presencia de un producto de SNAP-25 escindido mediante ELISA en sandwich con ECL, el medio
se retird de cada pocillo y las células se sometieron a lisis tal como se describe en el ejemplo VI. La solucion de
anticuerpo de captura a-SNAP-25, la solucién de anticuerpo de deteccion a-SNAP-25 y el soporte de fase solida a-
SNAP-25 se prepararon tal como se describe en el ejemplo comparativo VIII. Los sobrenadantes se transfirieron al
soporte de fase solida a-SNAP-25 y un se realizé un ensayo ELISA en sandwich con ECL tal como se detalla en el
ejemplo VI. Los datos recogidos se analizaron y la CEsg se calcul6 segun lo descrito en el ejemplo VI, excepto que la
CEsp es la dilucién de suero necesaria para inhibir la actividad de la endopeptidasa redirigida a 2 su maximo y la
relacion de la sefial maxima (Sefialmax) con respecto a la sefial minima (Sefalwin,) se obtuvo dividiendo la sefial de
producto de escision de SNAP-25 obtenida con la dilucién mas alta de anticuerpo por la sefial obtenida con la menor
dilucién de anticuerpo.

Los resultados indican que pudo detectarse la presencia de anticuerpos neutralizantes a-Noc/A en el suero de mono
y la presencia de anticuerpos variantes a-nociceptina. La actividad de la molécula Noc/A incubada en anticuerpos
purificados por afinidad del animal inmunizado disminuia a medida que disminuia la dilucién de anticuerpos. El
mismo ensayo se realizara con la Dyn/A y los compuestos TVEMP-galanina utilizando las lineas celulares
especificas para cada compuesto a ensayar.

Ejemplo XV

Desarrollo de un ensayo basado en células una endopeptidasa redirigida a galanina

El ejemplo siguiente ilustra como identificar las lineas celulares establecidas que poseen la capacidad de captacion
de endopeptidasa redirigida necesaria para el desarrollo de un ensayo de potencia basado en células.

1. Crecimiento del cultivo madre de lineas celulares candidatas.
Para cultivar las lineas celulares, una densidad adecuada de las células de la linea celular que esta siendo
ensayada se sembraron en un matraz de cultivo tisular de 162 cm? contenia 30 ml de medio de cultivo adecuado

(véase la tabla 25) y se cultivaron una incubadora a 37°C en diéxido de carbono al 5% o al 10% hasta las células
alcanzaron la densidad deseada.
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Tabla 25. Tabla resumen de todas las lineas celulares y sus respectivos medios.
Ti . s Medio completo (CM) todos de Medio libre de suero (SFM) todos de
ipo de la célula; Descripcion; . . -
fuente Inwtroggp (a menos que se Invitrogen, (a menos que se especifique
especifique lo contrario) lo contrario)
RPMI 1640 (90%) RPMI 1640 (90%)
SiMa (linea celular de Suero fetal bovino (SFB, 10%) AANE AANE (0,1 mM),
neuroblastoma humano, DSMZ # (0,1 mM), HEPES (10 mM),
164 ACC, Braunschweig, HEPES (10 mM), Piruvato de sodio (1 mM) (100 U/ml) de
Alemania) SiMa H1 (linea celular | Piruvato de sodio (1 mM) penicilina | penicilina estreptomicina (100 pg/ml)
clonada de células SiMa) (100 U/ml), estreptomicina suplemento N2 (1 x)
(100 pg/ml), Suplemento B27 (1 x)
MEM de Earle (90%)
Suero fetal bovino 10%) AANE (0,1 EMEM (90%)
Neuro-2a (neuroblastoma de mM), AANE (0,1 mM),
raton: (ATCC #CCI131, HEPES (10 mM), HEPES (10 mM),
Manassas, VA,) Piruvato de sodio (1 mM), penicilina | Piruvato de sodio (1 mM), penicilina
(100 U/ml), estreptomicina (100 U/ml), estreptomicina (100 ug/ml)
(100 pg/ml)
o Medios de diferenciacion:
RPMI 1640 (90%) RPMI 1640 (90%)
FBS Dializado (5%) HEPES (10 mM)
Suero de caballo (10%) Piruvato de sodio (1 mM) D-glucosa
PC-12 feocromocitoma de rata HEPES (10 mM) (0,5%, Sigma) penicilina (100 U/ml):
(ATCC # CRL-1721) Piruvato de sodio (1 mM) D-glucosa ’ E, treptomicina (100 ua/mi ’
(0,5%, Sigma) penicilina (100 U/ml); streptomicina ( pg/mi)
Suplemento N2 (1 x) . Suplemento N2. (1%) o
estreptomicina (100 ug/ml) Albumina de suero bovino (0,2% p/v)
NGF (50 ng/ml, Promega)
Alfa MEM (90%) Alfa MEM (90%)
Carcinoma embrionario de ratén | Suero bovino (7,5%) FBS (2,5%) FBS (2,5%)
P19 (ATCC #CRL-1825) Penicilina (100 U/ml); Estreptomicina| Penicilina (100 U/ml); Estreptomicina
(100 pg/ml) (100 pg/ml)
AANE: aminoéacidos no esenciales, MEM: medio esencial minimo. DMEM: MEM de Dulbecco.
EMEM MEM de Earle. Tenga en cuenta que las células de PC-12 se diferenciaron en medio de diferenciacion y
no en SFM.

2. Cribado de lineas celulares comerciales para la sensibilidad a los compuestos galanina TVEMP-galanina

Las lineas celulares comerciales se cribaron por su sensibilidad a compuestos de TVEMP-galanina segun lo medio
mediante la escision de SNAP25 después del tratamiento con los correspondientes compuestos. Se utilizaron
diversos compuestos de TVEMP-galanina para la investigacion y los ensayos. Las células PC-12, Neuro-2a, SiMa y
P19 se sembraron en medio libres de suero durante tres dias o en CM durante un dia. Estas células diferenciadas y
sin exposicion previa se trataron durante 18 horas con el lote A TVEMP-galanina, a concentraciones de 0 y 75 nM.
El lote A de TVEMP-galanina mostraba una actividad en células tanto PC-12 como Neuro-22 tal como se ve
mediante la presencia incrementada de SNAP25 escindido y células Neuro-2a en estado diferenciado son mas
sensibles a los compuestos TVEMP con ligando galanina, que las células sin exposicion previa. El orden de rango
de la actividad de muestra que las células PC-12 tienen mayor actividad, seguida por Neuro-2a y finalmente las
células de SiMa. Era necesario determinar si la captacion era especifica para estos compuestos redirigidos a
galanina y por lo tanto, era importante ensayar las células con otros compuestos que no contienen el ligando de
galanina. Noc/A es un compuesto redirigido que contiene un ligando variante de nociceptina y LHn/A (control
negativo) un compuesto que carece de dominio de uniodn. La captacién de LHN/A es inespecifica y debe tener una
actividad significativamente menor que el compuesto de TVEMP-galanina si la linea celular posee captacion
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especifica para el compuesto redirigido . EI compuesto de Noc/A ha demostrado previamente tener captacion
especifica en las células SiMa y se utilizarda como punto de partida para ensayar las lineas celulares. Una linea
celular favorable debe tener baja captacion de la LHn/A y el compuesto de Noc/A y elevada captacion del compuesto
de TVEMP-galanina. La tabla 26 muestra los resultados de este experimento.

Tabla 26. Cribado de células PC-12, Neuro-2a y SiMa en diferentes condiciones utilizando TVEMP-galanina.

TVEMP-galanina. | TVEMP-galanina.
Lote A Lote B LHwv/a Noc/A
Concentracion (mg/ml) 0,168 0,175 1,63 1,00
PC-12, sin 73.4 +10.7 105,6 £16,0 >: 200 72.9 26,9
exposicion previa
SiMa, sin 138,6 +43.9 133,8+ 24.2 > 300 48,3 +18 1
exposicion previa
Valores de CEs | _ Neuro-2a, sin 1224 +15.7 116 £17.5 > 200 > 150
exposicion previa
(nM) SiMa, Dif O/N > 400 > 150 > 400 16,1+ 11,9
Neuro-2a Dif 4D 345 7.5 307+56| 1059+44,3
SiMa, Dif 4D 101,8 20,5 653+7,8 > 150. 88,7 23,3 6

Ensayo de lotes A y B de TVEMP-galanina y controles LHN/A y Noc/A en diversas lineas celulares y condiciones de
cultivo/diferenciacion. Cuadro resumen que muestra detalles de cada compuesto ensayado mas valores de CEsy.

Los resultados muestran que el lote A de TVEMP-galanina y el lote B de TVEMP-galanina tenian graficas o valores
de CEsp que eran similares a, o solamente 1-2 veces mas activos que los controles negativos en las lineas celulares
ensayadas. Este dato implica que las células nativas no son suficientemente sensibles y que estas células tendran
que ser transfectadas con los plasmidos que codifican proteinas receptoras de galanina o receptores GalR1 o
GalR2.

3. Transfeccién estable de células PC-12, Neuro-2a y SiMa con GalR.

Un dia antes de la transfeccion, las células se sembraron a densidades de 0,5 x 10 células/pocillo en una placa de
6 pocillos recubierta con IV (Cat #354554: BD Biosciences) (SiMa, PC-12) o una placa Costar de 6 pocillos (Cat #
3516: Coming) (Neuro-2a). Se realizaron transfecciones diluyendo 12 pl de Lipofectamine™ 2000 (Cat # 52758,
Invitrogen) en 250 pl de medio de suero reducido Opti - MEM® | (Cat # 3195, Invitrogen) seguido de incubacion a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Cuatro microgramos de ADN del plasmido GalR se mezclaron con 0,4 ug
del vector pAdVantage™ (1 mg/ml, Cat #E1711, Promega) en 250 ul de medio de suero reducido Opti - MEM®
durante 5 minutos. Después de 5 minutos de incubacion, el Lipofectamine™ 2000 diluido y el ADN de plasmidos
diluido se mezclaron y se incubaron durante 20 min adicionales a temperatura ambiente, para la formacion de
complejos. Mientras tanto, las células se lavaron con OPTI-MEM ® y se afiadieron 0,5 ml de OPTI-MEM ® a cada
pocillo. Después de la incubacion de 20 minutos, se afiadieron cuidadosamente 0,5 ml que contienen los complejos
de Lipofectamine™ 2000 diluido y ADN de plasmidos diluido a los pocillos que contenian las células en 0,5 ml de
OPTI-MEM®. La placa se incubd a 37°C durante 5 horas, tras lo cual se afiadid 1 ml de medio completo. Al dia
siguiente, el medio se sustituyd por medio de cultivo durante 48 horas. El dia 4, después de que las células se
recuperaron de la transfeccion, el medio de cultivo se sustituyé por medio de cultivo fresco que contenia Geneticin®
(Cat #10131: Invitrogen) a 0,5 mg/ml (dilucion 1:100) y se incubd durante 3 dias adicionales . El dia 7 después de la
transfeccion, las células fueron transferidas a un matraz de colageno IV de 75 cm (Cat # 35423: BD Biosciences)
que contenia medio de cultivo y geneticin (0,5 mg/ml, dilucién 1:100). En esta transferencia, aproximadamente el
90% de las células murieron y fueron retiradas durante el cambio de los medios. EI medio de cultivo que contenia
geneticin (0,5 mg/ml, dilucién 1:100) se cambiaba cada dos dias hasta el dia 21.

Para la seleccion de células estables capaces de captar compuestos de TVEMP y galanina, los parametros eran
cribar en busca de clones que producen el mayor porcentaje de escision de SNAP25 con tratamiento con TVEMP-
galanina en el ELISA en sandwich con ECL utilizando placas recubiertas con 2E2A6 monoclonal para la captura y
anticuerpo policlonal SNAP25 sulfomarcado (Sigma Cat # S9684) para la deteccion. Los valores de CEsp en la tabla
27 muestran que el Lote D de TVEMP-galanina exhibe una captacion como minimo diez veces mayor que el control
negativo en las células SiMa y Neuro-2a transfectadas con GalR1 y GalR2 y captacion solo 2-4 veces mayor en las
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células PC-12 transfectadas. Dado que las células PC-12 transfectadas parecen tener menor sensibilidad y
especificidad que las células SiMa y Neuro-2a, no se clonaran. Ademas, dado que el ligando 1-16mero de galanina
en los compuestos TVEMP-galanina se une al receptor GALR1 con mas afinidad que al GALR2, se clonaran
solamente las células transfectadas con GALR1. La figura muestra también que los lotes C y D de TVEMP-galanina
exhiben 9-10 veces mayor captacion que tanto LHN/A y como el compuesto redirigido a nociceptina TVEMP-
nociceptina en el GalR1 de Neuro-2a.

Tabla 27. Ensayo de poblaciones transfectadas de forma estable pero no clonales de SiMa, Neuro-2a y PC12
transfectadas con receptores GalR1 o GalR2

TVEMP-galanina | TVEMP-galanina TVEMP-
LHN/a . .
C D nociceptina
Concentracion (mg/ml) 1,260 0,303 1,46 1,00
SiMa GalR1 36,2+ 8,6 > 300
SiMa GalR2 26,6 +6,7 > 300
PC-12 GalR1 64,1+ 19,5 202,7
Valores de CEsg
(nM)
PC-12 GalR2 > 150 > 300
Neuro-2a 32,2+3,3 40,8+ 6,0 300 - 300
GaOR1 eED ©=0 > N
Neuro-2a
GalR2 35,2+ 3,1 46,0 £ 6,1 > 300 > 300

Las poblaciones no-clonales seleccionadas no son una buena poblacién de células a utilizar con regularidad porque
contienen una mezcla de células que expresan diferentes niveles del receptor y estas poblaciones pueden cambiar
con el tiempo. Para obtener lineas celulares estables derivadas de células individuales, se inicié6 un enfoque
clonacion dilucional. El dia 21, las células transfectadas se tripsinizaron, se disociaron con aguja y se contaron. Las
restantes lineas celulares transfectadas se congelaron para utilizacion futura. Las células se diluyeron
sucesivamente a 10 células/ml en medio de cultivo que contenia geneticin (0,5 mg/ml, diluciéon 1:100). 2 x placas de
96 pocillos recubiertas de colageno IV (SiMa, PC-12) o 2 placas Costar de 96 pocillos (Neuro-2a) se sembraron a
100 wl por pocillo para lograr una densidad de 1 célula por pocillo. Las placas se devolvieron a la incubadora y se
dejaron intactas dos semanas para la formacion de la colonia. Después de dos semanas (dia 35), los pocillos se
revisaron cuidadosamente para detectar la presencia de colonias individuales formadas en el fondo del pocillo (todo
el pocillo se comprobé cuidadosamente para multiples colonias). Cuando un pocillo se identificé con un grupo de
células individual, todo el pocillo fue analizado cuidadosamente para asegurarse de que un y sélo un grupo de
células estaba presente. Se tomé una foto de ese grupo individual. Si hubiera alguna duda sobre los grupos
adicionales, el pocillo no se seleccionaba. El dia 36, los clones que se seleccionaron se separaron con TrypLE y se
afnadieron 0,5 ml de medio completo que contenia geneticin (0,5 mg/ml, dilucién 1:100) fue agregado para detener la
reaccion de tripsina. Todo este volumen se transfirié a placas de 6 pocillos y se diluy6é adicionalmente con 3,0 ml
adicionales de medio completo que contenia geneticin (0,5 mg/ml, dilucion 1:100). A los clones se les permitid
crecer hasta el 90% de confluencia, luego se tripsinizaron otra vez y se transfirieron a matraces con colageno IV o
Costar de 75 cm con 10,0 ml de medio completo que contenian geneticin (0,5 mg/ml, dilucién 1:100). Una vez que
las células eran confluentes al 90% de nuevo, las células se utilizaron para llenar tres crioviales para
almacenamiento congelado o se utilizaron para la deteccion en el ensayo de ELISA de compuestos redirigidos a
galanina.

El compuesto de referencia TVEMP-galanina, lote C se utilizé para ensayar estos clones utilizando dos operadores
que realizaron pruebas independientes. Los clones de SiMa GalR1 crecieron lentamente y no estaban disponibles
para los ensayos en ese momento. Afortunadamente, los clones de Neuro-2a crecieron mas rapido y pronto
suficientes cantidades de 8 de los 12 clones estaban disponibles para los ensayos. Estas células clonales Neuro-2a
GalR1 se ensayaron con una gama de dosis completa de compuestos TVEMP-galanina (0-300 nM) y los resultados
de nueve de estos clones se muestran a continuacion. Los restantes cuatro clones crecieron muy lentamente y no
fueron ensayados. Las células parentales seleccionadas pero no clonales se sembraron junto con los clones para
utilizar como punto de referencia. Tabla 28 muestra la actividad de cada uno de los ocho clones junto a las células
Neuro-2a GalR1 no-clonales seleccionadas, cuando se ensayan con compuesto TVEMP-galanina. De los ocho
clones ensayados, solo los clones #4, 7 y 12 presentaron buena captacion del compuesto TVEMP-galanina con
valores de CEsp aceptable. Los clones Neuro-2a GalR1 # 1, 3 y 10 no captaban los compuestos TVEMP-galanina,
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mientras que los clones # 5, 11 y 13 junto con la poblacion no-clonal generaban valores de CEsy muy altos y no se
realizaron mas ensayos con estas células.

Tabla 28. Resultados del cribado de clones derivados de una unica célula Neuro-2a GalR1 el lote C de|
TVEMP-galanina.
CEso + error estandar (nM)
Placa Tipo de la célula Operador 1 Operador 2
1 N2A no clonal 82,1+9,6 92,0+ 10,8
1 N2A GALR1 clon #1 >300 >300
1 N2A GALR1 clon #3 >300 >300
1 N2A GALR1 clon #4 39,743,4 39,416,6
2 N2A no-clonales 211,2+167,7 116,0+26,8
2 N2A GALR1 clon #5 202,6+82,9 113,04 18,1
2 N2A GALRT1 clon #7 23,1%3,3 15,5+ 1,8
2 N2A GALR1 clon #10 >300 >300
3 N2A GALR1 clon #7 20,3+1,6 38,046,3
3 N2A GALR1 clon #11 270,0+243 247,0+101
3 N2A GALR1 clon #12 43,245,2 57,5+ 14,3
3 N2A GALR1 clon #13 144,1 £+143 184,7+15,6

4. Caracterizacioén de la expresion de GalR1 en las lineas celulares clonales

El cribado de los clones mostraba que sélo los clones # 4, 7 y 12 son mas sensibles que las células no-clonales.
ARN mensajero (ARNm) se extrajo de estos 3 clones, asi como las células Neuro-2a no clonales parentales no
transfectadas y transfectadas de forma estable para la caracterizacion por RT-PCR utilizando las condiciones de
RT-PCR que se describen en el ejemplo V y los cebadores descritos en la tabla 29.

Tabla 29. Cebadores especificos de GALR1 y GALR2
Nombre Secuencia SEQ ID NO:
GALR1 dir. | 5 CCCCATCATGTCATCCACCT 3’ 150
GALRT1 Inv. | 5 ATGGGGTTCACCGAGGAGTT 3’ 151
GALR2 dir. 5 CATCGTGGCGGTGCTTTT 3 152
GALR2 Inv. 5 AGCGGGAAGCGACCAAAC 3 153

Los resultados de la tabla 30 muestran que las células no clonales transfectadas y los clones tienen mucho mayores
cantidades de ARNm de GALR1 que las células parentales. En el cribado de células con TVEMP-galanina, el clon
#7 mostré ser el mas sensible a TVEMP-galanina. El clon #7 también ha mostrado tener la mayor cantidad de
ARNmM de GALR1 segun la tabla 30. Los valores de CT para Neuro-2a GalR1 clon 7 (Neuro-2a #7) eran los mas
bajos, seguido por el clon 4 y luego el clon 12. Las no clonales ensayadas en este momento proporcionaron un CT
cercano al clon 12, sin embargo, estas células contienen una poblacién cambiante de forma constante de las células
que contienen concentraciones variables del receptor GalR1 y, por lo tanto no eran consideradas una buena
poblacion para el trabajo futuro. De los tres clones con bajos CEsyg, €l clon de Neuro-2a GalR1 clon #12 (Neuro-2a #
12) crecié el mas rapido, seguido por Neuro-2a clon #7 y por ultimo Neuro-2a clon #4. Ademas de su tasa de
crecimiento lento, Neuro-2a clon # 4 no se ensay6 mas porque la sensibilidad de Neuro-2a clon #7 era mucho mejor
que para el clon #4.

Tabla 30. Grandes diferencias en ARNm de GALR1 en células clonales Neuro-2a transfectadas frente a células no|
clonales y parentales transfectadas

Linea celular Parental No-clonal Clon 4 Clon7 Clon 12
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CT promedio 32,0 21,7 20,8 19,3 21,6
Veces de
cambio del 1,0 1269,5 2418,7 6793,8 1332,6
ARNmM

5.Comparacion de la sensibilidad y especificidad de los clones #7 y #12 de Neuro-2a con compuestos TVEMP-
galanina

Los dos clones se ensayaron uno junto a otro en un intento de identificar el mas sensible y selectivo de los dos, de
modo que pudieran recogerse datos de confianza del clon de mejor rendimiento. La tabla 31 muestra los resultados
de estos dos clones cuando se trataron con TVEMP-galanina, lote C y LH\/A para la sensibilidad y selectividad
respectivamente. Ambos clones exhiben altas relaciones de sefial a ruido. El clon #7 de Neuro-2a tiene una CEsp de
5,5 nM mientras que la CEsq para el clon #12 de Neuro-2a es 684 nM. El clon #12 de Neuro-2a tiene que ser
ensayado con un intervalo de dosis de 0-300 nM, mientras que el clon #7 de Neuro-2a puede ensayarse con un
intervalo de dosis de 0-30 nM para provocar una meseta a la concentracion mas alta utilizada. Ambos clones
muestran buena separacion entre LHn/A y TVEMP-galanina, lote C, el clon #12 de Neuro-2a muestra algo de
captacion inespecifica a las altas concentraciones, mientras que clon #7 de Neuro-2a no lo hace. Tal como se ve en
los resultados tabulados, el intervalo para ensayos con las células Neuro-2a #7 es diez veces menor que para las
células Neuro-2a #12 dando como resultado en 10 veces menos compuesto utilizado para Neuro-2a # 7 que para
Neuro-2a #12. El Neuro-2a #7 es 8 veces mas selectivo que Neuro-2a clon #12 cuando se utilizé LHN/A como
comparacion. La relacion sefial a ruido es superior a 100 para ambos clones, sin embargo, una relacién de 10 seria
suficiente para desarrollar un analisis de potencia basado en células. La CEso para el clon Neuro-2a #7 es de 5,5 nM
aproximadamente doce veces mas baja que la de Neuro-2a #12, cuya CEsg es 68,4 nM. El intervalo de dosis bajo
para los ensayos, la selectividad de 24 veces respecto a LHn/ A, la elevada relacion sefial a ruido, la excelente
sensibilidad que da como resultado una baja CEsp y la baja cantidad de proteina necesaria para cada ensayo, todos
implican que el clon #7 de Neuro-2a seria el clon para continuar con el ensayo de potencia basado en células para
su utilizacion en la determinacion de las relaciones de potencia para compuestos de TVEMP-galanina.

Tabla 31. Comparacion de las caracteristicas del clon #7 y #12 de Neuro-2a.
Neuro-2a #7 Neuro-2a #12

Intervalo 0-30 nM 0-300 nM
Selectividad 24 veces 3 veces
Relacioén sefal/ruido 190 547
rospecio a a sefal de TVEMP — Gal mxima | 4.5% 37.6%
CEso 5,5 nM 68,4 nM
Proteina necesaria ~1ug ~10 pg
Neuro-2a # 7 y #12 se trataron con TVEMP-galanina, lote C y LHn/A durante 16 horas en CM.
La actividad se detecto utilizando ECL-ELISA.

Ejemplo XVI

Generacién de lineas celulares clonales que sobreexpresan el receptor KOR-1 para la captacién de endopeptidasa
redirigida a dinorfina A

El ejemplo siguiente ilustra como caracterizar y comparar varias lineas celulares clonales originadas de una linea
celular establecida transfectadas con el receptor diana y posterior clonacion de la linea celular. Este ejemplo
especifico se refiere a la identificacion y caracterizacion de lineas celulares clonales transfectadas con hKOR-1 que
se describieron en primer lugar en el ejemplo IlI, tabla 9.

Cuatro de los clones de AGN P33-KOR (clones numero 9 Tabla 8, 9, 10 y 12 en el ejemplo Ill) se seleccionaron y
ensayaron con Dyn/A con una respuesta a la dosis completa de 0-150 nM. Al mismo tiempo, dos clones de SiMa-
KOR (clones numero 12 y 16 de la tabla 9 en el ejemplo Ill) seleccionados y ensayados con Dyn/A con una
respuesta a la dosis completa de 0-150 nM. En este experimento, AGN P33-KOR clones 8, 9 y 12 produjeron una
captacion muy baja y por lo tanto fueron descartados; el AGN P33 - KOR clon 10 muestra buena captacion y se
obtuvo una CEsp de 30,3 nM. Los dos clones de SiMa-KOR ensayados exhiben buena captacion y se obtuvo una
CEso de 26,6 nM para el clon 16 y se obtuvo una CEsp de 11,8 nM para el clon 12. Estos tres clones se ensayaron a
continuacioén para la sensibilidad y selectividad comparando la captacién del compuesto Dyn/A diana con el control
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negativo LHN/A que carece de un ligando diana y el control de Noc/A. La comparacion de los tres clones y las
células SiMa parentales utilizando una respuesta a la dosis completa de 0-150 nM se resume en la tabla 32.

Tabla 32.
Linea celular CEso DYN/A (nM) CEso LHN/A (nM) CEso NOC/A (nM)
SiMa Parental 100 100 5,4
Clon AGN P33-KOR 10 9,7 > 150 9,4
SiMa-KOR clon 16 10,6 > 100 1,6
SiMa-KOR clon 12 4,65 > 150 19,7

Se produjo un marcado aumento en la captacion de Dyn/A en los clones KOR-1 transfectados tratados con Dyn/A
mientras que las células SiMa parentales mostraron una captacion minima del compuesto (la captacion era similar a
la del control negativo LHN/A). Hay algo de Noc/A en todas las lineas celulares incluyendo células SiMa parentales.
Esto no es sorprendente, dado que la captacion de Noc/A en las células SiMa se observé durante el desarrollo del
ensayo para este compuesto redirigido. Ademas, la captacion de Noc/A es la mejor en la linea celular AGN P33 que
se derivaba especificamente para esta endopeptidasa redirigida. La diferencia entre la captacion de Noc/A y la
captacion del compuesto Dyn/A es mayor en las células clonales de SiMa-KOR clon 12 (SK12). En todos los
graficos, la actividad del control negativo, LHN/A, es minima, mostrando que, en ausencia del dominio de unién, no
hay ninguna captacién especifica en estas lineas celulares y la mas baja eran en las células SK12 mostrando que la
captacion del compuesto Dyn/A es altamente especifica. a partir de estos resultados, el clon de SK12 se selecciond
para caracterizacion y optimizacion futuras.

Se realizaron estudios de optimizacion con las células SK12 para desarrollar un analisis robusto, especifico y
sensible. Se ensayaron varios parametros incluyendo los medios de siembra en placa y densidades de siembra en
placa, los medios de tratamiento y el tiempo de tratamiento. En la tabla 33 se ofrece un resumen de los datos
obtenidos durante la optimizacion.

Tabla 33.
Medio utilizado Células/pocillo
siembra | tratamiento Tiempo de 25000 | 50000 | 75000| 100000| 150000
tratamiento

completa completo 6 h+o/n 51,3 76 13,4 9,2 n/a

completa completo 16 h 21,3 19,0 4,96 4,64 n/a

completa completo 16 h n/a n/a n/a 2,1 15,3
libre de libre de 16 h n/a n/a n/a 9,0 12,1
suero suero

completa libre de 16 h n/a 10,3 5,4 8,97 8,38

suero

completa completa 16 h n/a 7,7 4,86 13,72 11,26
libre de libre de 16 h na | 12| 85 8,4 9,2
suero suero

La tabla B demuestra que las células sembradas a 100.000 células por pocillo en CM y tratadas con los compuestos
en CM mostraban mayor variabilidad en los valores de CEsy de un experimento al siguiente (4,6; 1,2 y 13,72 nM)
mientras que las células sembradas a 100.000 células por pocillo en SFM vy tratadas con compuestos diluidos en
SFM proporcionan las mejores curvas y valores de CEsp consistentes (9,0 y 8,4 nM). En el futuro, las células se
sembrarian a 100.000 células por pocillo en SFM y se tratarian con compuestos en SFM también.

SK12 sembrada en placas de PDL a 100.000 células por pocillo en SFM durante 24 horas, seguida por el
tratamiento en SFM durante 16 horas produjo el menor valor de CEsp de 8,4 +/-1 ,1 nM y una relacién sefal a ruido
de 12. Ambos de estos valores serian aceptables para la utilizacion futura de esta célula en CBPA.

Caracterizacion de células SK12 con el ensayo de union de saturacion

El ensayo de union de saturacién utilizado aqui se describe con detalle en el ejemplo V. Se realizaron estudios de
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unién de saturacion utilizando el antagonista de KOR-1 SH-diprenorfina para evaluar la unién. En varios
experimentos se midieron la union total, especifica y no especifica. Una curva de unién de saturacion de 3H-
diprenorfina con el receptor se gener6 a partir de dos experimentos independientes. Parece que aproximadamente
el 25% de la unién es inespecifica y el 75% es unidn especifica de la molécula al receptor. La afinidad de la
molécula por el receptor es adecuada a 6,5 nM. La Bmax indica que hay 23 fmol de receptores KOR-1 por célula en
las células SK12.

Las realizaciones especificas desveladas en el presente documento pueden verse limitadas adicionalmente en las
reivindicaciones utilizando las expresiones constituida/o por o constituida/o esencialmente por. Cuando se utiliza en
las reivindicaciones, ya sea tal como se presentaron o afiadida como enmienda, la expresion de transicion
“constituida/o por” excluye cualquier elemento, etapa o ingrediente no especificado en las reivindicaciones. La
expresion de transicion “constituida/o esencialmente por” limita el alcance de una reivindicacién a los materiales o
etapas especificadas y aquellos que no afectan materialmente a la o las caracteristicas basicas y novedosas. Las
realizaciones de la invencion reivindicadas de este modo se describen y se habilitan inherente o expresamente y en
el presente documento.

Ademas, se han hecho numerosas referencias a las patentes y publicaciones impresas en toda esta memoria
descriptiva.

Para concluir, debe entenderse que las realizacion de la invencion desveladas en el presente documento son
ilustrativas de los principios de la presente invencién. Otras modificaciones que pueden emplearse estan dentro del
alcance de la invencion, pero estan limitadas por el alcance de las reivindicaciones. Asi, a modo de ejemplo, pero no
de limitacion, configuraciones alternativas de la invencion presente pueden utilizarse de acuerdo con las ensefianzas
en el presente documento, pero estan limitadas por el alcance de las reivindicaciones. Por consiguiente, la presente
invencion no esta limitada a eso precisamente tal como se muestra y se describe, pero esta limitada al alcance de
las reivindicaciones.
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Asp
Gly
Thr

880
Gln

Tyr
Asn
Ile
Asp
Asp
Gly
Met
Thr
Ile
Ile
160
His
Ile
val
Ala
Gly
240
Tyr
Phe

Phe

Asn



Lys
305
Asn
Phe
Glu
Arg
val
385
Thr
Met
Lys
Ile
Asn
465
Leu
Glu
Asn
Asp
Asn
545
Arg
Ser
Ser
Phe
Ser
625
Pro
Asp
Phe
Ser
Leu
705
Thr
Lys
Ile

Asn

Lys
785

290
Ala

val
Ser
Ile
Lys
370
Pro
Asn
Asn
Leu
Glu
450
Trp
Asn
Glu
Phe
Ile
530
Gly
Ala
Val
Ser
Leu
610
Glu
Tyr
Phe
Ile
Tyr
690
Ser
Asn
Met
Asn
Phe

770
Ala

Lys
Phe
Val
Tyr
355
Thr
Lys
Leu
Phe
Leu
435
Gly
Asp
Lys
Asn
Asp
515
Ile
Lys
Gln
Asn
Asp
595
Gly
Val
Ile
Val
Pro
675
Ile
Lys
Trp
Lys
Tyr
755

Asn

Met

Ser
Lys
Asp
340
Thr
Tyr
Val
Ala
Thr
420
Cys
Arg
Leu
Gly
Ile
500
Asn
Gly
Lys
Glu
Glu
580
Tyr
Trp
Ser
Gly
Gly
660
Glu
Ala
Arg
Leu
Glu
740
Gln
Ile

Ile

Ile
Glu
325
Lys
Glu
Leu
Asn
Ala
405
Lys
val
Asn
Phe
Glu
485
Ser
Glu
Gln
Tyr
Phe
565
Ala
val
val
Thr
Pro
645
Ala
Ile
Asn
Asn
Ala
725
Ala
Tyr

Asp

Asn

Val
310
Lys
Leu
Asp
Asn
Tyr
390
Asn
Leu
Asp
Lys
Phe
470
Glu
Leu
Pro
Leu
Glu
550
Glu
Leu
Lys
Glu
Thr
630
Ala
Leu
Ala
Lys
Glu
710
Lys
Leu
Asn

Asp

Ile
790

295
Gly

Tyr
Lys
Asn
Phe
375
Thr
Phe
Lys
Gly
Ala
455
Ser
Ile
Asp
Glu
Glu
535
Leu
His
Leu
Lys
Gln
615
Asp
Leu
Ile
Ile
vVal
695
Lys
Val
Glu
Gln
Leu

775
Asn

Thr
Leu
Phe
Phe
360
Asp
Ile
Asn
Asn
Ile
440
Leu
Pro
Thr
Leu
Asn
520
Leu
Asp
Gly
Asn
val
600
Leu
Lys
Asn
Phe
Pro
680
Leu
Trp
Asn
Asn
Tyr
760

Ser

Lys

Thr
Leu
Asp
345
Val
Lys
Tyr
Gly
Phe
425
Ile
Asn
Ser
Ser
Ile
505
Ile
Met
Lys
Lys
Pro
585
Asn
Val
Ile
Ile
Ser
665
Val
Thr
Asp
Thr
Gln
745
Thr

Ser

Phe

ES 2770033 T3

Ala
Ser
330
Lys
Lys
Ala
Asp
Gln
410
Thr
Thr
Asp
Glu
Asp
490
Gln
Ser
Pro
Tyr
Ser
570
Ser
Lys
Tyr
Ala
Gly
650
Gly
Leu
val
Glu
Gln
730
Ala
Glu

Lys

Leu

Ser
315
Glu
Leu
Phe
val
Gly
395
Asn
Gly
Ser
Leu
Asp
475
Thr
Gln
Ile
Asn
Thr
555
Arg
Arg
Ala
Asp
Asp
635
Asn
Ala
Gly
Gln
val
715
Ile
Glu
Glu

Leu

Asn
795

300
Leu

Asp
Tyr
Phe
Phe
380
Phe
Thr
Leu
Lys
Cys
460
Asn
Asn
Tyr
Glu
Ile
540
Met
Ile
val
Thr
Phe
620
Ile
Met
vVal
Thr
Thr
700
Tyr
Asp
Ala
Glu
Asn

780
Gln

98

Gln
Thr
Lys
Lys
365
Lys
Asn
Glu
Phe
Thr
445
Ile
Phe
Ile
Tyr
Asn
525
Glu
Phe
Ala
Tyr
Glu
605
Thr
Thr
Leu
Ile
Phe
685
Ile
Lys
Leu
Thr
Lys
765
Glu

Cys

Tyr
Ser
Met
350
val
Ile
Leu
Ile
Glu
430
Lys
Lys
Thr
Glu
Leu
510
Leu
Arg
His
Leu
Thr
590
Ala
Asp
Ile
Tyr
Leu
670
Ala
Asp
Tyr
Ile
Lys
750
Asn

Ser

Ser

Met
Gly
335
Leu
Leu
Asn
Arg
Asn
415
Phe
Ser
val
Asn
Ala
495
Thr
Ser
Phe
Tyr
Thr
575
Phe
Ala
Glu
Ile
Lys
655
Leu
Leu
Asn
Ile
Arg
735
Ala
Asn

Ile

val

Lys
320
Lys
Thr
Asn
Ile
Asn
400
Asn
Tyr
Leu
Asn
Asp
480
Ala
Phe
Ser
Pro
Leu
560
Asn
Phe
Met
Thr
Ile
640
Asp
Glu
val
Ala
val
720
Lys
Ile
Ile

Asn

Ser
800
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Tyr Leu Met Asn Ser Met Ile
805
Phe Asp Ala Ser Leu Lys Asp
820
Arg Gly Thr Leu Ile Gly Gln
835
Asn Thr Leu Ser Thr Asp Ile
850 855
Asn Gln Arg Leu Leu Ser Thr
865 870
Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
885
Trp Trp Met Asp Tyr Gln Lys
900

<210> 4

<211>919

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Endopeptidasa redirigida

<400> 4
Met Glu Phe Val Asn Lys Gln

1 5
Val Asp Ile Ala Tyr Ile Lys
20
Val Lys Ala Phe Lys Ile His
35
Asp Thr Phe Thr Asn Pro Glu
50 55
Ala Lys Gln Val Pro Val Ser
65 70
Asp Asn Glu Lys Asp Asn Tyr
85
Arg Ile Tyr Ser Thr Asp Leu
100
Arg Gly Ile Pro Phe Trp Gly
115
Val Ile Asp Thr Asn Cys Ile
130 135
Arg Ser Glu Glu Leu Asn Leu
145 150
Ile G1ln Phe Glu Cys Lys Ser
165
Arg Asn Gly Tyr Gly Ser Thr
180
Thr Phe Gly Phe Glu Glu Ser
195
Gly Ala Gly Lys Phe Ala Thr
210 215
Leu Ile His Ala Gly His Arg
225 230
Arg Val Phe Lys Val Asn Thr
245
Glu Val Ser Phe Glu Glu Leu
260
Phe Ile Asp Ser Leu Gln Glu
275
Lys Phe Lys Asp Ile Ala Ser
290 295

Pro
Ala
val
840
Pro
Leu

Ser

Arg

Phe
Ile
Asn
40

Glu
Tyr
Leu
Gly
Gly
120
Asn
Val
Phe
Gln
Leu
200
Asp
Leu
Asn
Arg
Asn

280
Thr

ES 2770033 T3

Tyr
Leu
825
Asp
Phe
Glu

Ala

Tyr
905

Asn
Pro
25

Lys
Gly
Tyr
Lys
Arg
105
Ser
Val
Ile
Gly
Tyr
185
Glu
Pro
Tyr
Ala
Thr
265
Glu

Leu

Gly
810
Leu
Arg
Gln
Gly
Leu

890
Gly

Tyr
10

Asn
Ile
Asp
Asp
Gly
Met
Thr
Ile
Ile
His
170
Ile
vVal
Ala
Gly
Tyr
250
Phe

Phe

Asn

Val
Lys
Leu
Leu
Gly

875
vVal

Lys
Ala
Trp
Leu
Ser
75

Val
Leu
Ile
Gln
Gly
155
Glu
Arg
Asp
Vval
Ile
235
Tyr
Gly
Arg

Lys

Lys
Tyr
Lys
Ser
860
Gly

Val

Asp
Gly
Val
Asn
60

Thr
Thr
Leu
Asp
Pro
140
Pro
vVal
Phe
Thr
Thr
220
Ala
Glu
Gly

Leu

Ala
300

99

Arg
Ile
Asp
845
Lys

Gly

Gly

Pro
Gln
Ile
45

Pro
Tyr
Lys
Thr
Thr
125
Asp
Ser
Leu
Ser
Asn
205
Leu
Ile
Met
His
Tyr

285
Lys

Leu
Tyr
830
Lys
Tyr

Ser

Arg

Val
Met
30

Pro
Pro
Leu
Leu
Ser
110
Glu
Gly
Ala
Asn
Pro
190
Pro
Ala
Asn
Ser
Asp
270
Tyr

Ser

Glu
815
Asp
val
Vval

Gly

Pro
895

Asn
15

Gln
Glu
Pro
Ser
Phe
Ile
Leu
Ser
Asp
Leu
175
Asp
Leu
His
Pro
Gly
255
Ala
Tyr

Ile

Asp
Asn
Asn
Asp
Gly

880
Glu

Gly
Pro
Arg
Glu
Thr
80

Glu
Val
Lys
Tyr
Ile
160
Thr
Phe
Leu
Glu
Asn
240
Leu
Lys

Asn

Val



Gly
305
Tyr
Lys
Asn
Phe
Thr
385
Phe
Lys
Gly
Gly
Lys
465
Gly
Leu
Pro
Thr
Leu
545
Asn
Leu
Asp
Gly
Asn
625
Val
Leu
Lys
Asn
Phe
705
Pro
Leu
Trp
Asn
Asn

785
Tyr

Thr
Leu
Phe
Phe
Asp
370
Ile
Asn
Asn
Ile
Phe
450
Asn
Gly
Val
Ser
Ser
530
Ile
Ile
Met
Lys
Lys
610
Pro
Asn
Val
Ile
Ile
690
Ser
val
Thr
Asp
Thr
770

Gln

Thr

Thr
Leu
Asp
Val
355
Lys
Tyr
Gly
Phe
Ile
435
Met
Ala
Gly
Leu
Glu
515
Asp
Gln
Ser
Pro
Tyr
595
Ser
Ser
Lys
Tyr
Ala
675
Gly
Gly
Leu
Val
Glu
755
Gln

Ala

Glu

Ala
Ser
Lys
340
Lys
Ala
Asp
Gln
Thr
420
Thr
Thr
Ile
Gly
Gln
500
Asp
Thr
Gln
Ile
Asn
580
Thr
Arg
Arg
Ala
Asp
660
Asp
Asn
Ala
Gly
Gln
740
Val
Ile

Glu

Glu

Ser
Glu
325
Leu
Phe
val
Gly
Asn
405
Gly
Ser
Ser
Ile
Ser
485
Cys
Asn
Asn
Tyr
Glu
565
Ile
Met
Ile
val
Thr
645
Phe
Ile
Met
val
Thr
725
Thr
Tyr
Asp

Ala

Glu

Leu
310
Asp
Tyr
Phe
Phe
Phe
390
Thr
Leu
Lys
Glu
Lys
470
Gly
Ile
Phe
Ile
Tyr
550
Asn
Glu
Phe
Ala
Tyr
630
Glu
Thr
Thr
Leu
Ile
710
Phe
Ile
Lys
Leu
Thr

790
Lys

Gln
Thr
Lys
Lys
Lys
375
Asn
Glu
Phe
Thr
Lys
455
Asn
Gly
Lys
Thr
Glu
535
Leu
Leu
Arg
His
Leu
615
Thr
Ala
Asp
Ile
Tyr
695
Leu
Ala
Asp
Tyr
Ile
775
Lys

Asn

Tyr
Ser
Met
Val
360
Ile
Leu
Ile
Glu
Lys
440
Ser
Ala
Gly
Val
Asn
520
Ala
Thr
Ser
Phe
Tyr
600
Thr
Phe
Ala
Glu
Ile
680
Lys
Leu
Leu
Asn
Ile
760
Arg

Ala

Asn

Met
Gly
Leu
345
Leu
Asn
Arg
Asn
Phe
425
Ser
Gln
Tyr
Gly
Asn
505
Asp
Ala
Phe
Ser
Pro
585
Leu
Asn
Phe
Met
Thr
665
Ile
Asp
Glu
Val
Ala
745
Val
Lys

Ile

Ile

ES 2770033 T3

Lys
Lys
330
Thr
Asn
Ile
Asn
Asn
410
Tyr
Asp
Thr
Lys
Ser
490
Asn
Leu
Glu
Asn
Asp
570
Asn
Arg
Ser
Ser
Phe
650
Ser
Pro
Asp
Phe
Ser
730
Leu
Thr
Lys

Ile

Asn

Asn
315
Phe
Glu
Arg
Val
Thr
395
Met
Lys
Asp
Pro
Lys
475
Gly
Trp
Asn
Glu
Phe
555
Ile
Gly
Ala
Val
Ser
635
Leu
Glu
Tyr
Phe
Ile
715
Tyr
Ser
Asn
Met
Asn

795
Phe

Val
Ser
Ile
Lys
Pro
380
Asn
Asn
Leu
Asp
Leu
460
Gly
Gly
Asp
Lys
Asn
540
Asp
Ile
Lys
Gln
Asn
620
Asp
Gly
Val
Ile
val
700
Pro
Ile
Lys
Trp
Lys
780
Tyr

Asn

Phe
val
Tyr
Thr
365
Lys
Leu
Phe
Leu
Asp
445
Vval
Glu
Gly
Leu
Gly
525
Ile
Asn
Gly
Lys
Glu
605
Glu
Tyr
Trp
Ser
Gly
685
Gly
Glu
Ala
Arg
Leu
765
Glu

Gln

Ile

100

Lys
Asp
Thr
350
Tyr
Val
Ala
Thr
Cys
430
Lys
Thr
Ala
Gly
Phe
510
Glu
Ser
Glu
Gln
Tyr
590
Phe
Ala
Val
Val
Thr
670
Pro
Ala
Ile
Asn
Asn
750
Ala
Ala

Tyr

Asp

Glu
Lys
335
Glu
Leu
Asn
Ala
Lys
415
val
Tyr
Leu
Leu
Ser
495
Phe
Glu
Leu
Pro
Leu
575
Glu
Glu
Leu
Lys
Glu
655
Thr
Ala
Leu
Ala
Lys
735
Glu
Lys
Leu

Asn

Asp

Lys
320
Leu
Asp
Asn
Tyr
Asn
400
Leu
Asp
Gly
Phe
Ala
480
Ala
Ser
Ile
Asp
Glu
560
Glu
Leu
His
Leu
Lys
640
Gln
Asp
Leu
Ile
Ile
720
Val
Lys
Val
Glu
Gln

800
Leu
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15

805
Ser Ser Lys Leu Asn
820
Lys Phe Leu Asn Gln
835
Pro Tyr Gly Val Lys
850
Ala Leu Leu Lys Tyr
865
Val Asp Arg Leu Lys
885
Pro Phe Gln Leu Ser
900
Leu Glu Ala Leu Ala
915

<210>5

<211> 206

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5
Met Ala Glu Asp Ala
1 5
Arg Ala Asp Gln Leu
20
Leu Gln Leu Val Glu
35
Met Leu Asp Glu Gln
50
Asn His Ile Asn Gln
65
Leu Gly Lys Cys Cys
85
Ser Ser Asp Ala Tyr
100
Val Ala Ser Gln Pro
115
Ile Ser Gly Gly Phe
130
Glu Met Asp Glu Asn
145
Arg His Met Ala Leu
165
Gln Ile Asp Arg Ile
180
Asp Glu Ala Asn Gln
195

<210> 6

<211> 206

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Glu
Cys
Arg
Ile
870
Asp

Lys

Ser

Asp
Ala
Glu
Gly
Asp
70

Gly
Lys
Ala
Ile
Leu
150
Asp

Met

Arg

Ser
Ser
Leu
855
Tyr
Lys

Tyr

Gly

Met
Asp
Ser
Glu
55

Met
Leu
Lys
Arg
Arg
135
Glu
Met

Glu

Ala

Met Ala Glu Asp Ala Asp Met

1 5

Arg Ala Asp Gln Leu Ala Asp

20

Leu Gln Leu Val Glu Glu Ser

35

Ile
val
840
Glu
Asp

Val

Val

Arg
Glu
Lys
40

Gln
Lys
Phe
Ala
Val
120
Arg
Gln
Gly

Lys

Thr
200

Arg
Glu

Lys
40

ES 2770033 T3

810
Asn Lys
825
Ser Tyr

Asp Phe
Asn Arg

Asn Asn

890
Asp Asn
905

Asn Glu
10

Ser Leu

25

Asp Ala

Leu Asp
Glu Ala

Ile Cys
90

Trp Gly

105

Val Asp

Val Thr
Val Ser

Asn Glu
170

Ala Asp

185

Lys Met

Ala
Leu
Asp
Gly
875

Thr

Gln

Leu
Glu
Gly
Arg
Glu
75

Pro
Asn
Glu
Asn
Gly
155
Ile

Ser

Leu

Met
Met
Ala
860
Thr

Leu

Arg

Glu
Ser
Ile
vVal
60

Lys
Cys
Asn
Arg
Asp
140
Ile
Asp

Asn

Gly

Asn Glu Leu Glu

10

Ser Leu Glu Ser

25

Asp Ala Gly Ile

101

Ile
Asn
845
Ser
Leu

Ser

Leu

Glu
Thr
Arg
45

Glu
Asn
Asn
Gln
Glu
125
Ala
Ile
Thr

Lys

Ser
205

Glu
Thr

Arg
45

815
Asn Ile Asn
830
Ser Met Ile

Leu Lys Asp

Ile Gly Gln
880
Thr Asp Ile
895
Leu Ser Thr
910

Met Gln Arg
15

Arg Arg Met

30

Thr Leu Val

Glu Gly Met

Leu Lys Asp
80
Lys Leu Lys
95
Asp Gly Val
110
Gln Met Ala

Arg Glu Asn

Gly Asn Leu
160
Gln Asn Arg
175
Thr Arg Ile
130
Gly

Met Gln Arg
15

Arg Arg Met

30

Thr Leu Val
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Met
Asp
65

Leu
Ser
val
Ile
Glu
145
Arg
Gln

Asp

Leu
50

Gln
Gly
Ser
Ala
Ser
130
Met
His
Ile

Glu

<210>7

<211> 206

Asp
Ile
Lys
Asp
Ser
115
Gly
Asp
Met
Asp

Ala
195

<212> PRT
<213> Macaca mulatta

<400> 7

Met
1
Arg
Leu
Met
Asp

65

Leu
Ser
Val
Ile
Glu
145
Arg
Gln

Asp

Ala
Ala
Gln
Leu
50

Gln
Gly
Ser
Ala
Ser
130
Met
His
Ile

Glu

<210> 8

<211> 206

Glu
Asp
Leu
35

Asp
Ile
Lys
Asp
Ser
115
Gly
Asp
Met

Asp

Ala
195

<212> PRT
<213> Rattus norvegicus

<400> 8
Met Ala Glu Asp Ala

Glu
Asn
Phe
Ala
100
Gln
Gly
Glu
Ala
Arg

180
Asn

Asp
Gln
20

Val
Glu
Asn
Phe
Ala
100
Gln
Gly
Glu
Ala
Arg

180
Asn

Gln
Lys
Cys
85

Tyr
Pro
Phe
Asn
Leu
165
Ile

Gln

Ala
Leu
Glu
Gln
Lys
Cys
85

Tyr
Pro
Phe
Asn
Leu
165

Ile

Gln

Gly
Asp
70

Gly
Lys
Ala
Ile
Leu
150
Asp
Met

Arg

Asp
Ala
Glu
Gly
Asp
70

Gly
Lys
Ala
Ile
Leu
150
Asp

Met

Arg

Asp

Glu
55

Met
Leu
Lys
Arg
Arg
135
Glu
Met
Glu

Ala

Met
Asp
Ser
Glu
55

Met
Leu
Lys
Arg
Arg
135
Glu
Met

Glu

Ala

Met

Gln
Lys
Cys
Ala
Val
120
Arg
Gln
Gly
Lys

Thr
200

Arg
Glu
Lys
40

Gln
Lys
Cys
Ala
Val
120
Arg
Gln
Gly

Lys

Thr
200

Arg

ES 2770033 T3

Leu
Glu
Val
Trp
105
Val
Val
Val
Asn
Ala

185
Lys

Asn
Ser
25

Asp
Leu
Glu
val
Trp
105
Vval
vVal
vVal
Asn
Ala

185
Lys

Glu
Ala
Cys
90

Gly
Asp
Thr
Ser
Glu
170
Asp

Met

Glu
10

Leu
Ala
Glu
Ala
Cys
90

Gly
Asp
Thr
Ser
Glu
170

Asp

Met

Arg
Glu
75

Pro
Asn
Glu
Asn
Gly
155
Ile

Ser

Leu

Leu
Glu
Gly
Arg
Glu
75

Pro
Asn
Glu
Asn
Gly
155
Ile

Ser

Leu

Ile
60

Lys
Cys
Asn
Arg
Asp
140
Ile
Asp

Asn

Gly

Glu
Ser
Ile
Ile
60

Lys
Cys
Asn
Arg
Asp
140
Ile
Asp

Asn

Gly

Glu
Asn
Asn
Gln
Glu
125
Ala
Ile
Thr
Lys

Ser
205

Glu
Thr
Arg
45

Glu
Asn
Asn
Gln
Glu
125
Ala
Ile
Thr

Lys

Ser
205

Glu
Leu
Lys
Asp
110
Gln
Arg
Gly
Gln
Thr

190
Gly

Met
Arg
30

Thr
Glu
Leu
Lys
Asp
110
Gln
Arg
Gly
Gln
Thr

190
Gly

Gly
Thr
Leu
95

Gly
Met
Glu
Asn
Asn

175
Arg

Gln
15

Arg
Leu
Gly
Thr
Leu
95

Gly
Met
Glu
Asn
Asn

175
Arg

Met
Asp
80

Lys
Val
Ala
Asn
Leu
160
Arg

Ile

Arg
Met
Val
Met
Asp
Lys
Val
Ala
Asn
Leu
160
Arg

Ile

Asn Glu Leu Glu Glu Met Gln Arg

102
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1 5
Arg Ala Asp Gln Leu
20
Leu Gln Leu Val Glu
35
Met Leu Asp Glu Gln
50
Asn His Ile Asn Gln
65
Leu Gly Lys Cys Cys
85
Ser Ser Asp Ala Tyr
100
Val Ala Ser Gln Pro
115
Ile Ser Gly Gly Phe
130
Glu Met Asp Glu Asn
145
Arg His Met Ala Leu
165
Gln Ile Asp Arg Ile
180
Asp Glu Ala Asn Gln
195

<210>9

<211> 206

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 9
Met Ala Glu Asp Ala
1 5
Arg Ala Asp Gln Leu
20
Leu Gln Leu Val Glu
35
Met Leu Asp Glu Gln
50
Asp Gln Ile Asn Lys
65
Leu Gly Lys Phe Cys
85
Ser Ser Asp Ala Tyr
100
Val Ala Ser Gln Pro
115
Ile Ser Gly Gly Phe
130
Glu Met Asp Glu Asn
145
Arg His Met Ala Leu
165
Gln Ile Asp Arg Ile
180
Asp Glu Ala Asn Gln
195

<210> 10

<211> 206

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 10

Ala
Glu
Gly
Asp
70

Gly
Lys
Ala
Ile
Leu
150
Asp

Met

Arg

Asp
Ala
Glu
Gly
Asp
70

Gly
Lys
Ala
Ile
Leu
150
Asp

Met

Arg

Asp
Ser
Glu
Met
Leu
Lys
Arg
Arg
135
Glu
Met

Glu

Ala

Met
Asp
Ser
Glu
55

Met
Leu
Lys
Arg
Arg
135
Glu
Met

Glu

Ala

Glu
Lys
40

Gln
Lys
Phe
Ala
Val
120
Arg
Gln
Gly

Lys

Thr
200

Arg
Glu
Lys
40

Gln
Lys
Cys
Ala
Val
120
Arg
Gln
Gly

Lys

Thr
200

ES 2770033 T3

Ser
25

Asp
Leu
Glu
Ile
Trp
105
val
Vval
vVal
Asn
Ala

185
Lys

Asn
Ser
25

Asp
Leu
Glu
val
Trp
105
Val
vVal
vVal
Asn
Ala

185
Lys

10
Leu

Ala
Asp
Ala
Cys
90

Gly
Asp
Thr
Ser
Glu
170

Asp

Met

Glu
10

Leu
Ala
Glu
Ala
Cys
90

Gly
Asp
Thr
Ser
Glu
170

Asp

Met

Glu
Gly
Arg
Glu
75

Pro
Asn
Glu
Asn
Gly
155
Ile

Ser

Leu

Leu
Glu
Gly
Arg
Glu
75

Pro
Asn
Glu
Asn
Gly
155
Ile

Ser

Leu

Ser
Ile
Val
Lys
Cys
Asn
Arg
Asp
140
Ile
Asp

Asn

Gly

Glu
Ser
Ile
Ile
60

Lys
Cys
Asn
Arg
Asp
140
Ile
Asp

Asn

Gly

103

Thr
Arg
45

Glu
Asn
Asn
Gln
Glu
125
Ala
Ile
Thr

Lys

Ser
205

Glu
Thr
Arg
45

Glu
Asn
Asn
Gln
Glu
125
Ala
Ile
Thr

Lys

Ser
205

Arg
Thr
Glu
Leu
Lys
Asp
110
Gln
Arg
Gly
Gln
Thr

190
Gly

Met
Arg
Thr
Glu
Leu
Lys
Asp
110
Gln
Arg
Gly
Gln
Thr

130
Gly

15
Arg

Leu
Gly
Lys
Leu
95

Gly
Met
Glu
Asn
Asn

175
Arg

Gln
15

Arg
Leu
Gly
Thr
Leu
95

Gly
Met
Glu
Asn
Asn

175
Arg

Met
Val
Met
Asp
80

Lys
Val
Ala
Asn
Leu
160
Arg

Ile

Arg
Met
Val
Met
Asp
80

Lys
vVal
Ala
Asn
Leu
160

Arg

Ile
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Met
1
Arg
Leu
Met
Asp

65

Leu
Ser
Val
Ile
Glu
145
Arg
Gln

Asp

Ala
Ala
Gln
Leu
50

Gln
Gly
Ser
Ala
Ser
130
Met
His
Ile

Glu

<210> 11

<211> 206

Glu
Asp
Leu
35

Asp
Ile
Lys
Asp
Ser
115
Gly
Asp
Met

Asp

Ala
195

<212> PRT
<213> Gallus gallus

<400> 11

Met
1
Arg
Leu
Met
Asp

65

Leu
Ser
Val
Ile
Glu
145
Arg
Gln

Asp
195

Ala
Ala
Gln
Leu
50

Gln
Gly
Ser
Ala
Ser
130
Met
His
Ile

Glu

<210> 12

<211> 204

Glu
Asp
Leu
35

Asp
Ile
Lys
Asp
Ser
115
Gly
Asp
Met

Asp

Ala

<212> PRT
<213> Carassius auratus

<400> 12

Asp
Gln
20

Val
Glu
Asn
Phe
Ala
100
Gln
Gly
Glu
Ala
Arg

180
Asn

Asp
Gln
20

val
Glu
Asn
Phe
Ala
100
Gln
Gly
Glu
Ala
Arg

180
Asn

Ala
Leu
Glu
Gln
Lys
Cys
85

Tyr
Pro
Phe
Asn
Leu
165

Ile

Gln

Ala
Leu
Glu
Gln
Lys
Cys
85

Tyr
Pro
Phe
Asn
Leu
165

Ile

Gln

Asp
Ala
Glu
Gly
Asp
70

Gly
Lys
Ala
Ile
Leu
150
Asp

Met

Arg

Asp
Ala
Glu
Gly
Asp
70

Gly
Lys
Ala
Ile
Leu
150
Asp

Met

Arg
200

Met
Asp
Ser
Glu
55

Met
Leu
Lys
Arg
Arg
135
Glu
Met

Glu

Ala

Met
Asp
Ser
Glu
55

Met
Leu
Lys
Arg
Arg
135
Glu
Met

Glu

Ala

Arg
Glu
Lys
40

Gln
Lys
Cys
Ala
Val
120
Arg
Gln
Gly

Lys

Thr
200

Arg
Glu
Lys
40

Gln
Lys
Cys
Ala
Val
120
Arg
Gln
Gly
Lys

Thr
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Asn
Ser
25

Asp
Leu
Glu
val
Trp
105
Vval
vVal
vVal
Asn
Ala

185
Lys

Asn
Ser
25

Asp
Leu
Glu
Val
Trp
105
vVal
val
Val
Asn
Ala

185
Lys

Glu
10

Leu
Ala
Glu
Ala
Cys
90

Gly
Asp
Thr
Ser
Glu
170

Asp

Met

Glu
10

Leu
Ala
Glu
Ala
Cys
90

Gly
Asp
Thr
Ser
Glu
170

Asp

Met

Leu
Glu
Gly
Arg
Glu
75

Pro
Asn
Glu
Asn
Gly
155
Ile

Ser

Leu

Leu
Glu
Gly
Arg
Glu
75

Pro
Asn
Glu
Asn
Gly
155
Ile

Ser

Leu

205

Glu
Ser
Ile
Ile
60

Lys
Cys
Asn
Arg
Asp
140
Ile
Asp

Asn

Gly

Glu
Ser
Ile
Ile
Lys
Cys
Asn
Arg
Asp
140
Ile
Asp
Asn

Gly

104

Glu
Thr
Arg
45

Glu
Asn
Asn
Gln
Glu
125
Ala
Ile
Thr

Lys

Ser
205

Glu
Thr
Arg
45

Glu
Asn
Asn
Gln
Glu
125
Ala
Ile
Thr
Lys

Ser

Met
Arg
30

Thr
Glu
Leu
Lys
Asp
110
Gln
Arg
Gly
Gln
Thr

190
Gly

Met
Arg
Thr
Glu
Leu
Lys
Asp
110
Gln
Arg
Gly
Gln
Thr

190
Gly

Gln
15

Arg
Leu
Gly
Thr
Leu
95

Gly
Met
Glu
Asn
Asn

175
Arg

Gln
15

Arg
Leu
Gly
Thr
Leu
95

Gly
Met
Glu
Asn
Asn

175
Arg

Arg
Met
Val
Met
Asp
Lys
Val
Ala
Asn
Leu
160
Arg

Ile

Arg
Met
Val
Met
Asp
Lys
Val
Ala
Asn
Leu
160
Arg

Ile
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Met Ala Glu Asp Ala

Arg Ala Asp Gln Leu
20
Leu Gln Leu Val Glu
35
Met Leu Asp Glu Gln
50
Asp Gln Ile Asn Lys

Leu Gly Lys Phe Cys
85
Ser Gly Gly Ser Lys
100
Ser Gln Pro Ala Arg
115
Gly Gly Phe Ile Arg
130
Asp Glu Asn Leu Glu
145
Met Ala Leu Asp Met
165
Asp Arg Ile Met Glu
180
Ala Asn Gln Arg Ala
195

<210> 13

<211> 203

<212> PRT

<213> Carassius auratus

<400> 13
Met Ala Asp Glu Ala
1 5
Arg Ala Asp Gln Leu
20
Leu Gln Leu Val Glu
35

Met Leu Asp Glu Gln
50

Asp Gln Ile Asn Lys

65

Leu Gly Asn Leu Cys

85
Gly Gly Gly Gln Ser
100
Gln Pro Ala Arg Val
115

Gly Phe Ile Arg Arg
130

Glu Asn Leu Glu Gln

145
Ala Leu Asp Met Gly

165
Arg Ile Met Asp Met
180
Asn Gln Arg Ala Thr
195

<210> 14

<211> 204

<212> PRT
<213> Danio rerio

<400> 14

Asp
Ala
Glu
Gly
Asp
70

Gly
Ala
Val
Arg
Gln
150
Gly

Lys

Thr

Asp
Gly
Glu
Gly
Asp
70

Gly
Trp
Val

Val

Val
150
Asn

Ala

Lys

Met
Asp
Ser
Glu
55

Met
Leu
Trp
Val
val
135
vVal
Asn

Ala

Lys

Met
Asp
Ser
Glu
55

Met
Leu
Gly
Asp
Thr
135
Gly
Glu

Asp

Met

Arg
Glu
Lys
40

Gln
Lys
Cys
Gly
Asp
120
Thr
Gly
Glu

Asp

Met
200

Arg
Glu
Lys
40

Gln
Lys
Cys
Asn
Glu
120
Asn
Ser
Ile

Ser

Leu
200

ES 2770033 T3

Asn
Ser
25

Asp
Leu
Asp
Ser
Asn
105
Glu
Asp
Gly
Ile
Ser

185
Leu

Asn
Ser
25

Asp
Leu
Glu
Pro
Asn
105
Arg
Asp
Ile
Asp
Asn

185
Gly

Glu
10

Leu
Ala
Glu
Ala
Cys
90

Asn
Arg
Asp
Ile
Asp
170

Asn

Gly

Glu
10

Leu
Ala
Glu
Ala
Cys
90

Gln
Glu
Ala

Ile

Thr
170
Lys

Ser

Leu
Glu
Gly
Arg
Glu
75

Pro
Gln
Glu
Ala
Ile
155
Thr

Lys

Ser

Leu
Glu
Gly
Arg
Glu
75

Pro
Asp
Gln
Arg
Gly
155
Gln

Thr

Gly

Ser
Ser
Ile
Ile
60

Lys
Cys
Asp
Gln
Arg
140
Gly
Gln

Thr

Gly

Thr
Ser
Ile
Ile
60

Lys
Cys
Gly
Met
Glu

140
Asn

Asn

Arg

105

Asp
Thr
Arg
45

Glu
Asn
Asn
Gly
Met
125
Glu
Asn

Asn

Arg

Asp
Thr
Arg
45

Glu
Asn
Asn
Val
Ala
125
Asn
Leu

Arg

Ile

Met
Arg
30

Thr
Glu
Leu
Lys
Val
110
Ala
Asn
Leu

Arg

Ile
190

Met
Arg
30

Thr
Glu
Leu
Lys
Val
110
Ile
Glu
Arg
Gln

Asp
190

Gln
15

Arg
Leu
Gly
Asn
Met
95

val
Ile
Glu
Arg
Gln

175
Asp

Gln
15

Arg
Leu
Gly
Thr
Leu
Ser
Ser
Met
His
Ile

175
Glu

Gln
Met
Val
Met
Asp
Lys
Ala
Ser
Met
His
160

Ile

Glu

Ala
Met
Val
Met
Asp
80

Lys
Ser
Gly
Asp

Met

160
Asp

Ala
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Met Ala Glu Asp

Arg Ala Asp Gln
20
Leu Gln Leu Val
35
Met Leu Asp Glu
50

Asp Gln Ile Asn
65

Leu Gly Lys Phe

Ser Gly Ala Ser
100

Ser Gln Pro Ala

115
Gly Gly Phe Ile
130

Asp Glu Asn Leu

145

Met Ala Leu Asp

Asp Arg Ile Met

180

Ala Asn Gln Arg
195

<210> 15

<211> 203

<212> PRT
<213> Danio rerio

<400> 15
Met Ala Asp Glu

1

Arg Ala Asp Gln
20
Leu Gln Leu Val
35
Met Leu Asp Glu
50

Asp Gln Ile Asn
65
Leu Gly Asn Leu

Gly Gly Gly Gln
100

Gln Pro Ala Arg

115
Gly Phe Ile Arg
130

Glu Asn Leu Glu

145

Ala Leu Asp Met

Arg Ile Met Asp

180

Asn Gln Arg Ala
195

<210> 16
<211> 210
<212> PRT

Ser
Leu
Glu
Gln
Lys
Cys
85

Lys
Arg
Arg
Glu
Met
165

Glu

Ala

Ser
Leu
Glu
Gln
Lys
Cys
85

Ser
Val
Arg
Gln
Gly
165

Met

Thr

Asp
Ala
Glu
Gly
Asp
Gly
Ala
Val
Arg
Gln
150
Gly
Lys

Thr

Asp
Gly
Glu
Gly
Asp
70

Gly
Trp
Val
val
val
150
Asn

Ala

Lys

<213> Torpedo marmorata

<400> 16

Met
Asp
Ser
Glu
55

Met
Leu
Trp
Val
val
135
vVal
Asn

Ala

Lys

Met
Asp
Ser
Glu
55

Met
Leu
Gly
Asp
Thr
135
Gly
Glu

Asp

Met

Arg
Glu
Lys
40

Gln
Lys
Cys
Gly
Asp
120
Thr
Gly
Glu

Asp

Met
200

Arg
Glu
Lys
40

Gln
Lys
Cys
Asn
Glu
120
Asn
Ser
Ile

Ser

Leu
200
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Asn
Ser
25

Asp
Leu
Asp
Ser
Asn
105
Glu
Asp
Gly
Ile
Ser

185
Leu

Asn
Ser
25

Asp
Leu
Glu
Pro
Asn
105
Arg
Asp
Ile
Asp
Asn

185
Gly

Glu
10

Leu
Ala
Glu
Ala
Cys
90

Asn
Arg
Asp
Ile
Asp
170

Asn

Gly

Glu
10

Leu
Ala
Glu
Ala
Cys
90

Gln
Glu
Ala
Ile
Thr
170
Lys

Ser

Leu
Glu
Gly
Arg
Glu
75

Pro
Gln
Glu
Ala
Ile
155
Thr

Lys

Ser

Leu
Glu
Gly
Arg
Glu
75

Pro
Asp
Gln
Arg
Gly
155
Gln

Thr

Gly

Ala
Ser
Ile
Ile
60

Lys
Cys
Asp
Gln
Arg
140
Gly
Gln

Thr

Gly

Asn
Ser
Ile
Ile
60

Lys
Cys
Gly
Met
Glu
140
Asn

Asn

Arg

106

Asp
Thr
Arg
45

Glu
Asn
Asn
Gly
Met
125
Glu
Asn

Asn

Arg

Asp
Thr
Arg
45

Glu
Asn
Asn
val
Ala
125
Asn
Leu

Arg

Ile

Met
Arg
30

Thr
Glu
Leu
Lys
Val
110
Ala
Asn
Leu

Arg

Ile
190

Met
Arg
30

Thr
Glu
Leu
Lys
Val
110
Ile
Glu
Arg

Gln

Asp
190

Gln
15

Arg
Leu
Gly
Asn
Met
95

val
Ile
Glu
Arg
Gln

175
Asp

Gln
15

Arg
Leu
Gly
Thr
Leu
95

Ser
Ser
Met
His
Ile

175
Glu

Gln
Met
val
Met
Asp
80

Lys
Ala
Ser
Met
His
160

Ile

Glu

Ala
Met
Val
Met
Asp
Lys
Ser
Gly
Asp
Met
160
Asp

Ala
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Met Glu Asn Ser Val

Glu Met Gln Arg Cys
20
Thr Arg Arg Met Leu
35
Arg Thr Leu Val Met
50
Glu Glu Gly Met Asp
65
Asn Leu Ser Asp Leu
85
Asn Lys Leu Lys Asn
100
Gly Asn Asn Gln Asp
115
Asp Asp Arg Glu Gln
130
Thr Asp Asp Ala Arg
145
Gly Ser Ile Ile Gly
165
Glu Ile Gly Ser Gln
180
Asp Met Asn Lys Ala
195
Met Leu
210

<210> 17

<211> 206

<212> PRT

<213> Xenopus laevis

<400> 17
Met Ala Asp Asp Ala
1 5
Arg Ala Asp Gln Leu
20
Leu Gln Tyr Val Glu
35
Met Leu Asp Glu Gln

50
Asn His Ile Asn Gln

65
Leu Gly Lys Cys Cys
85
Ser Ser Gly Ala Tyr
100
Val Ala Ser Gln Pro
115
Ile Ser Gly Gly Phe
130
Glu Met Asp Glu Asn
145
Arg His Met Ala Leu
165
Gln Ile Asp Arg Ile
180
Asp Glu Ala Asn Lys
195

<210> 18

<211> 206

<212> PRT

<213> Xenopus laevis

<400> 18

Glu
Ala
Gln
Leu
Gln
70

Gly
Phe
Gly
Met
Glu
150
Asn

Asn

Arg

Asp
Ala
Gly
Gly
Asp
70

Gly
Asn
Ala
Val
Leu
150
Asp

Met

His

Asn
Asp
Leu
Asp
55

Ile
Lys
Glu
val
Ala
135
Asn
Leu

Ala

Ile

Met
Asp
Ser

Glu

55
Met

Leu
Lys
Arg
Arg
135
Glu
Met

Glu

Ala

Ser
Gln
val
40

Glu
Asn
Cys
Ala
val
120
Met
Glu
Arg

Gln

Asp
200

Arg
Glu
Lys

40
Gln

Lys
Phe
Ala
Val
120
Arg
Gln
Gly
Lys

Thr
200
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Met
Ile
25

Glu
Gln
Lys
Cys
Gly
105
Ala
Ser
Met
His
Ile

185
Glu

Asn
Ser
25

Asp

Leu
Glu
Ile
Trp
105
Val
Val
Val
Asn
Ala

185
Lys

Asp
10

Thr
Glu
Gly
Asp
Gly
90

Gly
Ser
Gly
Glu
Met
170
Asp

Ala

Glu
10

Leu
Ala
Asp
Ala
Cys
90

Gly
Asp
Thr
Gly
Glu
170
Asp

Met

Pro
Asp
Ser
Glu
Met
75

Leu
Ala
Gln
Gly
Glu
155
Ala

Arg

Asn

Leu
Glu
Gly
Arg
Glu
75

Pro
Asn
Glu
Asn
Gly
155
Ile

Ser

Leu

Arg
Glu
Lys
Gln
Lys
Cys
Tyr
Pro
Tyr
140
Asn
Leu

Ile

Lys

Glu
Ser
Ile

val

60
Lys

Cys
Asn
Arg
Asp
140
Ile
Asp

Asn

Gly

107

Ser
Ser
Asp
45

Leu
Glu
Ser
Lys
Ala
125
Ile
Leu
Asp

Val

His
205

Glu
Thr
Arg

45
Glu

Asn
Asn
Gln
Glu
125
Ala
Ile
Thr
Lys

Ser
205

Glu
Leu
30

Ala
Glu
Ala
Cys
Lys
110
Arg
Arg
Asp
Met
Vval

190
Ala

Met
Arg
30

Thr
Glu
Leu
Lys
Asp
110
Gln
Arg
Gly
Gln
Ala

190
Gly

Gln
15

Glu
Gly
Arg
Glu
Pro
95

Vval
Vval
Arg
Gln
Ser
175
Lys

Thr

Gln
15

Arg
Leu
Gly
Lys
Leu
95

Gly
Met
Glu
Asn
Asn

175
Arg

Glu
Ser
Ile
Ile
Lys
80

Cys
Trp
Met
Ile
Val
160
Asn

Gly

Lys

Arg
Met
vVal

Met
Asp
80

Lys
Val
Ala
Thr
Leu
160
Arg

Ile
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Met Ala Asp Asp Ala Asp Met Arg
1 5
Arg Ala Asp Gln Leu Ala Asp Glu
20
Leu Gln Tyr Val Glu Gly Ser Lys
35 40
Met Leu Asp Glu Gln Gly Glu Gln
50 55
Glu Gln Ile Asn Lys Asp Met Lys
65 70
Leu Gly Lys Phe Cys Gly Leu Cys
85
Ser Ser Asp Ala Tyr Lys Lys Ala
100
Val Ala Ser Gln Pro Ala Arg Val
115 120
Ile Ser Gly Gly Phe Val Arg Arg
130 135
Glu Met Asp Glu Asn Leu Glu Gln
145 150
Arg His Met Ala Leu Asp Met Gly
165
Gln Ile Asp Arg Ile Met Glu Lys
180
Asp Glu Ala Asn Lys His Ala Thr
195 200

<210> 19

<211> 212

<212> PRT

<213> Strongylocentrotus purpuratus

<400> 19
Met Glu Asp Gln Asn Asp Met Asn
1 5
Gln Met Gln Ser Asn Met Gln Thr
20
Arg Met Leu Gln Met Ala Glu Glu
35 40
Leu Val Met Leu Asp Glu Gln Gly
50 55
Gly Met Asp Gln Ile Asn Thr Asp
65 70
Thr Gly Leu Glu Lys Cys Cys Gly
85
Leu Gly Asn Phe Glu Lys Gly Asp
100
Asn Asp Asp Gly Lys Val Asn Ser
115 120
Asp Arg Asp Gly Cys Gly Gly Asn
130 135
Asn Asp Ala Arg Glu Asp Glu Met
145 150
Ser Ile Val Gly Asn Leu Arg His
165
Ile Gly Ala Gln Asn Ser Gln Val
180
Ser Asn Glu Gly Arg Ile Asn Ser
195 200
Leu Arg Asn Lys
210

<210> 20

<211> 212

<212> PRT

<213> Drosophila melanogaster

<400> 20

ES 2770033 T3

Asn
Ser
25

Asp
Leu
Glu
val
Trp
105
Val
vVal
vVal
Asn
Ala

185
Lys

Met

Asp
25

Ser
Glu
Met
Ile
Asp
105
His
Ala
Asp
Met
Gly

185
Ala

Glu
10

Leu
Ala
Glu
Ala
Cys
90

Gly
Asp
Thr
Gly
Glu
170

Asp

Met

Arg
10

Glu
Gln
Gln
Arg
Cys
90

Tyr
Gln
Ser
Glu
Ala
170
Arg

Asp

Leu
Glu
Gly
Arg
Glu
75

Pro
Asn
Glu
Asn
Gly
155
Ile

Ser

Leu

Ser
Ser
Asp
Leu
Glu
Val
Lys
Pro
Met
Asn
155
Ile

Ile

Lys

Glu
Ser
Ile
Ile
60

Lys
Cys
Asn
Arg
Asp
140
Ile
Asp

Asn

Gly

Glu
Leu
Met
Asp
60

Ala
Cys
Lys
Met
Ile
140
Leu
Asp

Thr

Arg

108

Glu
Thr
Arg
45

Glu
Asn
Asn
Gln
Glu
125
Ala
Ile
Thr

Lys

Ser
205

Leu
Glu
Gly
45

Arg
Glu
Pro
Thr
Arg
125
Thr
Thr
Met

Ser

Ala
205

Met
Arg
30

Thr
Glu
Leu
Lys
Asp
110
Gln
Arg
Gly
Gln
Ala

190
Gly

Glu
Ser
30

Ile
Ile
Lys
Trp
Trp
110
Met
Arg
Gln
Gln
Lys

190
Lys

Gln
15

Arg
Leu
Gly
Thr
Leu
95

Gly
Met
Glu
Asn
Asn

175
Arg

Glu
15

Thr
Lys
Glu
Asn
Lys
95

Lys
Glu
Ile
vVal
Ser
175
Ala

Asn

Arg
Met
Val
Met
Asp
80

Lys
val
Ala
Thr
Leu
160

Arg

Ile

Ile
Arg
Thr
Glu
Leu
Lys
Gly
Asp
Thr
Ser
160
Glu
Glu

Ile
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Met Pro Ala Asp Pro
1 5
Glu Leu Glu Glu Leu

20
Leu Glu Ser Thr Arg
35
Ala Gly Ile Arg Thr
50
Asp Arg Ile Glu Glu
65
Ala Glu Lys Asn Leu
85
Leu Pro Cys Asn Lys
100
Lys Gly Asn Asp Asp
115
Met Asp Asp Arg Asn
130
Ile Thr Asn Asp Ala
145
Val Asn Thr Met Ile
165
Ser Glu Leu Glu Asn
180
Gly Glu Ser Asn Glu
195
Gln Leu Leu Lys
210

<210> 21

<211> 212

<212> PRT

<213> Hirudo medicinalis

<400> 21
Met Ala Lys Asp Ile
1 5
Thr Asp Leu Gln Glu
20
Ser Leu Glu Ser Thr
35
Asp Ala Gly Ile Arg
50
Leu Asp Arg Ile Glu
65
Asp Ala Glu Lys Asn
85
Ile Leu Pro Trp Lys
100
Asn Lys Gly Asp Glu
115
Val Gly Asp Gly Asn
130
Thr Asn Asp Ala Arg
145
Ser Asn Met Ile Ser
165
Glu Ile Asp Ser Gln
180
Thr Ser Asn Gln Leu
195
Leu Leu Lys Glu
210

<210> 22

<211> 212

<212> PRT

<213> Loligo pealei

<400> 22

Ser

Gln

Leu
Gly
70

Ser
Ser
Gly
Gly
Arg
150
Gly
Gln

Ala

Lys
Ile
Arg
Thr
Glu
70

Leu
Arg
Gly
Met
Glu
150
Asn

Asn

Arg

Glu
Ile
Met
Val
55

Met
Gly
Gln
Lys
Met
135
Glu
Asn

Asn

Arg

Pro
Gln
Arg
Leu
55

Gly
Glu
Thr
Lys
Gly
135
Glu
Leu

Arg

Ile

Glu
Asn
Leu
40

Ala
Asp
Met
Ser
Vval
120
Met
Asp
Leu

Arg

Ile
200

Lys
Leu
Met
40

Val
Met
Gly
Lys
Vval
120
Pro
Glu
Arg

Gln

Ser
200
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val
Ala
25

Ala
Leu
Gln
Glu
Phe
105
val
Ala
Glu
Arg
Gln

185
Ala

Pro
Gln
25

Leu
Met
Asp
Met
Asn
105
Asn
Ser
Met
Asn
Val

185
Asp

Ala
10

Gln
Leu
Asp
Ile
Lys
90

Lys
Asn
Gln
Met
Asn
170
Ile

Val

Ala
10

Met
Ala
Leu
Gln
Glu
90

Phe
Thr
Gly
Glu
Met
170
Asp

Ala

Pro
Gly
Cys
Asp
Asn
75

Cys
Glu
Asn
Ala
Glu
155
Met

Asp

Ala

Asn
Asn
Met
Asp
Ile
75

Lys
Asp
Asp
Gly
Gln
155
Ala

Arg

Asn

Gln
Val
Glu
Gln
Ala
Cys
Asp
Gln
Gly
140
Glu
Ala
Arg

Asn

Gly
Ala
Cys
Glu
Asn
Cys
Lys
Gly
Phe
140
Asn
Val

Ile

Lys

109

vVal
Ala
Glu
45

Gly
Asp
Gly
Asp
Pro
125
Tyr
Asn
Leu

Ile

Gln
205

Arg
Ile
Glu
45

Gln
Gln
Cys
Gly
Pro
125
Ile
Met
Asp

Asn

Arg
205

Pro
Asp
Ser
Glu
Met
Ile
Gly
110
Gln
Ile
Met
Asp
Asn

190
Arg

Asp
Thr
30

Glu
Gly
Asp
Gly
Ala
110
Arg
Thr
Gly
Met
Asn

190
Ala

Lys
15

Glu
Lys
Gln
Arg
Cys
95

Thr
Arg
Gly
Gly
Met
175
Arg

Ala

Ser
15

Asp
Ser
Glu
Met
Leu
95

Glu
Leu
Lys
Glu
Gly
175
Lys

Ser

Thr
Ser
Glu
Leu
Glu
80

val
Trp
Val
Arg
Gln
160
Gly
Lys

His

Pro
Asp
Lys
Gln
Arg
80

Cys
Trp
Val
Ile
Val
160
Ser

Met

Lys
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Met
Ile
Arg
Thr
Glu
65

Leu
Arg
Lys
Gly
Thr
145
Ser
Glu
Glu

Leu

Ser
Gln
Arg
Leu
50

Gly
Glu
Gly
Asp
Asp
130
Asn
Ser
Ile

Ser

Leu
210

<210> 23

<211> 220

Ala
Gln
Met
35

val
Leu
Gly
Lys
Asp
115
Gln
Asp
Met
Gly
Asn

195
Lys

<212> PRT
<213> Lymnaea stagnalis

<400> 23

Met
1
Glu
Asn
Ser
Glu
65
Met
Leu
Asp
Asn
Gly
145
Glu
Met
Asp

Ala

Thr
Leu
Glu
Lys
50

Gln
Arg
Cys
Tyr
Gly
130
Gly
Gln
Ala
Arg

Asn
210

<210> 24

<211> 207
<212> PRT
<213> Caenorhabditis elegans

<400> 24

Thr
Gly
Ser
35

Glu
Leu
Asp
val
Asn
115
Pro
Tyr
Asn
val
Ile

195
Lys

Asn
Gln
20

Leu
Met
Asp
Met
Ser
100
Asp
Asn
Ala
Ile
Ser
180
Glu

Asn

Asn
Glu
20

Leu
Ala
Asp
Ala
Leu
100
Lys
Arg
Ile
Ile
Asp
180

Asn

Arg

Gly
Cys
Asn
Leu
Gln
Glu
85

Phe
Gly
Gly
Arg
Gly
165
Gln

Ser

Gly
5
Asp
Glu
Gly
Arg
Glu
85
Pro
Thr
Leu
Thr
Gly
165
Met
Gln

Ala

Glu
Asn
Met
Asp
Ile
70

Lys
Glu
Pro
Met
Glu
150
Asn

Asn

Arg

Glu
Ala
Ser
Ile
Ile
70

Lys
Trp
Trp
Vval
Arg
150
Glu
Gly
Lys

Asn

val
Gln
Cys
Glu
55

Asn
Cys
Lys
Thr
Gly
135
Asp
Leu

Arg

Ile

Ile
Leu
Thr
Lys
55

Glu
Asn
Lys
Lys
val
135
Ile
val
Asn

Gly

Arg
215

Glu
Val
Glu
Gln
Gln
Cys
Ser
Asn
120
Pro
Asp
Arg

Gln

Asp
200

Leu
Leu
Arg
40

Thr
Glu
Leu
Arg
Ala
120
Asp
Thr
Ala
Glu
Gly

200
Ile
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val
Thr
25

Glu
Gly
Asp
Gly
Gly
105
Thr
Ser
Met
Asn
val

185
Glu

Pro
Arg
25

Arg
Leu
Gly
Glu
Ser
105
Ser
Gln
Asn
Gly
Ile
185

Ser

Leu

Pro
10

Asp
Ser
Glu
Met
Leu
Asp
Asn
Ser
Glu
Met
170

Asp

Ala

Val
10

Lys
Met
Val
Met
Gly
Lys
Glu
Gly
Asp
Met
170
Glu

Leu

Arg

Lys
Asp
Lys
Gln
Lys
75

Cys
Tyr
Gly
Gly
Asn
155
Ala

Arg

Asn

Gly
Gln
Leu
Met
Gly
75

Leu
Asn
Asp
Asn
Ala
155
Val
Ser

Asn

Lys

Thr
Ser
Glu
Leu
60

Asp
Val
Ala
Pro
Tyr
140
Asn
Ile

Ile

Lys

Glu
Ile
Ser
Leu
60

Gln
Glu
Phe
Gly
Gly
140
Arg
Ser
Gln

Val

Gln
220

110

Glu Leu

Leu Glu
30

Ala Gly

45

Asp Arg

Ala Glu
Leu Pro

Asn Thr
110

Arg Val

125

Val Thr

Met Lys
Asp Met

Gln Gln

190
Lys Ala
205

Glu Glu

Asp Cys
30

Leu Cys

45

Asp Glu

Ile Asn
Lys Cys

Glu Lys
110

Lys Ile

125

Ser Gly

Glu Asp
Asn Leu
Asn Lys

190

Arg Val
205

Glu
15

Ser
Ile
Ile
Lys
Trp
Trp
Thr
Arg
Glu
Gly
175

Lys

Thr

Glu
15

Asn
Glu
Gln
Gln
Cys
95

Gly
Asn
Pro
Glu
Arg
175
Gln

Asp

Glu
Thr
Arg
Glu
Asn
80

Lys
Lys
Val
Ile
vVal
160
Asn

Ala

Lys

Glu
Thr
Glu
Gly
Asp
80

Gly
Ser
Thr
Thr
Met
160
Asn

Leu

Glu



Met
1
Lys
Leu
Met
Asp

65

Met
Asp
Gly
Met
Glu
145
Asn

Asn

Arg

Ser
Met
Ala
Leu
50

Thr

Glu
Phe
Gly
Gly
130
Asp
Leu

Arg

val

<210> 25

<211> 370

Gly
Asn
Leu
35

Asp
Ile
Lys
Glu
Val
115
Pro
Glu
Arg

Gln

Glu
195

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 25

Asp
Ala
20

Cys
Asp
Asn
Cys
Lys
100
Ile
Gln
Met
Asn
Leu

180
Ser

Asp
Thr
Glu
Gln
Gln
Cys
85

Thr
Ser
Gly
Asp
Met
165

Asp

Ala

Asp
Thr
Glu
Gly
Asp

70
Gly

Glu
Asp
Gly
Glu
150
Ala
Arg

Asn

Ile
Asp
Ser
Glu
55

Met

Leu
Phe
Gln
Tyr
135
Asn
Ile

Ile

Lys

Pro
Asp
Lys
40

Gln
Lys
Cys
Ala
Pro
120
Ile
Val
Asp
His

Arg
200

ES 2770033 T3

Glu
Ser
25

Glu
Leu
Glu
Val
Lys
105
Arg
Thr
Gln
Met
Asp

185
Ala

Gly
10

Leu
Ala
Glu
Ala

Leu

90
Ala

Ile
Lys
Gln
Ser
170

Lys

Lys

Leu
Glu
Gly
Arg
Glu

75
Pro

Trp
Thr
Ile
Val
155
Thr

Ala

Asn

Glu
Ser
Ile
Cys
60

Asp
Trp
Lys
Val
Thr
140
Ser
Glu

Gln

Leu

111

Ala
Thr
Lys
45

Glu
His
Asn
Lys
Gly
125
Asn
Thr
val

Ser

Ile
205

Ile
Arg
Thr
Gly
Leu
Lys
Asp
110
Asp
Asp
Met
Ser
Asn

190
Thr

Asn
15

Arg
Leu
Ala
Lys

Thr

95
Asp

Ser
Ala
Val
Asn
175
Glu

Lys

Leu
Met
val
Leu
Gly
80

Asp
Asp
Ser
Arg
Gly
160

Gln

vVal



Met
His
Pro
Gly
Gly
65

Lys
Asp
Leu
Ile
Ser
145
val
Leu
val
Asp
Ile
225
Arg
Asn
val
Gly
Thr
305
Phe
Ser

Ala

Pro

Glu
Leu
Pro
Leu
50

Leu
Met
Thr
Gly
Asp
130
vVal
Arg
Ala
Glu
Tyr
210
val
Leu
Leu
Gly
val
290
Ala
Leu
Ala

Lys

Ala
370

<210> 26

<211> 365

Pro
Gln
His
35

Lys
Leu
Lys
Leu
Phe
115
Tyr
Asp
Thr
Ser
Asp
195
Trp
Pro
Arg
Arg
Cys
275
Gln
Leu
Asp

Leu

Asp
355

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 26

Leu
Gly
20

Leu
val
Gly
Thr
Val
100
Trp
Tyr
Arg
Ser
val
180
Glu
Gly
val
Gly
Arg
260
Trp
Pro
Gly
Glu
Arg

340
val

Phe
Asn
Leu
Thr
Asn
Ala
85

Leu
Pro
Asn
Tyr
Ser
165
Val
Glu
Pro
Leu
Val
245
Ile
Thr
Ser
Tyr
Asn
325

Arg

Ala

Pro
Leu
Leu
Ile
Cys
70

Thr
Leu
Phe
Met
vVal
150
Lys
Gly
Ile
Val
val
230
Arg
Thr
Pro
Ser
val
310
Phe

Asp

Leu

Ala
Ser
Asn
vVal
55

Leu
Asn
Thr
Gly
Phe
135
Ala
Ala
vVal
Glu
Phe
215
Ile
Leu
Arg
val
Glu
295
Asn
Lys

val

Ala

Pro
Leu
Ala
40

Gly
Val
Ile
Leu
Asn
120
Thr
Ile
Gln
Pro
Cys
200
Ala
Ser
Leu
Leu
Gln
280
Thr
Ser
Ala

Gln

Cys
360
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Phe
Leu
25

Ser
Leu
Met
Tyr
Pro
105
Ala
Ser
Cys
Ala
val
185
Leu
Ile
val
Ser
Vval
265
val
Ala
Cys
Cys
val

345
Lys

Trp
10

Ser
His
Tyr
Tyr
Ile
90

Phe
Leu
Thr
His
val
170
Ala
vVal
Cys
Cys
Gly
250
Leu
Phe
vVal
Leu
Phe
330

Ser

Thr

Glu
Pro
Gly
Leu
Val
75

Phe
Gln
Cys
Phe
Pro
155
Asn
Ile
Glu
Ile
Tyr
235
Ser
val
val
Ala
Asn
315
Arg

Asp

Ser

val
Asn
Ala
Ala
60

Ile
Asn
Gly
Lys
Thr
140
Ile
val
Met
Ile
Phe
220
Ser
Arg
Val
Leu
Ile
300
Pro
Lys

Arg

Glu

112

Ile
His
Phe
45

Val
Leu
Leu
Thr
Thr
125
Leu
Arg
Ala
Gly
Pro
205
Leu
Leu
Glu
Val
Ala
285
Leu
Ile
Phe

Val

Thr
365

Tyr
Ser
30

Leu
Cys
Arg
Ala
Asp
110
vVal
Thr
Ala
Ile
Ser
190
Thr
Phe
Met
Lys
Ala
270
Gln
Arg
Leu
Cys
Arg

350
Val

Gly
15

Leu
Pro
val
His
Leu
Ile
Ile
Ala
Leu
Trp
175
Ala
Pro
Ser
Ile
Asp
255
val
Gly
Phe
Tyr
Cys
335

Ser

Pro

Ser
Leu
Leu
Gly
Thr
80

Ala
Leu
Ala
Met
Asp
160
Ala
Gln
Gln
Phe
Arg
240
Arg
Phe
Leu
Cys
Ala
320
Ala

Ile

Arg



Met
His
Pro
Gly
Gly
Thr
Leu
Phe
Met
val
145
Lys
Gly
Ile
val
Val
225
Arg
Thr
Pro
Ser
val
305
Phe

Asp

Leu

Glu
Leu
Pro
Leu
50

Leu
Asn
Thr
Gly
Phe
130
Ala
Ala
Val
Glu
Phe
210
Ile
Leu
Arg
val
Glu
290
Asn
Lys

Val

Ala

<210> 27

<211> 372

Pro
Gln
His
35

Lys
Leu
Ile
Leu
Asn
115
Thr
Ile
Gln
Pro
Cys
195
Ala
Ser
Leu
Leu
Gln
275
Thr
Ser
Ala

Gln

Cys
355

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 27

Leu
Gly
20

Leu
Val
Gly
Tyr
Pro
100
Ala
Ser
Cys
Ala
Vval
180
Leu
Ile
Val
Ser
val
260
val
Ala
Cys
Cys
Val

340
Lys

Phe
Asn
Leu
Thr
Asn
Ile
85

Phe
Leu
Thr
His
Val
165
Ala
Val
Cys
Cys
Gly
245
Leu
Phe
Val
Leu
Phe
325

Ser

Thr

Pro
Leu
Leu
Ile
Cys
70

Phe
Gln
Cys
Phe
Pro
150
Asn
Ile
Glu
Ile
Tyr
230
Ser
val
val
Ala
Asn
310
Arg
Asp

Ser

Ala
Ser
Asn
vVal
55

Leu
Asn
Gly
Lys
Thr
135
Ile
Val
Met
Ile
Phe
215
Ser
Arg
val
Leu
Ile
295
Pro
Lys

Arg

Glu

Pro
Leu
Ala
40

Gly
Val
Leu
Thr
Thr
120
Leu
Arg
Ala
Gly
Pro
200
Leu
Leu
Glu
Val
Ala
280
Leu
Ile
Phe

Val

Thr
360
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Phe
Leu
25

Ser
Leu
Met
Ala
Asp
105
vVal
Thr
Ala
Ile
Ser
185
Thr
Phe
Met
Lys
Ala
265
Gln
Arg
Leu
Cys
Arg

345
Val

Trp
10

Ser
His
Tyr
His
Leu
90

Ile
Ile
Ala
Leu
Trp
170
Ala
Pro
Ser
Ile
Asp
250
val
Gly
Phe
Tyr
Cys
330

Ser

Pro

Glu
Pro
Gly
Leu
Thr
75

Ala
Leu
Ala
Met
Asp
155
Ala
Gln
Gln
Phe
Arg
235
Arg
Phe
Leu
Cys
Ala
315
Ala

Ile

Arg

Vval
Asn
Ala
Ala
60

Lys
Asp
Leu
Ile
Ser
140
val
Leu
val
Asp
Ile
220
Arg
Asn
vVal
Gly
Thr
300
Phe
Ser

Ala

Pro

113

Ile
His
Phe
45

Val
Met
Thr
Gly
Asp
125
Val
Arg
Ala
Glu
Tyr
205
Val
Leu
Leu
Gly
Val
285
Ala
Leu
Ala

Lys

Ala
365

Tyr
Ser
Leu
Cys
Lys
Leu
Phe
110
Tyr
Asp
Thr
Ser
Asp
130
Trp
Pro
Arg
Arg
Cys
270
Gln
Leu
Asp

Leu

Asp
350

Gly
15

Leu
Pro
vVal
Thr
Val
95

Trp
Tyr
Arg
Ser
Val
175
Glu
Gly
val
Gly
Arg
255
Trp
Pro
Gly
Glu
Arg

335
Val

Ser
Leu
Leu
Gly
Ala
Leu
Pro
Asn
Tyr
Ser
160
Val
Glu
Pro
Leu
Val
240
Ile
Thr
Ser
Tyr
Asn
320

Arg

Ala



Met
1
Ala
Asn
Ala
Leu

65

Lys
Leu
Thr
Tyr
Asp
145
Thr
Ser
Asp
Trp
Pro
225
Arg
Arg
Cys
Ile
Ala
305
Leu
Cys
Ala

Gly

Glu
Asn
Ala
Ile
50

Gly
Thr
Ala
Trp
Tyr
130
Arg
Pro
Gly
Gly
Asp
210
Ile
Ser
Arg
Trp
Asp
290
Leu
Asp
Gly

Arg

Ala
370

<210> 28

<211> 372

Pro
Ala
Ser
35

Ala
Asn
Ala
Thr
Pro
115
Asn
Tyr
Ala
val
Ala
195
Thr
Leu
val
Ile
Ala
275
Arg
Gly
Glu
Arg
Glu

355
Ala

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 28
Met Glu Pro Ala Pro Ser Ala Gly Ala Glu Leu Gln Pro Pro Leu Phe

Ala
Ser
20

Gly
Ile
val
Thr
Ser
100
Phe
Met
Ile
Lys
Gly
180
Val
Val
Ile
Arg
Thr

260
Pro

Tyr
Asn
Pro
340
Arg

Ala

Pro
Asp
Pro
Thr
Leu
Asn
85

Thr
Gly
Phe
Ala
Ala
165
Val
Val
Thr
Ile
Leu
245
Arg
Ile
Asp
Ala
Phe
325

Asp

Val

Ser
Ala
Pro
Ala
val
70

Ile
Leu
Glu
Thr
val
150
Lys
Pro
Cys
Lys
Thr
230
Leu
Met
His
Pro
Asn
310
Lys

Pro

Thr

Ala
Tyr
Gly
Leu
55

Met
Tyr
Pro
Leu
Ser
135
Cys
Leu
Ile
Met
Ile
215
Val
Ser
val
Ile
Leu
295
Ser
Arg

Ser

Ala

Gly
Pro
Ala
40

Tyr
Phe
Ile
Phe
Leu
120
Ile
His
Ile
Met
Leu
200
Cys
Cys
Gly
Leu
Phe
280
Val
Ser
Cys

Ser

Cys
360

ES 2770033 T3

Ala
Ser
25

Arg
Ser
Gly
Phe
Gln
105
Cys
Phe
Pro
Asn
val
185
Gln
Val
Tyr
Ser
val
265
val
val
Leu
Phe
Phe

345
Thr

Glu
10

Ala
Ser
Ala
Ile
Asn
90

Ser
Lys
Thr
vVal
Ile
170
Met
Phe
Phe
Gly
Lys
250
val
Ile
Ala
Asn
Arg
330

Ser

Pro

Leu
Cys
Ala
val
Vval
75

Leu
Ala
Ala
Leu
Lys
155
Cys
Ala
Pro
Leu
Leu
235
Glu
Val
val
Ala
Pro
315
Gln

Arg

Ser

Gln
Pro
Ser
Cys
60

Arg
Ala
Lys
vVal
Thr
140
Ala
Ile
Val
Ser
Phe
220
Met
Lys
Gly
Trp
Leu
300
Vval
Leu

Ala

Asp

114

Pro
Ser
Ser
45

Ala
Tyr
Leu
Tyr
Leu
125
Met
Leu
Trp
Thr
Pro
205
Ala
Leu
Asp
Ala
Thr
285
His
Leu
Cys

Arg

Gly
365

Pro
Ala
30

Leu
Val
Thr
Ala
Leu
110
Ser
Met
Asp
Val
Arg
190
Ser
Phe
Leu
Arg
Phe
270
Leu
Leu
Tyr
Arg
Glu

350
Pro

Leu
15

Gly
Ala
Gly
Lys
Asp
95

Met
Ile
Ser
Phe
Leu
175
Pro
Trp
Val
Arg
Ser
255
val
val
Cys
Ala
Lys
335
Ala

Gly

Phe
Ala
Leu
Leu
Met
Ala
Glu
Asp
val
Arg
160
Ala
Arg
Tyr
Val
Leu
240
Leu
val
Asp
Ile
Phe
320
Pro

Thr

Gly



1 5
Ala Asn Ala Ser Asp
20
Ala Gly Pro

Asn Ser

Ala Ile
50
Gly

Ala Ile Thr

Leu Asn Val Leu

65

Lys Thr Ala Thr Asn

85
Ala Thr Ser Thr
100

Phe

Leu

Thr Pro
115

Asn

Trp Gly

Tyr Tyr Met Phe

130
Asp Arg Ile Ala
145

Thr

Tyr
Ala Ala
165
Val

Pro Lys

Ser Gly Val Gly
180
Ala Val
195

Thr

Asp Gly Val

Trp Asp Val Thr

210

Pro Ile Leu Ile Ile

225
Arg Val Leu
245

Arg

Ser Arg

Ile Thr
260
Pro

Arg Arg

Ala
275
Arg

Cys Trp Ile

Ile Asp
290
Leu

Arg Asp
Ala
305
Leu

Gly Tyr Ala

Glu Phe
325
Asp

Asp Asn
Pro
340
Arg

Cys Gly Arg

Ala Glu
355
Ala

Arg val

Ala
370

Gly Ala

<210> 29

<211> 380

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29
Met Asp Ser Pro Ile
1 5
Ala Pro Ser Ala Cys
20
Trp Ala Glu Pro Asp
35

Leu Glu Pro Ala His

50

Ala
Pro
Ala
val
70

Ile
Leu
Glu
Thr
Val
150
Lys
Pro
Cys
Lys
Thr
230
Leu
Met
His
Pro
Asn
310
Lys

Pro

Thr

Gln
Leu
Ser

Ile

Tyr
Gly
Leu
55

Met
Tyr
Pro
Leu
Ser
135
Cys
Leu
Ile
Met
Ile
215
Val
Ser
Vval
Ile
Leu
295
Ser
Arg

Ser

Ala

Ile
Pro
Asn

Ser
55

Pro
Ala
40

Tyr
Phe
Ile
Phe
Leu
120
Ile
His
Ile
Met
Leu
200
Cys
Cys
Gly
Leu
Phe
280
Val
Ser
Cys

Ser

Cys
360

Phe
Pro
Gly

40
Pro

ES 2770033 T3

10

Ser Ala Phe Pro Ser

25
Arg Ala Ser
45

Ala

Ser Ser

Ser Ala Val Cys

60
Ile Val Arg
75

Leu

Gly Tyr

Phe Asn Ala Leu
90

Gln Ser

105

Cys

Ala Lys Tyr

Ala Val Leu
125

Met

Lys

Phe Thr Thr
140

Ala

Leu

Pro Val Lys Leu

155
Ile Cys
170

Met

Asn Ile Trp

Val Thr
185
Gln

Ala Val

Phe Pro
205
Ala

Pro Ser

Val Phe Phe
220

Met

Leu
Leu Leu
235
Glu

Tyr Gly

Ser Lys
250
Val

Lys Asp
Val
265
Vval

Val Gly Ala
Thr
285

His

Ile Val Trp

Val Ala Ala Leu

300
Pro Val Leu
315

Gln

Leu Asn

Phe Arg Leu
330

Ser

Cys

Phe
345
Thr

Arg Ala Arg

Pro Ser Asp Gly

365

Arg Gly Glu Pro

10
Ser

Gly

Asn Ser Ala
25

Ser

Trp
Ala Glu
45
Ile

Gly Ser

Ala TIle Val

60

Pro

115

Ala
30

Leu
Val
Thr
Ala
Leu
110
Ser
Met
Asp
Val
Arg
190
Ser
Phe
Leu
Arg
Phe
270
Leu
Leu
Tyr
Arg
Glu

350
Pro

Pro
Phe
30

Asp

Ile

15
Gly

Ala
Gly
Lys
Asp
95

Met
Ile
Ser
Phe
Leu
175
Pro
Trp
Val
Arg
Ser
255
val
vVal
Cys
Ala
Lys
335

Ala

Gly

Thr
15

Pro
Ala

Thr

Ala
Leu
Leu
Met
80

Ala
Glu
Asp
Val
Arg
160
Ala
Arg
Tyr
Val
Leu
240
Leu
Val
Asp
Ile
Phe
320
Pro

Thr

Gly

Cys
Gly
Gln

Ala



Val Tyr Ser Val Val
65
Met Phe Val Ile Ile
85
Tyr Ile Phe Asn Leu
100
Pro Phe Gln Ser Thr
115
Val Leu Cys Lys Ile
130
Ser Ile Phe Thr Leu
145
Cys His Pro Val Lys
165
Ile Ile Asn Ile Cys
180
Ala Ile Val Leu Gly
195
Glu Cys Ser Leu Gln
210
Phe Met Lys Ile Cys
225
Ile Ile Ile Val Cys
245
Arg Leu Leu Ser Gly
260
Thr Arg Leu Val Leu
275
Pro Ile His Ile Phe
290
Ser Thr Ala Ala Leu
305
Thr Asn Ser Ser Leu
325
Phe Lys Arg Cys Phe
340
Glu Arg Gln Ser Thr
355
Tyr Leu Arg Asp Ile
370

<210> 30

<211> 380

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30
Met Glu Ser Pro Ile

1 5
Ala Pro Ser Ala Cys
20
Trp Ala Glu Pro Asp
35
Leu Glu Pro Ala His
50
Val Tyr Ser Val Val
65
Met Phe Val Ile Ile
85
Tyr Ile Phe Asn Leu
100
Pro Phe Gln Ser Thr

Phe
70

Arg
Ala
Val
Val
Thr
150
Ala
Ile
Gly
Phe
Vval
230
Tyr
Ser
Val
Ile
Ser
310
Asn
Arg

Ser

Asp

Gln
Leu
Ser
Ile
Phe
70

Arg

Ala

Val

val
Tyr
Leu
Tyr
Ile
135
Met
Leu
Trp
Thr
Pro
215
Phe
Thr
Arg
Val
Leu
295
Ser
Pro
Asp

Arg

Gly
375

Ile
Pro
Asn
Ser
55

Val
Tyr

Leu

Tyr

val
Thr
Ala
Leu
120
Ser
Met
Asp
Leu
Lys
200
Asp
Ile
Leu
Glu
Val
280
Val
Tyr
Ile
Phe
val

360
Met

Phe
Pro
Gly
40

Pro
Val
Thr

Ala

Leu
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Gly
Lys
Asp
105
Met
Ile
Ser
Phe
Leu
185
Val
Asp
Phe
Met
Lys
265
Ala
Glu
Tyr
Leu
Cys
345
Arg

Asn

Arg
Asn
25

Ser
Ala
Gly
Lys
Asp

105
Met

Leu
Met
90

Ala
Asn
Asp
Vval
Arg
170
Ser
Arg
Asp
Ala
Ile
250
Asp
Val
Ala
Phe
Tyr
330
Phe

Asn

Lys

Gly
10

Ser
Ala
Ile
Leu
Met
90

Ala

Asn

val
75

Lys
Leu
Ser
Tyr
Asp
155
Thr
Ser
Glu
Tyr
Phe
235
Leu
Arg
Phe
Leu
Cys
315
Ala
Pro

Thr

Pro

Glu
Ser
Gly
Pro
Val
75

Lys

Leu

Ser

Gly
Thr
val
Trp
Tyr
140
Arg
Pro
Ser
Asp
Ser
220
Val
Arg
Asn
Val
Gly
300
Ile
Phe
Leu

Val

Val
380

Pro
Ala
Ser
Val
60

Gly
Thr

Vval

Trp

116

Asn
Ala
Thr
Pro
125
Asn
Tyr
Leu
Val
Val
205
Trp
Ile
Leu
Leu
Val
285
Ser
Ala
Leu
Lys

Gln
365

Gly
Trp
Glu
45

Ile
Asn
Ala

Thr

Pro

Ser
Thr
Thr
110
Phe
Met
Ile
Lys
Gly
190
Asp
Trp
Pro
Lys
Arg
270
Cys
Thr
Leu
Asp
Met

350
Asp

Pro
Phe
30

Asp
Ile
Ser
Thr
Thr

110
Phe

Leu
Asn
95

Thr
Gly
Phe
Ala
Ala
175
Ile
Val
Asp
Val
Ser
255
Arg
Trp
Ser
Gly
Glu
335
Arg

Pro

Thr
15

Pro
Ala
Thr
Leu
Asn
95

Thr

Gly

val
80

Ile
Met
Asp
Thr
vVal
160
Lys
Ser
Ile
Leu
Leu
240
Val
Ile
Thr
His
Tyr
320
Asn

Met

Ala

Cys
Gly
Gln
Ala
Val
80

Ile

Met

Asp



115
Val Leu Cys Lys Ile
130
Ser Ile Phe Thr Leu
145
Cys His Pro Val Lys
165
Ile Ile Asn Ile Cys
180
Ala Ile Val Leu Gly
195
Glu Cys Ser Leu Gln
210
Phe Met Lys Ile Cys
225
Ile Ile Ile Val Cys
245
Arg Leu Leu Ser Gly
260
Thr Arg Leu Val Leu
275
Pro Ile His Ile Phe
290
Ser Thr Ala Ala Leu
305
Thr Asn Ser Ser Leu
325
Phe Lys Arg Cys Phe
340
Glu Arg Gln Ser Thr
355
Tyr Leu Arg Asp Ile
370

<210> 31

<211> 493

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31
Met Cys Leu His Arg
1 5
Arg Phe Ala Gln Asn
20
Ser Glu Ser Arg Met
35
Ala Arg Thr Gly Phe
50
Lys Glu Ala Ala Glu
65
Ala Thr Ser His Ser
85
Ser Ala Ala Pro Thr
100
Ser Ser Cys Ser Pro
115
His Leu Asp Gly Asn
130
Leu Gly Gly Arg Asp
145
Ile Thr Ala Ile Thr
165

Vval
Thr
150
Ala
Ile
Gly
Phe
Val
230
Tyr
Ser
Val
Ile
Ser
310
Asn
Arg

Ser

Asp

Arg
Pro
Ala
Cys
Ala
70

Gly
Asn
Ala
Leu
Ser

150
Ile

Ile
135
Met
Leu
Trp
Thr
Pro
215
Phe
Thr
Arg
val
Leu
295
Ser
Pro
Asp

Arg

Gly
375

Vval
Pro
His
Lys
55

Leu
Ala
Ala
Pro
Ser
135

Leu

Met

120
Ser

Met
Asp
Leu
Lys
200
Asp
Ile
Leu
Glu
val
280
val
Tyr
Ile
Phe
Val

360
Met

Pro
Leu
Ala
40

Lys
Gly
Arg
Ser
Ser
120
Asp
Cys

Ala
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Ile
Ser
Phe
Leu
185
Val
Asp
Phe
Met
Lys
265
Ala
Glu
Tyr
Leu
Cys
345

Arg

Asn

Ser
Phe
25

Pro
Gln
Thr
Pro
Asn
105
Pro
Pro

Pro

Leu

Asp
Val
Arg
170
Ser
Arg
Asp
Ala
Ile
250
Asp
Vval
Ala
Phe
Tyr
330
Phe

Asn

Lys

Glu
10

Pro
Leu
Gln
Arg
Ala
90

Cys
Gly
Cys

Pro

Tyr
170

Tyr
Asp
155
Thr
Ser
Glu
Tyr
Phe
235
Leu
Arg
Phe
Leu
Cys
315
Ala
Pro

Thr

Pro

Glu
Pro
Leu
Glu
Lys
75

Val
Thr
Ser
Gly
Thr

155
Ser

Tyr
140
Arg
Pro
Ser
Asp
Ser
220
Val
Arg
Asn
Val
Gly
300
Ile
Phe
Leu

Val

Val
380

Thr
Pro
Gln
Leu
60

vVal
Ser
Asp
Trp
Pro
140
Gly

Ile

117

125
Asn

Tyr
Leu
vVal
Val
205
Trp
Ile
Leu
Leu
Val
285
Ser
Ala
Leu
Lys

Gln
365

Tyr
Ser
Arg
45

Trp
Ser
Thr
Ala
Val
125
Asn

Ser

Val

Met
Ile
Lys
Gly
190
Asp
Trp
Pro
Lys
Arg
270
Cys
Thr
Leu
Asp
Met

350
Asp

Ser
Leu
Cys
Gln
Val
Met
Leu
110
Asn
Arg
Pro

Cys

Phe
Ala
Ala
175
Ile
Val
Asp
Val
Ser
255
Arg
Trp
Ser
Gly
Glu
335

Arg

Pro

Leu
15

Pro
Gly
Arg
Leu
Asp
95

Ala
Leu
Thr

Ser

Val
175

Thr
Val
160
Lys
Ser
Ile
Leu
Leu
240
val
Ile
Thr
His
Tyr
320
Asn

Met

Ala

Asp
Ala
Ala
Arg
Leu
80

Ser
Tyr
Ser
Asp
Met

160
Val
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25

Gly
Lys
Asp
Met
225
Ile
Ser
Phe
Leu
Tyr
305
Trp
Ile
Arg
Asn
Ile
385
val
Ile
Phe
Thr
Thr

465
Gln

Leu
Met
Ala
210
Gly
Asp
val
Arg
Ser
290
Arg
Tyr
Met
Leu
Leu
370
Val
Thr
Ala
Leu
Ser
450
Arg

Leu

<210> 32
<211>5

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Antigeno SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo libre en el P1

<400> 32
Asp Glu Ala Asn Gln

1

<210> 33
<211>6

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Antigeno SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo libre en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de

Phe
Lys
195
Leu
Thr
Tyr
Asp
Thr
275
Ser
Gln
Trp
Pro
Lys
355
Arg
Cys
Ile
Leu
Asp
435
Ser

Asp

Glu

Gly
180
Thr
Ala
Trp
Tyr
Arg
260
Pro
Ala
Gly
Glu
val
340
Ser
Arg
Trp
Pro
Gly
420
Glu
Asn
His

Asn

escision de BoNT/A

<400> 33
Ile Asp Glu Ala Asn Gln

1

<210> 34
<<211>7
<212> PRT

Asn
Ala
Thr
Pro
Asn
245
Tyr
Arg
Ile
Ser
Asn
325
Leu
Val
Ile
Thr
Glu
405
Tyr
Asn
Ile

Pro

Leu
485

5

5

Phe
Thr
Ser
Phe
230
Met
Ile
Asn
Gly
Ile
310
Leu
Ile
Arg
Thr
Pro
390
Thr
Thr
Phe
Glu
Ser

470
Glu

Leu
Asn
Thr
215
Gly
Phe
Ala
Ala
Leu
295
Asp
Leu
Ile
Met
Arg
375
Ile
Thr
Asn
Lys
Gln
455
Thr

Ala

Val
Ile
200
Leu
Thr
Thr
Vval
Lys
280
Pro
Cys
Lys
Thr
Leu
360
Met
His
Phe
Ser
Arg
440
Gln
Ala

Glu

ES 2770033 T3

Met
185
Tyr
Pro
Ile
Ser
Cys
265
Ile
val
Thr
Ile
val
345
Ser
Val
Ile
Gln
Cys
425
Cys
Asn

Asn

Thr

Tyr
Ile
Phe
Leu
Ile
250
His
Ile
Met
Leu
Cys
330
Cys
Gly
Leu
Tyr
Thr
410
Leu
Phe
Ser

Thr

Ala
490

Val
Phe
Gln
Cys
235
Phe
Pro
Asn
Phe
Thr
315
val
Tyr
Ser
Val
Val
395
val
Asn
Arg
Thr
val

475
Pro

Ile
Asn
Ser
220
Lys
Thr
vVal
vVal
Met
300
Phe
Phe
Gly
Lys
Val
380
Ile
Ser
Pro
Glu
Arg
460
Asp

Leu

118

val
Leu
205
val
Ile
Leu
Lys
Cys
285
Ala
Ser
Ile
Leu
Glu
365
Val
Ile
Trp
vVal
Phe
445
Ile
Arg

Pro

Arg
190
Ala
Asn
Val
Cys
Ala
270
Asn
Thr
His
Phe
Met
350
Lys
Ala
Lys
His
Leu
430
Cys
Arg

Thr

Tyr
Leu
Tyr
Ile
Thr
255
Leu
Trp
Thr
Pro
Ala
335
Ile
Asp
Val
Ala
Phe
415
Tyr
Ile

Gln

Asn

Thr
Ala
Leu
Ser
240
Met
Asp
Ile
Lys
Thr
320
Phe
Leu
Arg
Phe
Leu
400
Cys
Ala
Pro

Asn

His
480
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Antigeno SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo libre en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de

escision de BoNT/A

<400> 34
Arg Ile Asp Glu Ala Asn Gln
1 5

<210> 35

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Antigeno SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo libre en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de

escision de BoNT/A

<400> 35
Thr Arg Ile Asp Glu Ala Asn Gln
1 5

<210> 36

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Antigeno SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo libre en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de

escision de BoNT/A

<400> 36
Lys Thr Arg Ile Asp Glu Ala Asn Gln
1 5

<210> 37

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Antigeno SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo libre en el P1

<400> 37

Asn Lys Thr Arg Ile Asp Glu Ala Asn Gln

1 5

<210> 38

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Antigeno SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo libre en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de

escision de BoNT/A

<400> 38

Ser Asn Lys Thr Arg Ile Asp Glu Ala Asn Gln

1 5
<210> 39
<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

10

10
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<223> Antigeno SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo libre en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de

escision de BoNT/A

<400> 39

Asp Ser Asn Lys Thr Arg Ile Asp Glu Ala Asn Gln

1 5

<210> 40

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Antigeno SNAP-25 que tiene un carboxilo terminal carboxilado libre en el residuo P1 del enlace escindible del

sitio de escision de BoNT/A

<221> SITIO
<222> (13)...(13)
<223> glutamina carboxilada

<400> 40

Cys Asp Ser Asn Lys Thr Arg Ile Asp Glu Ala Asn Gln

1 5

<210> 41

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Antigeno SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo libre en el P1

<400> 41
Arg Ile Asp Glu Ala Asn Lys
1 5

<210> 42

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Antigeno SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo libre en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de

escision de BoNT/A

<400> 42
Ala Arg Ile Asp Glu Ala Asn Lys
1 5

<210> 43

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Antigeno SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo libre en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de

escision de BoNT/A

<400> 43
Lys Ala Arg Ile Asp Glu Ala Asn Lys
1 5

<210> 44

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

10

10

120
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<220>
<223> Antigeno SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo libre en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de
escision de BoNT/A

<400> 44
Asn Lys Ala Arg Ile Asp Glu Ala Asn Lys
1 5 10

<210> 45

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Antigeno SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo libre en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de
escision de BoNT/A

<400> 45
Met Asn Lys Ala Arg Ile Asp Glu Ala Asn Lys
1 5 10

<210> 46

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Antigeno SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo libre en el residuo P1 del enlace escindible del sitio de
escision de BoNT/A

<400> 46
Asp Met Asn Lys Ala Arg Ile Asp Glu Ala Asn Lys
1 5 10

<210> 47

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Antigeno SNAP-25 que tiene un carboxilo terminal carboxilado libre en el residuo P1 del enlace escindible del
sitio de escision de BoNT/A

<221> SITIO
<222> (13)...(13)
<223> Lisina carboxilada

<400> 47
Cys Asp Met Asn Lys Ala Arg Ile Asp Glu Ala Asn Lys
1 5 10

<210> 48

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Antigeno SNAP-25

<400> 48
Cys Gly Gly Gly Arg Ile Asp Glu Ala Asn Gln
1 5 10

<210> 49

<211> 11
<212> PRT

121
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Antigeno SNAP-25

<400> 49

ES 2770033 T3

Cys Gly Gly Gly Arg Ile Asp Glu Ala Asn Lys

1

<210> 50
<211> 88
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> BirA-HisTag?-SNAP-25-134-197

<400> 50

Met Gly Gly
1

His His His

Arg Glu Asn
35
Gly Asn Leu
50
Gln Asn Arg
65
Thr Arg Ile

<210> 51
<211> 97
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly
His
20

Glu
Arg
Gln

Asp

Leu Asn Asp

5
His

Met

His

Ile

Glu
85

His
Asp
Met
Asp

70
Ala

His
Glu
Ala
55

Arg

Asn

Ile
His
Asn
40

Leu

Ile

Gln

<223> BirA-HisTag?-SNAP-25-134-206

<400> 51

Met Gly Gly
1

His His His

Arg Glu Asn
35
Gly Asn Leu
50
Gln Asn Arg
65
Thr Arg Ile

Gly

<210> 52
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly
His
20

Glu
Arg
Gln

Asp

<223> Péptido BirA

<400> 52

Leu

His

Met

His

Ile

Glu
85

Asn
His
Asp
Met
Asp

70
Ala

Asp
His
Glu
Ala
55

Arg

Asn

Ile
His
Asn
40

Leu

Ile

Gln

Phe
Ile
25

Leu

Asp

Met

Phe
Ile
25

Leu
Asp
Met

Arg

10

Glu
10

Arg
Glu
Met

Glu

Glu
10

Arg
Glu
Met
Glu

Ala

Ala
Arg
Gln
Gly

Lys
75

Ala
Arg
Gln
Gly
Lys

75
Thr

Gln
Val
Val
Asn

60
Ala

Gln
val
vVal
Asn
60

Ala

Lys

Lys
Thr
Ser
45

Glu

Asp

Lys
Thr
Ser
45

Glu
Asp

Met

Ile
Asn
30

Gly
Ile

Ser

Ile
Asn
30

Gly
Ile

Ser

Leu

Glu
15

Asp
Ile
Asp

Asn

Glu
15

Asp
Ile
Asp

Asn

Gly

Trp
Ala
Ile
Thr

Lys
80

Trp
Ala
Ile
Thr
Lys

80
Ser

Gly Gly Gly Leu Asn Asp Ile Phe Glu Ala Gln Lys Ile Glu Trp His

1

<210> 53
<211> 7570

5

10

122

15



<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2770033 T3

<223> constructo de expresion pQBI-25/GFP-BoNT/A-LC.

<400> 53
gacggatcgg
ccgcatagtt

cgagcaaaat
ttagggttag
catatcataa
gattattgac
tggagttccg
ccecgeccatt
attgacgtca
atcatatgcce
atgcccagta
tcgetattac
actcacgggg
aaaatcaacg
gtaggcgtgt
cctggagacg
tcecgegggece
ctcagcaagce
cactggagtt
tgtcagtgga
cactactggc
tcaatgcettt
gcccgaaggt
acgtgctgaa
tgacttcaag
caatgtatac
ccacaacatt
tggcgatgge
gaaagatccc
gattacacat
taataaacaa
tccaaatgca
tattccagaa
agcaaaacaa
agataattat
aagaatgttg
tacagaatta
tagatcagaa
atgtaaaagc
atacattaga
aaatcctctt
acttatacat
agtaaatact
aacatttggg
atattattat
aggtactact
tgaagataca
gttaacagag
aacatatttg
cacaatatat
aaatacagaa
attttataag
ttctatagtg
gccagccatce
ccactgtcct
ctattctggg
ggcatgctgg
ctagggggta

gagatctccce
aagccagtat
ttaagctaca
gcgttttgeg
tatgtacatt
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgccecce
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
ccatccacge
accatggagg
ttecgegaatt
gtcccaattce
gagggtgaag
aaactgcctg
tcaagatacc
tatgtacagg
gtcaagtttg
gaagatggca
atcatggcag
gaagatggaa
cctgtecttt
aacgaaaaga
ggcatggatg
tttaattata
ggacaaatgc
agagatacat
gttccagttt
ttaaagggag
ttaacatcaa
aaagttattg
gaacttaatc
tttggacatg
tttagcccag
ttaggtgcag
gctggacata
aatgcctatt
ggacatgatg
aataagttta
gcttcattac
tctggaaaat
atttacacag
aattttgata
gatggattta
attaataata
ttgctatgtg
tcacctaaat
tgttgtttge
ttcctaataa
gggtggggtyg
ggatgcggtg
tceccacgeg

gatcccctat
ctgctcectg
acaaggcaag
ctgecttegee
tatattggcet
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactttc
cggttttgge
ctccacccca
aaatgtcgta
gtctatataa
tgttttgacc
gceceggttac
cgggaggcgg
ttgttgaatt
gtgatgcaac
ttccatggece
cggatcatat
aaaggaccat
aaggtgatac
acattctggg
acaaacaaaa
gcgttcaact
taccagacaa
gagaccacat
aactgtacaa
aagatcctgt
aaccagtaaa
ttacaaatcc
catattatga
ttacaaaatt
tagtaagggg
atactaattg
tagtaataat
aagttttgaa
attttacatt
gcaaatttgc
gattatatgg
atgaaatgag
caaagtttat
aagatatagc
agtatatgaa
tttcggtaga
aggataattt
aagccgtatt
atttaagaaa
tgaattttac
taagagggat
gctagagctc
cccteceeceg
aatgaggaaa
gggcaggaca
ggctctatgg
ccctgtageg

ggtcgactct
cttgtgtgtt
gcttgaccga
tcgaggectg
catgtccaac
ttacggggtc
atggccegece
ttcccatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccge
gcagagctcg
tccatagaag
cggtaccgga
aggtggagct
agatggtgat
atacggaaaa
aacactagtc
gaaacggcat
cttcttcaaa
ccttgttaat
acacaaattg
gaatggaatc
agcagaccat
ccattacctg
ggtccttett
catcgatgga
aaatggtgtt
agcttttaaa
tgaagaagga
ttcaacatat
atttgagaga
aataccattt
tattaatgtg
aggaccctca
tcttacgega
tggttttgag
tacagatcca
aatagcaatt
tgggttagaa
agatagttta
aagtacactt
aaatgttttt
taaattaaaa
tgttaagttt
taagataaat
tacaaattta
taaactaaaa
aatcacttcg
gctgatcage
tgeccttectt
ttgcatecgeca
gcaaggggga
cttctgagge
gcgcattaag

cagtacaatc
ggaggtcgcet
caattgcatg
gccattgeat
attaccgcca
attagttcat
tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccce
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtttg
cccattgacg
tttagtgaac
acaccgggac
tccagatatc
agcaaaggag
gttaacggcc
cttaccctga
actactctgt
gactttttca
gatgacggca
agaatcgagt
gaatacaact
aaagtgaact
tatcaacaaa
tccacacaat
gagtttgtaa
ggcggaggtyg
gatattgctt
attcataata
gatttaaatc
ttaagtacag
atttattcaa
tggggtggaa
atacaaccag
gctgatatta
aatggttatg
gagtcacttg
gcagtaacat
aatccaaata
gtaagctttg
caggaaaacg
aataaagcta
aaagagaaat
tttgataagt
tttaaagtac
atagtaccta
gcagcaaact
aattttactg
aaatgaacgc
ctcgactgtg
gaccctggaa
ttgtctgagt
ggattgggaa
ggaaagaacc
cgcggegggt

123

tgctctgatg
gagtagtgcg
aagaatctgc
acgttgtatc
tgttgacatt
agcccatata
cccaacgacce
gggactttcce
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtca
tagcggtttg
ttttggcacc
caaatgggcg
cgtcagatcg
cgatccagece
tgggcggecg
aagaactctt
acaagttctc
agttcatctg
gctatggtgt
agagtgccat
actacaagac
taaaaggtat
ataactcaca
tcaagacccg
atactccaat
ctgececttte
cagctgctgg
gaccttttgt
atataaaaat
aaatatgggt
caccaccaga
ataatgaaaa
ctgatcttgg
gtacaataga
atggtagtta
tacagtttga
gctctactca
aagttgatac
tagcacatga
gggtttttaa
aggaacttag
aatttcgtct
aatcaatagt
atctcctatc
tatacaaaat
ttaacagaaa
aggtaaatta
ttaatggtca
gattgtttga
gttggcccta
ccttctagtt
ggtgccactce
aggtgtcatt
gacaatagca
agctggggct
gtggtggtta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480



cgcgecagegt
cttcectttct
tagggttccg
gttcacgtag
cgttctttaa
attcttttga
tttaacaaaa
gtcceccagge
ccaggtgtgg
attagtcagce
gttccgecca
ccgectetge
tttgcaaaaa
gaggatecgtt
tggagaggct
tgttecegget
ccctgaatga
cttgcgcagce
aagtgcecggg
tggctgatge
aagcgaaaca
atgatctgga
cgcgecatgee
tcatggtgga
accgctatca
gggctgaccg
tctatcgect
agcgacgcce
gggcttcgga
gctggagtte
caatagcatc
gtccaaactc
ggcgtaatca
caacatacga
cacattaatt
gcattaatga
ttecectegete
ctcaaaggeg
agcaaaaggc
taggctccege
cccgacagga
tgttccgacc
gctttctcaa
gggctgtgtg
tcttgagtec
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcageg
aactacgata
acgctcaccg
aagtggtcct
agtaagtagt
ggtgtcacgc
agttacatga
tgtcagaagt
tcttactgte
attctgagaa
taccgecgeca
aaaactctca
caactgatct
gcaaaatgcc
cetttttecaa
tgaatgtatt
acctgacgte

<210> 54
<211> 682
<212> PRT

gaccgctaca
cgccacgtte
atttagtgct
tgggccatcg
tagtggacte
tttataaggg
atttaacgecg
tcececcaggea
aaagtcccca
aaccatagtc
ttcteegecece
ctctgagcta
gctcecggga
tcgecatgatt
attcggetat
gtcagcgecag
actgcaggac
tgtgctcgac
gcaggatctc
aatgcggcgg
tcgcatcgag
cgaagagcat
cgacggcgag
aaatggccege
ggacatagcg
cttcectegtg
tcttgacgag
aacctgccat
atcgttttce
ttcgeccace
acaaatttca
atcaatgtat
tggtcatagce
gccggaagca
gcgttgeget
atcggccaac
actgactcge
gtaatacggt
cagcaaaagg
cccectgacg
ctataaagat
ctgcegetta
tgctcacgcect
cacgaacccce
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaaggacag
ggtagctctt
cagcagatta
tctgacgcetce
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat
cgggaggget
gctccagatt
gcaactttat
tcgceccagtta
tcgtegtttg
tceceecatgt
aagttggccg
atgccatceg
tagtgtatgce
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt
gcaaaaaagg
tattattgaa
tagaaaaata

<213> Secuencia artificial

cttgccageg
gcecggcecttte
ttacggcacc
ccctgataga
ttgtteccaaa
attttgggga
aattaattct
ggcagaagta
ggctcececcag
ccgeccctaa
catggctgac
ttccagaagt
gcttgtatat
gaacaagatg
gactgggcac
gggcgeccgyg
gaggcagcgc
gttgtcactg
ctgtcatctc
ctgcatacge
cgagcacgta
caggggcteg
gatctcgteg
ttttctggat
ttggctaccc
ctttacggta
ttcttctgag
cacgagattt
gggacgccgg
ccaacttgtt
caaataaagc
cttatcatgt
tgtttectgt
taaagtgtaa
cactgcccge
gcgeggggag
tgcgeteggt
tatccacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgttcagee
gacacgactt
taggeggtge
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatccet
cttggtctga
ttegttcatce
taccatctgg
tatcagcaat
ccgcctccat
atagtttgcg
gtatggcttc
tgtgcaaaaa
cagtgttatc
taagatgctt
ggcgaccgag
ctttaaaagt
cgctgttgag
ttactttcac
gaataagggc
gcatttatca
aacaaatagg
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ccctagegece
cccgtcaage
tcgaccccaa
cggtttttcg
ctggaacaac
ttteggecta
gtggaatgtg
tgcaaagcat
caggcagaag
ctcecgeccat
taattttttt
agtgaggagg
ccattttecgg
gattgcacgce
aacagacaat
ttetttttgt
ggctategtg
aagcgggaag
accttgctcce
ttgatccgge
ctcggatgga
cgccagccga
tgacccatgg
tcatcgactg
gtgatattgce
tcgeegetec
cgggactctg
cgattccace
ctggatgatc
tattgcaget
attttttteca
ctgtataccg
gtgaaattgt
agcctggggt
tttccagtcg
aggcggtttg
cgtteggetg
atcaggggat
taaaaaggcc
aaatcgacgc
tccecectgga
gtcecgeettt
cagttcggtg
cgaccgctge
atcgccactg
tacagagttc
ctgegetetg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgecce
ccccagtget
aaaccagcca
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagctcc
agcggttage
actcatggtt
ttctgtgact
ttgectecttge
gctcatcatt
atccagttcg
cagcgtttet
gacacggaaa
gggttattgt
ggttcecgege

cgectecttte
tctaaatcgg
aaaacttgat
ccctttgacg
actcaaccct
ttggttaaaa
tgtcagttag
gcatctcaat
tatgcaaagc
ccecgeccecta
tatttatgca
cttttttgga
atctgatcaa
aggttctceg
cggctgetet
caagaccgac
gctggccacg
ggactggctg
tgccgagaaa
tacctgeccca
agccggtett
actgttegece
cgatgecctge
tggeceggetg
tgaagagctt
cgattcgcag
gggttcgaaa
gccgecttet
ctccagegeg
tataatggtt
ctgcattcta
tcgacctceta
tatcegetca
gcctaatgag
ggaaacctgt
cgtattggge
cggcgagegyg
aacgcaggaa
gcgttgetgg
tcaagtcaga
agctcccteg
ctccettegg
taggtcgttc
gccttatceg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtagcg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca
tgactccceg
gcaatgatac
gccggaaggyg
aattgttgcc
gccattgcta
ggttcccaac
tcetteggte
atggcagcac
ggtgagtact
ccggegtcaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctcatgageg
acatttccce

124

gctttecttee
ggcatccctt
tagggtgatg
ttggagtcca
atctecggtct
aatgagctga
ggtgtggaaa
tagtcagcaa
atgcatctca
actccgecca
gaggccgagyg
ggcctagget
gagacaggat
gcecgettggg
gatgccgeceg
ctgtcecggtyg
acgggcgttce
ctattgggcg
gtatccatca
ttcgaccacc
gtcgatcagg
aggctcaagg
ttgccgaata
ggtgtggegg
ggcggcgaat
cgcatcgect
tgaccgacca
atgaaaggtt
gggatctcat
acaaataaag
gttgtggttt
gctagagett
caattccaca
tgagctaact
cgtgccagct
gctettecge
tatcagctca
agaacatgtg
cgtttttecca
ggtggcgaaa
tgcgctcetec
gaagcgtgge
gctccaagct
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttegg
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc
tcgtgtagat
cgcgagaccce
ccgagcgcag
gggaagctag
caggcatcgt
gatcaaggcg
ctcecgategt
tgcataattc
caaccaagtc
tacgggataa
cttcggggeg
ctegtgecace
aaacaggaag
tcatactctt
gatacatatt
gaaaagtgcc

3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7570



<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de cadena ligera de GFP-BoNT/A.

<400> 54

Ala
1
Glu
Gly
Thr
Cys

65

His
Thr
Lys
Asp
Tyr
145
Ile
Gln
Val
Lys
Thr
225
Gly
Pro
Gln
Ile
Pro
305
Tyr

Lys

Thr

Ser
Leu
Glu
Thr
50

Tyr
Asp
Ile
Phe
Phe
130
Asn
Lys
Leu
Leu
Asp
210
Ala
Gly
Val
Met
Pro
290
Pro
Leu

Leu

Ser

Lys
Asp
Gly
35

Gly
Gly
Phe
Phe
Glu
115
Lys
Ser
val
Ala
Leu
195
Pro
Ala
Gly
Asn
Gln
275
Glu
Pro
Ser

Phe

Ile

Gly
Gly
20

Asp
Lys
Val
Phe
Phe
100
Gly
Glu
His
Asn
Asp
180
Pro
Asn
Gly
Gly
Gly
260
Pro
Arg
Glu
Thr
Glu

340
val

Glu
5
Asp
Ala
Leu
Gln
Lys

85

Lys
Asp
Asp
Asn
Phe
165
His
Asp
Glu
Ile
Gly
245
Val
Val
Asp
Ala
Asp
325
Arg

Arg

Glu
val
Thr
Pro
Cys
70

Ser
Asp
Thr
Gly
val
150
Lys
Tyr
Asn
Lys
Thr
230
Pro
Asp
Lys
Thr
Lys
310
Asn

Ile

Gly

Leu
Asn
Tyr
Val
55

Phe
Ala
Asp
Leu
Asn
135
Tyr
Thr
Gln
His
Arg
215
His
Phe
Ile
Ala
Phe
295
Gln
Glu
Tyr

Ile

Phe
Gly
Gly
40

Pro
Ser
Met
Gly
Val
120
Ile
Ile
Arg
Gln
Tyr
200
Asp
Gly
VvVal
Ala
Phe
280
Thr
Val
Lys

Ser

Pro

ES 2770033 T3

Thr
His
25

Lys
Trp
Arg
Pro
Asn
105
Asn
Leu
Met
His
Asn
185
Leu
His
Met
Asn
Tyr
265
Lys
Asn
Pro
Asp
Thr

345
Phe

Gly
10

Lys
Leu
Pro
Tyr
Glu
90

Tyr
Arg
Gly
Ala
Asn
170
Thr
Ser
Met
Asp
Lys
250
Ile
Ile
Pro
vVal
Asn
330
Asp

Trp

Val
Phe
Thr
Thr
Pro
75

Gly
Lys
Ile
His
Asp
155
Ile
Pro
Thr
Val
Glu
235
Gln
Lys
His
Glu
Ser
315
Tyr

Leu

Gly

Vval
Ser
Leu
Leu
60

Asp
Tyr
Thr
Glu
Lys
140
Lys
Glu
Ile
Gln
Leu
220
Leu
Phe
Ile
Asn
Glu
300
Tyr
Leu

Gly

Gly

125

Pro
Val
Lys
45

Val
His
Val
Arg
Leu
125
Leu
Gln
Asp
Gly
Ser
205
Leu
Tyr
Asn
Pro
Lys
285
Gly
Tyr
Lys

Arg

Ser

Ile
Ser
30

Phe
Thr
Met
Gln
Ala
110
Lys
Glu
Lys
Gly
Asp
190
Ala
Glu
Asn
Tyr
Asn
270
Ile
Asp
Asp
Gly
Met

350
Thr

Leu
15

Gly
Ile
Thr
Lys
Glu
95

Glu
Gly
Tyr
Asn
Ser
175
Gly
Leu
Phe
Ile
Lys
255
Ala
Trp
Leu
Ser
Val
335

Leu

Ile

val
Glu
Cys
Leu
Arg
80

Arg
Val
Ile
Asn
Gly
160
vVal
Pro
Ser
val
Asp
240
Asp
Gly
Val
Asn
Thr
320
Thr

Leu

Asp
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355

Thr Glu
370
Asp Gly
385
Ser Ala

Leu Asn

Ser Pro

Leu
Ser
Asp
Leu

Asp

Lys Val

Tyr Arg

Ile

Ser

360
Asp Thr
375

Glu Glu

390

Ile Ile
405
Thr Arg
420

Phe Thr

435

Pro
450
Ala

Asn

Leu
465
Ile Asn

Met Ser

His Asp

Leu
His
Pro
Gly

Ala

Leu Gly

Glu Leu

Gln

Asn

Phe

Ala

Ile

Phe Glu

Gly Tyr
Phe
440
Lys

Gly

Gly
455

His Ala

470

Asn Arg
485
Leu Glu
500

Lys Phe

515

Tyr Tyr
530
Lys Ser
545
Phe Lys

Val Asp

Tyr Thr

Tyr
Ile
Glu
Lys

Glu

Asn Lys

Val Gly

Val

val

Ile

Phe

Thr

Phe Lys

Ser Phe

Ser
520
Asp

Asp

Lys
535

Thr Ala

550

Lys Tyr
565
Leu Lys
580

Asp Asn

595

Thr Tyr
610
Lys Val
625

Leu Ala

Phe Thr

Leu Cys

Leu
Asn
Ala
Lys

Val

Asn Phe

Tyr Thr

Leu
Phe
Phe
Asp

Ile

Leu Ser

Asp Lys

Val Lys
600
Lys Ala
615

Tyr Asp

630

Phe
645
Lys

Asn

Leu
660

Arg Gly

675

<210> 55
<211> 6259
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Asn

Asn

Ile

Gly Gln

Phe Thr

Ile Thr

680

ES 2770033 T3

Asn Cys Ile
Leu
395

Ser

Leu Asn

Cys Lys
410
Ser

Gly Thr

425
Glu

Glu Ser

Phe Ala Thr

Gly His Arg

475

Val Asn Thr
490

Glu Glu

505

Leu

Leu

Gln Glu

Ile Ala Ser
Gln
555

Thr

Ser Leu

Glu Asp
570
Leu Tyr
585

Phe

Lys

Phe Lys

Val Phe Lys

Phe Asn
635
Glu

Gly

Thr
650
Leu

Asn
Gly Phe
665

Ser Lys

<223> constructo de expresion pQBI-25/GFP.

<400> 55

gacggatcgg
ccgcatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
catatcataa
gattattgac
tggagttccg
ccecgeccatt
attgacgtca
atcatatgcc
atgcccagta

gagatctcce
aagccagtat
ttaagctaca
gcegttttgeg
tatgtacatt
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgccc
catgacctta

gatcccctat
ctgctecectg
acaaggcaag
ctgcttegee
tatattggct
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactttce

ggtcgactcet
cttgtgtgtt
gcttgaccga
tcgaggectg
catgtccaac
ttacggggtc
atggccegec
ttcececatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca

365
Asn Val
380
Val Ile

Phe Gly

Gln Tyr

Ile

Ile

His

Ile

Gln Pro
Pro
400
val

Gly

Glu
415

Arg Phe

430

Glu
445
Pro

Leu

Asp
460
Leu Tyr

Asn Ala

Arg Thr

Val
Ala
Gly
Tyr

Phe

Asp Thr

Val Thr

Ile Ala
480
Tyr Glu
495

Gly Gly

510

Glu
525
Leu

Asn

Thr
540
Tyr Met

Ser Gly

Met Leu

Phe
Asn
Lys
Lys

Thr

Arg Leu

Lys Ala
Val
560
Ser

Asn

Phe
575

Glu Ile

590

Val Leu
605
Ile Asn
620
Leu Arg

Ile Asn

Glu Phe

Asn
Ile
Asn
Asn

Tyr

Arg Lys

Val Pro

Thr Asn
640
Met Asn
655

Lys Leu

670

cagtacaatc
ggaggtcget
caattgcatg
gccattgcat
attaccgcca
attagttcat
tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggcece
gtacatctac

126

tgctctgatg
gagtagtgcg
aagaatctgce
acgttgtatc
tgttgacatt
agcccatata
cccaacgacce
gggactttcce
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtca

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



tcgetattac
actcacgggg
aaaatcaacg
gtaggcgtgt
cctggagacg
tcegegggece
ctcagcaagce
cactggagtt
tgtcagtgga
cactactggce
tcaatgcttt
gcccgaaggt
acgtgctgaa
tgacttcaag
caatgtatac
ccacaacatt
tggcgatgge
gaaagatccc
gattacacat
ttggcectat
cttectagttg
gtgeccactee
ggtgtcattc
acaatagcag
gctggggcte
tggtggttac
ctttecttecee
gcatccettt
agggtgatgg
tggagtccac
tcteggteta
atgagctgat
gtgtggaaag
agtcagcaac
tgcatctcaa
ctecegeccag
aggccgaggce
gcctaggett
agacaggatg
ccgcttgggt
atgccgeegt
tgtccggtge
cgggcgttece
tattgggcga
tatccatcat
tcgaccacca
tcgatcagga
ggctcaagge
tgccgaatat
gtgtggcgga
gcggegaatg
gcatcgeett
gaccgaccaa
tgaaaggttg
ggatctcatg
caaataaagc
ttgtggtttg
ctagagcttg
aattccacac
gagctaactc
gtgccagetg
ctectteeget
atcagctcac

catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
ccatccacge
accatggagg
ttegegaatt
gtcccaatte
gagggtgaag
aaactgcectg
tcaagatacc
tatgtacagg
gtcaagtttg
gaagatggca
atcatggcag
gaagatggaa
cctgtecttt
aacgaaaaga
ggcatggatg
tctatagtgt
ccagccatct
cactgtccett
tattctgggg
gcatgctggg
tagggggtat
gcgcagegtg
ttcctttete
agggtteccga
ttcacgtagt
gttctttaat
ttcttttgat
ttaacaaaaa
tccccagget
caggtgtgga
ttagtcagca
ttcecgeccat
cgectetgee
ttgcaaaaag
aggatcgttt
ggagaggcta
gttcecggetg
cctgaatgaa
ttgcgcagct
agtgccgggg
ggctgatgca
agcgaaacat
tgatctggac
gcgcecatgece
catggtggaa
ccgctatcag
ggctgaccge
ctatcgeett
gcgacgccca
ggcttcggaa
ctggagttct
aatagcatca
tccaaactca
gcgtaatcat
aacatacgag
acattaattg
cattaatgaa
tcctegetcea
tcaaaggcgg

cggttttgge
ctccacccca
aaatgtcgta
gtctatataa
tgttttgace
gceeggttac
cgggaggcgg
ttgttgaatt
gtgatgcaac
ttccatggece
cggatcatat
aaaggaccat
aaggtgatac
acattctggg
acaaacaaaa
gcgttecaact
taccagacaa
gagaccacat
aactgtacaa
cacctaaatg
gttgtttgee
tcctaataaa
ggtggggtgg
gatgcggtgg
ccccacgege
accgctacac
gccacgtteg
tttagtgett
gggccatcge
agtggactct
ttataaggga
tttaacgcga
ccccaggcag
aagtccccag
accatagtcc
tecteegecee
tctgagcectat
ctecececgggag
cgcatgattg
ttcggctatg
tcagcgcagg
ctgcaggacg
gtgctcgacg
caggatctce
atgcggecgge
cgcatcgage
gaagagcatc
gacggcgagg
aatggccgcet
gacatagcgt
ttecctegtge
cttgacgagt
acctgeccatce
tegtttteeg
tecgeeccacce
caaatttcac
tcaatgtatc
ggtcatagct
ccggaagcat
cgttgegete
tcggeccaacg
ctgactcget
taatacggtt
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agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccgce
gcagagctcg
tccatagaag
cggtaccgga
aggtggagct
agatggtgat
atacggaaaa
aacactagtc
gaaacggcat
cttcttcaaa
ccttgttaat
acacaaattg
gaatggaatc
agcagaccat
ccattacctg
ggtccttett
catcgatgga
ctagagctcg
cctececeegt
atgaggaaat
ggcaggacag
gctctatgge
cctgtagegg
ttgccagege
ccggcetttee
tacggcacct
cctgatagac
tgttccaaac
ttttggggat
attaattctg
gcagaagtat
gctccceccage
cgcccctaac
atggctgact
tccagaagta
cttgtatatce
aacaagatgg
actgggcaca
ggcgeccggt
aggcagcgceg
ttgtcactga
tgtcatctca
tgcatacget
gagcacgtac
aggggctcge
atctcgtcegt
tttctggatt
tggctacccg
tttacggtat
tcttetgage
acgagatttc
ggacgccgge
caacttgttt
aaataaagca
ttatcatgtc
gtttcctgtg
aaagtgtaaa
actgcccget
cgcggggaga
gcegeteggte
atccacagaa

tgggcgtgga
tgggagtttg
cccattgacg
tttagtgaac
acaccgggac
tccagatatce
agcaaaggag
gttaacggce
cttaccctga
actactctgt
gactttttca
gatgacggca
agaatcgagt
gaatacaact
aaagtgaact
tatcaacaaa
tccacacaat
gagtttgtaa
ggcggaggtg
ctgatcagce
gcctteettg
tgcatcgeat
caagggggag
ttctgaggeg
cgcattaagc
cctagegece
ccgtcaagct
cgaccccaaa
ggtttttege
tggaacaaca
ttcggectat
tggaatgtgt
gcaaagcatg
aggcagaagt
tccgeccatce
aatttttttt
gtgaggaggc
cattttecgga
attgcacgca
acagacaatc
tctttttgte
gctatcgtgg
agcgggaagg
ccttgeteet
tgatcecgget
tcggatggaa
gccagccgaa
gacccatgge
catcgactgt
tgatattgcet
cgecegetecee
gggactctgg
gattccaccg
tggatgatce
attgcagcett
tttttttcac
tgtataccgt
tgaaattgtt
gcctggggtg
ttccagtcegg
ggcggtttge
gtteggetge
tcaggggata

127

tagcggtttg
ttttggcacc
caaatgggcg
cgtcagatcg
cgatccagcece
tgggcggecg
aagaactctt
acaagttctc
agttcatctg
gctatggtgt
agagtgccat
actacaagac
taaaaggtat
ataactcaca
tcaagaccceg
atactccaat
ctgcccttte
cagctgctgg
gatgaacgcg
tcgactgtge
accctggaag
tgtctgagta
gattgggaag
gaaagaacca
gcggcgggtyg
gctecttteg
ctaaatcggg
aaacttgatt
cctttgacgt
ctcaacccta
tggttaaaaa
gtcagttagg
catctcaatt
atgcaaagca
ccgcccctaa
atttatgcag
ttttttggag
tctgatcaag
ggttcteegg
ggctgctetg
aagaccgacc
ctggccacga
gactggctgc
gccgagaaag
acctgcccat
gceggtettg
ctgttcgeca
gatgcctget
ggccggetgg
gaagagcttg
gattcgcage
ggttcgaaat
ccgectteta
tccagcgegg
ataatggtta
tgcattctag
cgacctctag
atccgctcac
cctaatgagt
gaaacctgtc
gtattgggcg
ggcgageggt
acgcaggaaa

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
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gaacatgtga
gttttteccat
gtggcgaaac
gcgctctect
aagcgtggceg
ctccaagcectg
taactatcgt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttcgga
tggttttttt
tttgatcttt
ggtcatgaga
taaatcaatc
tgaggcacct
cgtgtagata
gcgagaccca
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcatcgtg
atcaaggcga
tccgategtt
gcataattct
aaccaagtca
acgggataat
ttcggggcga
tegtgecacce
aacaggaagg
catactcttc
atacatattt
aaaagtgcca

<210> 56

<211> 245
<212> PRT

gcaaaaggcc
aggctccgece
ccgacaggac
gttececgacce
ctttctcaat
ggctgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaagc
tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagcga
actacgatac
cgctcaccgg
agtggtcctg
gtaagtagtt
gtgtcacgect
gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtca
ttctgagaat
accgcgcecac
aaactctcaa
aactgatctt
caaaatgccg
ctttttcaat
gaatgtattt
cctgacgtce

<213> Secuencia artificial

<220>

agcaaaaggc
ccecctgacga
tataaagata
tgcecgettac
gctcacgetg
acgaacccce
acccggtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagctcttg
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac
atgagtaaac
tctgtctatt
gggagggctt
ctccagattt
caactttatc
cgccagttaa
cgtegtttgg
cccccatgtt
agttggcecge
tgccatcegt
agtgtatgcg
atagcagaac
ggatcttacc
cagcatcttt
caaaaaaggg
attattgaag
agaaaaataa
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caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggcgttt
cggatacctg
taggtatctc
cgttcagccecce
acacgactta
aggcggtget
atttggtatc
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
ttggtctgac
tcgttcatce
accatctgge
atcagcaata
cgcctccatce
tagtttgcge
tatggcttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
aagatgcttt
gcgaccgagt
tttaaaagtg
gctgttgaga
tactttcace
aataagggcg
catttatcag
acaaataggg

<223> Secuencia de aminoacidos de GFP.

<400> 56
Ala Ser
1
Glu Leu

Gly Glu

Thr Thr
50
Cys Tyr
65
His Asp

Thr Ile

Lys Phe

Lys
Asp
Gly
35

Gly
Gly
Phe

Phe

Glu

Gly Glu
5
Gly Asp
20
Asp Ala

Lys Leu

Val Gln

Glu
val
Thr
Pro

Cys

Leu Phe

Asn Gly

Tyr Gly
40
Val Pro
55

Phe Ser

70

Phe Lys
85
Phe Lys
100

Gly Asp

115

Phe
130
Asn

Asp

Tyr
145

Lys

Ser

Glu Asp

His Asn

Ser
Asp
Thr
Gly

Val

Ala Met

Asp Gly
Val
120
Ile

Leu

Asn
135

Tyr Ile

150

Thr Gly
10
His Lys
25
Lys Leu

Trp Pro

Arg Tyr
75
Glu
90
Tyr

Pro

Asn
105
Asn Arg

Leu Gly

Met Ala

Vval
Phe
Thr
Thr
Pro
Gly
Lys
Ile
His

Asp

aaaaaggccg
aatcgacgcet
cccecctggaa
tcegecttte
agttcggtgt
gaccgctgeg
tcgeccactgg
acagagttct
tgcgectetge
caaaccaccg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgcct
cccagtgetg
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
ttcagctceg
gcggttaget
ctcatggtta
tctgtgactg
tgctecttgee
ctcatcattg
tccagttcga
agcgtttcetg
acacggaaat
ggttattgtc
gttcecgegea

Val Pro

Ser Vval

Ile

Ser

cgttgctgge
caagtcagag
gctcectegt
tcecctteggg
aggtcgttcg
ccttatcecgg
cagcagccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagegg
aagaagatcc
aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactccccegt
caatgatacc
ccggaagggce
attgttgccg
ccattgctac
gttcccaacg
cctteggtcee
tggcagcact
gtgagtactc
cggcgtcaat
gaaaacgttc
tgtaacccac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagcgg
catttccccg

Leu Val
15

Gly Glu

30

Leu Lys
45
Leu Val
60
Asp His

Tyr Val

Thr Arg

Phe

Thr

Met

Gln

Ala

Ile Cys

Thr Leu

Lys Arg
Glu
95

Glu

Arg

Val

110

Glu Leu
125
Lys Leu
140

Lys Gln

155

128

Lys
Glu

Lys

Gly Ile

Tyr Asn

Asn Gly

160

4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6259
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30

35

40

45

50
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Ile Lys Val Asn Phe Lys Thr Arg His Asn Ile Glu
165 170
Gln Leu Ala Asp His Tyr Gln Gln Asn Thr Pro Ile
180 185
Val Leu Leu Pro Asp Asn His Tyr Leu Ser Thr Gln
195 200
Lys Asp Pro Asn Glu Lys Arg Asp His Met Val Leu
210 215 220
Thr Ala Ala Gly Ile Thr His Gly Met Asp Glu Leu
225 230 235
Gly Gly Gly Gly Gly
245

<210> 57

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Espaciador flexible de espaciador G
<400> 57
Gly Gly Gly Gly
1

<210> 58

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Espaciador flexible de espaciador G

<400> 58
Gly Gly Gly Gly Ser
1 5

<210> 59

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Espaciador flexible de espaciador A

<400> 59
Ala Ala Ala Ala
1

<210> 60

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Espaciador flexible de espaciador A

<400> 60

Ala Ala Ala Ala Val
1 5
<210> 61

<211> 3359

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 61

129

Asp
Gly
Ser
205

Leu

Tyr

Gly
Asp
190
Ala
Glu

Asn

Ser
175
Gly
Leu

Phe

Ile

Val
Pro
Ser
Val

Asp
240



gtcgaggtge
gggggtgtgg
gtgggacttc
tgggaaagag
gctgetgegt
tgctcgactg
gttgcagaag
gcgeegttcet
cccaaccaca
cceccteggge
ctggggaact
aatatttaca
cagggcacgg
attgccattg
gatcgctatg
gcccaggetg
atcatgggct
cctcaggatt
cccgtgeteg
ctgctctegg
gtggtagtgg
gggctggggyg
ctgggctacg
aaggcctgcet
gaccgcegtge
ccgeggeceg
tctacgccca
ctgagcatcc
ggaggaccta
acagactaaa
agctgacatg
tgtgactctt
ggaggagcag
gggctccage
tgccecgggaa
tgccacctgg
aaagtgtcca
gccgcaccte
ttgactctgg
ccctccageg
tgtggggcag
aagtggaggc
ggggtcccca
tcagtggecg
agagtcctge
cctgagettg
cctggcaggg

gggttggggg
acccttectg

agatgaacta
gccaggtaac
agcctgggcet
tcatgctgtce
agttttettg
gtatttatgc

tggggtaatg

<210> 62
<211> 1134
<212> ADN

tcatagtgga
ccgtggeccee
cacgacagtg
gaggctgcetg
ctggtctgge
ccagccggcet
taccgtacag
gggaggttat
gtctgetgee
tcaaggtcac
gccttgtceat
tctttaacct
acatcctcct
actactacaa
tagccatctg
tcaatgtgge
cggcacaggt
actggggccc
tcatctctgt
gctcccgaga
ctgtgttegt
ttcagcecgag
tcaacagctg
tcecgecaagtt
gcagcattgce
catgactagg
acacagagct
agagcctggg
gtgacatcat
gctgecectcee
ctggtggacg
ggcctctcetg
cagctgtgtc
tgccttcage
gtgcagcagg
aggacttgcc
ggtgggggct
tgaaggtttt
gcccaaccece
gtgcaatgaa
gtgtctcagg
ctcgttttec
catcctecca
tgctgtgttg
tctggggacg
ctgcccaacg
cttgcttgag
gggggcgtct
gtctacagat
ttaaaagacc
ctaccttagg
gctcctectg
tccatgacgt
ccaaggcgag
atgtggcaag
aaaaaggacc

<213> Homo sapiens

<400> 62

gccetggetce
cgactctget
gaggcacgag
caaaggaccg
gtctgctgag
gagggcgggg
agtggatttg
ctacggcagce
cccgcecatcetg
catcgtgggg
gtacgtcatc
ggccctggece
gggcttetgg
catgttcacc
ccaccccate
catctgggee
cgaggatgaa
ggtgtttgee
ctgctacage
gaaggaccgg
gggctgetgg
cagcgagact
cctcaaccce
ctgctgtgeca
caaggacgtg
cgtggacctg
cacacaggtc
atgggcectttt
gggacaggtc
tggtgcaggg
gccgtgactg
ctgctgegtt
atcctgtgee
cctgtgacgt
cagcttttcet
tgtteccgact
ggcagtccct
ctgtgtgcetg
catttcecctt
ctatcatgcet
acgaaggcgce
tggtcttgac
aggctcccecet
cgggggaagc
cctgettcat
ggaggatggce
ccaaactgca
gtacctcagg
ggaagctgca
tgcaacattg
cacctgcaaa
ctctggggag
ctgtggcagg
gtgttttgtg
cgttacttce
ctaataaaca
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ccgggeggac
cggcggggec
agctgggcecce
atcggcggcet
aagatcctct
gtctccacgg
cagggcagtg
caccttcagg
ctgctcaatg
ctctacctgg
ctcaggcaca
gacactctgg
ccgtttggga
agcaccttca
cgtgceccteg
ctggcectetg
gagatcgagt
atctgcatct
ctcatgatcc
aacctgcgge
acgcctgtec
gccgtggeca
atcctctacg
tctgecectge
gccctggect
cccatggtge
actgctctcet
ccetgtggge
aaagcattag
ccgaggggac
gagcccgtge
ggcagaaccce
ccccatgtge
ctecctcaggg
ttggggtggg
ccacctgtge
ggctgcagac
cacggtgcag
caggagacca
gtggaccgtc
cgcgtgacca
tgctctgttt
cacagcctct
tgtgtggaag
ttacaagcct
ttcacagcag
aaggctgtgg
ggatgccccg
ggttggtgac
aaaaaactca
gaacaggaag
tctaggeegt
agtccctgag
aatctgtgcet
tgtgcacgta
cctgetecact

ggagccgcac
gttcectgett
catatgctge
tecgggetgece
tctaccctge
tggtcccage
gcatggagcc
gcaacctgtce
ccagccacgg
ccgtgtgtgt
ccaaaatgaa
tcctgetgac
atgcgctgtg
ccctaactge
acgtccgcac
ttgtcggtgt
gcctggtgga
tcctettete
ggcggctceeg
gcatcactcg
aggtcttcgt
ttctgegett
ccttectgga
gccgggacgt
gcaagacctc
ctgtcagccece
aggcggacac
cagggatgct
ggccacctcce
acaaggacct
ccctecectece
tgggtgggca
tgtgtgetgt
cagctggaca
acttgccctg
agccggggcece
cccgagetgg
gcctcatccece
gcgagaggcece
aacccagccce
catgggcagc
gggtgggaga
cctttgettg
gagaagctgg
caagatggct
agccagcatg
tggctgtgag
ctgtggtcac
tttgcaaatg
ttttttccac
tgatggetgt
ggggactgtt
gacgggagct
gatgtaatgt
gccagccectg
ggctgggtat
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ggtagtagat
tgccatcegt
ttgcccaget
ggctcactceg
tctgcacctg
tcccaaggag
cctetteccee
cctectgage
cgeccttectg
cggagggctc
gacagccacce
gctgecectte
caagacagtc
catgagtgtg
gtccagcaaa
tcecegttgee
gatccctacce
cttcategtce
tggagtccge
gctggtgcetg
gctggcccaa
ctgcacggcec
tgagaacttc
gcaggtgtct
tgagacggta
gcagagccca
accctgggec
cggtcccaga
atggccccag
acctggaagc
ccgtgettea
ggcacccgga
ttgcatggca
ggcttggcac
agcttggagce
accccaggag
ccctgggceca
tgactgcagce
ctggcccatt
tgcttctcag
tctgttcaca
agattctctg
aagccagagg
tggccacage
ctgtgtaggg
aggggtgggg
gacactgcgg
ccagagaatc
cacttcctac
caaaaccttg
ctcgcaacag
ctggggaggc
gcctagcectac
gcaccttcac
ggtctgtctce
tcttegtaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3359
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15

ttgcagggca
agccaccttc
ctgctgecteca
gggctctacce
aaaatgaaga
ctgctgacge
gcgetgtgea
ctaactgcca
gtccgcacgt
gtecggtgtte
ctggtggaga
ctettetect
cggctcegtg
atcactcgge
gtcttegtge
ctgcgettet
ttcetggatg
cgggacgtge
aagacctctg

<210> 63
<211> 1774
<212> ADN

gtggcatgga
agggcaacct
atgccagcca
tggcegtgtg
cagccaccaa
tgceccttceca
agacagtcat
tgagtgtgga
ccagcaaagc
ccgttgecat
tccectacece
tcatcgtccece
gagtccgect
tggtgctggt
tggcccaagg
gcacggccct
agaacttcaa
aggtgtctga
agacggtacc

<213> Homo sapiens

<400> 63

ccgaggagcce
ccgggggctg
ggccggggceg
cgtecggatcce
ccatggaacc
cggacgccta
cgcggagege
gcgceegtggg
tgaagacggc
gcacgctgece
tctgcaaggce
ccatgatgag
gcacgcctge
gcgtgceccat
tccagttecce
tecgecettegt
tgcgcagtgt
cgcgcatggt
tcgtcatcegt
tgcacctgtg
tecctegacga
cagaccccag
gcaccccgte
gagcgeccecet
atgtggagtg
ggagacggga
aggacagatc
gcgggaaagce
aaacagggca
ggagccggac

<210> 64
<211> 1773
<212> ADN

tgecggetget
ggccggtgeg
cggcagecgg
ccgegeccag
ggccccctee
ccctagegec
ctegtececte
gctgetggge
caccaacatc
ttteccagagt
tgtgctctce
tgttgaccge
caaggccaag
catggtcatg
cagccccage
ggtgcccatce
gcgectgetg
gctggtggtt
ctggacgctg
catcgcgcetg
gaacttcaag
cagcttcagce
cgatggtccc
ccctagtgac
gggcagtaga
ccgggecget
aatggcgcag
cagtgactcc
tctccaggaa
tttcggagtt

<213> Homo sapiens

<400> 64

gcccectette
gtccctectg
cggcgectte
tgtcggaggg
tatttacatc
gggcacggac
tgccattgac
tcgctatgta
ccaggctgte
catgggctcg
tcaggattac
cgtgcetegte
gctctcggge
ggtagtggcet
gctgggggtt
gggctacgtc
ggcctgette
ccgegtgege
gcggceccgea

cctggctcac
ggcggcgagg
cggcgtceggg
ggcgcacggt
gccggcgcecg
tgccccageg
gccctggcaa
aacgtgcttg
tacatcttca
gccaagtacce
atcgactact
tacatcgetg
ctgatcaaca
gctgtgacce
tggtactggg
ctcatcatca
tecgggcecteca
gtgggcgect
gtggacatcg
ggctacgcca
cgctgettee
cgcgeccgeg
ggcggtggeg
ccggaggeca
aggtcggagg
agatgggcat
tgcctectggt
aggagaggag
ggcggggcett
gggggtcegg
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ccecgegecgt
agccccaacce
ctgccecteg
ctcectgggga
tttaacctgg
atcctcctgg
tactacaaca
gccatctgee
aatgtggcca
gcacaggtcg
tggggccegg
atctectgtet
tcccgagaga
gtgttegtgg
cagccgagca
aacagctgcce
cgcaagttct
agcattgcca
tgactaggcg

agcgctcecgg
caggcggacg
gcegeggect
ggagagggac
agctgcagcc
ctggcgccaa
tcgeccatcac
tcatgttcgg
acctggectt
tgatggagac
acaatatgtt
tctgeccaccee
tctgtatctg
gtccececggga
acacggtgac
ccgtgtgeta
aggagaagga
tcgtggtgtg
accggcgega
atagcagcct
gccagctcetg
aagccacggc
ctgecegectg
catgagtccece
cttgggaccg
ggggtgggcc

ctgggtgceccec
cgggacctgt

caaccttgag
gecce

tctgggaggt
acagtctgcet
ggctcaaggt
actgccttgt
ccctggecga
gcttetggee
tgttcaccag
accccatccg
tctgggecect
aggatgaaga
tgtttgccat
gctacagect
aggaccggaa
gctgetggac
gcgagactge
tcaaccccat
gctgtgcatc
aggacgtggc
tggacctgcce

gcgaggagag
aggcgcagag
ctgecttgee
gcggcggage
cccgcetette
tgcgtcgggg
cgcgctctac
catcgtcecgg
agccgatgeg
gtggccette
caccagcatc
tgtcaaggcce
ggtcctggece
cggggcagtg
caagatctgc
tggcctcatg
ccgcagectg
ttgggcgececce
cccgetggtg
caaccccgtg
ccgcaagccce
ccgcgagegt
accaggccat
agtgggagge
ccagatgggg
tectggtttgg
cgtccacgge
ggctctacaa
acagcttcgg

131

tatctacgge
gcccccgceat
caccatcgtg
catgcacacc
cactctggtc
gtttgggaat
caccttcacc
tgccctcegac
ggcctetgtt
gatcgagtge
ctgcatcttc
catgatcecgg
cctgeggege
gcctgtcecag
cgtggccatt
cctctacgee
tgcecetgege
cctggectge
catg

cgggcggacg
acagcggggce
gctceecteg
cggcecggeag
gccaacgcect
ccgeccaggceg
tcggecegtgt
tacactaaga
ctggccacca
ggcgagcetge
ttcacgctca
ctggacttcec
tcaggcgttg
gtgtgcatge
gtgttcctet
ctgctgegece
cggcgcatca
atccacatct
gtggctgege
ctctacgett
tgecggecgece
gtcaccgect
ccggeccceca
gcgagcecatyg
cctectgttte
ggcgaggcag
tctaggtggg
ctgagtcctt
tttctaactt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1134

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1774
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15

ccgaggagcece
gggggctggg
ccggggcgceg
gatccceegeg
cggecccecte
accctagege
cctegtecect
ggctgctggg
ccaccaacat
ctttccagag
ctgtgctcte
gtgttgaccg
ccaaggccaa
tcatggtcat
ccagccccag
tggtgcccat
tgcgectget
tgctggtggt
tctggacget
gcatcgeget
agaacttcaa
gcagcttcag
ccgatggtce
ccctagttgt
tggggccagt
acgggaccgg
cagatcaatg
ggaaagccag
cagggcatct
gccggacttt

<210> 65
<211> 1154
<212> ADN

tgecgetgete
ccggtgcggg
gcacgcggceg
cccaggcagce
cgcecggegec
cttcececcage
cgccctggea
caacgtgctt
ctacatcttc
tgccaagtac
catcgactac
ctacatcget
gctgatcaac
ggctgtgace
ctggtactgg
cctcatcatc
gtcgggctecce
tgtgggcgece
ggtggacatc
gggctacgece
gcgetgette
ccgegeccge
cggcggtgge
acceggagge
agataggtcg
gcegcetagat
gcgcagtgece
tgactccagg
ccaggaaggc
cggagttggg

<213> Homo sapiens

<400> 65

atggactccce
tgcectgeccece
agcgccggcet
atcatcacgg
atgttcgtga
ctggctttgg
atgaattcct
aacatgttca
tgccaccecg
tgcatctggce
gtcagggaag
tggtgggace
atcatcatcg
ggctcccgag
gcagtcttcg
agcacctcce
accaacagta
ttccgggact
cgaaatacag
tgactagtcg

<210> 66
<211> 1143
<212> ADN

cgatccagat
ccaacagcag
cggaggacgc
cggtctactce
tcatccgata
cagatgcttt
ggccettttgg
ccagcatctt
tgaaggcttt
tgctgtegte
acgtcgatgt
tcttcatgaa
tctgctacac
agaaagatcg
tcgtetgetg
acagcacagc
gcctgaatcece
tctgetttee
ttcaggatcc

tgga

<213> Homo sapiens

<400> 66

ctggctcaca
cggcgaggcea
ggtcggggece
cggtggagag
gagctgcagce
gctggecgeca
atcgccatca
gtcatgttcg
aacctggcecct
ctgatggaga
tacaatatgt
gtctgeccacce
atctgtatct
cgteeceecggy
gacacggtga
accgtgtgcet
aaggagaagg
ttcgtggtgt
gaccggcgeg
aatagcagcc
cgccagetcet
gaagccacgg
gctgecgect
cacatgagte
gagggctttg
gggcatgggg
tctggtectgg
agaggagcgg
ggggcttcaa
gggtccgggg

cttececgeggg
cgecectggttt
gcagctggag
cgtagtgttce
cacaaagatg
agttactaca
ggatgtgcetg
caccttgacc
ggacttcege
atctgttgge
cattgagtgce
gatctgegte
cctgatgatce
caacctgegt
gactcccatt
tgctctetee
cattctctac
actgaagatg
tgcttacctg
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gcgctcceggyg
ggcggacgag
ggcctetgee
ggacgcggcg
cccecgetcett
atgcgtcggg
ccgegcectceta
gcatcgtcceg
tagccgatge
cgtggccctt
tcaccagcat
ctgtcaaggce
gggtcctgge
acggggcagt
ccaagatctg
atggcctcat
accgcagcct
gttgggcgec
acccgcetggt
tcaaccccegt
gccgcaagcece
cccgegageg
gaccaggcca
ccagtgggag
ggaccgccag
tgggcctctg
gtgcccccegt
gacctgtgge
ccttgagaca
cce

gagccgggcece
cccggetggg
cccgegeaca
gtcgtgggcet
aagacagcaa
accatgccct
tgcaagatag
atgatgagcg
acacccttga
atctctgcaa
tccttgecagt
ttcatctttg
ctgcgtctcea
aggatcacca
cacatattca
agctattact
gccetttettg
aggatggagc
agggacatcg

cgaggagagc
gcgcagagac
ttgcegcetee
gacgccggea
cgccaacgcece
gccgecagge
ctcggecegtg
gtacactaag
gctggccace
cggcgagcetg
cttcacgcte
cctggactte
ctcaggcgtt
ggtgtgcatg
cgtgttccte
gctgetgege
gcggegeatce
catccacatc
ggtggctgeg
gctctacget
ctgecggeege
tgtcaccgee
tcecggeccece
gcgegageca
atggggcctce
gtttggggcg
ccacggcectct
tctacaactg
gcttecggttt

ctacctgcege
ccgagcecccga
tctecececegge
tggtgggcaa
ccaacattta
ttcagagtac
taatttccat
tggaccgcta
aggcaaagat
tagtccttgg
tcccagatga
ccttegtgat
agagcgtccg
gactggtcect
tcctggtgga
tctgecatcge
atgaaaactt
ggcagagcac
atgggatgaa

132

gggcggaccg
agcggggcgg
cctegegteg
gccatggaac
tcggacgecet
gcgcggageg
tgcgeegtgg
atgaagacgg
agcacgctgce
ctctgcaagg
accatgatga
cgcacgcctg
ggcgtgeccca
ctccagttee
ttecgectteg
ctgcgcagtg
acgcgcatgg
ttcgtcatcg
ctgcacctgt
ttcectegacyg
ccagacccca
tgcacccegt
agacgcccct
tgatgtggag
tgtttcggag
aggcagagga
aggtggggcg
agtccttaaa
ctaacttgga

cccgagegece
cagcaacggc
catcceggtce
ctcgetggtce
catatttaac
ggtctacttg
tgattactac
cattgcecgtg
catcaatatc
aggcaccaaa
tgactactcc
ccctgtecte
gctecetttet
ggtggtggtg
ggctctgggg
cttaggctat
caagcggtgt
tagcagagtc
taaaccagta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1773

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1154



atggaatccce
tgcectgecece
agcgccggcet
atcatcacgg
atgttcgtga
ctggectttgg
atgaattcct
aacatgttca
tgccaccceeg
tgcatctgge
gtcagggaag
tggtgggacc
atcatcatcg
ggctececegag
gcagtcttcg
agcacctcce
accaacagta
ttccgggact
cgaaatacag
tga

<210> 67
<211> 2738
<212> ADN

cgattcagat
ccaacagcag
cggaggacgc
cggtctacte
tcatccgata
cagatgettt
ggccttttgg
ccagcatctt
tgaaggcttt
tgctgtegte
acgtcgatgt
tcttcatgaa
tctgctacac
agaaagatcg
tcgtctgetg
acagcacagc
gcctgaatcce
tctgetttece
ttcaggatcc

<213> Homo sapiens

<400> 67

cctgtaaaga
ttcatttgga
atgcctgcac
aagcagccgg
attgccecctt
gctctgagat
ggttgctaca
atgtttcctg
gcagcacaag
ccagtgaaga
cctececttee
cagccaggac
ctgaggcgcet
gceceggeegt
atgccttgge
cccacttaga
gagacagcct
ccetcetacte
ttgtcagata
cagatgcctt
ggccatttgg
ccagcatatt
tcaaggcctt
tcctetette
gttccataga
agatctgtgt

aaatgatgag
agaaaatact
taagtttgca
gtcagacagg
tctcctacaa
gatagaaaag
tgcaataaat
gaaacctgga
gcacaatgct
gacctactcce
agcctccgaa
tggtttctgt
tggaacccga
cagtaccatg
gtactcaagt
tggcaacctg
gtgccctceceg
catecgtgtge
caccaagatg
agccaccagt
aaccatcctt
caccctcetge
agatttcecgt
agccattggt
ttgtacacta
tttcatctte

cttececgeggg
cgcctggttt
gcagctggag
cgtagtgtte
cacaaagatg
agttactaca
ggatgtgctg
caccttgacce
ggacttcecge
atctgttgge
cattgagtgce
gatctgegte
cctgatgatc
caacctgegt
gactcccatt
tgctctectee
cattctctac
actgaagatg
tgcttacctg

ggctaaatcc
cctectgaget
tcctgaaaac
cttctggatt
acaagagaat
ggctcctget
gtaattctat
gcacagaact
gaaatagcat
ttggatcgcet
tececegeatgg
aagaaacagc
aaagtctcgg
gacagcagcg
tgctccceccag
tccgacceat
accggcagtce
gtggtgggge
aagactgcca
accctgcecect
tgcaagatag
accatgagtg
actccccgaa
cttectgtaa
acattctctc
gccttecatta
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gagccgggcece
cceggctggg
cccgegeaca
gtegtggget
aagacagcaa
accatgccct
tgcaagatag
atgatgagcg
acacccttga
atctctgcaa
tcecttgeagt
ttcatctttg
ctgecgtcetcea
aggatcacca
cacatattca
agctattact
gcectttettg
aggatggagc
agggacatcg

atcagcacca
caaaggaagt
tcactggaag
cagtgtgtgg
tcggtcaagt
tttcctgtaa
gagaaggacc
ctgatatcct
ggtccaggat
ttgcgcaaaa
cccacgcetee
aggagctgtg
tgctectgge
ctgcececcac
cacccagccce
gcggtccgaa
cctccatgat
tetteggaaa
ccaacatcta
tccagagtgt
tgatctccat
ttgatcgata
atgccaaaat
tgttcatgge
atccaacctg
tgccagtget

ctacctgege
ccgagcccga
tcteceecegge
tggtgggcaa
ccaacattta
ttcagagtac
taatttccat
tggaccgcta
aggcaaagat
tagtccttgg
tcccagatga
ccttegtgat
agagcgtcceg
gactggtccet
tcctggtgga
tctgcatcge
atgaaaactt
ggcagagcac
atgggatgaa

aagctgggaa
gtgatctgtce
ataggaaagc
acatgacttt
ggatgtggca
ttgcagccecce
agcccttaca
ctcacactgt
gtgtttgcac
tccaccectt
cctectgecag
gcagcggcega
tacctcgcac
gaacgccagce
cggttcctgg
ccgcaccgac
cacggccatc
ctteetggte
cattttcaac
gaattaccta
agattactat
cattgcagtc
tatcaatgtc
tacaacaaaa
gtactgggaa
catcattacc

133

cccgagegcece
cagcaacggc
catcececggtce
ctegetggte
catatttaac
ggtctacttg
tgattactac
cattgccgtg
catcaatatc
aggcaccaaa
tgactactcc
ccctgtecte
gctecetttet
ggtggtggtyg
ggctctgggg
cttaggctat
caagcggtgt
tagcagagtc
taaaccagta

gceccteccagg
acaatattgt
aagcatgaaa
gcctgecatga
gaactgggct
ttgttecttgt
tcccatcaaa
ggcaggagaa
agaagagtgc
ttcectecte
cggtgcgggg
aaggaagcgg
agcggtgcecc
aattgcactg
gtcaacttgt
ctgggcggga
acgatcatgg
atgtatgtga
cttgctctgg
atgggaacat
aacatgttca
tgccaccctg
tgcaactgga
tacaggcaag
aacctgctga
gtgtgctatg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1143

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560



10

15

gactgatgat
ggaatcttcg
ggactcccat
tccagactgt
cagtccttta
caacctcttc
acccctccac
aaactgctce
ccaccatgta
aaagtgcctg
tagagggaca
agtccagttt
tcatcataaa
ctcaacaaag
acctctgatc
tgaatccatt
catcattttc
ctagctccat
tgtcagetgt
gggatttttc

<210> 68
<211> 2053
<212> ADN

cttgegectce
aaggatcacc
tcacatttac
ttettggecac
tgcatttctg
caacattgag
ggccaataca
gttgccectaa
tgtggaagca
cttttaggtc
gccaaaagta
gtgcaagaca
aggtgaccct
aagaaccatc
aaagcacctt
attctatttt
acctccattt
aattgcaagg
agaaaggttg
attcttaggce

<213> Homo sapiens

<400> 68

catctttgat
gctgtettte
ggagaacaca
gcccaggcege
agctggagga
gtcgtatget
tggatgaaca
acatgaagga
gtccttgtaa
acggagtggt
gtggcggett
tagagcaggt
agatcgatac
ccagaattga
cacccgtgtt
tattatctag
cctgtgtcat
ttctttccaa
tttcattttt
tcaatgtgct
cagagttact
ttggttccte
ataacaggca
atttttagat
acacacacac
gagacactgt
caatatatag
gatggatttg
tatgtcaaat
gagcaatctt
accatttccce
acaccaaatt
atgaatgaaa
tgtctcecectet
aattatagac

<210> 69
<211> 2053
<212> ADN

gagggcagag
cttcecteece
accctcecga
ccagccactc
gatgcagcga
gcaactggtt
aggagaacaa
ggctgagaaa
caagcttaaa
ggccagccag
catccgcagg
gagcggcatc
acagaatcgc
tgaggccaac
ctcctccaaa
taggtctgca
ctgtcagett
aggttgtaca
cattttctct
gttgattctt
gccacggtecce
atggctgtta
ttgcactaaa
tcctacttaa
acaaaacaac
caagattaag
agacttctaa
acacactcac
ggatgtaata
gctgtgaaac
ctgtggtttg
gctgagatgt
tataaactgt
gtcagtttgt
tcec

<213> Homo sapiens

<400> 69

aagagtgtcc
aggatggtgc
gtcatcatta
ttectgecattg
gatgaaaact
caacaaaact
gtggatagaa
cagggtctca
ggttgcttca
atccaacctce
agtggagcat
cccagtggaa
tctgtctgta
ttttgttaag
gaatggaagg
agacttttaa
cttggttttg
gaagagatta
attctcatge
tttcagtggt

ctcacgttge
tgctcggegg
gaagcccagg
cccaccgcta
agggctgacc
gaagagagta
ctcgatcgtg
aatttaaaag
tcaagtgatg
cctgetegtg
gtaacaaatg
atcgggaacc
cagatcgaca
caacgtgcaa
tgctgteggg
cacataacac
cccaacaata
tagtggtcat
ccteggtgge
tcaatccaca
tttgagtgtc
tctgtettta
agtgatgtga
acaaaaactt
agcaacaaca
ttataccage
atcataatca
catttaatca
tagggtttgt
agtgtggatg
ttatcagtac
ttagtagectg
gagataaata
gaagtgattg
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gcatgctctce
tggtggtggt
aagccttggt
ctctaggtta
tcaaacgatg
ccactcgaat
ctaatcatca
tgccattceg
agaatgtgta
tttecctectet
ttggaaggaa
ccaaaaccca
agattttatt
ttcaccgtag
tccgagtcett
cttcacctta
tattgtttaa
gcatgaaagg
actgcaaata
ttgttccet

attgaagacg
ctccaccaca
tccagageca
ccatggccga
agttggctga
aagatgctgg
tcgaagaagg
atttagggaa
cttacaaaaa
tagtggacga
atgcccgaga
tccgtcacat
ggatcatgga
caaagatgct
caagatagct
acatcagtcc
ctttgtgtet
ttggtggctce
atttgctgaa
gtattgttct
aggctctgaa
tgatttcatg
tttatgcatt
tccatgacag
acagaacaac
aaaagtgcag
tcctttttta
tttccagcaa
ttgetgettt
taaattttat
aattctttgt
ataaagaaac
tcattatagce
acattttgta

tggctccaaa
ggctgtgttce
tacaatccca
cacaaacagc
cttcagagag
tcgtcagaac
gctagaaaat
accttcacca
ggaggctcta
ggccactctg
aggaatatac
tcgtggtatg
ttcaagcaaa
taacacataa
tttagtgttt
aaattagcat
aaaaataaca
taatctgaaa
cttccaaaga

aaacctcggg
gttgcaacct
aacccgtcac
agacgcagac
tgagtcgcetg
tatcaggact
catgaaccat
atgctgtgge
agcctgggge
acgggagcag
aaatgaaatg
ggccctggat
gaaggctgat
gggaagtggt
ccttcatget
acccccattg
tttgttctet
taactccttg
taacaacaat
tgtaaaactg
tctctcaaaa
attagacaat
tatgcatgag
tagcatactg
aacaaagcat
tagtgtcact
aaaaaaagaa
aatatatgtt
tgatggctac
aaggctgact
tgcttaatct
cttttaaaaa
atgtaatatt
gctagtttaa

134

gaaaaggaca
atcgtctget
gaaactacgt
tgcctcaace
ttctgtatce
actagagacc
ctggaagcag
agcttagaag
attctctagg
ctctgcacat
cacaccgagg
tgaattgaag
tatttatgac
agtaaatgcet
tgcaagggaa
ctggctaagg
tctetttcat
cacagtcatg
gtcatcatgg

gaggtcaggc
gcagaggccce
tgaccccecca
atgcgcaatg
gaaagcaccce
ttggttatgt
atcaaccaag
cttttcatat
aataatcagg
atggccatca
gatgaaaacc
atgggcaatg
tccaacaaaa
taagtgtgce
tttctcatgg
tgaatgttgt
cttggtctcet
atgtcttgag
ttaggaatgce
tgacattcca
tgtgecegtcet
gtggaattac
aactaaatag
atgagacaac
gctcagtatt
tttttecctgt
ttttaaaaaa
tggctgaaat
gttttggaga
cttactaacc
agagctatgc
aataatataa
aaattcctcc
aattattaaa

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2738

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2053



catctttgat
gctgtcettte
ggagaacaca
gcccaggege
agctggagga
gtcgtatget
tggatgaaca
acatgaaaga
gtccectgtaa
acggagtggt
gtggeggett
tagagcaggt
agatcgatac
ccagaattga
cacccgtgtt
tattatctag
cctgtgtcat
ttctttccaa
tttcattttt
tcaatgtgct
cagagttact
ttggttecte
ataacaggca
atttttagat
acacacacac
gagacactgt
caatatatag
gatggatttg
tatgtcaaat
gagcaatctt
accatttccec
acaccaaatt
atgaatgaaa
tgtctcecectet
aattatagac

<210> 70
<211> 266
<212> PRT

gagggcagag
cttecectece
accctececga
ccagccactce
gatgcagcga
gcaactggtt
aggagaacaa
agcagaaaag
caagcttaaa
ggccagccag
catccgcagg
gagcggcatc
acagaatcgce
tgaggccaac
ctcctccaaa
taggtctgca
ctgtcagctt
aggttgtaca
cattttctct
gttgattctt
gccacggtece
atggctgtta
ttgcactaaa
tcctacttaa
acaaaacaac
caagattaag
agacttctaa
acacactcac
ggatgtaata
gctgtgaaac
ctgtggtttg
gctgagatgt
tataaactgt
gtcagtttgt
tcec

<213> Homo sapiens

<400> 70
Met Val
1
Thr Leu
Leu Glu
35
Val Tyr
50
Lys Asp
65
Pro Asn

Ala Thr

Val Asp

Ser

Ser

Pro

val

Ala

Asn

Pro

Ser

Trp Gly
5
Leu Ala
20
Glu Glu

Ala Ala

Ala Val

Arg
Arg
Pro
Pro

Ile

ctcacgttge
tgctcggegg
gaagcccagg
cccaccegeta
agggctgacce
gaagagagta
ctggaacgca
aatttgacgg
tcaagtgatg
cctgctegtg
gtaacaaatg
atcgggaacc
cagatcgaca
caacgtgcaa
tgctgtcggg
cacataacac
cccaacaata
tagtggtcat
ccteggtgge
tcaatccaca
tttgagtgtc
tctgtcttta
agtgatgtga
acaaaaactt
agcaacaaca
ttataccagc
atcataatca
catttaatca
tagggtttgt
agtgtggatg
ttatcagtac
ttagtagctg
gagataaata
gaagtgattg

Phe Ile

Pro Ser
Thr
40

Glu

Pro

Gly
55

Ser Trp

70

Thr
85
Asp

Arg

Arg
100

Glu Thr

Val
Ser

Trp

Leu Ile

Gly Leu

Tyr Phe
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attgaagacg
ctccaccaca
tccagagecca
ccatggeccga
agttggctga
aagatgctgg
ttgaggaagg
acctaggaaa
cttacaaaaa
tagtggacga
atgcccgaga
tcegtcacat
ggatcatgga
caaagatgct
caagatagct
acatcagtcc
ctttgtgtct
ttggtggcte
atttgctgaa
gtattgttct
aggctctgaa
tgatttcatg
tttatgecatt
tccatgacag
acagaacaac
aaaagtgcag
tcctttttta
tttccagcaa
ttgctgettt
taaattttat
aattctttgt
ataaagaaac
tcattatagce
acattttgta

Leu Val
10

Ser

Cys

Phe
25
Lys

Leu

Tyr Gln

Ser Leu Glu

Thr Lys Asp
75
Glu Tyr
90

Ala

Gly

Tyr
105
Met

Cys

Val Asn

aaacctcggg
gttgcaacct
aacccgtcac
agacgcagac
tgagtcgetg
tatcaggact
gatggaccaa
attctgcggg
agcctgggge
acgggagcag
aaatgaaatg
ggcecctggat
gaaggctgat
gggaagtggt
ccttcatget
acccccattg
tttgttctet
taactccttg
taacaacaat
tgtaaaactg
tctctcaaaa
attagacaat
tatgcatgag
tagcatactg
aacaaagcat
tagtgtcact
aaaaaaagaa
aatatatgtt
tgatggctac
aaggctgact
tgcttaatct
cttttaaaaa
atgtaatatt
gctagtttaa

val val

Val Glu

Ile Ser
45
Val Arg
60
Gly Val

Leu Gln

Thr Ala

Thr
Asp
Gln
Cys
His
Ile

Ser

gaggtcaggc
gcagaggccce
tgaccccecca
atgcgcaatg
gaaagcaccce
ttggttatgt
atcaataagg
ctttgtgtgt
aataatcagg
atggccatca
gatgaaaacc
atgggcaatg
tccaacaaaa
taagtgtgcce
tttctcatgg
tgaatgttgt
cttggtctct
atgtcttgag
ttaggaatgc
tgacattcca
tgtgccgtet
gtggaattac
aactaaatag
atgagacaac
gctcagtatt
tttttcectgt
ttttaaaaaa
tggctgaaat
gttttggaga
cttactaacc
agagctatgc
aataatataa
aaattcctcc
aattattaaa

Met
15
Thr

Ala
Thr

Pro Glu

Leu Leu

Leu Gly
80
Lys Gly
95

Arg Thr

110

Val Thr

135

Asp

Ala Ile

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2053



10

15

20

25

ES 2770033 T3

115 120
Ser Ser Gly Asp Asp Glu Asp Asp Thr Asp Gly
130 135
Ser Glu Asn Ser Asn Asn Lys Arg Ala Pro Tyr
145 150 155
Lys Met Glu Lys Arg Leu His Ala Val Pro Ala
165 170
Phe Arg Cys Pro Ala Gly Gly Asn Pro Met Pro
180 185
Lys Asn Gly Lys Glu Phe Lys Gln Glu His Arg
195 200
Val Arg Asn Gln His Trp Ser Leu Ile Met Glu
210 215
Asp Lys Gly Asn Tyr Thr Cys Val Val Glu Asn
225 230 235
Asn His Thr Tyr His Leu Asp Val Val Gly Glu
245 250
Val Ala Ala Ala Tyr Gln Pro Ile Leu Ala
260 265
<210> 71
<211> 336
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 71
caggtgaagc tgcaggagtc tggcgctgag ttggtgaaac
tectgeaagg cttetggeta catettcact gaccatgete
cctgaacagg gecctggaatg gattgggtat atttttecceg
aatgagaagt tcaagggcaa ggccacactg actgcagaca
atgcagctca acagcctgac atctggagat tctgeaatgt
tactggggcc aagggaccac ggtcaccgtce tcctca
<210> 72
<211> 112
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 72
Gln Val Lys Leu Gln Glu Ser Gly Ala Glu Leu
1 5 10
Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
20 25
Ala Leu His Trp Val Arg Gln Lys Pro Glu Gln
35 40
Gly Tyr Ile Phe Pro Gly Asn Gly Asn Ile Glu
50 55
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser
65 70 75
Met Gln Leu Asn Ser Leu Thr Ser Gly Asp Ser
85 90
Lys Lys Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr
100 105
<210>73
<211> 336
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 73
caggtgaagce tgcaggagtce tggegetgag ttggtgaaac
tcctgcaagg cttctggtta caccttcact gaccattcta
cctggacagg gcctagaatg gattggatat cttttteceg
aatgagaaat tcaagggcaa ggccacactg actgcagaca
atgcacctca acagcctgac atctgaggat tctgcagtgt
tactggggce aagggaccac ggtcaccgte tcctceca
<210> 74
<211> 112

125
Ala Glu
140
Trp Thr

Ala Asn

Thr Met

Asp
Asn
Thr

Arg

Phe Val

Thr Glu
160
Val Lys
175

Trp Leu

190

Ile Gly
205
Ser Val
220
Glu Tyr

Ser Ala

ctggggcttce
ttecactgggt
gaaatggtaa
aatcctccag
atttctgtaa

Val Lys

Ile Phe
30
Gly Leu
Tyr Asn
60
Ser Ser

Ala Met

Val Thr

Gly
Val
Gly

Ser

Pro
Thr
Glu
Glu
Thr
Tyr

Vval

Tyr Lys

Pro Ser

Ile
240
Arg

Ser

Pro
255

agtgaagata
gaggcagaag
tattgagtac
tactgcctac
aaagatggac

Gly Ala
15
Asp His

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr
80
Phe Cys
95

Ser Ser

110

ctggggette
ttcactgggt
gaaatggtaa
aatcctccag
atttctgtaa

136

agtgaagatc
gaagcagaag
ttttgaatat
cactgcctac
aaagatggac

bu

120
180
240
300
336

60

120
180
240
300
336
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<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 74
Gln Val Lys Leu Gln Glu Ser Gly
1 5
Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala
20
Ser Ile His Trp Val Lys Gln Lys
35 40
Gly Tyr Leu Phe Pro Gly Asn Gly
50 55
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala
65 70
Met His Leu Asn Ser Leu Thr Ser
85
Lys Lys Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100
<210>75
<211> 336
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 75
caggttcagc tgcagcagtc cgacgctgag
tcectgcaggg cttetggeta caccttcact
cctggeccagg gectggaatg gatcggatat
aatgacaaat tcaagggcaa ggccacactg
atgcagctca acagcctgac atctgaggat
tactggggtc aaggaacctc agtcaccgte
<210> 76
<211> 112
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 76
Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Asp
1 5
Ser Val Lys Ile Ser Cys Arg Ala
20
Ser Ile His Trp Val Lys Gln Gln
35 40
Gly Tyr Ile Phe Pro Gly Asn Gly
50 55
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala
65 70
Met Gln Leu Asn Ser Leu Thr Ser
85
Lys Arg Met Gly Tyr Trp Gly Gln
100
<210> 77
<211> 336
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 77
caggtcaagc tgcaggagtc tggcgctgag
tcctgcaagg cttcectggeta caccttcact
cctggacagg gcctagaatg gattggatat
aatgaaaaat tcaagggcaa ggccacactg
atgtacctca acagcctgac atctgaggat
tactggggce aagggaccac ggtcaccgte
<210>78
<211> 112
<212> PRT

ES 2770033 T3

Ala Glu
10

Gly

Leu

Ser
25
Pro

Tyr

Gly Gln

Asn Phe Glu
Ser
75

Ser

Asp Lys

Glu Asp
90
Thr

Gly Thr

105

ttggtgaaac
gaccattcta
atttttcceg
actgcagaca
tctgcagtgt
tccteca

Ala Glu
10

Gly

Leu

Ser
25
Pro

Tyr

Gly Gln

Asn Ile Glu
Ser
75

Ser

Asp Lys

Glu Asp

Gly Thr

105

Ser

ttggtgaaac
gaccattcta
ctttttececeg
actgcagaca
tctgcagtgt
tccteca

Val Lys

Thr Phe
Leu
45
Asn

Gly

Tyr
60
Ser Ser

Ala Vval

Val Thr

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr
Tyr

Vval

Gly Ala
15
Asp His

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr
80
Phe Cys
95

Ser Ser

110

ctggggcttc
ttcactgggt
gaaatggaaa
aatcctcegg
atttctgtaa

Val Lys

Thr Phe

Gly Leu

Tyr Asn
60
Ser Gly

Ala Vval

Val Thr

Pro
Thr
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Val

agtgaagata
gaagcagcag
tattgaatac
cactgcctac

aaggatgggg

Gly Ala
15
Asp His

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr
80
Phe Cys
95

Ser Ser

110

ctggggcttc
ttcactgggt
gaaatggtaa
aatcctccag
atttctgtaa

137

agtgaagatc
gaagcagaag
ttttgagtac
cactgtctac
aaggatgggg

60

120
180
240
300
336

60

120
180
240
300
336
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<213> Mus musculus

<400> 78
Gln Val Lys Leu Gln Glu Ser Gly
1 5
Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala
20
Ser Ile His Trp Val Lys Gln Lys
35 40
Gly Tyr Leu Phe Pro Gly Asn Gly
50 55
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala
65 70
Met Tyr Leu Asn Ser Leu Thr Ser
85
Lys Arg Met Gly Tyr Trp Gly Gln
100
<210>79
<211> 336
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 79
caggtcaagc tgcaggagtc tggacctgaa
tcctgcaagg cttctggata cacattcact
cctgggcagg geccttgagtg gattggatat
aatgagaagt tcaaaggcaa ggcctcactg
atggagctca gcagcctgac ctctgaggac
tactggggce aagggaccac ggtcaccgtce
<210> 80
<211> 112
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 80
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly
1 5
Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala
20
Val Ile His Trp Val Lys Gln Lys
35 40
Gly Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp
50 55
Lys Gly Lys Ala Ser Leu Thr Ser
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser
85
Ala Arg Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100
<210> 81
<211> 336
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 81
caggtcaagc tgcaggagtc tggacctgaa
tcectgcaagg cttcectggata cacattcact
cctgggcagg gecttgagtg gattggatat
aatgagaagt tcaaaggcaa ggcctcactg
atggagctca gcagcctgac ctctgaggac
tactggggce aagggaccac ggtcaccgte
<210> 82
<211> 112
<212> PRT

<213> Mus musculus

ES 2770033 T3

Ala Glu
10

Gly

Leu

Ser
25
Pro

Tyr

Gly Gln

Asn Phe Glu
Ser
75

Ser

Asp Lys

Glu Asp

Gly Thr Thr

105

ctggtaaagce
aactatgtta
attaatcctt
acttcagaca
tctgeggtcet
tcctca

Glu
10
Gly

Pro Leu

Ser
25
Pro

Tyr

Gly Gln

Gly Ser Lys
Ser
75

Ser

Asp Lys

Glu Asp
90
Thr

Gly Thr

105

ctggtaaagc
aactatgtta
attaatcctt
acttcagaca
tctgeggtcet
tccteca

Val Lys

Thr Phe

Gly Leu

Tyr Asn
60
Ser Ser

Ala Vval

Val Thr

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr

Tyr

Vval

Gly Ala
15
Asp His

Trp Ile

Lys Phe

Val Tyr
80
Phe Cys
95

Ser Ser

110

ctggggcttce
tacactgggt
acaatgatgg
aatcctccag
attactgtgc

Val Lys

Thr Phe

Leu
45
Asn

Gly

Tyr
60
Ser Ser

Ala Val

Leu Thr

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr

Tyr

Vval

agtgaagatg
gaagcaaaag
ctctaagtac
cacagcctac
aagaatggac

Gly Ala
15
Asn Tyr

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr
80
Tyr Cys
95

Ser Ser

110

ctggggcttc
tacactgggt
acaatgatgg
aatcctccag
attactgtgce

138

agtgaagatg
gaagcaaaag
ctctaagtac
cacagcctac

aagaatgggyg

60

120
180
240
300
336

60

120
180
240
300
336
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<400> 82
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly
1 5
Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala
20
Val Ile His Trp Val Lys Gln Lys
35 40
Gly Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp
50 55
Lys Gly Lys Ala Ser Leu Thr Ser
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser
85
Ala Arg Met Gly Tyr Trp Gly Gln
100
<210> 83
<211> 342
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 83
gatgttttga tgacccaaac tccactctce
atctcttgca gatctagtca gagcattgta
tacctgcaga aaccaggcca gtctccaaag
tctggggtce cagacaggtt cagtggcagt
agcagagtgg aggctgagga tctgggagtt
cctacgtteg gtgetgggac caagctggag
<210> 84
<211> 113
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 84
Asp Val Leu Met Thr Gln Thr Pro
1 5
Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg
20
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp
35 40
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val
50 55
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
65 70
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu
85
Ser His Val Pro Pro Thr Phe Gly
100
Arg
<210> 85
<211> 324
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 85
gacatccaga tgactcagtc tccagcctcce
atcacatgtc gaacaactga aaatatttac
ggaaaatctc ctcagctccg ggtctataat
agtttcaatg tcagtgtatc aggcacacag
gaagattttg ggacttatca ctgtcaacac
gggaccaggce tggaaataag acgg
<210> 86
<211> 108
<212> PRT

<213> Mus musculus

ES 2770033 T3

Glu
10
Gly

Pro Leu

Ser
25
Pro

Tyr

Gly Gln

Gly Ser Lys
Ser
75

Ser

Asp Lys

Glu Asp
90
Thr

Gly Thr

105

ctgecctgtcea
catagtaatg
ctcctgatct
ggatcaggga
tattactgcet
ctgaaacggg

Ser Leu
10

Ser

Leu

Ser Gln

25
Tyr

Leu Gln

Ser Asn Arg

Gly Thr Asp
75

Gly Val Tyr
Ala

105

Gly Thr

ctatctgcat
agttattttg
gcaaaatcct
ttttctctga
cattatggta

Val Lys Pro Gly Ala

15
Thr Phe Thr Asn
30

Glu

Tyr

Leu Ile
45

Asn

Gly Trp

Tyr Glu Phe

60
Ser

Lys

Ser Thr Ala Tyr

80

Ala Val Tyr Tyr Cys

95
Ser

Thr Val

110

Leu Ser

gtcttggaga
gaaacaccta
acaaagtttc
cagatttcac
ttcaaggtte
ct

tcaagcctce 60
tttagaatgg 120
caaccgattt 180
actcaagatc 240
acatgttcet 300

342

Val Ser Leu
15

His

Pro Gly

Ile Val
30
Gly

Ser Ser

Pro Gln Ser
45

Ser

Lys

Phe
60
Phe

Gly Val Pro

Thr Ile
80
Gly

Leu Lys

Phe Gln
95
Leu

Tyr Cys

Glu
110

Lys Leu Lys

ctgtgggaga aactgtcacc 60
tatggtctca gcagagacag 120
tagcagaagg tgtgccatca 180
agatcaatag cctgcagcct 240
ctccgtacac gttcggaggg 300

324
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<400> 86
Asp Ile
1
Glu Thr
Phe Val

35
Asn
50
Val

Tyr

Ser
65
Glu Asp

Thr Phe

<210> 87
<211> 339
<212> ADN

Gln
Val
Trp
Ala
Ser
Phe

Gly

Met Thr
Thr
20

Ser

Ile
Gln
Ser

Lys

Gly Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Gln

Ser Pro

Cys Arg
Gln
40

Glu

Arg

Ala
55

Phe Ser

70

Thr
85
Gly

Gly

Gly
100

<213> Mus musculus

<400> 87

gatgttttg
atctcttge
ttattccag
tctggagtc
accagagtg
ttcacgtte

<210> 88
<211> 113
<212> PRT

atgacccaaac
aagtccagtca
aggccaggceca
cctgacaggtt
gaggctgagga
ggctecgggcac

<213> Mus musculus

<400> 88
Asp Val
1
Gln Pro Al
Asn Gly
35
Pro Lys
50
Asp Arg
65
Thr Arg

Ala His

Arg

<210> 89
<211> 339
<212> ADN

Leu

Lys
Arg
Phe
Val

Phe

Met Thr

a Ser Ile
20
Thr Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Tyr

Thr

Gln
Ser
Leu
Tyr

Ser

His Cys

Arg Leu

tccactcact
gagcctctta
gtctccaaaa
cagtggcagt
tttgggagtt
caagctggaa

Thr Pro

Cys Lys

Thr Trp
40
Leu Val
55

Gly Ser

70

Glu Ala
85
Pro Phe

100

<213> Mus musculus

<400> 89

gatgttgtga
atctcttgeca
ttaattcaga
tctggegtcee
agcagagtgg
tttacgtteg

<210> 90
<211> 113
<212> PRT

tgacccaaac
agtccagtca
ggccaggcca
cggacaggtt
aggctgagga
gctegggecac

<213> Mus musculus

Glu

Thr

Asp Leu

Phe Gly

tccactcact
gagcctcttt
gtctccacag
cagtggcagt
tctgggagtt
caagctggaa

ES 2770033 T3

Ala Ser Leu

10
Thr

Thr Glu

Gly Lys Ser

Gly Val Pro
Ile
75

His

Leu Lys

Gln His
90
Glu Ile

105

Arg

ttgtcggtta
tatactaatg
cgcctaatcet
ggttcaggga
tattactgct
atcaaacgg

Thr
10
Ser

Leu Leu

Ser Gln

25
Leu

Phe Gln

Ser Glu Leu

Gly Thr Asp
75
Val Tyr
90

Gly

Gly
Ser Thr
105

ctgtcggtga
aacactaatg
cgcctgatcet
ggctcaggga
tattactgce
atcaaacgg

Ser Ala

Asn Ile

Gln
45
Ser

Pro

Ser
60
Asn Ser

Tyr Gly

Arg

ccattggaca
gaaaaaccta
atctggtgtce
cagatttcac
tgcagagtgce

Ser Val

Ser Leu

Pro
45
Ser

Arg

Asp
60
Phe Thr

Tyr Cys

Lys Leu

Ser
Tyr
30

Leu
Phe

Leu

Thr

Thr
Leu
Gly
Gly
Leu
Leu

Glu

val
15
Ser

Gly
Tyr

Arg Val

Asn Val

Gln Pro
80
Pro Tyr
95

accagcttcc
tttgacttgg
tgaattggac
actggaaatc
acattttcca

Ile
15
Tyr

Gly
Thr

Gln Ser

Val Pro

Glu Ile
80
Gln Ser
95

Ile Lys

110

ccattggaca
gcaaaaccta
atctggtgtc
cagatttcac
tgcagagtag

140

accagcgttc
tttgacttgg
caaattggac
actgaaaatc
ccattttceg

60

120
180
240
300
339

60

120
180
240
300
339
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<400> 90
Asp Val val Met Thr Gln Thr Pro
1 5
Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys
20
Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Thr Trp
35 40
Pro Gln Arg Leu Ile Tyr Leu Val
50 55
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
65 70
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu
85
Ser His Phe Pro Phe Thr Phe Gly
100
Arg
<210> 91
<211> 327
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 91
gatgttgtgce taactcagtc tcctgeccacce
ctttcctgeca gggccagcca aaatattgge
catgagtctc caaggcttct catcaagtat
aggttcagtg gcagtggatc agtcacagat
gaagattttg gaatgtattt ctgtcaacag
gggaccaagc tggagctgaa acgggct
<210> 92
<211> 108
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 92
Asp Val val Leu Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Arg Val Ser Leu Ser Cys Arg
20
Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Ser
35 40
Lys Tyr Ala Ser Gln Ser Ile Ser
50 55
Ser Gly Ser Val Thr Asp Phe Thr
65 70
Glu Asp Phe Gly Met Tyr Phe Cys
85
Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu
100
<210> 93
<211>8
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 93
Thr Phe Thr Asp His Ser Ile His
1 5
<210> 94
<211>8
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 94

Thr Phe Thr Asn Tyr Val Ile His

1

5

ES 2770033 T3

Thr
10
Ser

Leu Leu

Ser Gln

25

Leu Ile Gln

Ser Lys Leu

Gly Thr Asp

75
Tyr

Gly Vval

Ser Thr

105

Gly

ctgtctgtga
aactacctac
gcttcccagt
ttcactcteca
agtgacacct

Thr
10
Ser

Ala Leu
Ala
25

His

Gln

Glu Ser

Gly Ile Pro
Ile
75

Ser

Leu Asn

Gln Gln

Glu
105

Leu Lys

Ser Vval

Ser Leu

Pro
45
Ser

Arg
Asp
Phe Thr
Tyr Cys

Lys Leu

Thr
Leu
30

Gly
Gly
Leu

Leu

Glu

Ile
15
Asn

Gly
Thr

Gln Ser

Val Pro
Lys Ile

Gln Ser

Ile Lys

110

ctccaggaga
actggtatca
ccatctctgg
atatcaacag
ggcctctcac

Ser Val

Asn Ile
30
Pro Arg

Ser Arg
Asn Ser
Asp Thr

Arg

141

Thr
Gly
Leu
Phe
Val

Trp

tagagtcagt
acagaaatca
gatccecctee
tgtggagact
gttcggtgcet

Pro
15
Asn

Gly
Tyr
Leu Ile
Ser Gly
Thr

80
Leu

Glu

Pro
95

60

120
180
240
300
327
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ES 2770033 T3

<210> 95

<211> 8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 95
Ile Phe Thr Asp His Ala Leu His

1 5

<210> 96

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 96

Tyr Ile Phe Pro Gly Asn Gly Asn Ile Glu Tyr Asn Asp Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 97

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 97

Tyr Leu Phe Pro Gly Asn Gly Asn Phe Glu Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 98

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 98

Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Ser Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 99

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 99

Tyr Ile Phe Pro Gly Asn Gly Asn Ile Glu Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 100

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 100
Lys Arg Met Gly Tyr
1 5

<210> 101

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 101

Lys Lys Met Asp Tyr
1 5

142
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60

<210> 102

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 102
Ala Arg Met Asp Tyr
1 5

<210> 103

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 103
Arg Ser Ser Gln Ser

1 5

<210> 104

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 104
Arg Thr Thr Glu Asn
1 5

<210> 105

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 105
Lys Ser Ser Gln Ser

1 5

<210> 106

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 106
Lys Ser Ser Gln Ser

1 5

<210> 107

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 107
Arg Ala Ser Gln Asn
1 5

<210> 108

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 108
Lys Val Ser Asn Arg
1 5

<210> 109
<<211>7
<212> PRT

Ile Val His

Ile Tyr Ser

Leu Leu Tyr

Leu Leu Asn

Ile Gly Asn

Phe Ser

ES 2770033 T3

Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu

10

Tyr Phe Val
10

Thr Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Thr

10

Thr Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Thr

10

Tyr Leu His
10

143
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15
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<213> Mus musculus

<400> 109
Asn Ala Lys Ser Leu
1 5

<210> 110

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 110
Leu Val Ser Glu Leu
1 5

<210> 111

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 111
Leu Val Ser Lys Leu
1 5

<210> 112

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 112
Tyr Ala Ser Gln Ser
1 5

<210> 113

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 113
Phe Gln Gly Ser His
1 5

<210> 114

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 114
Gln His His Tyr Gly
1 5

<210> 115

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 115
Leu Gln Ser Ala His
1 5

<210> 116

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 116

Ala

Asp

Asp

Ile

val

Thr

Phe

ES 2770033 T3

Glu

Ser

Ser

Ser

Pro Pro Thr

Pro Tyr Thr

Pro Phe Thr
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Leu Gln Ser Ser His
1 5

<210> 117

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 117
Gln Gln Ser Asp Thr
1 5

<210> 118

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 118
Asp His Ser Ile His
1 5

<210> 119

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 119
Asn Tyr Val Ile His
1 5

<210> 120

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 120
Asp His Ala Leu His
1 5

<210> 121

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 121
Ile Phe Pro Gly Asn
1 5

<210> 122

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 122
Leu Phe Pro Gly Asn
1 5

<210> 123

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 123
Ile Asn Pro Tyr Asn
1 5

<210> 124

ES 2770033 T3

Phe Pro Phe Thr

Trp Pro Leu Thr

Gly Asn Ile Glu

Gly Asn Phe Glu

Asp Gly Ser Lys
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<211> 11
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 124
His Leu Ala Asn Thr Tyr Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 125

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 125
Ser Asn Gly Asn Thr

1 5

<210> 126

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 126
Glu Asn Ile Tyr Ser
1 5

<210> 127

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 127
Thr Ser Gly Tyr Ser
1 5

<210> 128

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 128
Gln Asp Ile Lys Ser
1 5

<210> 129

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 129
Gln Asn Ile Gly Asn
1 5

<210> 130

<211> 911

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Endopeptidasa redirigida

<400> 130

146



Ile
Lys
Ala
Trp
Leu
65

Ser
val

Leu

Ile

Ser
Asp
Gly
Val
50

Asn
Thr
Thr

Leu

Asp
130

Glu
Pro
Gln
35

Ile
Pro
Tyr
Lys
Thr

115
Thr

Phe
vVal
20

Met
Pro
Pro
Leu
Leu
100

Ser

Glu

Gly
Asn
Gln
Glu
Pro
Ser
85

Phe

Ile

Leu

Ser
Gly
Pro
Arg
Glu
70

Thr
Glu

val

Lys

Met
Val
Val
Asp
Ala
Asp
Arg
Arg

Val
135

Glu
Asp
Lys
40

Thr
Lys
Asn
Ile
Gly

120
Ile

ES 2770033 T3

Phe
Ile
25

Ala
Phe
Gln
Glu
Tyr
105
Ile

Asp

Val
10

Ala
Phe
Thr
Val
Lys
90

Ser

Pro

Thr

Asn
Tyr
Lys
Asn
Pro
75

Asp
Thr

Phe

Asn

Lys
Ile
Ile
Pro
Val
Asn
Asp
Trp

Cys
140

147

Gln
Lys
His
45

Glu
Ser
Tyr
Leu
Gly

125
Ile

Phe
Ile
30

Asn
Glu
Tyr
Leu
Gly
110
Gly

Asn

Asn
15

Pro
Lys
Gly
Tyr
Lys
95

Arg

Ser

Val

Tyr
Asn
Ile
Asp
Asp
80

Gly
Met

Thr

Ile



Gln
145
Gly
Glu
Arg
Asp
Val
225
Ile
Tyr
Gly
Arg
Lys
305
Asn
Phe
Glu
Arg
Val
385
Thr
Met
Lys
Ile
Lys
465
Gly
Asn
Asp
Ala
Phe
545
Ser
Pro
Leu
Asn
Phe

625
Met

Pro
Pro
Val
Phe
Thr
210
Thr
Ala
Glu
Gly
Leu
290
Ala
val
Ser
Ile
Lys
370
Pro
Asn
Asn
Leu
Glu
450
Arg
Ser
Asn
Leu
Glu
530
Asn
Asp
Asn
Arg
Ser
610

Ser

Phe

Asp
Ser
Leu
Ser
195
Asn
Leu
Ile
Met
His
275
Tyr
Lys
Phe
Val
Tyr
355
Thr
Lys
Leu
Phe
Leu
435
Gly
Lys
Gly
Trp
Asn
515
Glu
Phe
Ile
Gly
Ala
595
Val

Ser

Leu

Gly
Ala
Asn
180
Pro
Pro
Ala
Asn
Ser
260
Asp
Tyr
Ser
Lys
Asp
340
Thr
Tyr
Val
Ala
Thr
420
Cys
Arg
Asn
Gly
Asp
500
Lys
Asn
Asp
Ile
Lys
580
Gln
Asn

Asp

Gly

Ser
Asp
165
Leu
Asp
Leu
His
Pro
245
Gly
Ala
Tyr
Ile
Glu
325
Lys
Glu
Leu
Asn
Ala
405
Lys
Val
Phe
Gln
Gly
485
Leu
Gly
Ile
Asn
Gly
565
Lys
Glu
Glu
Tyr

Trp

Tyr
150
Ile
Thr
Phe
Leu
Glu
230
Asn
Leu
Lys
Asn
Val
310
Lys
Leu
Asp
Asn
Tyr
390
Asn
Leu
Asp
Gly
Ala
470
Gly
Phe
Glu
Ser
Glu
550
Gln
Tyr
Phe
Ala
Val

630
Val

Arg
Ile
Arg
Thr
Gly
215
Leu
Arg
Glu
Phe
Lys
295
Gly
Tyr
Lys
Asn
Phe
375
Thr
Phe
Lys
Gly
Gly
455
Leu
Ser
Phe
Glu
Leu
535
Pro
Leu
Glu
Glu
Leu
615
Lys

Glu

Ser
Gln
Asn
Phe
200
Ala
Ile
Val
Val
Ile
280
Phe
Thr
Leu
Phe
Phe
360
Asp
Ile
Asn
Asn
Ile
440
Phe
Ala
Ala
Ser
Ile
520
Asp
Glu
Glu
Leu
His
600
Leu
Lys

Gln

Glu
Phe
Gly
185
Gly
Gly
His
Phe
Ser
265
Asp
Lys
Thr
Leu
Asp
345
val
Lys
Tyr
Gly
Phe
425
Ile
Thr
Gly
Leu
Pro
505
Thr
Leu
Asn
Leu
Asp
585
Gly
Asn

Val

Leu

ES 2770033 T3

Glu
Glu
170
Tyr
Phe
Lys
Ala
Lys
250
Phe
Ser
Asp
Ala
Ser
330
Lys
Lys
Ala
Asp
Gln
410
Thr
Thr
Gly
Gly
Val
490
Ser
Ser
Ile
Ile
Met
570
Lys
Lys
Pro

Asn

val

Leu
155
Cys
Gly
Glu
Phe
Gly
235
val
Glu
Leu
Ile
Ser
315
Glu
Leu
Phe
val
Gly
395
Asn
Gly
Ser
Ala
Gly
475
Leu
Glu
Asp
Gln
Ser
555
Pro
Tyr
Ser
Ser
Lys

635
Tyr

Asn
Lys
Ser
Glu
Ala
220
His
Asn
Glu
Gln
Ala
300
Leu
Asp
Tyr
Phe
Phe
380
Phe
Thr
Leu
Lys
Arg
460
Gly
Gln
Asp
Thr
Gln
540
Ile
Asn
Thr
Arg
Arg
620

Ala

Asp

Leu
Ser
Thr
Ser
205
Thr
Arg
Thr
Leu
Glu
285
Ser
Gln
Thr
Lys
Lys
365
Lys
Asn
Glu
Phe
Thr
445
Lys
Ser
Cys
Asn
Asn
525
Tyr
Glu
Ile
Met
Ile
605
val

Thr

Phe

148

Val
Phe
Gln
190
Leu
Asp
Leu
Asn
Arg
270
Asn
Thr
Tyr
Ser
Met
350
Val
Ile
Leu
Ile
Glu
430
Lys
Ser
Gly
Ile
Phe
510
Ile
Tyr
Asn
Glu
Phe
590
Ala
Tyr
Glu

Thr

Ile
Gly
175
Tyr
Glu
Pro
Tyr
Ala
255
Thr
Glu
Leu
Met
Gly
335
Leu
Leu
Asn
Arg
Asn
415
Phe
Ser
Ala
Gly
Lys
495
Thr
Glu
Leu
Leu
Arg
575
His
Leu
Thr

Ala

Asp

Ile
160
His
Ile
Val
Ala
Gly
240
Tyr
Phe
Phe
Asn
Lys
320
Lys
Thr
Asn
Ile
Asn
400
Asn
Tyr
Leu
Arg
Gly
480
Val
Asn
Ala
Thr
Ser
560
Phe
Tyr
Thr
Phe
Ala

640
Glu
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645
Thr Ser Glu Val Ser Thr Thr
660
Ile Pro Tyr Ile Gly Pro Ala
675
Asp Asp Phe Val Gly Ala Leu
690 695
Glu Phe Ile Pro Glu Ile Ala
705 710
Val Ser Tyr Ile Ala Asn Lys
725
Ala Leu Ser Lys Arg Asn Glu
740
Val Thr Asn Trp Leu Ala Lys
755
Lys Lys Met Lys Glu Ala Leu
770 775
Ile Ile Asn Tyr Gln Tyr Asn
785 790
Ile Asn Phe Asn Ile Asp Asp
805
Asn Lys Ala Met Ile Asn Ile
820
Ser Tyr Leu Met Asn Ser Met
835
Asp Phe Asp Ala Ser Leu Lys
850 855
Asn Arg Gly Thr Leu Ile Gly
865 870
Asn Asn Thr Leu Ser Thr Asp
885
Asp Asn Gln Arg Leu Leu Ser
900

<210> 131

<211> 904

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Endopeptidasa redirigida

<400> 131
Met Gly Ser Met Glu Phe Val
1 5
Val Asn Gly Val Asp Ile Ala
20
Met Gln Pro Val Lys Ala Phe
35

Pro Glu Arg Asp Thr Phe Thr
50 55

Pro Pro Glu Ala Lys Gln Val

65 70

Leu Ser Thr Asp Asn Glu Lys

85
Leu Phe Glu Arg Ile Tyr Ser
100
Ser Ile Val Arg Gly Ile Pro
115

Glu Leu Lys Val Ile Asp Thr
130 135

Gly Ser Tyr Arg Ser Glu Glu

Asp
Leu
680
Ile
Ile
Val
Lys
vVal
760
Glu
Gln
Leu
Asn
Ile
840
Asp
Gln

Ile

Thr

Asn
Tyr
Lys
40

Asn
Pro
Asp
Thr
Phe
120

Asn

Leu

ES 2770033 T3

Lys
665
Asn
Phe
Pro
Leu
Trp
745
Asn
Asn
Tyr
Ser
Lys
825
Pro
Ala
val

Pro

Leu
905

Lys
Ile
25

Ile
Pro
Val
Asn
Asp
105
Trp

Cys

Asn

650
Ile

Ile
Ser
val
Thr
730
Asp
Thr
Gln
Thr
Ser
810
Phe
Tyr
Leu
Asp
Phe

890
Glu

Gln
10

Lys
His
Glu
Ser
Tyr
90

Leu
Gly

Ile

Leu

Ala
Gly
Gly
Leu
715
Val
Glu
Gln
Ala
Glu
795
Lys
Leu
Gly
Leu
Arg
875

Gln

Ala

Phe
Ile
Asn
Glu
Tyr
75

Leu
Gly
Gly
Asn

Val

Asp
Asn
Ala
700
Gly
Gln
Vval
Ile
Glu
780
Glu
Leu
Asn
vVal
Lys
860
Leu

Leu

Leu

Asn
Pro
Lys
Gly
60

Tyr
Lys
Arg
Ser
Val

140
Ile

149

Ile
Met
685
Val
Thr
Thr
Tyr
Asp
765
Ala
Glu
Asn
Gln
Lys
845
Tyr
Lys

Ser

Ala

Tyr
Asn
Ile
45

Asp
Asp
Gly
Met
Thr
125

Ile

Ile

Thr
670
Leu
Ile
Phe
Ile
Lys
750
Leu
Thr
Lys
Glu
Cys
830
Arg
Ile
Asp

Lys

Ser
910

Lys
Ala
30

Trp
Leu
Ser
Val
Leu
110
Ile

Gln

Gly

655
Ile

Tyr
Leu
Ala
Asp
735
Tyr
Ile
Lys
Asn
Ser
815
Ser
Leu
Tyr
Lys
Tyr

895
Gly

Asp
15

Gly
Val
Asn
Thr
Thr
95

Leu
Asp

Pro

Pro

Ile
Lys
Leu
Leu
720
Asn
Ile
Arg
Ala
Asn
800
Ile
Val
Glu
Asp
val

880
Val

Pro
Gln
Ile
Pro
Tyr
80

Lys
Thr
Thr
Asp

Ser



145
Ala

Asn
Pro
Pro
Ala
225
Asn
Ser
Asp
Tyr
Ser
305
Lys
Asp
Thr
Tyr
vVal
385
Ala
Thr
Cys
Thr
Ala
465
Ala
Ser
Ile
Asp
Glu
545
Glu
Leu
His
Leu
Lys

625
Gln

Asp
Leu
Asp
Leu
210
His
Pro
Gly
Ala
Tyr
290
Ile
Glu
Lys
Glu
Leu
370
Asn
Ala
Lys
Val
Leu
450
Gly
Leu
Pro
Thr
Leu
530
Asn
Leu
Asp
Gly
Asn
610
vVal

Leu

Ile
Thr
Phe
195
Leu
Glu
Asn
Leu
Lys
275
Asn
Val
Lys
Leu
Asp
355
Asn
Tyr
Asn
Leu
Asp
435
Asn
Gly
Val
Ser
Ser
515
Ile
Ile
Met
Lys
Lys
595
Pro

Asn

val

Ile
Arg
180
Thr
Gly
Leu
Arg
Glu
260
Phe
Lys
Gly
Tyr
Lys
340
Asn
Phe
Thr
Phe
Lys
420
Gly
Ser
Gly
Leu
Glu
500
Asp
Gln
Ser
Pro
Tyr
580
Ser
Ser

Lys

Tyr

Gln
165
Asn
Phe
Ala
Ile
Val
245
val
Ile
Phe
Thr
Leu
325
Phe
Phe
Asp
Ile
Asn
405
Asn
Gly
Ala
Gly
Gln
485
Asp
Thr
Gln
Ile
Asn
565
Thr
Arg
Arg
Ala

Asp
645

150
Phe

Gly
Gly
Gly
His
230
Phe
Ser
Asp
Lys
Thr
310
Leu
Asp
val
Lys
Tyr
390
Gly
Phe
Gly
Gly
Ser
470
Cys
Asn
Asn
Tyr
Glu
550
Ile
Met
Ile
val
Thr

630
Phe

Glu
Tyr
Phe
Lys
215
Ala
Lys
Phe
Ser
Asp
295
Ala
Ser
Lys
Lys
Ala
375
Asp
Gln
Thr
Gly
Tyr
455
Gly
Ile
Phe
Ile
Tyr
535
Asn
Glu
Phe
Ala
Tyr
615
Glu

Thr

Cys
Gly
Glu
200
Phe
Gly
Val
Glu
Leu
280
Ile
Ser
Glu
Leu
Phe
360
val
Gly
Asn
Gly
Ser
440
Leu
Gly
Lys
Thr
Glu
520
Leu
Leu
Arg
His
Leu
600
Thr
Ala

Asp

Lys
Ser
185
Glu
Ala
His
Asn
Glu
265
Gln
Ala
Leu
Asp
Tyr
345
Phe
Phe
Phe
Thr
Leu
425
Ala
Leu
Gly
Val
Asn
505
Ala
Thr
Ser
Phe
Tyr
585
Thr
Phe
Ala

Glu

ES 2770033 T3

Ser
170
Thr
Ser
Thr
Arg
Thr
250
Leu
Glu
Ser
Gln
Thr
330
Lys
Lys
Lys
Asn
Glu
410
Phe
Asp
Gly
Gly
Asn
490
Asp
Ala
Phe
Ser
Pro
570
Leu
Asn
Phe
Met

Thr
650

155
Phe

Gln
Leu
Asp
Leu
235
Asn
Arg
Asn
Thr
Tyr
315
Ser
Met
val
Ile
Leu
395
Ile
Glu
Asp
Pro
Ser
475
Asn
Leu
Glu
Asn
Asp
555
Asn
Arg
Ser
Ser
Phe

635
Ser

Gly
Tyr
Glu
Pro
220
Tyr
Ala
Thr
Glu
Leu
300
Met
Gly
Leu
Leu
Asn
380
Arg
Asn
Phe
Asp
His
460
Gly
Trp
Asn
Glu
Phe
540
Ile
Gly
Ala
val
Ser
620

Leu

Glu

150

His
Ile
Val
205
Ala
Gly
Tyr
Phe
Phe
285
Asn
Lys
Lys
Thr
Asn
365
Ile
Asn
Asn
Tyr
Asp
445
Ala
Gly
Asp
Lys
Asn
525
Asp
Ile
Lys
Gln
Asn
605
Asp
Gly

val

Glu
Arg
190
Asp
Val
Ile
Tyr
Gly
270
Arg
Lys
Asn
Phe
Glu
350
Arg
Val
Thr
Met
Lys
430
Lys
Val
Gly
Leu
Gly
510
Ile
Asn
Gly
Lys
Glu
590
Glu
Tyr

Trp

Ser

Val
175
Phe
Thr
Thr
Ala
Glu
255
Gly
Leu
Ala
val
Ser
335
Ile
Lys
Pro
Asn
Asn
415
Leu
Gly
Ala
Gly
Phe
495
Glu
Ser
Glu
Gln
Tyr
575
Phe
Ala
vVal
vVal

Thr
655

160
Leu

Ser
Asn
Leu
Ile
240
Met
His
Tyr
Lys
Phe
320
Val
Tyr
Thr
Lys
Leu
400
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
480
Phe
Glu
Leu
Pro
Leu
560
Glu
Glu
Leu
Lys
Glu

640
Thr
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15

20

Asp Lys

Leu Asn

Ile

Ile

Ala
660
Gly

Asp

Asn

675

Ile Phe
690
Ile Pro
705
Val Leu

Lys Trp

Val Asn

Ser
val
Thr
Asp

Thr

Gly Ala

Leu Gly

Ile

Met

Val

Thr

Thr Ile

Leu Tyr
680
Ile Leu
695

Phe Ala

710

Val Gln
725
Glu Val
740

Gln Ile

755

Glu Asn
770
Gln Tyr
785
Leu Ser

Asn Lys

Ile Pro

Gln
Thr
Ser
Phe

Tyr

Ala Glu

Glu Glu

Thr
Tyr
Asp
Ala

Glu

Ile Asp

Lys Tyr
Ile
760
Lys

Leu

Thr
775

Lys Asn

790

Leu
805
Asn

Lys

Leu
820

Gly Val

835

Ala
850
Val

Asp

Gln
865

Ile Pro

Thr Leu

<210> 132
<211> 360
<212> ADN

Leu
Asp
Phe

Glu

Leu Lys

Arg Leu

Asn
Gln
Lys
Tyr

Lys

Glu Ser

Cys Ser
Leu
840
Tyr

Arg

Ile
855

Asp Lys

870

Gln Leu
885
Ala Leu

900

<213> Mus musculus

<400> 132

caggtgaagc
tcctgecaagg
cctgggcagg
aatgagaagt
atggagctca
gctaatacct

<210> 133
<211>120
<212> PRT

tgcaggagtc
cttctggata
gccttgagtg
tcaaaggcaa
gcagcctgac
actactactt

<213> Mus musculus

<400> 133
Gln Val
1
Ser Val
Val Ile
35
Gly Tyr
50
Lys Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Gly Thr

Gln
Lys
His
Ile
Lys
Leu
His

Thr

Leu Gln

Met
20
Trp

Ser
Val
Pro

Asn

Ala Ser

Ser

Ala

Glu
Cys
Lys
Tyr

Leu

Lys Tyr

Ser Gly

tggacctgaa
cacattcact
gattggatat
ggcctcactg
ctctgaggac
tgactactgg

Ser Gly

Lys Ala

Gln Lys
40
Asn Asp
55

Thr Ser

70

Ser
85
Ala

Ser

Leu
100

Leu Thr

115

<210> 134

Leu

Asn

Val

Thr Ser

Thr Tyr

Ser
120

Ser

ES 2770033 T3

Ile
665
Lys

Ile Pro

Asp Asp

Leu Glu Phe

Val Ser
715

Leu

Leu

Ala
730
Val

Asn
Ile Thr
745
Arg

Lys Lys

Ala Ile Ile

Ile Asn
795

Lys

Asn
Ile Asn
810
Val Ser
825
Glu

Tyr

Asp Phe

Asp Asn Arg

vVal Asn
875

Asn

Asn
Val Asp
890

ctggtaaagc
aactatgtta
attaatccectt
acttcagaca
tctgeggtcet
ggccaaggca

Glu
10
Gly

Pro Leu

Ser
25
Pro

Tyr

Gly Gln

Gly Ser Lys
Ser

75
Ser

Asp Lys

Glu Asp
90
Tyr

Tyr Phe

105

Tyr Ile

Gly

Pro Ala

670

Phe Val
685
Ile Pro
700
Tyr Ile

Ser Lys

Asn Trp

Gly
Glu
Ala
Arg

Leu

Ala Leu

Ile Ala

Asn Lys
720
Asn Glu
735

Ala Lys

750

Met Lys
765
Asn Tyr
780
Phe Asn

Ala Met

Leu Met

Glu

Gln

Ile

Ile

Asn

Ala Leu

Tyr Asn

Asp Asp
800
Asn Ile
815

Ser Met

830

Ala
845
Thr

Asp

Gly
860
Thr Leu

Gln Arg

ctggggcttce
tacactgggt
acaatgatgg
aatcctccag
attactgtgce
ccactctcac

Val Lys

Thr Phe

Leu
45
Asn

Gly

Tyr
60

Ser Ser

Ala Val

Asp Tyr

Ser
Leu
Ser

Leu

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr

Tyr

Trp

Leu Lys

Ile Gly

Thr Asp
880
Leu Ser

895

agtgaagatg
gaagcaaaag
ctctaagtac
cacagcctac
aagacatctc
agtctcectea

Gly Ala
15
Asn Tyr

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr
80
Tyr Cys
95

Gly Gln

110

151

60

120
180
240
300
360



10

15

20

25

ES 2770033 T3

<211>5
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 134
Ala Arg Met Gly Tyr
1 5

<210> 135

<211>13

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 135
Ala Arg His Leu Ala Asn Thr Tyr Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 136
<211> 349
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 136
Met Glu Leu Ala Val Gly Asn Leu Ser Glu Gly Asn Ala
1 5 10
Glu Pro Pro Ala Pro Glu Pro Gly Pro Leu Phe Gly Ile
20 25
Asn Phe Val Thr Leu Val Val Phe Gly Leu Ile Phe Ala
35 40 45
Leu Gly Asn Ser Leu Val Ile Thr Val Leu Ala Arg Ser
50 55 60
Lys Pro Arg Ser Thr Thr Asn Leu Phe Ile Leu Asn Leu
65 70 75
Asp Leu Ala Tyr Leu Leu Phe Cys Ile Pro Phe Gln Ala
85 90
Ala Leu Pro Thr Trp Val Leu Gly Ala Phe Ile Cys Lys
100 105
Tyr Phe Phe Thr Val Ser Met Leu Val Ser Ile Phe Thr
115 120 125
Met Ser Val Asp Arg Tyr Val Ala Ile Val His Ser Arg
130 135 140
Ser Leu Arg Val Ser Arg Asn Ala Leu Leu Gly Val Gly
145 150 155
Ala Leu Ser Ile Ala Met Ala Ser Pro Val Ala Tyr His
165 170
Phe His Pro Arg Ala Ser Asn Gln Thr Phe Cys Trp Glu
180 185
Asp Pro Arg His Lys Lys Ala Tyr Val Val Cys Thr Phe
195 200 205
Tyr Leu Leu Pro Leu Leu Leu Ile Cys Phe Cys Tyr Ala
210 215 220
Asn His Leu His Lys Lys Leu Lys Asn Met Ser Lys Lys
225 230 235
Ser Lys Lys Lys Thr Ala Gln Thr Val Leu Val Val Vval
245 250
Gly Ile Ser Trp Leu Pro His His Ile Ile His Leu Trp
260 265
Gly Val Phe Pro Leu Thr Pro Ala Ser Phe Leu Phe Arg
275 280 285
His Cys Leu Ala Tyr Ser Asn Ser Ser Val Asn Pro Ile
290 295 300
Phe Leu Ser Glu Asn Phe Arg Lys Ala Tyr Lys Gln Val
305 310 315
His Ile Arg Lys Asp Ser His Leu Ser Asp Thr Lys Glu
325 330
Arg Ile Asp Thr Pro Pro Ser Thr Asn Cys Thr His Val
340 345

<210> 137
<211> 349

152

Ser
Gly
Leu
Lys
Ser
Thr
Phe
110
Leu
Arg
Cys
Gln
Gln
190
Val
Lys
Ser
val
Ala
270
Ile
Ile

Phe

Asn

Trp
15

Val
Gly
Pro
Ile
Val
95

Ile
Ala
Ser
Ile
Gly
175
Trp
Phe
Val
Glu
Val
255
Glu
Thr
Tyr

Lys

Lys
335

Pro
Glu
Val
Gly
Ala
80

Tyr
His
Ala
Ser
Trp
160
Leu
Pro
Gly
Leu
Ala
240
Phe
Phe
Ala
Ala
Cys

320
Ser
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 137

Met
1
Glu
Asn
Leu
Lys

65

Asp
Ala
Tyr
Met
Ser
145
Ala
Phe
Asp
Tyr
Asn
225
Ser
Gly
Gly
His

Phe

305
His

Arg

<210> 138
<211> 349

Glu Leu Ala

Pro
Phe
Gly
50

Pro
Leu
Leu
Phe
Ser
130
Leu
Leu
His
Pro
Leu
210
His
Lys
Ile
Val
Cys

290
Leu

Ile

Ile

Pro
val
35

Asn
Arg
Ala
Pro
Phe
115
val
Arg
Ser
Pro
Arg
195
Leu
Leu
Lys
Ser
Phe
275
Leu
Ser

Arg

Asp

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 138

Ala
20

Thr
Ser
Ser
Tyr
Thr
100
Thr
Asp
val
Ile
Arg
180
His
Pro
His
Lys
Trp
260
Pro
Ala
Glu
Lys

Thr
340

vVal
5

Pro
Leu
Leu
Thr
Leu
85

Trp
Val
Arg
Ser
Ala
165
Ala
Lys
Leu
Lys
Thr
245
Leu
Leu
Tyr
Asn
Asp

325
Pro

Gly
Glu
Vval
Vval
Thr
70

Leu
val
Ser
Tyr
Arg
150
Met
Ser
Lys
Leu
Lys
230
Ala
Pro
Thr

Ser

Phe

310
Ser

Pro

Asn
Pro
val
Ile
Asn
Phe
Leu
Met
val
135
Asn
Ala
Asn
Ala
Leu
215
Leu
Gln
His
Pro
Asn
295
Arg
His

Ser

Leu
Gly
Phe
40

Thr
Leu
Cys
Gly
Leu
120
Ala
Ala
Ser
Gln
Tyr
200
Ile
Lys
Thr
His
Ala
280
Ser
Lys

Leu

Thr

ES 2770033 T3

Ser
Pro
25

Gly
Val
Phe
Ile
Ala
105
Val
Ile
Leu
Pro
Thr
185
Val
Cys
Asn
Val
Ile
265
Ser
Ser
Ala

Ser

Asn
345

Glu
10

Leu
Leu
Leu
Ile
Pro
90

Phe
Ser
Vval
Leu
Val
170
Phe
Val
Phe
Met
Leu
250
Ile
Phe
Val
Tyr
Asp

330
Cys

Gly
Phe
Ile
Ala
Leu
75

Phe
Ile
Ile
His
Gly
155
Ala
Cys
Cys
Cys
Ser
235
Val
His
Leu
Asn
Lys
315

Thr

Thr

Asn
Gly
Phe
Arg
Asn
Gln
Cys
Phe
Ser
140
Val
Tyr
Trp
Thr
Tyr
220
Lys
Val
Leu
Phe
Pro

300
Gln

Lys

His

153

Ala
Ile
Ala
45

Ser
Leu
Ala
Lys
Thr
125
Arg
Gly
His
Glu
Phe
205
Ala
Lys
Val
Trp
Arg
285
Ile
Val

Glu

Val

Ser
Gly
30

Leu
Lys
Ser
Thr
Phe
110
Leu
Arg
Cys
Gln
Gln
190
Val
Lys
Ser
val
Ala
270
Ile

Ile

Phe

Ser

Trp
15

Val
Gly
Pro
Ile
vVal
95

Ile
Ala
Ser
Ile
Gly
175
Trp
Phe
Val
Glu
Val
255
Glu
Thr
Tyr
Lys

Lys
335

Pro
Glu
vVal
Gly
Ala
80

Tyr
His
Ala
Ser
Trp
160
Leu
Pro
Gly
Leu
Ala
240
Phe
Phe
Ala
Ala
Cys

320
Ser



Met
1
Glu
Asn
Leu
Lys

65

Asp
Ala
Tyr
Met
Ser
145
Ala
Phe
Asp
Tyr
Asn
225
Ser
Gly
Gly
His
Phe
305
His

Arg

<210> 139
<211> 387

Glu
Pro
Phe
Gly
50

Pro
Leu
Leu
Phe
Ser
130
Leu
Leu
His
Pro
Leu
210
His
Lys
Ile
Val
Cys
290
Leu

Ile

Ile

Leu
Pro
val
35

Asn
Arg
Ala
Pro
Phe
115
Val
Arg
Ser
Pro
Arg
195
Leu
Leu
Lys
Ser
Phe
275
Leu
Ser

Arg

Asp

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 139

Ala
Ala
20

Thr
Ser
Ser
Tyr
Thr
100
Thr
Asp
Val
Ile
Arg
180
His
Pro
His
Lys
Trp
260
Pro
Ala
Glu
Lys

Thr
340

val
Pro
Leu
Leu
Thr
Leu
85

Trp
val
Arg
Ser
Ala
165
Ala
Lys
Leu
Lys
Thr
245
Leu
Leu
Tyr
Asn
Asp

325
Pro

Gly
Glu
Vval
Val
Thr
70

Leu
Vval
Ser
Tyr
Arg
150
Met
Ser
Lys
Leu
Lys
230
Ala
Pro
Thr
Ser
Phe
310

Ser

Pro

Asn
Pro
val
Ile
55

Asn
Phe
Leu
Met
vVal
135
Asn
Ala
Asn
Ala
Leu
215
Leu
Gln
His
Pro
Asn
295
Arg
His

Ser

Leu
Gly
Phe
40

Thr
Leu
Cys
Gly
Leu
120
Ala
Ala
Ser
Gln
Tyr
200
Ile
Lys
Thr
His
Ala
280
Ser
Lys
Leu

Thr

ES 2770033 T3

Ser
Pro
25

Gly
Val
Phe
Ile
Ala
105
vVal
Ile
Leu
Pro
Thr
185
Val
Cys
Asn
val
Ile
265
Ser
Ser
Ala

Ser

Asn
345

Glu
10

Leu
Leu
Leu
Ile
Pro
90

Phe
Ser
Val
Leu
Vval
170
Phe
Val
Phe
Met
Leu
250
Ile
Phe
val
Tyr
Asp

330
Cys

Gly
Phe
Ile
Ala
Leu
75

Phe
Ile
Ile
His
Gly
155
Ala
Cys
Cys
Cys
Ser
235
val
His
Leu
Asn
Lys
315

Thr

Thr

Asn
Gly
Phe
Arg
60

Asn
Gln
Cys
Phe
Ser
140
val
Tyr
Trp
Thr
Tyr
220
Lys
Val
Leu
Phe
Pro
300
Gln
Lys

His

154

Ala
Ile
Ala
45

Ser
Leu
Ala
Lys
Thr
125
Arg
Gly
His
Glu
Phe
205
Ala
Lys
Val
Trp
Arg
285
Ile
val

Glu

Val

Ser
Gly
30

Leu
Lys
Ser
Thr
Phe
110
Leu
Arg
Cys
Gln
Gln
190
Val
Lys
Ser
val
Ala
270
Ile
Ile

Phe

Asn

Cys
15

Val
Gly
Pro
Ile
val
95

Ile
Ala
Ser
Ile
Gly
175
Trp
Phe
vVal
Glu
Val
255
Glu
Thr
Tyr

Lys

Lys
335

Pro
Glu
Val
Gly
Ala
80

Tyr
His
Ala
Ser
Trp
160
Leu
Pro
Gly
Leu
Ala
240
Phe
Phe
Ala
Ala
Cys

320
Ser



Met
1
Gly
Ala
val
Leu

65

Phe
Leu
Ser
Tyr
Ala
145
Leu
Pro
Val
Arg
Ser
225
val
Leu
Leu
Pro
Thr
305
Arg
Arg
Arg
Gly

Asp
385

<210> 140
<211> 368

Asn
Gly
Leu
Leu
50

Asn
Gln
Cys
Phe
Pro
130
Ile
Ser
Ala
Phe
Thr
210
Gly
Ala
Cys
Arg
Ile
290
Ile
vVal
Glu
Pro
Pro

370
Val

Val
Gly
Ile
35

Leu
Leu
Ala
Lys
Thr
115
Leu
Gly
Tyr
Trp
Ser
195
Leu
Ala
Ala
val
Ile
275
Val
Cys
Cys
Ser
Cys
355

Ser

Ala

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 140

Ser
Gly
20

Phe
Arg
Gly
Thr
Ala
100
Leu
His
Leu
Tyr
Ser
180
Tyr
Arg
Arg
Leu
Trp
260
Leu
Tyr
Ala
Ala
Ser
340

Pro

Trp

Gly
Trp
Leu
Gly
Val
Ile
Val
Ala
Ser
Ile
Arg
165
Ala
Leu
Tyr
Arg
Phe
245
Phe
Ser
Ala
Gly
Ala
325
Asp

Gly

Gln

Cys
His
Vval
Gly
Ala
70

Tyr
His
Ala
Arg
Trp
150
Gln
Pro
Leu
Leu
Ala
230
Cys
Gly
His
Leu
Leu
310
Ala
Leu

Ala

Gly

Pro
Pro
Gly
Gln
55

Asp
Thr
Phe
vVal
Glu
135
Gly
Ser
Arg
Pro
Trp
215
Lys
Leu
Gln
Leu
Val
295
Leu
Arg
Leu

Ser

Pro
375

Gly
Glu
Thr
40

Ala
Leu
Leu
Leu
Ser
120
Leu
Leu
Gln
Arg
Val
200
Arg
Arg
Cys
Phe
Vval
280
Ser
Gly
Gly
His
Gln

360
Lys

ES 2770033 T3

Ala
Ala
25

val
val
Cys
Asp
Ile
105
Leu
Arg
Ser
Leu
Arg
185
Leu
Ala
Lys
Trp
Pro
265
Ser
Lys
Arg
Thr
Met
345

Pro

Ala

Gly
10

Val
Gly
Ser
Phe
Gly
Phe
Asp
Thr
Leu
Ala
170
Ala
Val
Val
Val
Met
250
Leu
Tyr
His
Ala
His
330
Ser

Cys

Gly

Asn
Ile
Asn
Thr
Ile
75

Trp
Leu
Arg
Pro
Leu
155
Asn
Met
Leu
Asp
Thr
235
Pro
Thr
Ala
Phe
Pro
315
Ser
Glu

Ile

Asp

Ala
vVal
Thr
Thr
60

Leu
Val
Thr
Tyr
Arg
140
Phe
Leu
Asp
Gly
Pro
220
Arg
His
Arg
Asn
Arg
300
Gly
Gly
Ala

Leu

Ser
380

Ser
Pro
Leu
45

Asn
Cys
Phe
Met
Leu
125
Asn
Ser
Thr
Ile
Leu
205
Val
Met
His
Ala
Ser
285
Lys
Arg
Ser
Ala
Glu

365
Ile

Gln
Leu
30

val
Leu
Cys
Gly
His
110
Ala
Ala
Gly
Val
Cys
190
Thr
Ala
Ile
Ala
Thr
270
Cys
Gly
Ala
Val
Gly
350

Pro

Leu

Ala
15

Leu
Leu
Phe
val
Ser
Ala
Ile
Leu
Pro
Cys
175
Thr
Tyr
Ala
Leu
Leu
255
Tyr
vVal
Phe
Ser
Leu
335
Ala
Cys

Thr

Gly
Phe
Ala
Ile
Pro
80

Leu
Ser
Arg
Ala
Tyr
160
His
Phe
Ala
Gly
Ile
240
Ile
Ala
Asn
Arg
Gly
320
Glu
Leu

Pro

Val

Met Ala Asp Ala Gln Asn Ile Ser Leu Asp Ser Pro Gly Ser Val Gly

1

5

10

15

Ala Val Ala Val Pro Val Val Phe Ala Leu Ile Phe Leu Leu Gly Thr

20

25

155

30



10

Val Gly
35
Ala Trp
50
Ala Vval
65
Thr Ile

Ala Val

Leu Ala

Ser
130
vVal

Arg

Leu
145
Tyr Gly

Glu Asp

Tyr Leu
Phe
210
Arg

Arg

Ala
225
Ala Ala

Cys Phe

Arg Leu
Val
290
Trp

Leu

Leu
305
Arg Arg

Ala Arg

Pro Arg

<210> 141
<211> 1050
<212> ADN

Asn
Gln
Ala
Tyr
His
Ala
115
Arg
Trp
Thr
Ala
Leu
195
Leu
Arg
Leu
Trp
Ala
275
Tyr
Pro
val

Pro

Glu
355

Gly Leu

Glu Pro

Asp Leu

val
Gly

Cys

Ala
40
Thr

Leu

Ser
55

Phe Ile

70

Thr Leu

Leu Leu
100
Val Ser

Ala Leu

Leu Leu

Asp
Ile
Val
Arg

Ala

Ala Trp

Tyr Leu

Asp Arg
120
Thr Pro
135

Ala Leu

150

Val Arg
165
Arg Arg
180
Pro Val

Trp Ala

Ala

Tyr
Arg
Ala
Ala

Thr

Gly Ala

Ala Leu

Vval val
200
Val Gly
215

Gly Arg

230

Ala
245
Gly

Tyr

Tyr
260
Ser His

Ala Leu

Cys Gly

Leu
Arg
Cys
Ala

Arg

Cys Trp

Phe Ala

Ala
280
Arg

Leu

Ser
295

Arg Arg

310

Pro
325
Gly

Arg

Ser
340

Gly Pro

<213> Homo sapiens

<400> 141

atggagctgg
ccggageccg
ggcctgatcet
agcaagccgg
gacctggcecect
tgggtgetgg
gtgagcatct
cggegcetect
gcgetgtcca
gccagcaacce
gtggtgtgca
gccaaggtcce
tccaagaaaa
ctgccgcacce
tccttectet
atcatttatg
cacattcgca
ccaccatcaa

<210> 142
<211> 1050
<212> ADN

cggtcgggaa
ggccgetgtt
tcgegetggg
gcaagccgeg
acctgctcett
gcgectteat
tcaccctgge
cctececetcag
ttgccatgge
agaccttctg
ccttegtett
ttaatcactt
agactgcaca
acatcatcca
tcagaatcac
catttctctce
aagattcaca
ccaattgtac

Ala
Arg

Val

Ser Ser

Leu Leu

His Gly
360

cctcagcgag
cggcatcgge
tgtgctggge
gagcaccacce
ctgcatccece
ctgcaagttce
cgcgatgtce
ggtgtcecege
ctcgecegtg
ctgggagcag
cggctacctg
gcataaaaag
gacagttctg
tctctggget
cgcccactge
tgaaaatttc
cctgagtgat
tcatgtgtga

ES 2770033 T3

Val Leu Leu

Thr Asp Leu

Leu Cys Cys
75
Phe Gly
90

Met

Leu

Thr
105
Tyr

Tyr

Leu Ala

Arg Asn Ala

Phe Ala
155
Leu

Ser

Glu
170
vVal

Leu

Asp Ala

185
Ser

Leu Ala

Pro Ala Gly

Ala Gly Arg
235
Pro His
250

Ser

Gly

Phe
265
Tyr

Pro

Ala Asn

His Phe Arg

Arg His Arg
315
Pro Pro
330

Gly

Gly

Ala
345
Gly

Gly

Glu Ala

ggcaacgcga
gtggagaact
aacagcctag
aacctgttca
ttccaggcca
atccactact
gtggaccgct
aacgcgcetge
gcctaccace
tggcccgace
ctgeegetcec
ttgaagaaca
gtggtggttg
gagtttggag
ctggcegtaca
aggaaggcct
actaaagaaa

Gln Pro
45
Phe Ile
60
Val Pro

Ala Leu

Ala Ser

Gly
Leu
Phe
Val

Ser

Pro Ser

Asn Leu

Gln Ala
80
Cys Lys
95

Phe Thr

110

Val Arg
125
Arg Ala
140
Pro Tyr

Cys Val

Thr Phe

His

Ala

Leu

Pro

Ala

Pro Leu

Val Gly

Ser Tyr
160
Ala Trp
175

Ala Gly

190

Tyr Gly
205
Ala Ala
220
Ala Met

His Ala

Ala Thr

Arg
Ala
Leu
Leu

Tyr

Thr Leu

Ala Glu

Ala Vval
240
Ile Leu
255

Ala Cys

270

Ser Cys
285
Ala Arg
300
Ala Arg

Gly Cys

Gly Gln

Leu
Phe
Arg
Pro

Gly

Asn Pro

Arg Arg

Ala Leu
320
Gly Asp
335

Pro Glu

350

Ala Arg

365

gctggecgga
tcgtcacget
tgatcaccgt
tcctcaacct
ccgtgtacge
tcttcacegt
acgtggccat
tgggcgtggg
agggcctcett
ctcgccacaa
tgctcatctg
tgtcaaagaa
tggtgtttgg
ttttceceget
gcaattccte
ataaacaagt
ataaaagtcg

156

Gly

Pro Glu

gccceecgee
ggtggtgttc
gctggcgege
gagcatcgee
gctgeccace
gtccatgcetg
cgtgcactceg
ctgcatctgg
ccacccgcege
gaaggcctac
cttctgctat
gtctgaagca
aatctcctgg
gacgccggcet
cgtgaatcct
gttcaagtgt

aatagacacc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1050



10

15

<213> Homo sapiens

<400> 142

atggagctgg
ccggageccg
ggcctgatct
agcaagccgg
gacctggect
tgggtgctgg
gtgagcatct
cggcgctect
gcgetgtceca
gccagcaacc
gtggtgtgca
gccaaggtcce
tccaagaaaa
ctgcegecace
tccttectcet
atcatttatg
cacattcgca
ccaccatcaa

<210> 143
<211> 1050
<212> ADN

cggtcgggaa
ggccgetgtt
tcgegetggg
gcaagccgceg
acctgctcectt
gcgecttcat
tcaccctgge
cctcectcag
ttgccatgge
agaccttctg
ccttegtett
ttaatcactt
agactgcaca
acatcatcca
tcagaatcac
catttctctc
aagattcaca
ccaattgtac

<213> Homo sapiens

<400> 143

atggagctgg
ccggageccg
ggcctgatct
agcaagccgg
gacctggcecct
tgggtgctgg
gtgagcatct
cggcgctect
gcgetgtceca
gccagcaacce
gtggtgtgca
gccaaggtcce
tccaagaaaa
ctgcegecace
tccttectcet
atcatttatg
cacattcgca
ccaccatcaa

<210> 144
<211> 1164
<212> ADN

cggtcgggaa
ggccgetgtt
tcgegetggg
gcaagccgceg
acctgctctt
gcgecttcat
tcaccctgge
cctcectcag
ttgccatgge
agaccttctg
ccttegtett
ttaatcactt
agactgcaca
acatcatcca
tcagaatcac
catttctctc
aagattcaca
ccaattgtac

<213> Homo sapiens

<400> 144

cctcagcgag
cggcatcgge
tgtgctggge
gagcaccacc
ctgcatccce
ctgcaagttc
cgcgatgtcece
ggtgtcecege
ctcgececegtg
ctgggagcag
cggctacctg
gcataaaaag
gacagttctg
tctetggget
cgcecactge
tgaaaatttc
cctgagtgat
tcatgtgtga

cctcagcecgag
cggcatcgge
cgtgetggge
gagcaccacc
ctgcatcccce
ctgcaagttc
cgcgatgtcece
ggtgtcecege
ctcgecegtg
ctgggagcag
cggctacctg
gcataaaaag
gacagttctg
tctetggget
cgcecactge
tgaaaatttc
cctgagtgat
tcatgtgtga

ES 2770033 T3

ggcaacgcga
gtggagaact
aacagcctag
aacctgttca
ttccaggcecca
atccactact
gtggaccgcet
aacgcgcectge
gcctaccacce
tggcccgace
ctgcegetece
ttgaagaaca
gtggtggttg
gagtttggag
ctggcgtaca
aggaaggcct
actaaagaaa

ggcaacgcga
gtggagaact
aacagcctag
aacctgttca
ttccaggcca
atccactact
gtggaccgcet
aacgcgcectge
gcctaccacce
tggcccgace
ctgcegetec
ttgaagaaca
gtggtggttg
gagtttggag
ctggcgtaca
aggaaggcct
actaaagaaa

gctggccgga
tcgtcacget
tgatcaccgt
tcctcaacct
ccgtgtacge
tcttcaccegt
acgtggccat
tgggcgtggg
agggcctcett
ctcgccacaa
tgctcatctg
tgtcaaagaa
tggtgtttgg
tttteceeget
gcaattcctce
ataaacaagt
gtaaaagtcg

gctgtcecgga
tcgtcacget
tgatcaccgt
tcctcaacct
ccgtgtacge
tcttcaccgt
acgtggccat
tgggcgtggg
agggcctcett
ctcgccacaa
tgctcatctg
tgtcaaagaa
tggtgtttgg
tttteceeget
gcaattcctce
ataaacaagt
ataaaagtcg

157

gccecceegee
ggtggtgttce
gctggegege
gagcatcgcce
gctgeccacce
gtccatgcetg
cgtgcactceg
ctgcatctgg
ccaccecgege
gaaggcctac
cttctgectat
gtctgaagca
aatctcctgg
gacgccggcet
cgtgaatcct
gttcaagtgt

aatagacacc

gccecceegee
ggtggtgtte
gctggegege
gagcatcgecce
gctgcccace
gtccatgcetg
cgtgcactceg
ctgcatctgg
ccaccecgege
gaaggcctac
cttctgectat
gtctgaagca
aatctcctgg
gacgccggcet
cgtgaatcct
gttcaagtgt
aatagacacc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1050

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1050
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15

20

atgaacgtct
tggcacccceg
gtgggcaaca
aacctgttca
ttccaggcca
gtgcacttcc
ctggacaggt
aacgcgetgg
ctgagctact
gcccctegee
ctggttcteg
gtggccgegg
gtggecegege
tteggecagt
tcctacgcecceca
aaaggcttcc
cgtgtgtgeg
gacctgttge
ccatgcatcc
atcctgacgg

<210> 145
<211> 1107
<212> ADN

cgggctgecece
aggcggtcat
cgctggtget
tccttaacct
ccatctacac
tcatcttcct
atctggccat
cagccatcgg
accgccagtc
gccgegecat
gcctgaccta
gctcgggtge
tecttetgect
tcecegetcac
actcctgegt
gcacgatctg
ctgcegegeg
acatgagcga
tcgageccectg
ttgatgtgge

<213> Homo sapiens

<400> 145

atggctgatg
cctgtggtcet
gtgctcetge
atcctcaacc
accatctaca
ctcatctacc
tacctggecceg
gccgecagtgg
tacggcaccg
cgccgegecce
agcctggect
gcggcggecg
gcegegetet
ggccgcetteg
tacgccaact
cgcttecegee
cgtcgegtee
gggaggctge
ggagaggctg

<210> 146
<211> 889
<212> PRT

cccagaacat
ttgcecctaat
agcctggcece
tggeggtgge
cgctggatgce
tcaccatgta
tgcggcacce
ggctggtgtg
tgcgectacgg
tggacgtgge
acgggcgcac
aggcgcggeg
acgcgctctg
ccttcagecece
cctgectcaa
gcetgtggece
gccccgegte
tggctggtagg
cccgaggace

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento LHn/A

<221> VARIANTE
<222> (453)...(455)
<223> Xaa es cualquier aminoacido

<400> 146

aggggccggyg
cgtgccectg
ggcggtgetg
gggcgtggec
cctggacgge
caccatgcac
ccgectacceg
gctcatctgg
gcagctggcce
ggacatctgce
cgcgegeace
ccggegegece
ctgctggatg
gcgegecact
caaccccatce
cgcgggectg
gggcacccac
ggcggcgggg
tcctggeceg
ctga

ttcactggac
cttectgetg
gagtgcectgg
tgacctctge
ctggctettt
cgccagcagce
gctgegeteg
gctgetggeg
cgcgetggag
caccttcget
gctgegette
gagggcgacg
ctggggtccg
ggccacctac
cccgetegte
gtgcggecge
ctcgggccca

cggccagggce
ggaataa

ES 2770033 T3

aacgcgagcce
ctcttegege
ctgcgeggeg
gacctgtgtt
tgggtgttcg
gccagcagcet
ctgcactcce
gggctgtcge
aacctgaccg
accttegtcet
ttgcgctace
aagcgcaagg
ccccaccacg
tatgcgette
gtttacgcge
ctgggccgtg
agtggcagcg
gcccttegte
tcctggcagg

agcccaggga
ggcacagtgg
caggagcctg
ttcatcctgt
ggggccctceg
tttacgctgg
cgcgecectge
gcgetcttet
ctctgegtge
gccggctace
ctgtgggccg
ggccgcgegg
caccacgcgce
gcctgecgece
tacgcgctceg
cgacgccgece
cccggcetgece
ccggagcceca

aggcgggcgyg
tcatcttect
gccaggceggt
tcatcctgtyg
gctecgetget
tcacgctgge
gcgagctgeg
tgctcettete
tgtgccatce
tcagctacct
tctggegege
tgacacgcat
cgctcatcct
gcatcctete
tggtctccaa
ccccaggecg
tgttggagcg
cctgeccecegg
gcccaaaggce

gtgtggggge
gcaatgggct
gcagcaccac
gctgegtgee
tctgcaagge
ctgctgtcte
gcacgccgeg
cggcgeccta
ccgectggga
tgctgeeegt
ccgtgggtcec
ggcgegecat
tcatcctgtg
tggcctcaca
cctecgegeca
accgtgececceg
ccggagacgce
gggagggacc

158

cgggggaggc
cgtgggcacc
cagcactacc
ctgegtgece
gtgcaaggcg
cgcegtetec
cacgcctcega
cgggccctac
cgcgtggagce
gctteetgtg
cgtcgacceg
gatcctcatc
ctgegtgtgg
gcacctggte
gcacttccge
agcctecggge
cgagtccagce
cgcttceccag
aggcgacagce

cgtggcagtg
ggtgctggca
ggacctgttce
cttccaggec
cgtgcacctg
cgtggacagg
taacgcccge
cctcagctac
ggacgcgegce
ggctgtggtg
cgcgggcgceg
gctggeggtg
cttctggtac
ctgecctggece
cttcegegeg
ccgegecttg
ccggectage
cgtccacgge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1164

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1107



Met
Vval
Val
Asp
Ala
65

Asp
Arg
Arg
val
Arg
145
Ile
Arg
Thr
Gly
Leu
225
Arg
Glu
Phe
Lys
Gly
305
Tyr
Lys
Asn
Phe
Thr
385
Phe
Lys
Gly
Leu
Asn

465
Phe

Pro
Asp
Lys
Thr
50

Lys
Asn
Ile
Gly
Ile
130
Ser
Gln
Asn
Phe
Ala
210
Ile
Val
vVal
Ile
Phe
290
Thr
Leu
Phe
Phe
Asp
370
Ile
Asn
Asn
Ile
Tyr
450
Lys

Phe

Phe
Ile
Ala
Phe
Gln
Glu
Tyr
Ile
115
Asp
Glu
Phe
Gly
Gly
195
Gly
His
Phe
Ser
Asp
275
Lys
Thr
Leu
Asp
Val
355
Lys
Tyr
Gly
Phe
Ile
435
Phe

Ala

Ser

val
Ala
20

Phe
Thr
Val
Lys
Ser
100
Pro
Thr
Glu
Glu
Tyr
180
Phe
Lys
Ala
Lys
Phe
260
Ser
Asp
Ala
Ser
Lys
340
Lys
Ala
Asp
Gln
Thr
420
Thr
Gln
Phe

Pro

Asn
Tyr
Lys
Asn
Pro
Asp
85

Thr
Phe
Asn
Leu
Cys
165
Gly
Glu
Phe
Gly
Val
245
Glu
Leu
Ile
Ser
Glu
325
Leu
Phe
Val
Gly
Asn
405
Gly
Ser
Xaa

Asn

Ser
485

Lys
Ile
Ile
Pro
Val
70

Asn
Asp
Trp
Cys
Asn
150
Lys
Ser
Glu
Ala
His
230
Asn
Glu
Gln
Ala
Leu
310
Asp
Tyr
Phe
Phe
Phe
390
Thr
Leu
Lys
Xaa
Asp

470
Glu

Gln
Lys
His
Glu
55

Ser
Tyr
Leu
Gly
Ile
135
Leu
Ser
Thr
Ser
Thr
215
Arg
Thr
Leu
Glu
Ser
295
Gln
Thr
Lys
Lys
Lys
375
Asn
Glu
Phe
Thr
Xaa
455

Leu

Asp

Phe
Ile
Asn
40

Glu
Tyr
Leu
Gly
Gly
120
Asn
Val
Phe
Gln
Leu
200
Asp
Leu
Asn
Arg
Asn
280
Thr
Tyr
Ser
Met
Val
360
Ile
Leu
Ile
Glu
Lys
440
Gly
Cys

Asn

ES 2770033 T3

Asn
Pro
25

Lys
Gly
Tyr
Lys
Arg
105
Ser
val
Ile
Gly
Tyr
185
Glu
Pro
Tyr
Ala
Thr
265
Glu
Leu
Met
Gly
Leu
345
Leu
Asn
Arg
Asn
Phe
425
Ser
Gly
Ile

Phe

Tyr
10

Asn
Ile
Asp
Asp
Gly
90

Met
Thr
Ile
Ile
His
170
Ile
Val
Ala
Gly
Tyr
250
Phe
Phe
Asn
Lys
Lys
330
Thr
Asn
Ile
Asn
Asn
410
Tyr
Leu
Gly
Lys

Thr
490

Lys
Ala
Trp
Leu
Ser
75

Val
Leu
Ile
Gln
Gly
155
Glu
Arg
Asp
val
Ile
235
Tyr
Gly
Arg
Lys
Asn
315
Phe
Glu
Arg
vVal
Thr
395
Met
Lys
Gly
Gly
Val

475
Asn

Asp
Gly
Val
Asn
60

Thr
Thr
Leu
Asp
Pro
140
Pro
val
Phe
Thr
Thr
220
Ala
Glu
Gly
Leu
Ala
300
Val
Ser
Ile
Lys
Pro
380
Asn
Asn
Leu
Gly
Gly
460

Asn

Asp

159

Pro
Gln
Ile
45

Pro
Tyr
Lys
Thr
Thr
125
Asp
Ser
Leu
Ser
Asn
205
Leu
Ile
Met
His
Tyr
285
Lys
Phe
Val
Tyr
Thr
365
Lys
Leu
Phe
Leu
Gly
445
Asp

Asn

Leu

Val
Met
30

Pro
Pro
Leu
Leu
Ser
110
Glu
Gly
Ala
Asn
Pro
190
Pro
Ala
Asn
Ser
Asp
270
Tyr
Ser
Lys
Asp
Thr
350
Tyr
val
Ala
Thr
Cys
430
Gly
Lys

Trp

Asn

Asn
15

Gln
Glu
Pro
Ser
Phe
95

Ile
Leu
Ser
Asp
Leu
175
Asp
Leu
His
Pro
Gly
255
Ala
Tyr
Ile
Glu
Lys
335
Glu
Leu
Asn
Ala
Lys
415
Val
Glu
Gly
Asp

Lys
495

Gly
Pro
Arg
Glu
Thr
Glu
Val
Lys
Tyr
Ile
160
Thr
Phe
Leu
Glu
Asn
240
Leu
Lys
Asn
Val
Lys
320
Leu
Asp
Asn
Tyr
Asn
400
Leu
Arg
Asn
Tyr
Leu

480
Gly
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Glu Glu Ile Thr Ser Asp Thr Asn Ile Glu Ala Ala Glu Glu Asn Ile
500 505 510
Ser Leu Asp Leu Ile Gln Gln Tyr Tyr Leu Thr Phe Asn Phe Asp Asn
515 520 525
Glu Pro Glu Asn Ile Ser Ile Glu Asn Leu Ser Ser Asp Ile Ile Gly
530 535 540
Gln Leu Glu Leu Met Pro Asn Ile Glu Arg Phe Pro Asn Gly Lys Lys
545 550 555 560
Tyr Glu Leu Asp Lys Tyr Thr Met Phe His Tyr Leu Arg Ala Gln Glu
565 570 575
Phe Glu His Gly Lys Ser Arg Ile Ala Leu Thr Asn Ser Val Asn Glu
580 585 590
Ala Leu Leu Asn Pro Ser Arg Val Tyr Thr Phe Phe Ser Ser Asp Tyr
595 600 605
Val Lys Lys Val Asn Lys Ala Thr Glu Ala Ala Met Phe Leu Gly Trp
610 615 620
Val Glu Gln Leu Val Tyr Asp Phe Thr Asp Glu Thr Ser Glu Val Ser
625 630 635 640
Thr Thr Asp Lys Ile Ala Asp Ile Thr Ile Ile Ile Pro Tyr Ile Gly
645 650 655
Pro Ala Leu Asn Ile Gly Asn Met Leu Tyr Lys Asp Asp Phe Val Gly
660 665 670
Ala Leu Ile Phe Ser Gly Ala Val Ile Leu Leu Glu Phe Ile Pro Glu
675 680 685
Ile Ala Ile Pro Val Leu Gly Thr Phe Ala Leu Val Ser Tyr Ile Ala
690 695 700
Asn Lys Val Leu Thr Val Gln Thr Ile Asp Asn Ala Leu Ser Lys Arg
705 710 715 720
Asn Glu Lys Trp Asp Glu Val Tyr Lys Tyr Ile Val Thr Asn Trp Leu
725 730 735
Ala Lys Val Asn Thr Gln Ile Asp Leu Ile Arg Lys Lys Met Lys Glu
740 745 750
Ala Leu Glu Asn Gln Ala Glu Ala Thr Lys Ala Ile Ile Asn Tyr Gln
755 760 765
Tyr Asn Gln Tyr Thr Glu Glu Glu Lys Asn Asn Ile Asn Phe Asn Ile
770 775 780
Asp Asp Leu Ser Ser Lys Leu Asn Glu Ser Ile Asn Lys Ala Met Ile
785 790 795 800
Asn Ile Asn Lys Phe Leu Asn Gln Cys Ser Val Ser Tyr Leu Met Asn
805 810 815
Ser Met Ile Pro Tyr Gly Val Lys Arg Leu Glu Asp Phe Asp Ala Ser
820 825 830
Leu Lys Asp Ala Leu Leu Lys Tyr Ile Tyr Asp Asn Arg Gly Thr Leu
835 840 845
Ile Gly Gln Val Asp Arg Leu Lys Asp Lys Val Asn Asn Thr Leu Ser
850 855 860
Thr Asp Ile Pro Phe Gln Leu Ser Lys Tyr Val Asp Asn Gln Arg Leu
865 870 875 880
Leu Ser Thr His His His His His His
885

<210> 147

<211> 2661

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Fragmento LHn/A

<400> 147
atgccgttcg taaacaaaca gttcaactat aaagacccag tcaacggegt ggacattgec 60
tatatcaaaa tcccgaatgce gggtcaaatg cagcccgtga aagcatttaa aatccataac 120
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aaaatttggg
ccaccgectg
gacaatgaaa
acagatctcg
agcaccatcg
gatgggagct
atccaattcg
ggatcgacgce
gaagttgata
ttggcacatg
cgtgttttca
gaagaactgc
gaatttcgge
aaaagcattg
tacctcctta
ctgtataaaa
ttgaatcgga
aaagttaact
tttaacggcce
ggcttgtttg
tececttgggeg
tataacaagg
ccatctgaag
aacatcgaag
tttaattttg
ggccagetgg
gacaaataca
attgctctga
ttctcaageg
tgggtggaac
aaaattgccg
atgctgtata
gaatttatcc
gcaaacaaag
tgggatgagg
gacctgattc
attatcaact
atcgacgact
aagttcttga
aaacgtctgg
aatcgcggaa
agtacagaca
caccatcacc

<210> 148
<211> 20
<212> ADN

tgatccecgga
aggctaaaca
aggacaacta
gtcgecatgtt
atacagaact
accggtccga
aatgtaaatc
agtatattcg
cgaaccctct
aacttattca
aggtgaatac
gcacgtttgg
tgtactatta
tgggtaccac
gcgaagacac
tgctcaccga
aaacctatct
acaccatcta
agaacaccga
aattctataa
gtggtggcga
ccttcaatga
ataattttac
cagcggaaga
ataacgagcc
aactgatgcc
ccatgttcca
ccaattcggt
attatgttaa
aactggtata
atattaccat
aagatgattt
cggaaatcgc
ttttgactgt
tgtataagta
gcaagaagat
atcaatataa
tatcttcaaa
accaatgtag
aagacttcga
ctcttattgg
tccettttea
atcaccacta

<213> Secuencia artificial

<220>

gcgcgatacg
ggtcceggtg
cctgaaaggt
gctgacttcet
caaagtgatt
agagcttaac
ttttgggcat
tttttctcca
tttaggcgeg
tgccgggcat
gaacgcgtat
cggtcatgat
caataaattc
ggctagctta
ttcecggcaaa
gatctacaca
gaacttcgat
tgatggcttt
aatcaacaac
gctcectgtgt
aaacctgtac
tttatgcatc
taacgacttg
gaatattagt
tgagaacatt
gaatatcgaa
ctatctccege
aaacgaagcc
aaaagtgaac
tgactttacg
tatcattcce
tgtgggcgece
cattccagta
ccagacgatc
tattgttacc
gaaagaagcg
ccagtacaca
gctgaatgaa
tgtcagctat
tgcaagccett
ccaagtggat
gctgtctaaa
a
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ttcacgaacc
tcttactatg
gttaccaaac
attgtgcgeg
gacaccaact
ctcgtaatca
gaagtcctga
gatttcacat
ggaaaattcg
cgcttgtatg
tacgagatgt
gcaaaattta
aaagacattg
caatatatga
ttctectgteg
gaggataact
aaagccgtct
aatctgcgcea
atgaacttta
gtccgeggta
ttccagggeg
aaggtgaaca
aacaaaggag
ctagatctta
tccattgaga
cgctttecta
gcgcaggagt
cttttaaatc
aaggcgaccg
gatgaaactt
tatattggce
ctgatctttt
ctcggtacct
gacaacgcgce
aactggctceg
ctggaaaacc
gaggaagaaa
tctattaaca
ctgatgaact
aaagatgccc
cgcttaaaag
tatgtggaca

<223> Cebador oligonucleotidico directo ORL-1

<400> 148

cactcggctg gtgctggtgg

<210> 149
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador oligonucleotidico inverso ORL-1

<400> 149

aatggccacg gcagtctcge

<210> 150
<211> 20
<212> ADN

cggaagaagg
atagcacata
tgttcgageg
gcattccegtt
gcatcaatgt
ttggcececgag
atctgacgceg
ttggatttga
cgacggaccce
gaatcgccat
cgggcttaga
ttgatagtct
catcaacctt
aaaacgtttt
ataaactgaa
ttgtcaaatt
ttaagatcaa
atacgaatct
ctaaactgaa
ttatcaccag
gtggcggtag
actgggactt
aggaaattac
ttcaacaata
atctcagctc
atggaaagaa
ttgagcacgg
cttcgegtgt
aagcggcgat
ctgaagtctc
ctgcactgaa
caggcgcetgt
ttgcgetggt
tcagtaaacg
ctaaagtaaa
aagcagaagc
agaataacat
aagcgatgat
cgatgatccc
ttctgaagta
ataaagtcaa
atcagcgcect
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agatttaaac
cctgagtacc
catttattcg
ttggggtggt
gattcagect
cgcggatatt
gaatggctat
agaaagcctc
agcggtgacc
taacccgaac
agtgtccttt
gcaagaaaac
aaacaaggcg
caaagaaaaa
atttgataaa
cttcaaggtc
catcgtaccg
ggcggcgaac
aaattttacc
caaaaccaaa
tgataagggc
gtttttctet
ttececgatace
ttacctgacc
tgacatcatc
atatgaattg
caagtctcgt
gtacaccttt
gtttttggga
gaccaccgac
cattggtaac
tatcctgetg
gtcctatatce
taacgaaaaa
cacccagatt
gaccaaagct
caacttcaac
taatattaac
ttacggtgtg
tatttacgat
caacacgctg
gctgtccacg

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2661

20

20
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico directo del receptor de galanina 1

<400> 150
ccccatcatg tcatccacct

<210> 151

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico inverso del receptor de galanina 1

<400> 151
atggggttca ccgaggagtt

<210> 152

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico directo del receptor de galanina 2

<400> 152
catcgtggcg gtgctttt

<210> 153

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico inverso del receptor de galanina 2

<400> 153
agcgggaagc gaccaaac

162
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REIVINDICACIONES

Método para detectar actividad endopeptidasa redirigida, comprendiendo el método las etapas de: a) tratar
una célula de una linea celular establecida con una muestra que comprende una endopeptidasa redirigida,
en el que la célula de una linea celular establecida es susceptible a la actividad endopeptidasa redirigida
por una endopeptidasa redirigida; b) aislar de la linea celular tratada un componente SNAP-25 que
comprende un producto de escisién de SNAP-25 que tiene un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace
escindible del sitio de escision de BoNT/A; c) poner en contacto al componente SNAP-25 con un anticuerpo
a-SNAP-25, en el que el anticuerpo o-SNAP-25 se une a un epitopo que comprende un extremo carboxilo
en el residuo P4 del enlace escindible del sitio de escisién de BoNT/A de un producto de escisiéon de SNAP-
25; y d) detectar la presencia de un complejo anticuerpo-antigeno que comprende el anticuerpo a-SNAP-25
y el producto de escision de SNAP-25; en el que la deteccion por el complejo anticuerpo-antigeno es
indicativa de actividad endopeptidasa redirigida; en el que el anticuerpo a-SNAP-25 se une a un epitopo
que comprende un extremo carboxilo en el residuo P+ del enlace escindible del sitio de escisiéon de BoNT/A
de un producto de escision de SNAP-25 y en el que el anticuerpo a-SNAP-25 aislado tiene una VHCDR1 de
SEQ ID NO: 93, una V4CDR2 de SEQ ID NO: 96, una V4CDR3 de SEQ ID NO: 100, una V.CDR1 de SEQ
ID NO: 105, una V.CDR2 de SEQ ID NO: 110 y una V.CDR3 de SEQ ID NO: 115.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo a-SNAP-25 se enlaza a un soporte de fase solida.

Método segun la reivindicacion 2, que comprende una etapa de fijar el componente SNAP-25 a dicho
soporte de fase solida.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la célula es susceptible a actividad
endopeptidasa redirigida en aproximadamente 500 nM o menos, en aproximadamente 400 nM o menos, en
aproximadamente 300 nM o menos, en aproximadamente 200 nM o menos, en aproximadamente 100 nM o
menos de una endopeptidasa redirigida.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la célula puede absorber aproximadamente
500 nM o menos, aproximadamente 400 nM o menos, aproximadamente 300 nM o0 menos,
aproximadamente 200 nM o menos, aproximadamente 100 nM o menos de endopeptidasa redirigida.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la muestra comprende aproximadamente
100 ng o menos, aproximadamente 10 ng o menos, aproximadamente 1 ng o menos, 100 fg o menos, 10 fg
o menos o 1 fg o menos de una endopeptidasa redirigida.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la muestra comprende aproximadamente
100 nM o menos, aproximadamente 10 nM o menos, aproximadamente 1 nM o menos, aproximadamente
0,5 nM o menos o aproximadamente 0,1 nM o menos de una endopeptidasa redirigida.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que la presencia de un complejo anticuerpo-
antigeno se detecta por un andlisis inmunoblot, un analisis de inmunoprecipitacion, un ELISA o un ELISA
en sandwich.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que el anticuerpo a-SNAP-25 tiene una
constante de velocidad de asociacion para un epitopo que no comprende glutamina carboxilo terminal del
enlace escindible del sitio de escisién de BoNT/A de un producto de escisién de SNAP-25 de menos de 1 x
10" M' s'; y en el que el anticuerpo a-SNAP-25 tiene una constante de disociacion de equilibrio para el
epitopo de menos de 0,450 nM.

Anticuerpo a~-SNAP-25 monoclonal aislado que tiene una V4CDR1 de SEQ ID NO: 93, una V4CDR2 de

SEQ ID NO: 96, una VHCDR3 de SEQ ID NO: 100, una V.CDR1 de SEQ ID NO: 105, una V.CDR2 de SEQ
ID NO: 110 y una V.CDRS3 de SEQ ID NO: 115.
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FIG. 2.

Seriales ECL de SMAP25 Escindido

1,2e+5 -

0,0

ES 2770033 T3

AGN P33 hORL-1 Clon #6

® Noc/A CE50=1,240,2 nM ®
© LHN/A CE50 > 400 nM
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FIG. 3.

MNoc/A frente a LHp /A
SK-N-DZ#3 y #22 @ 150 K células/pocillo en SFM en poli-D-Lisina
Tratamiento 22 h
SK-N-DZ #3 LHp/A CE5p>100 nM
BK-N-DZ #3 Moc/A CE_;=0,3£0,03 nM
SK-N-DZ #22 LHpy/A CE 50=100nM
SK-M-DZ #22 Nocfa CE m=ﬂ.9iﬂ,1 nid
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FIG. 4.

% de SNAP25 Escindido
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FIG. 5.
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Seifiales ECL de SHApP25 Escindido

100

g

Moc/A Bloqueada por pAb Anti-Nociceptina

[~ —ORL1#8
1| —a— SK-N-DZ #3
il -~ m-- SK-N-DZ #22

0 0,004

0,012

0,037 0,111

pAb Anti-Mociceptina (pg/ml)

0,333

1,0

—— e e

169




ES 2770033 T3

FIG. 6.

Tratamiento Dyn/A
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