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Reivindicaciones Modificadas.

1. Un método de detectar actividad BoNT/A, métede que comprende los pasos
de:
a. Poner en contacto células de una linea celular establecida con una

muestra que contienel una BoNT/A, en donde las células de la linea
celular establecida son susceptibles a intoxicacién BoNT/A en 500 pM o
menos de una BoNT/A.

aislar de las células tratadas un componente SNAP-25 que incluye un
producto de escision SNAP-25 que tiene una glutamina carboxilo terminal
en el enlace escindible del sitio de corte de BoNT/A y en donde el

producto de escision SNAP-25 es SNAP-254¢7;

contactar el componente SNAP-25,¢; con un anticuerpo anti-SNAP-25

fijado a un soporte de fase sélida,

en donde el anticuerpo a-SNAP-25 une un epitopo que comprende una
glutamina carboxilo terminal en el enlace escindible del sitio de corte
BoNT/A de un producto de escisidén de SNAP-25,_ y el anticuerpo a-SNAP-
25 tiene una constante de velocidad de asociacién para un epitopo de una
SNAP-25 que no incluye una glutamina de término carboxilo del enlace
escindible del sitio de corte BoNT/A de un producto de escision SNAP-25

1 §" Y el anticuerpo a-SNAP-25 tiene una

de menos de 1 x 10" M
constante de disociacion en equilibrio para el epitopo de menos de 0.450

nM;

detectar la presencia de un complejo anticuerpo-antigeno que incluye el
anticuerpo a-SNAP-25 y el producto de escision SNAP-25¢7 que tiene
una glutamina carboxilo terminal del enlace escindible del sitio de corte

BoNT/A,



en donde la deteccion por el complejo anticuerpo-antigeno es indicativa

de actividad BoNT/A.

El método de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo comprende:

a. Una region variable de cadena pesada que incluye las CDRs: SEQ ID

NO: 95, SEQ 10 NO: 99, SEQ 10 NO: 101.

b. Una regién variable de cadena ligera que incluye las CDRs: SEQ ID NO:

103, SEQ 10 NO:108, SEQ 10 NO: 113.

El método de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo comprende:

a. Una region variable de cadena pesada que incluye las CDRs: SEQ D

NO: 93, SEQ 10 NO: 96, SEQ 10 NO: 100

b. Una region variable de cadena ligera que incluye las CDRs: SEQ ID NO:

105, SEQ 10 NO:110, SEQ 10 NO: 115.

El método de la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo comprende:

a. Una region variable de cadena pesada que incluye las CDRs: SEQ ID

NO: 94, SEQ 10 NO: 98, SEQ 10 NO: 102

b. Una regién variable de cadena ligera que incluye las CDRs: SEQ ID NO:

106, SEQ 10 NO: 111, SEQ 10 NO: 116.

El método de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo comprende:



a. Una regio6n variable de cadena pesada que incluye las CDRs: SEQ ID

NO: 93, SEQ 10 NO: 97, SEQ 10 NO: 100

b. Una region variable de cadena ligera que incluye las CDRs: SEQ ID NO:
106, SEQ 10 NO: 111, SEQ 10 NO: 116.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la

presencia de un complejo anticuerpo-antigeno se detecta usando un ELISA

sandwich.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la

muestra comprende como maximo 100 pM de una BoNT/A

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la celula
de una linea celular establecida es susceptible a intoxicacion BoNT/A en 100

pM o menos de una BoNT/A.

Un método in-vitro de determinar inmuno-resistencia a BoNT/A en un

mamifero que comprende los pasos de:

a. agregar una BoNT/A a una muestra de prueba obtenida de un mamifero

que se estda examinando en cuanto a la presencia o ausencia de

anticuerpos neutralizantes a-BoNT/A;

b. tratar una célula de una linea celular establecida con la muestra de
prueba en donde la célula de una linea celular establecida es susceptible
a intoxicacion BoNT/A, y donde dicha linea celular es seleccionada del
grupo que consiste de la linea celular SIMa, Neuro-2a, N18, LA1-55n,

PC12 ly SH-SY5Y,



c. aislar de las células tratadas un componente SNAP-25 que incluye un
producto de escision SNAP-25 que tiene una glutamina de término
carboxilo del enlace escindible del sitio de corte BoNT/A; y en donde el

producto de escision SNAP-25 es SNAP-25,¢7;

d. contactar el componente SNAP-25497 con un anticuerpo a-SNAP-25 fijado
a un soporte de fase soélida,
en donde el anticuerpo a-SNAP-25 une un epitopo que incluye una
glutamina de término carboxilo del enlace escindible del sitio de corte
BoNT/A de un producto de escision SNAP-25, el anticuerpo a-SNAP-25
tiene una constante de velocidad de asociacion para un epitopo de una
SNAP-25 que no incluye una glutamina de término carboxilo del enlace
escindible del sitio de corte BoNT/A de un producto de escision SNAP-25
de menos de 1 x 101 M-1 S-1; y el anticuerpo a-SNAP-25 tiene una
constante de disociacion de equilibrio para el epitopo de menos de 0.450

nM;

e. detectar la presencia de un complejo anticuerpo-antigeno que incluye el
anticuerpo a-SNAP-25 y el producto de escision SNAP-25¢7 que tiene
una glutamina de termino carboxilo del enlace escindible del sitio de corte

BoNT/A;

f. repetir los pasos b-e con una muestra de control negativo en lugar de una
muestra de prueba, comprendiendo la muestra de control negativo una
BoNT/A y un suero conocido por no contener anticuerpos a-BoNT/A
neutralizantes; y

g. comparar la cantidad 'del complejo anticuerpo-antigeno detectado en el
paso e con la cantidad del complejo anticuerpo-antigeno detectado en el

paso f,



en donde la deteccion de una cantidad inferior del complejo anticuerpo-
antigeno detectado en el paso e, relativa a la cantidad del complejo
anticuerpo-antigeno detectado en paso f es indicativa de la presencia

anticuerpos a-BoNT/A neutralizantes.



