10

15

20

25

30

BIOHIBRIDO DE NEUROTOXINA BOTULINICA

CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a polipéptidos de neurotoxina botulinica y en particular a una cadena

pesada de neurotoxina botulinica quimérica.

ANTECEDENTES DE LA TECNICA

Las neurotoxinas botulinicas (BoNT) son las toxinas proteicas mas potentes conocidas por el

hombre, y el agente causante de la rara enfermedad paralitica, botulismo. Esta familia de toxinas
bacterianas consta de ocho serotipos, BoNT/A-G, y la recientemente descrito BoNT/X (Montal,
2010; Zhang vy otros, 2017). Todos comparten una arquitectura comudn y se expresan como una
proteina de 150 kDa que es escindida post-traduccionalmente en una molécula de doble cadena
compuesta por una cadena ligera (LC, 50 kDa, por sus siglas en inglés), unida por un unico puente
disulfuro a la cadena pesada (HC, 100 kDa, por sus siglas en inglés). La HC posee dos de los
dominios funcionales, con el dominio de translocacién N-terminal (Hn) y el dominio de unién C-
terminal (Hc), mientras que la LC es responsable de la actividad catalitica intracelular. Las BONT
primero reconocen los terminales nerviosos colinérgicos a traves de receptores especificos de la
superficie celular, y luego se endocitan dentro de una vesicula. EI ambiente endosémico éacido
provoca un cambio conformacional que permite la translocacién de la LC dentro del citosol, también
Ilamada translocacion de toxina. EI dominio catalitico liberado, una proteasa de zinc, puede entonces
dirigirse especificamente a uno de los tres SNARE neuronales (receptores solubles de proteina de
union al factor sensible a N-etilmaleimida): Las BONT/A, /C y /E escinden a SNAP-25; BoNT/B,
ID, IF, IG y /X marcan a VAMP (sinaptobrevina); la sintaxina es escindida por BoONT/C (Schiavo y
otros, 2000; Zhang y otros, 2017). Estas tres proteinas forman un complejo que media la fusion de
la vesicula sinaptica con la membrana plasmatica (Sudhof y Rothman, 2009). La proteolisis de
cualquiera de los SNARE inhibe la exocitosis y, por lo tanto, la liberacion de neurotransmisores, lo
que provoca eficazmente la parélisis flacida sintomatica del botulismo (Rossetto y otros, 2014). La
secuencia de los tres dominios funcionales se ha descrito previamente (Lacy DB, y otros 1999.). El
dominio catalitico estd compuesto de los aminoacidos 1-437, el dominio de translocacion de los
aminoacidos 448-872 y el dominio de union de los aminoacidos 873-1295, en referencia a la
secuencia de BoNT/A en Lacy DB, y otros Como todos los serotipos de BoNT y sus subtipos son
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homdlogos en gran medida, la posicion de los dominios correspondientes en cualquier otro serotipo
0 subtipo sera muy similar.

La alta potencia de estas toxinas las hace un agente terapéutico extremadamente (til en el tratamiento
de una amplia gama de trastornos neuromusculares tales como estrabismo, distonia cervical y
blefaroespasmo, asi como también otras afecciones que implican la liberacion de acetilcolina, tal
como la hiperhidrosis (Chen, 2012). Las BoNT/A y /B son los Unicos serotipos aprobados y
disponibles comercialmente como terapéuticos. La BoNT/A se considera generalmente que tiene
una mayor eficacia en humanos y, por lo tanto, es el serotipo de eleccion en la mayoria de los casos
(Bentivoglio y otros, 2015). Sin embargo, el tratamiento con BONT generalmente requiere
inyecciones repetidas, ya que los efectos terapéuticos de las toxinas son solo transitorios. Esto segun
se informa condujo a la aparicion de resistencia en un pequefio subconjunto de pacientes que
desarrollan una respuesta inmune a BoNT/A (Lange y otros, 2009; Naumann y otros, 2013).
Mientras BoNT/B representa una alternativa, su menor eficacia significa que se requieren dosis méas
altas y, por lo tanto, representa un mayor riesgo de inmunogenicidad (Dressler y Bigalke, 2005).
Ademas, BoNT/B también se asocia con varios resultados adversos, tales como inyecciones
dolorosas, una duracién de accién mas corta y efectos secundarios mas frecuentes (Bentivoglio y
otros, 2015). Los principales efectos adversos también se asocian a menudo con el tratamiento de
espasmos musculares, pero no con aplicaciones cosméticas. Esto se debe a que los efectos adversos
se deben en gran medida a la difusion de toxinas a otras regiones del cuerpo y la posibilidad de
difusidn de toxinas esta directamente relacionada con las dosis inyectadas. Los efectos adversos
varian desde eventos transitorios no graves, tales como ptosis y diplopia, hasta eventos
potencialmente mortales, incluso la muerte.

La union de BoNT/A y /B a las neuronas se ha caracterizado en detalles y se basa en un mecanismo
de doble receptor, que involucra una proteina vesicular sindptica y un gangliésido anclado en la
membrana neuronal. El receptor de proteina para BoNT/A se identific6 como SV2 (Dong y otros,
2006, Mahrhold y otros, 2006). Mas precisamente, BONT/A puede unirse a varias isoformas de SV2
humanas A, By C, aunque la toxina solo reconoce las formas N-glicosiladas de SV2A 'y SV2B (Yao
y otros, 2016). El receptor de proteina para BoNT/B es sinaptotagmina (Syt) (Nishiki y otros, 1994,
1996; Dong y otros, 2003), con preferencia por Sytl sobre Syt2 en humanos (Strotmeier y otros,
2012). El reconocimiento de gangliosidos es la primera etapa del proceso de intoxicacion para todos
las BONT (Binz y Rummel, 2009), y estd mediado por un mecanismo de enlace compartido centrado

en el motivo conservado H...SxWY...G en su secuencia. La BoNT/A prefiere la unién al resto N-
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acetilgalactosamina - galactosa terminal de GT1b y GD1a (Takamizawa y otros 1986; Schengrund
y otros 1991), mientras que los datos sobre BoNT/B sugieren una preferencia por el motivo disialilo
de GD1b y GT1b. Los diferentes serotipos varian en su especificidad y afinidad por carbohidratos
(Rummel, 2013).

El arreglo modular y las propiedades distintivas de los diversos serotipos de BoNT han hecho a las
toxinas un objetivo de eleccion para la ingenieria de proteinas. En particular, varios estudios han
demostrado que era posible intercambiar dominios enteros entre serotipos (Masuyer y otros, 2014)
y por lo tanto, obtener nuevas toxinas con un potencial farmacéutico Unico. Por ejemplo, se han
producido varias moléculas que consisten del dominio de unién de BoNT/B asociado con la
translocacion y los dominios cataliticos de BONT/A (Rummel y otros, 2011; Wang y otros, 2012;
Kutschenko y otros, 2017). Estas llamadas toxinas quiméricas presentaron propiedades
farmacoldgicas atractivas en términos de eficacia y duracion de la actividad, que se asociaron con la
alta afinidad de BoNT/B por la sinaptotagmina y la mayor expresion de este receptor en las neuronas
en comparacion con SV2 (Takamori y otros, 2006; Wilhelm y otros, 2014).

SUMARIO DE LA INVENCION

Debido a que tanto la generacion de anticuerpos neutralizantes como la difusion de toxinas estan

directamente relacionadas con las dosis inyectadas, es muy deseable reducir las dosis de toxinas,
mientras se mantienen los mismos niveles de actividad de toxina, lo que significa que se debe mejorar
la eficacia de las moléculas de toxinas individuales. Por lo tanto, es un objeto de la presente invencién
proporcionar polipéptidos de BONT con una duracion y potencia mejoradas, y con menos riesgo de
extension a partir del sitio de inyeccion. Los inventores han identificado un problema clave con los
intentos mencionados anteriormente en la ingenieria de polipéptidos de BONT quiméricos. Ninguno
de los intentos anteriores tuvo en cuenta el aspecto estructural del polipéptido.

Mediante el uso de un enfoque basado en la estructuray el conocimiento actual sobre los mecanismos
de unién al receptor de BoNT/A y /B, los inventores han disefiado una nueva molécula,
TriRecABTox (BoNT/TAB) que comprende un dominio Hc especificamente disefiado (Hc/TAB)
que es capaz de reconocer un receptor de SV2C, un receptor de sinaptotagmina y un receptor de
gangliosido. Los inventores muestran que BoNT/TAB puede expresarse y purificarse de forma
recombinante. Mediante el uso de la cristalografia de rayos X, los inventores demuestran ademas

que BONT/TAB puede unirse a sus tres receptores simultaneamente. Por lo tanto, BONT/TAB



10

15

20

25

30

deberia reconocer las células neuronales con afinidad mejorada y tiene el potencial de ser una
alternativa de alta eficacia al tratamiento con BoNT/A.

El objeto anterior se alcanza, por lo tanto, en un primer aspecto al proporcionar un dominio de unién
a la cadena pesada de la neurotoxina botulinica (BoNT) (Hc/TAB), en donde el Hc/TAB comprende
a) un sitio de union al receptor de sinaptotagmina (Syt), y b) un sitio de union al receptor de vesicula
sinaptica 2 asociada (SV2), y c) un sitio de unién al receptor de gangliésido (Gang), y en donde
dicho Hc/TAB esta adaptado para unirse sinérgicamente a un receptor de sinaptotagmina (Syt), un
receptor de vesicula sinaptica 2 asociada (SV2) y un receptor de gangliésido (Gang).

El Hc/TAB tiene un extremo N-terminal (Hen) y un extremo C-terminal (Hcc). De acuerdo con una
modalidad, el dominio Hcc estd compuesto indistintamente de secuencias del serotipo de BONT A
(BoNT/A) y del serotipo de BoNT B (BoNT/B).

De acuerdo con una modalidad adicional, dicho extremo Hcc estd compuesto de acuerdo con una
secuencia A1B1A2B>A3, donde A indica una secuencia a partir de BONT/A, y B indica una secuencia
a partir de BoNT/B.

De acuerdo con una modalidad adicional mas, las secuencias de B1, A2 y B> comprenden mutaciones
y/o deleciones para crear interfaces intramoleculares estables para el Hc/TAB completo.

De acuerdo con una modalidad adicional més, las secuencias que forman el sitio de union al receptor
de Gang se originan a partir de cualquier serotipo de BoNT de union al receptor de Gang y sus
subtipos.

De acuerdo con una modalidad adicional mas, las secuencias que forman el sitio de unién al receptor
de Gang se originan a partir de BoNT/B.

De acuerdo con una modalidad adicional més, las secuencias que forman el sitio de union al receptor
de Gang se encuentran en Ba.

De acuerdo con una modalidad adicional mas, las secuencias que forman el sitio de unién al receptor
de Syt se originan a partir de cualquier serotipo de BoNT de union al receptor de Syt y sus subtipos.
De acuerdo con una modalidad adicional mas, las secuencias que forman el sitio de unién al receptor
de Syt se originan a partir de BoNT B, DC 0 G.

De acuerdo con una modalidad adicional mas, las secuencias que forman el sitio de unién al receptor
de Syt se encuentran en B1 y Bo.

De acuerdo con una modalidad adicional mas, la secuencia Hcn Se origina a partir de cualquier
serotipo de BoNT de union al receptor de SV2 'y sus subtipos

De acuerdo con una modalidad adicional mas, la secuencia Hcn se origina a partir de BoONT/A.
4
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De acuerdo con una modalidad adicional mas, las secuencias que forman el sitio de union al receptor
de SV2 se ubican en Hen 'y en A1y Az en el Hee.

De acuerdo con una modalidad adicional mas, el Hc/TAB tiene una secuencia de aminoacidos que
es al menos 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % 0 95 % idéntica a la secuencia de cualquiera
de las SEQ. ID. Nos. 1, 3,5, 6, 8, 10 0 12.

De acuerdo con un segundo aspecto, se proporciona un polipéptido que comprende el Hc/TAB de
acuerdo con el primer aspecto y cualquier modalidad del primer aspecto, acoplado a cualquier otra
proteina, polipéptido, secuencia de aminoacidos o sonda fluorescente, directamente o a travées de un
enlazador.

De acuerdo con una modalidad del segundo aspecto, dicho polipéptido es un polipéptido de BoNT
(BONT/TAB), caracterizado porque dicho BONT/TAB ademas del Hc/TAB comprende un dominio
de translocacion de cadena pesada (Hn), una cadena ligera (LC) y un sitio de proteasa colocado entre
LC y Hn en la secuencia polipeptidica, en donde el Hn y la LC, respectivamente e
independientemente entre si, se originan a partir de cualquiera de los serotipos de BONT A, B, C, D,
DC, E, En, F, G 0 X y sus subtipos, asi como también los polipéptidos similares a BoNT.

De acuerdo con una modalidad adicional, el polipéptido puede comprender cualquier otra proteina,
polipéptido, secuencia de aminoécidos o sonda fluorescente, enlazada a la misma directamente o a
través de un enlazador.

De acuerdo con una modalidad adicional mas, el sitio de proteasa es un sitio de exoproteasa. De
acuerdo con una modalidad adicional mas, el sitio de exoproteasa es un sitio de Factor Xa.

De acuerdo con una modalidad adicional mas, el polipéptido segun el segundo aspecto tiene una
secuencia de aminoacidos que es al menos 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % 0 95 %
idéntica a la secuencia de cualquiera de las SEQ. ID. Nos. 1, 3, 5, 6, 8, 10 0 12.

De acuerdo con un tercer aspecto, se proporciona un vector que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica un Hc/TAB de acuerdo con el primer aspecto y cualquier modalidad del primer
aspecto, o el polipéptido de acuerdo con el segundo aspecto y cualquier modalidad del segundo
aspecto.

De acuerdo con un cuarto aspecto se proporciona para el uso del Hc/TAB de acuerdo con el primer
aspecto y cualquier modalidad del primer aspecto, o el polipéptido de acuerdo con el segundo aspecto
y cualquier modalidad del segundo aspecto, en un método terapéutico o en un metodo cosmetico.
De acuerdo con una modalidad del cuarto aspecto, el método terapéutico o el método cosmetico es

un tratamiento para enfriar y/o inactivar los musculos.
5
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De acuerdo con una modalidad adicional del cuarto aspecto, el método terapéutico es el tratamiento
y/o prevencién de un trastorno elegido del grupo que comprende trastornos neuromusculares,
afecciones que implican la liberacion de acetilcolina y trastornos musculares espasticos.

De acuerdo con una modalidad adicional mas, el trastorno se elige del grupo que comprende disfonia
espasmadica, torticolis espasmddica, distonia laringea, disfonia oromandibular, distonia lingual,
distonia cervical, distonia focal de la mano, blefaroespasmo, estrabismo, espasmo hemifacial,
trastorno de los parpados, paralisis cerebral, espasticidad focal y otros trastornos de la voz, colitis
espasmodica, vejiga neurogénica, anismo, espasticidad de extremidades, tics, temblores, bruxismo,
fisura anal, acalasia, disfagia y otros trastornos del tono muscular y otros trastornos caracterizados
por movimientos involuntarios de grupos musculares, lagrimeo, hiperhidrosis, salivacion excesiva,
secreciones gastrointestinales excesivas, trastornos secretores, dolor por espasmos musculares, dolor
de cabeza, lesiones deportivas y depresion.

De acuerdo con una modalidad adicional mas, el Hc/TAB de acuerdo con el primer aspecto y
cualquier modalidad del primer aspecto, o el polipéptido de acuerdo con el segundo aspecto y
cualquier modalidad del segundo aspecto, puede usarse en una prueba farmacoldgica, para investigar
el papel de dicha proteina, polipéptido, secuencia de aminoacidos o sonda fluorescente en un proceso
sinaptico.

De acuerdo con una modalidad adicional mas, el Hc/TAB de acuerdo con el primer aspecto y
cualquier modalidad del primer aspecto, o el polipéptido de acuerdo con el segundo aspecto y
cualquier modalidad del segundo aspecto, puede usarse como vehiculo para transportar eficazmente
cualquier proteina, secuencia de aminoécidos del polipéptido o sonda fluorescente acoplado a una
superficie neuronal.

De acuerdo con una modalidad adicional mas, el Hc/TAB de acuerdo con el primer aspecto y
cualquier modalidad del primer aspecto, o el polipéptido de acuerdo con el segundo aspecto y
cualquier modalidad del segundo aspecto, puede usarse como vehiculo para transportar eficazmente
cualquier proteina, secuencia de aminoacidos del polipéptido o sonda fluorescente en un citosol
neuronal mediante el uso de un sistema de translocacion de toxinas.

De acuerdo con un quinto aspecto, se proporciona una composicion farmacéutica o cosmética que
comprende el Hc/TAB de acuerdo con el primer aspecto y cualquier modalidad del primer aspecto,
0 el polipéptido de acuerdo con el segundo aspecto y cualquier modalidad del segundo aspecto.

De acuerdo con una modalidad del quinto aspecto, la composicion puede comprender ademas

excipientes, transportadores u otros aditivos farmacéutica y/o cosméticamente aceptables.
6
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De acuerdo con un sexto aspecto, se proporciona un estuche de partes que comprende la composicién
del quinto aspecto y las instrucciones para la administracion terapéutica de la composicion.

De acuerdo con un séptimo aspecto, se proporciona un método para tratar una afeccién asociada con
actividad neuronal no deseada, el método comprende administrar una cantidad terapéuticamente
eficaz del Hc/TAB de acuerdo con el primer aspecto y cualquier modalidad del primer aspecto, o el
polipéptido de acuerdo con el segundo aspecto y cualquier modalidad del segundo aspecto, o
composicion del quinto aspecto, a un sujeto para tratar de esta manera la afeccion, en donde la
afeccion se elige del grupo que comprende disfonia espasmaodica, torticolis espasmddica, distonia
laringea, disfonia oromandibular, distonia lingual, distonia cervical, distonia focal de la mano,
blefaroespasmo, estrabismo, espasmo hemifacial, trastorno de los parpados, parélisis cerebral,
espasticidad focal y otros trastornos de la voz, colitis espasmddica, vejiga neurogénica, anismo,
espasticidad de extremidades, tics, temblores, bruxismo, fisura anal, acalasia, disfagia y otros
trastornos del tono muscular y otros trastornos caracterizados por movimientos involuntarios de
grupos musculares, lagrimeo, hiperhidrosis, salivacion excesiva, secreciones gastrointestinales
excesivas, trastornos secretores, dolor por espasmos musculares, dolor de cabeza, lesiones deportivas

y depresion, y afecciones dermatologicas o estéticas/cosméticas.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Informacion estructural sobre la union al receptor por BoNT/A y /B. (a)

Superposicion de las estructuras cristalinas del dominio de unién de BoNT/A en complejo con GT1b
(PDB 2VU) y con SV2C humano glicosilado (PDB 5JLV). (b) Estructura cristalina del dominio de
uniéon de BoNT/B en complejo con GD1a y sinaptotagmina 2 de rata (PDB 4KBB). Proteinas
representadas en modo cinta y carbohidratos como barras. (c) Alineamiento de secuencias de Hc/A
(Uniprot P10845) y /B (Uniprot P10844) donde también se proporcionan elementos estructurales
secundarios (figura preparada con ESPript3.0; Robert y Gouet, 2014). Las regiones directamente
involucradas en la union al receptor se resaltan para cada dominio con una linea por encima de la
secuencia Hc/A para el receptor SV2, y por debajo de la secuencia Hc/B para el receptor Syt; el sitio
de unidn al receptor de gangliésido esta subrayado con una linea gris rayada.

Figura 2: Alineamiento de secuencias de Hc/TAB con unién al receptor por Hc/A'y /B.

Las secuencias de proteinas se alinearon con ClustalO (Sievers y otros, 2011). Los segmentos de
Hc/A 'y He/B usados en el disefio de Hc/TAB se resaltan en negro (escritura en blanco) y gris claro
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(escritura en negro), respectivamente. Las posiciones donde se incluyeron las deleciones se muestran
en gris oscuro (guion).

Figura 3: Caracterizacion de Hc/TAB. (a) Analisis SDS-PAGE de Hc/TAB purificado, y
comparado con controles de Hc/A'y He/B. (b) Anélisis de transferencia Western mediante el uso de
una sonda de poli-histidina, las mismas muestras que en (a). ‘M’ denota los marcadores de peso
molecular.

Figura 4: Estructura cristalina de rayos X del dominio de union de TriRecABTox en complejo
con SV2C, sinaptotagmina 1 humanay GD1a. (a) Representacion de cinta de Hc/TAB, con SV2C,
hSytl y GD1a. (b-d) Ejemplo de mapa de densidad electronica (malla) 2F.-F¢ a 2c alrededor del
sitio de union al receptor de SV2C (b), GD1a (c) y hSyt1 (d).

Figura 5: Union al receptor de SV2. (a) Superposicion de la estructura cristalina de Hc/TAB y
Hc/A (PDB 4JRA) en complejo con hSV2C. (b) Superposicion de la estructura cristalina de Hc/TAB
y Hc/A (PDB 5JLV) en complejo con hSV2 glicosilado. Los residuos involucrados en la union
(Benoit y otros, 2014) se muestran como barras y se marcan de acuerdo con la posicion de Hc/A
correspondiente.

Figura 6: Union a sinaptotagmina. Superposicién de la estructura cristalina de Hc/TAB y Hc/B
(PDB 4KBB) en complejo con Sytl humano y Syt2 de rata, respectivamente. Los residuos
involucrados en la union (Jin y otros, 2006; Chai y otros, 2006) se muestran como barras y se marcan
de acuerdo con la posicion de Hc/B correspondiente.

Figura 7: Unién a GD1a. Superposicién de la estructura cristalina de Hc/TAB y He/B (PDB 4KBB)
en complejo con GD1a (gris oscuro y gris claro, respectivamente). Los residuos involucrados en la
unién (Berntsson y otros, 2013) se muestran como barras y se marcan de acuerdo con la posicién de
Hc/B correspondiente.

Figura 8: Caracterizacion de BoNT/TAB. (a) Analisis de SDS-PAGE de BoNT/TAB purificado,
con controles de Hc/A 'y He/B. (b-d)Anélisis de transferencia Western mediante el uso de una sonda
de poli-histidina (b); anti-sueros Hc/A (c) y He/B (d). Las mismas muestras que en (a), ‘M’ denota
los marcadores de peso molecular.

Figura 9: Activacién de BoNT/TAB. (a) Representacion esquematica del constructo BONT/TAB
que describe la organizacion del dominio funcional. El sitio de activacién de proteasa modificado
geneticamente se muestra como una linea negra discontinua. El puente disulfuro natural entre las
cadenas ligeras y pesadas se representa como una linea negra simple (b) Analisis SDS-PAGE del

ensayo de activacion de BoNT/TAB. BoNT/TAB no activado (izquierda) no reducido (NR) y
8
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reducido (R), y BONT/TAB activado por Factor Xa (derecha), respectivamente. Los fragmentos de
interés estan anotados; ‘M’ denota los marcadores de peso molecular.

Figura 10: Uso extendido de Hc/TAB. (a) Representacion esquematica de potenciales derivados
de BONT funcionales asociados con Hc/TAB. Los constructos consistirian en los dominios
funcionales BONT de cualquier serotipo o subtipo (‘n’). También se debe incluir un sitio de
activacion de proteasa (linea negra discontinua). (b) Representacion esquematica de un constructo
potencial que usa Hc/TAB para el transporte de proteina de carga a la superficie de las células
neuronales.

Figura 11: Purificacion de Hc/TAB. (a) Cromatografo (traza Azso) de la purificacion por
cromatografia de afinidad mediante el uso de una columna HisTrap FF de 5 mL. (b) Cromatografo
(traza Azgo) de la purificacion por exclusion de tamafio mediante el uso de una columna
Superdex200. Las etapas del proceso de purificacion y las fracciones con Hc/TAB se resaltan.
Figura 12: Cristales de Hc/TAB en complejo con SV2C, hSytl y GD1a. (a) Cristal cultivado en
20 % v/v de polietilenglicol 6000, 0.1 M de citrato pH 5.0. (b) Crystal montado en un circuito
criogénico para la recoleccion de datos en la estacion Diamond 104-1. (c) Patron de difraccion de
rayos X del cristal.

Figura 13: Purificacién de BoNT/TAB. (a) Cromatografo (traza Azso) de la purificacion por
cromatografia de afinidad mediante el uso de una columna HisTrap FF de 5 mL. (b) Cromatografo
(traza Azgo) de la purificacion por exclusion de tamafio mediante el uso de una columna
Superdex200. Las etapas del proceso de purificacion y las fracciones con BONT/TAB se resaltan.
Figura 14: Estructura cristalina de rayos X del dominio de unién de Hc/TAB en complejo con
SV2C, sinaptotagmina 1 humana y GDla. (a) y (b) Anélisis de temperatura de factura de las
estructuras cristalinas de Hc/TAB (a) y Hc/TAB2.1 (b) — Representacion del radio de masilla, donde
el radio es proporcional a los factores B. Se indica el lazo <360°, con las posiciones 360 y 362
resaltadas en negro. (c) Estructura cristalina de rayos X del complejo Hc/TAB2.1, con SV2C, hSytl
y GD1a (representacion en barra). (d) Igual que (c) con el lazo de unién a lipidos marcado y los
residuos hidrofobicos mostrados como barras.

Figura 15: Purificacion de Hc/TAB2.1. (a) Cromatografo (traza A280) de la purificacion por
cromatografia de afinidad mediante el uso de una columna HisTrap FF de 5 mL. (b) Cromatdgrafo
(traza A280) de la filtracion en gel mediante el uso de una columna Superdex200. Se indican las
fracciones con Hc/TAB2.1. (c) y (d) Caracterizacion de Hc/TAB2.1. Anélisis de SDS-PAGE de

fracciones de Hc/TAB2.1 purificadas, a partir de la cromatografia de afinidad en (c) y de la filtracion
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en gel (d); los primeros carriles a la izquierda muestran los marcadores de peso molecular. Se indica
la banda correspondiente a Hc/TAB2.1.

Figura 16: Purificacion de Hc/TAB2.1.1y Hc/TAB2.1.3. (a) y (b) Cromatografos (traza A280) de
la purificacion por cromatografia de afinidad y filtracion en gel de Hc/TAB2.1.1, respectivamente.
Se indican las fracciones con Hc/TAB2.1.1. (c) y (d) Cromatdgrafos (traza A280) de la purificacion
por cromatografia de afinidad y filtracion en gel de Hc/TAB2.1.3, respectivamente. Se indican las
fracciones con Hc/TAB2.1.3. (d) Caracterizacion de Hc/TAB2.1.1y Hc/TAB2.1.3. Anélisis de SDS-
PAGE de las muestras purificadas; el primer carril de la izquierda muestra los marcadores de peso
molecular. Se indican las bandas correspondientes a Hc/TAB2.1.1 y Hc/TAB2.1.3

Figura 17: Figura X4: Purificacion de BONT/TAB2.1.3. (a) y (b) Anélisis de SDS-PAGE de
fracciones de la purificacion BoNT/TAB2.1.3. Fracciones de la cromatografia de afinidad (a) y
filtracion en gel (b); los primeros carriles a la izquierda muestran los marcadores de peso molecular.
Se indica la banda correspondiente a BONT/TAB2.1.3. (c) Anélisis de SDS-PAGE de la muestra de
BoNT/TAB2.1.3 purificada. En el carril 1: muestra antes de la activacion de la trombina, en el carril
2: muestra activada final (tratamiento posterior a la trombina). Se indican las bandas
correspondientes a la longitud completa (simple cadena), HC y LC. El carril de la derecha muestra
los marcadores de peso molecular. (d) Cromatografo (traza A280) de la filtracion en gel final
(escision posterior a la trombina) mediante el uso de una columna Superdex200. Se indican las
fracciones con BONT/TAB2.1.3.

DEFINICIONES

Como se usa en el presente documento, el término neurotoxina botulinica ”"BoNT” abarca cualquier

polipéptido o fragmento de una neurotoxina botulinica. El término BoNT puede referirse a una
BoNT de longitud completa. EI término BoNT puede referirse a un fragmento de BoNT que puede
ejecutar el mecanismo celular general de manera que una BoNT ingresa a una neurona e inhibe la
liberacion de neurotransmisores. El término BoNT puede referirse simplemente a un fragmento de
BoONT, sin requerir que el fragmento tenga una funcién o actividad especifica.

Como se usa en el presente documento, el término “dominio de translocacion” 0 "Hn" significa un
dominio de BONT que puede ejecutar la etapa de translocacion del proceso de intoxicacidn que media
la translocacion de la cadena ligera de BoNT. Por lo tanto, un Hy facilita el movimiento de una
cadena ligera de BoNT a traves de una membrana hacia el citoplasma de una célula.
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Como se usa en el presente documento, el término “dominio de unién” es sinénimo de “dominio
Hc” y se refiere a cualquier dominio de union al receptor de BoNT de origen natural que pueda
ejecutar la etapa de unién celular del proceso de intoxicacion, incluida, por ejemplo, la union de la
BoONT a un sistema receptor especifico de BONT ubicado en la superficie de la membrana plasmatica
de una célula objetivo.

En la presente divulgacion, los términos “acido nucleico” y “gen” se usan indistintamente para

describir una secuencia de nucle6tidos, o un polinucleétido, que codifica un polipéptido.

DESCRIPCION DETALLADA
Como se especifico anteriormente en la seccion de antecedentes, una BoNT comprende una cadena

ligera (LC), unida por un anico puente disulfuro a la cadena pesada (HC). La cadena pesada (HC)
contiene dos de los dominios funcionales, con el dominio de translocacion N-terminal (Hn) y el
dominio de unién C-terminal (Hc), mientras que LC es responsable de la actividad catalitica
intracelular. El Hc por lo tanto, comprende los dominios de union al receptor que son capaces de
unirse especifica e irreversiblemente a los receptores especificos expresados en las neuronas
susceptibles, mientras que el Hx forma un canal que permite que la LC unida se transloque de
vesiculas de membrana endosomales al citosol. Los diferentes serotipos de BONT tienen diferentes
conjuntos de sitios de unién al receptor en el Hc, tipicamente dos sitios de union al receptor. Los
inventores han hecho uso de este conocimiento en ingenieria de un nuevo dominio de union Hc de
BoNT (Hc/TAB) que comprende sitios de union para tres receptores diferentes.

Los inventores han logrado esto mediante la ingenieria de un dominio Hc/TAB que comprende:

a) un sitio de unién al receptor de sinaptotagmina (Syt) y
b) un sitio de union al receptor de vesicula sinaptica 2 asociada (SV2) y
c) un sitio de union al receptor de gangliésido (Gang).

La estructura del dominio Hc/TAB disefiado permite al Hc/TAB unirse sinérgicamente a un receptor
de sinaptotagmina (Syt), un receptor de vesicula sinaptica 2 asociada (SV2) y un receptor de
ganglidésido (Gang). Por lo tanto, se logra una union sinérgica a tres receptores en la célula neuronal,
lo que provoca al nuevo dominio Hc/TAB tener una afinidad mejorada en comparacién con otros
dominios Hc de BoNT. Por lo tanto, se mejora la unién general a las neuronas y, en consecuencia,

se mejora la eficacia de la toxina.
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El Hc comprende ademéas un extremo N-terminal (Hcn) y un extremo C-terminal (Hcc). Una
caracteristica clave de la presente invencion es la estructura del extremo Hcc del Hc/TAB, que es
donde se encuentran los dominios de unidn al receptor en BoNT.

En una modalidad del Hc/TAB, el extremo Hcc estd compuesto indistintamente de secuencias del
serotipo de BoNT A (BoNT/A) y del serotipo de BoNT B (BoNT/B). Al disefiar esta estructura
intercambiable, los inventores han podido optimizar una union sinérgica a los tres receptores.

En una modalidad adicional de la invencion, el extremo Hcc estd compuesto de acuerdo con una
secuencia A1B1A2B2A3, donde A indica una secuencia de BONT/A, y B indica una secuencia de
BoONT/B, véase la figura 2. Esto optimiza ain més la estructura del Hc/TAB, al permitir que los tres
dominios de unidn al receptor se unan al menos sinérgicamente a los tres receptores mencionados,
posiblemente incluso de forma simultanea. Los inventores han demostrado que la union simultanea
a los tres receptores ocurre in vitro con esta secuencia A1B1A2B2As. La secuencia AiBi1A2B2A3
disefiada de acuerdo con esta modalidad particular se describe en la SEQ. ID. No. 1

Para optimizar ain méas el Hc/TAB de acuerdo con lo anterior, se han introducido mutaciones y
deleciones para crear interfaces intramoleculares estables, véase la figura 2. En la SEQ. ID. No. 1,
se han realizado sustituciones en las posiciones 306, 360 y 362, y se han realizado deleciones, en
comparacion con la secuencia original, entre las posiciones 265/266 y 360/361. Sin embargo, la
persona experta apreciara que las mutaciones y/o deleciones para un aminoacido en una posicion +1,
+2, +3, +4, +5 0 -1, -2, -3, -4 0 -5 de las posiciones especificadas anteriormente pueden tener el
mismo efecto. Por lo tanto, cualquier modificacion de este tipo en una posicion de +/- 5 aminoacidos
a partir de las posiciones de aminoacidos especificadas cae dentro del alcance de la presente
divulgacion.

De acuerdo con las modalidades especificas anteriores, y todos los ejemplos a continuacion, el sitio
de unidn al receptor de gangliosido se origina a partir de BoNT/B, pero es concebible que pueda
originarse a partir de cualquier serotipo de BoNT de union al receptor Gang y sus subtipos, tales
como los serotipos de BoNT A, B, C, D, DC, E, En, F, G 0 X, o subtipos de los mismos, ya que
todos los serotipos tienen un sitio de union al receptor de ganglidsido.

De acuerdo con una modalidad preferida de la presente invencidn, las secuencias que forman el sitio
de unidn al receptor de Gang estan ubicadas en Bo.

El dominio de union al receptor de SV2 normalmente puede originarse a partir de cualquier serotipo
de BONT de union al receptor SV2 y sus subtipos, y en particular a partir de los serotipos de BONT

A, D, E y F. En las modalidades especificas anteriores y todos los ejemplos a continuacién, el
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dominio de union al receptor de SV2 se origina en BoNT/A, pero como apreciara la persona experta,
cualquier serotipo que comprenda un dominio de union al receptor de SV2 puede usarse como el
origen para dicho dominio, de acuerdo con el propoésito y el uso previsto del Hc/TAB de acuerdo
con las reivindicaciones adjuntas.

Parte del dominio de union al receptor de SV2 esté presente en el extremo Hcn. Por lo tanto, como
consecuencia, la secuencia de Hen puede originarse a partir de cualquiera de los serotipos de BONT
de unién al receptor de SV2 y sus subtipos. En las modalidades especificas anteriores y todos los
ejemplos a continuacion, el extremo Hcn se origina a partir de BoNT/A. Sin embargo, como
apreciara la persona experta, siempre que el dominio de union al receptor de SV2 sea funcional, la
secuencia Hen también puede originarse a partir de cualquiera de los serotipos de BoNT C, D, E, F
0 G.

Ademas, de acuerdo con una modalidad preferida de la presente invencion, las secuencias que
forman el sitio de union al receptor de SV2 se encuentran en Hen y en A1y Az en el Hee.

El sitio de unién al receptor de Syt puede originarse a partir de cualquier serotipo de BoNT de union
al receptor de Syt y sus subtipos. En particular, el sitio de union al receptor de Syt puede originarse
a partir de los serotipos de BoNT B, quimera DC o G. De acuerdo con una modalidad preferida de
la presente invencidn, las secuencias que forman el sitio de union al receptor de Syt se encuentran
en B1y Ba.

La presente invencion también proporciona un polipéptido que comprende el Hc/TAB de acuerdo
con lo anterior. El polipéptido puede comprender, por lo tanto, cualquier otra proteina, polipéptido,
secuencia de aminoacidos o sonda de fluorescencia, al ser acoplado al Hc/TAB directamente 0 a
través de un enlazador. De aqui en adelante, una secuencia de proteina, polipéptido o aminoécido
para ser acoplada al Hc/TAB se conoce como “proteina”.

De acuerdo con una modalidad preferida, el polipéptido es un polipéptido de BONT recombinante
(BoNT/TAB) que comprende ademas un Hn y un LC, asi como también un sitio de exoproteasa
colocado entre la LC y el Hy en la secuencia polipeptidica.

El sitio de exoproteasa permite que el polipéptido de simple cadena sea escindido en una molécula
de doble cadena, lo que causa que la molécula se convierta en una toxina activa. De acuerdo con una
modalidad de la invencidn, el sitio de exoproteasa es un sitio de Factor Xa, aunque esto no es una
caracteristica limitante del polipéptido de acuerdo con la invencion.

De acuerdo con una modalidad, el BONT/TAB en su forma activa esta de acuerdo con la SEQ. ID.

No. 5. De acuerdo con otra modalidad, el BONT/TAB en su forma activa estd de acuerdo con
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cualquiera de las secuencias de las SEQ. ID. Nos. 6, 8, 10 o 12. Preferiblemente, el BONT/TAB en
su forma activa esta de acuerdo con la SEQ. ID. No. 12.

Tanto el Hn y la LC pueden, respectiva e independientemente, originarse a partir de cualquiera de
los serotipos de BONT A, B, C, D, DC, E, En, F, G 0 Xy sus subtipos, asi como también polipéptidos
similares a BONT. Han aparecido nuevas proteinas que se asemejan a BoNT, es decir, con una
arquitectura de dominio similar y un grado variable de identidad de secuencia, pero producidas por
otros organismos que C.-botulinum. Por lo tanto, la persona experta serd capaz de elegir un Hn y/o
una LC de cualquiera de los serotipos de BoNT, sus subtipos o polipéptidos similares a BONT.

Las mutaciones y deleciones que se introducen en el Hc/TAB como se especificO anteriormente,
ademas de asegurar que un BoNT/TAB disefiado pueda ser producido como una proteina soluble
con la estructura correcta y la actividad requerida.

Un polipéptido de acuerdo con lo anterior se produce preferiblemente de forma recombinante asi
como el Hc/TAB necesita ser producido de forma recombinante.

Por lo tanto, la presente divulgacion también proporciona &cidos nucleicos aislados y/o
recombinantes que codifican cualquiera de Hc/TAB o polipéptidos de acuerdo con lo anterior. Los
acidos nucleicos que codifican el Hc/TAB o los polipéptidos de la presente divulgacion pueden ser
ADN o ARN, bicatenarios 0 monocatenarios. En ciertos aspectos, se entiende que los acidos
nucleicos objeto que codifican los fragmentos de polipéptidos aislados incluyen acidos nucleicos
que codifican polipéptidos que son variantes de cualquiera de los Hc/TAB o polipéptidos descritos
en el presente documento. Las secuencias de nucleétidos variantes incluyen secuencias que difieren
en una 0 mas sustituciones, adiciones o deleciones de nucle6tidos, tales como variantes alélicas.

La presente invencién también proporciona un vector que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica el Hc/TAB de acuerdo con lo anterior. El vector puede comprender ademas
una secuencia de &cido nucleico que codifica cualquier otra proteina o0 sonda que se produzca de
forma recombinante junto con el Hc/TAB, para obtener dicha proteina o sonda acoplada al Hc/TAB
en un polipéptido. El vector es preferentemente un vector de expresion. El vector puede comprender
un promotor enlazado operativamente al acido nucleico. Pueden usarse una variedad de promotores
para la expresion de los polipéptidos descritos en el presente documento, y son conocidos por la
persona experta en el campo técnico.

Un vector de expresion que comprende el &cido nucleico puede transferirse a una célula huésped
mediante técnicas convencionales (por ejemplo, electroporacion, transfeccion liposémica y

precipitacion con fosfato de calcio) y las células transfectadas luego se cultivan mediante técnicas
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convencionales para producir los polipéptidos descritos en el presente documento. En algunas
modalidades, la expresion de los polipéptidos descritos en el presente documento se regula por un
promotor constitutivo, uno inducible o uno especifico de tejido.

Los polipéptidos pueden producirse en cualquier célula, eucariota o procariota, o en levadura. Los
polipéptidos de acuerdo con la invencion pueden producirse ademas en un sistema libre de células.
La persona experta podré aplicar facilmente el sistema de expresion de eleccién a esa persona. El
sistema de expresion usado para producir los polipéptidos de la invencidn no limita el alcance de la
invencion.

La purificacion y modificacion de proteinas recombinantes es bien conocida en la técnica de tal
manera que el disefio del precursor de la poliproteina podria incluir una serie de modalidades
facilmente apreciadas por un trabajador experto.

La proteina a incluir en el polipéptido puede ser cualquier proteina de interés para ser transportada a
una célula neuronal y/o internalizada en una célula neuronal.

Puede ser ventajoso comprender un Hy de acuerdo con lo anterior en el polipéptido junto con el
Hc/TAB, y reemplazar la LC con la proteina de interés, si se desea una internalizacion de la proteina,
como el Hy luego proporcionard un canal que permita que la proteina se transloque a la célula
neuronal. Puede ser ventajoso acoplar la proteina de interés directamente al Hc/TAB si la superficie
de la célula neuronal es el objetivo de la proteina. Por lo tanto, se pueden obtener las siguientes
combinaciones, en dependencia de la entrega prevista:

)} Proteina - Hc/TAB

i) Proteina - Hn-Hc/TAB

iii)  Proteina— LC - Hv-Hc/TAB

Al acoplar una proteina de carga al Hc/TAB, de acuerdo con la i) anterior, la proteina de carga puede
estar dirigida a la superficie neuronal. Probablemente se produciria cierta internalizacion a través de
procesos de reciclaje regulares de la superficie celular, pero la superficie neuronal seria el objetivo
principal de este enfoque.

Al acoplar una proteina de carga a un Hn acoplado al Hc/TAB de acuerdo con la ii) anterior, o al
BoNT/TAB de acuerdo con la iii) anterior, dichas proteinas de carga pueden transportarse mas
eficazmente dentro de las neuronas mediante el uso del sistema de translocacion de toxinas. Una vez
que la toxina de BoNT se ha internalizado en la célula neuronal en las vesiculas, como se describe
en los antecedentes, el ambiente endosémico acido en la vesicula provoca un cambio conformacional

que permite la translocacion de LC desde la vesicula al citosol de la célula. Por lo tanto, dicho sistema
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de translocacion de toxinas, que es el mecanismo para translocar la LC de BoNT desde la vesicula
internalizada al citosol, puede usarse para translocar la proteina de carga mencionada anteriormente
en el citosol de la celula neuronal, mediante el uso de BONT/TAB. Una proteina de carga puede estar
acoplada al Hn en lugar de la LC, con un sitio de exoproteasa colocado entre la proteina de carga y
Hn como se describe anteriormente, 0 una proteina de carga puede estar acoplada a la LC. Ambas
variantes permitirdn un transporte de la proteina de carga al citosol de la célula neuronal.

Por lo tanto, tanto el Hc/TAB y BoNT/TAB pueden usarse como vehiculos para transportar cualquier
proteina hacia y/o dentro de una neurona. Esto también proporciona la posibilidad de usar el Hc/TAB
y/o BoONT/TAB en una prueba farmacoldgica para investigar el papel de una proteina en, por
ejemplo, un proceso sinaptico.

La proteina de carga puede ser, por ejemplo, cualquier marcador de proteina, tal como marcadores
o0 sondas de afinidad o fluorescentes. Por lo tanto, cualquier acido nucleico correspondiente a dicho
marcador de proteina puede incluirse en el vector divulgado anteriormente. La persona experta podra
usar métodos de clonacion estandar para comprender cualquier gen de interés en el vector, asi como
también protocolos estandar para la expresion de proteinas.

El dominio de union de BoNT y la proteina de carga podrian expresarse por separado con un sistema
de sortasa que permita su recombinacion post-traduccionalmente. La actividad transpeptidasa de
sortasa puede, por lo tanto, usarse como una herramienta para producir proteinas de fusion in vitro
y esta bien dentro del conocimiento de una persona experta dentro de este campo técnico. En
resumen, se afiade un motivo de reconocimiento (LPXTG) al extremo C de una proteina de interés,
mientras que se afiade un motivo de oligo-glicina al extremo N de la segunda proteina a unir. Tras
la adicion de sortasa a la mezcla de proteinas, los dos péptidos se enlazan covalentemente a través
de un enlace peptidico nativo. Este método puede usarse para producir un polipéptido de acuerdo
con la presente invencion. En el presente caso, esto significaria que el motivo de reconocimiento se
afiade al extremo C de la proteina de interés, y el motivo oligo-glicina se afiade al extremo N del
Hc/TAB o0 BoNT/TAB.

Ademas, el Hc/TAB y/o el BONT/TAB pueden usarse en un método terapéutico o método cosmetico.
Tipicamente, el uso de Hc/TAB y/o BONT/TAB pueden ser muy similares a los usos que ya existen
para los productos BoNT/A y/o BoNT/B. Estos incluyen métodos y tratamientos en donde el
propdsito del método y el tratamiento es enfriar y/o inactivar los musculos.

El Hc/TAB de acuerdo con la invencion permite inyecciones de un BONT/TAB que tiene una mayor

afinidad por la célula y, en consecuencia, una mayor eficiencia. Por lo tanto, se requieren dosis mas
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bajas y es posible una accion de mayor duracion. Por lo tanto, se puede inyectar una cantidad menor
de BoNT/TAB en comparacion con BoNT/A o BoNT/B para el mismo efecto, lo que disminuye los
efectos adversos a medida que se propague menos BoNT/TAB desde el sitio de inyeccion. Con una
mayor eficiencia, una union mas fuerte y mas eficiente, y una dosis mas baja requerida, hay menos
BoNT/TAB redundante disponible para extenderse més alla del sitio de inyeccién. Ademas, el BONT
podria administrarse con menos frecuencia con efecto sostenido, lo que también minimizaria el
riesgo de una respuesta inmune y reacciones adversas como consecuencia de ello.

Condiciones médicas tipicas que pueden tratarse y/o prevenirse con el Hc/TAB y/o BoNT/TAB de
acuerdo con lo anterior son trastornos elegidos del grupo que comprende trastornos
neuromusculares, afecciones que implican la liberacion de acetilcolina y trastornos musculares
espasticos. Mas especificamente, puede referirse a trastornos elegidos del grupo que comprende
disfonia espasmadica, torticolis espasmadica, distonia laringea, disfonia oromandibular, distonia
lingual, distonia cervical, distonia focal de la mano, blefaroespasmo, estrabismo, espasmo
hemifacial, trastorno de los parpados, paralisis cerebral, espasticidad focal y otros trastornos de la
voz, colitis espasmadica, vejiga neurogénica, anismo, espasticidad de extremidades, tics, temblores,
bruxismo, fisura anal, acalasia, disfagia y otros trastornos del tono muscular y otros trastornos
caracterizados por movimientos involuntarios de grupos musculares, lagrimeo, hiperhidrosis,
salivacion excesiva, secreciones gastrointestinales excesivas, trastornos secretores, dolor por
espasmos musculares, dolor de cabeza, lesiones deportivas y depresion.

Con respecto a los métodos cosméticos, el Hc/TAB y/o BONT/TAB pueden usarse preferentemente
para prevenir y/o tratar arrugas, surcos de cejas o lineas no deseadas, para reducir dichas arrugas,
surcos Y lineas.

El Hc/TAB y/o BoNT/TAB de acuerdo con lo anterior pueden formularse en cualquier composicion
farmacéutica o cosmética adecuada. La composicién farmacéutica que comprende el Hc/TAB y/o
BoNT/TAB puede comprender ademas excipientes, transportadores u otros aditivos
farmacéuticamente aceptables. La composicion cosmética que comprende el Hc/TAB ylo
BoNT/TAB puede comprender ademaés excipientes, transportadores u otros aditivos cosméticamente
aceptables.

La administracién de la composicion farmacéutica o cosmética puede ser a través de inyeccion, en
donde la inyeccion se administra en el sitio del cuerpo donde esta presente la actividad neuronal no

deseada. Tipicamente, las composiciones para la administracion por inyeccion son soluciones en
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tampon acuoso isotdnico estéril. Donde sea necesario, la composicién puede incluir ademas un
agente solubilizante y un anestésico local para aliviar el dolor en el sitio de la inyeccion.

Ademas, la composicion farmacéutica o cosmética puede estar comprendida en un estuche con
instrucciones para la administracion terapéutica de la composicion. En cada estuche, los ingredientes
de la composicidn se pueden proporcionar separadamente, 0 mezclados conjuntamente, en forma de
dosificacion unitaria, por ejemplo, como polvo liofilizado seco o concentrado libre de agua en un
contenedor herméticamente sellado tal como un ampolleta o bolsita, que indica la cantidad de agente
activo. La composicion puede administrarse por infusion, en ese caso puede dispensarse con una
botella de infusién que contiene agua o solucion salina de grado farmacéutico estéril. Cuando la
composicion se administra por inyeccion, una ampolleta de agua estéril para inyeccion o solucién
salina se puede proporcionar de manera que los ingredientes se pueden mezclar antes de la
administracion. Una composicion para administracion sistémica puede ser un liquido, por ejemplo,
solucion salina estéril, solucion de Ringer o de Hank lactada. Ademas, la composicion puede ser en
formas solidas y disolverse nuevamente o resuspenderse inmediatamente antes de usar. También se
contemplan formas liofilizadas. La composicién puede estar contenida dentro de una particula o
vesicula lipidica, tal como un liposoma o microcristal, que también es adecuada para la
administracion parenteral.

Por lo tanto, los inventores han desarrollado un biohibrido de BoONT disefiado para unirse
simultaneamente a los tres, el receptor de SV2C, el receptor de sinaptotagmina y el receptor de
gangliosido. De esta manera, se proporciona un biohibrido de BoNT que tiene una mayor potencia,
eficacia y duracion que los polipéptidos de BoNT de la técnica anterior. El uso del presente
biohibrido permite de esta manera la administracion de dosis méas bajas de la toxina que de acuerdo
con la técnica anterior, mientras se mantiene el mismo efecto. Ademas, el uso del presente biohibrido
permite administraciones menos frecuentes que para las BoNT usadas previamente. Por lo tanto, un
tratamiento de un paciente con el biohibrido de BoNT de la presente invencion sera mas comodo ya
que la administracion no tiene que ocurrir tan a menudo como en la técnica anterior.

Seccion experimental

Materiales y Métodos

Constructos. EI ADNCc que codifica Hc y TriRecABTox de longitud completa (inactivo) (Hc/TAB y
BoNT/TAB, respectivamente) fueron optimizados con codones para la expresion en E. coli (véase
informacion complementaria para la secuencia de ADN), sintetizados y clonados en un vector pET-

28a(+) con un marcador de 6 X His N-terminal (GenScript, NJ, EE.UU.). El constructo
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TriRecABTox usado en nuestro estudio tiene tres mutaciones en el sitio catalitico para evitar
cualquier problema de seguridad (E224Q/R363A/Y366F) (Rossetto y otros, 2001; Binz y otros,
2002). El gen BoNT/TAB codifica para 1311 aminoacidos, y el gen de Hc/TAB corresponde a los
residuos [875-1311].

Expresion y purificacion de proteinas. Los plasmidos que portan el gen de interés se transformaron
en células de E. coli BL21 (DE3) (New England BioLabs, EE.UU.). Se us6 un protocolo similar para
ambas proteinas. Las expresiones se llevaron a cabo al cultivar células en medio de caldo estupendo
con 50 pug/mL de kanamicina a 37 °C durante aproximadamente 3 horas y luego se indujeron con
una concentracion final de 1 mM de IPTG, y se dejaron durante la noche a 18 °C, en un sistema LEX
( Epyphite3, Canadd). Las células se cosecharon y almacenaron a —80 °C. La lisis celular para la
extraccion de proteinas se realizé con un Emulsiflex-C3 (Avestin, Alemania) a 20 kPsi en HEPES
25 mM pH 7.2 con NaCl 200 mM, imidazol 25 mM vy glicerol al 5 % (v/v). Los restos celulares se
decantaron a través de ultracentrifugacion a 4 °C, 267,000 g durante 45 minutos. La proteina se
purifico primero por cromatografia de afinidad: el sobrenadante se cargd en una columna HisTrap
FF de 5 mL (GE Healthcare, Suecia), se lavo con HEPES 25 mM, pH 7.2, NaCl 200 mM, imidazol
25 mM vy glicerol al 5 % (v/v), y la proteina eluy6 con HEPES 25 mM pH 7.2, NaCl 200 mM,
imidazol 250 mM y glicerol al 5 % (v/v). La muestra se dializ6 luego contra HEPES 25 mM pH 7.2,
NaCl 200 mM vy glicerol al 5 % (v/v) durante la noche, antes de una etapa de purificacién por
exclusion de tamarfio final mediante el uso de una columna Superdex200 en un tampon similar (GE
Healthcare, Suecia). Hc/TAB se mantuvo a 4.5 mg/mL, y BoNT/TAB a 7.3 mg/mL, en HEPES 25
mM pH 7.2 con NaCl 200 mM, TCEP 0.025 mM y glicerol al 5 %.

Caracterizacion de proteinas. Las muestras de proteinas se analizaron por electroforesis en gel
mediante el uso de NUPAGE 4-12 % de geles Bis-Tris, y se realizaron las transferencias Western en
membranas de PVDF (ThermoFisher, Suecia). Los anticuerpos primarios contra Hc/A y Hc/B se
prepararon internamente (obtenidos en conejo) y se sondearon con un anticuerpo anti-lgG-
Peroxidasa anti-conejo (catalogo #SAB3700852, Sigma, Suecia). EI marcador de polihistidina se
sonded mediante el uso de un anticuerpo monoclonal conjugado con HRP (AD1.1.10, catalogo
#MA1-80218, ThermoFisher, Suecia). Se uso6 sustrato TMB (Promega, Suecia) para la deteccion.
Los controles internos purificados de manera similar a Hc/TAB y que consisten en Hc/A 'y Hc/B
marcados con His se incluyeron para la comparacion.

Activacion de BONT/TAB. El TriRecABTox de longitud completa (inactivo) se disefié con un sitio

de escision del Factor Xa (IEGR) entre las cadenas ligeras y pesadas para la activacion en forma de
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doble cadena. La activacion se realizé al incubar 100 g de BONT/TAB con 2 g de Factor Xa (New
England BioLabs, EE.UU.) durante la noche a 4 °C. Los resultados de la activacion se analizaron
por electroforesis en gel (como anteriormente).

Clonacion, expresion y purificacion de SV2C-L4. La parte que interactla del cuarto dominio luminal
de la glicoproteina 2C de la vesicula sinaptica (SV2C-L4, residuos 474-567 Uniprot ID Q496J9) se
amplificd a partir de ADNc y se clon6 en un vector pNIC28-Bsa4 (marcador Hisé N-terminal con
sitio TEV) mediante el uso de clonacion de LIC. EI SV2CL4 se expreso en E. coli BL21 (DE3) (New
England BioLabs, EE.UU.) mediante el uso de un protocolo similar al descrito anteriormente. El
SV2C-L4 marcado con His se purificd por cromatografia de afinidad en una columna HisTrap HP
de 2 mL (GE Healthcare, Suecia), se lavd con HEPES 20 mM, pH 7.5, NaCl 500 mM, glicerol al 10
% (v/v), imidazol 50 mMy TCEP 0.5 mM. La proteina eluyé con HEPES 20 mM, pH 7.5, NaCl 500
mM, glicerol al 10 % (v/v), imidazol 500 mM y TCEP 0.5 mM. ElI SV2CL4 se purifico luego por
exclusion de tamafio mediante el uso de una columna Superdex 75 HiLoad 16/60 (GE Healthcare,
Suecia) en HEPES 20 mM, pH 7.5, NaCl 300 mM, glicerol al 10 % (v/v) y TCEP 0.5 mM.
Cristalografia de rayos X. Las muestras para cristalizacion se prepararon por preincubacién durante
15 minutos a temperatura ambiente de Hc/TAB a 3.6 mg/mL, con SV2C-L4 a 1 mg/mL (lazo 4
extracelular de SV2C humano recombinante [residuos 475-565], péptido hSytl 1 mM
(GEGKEDAFSKLKEKFMNELHK, sintetizado por GenScript, EE.UU.) y oligosacarido GD1a 4
mM (Elicityl, Francia).

Los cristales se cultivaron con 200 nL de muestra mezclada con 100 nL de solucién de reserva que
consiste en 20 % v/v de polietilenglicol 6000, citrato 0.1 M pH 5.0 (pantalla JCSG-plus B9,
Molecular Dimensions, Reino Unido) mediante el uso de un conjunto de gotas de asentamiento e
incubado a 21 °C. Los cristales aparecieron dentro de 2 semanas y se transfirieron a un circuito
criogénico y se congelaron en nitrogeno liquido.

Los datos de difraccion se recolectaron en la estacion 104-1 de la Diamond Light Source (Didcot,
Reino Unido), equipada con un detector PILATUS-6M (Dectris, Suiza). Se recopil6 un conjunto de
datos completo a 1.5 A de un tnico cristal a 100 °K. Las imagenes de datos sin procesar se procesaron
y escalaron con DIALS (Gildea y otros, 2014) y AIMLESS (Evans, 2006) mediante el uso del
paquete CCP4 7.0 (CCP4, 1994).

El reemplazo molecular se realizé con un modelo preparado a partir de las coordenadas de Hc/A en
complejo con SV2C-L4 (cddigo PDB 4JRA) y de Hc/B en complejo con Sytll de rata y GDla

(codigo en PDB 4KBB) para determinar las fases iniciales para la solucion de estructura en PHASER
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(McCoy vy otros, 2007). Los modelos de trabajo se refinaron mediante el uso de REFMAC5
(Murshudov vy otros, 2011) y se ajustaron manualmente con COOT (Emsley y otros, 2010). Se
afiadieron moléculas de agua en posiciones donde los picos de densidad de electrones Fo—Fc
excedieron 3o, y se pudieron formar enlaces de hidrogeno potenciales. La validacion se realizo con
MOLPROBITY (Chen y otros, 2010). Las estadisticas de Ramachandran muestran que el 97.0 % de
todos los residuos se encuentran en la region més favorecida, con un unico valor atipico en la region
no permitida. Las estadisticas de datos cristalograficos se resumen en la tabla 1. Las figuras se
dibujaron con PyMOL (Schrédinger, LLC, EE.UU.).

Resultados

Disefio de TriRecABTox: una toxina botulinica disefiada con sitios de unién a tres receptores.
Para materializar el concepto de una toxina a tres receptores, los inventores primero analizaron la
informacion estructural disponible sobre las interacciones moleculares de BONT/A y /B con sus
receptores. El trabajo reciente de Yao y otros (2016) y Benoit y otros (2014) proporcionaron las
estructuras cristalinas de rayos X del dominio de unién al receptor de BoNT/A en complejo con
SV2C con (PDB 5JLV) y sin modificacion post-traduccional (PDB 4JRA), respectivamente. El
dominio luminal de SV2C (lazo 4) forma una hélice B cuadrilatera que se asocia con Hc/A
principalmente a través de interacciones de cadena principal a cadena principal con una cadena 3
abierta en la interfaz de los dos subdominios, mientras que el N-glicano de SV2C se extiende hacia
Hen (figura 1). Juntas, estas estructuras demostraron un modo de union comun a las dos formas de
SV2 que también deberian extenderse a SV2A y SV2B glicosiladas (Yao y otros, 2016). Estos
estudios destacaron los residuos clave y los multiples sitios involucrados en la interaccion toxina-
SV2 que, por lo tanto, deben mantenerse en el disefio de TriRecABTox (figura 1). Estos incluyeron
los segmentos [949-953], [1062-1066], [1138-1157] y [1287-1296] de BONT/A. Los nimeros de
residuos se basan en la secuencia de BONT/AL (Uniprot-P10845).

También se han descrito varias estructuras cristalinas de BoNT/B en complejo con sinaptotagmina
y han ayudado a definir la interaccion de la toxina con su receptor (Chai y otros, 2006; Jin y otros,
2006; Berntsson y otros, 2013) (figura 1). Tras la union, el péptido Syt adquiere una estructura
helicoidal corta que se une a lo largo de un surco en la punta distal del subdominio C-terminal, que
involucra directamente los segmentos [1113-1118] y [1183-1205] de BoNT/B. Los numeros de
residuos se basan en la secuencia de BoNT/B1 (Uniprot-P10844). Por lo tanto, estas regiones se

consideraron esenciales para incluir en el constructo TriRecABTox.
21



10

15

20

25

30

Adicionalmente, las estructuras cristalinas BONT/A'y /B en complejo con su receptor de gangliésido
(Stenmark y otros, 2008; Hamark y otros, 2017; Berntsson y otros, 2013) proporcionaron una
descripcion detallada del sitio de unidn a carbohidratos para cada serotipo. El sitio esta altamente
conservado en toda la familia de neurotoxina botulinica y consiste en una cavidad poco profunda en
el subdominio Hcc (figura 1) compuesto por el motivo central SXWY (1264-1267 en/A; 1260-1263
en/B) y las regiones de lazo circundantes. Notablemente, esta cavidad es adyacente al sitio de unién
al receptor de Syt en BoNT/B, separado por el lazo [1244-1253], sin embargo, no se informo ningun
efecto alostérico tras la union simultanea de los dos receptores (Bertnsson y otros, 2013). En el
interés de minimizar cualquier alteracion estructural en el sitio de union al receptor de Syt, se
consideré més adecuado incorporar el sitio de union al receptor de gangliésido de BoNT/B, en lugar
de BONT/A, en el disefio de TriRecABToxX.

Después de la identificacion de los componentes de los dos serotipos que son esenciales para la unién
a los tres receptores diferentes, se realizd un andlisis estructural adicional para integrarlos en una
Unica molécula. En este sentido, las secuencias primarias de BONT/A (Uniprot P10845) y BoNT/B
(Uniprot P10844) se alinearon con ClustalO (Sievers y otros, 2011), y las estructuras
tridimensionales de su dominio de unién fueron superpuestas (figura 1). Los dos serotipos comparten
una identidad de secuencia general del 40 %, sin embargo, la similitud cae a 34 % para el subdominio
C-terminal de Hc, la principal regién responsable del reconocimiento del receptor. El pliegue central
del dominio de union se conserva en todas las neurotoxinas clostridiales (Swaminathan, 2011;
Rummel y otros, 2011), pero con una variacion notable en la longitud de los lazos de conexion. Por
lo tanto, era importante tener en cuenta también las estructuras secundarias (figura 1), para mantener
intacta la arquitectura principal del dominio. En consecuencia, el molde para la molécula de nuevo
disefio aparecio consecuentemente como multiples alternancias entre los elementos BoNT/A 'y /B,
al crear nuevas interfaces intramoleculares no naturales que pueden no ser compatibles. La
inspeccion de las estructuras cristalinas superpuestas de Hc/A y Hc/B permitio a los inventores
optimizar el disefio mediante la correccion de posibles conflictos, ya sea por sustituciones o
deleciones de un unico amino en ubicaciones clave (figura 2). En particular, se reviso la cadena
lateral de cada residuo dentro de las areas en conflicto, lo que resulté en tres sustituciones de BoNT/B
por el aminoécido equivalente de BONT/A: N1180, G1234, N1236 (SEQ. ID. No. 3).
Adicionalmente, se eliminaron varios aminoacidos (figura 2) para hacer coincidir los elementos de
la estructura secundaria y compensar las variaciones de longitud entre BONT/A 'y /B en las regiones

del lazo de las interfaces de transicion. Se han realizado deleciones entre L1139 y G1140, asi como
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también entre G1234 y T1235 (en referenciaa la SEQ. ID. No. 3), en comparacion con las secuencias
BoNT/A'y BoNT/B (figura 2)

La molécula resultante, llamada TriRecABTox, deberia ser capaz de unirse a los tres receptores:
SV2, sinaptotagmina y gangliosidos. Su secuencia de proteinas se proporciona en la SEQ. ID. No. 3
(forma inactiva) y la SEQ. ID. No. 5 (forma activa).

Produccion y caracterizacion del dominio de union TriRecABTOX.

La primera etapa hacia la caracterizacion de TriRecABTox fue producir de forma recombinante el
dominio de union (Hc/TAB) para analizar sus propiedades bioquimicas. Para este proposito, la
secuencia de la proteina fue optimizada con coddn para la expresion en E. coli. EI gen resultante se
clono en un vector pET-28a(+) para incluir un marcador de poli-histidina N-terminal y facilitar el
proceso de purificacion de proteinas, los detalles se proporcionan en la seccion de métodos. Los
inventores demostraron que Hc/TAB podria expresarse y purificarse parcialmente (figura 3)
mediante el uso de cromatografia de afinidad y técnicas de exclusion por tamafio (figura 11). La
muestra original present6 algunos contaminantes de bajo peso molecular que probablemente
corresponden a las proteinas residuales de la célula huésped. Las etapas de purificacion adicionales
que mediante el uso de métodos tal como cromatografia de intercambio idnico o interaccion
hidrofébica, deberian ayudar a obtener una muestra de mayor pureza. La presencia del Hc/TAB
marcado con His se confirmo por transferencia Western donde se observd una Unica banda en el
tamafo esperado (aproximadamente 53kDa) (figura 3).

Estructura cristalina del dominio de uniéon TriRecABTox en complejo con sus tres receptores.
En un esfuerzo por evaluar la capacidad de Hc/TAB para unirse a sus tres receptores, se establecieron
ensayos de cocristalizacion que incluian Hc/TAB con el dominio luminal SV2C humano [residuos
475-565], el péptido Sytl humano [residuos 34-53] y el carbohidrato GD1a. Se obtuvieron cristales
que difractaban a alta resolucion (1.5 A) (figura 12) y se pudo recopilar un conjunto de datos
completo (tabla 1). La estructura se resolvid por reemplazo molecular mediante el uso de un modelo
de entrada con todos los componentes potenciales. La solucion confirmo que la estructura cristalina
contenia los cuatro elementos: Hc/TAB unido a sus tres receptores simultaneamente (denominado
Hc/TAB-3R) (figura 4). Este resultado proporciona la primera evidencia experimental de que
TriRecABTox puede lograr su propdésito in vitro, y también permitié un analisis completo del
mecanismo de union al receptor en detalles atdbmicos. Mediante el uso de la informacion estructural
recientemente determinada, podriamos comparar directamente la interaccion entre Hc/TAB, Hc/A,

Hc/B, y sus respectivos receptores.
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Tabla 1. Cristalografia de rayos X: recoleccién de datos y estadisticas de refinamiento
Complejo Hc/TAB — SV2C - hSytl - GDla

Recoleccion de datos

Grupo espacial P212121
Dimensiones celulares

a, b, c (A 43.7,115.9, 141.4

a,b,g (°) 90.0, 90.0, 90.0
Resolucion (A) 1.5-60.4 (1.51-1.53)*
No. total/reflexiones unicas 3,583,212 /113,806
Rmezcla 0.119 (1.926)*
Rpim 0.021 (0.501)*
CCu 1.00 (0.839)*
I /sl 13.0 (1.1)*
Completamiento (%) 99.9 (97.2)*
Redundancia 31.5(15.1)*
Refinamiento
Rirabajo / Riibre(%0) 1741221
No. de atomos

Hc/TAB 3,682

Ssvac 761

hSytl 143

GDla 56

Agua 446
FactoresB

Hc/TAB 27.4

SvaC 44.4

hSytl 35.8

GDla 36.8

Agua 40.2

Desviaciones r.m.s.
Longitudes de enlace (A) 0.009
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Angulos de enlace (°) 1.37

*Los valores entre paréntesis son para la cubierta de mayor resolucion.

En primer lugar, el dominio de union del BONT/TAB de nuevo disefio presenta el pliegue esperado
con sus dos subdominios: el Hen de tipo lectina y el pliegue trébol [ de Hee (figura 4). Las multiples
interfaces intramoleculares nuevas creadas no perturbaron la estructura general, como lo ilustran la
baja raiz de la desviacion cuadratica media (rmsd, por sus siglas en inglés) de 0.69 A (méas de 364
Ca) cuando se superpone con Hc/A 'y de 0.81 A (méas de 370 Ca) con Hc/B. El Ho/TAB completo
se modeld [876-1311] a excepcion del marcador de poli-histidina N-terminal y el lazo [1169-1173]
que estaban desordenados. La falta de densidad de electrones para estas partes puede explicarse por
el hecho de que estas regiones no estan involucradas en ninguna interaccion y estan ubicadas dentro
de areas accesibles al solvente del cristal.

La estructura de Hc/TAB-3R se compar6 con la de Hc/A en complejo con SV2C. La estructura del
dominio luminal SV2C es idéntica en ambos complejos, con un valor rmsd de 0.483 A (més de 88
Ca). Las dos estructuras se alinearon en tres dimensiones en base a los dominios de Hc y mostré que
SV2C esta en la misma ubicacion, como se esperaba a partir del disefio del inventor (figura 5). En
particular, las regiones de Hc/A que se habian designado como necesarias para la unién al receptor
de SV2 y se incluyeron en Hc/TAB estan completamente preservados. La interfaz entre Hc/A 'y
SV2C se analizaron con PISA (Kissinel, 2015) y corresponden a un area superficial de 540 A2 que
involucra principalmente interacciones electrostaticas donde las cadenas abiertas de ambas proteinas
forman una estructura complementaria de hoja [J (Benoit y otros, 2014). El analisis correspondiente
con Hc/TAB muestra un area superficial con SV2C de 630 A? y confirm6 el mecanismo de union
con un namero comparable de enlaces de hidrégeno. Ademas, los inventores también consideraron
la posible unidon al SV2 glicosilado al comparar Hc/TAB-3R con el complejo He/A-gSV2C (figura
5). Recientemente se demostrd que la N-glicosilacion de N559 es esencial para el reconocimiento
del receptor y se conserva en las isoformas de SV2 (Yao y otros, 2016). Notablemente, la interaccion
proteina-proteina entre Hc/A y SV2C es muy similar con o sin glicosilacion. La cadena de
carbohidrato se extiende hacia el subdominio Hen. El anlisis de los residuos Hc/A involucrados en
la interaccion proteina-glicano muestra que su posicion esta completamente conservada en Hc/TAB-
3R, por lo tanto Hc/TAB deberia ser capaz de reconocer las isoformas N-glicosiladas de SV2.

Los inventores luego compararon la estructura de Hc/TAB-3R con la de Hc/B en complejo con rSyt2.

Se espera que BoNT/B se una a la sinaptotagmina humana de manera similar a sus homdlogos de
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roedores, aungue con afinidades variables (Tao y otros, 2017). En la estructura cristalina presentada
aqui, hSyt1 también adopta un arreglo helicoidal a que se encuentra dentro del misma surco de unién
que rSyt2 en Hc/B (figura 6). La superposicion de hSytl con rSyt2 unido a sus respectivos dominios
Hc confirman la configuracion del péptido conservado con un valor rmsd de 0.560 A (méas de 13
Ca). Adicionalmente, la cavidad de union al receptor se conserva completamente en Hc/TAB, con
todos los residuos involucrados en la union al presentan una configuracion similar en ambas
estructuras (figura 6). Esto se confirmd con un analisis PISA donde una interfaz de 861 A? se calculd
para la interaccion Hc/TAB:hSytl que también incluye once enlaces electrostaticos, y que es
comparable a los 712 A? de la interface Hc/B:rSyt2 (PDB 4KBB) con siete enlaces electrostaticos.
El mecanismo de reconocimiento se basa principalmente en fuertes interacciones hidrofébicas
proteina-proteina. La pequefia diferencia en el area superficial de contacto y el ndmero de
interacciones electrostaticas puede explicarse por la variacion de secuencia entre hSytl y rSyt2, en
particular hacia la mitad C-terminal del péptido.

El tercer receptor contenido en la estructura Hc/TAB-3R corresponde al carbohidrato GD1a, para el
cual se observo una clara densidad de electrones desde Gal2 hasta Sia5 (figura 4). No se observo
densidad de electrones para Glcl y Sia6, como se puede esperar de los restos de carbohidratos
flexibles que no interacttan. El sitio de union al receptor de gangliésido se ha estudiado en detalle y
la estructura cristalina de Hc/B en complejo con GD1a habia confirmado la preferencia de este
serotipo por el resto terminal Sia(a2-3)Gal (Bertnsson y otros, 2013; Rummel, 2016). TriRecABTox
fue disefiado para integrar la cavidad de union Hc/B, y la comparacion de las dos estructuras (figura
7) muestra que los residuos clave de la cavidad de union (S1260, W1262, Y1263) estan
completamente conservados e interactian con GD1a segun la toxina nativa. La mayor parte del sitio
de union permanece sin cambios en comparacion con el He/B unido a GD1a, con pocas excepciones
notables. En Hc/TAB-3R, la cadena lateral de N1122 que se orienta en direccion contraria al ligando
mientras que su Hc/B equivalente, N1105, crea un enlace de hidrogeno directo con Sia5. Esto esta
algo compensado por la posicion de 11257 que muestra una interaccion hidrofobica més fuerte (a
una distancia de 4.3 A) con Sia5 en Hc/TAB-3R en comparacion con 11240 en la estructura
Hc/B:GD1a (donde estan separados 7 A).

En general, los resultados obtenidos a partir de la estructura cristalina de Hc/TAB-3R confirma que
una unica molécula TriRecABTox es capaz de unirse simultaneamente al receptor SV2, al receptor
de sinaptotagmina y a sus receptores gangliésidos de una manera que replica los mecanismos de

unién de los padres BoNT/A 'y /B.
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Produccion y caracterizacion del TriRecABTox de longitud completa inactivo.

Al tener establecida la capacidad de union de Hc/TAB los inventores continuaron con la expresion
y purificacion de TriRecABTox de longitud completa, cataliticamente inactivo (BONT/TAB; SEQ.
ID. No. 3). Para este proposito, los inventores disefiaron un gen sintético que codifica para 1311
amino&cidos y que contiene los tres dominios funcionales BoNT, con LC y Hn correspondientes a
los dominios BoNT/A, asociados con Hc/TAB. Se incluyeron tres mutaciones en el sitio catalitico
por razones de seguridad (E224Q/R363A/Y366F) (Rossetto y otros, 2001; Binz y otros, 2002).
Segun el constructo Hc/TAB descrito anteriormente, la secuencia de la proteina se optimizo con
codon para la expresion en E. coli, y se clond en pET-28a(+) con un marcador de poli-histidina N-
terminal. Los detalles se proporcionan en la seccion de métodos. Los inventores mostraron que
BoNT/TAB podria expresarse como una proteina soluble de aproximadamente 152 kDa. EI método
inicial usado para la purificacion produjo una cantidad limitada de material no homogéneo (figura
8; figura 13), pero la purificacion adicional mediante el uso de métodos tales como la cromatografia
de intercambio ionico o interaccion hidrofobica deberia ayudar a obtener material mas puro y
eliminar las proteinas residuales de la célula huésped visibles por electroforesis en gel. Tal método
se uso recientemente para producir un constructo BoNT/B recombinante con mas del 80 % de pureza
(Elliot y otros, 2017).

Se realiz6 una caracterizacion adicional y se confirmé la presencia del marcador de histidina, y
aunque la reaccion con el anticuerpo de prueba fue muy débil en comparacion con los controles
(figura 8B), se pudo distinguir una banda débil en el tamafio correcto. El ensayo también mostrd
reaccion cruzada con un contaminante de aproximadamente 70 kDa. Ademas, BoNT/TAB reaccion6
de manera concluyente con los anti-sueros internos contra Hc/A (figura 8C) y Hc/B (figura 8C),
como se esperaba, ya que deberia contener epitopos de ambos dominios de union.

Activacion controlada de TriRecABTox.

BoNT/TAB se disefid con un sitio de escision del Factor Xa, IEGR [442-445], entre las cadenas
ligeras y pesadas (figura 9A) ya que la activacion en forma de doble cadena es necesaria para obtener
una toxina completamente activa. La muestra de BONT/TAB de longitud completa (SEQ. ID. No. 5)
descrita anteriormente se uso para realizar un ensayo de activacion. A pesar de la heterogeneidad de
la muestra, se logré la activacion completa después de la incubacion de BoNT/TAB con Factor Xa,
en una proporcion de 1 pg de proteasa a 50 pg de toxina, durante la noche a 4 °C (figura 9B). La
electroforesis en gel mostro la separacion de BONT/TAB en dos fragmentos de aproximadamente

100 y 50 kDa cuando se corrié en presencia de un agente reductor, que probablemente corresponde
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alaHCy LC, respectivamente. Estas dos cadenas se mantienen unidas por un puente disulfuro entre
el C430 y C458, lo que explica la banda Unica a aproximadamente 150 kDa en condicion no
reductora. Las bandas correspondientes a HC y LC también fueron visibles en la muestra no
reductora y pueden haber sido causadas por algan nivel de reduccién del puente disulfuro durante la
preparacion de la muestra, sin embargo, estas bandas claramente no eran visibles en el control no
activado.

En total, el ensayo de activacion primero proporciond evidencia de que la proteina producida
corresponde a la BONT/TAB disefiada, y en segundo lugar, que la etapa de activacion en una
molécula de doble cadena podria manejarse con éxito. Por lo tanto, esta etapa puede incluirse en la
produccion de TriRecABTox de longitud completa activo.

Optimizacion de BoNT/TAB

Materiales y Métodos

Constructos. EI ADNc que codifica Hc/TAB y las variantes se clonaron por GenScript (NJ, EE.UU.),
en un vector pET28(a) como se describié anteriormente. BONT/TAB2.1.3 se clond en un vector
PET29(a) por Toxogen GmbH (Hannover, Alemania).

Expresion y purificacion de proteinas. Como se describid anteriormente para las variantes Hc/TAB.
BONT/TAB2.1.3 se produjo por Toxogen GmbH (Hannover, Alemania), con un protocolo similar al
usado para Hc/TAB (cromatografia de afinidad y filtracién en gel). Ademas, la activacion y
eliminacion del marcador de BONT/TAB2.1.3 se realizo con trombina a una concentracion de 0.05
U/ug, y BoNT/TAB2.1.3 se purificd adicionalmente por filtracion en gel. Las muestras se
almacenaron en HEPES 25 mM, pH 7.2 con NaCl 200 mM vy glicerol al 5 %.

Caracterizacion de proteinas. Como se describid anteriormente (electroforesis en gel mediante el uso
de NUPAGE 4-12 % de geles Bis-Tris).

Cristalografia de rayos X. Las muestras para la cristalizacion se prepararon por preincubacion
durante 15 minutos a temperatura ambiente de Hc/TAB2.1 a 6.5 mg/mL, con SV2C-L4 a 1 mg/mL
(lazo 4 extracelular de SV2C humano recombinante [residuos 475-565], péptido hSytl 1 mM
(GEGKEDAFSKLKEKFMNELHK, sintetizado por GenScript, EE.UU.) y oligosacarido GD1a 4
mM (Elicityl, Francia). Los cristales se cultivaron con 200 nL de muestra mezclada con 100 nL de
solucion de reserva que consiste en 20 % v/v de polietilenglicol 3350, citrato de potasio 0.2 M
(pantalla JCSG-plus B12, Molecular Dimensions, Reino Unido) mediante el uso de un conjunto de
gotas de asentamiento e incubado a 21 °C. Los cristales aparecieron dentro de 1 semana y se

transfirieron a un circuito criogénico y se congelaron en nitrégeno liquido. Los datos de difraccion
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se recolectaron en la estacion 104 de la Diamond Light Source (Didcot, Reino Unido), equipada con
un detector PILATUS-6M (Dectris, Suiza). Se recopil6 un conjunto de datos completo a 1.4 A de
un unico cristal a 100 °K. Las imagenes de datos sin procesar se procesaron y escalaron con DIALS
(Gildea y otros, 2014) y AIMLESS (Evans, 2006) mediante el uso del paquete CCP4 7.0 (CCP4,
1994).

El reemplazo molecular se realizd con la estructura de Hc/TAB determinada previamente en
PHASER (McCoy y otros, 2007). Los modelos de trabajo se refinaron mediante el uso de REFMAC5
(Murshudov vy otros, 2011) y se ajustaron manualmente con COOT (Emsley y otros, 2010). Se
afiadieron moléculas de agua en posiciones donde los picos de densidad de electrones Fo—Fc
excedieron 3o, y se pudieron formar enlaces de hidrégeno potenciales. La validacién se realizd con
MOLPROBITY (Cheny otros, 2010). Las estadisticas de Ramachandran muestran que el 97.0 % de
todos los residuos se encuentran en la regién mas favorecida, con un Unico valor atipico en la region
no permitida. Las estadisticas de datos cristalograficos se resumen en la tabla X1.

Produccién de un Hc/TAB, Hc/TAB2.1 optimizado

La estructura cristalina de Hc/TAB unido a sus tres receptores se analizé para identificar sitios

potenciales que podrian modificarse para mejorar la estabilidad y la funcion de la molécula.

En particular, el analisis de los factores de temperatura local (factor B) dentro de una estructura
cristalina puede interpretarse como una indicacion de la estabilidad local de una proteina, con un
alto factor B que sugiere una region desordenada. De este analisis, un lazo en la interfaz entre los
dos subdominios de Hc/TAB, ‘lazo 360’ marcado, que consiste en los residuos D357 a N362 (SEQ
ID: No. 6), se consideré para la optimizacion (véase la figura 14). Los residuos G360 y N362 (SEQ
ID. No. 1) se modificaron a sus residuos equivalentes en BoNT/B y mutados a P360 y Y362
respectivamente, para ser incorporados en la secuencia de un nuevo constructo marcado Hc/TAB2.1
(SEQ. ID. No. 6).

El plasmido para este nuevo constructo se preparé mediante mutagénesis dirigida al sitio (GenScript,
EE.UU.) y se uso para la expresion recombinante de Hc/TAB2.1 en E. coli. El protocolo usado fue
el mismo que para la produccion de Hc/TAB (véase la seccion del método original para expresion y
purificacion). Mostramos que Hc/TAB2.1 podria expresarse y purificarse parcialmente mediante el
uso de cromatografia de afinidad y técnicas de exclusion por tamafio (figura 15). La muestra presentd
algunos contaminantes de bajo peso molecular que probablemente corresponden a las proteinas

residuales de la célula huesped. Las etapas de purificacion adicionales que mediante el uso de
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métodos tal como cromatografia de intercambio idnico o interaccion hidrofébica, deberian ayudar a
obtener una muestra de mayor pureza.

El purificado Hc/TAB2.1 (SEQ. ID. No. 6) se uso en ensayos de cocristalizacion con el dominio
luminal de SV2C humano [residuos 475-565], el péptido Sytl humano [residuos 34-53] y el
carbohidrato GD1a. Se obtuvieron cristales que difractaban a alta resolucion (1.4 A) y se pudo
recopilar un conjunto de datos completo (tabla 2). La estructura se resolvié por reemplazo molecular
mediante el uso de la estructura cristalina de Hc/TAB unido a sus tres receptores (Hc/TAB-3R). La
nueva estructura presentd todos los elementos ya visibles en Hc/TAB-3R y proporciono evidencia
experimental de que Hc/TAB2.1 puede unirse a los tres receptores simultdneamente, segiin Hc/TAB.
El andlisis del factor B mostro una estabilidad mejorada para el lazo <360’ (D357 a Y362; figura 14).
En general, el comportamiento de Hc/TAB2.1 fue similar al de HC/TAB, con ambos constructos lo
gue mostro perfiles comparables en términos de rendimiento y pureza.

Tabla X1. Cristalografia de rayos X: recoleccion de datos y estadisticas de refinamiento

Complejo Hc/TAB2.1 — SV2C — hSytl — GD1a

Recoleccion de datos

Grupo espacial P21212;
Dimensiones celulares
a, b, c (A 43.8,117.5,141.5
a, b,y (°) 90.0, 90.0, 90.0
Resolucion (A) 1.4-60.6 (1.40-1.56)*
No. total/reflexiones Unicas 1,055,932 /79,953
Rmezcla 0.084 (1.070)*
Rpim 0.024 (0.364)*
CCin 0.99 (0.716)*
1/ ol 16.0 (1.8)*
Completamiento (%) 95.1 (70.1)*
Redundancia 13.2 (9.3)*

Refinamiento
Rtrabajo / Rlibre(%) 17.7/20.4

Desviaciones r.m.s.
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Longitudes de enlace (&) 0.118
Angulos de enlace (°) 1.60

*Los valores entre paréntesis son para la cubierta de mayor resolucion.

Produccién de una variante més soluble, Hc/TAB2.1.3

Con el fin de prepararse para el analisis funcional futuro de las variantes Hc/TAB, Hc/TAB2.1 se
adaptd para ser compatible con un experimento de ligadura de sortasa descrito recientemente (Zhang
y otros, 2017). Este experimento permite una reconstruccion segura y controlada de un BoNT de
longitud completa activo que puede usarse para evaluar la actividad. Este constructo corresponde a
un He/TAB2.1 truncado en el N-terminal con un N-terminal escindible marcado con His, y se marcé
Hc/TAB2.1.1 (SEQ. ID. No. 8). El clon para Hc/TAB2.1.1 se preparé (GenScript), uso para la
expresion y purificacién como se describi6 anteriormente (figura 16). Mostramos que Hc/TAB2.1.1
podria expresarse y purificarse parcialmente mediante el uso de cromatografia de afinidad y técnicas
de exclusién por tamafio. La muestra presentd algunos contaminantes de bajo peso molecular que
probablemente corresponden a las proteinas residuales de la célula huésped. Las etapas de
purificacion adicionales que mediante el uso de métodos tal como cromatografia de intercambio
ionico o interaccion hidrofobica, deberian ayudar a obtener una muestra de mayor pureza.

El analisis adicional de las caracteristicas estructurales de Hc/TAB2.1 destaco la presencia de un
lazo hidrofébico expuesto a la superficie que sobresale del resto de la proteina (residuos 389-393,
SEQ ID: No. 6; figura 14d). Ademas, este lazo se identificd recientemente como un elemento de
unién a lipidos en BoNT/B y otros serotipos (Stern y otros, 2018). Presumimos que esta region
hidrofobica podria dificultar la solubilidad de Hc/TAB, por lo tanto, se disefié un nuevo constructo
en la que este lazo se trunco y se reemplazd con un motivo de doble asparagina para mejorar la
solubilidad. Este constructo se marcé Hc/TAB2.1.3 (SEQ.ID. No. 10). El clon para Hc/TAB2.1.3 se
prepard (GenScript), usado para la expresion y purificacién como se describio anteriormente (figura
16). Mostramos que Hc/TAB2.1.3 podria expresarse y purificarse parcialmente mediante el uso de
cromatografia de afinidad y técnicas de exclusion por tamafio. La muestra presentd algunos
contaminantes de bajo peso molecular que probablemente corresponden a las proteinas residuales de
la célula huésped. Las etapas de purificacion adicionales que mediante el uso de métodos tal como
cromatografia de intercambio ionico o interaccion hidrofobica, deberian ayudar a obtener una
muestra de mayor pureza. Notablemente, Hc/TAB2.1.3 mostro mejor rendimiento de expresion y

solubilidad en comparacion con Hc/TAB2.1.1 (figura 16).
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Produccién de un BoNT/TAB2.1.3 de longitud completa activo

Para preparar para el analisis funcional futuro de BoNT/TAB, una variante activa de longitud
completa basada en el constructo Hc/TAB2.1.3 se produjo y marcé BoNT/TAB2.1.3 (SEQ. ID. No.
12). Todas las etapas de la produccion se realizaron en una instalacion autorizada, bajo contrato, en
Toxogen GmbH (Hannover, Alemania). BONT/TAB2.1.3 se clond en un vector pET29(a) e incluyo
marcadores de Strep y poli-histidina C-terminal escindibles, asi como también un sitio de escision
de trombina disefiado entre los dominios HC y LC (SEQ. ID. No. 13 ), para la activacion del
producto, como se describié anteriormente. BONT/TAB2.1.3 podria expresarse como una proteina
soluble, purificada y activada con trombina (figura 17). EI método usado para la purificacion incluia
cromatografia de afinidad y filtracion en gel, y condujo a un producto BoNT/TAB2.1.3 con>90 %
de pureza.

Experimentos futuros

Ensayos de union al receptor

Los ensayos se realizardn donde las propiedades de union al receptor de BONT/TAB se compararan
con BoNT/A y/o BoNT/B.

Por ejemplo, se realizaran ensayos de union al receptor de gangliésido que estan adaptados de los
métodos descritos previamente. Brevemente, en este ELISA, el receptor de ganglidsido de interés
(GT1b, GD1b, GDla 0 GM1a) se inmoviliza en una microplaca de 96 pocillos (Chen y otros, 2008;
Willjes y otros, 2013), las toxinas (o sus dominios de unién) luego se aplican, y el material unido se
sonded con un anticuerpo monoclonal anti poli-histidina conjugado con peroxidasa de rabano picante
(HRP). Este enfoque cualitativo deberia proporcionar suficiente informacién para confirmar que las
caracteristicas de unién al receptor de gangliésido de BONT/TAB son similares a las de BoNT/B.
ELISA de union al receptor de gangliésido. Los gangliésidos GT1b, GD1b, GDla y GMla se
compran en Carbosynth (Compton, Reino Unido). Los gangliésidos se diluyen en metanol para
alcanzar una concentracion final de 2.5 pg/mL; se aplican 100 pL (0.25 pg) a cada pocillo de una
placa de ensayo de PVC de 96 pocillos. Después de la evaporacion del disolvente a 21 °C (durante
la noche), los pocillos se lavan (3x) con 200 L de PBS/BSA al 0.1 % (p/v). Los sitios de union
inespecificos se bloquean por incubacion durante 2 h a 21 °C en 200 uL de PBS/BSA al 2 % (p/v).
Los ensayos de unién se realizan en 100 uLL de PBS/BSA al 0.1 % (p/v) por pocillo durante 2 h a 4
°C que contienen las muestras (dilucion en serie de 3 veces que varia de 6 uM a 0.003 uM). Después
de la incubacidn, los pocillos se lavan 3x con PBS/BSA al 0.1 % (p/v) y luego se incuban con un

anticuerpo anti-His HRP (ThermoFisher #MA1-80218) a una dilucién 1:2000 (100 pL/pocillo)
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durante 1 h a 4 °C. Finalmente, después de tres etapas de lavado con PBS/BSA al 0.1 % (p/v), las
muestras unidas se detectan mediante el uso de Ultra TMB (100 uL/pocillo). La reaccion finaliza
después de la incubacion durante 5 minutos a 21 °C mediante la adicion de 100 uL de acido sulfarico
1M. La absorbancia a 450 nm se mide con Tecan Infinite 200 (Mannedorf, Suiza). Los resultados se
analizan con Prism (GraphPad, La Jolla, CA, EE.UU.), mediante el uso de un ajuste de unién no
lineal.

Para evaluar las propiedades de union al receptor de sinaptotagmina, se realizard una calorimetria de
titulacion isotérmica (ITC, por sus siglas en inglés), de manera similar al ensayo descrito por
Berntsson y otros (2013). La union de los péptidos hSyt a las toxinas se medira y deberia
proporcionar valores de afinidad (Kq) lo que confirma que BoNT/TAB puede unirse al receptor, de
forma andloga a BoNT/B.

Calorimetria de titulacion isotérmica. Las muestras se preparan mediante una etapa de cromatografia
de exclusion por tamafio adicional (Superdex200, GE Healthcare, Suecia) en fosfato de potasio 20
mM pH 7.0, NaCl 0.15 M. La asociacién de péptidos Syt a BoNT o sus dominios de unién se mide
en un ITC200 (GE Healthcare, Suecia) a 25 °C y 750 rpm. Se afiade una solucion de 200 pL de
proteina (a 20 uM) a la célula. La union se mide tras la adicion del péptido (GenScript, EE.UU.) con
16 inyecciones escalonadas de 2.5 pL cada una, a una concentracion de 200 uM. La primera
titulacion se establece en 0.5 pL y subsecuentemente se elimina en el analisis de datos. Los datos se
analizan con el software Origin proporcionado por el fabricante

La union a SV2C se evaluara mediante el uso de un ensayo desplegable tal como el descrito por
Benoit y otros (2014). Brevemente, la toxina marcada y el receptor no marcado (o inversamente) se
incubaran juntos y se cargaran en una Ni-sepharose, luego se lavaran y eluiran. Los resultados seran
visualizados por SDS-PAGE.

Ensayo de puntuacion de abduccion de digitos (DAS)

La potencia de la preparacion de BoNT se puede evaluar mediante el uso de un ensayo de puntuacién
de abduccion de digitos (DAS) de raton (Broide y otros, 2013). Este ensayo mide in vivo la eficacia
local del debilitamiento muscular de la toxina después de la inyeccion intramuscular en el musculo
esquelético de las extremidades posteriores del ratdén o rata. La toxina provoca una disminucion
medible dependiente de la dosis en la capacidad del animal para producir una respuesta de sobresalto
caracteristica de la extremidad posterior. Este método no letal se ha usado regularmente para estimar
las propiedades farmacologicas de diferentes serotipos o derivados de BoNT, tales como las

moléculas de BoNT/B recombinantes recientemente descritas (Elliot y otros, 2017). Se usara una
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metodologia similar para evaluar la potencia y la duracion del efecto de BONT/TAB, en comparacion
con BoNT/A o/B.

Discusion

En este estudio, los inventores describieron como se usaron los detalles estructurales y moleculares
del mecanismo de union de BoNT/A y /B para disefiar una nueva molécula, TriRecABTox, que
posee una capacidad de reconocimiento celular mejorada. Una rigurosa comparacion
multidimensional de las estructuras BONT/A 'y /B permitié a los inventores identificar los elementos
clave necesarios para mantener una armazon de toxina intacto en el que integrar los sitios de union
al receptor para SV2, sinaptotagmina y un gangliésido, en una Unica molécula. El disefio recién
creado, que consiste de una alternancia de elementos BoNT/A 'y /B, se optimizo al incluir mutaciones
o deleciones adaptativas para compensar las interfaces intramoleculares no naturales recién creadas.
Dichas modificaciones se consideraron necesarias para garantizar que la toxina disefiada,
BoNT/TAB, pudiera producirse como una proteina soluble con la estructura correcta y la actividad
requerida.

Los inventores primero evaluaron la estabilidad del disefio al producir el dominio de union por si
mismo, Hc/TAB, que posee la funcion de reconocimiento del receptor modificado, a través de la
expresion recombinante en E. coli. EI Hc/TAB se expres6 con un marcador de polihistidina N-
terminal como una proteina soluble que podria purificarse parcialmente, lo que demuestra, por lo
tanto, la viabilidad del constructo disefiado. En una segunda etapa, los inventores procedieron a la
produccidn del constructo BONT/TAB de longitud completa, en una forma cataliticamente inactiva.
Nuevamente, los inventores mostraron que podia expresarse como una proteina soluble de 153 kDa
y parcialmente purificada con técnicas estandar de cromatografia liquida. La presencia del marcador
de polihistidina en ambos Hc/TAB y BoONT/TAB permitieron su purificacion por cromatografia de
afinidad con una matriz de Ni-sepharose. Pueden usarse otros métodos de afinidad e incluyen un
marcador de afinidad que debe colocarse preferentemente en el extremo N-terminal de la proteina
para evitar la interferencia con la union al receptor. Aunque la preparacion inicial mostro una pureza
de muestra heterogenea, la optimizacion del proceso de purificacion deberia conducir a un producto
de estandares farmacéuticos. Debe afiadirse que la forma activa de BONT/TAB tendria una estructura
general y propiedades de union similares a la molécula inactiva usada en el presente estudio. Los
inventores contrataron a Toxogen GmbH (Hannover, Alemania) para producir una version activa de
BoNT/TAB (BoNT/TAB2.1.3) que se purifico con éxito con un marcador C-terminal extraible, para

no interferir con la unién al receptor.
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Ademas, la escision postraduccional del BoNT de simple cadena en una molécula de doble cadena
es una etapa esencial para la actividad de la toxina (DasGupta y Sathyamoorthy, 1985; Shone y otros,
1985). Mientras la toxina nativa generalmente es activada por una proteasa del huésped, cualquier
producto BoNT recombinante debe procesarse con una exopeptidasa. Los primeros trabajos sobre la
toxina mostraron que la tripsina podria escindir BONT/A de forma inespecifica a una forma de doble
cadena activa (Shone y otros, 1985), sin embargo, esto puede provocar una degradacion adicional
no deseada de la toxina. Mas recientemente, las tecnologias recombinantes han permitido la
ingenieria de motivos especificos de reconocimiento de proteasas dentro de una proteina de interés,
por lo tanto, proporciona un mejor control sobre la estrategia de activacion de BoNT (Sutton y otros,
2005). Aqui los inventores incluyeron un sitio de Factor Xa entre LC y HC y observaron la activacion
completa de la toxina, lo que demuestra, por lo tanto, la efectividad de esta enzima. La produccion
futura de BONT/TAB debe incorporar una etapa de purificacion que permite la activacion de la
toxina, seguida de la eliminacion de la exoproteasa del producto final. Mientras el Factor Xa parece
adecuado, se pueden analizar otras enzimas y demostrar que logran con éxito un rendimiento
aceptable de activacién. Los inventores contrataron a Toxogen GmbH (Hannover, Alemania) para
producir una version activa de BONT/TAB (BoNT/TAB2.1.3) que se activd con éxito con la
exoproteasa de trombina y se purifico hasta la homogeneidad.

Como un medio para verificar la integridad estructural de Hc/TAB y confirmar su funcionalidad
mejorada, los inventores cocristalizaron la muestra purificada en complejo con SV2C humano, Sytl
humano y el carbohidrato GD1a. La estructura cristalina de rayos X del complejo se resolvio a alta
resolucion (1.5 A) y proporcion6 evidencia experimental concluyente de que una tnica molécula de
Hc/TAB podria unirse a los tres receptores simultdneamente. Ademas, la comparacion con las
estructuras conocidas de Hc/A 'y He/B con sus respectivos receptores mostro que Hc/TAB sigue un
mecanismo de unidn casi identico.

Mientras la estructura cristalina demostré que Hc/TAB podria cumplir su propdsito, al menos in
vitro, se necesitan realizar experimentos bioquimicos adicionales para caracterizar completamente
sus propiedades de union al receptor. Estos incluiran ensayos desplegable e ITC con los receptores
de proteinas y ELISA de uniodn al receptor de gangliosido. Se espera que BoNT/TAB se desempefie
de manera similar a BONT/A para la union al receptor de SV2, y de manera similar a BoNT/B con
respecto a la unidn al receptor de ganglidsido y al receptor de sinaptotagmina. Adicionalmente, los
experimentos in vivo proporcionaran las principales indicaciones sobre el verdadero potencial de

BoNT/TAB como un terapéutico. El ensayo DAS de raton se ha usado clasicamente para evaluar las
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preparaciones de BoNT (Broide y otros, 2013) y deberia permitir a los inventores determinar la
eficaciay la duracion de la accién de nuestra molécula en comparacion con los productos disponibles
actualmente.

Adicionalmente, el diseio de BONT/TAB puede optimizarse aun mas al modificar algunos
elementos de secuencia para mejorar sus propiedades bioquimicas y su estabilidad. Dichas
alteraciones pueden incluir deleciones o mutaciones que conducen a un BoNT soluble que ain puede
unirse simultaneamente a tres receptores. Los inventores produjeron con éxito una variante mas
estable (Hc/TAB2.1) y una variante més soluble con mayor rendimiento de produccion
(Hc/TAB2.1.3).

Debe afiadirse que desde una perspectiva de seguridad, BONT/TAB no representa una nueva
amenaza ya que se deriva de dos serotipos existentes. Se espera que sea reconocido por las
antitoxinas disponibles actualmente, tal como la Antitoxina del Botulismo Heptavalente BAT u otros
antidotos aprobados para BONT/A'y /B.

Los serotipos A 'y B son los Gnicos BONT aprobados disponibles en el mercado. Mientras BoNT/A
es la toxina principal usada terapéuticamente, las moléculas con menor inmunogenicidad y alta
eficacia proporcionarian alternativas mas seguras (Naumann y otros, 2013). Se han realizado
multiples intentos para mejorar las propiedades de las BONT para aumentar su potencial
farmacoldgico (Masuyer y otros, 2014). Un ejemplo exitoso reciente incluye el estudio de Tao y
otros (2017) donde las mutaciones disefiadas en posiciones clave de BoNT/B (E1191M/S1199Y) le
dieron a la toxina una mayor afinidad por el receptor humano de sinaptotagmina 2, y mostraron una
eficacia aproximadamente 11 veces mayor en el bloqueo de la neurotransmision en comparacién con
el tipo salvaje. Otro enfoque para mejorar la eficacia de BoNT fue adoptada por Elliott y otros (2017)
donde analizaron el efecto de una uUnica mutacion (S201P) que se sabe que aumenta la actividad
catalitica de BONT/B en su sustrato. En este caso, el mutante BONT/B no presentd ninguna ventaja
sobre el tipo salvaje en multiples ensayos basados en células e in vivo. En total, estos dos estudios
sobre BoNT/B sugieren que la etapa limitante en la eficacia de la toxina reside en el reconocimiento
neuronal inicial en lugar de la actividad intracelular posterior.

Estudios anteriores que pretendian combinar las propiedades de unién de un serotipo con la actividad
catalitica de otro condujeron al disefio de moléculas quiméricas donde se intercambiaron dominios
enteros (Wang y otros, 2008, 2012; Rummel y otros, 2011). Mas particularmente, Rummel y otros
(2011) y Wang y otros (2012) disefiaron y probaron moléculas anélogas que consisten del dominio

Hc/B asociado con los dominios Hy+ LC de BoNT/A. Se informd que estas toxinas recombinantes
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muestran una potencia mejorada e indujeron un efecto mas prolongado en ratones en comparacion
con el tipo salvaje BoNT/A (Kutschenko y otros, 2017). Se obtuvieron observaciones similares al
evaluar un constructo que consiste del subdominio C-terminal (Hcc) de BoNT/B junto con los
dominios complementarios del serotipo A (es decir, LC+Hn+Hcn), y que mostré una potencia cuatro
veces mayor en comparacion con el tipo salvaje (Rummel y otros, 2011). Todas las moléculas
descritas anteriormente tenian en comun el hecho de que solo reconocerian los dos receptores de
BoNT/B, sinaptotagmina y gangliésido. Estos resultados sugieren que se puede obtener un efecto
prolongado y una mayor eficacia gracias a una mayor ingesta de LC/A permitida por la mayor
prevalencia de los receptores de BoNT/B en las neuronas. Ademas, estas moléculas quiméricas no
tuvieron en cuenta los posibles choques intramoleculares entre dominios que pueden surgir a partir
de la combinacion de dominios de diferentes serotipos, y que pueden afectar el potencial de estos
productos.

Al tener en cuenta los resultados de los Ultimos estudios sobre ingenieria de BoNT, parece claro que
modificar el reconocimiento celular inicial es una de las vias mas eficientes para mejorar las
propiedades farmacoldgicas del producto terapéeutico. Por lo tanto, BONT/TAB, un Unico producto
disefiado con éxito para reconocer el receptor de SV2 junto con los receptores de BoNT/B,
sinaptotagmina y gangliésido, representa un gran potencial y ain podria ser méas eficaz que el
BoNT/A 'y /B de tipo salvaje.

La principal innovacién en BONT/TAB es el disefio del dominio de unién que permite multiples
interacciones del receptor. La evidencia actual sugiere que la asociacién de Hc/TAB con los
dominios de translocacion y cataliticos de BONT/A deberia proporcionar la molécula con la mayor
potencia (como se disefid en BONT/TAB). Sin embargo, Hc/TAB aln puede ser de interés cuando
se combina con los dominios funcionales de otros serotipos (figura 10a). Ademas, Hc/TAB también
puede combinarse con otras proteinas de interés (figura 10b) para usarse como una herramienta
farmacoldgica para investigar procesos sinapticos. Los ensayos in vivo a realizar con BONT/TAB

deben aclarar su utilidad para tal fin.
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