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LA DOPPIA FACCIA DELLE TOSSINE BOTUI.INICHE

Le tossine piu potenti sinora conosciute

* Dosiletali<1 ng/kg

* Agenti causali del botulismo

* Incluse nella lista delle sostanze con potenziale bioterroristico

E’ un farmaco sicuro ed efficace
* Venduto in molti milioni di dosi per anno
* Molte applicazioni terapeutiche

E’ un importante strumento di ricerca
in neurobiologia
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OUTLINE DELLA PRESENTAZIONE

1) Descrizione del meccanismo d’azione che fa delle tossine botuliniche le sostanze
piu tossiche in assoluto

2) Applicazioni terapeutiche della tossina botulinica A

3) La tossina botulinica come strumento di ricerca (la nostra esperienza di laboratorio)
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Clostrldlum spp.

Batteri Gram-positivi
Anaerobi obbligati

Nell’'ambiente si trovano sotto forma di
spore

In anerobiosi producono la tossina (7
diversi sierotipi BONT/A-BoNT/G)

Sostanze di origlne naturale: BOLOGNA
farmaci, veleni o enframbi 25-26-27 Ottobre 2021

La Sindrome Neuroparalitica del Botulismo

Paralisi discendente dei terminali colinergici
somatici ed autonomici
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Botulisms in Adult
Inhalational
botulism Foodborne
botulism
Jatrogenic =
botulism

- Pre-formed toxin

Infant Botulism in canned food

Ingestion of
spores

Wound
botulism

! Spores germinate
in the intestine and
produce the toxin

toxin trancytoses

through the intestinal
epithelial lining 4

toxin spreads
through blood or
lymphatic vessels

/' toxin binds and

enters pheripheral

cholinergic nerve
terminals
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Architettura molecolare delle tossine botuliniche

Le BoNTs hanno una struttura che é stata disegnata
dall’evoluzione intorno a caratteristiche essenziali della
fisiologia del terminale nervoso rendendole le molecule piu
tossiche sinora conosciute

Botulinum Neurotoxin:

A Marvel of Protein Design

Mauricio Montal

Catalytic Translocation Binding
domain domain domain
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Terminale assonico

Cellula di
= [ Schwann
2 Vescicole

sinaptiche
(contenenti ACh

Motor : 7 sinaptica

end-plate y > &

Pieghe
o <D giunzionali

Regione del sarcolemma

con recettori per I'ACh

Endocytosis

Hemifusion

intermediate Fisswn

Presynaptic
nerve terminal

Syntaxin! ISNAP25

Neurotransmitter release
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MECCANISMO OF AZIONE MULTI-STED

NATURE - VOL 359 - 29 OCTOBER 1992

Tetanus and botulinum-B
neurotoxins block
neurotransmitter release
by proteolytic cleavage
of synaptobrevin

DISULPHIDE ° Giampietro Schiavo™, Fabio Benfenatit,
REDUCTION Bernard Poulaini, Ornella Rossetto™,

Patrizia Polverino de Laureto#,

Bibhuti R. DasGuptal| & Cesare Montecucco™

’BoNT,A.CSNARE motif and
neurotoxins

Omella Rossetto, Giampietro Schiavo
; BoNT/C SNAP25 ’ P
SR ’ © Cesare Montecucco*
HC-C domain U - s, Dipartimento di Scienze Biomediche and
HC-N domain N\ VA I N4D] Centro CNR Biomembrane,
HN domain Liniversita di Padova,
75 Via Trieste, 75 - 35121 Padova, ftaly

TOSSINA

L chain

Rossetto et al., Nature Rev. Microbiol 2014
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INTERNALISATION
Mol Neurobiol (2013) 48:120-127

Botulinum Neurotoxin Type A is Internalized and Translocated
from Small Synaptic Vesicles at the Neuromuscular Junction

Cesare Colasante « Ornella Rossetto « Laura Morbiato -
Marco Pirazzini - Jordi Molgo - Cesare Montecucco

'_& .‘.',. '. : v" .

.+ Lendocitosi della tossina aumenta con
attivita sinaptica

* 1 max 2 molecule di tossina per vescicola
che concorda con il numero di recettori
SV2 presenti sulle vescicole sinaptiche (SV)

* BoNTs usano le SV come cavalli di Troia per
entrare nel terminale nervoso
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TRANSLOCATION

DISULPHIDE |
REDUCTION
(]

SH =
il f &\___,Bom/e D,F.G

proton
pump @ \
’ BoNT/A. C.E

'l
7§Syt or SV2
n & soNT/C

Syntaxin SNAP25 =
H == Thethioredoxin reductase-thioredoxin system is involved in the entry of
HC-C domain - tetanus and botulinum neurotoxins in the cytosol of nerve terminals
HC-N domain
5 ' Marco Pirazzini?, Fulvio Bordin®, Ornella Rossetto®, Clifford C. Shone ®, Thomas Binz©,
S S hand HN domain Cesare Montecucco **

Trx-Trx-R costituisce un sistema bersaglio per I'dentificazione di potenziali pan-inibitori delle BONT
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INIBITORI del SISTEMA REDOX TIORESOSSINA-TRX-REDUTTASI PROTEGGONO DALLA

PARALISI INDOTTA DA TUTTE LE TOSSINE BOTULINICHE E DALLA TOSSINA TETANICA
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(active)

CYTOSOL Pirazzini et al., Cell Rep. 2014
Rossetto et al., Cell. Microbiol. 2019
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OUTLINE DELLA PRESENTAZIONE

1) Descrizione del meccanismo d’azione che fanno delle tossine botuliniche le sostanze
piu tossiche in assoluto (contributo del nostro laboratorio)

2) Applicazioni terapeutiche della tossina botulinica A
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3) La tossina botulinica come strumento di ricerca (la nostra esperienza di laboratorio)
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QUAL FE’ IL RAZIONALE ALLA BASE DELL’USO DELLA TOSSINA BOTULINICA
COME AGENTE TERAPEUTICO

La tossina botulinica e altamente specifica per i terminali colinergici

Piccolissime quantita sono sufficienti per bloccare i terminali colinergici che innervano le fibre
muscolari ma anche quelli autonomici che innervano le ghiandole

L'azione della tossina e reversibile
Diffonde molto poco dal sito di iniezione

Esistono molte patologie umane caratterizzate da iperattivita dei terminali colinergici

BoNT e un farmaco formidabile per trattare moltissime condizioni patologiche umane
generate da iperattivita dei terminali colinergici

wWww.sitox.org



ERAPEUTICUSES

¢ Cosmetic use

* Hyperkinetic facial lines (glabellar
frown lines, crow's feet)

* Hypertrophic platysma muscle
bands
* Sweating, salivary, and allergy disorders
* Axillary and palmar hyperhidrosis
* Frey syndrome, also known as
auriculotemporal syndrome
(gustatory sweating of the cheek
after parotid surgery)
* Drooling in cerebral palsy and other
neurological disorders
* Nasal allergy
¢ Strabismus and nystagmus
* Smooth muscle hyperactive disorders

* Neurogenic bladder - Detrusor
hyperreflexia BPH

* Achalasiacardia
+ Hemorhoids, Chronic anal fissures

* Focal dystonias - Involuntary, sustained,
or spasmodic patterned muscle activity

* Cervical dystonia (spasmodic
torticollis)z-4l
* Blepharospasm (eyelid closure)
* Laryngeal, Limb, Oromandibular,
Orolingual, Truncal dystonia
* Spasticity

¢ Nondystonic disorders of involuntary

muscle activity
* Hemifacial spasm, trismus
* Tremors, tics, myoclonus.

¢ Chronic pain and disorders of localized

muscle spasms
* Chronic low back pain
* Tension headache
* Chronic migrane headache
* Maedication overuse headache
* Lateral epicondylitis
¢ Knee, Shoulder,Neuropathic pain

WWW.sifox.org
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THERAPE UTIC USES —

* Cosmetic use

» Hyperkinetic facial lines (glabellar
frown lines, crow's feet)

* Hypertrophic platysma muscle

bands
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Spasticita

Sostanze di origine naturale: BOLOGNA
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Focal dystonias - Involuntary, sustained,
or spasmodic patterned muscle activity

* Cervical dystonia (spasmodic
torticollis)b.4l

* Blepharospasm (eyelid closure)

* Laryngeal, Limb, Oromandibular,
Orolingual, Truncal dystonia

Spasticity
Nondystonic disorders of involuntary
muscle activity

* Hemifacial spasm, trismus
* Tremors, tics, myoclonus.
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Sweating, salivary, and allergy disorders

* Axillary and palmar hyperhidrosis

* Frey syndrome, also known as
auriculotemporal syndrome
(gustatory sweating of the cheek
after parotid surgery)

* Drooling in cerebral palsy and other
neurological disorders
« Nasal allergy

- - - -~
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ERAPEUTIC USES

Iperidrosi ascellare
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Botulinum Neurotoxin Serotype A Suppresses Neurotransmitter
Release from Afferent as Well as Efferent Nerves in the Urinary

Bladder
- - ' Pontine
—— storage ©
center

e — G— S — -~
-y ’ﬂ\\>
o - - -y - — > 3 ,
Cn G — =/ ,:/
+.co_nt.racts outlet,
Smooth muscle hyperactive disorders hibleceinee & 1
» Neurogenic bladder - Detrusor +/\

hyperreflexia BPH

¢ Achalasiacardia
¢« Hemorhoids, Chronic anal fissures EUS
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Chronic pain al;d disorders of localized
- —— - — muscle spasms

Chronic low back pain

Tension headache

Chronic migrane headache
Medication overuse headache

~ Lateral epicondylitis

Fsare 1. The PREEMPT protocoforiction o gnabslinamtcnin syt —gsendos reprsennecion sz, K€€, Shoulder,Neuropathic pain
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EFFETTI CENTRALI DELLA BoNT/A-EVIDENZE DI TRASPORTO RETROGRADO

The Journal of Neuroscience, 2008

Long-Distance Retrograde Effects of Botulinum
Neurotoxin A

Flavia Antonucci,' Chiara Rossi,! Laura Gianfranceschi,” Ornella Rossetto,” and Matteo Caleo'

PLoS Pathog 2012
Botulinum Neurotoxins A and E Undergo Retrograde

Axonal Transport in Primary Motor Neurons

Laura Restani'?®, Francesco Giribaldi'®’, Maria Manich'?, Kinga Bercsenyi', Guillermo Menendez’,
Ornella Rossetto®, Matteo Caleo?, Giampietro Schiavo'*

Central origin of the antinociceptive action of botulinum toxin type A

Lidija Bach-Rojecky ¢, Zdravko Lackovic b Pharmacology, Biochemistry and Behavior 94 (2009)

2014 ]
Botulinum toxin type A selectivity for certain types of pain is associated

with capsaicin-sensitive neurons

Ivica Matak?, Ornella Rossetto”, Zdravko Lackovic **

Nor  BoNI/A

——

cl. S-25(A)

51— N -tubulin

cleaved SNAP-25 was detected in the facial
confirming migration of toxin along motoneurons

After BoNT/A injection at the center of the whisker pad,

' Antibody specific

i b

v i — a — for

i " Cleaved BoNT/A-cleaved
v SNAP25  SNAP25

nucleus,
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OUTLINE DELLA PRESENTAZIONE
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3) La tossina botulinica come strumento di ricerca (la nostra esperienza di laboratorio)
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LA TOSSINA BOTULINICA (E ALTRE TOSSINE) COME TOOLS PER STUDIARE LA PLASTICITA’
E LA RIGENERAZIONE DELLA GIUNZIONE NUROMUSCOLARE

plp-GFP Axon terminal
B o-BTX-555
W VAChT-370 H

Schwann clfell wemssmmm)  Muscle fibre
——

WWwWW.sitox.org



c?zri] nﬁ%so Sostanze di origine naturale: BOLOGNA

farmadi, veleni o enframbi 25-26-27 Oftobre 2021

BoNTs causa una denervazione funzionale persistente della
giunzione neuromuscolare che attiva un remodelling con
formazione di sprouts e nuovi contatti sinaptici

QUALI SONO | DETERMINANTI MOLECOLARI DI QUESTA PLASTICITA’ SINAPTICA?

WWW.Sitox.org
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MASSIVE CALCIUM
INFLUX

|

L REGENERATION J

within 1 week in mice
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COME STUDIAMO | SEGNALI MOLECOLARI DELLA NMJ?

Axon terminal

Basal Lamma \

Schwann ceII — Muscle fibre

Transcriptomics
restricted to NM]
collected by
laser-capture microdissection
(LCM)
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transcriptomic profiling % Computational biology
of NMJ

4 A | B | € | b | E | F ey W | v | 0|k |r]
1tesiid  gene_id gene locus sample_1 sample 2 staws  value 1 value 2 log2(fold ¢ test_stat  p_value
2 XLOC_00233 ¥LOC_00233 Mon2 chr10:12288 ctrl aHours K 29,1474 0" #NOME? ” #NOME?  500€-05
3 XLOC_D1041 XLOC_01041 Nolcl <hr19:46075 4Hours  24Hours  OK 63,8325 0" #NOME? ” #8NOME?  5,00€-05
4 XLOC_ 02181 XLOC 02141 Smarcad  chrg:216161 Cirl 96Hours 0K 0 148201 inf " #NOME? 0,0001
5 XLOC_D0666 XLOC_00666 SIc39a14  chr14:70303 Ctrl 24Hours 0K 0 115724 inf 7 aNOME? 0,00015
6 XLOC 01218XLOC 01218 Cwc22  chr27789564Hours  24Hours  OK 0 156738 inf ¥ #NOME? 0,00015
7 XLOC_D1306 XLOC_01306 Arhgef2  chr3:886162 4Hours  96Hours  OK © 31,0734 inf " aNOME? 0,00015
& XLOC_D1296 XLOC_01296 Ccdlc169,5pg chr3:551121 Crrl 96Hours 0K 0 453318 inf " #NOME? 0,00025
9 XLOC_02012 XLOC_02012 Rnhl <chr7:141160 4Hours  24Hours  OK 0 17,5514 inf " #NOME? 0,00035
XLOC_00863 XLOC_00863 Adamts10  chrl7:33524 Cerl aHours K 202,606 0" #NOME? ” #NOME? 0,0004
XLOC_00196 XLOC_00196 Rnfld6 chrl0:29313 Curl 96Hours  OK 0 32,7395 inf ¥ #NOME? 0,0008 e .
XLOC_00262 XLOC_00262 Psha2  chr11:54100 Ctrl 24Hours  OK 0 86,1978 inf " ANOME? 0,001
XLOC_01394 XLOC_D1394 Prkach  chr3:145729 Crl 28Hours 0K 0 116317 inf " #NOME? 0,0012
XLOC 00834 XLOC 00834 Runxl  chrl6:92601 24Hours  96Hours  OK 21,8446 0" #NOME? " aNOME? 0,00155
XLOC_00254 XLOC_00254 Ebf1 chr11:22618 cerl aHours K 51,3095 0” #NOME? " #NOME? 0,0022
XLOC_00840 XLOC_00840 Pdel0a  chrl7:85268 Curl 24Hours  OK 18,1828 o #NOME? " aNOME? 0,0025
17 XLOC_D0534 XLOC_00534 Homerl  chr13:93304 28Hours  96Hours  OK © 12,8601 inf " aNOME? ,00255.
XLOC_01083 XLOC_D1083 Ablim1  chrl9:57033 24Hours  96Hours  OK 451912 237518 571585 191289  0,00255
|18 XLOC_P1537 XLOC_01557 Mib2 chr4:155654 4Hours  96Hours  OK © 358262 inf " ANOME? 0,00275
|20 XLOC_D2356 XLOC_02356 Trme2b  chri134222 Cerl 2Hours 0K 0 13,2908 inf " #NOME? 0,0029
XLOC_01148 XLOC 01148 Semabd  chr2:124089 Crrl 2Hours K 166776 100431  -405363  -121566  0,00385
122 XLOC_00308 XLOC_00308 Rara chr11:98937 224Hours  96Hours  OK 239,357 0" #NOME? " #NOME?
XLOC_02356 XLOC_02356 Pcdh19  chrX:1335824Hours  24Hours  OK 15,745 0" #NOME? " #NOME?
34 XLOC_00733 XLOC_00733 Eefld chr15:75884 Ctrl aHours  OK 222,383 0 #NOME? " #NOME?
|25 XLOC_D0489 XLOC_00489 Gtf2al  chr12:91555 Crrl 28Hours 0K 0 569361 inf 7 #NOME?

unctional characterization
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‘I veleni possono essere usati come mezzi di distruzione della vita o
come agenti per il trattamento di malattie ”
Claude Bernard

| veleni possono essere utilizzati anche come mezzi per studiare
processi fisiologici delle cellule e dei tessuti
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