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ANT IC UE RPO A N T I -REPET IC IONE S DE D IPEPT IDO (DPR)  

DE RIVA DO DE H U MA NO  

 

CA MPO DE LA IN VEN CION  5 

 

 La  p resen te  invenc ión  se  re f i e re  en  té rm inos  genera les  a  

t e rap ias  y  mé todos  de  d iagnós t i co  basados  en  an t i cue rpo .  En  

pa r t i cu l a r ,  l a  p resente  i nvenc ión  se  re f ie re  a  mo lécu las  

novedosas  que  se  unen  espec í f i camen te  a  t raducc iones  de  t i po  10 

no  ATG no convenc iona les ,  en  pa r t i cu l a r  repe t i c i ones  de  

hexanuc leó t i do  que  fo rman  repet i c i ones  de  d i pép t ido  (DPR)  y  

an t ígenos  que  comprenden  d ichas  DPR,  las  cua les  son  ú t i l es  en  

e l  d iagnós t i co  de  en fe rmedades  y  cond ic i ones  i nduc idas  po r  

DPR ag regadas  y  p ro te ínas  que  con t ienen  DPR, 15 

respec t i vamen te .  En  una  moda l idad ,  l a  p resente  invenc ión  

p rovee an t i cue rpos  de r i vados  de  humano as í  como f ragmentos ,  

de r i vados  y  va r ian tes  b i o tecno lóg icas  de  los  mismos  que 

reconocen  las  DPR como se  encuen t ran  en  e l  marco  de  lec tu ra  

ab ie r to  72  de l  c romosoma 9  (C9ORF72)  t a l  como las  20 

repe t i c i ones  de  po l i -g l i c i na -a lan ina ,  repe t i c iones  de  po l i -g l i c ina -

p ro l i na ,  repe t i c i ones  de  po l i -g l i c ina -a rg in ina ,  repe t i c iones  de 

po l i -p ro l i na -a lan ina  o  repe t i c iones  de  po l i -p ro l i na -a rg in ina ,  y  l as  

cua les  son  ú t i l es  en  e l  t ra tam ien to  y  d i agnós t i co  de  
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en fe rmedades  y  cond ic i ones  induc idas  po r  C9ORF72-DPR 

ag regadas .  Además ,  l a  p resen te  invenc ión  se  re f i e re  a 

compos ic i ones  fa rmacéu t i cas  y  de  d iagnós t i co  que  comprenden 

d ichas  mo lécu las  de  un ión ,  an t i cue rpos  e  im i tadores  de  los  

m ismos  va l i osos  tan to  como una  he r ramien ta  de  d i agnós t i co  5 

pa ra  iden t i f i ca r  en fe rmedades  asoc iadas  con  las  DPR o  sus 

ag regados  y  también  como una es t ra teg ia  de  vacunac ión  pas iva  

pa ra  t ra ta r  d i chas  en fe rmedades ,  por  e jemplo  degenerac ión  

f ron to tempora l  l obu la r  (FTLD) ,  esc l e ros is  l a te ra l  amio t ró f i ca 

(ALS) ,  FTLD-ALS,  y  a tax ia  esp inocerebe la r  t i po  36  10 

 

ANTE CE DE NTES DE LA INVE NCIO N  

 

 La  degenerac ión  f ron to  tempora l  l obu la r  (FTLD por sus 

siglas en inglés)  pe r tenece a  un  g rupo de  t ras to rnos  c l í n i ca ,  15 

pa to l óg ica  y  genét i camente  he te rogéneos  asoc iados  con  a t ro f i a  

en  e l  l óbu lo  f ron ta l  y  en  lóbu lo  tempora l  de l  cereb ro .  Es  l a  

segunda  causa  más  común de  demenc ia  de  in i c i o  t emprano .  Los 

s ín tomas  cogn i t i vos  son  var i ab les  e  i nc luyen demenc ia ,  cambios  

de  l a  conduc ta  as í  como de  la  persona l idad ,  d i s func iones  de l  20 

l engua je  y /o  ps icos is  que  son  deb idas  a  l a  degenerac ión  de  l a  

cor teza  f ron ta l  y  t empora l .  Deb ido  a  sus  s ín tomas ,  FTLD se  

puede d iv id i r  en  t res  g rupos  ( i )  demenc ia  f ron to tempora l  
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var ian te  conduc tua l  (bvFTLD) ,  ( i i )  demenc ia  semánt i ca  (SD por 

sus siglas en inglés)  o  ( i i i )  a fas ia  no  a f l uen te  p rog res iva  (PNFA 

por sus siglas en inglés) .  Los  pac ien tes  con  FTLD mueren  5 -10  

años  después  de l  i n i c i o  de  los  s ín tomas ,  deb ido  a  que no  se  

d ispone de  una te rap ia  ap rop iada.  S in  embargo ,  se  demos t ró  5 

que e l  50% de  l os  pac ien tes  con  FTLD t i enen  un  h is to r ia l  

f am i l i a r  pos i t i vo  y  comparado  con  esc l e ros is  l a te ra l  am io t ró f i ca  

(ALS)  pa rece  rep resen ta r  un  con t i nuum pa to l óg ico  con  una  

pa togénes is  subyacente  compar t ida .  Aunque se  demos t ró  que  

ambos  t ras to rnos  au tosómicos  dominantes  son  genét i camen te  y  10 

pa to l óg icamen te  he te rogéneos ,  véase ,  po r  e j emplo ,  Vance  e t  

a l . ,  B ra in  129 (2006) ,  868 -876,  e l  aná l i s i s  gené t i co  i den t i f i có 

una repe t i c ión  de  hexanuc leó t ido  expand ida  he te roc igo ta 

(GGGGCC)  l oca l i zada en t re  l os  exones  no  cod i f i cado res  1a  y  1b  

de l  gen  de  C9ORF72  como l a  causa genét i ca  más  común  de  15 

FTLD y  ALS ;  véase ,  por  e j emplo ,  DeJesus -Hernandez  et  a l . ,  

Neu ron  72  (2011 ) ,  245-256  y  Renton  e t  a l . ,  Neu ron  72  (2011 ) ,  

257-268 .  En  pa r t i cu la r ,  se  demos t ró  que  la  t raducc ión  t i po  no  

ATG no convenc iona l  de l  t ransc r i to  sen t ido  en  los  t res  marcos 

de  l ec tu ra  a l t e rna t i vos ,  es  dec i r ,  de  l as  repe t i c i ones  de 20 

hexanuc leó t i do  expand idas ,  dan  como resu l t ado  la  p roducc ión,  

gene rac ión  y  agregac ión  de  t res  po l i pép t i dos  d i fe ren tes ,  cada 

uno cons t i tu i do  po r  un idades  repet i t i vas  de  dos  am inoác idos  
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( repe t i c i ones  de  d ipép t ido ,  DPR) ,  es  dec i r ,  po l i - (G ly -A la ;  GA) ,  

po l i - (G ly -P ro ;  GP)  y  po l i - (G ly -Arg ;  GR) .  As imismo,  l a  t raducc ión  

de  los  t ransc r i tos  an t i sen t i do  cor respond ien tes  da  como 

resu l tado  l a  gene rac ión  de  po l i - (P ro -A rg ;  PR) ,  po l i - (P ro-A la ;  

PA) ,  y  po l i - (G ly -P ro ;  GP) .  Es tas  expans iones  de  C9ORF72-5 

repe t i c i ón  de  d ipép t ido  (DPR)  demos t ra ron  exp l i ca r  has ta  30% 

de  pac ien tes  con  FTLD,  50% de pac ien tes  con  ALS y  80% de 

pac ien tes  con  FTLD-ALS con las  f recuenc ias  de  mutac ión  más  

a l t as  obse rvadas  en  las  pob lac i ones  caucás icas  de  los  Es tados 

Un idos  de  Nor teamér ica  y  de  la  Un ión  Europea.  De  manera  10 

ad ic i ona l ,  l os  pac ien tes  con  l a  expans ión  C9ORF72-DPR con 

más  de  19  repe t i c i ones  t i enen  una  edad  de  i n i c i o  más  ba ja ,  

i nc idenc ia  i nc remen tada de  t ras to rnos  neu ro lóg icos ,  y  

p ropens ión  hac ia  ps icos is  o  a luc inac iones  en  comparac ión  con 

pac ien tes  con  o t ras  f o rmas  de  FTLD y /o  ALS ;  véase,  por  15 

e jemplo ,  Ha rms  e t  a l . ,  Neu rob io l .  Ag ing  34  (2013 ) ,  e13-e19 .  

 S i n  embargo ,  t ambién  se  han repo r tado  o t ras  

en fe rmedades  y /o  t ras to rnos  l os  cua les  pa recen es ta r  asoc iados  

con  expans iones  de  una  repe t i c i ón  de  hexanuc leó t ido ,  por  

e jemplo ,  a tax ia  esp inoce rebe la r  t i po  36 .  En  e fec to ,  d i chas  20 

repe t i c i ones  en  tándem (ya  sea  como mic rosa té l i t es  o  

m in isa té l i t es )  son  ADN p ropenso  a  mutac i ón  en  o rgan ismos  

tan to  euca r io tas  como p roca r io tas .  Por  e jemplo ,  l as  adhes inas  
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de  supe r f i c i e  ce l u l a r  de  l as  bac te r ias  con  f recuenc ia  con t i enen 

l as  repe t i c i ones  de  SD de  min i sa té l i t e ,  que  cod i f i can  pa ra  e l  pa r  

de  am inoác ido  de  ser i na-aspa r ta to  con  un  a r reg lo  de  

repe t i c i ones  de  18  nuc leó t i dos ,  cuyos  e l emen tos  s iguen e l  

consenso GAYTCNGAYTCNGAYAGY,  en  e l  cua l  N es  cua lqu ie r  5 

base  y  Y  es  T  o  C ,  espec ia lmen te  en  cepas  es ta f i l ocóc icas .  Se  

ha  descub ie r to  que  l as  repe t i c iones  de  se r i na -aspa r ta to  (SDR)  

es tán  p resentes  en  una  reg ión  repe t i t i va  va r i ab le  de  es tas  

adhes inas ,  ta l  como e l  domin io  R de l  f ac to r  de  ag lu t inac ión 

C l fA) ;  véase,  po r  e jemplo ,  Hazenbos  et  a l . ,  PLOS Pathogens  9 10 

(2013 ) ,  e1003653 .  

 Fa l tan  t ra tamien tos  pa ra  en fe rmedades  y /o  t ras to rnos 

asoc iados  con  una  expans ión  de  repe t i c ión  de  d i pép t i do  (DPR) ,  

po r  e j emplo  med icamen tos  que  desace le ran  e l  avance  de  l a  

en fe rmedad .  E l  foco  p r i nc i pa l  de  cu idado  méd ico  has ta  aho ra  15 

descansa en  l a  p rov is ión  de  p roduc tos  fa rmacéu t i cos  pa ra  e l  

t ra tamien to  de  los  s ín tomas  acompañantes  con  f recuenc ia  muy  

es t resantes .  S in  embargo ,  has ta  aho ra  no  hay  ev idenc ia  de  un  

t ra tamien to  e fec t i vo .  

 Es te  p rob lema técn ico  es  so luc i onado po r  l as  moda l idades  20 

carac te r i zadas  en  las  re i v i nd icac i ones  y  desc r i t as  más  ade lan te  

e  i l us t radas  en  los  E jemplos  y  F i gu ras .  
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BR EVE D ESC RIP CION DE LA INVE NCION  

 

 La  p resente  i nvenc ión  p rovee  an t i cue rpos  monoc lona les  

de r i vados  de  humano capaces  de  l i ga r  repe t i c i ones  de  d i pép t i do  

(DPR)  y  p ro te ínas  que con t ienen DPR (p ro te ínas  de  DPR)  as í  5 

como molécu las  de  un ión  a  p ro te ína  de  DPR equ iva len tes  ta les  

como los  f ragmen tos  de  un ión  a  DPR,  va r ian tes  s i n té t i cas  y  

de r i vados  b io tecno lóg icos  de  los  an t i cue rpos  e j empl i f i cados  en  

l a  p resente  so l i c i tud  l as  cua les  son  pa r t i cu l a rmen te  ú t i l es  en  e l  

t ra tamien to  p ro f i l ác t i co  o  t e rapéu t i co  de  en fe rmedades  y  10 

cond ic iones  asoc iadas  con  p ro te ínas  de  DPR y  fo rmas 

ag regadas  de  las  mismas .  De  manera  más  espec í f i ca ,  se  

p roveen an t i cue rpos  de r i vados  de  humano y  mo lécu las  de  un ión 

a  p ro te ína  de  DPR equ iva len tes  te rapéut i camente  ú t i l es  que 

reconocen  l as  DPR que  cons is ten  de  l as  repe t i c iones  de  po l i -15 

g l i c ina -a l an ina  (G ly -A la ;  GA) ,  po l i -g l i c i na -p ro l i na  (G ly -P ro ;  GP) ,  

po l i -g l i c ina -a rg in ina  (G ly -A rg ;  GR) ,  po l i -p ro l i na -a rg in ina  (P ro -

A rg ;  PR) ,  o  po l i -p ro l i na -a lan ina  (Pro -A la ;  PA) ,  y  p ro te ínas  que 

comprenden  d ichas  DPR.  

 Los  expe r imentos  rea l i zados  de  con formidad  con  la  20 

p resen te  invenc ión  son  ex i t osos  en  e l  a i s lam ien to  de  

an t i cue rpos  an t i -DPR espec í f i cos  monoc lona les  de r i vados  de  

humano  los  cua les  maduran  en  e l  cue rpo  humano  y  son  capaces  
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de  reconoce r  espec í f i camen te  l as  espec ies  de  p ro te ína  C9ORF2-

DPR no  ag regadas  y  ag regadas  y  f ragmentos  de  l as  m ismas .  Los  

i nd iv i duos  humanos  que  son  l a  fuen te  de  cé lu las  B  a  pa r t i r  de 

l as  cua les  se  han a is l ado  l os  an t i cue rpos  an t i -p ro te ína  de  DPR 

monoc lona les  de r i vados  de  humano  y  e l  ADNc que cod i f i ca  pa ra  5 

sus  domin ios  va r i ab les ,  respec t i vamen te ,  es tán  l i b res  de  

s ín tomas  de  cond ic i ones  neuro l óg icas  y  neu rodegenera t i vas .  S in  

embargo ,  en  o t ra  moda l i dad  de  l a  p resente  i nvenc ión ,  l a  fuen te  

de  cé lu las  B  a  pa r t i r  de  l as  cua les  se  pod r ían  a is l a r  l os  

an t i cue rpos  an t i -DPR monoc lona les  de r i vados  de  humano y  e l  10 

ADNc que  cod i f i ca  pa ra  sus  domin ios  va r i ab les ,  

respec t i vamen te ,  son  pac ien tes  que  mues t ran  s ín tomas  de  una  

en fe rmedad  y /o  t ras to rno  asoc iado con  l as  p ro te ínas  de  DPR.  

Deb ido  a  que l os  an t i cue rpos  de  l a  p resen te  i nvenc ión  se  a ís lan 

a  pa r t i r  de l  cuerpo  humano  y  como se  demues t ra  en  l os  15 

E jemplos ,  se  demues t ra  que  se  unen  espec í f i camen te  a  

p ro te ínas  de  DPR en  pac ien tes  con  FTLD,  es  p rudente  espe ra r  

que  l os  an t i cue rpos  an t i -p ro te ína  de  DPR monoc lona les  de  

humano  de  la  p resen te  invenc ión  y  los  de r i vados  de  l os  mismos  

además  de  se r  no  i nmunogén icos  también  exh iban un  e fec to 20 

te rapéut i camente  bené f i co  en  e l  humano .  

 La  demenc ia  f ron to tempora l  (FTD) ,  t ambién  conoc ida  como 

en fe rmedad  de  P ick ,  es  un  g rupo de  t ras to rnos  asoc iados  con  l a  
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degenerac ión  p rog res iva  de  cé lu la  ne rv iosa  en  los  lóbu los  

f ron ta l  y /o  t empora l  de l  ce rebro .  Los  s ín tomas  asoc iados  con  la  

f unc ión  reduc ida  de l  ce reb ro  deb ido  a  daño  ce lu la r  y  e l  

encog imien to  de  te j i do  se  denominan como degenerac ión  

f ron to tempora l  l obu la r  (FTLD) .  Como ya  se  exp l i có  5 

an te r i o rmente  en  l a  secc ión  de  an tecedentes  cuyo  con ten ido  de  

d ivu l gac ión  queda  inco rpo rada  en  la  p resente  so l i c i t ud ,  se  

i den t i f i có  una repet i c i ón  de  hexanuc leó t ido  expand ida  

he te roc igo ta  (GGGGCC) ,  es  dec i r  repe t i c i ón  de  d i pép t ido  (DPR) ,  

l oca l i zada  en t re  los  exones  no  cod i f i cado res  1a  y  1b  de l  10 

C9ORF72  (NC_000009 .12 ,  27546545-27573866 ,  complemen to ;  

NG_031977 .1 ,  RefSeqGene 5001-32322)  como l a  causa más  

común  de  FTLD y  esc l e ros is  l a te ra l  amio t ró f i ca  (ALS) .  La 

repe t i c i ón  de  hexanuc leó t i do  expand ida  da  como resu l tado  la  

p roducc ión ,  gene rac ión  y /o  ag regac ión  de  d i f e ren tes  15 

po l i pép t i dos  que cons is ten  de  un idades  repet i t i vas  de  dos  

aminoác idos  ( repe t i c iones  de  d i pép t ido ,  DPR) ,  en  pa r t i cu la r  po l i -

(G ly -A la ;  GA) ,  po l i - (G ly -P ro ;  GP) ,  po l i - (Pro -A rg ;  PR) ,  o  po l i -

(P ro-A la ,  PA) ,  y /o  po l i - (G ly -A rg ;  GR) .  

 La  p resente  i nvenc ión  es tá  d i r i g i da  en  té rminos  genera les  20 

a  an t i cue rpos  der i vados  de  humano ,  f ragmen tos  de  un ión  a  

an t ígeno ,  va r i an tes  s i n té t i cas  y  b i o tecno lóg icas  de  l os  mismos  y  

mo lécu las  de  un ión  a  an t ígeno  equ iva len tes  los  cua les  son  
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capaces  de  reconoce r  espec í f i camen te  l as  p ro te ínas  de  DPR,  en 

pa r t i cu l a r  aque l l as  en  l as  cua les  la  DPR cons is te  de  po l i - (G ly -

A la ;  GA) ,  po l i - (G ly -P ro ;  GP) ,  po l i - (P ro -A rg ;  PR) ,  po l i - (P ro-A la ,  

PA) ,  y /o  po l i - (G ly -A rg ;  GR) .  Por  l o  tan to ,  l a  p resente  invenc ión  

se  re f i e re  t an to  a  an t i cue rpos  que reconocen  se lec t i vamen te  una 5 

repe t i c i ón  de  d i pép t i do  pa r t i cu l a r ,  po r  e jemplo  po l i -GA  as í  como 

an t i cue rpos  que son  capaces  de  reconoce r  más  de  una 

repe t i c i ón  de  d i pép t ido ,  por  e j emplo  po l i -GA  y  po l i -GP  o  po l i -

GR,  po l i -GA  y  po l i -PR ya  sea  sus tanc ia lmente  con  l a  misma 

a f i n idad  o  con  a f in idad  d i f e ren te  pero  todav ía  s ign i f i ca t i vamen te  10 

sob re  e l  fondo .  S i  no  se  i nd ica  de  o t ra  manera ,  con  an t i cue rpos  

que  “ reconocen  espec í f i camente  DPR” ,  “an t i cuerpo  espec í f i co 

pa ra  DPR”  y  “an t i cue rpo  an t i -DPR”  se  qu ie re  dec i r  que 

espec í f i camente ,  gene ra lmen te ,  y  co lec t i vamente  se  unen  a  l a  

f o rma  na t i va  o  ag regada  de  “p ro te ínas  de  DPR” ,  “ repe t i c iones  de  15 

d ipép t ido ” ,  “DPR”  los  cua les  se  u t i l i zan  de  manera  

i n te rcambiab le  en  l a  p resente  so l i c i t ud .  Las  DPR son l os  

resu l tados  de  una  repet i c ión  de  hexanuc leó t i do  expand ida  y  

comprenden  un idades  repet i t i vas  de  dos  aminoác idos .  Las 

un idades  repe t i t i vas  pueden  comprender  cua lqu ie r  am inoác ido .  20 

S in  embargo ,  en  una  moda l i dad  p re fe r ida  de  la  p resen te  

i nvenc ión  la  DPR comprende  g l i c ina  y  a l an ina  (G ly -A la ;  GA) ,  

g l i c ina  y  p ro l i na  (G ly -P ro ;  GP) ,  g l i c i na  y  a rg in ina  (G ly -A rg ;  GR) ,  
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p ro l i na  y  a rg i n ina  (P ro -A rg ;  PR) ,  o  p ro l i na  y  a l an ina  (Pro -A la ,  

PA) .  Po r  l o  t an to ,  en  la  p resen te  so l i c i tud  se  p roveen 

an t i cue rpos  der i vados  de  humano,  f ragmen tos  de  un ión  a  

p ro te ína ,  va r i an tes  s i n té t i cas  y  b i o tecno lóg icas  de  los  mismos  

se lec t i vos  pa ra  p ro te ínas  de  DPR que cons is ten  de  GA,  GP,  GR,  5 

PR,  o  PA.  En  una moda l i dad  p re fe r ida  l as  mo lécu las  de  un ión  a  

DPR de  l a  p resente  invenc ión  se  unen a  p ro te ínas  de  DPR que  

con t ienen números  más  a l tos  de  repe t i c iones ,  es  dec i r ,  DPR que 

cons is ten  de  (GA) X ,  (GP) X ,  (GR) X ,  (PR) X ,  o  (PA) X .  De  manera  

pa r t i cu l a r ,  l a  X  rep resen ta  e l  número  de  repe t i c iones ,  po r  10 

e jemplo ,  una  p ro te ína  de  DPR con 15  repet i c i ones  será  ind icada 

como (GA) 1 5 ,  s ign i f i cando  también  que ,  po r  e jemp lo ,  l a  

expans ión  de  hexanuc leó t i do  G 4 C 2  es tá  repe t ida  15  veces .  En  

una moda l i dad  de  l a  p resente  invenc ión ,  e l  an t i cue rpo  de  

p re fe renc ia  reconoce  una  p ro te ína  de  DPR de (GA) 1 5 .  15 

 T íp i camen te ,  l a  capac idad  de  un  an t i cue rpo  pa ra  l i ga r  una  

p ro te ína  de  DPR se  eva lúa  u t i l i zando  un  pépt ido  de  DPR un ido  a 

una p ro te ína  por tado ra  ta l  como BSA o  GST;  véase,  po r  

e jemplo ,  Mor i  et  a l . ,  Sc i ence  339 (2013 ) ,  1335 -1338 y  

Mackenz ie  e t  a l . ,  Ac ta  Neuropatho l .  126  (2013 ) ,  859 -879 que 20 

desc r i ben  en t re  o t ras  cosas  e l  uso  de  p ro te ína  GST-GA 1 5  

recombinante  en  la  gene rac ión  y  ca rac te r i zac ión  de  an t i cue rpo  

an t i -GA  monoc lona l  de  ra tón .  S in  embargo ,  l os  expe r imen tos  
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rea l i zados  de  con fo rmidad  con  l a  p resente  i nvenc ión  reve lan  de  

manera  so rp res iva  que  a l gunos  an t i cue rpos  an t i -DPR que 

carecen de  un ión  s i gn i f i ca t i va  a  pépt idos  de  DPR copu lados  con  

BSA o  que  desp l iegan so lamente  una a f i n idad  bas tan te  ba ja  se  

unen  a l  pép t i do  de  DPR no  copu lado y  con  una  a f in i dad  5 

sus tanc ia lmen te  más  a l ta  que  l a  de l  pép t ido  de  DPR copu lado 

con  BSA.  Compara r ,  po r  e j emplo ,  l os  va lo res  de  CE 5 0  

p resen tados  en  fo rma resumida  en  la  f i gu ra  3A para  e l  

an t i cue rpo  an t i -po l i  GA  N I -308 .45C2,  an t i cue rpo  an t i -po l i  PR NI -

308.24E11 y  en  pa r t i cu l a r  de  los  an t i cue rpos  an t i -po l i  GR NI -10 

308.6B11  y  N I -308 .46F8  l os  cua les  no  se  unen  a l  pép t ido  (GR) 1 5  

copu lado  con  BSA en  l o  abso lu to  y  po r  l o  tan to  muy  

p robab lemente  pod r ían  haber  s i do  pe rd idos  en  los  mé todos 

ELISA  u t i l i zados  en  la  t écn ica  an tecedente  pa ra  l a  gene rac ión  

de  an t i cue rpos  an t i  DPR monoc lona les  de  ra tón .  15 

 Po r  e jemplo ,  l as  so l i c i t udes  i n te rnac iona les  WO 

2014 /114303 A1 y  WO 2014 /114660 A1,  respec t i vamen te  

desc r i ben  an t i cuerpos  po l i c l ona les  gene rados  en  cone jo  con t ra  

po l i -GA  (GA) 1 5  y  po l i -GP  (GP) 1 5  f us i onados  la  p ro te ína  de  un ión  

a  ma l tosa  (MBP por sus siglas en inglés)  y  an t i cue rpos  20 

monoc lona les  de  ra tón  generados  con t ra  po l i -GA  (GA) 1 0  

ag regada l i gada  a  po l i e t i l eng l i co l  (PEG)  y  que  reconocen  po l i -

GA  (GA) 1 5  fus i onada  a  g l u ta t i ón  S - t rans fe rasa  (GST) .  S in  
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embargo  no  se  d ivu lgan  da tos  en  cuanto  a  l a  espec i f i c idad  de 

un ión  hac ia  p ro te ínas  ami l o i dogén icas  no  re lac i onadas  y  un ión  a 

ag regados  de  DPR pato lóg icos  en  te j i do  de  ce reb ro  C9or f72-

FTLD de  humano .  Po r  l o  tan to  l a  u t i l i dad  d i agnós t i ca  y  

t e rapéut i ca  de  d ichos  an t i cue rpos  no  ha  s ido  sus tanc iada  y  5 

queda po r  ve rse .  

 La  so l i c i tud  in te rnac iona l  WO 2014/116865  A1 desc r ibe  la  

gene rac ión  de  an t i cue rpos  po l i c lona les  gene rados  en  cone jo  

con t ra  una  mezc la  de  po l i -GA (GA) 8 ,  po l i -GP  (GP) 8 ,  y  po l i -GR 

(GR) 8  cada una copu lada  a l  ác ido  aminohexano ico  (Ahx )  y  10 

con jugada  a l  és te r  de  m-male imidobenzo i l -N -h i d rox isucc in im ida  

(MBS)  como un  po r tado r  i nmune.  Se  desc r i be  que  un  an t i cuerpo  

po l i c l ona l  de  cone jo  denominado  MC-001  se  une  a  po l i -GP  (GP) 8  

pe ro  no  a  las  o t ras  DPR.  Se desc r i be  que e l  an t i cue rpo 

po l i c l ona l  MC-001 de tec ta  i nmunor reac t i v idad  en  f l u i do  15 

cerebroesp ina l  (CSF)  de  pac ien tes  con  ALS C9+ y  l as  

i nc lus i ones  i nso lub les  de  po l ipép t idos  po l i -GP en  los  ce reb ros  

de  pac ien tes  con  la  expans ión  genét i ca  de  C9ORF72 .  As imismo,  

se  desc r iben  i n ten tos  pa ra  la  gene rac ión  de  an t i cue rpos  

po l i c l ona les  an t i -po l i -GA ,  an t i -po l i -GP ,  an t i -po l i -GR y  an t i -po l i -20 

PA en  cone jo  y  cab ra ,  respec t i vamen te ,  u t i l i zando pép t idos  de  

DPR ind iv i dua les  con  d i fe ren tes  números  de  repe t i c i ón  y  

po r tado res  inmunes  as í  como un  expe r imen to  pa ra  p roduc i r  
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an t i cue rpos  an t i -po l i -GP  monoc lona les  de  ra tón  con  la  

es t ra teg ia  u t i l i zada  pa ra  l a  gene rac ión  de l  an t i cue rpo  po l i c l ona l  

MC-001.  S in  embargo ,  aunque se  desc r i be  que  se  han  ob ten ido  

3  c lones  de  an t i cue rpo  monoc lona l  G2,  G3 y  G4  los  cua les  l i gan  

a  po l i -GP (GP) 8  so lamente ,  no  se  desc r iben  da tos  en  cuanto  a  l a  5 

espec i f i c idad  de  un ión  hac ia  p ro te ínas  ami lo i dogén icas  no  

re l ac i onadas  y  l a  un ión  a  ag regados  de  DPR pa to lóg icos  en 

te j i do  de  cereb ro  C9or f72 -FTLD de  humano .  As imismo ,  además  

de  la  desc r i pc ión  c r íp t i ca  de l  p ro toco lo  pa ra  p roduc i r  e l  

an t i cue rpo  monoc lona l  no  se  p rovee  i n fo rmac ión  de  secuenc ia 10 

sob re  l a  reg ión  va r i ab le  de l  an t i cue rpo  o  depós i to  de l  m ismo .  

Po r  l o  t an to ,  en  es te  caso  también  la  u t i l i dad  d iagnós t i ca  y  

t e rapéut i ca  de  los  an t i cue rpos  monoc lona les  pos ib lemente 

ob ten ib l es  med ian te  e l  p ro toco lo  de  inmun izac ión  enseñado  en  

WO 2014/116865A1  s i gue  po r  se r  i nves t i gada .  15 

 La  so l i c i t ud  in te rnac iona l  WO2014 /159247 A1 desc r i be  

an t i cue rpos  po l i c l ona les  de  cone jo  y  ra tón  que han s ido  

generados  con t ra  pépt i dos  de  DPR s in té t i cos  con  d i f e ren tes  

números  de  repe t i c i ones  y  mod i f i cac iones  N- te rmina les  y /o  C-

te rmina les ,  po r  e jemp lo  ace t i l ac ión  y  amidac ión .  S in  embargo ,  20 

no  se  desc r i be  la  gene rac ión  de  an t i cue rpos  an t i -DPR 

monoc lona les .  As imismo,  e l  documen to  WO2014 /159247  A1 

desc r i be  en t re  o t ras  cosas  un  mode lo  en  ra tón  t ransgén ico  de 
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ALS  de  C9ORF72  pa ra  p roba r  l a  h ipó tes is  de  que ambos  

t ransc r i t os  sen t i do  y  an t i sen t i do  con t r ibuyen  a  ALS /FTD.  De 

con fo rm idad  con  la  p resen te  invenc ión ,  es te  mode lo  en  ra tón  se  

puede u t i l i za r  pa ra  p robar  l a  u t i l i dad  te rapéut i ca  de  los  

an t i cue rpos  de  la  p resen te  invenc ión .  5 

 En  resumen,  l a  t écn ica  an tecedente  no  enseña n i  sug ie re ,  

s i n  menc iona r  p rovee r  an t i cue rpos  an t i -DPR que l i guen 

se lec t i vamente  una  o  más  de  l as  DPR de r i vadas  a  pa r t i r  de  los  

d i f e ren tes  marcos  de  l ec tu ra  de l  gen  C9or f72 ,  que  sean  capaces 

de  l i ga r  l os  ag regados  de  DPR pato l óg icos  en  te j i do  de  ce reb ro  10 

C9or f72 -FTLD de  humano  y  que tengan  u t i l i dad  tan to  en  la  

d iagnos is  como en  l a  t e rap ia  de  t ras to rnos  asoc iados  con  la  

acumulac ión  y  agregac ión  de  p ro te ínas  de  DPR ta l  como en  

ALS /FTD.  En  con t ras te ,  l a  p resen te  i nvenc ión  p rovee po r  

p r imera  vez  un  con jun to  de  an t i cue rpos  an t i -DPR de r i vados  de  15 

humano  monoc lona les  p roven ien tes  de  cé lu l as  B  de  memor i a  

humanas ,  l as  cua les  reconocen espec í f i camente  una o  más  DPR 

ta l  como son  t raduc idas  a  par t i r  de l  gen  C9or f72  en  su  d i recc i ón  

sen t ido  y /o  an t i sen t i do .  Como se  demues t ra  en  los  E jemp los ,  l os  

an t i cue rpos  an t i -DPR de r i vados  de  humano monoc lona les  de  l a  20 

p resen te  invenc ión  t i enen a f i n i dad  e l evada,  no  reconocen 

sus tanc ia lmen te  p ro te ínas  ami l o idogén icas  no  re l ac i onadas  y  

son  capaces  de  un i r se  a  los  ag regados  de  DPR pato lóg icos  en  
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te j i do  de  ce reb ro  C9or f72 -FTLD de  humano .  

 Po r  l o  t an to ,  y  en  v i s ta  de l  hecho  de  que  l os  an t i cue rpos  

an t i -DPR de  l a  p resente  invenc ión  se  ob t i enen  a  pa r t i r  de  au to -

an t i cue rpos  de  humano y  po r  l o  t an to  se  supone  que son  

sus tanc ia lmen te  no  inmunogén icos  en  humanos  es  p rudente  5 

espe ra r  que  además  de  su  va lo r  d iagnós t i co  i l us t rado  en  l os  

E jemplos  és tos  tengan  también  u t i l i dad  te rapéu t i ca .  En  es te  

con tex to ,  se  debe  ind ica r  que  la  t écn ica  an teceden te  no  d ice  

nada en  cuanto  a  l a  pos ib l e  ex is tenc ia  de  au to -an t i cue rpos  de  

humano  cont ra  p ro te ínas  de  DPR pe ro  enseña a  ap l i ca r  l a  10 

i nmun izac ión  de  an ima les  de  labo ra to r i o  con  pép t i dos  de  DPR 

s i n té t i cos  y  mod i f i cados  so lamen te ,  y  que  l a  gene rac ión  de  

an t i cue rpos  an t i -DPR monoc lona les  de  ra tón  es  bas tan te  d i f í c i l  

deb ido  a  que fa l l an  los  mé todos  de  inmun izac ión  comunes  y  

so lamente  l a  i nmun izac ión  con  un  pépt ido  po l i -GA  (GA) 1 0  15 

con jugado  con  PEG da  como resu l t ado  c lones  de  an t i cuerpo  

es tab les ;  véase,  po r  e jemplo ,  so l i c i t ud  i n te rnac iona l  WO 

2014 /114660  A1  en  e l  E j emplo  10  en  l a  pág ina  80 ,  reng lones  5  a  

15 .  Po r  l o  t an to ,  es to  hace  que los  ha l l azgos  de  la  p resente  

i nvenc ión ,  es  dec i r ,  p rov is i ón  de  an t i cue rpos  an t i -DPR der i vados  20 

de  humano sea l o  más  so rp res ivo  deb ido  a  que desde  l uego  l a  

cé lu l as  B  de  memor i a  que p roveen l a  fuen te  de  l os  an t i cue rpos  

de  l a  p resen te  invenc ión  se  ob t i enen  a  pa r t i r  de 
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pac ien tes /vo lun ta r i os  humanos  no  i nmun izados .  

 Po r  cons igu ien te ,  l a  p resente  invenc ión  se  re f ie re  en  

té rminos  genera les  a  las  s igu ien tes  moda l i dades :  

 [ 1 ]  Un  an t i cue rpo  monoc lona l  de r i vado de  humano capaz  

de  l i gar  una  repe t i c i ón  de  d ipép t ido  (XX ’ )  (DPR) ,  o  un  f ragmen to  5 

de  un ión  a  DPR,  va r i an te  s in té t i ca  o  de r i vado b io tecno lóg ico  de l  

m ismo e l  cua l  reconoce po r  l o  menos  una DPR ta l  como se  

t raduce a  par t i r  de l  gen  de l  marco  de  l ec tu ra  ab ie r to  72  de l  

c romosoma 9  (C9or f72 )  en  su  d i recc i ón  sen t i do  y /o  an t i sen t ido ,  

de  p re fe renc ia  en  e l  cua l  po r  l o  menos  una,  de  p re fe renc ia  dos  y  10 

de  manera  más  p re fe r ida  todas  las  t res  CDR de una  o  de  

p re fe renc ia  de  tan to  la  cadena  l i ge ra  va r iab le  como l a  cadena 

pesada va r iab le  de l  an t i cue rpo  se  ob t ienen a  par t i r  de  un 

an t i cue rpo  de  humano ta l  como son exp resadas  po r  una  cé lu la  B  

de  memor ia  de  humano  (au toan t i cue rpo  de  humano) .  De 15 

p re fe renc ia ,  e l  an t i cue rpo  reconoce po r  l o  menos  dos  DPR 

d i f e ren tes ,  de  p re fe renc ia  po r  l o  menos  una DPR ta l  como se 

t raduce a  pa r t i r  de l  gen  de  C9or f72  en  su  d i recc ión  sen t ido  y  po r  

l o  menos  una  DPR ta l  como se  t raduce a  pa r t i r  de l  gen  de  

C9or f72  en  su  d i recc ión  an t i sen t ido ;  véase ,  po r  e j emplo ,  e l  20 

p resen te  an t i cue rpo  N I -308 .6B11 i l us t rado  en  los  E jemp los  y  en  

l a  t ab l a  en  la  f i gura  2A .  En  a ras  de  l a  c la r i dad  se  debe  en tender  

que  a  menos  que se  ind i que  de  o t ra  manera  la  re fe renc ia  a l  
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an t i cue rpo  en  l os  s i gu ien tes  í t ems só lo  se  hace  por  ra tones  de  

conc is i ón  y  desde l uego i nc luye  e l  f ragmento  de  un ión  a  DPR, 

var ian te  s in té t i ca  y  de r i vado b io tecno lóg ico  de l  an t i cue rpo ,  

menc ionados .  

 [ 2 ]  E l  an t i cue rpo  de  [1 ] ,  en  e l  cua l  l a  DPR es tá  con ten ida  5 

en  o  es tá  con jugada a  una pro te ína  (DPR-p ro te ína) ,  de  

p re fe renc ia  en  la  cua l  l a  p ro te ína  es  se roa lbúmina  de  bov ino  

(BSA)  y  es tá  con jugada a  l a  DPR.  

 [ 3 ]  E l  an t i cue rpo  de  [1 ]  o  [2 ] ,  en  e l  cua l  l a  DPR cons is te  de  

l as  repe t i c iones  po l i -g l i c ina -a l an ina  (G ly -A la ;  GA) ,  po l i -g l i c ina -10 

p ro l i na  (G ly -P ro ;  GP) ,  po l i - (G l y -A rg ;  GR) ,  po l i - (P ro-Arg ;  PR) ,  y /o  

po l i - (P ro -A la ,  PA) ,  de  p re fe renc ia  en  e l  cua l  e l  número  de 

repe t i c i ones  es  (XX ' ) 1 5 .  

 [ 4 ]  E l  an t i cue rpo  de  cua lqu ie ra  de  [1 ]  a  [ 3 ] ,  e l  cua l  

reconoce  una  comb inac ión  de  p ro te ínas  de  DPR,  de  p re fe renc ia  15 

en  e l  cua l  l as  p ro te ínas  de  DPR cons is ten  de  po l i - (GA)  o  po l i -

(PA) ,  po l i - (GP)  o  po l i - (PA) ,  o  po l i - (GR)  o  po l i - (PR) ,  de  

p re fe renc ia  en  e l  cua l  e l  an t i cue rpo  reconoce  po l i - (GA)  y  po l i -

(GP) ;  po l i - (GA)  y  po l i - (GR) ;  po l i - (PA)  y  po l i - (GA) ;  po l i - (GA) ,  

po l i - (GR)  y  opc iona lmen te  po l i - (PR) ;  po l i - (PA) ,  po l i - (PR)  y  20 

opc iona lmen te  po l i - (GR) ;  o  po l i - (PA) ,  po l i - (GR) ,  po l i - (PR)  y  

opc iona lmen te  po l i - (GA) .  

 [ 5 ]  E l  an t i cue rpo  de  cua lqu ie ra  de  [1 ]  a  [ 4 ] ,  en  e l  cua l  e l  
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an t i cue rpo  es  capaz  de  un i r se  a  un  pépt i do  de  DPR que  cons is te  

de  (XX ' ) 1 5 ,  opc i ona lmen te  en  e l  cua l  e l  an t i cue rpo  no  se  une  o  

po r  l o  menos  una magn i tud  menor  a l  pép t ido  acop lado a  BSA o  a  

o t ra  p ro te ína  por tado ra  ta l  como p ro te ína  de  un ión  a  qu i t i na  

(CBP) ,  p ro te ína  de  un ión  a  ma l tosa  (MBP) ,  o  g lu ta t ión -S  5 

t rans fe rasa  (GST) .  

 [ 6 ]  E l  an t i cue rpo  de  cua lqu ie ra  de  [1 ]  a  [5 ] ,  e l  cua l  es  

capaz  de  un i rse  a  l as  fo rmas  ag regadas  de  l a  DPR y  p ro te ína  de  

DPR,  respec t i vamen te .  

 [ 7 ]  E l  an t i cue rpo  de  cua lqu ie ra  de  [1 ]  a  [ 6 ] ,  en  e l  cua l  l a  10 

DPR-p ro te ína  es  C9ORF72-DPR.  

 [ 8 ]  E l  an t i cue rpo  de  cua lqu ie ra  de  [1 ]  a  [7 ]  que  reconoce 

una DPR que  comprende una  repe t i c i ón  GA,  que  comprende en  

su  reg ión  va r i ab le  

 (a )  po r  l o  menos  una reg ión  de te rminante  de 15 

complementa r iedad  (CDR)  de  l a  secuenc ia  de  aminoác ido  de  l a  

reg ión  va r i ab le  de  V H  y /o  V L  de  cua lqu ie ra  de  los  an t i cue rpos  N I -

308.18F7,  N I -308 .15O7,  N I -308 .28G1,  y  NI -308.45C2 mos t rada 

en  cua lqu ie ra  de  las  f i gu ras  1A-1D,  y  rep resentada  en  

  ( i )  secuenc ia  de  V H  (SEQ ID NOs :  2 ,  8 ,  22 ,  26 ,  30 ,  20 

34 ) ;  y  

  ( i i )  secuenc ia  de  V L  (SEQ ID  NOs :  4 ,  6 ,  10 ,  12 ,  24 ,  

28 ,  32 ,  36 ) ,  respec t i vamente ;  
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 (b )  una  secuenc ia  de  aminoác ido  de  la  reg ión  V H  y /o  V L  

como se  rep resenta  en  cua lqu ie ra  de  l as  f i gu ras  1A a  1D;  

 ( c )  po r  l o  menos  una CDR que cons is te  de  una secuenc ia  

de  aminoác ido  que resu l ta  de  una  a l te rac i ón  pa rc ia l  de  

cua lqu ie ra  de  l as  secuenc ias  de  aminoác ido  de  (a ) ;  5 

 (d )  una  reg ión  va r i ab le  de  la  cadena pesada  y /o  una  reg ión  

var iab le  de  la  cadena  l i ge ra  que  comprende  una secuenc ia  de  

aminoác ido  que resu l t a  de  una  a l t e rac i ón  pa rc i a l  de  l a  

secuenc ia  de  aminoác ido  de  (b ) ;  y /o  

 (e )  e l  an t i cue rpo  o  f ragmen to  de  un ión  a  an t ígeno  de l  10 

m ismo que  opc iona lmen te  comprende  también  una secuenc ia  de  

po l i pép t i do  l a  cua l  es  he te ró loga  pa ra  l a  reg ión  V H  y /o  V L  o  

d i cha  po r  l o  menos  una  CDR,  de  p re fe renc ia  en  la  cua l  l a  

secuenc ia  de  po l ipép t i do  comprende  un  domin io  cons tan te  de 

humano ,  de  p re fe renc ia  de l  t i po  IgG ,  de  manera  más  pre fe r i da  15 

de  la  c lase  o  i so t ipo  IgG1 .  

 [ 9 ]  E l  an t i cue rpo  de  cua lqu ie ra  de  [1 ]  a  [7 ]  que  reconoce 

una DPR que comprende una repe t i c i ón  GP que comprende  en 

su  reg ión  va r i ab le  

 (a )  po r  l o  menos  una reg ión  de te rminante  de 20 

complementa r iedad  (CDR)  de  l a  secuenc ia  de  aminoác ido  de  l a  

reg ión  va r i ab le  de  V H  y /o  V L  de  cua lqu ie ra  de  los  an t i cue rpos  N I -

308.5G2 ,  N I -308 .46E9  y  NI .308 -12A3  mos t radas  en  l a  f i gu ras  
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1F ,  1G y  1K y  rep resentadas  en  

  ( i )  secuenc ia  de  V H  (SEQ ID  NOs:  14 ,  18 ,  44 ,  48 ,  72 ,  

76 ) ;  y  

  ( i i )  secuenc ia  de  V L  (SEQ ID NOs :  16 ,  20 ,  46 ,  50 ,  74 ,  

78 ) ,  respec t i vamen te ;  5 

 (b )  una  secuenc ia  de  aminoác ido  de  la  reg ión  V H  y /o  V L  

como se  rep resenta  en  la  f i gu ra  1F,  1G o  1K;  

 ( c )  po r  l o  menos  una CDR que cons is te  de  una secuenc ia  

de  aminoác ido  que resu l ta  de  una  a l te rac i ón  pa rc ia l  de  

cua lqu ie ra  de  l as  secuenc ias  de  aminoác ido  de  (a ) ;  10 

 (d )  una  reg ión  va r i ab le  de  la  cadena pesada  y /o  una  reg ión  

var iab le  de  la  cadena  l i ge ra  que  comprende  una secuenc ia  de  

aminoác ido  que resu l t a  de  una  a l t e rac i ón  pa rc i a l  de  l a  

secuenc ia  de  aminoác ido  de  (b ) ;  y /o  

 (e )  e l  an t i cue rpo  o  f ragmen to  de  un ión  a  an t ígeno  de l  15 

m ismo que  opc iona lmen te  comprende  también  una secuenc ia  de  

po l i pép t i do  l a  cua l  es  he te ró loga  pa ra  l a  reg ión  V H  y /o  V L  o  

d i cha  po r  l o  menos  una  CDR,  de  p re fe renc ia  en  la  cua l  l a  

secuenc ia  de  po l ipép t i do  comprende  un  domin io  cons tan te  de 

humano ,  de  p re fe renc ia  de l  t i po  IgG ,  de  manera  más  pre fe r i da  20 

de  la  c lase  o  i so t ipo  IgG1 .  

 [ 10 ]  E l  an t i cue rpo  de  cua lqu ie ra  de  [1 ]  a  [ 7 ]  que  reconoce 

una DPR que  comprende  una  repe t i c i ón  GR que comprende  en  
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su  reg ión  va r i ab le  

 (a )  po r  l o  menos  una reg ión  de te rminante  de 

complementa r iedad  (CDR)  de  l a  secuenc ia  de  aminoác ido  de  l a  

reg ión  va r iab le  de  V H  y /o  V L  de l  an t i cue rpo  NI -308.6B11 o  N I -

308.46F8 mos t radas  en  las  f i gu ras  1H y  1 I  y  rep resentada  en  5 

  ( i )  secuenc ia  de  V H  (SEQ ID NOs :  52 ,  56 ,  58 ,  62 ) ;  y  

  ( i i )  secuenc ia  de  V L  (SEQ ID NOs :  54 ,  60 ) ,  

respec t i vamen te ;  

 (b )  una  secuenc ia  de  aminoác ido  de  la  reg ión  V H  y /o  V L  

como se  rep resenta  en  las  f i gu ras  1H o  1 I ;  10 

 ( c )  po r  l o  menos  una CDR que cons is te  de  una secuenc ia  

de  aminoác ido  que resu l ta  de  una  a l te rac i ón  pa rc ia l  de  

cua lqu ie ra  de  l as  secuenc ias  de  aminoác ido  de  (a ) ;  

 (d )  una  reg ión  va r i ab le  de  la  cadena pesada  y /o  una  reg ión  

var iab le  de  la  cadena  l i ge ra  que  comprende  una secuenc ia  de  15 

aminoác ido  que resu l t a  de  una  a l t e rac i ón  pa rc i a l  de  l a  

secuenc ia  de  aminoác ido  de  (b ) ;  y /o  

 (e )  e l  an t i cue rpo  o  f ragmen to  de  un ión  a  an t ígeno  de l  

m ismo que  opc iona lmen te  comprende  también  una secuenc ia  de  

po l i pép t i do  l a  cua l  es  he te ró loga  pa ra  l a  reg ión  V H  y /o  V L  o  20 

d icha  po r  l o  menos  una  CDR,  de  p re fe renc ia  en  la  cua l  l a  

secuenc ia  de  po l ipép t i do  comprende  un  domin io  cons tan te  de 

humano ,  de  p re fe renc ia  de l  t i po  IgG ,  de  manera  más  pre fe r i da  
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de  la  c lase  o  i so t ipo  IgG1 .  

 [ 11 ]  E l  an t i cue rpo  de  cua lqu ie ra  de  [1 ]  a  [ 7 ]  que  reconoce 

una DPR que  comprende  una  repe t i c i ón  PR que  comprende  en  

su  reg ión  va r i ab le  

 (a )  po r  l o  menos  una reg ión  de te rminante  de 5 

complementa r iedad  (CDR)  de  l a  secuenc ia  de  aminoác ido  de  l a  

reg ión  va r i ab le  de  V H  y /o  V L  de l  an t i cue rpo  N I -308 .24E11 

mos t radas  en  l a  f i gu ra  1E y  rep resen tada en  

  ( i )  secuenc ia  de  V H  (SEQ ID NOs :  38 ) ;  y  

  ( i i )  secuenc ia  de  V L  (SEQ ID NOs :  40 ,  42 ) ,  10 

respec t i vamen te ;  

 (b )  una  secuenc ia  de  aminoác ido  de  la  reg ión  V H  y /o  V L  

como se  rep resenta  en  la  f i gu ra  1E ;  

 ( c )  po r  l o  menos  una CDR que cons is te  de  una secuenc ia  

de  aminoác ido  que resu l ta  de  una  a l te rac i ón  pa rc ia l  de  15 

cua lqu ie ra  de  l as  secuenc ias  de  aminoác ido  de  (a ) ;  

 (d )  una  reg ión  va r i ab le  de  la  cadena pesada  y /o  una  reg ión  

var iab le  de  la  cadena  l i ge ra  que  comprende  una secuenc ia  de  

aminoác ido  que resu l t a  de  una  a l t e rac i ón  pa rc i a l  de  l a  

secuenc ia  de  aminoác ido  de  (b ) ;  y /o  20 

 (e )  e l  an t i cue rpo  o  f ragmen to  de  un ión  a  an t ígeno  de l  

m ismo que  opc iona lmen te  comprende  también  una secuenc ia  de  

po l i pép t i do  l a  cua l  es  he te ró loga  pa ra  l a  reg ión  V H  y /o  V L  o  
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d icha  po r  l o  menos  una  CDR,  de  p re fe renc ia  en  la  cua l  l a  

secuenc ia  de  po l ipép t i do  comprende  un  domin io  cons tan te  de 

humano ,  de  p re fe renc ia  de l  t i po  IgG ,  de  manera  más  pre fe r i da  

de  la  c lase  o  i so t ipo  IgG1 .  

 [ 12 ]  E l  an t i cue rpo  de  cua lqu ie ra  de  [1 ]  a  [ 7 ]  que  reconoce 5 

una DPR que comprende una repe t i c i ón  PA  que  comprende en  

su  reg ión  va r i ab le  

 (a )  po r  l o  menos  una reg ión  de te rminante  de 

complementa r iedad  (CDR)  de  l a  secuenc ia  de  aminoác ido  de  l a  

reg ión  va r iab le  de  V H  y /o  V L  de l  an t i cue rpo  N I -308.4M1 10 

mos t radas  en  l a  f i gu ra  1J  y  represen tada en  

  ( i )  secuenc ia  de  V H  (SEQ ID NOs :  64 ,  68) ;  y  

  ( i i )  secuenc ia  de  V L  (SEQ ID NOs :  66 ,  70 ) ,  

respec t i vamen te ;  

 (b )  una  secuenc ia  de  aminoác ido  de  la  reg ión  V H  y /o  V L  15 

como se  rep resenta  en  la  f i gu ra  1J ;  

 ( c )  po r  l o  menos  una CDR que cons is te  de  una secuenc ia  

de  aminoác ido  que resu l ta  de  una  a l te rac i ón  pa rc ia l  de  

cua lqu ie ra  de  l as  secuenc ias  de  aminoác ido  de  (a ) ;  

 (d )  una  reg ión  va r i ab le  de  la  cadena pesada  y /o  una  reg ión  20 

var iab le  de  la  cadena  l i ge ra  que  comprende  una secuenc ia  de  

aminoác ido  que resu l t a  de  una  a l t e rac i ón  pa rc i a l  de  l a  

secuenc ia  de  aminoác ido  de  (b ) ;  y /o  
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 (e )  e l  an t i cue rpo  o  f ragmen to  de  un ión  a  an t ígeno  de l  

m ismo que  opc iona lmen te  comprende  también  una secuenc ia  de  

po l i pép t i do  l a  cua l  es  he te ró loga  pa ra  l a  reg ión  V H  y /o  V L  o  

d i cha  po r  l o  menos  una  CDR,  de  p re fe renc ia  en  la  cua l  l a  

secuenc ia  de  po l ipép t i do  comprende  un  domin io  cons tan te  de 5 

humano ,  de  p re fe renc ia  de l  t i po  IgG ,  de  manera  más  pre fe r i da  

de  la  c lase  o  i so t ipo  IgG1 .  

 [ 13 ]  E l  an t i cue rpo  de  cua lqu ie ra  de  [1 ]  a  [ 7 ]  que  reconoce 

una DPR que  comprende  una  repe t i c i ón  PR que  comprende  en  

su  reg ión  va r i ab le  10 

 (a )  po r  l o  menos  una reg ión  de te rminante  de 

complementa r iedad  (CDR)  de  l a  secuenc ia  de  aminoác ido  de  l a  

reg ión  var iab le  de  V H  y /o  V L  de l  an t i cue rpo  NI -308 .16C10 

mos t radas  en  l a  f i gu ra  1L  y  rep resen tada en  

  ( i )  secuenc ia  de  V H  (SEQ ID NOs :  80 ,  84) ;  y  15 

  ( i i )  secuenc ia  de  V L  (SEQ ID NOs :  82 ,  86 ) ,  

respec t i vamen te ;  

 (b )  una  secuenc ia  de  aminoác ido  de  la  reg ión  V H  y /o  V L  

como se  rep resenta  en  la  f i gu ra  1L ;  

 ( c )  po r  l o  menos  una CDR que cons is te  de  una secuenc ia  20 

de  aminoác ido  que resu l ta  de  una  a l te rac i ón  pa rc ia l  de  

cua lqu ie ra  de  l as  secuenc ias  de  aminoác ido  de  (a ) ;  

 (d )  una  reg ión  va r i ab le  de  la  cadena pesada  y /o  una  reg ión  
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var iab le  de  la  cadena  l i ge ra  que  comprende  una secuenc ia  de  

aminoác ido  que resu l t a  de  una  a l t e rac i ón  pa rc i a l  de  l a  

secuenc ia  de  aminoác ido  de  (b ) ;  y /o  

 (e )  e l  an t i cue rpo  o  f ragmen to  de  un ión  a  an t ígeno  de l  

m ismo que  opc iona lmen te  comprende  también  una secuenc ia  de  5 

po l i pép t i do  l a  cua l  es  he te ró loga  pa ra  l a  reg ión  V H  y /o  V L  o  

d i cha  po r  l o  menos  una  CDR,  de  p re fe renc ia  en  la  cua l  l a  

secuenc ia  de  po l ipép t i do  comprende  un  domin io  cons tan te  de 

humano ,  de  p re fe renc ia  de l  t i po  IgG ,  de  manera  más  pre fe r i da  

de  la  c lase  o  i so t ipo  IgG1 .  10 

 [ 14 ]  E l  an t i cue rpo  de  [9 ] ,  e l  cua l  t ambién  es  capaz  de  

un i rse  a  una repet i c ión  de  po l i -GA ,  de  p re fe renc ia  en  e l  cua l  e l  

an t i cue rpo  es  o  se  der i va  a  pa r t i r  de l  an t i cue rpo  N I -308 .5G2 .  

 [ 15 ]  E l  an t i cuerpo  de  [10 ] ,  e l  cua l  también  es  capaz  de 

un i rse  a  una repet i c ión  de  po l i -GA ,  de  p re fe renc ia  en  e l  cua l  e l  15 

an t i cue rpo  es  o  se  der i va  a  pa r t i r  de l  an t i cue rpo  N I -308 .6B11.  

 [ 16 ]  E l  an t i cue rpo  de  [10 ]  o  [ 14 ] ,  e l  cua l  también  es  capaz 

de  un i rse  a  una repet i c i ón  de  po l i -PR,  de  p re fe renc ia  en  e l  cua l  

e l  an t i cue rpo  es  o  se  de r i va  a  pa r t i r  de l  an t i cue rpo  NI -308 .6B11.  

 [ 17 ]  E l  an t i cuerpo  de  [12 ] ,  e l  cua l  también  es  capaz  de 20 

un i rse  a  una repet i c ión  de  po l i -GA ,  de  p re fe renc ia  en  e l  cua l  e l  

an t i cue rpo  es  o  se  der i va  a  pa r t i r  de l  an t i cue rpo  N I -308 .4M1.  

 [ 18 ]  E l  an t i cuerpo  de  [13 ] ,  e l  cua l  también  es  capaz  de 
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un i rse  a  una repet i c ión  de  po l i -GA ,  de  p re fe renc ia  en  e l  cua l  e l  

an t i cue rpo  es  o  se  der i va  a  pa r t i r  de l  an t i cue rpo  N I -308 .16C10.  

 [ 19 ]  E l  an t i cue rpo  de  cua lqu ie ra  de  [1 ]  a  [ 18 ] ,  e l  cua l  

se lec t i vamente  o  de  manera  p re fe renc ia l  se  une  a l  pép t i do  de 

DPR no  copu lado.  5 

 [ 20 ]  E l  an t i cue rpo  de  cua lqu ie ra  de  [1 ]  a  [19 ] ,  e l  cua l  se 

une a  l a  DPR so lamen te  s i  e l  número  de  repe t i c i ones  n  es  ≥  6 ,  

de  p re fe renc ia  ≥  10 ,  de  manera  más  p re fe r ida  ≥  15 .  

 [ 21 ]  E l  an t i cue rpo  de  cua lqu ie ra  de  [1 ]  a  [20 ] ,  e l  cua l  es  

capaz  de  un i rse  a  DPR no  copu lada  y  copu lada  con  BSA con 10 

a f i n idad  sus tanc ia lmen te  igua l  o  den t ro  de l  m ismo o rden de 

magn i tud ,  de  p re fe renc ia  en  e l  cua l  e l  va l o r  de  CE 5 0  (m i tad  de  l a  

concen t rac i ón  e fec t i va  máx ima)  pa ra  un i rse  a  la  DPR no 

copu lada  y  l a  DPR copu lada  a  BSA d i f i e re  en  no  más  de  un  

fac to r  de  ≤20 ,  de  p re fe renc ia  ≤  15 ,  de  manera  más  p re fe r ida  ≤  15 

10 ,  de  manera  i nc l uso  más  p re fe r ida  ≤  5 ,  y  más  p re fe r ido  aún  no  

más  de  ap rox imadamen te  ≤  2  o  3  según  se  de te rmina  med ian te 

ELISA ind i rec ta ,  en  e l  cua l  e l  número  de  repe t i c ión  n  es  15 .  

 [ 22 ]  E l  an t i cue rpo  an t i -DPR de cua lqu ie ra  de  [1 ]  a  [ 22 ] ,  e l  

cua l  es  capaz  de  un i r se  a  dos  o  más  DPR d i f e ren tes  con  20 

a f i n idad  sus tanc ia lmen te  igua l  o  den t ro  de l  m ismo o rden de 

magn i tud ,  de  p re fe renc ia  en  e l  cua l  e l  va lo r  de  CE 5 0  pa ra  un ión  

a  cua lqu ie ra  de  las  DPR es  por  l o  menos  ≤  200  nM,  de  



Capi tu lo  Desc r i p t i vo  
PCT/EP2015 /072516 
Marzo  24 ,  2017 
 

27  

p re fe renc ia  ≤  150  nM,  de  manera  más  p re fe r ida  ≤  100  nM,  de  

manera  inc l uso  más  p re fe r ida  ≤  50  nM y  más  p re fe r i do  aún ≤  25  

nM pa ra  un i rse  a  DPRn o  p ro te ína  de  DPRn según  se  de te rmina 

med ian te  EL ISA  ind i rec ta ,  en  e l  cua l  e l  número  de  repe t i c i ón  n  

es  15 .  Por  e j emplo ,  e l  an t i cue rpo  N I -308.5G2  se  une  a  (GA) 1 5  5 

con  CE 5 0  de  ap rox imadamente  15 .3  y  a  (GP) 1 5  con  una  CE 5 0  de  

ap rox imadamen te  0 .88 ,  y  e l  an t i cue rpo  N I308 .6B11 e l  cua l  se 

une a  (GA) 1 5  con  CE 5 0  de  ap rox imadamente  38 .4 ,  (GR) 1 5  con  una  

CE 5 0  de  ap rox imadamen te  0 .94  y  a  (PR) 1 5  con  una  CE 5 0  de  

ap rox imadamen te  119;  véase  E jemplo  3  y  f i gu ras  2A-2M.  10 

 [ 23 ]  E l  an t i cuerpo  de  cua lqu ie ra  de  [1 ]  a  [22 ] ,  e l  cua l  t i ene  

una a f in i dad  de  un ión  a  po r  l o  menos  una  DPR n  o  p ro te ína  de  

DPR n  co r respond ien te  a  un  va lo r  de  CE 5 0  (m i tad  de  la  

concen t rac i ón  e fec t i va  máx ima)  de  ≤  25  nM,  de  p re fe renc ia  ≤  2  

nM,  de  manera  más  p re fe r ida  ≤  1  nM y  más  pre fe r ido  aún ≤  0 .5  15 

nM según  se  de te rmina  med ian te  EL ISA  ind i rec ta ,  en  e l  cua l  e l  

número  de  repe t i c i ón  n  es  15 .  

 [ 24 ]  E l  an t i cue rpo  de  cua lqu ie ra  de  [1 ]  a  [23 ] ,  e l  cua l  es  un  

an t i cue rpo  qu imér i co  de  múr ido-humano o  un  an t i cue rpo 

mur in i zado .  20 

 [ 25 ]  Un  an t i cue rpo  o  mo lécu la  de  un ión  a  an t ígeno  que 

compi te  con  un  an t i cue rpo  de  cua lqu ie ra  de  [1 ]  a  [ 24 ]  pa ra  un ión  

espec í f i ca  a  una DPR o  DPR-p ro te ína  ta l  como se  de f i ne  en  
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cua lqu ie ra  de  [1 ]  a  [24 ] .  

 [ 26 ]  E l  an t i cue rpo  de  cua lqu ie ra  de  [1 ]  a  [25 ] ,  e l  cua l  se 

se lecc i ona  a  pa r t i r  de l  g rupo que  cons is te  de  un  f ragmen to  Fv 

de  cadena  i nd iv i dua l  (scFv ) ,  un  f ragmen to  F(ab ’ ) ,  un  f ragmento 

F (ab ) ,  y  un  f ragmen to  F (ab ' ) 2 .  5 

 [ 27 ]  Un  po l i nuc l eó t i do  que cod i f i ca  pa ra  po r  l o  menos  e l  

domin io  de  un ión  o  l a  reg ión  va r i ab le  de  una cadena de  

i nmunog lobu l i na  de l  an t i cue rpo  de  cua lqu ie ra  de  [1 ]  a  [26 ] ,  de  

p re fe renc ia  en  e l  cua l  e l  po l i nuc l eó t i do  es  un  ADNc.  

 [ 28 ]  Un  vec to r  que  comprende  e l  po l i nuc l eó t ido  de  [7 ] ,  10 

opc iona lmen te  en  combinac ión  con  un  po l i nuc leó t i do  de  [27 ]  que  

cod i f i ca  pa ra  l a  reg ión  va r i ab le  de  la  o t ra  cadena de  

i nmunog lobu l i na  de  d icha  mo lécu la  de  un ión .  

 [ 29 ]  Una cé lu l a  hospedera  que comprende un  

po l i nuc l eó t i do  de  [27 ]  po r  un  vec to r  de  [28 ] .  15 

 [ 30 ]  E l  uso  de l  ADNc  de  [27 ] ,  e l  vec to r  de  [28 ] ,  l a  cé lu l a  

hospedera  de  [29 ]  para  l a  p roducc ión  de  un  an t i cue rpo  an t i -

DPR.  

 [ 31 ]  Un  método pa ra  p repa ra r  un  an t i cue rpo  an t i -DPR o  un  

de r i vado b io tecno lóg ico  o  cadena(s )  de  inmunog lobu l ina  de l  20 

m ismo,  d i cho  método comprende 

 (a )  cu l t i va r  l a  cé lu l a  de  [30 ] ;  y  

 (b )  a i s l a r  e l  an t i cue rpo  o  cadena(s )  de  i nmunog lobu l ina  de l  



Capi tu lo  Desc r i p t i vo  
PCT/EP2015 /072516 
Marzo  24 ,  2017 
 

29  

m ismo a  pa r t i r  de l  cu l t i vo .  

 [ 32 ]  Un  an t i cue rpo  o  cadena(s )  de  i nmunog lobu l ina  de l  

m ismo cod i f i cado po r  un  po l inuc leó t ido  de  [27 ]  u  ob ten ib l e  

med ian te  e l  mé todo  de  [31 ] .  

 [ 33 ]  E l  an t i cue rpo  de  cua lqu ie ra  de  [1 ]  a  [ 26 ]  o  [32 ] ,  e l  cua l  5 

es tá  marcado de  manera  de tec tab le .  

 [ 34 ]  E l  an t i cue rpo  de  [33 ] ,  en  e l  cua l  l a  marca  de tec tab le  

se  se lecc i ona  a  pa r t i r  de l  g rupo  que  cons is te  de  una enz ima ,  un  

rad io i só topo ,  un  f l uo ró fo ro ,  y  un  meta l  pesado.  

 [ 35 ]  E l  an t i cuerpo  de  cua lqu ie ra  de  l as  re i v i nd icac i ones  [1 ]  10 

a  [26 ]  o  [ 32 ] ,  e l  cua l  es tá  un ido  a  un  fá rmaco.  

 [ 36 ]  Una  compos ic i ón  que  comprende  e l  an t i cue rpo  de  

cua lqu ie ra  de  [1 ]  a  [26 ]  o  [ 32 ]  a  [ 34 ] ,  e l  po l i nuc leó t ido  de  [27 ] ,  

e l  vec to r  de  [28 ]  o  la  cé l u la  de  [29 ] .  

 [ 37 ]  La  compos ic ión  de  [36 ] ,  l a  cua l  es  una compos ic i ón  15 

fa rmacéut i ca  y  comprende también  un  veh ícu lo  

f a rmacéut i camente  aceptab le .  

 [ 38 ]  La  compos ic ión  de  [37 ] ,  l a  cua l  es  una  vacuna.  

 [ 39 ]  Un método  pa ra  p repa ra r  una  compos ic i ón  

fa rmacéut i ca  pa ra  se r  u t i l i zada  en  e l  t ra tamien to  de  un  t ras to rno  20 

asoc iado con  o  causado po r  DPR y  ag regados  de  DPR-p ro te ína ,  

e l  mé todo  comprende:  

 (a )  cu l t i va r  l a  cé lu l a  de  [29 ] ;  
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 (b )  pu r i f i ca r  e l  an t i cue rpo ,  der i vado b i o tecno lóg ico  o  

cadena(s )  de  i nmunog lobu l ina  de l  m ismo a  pa r t i r  de l  cu l t i vo  

has ta  g rado fa rmacéu t i co ;  y  

 ( c )  mezc la r  ín t imamente  e l  an t i cue rpo  o  der i vado 

b io tecno lóg i co  de l  m ismo  con  un  veh ícu lo  f a rmacéu t i camen te  5 

aceptab le  

 [ 40 ]  La  compos ic i ón  fa rmacéut i ca  de  [36 ]  o  [ 37 ]  que  

comprende también  un  agente  ad ic i ona l  ú t i l  pa ra  t ra ta r  

en fe rmedades  y /o  s ín tomas  asoc iadas  con  p ro te ínas  de  DPR 

ag regadas ,  po r  e jemp lo  C9ORF72-DPR.  10 

 [ 41 ]  La  compos ic ión  de  [40 ] ,  l a  cua l  es  una  compos ic ión  de  

d iagnós t i co .  

 [ 42 ]  La  compos ic i ón  de  d iagnós t i co  de  [41 ] ,  l a  cua l  

comprende reac t i vos  convenc iona lmen te  u t i l i zados  en  mé todos  

de  d i agnós t i co  i nmuno-basados  o  basados  en  ác i do  nuc le i co .  15 

 [ 43 ]  Un an t i cue rpo  de  cua lqu ie ra  de  [1 ]  a  [26 ]  o  [ 32 ]  a  [ 34 ] ,  

o  mo lécu la  de  un ión  a  p ro te ína  de  DPR que t i enen 

sus tanc ia lmen te  l as  mismas  espec i f i c i dades  de  un ión  de 

cua lqu ie ra  de  l os  m ismos ,  e l  po l i nuc l eó t ido  de  [27 ] ,  e l  vec to r  de  

[28 ]  o  l a  cé lu l a  de  [29 ]  pa ra  ser  u t i l i zado  en  l a  p repa rac ión  de  20 

una compos ic i ón  fa rmacéu t i ca  o  de  d iagnós t i co  pa ra  t ra tamien to  

p ro f i l ác t i co  y  t e rapéut i co  de  en fe rmedades  asoc iadas  con 

p ro te ína  de  DPR y  fo rmas  ag regadas  de  l a  misma.  
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 [ 44 ]  E l  an t i cue rpo  de  [43 ]  pa ra  se r  u t i l i zado  en  l a  

p repa rac ión  de  una compos ic ión  fa rmacéu t i ca  o  de  d iagnós t i co  

pa ra  t ra tamien to  p ro f i l ác t i co  y  t e rapéut i co ,  en  e l  cua l  l a  

en fe rmedad  se  se lecc i ona  a  par t i r  de l  g rupo que cons is te  de  

degenerac ión  f ron to tempora l  l obu la r  (FTLD) ,  esc l e ros is  l a te ra l  5 

amio t ró f i ca  (ALS) ,  y  FTLD-ALS.  

 [ 45 ]  Mo lécu la  de  un ión  a  p ro te ína  de  DPR que comprende 

po r  l o  menos  una CDR de  un  an t i cue rpo  de  cua lqu ie ra  de  l as  

re i v ind icac i ones  [1 ]  a  [ 26 ]  o  [ 32 ]  a  [35 ]  pa ra  se r  u t i l i zado in  v i vo  

en  la  de tecc i ón  de  o  pa ra  e leg i r  como b lanco  un  agen te  10 

te rapéut i co  y /o  de  d i agnós t i co  para  ag regado en  e l  cue rpo 

humano  o  an ima l .  

 [ 46 ]  Mo lécu la  de  un ión  a  p ro te ína  de  DPR de  [45 ] ,  en  e l  

cua l  d i cha  fo rmac ión  de  imagen i n  v i vo  comprende tomogra f ía  

de  emis i ón  de  pos i t rones  (PET) ,  t omogra f ía  de  emis ión  de  fo tón 15 

i nd iv i dua l  (SPECT) ,  i n f ra r ro j o  cercano (N IR) ,  f o rmac ión  de  

imagen óp t i ca  o  fo rmac ión  de  imagen  po r  resonanc ia  magné t i ca  

(MRI ) .  

 [ 47 ]  Un  método  pa ra  d i agnos t i ca r  t ras to rnos  asoc iados  con 

p ro te ína  de  DPR,  que comprende l os  pasos  de  de te rmina r  l a  20 

p resenc ia  de  un  an t i cue rpo  de  con formidad con  cua lqu ie ra  de  

l as  re i v i nd icac i ones  [1 ]  a  [26 ]  o  [32 ]  a  [35 ]  en  una  mues t ra  

b io l óg ica  de  d icho  ind iv iduo .  



Capi tu lo  Desc r i p t i vo  
PCT/EP2015 /072516 
Marzo  24 ,  2017 
 

32  

 [ 49 ]  Un  k i t  ú t i l  en  e l  d i agnós t i co  o  mon i to reo  de  t ras to rnos 

asoc iados  con  pro te ína  de  DPR,  d i cho  k i t  comprende po r  l o  

menos  un  an t i cuerpo  de  cua lqu ie ra  de  l as  re i v ind icac i ones  [1 ]  a  

[ 27 ]  o  [32 ]  a  [35 ]  o  una  mo lécu la  de  un ión  a  p ro te ína  de  DPR 

que t i enen sus tanc ia lmen te  las  mismas  espec i f i c idades  de  un ión  5 

de  cua lqu ie ra  de  los  mi smos ,  e l  po l i nuc l eó t ido  de  [27 ] ,  e l  vec tor  

de  [28 ]  o  l a  cé l u l a  de  [29 ] ,  opc iona lmente  con  reac t i vos  y /o  

i ns t rucc iones  pa ra  su  uso .  

 Las  p rop iedades  tóx icas  de  la  expans ión  de  repe t i c i ón  se  

demos t ra ron  en  var i as  en fe rmedades  i nc luyendo  pe ro  s in  10 

l im i ta rse  a  degenerac ión  f ron to tempora l  l obu la r  (FTLD) ,  

esc le ros is  l a te ra l  am io t ró f i ca  (ALS) ,  FTLD-ALS,  y  a tax ia  

esp inoce rebe la r  t i po  36 .  Por  l o  tan to ,  en  una  moda l idad  de  la  

p resen te  i nvenc ión  e l  an t i cue rpo  de  la  p resente  invenc ión  es  

capaz  de  un i rse  a  las  DPR en cua lqu ie ra  de  l as  en fe rmedades 15 

y /o  t ras to rnos  que  se  se lecc i onan  a  par t i r  de l  g rupo  que 

cons is te  de  degenerac ión  f ron to tempora l  l obu la r  (FTLD) ,  

esc le ros is  l a te ra l  amio t ró f i ca  (ALS) ,  FTLD-ALS,  y /o  a tax ia  

esp inoce rebe la r  t i po  36 .  Deb ido  a  que l as  C9ORF72-DPR 

demos t ra ron  es ta r  asoc iadas  con  FTLD,  véase  supra ,  en  una 20 

moda l i dad  pre fe r ida ,  e l  an t i cuerpo  de  l a  p resen te  invenc ión  se  

une a  repe t i c i ones  de  d ipép t ido  (DPR)  de  C9ORF72 .  

 Como se  demues t ra  en  l os  E jemplos  y  f i gu ras ,  l os  
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an t i cue rpos  ob ten idos  de  con fo rmidad  con  la  p resen te  i nvenc ión  

se  unen  a  l as  fo rmas  ag regadas  de  l as  C9ORF72-DPR en 

pac ien tes  humanos  con  C9ORF72-FTLD,  véase ,  po r  e j emplo ,  l os  

E jemplos  10  y  12  as í  como las  f i guras  9  a  12A-12B  y  14A-14C.  

Po r  l o  t an to ,  en  una moda l i dad ,  e l  an t i cuerpo  de  la  p resen te  5 

i nvenc ión  es  capaz  de  un i rse  a  las  fo rmas  ag regadas  de  las  

C9ORF72-DPR.  Como un  aspec to  i n te resan te ,  l os  an t i cue rpos  

ob ten idos  de  con fo rmidad  con  la  p resente  invenc ión  también  se 

unen a  l as  f o rmas  co -ag regadas  de  las  C9ORF72-DPR en 

pac ien tes  humanos  con  C9ORF72-FTLD;  véase  e l  E j emplo  13  y  10 

l a  f i gura  15 .  Po r  l o  t an to ,  en  o t ras  moda l i dades  e l  an t i cue rpo  de  

l a  p resente  i nvenc ión  es  capaz  de  un i rse  a  las  f o rmas  co -

ag regadas  de  las  C9ORF72-DPR.  

 En  una moda l idad  de  l a  p resente  invenc ión ,  e l  an t i cue rpo  o  

f ragmento  de  un ión ,  der i vado  s i n té t i co  o  b io tecno lóg ico  de l  15 

m ismo demues t ra  l as  ca rac te r ís t i cas  de  un ión  i nmuno lóg icas  de  

un  an t i cue rpo  carac te r i zado  por  cua lqu ie ra  de  l as  reg iones  

var iab les  VH y /o  VL como se  i nd ica  en  l as  f i gu ras  1A-1L .  En  una 

moda l i dad  p re fe r ida ,  e l  an t i cue rpo  de  l a  p resen te  invenc ión  

comprende en  su  reg ión  var i ab le  po r  l o  menos  una reg ión  20 

de te rminan te  de  complementa r iedad  (CDR)  de  l a  secuenc ia  de  

aminoác ido  de  l a  reg ión  va r iab le  V H  y /o  V L  rep resentada en  ( i )  

secuenc ia  de  V H  (SEQ ID  NOs :  2 ,  8 ,  14 ,  18 ,  22 ,  26 ,  30 ,  34 ,  38 ,  
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44 ,  48 ,  52 ,  56 ,  58 ,  62 ,  64 ,  68 ,  72 ,  76 ,  80 ,  84 ) ;  y  ( i i )  secuenc ia  

de  V L  (SEQ ID NOs :  4 ,  6 ,  10 ,  12 ,  16 ,  20 ,  24 ,  28 ,  32 ,  36 ,  40 ,  42 ,  

46 ,  50 ,  54 ,  60 ,  66 ,  70 ,  74 ,  82 ,  86 ,  88) .  

 Además  o  de  manera  a l te rna t i va ,  en  una moda l i dad  de  l a  

p resen te  i nvenc ión  e l  an t i cue rpo  comprende  una  secuenc ia  de  5 

aminoác ido  de  la  reg ión  V H  y /o  V L  como se  representa  en  

cua lqu ie ra  de  l as  f i guras  1A-1J .  

 En  una moda l i dad  e l  an t i cue rpo  de  l a  p resen te  invenc ión  

de  manera  ad ic i ona l  o  a l te rna t i vamen te  comprende  por  l o  menos  

una  CDR que  cons is te  de  una  secuenc ia  de  aminoác ido  que 10 

resu l ta  de  una a l te rac ión  pa rc i a l  de  cua lqu ie ra  de  las  

secuenc ias  de  aminoác ido  de  l a  secuenc ia  de  V H  (SEQ ID NOs :  

2 ,  8 ,  14 ,  18 ,  22 ,  26 ,  30 ,  34 ,  38 ,  44 ,  48 ,  52 ,  56 ,  58 ,  62 ,  64 ,  68 ,  

72 ,  76 ,  80 ,  84 ) ;  y  ( i i )  l a  secuenc ia  de  V L  (SEQ ID NOs:  4 ,  6 ,  10 ,  

12 ,  16 ,  20 ,  24 ,  28 ,  32 ,  36 ,  40 ,  42 ,  46 ,  50 ,  54 ,  60 ,  66 ,  70 ,  74 ,  82 ,  15 

86 ,  88 ) .  En  o t ra  moda l i dad ,  e l  an t i cue rpo  comprende una reg ión 

var iab le  de  la  cadena pesada  y /o  una reg ión  va r i ab le  de  l a  

cadena l i ge ra  que comprende una  secuenc ia  de  aminoác ido  que 

resu l ta  de  una a l te rac i ón  pa rc ia l  de  la  secuenc ia  de  aminoác ido  

desc r i ta  an te r io rmen te .  20 

 En  una  moda l i dad  ad i c iona l  de  la  p resente  invenc ión ,  e l  

an t i cue rpo  o  f ragmen to  de  un ión  a  an t ígeno de l  m ismo de  

manera  ad ic i ona l  o  a l t e rna t i vamen te  también  comprende 
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opc iona lmen te  una secuenc ia  de  po l ipép t ido  l a  cua l  es  

he te ró loga  pa ra  la  reg ión  V H  y /o  V L  o  d i cha  po r  l o  menos  una 

CDR,  de  p re fe renc ia  en  la  cua l  l a  secuenc ia  de  po l i pép t i do  

comprende un  domin io  cons tan te  de  humano .  

 En  una moda l idad  pre fe r ida ,  i n f ra ,  e l  an t i cue rpo  o  de r i vado 5 

b io tecno lóg i co  de l  m ismo  es  un  an t i cue rpo  de  i so t ipo  IgG de  

humano ,  de  p re fe renc ia  de  la  c l ase  o  i so t i po  IgG1 .  

 Como se  i l us t ra  en  l os  E jemplos  y  en  las  F i gu ras ,  se  

demos t ró  que  los  an t i cue rpos  an t i -p ro te ína  de  DPR se  unen 

espec í f i camente  a  l as  C9ORF72-DPRs con una repet i c i ón  (GA) 1 5  10 

o  (GP) 1 5  o  (GR) 1 5  o  (PA) 1 5  o  (PR) 1 5 .  Po r  l o  tan to ,  en  una 

moda l i dad  de  l a  p resente  invenc ión ,  e l  an t i cue rpo  de  la  p resente  

i nvenc ión  o  de r i vado  b i o tecno lóg ico  de l  m ismo  t i ene  una 

a f i n idad  de  un ión  cor respond ien te  a  un  va lo r  de  CE 5 0  (m i tad  de  

l a  concent rac ión  e fec t i va  máx ima)  de  ≤  2  nM,  de  p re fe renc ia  ≤  1  15 

nM y  más  p re fe r ido  aún  ≤  0 .5  nM pa ra  un i rse  a  una  DPR que 

cons is te  de  (XX ' ) 1 5 ,  de  p re fe renc ia  en  la  cua l  l a  DPR es  p ro te ína  

de  DPR (GA) 1 5  o  p ro te ína  de  DPR (GP) 1 5  p ro te ína  de  DPR 

(GR) 1 5  o  p ro te ína  de  DPR (PA) 1 5  o  p ro te ína  de  DPR (PR) 1 5 .  

 Deb ido  a  que  l os  an t i cue rpos  an t i -DPR con a f in idad  y  20 

espec i f i c idad  a l t as  hac ia  repe t i c i ones  de  d i pép t ido  ind iv i dua les  

son  de  i n te rés  en  genera l  y  l os  p resen tes  an t i cue rpos  i l us t rados 

en  l os  E jemplos  p roveen  med ios  pa ra  l l ega r  a  an t i cue rpos  
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equ iva len tes  y  mo lécu las  de  un ión  a  DPR s imi l a res ,  l a  p resente  

i nvenc ión  también  se  re f i e re  a  un  an t i cue rpo  o  mo lécu la  de 

un ión  a  an t ígeno que  compi te  con  un  an t i cue rpo ,  sup ra ,  po r  

un ión  espec í f i ca  a  una  p ro te ína  de  DPR.  

 E l  f ragmen to  de  un ión  a  an t ígeno  de l  an t i cue rpo  puede  se r  5 

un  f ragmento  Fv  de  cadena  i nd iv i dua l ,  un  f ragmento  F (ab ’ ) ,  un 

f ragmento  F (ab ) ,  y  un  f ragmento  F (ab ' )2 ,  o  cua lqu ie r  o t ro  

f ragmento  de  un ión  a  an t ígeno .  De  manera  a l te rna t i va ,  e l  

an t i cue rpo  es  un  an t i cue rpo  qu imér i co  de  humano- roedor  o  

rodent i zado  ta l  como an t i cue rpo  de  múr i do -humano ,  múr ido  o  10 

mur in i zado ,  de  ra ta  o  ra t i n i zado ,  s i endo las  ve rs i ones  de  roedor  

pa r t i cu l a rmen te  ú t i l es  para  los  métodos  de  d iagnós t i co  y  

es tud ios  en  an ima les .  

 As imismo,  l a  p resen te  i nvenc ión  se  re f ie re  a 

compos ic i ones  que  comprenden e l  an t i cue rpo  de  la  p resente  15 

i nvenc ión  o  f ragmen to  de  un ión  a  an t ígeno,  de r i vado s i n té t i co  o  

b io tecno lóg i co  de l  m ismo  y  a  métodos  i nmunote rapéut i cos  y  de 

i nmunod iagnós t i co  que  u t i l i zan  d ichas  compos ic i ones  en  l a  

p revenc ión ,  d i agnos is  o  t ra tamien to  de  en fe rmedades  y /o  

t ras to rnos  asoc iados  con  p ro te ínas  de  DPR y /o  C9ORF72 20 

ag regada,  en  los  cua les  se  admin is t ra  una  can t idad  e fec t i va  de  

l a  compos ic i ón  a  un  pac ien te  en  neces idad  de  l o  mismo.  

 La  p resente  i nvenc ión  también  se  re f i e re  a  po l inuc leó t i dos  
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que cod i f i can  pa ra  po r  l o  menos  una reg ión  va r iab le  de  una  

cadena de  inmunog lobu l ina  de l  an t i cue rpo  de  la  i nvenc ión .  De 

p re fe renc ia ,  d i cha  reg ión  va r i ab le  comprende  po r  l o  menos  una 

reg ión  de te rminante  de  complementa r i edad (CDR)  de  la  VH y /o  

VL  de  la  reg ión  var iab le  como se  ind ica  en  cua lqu ie ra  de  las  5 

f i guras  1A-1L .  

 Po r  cons igu ien te ,  l a  p resente  i nvenc ión  también  aba rca 

vec to res  que comprenden  d ichos  po l i nuc leó t i dos  y  cé l u las  

hospederas  t rans fo rmadas  con  l os  m ismos  as í  como su  uso  para 

l a  p roducc ión  de  un  an t i cue rpo  y  mo lécu las  de  un ión  10 

equ iva len tes  l as  cua les  son  espec í f i cas  pa ra  l as  DPR y  de  

p re fe renc ia  son  capaces  de  un i rse  a  las  p ro te ínas  C9ORF72-

DPR o  f ragmentos  de  la  misma .  Los  med ios  y  métodos  para  l a  

p roducc ión  recomb inan te  de  an t i cue rpos  e  im i tadores  de  l os  

m ismos  as í  como los  mé todos  pa ra  tamiza je  respec to  a  15 

mo lécu las  de  un ión  compet i do ras ,  l as  cua les  pueden se r  o  no  

an t i cue rpos ,  son  conoc idos  en  l a  t écn ica .  S in  embargo ,  como se 

desc r i be  en  la  p resente  so l i c i t ud ,  en  pa r t i cu l a r  con  respec to  a  

ap l i cac iones  te rapéut i cas  en  humanos  e l  an t i cuerpo  de  la  

p resen te  invenc ión  es  un  an t i cue rpo  de r i vado de  humano  en  e l  20 

sen t ido  de  que la  ap l i cac ión  de  d icho  an t i cue rpo  es tá 

sus tanc ia lmen te  l i b re  de  una respues ta  i nmune d i r i g i da  con t ra  

d i cho  an t i cue rpo  de  a l guna  o t ra  manera  obse rvada para  
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an t i cue rpos  qu imér i cos  e  i nc luso  human izados .  

 As imismo,  en  l a  p resen te  so l i c i tud  se  desc r iben  

compos ic i ones  y  métodos  que  se  pueden u t i l i za r  pa ra  i den t i f i ca r  

l as  DPR,  en  par t i cu la r  l as  C9ORF72-DPR o  f ragmen tos  i n  v i t ro ,  

po r  e j emplo  en  mues t ras  y /o  i n  v i vo .  Los  an t i cuerpos  an t i -5 

p ro te ína  de  DPR descr i tos  y  l os  f ragmentos  de  un ión  de  los  

m ismos  se  pueden  u t i l i za r  pa ra  tam iza r  sang re ,  p l asma,  sue ro ,  

sa l i va ,  f l u ido  pe r i t onea l ,  f l u ido  ce reb roesp ina l  ( “CSF” ) ,  y  o r ina  

de  humano respec to  a  l a  p resenc ia  de  espec ies  de  DPR y /o  

C9ORF72-DPR o  f ragmen tos  de  las  m ismas  en  las  mues t ras ,  por  10 

e jemplo ,  u t i l i zando p rueba basada  en  ELISA o  adaptada a  

supe r f i c i e .  En  una moda l idad  la  p resen te  invenc ión  se  re f ie re  a 

un  mé todo  pa ra  d iagnos t i ca r  o  mon i to rea r  e l  avance de  una 

en fe rmedad  y /o  t ras to rno  re lac i onado  con  espec ies  de  p ro te ína  

de  DPR o  f ragmen tos  de  l a  m isma en  un  ind iv i duo ,  e l  mé todo 15 

comprende de te rm inar  l a  p resenc ia  de  espec ies  de  p ro te ína  de  

DPR o  f ragmen tos  en  una mues t ra  p roven ien te  de l  i nd iv i duo  a  

ser  d i agnos t i cado con  por  l o  menos  un  an t i cue rpo  de  la  p resente  

i nvenc ión  o  mo lécu la  de  un ión  a  DPR equ iva len te ,  en  e l  cua l  l a  

p resenc ia  de  l a  espec ie  de  p ro te ína  de  DPR o  f ragmen tos  es  20 

i nd ica t i va  de l  t ras to rno .  As imismo,  en  una  moda l idad  de  la  

p resen te  i nvenc ión  se  p roveen  l os  an t i cuerpos  an t i -DPR y  l as  

mo lécu las  de  un ión  a  DPR descr i t os  que comprenden po r  l o  
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menos  una CDR de  un  an t i cue rpo  de  la  p resente  i nvenc ión  pa ra  

l a  p repa rac ión  de  una  compos ic ión  pa ra  de tecc i ón  i n  v i vo  

( t ambién  l l amada  fo rmac ión  de  imagen  i n  v i vo )  de  o  pa ra  d i r i g i r  

un  agente  te rapéu t i co  y /o  de  d iagnós t i co  hac ia  las  DPR,  en  

pa r t i cu l a r  espec ies  de  C9ORF72-DPR en e l  cue rpo  humano o 5 

an ima l .  Los  mé todos  y  compos ic i ones  desc r i tos  en  l a  p resen te  

so l i c i t ud  pueden ayudar  en  en fe rmedades  y /o  t ras to rnos 

asoc iados  con  p ro te ínas  de  DPR y  carac te r i zadas ,  po r  e jemplo,  

po r  l a  ocu r renc ia  de  fo rmas  ag regadas  de  l as  DPR y  se  pueden 

u t i l i za r  pa ra  mon i to rea r  e l  avance  de  l a  en fe rmedad  y  la  e f i cac ia  10 

te rapéut i ca  de  la  t e rap ia  p rov is ta  a l  i nd iv iduo ,  po r  e jemp lo ,  en 

métodos  de  d iagnós t i co  re l ac ionados  con  fo rmac ión  de  imagen 

i n  v i vo .  En  una  moda l idad  l a  de tecc i ón  ( f o rmac ión  de  imagen)  i n  

v i vo  comprende fo rmac ión  de  imagen  óp t i ca  por  cen te l l eog ra f ía ,  

t omogra f ía  de  em is ión  de  pos i t rones  (PET) ,  t omogra f ía  de  15 

emis i ón  de  fo tón  ind iv i dua l  (SPECT) ,  con  in f ra r ro j o  ce rcano 

(N IR)  o  fo rmac ión  de  imagen  po r  resonanc ia  magnét i ca  (MRI ) .  

 Po r  l o  t an to  es  un  ob je t i vo  pa r t i cu l a r  de  l a  p resen te  

i nvenc ión  p rovee r  métodos  pa ra  t ra ta r ,  d i agnos t i car  o  p reven i r  

una  en fe rmedad  y /o  t ras to rno  asoc iado con  las  p ro te ínas  de 20 

DPR,  de  p re fe renc ia  con  las  C9ORF72-DPR.  Los  mé todos  

comprenden admin is t ra r  una  concen t rac i ón  e fec t i va  de  un  

an t i cue rpo  de  p re fe renc ia  der i vado  de  humano o  de r i vado 



Capi tu lo  Desc r i p t i vo  
PCT/EP2015 /072516 
Marzo  24 ,  2017 
 

40  

b io tecno lóg i co  de l  an t i cue rpo  a l  i nd iv i duo  en  e l  cua l  e l  

an t i cue rpo  e l i ge  como b lanco  l as  DPR y  p ro te ínas  de  DPR,  de  

p re fe renc ia  l as  espec ies  de  p ro te ína  C9ORF72-DPR o  

f ragmentos  de  l a  m isma.  

 Las  moda l i dades  ad ic i ona les  de  l a  p resente  i nvenc ión  5 

serán  ev iden tes  a  pa r t i r  de  la  desc r ipc i ón  y  e j emplos  que 

s i guen .  

 

BR EVE D ESC RIP CION DE LAS F IGUR AS  

 10 

 F iguras  1A- 1L :  Secuenc ias  de  aminoác ido  de  las  reg iones  

var iab les  de  l os  an t i cue rpos  de  humano  N I -308.18F7,  N I -

308.15O7,  N I -308 .28G1,  N I -308 .45C2 ,  NI .308 .24E11 ,  N I -

308.5G2 ,  NI -308.46E9,  NI308-6B11 ,  N I -308 .46F8 ,  N I -308.4M1,  

N I -308.12A3 y  NI -308.16C10.  La  reg ión  de  es t ruc tu ra  base  (FR)  15 

y  las  reg iones  de te rminantes  de  complemen ta r i edad  (CDRs)  se  

i nd ican  con  l as  CDRs subrayadas .  Se  u t i l i za  e l  esquema de  

numerac ión  de  Kabat  (c f .  h t tp : / /www.b io in f . o rg .uk /abs / ) .  Los  

recuadros  ind ican  l a  CDR1 de  V H  como es  de f i n i da  po r  Kabat  e t  

a l . ,  U .S .  Dept .  o f  Hea l th  and  Human  Serv i ces ,  “Sequence  o f  20 

P ro te ins  o f  Immuno log ica l  I n te res t ”  (1983 )  re fe r ida  en  l a  

re fe renc ia  web  menc ionada  y  dada  en  l a  Tab la  1 ,  i n f ra .  

 F iguras  2A- 2M:  Espec i f i c i dad  de  un ión  y  de te rminac ión  de  



Capi tu lo  Desc r i p t i vo  
PCT/EP2015 /072516 
Marzo  24 ,  2017 
 

41  

CE 5 0  pa ra  p ro te ínas  de  repe t i c i ón  de  d i pép t i do  de  C9or f72.  

(F igu ra  2A)  Resumen  de  espec i f i c idad  de  un ión  y  a f in idad  de  NI -

308.15O7,  N I -308 .28G1,  NI308.45C2,  N I -308 .18F7,  N I -

308.24E11,  NI -308.5G2 ,  N I -308 .46E9,  NI -308.6B11,  NI -

308.46F8,  N I -308.4M1 pa ra  p ro te ínas  de  repe t i c i ón  de  d ipép t i do  5 

de  C9or f72 .  Las  CE 5 0  de  an t i cue rpos  N I -308 der i vados  de  

humano pa ra  l os  pépt i dos  de  p ro te ína  de  repe t i c ión  de  d i pép t ido 

de  C9or f72  (GA) 1 5  (■ ) ,  (GP) 1 5  (▲ ) ,  (GR) 1 5  (▼ ) ,  (PA) 1 5  (� ) ,  

(PR) 1 5  (● )  y  con t ro l  de  BSA (Δ )  se  de te rminan med ian te  EL ISA 

i nd i rec ta .  Los  an t i cue rpos  NI -308 .15O7 ( f i gu ra  2B) ,  NI -308 .28G1 10 

( f i gu ra  2C) ,  N I -308 .45C2 ( f i gu ra  2D)  y  NI -308.18F7 ( f i gura  2E)  

reconocen espec í f i camente  e l  pép t i do  de  p ro te ína  de  DPR de 

C9or f72  (GA) 1 5  con  a f i n idad  de  un ión  de  0 .48  nM,  1 .1  nM,  1 .1  

nM y  1 .5  nM,  respec t i vamen te .  E l  an t i cue rpo  NI -308 .24E11 

( f i gu ra  2F)  e l i ge  espec í f i camente  como b lanco  e l  pép t i do  de 15 

p ro te ína  de  DPR de  C9or f72  (PR) 1 5  con  una CE 5 0  de  12 .8  nM 

m ien t ras  que  e l  an t i cue rpo  N I -308.16C10  ( f i gu ra  2M)  mues t ra  

un ión  p re fe renc ia l  a l  pép t i do  de  p ro te ína  de  DPR de  C9or f72 

(PR) 1 5  con  a f in i dad  de  un ión  de  3 .5  nM pe ro  también  reconoce 

con  a f i n idad  de  un ión  más  ba ja  a l  pép t i do  de  p ro te ína  de  DPR 20 

de  C9or f72  (GA) 1 5 .  Los  an t i cue rpos  N I -308 .5G2 ( f i gura  2G) ,  NI -

308.12A3 ( f i gu ra  2L )  y  NI -308.46E9  ( f i gu ra  2H)  mues t ran  un ión  

p re fe renc ia l  a l  pép t i do  de  p ro te ína  de  DPR de C9or f72  (GP) 1 5  
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con  a f in i dad  de  un ión  de  0 .88  nM,  2 .2  nM y  13 .9  nM,  

respec t i vamen te  pe ro  también  reconocen  con  a f i n idad  de  un ión  

más  ba ja  a l  pép t ido  de  p ro te ína  de  DPR de  C9or f72  (GA) 1 5 .  Los  

an t i cue rpos  NI -308 .6B11 ( f i gu ra  2 I )  y  N I -308 .46F8 ( f i gu ra  2J )  

e l i gen  como b lanco  de  manera  p re fe renc ia l  a l  pép t ido  de  5 

p ro te ína  de  DPR de  C9or f72  (GR) 1 5  con  a f i n idad  de  un ión  de  

0 .94  nM y  40 .6  nM,  respec t i vamen te  pe ro  también  reconocen 

con  a f i n idad  de  un ión  más  ba ja  l os  pépt i dos  de  p ro te ína  de  DPR 

de C9or f72  (GA) 1 5  y  a  (PR) 1 5 .  E l  an t i cue rpo  N I -308 .4M1 ( f i gu ra  

2K)  mues t ra  un ión  p re fe renc ia l  a l  pép t i do  de  p ro te ína  de  DPR de 10 

C9or f72  (PA) 1 5  con  a f in i dad  de  un ión  de  0 .10  nM pero  también  

reconoce  con  a f in i dad  de  un ión  más  ba ja  a l  pép t i do  de  p ro te ína  

de  DPR de C9or f72  (GA) 1 5 .  

 F iguras  3A-3M:  De te rm inac ión  de  CE 5 0  pa ra  pépt idos  de  

p ro te ína  de  repe t i c i ón  de  d i pép t i do  de  C9or f72  copu lados  con  15 

BSA y  no  copu lados .  (F i gu ra  3A)  Resumen de  las  a f in idades  de  

un ión  de  N I -308 .18F7,  NI -308.15O7,  NI -308.28G1,  NI308.45C2 ,  

N I -308.24E11,  NI -308.5G2,  NI -308 .46E9,  N I -308 .6B11,  N I -

308.46F8,  N I -308 .4M1,  N I -308 .12A3 y  NI -308.16C10  a  pépt i dos  

de  DPR de  C9or f72  copu lados  con  BSA y  no  copu lados .  20 

De te rm inac ión  de  la  mi tad  de  l a  concent rac ión  e fec t i va  máx ima 

(CE 5 0 )  de  l os  an t i cue rpos  N I -308 de r i vados  de  humano pa ra 

pépt i dos  de  p ro te ína  de  repe t i c ión  de  d ipép t ido  de  C9or f72  
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(GA) 1 5 ,  (GP) 1 5 ,  (GR) 1 5 ,  (PR) 1 5 ,  (PA) 1 5  copu lados  con  BSA (▲ )  y  

no  copu lados  (■ )  o  con t ro l  de  BSA (Δ ) ,  u t i l i zando ELISA 

i nd i rec ta .  Los  an t i cue rpos  N I -308 .18F7  ( f i gu ra  3B) ,  NI -308 .15O7 

( f i gu ra  3C) ,  N I -308 .28G1 ( f i gu ra  3D) ,  NI -308.5G2  ( f i gu ra  3G) ,  

N I -308.46E9 ( f i gura  3H) ,  N I -308 .4M1 ( f i gu ra  3K)  y  N I -308 .12A3 5 

( f i gu ra  3L)  reconocen con  a f i n idades  de  un ión  s im i la res  l os  

pépt i dos  de  p ro te ína  de  DPR de  C9or f72  copu lados  con  BSA y  

no  copu lados .  Los  an t i cue rpos  NI -308.45C2  ( f i gu ra  3E) ,  N I -

308.24E11 ( f i gu ra  3F)  y  N I -308 .16C10 ( f i gu ra  3M)  e l i gen  como 

b lanco  l os  pépt idos  de  p ro te ína  de  DPR copu lados  con  BSA con 10 

CE 5 0  más  ba ja  en  comparac ión  con  los  pépt i dos  no  copu lados .  

No  se  de tec ta  un ión  a l  pép t i do  de  p ro te ína  de  DPR (GR) 1 5  

copu lado  con  BSA para  l os  an t i cue rpos  N I -308 .6B11 ( f i gura  3 I )  y  

N I -308.46F8 ( f i gura  3J ) .  

 F iguras  4A-4 I :  Aná l i s i s  de  espec i f i c idad  de  un ión  de  15 

an t i cue rpos  pa ra  DPR der i vados  de  humano a  p ro te ínas  de 

ag regac ión  no  re lac ionadas .  La  un ión  de l  an t i cue rpo  a  mezc las  

de  pép t idos  de  p ro te ína  de  DPR sent i do  ( (GA) 1 5 ,  (GP) 1 5  y  

(GR) 1 5 )  y  an t i sen t ido  ( (PA) 1 5  y  (PR) 1 5 )  DPR y  se is  p ro te ínas  

ami l o idogén i cas  no  re l ac ionadas  se  de te rm ina  med ian te  EL ISA 20 

i nd i rec ta .  Los  an t i cue rpos  N I -308 .15O7 ( f i gura  4A) ,  NI -308 .18F7 

( f i gu ra  4B) ,  N I -308 .28G1 ( f i gu ra  4C) ,  NI -308.45C2 ( f i gura  4D) ,  

N I -308.5G2  ( f i gu ra  4F)  y  N I -308 .46F8  ( f i gura  4 I )  mues t ran  un ión  
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a  la  mezc la  de  pép t idos  de  p ro te ína  DPR sen t ido  con  ausenc ia  

de  un ión  fue ra  de  ob je t i vo  s i gn i f i ca t i va  a  l os  ana l i tos  no  

re l ac i onados .  E l  an t i cue rpo  N I -308 .46E9  ( f i gu ra  4G)  t ambién 

e l i ge  como b lanco  la  mezc la  de  pépt i dos  de  p ro te ína  DPR 

sen t ido  y  de  manera  ad ic i ona l  mues t ra  un ión  fue ra  de  ob je t i vo 5 

moderada  a  l os  ana l i t os  no  re lac i onados .  E l  an t i cue rpo  NI -

308.24E11 ( f i gu ra  4E)  mues t ra  un ión  espec í f i ca  a  l a  mezc la  de 

pépt i dos  de  p ro te ína  de  DPR an t i sen t ido  mien t ras  que  e l  

an t i cue rpo  NI -308.6B11  ( f i gu ra  4H)  e l i ge  como b lanco  mezc las  

de  pépt i dos  de  DPR tan to  sen t i do  como an t i sen t ido .  Pa ra  ambos  10 

an t i cue rpos ,  no  se  de te rmina  n i nguna un ión  fue ra  de  ob je t i vo  

s i gn i f i ca t i va  a  l as  p ro te ínas  ami lo i deas  no  re l ac ionadas .  Los 

an t i cue rpos  NI -308  se  ana l i zan  a  concent rac ión  20  nM.  

 F iguras  5A-5J :  Se lec t i v idad  de  un ión  a l  an t i cue rpo  N I -308 

pa ra  p ro te ínas  de  repe t i c i ón  de  d ipép t i do  de  C9or f72 .  15 

De te rm inac ión  de  la  se l ec t i v idad  de  un ión  de l  an t i cue rpo  para  

DPR de  C9or f72  de r i vado de  humano  pa ra  pép t idos  de  p ro te ína  

de  repe t i c ión  de  d ipép t ido  de  C9or f72  (GA) 1 5 ,  (GP) 1 5 ,  (GR) 1 5 ,  

(PA) 1 5  y  (PR) 1 5  copu lados  con  BSA med ian te  aná l i s i s  Wes te rn 

b lo t .  La  p ro te ína  de  DPR po l i -GA de  C9or f72  es  reconoc ida  po r  20 

l os  an t i cue rpos  N I -308.15O7 ( f i gura  5A) ,  N I -308 .18F7  ( f i gu ra  

5B) ,  NI -308.28G1 ( f i gu ra  5C)  y  NI -308.45C2 ( f i gu ra  5D) .  La 

p ro te ína  de  DPR po l i -PR es  reconoc ida  espec í f i camen te  po r  l os  
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an t i cue rpos  N I -308 .24E11  ( f i gu ra  5E)  y  NI -308.16C10 ( f i gu ra 

5J ) ,  en  l os  que  e l  an t i cue rpo  NI -308 .16C10  mues t ra  una  un ión  

más  déb i l  t ambién  a  la  p ro te ína  de  DPR po l i -GA .  Los  

an t i cue rpos  NI -308 .5G2 ( f i gu ra  5F) ,  N I -308 .46E9 ( f i gu ra  5G)  y  

N I -308.12A3  ( f i gura  5 I )  e l i gen  como b lanco  la  p ro te ína  de  DPR 5 

po l i -GP  en  l os  que  NI -308 .5G2  mues t ra  una  un ión  más  déb i l  

t ambién  a  la  p ro te ína  de  DPR po l i -GA .  E l  an t i cue rpo  NI -308.4M1 

( f i gu ra  5H)  reconoce espec í f i camen te  la  p ro te ína  de  DPR po l i -

PA de  C9or f72 .  

 F iguras  6A-6 C:  Un ión  en  so luc ión  a  p ro te ínas  de  10 

repe t i c i ón  de  d i pép t i do  de  C9or f72 .  De te rm inac ión  de  an t i cue rpo  

pa ra  DPR de C9or f72  der i vado de  humano en  un ión  en  so luc i ón  

a  l os  pépt i dos  (GA) 1 5 ,  (PR) 1 5  y  (GR) 1 5  med ian te  aná l i s i s  de 

i nmunoprec ip i tac ión .  La  p ro te ína  de  DPR po l i -GA de  C9or f72  es  

cap tu rada en  so luc ión  po r  l os  an t i cue rpos  N I -308 .15O7,  NI -15 

308.18F7,  NI -308.45C2 y  N I -308 .28G1 ( f i gu ra  6A) .  La  p ro te ína  

de  DPR po l i -PR es  p rec ip i tada  po r  e l  an t i cue rpo  N I -308.24E11 

( f i gu ra  6B)  mien t ras  que  e l  an t i cuerpo  NI -308.6B11 cap tu ra  la  

p ro te ína  de  DPR po l i -GR.  E l  an t i cue rpo  de  con t ro l  de  i so t i po  NI -

43A11  no  p rec i p i ta  n inguna  de  l as  p ro te ínas  de  DPR de C9or f72  20 

( f i gu ras  6A-6C) .  

 F iguras  7A-7P:  Un ión  depend ien te  de  la  l ong i tud  de  l a  

repe t i c i ón  de  p ro te ínas  de  DPR de C9or f72  de  an t i cue rpos  N I -
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308 se lecc ionados .  (F igu ra  7A)  Resumen  de  la  un ión  

depend ien te  de  l a  l ong i t ud  de  la  repe t i c ión  po l i -GA  de  C9or f72  

de  an t i cuerpos  NI -308  se lecc ionados .  (F i gu ra  7B)  Resumen  de  

un ión  depend ien te  de  la  l ong i t ud  de  la  repe t i c i ón  po l i -GP  de  

C9or f72  de  an t i cue rpos  N I -308  se lecc i onados .  (F igu ra  7C) 5 

Resumen  de  un ión  depend ien te  de  l a  l ong i tud  de  la  repe t i c ión 

po l i -GR de  C9or f72  de  an t i cue rpos  NI -308 se lecc i onados .  

(F igu ra  7D)  Resumen  de  un ión  depend ien te  de  l a  l ong i t ud  de  la  

repe t i c i ón  po l i -PR de  C9or f72  de  an t i cue rpos  N I -308 

se lecc i onados .  (F igu ra  7E)  Resumen de  un ión  depend ien te  de  l a  10 

l ong i t ud  de  la  repe t i c i ón  po l i -PA  de  C9or f72  de  an t i cue rpos  NI -

308 se lecc ionados .  Determinac ión  de  l a  espec i f i c idad  de  un ión 

depend ien te  de  l a  l ong i t ud  de  l a  repe t i c ión  de  d i pép t i do  y  de  l a  

m i tad  de  l a  concen t rac ión  e fec t i va  máx ima (CE 5 0 )  de  an t i cue rpos 

N I -308 de r i vados  de  humano  para  los  pép t idos  de  p ro te ína  de  15 

repe t i c i ón  de  d ipép t i do  de  C9or f72  med ian te  EL ISA  ind i rec ta .  E l  

an t i cue rpo  NI -308.15O7 ( f i gu ra  7F)  se  une a  los  pép t idos  de  

p ro te ína  de  DPR (GA) 5 ,  (GA) 6 ,  (GA) 1 0  y  (GA) 2 0  con  a f in i dad  de  

un ión  a  CE 5 0  de  >150 nM,  7 .9  nM, .0 .37  nM y  0 .54  nM,  

respec t i vamen te .  E l  an t i cuerpo  N I -308 .18F7  ( f i gura  7G)  20 

reconoce l os  pép t i dos  de  p ro te ína  de  DPR (GA) 6 ,  (GA) 1 0  y  

(GA) 2 0  con a f in i dad  de  un ión  a  CE 5 0  de  >200 nM,  0 .78  nM y  0 .83 

nM,  respec t i vamen te .  E l  an t i cuerpo  NI -308.28G1 ( f i gu ra  7H)  
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e l i ge  como b lanco  l os  pép t idos  de  p ro te ína  de  DPR (GA) 5 ,  

(GA) 6 ,  (GA) 1 0  y  (GA) 2 0  con a f i n idad  de  un ión  a  CE 5 0  de  >200 nM,  

6 .3  nM,  0 .9  nM y  1 .1  nM,  respec t i vamente .  E l  an t i cue rpo  N I -

308.45C2  ( f i gu ra  7 I )  se  une a  l os  pépt i dos  de  p ro te ína  de  DPR 

(GA) 6 ,  (GA) 1 0  y  (GA)20  con  a f i n idad  de  un ión  a  CE 5 0  de  >200 5 

nM,  7 .6  nM and 9 .6  nM,  respec t i vamen te .  E l  an t i cue rpo  N I -

308.5G2  ( f i gu ra  7J  y  f i gu ra  7K)  reconoce  l os  pép t idos  de 

p ro te ína  de  DPR (GP) 5 ,  (GP) 6 ,  (GP) 1 0  y  (GP) 2 0  con  a f in i dad  de  

un ión  a  CE 5 0  de  >200 nM,  26 .8  nM,  0 .94  nM y  0 .47  nM,  

respec t i vamen te  y  a  l os  pép t idos  de  p ro te ína  de  DPR (GA) 6 ,  10 

(GA) 1 0  y  (GA) 2 0  con  a f i n i dad  de  un ión  a  CE 5 0  de  >200  nM,  5 .7  nM 

y  18 .2  nM,  respec t i vamente .  E l  an t i cue rpo  N I -308 .6B11  ( f i gu ra  

7L  y  f i gu ra  7M)  se  une a  l os  pép t i dos  de  p ro te ína  de  DPR (GR) 3 ,  

(GR) 4 ,  (GR) 5 ,  (GR) 6 ,  (GR) 1 0  y  (GR) 2 0  con a f i n i dad  de  un ión  a  

CE 5 0  de  14 .3  nM,  13 .2  nM,  0 .47  nM,  0 ,33  nM,  1 .3  nM y  0 .25  nM,  15 

respec t i vamen te  y  a  l os  pép t idos  de  p ro te ína  de  DPR (GA) 6 ,  

(GA) 1 0  y  (GA) 2 0  con  a f i n idad  de  un ión  a  CE 5 0  de  >200  nM,  27 .7  

nM y  33 .6  nM,  respec t i vamen te .  E l  an t i cue rpo  N I -308.46E9 

( f i gu ra  7N)  e l i ge  como b lanco  l os  pépt i dos  de  p ro te ína  de  DPR 

(GP) 1 0  y  (GP) 2 0  con  a f i n idad  de  un ión  a  CE 5 0  de  63 .3  nM y  15 .5  20 

nM,  respec t i vamen te .  E l  an t i cue rpo  NI -308.24E11 ( f i gura  7O) 

reconoce los  pépt idos  de  p ro te ína  de  DPR (PR) 6 ,  (PR) 1 0  y  (PR) 2 0  

con  a f i n idad  de  un ión  a  CE 5 0  de  >200 nM,  31 .7  nM y  11 .3  nM,  
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respec t i vamen te .  E l  an t i cue rpo  NI -308 .4M1 ( f i gu ra  7P)  se  une  a  

l os  pépt i dos  de  p ro te ína  de  DPR (PA) 5 ,  (PA) 6 ,  (PA) 1 0  y  (PA) 2 0  

con  a f i n idad  de  un ión  a  CE 5 0  de  26 .9  nM,  4 ,3  nM,  0 .06  nM y  0 .06 

nM,  respec t i vamen te .  

 F iguras  8A-8F :  Un ión  depend ien te  de  l a  l ong i tud  de  la  5 

repe t i c i ón  de  p ro te ína  de  DPR po l i -GA  y  po l i -GP de  C9or f72  de  

an t i cue rpos  N I -308  se lecc i onados .  (F igu ra  8A)  Resumen de  

un ión  depend ien te  de  la  l ong i t ud  de  la  repe t i c i ón  po l i -GA  de  

C9or f72  de  an t i cue rpos  N I -308 se lecc i onados .  (F igu ra  8B)  

Resumen  de  un ión  depend ien te  de  l a  l ong i tud  de  la  repe t i c ión 10 

po l i -GP  de  C9or f72  de  an t i cue rpos  NI -308  se lecc i onados .  

De te rm inac ión  de  la  espec i f i c idad  de  un ión  depend ien te  de  la  

l ong i t ud  de  l a  repe t i c i ón  de  d ipép t ido  y  de  l a  m i tad  de  la  

concen t rac i ón  e fec t i va  máx ima (CE 5 0 )  de  an t i cue rpos  N I -308 

de r i vados  de  humano pa ra  pép t i dos  de  p ro te ína  de  repe t i c ión  de  15 

d ipép t ido  po l i -GA o  po l i -GP  de  C9or f72  med ian te  ELISA  en  

emparedado.  E l  an t i cue rpo  N I -308 .15O7 ( f i gu ra  8C)  se  une  en  

so luc i ón  a  l os  pép t i dos  de  p ro te ína  de  DPR (GA) 1 0  y  (GA) 2 0  con  

a f i n idad  de  un ión  a  CE 5 0  de  >400 nM y  9 .0  nM,  respec t i vamente .  

E l  an t i cue rpo  NI -308.18F7 ( f i gura  8D)  reconoce  en  so luc i ón  l os  20 

pépt i dos  de  p ro te ína  de  DPR (GA) 1 0  y  (GA) 2 0  con  a f in i dad  de  

un ión  a  CE 5 0  de  0 .34  nM y  0 .45  nM,  respec t i vamen te .  E l  

an t i cue rpo  N I -308 .28G1 ( f i gu ra  8E)  e l i ge  como b lanco  en  
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so luc i ón  los  pépt idos  de  p ro te ína  de  DPR (GA) 1 0  y  (GA) 2 0  con  

a f i n idad  de  un ión  a  CE 5 0  de  0 .46  nM y  0 .40  nM,  

respec t i vamen te .  E l  an t i cue rpo  NI -308 .5G2 ( f i gu ra  8F)  reconoce 

en  so luc ión  so lamen te  a l  pép t ido  de  p ro te ína  de  DPR i nd iv i dua l  

(GP) 2 0  con  una a f in idad  de  un ión  a  CE 5 0  de  38 .2  nM.  5 

 F igura  9 :  Espec i f i c idad  y  a f i n idad  de  un ión  de  l os  

an t i cue rpos  N I -308 .18F7  y  N I -308 .15O7 pa ra  p repa rac iones  de  

pépt i do  de  p ro te ína  de  repe t i c i ón  de  d i pép t ido  (GA) 2 0  de  C9or f72  

monomér ico  y  agregado.  

 F iguras  10A- 1 0B:  Ca rac te r i zac ión  i n  v i t ro  de 10 

p repa rac iones  de  pépt i do  de  p ro te ína  de  repe t i c ión  DPR (GA) 2 0  

de  C9or f72  med ian te  mic roscopía  de  t ransmis i ón  e lec t rón ica .  

Imágenes  rep resen ta t i vas  de  p repa rac iones  de  pép t ido  de  

p ro te ína  de  DPR (GA) 2 0  no  ag regado  (monomér ico ,  f i gu ra  10A)  y  

ag regado t i po  f i b r i l l a  am i lo i de  (ag regado ,  f i gu ra  10B. ) .  Aumento :  15 

66k .  Ba r ra  de  esca la :  0 .5  µ m.  

 F iguras  11A-1 1 B:  Espec i f i c idad  de  un ión  y  de te rminac ión  

de  CE 5 0  de  NI -308 .18F7  y  N I -308 .15O7 pa ra  p repa rac iones  de  

pépt i do  de  p ro te ína  DPR (GA) 2 0  de  C9or f72  monomér ica  y  

ag regada med ian te  p rueba de  un ión  de  ELISA i nd i rec ta .  20 

Espec i f i c i dad  de  un ión  y  de te rm inac ión  de  CE 5 0  de  l os  

an t i cue rpos  N I -308 .18F7  y  N I -308 .15O7 pa ra  p repa rac iones  de  

pépt i do  de  p ro te ína  de  DPR (GA) 2 0  de  C9or f72  monomér ica  (● )  y  
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ag regada (■ )  u t i l i zando  EL ISA ind i rec ta .  E l  an t i cue rpo  NI -

308.18F7 ( f i gu ra  11A)  reconoce  las  p repa rac iones  de  (GA) 2 0  

monomér ico  y  ag regado con  a f i n idad  de  un ión  a  CE 5 0  de  0 .87  nM 

y  0 .89  nM,  respec t i vamente .  E l  an t i cue rpo  NI -308.15O7 ( f i gu ra  

11B)  se  une a  l as  p repa rac iones  de  (GA) 2 0  monomér ico  y  5 

ag regado con  a f i n i dad  de  un ión  a  CE 5 0  de  0 .53  nM y  0 .78  nM,  

respec t i vamen te .  

 F iguras  12A-1 2 B:  Espec i f i c idad  de  un ión  y  de te rminac ión  

de  CE 5 0  de  NI -308 .18F7  y  N I -308 .15O7 pa ra  p repa rac iones  de  

pépt i do  de  p ro te ína  DPR (GA) 2 0  de  C9or f72  monomér ico  y  10 

ag regado med ian te  p rueba de  un ión  de  ELISA en  emparedado.  

Espec i f i c i dad  de  un ión  y  de te rm inac ión  de  CE 5 0  de  l os  

an t i cue rpos  N I -308 .18F7  y  N I -308 .15O7 pa ra  p repa rac iones  de  

pépt i do  de  p ro te ína  DPR (GA) 2 0  de  C9or f72  monomér i co  (● )  y  

ag regado (■ )  en  so luc i ón  u t i l i zando  ELISA en  emparedado.  E l  15 

an t i cue rpo  N I -308.18F7  ( f i gu ra  12A)  reconoce  l as  p repa rac iones  

de  (GA) 2 0  monomér i co  y  agregado  con  a f in idad  de  un ión  a  CE 5 0  

de  0 .64  nM y  2 .9  nM,  respec t i vamen te .  E l  an t i cue rpo  N I -

308.15O7 ( f i gu ra  12B)  se  une a  l as  p repa rac iones  de  (GA) 2 0  

monomér ico  y  agregado con  una CE 5 0  de  6 .3  nM y  8 .1  nM,  20 

respec t i vamen te .  No  se  de tec ta  un ión  a  an t i cue rpo  en  ausenc ia  

de  p reparac iones  de  (GA) 2 0  marcadas  con  h is t i d ina  (Δ ) .  Las  

espec i f i c idades  y  a f in i dades  de  un ión  se  p resentan  en  fo rma 
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resumida  en  la  t ab la  de  l a  f i gu ra  9 .  

 F igura  13 :  Aná l i s i s  de  i n teg r i dad  de l  an t i cue rpo  N I -308.  

Aná l i s i s  SDS-PAGE segu ido  po r  t i nc i ón  con  azu l  de  Coomass ie  

de  5  µ g  de  an t i cue rpos  recombinan tes  N I -308 an t i -DPRs de  

C9or f72  de r i vados  de  humano.  Se  de tec tan  dos  bandas  mayores 5 

cor respond ien tes  a  l as  cadenas  pesada y  l i gera  de l  an t i cuerpo 

en  e l  t amaño esperado .  

 F iguras  14A-1 4C:  N I -308 .18F7,  NI -308.15O7,  N I -308.5G2 

y  NI -308.4M1 de tec tan  ag regados  de  p ro te ína  de  repe t i c ión  de  

d ipép t ido  de  C9or f72  pa to lóg icos  en  pac ien tes  con  FTLD.  10 

(F igu ra  14A)  Los  an t i cue rpos  N I -308 .18F7,  NI -308.15O7 y  NI -

308.5G2 de r i vados  de  humano reve lan  i nc lus i ones  

c i top lasmát i cas  neu rona les  pa to lóg icas ,  i nc l us iones 

i n t ranuc lea res  neu rona les  y  neu r i tas  d i s t ró f i cas  en  l a  capa de  

cé lu l a  g ranu la r  de l  cerebe lo  de  todos  l os  t res  casos  de  C9or f72-15 

FTLD ana l i zados .  En  con t ras te ,  e l  ce rebe lo  de  con t ro l  no  

neuro l óg ico  es  negat i vo  pa ra  t i nc i ón  con  N I -308 .18F7 ,  N I -

308.15O7 y  NI -308.5G2 .  E l  an t i cue rpo  comerc i a l  C9RANT 

d ispon ib le  se  u t i l i za  como an t i cue rpo  de  con t ro l .  Se  mues t ran  

imágenes  rep resenta t i vas .  (F igu ra  14B)  Imágenes  20 

rep resen ta t i vas  con  aumento  a l t o  de  inc l us i ones  de  DPR de 

C9or f72  neu rona les  en  l a  capa de  cé lu l a  g ranu la r  de l  ce rebe lo  

de  un  caso  de  C9or f72 -FTLD se lecc i onado  de tec tado  po r  l os  
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an t i cue rpos  N I -308 .18F7 ,  NI -308 .15O7 y  NI -308.5G2 .  (F igu ra  

14C)  Imágenes  rep resen ta t i vas  con  aumento  a l t o  de  i nc lus i ones  

de  DPR de C9or f72  c i t op l asmát i cas  e  in t ranuc lea res  neu rona les  

en  l a  capa de  cé lu l a  g ranu la r  de l  ce rebe lo  de  un  caso  de 

C9or f72 -FTLD se lecc ionado  de tec tado po r  e l  an t i cue rpo  N I -5 

308.4M1.  En con t ras te ,  e l  cerebe lo  de  con t ro l  no  neuro l óg ico  es  

nega t i vo  pa ra  la  t i nc ión  con  N I -308 .4M1.  

 F igura  15 :  Las  p ro te ínas  de  DPR po l i -GA  y  po l i -GP de  

C9or f72  fo rman co -ag regados .  P resenc ia  de  co -ag regados  de  

p ro te ínas  de  DPR po l i -GA  y  po l i -GP  de  C9or f72  pa to lóg icos  en  10 

l a  capa granu la r  de l  ce rebe lo  de  un  pac ien te  humano  con FTLD 

que po r ta  l as  expans iones  de  repet i c ión  de  hexanuc leó t ido  de 

C9or f72 .  N I -308 .18F7 reconoce po l i -GA de  C9or f72  mien t ras  que 

e l  an t i cue rpo  N I -308.5G2  de tec ta  espec í f i camen te  l as  

i nc lus i ones  c i top lasmát i cas  e  in t ranuc lea res  de  po l i -GP de  15 

C9or f72 .  La  vas ta  mayor ía  de  ag regados  de  p ro te ína  de  DPR 

po l i -GP  se  co- l oca l i zan  con  ag regados  de  po l i -GA.  Se  mues t ran  

imágenes  rep resen ta t i vas .  

 

DES CRIP CION DE TALLAD A DE LA INVE NCIO N  20 

 

 La  p resen te  invenc ión  se  re f i e re  en  té rm inos  genera les  a  

métodos  de  i nmuno te rap ia  y  no  invas ivos  pa ra  l a  de tecc ión  de  
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en fe rmedades  y  cond ic iones  asoc iadas  con  la  p resenc ia  de 

p ro te ínas  de  repe t i c i ones  de  d ipép t i do  (DPR)  y  en  pa r t i cu la r  

f o rmas  ag regadas  de  l as  mi smas .  De  manera  más  espec í f i ca ,  l a  

p resen te  i nvenc ión  se  re f i e re  a  an t i cuerpos  monoc lona les  

recombinantes  der i vados  de  humano  y  a  f ragmen tos  de  un ión  a  5 

an t ígeno  de  los  m ismos ,  l os  cua les  han  s ido  generados  con  

base en  l a  i n fo rmac ión  de  secuenc ia  ob ten ida  a  pa r t i r  de  

pob lac i ones  de  donadores  humanos  se lecc i onados  y  son  

capaces  de  un i rse  a  d i chas  DPRs,  en  pa r t i cu l a r  po l i -g l i c i na -

a lan ina  (G ly -A la ;  GA) -DPRs,  po l i -g l i c i na -p ro l i na  (G ly -P ro ;  GP) -10 

DPRs,  po l i -g l i c ina -a rg i n i na  (G ly -Arg ;  GR) -DPRs,  po l i -p ro l i na -

a rg i n ina  (P ro -A rg ;  PR) -DPRs ,  y /o  po l i -p ro l i na -a l an ina  (P ro -A la ;  

PA) -DPRs y  an t ígenos  de  los  mismos .  Los  an t i cue rpos  

monoc lona les  recombinan tes  de r i vados  de  humano  de  la  

p resen te  i nvenc ión  as í  como los  der i vados  s in té t i cos  y  15 

b io tecno lóg i cos  de  l os  mismos  se  carac te r i zan  de  manera  

conven ien te  un iendo espec í f i camen te  C9ORF72  a l te rada  con 

repe t i c i ones  de  hexanuc leó t i do  expand idas  que  fo rman 

C9ORF72- repe t i c iones  de  d ipép t ido  (DPRs) .  Como se  mues t ra  

en  l os  E jemplos ,  l os  an t i cuerpos  recombinan tes  de  la  p resente  20 

i nvenc ión  son  a l t amente  espec í f i cos  como un  reac t i vo  de  

d iagnós t i co  pa ra  la  de tecc i ón  de  DPRs  y /o  C9ORF72 pa to lóg ico 

s i n  da r  f a l sos  pos i t i vos  y  deb ido  a l  o r i gen  humano  de  l as  
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secuenc ias  que cod i f i ca  pa ra  po r  l o  menos  la  reg ión  var i ab le  y  

l as  CDRs,  respec t i vamen te ,  y  l a  madurac ión  de  l os  an t i cue rpos  

o r i g i na les  en  e l  cue rpo  humano  se  puede  espe ra r  

razonab lemente  que sean e f i caces  y  segu ros  como agente 

te rapéut i co .  5 

 Además ,  l a  p resen te  i nvenc ión  se  re f i e re  a  an t i cue rpos  

monoc lona les  der i vados  de  humano i nc luyendo cua lesqu ie ra  

de r i vados  b i o tecno lóg icos  de  l os  mismos  como se  desc r i be  en  l a  

p resen te  so l i c i t ud  pa ra  se r  u t i l i zados  en  e l  t ra tam ien to  de  

pac ien tes  ya  sea  so los  o  en  comb inac ión  con  o t ros  agentes  10 

u t i l i zados  pa ra  en fe rmedades ,  t ras to rnos  y /o  s ín tomas 

asoc iados  con  DPRs,  de  p re fe renc ia  en  los  cua les  e l  an t i cue rpo  

de  l a  p resente  invenc ión  es tá  d i señado pa ra  se r  admin is t rado  en 

fo rma concomi tan te  con  e l  agen te  supresor  de  e fec tos  

secundar ios  ad ic i ona les  o  de  manera  secuenc ia l  an tes  o  15 

después  de  l a  admin is t rac i ón  de l  m ismo.  En es te  con tex to ,  e l  

an t i cue rpo  an t i -DPR de l a  p resen te  invenc ión  de  p re fe renc ia  es  

sus tanc ia lmen te  no  inmunogén ico  en  e l  humano.  En  una 

moda l i dad  de  l a  p resen te  invenc ión ,  se  p roveen  compos ic iones  

fa rmacéut i cas  que  comprenden tan to  un  an t i cuerpo  monoc lona l  20 

de r i vado de  humano  de  la  p resente  invenc ión  como uno o  más 

fá rmacos  u t i l i zados  pa ra  en fe rmedades ,  t ras to rnos  y /o  s ín tomas  

asoc iados  con  DPRs.  
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 I .  De f i n i c i ones  

 A  menos  que se  ind i que  de  o t ra  manera ,  a  un  té rmino  ta l  

como se  u t i l i za  en  l a  p resen te  so l i c i tud  se  l e  da  la  de f i n i c ión  

como se  b r inda  en  e l  D icc iona r i o  Ox fo rd  de  B ioquímica  y  5 

B io l og ía  Mo lecu la r ,  Ox fo rd  Un ive rs i t y  Press ,  1997 ,  rev isado  en  

2000  y  re impreso  en  2003,  ISBN 0  19  850673  2 .  

 Se  debe i nd ica r  que  e l  té rmino  “un ”  o  “una ”  en t i dad  se  

re f ie re  a  una  o  más  de  d ichas  en t i dades ;  po r  e jemplo ,  se  

en t iende  que  “un  an t i cue rpo ”  rep resen ta  uno  o  más  an t i cue rpos .  10 

Po r  l o  tan to ,  l os  té rminos  “un ”  (o  “una” ) ,  “uno (a )  o  más ” ,  y  “por  

l o  menos  uno(a ) ”  se  pueden u t i l i za r  de  manera  i n te rcambiab le  

en  la  p resente  so l i c i tud .  

 S i  no  se  i nd ica  espec í f i camente  lo  con t ra r io ,  e l  té rmino  

“DPR” ,  es  dec i r  p ro te ínas  de  “ repe t i c i ón  de  d ipép t ido ” ,  se  u t i l i za  15 

en  la  p resente  so l i c i tud  pa ra  re fe r i rse  espec í f i camen te  a  

un idades  repe t i t i vas  de  dos  aminoác idos ,  en  pa r t i cu la r  deb ido  a  

una  repet i c ión  de  hexanuc leó t ido  expand ida  en  un  gen.  E l  

t é rmino  “DPR”  y  “DPRs”  también  se  u t i l i za  pa ra  re fe r i rse  

co lec t i vamente  a  t odos  los  t i pos  y  f o rmas  de  DPRs,  t a l es  como 20 

GA,  GR,  GP,  PA ,  PR e tc .  En  l o  que  s i gue ,  l a  p resente  invenc ión  

será  desc r i t a  p r inc ipa lmen te  con  respec to  a  an t i cue rpos  que 

reconocen  espec í f i camente  DPRs que comprenden  o  cons is ten  
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de  cua lqu ie ra  de  GA,  de  p re fe renc ia  con  15  repet i c iones  (GA 1 5 ) ,  

GP ,  de  p re fe renc ia  con  15  repe t i c i ones  (GP 1 5 ) ,  GR,  de  

p re fe renc ia  con  15  repe t i c i ones  (GR 1 5 ) ,  o  PR,  de  p re fe renc ia  

con  15  repet i c i ones  (PR 1 5 ) ,  o  PA ,  de  p re fe renc ia  con  15 

repe t i c i ones  (PA 1 5 )  comúnmen te  obse rvados  en  las  p ro te ínas  5 

C9ORF72-DPR encon t radas  en  te j i do  ce reb ra l  de  pac ien tes  que 

padecen  de  FLTD o  ALS.  S in  embargo ,  aunque  los  an t i cue rpos  

an t i -C9ORF72-DPR rep resen tan  una moda l idad  p re fe r i da ,  l a  

p resen te  invenc ión  p rovee  en  té rm inos  genera les  an t i cue rpos  

an t i -p ro te ína  de  DPR y  moda l idades  co r respond ien tes .  Po r  10 

cons igu ien te ,  se  en fa t i za  que  en  p r inc ip i o  cua lqu ie r  moda l idad  y  

e lementos  co r respond ien tes  desc r i tos  en  l a  p resen te  so l i c i t ud  e  

i l us t rados  en  l os  E jemplos  y  F iguras ,  a  menos  que  se  pueda 

ap l i ca r  espec í f i camen te  a l  an t i -C9ORF72-DPR so lamente ,  

t ambién  se  p re tende  que  se  ap l ique  a  cua lqu ie r  an t i cue rpo  an t i -15 

p ro te ína  de  DPR en  genera l .  

 O t ro  e j emplo  pa ra  una  en fe rmedad  re lac i onada  con  DPR es  

a tax ia  esp inoce rebe la r  t i po  36 ,  un  t ras to rno  neu rodegenera t i vo  

l en tamente  p rog res ivo  y  un  sub t ipo  de  l a  a tax i a  cerebe la r  t i po  1  

dominan te  au tosómica  (ADCA t i po  1 )  ca rac te r i zada  por  a tax i a  en 20 

e l  anda r  y  en  l as  ex t remidades  de  in i c io  t emprano  en  e l  adu l t o ,  

espas t i c i dad  de  las  ex t remidades  i n fe r io res ,  d i sa r t r i a ,  

f asc icu lac iones  muscu la res ,  a t ro f i a  de  la  l engua  e  h i pe r re f l ex i a .  
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A lgunos  ind iv iduos  a fec tados  también  pueden desa r ro l l a r  

pé rd ida  aud i t i va ;  véase,  po r  e jemplo ,  Ga rc i a -Mur i as  e t  a l , .  B ra in  

135 (2012 ) ,  1423-1435.  Se  demos t ró  que l a  a tax ia  

esp inoce rebe la r  t i po  36  es  causada po r  una  expans ión  

he te roc igo ta  de  l a  repe t i c i ón  de  hexanuc leó t ido  GGCCTG 5 

i n t rón ica  en  e l  gen  NOP56 en  e l  c romosoma 20p13;  véase,  po r  

e jemplo ,  Garc i a -Mur ias  e t  a l . ,  B ra in  135 (2012 ) ,  1423 -1435 .  

I keda  et  a l . ,  Neuro logy  79  (2012 ) ,  333 -341,  Kobayash i  e t  a l . ,  

Am.  J .  Hum.  Genet .  89  (2011 ) ,  121 -130.  

 E l  t é rmino  “C9ORF72” ,  s i  no  se  i nd ica  espec í f i camente  de 10 

o t ra  manera ,  se  re f ie re  a  las  f o rmas  a l t e radas  de l  marco  de  

l ec tu ra  ab ie r to  72  de l  c romosoma 9  (C9ORF72) .  E l  té rmino  

“C9ORF72”  t ambién  se  u t i l i za  pa ra  iden t i f i ca r  de  manera  genera l  

l as  expans iones  de  hexanuc leó t ido  de  C9ORF72 ,  que  l l evan  a  

l as  C9ORF72- repe t i c i ones  de  d i pép t i do  (DPRs) .  Po r  l o  tan to ,  e l  15 

té rmino  también  se  u t i l i za  pa ra  i nd ica r  C9ORF72-DPRs .  E l  

t é rmino  “C9ORF72”  t ambién  se  u t i l i za  pa ra  re fe r i rse 

co lec t i vamente  a  todos  los  t i pos  y  f o rmas  de  C9ORF72,  t a l  como 

C9ORF72 mu tada.  Las  le t ras  ag regadas  en  f ren te  de  l os  

t é rminos  C9ORF72  se  u t i l i zan  pa ra  i nd ica r  e l  o rgan ismo  a  pa r t i r  20 

de l  cua l  se  o r ig i na  e l  o r tó logo  pa r t i cu la r ,  po r  e j emplo  hC9ORF72 

pa ra  C9ORF72 de  humano  o  mC9ORF72 pa ra  o r igen  mur i no .  

 Los  an t i cue rpos  an t i -DPR desc r i t os  en  l a  p resen te  so l i c i tud  
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de  p re fe renc ia  se  unen  a  C9ORF72- repe t i c i ones  de  d ipép t i do  

(DPRs)  y  ep í topes  de  l os  mismos .  Po r  e j emplo ,  en  l a  p resente 

so l i c i t ud  se  desc r iben  an t i cue rpos  que  se  unen  espec í f i camen te  

a  espec ies  pa to l óg icamente  a l t e radas  de  C9ORF72  o  f ragmentos 

de  la  m isma,  es  dec i r  repe t i c i ones  de  d i pép t ido  que  se  t raducen 5 

de  manera  no  convenc iona l  a  pa r t i r  de  l os  t ransc r i tos  de  

C9ORF72  de  las  repe t i c i ones  de  hexanuc leó t ido  de  C9ORF72 

i n t rón icas  expand idas ,  as í  como l as  f o rmas  ag regadas  de 

C9ORF72-DPRs o  f ragmentos  de  las  mismas .  E l  t é rmino  

ag regado/ (pa to l óg icamen te )  ag regado  de  C9ORF72-DPRs se  10 

u t i l i za  en  la  p resen te  so l i c i tud  pa ra  re fe r i rse  espec í f i camente  a  

l as  f o rmas  an tes  menc ionadas .  E l  té rmino  “ f o rmas  agregadas”  o  

“ag regados”  (pa to l óg icos )  ta l  como se  u t i l i za  en  l a  p resente 

so l i c i t ud  desc r ibe  l os  p roduc tos  de  una  acumulac i ón  o  f o rmac ión 

de  ag lomerados  (c lus te r )  deb ido  a  l a  t raducc ión 15 

e r rónea /pa to l óg ica  de  C9ORF72  a  par t i r  de  l os  t ransc r i t os  de  

C9ORF72  de  las  repe t i c i ones  de  hexanuc leó t ido  de  C9ORF72 

i n t rón icas  expand idas .  Es tos  agregados ,  acumulac iones  o  

f o rmas  de  ag lomerado  pueden  se r ,  cons is t i r  sus tanc ia lmen te  o  

cons is t i r  t an to  de  p ro te ína  C9ORF72-DPR como de /o  f ragmentos 20 

de  l a  mi sma.  Ta l  como se  u t i l i za  en  l a  p resen te  so l i c i t ud ,  l a  

re fe renc ia  a  un  an t i cue rpo  que “se  une espec í f i camen te ” ,  “ se  

une se lec t i vamente ” ,  o  “se  une en  fo rma p re fe ren te ”  a  l as  
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C9ORF72-DPRs se  re f ie re  a  un  an t i cue rpo  que no  se  une a  o t ras  

p ro te ínas  no  re lac i onadas ;  véase ,  po r  e j emp lo ,  f i gu ras  4A-4 I .  

Como se  mues t ra  en  l as  f i gu ras  4A-4 I  y  en  e l  E j emplo  5 ,  l os  

an t i cue rpos  de  l a  p resente  i nvenc ión  no  reconocen 

sus tanc ia lmen te  p ro te ínas  fo rmadoras  de  am i lo i de  no  5 

re l ac i onadas  que  se  se lecc ionan  a  pa r t i r  de l  g rupo  que  cons is te  

de  f i l amento  he l i co ida l  pa reado (PHF) - tau ,  TAU,  p ro te ína  43  de 

un ión  a  ADN de  respues ta  t ransac t i va  (TDP-43 ) ,  t rans t i re t r i na  

(TTR) ,  p ro te ína  p recurso ra  de  am i lo i de  de  l ong i tud  comple ta  

( f lAPP)  y /o  Hun t ing t i na  (HTT) .  10 

 En  un  e jemplo ,  un  an t i cue rpo  pa ra  C9ORF72-DPR desc r i to  

en  l a  p resente  so l i c i tud  se  puede  un i r  a  l as  DPRs  y /o  C9ORF72-

DPRs o  un  ep í tope  de  l as  mismas  y  no  mues t ra  un ión  po r  

enc ima  de  ap rox imadamente  2  veces  e l  fondo  pa ra  o t ras  

p ro te ínas .  Un an t i cue rpo  que “se  une espec í f i camen te”  o  “se 15 

une se lec t i vamente ”  a  una  DPR y /o  una  va r ian te  de  p ro te ína  

C9ORF72-DPR se  re f ie re  a  un  an t i cue rpo  que  no  se  une  a  todas  

l as  va r i an tes  de  p ro te ínas  C9ORF72-DPR,  es  dec i r  no  se  une a  

po r  l o  menos  a l gún  o t ro  con fó rmero  de  C9ORF72.  Por  e jemplo ,  

en  l a  p resen te  so l i c i tud  se  desc r i ben  an t i cue rpos  que se  pueden 20 

un i r  de  manera  p re fe ren te  a  fo rmas  de  C9ORF72  que mues t ran  

repe t i c i ones  de  hexanuc leó t ido  expand idas  que fo rman  DPRs 

tan to  i n  v i t ro  como en  te j i dos  ob ten idos  a  pa r t i r  de  pac ien tes  
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con  en fe rmedades  asoc iadas  con  C9ORF72 o  con  un  r i esgo de  

desa r ro l l a r  en fe rmedades  asoc iadas  con  C9ORF72;  véase,  po r  

e jemplo ,  e l  E j emplo  8  y  l as  f i gu ras  7A-7P .  

 Deb ido  a  que  los  an t i cue rpos  an t i -DPR de l a  p resen te  

i nvenc ión  han  s i do  a is l ados  a  pa r t i r  de  ind iv i duos  humanos ,  l os  5 

an t i cue rpos  de  DPR de la  p resen te  invenc ión  también  se  pueden 

l l amar  “au to -an t i cue rpos  de  humano”  o  “an t i cue rpos  de r i vados  

de  humano”  con  e l  f i n  de  en fa t i zar  que  d ichos  an t i cue rpos  en  

e fec to  f ueron  expresados  in i c i a lmen te  po r  l os  i nd iv iduos  y  que  

no  son  cons t rucc i ones  s in té t i cas  gene radas ,  po r  e j emplo ,  po r  10 

med io  de  geno tecas  de  fago  que expresan  inmunog lobu l ina  de  

humano  o  an t i cue rpos  xenogené icos  generados  en  un  an ima l  

t ransgén ico  que expresa  pa r te  de l  reper to r i o  de  inmunog lobu l i na  

de  humano  l o  cua l  has ta  hoy  en  d ía  rep resenta  un  método 

común  pa ra  i n ten ta r  p rovee r  an t i cue rpos  t i po  humano .  Po r  o t ro  15 

l ado ,  e l  an t i cuerpo  der i vado de  humano de  la  p resen te  invenc ión  

se  puede  deno tar  s in té t i co ,  recombinante ,  y /o  b io tecno lóg ico  

con  e l  f i n  de  d is t i ngu i r l o  de  los  an t i cue rpos  de  sue ro  humano 

per  se ,  l os  cua les  se  pueden  pur i f i ca r  a  t ravés  de  co lumna con 

p ro te ína  A  o  co lumna  de  a f in i dad .  20 

 Una ven ta j a  pa r t i cu la r  de  la  es t ra teg ia  te rapéu t i ca  de  la  

p resen te  i nvenc ión  res i de  en  e l  hecho  de  que  los  an t i cue rpos  de  

l a  p resen te  invenc ión  se  de r i van  a  pa r t i r  de  cé lu las  B  o  cé lu l as  
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de  memor i a  B  p roven ien tes  de  i nd iv iduos  humanos  sanos  s i n  

s i gnos  de  una en fe rmedad que mues t re  l a  ocu r renc ia  de ,  o  que  

es té  re lac i onada con  p ro te ínas  de  DPR y  fo rmas  ag regadas  de  

l as  mismas  y  po r  l o  t an to  son ,  den t ro  de  una  c i e r ta  p robab i l i dad ,  

capaces  de  p reven i r  una  en fe rmedad c l í n i camente  man i f i es ta  5 

re l ac i onada  con  p ro te ínas  de  DPR agregadas  ta l es  como 

C9ORF72-DPR,  o  de  d isminu i r  e l  r i esgo  de  la  ocu r renc ia  de  la  

en fe rmedad  c l í n i camen te  man i f i es ta ,  o  de  re t rasar  e l  i n i c i o  o  

avance  de  l a  en fe rmedad  c l ín i camen te  man i f i es ta .  

 T íp i camen te ,  l os  an t i cue rpos  de  l a  p resen te  invenc ión  10 

también  ya  han pasado  sa t i s fac to r iamente  a  t ravés  de  l a  

madurac ión  somát i ca ,  es  dec i r  l a  op t im izac ión  con  respec to  a  

se lec t i v i dad  y  e fec t i v idad  en  l a  un ión  de  a f in i dad  a l ta  pa ra  las  

mo lécu las  de  DPR ob je t i vo  po r  med io  de  var i ac i ón  somát i ca  de 

l as  reg iones  va r iab les  de l  an t i cue rpo .  E l  conoc im ien to  que 15 

d ichas  cé lu las  i n  v i vo ,  po r  e j emplo  en  un  humano,  no  han  s i do  

ac t i vadas  po r  med io  de  p ro te ínas  u  o t ras  p ro te ínas  f i s io l óg i cas  

o  es t ruc tu ras  ce lu l a res  en  e l  sen t ido  de  una reacc ión  

au to i nmune lóg ica  o  a l é rg ica  tamb ién  es  de  g ran  impor tanc ia  

méd ica  deb ido  a  que  es to  s ign i f i ca  una p robab i l i dad  20 

cons ide rab lemen te  i nc rementada de  v i v i r  sa t i s fac to r iamente  a  

t ravés  de  l as  fases  de  p rueba c l ín i ca .  Po r  as í  dec i r l o ,  l a  

e f i c i enc ia ,  acep tab i l i dad  y  t o l e rab i l i dad  ya  han  s ido  demos t radas 
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an tes  de l  desa r ro l l o  p rec l í n i co  y  c l í n i co  de l  an t i cue rpo  

p ro f i l ác t i co  o  te rapéut i co  en  po r  l o  menos  un  ind iv iduo  humano .  

Po r  l o  tan to  se  podr ía  espe rar  que  l os  an t i cuerpos  an t i -DPR 

de r i vados  de  humano  de  la  p resen te  i nvenc ión ,  t an to  su  

e f i c i enc ia  espec í f i ca  de  es t ruc tu ras  ob je t i vo  como agen te  5 

t e rapéut i co  y  su  p robab i l i dad  d isminu ida  de  e fec tos  secundar ios  

i nc remente  s i gn i f i ca t i vamen te  su  p robab i l i dad  c l í n i ca  de  éx i to .  

 En  con t ras te ,  l os  an t i cue rpos  de r i vados  a  pa r t i r  de  

geno tecas  de  ADNc o  de  desp l i egues  en  fago  son  mo lécu las  

a r t i f i c ia l es  t a les  como un  an t i cue rpo  human izado  e l  cua l  s igue  10 

s i endo  de  o r igen  múr i do  y  po r  l o  t an to  ex t raño  a l  cue rpo  

humano .  Po r  l o  t an to  l a  u t i l i dad  y  e f i cac i a  c l ín i ca  de  l os  

an t i cue rpos  te rapéu t i cos  puede es ta r  l im i tada  po r  l a  p roducc ión  

de  an t i cue rpos  an t i - fá rmaco (ADAs ) ,  l os  cua les  pueden  in f l u i r  en  

l a  e f i cac ia  y  f a rmacoc iné t i ca  de  l os  an t i cue rpos  y  a l gunas  veces  15 

l l evan  a  e fec tos  secundar ios  g raves ;  véase,  po r  e j emp lo ,  Igawa 

e t  a l . ,  MAbs .  3  (2011 ) ,  243 -252 .  En  par t i cu la r ,  l os  an t i cue rpos  

human izados  o  an t i cue rpos  generados  con  l as  tecno log ías  

rec ien tes  pa ra  generac ión  de  an t i cue rpo  de  humano son ,  en  

con t ras te  a  los  an t i cue rpos  de r i vados  de  humano ta les  como 20 

aque l l os  de  la  p resente  i nvenc ión ,  p ropensos  a  induc i r  una  

respues ta  de  an t i cue rpo  y  se  ha  repo r tado  que es tos  

an t i cue rpos  t i po  humano de r i vados  de  po r  e jemplo  desp l iegue 
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en  fago  ta l es  como ada l imumab inducen la  p roducc ión  de  ADA;  

véase,  po r  e j emplo ,  Mansour ,  B r .  J .  Ophtha lmo l  91  (2007) ,  274 -

276 e  Igawa et  a l . ,  MAbs .  3  (2011 ) ,  243 -252.  Po r  l o  tan to ,  l os  

an t i cue rpos  de r i vados  de  humano l os  cua les  no  son  propensos  a  

respues ta  inmune i ndeseada son  más  benéf i cos  pa ra  e l  pac ien te  5 

que l as  mo lécu las  a r t i f i c i a l es  de r i vadas  a  pa r t i r  de  geno tecas  o  

desp l iegues .  

 Se  en t i ende  que  e l  té rmino  “pépt i do ”  i nc luye  los  t é rm inos 

“po l i pép t i do ”  y  “p ro te ína ”  ( l os  cua les ,  a  veces ,  se  pueden 

u t i l i za r  de  manera  i n te rcambiab le  en  la  p resen te  so l i c i t ud )  10 

dent ro  de  su  s i gn i f i cado .  De manera  s im i la r ,  l os  f ragmen tos  de  

p ro te ínas  y  po l i pép t idos  tamb ién  quedan  con templados  y  se  

podr ían  re fe r i r  en  la  p resente  so l i c i t ud  como “pép t ido ” .  No 

obs tan te ,  e l  t é rmino  “pépt i do ”  de  p re fe renc ia  deno ta  un  po l ímero  

de  aminoác ido  que i nc l uye  po r  l o  menos  5  am inoác idos  15 

con t iguos ,  de  p re fe renc ia  por  l o  menos  10  am inoác idos  

con t iguos ,  de  manera  más  p re fe r i da  po r  l o  menos  15  

aminoác idos  con t iguos ,  i nc luso  de  manera  más  pre fe r ida  po r  l o  

menos  20  aminoác idos  con t i guos ,  y  de  manera  pa r t i cu la rmente 

p re fe r ida  po r  l o  menos  25  aminoác idos  con t i guos .  Además ,  e l  20 

pépt i do  de  con form idad con  l a  p resen te  i nvenc ión  t í p i camen te  

t i ene  no  más  de  100  aminoác idos  con t i guos ,  de  p re fe renc ia  

menos  de  80  aminoác idos  con t iguos  y  de  manera  más  pre fe r i da  
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menos  de  50  aminoác idos  con t iguos .  

 Ta l  como se  u t i l i za  en  la  p resente  so l i c i t ud ,  e l  té rmino  

“po l i pép t i do ”  p re tende aba rca r  un  “po l i pép t i do ”  s ingu la r  as í  

como “po l i pép t i dos ”  p lu ra les ,  y  se  re f i e re  a  una  mo lécu la 

cons t i t u ida  po r  monómeros  (aminoác idos )  l i gados  l i nea lmen te  5 

med ian te  en laces  amida  ( también  conoc idos  como en laces  

pept íd i cos ) .  E l  té rmino  “po l i pép t ido ”  se  re f ie re  a  cua lqu ie r  

cadena o  cadenas  de  dos  o  más  aminoác idos ,  y  no  se  re f i e re  a  

una long i t ud  espec í f i ca  de l  p roduc to .  Por  l o  tan to ,  “pép t i dos ” ,  

“d i pép t idos ” ,  “ t r i pép t idos ” ,  “o l i gopép t i dos ” ,  “p ro te ínas ” ,  “cadena 10 

de  aminoác ido ” ,  o  cua lqu ie r  o t ro  t é rm ino  u t i l i zado  pa ra  re fe r i rse 

a  una  cadena  o  cadenas  de  dos  o  más  aminoác idos ,  es tán  

i nc lu i dos  dent ro  de  la  de f i n i c i ón  de  “po l i pép t i do ” ,  y  e l  t é rmino  

“po l i pép t i do ”  se  puede u t i l i za r  en  l uga r  de ,  o  de  manera  

i n te rcambiab le  con  cua lqu ie ra  de  d ichos  té rminos .  15 

 E l  té rmino  “po l i pép t ido ”  también  pre tende  re fe r i rse  a  l os  

p roduc tos  de  mod i f i cac iones  pos te r i o res  a  l a  expres ión  de l  

po l i pép t i do ,  i nc luyendo s i n  l im i tac i ón  g l ucos i lac i ón ,  ace t i l ac ión ,  

f os fo r i l ac ión ,  amidac ión ,  y  de r i va t i zac ión  med ian te  g rupos  

p ro tec to res /b loqueadores  conoc idos ,  cor te  p ro teo l í t i co ,  o  20 

mod i f i cac ión  med ian te  aminoác idos  que no  se  p resentan  

no rmalmen te  en  la  Na tu ra leza .  Un  po l i pép t i do  se  puede ob tene r  

a  par t i r  de  una  fuen te  b i o lóg ica  na tu ra l  o  se  puede  p roduc i r  
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med ian te  t ecno log ía  recomb inan te ,  pe ro  no  es  necesar iamente 

t raduc ido  a  pa r t i r  de  una  secuenc ia  de  ác ido  nuc le i co  d i señada .  

Es te  se  puede genera r  en  cua lqu ie r  manera ,  i nc l uyendo 

med ian te  s ín tes is  qu ímica .  

 Un  po l i pép t i do  de  la  i nvenc ión  puede  se r  de  un  tamaño de  5 

ap rox imadamen te  3  o  más ,  5  o  más ,  10  o  más ,  20  o  más ,  25  o  

más ,  50  o  más ,  75  o  más ,  100  o  más ,  200  o  más ,  500  o  más ,  

1 ,000  o  más ,  o  2 ,000  o  más  aminoác idos .  Los  po l ipép t idos  

pueden  tene r  una  es t ruc tu ra  t r i d imens iona l  de f i n i da ,  aunque 

és tos  no  necesar iamente  t i enen  d icha  es t ruc tu ra .  Los  10 

po l i pép t i dos  con  una es t ruc tu ra  t r i d imens iona l  de f in i da  son  

re fe r i dos  como p legados ,  y  l os  po l ipép t i dos  que no  poseen una 

es t ruc tu ra  t r i d imens iona l  de f in i da ,  s i no  más  b i en  pueden  adopta r  

un  número  g rande  de  d i f e ren tes  con fo rmac iones ,  son  re fe r i dos  

como no  p l egados .  Ta l  como se  u t i l i za  en  la  p resen te  so l i c i tud ,  15 

e l  t é rmino  g l ucopro te ína  se  re f ie re  a  una p ro te ína  copu lada  a  

po r  l o  menos  una  porc ión  ca rboh id ra to  que es tá  un ida  a  la  

p ro te ína  a  t ravés  de  una cadena  la te ra l  que  con t i ene  ox ígeno o 

una cadena l a te ra l  que  con t i ene  n i t rógeno de  un  res iduo  de  

aminoác ido ,  po r  e j emplo ,  un  res i duo  se r ina  o  un  res i duo 20 

aspa rag ina .  

 Con  un  po l ipép t ido  “a i s l ado ”  o  un  f ragmento ,  va r ian te ,  o  

de r i vado de l  m ismo  se  qu ie re  dec i r  un  po l ipép t ido  que no  es tá 
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en  su  med io  na tu ra l .  No  se  requ ie re  de  un  n ive l  de  pu r i f i cac ión 

pa r t i cu l a r .  Po r  e j emplo ,  un  po l i pép t ido  a i s l ado  puede  es ta r  

re t i rado  de  su  en to rno  na t i vo  o  na tu ra l .  Los  po l ipép t i dos  y  

p ro te ínas  p roduc idos  de  manera  recombinante  exp resados  en  

cé lu l as  hospederas  se  cons ide ran  a is lados  pa ra  los  p ropós i t os  5 

de  la  i nvenc ión ,  a l  i gua l  que  los  po l i pép t i dos  recombinantes  o  

na t i vos  l os  cua les  han  s i do  sepa rados ,  f racc i onados ,  o  pa rc i a l  o  

sus tanc ia lmen te  pu r i f i cados  med ian te  cua lqu ie r  técn ica  

ap rop iada.  

 “Pép t idos ,  po l ipép t i dos  o  p ro te ínas  recombinan tes ”  se  10 

re f ie re  a  pépt i dos ,  po l ipép t idos  o  p ro te ínas  que  se  p roducen 

u t i l i zando  técn icas  de  ADN recomb inan te ,  es  dec i r ,  que  se  

p roducen  a  pa r t i r  de  cé lu l as ,  m ic rob ianas  o  de  mamí fe ro ,  

t rans fo rmadas  med ian te  una cons t rucc ión  de  exp res ión  de  ADN 

recombinante  exógena  que  cod i f i ca  pa ra  l a  p ro te ína  de  fus i ón  15 

i nc luyendo  e l  pép t ido  deseado.  Las  p ro te ínas  o  pép t i dos  

exp resados  en  la  mayor ía  de  cu l t i vos  bac te r i anos  t í p i camen te  

es ta rán  l i b res  de  g lucano.  Las  p ro te ínas  o  po l ipép t idos  

exp resados  en  l evadura  puede tener  un  pa t rón  de  g lucos i l ac i ón  

d i f e ren te  a l  de  aque l l as  exp resadas  en  cé lu l as  de  mamí fe ro .  20 

 Se  i nc l uyen como po l i pép t i dos  de  la  p resente  i nvenc ión  l os  

f ragmentos ,  de r i vados ,  aná logos  o  var ian tes  de  l os  po l ipép t idos  

an te r i o res  as í  como l as  va r i an tes  s in té t i cas  o  b io lóg icas  y  
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cua lesqu ie ra  combinac iones  de  l os  mismos .  Los  té rminos  

“ f ragmento ” ,  “var ian te ” ,  “de r i vado ” ,  y  “aná logo ”  i nc l uyen 

pépt i dos  y  po l i pép t i dos  que t i ene  una secuenc ia  de  aminoác ido  

l o  su f i c i en temen te  s im i la r  a  la  secuenc ia  de  aminoác ido  de l  

pép t i do  na tu ra l .  E l  té rmino  “ l o  su f i c i en temente  s im i la r ”  s i gn i f i ca  5 

una p r imera  secuenc ia  de  aminoác ido  que con t i ene  un  número  

su f i c i en te  o  mín imo de  res i duos  de  aminoác ido  idén t i cos  o  

equ iva len tes  con  re lac i ón  a  una  segunda secuenc ia  de 

aminoác ido  de  modo ta l  que  la  p r imera  y  l a  segunda secuenc ias  

de  aminoác ido  t i enen un  domin io  es t ruc tu ra l  común  y /o  ac t i v i dad  10 

func iona l  común .  Po r  e jemp lo ,  l as  secuenc ias  de  aminoác ido 

que  comprenden  un  domin io  es t ruc tu ra l  común  que es  po r  l o  

menos  ap rox imadamen te  45%,  po r  l o  menos  ap rox imadamente 

50%,  po r  l o  menos  ap rox imadamen te  55%,  po r  l o  menos 

ap rox imadamen te  60%,  po r  l o  menos  aprox imadamente  65%,  po r  15 

l o  menos  ap rox imadamen te  70%,  por  l o  menos  ap rox imadamente  

75%,  po r  l o  menos  ap rox imadamen te  80%,  po r  l o  menos 

ap rox imadamen te  85%,  po r  l o  menos  aprox imadamente  90%,  po r  

l o  menos  ap rox imadamen te  91%,  por  l o  menos  ap rox imadamente  

92%,  po r  l o  menos  ap rox imadamen te  93%,  po r  l o  menos 20 

ap rox imadamen te  94%,  po r  l o  menos  aprox imadamente  95%,  po r  

l o  menos  ap rox imadamen te  96%,  por  l o  menos  ap rox imadamente  

97%,  po r  l o  menos  ap rox imadamen te  98%,  po r  l o  menos 
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ap rox imadamen te  99%,  o  po r  l o  menos  ap rox imadamen te  100%,  

i dén t i co  son  de f in i das  en  l a  p resente  so l i c i tud  como l o  

su f i c i en temente  s im i la res .  De p re fe renc ia ,  l as  va r ian tes  se rán  l o  

su f i c i en temente  s im i la res  a  la  secuenc ia  de  aminoác ido  de  los  

pépt i dos  p re fe r idos  de  la  p resente  invenc ión ,  en  pa r t i cu la r  a  l a  5 

p ro te ína  C9ORF72  a l t e rada ,  ta l  como l as  C9ORF72-DPRs  as í  

como a  p ro te ínas  de  DPR so las ,  va r i an tes ,  de r i vados  o  aná logos  

de  cua lqu ie ra  de  l as  mismas .  D ichas  va r ian tes  po r  l o  gene ra l  

re t i enen  l a  ac t i v idad  func iona l  de  l os  pép t idos  de  la  p resen te  

i nvenc ión .  Las  va r i an tes  inc l uyen pép t i dos  que d i f i e ren  en  10 

secuenc ia  de  aminoác ido  de l  pép t ido  na t i vo  y  de  t i po  s i l ves t re ,  

respec t i vamen te ,  en  una  o  más  de lec i ones ,  ad ic i ones ,  y /o  

sus t i tuc i ones  de  aminoác ido .  Es tas  pueden se r  va r i an tes  que 

ocu r ran  de  manera  na tu ra l  as í  como aque l las  d i señadas  

a r t i f i c ia lmente .  15 

 As imismo,  l os  té rm inos  “ f ragmento ” ,  “va r i an te ” ,  “de r i vado ” ,  

y  “aná logo ”  cuando  se  re f ie ren  a  an t i cue rpos  o  po l i pép t idos  de  

an t i cue rpo  de  la  p resente  i nvenc ión  i nc luyen cua lesqu ie ra  

po l i pép t i dos  que  re tengan por  l o  menos  a lgo  de  l as  p rop iedades 

de  un ión  a  an t ígeno de  la  mo lécu la ,  an t i cue rpo ,  o  po l ipép t i do  de 20 

un ión  na t i vo  co r respond ien te .  Los  f ragmentos  de  po l ipép t idos  de  

l a  p resen te  i nvenc ión  inc l uyen  f ragmentos  p ro teo l í t i cos ,  as í  

como f ragmentos  de  de lec i ón ,  además  de  f ragmen tos  de 
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an t i cue rpo  espec í f i cos  d i scu t i dos  en  a lguna o t ra  pa r te  en  l a  

p resen te  so l i c i tud .  Las  va r ian tes  de  l os  an t i cue rpos  y  

po l i pép t i dos  de  an t i cue rpo  de  la  p resen te  i nvenc ión  i nc l uyen 

f ragmentos  como los  desc r i t os  an te r io rmente ,  y  t ambién  

po l i pép t i dos  con  secuenc ias  de  aminoác ido  a l t e radas  deb ido  a  5 

sus t i tuc i ones ,  de lec iones  o  inse rc i ones  de  aminoác ido .  Las 

var ian tes  pueden ocu r r i r  de  manera  na tu ra l  o  pueden se r  de  

o r i gen  no  na tu ra l .  Las  va r i an tes  de  o r i gen  no  na tu ra l  se  pueden 

p roduc i r  u t i l i zando  técn icas  de  mu tagénes is  conoc idas  en  e l  

campo .  Los  po l ipép t idos  va r ian tes  pueden comprender  10 

sus t i tuc i ones ,  de lec i ones  o  ad ic iones  de  am inoác ido  

conse rvado ras  o  no  conse rvado ras .  Los  de r i vados  de  mo lécu las  

de  un ión  espec í f i cas  para  p ro te ína  de  DPR,  po r  e j emplo  

an t i cue rpos  y  po l ipép t idos  de  an t i cue rpo  de  la  p resen te  

i nvenc ión ,  son  po l ipép t idos  que han  s ido  a l t e rados  para  que 15 

exh iban ca rac te r í s t i cas  ad ic i ona les  no  encont radas  en  e l  

po l i pép t i do  na t i vo .  Los  e jemplos  i nc l uyen p ro te ínas  de  fus ión .  

Los  po l ipép t idos  var ian tes  también  pueden  se r  re fe r i dos  en  la  

p resen te  so l i c i t ud  como “aná logos  de  po l i pép t i do ” .  Ta l  como se 

u t i l i za  en  l a  p resen te  so l i c i tud  un  “de r i vado ”  de  una  mo lécu la  de  20 

un ión  o  f ragmento  de  l a  misma,  un  an t i cue rpo ,  un  po l i pép t i do  de  

an t i cue rpo  se  re f ie re  a  un  po l i pép t ido  de  la  p resen te  que  t i ene  

uno o  más  res iduos  qu ímicamente  der i va t i zados  med ian te  
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reacc ión  de  un  g rupo l a te ra l  func i ona l .  También  se  inc luyen 

como “de r i vados ”  aque l l os  pép t idos  que  con t i enen  uno  o  más  

de r i vados  de  am inoác ido  de  o r i gen  na tu ra l  de  l os  ve i n te  

aminoác idos  es tándar .  Po r  e j emplo  4 -h id rox ip ro l i na  puede ser  

sus t i tu i do  po r  p ro l i na ;  5 -h id rox i l i s i na  puede  se r  sus t i tu i do  po r  5 

l i s i na ;  3 -me t i l h i s t i d i na  puede  ser  sus t i tu i do  po r  h i s t i d ina ;  

homoser ina  puede se r  sus t i t u ido  po r  se r i na ;  y  o rn i t i na  puede  se r  

sus t i tu i do  po r  l i s ina .  

 

 De te rm inac ión  de  s im i l i t ud  y /o  iden t idad  de  las  mo lécu las  10 

 La  “s im i l i tud ”  en t re  dos  pépt idos  se  de te rmina  comparando 

l a  secuenc ia  de  am inoác ido  de  un  pépt i do  con  la  secuenc ia  de  

un  segundo  pépt ido .  Un  aminoác ido  de  un  pép t ido  es  s im i la r  a l  

aminoác ido  co r respond ien te  de  un  segundo  pép t ido  s i  es te  es  

i dén t i co  o  una sus t i tuc i ón  de  aminoác idos  conse rvadora .  Las  15 

sus t i tuc i ones  conservado ras  i nc luyen  aque l las  desc r i tas  en 

Dayho f f ,  M .O. ,  ed . ,  The  A t l as  o f  P ro te i n  Sequence  and  S t ruc tu re  

5 ,  Na t i ona l  B i omed ica l  Research  Foundat i on ,  Wash ing ton ,  D.C .  

(1978 ) ,  y  en  A rgos ,  EMBO J .  8  (1989 ) ,  779 -785 .  Po r  e j emplo ,  l os  

aminoác idos  que pe r tenecen  a  uno  de  l os  s igu ien tes  g rupos  20 

rep resen tan  cambios  o  sus t i tuc iones  conse rvado ras :  -A la ,  P ro ,  

G ly ,  G ln ,  Asn ,  Ser ,  Th r ;  -Cys ,  Se r ,  Ty r ,  Th r ;  -Va l ,  I l e ,  Leu ,  Me t ,  

A l a ,  Phe ;  -Lys ,  A rg ,  H is ;  -Phe,  Ty r ,  T rp ,  H is ;  y  -Asp ,  G lu .  
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 La  “s im i l i tud ”  en t re  dos  po l inuc l eó t idos  se  de te rmina  

comparando l a  secuenc ia  de  ác i do  nuc le i co  de  un  po l i nuc l eó t ido 

con  l a  secuenc ia  de  un  po l inuc l eó t ido .  Un ác ido  nuc le i co  de  un  

po l i nuc l eó t i do  es  s im i la r  a l  ác ido  nuc le i co  co r respond ien te  de  un 

segundo  po l inuc l eó t i do  s i  és te  es  i dén t i co  o ,  s i  e l  ác ido  nuc le i co 5 

es  pa r te  de  una  secuenc ia  cod i f i cadora ,  e l  t r i p l e te  respec t i vo 

que  comprende  a l  ác i do  nuc le i co  cod i f i ca  pa ra  e l  m ismo 

aminoác ido  o  pa ra  una sus t i t uc ión  de  aminoác ido  conse rvado ra .  

La  de te rm inac ión  de l  po r  c i en to  de  iden t idad  o  s im i l i tud  en t re  

dos  secuenc ias  de  p re fe renc ia  se  l og ra  u t i l i zando e l  a lgo r i tmo 10 

matemát i co  de  Ka r l i n  y  A l tschu l  (1993 )  P roc .  Nat l .  Acad.  Sc i  

USA 90 :  5873 -5877 .  D icho  a l go r i tmo  es tá  inco rpo rado  en  los  

p rog ramas  BLASTn  y  BLASTp  de  A l tschu l  e t  a l .  (1990 )  J .  Mo l .  

B i o l .  215 :  403 -410 d ispon ib l e  en  NCBI  

(h t t p : / /www.ncb i .n lm.n ih .gov /B las t .cge ) .  15 

 La  de te rminac ión  de l  po r  c i en to  de  i den t i dad  o  s im i l i tud  se  

rea l i za  con  los  pa rámet ros  es tánda r  de  l os  p rogramas  BLASTn 

pa ra  las  búsquedas  de  po l i nuc leó t i do  BLAST y  l os  p rog ramas  

BLASTp pa ra  l a  búsqueda  de  p ro te ína  BLAST,  ta l  como se  

recomienda en  e l  s i t i o  web  de l  NCBI  y  en  la  “gu ía  de  se lecc ión  20 

de l  p rog rama BLAST”  con  respec to  a  secuenc ias  de  una long i tud  

y  compos ic ión  espec í f i ca .  

 Las  búsquedas  de  po l i nuc l eó t i do  BLAST se  rea l i zan  con  e l  
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p rog rama BLASTn.  

 Pa ra  los  pa rámet ros  genera les ,  l a  cas i l l a  “secuenc ias  

ob je t i vo  máx imas ”  ( “Max  Ta rge t  Sequences ” )  se  puede  a jus ta r  a  

100 ,  l a  cas i l l a  “ consu l t as  cor tas ”  ( “Sho r t  que r i es ” )  podr ía  

marca rse ,  l a  cas i l l a  “umbra l  espe rado”  ( “Expec t  th resho ld ” )  se  5 

puede  a j us ta r  a  1000  y  l a  cas i l l a  “ t amaño  de  pa lab ra ”  ( “Word  

S ize ” )  se  puede a j us ta r  a  7  como se  recomienda pa ra  

secuenc ias  co r tas  (menos  de  20  bases )  en  e l  s i t i o  web  de l  

NCBI .  Pa ra  secuenc ias  más  l a rgas  l a  cas i l l a  “Expec t  t h resho ld ”  

se  puede a jus ta r  a  10  y  l a  cas i l l a  “Word  S ize”  se  puede  a j us ta r  a  10 

11 .  Pa ra  l os  pa rámet ros  de  pun tuac ión  la  cas i l l a  “pun tuac iones 

de  Co inc idenc ia /No  co inc idenc ia ”  ( “Match /mismatch  Scores ” )  se  

puede a jus ta r  a  1 , -2  y  l a  cas i l l a  “Cos tos  de  hueco ”  ( “Gap  Cos ts ” )  

se  puede a jus ta r  a  l i nea l .  Pa ra  los  pa rámet ros  de  f i l t ros  y  

enmasca ramien to  (F i l t e rs  and  Mask ing ) ,  l a  cas i l l a  “ reg iones  de  15 

ba ja  comple j i dad”  ( “Low complex i ty  reg ions ” )  pod r ía  no  

marca rse ,  l a  cas i l l a  “ repe t i c i ones  espec í f i cas  de  espec ie ”  

( “Spec ies -spec i f i c  repeats ” )  pod r ía  no  marca rse ,  l a  cas i l l a  

“másca ra  pa ra  tab la  de  as ignac ión  so lamente ”  ( “Mask  fo r  l ookup 

tab le  on ly ” )  podr ía  marca rse ,  l a  cas i l l a  “pa rámet ros  de  f i l t r o  20 

DUST”  ( “DUST F i l te r  Se t t i ngs ” )  pod r ía  marca rse  y  l a  cas i l l a  

“enmascara r  l e t ras  minúscu las ”  ( “Mask  lower  case  l e t te rs ” )  

podr ía  no  marca rse .  En  genera l  l a  “búsqueda  de  co inc idenc ias  
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cor tas  cas i  exac tas ”  ( “Sea rch  fo r  sho r t  nea r l y  exac t  ma tches ” )  

se  pod r ía  u t i l i za r  en  es te  sen t i do ,  l o  cua l  p rovee  la  mayor ía  de  

l os  pa rámet ros  an tes  ind icados .  La  in fo rmac ión  ad ic i ona l  en 

es te  respec to  se  puede encon t ra r  en  l a  “gu ía  de  se lecc ión  de l  

p rog rama BLAST”  ( “BLAST Prog ram Se lec t ion  Gu ide ” )  pub l i cada 5 

en  e l  s i t i o  web  de l  NCBI .  

 Las  búsquedas  de  p ro te ína  BLAST se  rea l i zan  con  e l  

p rog rama BLASTp .  Pa ra  los  pa rámet ros  gene ra les ,  l a  cas i l l a  

“ secuenc ias  ob je t i vo  máx imas ”  ( “Max  Ta rge t  Sequences ” )  se  

puede a j us ta r  a  100 ,  l a  cas i l l a  “consu l t as  co r tas ”  ( “Shor t  10 

quer ies ” )  pod r ía  marca rse ,  “umbra l  espe rado ”  ( “Expec t  

t h resho ld ” )  se  puede a jus ta r  a  10  y  l a  cas i l l a  “ t amaño de  

pa lab ra”  ( “Word  S ize ” )  se  puede a j us ta r  a  “3 ” .  Para  l os  

pa rámet ros  de  pun tuac ión  la  cas i l l a  “Ma t r i z ”  ( “Mat r i x ” )  se  puede  

a jus ta r  a  “BLOSUM62” ,  l a  cas i l l a  “Cos tos  de  hueco ”  ( “Gap 15 

Cos ts ” )  se  puede a jus ta r  a  “Ex is tenc ia :  11  Ex tens ión :  1 ” ,  l a  

cas i l l a  “A jus tes  de  Compos ic i ón ”  ( “Compos i t i ona l  ad jus tments ” )  

se  puede  a j us ta r  a  “a j us te  de  ma t r i z  de  puntuac ión  de 

compos ic i ón  cond ic iona l ”  ( “Cond i t i ona l  compos i t i ona l  sco re  

mat r i x  ad jus tmen t ” ) .  Pa ra  l os  pa rámet ros  F i l t ros  y  20 

Enmasca ramien to  (F i l t e rs  and  Mask ing )  l a  cas i l l a  “ reg iones  de  

ba ja  comple j i dad”  ( “Low complex i ty  reg ions ” )  pod r ía  no  

marca rse ,  l a  cas i l l a  “másca ra  pa ra  tab la  de  as ignac ión  
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so lamente ”  ( “Mask  fo r  l ookup  tab le  on ly ” )  pod r ía  no  marca rse  y  

l a  cas i l l a  “enmascara r  l e t ras  minúscu las ”  ( “Mask  lower  case  

l e t te rs ” )  pod r ía  no  marca rse .  

 Las  mod i f i cac i ones  de  ambos  p rog ramas ,  por  e j emplo ,  con 

respec to  a  la  l ong i tud  de  l as  secuenc ias  i nves t igadas ,  se  5 

rea l i zan  de  con form idad con  l as  recomendac iones  en  l a  “Gu ía  de  

se lecc i ón  de l  p rog rama BLAST”  pub l i cada  en  una  vers i ón  HTML 

y  una  ve rs i ón  PDF en  e l  s i t i o  web de l  NCBI .  

 

 Po l i nuc l eó t idos  10 

 E l  t é rmino  “po l inuc l eó t ido ”  p re tende aba rca r  un  ác ido  

nuc le i co  s i ngu la r  as í  como ác idos  nuc le i cos  p l u ra les ,  y  se  

re f ie re  a  una mo lécu la  o  cons t rucc ión  de  ác ido  nuc le i co  a i s lada ,  

po r  e jemplo ,  ARN mensa je ro  (ARNm) o  ADN de  p l ásmido  

(ADNp) .  Un  po l i nuc l eó t ido  puede  comprender  un  en lace  15 

fos fod iés te r  convenc iona l  o  un  en lace  no  convenc iona l  (po r  

e jemplo ,  un  en lace  amida ,  t a l  como e l  que  se  encuen t ra  en  l os  

ác idos  nuc le i cos  pept íd i cos  (PNA) ) .  E l  té rm ino  “ác i do  nuc le i co ”  

se  re f ie re  a  cua lqu ie ra  de  uno o  más  segmentos  de  ác i do  

nuc le i co ,  po r  e j emplo ,  f ragmentos  de  ADN o  ARN,  p resentes  en 20 

un  po l inuc leó t i do .  Con ác ido  nuc le i co  o  po l inuc l eó t ido  “a i s l ado ”  

se  qu ie re  dec i r  una  mo lécu la  de  ác i do  nuc le i co ,  ADN o  ARN,  l a  

cua l  ha  s i do  re t i rada  de  su  en to rno  na t i vo .  Po r  e jemp lo ,  un 
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po l i nuc l eó t i do  recombinan te  que  cod i f i ca  pa ra  un  an t i cue rpo  

con ten ido  en  un  vec to r  es  cons iderado  como a is l ado  pa ra  los  

p ropós i tos  de  l a  p resen te  i nvenc ión .  Los  e jemplos  ad ic i ona les  

de  un  po l inuc l eó t ido  a i s lado  i nc luyen po l inuc l eó t idos  

recombinantes  man ten idos  en  cé lu las  hospederas  he te ró l ogas  o 5 

po l i nuc l eó t i dos  pur i f i cados  (pa rc i a lmen te  o  sus tanc ia lmen te )  en  

so luc i ón .  Las  mo lécu las  de  ARN a is l adas  i nc l uyen t ransc r i t os  de  

ARN i n  v i vo  o i n  v i t ro  de  po l inuc l eó t idos  de  la  p resente  

i nvenc ión .  Los  po l inuc leó t idos  o  ác idos  nuc le i cos  a i s lados  de  

con fo rm idad  con  la  p resen te  invenc ión  también  i nc l uyen 10 

mo lécu las  como las  p roduc idas  med ian te  s ín tes is .  Además ,  e l  

po l i nuc l eó t i do  o  un  ác i do  nuc le i co  puede  se r  o  puede  inc l u i r  un 

e lemento  regu lado r  t a l  como un  p romoto r ,  s i t i o  de  un ión  a  

r i bosoma,  o  un  te rm inador  de  t ransc r ipc ión .  

 Ta l  como se  u t i l i za  en  l a  p resente  so l i c i tud ,  una  “ reg ión  15 

cod i f i cado ra ”  es  una  po rc i ón  de  ác ido  nuc le i co  l a  cua l  cons is te  

de  codones  t raduc idos  como aminoác idos .  Aunque  un  “codón de  

de tenc ión ”  (TAG,  TGA o  TAA)  no  es  t raduc ido  como un  

aminoác ido ,  és te  podr ía  se r  cons ide rado  como par te  de  una 

reg ión  cod i f i cado ra ,  pe ro  cua lesqu ie ra  secuenc ias  de  f l anqueo,  20 

po r  e j emplo  p romotores ,  s i t i os  de  un ión  a  r i bosoma,  

t e rminadores  de  t ransc r i pc ión ,  i n t rones  y  s im i l a res ,  no  son  pa r te  

de  una reg ión  cod i f i cado ra .  Pueden  es ta r  p resen tes  dos  o  más  
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reg iones  cod i f i cado ras  de  l a  p resente  invenc ión  en  una 

cons t rucc i ón  de  po l i nuc l eó t i do  i nd iv i dua l ,  po r  e jemp lo ,  en  un  

vec to r  i nd iv idua l ,  o  en  cons t rucc i ones  de  po l inuc l eó t ido  

sepa radas ,  po r  e j emplo ,  en  vec to res  sepa rados  (d i fe ren tes ) .  

As imismo,  cua lqu ie r  vec to r  puede con tene r  una  reg ión 5 

cod i f i cado ra  i nd iv idua l ,  o  puede  comprender  dos  o  más  reg iones  

cod i f i cado ras ,  po r  e jemplo ,  un  vec to r  i nd iv i dua l  puede  cod i f i ca r  

po r  sepa rado pa ra  una reg ión  va r iab le  de  l a  cadena pesada de  

i nmunog lobu l i na  y  una  reg ión  va r iab le  de  la  cadena l i ge ra  de  

i nmunog lobu l i na .  Además ,  un  vec to r ,  un  po l inuc leó t ido ,  o  ác ido 10 

nuc le i co  de  la  i nvenc ión  puede  cod i f i ca r  para  reg iones 

cod i f i cado ras  he te ró l ogas ,  ya  sea  fus i onadas  o  no  fus i onadas  a  

un  ác i do  nuc le i co  que  cod i f i ca  pa ra  una mo lécu la  de  un ión ,  un  

an t i cue rpo ,  o  f ragmen to ,  va r ian te ,  o  de r i vado  de l  m ismo.  Las 

reg iones  cod i f i cado ras  he te ró logas  inc l uyen s in  l im i tac i ón  15 

e lementos  o  mot i vos  espec ia l i zados ,  t a l  como un  pép t ido  de  

seña l  sec re to ra  o  un  domin io  f unc iona l  he te ró l ogo .  

 En  a l gunas  moda l idades ,  e l  po l i nuc leó t ido  o  ác i do  nuc le i co  

es  ADN.  En  e l  caso  de  ADN,  un  po l inuc leó t ido  que comprende 

un  ác ido  nuc le i co  e l  cua l  cod i f i ca  pa ra  un  po l i pép t i do  20 

no rmalmen te  puede i nc lu i r  un  p romoto r  y /u  o t ros  e l emen tos  de  

con t ro l  de  t ransc r i pc ión  o  t raducc ión  asoc iados  de  manera  

operab le  con  una  o  más  reg iones  cod i f i cado ras .  Una asoc iac ión 
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operab le  es  cuando  una reg ión  cod i f i cado ra  para  un  p roduc to  de  

gen,  po r  e jemplo ,  un  po l i pép t i do ,  es tá  asoc iada con  una o  más  

secuenc ias  regu lado ras  de  ta l  manera  que co locan la  exp res ión  

de l  p roduc to  de  gen  ba jo  la  i n f l uenc ia  o  con t ro l  de  la  secuenc ia  

o  secuenc ias  regu lado ras .  Dos  f ragmen tos  de  ADN ( ta l  como 5 

una reg ión  cod i f i cadora  de  po l ipép t i do  y  un  p romoto r  asoc iado 

con  la  m isma)  es tán  “asoc iados  de  manera  ope rab le ”  o  “ l i gadas  

de  manera  ope rab le ”  s i  l a  i nducc ión  de  l a  f unc ión  p romoto ra  da  

como resu l t ado  l a  t ransc r ipc i ón  de l  ARNm que cod i f i ca  pa ra  e l  

p roduc to  de  gen deseado y  s i  l a  na tu ra leza  de l  en lazamien to  10 

en t re  los  dos  f ragmen tos  de  ADN no  i n te r f i e re  con  l a  capac idad 

de  l as  secuenc ias  regu lado ras  de  exp res ión  para  d i r i g i r  l a  

exp res ión  de l  p roduc to  de  gen o  no  i n te r f i e re  con  la  capac idad 

de  la  p l an t i l l a  de  ADN que se  va  a  t ransc r i b i r .  Po r  l o  t an to ,  una 

reg ión  p romoto ra  es ta rá  asoc iada de  manera  ope rab le  con  un 15 

ác ido  nuc le i co  que  cod i f i ca  pa ra  un  po l i pép t i do  s i  e l  p romoto r  es  

capaz  de  e fec tuar  l a  t ransc r ipc i ón  de  d icho  ác i do  nuc le i co .  E l  

p romoto r  puede  se r  un  p romoto r  espec í f i co  de  cé lu l a  que  d i r i j a  

l a  t ransc r ipc i ón  sus tanc ia l  de l  ADN so lamen te  en  cé lu l as  

p redete rminadas .  O t ros  e lementos  de  con t ro l  de  t ransc r ipc i ón ,  20 

además  de  un  p romoto r ,  po r  e jemplo  i nc remen tadores ,  

operado res ,  represo res ,  y  seña les  de  te rminac ión  de  

t ransc r i pc i ón ,  pueden es ta r  asoc iados  de  manera  ope rab le  con  
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e l  po l i nuc l eó t i do  pa ra  d i r i g i r  l a  t ransc r ipc ión  espec í f i ca  de  

cé lu l a .  Los  p romoto res  ap rop iados  y  o t ras  reg iones  de  con t ro l  

de  t ransc r i pc ión  se  desc r i ben  en  la  p resen te  so l i c i tud .  

 Una  va r i edad  de  reg iones  de  con t ro l  de  t ransc r ipc i ón  son  

conoc idas  po r  l os  expe r tos  en  la  técn ica .  Es tas  inc l uyen,  s i n  5 

l im i tac ión ,  reg iones  de  con t ro l  de  t ransc r ipc i ón  las  cua les  

func ionan en  cé lu las  de  ve r teb rados ,  ta l es  como,  pe ro  s i n  

l im i ta rse  a ,  segmentos  de  p romoto r  e  inc rementado r  

p roven ien tes  de  c i t omega lov i rus  (e l  p romoto r  i nmed ia to  

t emprano ,  en  con jun to  con  e l  i n t rón -A ) ,  v i rus  40  de  s im io  (e l  10 

p romoto r  temprano ) ,  y  re t rov i rus  ( ta l  como e l  v i rus  de l  sa rcoma 

de  Rous ) .  O t ras  reg iones  de  con t ro l  de  t ransc r ipc i ón  inc luyen 

aque l l as  de r i vadas  a  pa r t i r  de  genes  de  ve r teb rados  ta l es  como 

ac t i na ,  p ro te ína  de  choque té rmico ,  ho rmona de  c rec imien to  

bov ino  y  β -g lob ina  de  cone jo ,  as í  como o t ras  secuenc ias  15 

capaces  de  con t ro l a r  l a  exp res i ón  de  gen  en  cé lu l as  euca r io tas .  

Las  reg iones  de  con t ro l  de  t ransc r ipc ión  ap rop iadas  ad ic i ona les  

i nc luyen  p romoto res  e  inc remen tadores  espec í f i cos  de  te j i do  as í  

como p romoto res  induc ib l es  por  l i n foc i na  (po r  e j emplo ,  

p romoto res  induc ib les  po r  i n te r fe rones  o  i n te r leuc inas ) .  20 

 De  manera  s im i la r ,  una  va r iedad  de  e lementos  de  con t ro l  

de  t raducc ión  son  conoc idos  por  l os  expe r tos  en  la  t écn ica .  

És tos  i nc luyen ,  pe ro  no  se  l im i tan  a  s i t i os  de  un ión  a  r i bosoma,  
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codones  de  in i c iac i ón  y  te rm inac ión  de  t raducc ión ,  y  e lementos  

de r i vados  a  pa r t i r  de  p i co rnav i rus  (pa r t i cu l a rmente  un  s i t i o  de  

i ng reso  a  r i bosoma in te rno ,  o  IRES,  t ambién  re fe r i do  como una 

secuenc ia  C ITE) .  

 En  o t ras  moda l idades ,  un  po l inuc leó t ido  de  l a  p resen te  5 

i nvenc ión  es  ARN,  por  e jemplo ,  en  fo rma  de  ARN mensa je ro  

(ARNm).  

 Las  reg iones  cod i f i cado ras  de  po l inuc l eó t ido  y  de  ác ido 

nuc le i co  de  l a  p resente  i nvenc ión  pueden  es ta r  asoc iadas  con  

reg iones  cod i f i cado ras  ad ic i ona les  l as  cua les  cod i f i can  pa ra  10 

pépt i dos  sec re to res  o  pépt i dos  de  seña l ,  l os  cua les  d i r i gen  l a  

sec rec i ón  de  un  po l ipép t ido  cod i f i cado po r  un  po l i nuc l eó t ido  de  

l a  p resen te  i nvenc ión .  De  con fo rmidad con  l a  h i pó tes is  de  la  

seña l ,  l as  p ro te ínas  sec re tadas  po r  cé lu l as  de  mamí fe ro  t i enen 

un  pépt i do  de  seña l  o  secuenc ia  l í der  sec re to ra  l a  cua l  es  15 

cor tada  de  la  p ro te ína  madura  una  vez  que  se  i n i c ia  l a  

expo r tac ión  de  la  cadena de  p ro te ína  en  c rec imien to  a  t ravés  

de l  re t í cu l o  endop lasmát i co  rugoso.  Los  expe r tos  en  l a  t écn ica  

es tán  consc ien tes  de  que l os  po l ipép t idos  sec re tados  po r  

cé lu l as  de  ve r teb rado por  l o  gene ra l  t i enen  un  pép t ido  de  seña l  20 

fus i onado  a l  ex t remo  N- te rmina l  de l  po l i pép t i do ,  e l  cua l  es  

cor tado  a  pa r t i r  de l  po l i pép t ido  comple to  o  de  “ l ong i tud  

comple ta ”  pa ra  p roduc i r  una  fo rma  sec re tada o  “madura ”  de l  
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po l i pép t i do .  En  a l gunas  moda l idades ,  se  u t i l i za  e l  pép t i do  de  

seña l  na t i vo ,  por  e jemplo ,  un  pépt ido  de  seña l  de  l a  cadena 

pesada  o  de  la  cadena  l i ge ra  de  i nmunog lobu l i na ,  o  un  de r i vado 

func iona l  de  d icha  secuenc ia  que conse rva  la  capac idad de  

d i r i g i r  l a  sec rec ión  de l  po l ipép t ido  que es tá  asoc iado de  manera  5 

operab le  con  e l  m ismo .  De manera  a l t e rna t i va ,  se  puede u t i l i za r  

un  pép t i do  de  seña l  he te ró l ogo  de  mamí fe ro ,  o  un  de r i vado 

func iona l  de l  m ismo.  Po r  e jemplo ,  l a  secuenc ia  l í de r  de  t i po  

s i l ves t re  puede  ser  sus t i t u ida  con  l a  secuenc ia  l íder  de l  

ac t i vado r  de  p l asminógeno  t i su l a r  de  humano  (TPA)  o  β -10 

g lucu ron idasa  de  ra tón .  

 Una “mo lécu la  de  un ión”  t a l  como se  u t i l i za  en  e l  con tex to  

de  la  p resen te  i nvenc ión  se  re f i e re  p r i nc ipa lmen te  a  

an t i cue rpos ,  y  f ragmentos  de  los  mi smos ,  pe ro  tamb ién  se  

puede re fe r i r  a  o t ras  mo lécu las  t i po  no  an t i cue rpo  que se  unen a 15 

l as  p ro te ínas  de  repe t i c i ón  de  d i pép t ido  (DPR) ,  de  p re fe renc ia  

l as  cua les  se  unen  a  C9ORF72 a l te rada ,  en  pa r t i cu la r  C9ORF72-

DPRs (pa to l óg icamen te)  a l t e radas ,  i nc luyendo  pe ro  s in  l im i ta rse  

a  hormonas ,  recep tores ,  l i gandos ,  mo lécu las  de l  comp le j o  mayor  

de  h is tocompat i b i l i dad  (MHC) ,  chaperones  ta les  como p ro te ínas 20 

de  choque  té rmico  (HSPs )  as í  como molécu las  de  adhes ión  

cé lu l a -cé lu la  ta l  como los  m iembros  de  las  supe r fami l i as  de  

cadher i na ,  i n te rg r i na ,  l ec t i na  t i po  C e  inmunog lobu l ina  ( I g ) .  Po r  



Capi tu lo  Desc r i p t i vo  
PCT/EP2015 /072516 
Marzo  24 ,  2017 
 

81  

l o  t an to ,  en  a ras  de  l a  c la r i dad  so lamente  y  s in  res t r i ng i r  e l  

a l cance  de  l a  p resen te  invenc ión  la  mayor ía  de  l as  s igu ien tes  

moda l i dades  se  d iscu ten  con  respec to  a  an t i cue rpos  y  mo lécu las  

t i po  an t i cue rpo  las  cua les  rep resentan  l as  mo lécu las  de  un ión  

p re fe r idas  pa ra  e l  desa r ro l l o  de  agentes  te rapéu t i cos  y  de  5 

d iagnós t i co .  

 

 An t i cuerpos  

 Los  té rminos  “an t i cue rpo ”  y  “ i nmunog lobu l ina ”  se  u t i l i zan  

de  manera  i n te rcambiab le  en  la  p resen te  so l i c i tud .  Un 10 

an t i cue rpo  o  i nmunog lobu l ina  es  una mo lécu la  de  un ión  que 

comprende po r  l o  menos  e l  domin io  va r i ab l e  de  una cadena 

pesada,  y  no rmalmen te  comprende por  l o  menos  los  domin ios  

var iab les  de  una cadena pesada y  una cadena l i ge ra .  Las  

es t ruc tu ras  de  i nmunog lobu l i na  bás icas  en  s i s temas  ve r teb rados 15 

es tán  re l a t i vamente  b ien  en tend idas ;  véase ,  po r  e j emp lo ,  Ha r low 

e t  a l . ,  An t ibod ies :  A  Labo ra to ry  Manua l ,  (Co ld  Sp r ing  Harbo r  

Labo ra to ry  P ress ,  2 ª  ed .  1988) .  

 Como se  d iscu t i rá  con  mayor  de ta l l e  más  ade lan te ,  e l  

t é rmino  “ i nmunog lobu l ina ”  comprende  d i ve rsas  c lases  ampl i as  20 

de  po l i pép t idos  que se  pueden d is t i ngu i r  b ioqu ímicamen te .  Los  

expe r tos  en  la  técn ica  ap rec ia rán  que las  cadenas  pesadas  se  

c l as i f i can  como gamma,  mu,  a l fa ,  de l t a ,  o  eps i lón ,  (γ ,  µ ,  α ,  δ ,  ε )  
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con  a l gunas  subc lases  en t re  l as  mismas  (por  e jemplo ,  γ1-γ4) .  

Es  la  na tu ra leza  de  és ta  cadena la  que  de te rmina  la  “c l ase ”  de l  

an t i cue rpo  como IgG,  I gM,  I gA  IgG,  o  I gE,  respec t i vamen te .  Las 

subc lases  de  inmunog lobu l i na  ( i so t i pos )  po r  e j emplo  IgG1,  I gG2 ,  

I gG3,  IgG4,  I gA1,  e tc .  es tán  b i en  ca rac te r i zadas  y  se  sabe  que  5 

con f ie ren  espec ia l i zac ión  func iona l .  Las  ve rs i ones  mod i f i cadas  

de  cada una de  es tas  c l ases  e  i so t i pos  pueden se r  d i sce rn i das  

fác i lmente  po r  e l  expe r to  en  la  técn ica  en  v i s ta  de  la  p resente  

d i vu l gac ión  y ,  po r  cons igu ien te ,  es tán  dent ro  de l  a l cance de  la  

p resen te  invenc ión .  Todas  las  c l ases  de  inmunog lobu l ina  es tán  10 

c l a ramente  dent ro  de l  a l cance de  l a  p resen te  invenc ión ,  l a  

s i gu ien te  d i scus ión  es ta rá  d i r i g ida  en  té rminos  genera les  a  la  

c l ase  IgG  de  mo lécu las  de  inmunog lobu l ina .  Con respec to  a  IgG,  

una  mo lécu la  de  i nmunog lobu l i na  es tánda r  comprende dos  

po l i pép t i dos  de  la  cadena l i ge ra  idén t i cos  de  peso  mo lecu la r  de  15 

ap rox imadamen te  23 ,000 Da l tons ,  y  dos  po l i pép t idos  de  l a  

cadena pesada  idén t i cos  de  peso  mo lecu la r  53 ,000 -70 ,000 .  Las  

cua t ro  cadenas  t íp i camente  es tán  un idas  med ian te  puen tes  de  

d isu l fu ro  en  una con f igu rac i ón  de  “Y ”  en  la  cua l  l as  cadenas  

l i ge ras  su je tan  las  cadenas  pesadas  comenzando en  l a  boca  de  20 

l a  “Y ”  y  con t inuando  a  t ravés  de  l a  reg ión  va r i ab le .  

 Las  cadenas  l i geras  se  c l as i f i can  ya  sea  como kappa o  

l ambda (κ ,  λ ) .  Cada c lase  de  l a  cadena pesada  puede es ta r  
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un ida  con  cua lqu ie ra  de  una cadena  l i ge ra  kappa o  lambda.  En 

genera l ,  l as  cadenas  l i ge ra  y  pesada  es tán  un idas  

cova len temente  en t re  s í ,  y  l as  po rc i ones  de  “co la ”  de  las  dos  

cadenas  pesadas  es tán  un idas  en t re  s í  med ian te  en lazamien tos  

de  d isu l f u ro  cova len tes  o  en lazamien tos  no  cova len tes  cuando 5 

l as  inmunog lobu l inas  son  generadas  ya  sea  po r  h i b r idomas ,  

cé lu l as  B  o  cé lu l as  hospederas  gené t i camen te  d i señadas .  En  la  

cadena  pesada ,  l as  secuenc ias  de  aminoác ido  co r ren  desde un  

ex t remo N- te rmina l  en  l os  ex t remos  en  horqu i l l a  de  la  

con f igu rac i ón  en  Y  hac ia  e l  ex t remo  C- te rmina l  en  e l  f ondo de  10 

cada cadena.  

 Tanto  las  cadenas  pesada como l i ge ra  se  d iv i den  en 

reg iones  de  homo log ía  es t ruc tu ra l  y  func iona l .  Los  té rminos  

“cons tan te ”  y  “va r i ab le ”  se  u t i l i zan  func iona lmente .  En  es te  

sen t ido ,  se  ap rec ia rá  que l os  domin ios  va r i ab les  de  las  15 

po rc i ones  tan to  de  l a  cadena  l i ge ra  (V L )  como de  la  cadena 

pesada (V H )  de te rminan e l  reconoc imien to  y  espec i f i c idad  de  

an t ígeno .  Por  e l  con t ra r io ,  l os  domin ios  cons tan tes  de  la  cadena 

l i ge ra  (CL)  y  l a  cadena pesada (CH1,  CH2 o  CH3)  con f i e ren  

impor tan tes  p rop iedades  b io l óg icas  ta les  como sec rec i ón ,  20 

mot i l i dad  t ransp lacenta r ia ,  un i ón  a l  recep tor  Fc ,  un ión  a l  

complemento ,  y  s im i la res .  Po r  convenc ión  l a  numerac ión  de  l os  

domin ios  de  la  reg ión  cons tan te  se  inc remen ta  a  med ida  que 
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és tos  se  vue lven  más  d is ta les  de l  s i t i o  de  un ión  a  an t ígeno  o  

ex t remo amino  te rm ina l  de l  an t i cuerpo .  La  po rc ión  N- te rmina l  es  

una reg ión  va r iab le  y  en  l a  po rc i ón  C- te rmina l  es  una reg ión  

cons tan te ;  l os  domin ios  CH3 y  CL rea lmente  cons t i tuyen e l  

ex t remo  ca rbox i  te rmina l  de  l a  cadena pesada y  de  l a  cadena 5 

l i ge ra ,  respec t i vamen te .  

 Como se  ind icó  an te r io rmente ,  l a  reg ión  va r i ab le  pe rm i te  a l  

an t i cue rpo  reconocer  se lec t i vamen te  y  espec í f i camente  un i rse  a  

l os  ep í topes  en  l os  an t ígenos .  Es  dec i r ,  e l  domin io  V L  y  e l  

domin io  V H ,  o  subcon jun to  de  las  reg iones  de te rminantes  de  10 

complementa r iedad  (CDRs) ,  de  un  an t i cue rpo  se  combinan pa ra 

fo rmar  la  reg ión  va r i ab le  que  de f i ne  un  s i t i o  de  un ión  a  an t ígeno 

t r i d imens iona l .  Es ta  es t ruc tu ra  de  an t i cue rpo  cua te rna r i a  f o rma 

e l  s i t i o  de  un ión  a  an t ígeno p resente  a l  f i na l  de  cada b razo  de  l a  

Y .  De  manera  más  espec í f i ca ,  e l  s i t i o  de  un ión  a  an t ígeno queda 15 

de f in i do  por  t res  CDRs en  cada una  de  l as  cadenas  V H  y  V L .  

Cua lqu ie r  f ragmen to  de  an t i cue rpo  o  i nmunog lobu l i na  que 

con tenga es t ruc tu ra  su f i c i en te  pa ra  un i rse  espec í f i camen te  a  las  

DPRs,  en  par t i cu la r  a  C9ORF72 a l te rada que fo rma C9ORF72-

DPRs se  deno ta  en  la  p resen te  so l i c i tud  de  manera 20 

i n te rcambiab le  como un  “ f ragmen to  de  un ión”  o  un  “ f ragmento  

i nmunoespec í f i co ” .  

 Como se  desc r i be  en  e l  E jemplo  11  y  se  mues t ra  en  la  
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f i gura  13 ,  l os  an t i cue rpos  de  l a  p resente  invenc ión  cuando se  

exp resan como IgG ,  de  p re fe renc ia  I gG1 en  cé lu l as  de 

mamí fe ro ,  en  pa r t i cu la r  cé l u las  CHO-S demues t ran  a l t a  

i n teg r i dad  con  respec to  a  las  po rc i ones  tan to  de  l a  cadena  

l i ge ra  (V L )  como de  la  pesada (V H )  m ien t ras  que  no  se  pueden 5 

de tec ta r  con taminac iones  s i gn i f i ca t i vas  o  p roduc tos  de  

degradac ión  p ro teo l í t i co .  

 En  los  an t i cue rpos  que ocur ren  de  manera  na tu ra l ,  un 

an t i cue rpo  comprende  se i s  reg iones  h ipe rva r i ab les ,  a lgunas  

veces  l l amadas  “ reg iones  de te rminan tes  de  complemen tar i edad”  10 

o  “CDRs”  p resentes  en  cada domin io  de  un ión  a  an t ígeno,  l as  

cua les  son  secuenc ias  co r tas ,  no  con t iguas  de  aminoác idos  que 

es tán  pos ic ionados  espec í f i camen te  pa ra  fo rmar  e l  domin io  de  

un ión  a  an t ígeno  a  med ida  que  e l  an t i cue rpo  asume su  

con f igu rac i ón  t r i d imens iona l  en  un  en to rno  acuoso .  Las  “CDRs”  15 

es tán  f l anqueadas  po r  cua t ro  reg iones  de  “es t ruc tu ra  base”  

re l a t i vamente  conservadas  o  “FRs ”  l as  cua les  mues t ran  menos  

var iab i l i dad  i n te r -mo lecu la r .  Las  reg iones  de  es t ruc tu ra  base  en  

g ran  med ida  adoptan  una con fo rmac ión  de  l ámina  β  y  l as  CDRs 

fo rman  asas  l as  cua les  conec tan ,  y  en  a lgunos  casos  fo rman 20 

pa r te  de ,  l a  es t ruc tu ra  de  l ámina  β .  Po r  l o  tan to ,  l as  reg iones  de  

es t ruc tu ra  base  ac túan  pa ra  fo rmar  un  andamio  que p rovee  e l  

pos ic i onamien to  de  l as  CDRs  en  la  o r i en tac ión  cor rec ta  
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med ian te  in te racc i ones  in te r -cadena ,  no  cova len tes .  E l  domin io  

de  un ión  a  an t ígeno fo rmado po r  l as  CDRs  pos ic ionadas  de f i ne  

una supe r f i c ie  complemen ta r i a  a l  ep í tope  en  e l  an t ígeno inmuno-

reac t i vo .  Es ta  supe r f i c ie  complemen tar i a  p romueve  la  un ión  no  

cova len te  de l  an t i cue rpo  a  su  ep í tope  cognado.  Los  am inoác idos  5 

que cons t i tuyen  la  CDRs  y  l as  reg iones  de  es t ruc tu ra  base ,  

respec t i vamen te ,  pueden ser  i den t i f i cados  fác i lmen te  pa ra  

cua lqu ie r  reg ión  var iab le  de  la  cadena pesada o  de  la  cadena 

l i ge ra  dada  po r  un  exper to  en  la  t écn ica ,  deb ido  a  que es tas  han 

s i do  de f in i das  de  manera  p rec isa ;  véase,  “Sequences  o f  10 

P ro te ins  o f  Immuno log ica l  I n te res t , ”  Kaba t ,  E . ,  et  a l . ,  U .S .  

Depar tmen t  o f  Hea l th  and  Human Serv i ces ,  (1983) ;  y  Choth ia  y  

Lesk ,  J .  Mo l .  B i o l . ,  196  (1987 ) ,  901-917 ,  l as  cua les  se  

i nco rpo ran  en  la  p resen te  so l i c i tud  pa ra  re fe renc ia  en  sus  

to ta l i dades .  15 

 En  e l  caso  en  e l  cua l  ex i s tan  dos  o  más  de f i n i c i ones  de  un  

té rmino  que  sea  u t i l i zado  y /o  aceptado  den t ro  de  l a  t écn i ca ,  l a  

de f in i c i ón  de l  té rm ino  ta l  como se  u t i l i za  en  la  p resen te  so l i c i tud  

p re tende inc l u i r  a  t odos  de  d ichos  s i gn i f i cados  a  menos  que 

exp l íc i t amen te  se  i nd i que  l o  con t ra r io .  Un e j emplo  espec í f i co  es  20 

e l  uso  de l  t é rmino  “ reg ión  de te rminante  de  complemen tar i edad”  

( “CDR”)  pa ra  desc r i b i r  l os  s i t i os  de  combinac ión  a  an t ígeno  no  

con t iguos  encont rados  dent ro  de  la  reg ión  var iab le  de  l os  
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po l i pép t i dos  tan to  de  l a  cadena pesada como de  l a  cadena 

l i ge ra .  Es ta  reg ión  pa r t i cu la r  ha  s ido  desc r i ta  po r  Kabat  et  a l . ,  

U .S .  Dep t .  o f  Hea l th  and  Human  Serv i ces ,  “Sequences  o f  

P ro te ins  o f  Immuno log ica l  In te res t ”  (1983 )  y  po r  Cho th ia  y  Lesk ,  

J .  Mo l .  B i o l . ,  196  (1987 ) ,  901 -917,  l as  cua les  se  i nco rpo ran  en  5 

l a  p resen te  so l i c i tud  para  re fe renc ia ,  en  l a  cua l  l as  de f in i c i ones  

i nc luyen  t ras l apes  o  subcon jun tos  de  res i duos  de  aminoác ido  

cuando se  comparan  una  con t ra  la  o t ra .  No  obs tan te ,  l a  

ap l i cac ión  de  cua lqu ie r  de f i n i c i ón  pa ra  re fe r i rse  a  una CDR de 

un  an t i cue rpo  o  va r i an tes  de l  m ismo  p re tende es ta r  den t ro  de l  10 

a lcance  de l  té rmino  como se  de f ine  y  u t i l i za  en  la  p resente 

so l i c i t ud .  Los  res i duos  de  aminoác ido  ap rop iados  que  aba rcan 

l as  CDRs como es  de f i n ido  po r  cada una de  las  re fe renc ias  

an tes  c i tadas  se  ind ican  a  con t i nuac ión  en  la  Tab la  1  como una 

comparac ión .  Los  números  de  res iduo  exac tos  que aba rcan  una 15 

CDR pa r t i cu la r  var ia rán  depend iendo  de  l a  secuenc ia  y  tamaño 

de  l a  CDR.  Los  expe r tos  en  la  técn ica  puedan  de te rmina r  de  

manera  ru t i na r i a  cua les  res iduos  cons t i tuyen una  reg ión 

h ipe rva r i ab le  o  CDR pa r t i cu l a r  de l  sub t ipo  IgG de  humano de  

an t i cue rpo  dada l a  secuenc ia  de  aminoác ido  de  l a  reg ión  20 

var iab le  de l  an t i cue rpo .  

 

TABL A I  
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Def in ic iones  de  CD R 1  

 

 

 

 5 

 

 

 

 

 10 

 

 Kabat  e t  a l .  tamb ién  de f inen  un  s i s tema de  numerac ión 

pa ra  secuenc ias  de  domin io  var iab l e  que  es  ap l i cab le  a  

cua lqu ie r  an t i cue rpo .  Un  expe r to  en  la  t écn ica  puede  as igna r  de  

manera  inequívoca  es te  s i s tema de  “numerac ión  de  Kaba t ”  a  15 

cua lqu ie r  secuenc ia  de  domin io  var iab l e ,  s i n  depender  en  a lgún  

da to  expe r imen ta l  más  a l l á  de  la  secuenc ia  misma .  Ta l  como se  

u t i l i za  en  l a  p resen te  so l i c i tud ,  “numerac ión  de  Kabat ”  se  re f i e re  

a l  s i s tema  de  numerac ión  i nd icado po r  Kabat  e t  a l . ,  U .S .  Dept .  

o f  Hea l th  and  Human Serv i ces ,  “Sequence o f  P ro te ins  o f  20 

Immuno log ica l  I n te res t ”  (1983 ) .  A  menos  que  se  espec i f i que  de  

o t ra  manera ,  l as  re fe renc ias  a  l a  numerac ión  de  pos ic i ones  de  

res iduo  de  aminoác ido  espec í f i cas  en  un  an t i cue rpo  o  f ragmento  

 Kabat  Choth ia  

CDR1 de  V H  31 -35  26 -32  

CDR2 de  V H  50 -65  52 -58  

CDR3 de  V H  95 -102 95 -102 

CDR1 de  V L  24 -34  26 -32  

CDR2 de  V L  50 -56  50 -52  

CDR3 de  V L  89 -97  91 -96  
1  La  numerac ión  de  todas  l as  de f in i c i ones  de  CDR en la  tab la  1  
es  de  con fo rmidad con  las  convenc iones  de  numerac ión 
es tab lec idas  por  Kabat  e t  a l .  (Véase  más  ade lan te )  
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de  un ión  a  an t ígeno ,  va r ian te  o  de r i vado  de l  m ismo  de  l a  

p resen te  i nvenc ión  es tán  de  con fo rmidad  con  e l  s i s tema  de  

numerac ión  de  Kaba t ,  e l  cua l  s i n  embargo ,  es  t eór i co  y  pod r ía  

no  ap l i ca rse  i gua lmen te  a  cada an t i cue rpo  de  la  p resente  

i nvenc ión .  Por  e j emplo ,  depend iendo de  l a  pos i c i ón  de  la  5 

p r imera  CDR las  s i gu ien tes  CDRs podr ían  es ta r  desp lazadas  en  

cua lqu ie r  d i recc i ón .  

 Los  an t i cue rpos  o  f ragmentos  de  un ión  a  an t ígeno,  

f ragmentos  i nmunoespec í f i cos ,  va r ian tes ,  o  de r i vados  de  los  

m ismos  de  l a  i nvenc ión  i nc luyen ,  pe ro  no  se  l im i tan  a ,  10 

an t i cue rpos  po l i c l ona les ,  monoc lona les ,  mu l t i espec í f i cos ,  

humanos ,  human izados ,  p r ima t i zados ,  mur i n i zados  o  qu imér i cos ,  

an t i cue rpos  de  cadena  ind iv i dua l ,  f ragmen tos  de  un ión  a  

ep í tope ,  po r  e jemplo ,  Fab ,  Fab '  y  F (ab ' )2 ,  Fd ,  Fvs ,  Fvs  de 

cadena ind iv i dua l  (scFv ) ,  an t i cue rpos  de  cadena ind iv i dua l ,  Fvs  15 

l i gados  con  d isu l f u ro  (sdFv ) ,  f ragmen tos  que comprende 

cua lqu ie ra  de  un  domin io  de  V L  o  V H ,  f ragmentos  p roduc idos  po r  

una  geno teca  de  expres i ón  de  Fab,  y  an t i cue rpos  an t i - i d io t í p i cos  

(an t i - Id )  ( i nc luyendo ,  po r  e jemplo ,  an t i cue rpos  an t i - Id  pa ra  los  

an t i cue rpos  desc r i tos  en  l a  p resente  so l i c i tud ) .  Las  mo lécu las  20 

de  scFv  son  conoc idas  en  l a  t écn ica  y  son  desc r i tas ,  po r  

e jemplo  en  l a  pa ten te  E .U.A .  5 ,892 ,019.  Las  mo lécu las  de  

i nmunog lobu l i na  o  an t i cuerpo  de  l a  i nvenc ión  pueden ser  de  
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cua lqu ie r  t i po  (po r  e j emplo ,  IgG,  I gE ,  IgM,  I gD ,  IgA ,  e  IgY) ,  

c l ase  (po r  e jemplo ,  IgG1,  IgG2,  IgG3 ,  I gG4 ,  I gA1 e  IgA2)  o  

subc lase  de  mo lécu la  de  i nmunog lobu l ina .  

 En  una moda l i dad ,  e l  an t i cue rpo  de  la  p resente  i nvenc ión  

no  es  IgM o  un  de r i vado de  la  misma  con  una es t ruc tu ra  5 

pentava len te .  Par t i cu l a r ,  en  ap l i cac iones  espec í f i cas  de  l a  

p resen te  invenc ión ,  espec ia lmen te  uso  te rapéut i co ,  l as  IgMs son 

menos  ú t i l es  que  l as  IgG  y  o t ros  an t i cue rpos  d iva len tes  o 

mo lécu las  de  un ión  cor respond ien tes  deb ido  a  que  las  I gMs por  

su  es t ruc tu ra  pentava len te  y  fa l t a  de  madurac ión  po r  a f in i dad 10 

con  f recuenc ia  mues t ran  reac t i v i dades  c ruzadas  no  espec í f i cas  

y  a f in idad  muy  ba ja .  En  una moda l idad  pa r t i cu la rmente 

p re fe r ida ,  e l  an t i cue rpo  de  la  p resente  invenc ión  no  es  un  

an t i cue rpo  po l i c lona l ,  es  dec i r  és te  cons is te  sus tanc ia lmen te  de  

una espec ie  de  an t i cue rpo  pa r t i cu la r  en  vez  de  se r  una  mezc la  15 

ob ten ida  a  pa r t i r  de  una mues t ra  de  i nmunog lobu l i na  de  p lasma.  

 Los  f ragmen tos  de  an t i cue rpo ,  i nc luyendo an t i cue rpos  de  

cadena i nd iv i dua l ,  pueden comprender  la  reg ión  o  reg iones  

var iab les  so las  o  en  comb inac ión  con  l a  to ta l i dad  o  una po rc i ón 

de  l as  s i gu ien tes :  reg ión  de  gozne ,  domin ios  CH1 ,  CH2 y  CH3.  20 

También  se  i nc luyen  en  l a  i nvenc ión  los  f ragmen tos  de  un ión  a  

DPR l os  cua les  comprenden  cua lqu ie r  combinac ión  de  reg ión  o  

reg iones  va r iab les  con  una reg ión  de  gozne,  l os  domin ios  CH1,  
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CH2 y  CH3 .  Los  an t i cue rpos  o  f ragmen tos  inmunoespec í f i cos  de  

l os  mismos  de  la  p resen te  i nvenc ión  pueden se r  de  cua lqu ie r  

o r i gen  an ima l  i nc luyendo  aves  y  mamí fe ros .  De  p re fe renc ia ,  l os  

an t i cue rpos  son  an t i cue rpos  de  humano,  de  múr i do ,  de  asno ,  de  

cone jo ,  de  cab ra ,  de  cobayo ,  de  camel l o ,  de  l l ama ,  de  caba l l o  o  5 

de  po l lo .  En  o t ra  moda l i dad ,  l a  reg ión  va r i ab le  puede se r  de  

o r i gen  cond r i c to i de  (po r  e jemplo  p roven ien te  de  t i bu rones ) .  

 En  un  aspec to ,  e l  an t i cue rpo  de  l a  p resen te  invenc ión  es  

un  an t i cue rpo  monoc lona l  de  humano a is lado  a  par t i r  de  un 

humano .  De manera  opc iona l ,  l a  reg ión  de  es t ruc tu ra  base  de l  10 

an t i cue rpo  de  humano  se  a l i nea  y  adopta  de  con formidad  con  

l as  secuenc ias  de  reg ión  va r iab le  de  l í nea  ge rmina l  de  humano 

pe r t i nen tes  en  l a  base  de  da tos ;  véase ,  po r  e j emplo  Vbase 

(h t t p : / / vbase .mrc -cpe .cam.ac .uk / )  a l o jada  po r  MRC Cent re  fo r  

P ro te in  Eng inee r i ng  (Cambr i dge ,  RU) .  Po r  e jemplo ,  l os  15 

aminoác idos  cons ide rados  como po tenc ia lmen te  desv iados  de  la  

secuenc ia  de  l í nea  ge rmina l  ve rdadera  pod r ían  deberse  a  l as  

secuenc ias  de  in i c iado r  para  PCR inco rpo radas  du ran te  e l  

p roceso  de  c l onac ión .  En  comparac ión  con  l os  an t i cue rpos  t i po  

humano generados  a r t i f i c ia lmente  ta l es  como f ragmen tos  de 20 

an t i cue rpo  de  cadena i nd iv idua l  (scFv )  p roven ien tes  de  una 

geno teca  de  an t i cue rpo  desp legada  en  fago  o  de  ra tones  

xenogené icos  e l  an t i cue rpo  monoc lona l  de  humano de  la  
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p resen te  invenc ión  se  ca rac te r i za  po r  ( i )  se r  ob ten ido  u t i l i zando 

l a  respues ta  i nmune  humana  en  vez  de  aque l l a  de  subs t i t u tos  

an ima les ,  es  dec i r ,  e l  an t i cue rpo  ha  s i do  generado en  respues ta  

a  las  DPRs na tu ra l es  y  p ro te ínas  de  DPR,  de  p re fe renc ia  

C9ORF72-DPRs en  su  con fo rmac ión  re levan te  en  e l  cue rpo  5 

humano ,  ( i i )  han  p ro teg ido  a l  i nd iv iduo  o  es  po r  l o  menos 

s i gn i f i ca t i vo  pa ra  la  p resenc ia  de  DPRs,  de  p re fe renc ia  

C9ORF72-DPRs ,  y  ( i i i )  deb ido  a  que  e l  an t i cue rpo  es  de  o r i gen  

humano  l os  r i esgos  de  reac t i v idad  c ruzada  con t ra  au to -

an t ígenos  es tá  reduc ida  a l  mín imo;  véase  también  sup ra .  Po r  l o  10 

tan to ,  de  con fo rmidad  con  la  p resen te  i nvenc ión  los  t é rminos  

“an t i cuerpo  monoc lona l  de  humano” ,  “au to -an t i cuerpo  

monoc lona l  de  humano” ,  “an t i cue rpo  de  humano”  y  s im i la res  se 

u t i l i zan  pa ra  denota r  una  mo lécu la  de  un ión  a  DPR la  cua l  es  de  

o r i gen  humano,  es  dec i r  l a  cua l  ha  s ido  a is l ada  a  par t i r  de  una 15 

cé lu l a  de  humano  ta l  como una  cé lu la  B  o  h ib r i doma de l  m ismo  o 

de l  ADNc  de l  cua l  ha  s ido  c lonado  d i rec tamen te  a  pa r t i r  de  

ARNm de  una  cé lu la  de  humano ,  po r  e jemplo  una  cé lu l a  B  de  

memor ia  humana,  un  an t i cue rpo  de  humano  todav ía  es  

“humano” ,  es  dec i r  de r i vado de  humano inc l uso  s i  se  hacen 20 

sus t i tuc i ones  de  am inoác ido  en  e l  an t i cue rpo ,  po r  e j emplo ,  pa ra  

me jora r  l as  ca rac te r ís t i cas  de  un ión .  En  es te  con tex to ,  con t ra r i o  

a  los  an t i cue rpos  human izados  y  an t i cue rpos  de  a lguna o t ra  
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manera  t i po  humano,  véase también  la  d i scus ión  in f ra ,  l os  

an t i cue rpos  de r i vados  de  humano  de  la  p resen te  invenc ión  se  

carac te r i zan  po r  comprender  CDRs las  cua les  han  s i do  v i s tas  

po r  e l  cue rpo  humano y  por  l o  tan to  es tán  sus tanc ia lmente  

caren tes  de l  r i esgo  de  se r  i nmunogén icas .  Po r  l o  tan to ,  e l  5 

an t i cue rpo  de  l a  p resente  i nvenc ión  puede  i nc l uso  ser  denotado 

como der i vado de  humano s í  po r  l o  menos  una,  de  p re fe renc ia  

dos  y  de  manera  más  p re fe r i da  todas  l as  t res  CDR de una o  

ambas  de  las  cadenas  l i ge ra  y  pesada va r i ab les  de l  an t i cue rpo  

se  de r i van  a  par t i r  de  los  an t i cuerpos  de  humano i l us t rados  en 10 

l a  p resen te  so l i c i tud .  

 En  una moda l i dad  l os  an t i cue rpos  de r i vados  de  humano de  

l a  p resen te  i nvenc ión  comprenden reg iones  he te ró l ogas  

comparadas  con  los  an t i cuerpos  de  o r igen  na tu ra l ,  po r  e j emplo  

sus t i tuc i ones  de  aminoác ido  en  l a  reg ión  de  es t ruc tu ra  base ,  15 

reg ión  cons tan te  fus i onada de  manera  exógena  a  l a  reg ión  

var iab le ,  aminoác idos  d i f e ren tes  en  l os  ex t remos  C- te rmina l  o  

N- te rmina l  y  s im i la res .  

 Los  an t i cue rpos  de r i vados  a  pa r t i r  de  geno tecas  de  

i nmunog lobu l i na  de  humano o  de  an ima les  t ransgén icos  pa ra 20 

una o  más  inmunog lobu l i nas  de  humano y  aque l los  que no 

exp resan  inmunog lobu l inas  endógenas ,  como se  desc r ibe  i n f ra  

y ,  po r  e j emplo  en ,  pa ten te  E .U .A .  no .  5 ,939 ,598 pa ra  
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Kucher lapa t i  et  a l . ,  se  deno tan  an t i cue rpos  t i po  humano con e l  

f i n  de  d is t i ngu i r l os  de  l os  an t i cue rpos  ve rdaderamente  humanos  

de  la  p resente  invenc ión .  Po r  e j emplo ,  e l  apareamien to  de  l as  

cadenas  pesada y  l i ge ra  de  an t i cuerpos  t i po  humano ta l es  como 

l os  an t i cue rpos  s in té t i cos  y  semi -s in té t i cos  t íp i camente  a i s lados  5 

a  pa r t i r  de  desp l i egue  en  fago  no  necesa r iamente  re f le jan  e l  

apareamien to  o r i g i na l  t a l  como és te  ocu r re  en  la  cé lu l a  B  de  

humano  o r i g ina l .  Po r  cons igu ien te  l os  f ragmen tos  Fab y  scFv  

ob ten idos  a  pa r t i r  de  genotecas  de  exp res ión  recomb inan tes  

como se  u t i l i za  comúnmente  en  l a  técn ica  an teceden te  pueden 10 

ser  cons ide rados  como a r t i f i c i a les  con  todos  l os  pos ib les  

e fec tos  asoc iados  sob re  la  i nmunogen ic idad  y  es tab i l i dad .  En  

con t ras te ,  l a  p resen te  i nvenc ión  p rovee an t i cuerpos  madurados 

po r  a f i n idad  a is l ados  a  par t i r  de  i nd iv iduos  humanos  

se lecc i onados ,  l os  cua les  es tán  ca rac te r i zados  por  su  u t i l i dad  15 

te rapéut i ca  y  su  to le ranc ia  en  e l  ser  humano .  

 Ta l  como se  u t i l i za  en  la  p resente  so l i c i t ud ,  e l  té rmino  

“an t i cuerpo  roden t i zado ”  o  “ i nmunog lobu l i na  roden t i zada ”  se  

re f ie re  a  un  an t i cue rpo  que  comprende una  o  más  CDRs  

p roven ien tes  de  un  an t i cue rpo  de  humano  de  la  p resen te  20 

i nvenc ión ;  y  una  reg ión  de  es t ruc tu ra  base  de  humano  que 

con t iene  sus t i tuc i ones  y /o  de lec i ones  y /o  i nse rc i ones  de  

aminoác ido  que es tán  basadas  en  una secuenc ia  de  an t i cue rpo  
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de  roedo r .  Cuando se  hace  re fe renc ia  a  roedo res ,  de  

p re fe renc ia  se  u t i l i zan  secuenc ias  que se  o r ig i nan  en  ra tones  y  

ra tas ,  en  las  cua les  l os  an t i cue rpos  que  comprenden d ichas  

secuenc ias  son  re fe r i dos  como “mur in i zados ”  o  “ ra t in i zados ”  

respec t i vamen te .  La  i nmunog lobu l ina  de  humano  que  p rovee  las  5 

CDRs  se  denomina  l a  “p rogen i to ra ”  o  “acepto ra ”  y  e l  an t i cuerpo 

de  roedo r  que  p rovee l os  cambios  de  es t ruc tu ra  base  se  

denomina  e l  “donador ” .  Las  reg iones  cons tan tes  no  neces i tan  

es ta r  p resentes ,  pe ro  s i  és tas  es tán  p resen tes ,  és tas  son  de  

manera  usua l  sus tanc ia lmen te  i dén t i cas  a  l as  reg iones  10 

cons tan tes  de l  an t i cue rpo  de  roedor ,  es  dec i r  po r  l o  menos  85% 

a  90%,  de  p re fe renc ia  aprox imadamen te  95% o  más  i dén t i ca .  

Po r  l o  tan to ,  en  a lgunas  moda l i dades ,  una  i nmunog lobu l ina  de  

cadena  pesada  o  cadena  l i ge ra  de  humano  mur in i zada  de  

l ong i t ud  comple ta  con t iene  una  reg ión  cons tan te  de  ra tón ,  CDRs 15 

de  humano,  y  una  es t ruc tu ra  base  sus tanc ia lmen te  humana que 

t i ene  un  número  de  sus t i t uc iones  de  aminoác ido  “mur in i zan tes ” .  

T íp i camen te ,  un  “an t i cue rpo  mur in i zado ”  es  un  an t i cue rpo  que 

comprende una cadena l i gera  va r i ab le  mur in i zada  y /o  una 

cadena pesada var iab le  mur i n i zada .  Po r  e j emplo ,  un  an t i cue rpo 20 

mur in i zado  pod r ía  no  aba rcar  un  an t i cue rpo  qu imér i co  t í p i co ,  po r  

e jemplo ,  deb ido  a  que l a  reg ión  va r i ab le  comple ta  de  un  

an t i cue rpo  qu imér i co  no  p rov iene  de  ra tón .  Un  an t i cue rpo 
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mod i f i cado  que  ha  s i do  “mur i n i zado ”  med ian te  e l  p roced imien to  

de  “mur i n i zac ión ”  se  une  a l  m ismo an t ígeno que  e l  an t i cue rpo 

p rogen i to r  que  p rovee  las  CDRs  y  usua lmente  es  menos  

i nmunogén ico  en  ra tones ,  en  comparac ión  con  e l  an t i cue rpo  

p rogen i to r .  Las  exp l i cac i ones  an te r i o res  con  respec to  a  l os  5 

an t i cue rpos  “mur in i zados ”  se  ap l i can  de  manera  aná loga  pa ra  

o t ros  an t i cue rpos  “ roden t i zados” ,  t a l  como los  “an t i cue rpos  

ra t in i zados ” ,  en  los  cua les  se  u t i l i zan  secuenc ias  de  ra ta  en  

l uga r  de  múr i do .  

 Ta l  como se  u t i l i za  en  la  p resente  so l i c i t ud ,  e l  té rmino  10 

“po rc ión  de  cadena pesada”  inc l uye  secuenc ias  de  aminoác ido 

de r i vadas  a  pa r t i r  de  una  cadena  pesada  de  inmunog lobu l ina .  

Un  po l ipép t ido  que  comprende  una po rc i ón  de  cadena pesada  

comprende po r  l o  menos  uno  de :  un  domin io  CH1,  un  domin io  de  

gozne (po r  e j emplo ,  reg ión  de  gozne supe r io r ,  i n te rmed ia  y /o  15 

i n fe r io r ) ,  un  domin io  CH2 ,  un  domin io  CH3 ,  o  una var ian te  o  

f ragmento  de l  m i smo.  Po r  e jemplo ,  un  po l ipép t ido  de  un ión  pa ra  

ser  u t i l i zado  en  l a  i nvenc ión  puede  comprender  una  cadena  

po l i pep t íd i ca  que comprende  un  domin io  CH1 ;  una  cadena 

po l i pep t íd i ca  que comprende un  domin io  CH1,  po r  l o  menos  una 20 

po rc i ón  de  un  domin io  de  gozne ,  y  un  domin io  CH2;  una  cadena 

po l i pep t íd i ca  que comprende un  domin io  CH1 y  un  domin io  CH3 ;  

una  cadena po l ipep t íd i ca  que comprende un  domin io  CH1,  po r  l o  
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menos  una porc ión  de  un  domin io  de  gozne y  un  domin io  CH3,  o  

una cadena po l ipep t íd i ca  que comprende un  domin io  CH1,  po r  l o  

menos  una po rc i ón  de  un  domin io  de  gozne ,  un  domin io  CH2  y  

un  domin io  CH3.  En o t ra  moda l idad ,  un  po l ipép t i do  de  la  

i nvenc ión  comprende una  cadena  po l i pep t íd i ca  que comprende 5 

un  domin io  CH3.  Además ,  un  po l i pép t i do  de  un ión  pa ra  se r  

u t i l i zado en  la  i nvenc ión  puede  carece r  po r  l o  menos  de  una 

po rc i ón  de  un  domin io  CH2  (po r  e jemp lo  todo  o  una  pa r te  de  un 

domin io  CH2) .  Como se  ind icó  an te r i o rmen te ,  e l  expe r to  en  l a  

t écn ica  en tenderá  que es tos  domin ios  (po r  e jemp lo  l as  10 

po rc i ones  de  cadena pesada)  se  pueden mod i f i ca r  de  modo ta l  

que  es tos  va r íen  de  la  mo lécu la  de  i nmunog lobu l i na  de  o r i gen  

na tu ra l  en  la  secuenc ia  de  aminoác ido .  

 En  a lgunos  an t i cue rpos ,  o  f ragmen tos  de  un ión  a  an t ígeno ,  

var ian tes ,  o  de r i vados  de  l os  mismos  desc r i tos  en  la  p resente  15 

so l i c i t ud ,  l as  po rc i ones  de  la  cadena pesada de  una cadena 

po l i pep t íd i ca  de  un  mu l t ímero  son  idén t i cas  a  aque l las  en  una 

segunda  cadena po l i pep t íd i ca  de l  mu l t ímero .  De  manera  

a l t e rna t i va ,  l os  monómeros  que  con t ienen  la  po rc i ón  de  la  

cadena pesada de  l a  i nvenc ión  no  son  i dén t i cos .  Po r  e j emplo ,  20 

cada monómero  puede  comprender  un  s i t i o  de  un ión  a  ob je t i vo  

d i f e ren te ,  fo rmando ,  po r  e jemplo ,  un  an t i cue rpo  b iespec í f i co  o  

d iacue rpo .  
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 En  o t ra  moda l i dad ,  l os  an t i cue rpos ,  o  f ragmentos  de  un ión 

a  an t ígeno,  va r i an tes ,  o  de r i vados  de  l os  mismos  desc r i t os  en  la  

p resen te  so l i c i t ud  es tán  cons t i t u i dos  po r  una  so la  cadena 

po l i pep t íd i ca  ta l  como l os  scFvs  i ban  a  ser  exp resados  de 

manera  in t race lu la r  ( i n t racue rpos )  pa ra  ap l i cac iones  po tenc ia l es  5 

t e rapéut i cas  y  de  d iagnós t i co  in  v i vo .  

 Las  po rc iones  de  la  cadena  pesada  de  un  po l i pép t ido  de  

un ión  pa ra  se r  u t i l i zadas  en  los  métodos  de  d i agnós t i co  y  

t ra tamien to  desc r i t os  en  l a  p resen te  so l i c i tud  se  pueden de r i va r  

a  par t i r  de  mo lécu las  de  inmunog lobu l i na  d i f e ren tes .  Po r  10 

e jemplo ,  una  po rc i ón  de  l a  cadena  pesada  de  un  po l i pép t i do  

puede comprender  un  domin io  CH1  de r i vado a  pa r t i r  de  una 

mo lécu la  de  IgG1 y  una reg ión  de  gozne de r i vada a  par t i r  de  

una mo lécu la  de  IgG3 .  En  o t ro  e jemplo ,  una  porc i ón  de  l a  

cadena pesada puede comprender  una  reg ión  de  gozne 15 

de r i vada,  en  pa r te ,  a  pa r t i r  de  una mo lécu la  de  IgG1  y ,  en  pa r te ,  

a  pa r t i r  de  una  mo lécu la  de  IgG3.  En  o t ro  e j emplo ,  una  po rc i ón  

de  la  cadena pesada puede  comprender  un  gozne  qu imér i co  

de r i vado,  en  pa r te ,  a  pa r t i r  de  una mo lécu la  de  IgG1  y ,  en  pa r te ,  

a  pa r t i r  de  una  mo lécu la  de  IgG4 .  20 

 Ta l  como se  u t i l i za  en  la  p resente  so l i c i t ud ,  e l  té rmino  

“po rc ión  de  l a  cadena  l i ge ra ”  i nc l uye  secuenc ias  de  aminoác ido  

de r i vadas  a  pa r t i r  de  una cadena l i ge ra  de  i nmunog lobu l ina .  De 
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p re fe renc ia ,  l a  po rc ión  de  l a  cadena l i gera  comprende  po r  l o  

menos  uno  de  un  domin io  VL  o  domin io  CL.  

 Se  c ree  que e l  t amaño  mín imo  de  un  ep í tope  pept íd i co  o 

po l i pep t íd i co  para  un  an t i cue rpo  es  de  ap rox imadamen te  cua t ro  

a  c i nco  aminoác idos .  Los  ep í topes  pep t íd i cos  o  po l i pep t íd i cos  5 

de  p re fe renc ia  con t i enen  po r  l o  menos  s i e te ,  de  manera  más  

p re fe r ida  po r  l o  menos  nueve  y  de  manera  más  p re fe r i da  aún 

en t re  po r  l o  menos  ap rox imadamen te  15  has ta  ap rox imadamente 

30  aminoác idos .  Deb ido  a  que  una  CDR puede  reconoce r  un 

pépt i do  o  po l i pép t i do  an t i gén ico  en  su  fo rma  te rc i a r ia ,  l os  10 

aminoác idos  que comprenden un  ep í tope  no  neces i t an  se r  

con t iguos ,  y  en  a l gunos  casos ,  pod r ían  i nc luso  no  es ta r  en  la  

m isma cadena  pep t íd i ca .  En  la  p resen te  i nvenc ión ,  un  ep í tope  

pept íd i co  o  po l ipep t íd i co  reconoc ido  po r  l os  an t i cue rpos  de  l a  

p resen te  invenc ión  con t iene  una  secuenc ia  de  po r  l o  menos  4 ,  15 

po r  l o  menos  5 ,  po r  l o  menos  6 ,  por  l o  menos  7 ,  de  manera  más  

p re fe r ida  por  l o  menos  8 ,  po r  l o  menos  9 ,  po r  l o  menos  10 ,  por  

l o  menos  15 ,  por  l o  menos  20 ,  po r  l o  menos  25 ,  o  en t re  

ap rox imadamen te  15  has ta  aprox imadamente  30  am inoác idos  

con t iguos  o  no  con t iguos  de  DPRs  ta les  como GA 1 5  como se  20 

encuent ra  en  las  C9ORF72-DPRs.  D icho  en  o t ras  pa lab ras ,  e l  

an t i cue rpo  de  l a  p resen te  invenc ión  o  de r i vado  b io tecno lóg ico  

de l  m ismo  de  p re fe renc ia  reconoce  una  DPR con  un  número  de  
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repe t i c i ón  de  d ipép t i do  que cons is te  de  dos  am inoác idos  

d i f e ren tes  X  y  X ’  (XXX y  XXX ' ;  XaaXaa ' )  de  por  e jemp lo  3  a  50 ,  

de  p re fe renc ia  10  a  40 ,  más  p re fe r ido  15  a  30  y  de  manera  más  

p re fe r ib l e  15 .  Por  l o  t an to ,  un  ep í tope  o  an t ígeno reconoc ido  po r  

e l  an t i cue rpo  de  la  p resente  i nvenc ión  o  de r i vado b io tecno lóg ico  5 

de l  m ismo  s i  cons is te  de  una  DPR con  un  número  de  repe t i c ión 

de  15  en  té rminos  genera les  puede ser  des ignado (XX ' ) 1 5 .  

 Con “que  se  une espec í f i camen te” ,  o  “que  reconoce 

espec í f i camente ” ,  u t i l i zados  de  manera  in te rcambiab le  so l i c i t ud  

en  la  p resente  memor ia  desc r i p t i va ,  se  qu ie re  dec i r  en  té rminos  10 

genera les  que una molécu la  de  un ión ,  po r  e j emplo ,  un  

an t i cue rpo  se  une a  un  ep í tope  a  t ravés  de  su  domin io  de  un ión  

a  an t ígeno,  y  que  l a  un ión  imp l i ca  c i e r ta  complemen ta r i edad 

en t re  e l  domin io  de  un ión  a  an t ígeno y  e l  ep í tope .  De 

con fo rm idad  con  es ta  de f in i c ión ,  se  d i ce  que un  an t i cue rpo  “se  15 

une espec í f i camen te”  a  un  ep í tope  cuando és te  se  une a  d i cho  

ep í tope ,  a  t ravés  de  su  domin io  de  un ión  a  an t ígeno más 

fác i lmente  de  l o  que  se  un i r í a  a  un  ep í tope  a lea to r i o  no  

re l ac i onado.  E l  t é rmino  “espec i f i c i dad ”  se  u t i l i za  en  la  p resen te  

so l i c i t ud  para  ca l i f i ca r  l a  a f in idad  re la t i va  med ian te  la  cua l  un  20 

c i e r to  an t i cuerpo  se  une  a  un  c i e r to  ep í tope .  Po r  e jemp lo ,  se  

puede cons ide ra r  que  e l  an t i cue rpo  “A ”  t i ene  una espec i f i c idad  

más  a l t a  pa ra  un  ep í tope  dado que e l  an t i cue rpo  “B ” ,  o  se  puede 
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dec i r  que  e l  an t i cue rpo  “A ”  se  une  a l  ep í tope  “C”  con  una 

espec i f i c idad  más  a l ta  que  la  que  t i ene  pa ra  e l  ep í tope  “D”  

re l ac i onado.  

 En  donde es té  p resente ,  e l  té rm ino  “ca rac te r ís t i cas  de  

un ión  inmuno lóg icas ” ,  u  o t ras  ca rac te r ís t i cas  de  un ión  de  un  5 

an t i cue rpo  con  un  an t ígeno,  en  todas  sus  fo rmas  g ramat i ca les ,  

se  re f ie re  a  la  espec i f i c i dad ,  a f i n idad ,  reac t i v i dad  c ruzada ,  y  

o t ras  carac te r ís t i cas  de  un ión  de  un  an t i cue rpo .  

 Con “que se  une de  manera  p re fe ren te ” ,  se  qu ie re  dec i r  

que  la  mo lécu la  de  un ión ,  po r  e jemplo ,  an t i cue rpo  se  une 10 

espec í f i camente  a  un  ep í tope  más  fác i lmen te  de  l o  que  se  un i r ía  

a  un  ep í tope  re lac i onado,  s im i l a r ,  homólogo o  aná logo .  Po r  l o  

t an to ,  un  an t i cuerpo  que  “se  une de  manera  p re fe ren te ”  a  un  

ep í tope  dado se  un i rá  más  p robab lemen te  a  d i cho  ep í tope  que a  

un  ep í tope  re lac ionado,  i nc luso  aunque  d i cho  an t i cue rpo  pueda 15 

reacc iona r  de  fo rma c ruzada con  e l  ep í tope  re l ac ionado .  

 A  manera  de  e jemplo  no  l im i ta t i vo ,  se  pod r ía  cons ide rar  

que  una mo lécu la  de  un ión ,  por  e j emplo ,  un  an t i cuerpo  se  une a  

un  p r imer  ep í tope  de  manera  p re fe ren te  s i  és te  se  une  a  d i cho  

p r imer  ep í tope  con  una cons tan te  de  d isoc iac ión  (KD)  que es  20 

menor  que  l a  KD de l  an t i cue rpo  pa ra  e l  segundo ep í tope .  En 

o t ro  e j emplo  no  l im i ta t i vo ,  se  puede cons ide ra r  que  un  

an t i cue rpo  se  une a  un  p r imer  an t ígeno de  manera  p re fe ren te  s i  
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és te  se  une a l  p r imer  ep í tope  con  una a f in i dad  que  sea  po r  l o  

menos  un  o rden de  magn i tud  menor  que  la  KD de l  an t i cue rpo  

pa ra  e l  segundo ep í tope .  En  o t ro  e jemp lo  no  l im i ta t i vo ,  se  puede 

cons ide ra r  que  un  an t i cue rpo  se  une a  un  p r imer  ep í tope  de  

manera  p re fe ren te  s i  és te  se  une a l  p r imer  ep í tope  con  una 5 

a f i n idad  que  sea  po r  l o  menos  dos  ó rdenes  de  magn i tud  menor  

que  l a  KD de l  an t i cue rpo  para  e l  segundo ep í tope .  

 En  o t ro  e jemplo  no  l im i ta t i vo ,  se  puede cons ide ra r  que  una 

mo lécu la  de  un ión ,  po r  e j emplo ,  un  an t i cue rpo  se  une a  un  

p r imer  ep í tope  de  manera  p re fe ren te  s i  és te  se  une a l  p r imer 10 

ep í tope  con  una ve loc i dad  de  d isoc iac ión  (k d i s o c . )  que  sea  menor  

que  l a  k d i s o c .  de l  an t i cue rpo  pa ra  e l  segundo  ep í tope .  En  o t ro  

e jemplo  no  l im i ta t i vo ,  se  puede cons ide rar  que  un  an t i cue rpo  se  

une a  un  p r imer  ep í tope  de  manera  p re fe ren te  s i  és te  se  une a l  

p r imer  ep í tope  con  una a f i n idad  que  sea  por  l o  menos  un  o rden 15 

de  magn i tud  menor  que  l a  k d i s o c .  de l  an t i cuerpo  pa ra  e l  segundo 

ep í tope .  En  o t ro  e jemplo  no  l im i ta t i vo ,  se  puede cons ide rar  que  

un  an t i cue rpo  se  une a  un  p r imer  ep í tope  de  manera  p re fe ren te  

s i  és te  se  une a l  p r imer  ep í tope  con  una  a f in idad  que  sea  po r  l o  

menos  dos  ó rdenes  de  magn i tud  menor  que  l a  k d i s o c .  de l  20 

an t i cue rpo  pa ra  e l  segundo ep í tope .  

 Se  puede dec i r  que  una mo lécu la  de  un ión ,  po r  e jemplo ,  un  

an t i cue rpo  o  f ragmen to  de  un ión  a  an t ígeno ,  va r ian te  o  de r i vado 
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desc r i to  en  la  p resente  so l i c i t ud  se  une  a  l as  DPRs o  un  

f ragmento ,  va r ian te  o  con  fo rmac ión  espec í f i ca  de  las  mismas  

con  una ve loc i dad  de  d isoc i ac i ón  (k d i s o c . )  menor  que  o  igua l  a  5  

x  10 - 2  seg - 1 ,  10 - 2  seg - 1 ,  5  x  10 - 3  seg - 1  o  10 - 3  seg - 1 .  De  manera  

más  pre fe r ida ,  se  puede dec i r  que  un  an t i cue rpo  de  l a  i nvenc ión  5 

se  une  a  l as  p ro te ínas  de  DPR o  un  f ragmento ,  var ian te  o  

con fo rmac ión  espec í f i ca  de  l as  mismas  con  una  ve loc idad  de  

d isoc i ac i ón  (k d i s o c . )  menor  que  o  igua l  a  5  x  10 - 4  seg - 1 ,  10 - 4   

seg - 1 ,  5  x  10 - 5  seg - 1 ,  o  10 - 5  seg - 1 ,  5  x  10 - 6  seg - 1 ,  10 - 6  seg - 1 ,  5  x  

10 - 7  seg - 1  o  10 - 7  seg - 1 .  En  una moda l i dad  pa r t i cu la rmente 10 

p re fe r ida ,  l a  DPR es  una DPR asoc iada con  C9ORF72 ,  es  dec i r  

C9ORF72-DPR.  

 Se  puede dec i r  que  una mo lécu la  de  un ión ,  po r  e jemplo ,  un  

an t i cue rpo  o  f ragmen to  de  un ión  a  an t ígeno ,  va r ian te  o  de r i vado 

desc r i to  en  la  p resente  so l i c i tud  se  une  a  l a  DPR,  o  un  15 

f ragmento ,  va r ian te  o  con fo rmac ión  espec í f i ca  de  l a  m isma con 

una ve loc idad  de  asoc iac ión  (k a s o c . )  mayo r  que  o  igua l  a  10 3  M - 1  

seg - 1 ,  5  x  10 3  M - 1  seg - 1 ,  10 4  M - 1  seg - 1  o  5  x  10 4  M - 1  seg - 1 .  De  

manera  más  p re fe r ida ,  se  puede dec i r  que  un  an t i cue rpo  de  l a  

i nvenc ión  se  une  a  la  DPR o  un  f ragmen to ,  va r i an te  o 20 

con fo rmac ión  espec í f i ca  de  la  misma  con una  ve loc idad  de  

asoc iac ión  (k a s o c . )  mayo r  que  o  igua l  a  10 5  M - 1  seg - 1 ,  5  x  10 5  M - 1  

seg - 1 ,  10 6  M - 1  seg - 1 ,  o  5  x  10 6  M - 1  seg - 1  o  10 7  M - 1  seg - 1 .  En  una 
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moda l i dad ,  se  puede dec i r  que  la  mo lécu la  de  un ión  se  une a  

C9ORF72-DPR,  o  un  f ragmento ,  var ian te  o  con formac ión 

espec í f i ca  de  l a  m isma con una  ve loc idad  de  asoc iac i ón  (k a s o c . )  

mayor  que  o  i gua l  a  10 3  M - 1  seg - 1 ,  5  x  10 3  M - 1  seg - 1 ,  10 4  M - 1  seg -

1  o  5  x  10 4  M - 1  seg - 1 .  De  manera  más  p re fe r i da ,  se  puede  dec i r  5 

que  un  an t i cue rpo  de  la  i nvenc ión  se  une  a  C9ORF72-DPR o  un 

f ragmento ,  va r ian te  o  con fo rmac ión  espec í f i ca  de  l a  m isma con 

una ve loc idad  de  asoc iac ión  (k a s o c . )  mayo r  que  o  igua l  a  10 5  M - 1  

seg - 1 ,  5  x  10 5  M - 1  seg - 1 ,  10 6  M - 1  seg - 1 ,  o  5  x  10 6  M - 1  seg - 1  o  10 7  

M - 1  seg - 1 .  10 

 Se  d ice  que  una  molécu la  de  un ión ,  po r  e jemplo ,  un  

an t i cue rpo  i nh i be  de  manera  compe t i t i va  la  un ión  de  un  

an t i cue rpo  de  re fe renc ia  a  un  ep í tope  dado s i  és te  se  une de  

manera  p re fe ren te  a  d i cho  ep í tope  has ta  l a  med ida  en  que  és te  

b loquea ,  has ta  c i e r to  g rado,  l a  un ión  de l  an t i cue rpo  de  15 

re fe renc ia  a l  ep í tope .  La  i nh i b i c i ón  compe t i t i va  se  puede 

de te rminar  med ian te  cua lqu ie r  método conoc ido  en  l a  t écn ica ,  

po r  e jemplo ,  p ruebas  EL ISA  de  compe t i c ión .  Se  puede  dec i r  que 

un  an t i cue rpo  inh ibe  de  manera  compe t i t i va  la  un ión  de l  

an t i cue rpo  de  re fe renc ia  a  un  ep í tope  dado  en  po r  l o  menos 20 

90%,  po r  l o  menos  80%,  po r  l o  menos  70%,  po r  l o  menos  60%,  o  

po r  l o  menos  50%.  

 Ta l  como se  u t i l i za  en  la  p resente  so l i c i t ud ,  e l  té rmino  
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“a f in idad ,  se  re f i e re  a  una med ida  de  la  fue rza  de  la  un ión  de  un  

ep í tope  ind iv i dua l  con  la  CDR de  una molécu la  de  un ión ,  po r  

e jemplo ,  una  mo lécu la  de  i nmunog lobu l ina ;  véase ,  po r  e j emplo ,  

Ha r l ow e t  a l . ,  An t i bod ies :  A  Labo ra to ry  Manua l ,  Co ld  Sp r ing  

Harbo r  Labo ra to ry  Press ,  2 ª  ed .  (1988 )  en  las  pág inas  27 -28 .  5 

Ta l  como se  u t i l i za  en  l a  p resente  so l i c i t ud ,  e l  té rmino  “av idez ”  

se  re f ie re  a  l a  es tab i l i dad  g loba l  de l  comple j o  en t re  una 

pob lac i ón  de  i nmunog lobu l i nas  y  un  an t ígeno ,  es  dec i r ,  l a  f uerza  

de  combinac ión  func iona l  de  una  mezc la  de  i nmunog lobu l i na  con  

e l  an t ígeno;  véase ,  po r  e jemplo ,  Ha r l ow en  las  pág inas  29 -34 .  10 

La  av idez  se  re l ac i ona  tan to  con  la  a f i n idad  de  las  mo lécu las  de 

i nmunog lobu l i na  i nd iv i dua les  en  l a  pob lac i ón  con  ep í topes  

espec í f i cos ,  como también  con  las  va l enc ias  de  l as  

i nmunog lobu l i nas  y  e l  an t ígeno .  Po r  e j emplo ,  l a  i n te racc i ón  

en t re  un  an t i cue rpo  monoc lona l  b i va l en te  y  un  an t ígeno  con  una 15 

es t ruc tu ra  de  ep í tope  a l t amente  repe t i t i va ,  ta l  como un  

po l ímero ,  pod r ía  se r  una  de  av idez  a l t a .  La  a f i n idad  o  av idez  de  

un  an t i cuerpo  pa ra  un  an t ígeno  se  puede  de te rminar  

expe r imen ta lmente  u t i l i zando cua lqu ie r  mé todo ap rop iado;  

véase,  po r  e j emplo ,  Be rzo fsky  e t  a l . ,  “An t i body -Ant i gen 20 

In te rac t i ons ”  en  Fundamen ta l  Immuno logy ,  Pau l ,  W.  E . ,  Ed . ,  

Raven Press  New York ,  N Y  (1984 ) ,  Kuby ,  Jan is  Immuno logy ,  W.  

H .  F reeman  and  Company  New York ,  N  Y  (1992 ) ,  y  l os  métodos 
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desc r i tos  en  la  p resente  so l i c i tud .  Las  técn icas  gene ra les  pa ra 

med i r  l a  a f i n idad  de  un  an t i cue rpo  para  un  an t ígeno i nc luyen  

ELISA,  RIA ,  y  resonanc ia  de  p l asmón  de  supe r f i c i e .  La  a f in i dad  

med ida  de  una i n te racc i ón  an t i cue rpo -an t ígeno pa r t i cu la r  puede 

var ia r  s i  se  mide  ba jo  cond ic iones  d i f e ren tes ,  por  e jemplo ,  5 

concen t rac i ón  de  sa l ,  pH.  Por  l o  tan to ,  l as  med ic iones  de  

a f i n idad  y  o t ros  pa rámet ros  de  un ión  a  an t ígeno ,  po r  e jemplo ,  

KD,  CI 5 0 ,  de  p re fe renc ia  se  hacen  con  so luc iones  

es tanda r i zadas  de  an t i cue rpo  y  an t ígeno,  y  una  so luc i ón  

amor t iguadora  es tanda r i zada.  10 

 Las  mo lécu las  de  un ión ,  po r  e jemp lo ,  an t i cue rpos  o  

f ragmentos  de  un ión  a  an t ígeno,  va r i an tes  o  de r i vados  de  l os  

m ismos  de  la  i nvenc ión  también  se  pueden  desc r ib i r  o  

espec i f i ca r  en  té rm inos  de  su  reac t i v i dad  c ruzada .  Ta l  como se  

u t i l i za  en  la  p resen te  so l i c i t ud ,  e l  té rmino  “ reac t i v idad  c ruzada”  15 

se  re f ie re  a  l a  capac idad de  un  an t i cue rpo ,  espec í f i co  pa ra  un  

an t ígeno ,  de  reacc iona r  con  un  segundo an t ígeno ;  una  med ida  

de  la  re l ac ión  en t re  dos  sus tanc ias  an t i gén icas  d i fe ren tes .  Po r  

l o  t an to ,  un  an t i cue rpo  p resenta  reacc ión  c ruzada s i  és te  se  une 

a  un  ep í tope  d i fe ren te  a  aque l  que  indu jo  su  fo rmac ión .  E l  20 

ep í tope  que p resen ta  reacc ión  c ruzada genera lmen te  con t iene  

muchos  de  los  mismos  e l emen tos  es t ruc tu ra les  complemen ta r i os  

que l os  de l  ep í tope  induc to r ,  y  en  a l gunos  casos ,  puede 
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rea lmen te  a jus ta rse  me jo r  que  e l  o r i g ina l .  

 Po r  e jemp lo ,  a lgunos  an t i cue rpos  t i enen  c i e r to  g rado de  

reac t i v idad  c ruzada ,  en  e l  sen t i do  que  és tos  se  unen  a  ep í topes 

re l ac i onados ,  pe ro  no  idén t i cos ,  po r  e jemplo ,  ep í topes  con  por  

l o  menos  95%,  po r  l o  menos  90%,  po r  l o  menos  85%,  por  l o  5 

menos  80%,  por  l o  menos  75%,  por  l o  menos  70%,  po r  l o  menos  

65%,  po r  l o  menos  60%,  po r  l o  menos  55%,  y  po r  l o  menos  50% 

de  iden t idad  (según  se  ca lcu l a  u t i l i zando  métodos  conoc idos  en  

l a  técn ica  y  desc r i t os  en  la  p resen te  so l i c i t ud )  con  un  ep í tope  de 

re fe renc ia .  Se  puede dec i r  que  un  an t i cue rpo  t i ene  poca o  10 

n inguna  reac t i v i dad  c ruzada s i  és te  no  se  une  a  los  ep í topes  

con  menos  de  95%,  menos  de  90%,  menos  de  85%,  menos  de  

80%,  menos  de  75%,  menos  de  70%,  menos  de  65%,  menos  de  

60%,  menos  de  55%,  and menos  de  50% de  iden t i dad  (según se  

ca lcu l a  u t i l i zando métodos  conoc idos  en  l a  técn ica  y  desc r i t os  15 

en  la  p resente  so l i c i t ud )  con  un  ep í tope  de  re fe renc ia .  Un 

an t i cue rpo  se  puede cons ide ra r  “a l tamen te  espec í f i co ”  pa ra  un  

c i e r to  ep í tope ,  s i  és te  no  se  une  a  n ingún  o t ro  aná logo ,  o r tó logo 

u  homólogo de  d icho  ep í tope .  

 Las  mo lécu las  de  un ión ,  po r  e jemp lo ,  an t i cue rpos  o  20 

f ragmentos  de  un ión  a  an t ígeno,  va r i an tes  o  de r i vados  de  l as  

m ismas  de  la  i nvenc ión  también  se  pueden  desc r ib i r  o  

espec i f i ca r  en  té rm inos  de  su  a f in idad  de  un ión  a  las  DPRs y /o  
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espec ies  de  C9ORF72 mutadas  que  mues t ran  C9ORF72-DPRs 

y /o  f ragmentos  de  l as  mismas .  Las  a f i n idades  de  un ión 

p re fe r idas  i nc luyen  aque l las  con  una  cons tan te  de  d isoc iac i ón  o  

Kd  menor  de  5  x  10 - 2  M ,  10 - 2  M,  5  x  10 - 3  M ,  10 - 3  M,  5  x  10 - 4  M,  

10 - 4  M ,  5  x  10 - 5  M,  10 - 5  M,  5  x  10 - 6  M,  10 - 6  M,  5  x  10 - 7  M,  10 - 7  M,  5 

5  x  10 - 8  M ,  10 - 8  M,  5  x  10 - 9  M,  10 - 9  M ,  5  x  10 - 1 0  M ,  10 - 1 0  M,  5  x  

10 - 1 1  M ,  10 - 1 1  M,  5  x  10 - 1 2  M,  10 - 1 2  M ,  5  x  10 - 1 3  M ,  10 - 1 3  M,  5  x  

10 - 1 4  M,  10 - 1 4  M,  5  x  10 - 1 5  M,  o  10 - 1 5  M .  

 Como se  ind icó  p rev iamente ,  l as  es t ruc tu ras  de  subun idad 

y  l a  con f igurac i ón  t r i d imens iona l  de  l as  reg iones  cons tan tes  de 10 

l as  d i ve rsas  c lases  de  i nmunog lobu l i na  son  b i en  conoc idas .  Ta l  

como se  u t i l i za  en  l a  p resen te  so l i c i tud ,  e l  t é rmino  “domin io  de  

VH”  i nc l uye  e l  domin io  va r iab le  amino  te rmina l  de  una  cadena 

pesada de  i nmunog lobu l ina  y  e l  t é rmino  “domin io  CH1”  inc luye  

e l  p r imer  domin io  de  l a  reg ión  cons tan te  (mas  amino  te rmina l )  15 

de  una cadena pesada de  inmunog lobu l ina .  E l  domin io  CH1 es tá  

adyacente  a l  domin io  VH y  es  amino  te rmina l  a  l a  reg ión  de  

gozne  de  una mo lécu la  de  cadena  pesada  de  i nmunog lobu l ina .  

 Ta l  como se  u t i l i za  en  l a  p resente  so l i c i tud  e l  té rm ino  

“domin io  CH2”  i nc l uye  la  porc ión  de  una mo lécu la  de  l a  cadena 20 

pesada que se  ex t i ende ,  po r  e jemplo ,  desde ap rox imadamente  e l  

res iduo  244  has ta  e l  res iduo  360 de  un  an t i cuerpo  u t i l i zando  los  

esquemas  de  numerac ión  convenc iona les  ( res iduos  244 a  360 ,  
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s i s tema de  numerac ión  de  Kabat ;  y  l os  res i duos  231 -340 ,  

s i s tema  de  numerac ión  EU;  véase  Kabat  EA  e t  a l .  op .c i t . ) .  E l  

domin io  CH2 es  ún ico  en  e l  sen t ido  que és te  no  es tá  apareado 

cercanamente  con  o t ro  domin io .  Más  b i en ,  dos  cadenas  de  

carboh id ra to  rami f i cadas  N- l i gadas  es tán  in te rpues tas  en t re  l os  5 

dos  domin ios  CH2  de  una mo lécu la  de  IgG na t i va  i n tac ta .  

También  es tá  b ien  documentado que e l  domin io  CH3  se  ex t i ende 

desde  e l  domin io  CH2  hac ia  e l  ex t remo  C- te rmina l  de  la  

mo lécu la  de  IgG y  comprende  aprox imadamente  108 res i duos .  

 Ta l  como se  u t i l i za  en  la  p resente  so l i c i t ud ,  e l  té rmino  10 

“ reg ión  de  gozne”  i nc luye  l a  po rc i ón  de  una mo lécu la  de  la  

cadena pesada  que  une  e l  domin io  CH1  a l  domin io  CH2.  Es tá  

reg ión  de  gozne  comprende ap rox imadamente  25  res i duos  y  es  

f l ex i b le ,  pe rmi t i endo po r  l o  tan to  que  las  dos  reg iones  de  un ión  

a  an t ígeno  N- te rm ina les  se  muevan  de  manera  i ndepend ien te .  15 

Las  reg iones  de  gozne  se  pueden subd iv id i r  en  t res  domin ios  

d i s t i n tos :  domin ios  de  gozne  super io r ,  i n te rmed io  e  i n fe r io r ;  

véase Roux  e t  a l . ,  J .  Immuno l .  161  (1998 ) ,  4083 -4090 .  

 Ta l  como se  u t i l i za  en  l a  p resente  so l i c i tud  e l  té rm ino  

“puente  de  d isu l f u ro ”  i nc luye  e l  en lace  cova len te  f o rmado  en t re  20 

dos  á tomos  de  azu f re .  E l  aminoác ido  c i s te ína  comprende  un  

g rupo t i o l  que  puede fo rmar  un  en lace  o  puente  de  d isu l f u ro  con  

un  segundo g rupo t i o l .  En  l a  mayor ía  de  mo lécu las  de  IgG de  
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o r i gen  na tu ra l ,  l as  reg iones  CH1  y  CL  es tán  l i gadas  med ian te  un 

puen te  de  d i su l fu ro  y  l as  dos  cadenas  pesadas  es tán  l i gadas  po r  

dos  puen tes  de  d isu l f u ro  en  las  pos ic i ones  co r respond ien tes  a  

239  y  242  u t i l i zando  e l  s i s tema de  numerac ión  de  Kabat  

(pos ic i ón  226  o  229 ,  s i s tema de  numerac ión  EU) .  5 

 Ta l  como se  u t i l i zan  en  l a  p resen te  so l i c i tud ,  l os  té rm inos  

“ l i gado ” ,  “ fus i onado”  o  “ fus ión”  se  u t i l i zan  de  manera  

i n te rcambiab le .  Es tos  té rminos  se  re f i e ren  a  un i r  en t re  s í  dos  o 

más  e lementos  o  componentes ,  po r  cua lqu ie r  med io  i nc luyendo  

con jugac ión  qu ímica  o  med ios  recomb inan tes .  Una  “ f us i ón  en  10 

marco ”  se  re f ie re  a  la  un ión  de  dos  o  más  marcos  de  l ec tu ra  

ab ie r tos  (ORFs )  de  po l i nuc l eó t ido  pa ra  fo rmar  un  ORF más  la rgo  

con t inuo ,  en  una  manera  que  man tenga  e l  marco  de  lec tu ra  de  

t raducc ión  co r rec to  de  l os  ORF or ig ina les .  Po r  l o  t an to ,  una  

p ro te ína  de  fus ión  recombinante  es  una  p ro te ína  ind iv idua l  que  15 

con t iene  dos  o  más  segmentos  que co r responden a  po l ipép t idos  

cod i f i cados  po r  l os  ORF o r i g ina les  ( cuyos  segmen tos  no  es tán  

no rmalmen te  un idos  de  es te  modo  en  la  Na tura leza ) .  Aunque  e l  

marco  de  lec tu ra  se  hace  po r  l o  t an to  con t inuo  a  t ravés  de  todos  

l os  segmen tos  fus i onados ,  l os  segmen tos  pueden  es ta r  f í s i ca  o 20 

espac ia lmente  sepa rados ,  po r  e j emplo ,  po r  l a  secuenc ia  de  

en lazador  en  marco .  Po r  e jemplo ,  l os  po l i nuc l eó t i dos  que 

cod i f i can  pa ra  l as  CDR de una reg ión  var iab le  de 
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i nmunog lobu l i na  pueden  es ta r  f us ionados ,  en  marco ,  pe ro  se r  

sepa rados  po r  un  po l i nuc l eó t i do  que cod i f i ca  pa ra  po r  l o  menos  

una reg ión  de  es t ruc tu ra  base  de  i nmunog lobu l i na  o  reg iones  

CDR ad ic i ona les ,  en  tan to  que  las  CDR “ fus ionadas”  sean  co -

t raduc idas  como pa r te  de  un  po l i pép t ido  con t inuo .  5 

 E l  t é rmino  “exp res i ón ”  t a l  como se  u t i l i za  en  l a  p resen te  

so l i c i t ud  se  re f i e re  a  un  p roced imien to  med ian te  e l  cua l  un  gen 

p roduce un  b ioqu ímico ,  po r  e jemplo ,  un  ARN o  po l ipép t i do .  E l  

p roced imien to  inc l uye  cua lqu ie r  man i fes tac i ón  de  la  p resenc ia  

f unc iona l  de l  gen  dent ro  de  l a  cé lu la ,  i nc l uyendo,  s in  l im i tac i ón ,  10 

l a  sup res ión  de l  gen ,  as í  como la  exp res ión  t rans i t o r ia  y  l a  

exp res ión  es tab le .  Es te  inc l uye  s in  l im i tac i ón  l a  t ransc r i pc ión  

de l  gen  como ARN mensa je ro  (ARNm),  ARN de t rans fe renc ia  

(ARNt ) ,  ARN de ho rqu i l l a  pequeño (shRNA) ,  ARN in te r fe ren te  

pequeño (s iRNA)  o  cua lqu ie r  o t ro  p roduc to  de  ARN,  y  l a  15 

t raducc ión  de l  ARNm como po l i pép t i do (s ) .  S i  e l  p roduc to  f i na l  

deseado  es  un  b ioqu ímico ,  l a  exp res ión  i nc luye  la  c reac ión  de 

d icho  b i oqu ímico  y  cua lesqu ie ra  p recu rsores .  La  exp res i ón  de  

un  gen  p roduce un  “p roduc to  gén ico ” .  Ta l  como se  u t i l i za  en  la  

p resen te  so l i c i t ud ,  un  p roduc to  gén ico  puede  se r  cua lqu ie ra  de  20 

un  ác ido  nuc le i co ,  po r  e jemplo ,  un  ARN mensa je ro  p roduc ido  po r  

t ransc r i pc i ón  de  un  gen ,  o  un  po l i pép t ido  e l  cua l  es  t raduc ido  a 

pa r t i r  de  un  t ransc r i to .  Los  p roduc tos  gén icos  desc r i tos  en  l a  
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p resen te  so l i c i t ud  inc l uyen  también  ác idos  nuc le i cos  con  

mod i f i cac iones  pos te r io res  a  l a  t ransc r i pc ión ,  po r  e j emplo  

po l i aden i l ac i ón ,  o  po l i pép t i dos  con  mod i f i cac iones  pos te r i o res  a  

l a  t raducc ión ,  po r  e j emplo ,  met i l ac ión ,  g lucos i l ac ión ,  ad ic i ón  de  

l íp i dos ,  asoc iac i ón  con  o t ras  subun idades  de  p ro te ína ,  cor te  5 

p ro teo l í t i co  y  s im i la res .  

 Ta l  como se  u t i l i za  en  la  p resente  so l i c i t ud ,  e l  té rmino  

“mues t ra ”  se  re f ie re  a  cua lqu ie r  mate r ia l  b io l óg ico  ob ten ido  a  

pa r t i r  de  un  ind iv i duo  o  pac ien te .  En  un  aspec to ,  una  mues t ra  

puede comprender  sang re ,  f l u i do  pe r i tonea l ,  CSF,  sa l i va  u  o r i na .  10 

En o t ros  aspec tos ,  una  mues t ra  puede comprender  sang re  

en te ra ,  p l asma sanguíneo,  sue ro  sanguíneo,  cé l u las  B  

en r i quec idas  a  pa r t i r  de  mues t ras  de  sang re ,  y  cé lu l as  

cu l t i vadas  (po r  e jemp lo ,  cé lu l as  B  de  un  i nd iv i duo ) .  Una mues t ra  

t ambién  puede  i nc lu i r  una  b iops ia  o  mues t ra  de  te j i do 15 

i nc luyendo  te j i do  neura l .  Inc l uso  en  o t ros  aspec tos ,  una  mues t ra  

puede comprender  cé l u l as  en te ras  y /o  un  l i sado  de  las  cé l u las .  

Las  mues t ras  de  sangre  se  pueden  reco lec ta r  med ian te  mé todos 

conoc idos  en  l a  técn ica .  

 20 

 En fe rmedades  

 A  menos  que  se  i nd i que  lo  con t ra r i o ,  l os  té rm inos  

“ t ras to rno ”  y  “en fe rmedad”  se  u t i l i zan  de  manera  in te rcambiab le  
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en  l a  p resente  so l i c i tud  y  comprenden  cua lqu ie r  cambio 

f i s io l óg i co  no  deseado en  un  i nd i v i duo ,  un  an ima l ,  un  ó rgano 

a is lado ,  te j i do  o  cé lu l a /cu l t i vo  ce lu la r .  

 La  degenerac ión  (FTLD)  es  una pa togénes is  asoc iada  con  

una a t ro f ia  en  e l  l óbu lo  f ron ta l  y  e l  l óbu lo  tempora l  de l  ce reb ro .  5 

De  manera  ad ic i ona l ,  también  se  demos t ró  que e l  50% de  los  

pac ien tes  con  FTLD t i enen  una  h is to r i a  fam i l i a r  pos i t i va  y  se  

compara ron  con  esc le ros is  l a te ra l  amio t ró f i ca  (ALS) .  Como ya  

se  desc r i b ió  an te r i o rmente ,  l a  causa  subyacente  compar t i da  de  

l a  pa togénes is  pa rece  se r  una  repet i c i ón  de  hexanuc leó t i do  10 

expand ida  he te roc i go ta  loca l i zada  en  e l  C9ORF72 de  pac ien tes  

con  FTLD y  ALS .  En  par t i cu la r ,  se  demos t ró  que  las  un idades 

repe t i t i vas  resu l t an tes  de  dos  aminoác idos  ( repe t i c i ones  

d ipep t íd i cas ,  DPRs) .  

 S i n  embargo ,  l as  repe t i c i ones  de  hexanuc leó t i do  15 

expand idas  que dan como resu l tado  la  repe t i c ión  de  dos  

aminoác idos  (DPRs)  también  se  han  repo r tado  en  var ias  o t ras  

en fe rmedades  y /o  t ras to rnos .  Las  en fe rmedades  i nc l uyen,  pe ro 

no  se  l im i tan  a ,  degenerac ión  f ron to tempora l  l obu la r  (FTLD) ,  

esc le ros is  l a te ra l  amio t ró f i ca  (ALS) ,  FTLD-ALS y /o  a tax i a  20 

esp inoce rebe la r  t i po  36 ,  y  l os  s ín tomas  asoc iados  en  l as  

m ismas .  

 Deb ido  a  que l os  an t i cue rpos  de  la  p resen te  invenc ión  han 



Capi tu lo  Desc r i p t i vo  
PCT/EP2015 /072516 
Marzo  24 ,  2017 
 

114  

demos t rado  se r  capaces  de  un i rse  a  las  DPRs,  en  pa r t i cu la r  

C9ORF72-DPRs en  secc iones  de  te j i do  de  pac ien tes  con  FTLD,  

véase po r  e j emplo  e l  E j emplo  12  y  l as  f i gu ras  14A-14C,  los  

an t i cue rpos  de r i vados  de  humano  y  de r i vados  b io tecno lóg icos  

de  los  mismos  son  ú t i l es  t an to  en  e l  t ra tamien to  como en  la  5 

d iagnos is  de  FTLD y  o t ras  en fe rmedades  y /o  t ras to rnos 

asoc iados  con  las  DPRs  y  s ín tomas  de  las  mismas .  En  

pa r t i cu l a r ,  e l  po tenc ia l  te rapéu t i co  in  v i t ro  e  in  v i vo  de  l os  

an t i cue rpos  de  la  p resen te  invenc ión  pa ra  modu la r  e l  avance de  

l a  en fe rmedad  se  eva lúa  ya  sea  en  mode los  basados  en  cé lu l as  10 

o  en  mode los  de  ra tón  de  expans ión  de  repe t i c i ón  de  

hexanuc leó t i do  C9or f72  se lecc ionados ,  respec t i vamen te ;  Véase,  

po r  e j emplo ,  l os  E jemplos  14  y  15 .  

 Po r  l o  t an to ,  en  una moda l i dad  de  la  p resente  i nvenc ión,  

l os  an t i cue rpos  de  la  p resen te  i nvenc ión ,  l as  mo lécu las  de  un ión  15 

que t i enen sus tanc ia lmen te  las  mismas  espec i f i c idades  de  un ión  

de  cua lqu ie ra  de  los  mismos ,  l os  po l i nuc l eó t i dos ,  l os  vec to res  o  

l as  cé l u las  de  l a  p resente  invenc ión  se  u t i l i zan  para  l a  

p repa rac ión  de  una compos ic ión  fa rmacéu t i ca  o  de  d iagnós t i co  

pa ra  e l  t ra tamien to  p ro f i l ác t i co  y /o  te rapéut i co  de  en fe rmedades 20 

asoc iadas  con  DPRs,  pa ra  mon i to rear  e l  avance de  l a  

en fe rmedad  y /o  la  respues ta  a l  t ra tamien to ,  y  pa ra  la  d iagnos is  

de  en fe rmedades  asoc iadas  con  la  ami lo i dos is  de  DPRs que 
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comprende degenerac ión  f ron to tempora l  l obu la r  (FTLD) ,  

esc le ros is  l a te ra l  amio t ró f i ca  (ALS) ,  y /o  a tax ia  esp inoce rebe la r  

t i po  36 .  

 Como se  mues t ra  en  l os  E jemplos  12  y  13 ,  as í  como en  l as  

f i guras  14A-14C y  15 ,  l os  an t i cue rpos  de  la  p resen te  i nvenc ión  5 

se  unen a  agregados  de  C9ORF72-p ro te ína  de  repe t i c ión  de 

d ipép t ido  pa to l óg icos  en  pac ien tes  con  FTLD.  Po r  l o  t an to ,  en  

una moda l idad  de  la  p resen te  i nvenc ión ,  l os  an t i cue rpos ,  

mo lécu las  de  un ión  que  t i enen  sus tanc ia lmen te  las  mismas  

espec i f i c idades  de  un ión  de  cua lqu ie ra  de  l os  mismos ,  l os  10 

po l i nuc l eó t i dos ,  l os  vec to res  o  las  cé l u las  de  la  p resente 

i nvenc ión  se  u t i l i zan  pa ra  l a  p repa rac ión  de  una compos ic i ón  

fa rmacéut i ca  o  de  d i agnós t i co  pa ra  t ra tamien to  p ro f i l ác t i co  y /o  

t e rapéut i co  de  en fe rmedades  asoc iadas  con  las  C9ORF72-DPRs ,  

pa ra  mon i to rea r  e l  avance  de  la  en fe rmedad y /o  l a  respues ta  a l  15 

t ra tamien to ,  y  pa ra  l a  d iagnos is  de  en fe rmedades  asoc iadas  con  

ag regados  de  C9ORF72-DPRs  que comprenden  degenerac ión 

f ron to tempora l  l obu la r  (FTLD) ,  esc le ros is  l a te ra l  am io t ró f i ca ,  y /o  

FTLD-ALS,  y  l os  s ín tomas  asoc iados  con  l as  mismas .  

 20 

 T ra tamien to  

 Ta l  como se  u t i l i zan  en  l a  p resen te  so l i c i tud ,  l os  té rm inos  

“ t ra ta r ”  o  “ t ra tam ien to”  se  re f ie ren  tan to  a l  t ra tamien to  



Capi tu lo  Desc r i p t i vo  
PCT/EP2015 /072516 
Marzo  24 ,  2017 
 

116  

te rapéut i co  como a  med idas  p ro f i l ác t i cas  o  p revent i vas ,  en  las  

que e l  ob je t i vo  es  p reven i r  o  desace le ra r  (amino ra r )  un  cambio  o  

t ras to rno  f i s io l óg ico  indeseado,  ta l  como e l  desa r ro l l o  de  

de f i c ienc ia  card iaca .  Los  resu l tados  c l ín i cos  benéf i cos  o  

deseados  i nc luyen ,  pe ro  no  se  l im i tan  a ,  a l i v io  de  los  s ín tomas ,  5 

d i sminuc ión  de l  g rado de  la  en fe rmedad,  es tado  es tab i l i zado (es  

dec i r ,  no  empeoramien to)  de  la  en fe rmedad,  re t raso  o  

desace le rac i ón  de l  avance  de  la  en fe rmedad,  me jo ra  o  pa l iac ión 

de l  es tado  pa to lóg ico  y  remis i ón  (ya  sea  parc ia l  o  to ta l ) ,  ya  sea  

de tec tab le  o  inde tec tab le .  “T ra tamien to ”  t ambién  puede 10 

s i gn i f i ca r  p ro longa r  l a  supe rv i venc ia  en  comparac ión  con  la  

supe rv i venc ia  espe rada s i  no  se  rec i be  t ra tamien to .  Aque l los  en 

neces idad  de  t ra tamien to  inc luyen  aque l l os  que  ya  padecen  l a  

cond ic ión  o  e l  t ras to rno ,  as í  como aque l l os  p ropensos  a  padecer  

l a  cond ic i ón  o  t ras to rno  o  aque l l os  en  los  que se  debe  p reven i r  15 

l a  man i fes tac ión  de  l a  cond ic i ón  o  t ras to rno .  

 S i  no  se  ind ica  lo  con t ra r io ,  e l  té rm ino  “ f á rmaco” ,  

“med ic ina”  o  “med icamento”  se  u t i l i zan  de  manera  

i n te rcambiab le  en  l a  p resen te  so l i c i tud  e  inc l u i rán  pe ro  no  se  

l im i tan  a  todos  (A)  l os  a r t í cu l os ,  med ic inas  y  p reparac iones  pa ra 20 

uso  in te rno  o  ex te rno  y  cua lqu ie r  sus tanc ia  o  mezc la  de  

sus tanc ias  des t i nadas  a  se r  u t i l i zadas  pa ra  la  d iagnos is ,  

curac i ón ,  m i t i gac ión ,  t ra tam ien to  o  p revenc ión  de  la  en fe rmedad 
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de  humano o  de  o t ros  an ima les ;  y  (B )  a r t í cu l os ,  med ic inas  y  

p repa rac iones  (d i s t i n tos  de  los  a l imen tos )  des t inados  a  a fec ta r  

l a  es t ruc tu ra  o  cua lqu ie r  func ión  de l  cue rpo  de l  humano  u  o t ros  

an ima les ;  y  (C )  a r t í cu los  des t i nados  a  se r  u t i l i zados  como un  

componente  de  cua lqu ie r  a r t í cu l o  espec i f i cado  en  las  c l áusu las  5 

(A )  y  (B ) .  E l  t é rm ino  “ fá rmaco” ,  “med ic ina”  o  “med icamento ”  

debe  inc l u i r  l a  fó rmu la  comple ta  de  la  p repa rac ión  des t i nada  a  

ser  u t i l i zada ya  sea  en  humanos  u  o t ros  an ima les  que  con tenga 

uno o  más  “agentes ” ,  “compues tos ” ,  “sus tanc ias ”  o  

“ compos ic i ones  (qu ím icos )  como también  en  a lgún  o t ro  con tex to  10 

o t ros  exc ip i en tes  fa rmacéu t i camen te  i nac t i vos  ta l es  como 

mate r ia les  de  re l l eno ,  des in teg ran tes ,  l ub r i can tes ,  agentes  de  

des l i zamien to ,  ag lu t inan tes  o  que aseguran  t ranspor te ,  

des in teg rac ión ,  desag regac ión ,  d i so l uc ión  y  d i spon ib i l i dad  

b io l óg ica  fác i l  de l  “ f á rmaco” ,  “med ic i na ”  o  “med icamen to ”  en  un  15 

s i t i o  ob je t i vo  p re tend ido  dent ro  de l  cue rpo  de l  humano u  o t ros  

an ima les ,  po r  e jemplo ,  en  la  p i e l ,  en  e l  es tómago o  e l  i n tes t ino .  

Los  té rminos  “agen te” ,  “compues to”  o  “sus tanc ia ”  se  u t i l i zan  de  

manera  in te rcambiab le  en  la  p resente  so l i c i t ud  e  i nc luyen ,  en  un  

con tex to  más  par t i cu la r ,  pe ro  no  se  l im i tan  a  todos  los  agentes  20 

fa rmaco lóg icamente  ac t i vos ,  es  dec i r ,  agen tes  que  i nducen  un 

e fec to  b io l óg ico  o  f a rmaco lóg ico  deseado  o  que  son  

i nves t igados  o  ana l i zados  respec to  a  l a  capac idad de  i nduc i r  
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d icho  pos ib l e  e fec to  f a rmaco lóg ico  med ian te  los  métodos  de  l a  

p resen te  invenc ión .  

 Con “ i nd iv iduo ”  o  “an ima l ”  o  “pac ien te ”  o  “mamí fe ro ”  se  

qu ie re  dec i r  cua lqu ie r  i nd iv iduo ,  pa r t i cu l a rmen te  un  i nd iv iduo  

mamí fe ro ,  po r  e j emplo  un  pac ien te  humano ,  pa ra  qu ien  se  desea 5 

l a  d iagnos is ,  p rognos is ,  p revenc ión  o  te rap ia .  

 

 Veh ícu los  fa rmacéu t i cos  

 Los  veh ícu los  fa rmacéu t i camente  acep tab les  y  l as  v ías  de  

admin is t rac i ón  se  pueden tomar  a  pa r t i r  de  la  l i te ra tu ra  10 

cor respond ien te  conoc ida  po r  e l  expe r to  en  l a  t écn ica .  Las 

compos ic i ones  fa rmacéut i cas  de  l a  p resente  invenc ión  se  

pueden  fo rmu la r  de  con fo rmidad  con  métodos  b ien  conoc idos  en  

l a  t écn ica ;  Reming ton :  The Sc ience  and P rac t i ce  o f  Pha rmacy  

(2000 )  po r  t he  Un ive rs i t y  o f  Sc iences  in  Ph i l ade lph ia ,  ISBN 0 -15 

683-306472,  Vacc ine  P ro toco ls  2ª  ed ic i ón  de  Rob inson  e t  a l . ,  

Humana P ress ,  To towa,  New Je rsey ,  EE.UU. ,  2003 ;  Banga ,  

The rapeut i c  Pept ides  and P ro te i ns :  Fo rmula t ion ,  P rocess ing ,  

and  De l i ve ry  Sys tems .  2ª  ed i c ión  de  Tay lo r  y  F ranc is .  (2006 ) ,  

ISBN:  0 -8493-1630-8 .  Los  e j emp los  de  veh ícu los  fa rmacéu t i cos  20 

ap rop iados  son  b ien  conoc idos  en  la  t écn ica  e  inc l uyen 

so luc i ones  sa l i nas  amor t i guadas  con  fos fa to ,  agua ,  emu ls iones ,  

t a l es  como emuls i ones  ace i te /agua,  d i ve rsos  t i pos  de  agen tes  
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humec tan tes ,  so luc i ones  es té r i l es ,  e tc .  Las  compos ic i ones  que 

comprenden  d ichos  veh ícu los  se  pueden fo rmu lar  med ian te  

métodos  convenc iona les  b ien  conoc idos .  Es tas  compos ic i ones  

fa rmacéut i cas  se  pueden admin is t ra r  a l  i nd iv i duo  a  una  dos is  

ap rop iada.  La  admin is t rac i ón  de  las  compos ic i ones  ap rop iadas  5 

se  puede e fec tua r  de  d i f e ren tes  maneras .  Los  e jemplos  i nc luyen  

admin is t ra r  una  compos ic ión  que  con t i ene  un  veh ícu lo  

f a rmacéut i camente  acep tab le  a  t ravés  de  mé todos  o ra les ,  

i n t ranasa les ,  rec ta les ,  tóp icos ,  i n t raper i t onea les ,  

i n t ravenososos ,  i n t ramuscu la res ,  subcutáneos ,  subdérmicos ,  10 

t ransdérmicos ,  i n t ra teca les  e  i n t rac ranea les .  Las  fo rmu lac iones  

en  ae roso l  t a les  como fo rmu lac i ones  de  aspe rs i ón  nasa l  

i nc luyen  so luc i ones  acuosas  pu r i f i cadas  u  o t ras  so luc iones  de l  

agen te  ac t i vo  con  agentes  conservadores  y  agentes  i so tón icos .  

D ichas  fo rmu lac iones  de  p re fe renc ia  se  a j us tan  a  un  pH y  15 

es tado i so tón ico  compa t ib l e  con  l as  membranas  mucosas  

nasa les .  Las  compos ic i ones  fa rmacéu t i cas  pa ra  admin is t rac ión 

o ra l ,  ta l es  como molécu las  de  an t i cue rpo  de  domin io  i nd iv idual  

(po r  e jemplo ,  “nanocuerpos M R ” ) ,  e tc .  también  son  con templadas  

en  l a  p resen te  invenc ión .  D ichas  fo rmu lac i ones  o ra les  pueden 20 

es ta r  en  fo rma  de  tab le ta ,  cápsu la ,  po lvo ,  l íqu ida  o  semisó l ida .  

Una tab le ta  puede  comprender  un  veh ícu lo  só l i do ,  ta l  como 

ge la t i na  o  un  adyuvante .  Las  fo rmu lac iones  pa ra  admin is t rac i ón  
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rec ta l  o  vag ina l  se  pueden p resenta r  como un  supos i t o r io  con  un  

veh ícu lo  adecuado ;  Véase también  O 'Hagan  e t  a l . ,  Na tu re  

Rev iews ,  D rug  D iscove ry  2  (9 )  (2003) ,  727-735 .  Los  

l i neamien tos  ad ic iona les  con  respec to  a  f o rmu lac i ones  que sean 

ap rop iadas  pa ra  d i ve rsos  t i pos  de  admin is t rac i ón  se  pueden 5 

encon t ra r  en  Reming ton 's  Pharmaceu t i ca l  Sc i ences ,  Mace  

Pub l i sh i ng  Company ,  Ph i lade lph ia ,  PA ,  17a  ed .  (1985 )  y  

ac tua l i zac i ones  co r respond ien tes .  Pa ra  una  rev is ión  b reve  de  

l os  métodos  pa ra  e l  sumin i s t ro  de  fá rmacos  véase Langer ,  

Sc i ence  249  (1990) ,  1527 -1533.  10 

 

 I I .  An t i cuerpos  de  l a  p resen te  invenc ión  

 La  p resen te  invenc ión  se  re f i e re  en  genera l  a  an t i cue rpos  

an t i -DPR,  de  p re fe renc ia  an t i cue rpos  an t i -C9ORF72-DPR 

de r i vados  de  humano  y  f ragmentos  de  un ión  a  an t ígeno,  as í  15 

como a  de r i vados  b io tecno lóg icos  de  l os  mismos  l os  cua les  de  

p re fe renc ia  demues t ran  las  ca rac te r ís t i cas  de  un ión  

i nmuno lóg ica  y /o  las  p rop iedades  b i o lóg icas  como se  ha 

de l i neado para  los  an t i cue rpos  i l us t rados  en  l os  E jemplos .  De 

con fo rm idad  con  l a  p resen te  invenc ión ,  se  c lonan an t i cue rpos  20 

monoc lona les  de  humano  espec í f i cos  pa ra  DPRs de  un  

combinado  de  ind iv i duos  humanos  sanos .  S in  embargo ,  en  o t ra  

moda l i dad  de  la  p resen te  invenc ión ,  l os  an t i cue rpos  an t i -DPR 
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monoc lona les  de  humano también  podr ían  c l ona rse  a  pa r t i r  de 

pac ien tes  que mues t ran  s ín tomas  de  una  en fermedad  y /o  

t ras to rno  asoc iado  con  la  ag regac ión  de  DPR.  

 En  e l  t ranscu rso  de  l os  expe r imen tos  rea l i zados  de  

con fo rm idad  con  la  p resen te  invenc ión ,  l os  an t i cue rpos  de  IgG 5 

recombinantes  der i vados  a  pa r t i r  de  an t i cue rpos  p resen tes  en  

l os  med ios  acond ic i onados  de  cé lu l as  B  de  memor ia  humanas  

cu l t i vadas  in i c ia lmen te  tamizadas  pa ra  un ión  a  DPR se 

eva lua ron  respec to  a  su  capac idad de  un i rse  a  DPRs  y  a  o t ras  

p ro te ínas  i nc luyendo  se roa lbúmina  de  bov ino  (BSA) ;  Véanse l os  10 

E jemplos  3  a  7  as í  como l as  f i gu ras  2A-2M a  6A-6C.  So lamente  

se  se lecc ionan los  sob renadan tes  de  cé lu l as  B  capaces  de  

un i rse  a  l a  p ro te ína  de  DPR pe ro  no  a  n inguna de  l as  o t ras  

p ro te ínas  en  e l  t am izado pa ra  aná l i s i s  ad ic iona les ,  i nc l uyendo l a  

de te rminac ión  de  la  c l ase  de l  an t i cue rpo  y  la  subc lase  de  la  15 

cadena l i ge ra .  Las  cé lu l as  B  se lecc ionadas  se  p rocesan después  

pa ra  c l onac ión  de l  an t i cue rpo ;  Véanse E jemplos  1  y  12  as í  como 

l as  f i gu ras  14A-14C.  

 En  b reve ,  e l  método de  c l onac ión  cons is te  en  l a  ex t racc ión  

de  mo lécu las  de  ARN mensa je ro  a  pa r t i r  de  las  cé lu l as  B  20 

se lecc i onadas ,  re t ro t ransc r i pc i ón  med ian te  RT-PCR, 

amp l i f i cac ión  de  l as  reg iones  cod i f i cado ras  de  an t i cue rpo  

med ian te  PCR,  c l onac ión  en  vec to res  de  p lásmido  y  
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secuenc iac i ón .  Los  an t i cue rpos  humanos  se lecc ionados  se  

p roducen  después  med ian te  exp res ión  recombinan te  en  cé lu las  

HEK293  o  CHO y  pu r i f i cac i ón ,  y  pos te r i o rmente  se  ca rac te r i zan  

respec to  a  su  capac idad pa ra  un i rse  a  l a  p ro te ína  de  DPR de 

humano .  La  comb inac ión  de  d iversas  p ruebas ,  po r  e jemplo 5 

exp res ión  recombinante  de  los  an t i cue rpos  en  cé lu l as  HEK293  o  

CHO y  l a  pos te r io r  ca rac te r i zac i ón  de  sus  espec i f i c i dades  de  

un ión  hac ia  l a  p ro te ína  de  DPR de  humano ,  y  su  un ión  d is t i n t i va  

a  f o rmas  pa to l óg icamen te  mu tadas  y /o  ag regadas  de  l os  mi smos 

con f i rma que  por  p r imera  vez  se  han  c lonado  an t i cue rpos 10 

humanos  que son  a l tamente  espec í f i cos  pa ra  DPR y  

d i s t i n t i vamen te  reconocen  y  se  unen se lec t i vamen te  a  las  

f o rmas  pa to lóg icamen te  ag regadas  de  la  p ro te ína  de  DPR,  po r  

e jemplo  C9ORF72-DPRs.  En a lgunos  casos ,  t ambién  se  generan 

an t i cue rpos  qu imér i cos  de  ra tón  tomando  como base  l os  15 

domin ios  va r iab les  de  l os  an t i cue rpos  de  humano  de  l a  p resen te  

i nvenc ión .  

 Po r  l o  t an to ,  l a  p resente  i nvenc ión  se  re f ie re  en  genera l  a  

an t i cue rpos  an t i -DPR monoc lona les  recombinantes  der i vados  de  

humano  y  a  f ragmen tos  de  un ión  a  DPR,  de r i vados  s in té t i cos  y  20 

b io tecno lóg i cos  y  var ian tes  de  los  mismos .  En  una moda l i dad  de  

l a  i nvenc ión ,  e l  an t i cue rpo  es  capaz  de  un i rse  a  las  C9ORF72-

DPRs de  humano.  
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 En  una moda l i dad  de  l a  p resen te  invenc ión ,  e l  an t i cue rpo 

se  une a  una  p ro te ína  o  pép t ido  de  DPR,  en  l a  cua l  e l  número 

de  repe t i c i ón  es  de  ap rox imadamente  10  a  20 ,  de  p re fe renc ia  15  

ta l  como se  u t i l i za  en  l os  E jemplos  pa ra  l a  repe t i c ión  GA,  GP,  

GR,  PR y  PA de  C9ORF72;  véase ,  po r  e jemplo ,  E jemp los  8  y  9 ,  5 

as í  como las  f i gu ras  7A-7P y  8A-8F.  La  p ro te ína  de  DPR puede 

cons is t i r  esenc ia lmen te  de  l a  DPR so lamen te  o  comprender  l a  

DPR dent ro  de  un  po l i pép t i do  más  g rande,  po r  e jemplo  en  e l  

ex t remo  N- te rmina l ,  C- te rmina l  o  en t re  los  mi smos  como la  

repe t i c i ón  GA o  GP en  e l  exón  1  en  C9ORF72.  10 

 As imismo,  como se  demues t ra  en  l os  E jemplos  12  y  13  y  se  

mues t ra  en  l as  f i gu ras  14A-14C y  en  l a  f i gura  15 ,  l os  

an t i cue rpos  an t i -DPR monoc lona les  de r i vados  de  humano N I -

308.18F7,  NI -308 .15O7,  NI -308.5G2 y  NI -308.4M1 de  l a  

p resen te  i nvenc ión  se  ca rac te r i zan  de  p re fe renc ia  po rque se  15 

unen  espec í f i camen te  a  las  C9ORF72-DPRs mu tadas  y /o  

ag regadas  pa to lóg icas  y  porque no  reconocen sus tanc ia lmen te  

C9ORF72 en  l a  fo rma  f i s i o lóg ica ;  véase,  por  e j emplo ,  f i gu ras  

14A-14C y  f i gura  15 .  Po r  l o  tan to ,  l a  p resen te  invenc ión  p rovee 

un  con jun to  de  an t i cue rpos  an t i -DPR de humano con 20 

p rop iedades  de  un ión  pa r t i cu l a rmen te  ú t i l es  pa ra  p ropós i t os  de  

d iagnós t i co  y  t e rapéu t i cos .  Por  tan to ,  en  una  moda l idad  l a  

p resen te  invenc ión  p rovee  an t i cuerpos  que  son  capaces  de  
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un i rse  espec í f i camen te  a  las  f o rmas  pa to l óg icamen te  ag regadas  

de  las  p ro te ínas  de  DRP,  po r  e jemplo ,  C9ORF72-DPRs.  

 En  una moda l i dad ,  e l  an t i cue rpo  de  la  p resente  i nvenc ión  

exh ibe  l as  p rop iedades  de  un ión  de  cua lqu ie ra  de  l os  

an t i cue rpos  de  e j emplo  N I -308.18F7,  N I -308 .15O7,  NI -308.28G1,  5 

N I -308.45C2 ,  NI .308 .24E11,  NI -308 .5G2,  NI -308.46E9,  N I -

308.6B11,  NI -308 .46F8 ,  N I -308 .4M1,  N I -308 .12A3 y  NI -

308.16C10,  ta l  como se  desc r ibe  en  los  E jemplos .  E l  an t i cue rpo  

an t i -DPR de l a  p resente  i nvenc ión  reconoce  de  manera 

p re fe ren te  C9ORF72 a l t e rada  pa to lóg icamente ,  t a l  como 10 

espec ies  de  C9ORF72-DPR y  sus  f ragmentos  en  luga r  de 

C9ORF72 f i s io l óg ica .  Po r  l o  tan to ,  en  una  moda l i dad ,  e l  

an t i cue rpo  de  l a  p resen te  i nvenc ión  no  reconoce 

sus tanc ia lmen te  las  espec ies  de  C9ORF72 f i s io l óg ica .  

 E l  té rmino  “no  reconoce sus tanc ia lmen te ”  cuando se  u t i l i za  15 

en  l a  p resen te  so l i c i tud  pa ra  desc r i b i r  l a  a f in i dad  de  un ión  de  

una mo lécu la  de  un  g rupo que comprende  un  an t i cue rpo ,  un  

f ragmento  de l  m ismo o  una  mo lécu la  de  un ión  pa ra  una mo lécu la  

ob je t i vo  espec í f i ca ,  an t ígeno y /o  con fo rmac ión  de  la  mo lécu la  

ob je t i vo  y /o  an t ígeno s ign i f i ca  que l a  mo lécu la  de l  g rupo  an tes  20 

menc ionado  se  une  a  d i cha  mo lécu la ,  an t ígeno y /o  con formac ión 

con  una a f i n idad  de  un ión  la  cua l  es  po r  l o  menos  2  veces ,  3  

veces ,  4  veces ,  5  veces ,  6  veces ,  7  veces ,  8  veces  o  9  veces  
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menor  que  l a  a f i n i dad  de  un ión  de  l a  mo lécu la  de l  g rupo  an tes  

menc ionado  pa ra  un i rse  a  o t ra  mo lécu la ,  an t ígeno y /o  

con fo rmac ión .  De  manera  muy  f recuente  la  cons tan te  de  

d isoc i ac i ón  (KD)  se  u t i l i za  como una  med ida  de  la  a f i n idad  de  

un ión .  A lgunas  veces  es  la  CE 5 0  en  una p rueba  espec í f i ca  como 5 

po r  e j emplo  una p rueba  ELISA la  que  se  u t i l i za  como una 

med ida  de  la  a f i n i dad  de  un ión .  De p re fe renc ia ,  e l  té rmino  “no  

reconoce sus tanc ia lmen te ”  cuando se  u t i l i za  en  la  p resen te  

so l i c i t ud  s ign i f i ca  que  la  mo lécu la  de l  g rupo  an tes  menc ionado 

se  une a  d i cha  mo lécu la ,  an t ígeno  y /o  con fo rmac ión  con  una 10 

a f i n idad  de  un ión  que es  po r  l o  menos  o  10  veces ,  20  veces ,  50 

veces ,  100  veces ,  1000 veces  o  10000 veces  menor  que  la  

a f i n idad  de  un ión  de  d icha  mo lécu la  de l  g rupo  an tes  menc ionado 

pa ra  un i rse  a  o t ra  mo lécu la ,  an t ígeno  y /o  con fo rmac ión .  

 Como se  desc r i b i ó  an te r i o rmen te ,  se  demos t ró  que  la  15 

causa  genét i ca  más  común  de  la  ag regac ión  de  C9ORF72  en  

FTLD y  ALS  se  debe  a  una  repe t i c ión  de  hexanuc leó t ido  

expand ida  he te roc i go ta  (GGGGCC) l oca l i zada  en t re  l os  exones  

no  cod i f i cado res  1a  y  1b  de l  gen  de  C9ORF72 .  En  pa r t i cu la r ,  se 

mos t ró  que  es ta  t raducc ión  no  convenc iona l  t i po  no  ATG de  l a  20 

t ransc r i pc i ón  sen t i do  en  l os  t res  marcos  de  l ec tu ra  a l t e rnados ,  

es  dec i r ,  de  l as  repe t i c i ones  de  hexanuc leó t i do  expand ido ,  da  

como resu l tado  la  p roducc ión ,  gene rac ión  y  ag regac ión  de  
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d i f e ren tes  po l i pép t i dos ,  comprend iendo  cada  uno un idades  

repe t i t i vas  de  dos  aminoác idos  ( repe t i c i ones  de  d ipép t ido ,  

DPRs) ,  es  dec i r  po l i - (G ly -A la ,  GA) ,  po l i - (G ly -P ro ,  GP)  y /o  po l i -

(G ly -A rg ,  GR) .  Po r  l o  t an to ,  en  una  moda l i dad  de  l a  p resente  

i nvenc ión ,  l a  DPR comprende l as  repe t i c i ones  po l i -g l i c i na -5 

a lan ina  (G ly -A la ,  GA) ,  po l i -g l i c i na -p ro l i na  (G ly -P ro ;  GP)  o  po l i -

g l i c ina -a rg in i na ) .  En  una  moda l i dad  p re fe r ida ,  l a  DPR cons is te  

de  repe t i c i ones  de  po l i -g l i c i na -a lan ina  (G ly -A la ;  GA)  o  de  po l i -

g l i c ina -p ro l i na  (G ly -P ro ;  GP) .  

 A  pesa r  de l  hecho que la  repe t i c i ón  de  hexanuc leó t ido  10 

expand ida  es tá  l oca l i zada  en t re  los  exones  no  cod i f i cado res  1a  

y  1b  de  C9ORF72 ,  y  de l  hecho  de  que  la  C9ORF72 mu tada  

carece  de  un  codón de  i n i c io ,  todos  los  marcos  de  l ec tu ra  se  

t raducen  como las  p ro te ínas  de  repe t i c ión  de  d ipép t i do  (DPR) ,  

es  dec i r  po l i - (G ly -A la ;  GA) ,  po l i - (G ly -P ro ;  GP) ,  y /o  po l i - (G ly -A rg ;  15 

GR) .  Los  es tud ios  p re l im ina res  también  mues t ran  que  los  

an t i cue rpos  han s i do  i den t i f i cados  y  c l onados  en  l os  

expe r imen tos  rea l i zados  de  con fo rmidad con  la  p resen te  

i nvenc ión  no  só lo  t i ñen  las  i nc lus i ones  c i t op l asmát i cas  

neurona les ,  i nc l us i ones  in t ranuc lea res  neurona les ,  y  neu r i t i s  20 

d is t ró f i ca  en  l a  capa de  cé lu l a  g ranu la r  de l  ce rebe lo  asoc iada 

con  C9ORF72-DPRs de  GA,  GP o  t i po  GP,  es  dec i r  t raduc idas  

en  l a  d i recc i ón  de  cadena sen t ido  (DPRs sent i do ) ,  como se  
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mues t ra  en  l os  E jemp los  12  y  13  as í  como en  l as  f i gu ras  14A-

14C y  en  la  f i gu ra  15 ,  s i no  también  an t i cue rpos  que son  capaces 

de  reconocer  DPRs  t raduc idas  en  fo rma  b i d i recc iona l ,  es  dec i r  

p ro te ínas  de  repe t i c ión  de  d ipép t i do  que  son  t raduc idas  en  su  

d i recc i ón  an t i sen t i do ,  es  dec i r  po l i - (P ro-A rg ;  PR) ,  y /o  po l i - (P ro -5 

A la ,  PA) .  Po r  cons igu ien te ,  se  p roveen an t i cue rpos  que son  

capaces  de  i den t i f i ca r  y  un i rse  a  la  ag regac ión  de  los  p roduc tos  

de  la  p ro te ína  C9ORF72 der i vadas  de  ambas  cadenas ,  es  dec i r  

DPRs que  resu l t an  de  la  repe t i c ión  de  hexanuc leó t ido  expand ida 

de  la  reg ión  no  cod i f i cado ra  en t re  l os  exones  1a  y  1b  de  10 

C9ORF72 t raduc idas  en  d i recc ión  sen t ido  y  an t i sen t i do .  Po r  l o  

t an to ,  en  una moda l idad ,  l os  an t i cuerpos  an t i -DPR,  mo lécu las  de  

un ión  a  DPR o  f ragmen tos ,  va r ian tes  s in té t i cas ,  o  

b io tecno lóg i cas  de  l os  mismos  reconocen  las  DPRs ta l  como son 

t raduc idas  a  pa r t i r  de l  gen  de  C9ORF72 en  su  d i recc i ón  sen t i do  15 

y /o  an t i sen t i do .  En  una moda l i dad  p re fe r ida ,  l os  an t i cue rpos  de  

DPR reconocen  las  DPRs  de  t i po  po l i - (G ly -A la ;  GA) ,  po l i - (G ly -

P ro ;  GP) ,  po l i - (G ly -A rg ;  GR) ,  po l i - (P ro -A rg ;  PR) ,  y /o  po l i - (P ro-

A la ,  PA) .  

 Además ,  en  expe r imentos  p re l im ina res  se  i den t i f i ca ron  20 

an t i cue rpos  de  DPR que pueden un i rse  a  d i f e ren tes  

cons te l ac iones  de  DPRs,  es  dec i r ,  d i f e ren tes  compos ic i ones  de 

aminoác ido  de  las  p ro te ínas  de  DPR.  En  pa r t i cu la r ,  se  
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obse rva ron  an t i cue rpos  de  DPR que  reconocen  pro te ínas  de  

DPR que cons is ten  tan to  de  (PA) n  como de  (GA) n ,  (GP) n  y  (GA) n ,  

(PR) n  y  (GA) n ,  o  (GR) n  y  (GA) n  y  (PR) n .  Po r  cons igu ien te ,  en  una 

moda l i dad  de  l a  p resente  i nvenc ión ,  e l  an t i cuerpo  de  DPR puede 

reconoce r  p ro te ínas  de  DPR que cons is ten  de  una comb inac ión  5 

de  p ro te ínas  de  DPR que  mues t ran  una  compos ic ión  de  

aminoác ido  d i fe ren te .  Po r  l o  t an to ,  como se  demues t ra  en  los  

E jemplos  y  se  mues t ra  en  l as  f i gu ras  2A  a  2M y  7A a  7P  se  

ob t ienen an t i cue rpos  de r i vados  de  humano  que  reconocen dos  o  

i nc luso  t res  repe t i c i ones  de  d i pép t ido  d i fe ren tes  con  una 10 

espec i f i c idad  en  e l  m ismo  o rden  de  magn i tud .  En  una  moda l i dad  

p re fe r ida ,  e l  an t i cue rpo  an t i -DPR puede reconoce r  p ro te ínas  de  

DPR que  cons is ten  de  una  combinac ión  de  p ro te ínas  de  DPR,  en  

l a  cua l  l as  p ro te ínas  de  DPR son  (PA) n  o  (GA) n ,  (GP) n  o  (GA) n ,  

(PR) n  o (GA) n ,  o  (GR) n  o (GA) n  o (PR) n ,  es  dec i r ,  e l  an t i cue rpo  15 

an t i -DPR de  l a  p resente  invenc ión  puede  reconoce r  cua lqu ie r  

combinac ión  de  DPRs,  de  p re fe renc ia  (GP) n  y  (GA) n  como se 

mues t ra  pa ra  e l  an t i cue rpo  N I -308.5G2 (véase f i gu ras  2A y  2G  y  

f i guras  7A ,  7B ,  7J  y  7K)  o  (GR) n ,  (GA) n  y  (PR) n  como se  mues t ra  

pa ra  e l  an t i cue rpo  N I -308 .6B11  (véase f i gu ras  2A  y  2 I  y  f i guras  20 

7A,  7C,  7L  y  7M)  o  (PA) n  y  (GA) n  como se  mues t ra  para  e l  

an t i cue rpo  N I -308.4M1 (véase  f i gu ras  2A  y  2K  y  f i gu ras  7E  y  7P) 

o  (PR)n  y  (GA)n  como se  mues t ra  pa ra  e l  an t i cue rpo  NI -
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308.16C10 (véase f i gu ras  2A y  2M) .  

 De  manera  a l t e rna t i va ,  o  además ,  e l  an t i cuerpo  de  la  

p resen te  invenc ión  se  puede d iseñar  pa ra  que comprenda po r  l o  

menos  un  p r imer  y  un  segundo s i t i o  de  un ión  a  an t ígeno,  es  

dec i r ,  domin io  va r i ab le  de  dos  an t i cue rpos  d i f e ren tes  de  la  5 

p resen te  invenc ión  con  ep í topes  d is t i n tos ,  de  p re fe renc ia  en  e l  

cua l  una  o  ambas  reg iones  var iab les  se  der i van  a  pa r t i r  de 

cua lqu ie ra  de  l os  p resentes  an t i cue rpos  i l us t rados  en  los  

E jemplos  y  F i gu ras  anexos ,  y  como se  desc r ibe  también  en  la  

p resen te  so l i c i t ud .  Po r  e j emplo ,  l a  combinac ión  de  la  reg ión  10 

var iab le  de  l os  an t i cue rpos  N I -308 .6B11  y  NI -308.4M1 dar ía  

como resu l t ado  un  an t i cue rpo  capaz  de  un i r se  a  una 

combinac ión  de  DPRs que cons is te  de  (GA) n ,  (GR) n ,  (PR) n  y  

(PA) n .  Po r  l o  tan to ,  l os  p resen tes  an t i cue rpos  pe rmi ten  la  

p rov is i ón  de  an t i cue rpos  capaces  de  reconocer  cua lqu ie r  15 

combinac ión  de  DPRs.  Los  an t i cue rpos  b iespec í f i cos  y  

mu l t i espec í f i cos  se  pueden  genera r  med ian te  métodos  b ien  

conoc idos  en  l a  t écn ica ,  po r  e jemp lo  med ian te  recomb inac ión 

qu ímica  de  f ragmen tos  de  i nmunog lobu l ina  G1  monoc lona les  

como es  desc r i t o ,  po r  e j emplo ,  po r  B rennan  e t  a l . ,  Sc i ence .  229  20 

(1985 ) ,  81-83 ,  o  co -expres i ón  recomb inan te  s imu l táneamen te  de  

l a  cadena pesada y  l i ge ra  ap rop iada y  apa reamien to  

cor respond ien te ;  véase,  por  e j emp lo ,  Lewis  et  a l . ,  Na tu re  
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B io techno logy  32  (2014) ,  191 -198;  pa ra  rev is ión  véase,  po r  

e jemplo ,  Kon te rmann,  mAbs  4  (2012 ) ,  182 -197  y  Kon termann  y  

B r i nkmann,  Drug  D iscove ry  Today  20  (2015 ) ,  838 -847.  

 En  var ios  es tud ios  se  ha  demos t rado que l a  ag regac ión  de  

l as  DPRs  en  los  pac ien tes  ocur re  p r i nc i pa lmente  en  pac ien tes  5 

con  un  número  más  a l tos  de  repe t i c i ones  de  d i pép t ido .  Por  l o  

t an to ,  en  una moda l idad  de  l a  p resen te  i nvenc ión ,  l as  mo lécu las  

de  un ión  a  DPR se  unen  a  las  p ro te ínas  de  DPR que  con t i enen 

números  más  a l tos  de  repe t i c i ones ,  es  dec i r  DPRs que  cons is ten 

de  (GA) n ,  (GP) n ,  (GR) n ,  (PR) n ,  o  (PA) n .  Aquí  l a  n  denota  e l  10 

número  de  repet i c i ones ,  po r  e j emplo ,  una  p ro te ína  de  DPR con 

15  repet i c iones  se rá  deno tada  (XX) 1 5 ,  s ign i f i cando también  que ,  

po r  e j emplo ,  l a  expans ión  de  hexanuc leó t ido  G 4 C 2  se  rep i te  15 

veces .  En  una  moda l idad  p re fe r i da  e l  número  de  repe t i c ión  es  

10  a  30  (XX ' ) 1 0 - 3 0 .  En  una moda l idad  pa r t i cu la r  p re fe r i da  e l  15 

número  de  repet i c i ón  es  (XX ' ) 1 5 .  

 S i n  embargo ,  s i n  es ta r  l im i tado  a  la  t eor ía ,  un  tamaño  de  

repe t i c i ón  más  pequeña,  es  dec i r  <  15  repe t i c i ones ,  de  

p re fe renc ia  <  10  repe t i c i ones ,  de  manera  más  pre fe r ida  <  5  

repe t i c i ones ,  podr ía  im i ta r  pép t idos  más  g randes  después  de  20 

reves t im ien to  denso en  una super f i c ie .  Po r  l o  t an to ,  en  una 

moda l i dad  de  la  p resente  i nvenc ión ,  l os  an t i cuerpos  de  DPR se  

unen  a  l as  DPRs  que cons is ten  de  (GA) n ,  (GP) n ,  (GR) n ,  (PR) n ,  o  
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(PA) n ,  en  l as  cua les  e l  número  de  repe t i c i ones  (n )  es  menor  de  

5  repe t i c i ones .  Los  expe r imentos  p re l im ina res  mues t ran  que  una 

un ión  de  an t i cue rpos  de  DPR de  la  p resen te  i nvenc ión  tamb ién 

es  pos ib le  para  p ro te ínas  de  DPR que mues t ran  só lo  3  a  4  

repe t i c i ones ;  véase ,  po r  e jemp lo ,  f i gu ras  7A-7P .  Por  5 

cons igu ien te ,  en  una moda l i dad  de  la  p resente  i nvenc ión  3  a  4 

repe t i c i ones  son  su f i c i en tes  pa ra  una un ión  de l  an t i cue rpo  de  

DPR.  En  una  moda l idad ,  e l  an t i cue rpo  de  la  p resen te  invenc ión 

no  se  une  sus tanc ia lmente  o  según  es  só lo  has ta  un  g rado  

s i gn i f i ca t i vamen te  menor  a  un  ep í tope  con  menos  de  3  de  10 

cua lqu ie ra  de  l as  repe t i c iones  de  d i pép t ido  desc r i tas  

an te r i o rmente  (n  <3 ) ;  véase,  po r  e jemplo ,  E jemplos  8 :09  as í  

como l as  f i gu ras  7A-7P  y  l as  f i gu ras  8A-8F.  

 Como se  mues t ra  en  los  E jemplos ,  en  pa r t i cu l a r  en  los  

E jemplos  3  y  4 ,  se  d i señan d i fe ren tes  cons t rucc iones  de  DPR 15 

que mues t ran  un  número  más  a l to  de  repe t i c i ones  de  d i pép t i do .  

En  pa r t i cu l a r  se  cons t ruyen cons t rucc i ones  de  DPR que 

mues t ran  15  repe t i c i ones ,  es  dec i r  (GA) 1 5 ,  (GP) 1 5 ,  (GR) 1 5 ,  (PA) 1 5  

y  (PR) 1 5 .  U t i l i zando  es tas  cons t rucc i ones  se  rea l i zan  es tud ios  

de  ca rac te r i zac ión  de  los  an t i cue rpos  i den t i f i cados  de  20 

con fo rm idad con  l a  p resente  i nvenc ión ;  véase,  po r  e j emplo ,  

E jemplo  3  y  4 .  Los  resu l tados  reve lan  que l os  an t i cue rpos  N I -

308.18F7,  NI -308.15O7,  N I -308 .28G1 y  N I -308 .45C2  se  unen 
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espec í f i camente  con  a f in i dad  a l ta  a  C9ORF72-DPR (GA) 1 5 ,  pe ro  

no  a  las  DPRs que  cons is ten  de  (GP) 1 5 ,  (GR) 1 5 ,  (PA) 1 5  o (PR) 1 5 ;  

véase ,  po r  e j emplo  f i gu ras  2A,  2B,  2C,  2D  y  2E as í  como l as  

f i guras  3A ,  3B,  3C ,  3D y  3E.  En  con t ras te ,  l os  an t i cue rpos  NI -

308.5G2 ,  N I -308 .12A3 y  N I -308 .46E9  reconocen espec í f i camen te  5 

con  a f in i dad  a l ta  l a  C9ORF72-DPR (GA) 1 5  y  (GP) 1 5 ,  pe ro  no  l as  

DPRs que  cons is ten  de  (GR) 1 5 ,  (PA) 1 5  o  (PR) 1 5 ;  véase ,  po r  

e jemplo  f i gu ras  2A ,  2G ,  2H y  2L ,  y  l as  f i gu ras  3A,  3G ,  3H y  3L .  

E l  an t i cuerpo  NI -308.24E11 reconoce l a  C9ORF72-DPR (PR) 1 5  

so lamente ,  pe ro  no  las  DPRs  que cons is ten  de  (GP) 1 5 ,  (GR) 1 5 ,  10 

(GA) 1 5  o (PA) 1 5 ;  véase ,  po r  e jemp lo  f i gu ras  2A y  2F  as í  como 

también  l as  f i gu ras  3A  y  3F.  En  con t ras te ,  e l  an t i cue rpo  NI -

308.16C10 reconoce  de  manera  p re fe ren te  l a  C9ORF72-DPR 

(PR) 1 5  y  t ambién  un ida  a  (GA) 1 5  pe ro  no  l as  DPRs  que  cons i s ten  

de  (GP) 1 5 ,  (GR) 1 5  o  (PR) 1 5 ;  véase  f i gu ras  2A y  2M as í  como 15 

también  l as  f i guras  3A y  3M.  De manera  so rpres iva ,  l os  

an t i cue rpos  NI -308 .6B11 y  NI .308 .46F8  mues t ran  una  a f in i dad  

a l t a  pa ra  (GR) 1 5 ,  (GA) 1 5  y  (PR) 1 5 ,  pe ro  no  l a  DPR que  cons is te  

de  (GP) 1 5  o  (PA) 1 5 ;  véase ,  po r  e j emplo ,  f i gu ras  2A,  2 I ,  y  2J  as í  

como las  f i gu ras  3A ,  3 I  y  3J .  E l  an t i cue rpo  NI -308.4M1 reconoce 20 

l a  C9ORF72-DPR (PA) 1 5  y  (GA) 1 5 ,  pero  no  l as  DPRs que 

cons is ten  de  (GP) 1 5 ,  (GR) 1 5 ,  o  (PR) 1 5 ;  véase ,  po r  e jemplo  

f i guras  2A y  2K as í  como también  l as  f i gu ras  3A y  3K.  Po r  l o  
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tan to ,  en  una moda l idad ,  e l  an t i cue rpo  de  l a  p resente  i nvenc ión  

de  p re fe renc ia  reconoce  una p ro te ína  de  DPR que  cons is te  de  

(GA) 1 5 .  En  o t ra  moda l i dad ,  e l  an t i cue rpo  de  la  p resen te 

i nvenc ión  que  reconoce  una  p ro te ína  de  DPR que  cons is te  de  

(GA) 1 5  no  reconoce  sus tanc ia lmen te  una  pro te ína  de  DPR que 5 

cons is te  de  (GP) 1 5  o  (GR) 1 5  o  (PA) 1 5  o  (PR) 1 5 .  En  una moda l idad  

ad ic i ona l ,  e l  an t i cue rpo  de  la  p resen te  i nvenc ión  de  p re fe renc ia  

reconoce una pro te ína  de  DPR que cons is te  de  (GP) 1 5  o  (GA) 1 5 ,  

de  p re fe renc ia  e l  an t i cue rpo  que  reconoce  una p ro te ína  de  DPR 

que cons is te  de  (GP) 1 5  o  (GA) 1 5  no  reconoce sus tanc ia lmente 10 

una p ro te ína  de  DPR que  cons is te  de  (GR) 1 5  o  (PR) 1 5  o  (PA) 1 5 .  

En  una  moda l i dad  ad ic i ona l ,  e l  an t i cue rpo  de  l a  p resen te  

i nvenc ión  que  reconoce  una  p ro te ína  de  DPR que  cons is te  de  

(PR) 1 5  no  reconoce sus tanc ia lmente  una p ro te ína  de  DPR que 

cons is te  de  (GA) 1 5 ,  (GP) 1 5  o (GR) 1 5  o  (PA) 1 5 .  I nc luso  en  una 15 

moda l i dad  ad ic i ona l ,  e l  an t i cue rpo  de  l a  p resen te  invenc ión  que  

reconoce  una  pro te ína  de  DPR que  cons is te  de  (GA) 1 5 ,  (GR) 1 5  o  

(PR) 1 5  no  reconoce sus tanc ia lmente  una p ro te ína  de  DPR que 

cons is te  de  (GP) 1 5  o (PA) 1 5 .  En  una moda l idad  ad ic iona l ,  e l  

an t i cue rpo  de  la  p resente  i nvenc ión  de  p re fe renc ia  reconoce  una 20 

p ro te ína  de  DPR que cons is te  de  (PA) 1 5  o  (GA) 1 5 ,  de  p re fe renc ia  

e l  an t i cue rpo  que reconoce una p ro te ína  de  DPR que cons is te  

de  (PA) 1 5  o  (GA) 1 5  no reconoce  sus tanc ia lmen te  una  pro te ína  de 
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DPR que cons is te  de  (GP) 1 5  o  (GR) 1 5  o (PR) 1 5 .  Inc l uso  en  una 

moda l i dad  ad ic iona l ,  e l  an t i cue rpo  de  la  p resente  invenc ión  de  

p re fe renc ia  reconoce  una  p ro te ína  de  DPR que cons is te  de  

(GA) 1 5  o  (PR) 1 5 ,  de  p re fe renc ia  e l  an t i cue rpo  que  reconoce  una 

p ro te ína  de  DPR que cons is te  de  (PR) 1 5  o (GA) 1 5  no reconoce 5 

sus tanc ia lmen te  una p ro te ína  de  DPR que cons is te  de  (GP) 1 5  o  

(GR) 1 5  o  (RA) 1 5 .  D icho  en  o t ras  pa lab ras ,  l os  an t i cue rpos  en  

d ichas  moda l i dades  son  capaces  de  un i rse  ya  sea  a  una 

p ro te ína  de  DPR i nd iv i dua l  o  por  l o  menos  a  dos  p ro te ínas  de  

DPR d i fe ren tes ,  véase,  po r  e j emplo ,  l os  an t i cue rpos  de  e jemplo  10 

N I -308.15O7,  N I -308 .28G1,  N I -308 .45C2,  N I -308.18F7,  NI -

308.24E11,  NI -308.5G2 ,  N I -308 .46E9,  NI -308.6B11,  NI -

308.46F8,  NI -308.4M1,  N I -308 .12A3  y  NI .308-16C10  como se  

i l us t ran  en  los  e jemp los  3  y  4  as í  como en  l as  f i gu ras  2A-2M y  

l as  f i gu ras  3A-3M.  15 

 U t i l i zando las  cons t rucc iones  como las  desc r i t as  en  los  

E jemplos ,  se  podr ía  mos t ra r  que  e l  an t i cue rpo  an t i -DPR de l a  

p resen te  invenc ión  se  une a  l as  C9ORF72-DPRs  (GA) 1 5  o (GP) 1 5 ,  

o  (GR) 1 5 ,  o  (PR) 1 5 ,  o  (PA) 1 5  de  humano .  En es te  con tex to ,  l as  

a f i n idades  de  un ión  de  cua lqu ie ra  de  los  an t i cuerpos  an t i -DPR 20 

de  la  p resen te  i nvenc ión  o  der i vado  b io tecno lóg ico  de l  m i smo 

puede es ta r  en  e l  i n te rva lo  como se  mues t ra  para  los  

an t i cue rpos  de  e j emplo  N I -308 .15O7,  N I -308.28G1,  N I -
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308.45C2 ,  N I -308 .18F7,  N I -308.24E11,  NI -308.5G2 ,  N I -

308.46E9,  NI -308.6B11,  NI -308.46F8 ,  N I -308 .4M1,  NI -308 .12A3 

y  NI -308.16C10  en  l as  f i guras  2A-2M,  es  dec i r  que t i enen l as  

m i tades  de  la  concen t rac i ón  e fec t i va  máx ima (CE 5 0 )  de  

ap rox imadamen te  0 .1  nM a  200 nM,  de  p re fe renc ia  1  pM a  100  5 

nM,  de  manera  más  p re fe r i da  una  CE 5 0  de  ap rox imadamente  50  

pM a  50  nM,  de  manera  más  p re fe r i da  una  CE 5 0  de  

ap rox imadamen te  0 .1  nM a  0 .5  nM pa ra  las  cons t rucc iones  BSA-

(GA) 1 5 ,  BSA- (GP) 1 5  o  BSA- (PA) 1 5  y  más  p re fe r i do  aún una CE 5 0  

de  ap rox imadamen te  10  nM a  200 nM pa ra  l as  cons t rucc i ones 10 

BSA- (PR) 1 5 ;  véase ,  po r  e j emp lo ,  f i guras  3A-M.  

 De  p re fe renc ia ,  e l  an t i cue rpo  an t i -DPR,  f ragmen to  de  un ión  

a  DPR o  de r i vado b io tecno lóg ico  de l  m ismo  t i ene  una a f i n i dad 

de  un ión  co r respond ien te  a  un  va lo r  de  CE 5 0  (m i tad  de  l a  

concen t rac i ón  e fec t i va  máx ima)  de  >  200 nM,  de  p re fe renc ia  ≤  15 

100 nM,  de  manera  más  p re fe r i da  ≤  50  nM,  de  manera  i nc l uso  

más  p re fe r i da  ≤  10  nM y  más  p re fe r i do  aún  ≤  0 .5  nM pa ra  un ión  

a  la  p ro te ína  de  DPR (GA) 1 5 ,  (GR) 1 5  o  (PR) 1 5 ,  o  ≤  10  nM,  de 

p re fe renc ia  ≤  2  nM,  de  manera  i nc l uso  más  pre fe r i da  ≤  1  nM y  

más  p re fe r ido  aún  ≤  0 .5  nM pa ra  un ión  a  l a  p ro te ína  de  DPR 20 

(GP) 1 5  o  (PA) 1 5 ;  véase ,  po r  e jemplo  F i gs .  2A -M.  

  A l gunos  an t i cue rpos  son  capaces  de  un i rse  a  una  

amp l ia  gama de  b iomolécu las ,  po r  e jemplo ,  p ro te ínas .  Como 
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comprenderá  e l  expe r to  en  l a  t écn ica ,  e l  t é rmino  espec í f i co  se  

u t i l i za  aqu í  pa ra  ind ica r  que  o t ras  b iomolécu las  que  DPR no  se 

unen  s ign i f i ca t i vamen te  a  l a  mo lécu la  de  un ión  a  an t ígeno ,  po r  

e jemplo ,  uno  de  los  an t i cue rpos  de  l a  p resen te  i nvenc ión .  De 

p re fe renc ia ,  e l  n i ve l  de  un ión  a  una  b iomolécu la  d i s t i n ta  de  l as  5 

DPRs da  como resu l tado  una  a f in i dad  de  un ión  que  es  como 

máx imo  de  só lo  20% o  menos ,  10% o  menos ,  só l o  5% o  menos ,  

so lamente  2% o  menos  o  so lo  1% o  menos  (es  dec i r ,  po r  l o  

menos  5 ,  10 ,  20 ,  50  o  100 veces  más  ba ja ,  o  cua lqu ie r  cosa  más  

a l l á )  de  l a  a f i n idad  a  DPRs ,  respec t i vamente ;  véanse ,  po r  10 

e jemplo ,  E jemplos  3  a  5  as í  como las  f i gu ras  2A-2M a  f i guras  

4A-4 I .  

 En  una  moda l idad ,  e l  an t i cue rpo  an t i -DPR de la  p resen te  

i nvenc ión  se  une de  manera  p re fe ren te  a  l as  f o rmas  ag regadas 

de  l as  DPRs,  po r  e j emplo  C9ORF72-DPR y /o  f ragmen tos ,  15 

de r i vados ,  f i b r i l l as  y /u  o l i gómeros  de  l as  mismas .  En  o t ra  

moda l i dad ,  e l  an t i cue rpo  an t i -DPR de  l a  p resen te  i nvenc ión  de  

p re fe renc ia  se  une  tan to  a  C9ORF72-DPRs no  asoc iadas  con 

una en fe rmedad y /o  t ras to rno  como a  l as  f o rmas 

pa to l óg icamen te  ag regadas  de  C9ORF72-DPR;  véase,  po r  20 

e jemplo ,  E jemplo  10  as í  como las  f i gu ras  9  a  12A-12B .  I nc l uso  

en  o t ra  moda l idad ,  e l  an t i cue rpo  an t i -DPR de la  p resente  

i nvenc ión  es  capaz  de  un i rse  a  l as  fo rmas  de  DPRs ,  po r  e jemp lo  
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C9ORF72-DPR y /o  f ragmentos ,  de r i vados ,  f i b r i l l as  y /u  

o l i gómeros  de  l as  mismas  en  so luc ión ;  véase  E jemplo  7  as í  

como las  f i gu ras  6A-6C.  En es te  con tex to ,  cua lqu ie ra  de  l os  

an t i cue rpos  an t i -DPR de l a  p resen te  i nvenc ión  o  de r i vado 

b io tecno lóg i co  de  l os  mismos  puede  ser  capaz  de  cap tu ra r  5 

pép t i dos  de  p ro te ína  de  DPR po l i -GA  en  so luc i ón  como se  

mues t ra  pa ra  los  an t i cue rpos  de  e j emplo  N I -308.15O7,  NI -

308.18F7,  N I -308.45C2 y  N I -308 .28G1 o  cua lqu ie ra  de  l os  

an t i cue rpos  an t i -DPR de l a  p resen te  i nvenc ión  o  de r i vado 

b io tecno lóg i co  de  l os  mismos  puede  ser  capaz  de  p rec ip i t a r  po l i -10 

PR y  po l i -GR como se  mues t ra  pa ra  los  an t i cue rpos  de  e jemplo 

N I -308.24E11 y  NI -308.6B11 ;  véase,  po r  e jemplo ,  f i gu ra  6 (A )  a  

f i gura  6 (C) .  

 En  l as  f i gu ras  14A-14C y  en  la  f i gu ra  15 ,  as í  como en  l os  

E jemplos  12  y  13 ,  se  demues t ra  que  l os  an t i cuerpos  de  la  15 

p resen te  i nvenc ión  son  capaces  de  teñ i r  i nc lus i ones 

c i top lasmát i cas  neu rona les  pa to lóg icas ,  i nc l us iones 

i n t ranuc lea res  neu rona les  y  neu r i tas  d i s t ró f i cas  en  l a  capa de  

cé lu l as  g ranu la res  de l  ce rebe lo  en  pac ien tes  con  FTLD l as  

cua les  es tán  asoc iadas  con  ag regados  de  DPRs ,  en  pa r t i cu l a r  20 

p ro te ínas  de  C9ORF72-DPRs .  Po r  l o  tan to ,  en  una  moda l idad ,  e l  

an t i cue rpo  de  la  p resen te  invenc ión  es  capaz  de  un i rse  a 

C9ORF72 ag regada en  te j i do  humano.  En una moda l i dad  
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p re fe r ida  par t i cu la r ,  e l  an t i cue rpo  es  capaz  de  un i rse  a  

C9ORF72 ag regada en  te j i do  de  FTLD de  humano.  Como se 

menc ionó ,  C9ORF72  ag regada  s ign i f i ca  C9ORF72 mu tada que 

mues t ra  como se  desc r ib i ó  an te r io rmente  una  repe t i c i ón  de 

hexanuc leó t i do  expand ida  en  su  reg ión  no  cod i f i cado ra .  Es ta  5 

repe t i c i ón  conduce  a  una pé rd ida  de l  l ado  de  in i c i o  de  ATG y  a  

una t raducc ión  de  l as  repe t i c iones  como DPRs  como se  ha 

desc r i to  an te r io rmen te .  

 Como se  menc ionó  an tes ,  l a  acumulac ión  de  agregados  de  

p ro te ína  de  DPR en e l  l óbu lo  f ron ta l  y  l óbu lo  t empora l  de l  10 

cerebro  es  una  marca  ca rac te r ís t i ca  de l  t ras to rno  

neurodegenera t i vo  FTLD.  Los  pac ien tes  con  ag regados  de  DPR 

en l as  i nc lus i ones  c i t op l asmát i cas  neu rona les ,  i nc lus i ones  

i n t ranuc lea res  neu rona les  y  neu r i tas  d i s t ró f i cas  en  l a  capa de  

cé lu l a  g ranu la r  de l  ce rebe lo ,  como se  mues t ra  en  l as  f i gu ras  15 

14A-14C y  f i gu ra  15  as í  como en  l os  e j emplos  12  y  13  de  l a  

p resen te  invenc ión ,  con  f recuenc ia  mues t ran  una  func ión  

cogn i t i va  a l t e rada .  En  pa r t i cu la r ,  l os  pac ien tes  con  FTLD 

mues t ran  demenc ia ,  cambios  de l  compor tamien to  as í  como de  l a  

pe rsona l idad ,  d i s func iones  de l  l engua je ,  y /o  ps icos is  que  se  20 

deben a  la  degenerac ión  de  la  co r teza  f ron ta l  y  t empora l ,  como 

se  desc r i b ió  sup ra .  Po r  l o  tan to ,  en  una moda l i dad  e l  an t i cue rpo  

de  la  p resente  invenc ión  es  ú t i l  pa ra  e l  t ra tam ien to  de  
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en fe rmedades  y /o  t ras to rnos  asoc iados  con  DPRs segu ido  en  

una moda l i dad  p re fe r i da ,  e l  an t i cuerpo  de  la  p resente  invenc ión  

es  ú t i l  en  e l  t ra tam ien to  de  FTLD y  de  los  s ín tomas  de  l a  misma.  

 La  p resente  invenc ión  también  es tá  d i r i g i da  a  un  

an t i cue rpo ,  f ragmen to  de  un ión  a  an t ígeno,  va r ian tes  5 

b io tecno lóg i cas  y  de r i vados  de l  m ismo,  en  los  cua les  e l  

an t i cue rpo  comprende un  domin io  de  un ión  a  an t ígeno i dén t i co  a 

aque l  de  un  an t i cue rpo  se lecc ionado a  par t i r  de l  g rupo que 

cons is te  de  N I -308.15O7,  N I -308 .28G1,  N I -308 .45C2 ,  NI -

308.18F7,  NI -308 .24E11 ,  NI -308 .5G2 ,  NI -308 .46E9 ,  NI -10 

308.6B11,  NI -308 .46F8 ,  N I -308 .4M1,  N I -308 .12A3 y  NI -

308.16C10 o  es  capaz  de  compet i r  con  cua lqu ie ra  o  con  todos  

l os  an t i cue rpos  po r  l a  un ión  a  DPR,  po r  e jemplo  (GA) 1 5  o (GP) 1 5  

o  (GR) 1 5  o  (PR) 1 5  o  (PA) 1 5 .  

 La  p resen te  i nvenc ión  e j empl i f i ca  ad ic i ona lmen te  var ias  15 

mo lécu las  de  un ión ,  po r  e j emp lo ,  an t i cue rpos  y  f ragmen tos  de 

un ión  de  l os  mismos ,  que  reconocen  l as  DPRs ,  l os  cua les  se  

pueden  ca rac te r i za r  po rque comprenden  en  su  reg ión  va r iab le ,  

po r  e j emplo ,  domin io  de  un ión  por  l o  menos  una  reg ión  

de te rminan te  de  comp lementar iedad (CDR)  de  l a  reg ión  va r iab le  20 

V H  y /o  V L  que  comprende  cua lqu ie ra  de  l as  secuenc ias  de  

aminoác ido  rep resen tadas  en  cua lqu ie ra  de  l as  f i gu ras  1A-1L .  

 Las  secuenc ias  de  nuc leó t ido  co r respond ien tes  que 
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cod i f i can  pa ra  l as  reg iones  va r iab les  i den t i f i cadas  an te r i o rmen te  

se  i nd ican  en  la  Tab la  I I  más  ade lan te .  Los  e jemplos  de  

con jun tos  de  CDR de  l as  secuenc ias  de  aminoác ido  an te r i o res  

de  l a  reg ión  V H  y /o  V L  es tán  rep resen tadas  en  cua lqu ie ra  de  las  

f i guras  1A-1L .  S in  embargo ,  como se  d iscu te  en  l o  que  s i gue ,  e l  5 

expe r to  en  la  t écn ica  es tá  b i en  consc ien te  de l  hecho  de  que ,  

además  o  a l t e rna t i vamente ,  se  pueden  usa r  CDRs,  l as  cua les  

d i f i e ren  en  su  secuenc ia  de  aminoác ido  de  aque l las  ind icadas  

en  cua lqu ie ra  de  l as  f i gu ras  1A-1L  en  uno,  dos ,  t res  o  i nc luso  

más  aminoác idos  en  e l  caso  de  CDR2 y  CDR3.  Po r  l o  t an to ,  en  10 

una moda l i dad ,  se  p rovee e l  an t i cue rpo  de  l a  p resen te  

i nvenc ión ,  de r i vado  b i o tecno lóg ico  o  un  f ragmento  de  un ión  a  

DPR de l  m ismo que comprende  en  su  reg ión  va r iab le  po r  l o  

menos  una  reg ión  de te rminan te  de  complementa r iedad (CDR)  

como se  represen ta  en  cua lqu ie ra  de  l as  f i gu ras  1A-1L  y /o  una  o  15 

más  CDR de las  mismas  que comprenden una o  más  

sus t i tuc i ones  de  am inoác ido .  

 En  una moda l i dad ,  e l  an t i cue rpo  de  la  p resente  i nvenc ión  

es  cua lqu ie ra  de  los  an t i cue rpos  que  comprenden una secuenc ia  

de  aminoác ido  de  la  reg ión  V H  y /o  V L  como se  representa  en 20 

cua lqu ie ra  de  l as  f i gu ras  1A-1L  o  una reg ión  V H  y /o  V L  de  l a  

m isma que comprende  una  o  más  sus t i tuc i ones  de  aminoác ido .  

De  pre fe renc ia ,  e l  an t i cue rpo  de  la  p resen te  i nvenc ión  se 
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carac te r i za  po r  l a  p rese rvac ión  de l  apareamien to  cognado de  la  

cadena  pesada  y  l a  cadena  l i ge ra  como es tá  p resen te  en  l a  

cé lu l a  B  de  humano .  En una moda l idad  ad ic i ona l  de  la  p resente 

i nvenc ión ,  e l  an t i cue rpo  an t i -DPR,  f ragmen to  de  un ión  a  DPR,  

var ian te  s in té t i ca  o  b i o tecno lóg ica  de l  m ismo se  puede  op t im iza r  5 

pa ra  que  tenga a f in i dad  de  un ión  ap rop iada  pa ra  e l  ob j e t i vo  y  

p rop iedades  fa rmacoc iné t i cas  y  de  es tab i l i dad .  Po r  l o  t an to ,  po r  

l o  menos  un  aminoác ido  en  la  CDR o  reg ión  var i ab le ,  e l  cua l  es  

p ropenso a  mod i f i cac iones  que se  se lecc i onan  a  par t i r  de l  g rupo  

que cons is te  de  g lucos i l ac i ón ,  ox i dac ión ,  desaminac ión ,  co r te  de  10 

en lace  pept íd i co ,  f o rmac ión  de  i soaspa r ta to  y /o  c i s te ína  no  

apareada,  se  sus t i tuye  con  un  aminoác ido  que  ca rece  de  d icha  

a l t e rac i ón  o  en  e l  cua l  se  e l im ina  o  se  añade  qu ímicamen te  o 

enz imá t i camente  po r  l o  menos  una po rc i ón  ca rboh id ra to  a l  

an t i cue rpo ,  véase,  po r  e jemplo ,  L i u  et  a l . ,  J .  Pha rm.  Sc i .  97  (7 )  15 

(2008 ) ,  2426 -2447 ;  Beck  et  a l . ,  Na t .  Rev .  Immuno l .  10  (2010 ) ,  

345-352 ;  Haberger  et  a l . ,  MAbs .  6  (2014 ) ,  327-339 .  

 De  manera  a l t e rna t i va ,  e l  an t i cue rpo  de  l a  p resen te  

i nvenc ión  es  un  an t i cue rpo  o  f ragmen to  de  un ión  a  an t ígeno ,  

de r i vado  b i o tecno lóg ico  o  va r ian te  de l  m ismo,  e l  cua l  compi te  20 

po r  l a  un ión  a  DPRs  con po r  l o  menos  uno de  l os  an t i cue rpos  

que t i enen l a  reg ión  V H  y /o  V L  como se  rep resenta  en  cua lqu ie ra  

de  Las  f i gu ras  1A-1L .  
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 Los  resu l tados  expe r imen ta les  p rov is tos  en  l as  f i gu ras  4A-

4 I  y  e l  E j emplo  5  sug ie ren  que  a l gunos  de  los  an t i cue rpos  an t i -

DPR de  la  p resente  invenc ión  se  unen de  manera  p re fe ren te  a 

l as  fo rmas  ag regadas  de  DPRs  que causan la  en fe rmedad  ta les  

como C9ORF72-DPRs sob re  l as  o t ras  p ro te ínas  fo rmadoras  de  5 

ami l o ide .  Po r  cons igu ien te ,  en  una moda l i dad  e l  an t i cue rpo  de  l a  

p resen te  invenc ión  reconoce  de  manera  p re fe ren te  l as  

C9ORF72-DPRs  sob re  l as  p ro te ínas  fo rmadoras  de  am i lo i de .  

 En  una moda l i dad  de  l a  p resen te  invenc ión ,  e l  an t i cue rpo 

an t i -DPR,  f ragmen to  de  un ión  a  DPR,  de r i vado  s i n té t i co  o  10 

b io tecno lóg i co  de l  m ismo  reconoce  de  manera  p re fe ren te  fo rmas  

mutadas  y /o  ag regadas  de  C9ORF72-DPR sob re  C9ORF72 

f i s io l óg i ca .  

 E l  an t i cue rpo  de  la  p resen te  i nvenc ión  puede se r  de r i vado 

de  humano,  en  pa r t i cu l a r  pa ra  ap l i cac i ones  te rapéu t i cas .  De  15 

manera  a l t e rna t i va ,  e l  an t i cue rpo  de  l a  p resente  i nvenc ión  es  un  

an t i cue rpo  de  roedo r ,  rodent i zado o  qu imér i co  de  roedor -

humano ,  de  p re fe renc ia  un  an t i cuerpo  de  múr ido ,  mur i n i zado o  

qu imér i co  de  múr ido -humano  o  un  an t i cue rpo  de  ra ta ,  ra t i n i zado 

o  qu imér i co  de  ra ta -humano e l  cua l  es  pa r t i cu l a rmen te  ú t i l  pa ra  20 

métodos  de  d i agnós t i co  y  es tud ios  en  an ima les .  En  una 

moda l i dad  e l  an t i cue rpo  de  la  p resen te  invenc ión  es  un 

an t i cue rpo  qu imér i co  de  roedo r -humano  o  un  an t i cue rpo  
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rodent i zado .  

 As imismo,  en  una moda l i dad ,  e l  an t i cue rpo  qu imér i co  de  l a  

p resen te  i nvenc ión ,  es  dec i r ,  que  comprende los  domin ios  

var iab les  de  un  an t i cue rpo  de  humano y  domin ios  cons tan tes  

l i ge ros  y  pesados  de  múr i do  genér i cos ,  se  unen  con  una a l t a  5 

a f i n idad  a  l as  DPRs de  humano .  De  p re fe renc ia ,  l a  a f i n idad  de  

un ión  de  an t i cue rpos  qu imér i cos  es  s im i la r  a  sus  con t rapa r tes  

de r i vadas  de  humano.  

 En  una moda l i dad ,  e l  an t i cue rpo  de  la  p resente  i nvenc ión  

se  p rovee med ian te  cu l t i vos  de  cé lu l as  B  i nd iv i dua les  u  10 

o l i goc lona les  que se  cu l t i van  y  e l  sob renadan te  de l  cu l t i vo  que 

con t iene  l os  an t i cue rpos  p roduc idos  por  d i chas  cé lu las  B ,  se  

tam iza  respec to  a  la  p resenc ia  y  a f in i dad  de  an t i cue rpos  an t i -

DPR en e l  m ismo.  E l  p roceso  de  tamizado  comprende  tamiza r  

respec to  a  l a  un ión  a  ag regados  monomér icos ,  f i b r i l a res  o  no  15 

f i b r i l a res  na t i vos  como los  o l i gómeros  de  hDPRs der i vados  de  

un  pép t i do  s i n té t i co  de  hDPR de  l ong i t ud  comple ta  o  po r  e jemplo  

pu r i f i cado a  pa r t i r  de  p l asma humano  o  expres i ón  recomb inan te .  

Los  pép t idos  de  hDPR respec t i vos  se  pueden  u t i l i za r  en  su  

fo rma  pu ra  o  de  manera  a l t e rna t i va  copu lados  o  con jugados  a  un 20 

veh ícu lo  adecuado  ta l  como BSA.  

 En  una moda l i dad  p re fe r i da  l a  p resen te  i nvenc ión  también  

se  ex t i ende  en  té rminos  genera les  a  an t i cue rpos  an t i -DPR y  
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mo lécu las  de  un ión  a  DPR que comp i ten  con  l os  an t i cue rpos  

monoc lona les  de  humano  de  la  p resen te  i nvenc ión  po r  l a  un ión  

espec í f i ca  a  l as  espec ies  mu tadas  y /o  ag regadas  de  C9ORF72-

DPR o  f ragmen tos  de  l as  mismas .  

 La  compe t i c i ón  en t re  an t i cue rpos  se  de te rmina  med ian te  5 

una p rueba  en  l a  cua l  l a  i nmunog lobu l i na  ba jo  p rueba  i nh i be  l a  

un ión  espec í f i ca  de  un  an t i cue rpo  de  re fe renc ia  a  un  an t ígeno 

común ,  t a l  como l as  DPRs .  Se conocen numerosos  t i pos  de  

p ruebas  de  un ión  compe t i t i va ,  por  e jemplo :  rad io inmunoensayo 

(R IA )  d i rec to  o  ind i rec to  en  fase  só l ida ,  i nmunoensayo  con  10 

enz ima  (E IA )  d i rec to  o  ind i rec to  en  fase  só l ida ,  p rueba  de  

compe t i c ión  en  emparedado;  véase  S tah l i  et  a l . ,  Methods  in  

Enzymology  9  (1983 ) ,  242 -253;  E IA  con  b i o t i na -av id ina  d i rec to  

en  fase  só l i da ;  véase  K i rk l and  e t  a l . ,  J .  Immuno l .  137  (1986) ,  

3614 -3619  y  Cheung  et  a l . ,  V i ro logy  176  (1990) ,  546 -552 ;  15 

p rueba marcada  d i rec ta  en  fase  só l i da ,  p rueba  en  emparedado 

marcada  d i rec ta  en  fase  só l i da ;  véase Har low  y  Lane,  

An t i bod ies ,  A  Labo ra to ry  Manua l ,  Co ld  Sp r ing  Harbo r  P ress 

(1988 ) ;  R IA  con  marca ,  d i rec ta  en  fase  só l i da  u t i l i zando  marca  

de  I 1 2 5 ;  véase  More l  e t  a l . ,  Mo lec .  Immuno l .  25  (1988 ) ,  7 -15  y  20 

Mo ldenhauer  et  a l . ,  Scand .  J .  Immuno l .  32  (1990 ) ,  77 -82 .  

T íp i camen te ,  d i cha  prueba imp l i ca  e l  uso  de  DPRs pu r i f i cadas  o  

C9ORF72-DPRs  mu tadas  y /o  ag regadas ,  ta l es  como o l i gómeros  
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y /o  f i b r i l l as  de  l as  mismas  un idas  a  una supe r f i c ie  só l i da  o  a  

cé lu l as  que l l evan  cua lqu ie ra  de  és tas ,  una  inmunog lobu l ina  de  

p rueba no  marcada y  una  inmunog lobu l ina  de  re fe renc ia  

marcada ,  es  dec i r  e l  an t i cue rpo  monoc lona l  der i vado  de  humano 

de  l a  p resen te  invenc ión .  La  i nh ib i c ión  compe t i t i va  se  mide  5 

de te rminando  la  can t idad  de  marca  un ida  a  l a  supe r f i c i e  só l i da  o  

cé lu l as  en  p resenc ia  de  la  i nmunog lobu l i na  de  p rueba.  

Usua lmen te  l a  i nmunog lobu l i na  de  p rueba  es tá  p resente  en  

exceso.  De  p re fe renc ia ,  l a  p rueba  de  un ión  compe t i t i va  se  

rea l i za  ba jo  cond ic iones  como l as  desc r i tas  pa ra  l a  p rueba 10 

ELISA  en  los  e jemplos  anexados .  Los  an t i cue rpos  iden t i f i cados  

med ian te  p rueba de  compet i c ión  (an t i cuerpos  compe t i do res )  

i nc luyen  an t i cue rpos  que  se  unen  a l  m ismo  ep í tope  que  e l  

an t i cue rpo  de  re fe renc ia  y  an t i cue rpos  que se  unen  a  un  ep í tope  

adyacente  l o  su f i c i en temente  p rox ima l  a l  ep í tope  un ido  po r  e l  15 

an t i cue rpo  de  re fe renc ia  para  que ocu r ra  e l  imped imento  

es té r i co .  Usua lmen te ,  cuando  un  an t i cue rpo  compe t ido r  es tá  

p resen te  en  exceso,  és te  va  a  i nh ib i r  l a  un ión  espec í f i ca  de  un  

an t i cue rpo  de  re fe renc ia  a  un  an t ígeno común  en  po r  l o  menos  

50% o  75%.  Por  l o  t an to ,  l a  p resen te  invenc ión  tamb ién  es tá 20 

d i r i g i da  a  un  an t i cue rpo ,  o  f ragmen to  de  un ión  a  an t ígeno,  

var ian te  o  der i vados  de l  m ismo,  en  e l  cua l  e l  an t i cuerpo  i nh i be  

de  manera  compe t i t i va  un  an t i cue rpo  de  re fe renc ia  que se  
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se lecc i ona  a  pa r t i r  de l  g rupo  que cons is te  de  N I -308.15O7,  NI -

308.28G1,  N I -308 .45C2 ,  NI -308.18F7 ,  NI -308.24E11 ,  NI -

308.5G2 ,  NI -308.46E9,  NI -308.6B11 ,  N I -308 .46F8 ,  N I -308.4M1,  

N I -308.12A3 y  NI -308.16C10 de  que se  una  a  las  DPRs .  

 La  p resente  invenc ión  también  es tá  d i r i g i da  a  un  5 

an t i cue rpo ,  o  f ragmento  de  un ión  a  an t ígeno,  var ian te  o  

de r i vados  de l  m ismo,  en  e l  cua l  e l  an t i cue rpo  i nh ibe  de  manera  

compe t i t i va  a  un  an t i cue rpo  de  re fe renc ia  que se  se lecc i ona  a 

pa r t i r  de l  g rupo  que  cons is te  de  NI -308 .15O7,  NI -308 .28G1,  NI -

308.45C2 ,  N I -308 .18F7,  N I -308.24E11,  NI -308.5G2 ,  N I -10 

308.46E9,  NI -308.6B11,  NI -308.46F8 ,  N I -308 .4M1,  NI -308 .12A3 

y  NI -308.16C10 de  un i rse  a  l as  espec ies  mu tadas  y /o  ag regadas  

de  C9ORF72-DPR o  f ragmen tos  de  la  m isma.  

 En  o t ra  moda l idad ,  l a  p resen te  invenc ión  p rovee  un  

po l i pép t i do  a i s l ado  que comprende,  cons is te  esenc ia lmen te  de ,  15 

o  cons is te  de  una reg ión  va r i ab le  de  l a  cadena pesada de  

i nmunog lobu l i na  (V H ) ,  en  l a  cua l  po r  l o  menos  una de  l as  V H -

CDRs de  l a  reg ión  var iab le  de  l a  cadena pesada o  por  l o  menos  

dos  de  l as  V H -CDRs  de  la  reg ión  va r i ab le  de  l a  cadena pesada 

son  po r  l o  menos  80%,  85%,  90% o  95% idén t i cas  a  las  20 

secuenc ias  de  aminoác ido  de  V H -CDR1,  V H -CDR2 o  V H -CDR3 de  

l a  cadena pesada de  re fe renc ia  de  l os  an t i cue rpos  desc r i t os  en  

l a  p resente  so l i c i t ud .  De  manera  a l t e rna t i va ,  l as  reg iones  V H -
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CDR1,  V H -CDR2 y  V H -CDR3 de  l a  V H  son  po r  l o  menos  80%, 

85%,  90% o  95% i dén t i cas  a  l as  secuenc ias  de  aminoác ido  de  

V H -CDR1,  V H -CDR2 y  V H -CDR3 de  l a  cadena pesada  de  

re fe renc ia  de  l os  an t i cue rpos  desc r i t os  en  l a  p resente  so l i c i t ud .  

Po r  l o  tan to ,  de  con formidad  con  és ta  moda l idad  una reg ión  5 

var iab le  de  l a  cadena pesada de  la  i nvenc ión  t i ene  secuenc ias  

de  po l ipép t i do  de  V H -CDR1,  V H -CDR2 y  V H -CDR3 re l ac ionadas  

con  l os  g rupos  mos t rados  en  cua lqu ie ra  de  las  f i gu ras  1A-1L 

respec t i vamen te .  Aunque  las  f i gu ras  1A-1L  mues t ran  V H -CDRs 

de f in i das  med ian te  e l  s i s tema  de  Kabat ,  t ambién  es tán  i nc lu i das 10 

en  la  p resen te  i nvenc ión  o t ras  de f in i c i ones  de  CDR,  po r  

e jemplo ,  l as  V H -CDRs de f in i das  po r  e l  s i s tema Choth ia ,  y  

pueden  se r  fác i lmen te  i den t i f i cadas  po r  un  expe r to  en  l a  t écn ica  

u t i l i zando  los  da tos  p resentados  en  cua lqu ie ra  de  las  f i guras  

1A-1L .  15 

 En  o t ra  moda l idad ,  l a  p resen te  invenc ión  p rovee  un  

po l i pép t i do  a i s l ado  que comprende,  cons is te  esenc ia lmen te  de ,  

o  cons is te  de  una reg ión  va r i ab le  de  l a  cadena pesada de  

i nmunog lobu l i na  (V H )  en  la  cua l  l as  reg iones  V H -CDR1,  V H -CDR2 

y  V H -CDR3 t i enen  secuenc ias  po l i pep t íd i cas  l as  cua les  son 20 

i dén t i cas  a  los  g rupos  V H -CDR1,  V H -CDR2 y  V H -CDR3 mos t rados  

en  cua lqu ie ra  de  las  f i gu ras  1A-1L .  

 En  o t ra  moda l idad ,  l a  p resen te  invenc ión  p rovee  un  
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po l i pép t i do  a i s l ado  que comprende,  cons is te  esenc ia lmen te  de ,  

o  cons is te  de  una reg ión  va r i ab le  de  l a  cadena pesada de  

i nmunog lobu l i na  (V H )  en  la  cua l  l as  reg iones  V H -CDR1,  V H -CDR2 

y  V H -CDR3 t i enen  secuenc ias  po l i pep t íd i cas  l as  cua les  son 

i dén t i cas  a  los  g rupos  V H -CDR1,  V H -CDR2 y  V H -CDR3 mos t rados  5 

en  cua lqu ie ra  de  las  f i gu ras  1A-1L  respec t i vamen te ,  excep to  po r  

una ,  dos ,  t res ,  cua t ro ,  c inco  o  se is  sus t i tuc i ones  de  am inoác ido  

en  cua lqu ie ra  de  l as  V H -CDR.  En  a l gunas  moda l i dades  las  

sus t i tuc i ones  de  am inoác ido  son  conservado ras .  

 En  o t ra  moda l idad ,  l a  p resen te  invenc ión  p rovee  un  10 

po l i pép t i do  a i s l ado  que comprende,  cons is te  esenc ia lmen te  de ,  

o  cons is te  de  una reg ión  var iab le  de  la  cadena l i ge ra  de 

i nmunog lobu l i na  (V L ) ,  en  la  cua l  po r  l o  menos  una  de  l as  V L -

CDRs  de  la  reg ión  va r iab le  de  l a  cadena l i gera  o  por  l o  menos  

dos  de  las  V L -CDRs de  l a  reg ión  var iab le  de  la  cadena l i gera  15 

son  po r  l o  menos  80%,  85%,  90% o  95% idén t i cas  a  las  

secuenc ias  de  aminoác ido  de  V L -CDR1,  V L -CDR2 o  V L -CDR3 de 

l a  cadena l i ge ra  de  re fe renc ia  de  l os  an t i cue rpos  desc r i tos  en  la  

p resen te  so l i c i tud .  De  manera  a l te rna t i va ,  l as  reg iones  V L -

CDR1,  V L -CDR2 y  V L -CDR3 de  l a  V L  son  po r  l o  menos  80%,  85%,  20 

90% o  95% i dén t i cas  a  l as  secuenc ias  de  aminoác ido  de  V L -

CDR1,  V L -CDR2 y  V L -CDR3 de  la  cadena l i gera  de  re fe renc ia  de  

l os  an t i cue rpos  desc r i t os  en  la  p resen te  so l i c i t ud .  Po r  l o  t an to ,  
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de  con fo rmidad con  es ta  moda l idad  una reg ión  va r iab le  de  la  

cadena  l i ge ra  de  la  i nvenc ión  t i ene  secuenc ias  de  po l i pép t i do  de  

V L -CDR1,  V L -CDR2 y  V L -CDR3 re lac i onadas  con  l os  g rupos  

mos t rados  en  cua lqu ie ra  de  las  f i gu ras  1 (A ) -1 (J )  

respec t i vamen te .  Aunque en  cua lqu ie ra  de  l as  f i gu ras  1 (A ) -1 (L )  5 

se  mues t ran  V L -CDRs de f i n idas  med ian te  e l  s i s tema de  Kaba t ,  

t ambién  es tán  inc lu i das  en  la  p resente  i nvenc ión  o t ras  

de f in i c i ones  de  CDR,  po r  e j emplo ,  l as  V L -CDRs  de f i n i das  po r  e l  

s i s tema  Cho th i a .  

 En  o t ra  moda l idad ,  l a  p resen te  invenc ión  p rovee  un  10 

po l i pép t i do  a i s l ado  que comprende,  cons is te  esenc ia lmen te  de ,  

o  cons is te  de  una reg ión  var iab le  de  la  cadena l i ge ra  de 

i nmunog lobu l i na  (V L )  en  l a  cua l  l as  reg iones  V L -CDR1,  V L -CDR2 

y  V L -CDR3 t i enen  secuenc ias  po l i pep t íd i cas  l as  cua les  son  

i dén t i cas  a  l os  g rupos  V L -CDR1,  V L -CDR2 y  V L -CDR3 mos t rados 15 

en  cua lqu ie ra  de  las  f i gu ras  1 (A ) -1 (L  respec t i vamen te .  

 En  o t ra  moda l idad ,  l a  p resen te  invenc ión  p rovee  un  

po l i pép t i do  a i s l ado  que comprende,  cons is te  esenc ia lmen te  de ,  

o  cons is te  de  una reg ión  va r i ab le  de  l a  cadena pesada de  

i nmunog lobu l i na  (V L )  en  l a  cua l  l as  reg iones  V L -CDR1,  V L -CDR2 20 

y  V L -CDR3 t i enen  secuenc ias  po l i pep t íd i cas  l as  cua les  son  

i dén t i cas  a  l os  g rupos  V L -CDR1,  V L -CDR2 y  V L -CDR3 mos t rados 

en  cua lqu ie ra  de  las  f i gu ras  1 (A ) -1 (L )  respec t i vamen te ,  excep to  
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po r  una ,  dos ,  t res ,  cua t ro ,  c i nco  o  se is  sus t i t uc i ones  de  

aminoác ido  en  cua lqu ie r  V L -CDR.  En a lgunas  moda l i dades  l as  

sus t i tuc i ones  de  am inoác ido  son  conservado ras .  

 Una inmunog lobu l i na  o  su  ADNc cod i f i cado r  pueden es ta r  

mod i f i cados  ad ic iona lmen te .  Po r  l o  tan to ,  en  una moda l idad  5 

ad ic i ona l ,  e l  método  de  la  p resen te  i nvenc ión  comprende 

cua lqu ie ra  de l  paso  o  pasos  para  p roduc i r  un  an t i cue rpo  

qu imér i co ,  an t i cue rpo  mur i n i zado ,  an t i cue rpo  de  cadena 

i nd iv i dua l ,  f ragmen to  Fab ,  an t i cuerpo  b i -espec í f i co ,  an t i cue rpo  

de  fus ión ,  an t i cuerpo  marcado o  un  aná logo  de  cua lqu ie ra  de  los  10 

m ismos .  Los  métodos  co r respond ien tes  son  conoc idos  po r  e l  

expe r to  en  l a  técn ica  y  se  desc r i ben ,  po r  e jemplo ,  en  Har low  y  

Lane "An t ibod ies ,  A  Labora to ry  Manua l " ,  CSH Press ,  Co ld  

Sp r ing  Harbo r  (1988 ) .  Cuando se  ob t i enen  der i vados  de  d ichos  

an t i cue rpos  med ian te  la  técn ica  de  desp l iegue en  fago ,  se  15 

puede u t i l i za r  resonanc ia  de  p l asmón  de  supe r f i c i e ,  t a l  como se  

emp lea  en  e l  s i s tema  B IAco re ,  pa ra  inc remen ta r  l a  e f i c ienc ia  de 

an t i cue rpos  de  fago  los  cua les  se  unen  a l  m ismo  ep í tope  que 

aque l  de  cua lqu ie ra  de  l os  an t i cuerpos  desc r i t os  en  la  p resente  

so l i c i t ud  (Sch ie r ,  Human  Ant i bod ies  Hyb r idomas  7  (1996 ) ,  97 -20 

105;  Ma lmborg ,  J .  Immuno l .  Me thods  183 (1995 ) ,  7 -13 ) .  La  

p roducc ión  de  an t i cue rpos  qu imér i cos  se  desc r ibe ,  po r  e jemplo ,  

en  l a  so l i c i t ud  i n te rnac iona l  WO 89/09622 .  Los  métodos  pa ra  la  
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p roducc ión  de  an t i cue rpos  human izados  se  desc r iben ,  por  

e jemplo ,  en  la  so l i c i t ud  eu ropea  EP-A1  0  239 400  y  en  la  

so l i c i t ud  in te rnac iona l  WO 90/07861.  O t ras  fuen tes  de  

an t i cue rpos  a  u t i l i za r  de  con fo rmidad  con  la  p resen te  i nvenc ión  

son  l os  denominados  an t i cue rpos  xenogené icos .  E l  p r inc i p i o  5 

gene ra l  pa ra  la  p roducc ión  de  an t i cue rpos  xenogené icos  ta l  

como los  an t i cue rpos  de  t i po  humano  en  ra tones  se  desc r ibe  en ,  

po r  e jemplo ,  l as  so l i c i t udes  i n te rnac iona les  WO 91 /10741,  WO 

94 /02602 ,  WO 96 /34096 y  WO 96 /33735.  Como se  d iscu t ió  

an te r i o rmente ,  e l  an t i cue rpo  de  la  i nvenc ión  puede ex is t i r  en  10 

una  va r i edad  de  fo rmas  además  de  an t i cue rpos  comple tos ;  

i nc luyendo ,  po r  e jemp lo ,  Fv ,  Fab  y  F (ab ) 2 ,  as í  como en  cadenas  

i nd iv i dua les ;  véase,  po r  e jemplo  so l i c i tud  in te rnac iona l  WO 

88 /09344 .  En  una  moda l idad  po r  l o  tan to ,  se  p rovee e l  

an t i cue rpo  de  l a  p resen te  i nvenc ión ,  e l  cua l  se  se lecc iona  a  15 

pa r t i r  de l  g rupo que cons is te  de  un  f ragmen to  Fv  de  cadena 

i nd iv i dua l  (scFv ) ,  un  f ragmen to  F (ab ' ) ,  un  f ragmento  F (ab )  y  un  

f ragmento  F (ab ' ) 2 .  

 Los  an t i cue rpos  de  l a  p resen te  invenc ión  o  su  cadena o  

cadenas  de  i nmunog lobu l i na  co r respond ien tes  se  pueden 20 

mod i f i ca r  ad ic i ona lmen te  u t i l i zando  técn icas  convenc iona les  

conoc idas  en  e l  campo ,  po r  e j emp lo ,  u t i l i zando de lec ión (es ) ,  

i nse rc i ón (es ) ,  sus t i t uc ión (es ) ,  ad ic ión (es )  y /o  recombinac ión (es )  
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de  aminoác ido  y /o  cua lesqu ie ra  o t ras  mod i f i cac iones  conoc idas  

en  l a  t écn ica  ya  sea  so las  o  en  combinac ión .  Los  mé todos  pa ra  

i n t roduc i r  d i chas  mod i f i cac i ones  en  l a  secuenc ia  de  ADN 

subyacente  a  la  secuenc ia  de  aminoác ido  de  una cadena de  

i nmunog lobu l i na  son  b i en  conoc idos  po r  e l  expe r to  en  l a  técn ica ;  5 

véase,  po r  e jemp lo ,  Sambrook ,  Mo lecu la r  C lon ing  A  Labora to ry  

Manua l ,  Co ld  Sp r ing  Harbo r  Labo ra to ry  (1989 )  N.Y .  y  Ausube l ,  

Cu r ren t  P ro toco ls  i n  Mo lecu la r  B io l ogy ,  G reen Pub l i sh i ng 

Assoc ia tes  and Wi l ey  In te rsc i ence ,  N.Y .  (1994) .  Las  

mod i f i cac iones  de l  an t i cue rpo  de  la  i nvenc ión  i nc l uyen 10 

de r i va t i zac iones  qu ímicas  y /o  enz imá t i cas  en  uno  o  más 

aminoác idos  cons t i t uyentes ,  i nc luyendo  mod i f i cac iones  de  l a  

cadena la te ra l ,  mod i f i cac iones  de  la  es t ruc tu ra  base ,  y  

mod i f i cac iones  N- te rmina les  y  C- te rmina les  inc l uyendo  

ace t i l ac i ón ,  h i d rox i l ac ión ,  me t i l ac ión ,  amidac ión ,  y  l a  un ión  de  15 

po rc i ones  de  ca rboh id ra to  o  l í p ido ,  co fac to res ,  y  s im i la res .  De 

i gua l  manera ,  l a  p resen te  i nvenc ión  aba rca  l a  p roducc ión  de  

p ro te ínas  qu imér i cas  l as  cua les  comprenden  e l  an t i cue rpo  

desc r i to  o  a lgún  f ragmento  de l  m ismo en  e l  ex t remo  amino  

te rmina l  fus i onado  a  mo lécu la  he te ró l oga  ta l  como un  l i gando 20 

i nmunoes t imu lador  en  e l  ex t remo ca rbox i lo  te rmina l ;  véase,  po r  

e jemplo ,  so l i c i t ud  in te rnac iona l  WO00 /30680  pa ra  los  de ta l l es  

t écn icos  co r respond ien tes .   
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 Los  an t i cue rpos  de  la  p resen te  i nvenc ión  también  pueden 

i nc lu i r  mod i f i cac iones  ad ic iona les  que  op t im izan  su  po tenc ia l  

t e rapéut i co .  Es tas  mod i f i cac i ones  comprenden  pero  no  se  

l im i tan  a  mod i f i cac iones  a  l a  secuenc ia  de  aminoác ido  de l  

an t i cue rpo  (po r  e j emplo ,  l as  reg iones  var i ab les )  y  5 

mod i f i cac iones  pos te r i o res  a  l a  t raducc ión .  Las  mod i f i cac i ones  

pos te r i o res  a  la  t raducc ión  (PTMs)  son  mod i f i cac i ones  qu ímicas 

que juegan un  pape l  c l ave  en  l a  p ro teómica  func iona l ,  ya  que 

és tas  regu lan  l a  ac t i v i dad ,  l a  l oca l i zac ión  y  la  i n te racc ión  con 

o t ras  mo lécu las  ce lu l a res  ta les  como p ro te ínas ,  ác idos  10 

nuc le i cos ,  l í p i dos  y  co fac to res .  Po r  l o  tan to ,  l a  op t im izac ión  de  

l os  an t i cue rpos  puede  p rovee r  va r ias  ven ta jas  ta l es  como una 

es tab i l i dad  me jo rada du ran te  e l  a lmacenamien to ,  as í  como pe r f i l  

f a rmacoc iné t i co  y /o  fa rmacod inámico  ta l  como e l  t i empo de  

c i rcu lac i ón  in  v i vo  o  in  v i t ro  de l  an t i cue rpo ,  so lub i l i dad 15 

i nc rementada,  es tab i l i dad ,  a f in idad  a l  ob j e t i vo  inc rementada,  

ve loc i dad  de  d isoc iac i ón  d isminu ida ,  una  func ión  e fec to ra  

me jorada  de  l a  reg ión  cons tan te  ( reg ión  Fc )  y  pe r f i l  de  

segu r idad  de l  an t i cue rpo ,  t a l  como una i nmunogen ic i dad  

d isminu ida ,  o  una  suscept i b i l i dad  reduc ida  a  mod i f i cac i ones  20 

pos te r i o res  a  la  t raducc ión ,  como se  mues t ra  po r  e jemplo  en  

Igawa et  a l . ,  MAbs  3  (2011 ) ,  243 -52 .  Por  cons igu ien te ,  en  una 

moda l i dad  de  l a  p resente  i nvenc ión  se  puede op t im iza r  e l  
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an t i cue rpo  an t i -DPR,  f ragmen to  de  un ión  a  DPR,  va r i an te  

s i n té t i ca  o  b i o tecno lóg ica  de l  m ismo,  en  e l  cua l  po r  l o  menos  un  

aminoác ido  en  la  CDR o  reg ión  va r iab le ,  e l  cua l  es  p ropenso a 

mod i f i cac iones  que  inc luyen  pe ro  no  se  l im i tan  a  ace t i l ac i ón ,  

ac i l ac i ón ,  ADP- r ibos i l ac ión ,  amidac ión ,  desamidac ión ,  un ión  5 

cova len te  de  f l av i na ,  un ión  cova len te  de  una po rc ión  hemo,  

un ión  cova len te  de  un  nuc leó t i do  o  de r i vado de  nuc leó t ido ,  

un ión  cova len te  de  un  l í p i do  o  de r i vado de  l íp ido ,  un ión  

cova len te  de  fos fa t id i l i nos i t o l ,  en t re l azamien to ,  c i c l i zac i ón ,  

f o rmac ión  de  puen te  de  d isu l f u ro ,  i somer i zac i ón ,  desmet i l ac i ón ,  10 

fo rmac ión  de  en t ra l azamien tos  cova len tes ,  f o rmac ión  de  

c i s te ína ,  f o rmac ión  de  p i rog lu tamato ,  f o rmi lac ión ,  γ -

carbox i lac i ón ,  g lucos i l ac i ón ,  f o rmac ión  de  anc las  de  GPI ,  

h id rox i l ac i ón ,  h i d ró l i s i s ,  yodac ión ,  me t i l ac ión ,  m i r i s to i l ac ión ,  

ox idac ión ,  mod i f i cac ión  con  PEG,  p rocesamien to  p ro teo l í t i co ,  15 

fos fo r i l ac ión ,  p ren i l ac ión ,  racemizac ión ,  se leno i lac i ón ,  

su l f a tac ión ,  ad ic ión  de  aminoác idos  a  p ro te ínas  med iada por  

ARN de t rans fe renc ia  ta l  como arg i n i l ac i ón  y  la  ub iqu i t i nac ión 

(véase,  po r  e j emplo ,  Cre i gh ton ,  "P ro te ins :  S t ruc tu res  and 

Mo lecu la r  P rope r t i es , "  2 ª  eds . ,  Freeman  and  Co. ,  N .Y . ,  1992 ;  20 

"Pos t rans la t iona l  Cova len t  Mod i f i ca t ion  o f  P ro te i ns , "  Johnson,  

eds . ,  Academic  Press ,  New York ,  1983 ;  Se i f t e r  e t  a l . ,  Me th .  

Enzymol .  182 (1990 ) ,  626 -646 ;  Rat tan  et  a l . ,  Ann .  NY.  Acad.  
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Sc i .  663  (1992 )  48 -62 )  se  sus t i t uye  con  un  aminoác ido  mutado  

que ca rece  de  ta l  a l t e rac i ón  o  en  e l  cua l  po r  l o  menos  una 

po rc i ón  ca rboh id ra to  se  e l im ina  o  se  añade  qu ímicamen te  o 

enz imá t i camente  a l  an t i cue rpo .  En  una moda l i dad  p re fe r i da ,  l as  

mod i f i cac iones  se  se lecc ionan a  pa r t i r  de l  g rupo que cons is te  de  5 

g lucos i lac ión ,  ox i dac ión ,  desaminac ión ,  co r te  de  en laces  

pept íd i cos ,  fo rmac ión  de  i so -aspa r ta to  y /o  c i s te ína  no  apareada.  

Las  mod i f i cac iones  ad ic i ona les  que op t im izan  la  u t i l i dad  de  l os  

an t i cue rpos  an t i -DPR o  mo lécu las  de  un ión  equ iva len tes  como 

agen te  te rapéu t i co  son  b ien  conoc idas  en  la  técn ica  y  se  10 

desc r i ben ,  po r  e j emplo ,  en  Igawa e t  a l . ,  MAbs  3  (2011 ) ,  243 -52 

cuyo  con ten ido  de  d ivu l gac ión  se  i nco rpo ra  en  la  p resen te  

so l i c i t ud .  Los  med ios  pa ra  añad i r  o  e l im ina r  po rc iones  

carboh id ra to  se  pueden  log ra r  qu ímicamen te  o  enz imá t i camen te  

y  se  desc r iben  en  de ta l l e  en ,  po r  e jemplo ,  Be rg  et  a l .  15 

"B iochemis t ry "  5 ª  eds  W H Freeman ,  New York  2002 ;  WO 

87 /05330 ;  Ap l i n  et  a l . ,  CRC Cr i t .  Rev .  B iochem. ,  22  (1981) ,  259 -

306;  Hak imudd in  e t  a l . ,  A rch .  B iochem.  B iophys .  259  (1987 ) ,  10 -

52 ;  Edge et  a l . ,  Ana l .  B iochem.  118 (1981 ) ,  131 ;  Tho taku ra  e t  

a l . ,  Me th .  Enzymol .  138 .  (1987) ,  350 .  20 

 De  manera  ad ic i ona l ,  l a  p resen te  i nvenc ión  aba rca 

pépt i dos  inc luyendo  aque l los  que con t ienen una mo lécu la  de  

un ión  como se  desc r i b i ó  an te r i o rmente ,  po r  e jemp lo  que 
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con t iene  la  reg ión  CDR3 de  l a  reg ión  va r iab le  de  cua lqu ie ra  de  

l os  an t i cue rpos  menc ionados ,  en  pa r t i cu la r  CDR3 de  l a  cadena 

pesada,  ya  que  f recuen temente  se  obse rva  que la  CDR3 de  la  

cadena pesada (HCDR3)  es  l a  reg ión  que t i ene  un  mayor  g rado  

de  var iab i l i dad  y  una  par t i c i pac ión  p redominante  en  l a  5 

i n te racc i ón  an t ígeno-an t i cue rpo .  D ichos  pép t idos  se  pueden 

s i n te t i za r  o  p roduc i r  fác i lmen te  med ian te  med ios  recomb inan tes  

pa ra  p roduc i r  un  agen te  de  un ión  ú t i l  de  con fo rmidad con  la  

i nvenc ión .  D ichos  mé todos  son  b i en  conoc idos  po r  l os  expe r tos  

en  l a  técn ica .  Los  pépt i dos  se  pueden s in te t i za r ,  po r  e j emplo ,  10 

u t i l i zando  s in te t i zadores  de  pép t ido  au tomat i zados  que es tán  

comerc ia lmente  d i spon ib l es .  Los  pép t idos  también  se  pueden 

p roduc i r  med ian te  t écn icas  recombinantes  i nco rpo rando  e l  ADN 

que expresa  e l  pép t i do  en  un  vec to r  de  expres i ón  y  

t rans fo rmando  cé lu las  con  e l  vec to r  de  exp res ión  pa ra  p roduc i r  15 

e l  pép t i do .  

 Po r  l o  t an to ,  l a  p resente  i nvenc ión  se  re f i e re  a  cua lqu ie r  

mo lécu la  de  un ión ,  po r  e j emplo ,  un  an t i cue rpo  o  f ragmento  de  

un ión  de l  m ismo  que es tá  o r i en tado  hac ia  los  an t i cue rpos  an t i -

DPR de  l a  p resente  invenc ión  y  es  capaz  de  un i rse  a  las  DPRs 20 

ag regadas  l as  cua les  pueden  es ta r  p resentes  en  una  p ro te ína  

po r  l o  demás  no rmal ,  po r  e jemplo  espec ies  de  C9ORF72-DPR 

y /o  f ragmen tos  de  las  mismas .  D ichos  an t i cue rpos  y  mo lécu las  
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de  un ión  se  pueden ana l i za r  respec to  a  su  espec i f i c idad  y  

a f i n idad  de  un ión  med ian te  ELISA,  SDS-PAGE e  

i nmunoh is toqu ímica  como se  desc r ibe  en  l a  p resen te  so l i c i tud ,  

véase,  po r  e jemplo ,  l os  E jemplos  3  a  13 .  Es tas  carac te r í s t i cas  

de  los  an t i cue rpos  y  mo lécu las  de  un ión  se  pueden  ana l i za r  5 

t ambién  med ian te  Wes te rn  B lo t ;  véase ,  en  pa r t i cu l a r ,  E j emplo  6  

y  f i gu ras  5A-5J .  

 Como una a l t e rna t i va  para  ob tener  i nmunog lobu l inas 

d i rec tamente  a  pa r t i r  de l  cu l t i vo  de  cé lu las  B  o  cé lu las  B  de 

memor ia ,  l as  cé lu las  se  pueden u t i l i za r  como una  fuen te  de  l oc i  10 

de  l a  cadena  pesada y  de  l a  cadena  l i ge ra  reacomodados  pa ra 

exp res ión  subs igu ien te  y /o  man ipu lac i ón  gené t i ca .  Los  genes  de  

an t i cue rpo  reacomodados  se  pueden t ransc r ib i r  en  fo rma i nve rsa 

a  pa r t i r  de  mo lécu las  de  ARNm aprop iadas  para  p roduc i r  ADNc.  

S i  se  desea ,  l a  reg ión  cons tan te  de  la  cadena  pesada  se  puede 15 

i n te rcambia r  po r  aque l la  de  un  i so t i po  d i f e ren te  o  e l im ina r  

comple tamente .  Las  reg iones  va r i ab les  se  pueden l i ga r  para  que 

cod i f i quen pa ra  reg iones  Fv  de  cadena ind iv idua l .  Se  pueden  

l i ga r  reg iones  Fv  mú l t i p l es  pa ra  con fer i r  es tab i l i dad  de  un ión  a  

más  de  un  ob je t i vo  o  se  pueden u t i l i za r  comb inac iones  20 

qu imér i cas  de  la  cadena  pesada  y  l a  cadena  l i ge ra .  Una  vez  que 

e l  mate r ia l  genét i co  es tá  d i spon ib le ,  e l  d i seño de  aná logos  como 

se  desc r ib i ó  an te r io rmente  que  conse rven  tan to  su  capac idad 
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pa ra  un i rse  a l  ob je t i vo  deseado  es  senc i l l o .  Los  mé todos  pa ra  l a  

c l onac ión  de  las  reg iones  va r iab les  de  an t i cue rpo  y  gene rac ión  

de  an t i cue rpos  recombinan tes  son  conoc idos  po r  e l  expe r to  en 

l a  t écn ica  y  se  desc r iben ,  po r  e j emplo ,  G i l l i l and  et  a l . ,  T i ssue  

Ant i gens  47  (1996) ,  1 -20 ;  Doenecke et  a l . ,  Leukemia  11  (1997 ) ,  5 

1787 -1792 .  

 Una  vez  que e l  ma ter i a l  gené t i co  ap rop iado  es  ob ten ido  y ,  

s i  se  desea ,  mod i f i cado pa ra  que  cod i f i que  pa ra  un  aná logo ,  l as  

secuenc ias  cod i f i cado ras ,  i nc luyendo aque l las  que cod i f i can ,  

como mín imo ,  pa ra  l as  reg iones  va r iab les  de  l as  cadenas  10 

pesada  y  l i ge ra ,  se  pueden inse r ta r  en  s i s temas  de  exp res i ón  

con ten idos  en  vec to res  l os  cua les  se  pueden t rans fec ta r  en  

cé lu l as  hospederas  recombinan tes  es tánda r .  Se  puede u t i l i za r  

una  va r i edad de  d ichas  cé lu l as  hospederas ;  s i n  embargo ,  para  

p rocesamien to  e f i c i en te ,  se  p re f ie ren  cé lu l as  de  mamí fe ro .  Las 15 

l íneas  de  cé lu las  de  mamí fe ro  t í p i cas  ú t i l es  pa ra  es te  p ropós i to  

i nc luyen ,  pe ro  no  se  l im i tan  a ,  cé l u las  CHO,  cé lu l as  HEK 293 ,  o  

cé lu l as  NSO.  

 La  p roducc ión  de l  an t i cuerpo  o  aná logo se  rea l i za  después  

cu l t i vando  a l  hospedero  recombinante  mod i f i cado ba jo  20 

cond ic iones  de  cu l t i vo  ap rop iadas  pa ra  e l  c rec imien to  de  l as  

cé lu l as  hospederas  y  exp res ión  de  las  secuenc ias  cod i f i cado ras .  

Los  an t i cue rpos  después  se  recuperan  a is lándo los  de l  cu l t i vo .  
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Los  s i s temas  de  expres i ón  de  p re fe renc ia  es tán  d iseñados  pa ra  

que i nc l uyan  pépt idos  de  seña l  de  modo  que los  an t i cue rpos  

resu l tan tes  sean sec re tados  en  e l  med io ;  s in  embargo ,  t ambién  

es  pos ib le  l a  p roducc ión  i n t race lu l a r .  

 De  con fo rmidad  con  lo  an te r i o r ,  l a  p resente  invenc ión  5 

t ambién  se  re f i e re  a  un  po l inuc l eó t i do  que cod i f i ca  pa ra  e l  

an t i cue rpo  o  mo lécu la  de  un ión  equ iva len te  de  la  p resente  

i nvenc ión ,  en  caso  de l  an t i cue rpo  de  p re fe renc ia  por  l o  menos  

una reg ión  va r iab le  de  una cadena de  inmunog lobu l i na  de l  

an t i cue rpo  desc r i t a  an te r i o rmen te .  T íp i camen te ,  d i cha  reg ión 10 

var iab le  cod i f i cada por  e l  po l i nuc leó t i do  comprende po r  l o  

menos  una reg ión  de te rminan te  de  complementa r iedad  (CDR)  de  

l a  V H  y /o  V L  de  la  reg ión  va r i ab le  de  d icho  an t i cue rpo .  

 E l  exper to  en  la  t écn ica  ap rec ia rá  fác i lmen te  que  e l  

domin io  va r iab l e  de l  an t i cuerpo  que  t i ene  e l  domin io  va r iab le  15 

an tes  desc r i t o  se  puede  u t i l i za r  pa ra  la  cons t rucc ión  de  o t ros  

po l i pép t i dos  o  an t i cue rpos  de  espec i f i c idad  y  func ión  b i o lóg ica  

deseada .  Po r  l o  t an to ,  l a  p resen te  i nvenc ión  también  abarca  

po l i pép t i dos  y  an t i cue rpos  que comprenden  po r  l o  menos  una 

CDR de l  domin io  var iab le  an tes  desc r i to  y  l os  cua les  de  manera  20 

conven ien te  t i enen  sus tanc ia lmen te  las  mismas  p rop iedades  de  

un ión  o  p rop iedades  de  un ión  s im i l a res  que las  de l  an t i cue rpo 

desc r i to  en  l os  e jemp los  anexos .  E l  expe r to  en  l a  t écn ica  sabe 
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que la  a f in i dad  de  un ión  se  puede inc remen ta r  hac iendo 

sus t i tuc i ones  de  am inoác ido  den t ro  de  l as  CDRs  o  den t ro  de  l as  

asas  h ipe rva r i ab les  (Cho th i a  y  Lesk ,  J .  Mo l .  B i o l .  196  (1987 ) ,  

901-917 )  l as  cua les  se  t ras l apan pa rc i a lmen te  con  l as  CDRs 

como es  de f i n ido  po r  Kaba t ;  véase ,  po r  e j emplo ,  R iechmann,  et  5 

a l ,  Na tu re  332  (1988 ) ,  323 -327 .  Po r  l o  t an to ,  l a  p resente  

i nvenc ión  también  se  re f i e re  a  an t i cue rpos  en  l os  cua les  una  o  

más  de  las  CDRs menc ionadas  comprenden una o  más ,  de  

p re fe renc ia  no  más  de  dos  sus t i tuc iones  de  aminoác ido .  De 

p re fe renc ia ,  e l  an t i cue rpo  de  l a  i nvenc ión  comprende en  una o  10 

ambas  de  sus  cadenas  de  inmunog lobu l ina  dos  o  t odas  l as  t res  

CDRs  de  las  reg iones  va r i ab les  como se  ind ica  en  cua lqu ie ra  de  

l as  f i gu ras  1 (A ) -1 (L ) .  

 Las  mo lécu las  de  un ión ,  po r  e jemp lo ,  an t i cue rpos ,  o  

f ragmentos  de  un ión  a  an t ígeno ,  va r ian tes  s in té t i cas  o  15 

b io tecno lóg i cas ,  o  de r i vados  de  las  mismas  de  la  i nvenc ión ,  

como es  sab ido  por  l os  expe r tos  en  la  t écn ica ,  pueden 

comprender  una  reg ión  cons tan te  l a  cua l  med ia  una o  más  

func iones  e fec to ras .  Po r  e j emplo ,  l a  un ión  de l  componente  C1  

de l  complemen to  a  una reg ión  cons tan te  de l  an t i cue rpo  puede 20 

ac t i va r  e l  s i s tema  de l  complemen to .  La  ac t i vac ión  de l  

complemento  es  impor tan te  en  la  opson izac ión  y  l i s i s  de  l os  

pa tógenos  ce lu la res .  La  ac t i vac ión  de l  comp lemento  también  
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es t imu la  l a  respues ta  in f l ama tor ia  y  t ambién  pueden  es ta r  

imp l i cada en  h i pe rsens ib i l i dad  au to i nmune.  Además ,  l os  

an t i cue rpos  se  unen a  los  recepto res  en  d ive rsas  cé lu l as  a  

t ravés  de  la  reg ión  Fc ,  en  los  que un  s i t i o  de  un ión  a l  recepto r  

Fc  en  la  reg ión  Fc  de l  an t i cuerpo  se  une a  un  recep tor  Fc  (FcR)  5 

en  una  cé lu l a .  Ex is te  un  número  de  receptores  Fc  los  cua les  son 

espec í f i cos  pa ra  c l ases  d i fe ren tes  de  an t i cue rpo ,  i nc luyendo IgG  

( recep to res  gamma) ,  I gE ( recepto res  éps i lon ) ,  IgA ( recep to res  

a l f a )  e  IgM ( recep to res  mu) .  La  un ión  de l  an t i cue rpo  a  los  

receptores  Fc  en  las  supe r f i c ies  ce lu la res  d i spa ra  un  número  de  10 

respues tas  b io l óg icas  impor tan tes  y  d i ve rsas  inc luyendo 

engu l l i do  y  des t rucc i ón  de  pa r t í cu las  reves t i das  con  an t i cue rpo ,  

e l im inac ión  de  comp le j os  i nmunes ,  l i s i s  de  cé lu las  ob je t i vo 

reves t idas  con  an t i cue rpo  po r  par te  de  las  cé l u las  ases inas  

( l l amada c i to tox ic i dad  med iada  po r  cé lu l as  depend ien te  de  15 

an t i cue rpo ,  o  ADCC) ,  l i be rac ión  de  med iado res  i n f l ama tor i os ,  

t rans fe renc ia  p lacenta r ia  y  con t ro l  de  p roducc ión  de  

i nmunog lobu l i na .  

 Po r  cons igu ien te ,  a lgunas  moda l idades  de  la  p resen te  

i nvenc ión  inc l uyen  un  an t i cue rpo ,  o  f ragmento  de  un ión  a  20 

an t ígeno ,  va r ian te  o  de r i vado  de l  m ismo ,  en  e l  cua l  por  l o  menos  

una f racc ión  de  uno  o  más  de  los  domin ios  de  l a  reg ión  

cons tan te  ha  s ido  e l im inada o  de  a lguna o t ra  manera  a l te rada 
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pa ra  p rovee r  ca rac te r ís t i cas  b i oqu ímicas  deseadas  ta l es  como 

func iones  e fec to ras  reduc idas ,  l a  capac idad  de  d imer i za rse  en  

fo rma no  cova len te ,  capac idad inc remen tada pa ra  ub i ca rse  en  e l  

s i t i o  de  ag regac ión  y  depos ic i ón  de  l a  p ro te ína  de  DPR,  t i empo 

de  v i da  med ia  en  sue ro  reduc ido ,  o  t i empo de  v ida  med ia  en  5 

sue ro  i nc rementado  cuando se  compara  con  un  an t i cue rpo  no  

a l t e rado ,  comple to  de  ap rox imadamente  la  misma 

i nmunogen ic i dad .  Po r  e j emplo ,  a lgunos  an t i cue rpos  pa ra  ser  

u t i l i zados  en  l os  métodos  de  d iagnós t i co  y  t ra tamien to  desc r i t os  

en  la  p resente  so l i c i tud  son  an t i cue rpos  con  domin io  e l im inado  10 

l os  cua les  comprenden una  cadena  po l ipep t íd i ca  s im i la r  a  una  

cadena pesada de  i nmunog lobu l i na ,  pe ro  que ca recen  de  po r  l o  

menos  una  po rc i ón  de  uno o  más  domin ios  de  la  cadena pesada .  

Po r  e j emplo ,  en  a lgunos  an t i cuerpos ,  se  e l im ina  un  domin io  

comple to  de  l a  reg ión  cons tan te  de l  an t i cue rpo  mod i f i cado,  po r  15 

e jemplo ,  t odo  o  una  par te  de l  domin io  CH2  se rá  e l im inada.  En  

o t ras  moda l idades ,  a l gunos  an t i cue rpos  para  se r  u t i l i zados  en  

l os  métodos  de  d iagnós t i co  y  t ra tamien to  desc r i tos  en  la  

p resen te  so l i c i tud  t i enen una reg ión  cons tan te ,  po r  e jemp lo ,  una  

reg ión  cons tan te  de  la  cadena  pesada de  IgG ,  la  cua l  se  a l te ra  20 

pa ra  e l im ina r  l a  g l ucos i l ac i ón ,  re fe r i da  en  a lguna o t ra  pa r te  en  

l a  p resen te  so l i c i tud  como an t i cue rpos  ag lucos i l ados  o  

an t i cue rpos  “ag lu ” .  D ichos  an t i cue rpos  “ag lu ”  se  pueden 
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p repa ra r  enz imá t i camen te  as í  como med ian te  d i seño de l  s i t i o  o  

s i t i os  de  g lucos i lac ión  de  consenso  en  la  reg ión  cons tan te .  

Aunque s in  es ta r  l im i tado  po r  l a  t eo r ía ,  se  c ree  que l os  

an t i cue rpos  “ag lu ”  pueden  tener  un  per f i l  de  segur idad  y  

es tab i l i dad  me jo rado i n  v i vo .  Los  mé todos  pa ra  p roduc i r  5 

an t i cue rpos  ag lucos i lados ,  que  tengan l a  f unc ión  e fec to ra  

deseada  se  encuen t ran  po r  e jemplo  en  l a  so l i c i t ud  in te rnac iona l  

WO 2005/018572 ,  l a  cua l  se  i nco rpo ra  pa ra  re fe renc ia  en  su  

to ta l i dad .  

 En  a lgunos  an t i cue rpos ,  o  f ragmen tos  de  un ión  a  an t ígeno ,  10 

var ian tes  o  der i vados  de  l os  mismos  desc r i t os  en  la  p resente 

so l i c i t ud ,  l a  po rc ión  Fc  se  puede  mu tar  pa ra  d i sm inu i r  l a  f unc ión 

e fec to ra  u t i l i zando técn icas  conoc idas  en  e l  campo .  Po r  

e jemplo ,  l a  de lec i ón  o  inac t i vac i ón  (a  t ravés  de  mutac iones 

puntua les  u  o t ros  med ios )  de  un  domin io  de  la  reg ión  cons tan te  15 

puede  reduc i r  l a  un ión  a l  recep to r  Fc  de l  an t i cuerpo  mod i f i cado 

en  c i rcu lac i ón  con  l o  cua l  se  inc remen ta  la  ub icac ión  de 

p ro te ína  de  DPR.  En o t ros  casos  pod r ía  se r  que  las  

mod i f i cac iones  a  la  reg ión  cons tan te  cons is ten tes  con  la  

p resen te  invenc ión  moderen  la  un ión  a l  comp lemento  y  po r  l o  20 

tan to  reduzcan  e l  t i empo de  v i da  med ia  en  sue ro  y  la  asoc iac ión  

no  espec í f i ca  de  una c i t o tox ina  con jugada .  I nc luso  se  pueden 

u t i l i za r  o t ras  mod i f i cac i ones  de  la  reg ión  cons tan te  pa ra  
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mod i f i ca r  l os  en lazamien tos  de  d isu l f u ro  o  las  po rc i ones  de  

o l i gosacá r ido  que pe rmi ten  la  ub icac ión  i nc rementada  deb ido  a  

espec i f i c idad  de  an t ígeno  o  f l ex ib i l i dad  de  an t i cue rpo  

i nc rementadas .  E l  pe r f i l  f i s io l óg i co ,  b i od i spon ib i l i dad  y  o t ros  

e fec tos  b ioqu ímicos  resu l t an tes  de  las  mod i f i cac iones ,  t a les  5 

como ub icac ión  de  p ro te ína  de  DPR,  b iod is t r i buc i ón  y  t i empo de  

v i da  med ia  en  sue ro ,  se  pueden med i r  y  cuant i f i ca r  fác i lmente  

u t i l i zando  técn icas  i nmuno lóg icas  b ien  conoc idas  s in  

expe r imen tac i ón  indeb ida .  

 En  a lgunos  an t i cue rpos ,  o  f ragmen tos  de  un ión  a  an t ígeno ,  10 

var ian tes  o  der i vados  de  l os  mismos  desc r i t os  en  la  p resente 

so l i c i t ud ,  l a  po rc i ón  Fc  se  puede muta r  o  in te rcambiar  po r  

secuenc ias  de  p ro te ína  a l te rna t i vas  pa ra  inc remen tar  la  

cap tac i ón  ce lu la r  de  an t i cuerpos  a  manera  de  e j emplo  

i nc rementando l a  endoc i tos i s  de  an t i cue rpos  med iada por  15 

receptor  a  t ravés  de  los  recep to res  Fcγ ,  LRP,  o  l os  receptores  

Thy1 o  med ian te  “Tecno log ía  de  Superan t i cuerpo ” ,  l a  cua l  se 

d i ce  pe rmi te  que  l os  an t i cue rpos  sean  l anzados  hac ia  l as  

cé lu l as  v i vas  s in  daña r l as  (Expe r t  Op in .  B io l .  The r .  (2005 ) ,  237 -

241) .  Po r  e j emplo ,  l a  gene rac ión  de  p ro te ínas  de  fus i ón  de  l a  20 

reg ión  de  un ión  de l  an t i cue rpo  y  l os  l i gandos  de  la  p ro te ína  

cognada  de  recep tores  de  supe r f i c i e  ce lu l a r  o  de  an t i cue rpos  

b iespec í f i cos  o  mu l t i espec í f i cos  con  secuenc ias  espec í f i cas  que 
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se  unen  a  l as  DPRs  as í  como un  recepto r  de  supe r f i c i e  ce l u la r  

se  puede d iseña r  u t i l i zando  técn icas  conoc idas  en  e l  campo .  

 En  a lgunos  an t i cue rpos ,  o  f ragmen tos  de  un ión  a  an t ígeno ,  

var ian tes  o  der i vados  de  l os  mismos  desc r i t os  en  la  p resente 

so l i c i t ud ,  l a  po rc i ón  Fc  se  puede muta r  o  in te rcambiar  po r  5 

secuenc ias  de  p ro te ínas  a l t e rna t i vas  o  e l  an t i cue rpo  se  puede 

mod i f i ca r  qu ímicamen te  pa ra  i nc remen tar  su  pene t rac ión  a  l a  

ba r re ra  hematoencefá l i ca .  

 Las  fo rmas  mod i f i cadas  de  an t i cuerpos ,  o  f ragmen tos  de  

un ión  a  an t ígeno,  va r i an tes  o  de r i vados  de  los  mismos  de  la  10 

i nvenc ión  se  pueden e l abo ra r  a  pa r t i r  de  an t i cue rpos  

p recurso res  o  p rogen i to res  comple tos  u t i l i zando  técn icas  

conoc idas  en  e l  campo .  Las  técn icas  de  e j emp lo  se  d iscu ten  con 

mayor  de ta l l e  en  l a  p resente  so l i c i tud .  Los  an t i cue rpos ,  o  

f ragmentos  de  un ión  a  an t ígeno,  va r i an tes  o  de r i vados  de  l os  15 

m ismos  de  l a  i nvenc ión  se  pueden  e labo rar  o  f ab r i car  u t i l i zando 

técn icas  que son  conoc idas  en  e l  campo.  En  a lgunas  

moda l i dades ,  l as  mo lécu las  de  an t i cue rpo  o  f ragmentos  de  l os  

m ismos  se  “p roducen de  manera  recombinante ” ,  es  dec i r ,  se  

p roducen  u t i l i zando tecno log ía  de  ADN recombinan te .  Las  20 

técn icas  de  e jemp lo  pa ra  e labo ra r  mo lécu las  de  an t i cue rpo  o 

f ragmentos  de  los  mismos  se  d iscu ten  con  mayor  de ta l l e  en  

a lguna o t ra  pa r te  en  la  p resente  so l i c i tud .  
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 Los  an t i cue rpos ,  o  f ragmentos  de  un ión  a  an t ígeno ,  

var ian tes  b i o tecno lóg icas  o  der i vados  de  l os  mismos  de  la  

i nvenc ión  también  inc luyen  der i vados  que se  mod i f i can ,  por  

e jemplo ,  med ian te  la  un ión  cova len te  de  cua lqu ie r  t i po  de  

mo lécu la  a l  an t i cue rpo  de  modo  ta l  que  l a  un ión  cova len te  no  5 

ev i t e  que  e l  an t i cue rpo  se  una espec í f i camen te  a  su  ep í tope  

cognado .  Por  e j emplo ,  pe ro  no  a  manera  de  l im i tac ión ,  l os  

de r i vados  de  an t i cue rpo  inc l uyen an t i cue rpos  que han  s ido  

mod i f i cados ,  po r  e jemplo ,  med ian te  g lucos i l ac ión ,  ace t i l ac i ón ,  

mod i f i cac ión  con  PEG,  fos fo r i l ac ión ,  amidac ión ,  de r i va t i zac i ón  10 

med ian te  g rupos  p ro tec to res /b l oqueadores  conoc idos ,  co r te  

p ro teo l í t i co ,  en lazamien to  a  un  l i gando ce lu l a r  u  o t ra  p ro te ína,  

e tc .  Cua lqu ie ra  de  numerosas  mod i f i cac iones  qu ímicas  se  puede 

l l eva r  a  cabo u t i l i zando técn icas  conoc idas ,  i nc luyendo ,  pe ro  s in  

l im i ta rse  a  cor te  qu ímico  espec í f i co ,  ace t i l ac ión ,  fo rmi l ac ión ,  15 

s ín tes is  me tabó l i ca  de  tun icamic i na ,  e tc .  De manera  ad ic i ona l ,  

e l  de r i vado puede con tene r  uno  o  más  aminoác idos  no  c lás icos .  

 En  moda l idades  pa r t i cu la res  p re fe r idas ,  l os  an t i cue rpos ,  o  

f ragmentos  de  un ión  a  an t ígeno,  va r i an tes  o  de r i vados  de l  

m ismo de  l a  i nvenc ión  no  p rovocan  una  respues ta  inmune  20 

pe r j ud ic i a l  en  e l  an ima l  a  se r  t ra tado ,  po r  e j emplo ,  en  un  

humano .  En  a l gunas  moda l idades ,  l as  mo lécu las  de  un ión ,  po r  

e jemplo ,  an t i cuerpos ,  o  f ragmen tos  de  un ión  a  an t ígeno de  los  
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m ismos  de  l a  i nvenc ión  se  de r i van  a  pa r t i r  de  un  pac ien te ,  po r  

e jemplo ,  un  pac ien te  humano,  y  pos te r i o rmente  se  u t i l i zan  en  l a  

m isma espec ie  a  par t i r  de  l a  cua l  és tos  se  der i varon ,  por  

e jemplo ,  humano,  a l i v iando o  reduc iendo a l  m ín imo  l a  

ocu r renc ia  de  respues tas  i nmunes  pe r j ud ic i a les .  5 

 La  des inmun izac ión  también  se  puede  u t i l i za r  pa ra  

d i sminu i r  l a  i nmunogen ic idad  de  un  an t i cue rpo .  Ta l  como se  

u t i l i za  en  la  p resen te  so l i c i tud ,  e l  té rmino  “des inmun izac ión ”  

i nc luye  a l te rac ión  de  un  an t i cue rpo  pa ra  mod i f i ca r  l os  ep í topes 

de  cé lu l a  T ;  véase ,  po r  e j emplo ,  l as  so l i c i t udes  in te rnac iona les  10 

WO 98 /52976 y  WO 00 /34317.  Po r  e j emplo ,  se  ana l i zan  las  

secuenc ias  de  V H  y  V L  p roven ien tes  de l  an t i cue rpo  de  pa r t i da  y  

un  “mapa”  de  ep í tope  de  cé lu la  T  de  humano  p roven ien te  de  

cada reg ión  V  que  mues t ra  l a  ub icac ión  de  l os  ep í topes  con  

re l ac i ón  a  las  reg iones  de te rminan tes  de  complemen ta r i edad 15 

(CDRs)  y  o t ros  res iduos  c lave  den t ro  de  la  secuenc ia .  Se  

ana l i zan  l os  ep í topes  de  cé lu l a  T  ind iv i dua les  p roven ien tes  de l  

mapa  de  ep í tope  de  cé lu l a  T  con  e l  f i n  de  iden t i f i ca r  

sus t i tuc i ones  de  aminoác ido  a l te rna t i vas  con  un  r iesgo  ba jo  de  

a l t e ra r  l a  ac t i v i dad  de l  an t i cue rpo  f i na l .  Se  d iseña una  gama de  20 

secuenc ias  de  V H  y  V L  a l t e rna t i vas  que comprenden 

combinac iones  de  sus t i t uc iones  de  aminoác ido  y  d i chas  

secuenc ias  se  inco rpo ran  pos te r i o rmente  en  una gama de  
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po l i pép t i dos  de  un ión ,  po r  e jemplo ,  an t i cue rpos  espec í f i cos  de  

DPR o  f ragmen tos  i nmunoespec í f i cos  de  l os  mi smos  pa ra  ser  

u t i l i zados  en  l os  métodos  de  d iagnós t i co  y  t ra tamien to  desc r i t os  

en  la  p resente  so l i c i t ud ,  l os  cua les  después  se  ana l i zan  

respec to  a  f unc ión .  T íp i camente ,  se  gene ran  y  ana l i zan  en t re  12  5 

y  24  an t i cue rpos  var ian tes .  Los  genes  comple tos  de  l a  cadena  

pesada y  la  cadena l i ge ra  que  comprenden l as  reg iones  V  

mod i f i cada y  C  de  humano se  c l onan después  en  vec to res  de 

exp res ión  y  los  p lásmidos  subs igu ien tes  se  i n t roducen  en  l í neas  

ce lu l a res  pa ra  la  p roducc ión  de  an t i cue rpo  en te ro .  Los  10 

an t i cue rpos  después  se  comparan  en  p ruebas  b i oqu ímicas  y  

b io l óg icas  aprop iadas ,  y  se  iden t i f i ca  l a  va r ian te  óp t ima.  

 Los  an t i cue rpos  monoc lona les  se  pueden prepa ra r  

u t i l i zando  una  ampl i a  va r i edad  de  técn icas  conoc idas  en  e l  

campo inc l uyendo  e l  uso  de  tecno log ías  de  h ib r i doma,  15 

recombinantes ,  y  de  desp l iegue  en  fago ,  o  una  combinac ión  de  

l as  mismas .  Po r  e j emplo ,  l os  an t i cue rpos  monoc lona les  se  

pueden  p roduc i r  u t i l i zando  técn icas  de  h i b r idoma inc luyendo 

aque l l as  conoc idas  en  e l  campo y  enseñadas ,  po r  e jemp lo ,  en 

Har l ow e t  a l . ,  Ant i bod ies :  A  Labo ra to ry  Manua l ,  Co ld  Sp r ing  20 

Harbo r  Labo ra to ry  P ress ,  2ª  ed .  (1988) ;  Hammer l i ng  et  a l . ,  en:  

Monoc lona l  An t ibod ies  and T -Ce l l  Hyb r idomas  E lsev ie r ,  N .Y . ,  

563-681  (1981 ) ,  d i chas  re fe renc ias  se  inco rpo ran  para 
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re fe renc ia  en  sus  to ta l i dades .  E l  t é rmino  “an t i cuerpo  

monoc lona l ”  t a l  como se  u t i l i za  en  l a  p resente  so l i c i tud  no  es tá  

l im i tado  a  an t i cuerpos  que  se  p roducen a  t ravés  de  tecno log ía  

de  h i b r idoma.  E l  té rmino  “an t i cue rpo  monoc lona l ”  se  re f ie re  a  un  

an t i cue rpo  que  se  de r i va  a  pa r t i r  de  un  c l on  i nd iv i dua l ,  5 

i nc luyendo  cua lqu ie r  c lon  euca r io ta ,  p roca r i o ta ,  o  de  fago ,  y  no  

a l  mé todo  med ian te  e l  cua l  és te  se  p roduce.  Po r  l o  tan to ,  e l  

t é rmino  “an t i cue rpo  monoc lona l ”  no  es tá  l im i tado  a  an t i cue rpos  

que se  p roducen a  t ravés  de  tecno log ía  de  h i b r idoma.  En 

a lgunas  moda l idades ,  l os  an t i cue rpos  de  l a  p resen te  invenc ión 10 

se  der i van  a  pa r t i r  de  cé lu l as  B  de  humano  l as  cua les  han s ido  

i nduc idas  para  p roducc ión  de  an t i cue rpo  a  t ravés  de  

t rans fo rmac ión  con  e l  v i rus  de  Eps te i n -Ba r r ,  como se  desc r ibe  

en  la  p resente  so l i c i tud .  

 En  e l  b ien  conoc ido  p roced im ien to  de  h i b r idoma (Koh le r  et  15 

a l . ,  Na tu re  256 (1975) ,  495 )  l os  l i n foc i t os  de  v ida  re la t i vamen te  

cor ta ,  o  mor ta les ,  p roven ien tes  de  un  mamí fe ro ,  por  e j emplo ,  

cé lu l as  B  de r i vadas  a  pa r t i r  de  un  i nd iv i duo  humano  como se 

desc r i be  en  la  p resente  so l i c i t ud ,  se  fus ionan con  una l ínea  de 

cé lu l as  de  tumor  i nmor ta l  (por  e j emplo ,  una  l í nea  de  cé lu la  de 20 

m ie l oma) ,  p roduc iendo ,  po r  l o  t an to ,  cé l u l as  h íb r i das  o 

“h i b r idomas ”  l os  cua les  son  tan to  i nmor ta les  como capaces  de 

p roduc i r  e l  an t i cue rpo  cod i f i cado genét i camen te  de  la  cé l u la  B.  
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Los  h íb r i dos  resu l t an tes  se  seg regan  en  cepas  genét i cas  

i nd iv i dua les  med ian te  se lecc ión ,  d i l uc ión ,  y  rec rec imien to  en  e l  

que  cada cepa i nd iv idua l  comprende  genes  espec í f i cos  pa ra  la  

f o rmac ión  de  un  an t i cue rpo  i nd iv idua l .  Es tos  p roducen 

an t i cue rpos ,  l os  cua les  son  homogéneos  con t ra  un  an t ígeno 5 

deseado  y ,  con  re fe renc ia  a  su  pa te rn i dad  genét i ca  pu ra ,  se  

denominan  “monoc lona les ” .  

 Las  cé lu las  de  h ib r i doma p repa radas  de  es ta  manera  se  

s i embran y  cu l t i van  en  un  med io  de  cu l t i vo  ap rop iado que  de  

p re fe renc ia  con t iene  una o  más  sus tanc ias  que inh iben  e l  10 

c rec imien to  o  superv i venc ia  de  las  cé lu l as  de  mie l oma 

p rogen i to ras  no  fus i onadas .  Los  expe r tos  en  l a  técn ica  

ap rec ia rán  que  los  reac t i vos ,  l í neas  ce lu la res  y  med ios  pa ra  l a  

f o rmac ión ,  se lecc i ón  y  c rec imien to  de  h i b r idomas  se  pueden 

consegu i r  comerc ia lmen te  a  pa r t i r  de  un  número  de  p roveedores  15 

y  los  p ro toco los  es tanda r i zados  es tán  b i en  es tab lec idos .  En  

té rminos  genera les ,  e l  med io  de  cu l t i vo  en  e l  cua l  se  hacen 

c rece r  l as  cé lu las  de  h i b r idoma se  ana l i zan  respec to  a  la  

p roducc ión  de  an t i cue rpos  monoc lona les  con t ra  e l  an t ígeno 

deseado .  La  espec i f i c idad  de  un ión  de  l os  an t i cue rpos  20 

monoc lona les  p roduc idos  po r  cé l u las  de  h i b r i doma se  de te rmina  

u t i l i zando  p ruebas  i n  v i t ro  ta l es  como i nmunoprec ip i tac i ón ,  

rad io inmunoensayo  (RIA )  o  p rueba  con  i nmunoso rbente  l i gado  a 
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enz ima  (EL ISA)  como se  desc r i be  en  l a  p resen te  so l i c i t ud .  

Después  que  se  i den t i f i can  l as  cé lu l as  de  h i b r idoma que 

p roducen  los  an t i cue rpos  de  l a  espec i f i c i dad ,  a f i n idad  y /o  

ac t i v i dad  deseada ,  l os  c lones  se  pueden subc lona r  med ian te 

p roced imien tos  de  d i l uc ión  l im i tan tes  y  se  cu l t i van  u t i l i zando 5 

métodos  es tándar ;  véase,  por  e jemp lo ,  God ing ,  Monoc lona l  

An t i bod ies :  P r inc ip les  and P rac t i ce ,  Academic  P ress  (1986 ) ,  59 -

103.  Se  ap rec ia rá  t ambién  que l os  an t i cue rpos  monoc lona les  

sec re tados  po r  l os  subc lones  se  pueden sepa ra r  de l  med io  de  

cu l t i vo ,  f l u ido  de  asc i t i s  o  sue ro  u t i l i zando  p roced im ien tos  de  10 

pu r i f i cac i ón  convenc iona les  ta les  como,  por  e j emplo ,  

c romatog ra f ía  con  pro te ína  A ,  c romatog ra f ía  con  h id rox i l apa t i t a ,  

e lec t ro fo res is  en  ge l ,  d iá l i s i s  o  c romatogra f ía  po r  a f in idad .  

 En  o t ra  moda l idad ,  l os  l i n foc i t os  se  pueden se lecc i ona r  

med ian te  mic roman ipu lac i ón  y  se  a ís l an  los  genes  var i ab les .  Po r  15 

e jemplo ,  se  pueden  a is l a r  cé l u las  mononuc leadas  de  sang re  

pe r i f é r i ca  a  pa r t i r  de  un  mamí fe ro  inmun izado  o  na tu ra lmente  

i nmune,  po r  e jemplo ,  un  humano ,  y  se  cu l t i van  du ran te  

ap rox imadamen te  7  d ías  i n  v i t ro .  Los  cu l t i vos  se  pueden 

someter  a  tamiza je  pa ra  IgGs  espec í f i cas  que sa t i s fagan los  20 

c r i te r i os  de  tamiza je .  Se  pueden a is l a r  l as  cé l u las  p roven ien tes  

de  las  cav idades  pos i t i vas .  La  cé lu l as  B  p roduc to ras  de  Ig  

i nd iv i dua les  se  pueden a is l a r  med ian te  FACS o  i den t i f i cándo las  
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en  una  p rueba  en  p laca  hemol í t i ca  med iada  po r  complemen to .  

Las  cé lu las  B  p roduc to ras  de  Ig  se  pueden  mic roman ipu la r  en  un  

tubo  y  los  genes  de  V H  y  V L  se  pueden ampl i f i ca r  u t i l i zando ,  po r  

e jemplo ,  RT-PCR.  Los  genes  de  V H  y  V L  se  pueden  c lonar  en  un  

vec to r  de  exp res ión  de  an t i cuerpo  y  t rans fec ta r  en  cé lu l as  (por  5 

e jemplo ,  cé l u las  euca r i o tas  o  p roca r i o tas )  pa ra  exp res i ón .  

 De  manera  a l t e rna t i va ,  l as  l íneas  ce lu l a res  p roduc to ras  de  

an t i cue rpo  se  pueden se lecc i ona r  y  cu l t i va r  u t i l i zando  técn icas  

b ien  conoc idas  por  e l  expe r to  en  l a  técn ica .  D ichas  técn icas  se  

desc r i ben  en  una  va r iedad de  manua les  de  l abo ra to r io  y  10 

pub l i cac i ones  p r imar i as .  En  es te  sen t i do ,  l as  t écn icas  

ap rop iadas  pa ra  se r  u t i l i zadas  en  la  i nvenc ión  como se  desc r ibe  

más  ade lan te  se  desc r i ben  en  Cur ren t  P ro toco ls  i n  Immuno logy ,  

Co l i gan  e t  a l . ,  Eds . ,  G reen Pub l i sh ing  Assoc ia tes  and Wi ley -

In te rsc i ence ,  John  Wi ley  and Sons ,  New York  (1991)  l a  cua l  se  15 

i nco rpo ra  en  l a  p resen te  so l i c i tud  pa ra  re fe renc ia  en  su 

to ta l i dad ,  i nc luyendo  los  sup lementos .  

 Se  pueden  genera r  f ragmentos  de  an t i cue rpo  que 

reconozcan  ep í topes  espec í f i cos  med ian te  t écn icas  conoc idas .  

Po r  e j emplo ,  l os  f ragmen tos  Fab y  F (ab ' ) 2  se  pueden p roduc i r  de  20 

manera  recombinan te  o  med ian te  cor te  p ro teo l í t i co  de  mo lécu las  

de  i nmunog lobu l ina ,  u t i l i zando  enz imas  ta les  como papaína 

(pa ra  p roduc i r  l os  f ragmentos  Fab )  o  peps ina  (para  p roduc i r  l os  
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f ragmentos  F (ab ' ) 2 ) .  Los  f ragmen tos  F (ab ' ) 2  con t i enen  l a  reg ión 

var iab le ,  l a  reg ión  cons tan te  de  l a  cadena  l i ge ra  y  e l  domin io  

CH1 de  la  cadena  pesada.  D ichos  f ragmen tos  son  su f i c i en tes  

pa ra  se r  u t i l i zados ,  po r  e jemp lo ,  en  p roced im ien tos  de 

i nmunod iagnós t i co  que  imp l i can  acop la r  l as  po rc iones  5 

i nmunoespec í f i cas  de  las  inmunog lobu l i nas  a  reac t i vos  de  

de tecc i ón  ta les  como rad io i só topos .  

 En  una  moda l i dad ,  un  an t i cue rpo  de  la  i nvenc ión 

comprende po r  l o  menos  una  CDR de  una molécu la  de  

an t i cue rpo .  En  o t ra  moda l i dad ,  un  an t i cue rpo  de  l a  i nvenc ión  10 

comprende po r  l o  menos  dos  CDRs p roven ien tes  de  una o  más 

molécu las  de  an t i cue rpo .  En  o t ra  moda l idad ,  un  an t i cue rpo  de  la  

i nvenc ión  comprende po r  l o  menos  t res  CDRs  p roven ien tes  de  

una o  más  molécu las  de  an t i cuerpo .  En  o t ra  moda l i dad ,  un 

an t i cue rpo  de  la  i nvenc ión  comprende  po r  l o  menos  cua t ro  CDRs 15 

p roven ien tes  de  una o  más  molécu las  de  an t i cue rpo .  En  o t ra  

moda l i dad ,  un  an t i cue rpo  de  la  i nvenc ión  comprende po r  l o  

menos  c inco  CDRs p roven ien tes  de  una  o  más  mo lécu las  de  

an t i cue rpo .  En  o t ra  moda l i dad ,  un  an t i cue rpo  de  l a  i nvenc ión  

comprende po r  l o  menos  se is  CDRs  p roven ien tes  de  una  o  más  20 

mo lécu las  de  an t i cue rpo .  Los  e jemplos  de  mo lécu las  de 

an t i cue rpo  que  comprenden  po r  l o  menos  una  CDR que  se  

pueden i nc l u i r  en  l os  p resen tes  an t i cue rpos  se  desc r iben  en  l a  
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p resen te  so l i c i tud .  

 Los  an t i cuerpos  de  la  p resente  invenc ión  se  pueden 

p roduc i r  med ian te  cua lqu ie r  mé todo conoc ido  en  la  técn ica  para  

l a  s ín tes is  de  an t i cue rpos ,  en  pa r t i cu la r ,  med ian te  s ín tes is  

qu ímica  o  de  p re fe renc ia  med ian te  t écn icas  de  exp res ión  5 

recombinantes  como se  desc r ibe  en  la  p resente  so l i c i t ud .  

 En  una  moda l idad ,  un  an t i cue rpo ,  o  f ragmen to  de  un ión  a  

an t ígeno ,  va r ian te  o  de r i vado  de l  m ismo  de  l a  i nvenc ión  

comprende una  reg ión  cons tan te  s in té t i ca  en  la  cua l  uno  o  más  

domin ios  es tán  pa rc ia l  o  comple tamente  e l im inados  10 

( “an t i cue rpos  de  domin io  e l im inado” ) .  En  a l gunas  moda l idades  

l os  an t i cue rpos  mod i f i cados  compa t ib l es  comprenderán  

cons t rucc i ones  o  var ian tes  de  domin io  e l im inado  en  l as  cua les  

e l  domin io  CH2 comple to  ha  s i do  e l im inado (cons t rucc i ones  

ΔCH2) .  Pa ra  o t ras  moda l i dades  e l  domin io  e l im inado se  puede 15 

sus t i tu i r  con  un  pép t ido  conec to r  co r to  pa ra  p rovee r  f l ex i b i l i dad 

y  l i be r tad  de  mov imien to  pa ra  l a  reg ión  va r i ab le .  Los  expe r tos  

en  la  técn ica  ap rec ia rán  que  d ichas  cons t rucc i ones  son 

pa r t i cu l a rmen te  p re fe r i das  deb ido  a  l as  p rop iedades  regu lado ras  

de l  domin io  CH2 sob re  l a  ve loc idad  ca ta l í t i ca  de l  an t i cue rpo .  20 

Las  cons t rucc i ones  de  domin io  e l im inado  se  pueden  ob tene r  

u t i l i zando  un  vec to r  que  cod i f i que  pa ra  un  domin io  cons tan te  de  

IgG 1  de  humano,  véase,  por  e j emplo ,  so l i c i tudes  in te rnac iona les  
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WO 02 /060955  y  WO 02 /096948  A2.  Es te  vec to r  se  d i seña  pa ra  

e l im ina r  e l  domin io  CH2  y  p rovee r  un  vec to r  s i n té t i co  que 

exp rese  una  reg ión  cons tan te  de  IgG 1  de  domin io  e l im inado.  

 En  a l gunas  moda l i dades ,  l os  an t i cue rpos ,  o  f ragmen tos  de 

un ión  a  an t ígeno,  va r i an tes  o  de r i vados  de  los  mismos  de  la  5 

p resen te  i nvenc ión  son  min icuerpos .  Los  min icue rpos  se  pueden 

e labo rar  u t i l i zando  métodos  desc r i tos  en  la  t écn ica ,  véase,  po r  

e jemplo ,  pa ten te  E .U .A .  5 ,837 ,821 o  so l i c i t ud  in te rnac iona l  WO 

94 /09817 .  En  una  moda l idad ,  un  an t i cue rpo ,  o  f ragmento  de 

un ión  a  an t ígeno ,  var ian te  o  der i vado  de l  m ismo de  l a  i nvenc ión 10 

comprende una  cadena pesada  de  inmunog lobu l ina  que  t i ene  

de lec ión  o  sus t i tuc ión  de  unos  cuantos  o  inc l uso  un  so lo  

aminoác ido  en  tan to  que es to  pe rm i ta  l a  asoc iac ión  en t re  l as  

subun idades  monomér icas .  Po r  e jemp lo ,  l a  mu tac ión  de  un  

aminoác ido  i nd iv idua l  en  á reas  se lecc ionadas  de l  domin io  CH2  15 

puede se r  su f i c ien te  pa ra  reduc i r  sus tanc ia lmen te  l a  un ión  a  Fc 

y  de  esa  manera  i nc rementa r  l a  l oca l i zac i ón  de  p ro te ína  de  

DPR.  De manera  s im i l a r ,  pod r ía  se r  deseab le  s imp lemen te  

e l im ina r  aque l la  pa r te  de  uno o  más  domin ios  de  la  reg ión  

cons tan te  que con t ro l an  la  func ión  e fec to ra  (po r  e j emplo ,  un ión  20 

a l  complemen to )  a  se r  modu lada .  D ichas  de lec i ones  pa rc ia l es  de  

l as  reg iones  cons tan tes  pueden  mejo ra r  ca rac te r í s t i cas  

se lecc i onadas  de l  an t i cue rpo  ( t i empo  de  v i da  med ia  en  sue ro )  a l  
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t i empo que de jan  in tac tas  o t ras  f unc iones  deseab les  asoc iadas  

con  e l  p resente  domin io  de  l a  reg ión  cons tan te .  As imismo ,  como 

se  menc ionó an te r i o rmen te ,  l as  reg iones  cons tan tes  de  l os  

an t i cue rpos  desc r i t os  pueden  se r  s i n té t i cas  a  t ravés  de  l a  

mutac i ón  o  sus t i tuc ión  de  uno  o  más  aminoác idos  que me jo ran  5 

e l  pe r f i l  de  la  cons t rucc ión  resu l tan te .  En  es te  sen t i do  pod r ía  

ser  pos ib le  i n te r rumpi r  l a  ac t i v i dad  prov is ta  po r  un  s i t i o  de  un ión  

conse rvado (po r  e j emplo ,  un ión  a  Fc )  a l  t i empo que  se  man t iene  

sus tanc ia lmen te  la  con f i gu rac i ón  y  pe r f i l  i nmunogén ico  de l  

an t i cue rpo  mod i f i cado.  Inc l uso  o t ras  moda l i dades  comprenden l a  10 

ad ic i ón  de  uno  o  más  aminoác idos  a  la  reg ión  cons tan te  para  

i nc rementar  ca rac te r ís t i cas  deseab les  ta les  como una  func ión  

e fec to ra  o  p roveer  más  c i t o tox ina  o  un ión  de  ca rboh id ra to .  En  

d ichas  moda l i dades  pod r ía  se r  deseab le  i nse r ta r  o  rep l i ca r  

secuenc ias  espec í f i cas  de r i vadas  a  pa r t i r  de  domin ios  de  reg ión  15 

cons tan te  se lecc ionados .  

 La  p resente  invenc ión  tamb ién  p rovee an t i cue rpos  que 

comprenden ,  cons is ten  esenc ia lmen te  de ,  o  cons is ten  de ,  

var ian tes  ( i nc l uyendo  de r i vados )  de  mo lécu las  de  an t i cue rpo  

(po r  e jemplo ,  l as  reg iones  V H  y /o  las  reg iones  V L )  desc r i t as  en  20 

l a  p resente  so l i c i t ud ,  cuyos  an t i cue rpos  o  f ragmentos  de  l os  

m ismos  se  unen de  manera  inmunoespec í f i ca  a  las  DPRs.  Se 

pueden  u t i l i za r  t écn icas  es tánda r  conoc idas  po r  l os  expe r tos  en  
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l a  t écn ica  pa ra  i n t roduc i r  mutac i ones  en  l a  secuenc ia  de  

nuc leó t ido  que cod i f i ca  pa ra  un  an t i cue rpo ,  i nc l uyendo ,  pe ro  s in  

l im i ta rse  a ,  mutagénes is  d i r i g i da  a  s i t i o  y  mu tagénes is  med iada 

po r  PCR lo  cua l  da  como resu l tado  sus t i tuc i ones  de  am inoác ido .  

De  p re fe renc ia ,  l as  va r ian tes  ( i nc luyendo de r i vados)  cod i f i can  5 

pa ra  menos  de  50  sus t i t uc iones  de  am inoác ido ,  menos  de  40  

sus t i tuc i ones  de  aminoác ido ,  menos  de  30  sus t i tuc iones  de  

aminoác ido ,  menos  de  25  sus t i t uc iones  de  aminoác ido ,  menos 

de  20  sus t i tuc i ones  de  am inoác ido ,  menos  de  15  sus t i t uc iones  

de  aminoác ido ,  menos  de  10  sus t i tuc i ones  de  aminoác ido ,  10 

menos  de  5  sus t i tuc i ones  de  aminoác ido ,  menos  de  4  

sus t i tuc i ones  de  aminoác ido ,  menos  de  3  sus t i tuc iones  de 

aminoác ido ,  o  menos  de  2  sus t i tuc iones  de  aminoác ido  con 

re l ac i ón  a  la  reg ión  V H  de  re fe renc ia ,  V H -CDR1,  V H -CDR2,  V H -

CDR3,  reg ión  V L ,  V L -CDR1,  V L -CDR2,  o  V L -CDR3.  Una 15 

“sus t i tuc i ón  de  am inoác ido  conse rvado ra ”  es  una  en  l a  cua l  e l  

res iduo  de  aminoác ido  es  reemplazado  con  un  res iduo  de  

aminoác ido  que  t i ene  una cadena la te ra l  con  una carga  s im i la r .  

Se  han de f i n ido  en  l a  técn ica  las  f ami l i as  de  res iduos  de 

aminoác ido  que  t i enen  cadenas  l a te ra l es  con  ca rgas  s im i l a res .  20 

Es tas  fami l i as  inc luyen  aminoác idos  con  cadenas  la te ra les  

bás icas  (por  e jemp lo ,  l i s ina ,  a rg i n i na ,  h i s t i d i na) ,  cadenas  

l a te ra l es  ác i das  (po r  e j emplo ,  ác ido  aspá r t i co ,  ác i do  g lu támico ) ,  
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cadenas  la te ra les  po la res  no  ca rgadas  (po r  e j emplo ,  g l i c i na ,  

aspa rag ina ,  g l u tamina ,  se r ina ,  t reon ina ,  t i r os ina ,  c i s te ína ) ,  

cadenas  l a te ra les  no  po la res  (po r  e jemplo  a l an ina ,  va l i na ,  

l euc i na ,  i so leuc ina ,  p ro l i na ,  f en i l a lan ina ,  met i on ina ,  t r i p tó fano ) ,  

cadenas  la te ra les  be ta - rami f i cadas  (por  e j emp lo ,  t reon ina ,  5 

va l i na ,  i so leuc ina )  y  cadenas  l a te ra les  a romát i cas  (por  e jemp lo ,  

t i r os i na ,  fen i l a lan ina ,  t r i p tó fano ,  h i s t i d i na) .  De manera  

a l t e rna t i va ,  l as  mutac i ones  se  pueden i n t roduc i r  de  manera  

a lea to r ia  a  l o  l a rgo  de  todo  o  de  una pa r te  de  la  secuenc ia  

cod i f i cado ra ,  t a l  como med ian te  mu tagénes is  po r  sa tu rac ión ,  y  10 

l os  mu tan tes  resu l t an tes  se  pueden  tamiza r  respec to  a  la  

ac t i v i dad  b i o lóg ica  pa ra  i den t i f i ca r  mutan tes  que  conse rven  la  

ac t i v i dad  (po r  e j emplo ,  l a  capac idad  de  un i rse  a  las  DPRs  y /o  

espec ies  de  C9ORF72-DPR mutadas  y /o  ag regadas  y /o  

f ragmentos  de  l as  mismas ) .  15 

 Po r  e j emplo ,  es  pos ib le  i n t roduc i r  mutac i ones  so lamen te 

en  las  reg iones  de  es t ruc tu ra  base  o  so lamen te  en  las  reg iones 

de  CDR de una molécu la  de  an t i cue rpo .  Las  mutac iones  

i n t roduc idas  pueden  se r  s i l enc i osas  o  mutac iones  de  sen t i do  

equ ivocado  neu t ras ,  po r  e j emplo ,  que  no  t i enen  o  que t i enen 20 

poco e fec to  sobre  la  capac idad de  un  an t i cue rpo  pa ra  l i ga r  a l  

an t ígeno ,  de  hecho  a lgunas  de  d ichas  mutac iones  no  a l te ran  l a  

secuenc ia  de  am inoác ido  en  abso lu to .  Es tos  t i pos  de 
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mutac iones  pueden  se r  ú t i l es  pa ra  op t im iza r  l a  u t i l i zac ión  de  

codón ,  o  pa ra  me jora r  l a  p roducc ión  de  an t i cuerpo  de  un  

h ib r i doma.  Las  reg iones  cod i f i cadoras  op t im izadas  en  cuan to  a  

codón  que cod i f i can  pa ra  an t i cue rpos  de  l a  p resente  invenc ión  

se  desc r iben  en  a lguna o t ra  par te  en  la  p resen te  so l i c i t ud .  De 5 

manera  a l t e rna t i va ,  l as  mutac iones  de  sen t ido  equ ivocado  no  

neut ras  pueden a l t e ra r  l a  capac idad de  un  an t i cue rpo  pa ra  l i ga r  

a l  an t ígeno.  La  ub icac ión  de  la  mayor ía  de  mutac iones 

s i l enc i osas  y  de  sen t i do  equ ivocado neut ras  p robab lemente 

es ta rá  en  las  reg iones  de  es t ruc tu ra  base ,  m ien t ras  que  la  10 

ub icac ión  de  la  mayor ía  de  las  mu tac iones  de  sen t ido  

equ ivocado no  neu t ras  p robab lemen te  es té  en  la  CDR,  aunque 

es to  no  es  un  reque r im ien to  abso lu to .  Un  expe r to  en  la  técn ica  

será  capaz  de  d iseña r  y  ana l i za r  mo lécu las  mutan tes  con 

p rop iedades  deseadas  ta les  como no  a l t e rac i ón  en  la  ac t i v idad  15 

de  un ión  a l  an t ígeno o  a l t e rac i ón  en  la  ac t i v i dad  de  un ión  (po r  

e jemplo ,  me jo ras  en  l a  ac t i v i dad  de  un ión  a l  an t ígeno  o  cambio 

en  l a  espec i f i c i dad  de l  an t i cue rpo ) .  Después  de  l a  mu tagénes is ,  

l a  p ro te ína  cod i f i cada se  puede exp resar  de  manera  ru t i na r i a  y  

se  puede de te rmina r  l a  ac t i v idad  func iona l  y /o  b i o l óg ica  de  l a  20 

p ro te ína  cod i f i cada ,  (por  e j emplo ,  capac idad pa ra  un i rse  de  

manera  i nmunoespec í f i ca  a  por  l o  menos  un  ep í tope  de  l as  

DPRs y /o  espec ies  de  C9ORF72-DPR mutadas  y /o  ag regadas  y /o  
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f ragmentos  de  l as  mismas )  u t i l i zando técn icas  desc r i tas  en  la  

p resen te  so l i c i t ud  o  med ian te  t écn icas  de  mod i f i cac ión 

acos tumbradas  conoc idas  en  l a  técn ica .  

 

 I I I .  Po l i nuc leó t i dos  que  cod i f i can  para  an t i cue rpos  5 

 Un  po l i nuc l eó t ido  que  cod i f i ca  pa ra  un  an t i cue rpo ,  o  

f ragmento  de  un ión  a  an t ígeno ,  var ian te  o  de r i vado de l  m ismo 

puede es ta r  cons t i t u ido  por  cua lqu ie r  po l i r r i bonuc leó t ido  o  

po l i desox i r r i bonuc leó t ido ,  e l  cua l  puede se r  ARN o  ADN no 

mod i f i cado  o  ARN o  ADN mod i f i cado.  Po r  e jemp lo ,  un 10 

po l i nuc l eó t i do  que  cod i f i ca  pa ra  un  an t i cue rpo ,  o  f ragmento  de  

un ión  a  an t ígeno ,  va r i an te  o  der i vado de l  m ismo  puede  es ta r  

cons t i t u ido  po r  ADN de  cadena  senc i l l a  o  de  cadena  dob le ,  ADN 

que es  una  mezc la  de  reg iones  de  cadena dob le  y  de  cadena 

senc i l l a ,  ARN de cadena senc i l l a  y  de  cadena dob le  y  ARN que  15 

es  una  mezc la  de  reg iones  de  cadena dob le  y  cadena  senc i l l a ,  

mo lécu las  h íb r idas  que  comprenden ADN y  ARN que  pueden  se r  

de  cadena senc i l l a  o ,  más  t í p i camen te ,  de  cadena  dob le  o  una 

mezc la  de  reg iones  de  cadena senc i l l a  y  de  cadena dob le .  

Además ,  un  po l i nuc leó t i do  que  cod i f i ca  pa ra  un  an t i cue rpo ,  o  20 

f ragmento  de  un ión  a  an t ígeno ,  var ian te  o  de r i vado de l  m ismo 

puede es ta r  cons t i t u ido  po r  reg iones  de  cadena t r i p l e  que  

comprenden ARN o  ADN o  tan to  ARN como ADN.  Un 
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po l i nuc l eó t i do  que  cod i f i ca  pa ra  un  an t i cue rpo ,  o  f ragmento  de  

un ión  a  an t ígeno ,  va r i an te  o  de r i vado  de l  m ismo  tamb ién  puede 

con tene r  una  o  más  bases  mod i f i cadas  o  esque le tos  de  ADN o  

ARN mod i f i cados  pa ra  es tab i l i dad  o  po r  o t ras  razones .  Las  

bases  “mod i f i cadas”  i nc l uyen,  po r  e jemplo ,  bases  t r i t i l adas  y  5 

bases  i nusua les  ta les  como inos ina .  Se  puede hace r  una  

var iedad de  mod i f i cac iones  a l  ADN y  ARN;  por  l o  tan to ,  

“po l i nuc l eó t ido ”  aba rca  fo rmas  qu ím icamente ,  enz imá t i camen te  

o  metabó l i camen te  mod i f i cadas .  

 Se  puede c rea r  un  po l i nuc l eó t ido  a i s l ado  que cod i f i ca  pa ra  10 

una var i an te  no  na tu ra l  de  un  po l ipép t i do  der i vado  a  pa r t i r  de 

una i nmunog lobu l i na  (po r  e j emplo ,  una  po rc i ón  de  l a  cadena 

pesada o  porc ión  de  la  cadena l i ge ra  de  inmunog lobu l i na )  

i n t roduc iendo  una o  más  sus t i t uc iones ,  ad ic iones  o  de lec iones  

de  nuc leó t i do  en  l a  secuenc ia  de  nuc leó t ido  de  la  15 

i nmunog lobu l i na  de  modo  ta l  que  se  i n t roduzcan  una o  más 

sus t i tuc i ones ,  ad ic i ones  o  de lec iones  de  am inoác ido  en  l a  

p ro te ína  cod i f i cada .  Las  mu tac iones  se  pueden i n t roduc i r  

u t i l i zando  técn icas  es tánda r ,  ta l es  como mu tagénes is  d i r i g i da  a  

s i t i o  y  mutagénes is  med iada  po r  PCR.  De p re fe renc ia ,  l as  20 

sus t i tuc i ones  de  aminoác ido  conservadoras  se  hacen  en  uno  o 

más  res i duos  de  am inoác ido  no  esenc ia l es .  

 Como es  b i en  sab ido ,  e l  ARN se  puede  a is l a r  a  par t i r  de  
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cé lu l as  B  o r i g ina les ,  cé lu l as  de  h ib r i doma o  a  pa r t i r  de  o t ras  

cé lu l as  t rans fo rmadas  med ian te  t écn icas  es tánda r ,  t a l es  como 

ex t racc ión  con  i so t i oc iana to  de  guan id in i o  y  p rec ip i tac i ón  

segu ido  po r  cen t r i fugac ión  o  c romatogra f ía .  En  donde  sea 

deseab le ,  e l  ARNm se  puede a is l a r  a  pa r t i r  de l  ARN to ta l  5 

med ian te  t écn icas  es tándar  t a les  como c romatog ra f ía  en  o l i go  

dT-ce lu losa .  Las  técn i cas  ap rop iadas  son  fami l i a res  en  e l  

campo .  En una moda l idad ,  l as  mo lécu las  de  ADNc  que  cod i f i can 

pa ra  las  cadenas  l i gera  y  pesada de l  an t i cuerpo  se  pueden 

e labo rar ,  ya  sea  s imu l táneamen te  o  po r  sepa rado,  u t i l i zando 10 

t ransc r i p tasa  inve rsa  y  ADN po l imerasa  de  con formidad  con  

métodos  b ien  conoc idos .  La  PCR se  puede i n i c i a r  u t i l i zando 

i n i c iado res  de  reg ión  cons tan te  de  consenso  o  con  i n i c iado res  

más  espec í f i cos  tomando  como base  l as  secuenc ias  de  ADN de 

l a  cadena  l i ge ra  y  l a  cadena pesada  y  de  aminoác ido 15 

pub l i cadas .  Como se  d iscu t i ó  an te r io rmente ,  l a  PCR tamb ién  se 

puede u t i l i za r  pa ra  a i s l a r  c lones  de  ADN que cod i f i can  para  l as  

cadenas  l i ge ra  y  pesada de l  an t i cue rpo .  En  es te  caso  l as  

geno tecas  se  pueden tamiza r  u t i l i zando i n i c i adores  de  consenso 

o  sondas  homólogas  más  g randes ,  t a les  como sondas  de  l a  20 

reg ión  cons tan te  de  humano.  

 E l  ADN,  t íp i camen te  ADN de p lásm ido ,  se  puede a is l a r  a  

pa r t i r  de  las  cé lu las  u t i l i zando técn icas  conoc idas  en  e l  campo ,  
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se  mapea  po r  res t r i cc ión  y  se  secuenc ia  de  con formidad con  

técn icas  es tánda r ,  b i en  conoc idas  i nd icadas  en  de ta l l e ,  po r  

e jemplo ,  en  las  re fe renc ias  an te r i o res  que  se  re f ie ren  a  técn icas  

de  ADN recombinan te .  Desde l uego,  e l  ADN puede se r  s in té t i co 

de  con fo rmidad  con  la  p resen te  i nvenc ión  en  cua lqu ie r  pun to  5 

du ran te  e l  p roced im ien to  de  a is l amien to  o  aná l i s i s  subs igu ien te .  

 En  es te  con tex to ,  l a  p resente  invenc ión  también  se  re f i e re  

a  un  po l i nuc l eó t ido  que cod i f i ca  pa ra  po r  l o  menos  e l  domin io  de  

un ión  o  la  reg ión  var iab le  de  una cadena de  inmunog lobu l ina  de l  

an t i cue rpo  de  la  p resen te  invenc ión .  En  una moda l i dad ,  l a  10 

p resen te  invenc ión  p rovee un  po l i nuc l eó t i do  a i s l ado  que 

comprende,  cons is te  esenc ia lmen te  de ,  o  cons is te  de  un  ác i do  

nuc le i co  que  cod i f i ca  pa ra  una  reg ión  va r i ab le  de  l a  cadena 

pesada (V H )  de  inmunog lobu l i na ,  en  l a  cua l  por  l o  menos  una de  

l as  CDRs de  la  reg ión  va r iab le  de  l a  cadena pesada  o  po r  l o  15 

menos  dos  de  las  V H -CDRs de  l a  reg ión  va r i ab le  de  la  cadena  

pesada son  po r  l o  menos  80%,  85%,  90%,  o  95% i dén t i cas  a  l as  

secuenc ias  de  aminoác ido  de  V H -CDR1,  V H -CDR2,  o  V H -CDR3 de  

l a  cadena  pesada de  re fe renc ia  p roven ien te  de  los  an t i cue rpos 

desc r i tos  en  l a  p resente  so l i c i t ud .  De manera  a l te rna t i va  las  20 

reg iones  V H -CDR1,  V H -CDR2,  o  V H -CDR3 de  l a  V H  son  po r  l o  

menos  80%,  85%,  90%,  o  95% idén t i cas  a  las  secuenc ias  de  

aminoác ido  de  V H -CDR1,  V H -CDR2,  y  V H -CDR3 de  l a  cadena 
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pesada de  re fe renc ia  p roven ien te  de  los  an t i cue rpos  desc r i t os  

en  l a  p resen te  so l i c i tud .  Por  l o  t an to ,  de  con fo rmidad  con  es ta  

moda l i dad  una reg ión  va r i ab le  de  l a  cadena pesada de  la  

i nvenc ión  t i ene  secuenc ias  de  po l ipép t ido  de  V H -CDR1,  V H -

CDR2,  o  V H -CDR3 re l ac i onadas  con  las  secuenc ias  de 5 

po l i pép t i do  mos t radas  en  l as  f i gu ras  1A-1L .  

 En  o t ra  moda l idad ,  l a  p resen te  invenc ión  p rovee  un  

po l i nuc l eó t i do  a i s l ado  que  comprende,  cons is te  esenc ia lmen te  

de ,  o  cons is te  de  un  ác i do  nuc le i co  que cod i f i ca  pa ra  una reg ión  

var iab le  de  l a  cadena l i ge ra  (V L )  de  inmunog lobu l i na ,  en  l a  cua l  10 

po r  l o  menos  una de  las  V L -CDRs  de  l a  reg ión  va r iab le  de  la  

cadena l i ge ra  o  po r  l o  menos  dos  de  l as  V L -CDRs de  la  reg ión  

var iab le  de  la  cadena l i gera  son  po r  l o  menos  80%,  85%,  90%,  o  

95% i dén t i cas  a  las  secuenc ias  de  aminoác ido  de  V L -CDR1,  V L -

CDR2,  o  V L -CDR3 de  l a  cadena l i gera  de  re fe renc ia  p roven ien te  15 

de  los  an t i cue rpos  desc r i t os  en  l a  p resente  so l i c i tud .  De  manera  

a l t e rna t i va  las  reg iones  V L -CDR1,  V L -CDR2,  o  V L -CDR3 de  la  V L  

son  po r  l o  menos  80%,  85%,  90%,  o  95% i dén t i cas  a  l as  

secuenc ias  de  aminoác ido  de  V L -CDR1,  V L -CDR2,  y  V L -CDR3 de  

l a  cadena  l i ge ra  de  re fe renc ia  p roven ien te  de  l os  an t i cue rpos  20 

desc r i tos  en  la  p resente  so l i c i t ud .  Po r  l o  t an to ,  de  con fo rmidad 

con  es ta  moda l i dad  una reg ión  va r i ab le  de  l a  cadena l i ge ra  de  la  

i nvenc ión  t i ene  secuenc ias  de  po l ipép t ido  de  V L -CDR1,  V L -
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CDR2,  o  V L -CDR3 re lac ionadas  con  las  secuenc ias  de  

po l i pép t i do  mos t radas  en  cua lqu ie ra  de  las  f i gu ras  1A-1L .  

 En  o t ra  moda l idad ,  l a  p resen te  invenc ión  p rovee  un  

po l i nuc l eó t i do  a i s l ado  que  comprende,  cons is te  esenc ia lmen te  

de ,  o  cons is te  de  un  ác i do  nuc le i co  que cod i f i ca  pa ra  una reg ión  5 

var iab le  de  la  cadena pesada (V H )  de  inmunog lobu l ina  en  la  cua l  

l as  reg iones  V H -CDR1,  V H -CDR2,  y  V H -CDR3 t i enen secuenc ias  

de  po l ipép t ido  l as  cua les  son  idén t i cas  a  los  g rupos  V H -CDR1,  

V H -CDR2,  y  V H -CDR3 mos t rados  en  cua lqu ie ra  de  las  f i guras  1A-

1L .  10 

 Como se  sabe en  l a  técn ica ,  l a  " i den t i dad  de  secuenc ia"  

en t re  dos  po l i pép t i dos  o  dos  po l i nuc l eó t i dos  se  de te rmina 

comparando l a  secuenc ia  de  aminoác ido  o  de  ác ido  nuc le i co  de 

un  po l i pép t i do  o  po l inuc leó t ido  con  l a  secuenc ia  de  un  segundo 

po l i pép t i do  o  po l inuc l eó t ido .  Cuando  se  d iscu te  en  la  p resente  15 

so l i c i t ud ,  e l  que  cua lqu ie r  po l i pép t i do  pa r t i cu la r  sea  po r  l o  

menos  ap rox imadamen te  40%,  45%,  50%,  55%,  60%,  65%,  70%,  

75%,  80%,  85%,  90%,  o  95% i dén t i co  a  o t ro  po l i pép t i do  se  

puede de te rmina r  u t i l i zando mé todos  y  p rog ramas /so f twa re  de 

compu tado ra  conoc idos  en  la  técn ica  ta l es  como,  pe ro  s in  20 

l im i ta rse  a ,  e l  p rog rama BESTFIT (Wiscons in  Sequence Ana lys is  

Package,  Ve rs i on  8  para  Un ix ,  Genet i cs  Compute r  G roup ,  

Un ive rs i t y  Research  Pa rk ,  575  Sc ience  Dr i ve ,  Mad ison ,  WI  
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53711) .  BESTFIT u t i l i za  e l  a l gor i tmo  de  homolog ía  loca l  de  

Smi th  y  Waterman ,  Advances  in  App l i ed  Ma themat i cs  2  (1981) ,  

482-489 ,  pa ra  encon t ra r  e l  me jo r  segmento  de  homolog ía  en t re  

dos  secuenc ias .  Cuando  se  u t i l i za  BESTFIT o  cua lqu ie r  o t ro  

p rog rama de  a l i neac ión  de  secuenc ia  pa ra  de te rmina r  s i  una  5 

secuenc ia  pa r t i cu la r  es ,  po r  e jemplo ,  95% i dén t i ca  a  una 

secuenc ia  de  re fe renc ia  de  con fo rmidad con  l a  p resen te  

i nvenc ión ,  l os  pa rámet ros  se  a jus tan ,  desde  luego,  de  modo  ta l  

que  e l  po rcen ta je  de  i den t i dad  se  ca lcu l e  a  l o  l a rgo  de  l a  

l ong i t ud  comple ta  de  l a  secuenc ia  de  po l ipép t ido  de  re fe renc ia  y  10 

que  se  pe rmi tan  huecos  en  l a  homo log ía  de  has ta  5% de l  

número  to ta l  de  am inoác idos  en  l a  secuenc ia  de  re fe renc ia .  

 En  una  moda l i dad  p re fe r i da  de  la  p resente  invenc ión ,  e l  

po l i nuc l eó t i do  comprende,  cons is te  esenc ia lmente  de ,  o  cons is te  

de  un  ác i do  nuc le i co  que t i ene  una secuenc ia  de  po l i nuc l eó t ido  15 

de  la  reg ión  V H  o  V L  de  un  an t i cue rpo  an t i -DPR como se 

rep resen ta  en  y  la  t ab la  I I .  En  es te  sen t ido ,  e l  expe r to  en  l a  

t écn ica  ap rec i a rá  f ác i lmente  que  l os  po l i nuc l eó t i dos  que 

cod i f i can  pa ra  por  l o  menos  e l  domin io  va r i ab l e  de  l a  cadena 

l i ge ra  y /o  l a  cadena pesada  pueden  cod i f i ca r  pa ra  e l  domin io  20 

var iab le  de  ambas  cadenas  de  inmunog lobu l ina  o  so l amen te  

pa ra  una.  En  una  moda l i dad  po r  l o  t an to ,  e l  po l i nuc l eó t ido  

comprende,  cons is te  esenc ia lmen te  de ,  o  cons is te  de  un  ác i do  
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nuc le i co  que t i ene  una secuenc ia  de  po l inuc l eó t ido  de  la  reg ión  

V H  y  l a  reg ión  V L  de  un  an t i cue rpo  an t i -DPR y /o  f ragmen tos  de l  

m ismo como se  rep resen ta  en  l a  tab l a  I I .  

 

TABL A I I  5 

Secu enc ias  de  nuc leó t ido  de l a  reg ión  V H  y  V L  de  an t i cuerpos  

que  reconocen  D PRs,  de  p re fer en c ia  C9O RF7 2-DP Rs  

 

 

 10 

 

 

 

 

 15 

 

 

 

 

 20 

 

 

TABL A I I  ( con t . )  

A n t i c u e r p o  
S e c u e n c i a s  d e  n u c l e ó t i d o  d e  l a  c a d e n a  p e s a d a  
v a r i a b l e  ( V H )  y  l a  c a d e n a  l i g e r a  v a r i a b l e  ( V L )  

N I - 3 0 8 . 1 8 F 7  V H  

T G C C A G G T G C A G C T G C A G G A G T C G G G C C C A G G A C T G G
T G A A G C C T T C G G A G A C C C T G T C C G T C A C G T G C A C T G T C
T C T G G T G G C T C C A T C A A T G A T T A C T A C T G G A A C T G G A T
C C G G C A G C C C G C C G G G A A G G G A C T G G A G T G G A T T G G
G C G T A T A T A T G C C A G T G G G A C C A T C A A T T A C A A C C C T T
C C C T C C A G A G T C G A G T C A C C A T G T C A A T T G A C A C G T C C
A A G A A C C A G T T C T C C C T A G A C C T C A T C T C T G T G T C C G C
C G C G G A C A C G G C C G T C T A C T A T T G T G C G A G A T G G G G C
C A G G T G G T C G G G G A C T A C T A C T A C G G G A T G G A C G T C T
G G G G C C A G G G G A C C A C G G T C A C C G T C T C C T C G  

S E Q  I D  N O :  1  

N I - 3 0 8 . 1 8 F 7  V K  

T G C G A A A T T G T G C T G A C T C A G T C T C C A C T C T C C C T G T
C C G T C A C C C C T G G A G A G C C G G C C T C C A T C T C C T G C A
A G T C T A G T C A G A G C C T C C A A C A T A C A A A T G G A T A C A A
T T A C T T G G A T T G G T A C C T G C T G A A G C C A G G G C A G T C T
C C A C A A C T C C T A A T C T T C T T G A C T T C T A A T C G G G C C T C
C G G G G T C C C T G A C A G G T T C A G T G G C A G T G G A T C A G G
C A C A A A T T T T A C A C T G A A A A T C A G C A G A G T G G A G G C T
G A G G A T G T T G G G G T C T A T T A T T G C A T G G A A G G T A T A C
A A T T G T G G A C G T T C G G C C A A G G G A C C A A G C T G G A G A
T C A A A  

S E Q  I D  N O :  3  

N I - 3 0 8 . 1 8 F 7  V K  -
P I M C  

T G C G A C A T C G T G A T G A C C C A G T C T C C A C T C T C C C T G T
C C G T C A C C C C T G G A G A G C C G G C C T C C A T C T C C T G C A
A G T C T A G T C A G A G C C T C C A A C A T A C A A A T G G A T A C A A
T T A C T T G G A T T G G T A C C T G C T G A A G C C A G G G C A G T C T
C C A C A A C T C C T A A T C T T C T T G A C T T C T A A T C G G G C C T C
C G G G G T C C C T G A C A G G T T C A G T G G C A G T G G A T C A G G
C A C A A A T T T T A C A C T G A A A A T C A G C A G A G T G G A G G C T
G A G G A T G T T G G G G T C T A T T A T T G C A T G G A A G G T A T A C
A A T T G T G G A C G T T C G G C C A A G G G A C C A A G G T G G A G A
T C A A A  

S E Q  I D  N O :  5  
 

A n t i c u e r p o  
S e c u e n c i a s  d e  n u c l e ó t i d o  d e  l a  c a d e n a  p e s a d a  
v a r i a b l e  ( V H )  y  l a  c a d e n a  l i g e r a  v a r i a b l e  ( V L )  

N I - 3 0 8 . 1 5 O 7  V H  T G C C A G G T G C A G C T G G T G G A G T C T G G G G G A G G C G T A
G T C C A G C C T G G G A G G T C C C T G A G A C T G T C C T G T G C A
G C C T C T G G A T T C A C C T T C A G T A A T C A T G C T A T G C A C T
G G G T C C G C C A G G C T C C A G G C A A G G G G C T G G A G T G G
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TABL A I I  ( con t . )  

 

 

 5 

 

 

 

 

 10 

 

 

 

 

 15 
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A n t i c u e rp o  
S e cu en c ia s  d e  n u c l e ó t id o  d e  l a  ca d en a  p e sa d a  
v a r i ab l e  (V H )  y  l a  ca d en a  l ig e ra  va r i ab l e  (V L )  

N I - 3 0 8 . 5 G 2  V H -
P I M C  

T G C C A G G T G C A G C T G G T G C A A T C T G G G G C T G A C T T G C
G G A A C C C T G G G G C C T C A G T G A C G G T T T C C T G C A C G G C
T T C T G G A T A C C A T T T C G C T G A C A A T G C T A T A A A C T G G C T
G C G C C A G G C C C C C G G A C A A A G G C T T G A G T G G A T G G G G
T G G A T C A A C A T T T A C A G T G G T A A C A C A A A A T A T T C A C A G
A A C T T C C A G G G C A G A G T C A C C T T T A C C A G A A A C A C A T C
C G C G A G C A C A G C C T T C A T G C A C C T G C G C A G C C T G A G A
T C A G A A G A C A C G G C T G T G T A T T T C T G T G C G A G A G A C C C
T G A T A G C A G T G G A T A T T A C T T G C C C T A T T T T G A C T A C T G
G G G C C A A G G A A C C C T G G T C A C C G T C T C C T C G  

S E Q  I D  N O :  1 7  
N I - 3 0 8 . 5 G 2  V K -
P I M C  

T G C G A C A T C G T G A T G A C C C A G T C T C C A G A C T C C C T G A
C T T T G T C T C T G G G C G A G A G G G C C A C C A T C A A C T G C A A
G T C C A G C C A G A G T G T T T T C T A C A A C T C C A A C A A T A A G
A A C T A C T T A G C T T G G T A T C A G C A G A A A C C A G G A C A G C
C T C C T A A G T T G C T C A T G T A C T G G G C A T C T A C C C G G G A
G T C C G G G G T C A C T G A C C G A T T C A G T G G C A G C G G G T C
T G G G A C A G A T T T T A C T C T C A C C A T T A C C A A C C T G C A G
G C T G A A G A T G T G G C A G T C T A T T A T T G T C A G C A A T T T T A
T A G T T C T C C T C T C A C T T T C G G C G G A G G G A C C A A G G T G
G A G A T C A A A  

S E Q  I D  N O :  1 9  
N I - 3 0 8 . 2 8 G 1  V H  T G C C A G G T G C A G C T G C A G G A G T C G G G C C C A A G A C T G G

T G A A G C C C T C G G A G A C C C T G T C G C T C A C G T G C A C T G T
C G C T G G C G G C T C C G T C A A T A G T T A C T A T T G G A C C T G G A
T C C A G C A G T C C C C C G G G A A G G G A C T G G A G T G G C T T G G
G C G T A T C T A T A T C G C T G G G A G G A C C A A C T A T A A C C C C T
C C C T C A C G A G T C G A A T C G C C C T G T C A G T G G A C A C G T C
C A G G A A C C A G T T G T C C C T G A A G C T G A C G T C T G T G A C C G
C C G C G G A C A C G G C C A T A T A T T A T T G T G C G A G A T G G G G
A G C G G A G A G T G G T G A C T A C T A C T A T G G A G T G G A C G T C T
G G G G C C C A G G C A C C C T G G T C A C C G T C T C C T C G  

S E Q  I D  N O :  2 1  
N I - 3 0 8 . 2 8 G 1  V K  T G C G A A A T T G T G A T G A C G C A G T C T C C A C T C T C C C T G C

C C G T C A C C C C T G G A G A G C C G G C C T C C A T C T C C T G C A
A G T C T A G T G A G G G A C T C C T G C A T A G T A A T G G T T A C A C
C T A T T T G G A T T G G T A C C T G C A G A A G C C A G G G C A G G C T
C C G C A G C T C C T G A T C T T T C T G G C T T C T A A T C G G G C C G
C C G G G G T C C C T G A C A G G T T C A G T G G C A G T G G A T C A G
G C A C A G A T T T T A C A C T G A A G A T C A G C A G A G T G G A G G C
T G A G G A T G T T G G C G T T T A T T A C T G C A T G C A G G C T A T A
C A A A G T C C T T G G A C G T T C G G C C C A G G G A C C A A G G T G
G A A A T C A A A  

S E Q  I D  N O :  2 3  
N I - 3 0 8 . 2 8 G 1  V H -
P I M C  

T G C C A G G T G C A G C T G C A G G A G T C G G G C C C A A G A C T G G
T G A A G C C C T C G G A G A C C C T G T C G C T C A C G T G C A C T G T
C G C T G G C G G C T C C G T C A A T A G T T A C T A T T G G A C C T G G A
T C C A G C A G T C C C C C G G G A A G G G A C T G G A G T G G C T T G G
G C G T A T C T A T A T C G C T G G G A G G A C C A A C T A T A A C C C C T
C C C T C A C G A G T C G A A T C G C C C T G T C A G T G G A C A C G T C
C A G G A A C C A G T T G T C C C T G A A G C T G A C G T C T G T G A C C G
C C G C G G A C A C G G C C A T A T A T T A T T G T G C G A G A T G G G G
A G C G G A G A G T G G T G A C T A C T A C T A T G G A G T G G A C G T C T
G G G G C C C A G G G A C C A C G G T C A C C G T C T C C T C A  

S E Q  I D  N O :  2 5  
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TABL A I I  ( con t . )  
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A n t i c u e rp o  
S e cu en c ia s  d e  n u c l e ó t id o  d e  l a  ca d en a  p e sa d a  
v a r i ab l e  (V H )  y  l a  ca d en a  l ig e ra  va r i ab l e  (V L )  

N I - 3 0 8 . 2 8 G 1  V K -
P I M C  

T G C G AT A T T G T G AT G AC T C A G T C T C C AC T C T C C C T G C C C
G T C AC C C C T G G AG A G C C G G C C T C C AT C T C C T G C A A G T C
T AG T G A G G G A C T C C T G C A T A G T A A T G G T T A C A C C T AT T T
G G AT T G G T AC C T G C A G A A G C C A G G G C A G G C T C C G C A G
C T C C T G A T C T T T C T G G C T T C T A A T C G G G C C G C C G G G G T
C C C T G AC A G G T T C A G T G G C AG T G G AT C AG G C A C A G AT T
T T A C AC T G A A G A T C A G C A G A G T G G A G G C T G A G G AT G T T
G G C G T T T AT T AC T G C A T G C A G G C T A T AC A A A G T C C T T G G
AC G T T C G G C C C AG G G AC C A A G G T G G A A AT C A A A  

S E Q  ID  N O :  2 7  
N I - 3 0 8 . 4 5 C 2  V H  T G C C A G C T G C A G C T G C A G G A G T C G G G T C C A G G A C T G

G T G A A G C C C T C G C A G A T C C T C T C A C T C A C C T G T G C C A
T C T C C G G G G A C A G T G T C T T C A G C A A C A G T G C T G C T T G
G A A C T G G A T C A G G C A G T C C C C A T C G A G A G G C C T T G A
G T G G C T G G G A A G G A C A T A C T A C A G G T C C A A G T G G G A
T A A T G A T T A T G C A C C A T C T G T G A A A A G T C G A A T A A G T A
T C A A C C C A G A C A C A T C C A A G A A C C A G T T C T C C C T G C A
G T T G A A T T C T G T G A C T C C C G A G G A C A C G G C T G T G T A T
T A T T G T G C A A G A G A G G T C G C A T A T T G T G G T G G T G A C T
G C T A T T C T G T T T C C T T T G A C T A C T G G G G C C A G G G A A C
C C T G G T C A C C G T C T C  C T C G  

S E Q  I D  N O :  2 9  
N I - 3 0 8 . 4 5 C 2  V K  T G C G A A AT T G T G A T G AC A C A G T C T C C AC T C T C C C T G C C

C G T C A C C C C T G G A G A G C C G G C C T C C A T C T C C T G C A G G T
C T A G T C A G AG C C T C C T C C A G A G T A AT G G AT AC A C C T AT T
T G G A T T G G T AC C T G C A G A A G C C AG G G C A G T C T C C AC A G
C T C C T G A T C T AT T T G G G T T C T A A T C G G G C C T C C G G G G T
C C C T G AC A G G T T C A G T G G C AG T G G AT C AG G C A C A G AT T
T T A C AC T G A A A A T C A G C A G A G T G G A G G C T G A G G AT G T T
G G G G T T T A T T A C T G C A T G C A A G C T C T AC A A AC T C C G C T C
AC T T T C G G C G G A G G G AC C A A G G T G G A G AT C A A A  

S E Q  ID  N O :  3 1  
N I - 3 0 8 . 4 5 C 2  V H  -  
P I M C  

T G C C A G C T G C A G C T G C A G C A G T C A G G T C C A G G A C T G
G T G A A G C C C T C G C A G A T C C T C T C A C T C A C C T G T G C C A
T C T C C G G G G A C A G T G T C T T C A G C A A C A G T G C T G C T T G
G A A C T G G A T C A G G C A G T C C C C A T C G A G A G G C C T T G A
G T G G C T G G G A A G G A C A T A C T A C A G G T C C A A G T G G G A
T A A T G A T T A T G C A C C A T C T G T G A A A A G T C G A A T A A G T A
T C A A C C C A G A C A C A T C C A A G A A C C A G T T C T C C C T G C A
G T T G A A T T C T G T G A C T C C C G A G G A C A C G G C T G T G T A T
T A T T G T G C A A G A G A G G T C G C A T A T T G T G G T G G T G A C T
G C T A T T C T G T T T C C T T T G A C T A C T G G G G C C A G G G A A C
C C T G G T C A C C G T C T C  C T C G  

S E Q  I D  N O :  3 3  
N I - 3 0 8 . 4 5 C 2  V K  -  
P I M C  

T G C G A T A T T G T G A T G A C T C A G T C T C C A C T C T C C C T G C
C C G T C A C C C C T G G A G A G C C G G C C T C C A T C T C C T G C A
G G T C T A G T C A G A G C C T C C T C C A G A G T A A T G G A T A C A C
C T A T T T G G A T T G G T A C C T G C A G A A G C C A G G G C A G T C T
C C A C A G C T C C T G A T C T A T T T G G G T T C T A A T C G G G C C T
C C G G G G T C C C T G A C A G G T T C A G T G G C A G T G G A T C A G
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A n t i c u e rp o  
S e cu en c ia s  d e  n u c l e ó t id o  d e  l a  ca d en a  p e sa d a  
v a r i ab l e  (V H )  y  l a  ca d en a  l ig e ra  va r i ab l e  (V L )  

N I - 3 0 8 . 2 4 E 1 1  V H  T G C C A G G T G C A G C T G C A G G A G T C G G G C C C A G G A C T G
G T G A A G C C T T C G G A G A C C C T G T C C C T C A C C T G C A C T G
T C T C T A C T A C T T C C C T C A G A A G T T A T T T C T G G A G T T G G
A T C C G G C A G C C C C C A G G G A A G G G G C T G G A G T G G A T T
G G G T A T G T C T A T T A C A G T G G G A G T A C C A T C T A C A A T C
C G T C C C T C A A G A A T C G A G T C A C C A T A T C C A T A G A C A C
G T C C A A G A A C C A G T T C T C C C T G A A C C T G C G C T C T G T G
A C C G C T G C G G A T A C G G C C A T G T A T T T C T G T G C G A G A G
G C G T C C C G G C T G A G A C T G A T G C G C G G G A C T T C C C G C
C C T A C T A C T T T G A T C A C T G G G G C C A G G G A A C C C T G G T
C A C C G T C T C C T C G  

S E Q  I D  N O :  3 7  
N I - 3 0 8 . 2 4 E 1 1  V K  T G C G A C A T C C A G T T G A C C C A G T C T C C A T C C T C C C T G T

C T G C G T C A G T A G G A A A C A G A A T C A C C T T C A C T T G C C A
G G C G A G T C A G G A C A T T A G A T A T T A T T T A A A T T G G T A T C
A G C A G A A A C C A G G G A A A G C C C C T A A A C T C C T G A T C T A
C G A T G T G T C C A A T T T G G A T A C A G G G G T G C C A C C A A G G
T T C A G T G G A A G T G G A T C T G G G A C A A A T T T C A C T T T C A
C C A T C A G C A G C C T G C A G C C T G A A G A T A T T G C A G T T T A
T T A C T G T C A A C A G T A T G A A G G A C T C C C T G T G A C C T T C
G G C G G G G G G A C C A A G G T G G A G A T C A A A  

S E Q  I D  N O :  3 9  
N I - 3 0 8 . 2 4 E 1 1  V K  
-  P I M C  

T G C G A C A T C C A G A T G A C C C A G T C T C C A T C C T C C C T G T
C T G C G T C A G T A G G A A A C A G A A T C A C C T T C A C T T G C C A
G G C G A G T C A G G A C A T T A G A T A T T A T T T A A A T T G G T A T C
A G C A G A A A C C A G G G A A A G C C C C T A A A C T C C T G A T C T A
C G A T G T G T C C A A T T T G G A T A C A G G G G T G C C A C C A A G G
T T C A G T G G A A G T G G A T C T G G G A C A A A T T T C A C T T T C A
C C A T C A G C A G C C T G C A G C C T G A A G A T A T T G C A G T T T A
T T A C T G T C A A C A G T A T G A A G G A C T C C C T G T G A C C T T C
G G C G G G G G G A C C A A G G T G G A G A T C A A A  

S E Q  I D  N O :  4 1  
N I - 3 0 8 . 4 6 E 9  V H  T G C C A G G T G C A G C T G C A G G A G T C G G G C C C A G G A C T G

G T G A A G C C T T C G G A G A C C C T G T C C C T C A C T T G C A C T G
T C T C T G G T G C C T C C A T C A G C G G T A G T A C C T A C T A C T G
G G G C T G G A T C C G C C A G C C C C C A G G G A A G G G G C T G G A
G T A T A T T G G G A G A A T C T A C T A T A G T G G G A G C A C C T A C
T A C A A C C C G T C C C T C A A G A G T C G A G C C A C C A T A T C T G
T A G A C A C G T C C A A G A A C C A G C T C T C C C T G A C A C T G A G
T T C T G T G A C C G C C G C A G A T A C G G C T G T G T A T T A T T G T
G T G A G A C C C T T T T A C G C T G G T T C G G G G A A C T C C C C C T
T T G A C T A C T G G G G C C A G G G A A C C C T G G T C A C C G T C T
C C T C G  

S E Q  I D  N O :  4 3  
N I - 3 0 8 . 4 6 E 9  V K  T G C G A A A T T G T G C T G A C T C A G T C T C C A G C C A C C G T G T

C T G T G T C T C C A G G G G A G A G A G C C A C C C T C T C C T G C A
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A n t i c u e rp o  
S e cu en c ia s  d e  n u c l e ó t id o  d e  l a  ca d en a  p e sa d a  
v a r i ab l e  (V H )  y  l a  ca d en a  l ig e ra  va r i ab l e  (V L )  

N I - 3 0 8 . 4 6 E 9  V H  -  
P I M C  

T G C C A G C T G C A G C T G C A G G A G T C G G G C C C A G G A C T G G
T G A A G C C T T C G G A G A C C C T G T C C C T C A C T T G C A C T G T C
T C T G G T G C C T C C A T C A G C G G T A G T A C C T A C T A C T G G G G
C T G G A T C C G C C A G C C C C C A G G G A A G G G G C T G G A G T A T
A T T G G G A G A A T C T A C T A T A G T G G G A G C A C C T A C T A C A A
C C C G T C C C T C A A G A G T C G A G C C A C C A T A T C T G T A G A C A
C G T C C A A G A A C C A G C T C T C C C T G A C A C T G A G T T C T G T G
A C C G C C G C A G A T A C G G C T G T G T A T T A T T G T G T G A G A C C
C T T T T A C G C T G G T T C G G G G A A C T C C C C C T T T G A C T A C T
G G G G C C A G G G A A C C C T G G T C A C C G T C T C C T C G  

S E Q  I D  N O :  4 7  
N I - 3 0 8 . 4 6 E 9  V K  -  
P I M C  

T G C G A A A T A G T G A T G A C G C A G T C T C C A G C C A C C G T G T
C T G T G T C T C C A G G G G A G A G A G C C A C C C T C T C C T G C A
G G G C C A G C C A G A G T G T T A G C A C C A A C T T A G C C T G G T A
C C A G C A G A A A C C T G G C C A G C C T C C C A G G C T C C T C A T T
T A T G G T G C A T C C A C C A G G G C C A C T G G T A T C C C A G C C A
G G T T C A G T G G C A G T G G G T C T G G G G C A G A G T T C A C C C
T C A C C A T C A G C A G C C T G C A G T C T G A A G A T T T T G T T G T
T T A T T A C T G T C A G C A A T A T A A T A A C T G G C C T C C G G C T T
T C G G C G G A G G G A C C A A G G T G G A G A T C A A A  

S E Q  I D  N O :  4 9  
N I - 3 0 8 . 6 B 1 1  V H  T G C G A G G T G C A G C T G G T G C A G T C T G G G G C T G A G G T G

A A G A G G C C T G G G G C C T C A G T G A A G G T C T C C T G C A A G
G T T T C C G G A T A C A C C C T C A C T G A A T T A T C C A T G C A C T
G G G T G C G A C A G G C T C C T G G A A A A G G G C T T G A G T G G A
T G G G A G G T T T T G A T C C T G A A G A T G G T G A A A C A G T C T A
C G C A C A G A A G T T C C A G G G C A G A G T C A C C A T G A C C G A
G G A C A C A T C T A C A G A C A C A G C C T A C A T G G A G C T G A G C
A G C C T G A G A T C T G A G G A C A C G G C C T T G T A T C A C T G T G
C A A C A T A C G G C A G C A G C T G G C A C T G G A A T G A G G G A A
A T G A G G G G T C C T A C T A C T T T G A C T A C T G G G G C C A G G G
A A C C C T G G T C A C C  G T C T C C T C G  

S E Q  I D  N O :  5 1  
N I - 3 0 8 . 6 B 1 1  V K  T G C G A C A T C C A G A T G A C C C A G T C T C C A T C C T C C C T G T

C T G C A T C T G T A G G A G A C A G A G T C A C C A T C A C T T G C C A
G G C G A G T C A G G A C A T T A G C A T T T A T T T A A A T T G G T A T C
A G C A A A A A C C A G G G A A A G C C C C T A A G C T C C T G A T C T A
C G A T G C A T C C A A T T T G G A A A C A G G G G T C C C A T C A A G G
T T C A G T G G A A G T G G A T C T G G G A C A G A T T T T A C T T T C A
C C A T C A G C G G C C T G C A G C C T G A A G A T G T T G C A A G A T A
T T A T T G T C A A C A G T A T G A T G A T C T C C C C A T C A C C T T C G
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A n t i c u e rp o  
S e cu en c ia s  d e  n u c l e ó t id o  d e  l a  ca d en a  p e sa d a  
v a r i ab l e  (V H )  y  l a  ca d en a  l ig e ra  va r i ab l e  (V L )  

N I - 3 0 8 . 4 6 F 8  V H  T G C C A G G T G C AG C T G G T G G A G T C T G G G G G A G G T G T G G
T AC G G C C T G G G G G G T C C C T G AG A C T C T C C T G T A C A G C C
T C T G G A T T C AC G T T T G AT G A A T AT G G C A T G A G C T G G G T C
C G C C A A G T T C C A G G G A A G G G G C T G G A G T G G G T C T C T G
G C A T T A A T T G G A A T G G A G C A A C C AC A C G T T A T G C A G AC T
C T G T G A A G G G C C G A T T C AC C AT C T C C A G A G AC A A C G C C
A A G A AC T C C C T C T AT C T G C A A A T G A AC A G T C T G A G AG C C
G A G G A C AC G G C C T T G T AT C AC T G T G C G A G A G AT G G G T G
T AG G A A T AC C A G C T G C T A T AT C T G G G AC T G G T T C G A T C
C C T G G G G C C A G G G A A C C C T G G T C A C C G T C T C C T C G  

S E Q  ID  N O :  5 7  
N I - 3 0 8 . 4 6 F 8  V L  T G C C A G T C T G T G T T G A C G C A G C C G C C C T C A G T G T C T G C

G G C C C C A G G A C A G A A G G T C A C C A T C T C C T G C T C T G G A
A G C A G C T C C A A C A T T G G A A A T A A T T A T G T A T G C T G G T A
C C A G A A C C T C C C A G G A A C A G C C C C C A A A C T C C T C A T T T
A T G A C G A T A A T A A G C G A C C C T C A G G G A T T C C T G A C C G A
T T C T C T G G C T C C A A G T C T G G C A C G T C A G C C A C C C T G G G
C A T C A C C G G A C T C C A G A C T G G G G A C G A G G C C G A T T A T
T A C T G C G G A A C A T G G G A C A G C A G C C T G A G T G T T G T G G
T A T T C G G C G G A G G G A C C A A G C T G A C C G T C C T A  

S E Q  I D  N O :  5 9  
N I - 3 0 8 . 4 6 F 8  V H  -  
P I M C  

T G C G A G G T G C A G C T G G T G G A G T C T G G G G G A G G T G T G
G T A C G G C C T G G G G G G T C C C T G A G A C T C T C C T G T A C A
G C C T C T G G A T T C A C G T T T G A T G A A T A T G G C A T G A G C T
G G G T C C G C C A A G T T C C A G G G A A G G G G C T G G A G T G G G
T C T C T G G C A T T A A T T G G A A T G G A G C A A C C A C A C G T T A
T G C A G A C T C T G T G A A G G G C C G A T T C A C C A T C T C C A G A
G A C A A C G C C A A G A A C T C C C T C T A T C T G C A A A T G A A C A
G T C T G A G A G C C G A G G A C A C G G C C T T G T A T C A C T G T G
C G A G A G A T G G G T G T A G G A A T A C C A G C T G C T A T A T C T G
G G A C T G G T T C G A T C C C T G G G G C C A G G G A A C C C T G G T
C A C C G T C T C C T C G  

S E Q  I D  N O :  6 1  
N I - 3 0 8 . 4 M 1  V H   T G C G A G G T G C A G C T G G T G G A G A C T G G G G G A G G C G T G

G T C C A G C C G G G G G G G T C C C T G C G A C T C T C C T G T G A A
G C C T C T G G A T T C A C C A T C G G C A C C T A T G C C A T G C A C T
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A n t i c u e rp o  
S e cu en c ia s  d e  n u c l e ó t id o  d e  l a  ca d en a  p e sa d a  
v a r i ab l e  (V H )  y  l a  ca d en a  l ig e ra  va r i ab l e  (V L )  

N I - 3 0 8 . 4 M 1  V H  -  
P I M C  

T G C C A G G T G C A G C T G G T G G A G T C T G G G G G A G G C G T G
G T C C A G C C G G G G G G G T C C C T G C G A C T C T C C T G T G A A
G C C T C T G G A T T C A C C A T C G G C A C C T A T G C C A T G C A C T
G G G T C C G C C A G T T T C C A G G C A A G G G C C T G G A T T G G G
T G G C A G T A A T A T C G T T C G A T G G A A C T A C T G A G T A C T A
C A C A G A C G C C G T G A A G G G C C G A T T C A C C A T C T C C A G
A G A C A A T G C C A A G A A C A C A C T G T A T C T G C A A A T G A A C
T A C T T G A G A G G T G A C G A C A C G G C T A T A T A T T T C T G T G
C G C G A G A T T T C A C C T C C T C G G G G G A G A C C G G T T C G T
G G A C A C A A G T A C C T G A T C T C T G G G G C C A G G G C A C C C
T G G T C A C C G T C T C C T C G  

S E Q  I D  N O :  6 7  
N I - 3 0 8 . 4 M 1  V K  -  
P I M C  

T G C G A A A T T G T G T T G A C A C A G T C T C C A G C C A C C C T G T
C T C T G T C T C C A G G G G A A A G A G C C A C G C T C T C C T G C A
G G G C C A G T C A G A G T G T T A C T A A A T A C T T A G C C T G G T A
C C A A C A G A A A C C T G G C C A G G C T C C C A G G C T C C T C A T C
T A T G A T G T A T C T T A C A G G G C C G C T G G C A C C C C A G C C A
G G T T C A G T G G C A G T G G G T C T G G G A C A G A C T T C A C T C T
C A C C A T C A G C A G C C T A G A G C C T G A A G A T T T T G C A G T T
T A T T A C T G T C A C C A A C G T A G C A G C T G G C C T C C G G T C A
C T T T C G G C G G A G G G A C C A A G G T G G A G A T C A A A  

S E Q  I D  N O :  6 9  
N I - 3 0 8 . 1 2 A 3  V H   T G C G AG G T G C A G C T G G T G G A G AC T G G G G G A G G C T T G G

T AC A G C C T G G A G G G T C C C T G AG A C T C T C C T G C G T AG G C
T C T G G A T T T C T C T T C A G T G A T T T T G A A A T G G AC T G G G T C
C G C C A G G C T C C A G G G A A G G G G C T G G A G T G G A T T T C A T A
T AT T A G T G G T G A C G G T A AT A T C A T AT A T C A G AC A G A C T C
T G T G A A G G G C C G AT T C A C C A T C T C C AG A G A C A A C G C C A
A G A AT T C A C T G T T T C T AC A A A T G G AC A G C C T G AC C G T C G
A G G AC A C G G C T G T AT A T T A C T G T G C G AG A G AC G C C C G T
G A A A AC T G T G G T G G T G AC T G C T AT T C C AC G T C C T T T G AT
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TABL A I I  ( con t . )  
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A n t i c u e rp o  
S e cu en c ia s  d e  n u c l e ó t id o  d e  l a  ca d en a  p e sa d a  
v a r i ab l e  (V H )  y  l a  ca d en a  l ig e ra  va r i ab l e  (V L )  

N I - 3 0 8 . 1 2 A 3  V K  -  
P I M C  

T G C G A C A T C G T G A T G A C C C A G T C T C C A G A C T C C C T G G
C T G T G T C T C T G G G C G A G A G G G C C A C C A T C A A C T G C A
A G T C C A G C C A G A G T C T T T T A T A C A C T G C C A A C A A T A G
G A A C T A C T T A G C C T G G T A C C A G A A A A A A G C A G G A C A G
C C T C C T A A G C T C C T C A T T C A C T G G G C A T C T A C C C G G G
C A T C C G G G G T C C C T G A C C G A T T C A G T G G C A G C G G G T
C T G G G A C A G A T T T C A T T C T C A C C A T C A G C A G C C T G C A
G G C T G A A G A T G T G G C A G T T T A T T T T T G T C A A C A T T A T T
A T A A T T C T C C C C G G A C G T T C G G C C A A G G G A C C A A G G T
G G A G A T C A A A  

S E Q  I D  N O :  7 7  
N I - 3 0 8 . 1 6 C 1 0  V H   T G C G A G G T G C A G C T G G T G G A G A C T G G G G G A G G C G T G

G T C C A G C C T G G G A T G T C C C T G A G C C T C T C C T G T G C A
G C G A C T G G A T T C A C C T T C A G C A G T T A T G G C A T G C A C T
G G G T C C G C C A A G G T C C A G G C A A G G G G C C G G A G T G G
G T G G C G G G T A T A T G G T A C G A T G G A A C A A A T A A G T A T T
A T G G A G A C T C C G T G A C G G G C A G A G T C A C C A T C T C C A
G A G A C A A C T C C A A G A A C A C G C T G T T T C T G C A A A T G A T
C A A C G T G A G A G T C G A G G A C A C G G C T G T G T A T T A C T G T
G T G A A G G A T G C A G A G C G C G T C C A G A A A T G G G C T A G T
T A C A T T A T G G A C G T G T G G G G C C A A G G G A C C A C G G T C
A C C G T C T C C T C G  

S E Q  I D  N O :  7 9  
N I - 3 0 8 .  1 6 C 1 0  
V K  

T G C G A A A T T G T G C T G A C T C A G T C T C C A G G C A T C C T G T
C T T T G T C T C G A G G G A A T C G G G T C G C C C T C T C C T G C A G
G G C C A G T C G G A G T G T T A A T A G C A G C T A C T T A A A T T G G
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 La  p resente  i nvenc ión  también  inc l uye  f ragmentos  de  los  

po l i nuc l eó t i dos  de  l a  i nvenc ión ,  como se  desc r ibe  en  cua lqu ie r  

o t ra  pa r te .  De manera  ad ic i ona l  l os  po l i nuc leó t idos  que 

cod i f i can  pa ra  po l inuc leó t idos  de  fus i ón ,  f ragmentos  Fab,  y  

o t ros  de r i vados  b io tecno lóg i cos ,  como se  desc r i ben  en  l a  20 

p resen te  so l i c i tud ,  t amb ién  es tán  con templados  po r  l a  i nvenc ión .  

 Los  po l i nuc leó t i dos  se  pueden p roduc i r  o  fabr i ca r  med ian te  

cua lqu ie r  método conoc ido  en  l a  t écn ica .  Po r  e jemplo ,  s i  l a  
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secuenc ia  de  nuc leó t i do  de l  an t i cue rpo  es  conoc ida ,  un  

po l i nuc l eó t i do  que  cod i f i ca  pa ra  e l  an t i cue rpo  puede se r  

ensamblado  a  pa r t i r  de  o l i gonuc leó t idos  qu ím icamente 

s i n te t i zados ,  por  e jemplo ,  como se  desc r i be  en  Ku tmeier  e t  a l . ,  

B i oTechn iques  17  (1994 ) ,  242 ,  e l  cua l ,  b revemente ,  imp l i ca  la  5 

s ín tes is  de  o l i gonuc leó t idos  que  se  t ras l apan  que con t i enen 

po rc i ones  de  la  secuenc ia  que  cod i f i ca  pa ra  e l  an t i cue rpo ,  

f i j ac i ón  y  l i gac ión  de  d ichos  o l i gonuc leó t i dos ,  y  después  

amp l i f i cac ión  de  los  o l i gonuc leó t idos  l i gados  u t i l i zando  PCR.  

 De manera  a l te rna t i va ,  se  puede genera r  un  po l i nuc leó t ido  10 

que cod i f i ca  pa ra  un  an t i cue rpo ,  o  f ragmento  de  un ión  a  

an t ígeno ,  va r ian te  o  de r i vado  de l  m ismo  a  pa r t i r  de  ác ido  

nuc le i co  p roven ien te  de  una fuen te  ap rop iada.  S i  no  se  d ispone 

de  un  c lon  que  con tenga  un  ác i do  nuc le i co  que  cod i f i ca  pa ra  un 

an t i cue rpo  pa r t i cu la r ,  pe ro  se  conoce l a  secuenc ia  de  l a  15 

mo lécu la  de  an t i cue rpo ,  se  puede s in te t i za r  qu ímicamen te  un  

ác ido  nuc le i co  que  cod i f i ca  para  e l  an t i cue rpo  u  ob tene r  a  pa r t i r  

de  una  fuen te  aprop iada  (po r  e jemp lo ,  una  geno teca  de  ADNc 

de l  an t i cue rpo ,  o  una  geno teca  de  ADNc generada a  pa r t i r  de ,  o  

ác ido  nuc le i co ,  de  p re fe renc ia  ARN po l iA + ,  a i s la r  a  par t i r  de ,  20 

cua lqu ie r  t e j i do  o  cé lu l as  que exp resen e l  an t i cue rpo  espec í f i co  

de  DPR,  ta l  como cé lu l as  de  h ib r i doma que se  se lecc i onan pa ra  

que exp resen un  an t i cue rpo )  med ian te  ampl i f i cac i ón  con  PCR 
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u t i l i zando  i n i c i ado res  s in té t i cos  que  se  puedan  h ib r i dar  a  los  

ex t remos  3 ’  y  5 ’  de  l a  secuenc ia  o  med ian te  c lonac ión  u t i l i zando 

una sonda de  o l i gonuc leó t ido  espec í f i ca  pa ra  l a  secuenc ia  de 

gen pa r t i cu l a r  pa ra  i den t i f i ca r ,  po r  e jemplo ,  un  c lon  de  ADNc  a 

pa r t i r  de  una geno teca  de  ADNc que  cod i f i ca  pa ra  e l  an t i cue rpo .  5 

Los  ác idos  nuc le i cos  ampl i f i cados  generados  med ian te  PCR 

después  se  pueden  c l ona r  en  vec to res  de  c l onac ión  suscept i b les  

de  rep l i cac ión  u t i l i zando  cua lqu ie r  método  b ien  conoc ido  en  l a  

t écn ica .  

 Una vez  que se  de te rmina  l a  secuenc ia  de  nuc leó t ido  y  l a  10 

secuenc ia  de  am inoác ido  co r respond ien te  de l  an t i cue rpo ,  o  

f ragmento  de  un ión  a  an t ígeno,  var ian te  o  de r i vado de l  m ismo ,  

su  secuenc ia  de  nuc leó t i do  se  puede man ipu la r  u t i l i zando 

métodos  b ien  conoc idos  en  l a  técn ica  pa ra  la  man ipu lac i ón  de  

secuenc ias  de  nuc leó t ido ,  po r  e jemplo ,  t écn icas  de  ADN 15 

recombinante ,  mutagénes is  d i r i g i da  a  s i t i o ,  PCR,  e tc .  (véase,  

po r  e j emplo ,  l as  t écn i cas  desc r i t as  en  Sambrook  e t  a l . ,  

Mo lecu la r  C lon ing ,  A  Labora to ry  Manua l ,  2 ª  ed . ,  Co ld  Sp r ing  

Harbo r  Labo ra to ry ,  Co ld  Sp r i ng  Harbo r ,  N .Y .  (1990)  y  Ausube l  e t  

a l . ,  eds . ,  Cur ren t  Pro toco ls  i n  Mo lecu la r  B io logy ,  John Wi ley  &  20 

Sons ,  NY (1998 ) ,  l as  cua les  se  i ncorpo ran  pa ra  re fe renc ia  en  la  

p resen te  so l i c i t ud  en  sus  to ta l i dades ) ,  pa ra  gene ra r  an t i cue rpos  

que t i enen una secuenc ia  de  aminoác ido  d i fe ren te ,  po r  e j emplo  
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pa ra  c rea r  sus t i tuc i ones ,  de lec iones  y /o  i nse rc i ones  de  

aminoác ido .  

 

 IV .  Exp res i ón  de  po l ipép t idos  de  an t i cue rpo  

 Después  de  la  man ipu lac ión  de l  ma ter i a l  gené t i co  a i s l ado 5 

pa ra  p roveer  an t i cue rpos ,  o  f ragmen tos  de  un ión  a  an t ígeno ,  

var ian tes  o  de r i vados  de  los  mismos  de  l a  i nvenc ión ,  l os  

po l i nuc l eó t i dos  que  cod i f i can  pa ra  los  an t i cue rpos  t í p i camente 

se  i nser tan  en  un  vec to r  de  exp res ión  para  in t roducc ión  en 

cé lu l as  hospederas  que  se  pueden  u t i l i za r  pa ra  p roduc i r  l a  10 

can t idad  deseada de  an t i cue rpo .  En  l a  p resen te  so l i c i t ud  se  

desc r i be  l a  expres ión  recomb inan te  de  un  an t i cue rpo ,  o  

f ragmento ,  de r i vado ,  o  aná logo de l  m i smo,  po r  e jemp lo ,  una  

cadena pesada  o  l i ge ra  de  un  an t i cue rpo  e l  cua l  se  une a  una 

mo lécu la  ob je t i vo .  Una vez  que  se  ha  ob ten ido  un  po l inuc l eó t ido  15 

que cod i f i ca  para  una  mo lécu la  de  an t i cue rpo  o  una  cadena 

pesada o  l i ge ra  de  un  an t i cue rpo ,  o  po rc i ón  de l  m ismo (de  

p re fe renc ia  que  con t iene  e l  domin io  va r i ab le  de  l a  cadena 

pesada o  de  la  cadena  l i ge ra ) ,  de  la  i nvenc ión ,  se  puede 

p roduc i r  e l  vec to r  pa ra  l a  p roducc ión  de  l a  mo lécu la  de 20 

an t i cue rpo  med ian te  t ecno log ía  de  ADN recombinan te  u t i l i zando 

técn icas  b ien  conoc idas  en  e l  campo .  Po r  l o  t an to ,  en  l a  

p resen te  so l i c i t ud  se  desc r iben  métodos  pa ra  p repara r  una  
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p ro te ína  med ian te  exp res i ón  de  un  po l inuc l eó t ido  que  con t iene  

una secuenc ia  de  nuc leó t ido  que  cod i f i ca  pa ra  e l  an t i cue rpo .  Se  

pueden u t i l i za r  mé todos  que sean b ien  conoc idos  por  e l  expe r to  

en  l a  técn ica  pa ra  cons t ru i r  vec to res  de  exp res i ón  que  con t i enen 

secuenc ias  cod i f i cadoras  de  an t i cuerpo  y  l as  seña les  de  con t ro l  5 

de  t ransc r ipc i ón  y  de  t raducc ión  ap rop iadas .  D ichos  métodos  

i nc luyen ,  po r  e j emplo ,  técn icas  de  ADN recombinante  i n  v i t ro ,  

t écn icas  de  s ín tes is ,  y  recombinac ión  genét i ca  in  v i vo .  La 

i nvenc ión ,  po r  l o  t an to ,  p rovee vec to res  suscep t i b les  de  

rep l i cac ión  que comprenden una secuenc ia  de  nuc leó t ido  que 10 

cod i f i ca  pa ra  una mo lécu la  de  an t i cue rpo  de  la  i nvenc ión ,  o  una  

cadena pesada o  l i ge ra  de l  m ismo ,  o  un  domin io  va r iab l e  de  la  

cadena pesada o  de  la  cadena  l i ge ra ,  l i gado de  manera  ope rab le  

a  un  p romoto r .  D ichos  vec to res  pueden i nc l u i r  l a  secuenc ia  de  

nuc leó t ido  que cod i f i ca  pa ra  l a  reg ión  cons tan te  de  la  mo lécu la  15 

de  an t i cuerpo  (véase ,  po r  e j emplo ,  l as  so l i c i t udes  

i n te rnac iona les  WO 86 /05807  y  WO 89 /01036 ;  y  l a  pa ten te 

E .U .A .  no .  5 ,122 ,464)  y  e l  domin io  va r iab le  de l  an t i cue rpo  se  

puede c l ona r  en  d icho  vec to r  para  exp res ión  de  la  cadena  

pesada o  l i ge ra  comple ta .  20 

 E l  té rmino  “vec to r ”  o  “ vec to r  de  exp res i ón  se  u t i l i za  en  l a  

p resen te  so l i c i t ud  pa ra  dec i r  vec to res  u t i l i zados  de  con fo rmidad 

con  la  p resen te  invenc ión  como un  veh ícu lo  para  in t roduc i r  en  y  
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exp resa r  un  gen deseado  en  una  cé lu l a  hospedera .  Como es  

sab ido  po r  l os  expe r tos  en  la  técn ica ,  d i chos  vec to res  se  pueden 

se lecc i ona r  fác i lmen te  a  pa r t i r  de l  g rupo  que cons is te  de  

p lásmidos ,  f agos ,  v i rus ,  y  re t rov i rus .  En  genera l ,  l os  vec to res  

compa t ib l es  con  la  p resen te  i nvenc ión  comprenden  un  marcador  5 

de  se lecc i ón ,  s i t i os  de  res t r i cc i ón  ap rop iados  pa ra  fac i l i ta r  l a  

c l onac ión  de  gen  deseado y  l a  capac idad de  ing resa r  y /o  

rep l i ca rse  en  cé lu l as  euca r i o tas  o  p roca r io tas .  Pa ra  l os  

p ropós i tos  de  la  i nvenc ión ,  se  pueden  u t i l i za r  numerosos  

s i s temas  de  vec to r  de  expres i ón .  Po r  e j emplo ,  una  c lase  de 10 

vec to r  u t i l i za  e l emen tos  de  ADN l os  cua les  se  ob t ienen a  pa r t i r  

de  v i rus  an ima les  ta les  como v i rus  de  pap i loma  bov ino ,  v i rus  de  

po l i oma,  adenov i rus ,  v i rus  vacc in ia ,  bacu lov i rus ,  re t rov i rus  

(RSV,  MMTV o  MOMLV) ,  o  v i rus  SV40 .  Ot ros  imp l i can  e l  uso  de  

s i s temas  po l i c i s t rón icos  con  s i t i os  de  un ión  a  r i bosoma in te rnos .  15 

De  manera  ad ic i ona l ,  se  pueden  se lecc iona r  cé lu l as  que tengan 

i n teg rado e l  ADN en sus  c romosomas  in t roduc iendo uno  o  más  

marcadores  que pe rmi tan  l a  se lecc i ón  de  cé lu l as  hospederas  

t rans fec tadas .  E l  marcador  puede  p rovee r  p ro to t ro f ia  a  un  

hospedero  auxo t ró f i co ,  res i s tenc ia  a  b ioc i da  (po r  e j emplo ,  20 

an t ib i ó t i cos ) ,  o  res is tenc ia  a  me ta les  pesados  ta les  como cob re .  

E l  gen  marcador  se l ecc i onab le  puede  es ta r  ya  sea  l i gado 

d i rec tamente  a  l as  secuenc ias  de  ADN que  se  van  a  exp resa r ,  o  
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se  puede i n t roduc i r  en  l a  misma  cé lu la  med ian te  co -

t rans fo rmac ión .  También  pod r ían  se r  necesa r ios  e lementos 

ad ic i ona les  pa ra  s ín tes is  óp t ima de  ARNm.  Es tos  e l emen tos  

pueden i nc l u i r  secuenc ias  de  seña l ,  seña les  de  empa lme ,  as í  

como p romoto res  de  t ransc r i pc ión ,  i nc remen tado res ,  y  seña les  5 

de  te rminac ión .  

 En  moda l i dades  pa r t i cu la rmente  p re fe r idas  los  genes  de  l a  

reg ión  va r i ab le  c l onados  i nse r tan  en  un  vec to r  de  expres i ón  

j un to  con  l os  genes  de  l a  reg ión  cons tan te  de  la  cadena pesada 

y  l i ge ra  (de  p re fe renc ia  de  humano)  como se  d iscu t ió  10 

an te r i o rmente .  En  una  moda l i dad ,  es to  se  l og ra  u t i l i zando  un  

vec to r  de  exp res ión  pa ten tado de  B iogen IDEC,  I nc . ,  re fe r ido 

como NEOSPLA,  y  desc r i t o  en  l a  pa ten te  E .U .A .  no .  6 ,159 ,730 .  

Es te  vec to r  con t iene  e l  p romoto r / i nc remen tador  de  

c i tomega lov i rus ,  e l  p romoto r  mayor  de  be ta  g l ob ina  de  ra tón ,  e l  15 

o r i gen  de  rep l i cac i ón  de  SV40 ,  l a  secuenc ia  de  po l iaden i lac i ón  

de  l a  ho rmona de  c rec imien to  bov ina ,  l os  exones  1  y  2  de  

fos fo t rans fe rasa  de  neomic ina ,  e l  gen  de  d ih i d ro fo l a to  

reduc tasa ,  y  l a  secuenc ia  l íde r .  Se  ha  encon t rado  que  es te  

vec to r  da  como resu l t ado  exp res i ón  de  n i ve l  muy  a l t o  de  20 

an t i cue rpos  después  de  la  i ncorpo rac i ón  de  los  genes  de  l a  

reg ión  va r iab le  y  cons tan te ,  t rans fecc ión  en  cé lu las  CHO,  

segu ido  po r  se lecc ionan en  med io  que con t i ene  G418 y  
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amp l i f i cac ión  con  me to t rexa to .  Desde l uego ,  se  puede u t i l i za r  

cua lqu ie r  vec to r  de  exp res ión  que sea  capaz  de  p rovocar  l a  

exp res ión  en  cé lu l as  eucar io tas  en  l a  p resen te  invenc ión .  Los  

e jemplos  de  vec to res  ap rop iados  i nc l uyen,  pe ro  no  se  l im i tan  a  

l os  p lásmidos  pcDNA3,  pHCMV/Zeo,  pCR3.1 ,  pEF1 /H is ,  5 

p IND/GS,  pRc /HCMV2,  pSV40 /Zeo2,  pTRACER-HCMV,  pUB6/V5-

H is ,  pVAX1 ,  y  pZeoSV2  (d i spon ib les  de  Inv i t rogen ,  San  D iego ,  

CA) ,  y  e l  p l ásmido  pCI  (d i spon ib le  de  P romega,  Mad ison ,  WI ) .  

En  genera l ,  e l  t am izado  de  números  g randes  de  cé lu l as  

t rans fo rmadas  respec to  a  aque l las  que expresan  n ive les  10 

adecuadamen te  a l t os  s i  l as  cadenas  pesada y  l i ge ra  de  

i nmunog lobu l i na  es  expe r imen tac i ón  de  ru t i na  la  cua l  se  puede 

l l eva r  a  cabo,  por  e j emplo ,  u t i l i zando s i s temas  robó t i cos .  Los  

s i s temas  de  vec to r  también  se  enseñan en  las  pa ten tes  E .U .A .  

nos .  5 ,736 ,137  y  5 ,658,570,  cada  una  de  las  cua les  se  i ncorpora  15 

pa ra  re fe renc ia  en  su  to ta l i dad  en  l a  p resen te  so l i c i tud .  Es te  

s i s tema  p rovee  n ive les  de  exp res ión  a l tos ,  po r  e j emplo ,  >  30 

pg /cé lu la /d ía .  O t ros  e jemplos  de  s i s temas  de  vec to r  se  

desc r i ben  po r  e j emplo  en  la  pa ten te  E .U .A .  no .  6 ,413 ,777 .  

 En  o t ras  moda l idades  p re fe r idas  los  an t i cue rpos ,  o  20 

f ragmentos  de  un ión  a  an t ígeno,  va r i an tes  o  de r i vados  de  l os  

m ismos  de  la  i nvenc ión  se  pueden  exp resa r  u t i l i zando 

cons t rucc i ones  po l i c i s t rón icas  ta l es  como aque l l as  desc r i t as  en  
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l a  pub l i cac i ón  de  so l i c i t ud  de  pa ten te  E .U.A .  no .  2003 -0157641 

A1  e  i nco rpo rada en  la  p resen te  so l i c i t ud  en  su  to ta l i dad .  En 

es tos  s i s temas  de  exp res ión ,  se  pueden p roduc i r  p roduc tos  de 

gen mú l t i p l e  de  i n te rés  ta les  como las  cadenas  pesada  y  l i ge ra 

de  an t i cue rpos  a  pa r t i r  de  una cons t rucc ión  po l i c i s t rón ica  5 

i nd iv i dua l .  Es tos  s i s temas  de  manera  conven ien te  u t i l i zan  un  

s i t i o  de  en t rada  a  r i bosoma i n te rno  ( IRES)  pa ra  p rovee r  n i ve l es  

re l a t i vamente  a l tos  de  an t i cue rpos .  Las  secuenc ias  de  IRES 

compa t ib l es  se  desc r i ben  en  l a  pa ten te  E .U.A .  no .  6 ,193 ,980 l a  

cua l  t ambién  se  i ncorpora  en  l a  p resen te  so l i c i tud .  Los  expe r tos  10 

en  l a  técn ica  ap rec ia rán  que d ichos  s i s temas  de  exp res i ón  se 

pueden  u t i l i za r  pa ra  p roduc i r  de  manera  e fec t i va  l a  gama 

comple ta  de  an t i cue rpos  desc r i tos  en  l a  p resente  so l i c i tud .  Po r  

l o  t an to ,  en  una moda l idad  la  p resente  i nvenc ión  p rovee  un  

vec to r  que  comprende  e l  po l i nuc l eó t i do  que  cod i f i ca  pa ra  po r  l o  15 

menos  e l  domin io  de  un ión  o  la  reg ión  va r i ab le  de  una  cadena 

de  inmunog lobu l i na  de l  an t i cue rpo ,  opc iona lmen te  en  

combinac ión  con  un  po l inuc leó t i do  que cod i f i ca  pa ra  la  reg ión 

var iab le  de  l a  o t ra  cadena de  i nmunog lobu l ina  de  d icha  mo lécu la  

de  un ión .  20 

 De manera  más  genera l ,  una  vez  que se  ha  p reparado e l  

vec to r  o  secuenc ia  de  ADN que  cod i f i ca  para  una subun idad 

monomér ica  de l  an t i cue rpo ,  e l  vec to r  de  exp res ión  se  puede 
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i n t roduc i r  en  una cé lu l a  hospedera  ap rop iada.  La  in t roducc ión  

de l  p lásmido  en  la  cé l u l a  hospedera  se  puede l ogra r  med ian te 

var ias  técn icas  b ien  conoc idas  por  l os  expe r tos  en  l a  t écn ica .  

Es tas  inc l uyen,  pe ro  no  se  l im i tan  a ,  t rans fecc ión  inc luyendo 

l i po t rans fecc ión  u t i l i zando ,  po r  e jemplo ,  Fugene® o 5 

l i po fec tamina ,  fus i ón  de  p ro top las to ,  p rec i p i t ac ión  con  fos fa to  

de  ca lc io ,  fus i ón  ce lu la r  con  ADN envue l to ,  m ic ro inyecc ión ,  e  

i n fecc ión  con  v i rus  i n tac to .  T íp i camen te ,  l a  i n t roducc ión  de l  

p lásmido  en  e l  hospedero  es  a  t ravés  de l  método es tánda r  de  

co-p rec ip i tac i ón  con  fos fa to  de  ca lc i o .  Las  cé lu l as  hospederas 10 

que a l o jan  l a  cons t rucc i ón  de  exp res ión  se  hacen c rece r  ba jo  

cond ic iones  aprop iadas  pa ra  la  p roducc ión  de  l as  cadenas  

l i ge ras  y  l as  cadenas  pesadas ,  y  se  ana l i zan  respec to  a  l a  

s ín tes is  de  p ro te ína  de  la  cadena  pesada y /o  l i ge ra .  Los  

e jemplos  de  técn icas  de  aná l i s i s  i nc l uyen p rueba con  15 

i nmunoso rbente  l i gado  a  enz ima  (ELISA) ,  rad io inmunoensayo 

(R IA ) ,  o  aná l i s i s  con  c las i f i cado r  de  cé lu l a  ac t i vado  po r  

f l uorescenc ia  (FACS) ,  i nmunoh is toqu ím ica  y  s im i la res .  

 E l  vec to r  de  expres i ón  se  t rans f i e re  a  una cé lu l a  

hospedera  u t i l i zando técn icas  convenc iona les  y  l as  cé lu l as  20 

t rans fec tadas  se  cu l t i van  después  med ian te  t écn icas  

convenc iona les  para  p roduc i r  un  an t i cue rpo  pa ra  se r  u t i l i zado  en  

l os  métodos  desc r i t os  en  la  p resente  so l i c i tud .  Po r  l o  t an to ,  l a  
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i nvenc ión  i nc luye  cé lu l as  hospederas  que comprenden un  

po l i nuc l eó t i do  que cod i f i ca  pa ra  un  an t i cue rpo  de  l a  i nvenc ión ,  o  

una  cadena  pesada  o  l i ge ra  de l  m ismo,  o  po r  l o  menos  e l  

domin io  de  un ión  o  reg ión  va r iab le  de  una inmunog lobu l i na  de l  

m ismo,  e l  cua l  de  p re fe renc ia  es tá  l i gado  de  manera  operab le  a  5 

un  p romoto r  he te ró logo .  Además  de  o  de  manera  a l te rna t i va  la  

i nvenc ión  también  i nc luye  cé lu l as  hospederas  que  comprenden 

un  vec to r ,  como se  de f in i ó  an te r i o rmen te  en  la  p resen te  

so l i c i t ud ,  que  comprende un  po l i nuc leó t ido  que  cod i f i ca  pa ra  po r  

l o  menos  e l  domin io  de  un ión  o  la  reg ión  va r i ab le  de  una cadena 10 

de  inmunog lobu l i na  de l  an t i cue rpo ,  opc iona lmen te  en  

combinac ión  con  un  po l inuc leó t i do  que cod i f i ca  pa ra  la  reg ión 

var iab le  de  l a  o t ra  cadena de  i nmunog lobu l ina  de  d icha  mo lécu la  

de  un ión .  En  moda l idades  p re fe r i das  para  l a  exp res i ón  de  

an t i cue rpos  de  dob le  cadena,  se  puede co-expresar  un  vec to r  15 

i nd iv i dua l  o  vec to res  que cod i f i quen pa ra  ambas  cadenas  la  

pesada y  l a  l i ge ra  en  l a  cé l u l a  hospedera  pa ra  expres ión  de  l a  

mo lécu la  de  inmunog lobu l ina  comp le ta ,  como se  de ta l l a  más  

ade lan te .  

 La  cé lu l a  hospedera  se  puede  co- t rans fec ta r  con  dos  20 

vec to res  de  exp res i ón  de  la  i nvenc ión ,  e l  p r imer  vec to r  cod i f i ca  

pa ra  un  po l i pép t i do  de r i vado  de  la  cadena pesada  y  e l  segundo 

vec to r  cod i f i ca  para  un  po l ipép t ido  de r i vado de  la  cadena  l i ge ra .  
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Los  dos  vec to res  pueden con tener  marcadores  se lecc i onab les  

i dén t i cos  l os  cua les  pe rmi ten  la  exp res ión  i gua l  de  los  

po l i pép t i dos  de  l a  cadena  pesada  y  la  cadena  l i ge ra .  De  manera  

a l t e rna t i va ,  se  puede u t i l i za r  un  vec to r  i nd i v idua l  que  cod i f i que  

pa ra  los  po l ipép t idos  tan to  de  la  cadena pesada como de  l a  5 

cadena l i ge ra .  En  d ichas  s i tuac iones ,  l a  cadena  l i ge ra  se  co loca  

de  manera  conven ien te  an tes  de  la  cadena  pesada pa ra  ev i t a r  

un  exceso de  cadena pesada l i b re  t óx i ca ;  véase  Proudfoo t ,  

Na tu re  322 (1986) ,  52 ;  Koh le r ,  P roc .  Nat l .  Acad.  Sc i .  USA 77  

(1980 ) ,  2197.  Las  secuenc ias  cod i f i cado ras  pa ra  las  cadenas  10 

pesada y  l i ge ra  pueden  comprender  ADNc o  ADN genómico .  

 Ta l  como se  u t i l i za  en  la  p resen te  so l i c i t ud ,  “cé lu l as  

hospederas ”  se  re f i e re  a  cé l u l as  que a lo j an  vec to res  que se  

cons t ruyen  u t i l i zando  técn icas  de  ADN recombinan te  y  que  

cod i f i can  pa ra  po r  l o  menos  un  gen he teró l ogo .  En  l as  15 

desc r i pc iones  de  l os  p roced imien tos  pa ra  a i s l am ien to  de 

an t i cue rpos  a  pa r t i r  de  hospederos  recombinantes ,  l os  t é rminos  

“cé lu l a ”  y  “ cu l t i vo  ce lu l a r ”  se  u t i l i zan  de  manera  in te rcambiab le  

pa ra  deno ta r  l a  f uen te  de l  an t i cue rpo  a  menos  que  se  

espec i f i que  c l a ramen te  lo  con t ra r i o .  En  o t ras  pa lab ras ,  l a  20 

recuperac ión  de l  po l i pép t i do  a  pa r t i r  de  l as  “ cé lu las ”  puede 

s i gn i f i ca r  ya  sea  a  pa r t i r  de  cé lu las  en te ras  cen t r i f ugadas ,  o  a  

pa r t i r  de l  cu l t i vo  ce lu l a r  que  con t i ene  tan to  e l  med io  como las  
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cé lu l as  suspend idas .  

 Se  puede  u t i l i za r  una  va r iedad  de  s i s temas  de  hospedero -

vec to r  de  exp res ión  pa ra  exp resa r  l as  mo lécu las  de  an t i cue rpo  

pa ra  se r  u t i l i zadas  en  l os  métodos  desc r i t os  en  la  p resen te  

so l i c i t ud .  D ichos  s i s temas  de  exp res ión  en  hospedero 5 

rep resen tan  veh ícu los  med ian te  l os  cua les  se  pueden  p roduc i r  

l as  secuenc ias  cod i f i cado ras  de  in te rés  y  pu r i f i ca r  

pos te r i o rmente ,  pe ro  también  representan  cé lu l as  las  cua les  

pueden ,  cuando  se  t rans fo rman o  t rans fec tan  con  l as  secuenc ias  

cod i f i cado ras  de  nuc leó t ido  ap rop iadas ,  exp resa r  una  mo lécu la 10 

de  an t i cue rpo  de  la  i nvenc ión  i n  s i tu .  Es tos  inc l uyen pe ro  no  se  

l im i tan  a  mic roo rgan ismos  ta les  como bac te r i as  (po r  e jemplo ,  

Escher i ch i a  co l i ,  Bac i l l us  sub t i l i s )  t rans fo rmadas  con  vec to res  

de  exp res i ón  de  ADN de  bac te r i ó fago  recombinante ,  ADN de 

p lásmido  p lasmid  DNA o  ADN de  cósmido  que con t ienen 15 

secuenc ias  cod i f i cado ras  de  an t i cue rpo ;  l evadu ra  (po r  e jemplo ,  

Saccharomyces ,  Pich ia )  t rans fo rmadas  con  vec to res  de 

exp res ión  en  l evadu ra  recombinantes  que  con t i enen secuenc ias  

cod i f i cado ras  de  an t i cuerpo ;  s i s temas  de  cé lu l a  de  insec to  

i n fec tadas  con  vec to res  de  exp res i ón  de  v i rus  recomb inan tes  20 

(po r  e j emplo ,  bacu lov i rus )  que  con t i enen  secuenc ias  

cod i f i cado ras  de  an t i cue rpo ;  s i s temas  de  cé lu l a  vege ta l  

i n fec tada con  vec to res  de  exp res i ón  de  v i rus  recomb inantes  (po r  
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e jemplo ,  v i rus  de l  mosa ico  de  la  co l i f l o r ,  CaMV;  v i rus  de l  

mosa ico  de l  t abaco,  TMV)  o  t rans fo rmadas  con  vec to res  de  

exp res ión  de  p lásm ido  recombinan te  (por  e j emplo ,  p lásmido  T i )  

que  con t i enen secuenc ias  cod i f i cado ras  de  an t i cue rpo ;  o  

s i s temas  de  cé lu l a  de  mamí fe ro  (po r  e j emplo ,  cé lu las  COS, 5 

CHO,  NSO,  BLK,  293 ,  3T3)  que  a lo j an  cons t rucc i ones  de 

exp res ión  recomb inantes  que  con t ienen p romoto res  de r i vados  a 

pa r t i r  de l  genoma de  cé lu las  de  mamí fe ro  (po r  e j emplo ,  

p romoto r  de  me ta lo t i one ína )  o  a  pa r t i r  de  v i rus  de  mamí fe ro  (por  

e jemplo ,  e l  p romoto r  t a rd ío  de  adenov i rus ;  e l  p romotor  7 .5K  de l  10 

v i rus  vacc in i a ) .  De  p re fe renc ia ,  se  u t i l i zan  cé lu las  bac te r i anas  

ta l es  como E.  co l i ,  y  de  manera  más  p re fe r ida ,  cé l u las  

euca r io tas ,  espec ia lmen te  pa ra  la  exp res ión  de  mo lécu la  de  

an t i cue rpo  recomb inan te  comple to ,  pa ra  la  expres ión  de  una 

mo lécu la  de  an t i cue rpo  recombinante .  Po r  e jemplo ,  l as  cé lu l as  15 

de  mamí fe ro  ta l es  como l as  cé lu l as  de  ova r io  de  hámster  ch i no  

(CHO) ,  en  con jun to  con  un  vec to r  ta l  como e l  e l emen to  p romotor  

de l  gen  temprano  in te rmed io  mayor  de  c i t omega lov i rus  de  

humano  es  un  s i s tema  de  exp res i ón  e fec t i vo  pa ra  an t i cue rpos ;  

véase,  po r  e jemp lo ,  Foeck ing  e t  a l . ,  Gene  45  (1986 ) ,  101 ;  20 

Cocket t  et  a l . ,  B i o /Techno logy  8  (1990 ) ,  2 .  

 La  l ínea  de  cé lu la  hospedera  u t i l i zada pa ra  expres i ón  de  

p ro te ína  con  f recuenc ia  es  de  o r igen  mamí fe ro ;  l os  expe r tos  en 
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l a  técn ica  es tán  ac red i tados  con  la  capac idad  de  de te rmina r  en 

fo rma p re fe ren te  l íneas  de  cé lu la  hospedera  pa r t i cu l a res  que 

sean l as  más  adecuadas  pa ra  e l  p roduc to  de  gen deseado  a  ser  

exp resado  en  l as  mismas .  Los  e jemp los  de  l í neas  ce lu la res  

hospederas  inc l uyen ,  pe ro  no  se  l im i tan  a ,  CHO (ova r io  de  5 

hámster  ch ino ) ,  DG44  y  DUXB11  ( l í neas  de  ova r io  de  hámste r  

ch ino ,  DHFR menos) ,  HELA (ca rc i noma ce rv i ca l  humano) ,  CVI  

( l í nea  de  r iñón  de  mono) ,  COS (un  de r i vado de  CVI  con  an t ígeno 

T  de  SV40) ,  VERY,  BHK ( r i ñón  de  hámster  bebé ) ,  MDCK,  WI38 ,  

R1610 ( f i b rob las to  de  hámste r  ch i no)  BALBC/3T3  ( f i b rob las to  de  10 

ra tón ) ,  HAK ( l ínea  de  r i ñón  de  hámster ) ,  SP2 /O (mie loma  de 

ra tón ) ,  P3x63-Ag3.653 (mie l oma de  ra tón ) ,  BFA-1c1BPT (cé lu las  

endo te l i a les  de  bov ino ) ,  RAJ I  ( l i n foc i to  humano)  y  293  ( r i ñón  de  

humano) .  Las  cé lu l as  CHO y  293  son  pa r t i cu l a rmen te  p re fe r idas .  

Las  l í neas  de  cé lu la  hospedera  t íp i camen te  es tán  d ispon ib l es  a  15 

pa r t i r  de  se rv i c ios  comerc i a les ,  e l  depós i t o  amer i cano de  

cu l t i vos  t i po  (Amer ican  T issue Cu l tu re  Co l lec t ion )  o  a  pa r t i r  de  

l a  l i te ra tu ra  pub l i cada.  

 Además ,  se  puede e l eg i r  una  cepa de  cé lu l a  hospedera  que 

modu le  la  exp res i ón  de  l as  secuenc ias  i nse r tadas ,  o  que  20 

mod i f i que  y  p rocese e l  p roduc to  de l  gen  en  e l  modo espec í f i co  

deseado .  D ichas  mod i f i cac iones  (po r  e j emplo ,  g l ucos i l ac ión )  y  

p rocesamien to  (por  e j emplo ,  cor te )  de  l os  p roduc tos  de  p ro te ína 
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pueden  se r  impor tan te  pa ra  l a  f unc ión  de  la  p ro te ína .  Cé lu l as  

hospederas  d i fe ren tes  t i enen ca rac te r ís t i cas  y  mecan ismos  

espec í f i cos  pa ra  e l  p rocesamien to  y  mod i f i cac i ón  pos te r i o r  a  la  

t raducc ión  de  p ro te ínas  y  p roduc tos  de  gen.  Se  pueden e leg i r  

l íneas  de  cé lu l as  o  s i s temas  hospederos  ap rop iados  pa ra 5 

asegurar  l a  mod i f i cac i ón  y  p rocesamien to  co r rec tos  de  l a  

p ro te ína  ex t raña  exp resada .  Pa ra  es te  f i n ,  se  pueden u t i l i za r  

cé lu l as  hospederas  euca r i o tas  que  posean l a  maqu ina r i a  ce l u la r  

pa ra  p rocesamien to  aprop iado de l  t ransc r i t o  p r imar io ,  

g lucos i lac ión ,  y  fos fo r i l ac ión  de l  p roduc to  de  gen.  10 

 Pa ra  la  p roducc ión  a  l a rgo  p l azo ,  con  rend imien tos  a l t os  de  

p ro te ínas  recombinantes ,  se  p re f ie re  l a  exp res i ón  es tab le .  Po r  

e jemplo ,  se  pueden d iseña r  l íneas  ce lu l a res  que expresan de  

manera  es tab le  la  mo lécu la  de  an t i cue rpo .  En  vez  de  u t i l i za r  

vec to res  de  exp res ión  que con t i enen o r ígenes  de  rep l i cac i ón  15 

v i ra les ,  l as  cé lu l as  hospederas  se  pueden  t rans fo rmar  con  ADN 

con t ro l ado  po r  e lemen tos  de  con t ro l  de  exp res i ón  ap rop iados 

(po r  e jemplo ,  p romoto r ,  i nc remen tador ,  secuenc ias ,  

t e rminadores  de  t ransc r i pc ión ,  s i t i os  de  po l iaden i l ac ión ,  e tc . ) ,  y  

un  marcador  se lecc i onab le .  Después  de  la  i n t roducc ión  de l  ADN 20 

ex t raño ,  se  puede  de ja r  que  las  cé lu l as  d i señadas  c rezcan 

du ran te  1 -2  d ías  en  un  med io  en r i quec ido ,  y  después  se  

cambian  a  un  med io  se lec t i vo .  E l  marcador  se l ecc i onab le  en  e l  
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p lásmido  recombinante  con f i e re  res is tenc ia  a  la  se lecc i ón  y  

pe rmi te  que l as  cé lu l as  in tegren  de  manera  es tab le  e l  p l ásmido 

en  sus  c romosomas  y  c rezcan  para  fo rmar  f oc i  l os  cua les  a  su  

vez  se  pueden  c lonar  y  expand i r  como l íneas  ce lu la res .  Es te 

método se  puede u t i l i za r  de  manera  conven ien te  pa ra  d i señar  5 

l íneas  ce lu l a res  que  exp resen  de  manera  es tab le  l a  mo lécu la  de  

an t i cue rpo .  

 Se  puede u t i l i za r  un  número  de  s i s temas  de  se lecc i ón ,  

i nc luyendo  pe ro  s i n  l im i ta rse  a  l a  t im id i na  c inasa  de l  v i rus  de  

he rpes  s imp lex  (Wig le r  e t  a l . ,  Ce l l  11  (1977 ) ,  223) ,  h ipoxant i na -10 

guan ina  fos fo r r i bos i l t rans fe rasa  (Szyba lska  y  Szyba lsk i ,  P roc .  

Na t l .  Acad .  Sc i .  USA 48  (1992 ) ,  202 ) ,  y  aden ina  

fos fo r r ibos i l t rans fe rasa  (Lowy  et  a l . ,  Ce l l  22  (1980) ,  817)  se  

pueden  u t i l i za r  genes  en  cé lu las  tk - ,  hgp r t -  o  ap r t - ,  

respec t i vamen te .  Además ,  se  puede  u t i l i za r  res is tenc ia  an t i -15 

metabo l i to  como la  base  de  se lecc ión  pa ra  l os  s i gu ien tes  genes :  

dh f r ,  e l  cua l  con f i e re  res i s tenc ia  a  meto t rexa to  (Wig le r  e t  a l . ,  

Na t l .  Acad.  Sc i .  USA 77  (1980 ) ,  357 ;  O 'Hare  e t  a l . ,  P roc .  Na t l .  

Acad .  Sc i .  USA 78  (1981 ) ,  1527 ) ;  gp t ,  e l  cua l  con f i e re  

res is tenc ia  a l  ác ido  mico fenó l i co  (Mu l l i gan  y  Be rg ,  P roc .  Na t l .  20 

Acad .  Sc i .  USA 78  (1981 ) ,  2072 ) ;  neo ,  e l  cua l  con f i e re  

res is tenc ia  a l  aminog lucós ido  G-418  Go ldsp ie l  e t  a l . ,  C l in i ca l  

Pha rmacy  12  (1993 ) ,  488-505 ;  Wu y  Wu,  B io therapy  3  (1991 ) ,  
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87 -95 ;  To ls toshev ,  Ann.  Rev .  Pha rmaco l .  Tox ico l .  32  (1993 ) ,  

573-596 ;  Mu l l i gan ,  Sc ience  260 (1993) ,  926 -932;  y  Morgan  y  

Anderson,  Ann.  Rev .  B iochem.  62  (1993 ) ,  191 -217;  T IB  TECH 11 

(1993 ) ,  155 -215 ;  e  hyg ro ,  e l  cua l  con f ie re  res is tenc ia  a  

h ig romic i na  (Sante r re  e t  a l . ,  Gene 30  (1984 ) ,  147 .  Los  métodos  5 

comúnmente  conoc idos  en  l a  t écn ica  de  tecno log ía  de  ADN 

recombinante  que se  pueden  u t i l i za r  se  desc r i ben  en  Ausube l  et  

a l .  (eds . ) ,  Cur ren t  P ro toco ls  i n  Mo lecu la r  B io l ogy ,  John  Wi l ey  &  

Sons ,  NY (1993 ) ;  K r i eg l e r ,  Gene T rans fe r  and  Express ion ,  A  

Labora to ry  Manua l ,  S tock ton  P ress ,  NY (1990 ) ;  y  en  l os  10 

cap í tu los  12  y  13 ,  D racopo l i  et  a l .  (eds ) ,  Cu r ren t  Pro toco ls  i n  

Human Genet i cs ,  John  Wi l ey  &  Sons ,  NY  (1994 ) ;  Co lbe r re -

Garap in  e t  a l . ,  J .  Mo l .  B i o l .  150 :1  (1981 ) ,  l as  cua les  se  

i nco rpo ran  pa ra  re fe renc ia  en  la  p resen te  so l i c i tud  en  sus  

to ta l i dades .  Los  n ive l es  de  expres ión  de  una mo lécu la  de  15 

an t i cue rpo  se  pueden  inc remen ta r  med ian te  ampl i f i cac ión  de l  

vec to r ,  pa ra  una  rev is ión ;  véase  Bebb ing ton  y  Hentsche l ,  The 

use  o f  vec to rs  based  on  gene  ampl i f i ca t ion  fo r  t he  exp ress ion  o f  

c l oned  genes  i n  mammal ian  ce l l s  i n  DNA c l on ing ,  Academic  

P ress ,  New York ,  Vo l .  3 .  (1987 ) .  Cuando  un  marcador  en  e l  20 

s i s tema de  vec to r  expresa  e l  an t i cue rpo  es  suscep t ib l e  de 

amp l i f i cac ión ,  e l  i nc remen to  en  e l  n i ve l  de  i nh ib i do r  p resente  en 

e l  cu l t i vo  de  l a  cé lu l a  hospedera  inc remen ta rá  e l  número  de 
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cop ias  de l  gen  marcador .  Deb ido  a  que  la  reg ión  amp l i f i cada 

es tá  asoc iada  con  e l  gen  de l  an t i cue rpo ,  t ambién  se  inc remen ta 

l a  p roducc ión  de l  an t i cue rpo ;  véase  Crouse  e t  a l . ,  Mo l .  Ce l l .  

B i o l .  3  (1983 ) ,  257 .  

 La  p roducc ión  in  v i t ro  pe rmi te  e l  esca lamien to  pa ra  ob tene r  5 

can t idades  g randes  de  l os  po l i pép t idos  deseados .  Las  técn icas  

pa ra  cu l t i vo  de  cé lu l a  de  mamí fe ro  ba jo  cond ic iones  de  cu l t i vo  

de  te j i dos  son  conoc idas  en  e l  campo  e  inc luyen cu l t i vo  en  

suspens ión  homogénea ,  po r  e j emplo  en  un  reac to r  con  bu rbu jeo  

de  a i re  o  en  un  reac to r  con  ag i tado r  con t inuo ,  o  cu l t i vo  ce lu la r  10 

i nmov i l i zado o  a t rapado,  po r  e j emplo  en  f i b ras  huecas ,  

m ic rocápsu las ,  en  mic rog lóbu los  de  aga rosa  o  car tuchos  de  

cerámica .  S i  f uera  necesa r i o  y /o  deseado ,  l as  so luc iones  de  

po l i pép t i dos  se  pueden pu r i f i ca r  med ian te  l os  métodos  de  

c romatog ra f ía  acos tumbrados ,  po r  e jemplo  f i l t rac ión  en  ge l ,  15 

c romatog ra f ía  de  in te rcambio  ión ico ,  c romatog ra f ía  sob re  DEAE-

ce lu l osa  o  c romatogra f ía  po r  ( i nmuno- )  a f in i dad ,  po r  e j emplo ,  

después  de  la  b ios ín tes is  p re fe ren te  de  un  po l i pép t i do  de  la  

reg ión  de  gozne s i n té t i co  o  an tes  de  o  pos te r io r  a l  paso  de  

c romatog ra f ía  H IC desc r i t o  en  la  p resen te  so l i c i t ud .  20 

 Los  genes  que  cod i f i can  pa ra  an t i cue rpos ,  o  f ragmentos  de 

un ión  a  an t ígeno,  va r i an tes  o  de r i vados  de  los  mismos  de  la  

i nvenc ión  también  se  pueden exp resar  en  cé lu las  no  mamí fe ros  
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ta l es  como bac te r i as  o  cé lu l as  de  i nsec to  o  de  levadu ra  o  de 

p lan tas .  Las  bac te r ias  que  absorben fác i lmen te  los  ác i dos  

nuc le i cos  i nc luyen  m iembros  de  las  en te robac te r iaceae,  t a les  

como cepas  de  E.  co l i  o  Salmone l l a ;  Bac i l l aceae ,  ta les  como B. 

sub t i l i s ;  Pneumococcus ;  St rep tococcus ,  y  Haemoph i l us  5 

i n f l uenzae .  También  se  ap rec ia rá  que,  cuando  se  expresan  en  

bac te r i as ,  l os  po l i pép t i dos  he te ró logos  t íp i camente  se  vue lven 

pa r te  de  l os  cue rpos  de  inc l us i ón .  Los  po l i pép t i dos  he te ró logos  

se  pueden a is la r ,  pu r i f i ca r  y  después  ensambla r  como molécu las  

func iona les .  En  casos  en  l os  que se  desean fo rmas  10 

te t rava len tes  de  los  an t i cue rpos ,  l as  subun idades  después  se  

au to -ensamblan  como an t i cue rpos  te t rava len tes ;  véase,  po r  

e jemplo ,  so l i c i t ud  i n te rnac iona l  WO 02 /096948.  

 En  s i s temas  bac te r i anos ,  se  puede se lecc iona r  de  manera 

conven ien te  un  número  de  vec to res  de  exp res ión  depend iendo 15 

de l  uso  p re tend ido  pa ra  l a  mo lécu la  de  an t i cuerpo  que  es tá  

s i endo  exp resada.  Po r  e j emp lo ,  cuando  se  va  a  p roduc i r  una 

can t idad  g rande de  d icha  p ro te ína ,  pa ra  la  gene rac ión  de 

compos ic i ones  fa rmacéut i cas  de  una  mo lécu la  de  an t i cue rpo,  

podr ían  se r  deseab les  vec to res  que  d i r i j an  l a  expres ión  de  20 

n ive l es  a l t os  de  p roduc tos  de  p ro te ína  de  fus i ón  que  ya  es tán  

pu r i f i cados .  D ichos  vec to res  i nc luyen ,  pe ro  no  se  l im i tan  a ,  e l  

vec to r  de  exp res ión  de  E.  co l i  pUR278 (Ruthe r  et  a l . ,  EMBO J .  2  
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(1983 ) ,  1791 ) ,  en  e l  cua l  l a  secuenc ia  cod i f i cado ra  de  

an t i cue rpo  puede es ta r  l i gada de  manera  i nd iv i dua l  en  e l  vec to r  

en  marco  con  l a  reg ión  que  cod i f i ca  pa ra  lacZ  de  modo que  se 

p roduce una p ro te ína  de  fus i ón ;  vec to res  p IN ( Inouye e  Inouye ,  

Nuc le i c  Ac ids  Res .  13  (1985 ) ,  3101 -3109 ;  Van Heeke y  5 

Schus ter ,  J .  B i o l .  Chem.  24  (1989) ,  5503 -5509) ;  y  s im i l a res .  

También  se  pueden u t i l i za r  vec to res  pGEX pa ra  exp resa r  

po l i pép t i dos  ex t raños  como p ro te ínas  de  fus i ón  con  g lu ta t ión  S -

t rans fe rasa  (GST) .  En  genera l ,  d i chas  p ro te ínas  de  fus i ón  son  

so lub les  y  se  pueden pu r i f i ca r  f ác i lmente  a  pa r t i r  de  cé lu las  10 

l i sadas  med ian te  adso rc ión  y  un ión  a  una ma t r i z  de  g lóbu los  de 

g lu ta t ión -aga rosa  segu ido  po r  e luc ión  en  p resenc ia  de  g l u ta t i ón  

l i b re .  Los  vec to res  pGEX se  d iseñan  pa ra  que  inc l uyan  s i t i os  de  

cor te  de  p ro teasa  pa ra  t rombina  o  e l  fac to r  Xa  de  modo que  e l  

p roduc to  de  gen ob je t i vo  c l onado  pueda se r  l i berado  de  la  15 

po rc i ón  de  GST.  

 Además  de  l os  p rocar i o tas ,  t ambién  se  pueden  u t i l i za r  

m ic rob ios  euca r i o tas .  Saccharomyces  ce rev is i ae ,  o  l evadu ra  de 

panadero  común,  es  e l  más  u t i l i zado comúnmen te  en t re  los  

m ic roo rgan ismos  euca r i o tas  aunque es tán  comúnmente 20 

d ispon ib les  un  número  de  o t ras  cepas ,  por  e j emp lo ,  Pich ia  

pas to r i s .  Pa ra  exp res i ón  en  Saccharomyces ,  comúnmen te  se 

u t i l i za  e l  p l ásmido  YRp7,  por  e jemplo ,  (S t i nchcomb e t  a l . ,  Na tu re  
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282 (1979 ) ,  39 ;  K ingsman et  a l . ,  Gene  7  (1979 ) ,  141 ;  Tschemper  

e t  a l . ,  Gene  10  (1980) ,  157 ) .  És te  p lásmido  con t iene  de  

an temano  e l  gen  de  TRP1  e l  cua l  p rovee  un  marcador  de  

se lecc i ón  pa ra  una  cepa  mutan te  de  levadu ra  que carece  de  la  

capac idad pa ra  c rece r  en  t r i p tó fano ,  por  e j emplo  ATCC No.  5 

44076 o  PEP4-1  (Jones ,  Genet i cs  85  (1977) ,  12 ) .  La  p resenc ia  

de  la  l es i ón  t rp l  como una carac te r ís t i ca  de l  genoma de  la  cé l u la  

hospedera  de  levadu ra  p rovee  en tonces  un  en to rno  e fec t i vo 

pa ra  de tec ta r  l a  t rans fo rmac ión  po r  c rec imien to  en  ausenc ia  de  

t r i p tó fano .  10 

 En  un  s i s tema  de  i nsec to ,  t íp i camente  se  u t i l i za  e l  v i rus  de 

po l i hed ros is  nuc lea r  de  Autog rapha  ca l i f o rn i ca  (AcNPV)  como un  

vec to r  pa ra  exp resar  genes  ex t raños .  E l  v i rus  c rece  en  cé lu l as  

de  Spodop te ra  f rug ipe rda .  La  secuenc ia  que cod i f i ca  pa ra  e l  

an t i cue rpo  se  puede c lona r  i nd iv idua lmen te  en  reg iones  no  15 

esenc ia l es  (po r  e jemplo  e l  gen  de  po l i hed r i na )  de l  v i rus  y  

co loca r  ba jo  con t ro l  de  un  p romoto r  de  AcNPV (po r  e jemplo  e l  

p romoto r  de  po l i hed r i na ) .  

 Una vez  que l a  mo lécu la  de  an t i cue rpo  de  l a  i nvenc ión  se  

ha  exp resado  de  manera  recombinante ,  l os  an t i cue rpos  20 

comple tos ,  sus  d ímeros ,  cadenas  l i ge ra  y  pesada  i nd iv i dua les ,  u  

o t ras  f o rmas  de  inmunog lobu l ina  de  l a  p resen te  invenc ión ,  se  

pueden  pu r i f i ca r  de  con fo rmidad  con  p roced imien tos  es tánda r  de 
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l a  t écn ica ,  i nc luyendo por  e j emplo  med ian te  c romatog ra f ía  (po r  

e jemplo ,  c romatog ra f ía  de  i n te rcambio  i ón ico ,  po r  a f i n i dad ,  

pa r t i cu l a rmen te  po r  a f i n idad  para  e l  an t ígeno espec í f i co 

después  de  l a  p ro te ína  A ,  y  c romatogra f ía  en  co lumna  pa ra  

d imens ionamien to) ,  cen t r i fugac ión ,  so l ub i l i dad  d i fe renc ia l ,  po r  5 

e jemplo  p rec i p i t ac i ón  con  su l f a to  de  amon io ,  o  med ian te  

cua lqu ie r  o t ra  técn ica  es tánda r  para  l a  pu r i f i cac ión  de  

p ro te ínas ;  véase,  po r  e jemplo ,  Scopes ,  "Pro te i n  Pu r i f i ca t i on" ,  

Sp r inge r  Ve r lag ,  N .Y .  (1982 ) .  De manera  a l te rna t i va ,  un  mé todo 

p re fe r ido  pa ra  i nc rementa r  l a  a f i n idad  de  los  an t i cuerpos  de  la  10 

i nvenc ión  se  desc r ibe  en  l a  pub l i cac i ón  de  pa ten te  E .U .A .  2002 -

0123057 A1 .  En  una  moda l idad  por  l o  tan to ,  l a  p resen te  

i nvenc ión  también  p rovee un  método pa ra  p repara r  un  

an t i cue rpo  an t i -DPR o  un  an t i cue rpo  que reconozca las  espec ies  

mutadas  y /o  ag regadas  de  C9ORF72-DPR y /o  f ragmen tos  de  los  15 

m ismos  o  cadena(s )  de  i nmunog lobu l i na  de  los  mismos ,  d i cho  

método  comprende :  

 (a )  cu l t i va r  l a  cé lu l a  hospedera  como se  de f in i ó  

an te r i o rmente  en  l a  p resente  so l i c i tud ,  cuya  ce lu la r  comprende 

un  po l inuc leó t ido  o  un  vec to r  como se  de f i n ió  an te r io rmente  en  20 

l a  p resen te  so l i c i tud ;  y  

 (b )  a i s l a r  de l  med io  de  cu l t i vo  d i cho  an t i cuerpo  o  

cadena(s )  de  inmunog lobu l i na  de l  m ismo .  
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 As imismo,  l a  p resen te  invenc ión  tamb ién  se  re f i e re  a  un 

an t i cue rpo  o  cadena(s )  de  inmunog lobu l ina  de l  m ismo cod i f i cado 

po r  un  po l i nuc l eó t i do  como se  de f in i ó  an te r i o rmen te  en  l a  

p resen te  so l i c i t ud  o  que se  puede  ob tene r  med ian te  d i cho  

método  pa ra  p repa ra r  un  an t i cue rpo  an t i -DPR o  un  an t i cue rpo  5 

que reconozca l as  espec ies  mu tadas  y /o  ag regadas  de  

C9ORF72-DPR y /o  f ragmentos  de l  m ismo o  cadena(s )  de  

i nmunog lobu l i na  de l  m ismo.  

 

 V .  Pro te ínas  de  fus i ón  y  con jugados  10 

 En  a l gunas  moda l idades ,  e l  po l i pép t i do  de  an t i cue rpo  

comprende una  secuenc ia  de  aminoác ido  o  una o  más  po rc i ones  

no  asoc iadas  no rmalmente  con  un  an t i cue rpo .  Los  e jemp los  de  

mod i f i cac iones  se  desc r i ben  con  mayor  de ta l l e  más  ade lan te .  

Po r  e j emplo ,  un  f ragmento  de  an t i cue rpo  Fv  de  cadena 15 

i nd iv i dua l  de  la  i nvenc ión  puede comprender  una  secuenc ia 

en lazadora  f l ex i b le ,  o  se  puede mod i f i ca r  pa ra  ag rega r  una 

po rc i ón  func iona l  (po r  e jemplo  PEG,  un  fá rmaco ,  una  tox i na ,  o  

una  marca  ta l  como una  f l uo rescen te ,  rad ioac t i va ,  enz ima ,  

magnét i ca  nuc lea r ,  meta l  pesado  y  s im i la res ) .  20 

 Un po l i pép t ido  de  an t i cue rpo  de  la  i nvenc ión  puede 

comprender ,  cons is t i r  esenc ia lmen te  de ,  o  cons is t i r  de  una 

p ro te ína  de  fus ión .  Las  p ro te ínas  de  fus ión  son  mo lécu las  
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qu imér i cas  que  comprenden ,  po r  e jemplo ,  un  domin io  de  un ión  a  

DPR de  inmunog lobu l ina  con  po r  l o  menos  un  s i t i o  de  un ión  a  

ob je t i vo ,  y  po r  l o  menos  una po rc ión  he te ró loga ,  es  dec i r ,  una  

po rc i ón  con  l a  cua l  és ta  no  es tá  l i gada  de  manera  na tu ra l  en  la  

Na tu ra leza .  Las  secuenc ias  de  aminoác ido  no rmalmen te  pueden 5 

ex is t i r  en  p ro te ínas  sepa radas  que se  ponen jun tas  en  e l  

po l i pép t i do  de  fus i ón  o  és tas  pueden  ex is t i r  no rmalmen te  en  l a  

m isma p ro te ína  pe ro  son  co locadas  en  un  nuevo a r reg lo  en  e l  

po l i pép t i do  de  fus i ón .  Las  p ro te ínas  de  fus i ón  se  pueden c rea r ,  

po r  e j emplo ,  med ian te  s ín tes is  qu ímica ,  o  c reando  y  t raduc iendo 10 

un  po l i pép t ido  en  e l  cua l  l as  reg iones  de  pép t ido  son 

cod i f i cadas  en  la  re lac i ón  deseada .  

 E l  t é rmino  “he te ró l ogo”  ta l  como se  ap l i ca  a  un  

po l i nuc l eó t i do  o  un  po l i pép t ido ,  s ign i f i ca  que  e l  po l i nuc leó t i do  o  

po l i pép t i do  se  de r i va  a  pa r t i r  de  una  en t i dad  d is t i n ta  de  aqué l l a  15 

de l  res to  de  la  en t idad  con  la  cua l  és te  es tá  s iendo comparado.  

Po r  e jemplo ,  t a l  como se  u t i l i za  en  l a  p resen te  so l i c i t ud ,  un  

“po l i pép t i do  he te ró logo ”  que  se  va  a  fus i ona r  a  un  an t i cue rpo ,  o  

un  f ragmento  de  un ión  a  an t ígeno,  va r i an te  o  aná logo de l  m ismo 

se  de r i va  a  pa r t i r  de  un  po l i pép t ido  t i po  no  i nmunog lobu l ina  de  20 

l a  misma  espec ie ,  o  un  po l ipép t ido  de  i nmunog lobu l i na  o  que  no 

es  de  inmunog lobu l ina  de  una  espec ie  d i f e ren te .  

 Como se  d iscu te  con  mayor  de ta l l e  en  cua lqu ie r  o t ra  pa r te  
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en  l a  p resen te  so l i c i tud ,  l os  an t i cuerpos ,  o  f ragmentos  de  un ión  

a  an t ígeno ,  va r ian tes  o  de r i vados  de  l os  mismos  de  la  i nvenc ión  

también  pueden  se r  f us ionados  de  manera  recombinante  a  un  

po l i pép t i do  he te ró l ogo  en  e l  ex t remo  N- te rmina l  o  C- te rmina l  o  

con juga r  qu ímicamen te  ( i nc luyendo  con jugac iones  cova len tes  y  5 

no  cova len tes )  con  po l i pép t i dos  u  o t ras  compos ic i ones .  Po r  

e jemplo ,  l os  an t i cue rpos  se  pueden  fus ionar  de  manera 

recombinante  o  con juga r  con  mo lécu las  ú t i l es  como marcas  en  

p ruebas  de  de tecc ión  y  mo lécu las  e fec to ras  ta les  como 

po l i pép t i dos  he te ró l ogos ,  f á rmacos ,  rad ionúc l i dos ,  o  t ox inas ;  10 

véase,  po r  e j emplo ,  so l i c i t udes  in te rnac iona les  WO 92/08495 ;  

WO 91 /14438;  WO 89 /12624 ;  pa ten te  E .U .A .  no .  5 ,314 ,995;  y  

so l i c i t ud  de  pa ten te  eu ropea  EP  0  396  387.  

 Los  an t i cue rpos ,  o  f ragmentos  de  un ión  a  an t ígeno ,  

var ian tes ,  o  de r i vados  de  l os  mismos  de  l a  i nvenc ión  pueden 15 

es ta r  cons t i tu i dos  po r  aminoác idos  un idos  uno  a l  o t ro  med ian te  

en laces  pept íd i cos  o  en laces  pep t íd i cos  mod i f i cados ,  es  dec i r ,  

i sós te ros  de  pépt ido ,  y  pueden  con tener  aminoác idos  d i f e ren tes  

de  los  20  aminoác idos  cod i f i cados  por  gen .  Los  an t i cue rpos 

pueden se r  mod i f i cados  po r  p rocesos  na tu ra les ,  ta les  como 20 

p rocesamien to  pos te r i o r  a  la  t raducc ión ,  o  med ian te  técn icas  de  

mod i f i cac ión  qu ím ica  las  cua les  son  b i en  conoc idas  en  la  

t écn ica .  D ichas  mod i f i cac iones  es tán  b ien  desc r i tas  en  los  
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tex tos  bás icos  y  en  monogra f ías  más  de ta l l adas ,  as í  como en  

una l i t e ra tu ra  de  i nves t igac ión  vo lum inosa .  Las  mod i f i cac i ones  

pueden ocu r r i r  en  cua lqu ie r  pa r te  en  e l  an t i cue rpo ,  i nc l uyendo e l  

esque le to  pept íd i co ,  l as  cadenas  la te ra l es  de  aminoác ido  y  l os  

ex t remos  amino  te rmina l  o  ca rbox i l o  t e rmina l ,  o  en  po rc i ones 5 

t a l es  como ca rboh id ra tos .  Se  ap rec i a rá  que puede es ta r  

p resen te  e l  m ismo  t i po  de  mod i f i cac i ón  en  e l  m ismo  g rado  o  en  

g rados  va r iab les  en  va r ios  s i t i os  en  un  an t i cue rpo  dado.  

Además ,  un  an t i cue rpo  dado puede  con tene r  muchos  t i pos  de  

mod i f i cac iones .  Los  an t i cue rpos  pueden es ta r  rami f i cados ,  por  10 

e jemplo ,  como resu l t ado  de  ub iqu i t i nac i ón ,  y  es tos  pueden  se r  

c íc l i cos ,  con  o  s i n  rami f i cac i ón .  Los  an t i cue rpos  c íc l i cos ,  

rami f i cados  y  rami f i cados  c íc l i cos  pueden  resu l t a r  de  p rocesos  

na tu ra les  pos te r io res  a  la  t raducc ión  o  se  pueden  e labo rar  

med ian te  métodos  de  s ín tes is .  Las  mod i f i cac iones  i nc luyen 15 

ace t i l ac i ón ,  ac i l ac i ón ,  r i bos i l ac ión  de  ADP,  amidac ión ,  un ión  

cova len te  de  f l av i na ,  un ión  cova len te  de  una po rc ión  hemo,  

un ión  cova len te  de  un  nuc leó t i do  o  de r i vado de  nuc leó t ido ,  

un ión  cova len te  de  un  l í p i do  o  de r i vado de  l íp ido ,  un ión  

cova len te  de  fos fa t id i l i nos i t o l ,  en t re l azamien to ,  c i c l i zac i ón ,  20 

fo rmac ión  de  puen te  de  d isu l f u ro ,  desmet i l ac i ón ,  fo rmac ión  de  

en t re l azamien tos  cova len tes ,  f o rmac ión  de  c i s te ína ,  f o rmac ión 

de  p i rog lu tamato ,  f o rmi l ac ión ,  gamma-carbox i l ac ión ,  
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g lucos i lac ión ,  fo rmac ión  de  anc la  de  GPI ,  h id rox i l ac i ón ,  

yodac ión ,  me t i l ac ión ,  m i r i s to i l ac i ón ,  ox idac ión ,  mod i f i cac ión  con  

PEG,  p rocesamien to  p ro teo l í t i co ,  f os fo r i l ac i ón ,  p ren i lac i ón ,  

racemizac ión ,  se leno i lac i ón ,  su l f a tac i ón ,  ad ic i ón  de  am inoác idos  

a  p ro te ínas  med iada por  ARN de  t rans fe renc ia  t a l  como 5 

a rg i n i l ac i ón ,  y  ub iqu i t i nac ión ;  véase,  po r  e j emplo ,  P ro te ins  -  

S t ruc tu re  And  Mo lecu la r  P rope r t i es ,  T .  E .  Cre i gh ton ,  W.  H .  

F reeman  and  Company ,  New York  2 ª  Ed . ,  (1993 ) ;  

Pos t t rans la t i ona l  Cova len t  Mod i f i ca t i on  Of  Pro te i ns ,  B .  C .  

Johnson,  Ed . ,  Academic  P ress ,  New York ,  (1983 )  1 -12 ;  Se i f te r  et  10 

a l . ,  Me th .  Enzymol .  182  (1990 ) ,  626-646 ;  Rat tan  e t  a l . ,  Ann .  NY 

Acad .  Sc i .  663  (1992 ) ,  48 -62 ) .  

 La  p resente  invenc ión  también  p rovee  p ro te ínas  de  fus ión  

que comprenden un  an t i cue rpo ,  o  f ragmen to  de  un ión  a  

an t ígeno ,  va r i an te ,  o  de r i vado de l  m ismo ,  y  un  po l i pép t ido  15 

he te ró logo .  En  una  moda l i dad ,  una  p ro te ína  de  fus i ón  de  la  

i nvenc ión  comprende,  cons is te  esenc ia lmente  de ,  o  cons is te  de ,  

un  po l ipép t i do  que  t i ene  l a  secuenc ia  de  aminoác ido  de  

cua lqu ie ra  de  una o  más  de  l as  reg iones  de  V H  de  un  an t i cue rpo 

de  l a  i nvenc ión  o  l a  secuenc ia  de  aminoác ido  de  cua lqu ie ra  de 20 

una o  más  de  las  reg iones  de  V L  de  un  an t i cue rpo  de  la  

i nvenc ión  o  f ragmen tos  o  va r ian tes  de l  m ismo,  y  una  secuenc ia  

de  po l i pép t ido  he te ró l ogo .  En  o t ra  moda l i dad ,  una  p ro te ína  de  
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fus i ón  pa ra  se r  u t i l i zada  en  los  métodos  de  d iagnós t i co  y  

t ra tamien to  desc r i t os  en  la  p resen te  so l i c i tud  comprende,  

cons is te  esenc ia lmen te  de ,  o  cons is te  de  un  po l ipép t ido  que 

t i ene  la  secuenc ia  de  aminoác ido  de  cua lqu ie ra  de  una,  dos ,  

t res  de  l as  V H -CDRs de  un  an t i cue rpo ,  o  f ragmen tos ,  va r i an tes ,  5 

o  der i vados  de l  m i smo,  o  la  secuenc ia  de  aminoác ido  de  

cua lqu ie ra  de  una dos ,  t res  de  l as  V L -CDRs  de  un  an t i cue rpo ,  o  

f ragmentos ,  va r i an tes ,  o  de r i vados  de l  m ismo ,  y  una  secuenc ia 

de  po l i pép t i do  he te ró l ogo .  En  una moda l idad ,  l a  p ro te ína  de 

fus i ón  comprende un  po l ipép t i do  que t i ene  l a  secuenc ia  de  10 

aminoác ido  de  una  V H -CDR3 de  un  an t i cuerpo  de  l a  p resente 

i nvenc ión ,  o  f ragmen to ,  de r i vado,  o  va r ian te  de l  m ismo ,  y  una  

secuenc ia  de  po l ipép t i do  he te ró logo ,  cuya  p ro te ína  de  fus ión  se  

une espec í f i camen te  a  las  p ro te ínas  o  pépt i dos  de  DPR.  En  o t ra  

moda l i dad ,  una  p ro te ína  de  fus ión  comprende  un  po l i pép t ido  que 15 

t i ene  la  secuenc ia  de  aminoác ido  de  po r  l o  menos  una reg ión  de  

V H  de  un  an t i cue rpo  de  la  i nvenc ión  y  la  secuenc ia  de  

aminoác ido  de  por  l o  menos  una  reg ión  de  V L  de  un  an t i cue rpo 

de  l a  i nvenc ión  o  f ragmen tos ,  de r i vados  o  va r i an tes  de l  m ismo ,  

y  una  secuenc ia  de  po l i pép t i do  he te ró l ogo .  De  p re fe renc ia ,  l as  20 

reg iones  de  V H  y  V L  de  la  p ro te ína  de  fus i ón  co r responden a  un  

an t i cue rpo  de  fuen te  ind iv idua l  (o  f ragmen to  scFv  o  Fab )  e l  cua l  

se  une  espec í f i camen te  a  las  DPRs.  Inc luso  en  o t ra  moda l i dad ,  
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una p ro te ína  de  fus i ón  pa ra  se r  u t i l i zada en  l os  métodos  de  

d iagnós t i co  y  t ra tam ien to  desc r i tos  en  l a  p resen te  so l i c i t ud  

comprende un  po l i pép t i do  que  t i ene  l a  secuenc ia  de  aminoác ido  

de  cua lqu ie ra  de  una,  dos ,  t res ,  o  más  de  las  V H  CDRs  de  un  

an t i cue rpo  y  l a  secuenc ia  de  aminoác ido  de  cua lqu ie ra  de  una ,  5 

dos ,  t res ,  o  más  de  l as  V L  CDRs  de  un  an t i cuerpo ,  o  f ragmen tos 

o  va r ian tes  de l  m ismo ,  y  una  secuenc ia  de  po l ipép t ido  

he te ró logo .  De  p re fe renc ia ,  dos ,  t res ,  cua t ro ,  c inco ,  se is ,  o  más  

de  las  V H -CDR(s )  o  V L -CDR(s )  co r responden a l  an t i cue rpo  de 

fuen te  i nd iv i dua l  (o  f ragmen to  scFv  o  Fab )  de  l a  i nvenc ión .  Las  10 

mo lécu las  de  ác i do  nuc le i co  que cod i f i can  para  es tas  p ro te ínas 

de  fus ión  también  es tán  aba rcadas  po r  l a  i nvenc ión .  

 Los  e j emplos  de  p ro te ínas  de  fus i ón  repo r tados  en  la  

l i te ra tu ra  inc l uyen fus iones  de l  recep tor  de  cé lu la  T  (Gasco igne 

e t  a l . ,  P roc .  Na t l .  Acad.  Sc i .  USA 84  (1987 ) ,  2936 -2940 ;  CD4 15 

(Capon et  a l . ,  Na tu re  337  (1989 ) ,  525-531 ;  T raunecker  e t  a l . ,  

Na tu re  339 (1989 ) ,  68 -70 ;  Ze t tme iss l  e t  a l . ,  DNA Ce l l  B i o l .  USA 

9  (1990 ) ,  347 -353;  y  By rn  e t  a l . ,  Na tu re  344  (1990 ) ,  667 -670) ;  L -

se lec t ina  ( recep tor  de  re to rno  (homing  recep tor ) )  (Watson  et  a l . ,  

J .  Ce l l .  B io l .  110  (1990 ) ,  2221-2229;  y  Watson  et  a l . ,  Na tu re  349 20 

(1991 ) ,  164-167 ) ;  CD44  (A ru f fo  et  a l . ,  Ce l l  61  (1990 ) ,  1303 -

1313) ;  CD28 y  B7 (L ins l ey  et  a l . ,  J .  Exp .  Med.  173  (1991 ) ,721 -

730) ;  CTLA-4  (L i s l ey  et  a l . ,  J .  Exp .  Med .  174  (1991 ) ,  561 -569 ) ;  
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CD22  (S tamenkov ic  et  a l . ,  Ce l l  66  (1991 ) ,  1133 -1144) ;  recep to r  

de  TNF (Ashkenaz i  et  a l . ,  P roc .  Na t l .  Acad .  Sc i .  USA 88  (1991 ) ,  

10535-10539 ;  Less laue r  e t  a l . ,  Eu r .  J .  Immuno l .  27  (1991 ) ,  

2883 -2886 ;  y  Peppe l  e t  a l . ,  J .  Exp .  Med.  174  (1991 ) ,  1483-1489 

(1991 ) ;  y  receptor  a  de  IgE (R idgway  y  Gorman,  J .  Ce l l .  B io l .  5 

115  (1991 ) ,  Abs t rac t  No.  1448 ) .  

 Como se  d iscu te  en  cua lqu ie r  o t ra  pa r te  en  l a  p resente  

so l i c i t ud ,  l os  an t i cue rpos  o  f ragmen tos  de  un ión  a  an t ígeno,  

var ian tes  o  de r i vados  de  l os  mi smos  de  la  i nvenc ión  se  pueden 

fus i ona r  con  po l i pép t i dos  he te ró logos  pa ra  i nc remen tar  e l  10 

t i empo de  v i da  med ia  i n  v i vo  de  los  po l i pép t idos  o  pa ra  su  uso  

en  inmunoensayos  que  u t i l i zan  mé todos  conoc idos  en  l a  técn ica .  

Po r  e jemplo ,  en  una moda l i dad ,  se  puede con juga r  PEG a  l os  

an t i cue rpos  de  l a  i nvenc ión  pa ra  inc rementa r  su  t i empo de  v i da  

med ia  i n  v i vo ;  véase ,  po r  e jemplo ,  Leong et  a l . ,  Cy tok i ne  16  15 

(2001 ) ,  106 -119;  Adv .  i n  Drug  De l i v .  Rev .  54  (2002 ) ,  531 ;  o  Wei r  

e t  a l . ,  B i ochem.  Soc .  T ransac t ions  30  (2002 ) ,  512 .  

 Además ,  l os  an t i cue rpos ,  o  f ragmen tos  de  un ión  a  

an t ígeno ,  var ian tes  s i n té t i cas ,  o  de r i vados  b io tecno lóg icos  de 

l os  mismos  de  l a  i nvenc ión  se  pueden fus i ona r  con  secuenc ias  20 

de  marcador ,  t a les  como un  pépt ido  pa ra  fac i l i t a r  su  pu r i f i cac i ón  

o  de tecc ión .  En  moda l i dades  p re fe r i das ,  l a  secuenc ia  de  

aminoác ido  de  marcador  es  un  pép t i do  de  hexa -h is t i d i na  (H IS ) ,  
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ta l  como l a  marca  p rov is ta  en  un  vec to r  pQE (Q IAGEN,  Inc . ,  

9259 E ton  Avenue,  Cha tswor th ,  CA 91311) ,  en t re  o t ros ,  muchos  

de  los  cua les  es tán  comerc ia lmen te  d i spon ib l es .  Como se  

desc r i be  en  Gentz  et  a l . ,  P roc .  Nat l .  Acad .  Sc i .  USA 86  (1989 ) ,  

821-824 ,  po r  e j emplo ,  l a  hexa -h is t i d ina  p rovee una pu r i f i cac i ón  5 

conven ien te  de  l a  p ro te ína  de  fus i ón .  O t ros  marcas  de  pépt i do 

ú t i l es  pa ra  pu r i f i cac ión  i nc luyen ,  pe ro  no  es tán  l im i tadas  a ,  l a  

e t i que ta  "HA" ,  que  co r responde  a  un  ep í tope  ob ten ido  a  pa r t i r  

de  l a  p ro te ína  hemag lu t in i na  de  l a  g r i pe  (Wi l son  e t  a l . ,  Ce l l  37 

(1984 ) ,  767) ,  GST,  c -mycand  the  " f l ag"  t ag ;  véase ,  po r  e jemplo,  10 

B i l l  B r i zza rd ,  B ioTechn iques  44  (2008 )  693 -695 pa ra  una 

rev is ión  de  técn icas  de  marcado  de  ep í tope ,  y  l a  tab l a  1  en  la  

pág ina  694 de l  m ismo  que  enumera  las  marcas  de  ep í tope  más 

comunes  que se  pueden u t i l i za r  en  l a  p resen te  i nvenc ión ,  cuya 

mate r ia  ob je to  se  i nco rpo ra  exp resamen te  pa ra  re fe renc ia .  15 

 Las  p ro te ínas  de  fus ión  se  pueden  p repara r  u t i l i zando 

métodos  que  son  b i en  conoc idos  en  l a  técn ica ;  véase,  po r  

e jemplo ,  l as  pa ten tes  E .U.A .  nos .  5 ,116 ,964 y  5 ,225 ,538 .  E l  s i t io  

p rec iso  en  e l  cua l  se  rea l i za  l a  fus ión  se  puede se lecc i ona r  

emp í r i camen te  para  op t im iza r  l as  ca rac te r ís t i cas  de  sec rec i ón  o 20 

un ión  de  l a  p ro te ína  de  fus i ón .  E l  ADN que  cod i f i ca  para  l a  

p ro te ína  de  fus ión  después  se  t rans fec ta  en  una cé lu la  

hospedera  pa ra  exp res ión ,  l a  cua l  se  l l eva  a  cabo  como se  
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desc r i b ió  an te r io rmen te  en  la  p resen te  so l i c i t ud .  

 Los  an t i cuerpos  de  l a  p resen te  i nvenc ión  se  pueden u t i l i za r  

en  fo rma no  con jugada o  se  pueden  con juga r  con  por  l o  menos  

una de  una  va r iedad de  mo lécu las ,  po r  e j emplo ,  para  me jora r  

l as  p rop iedades  te rapéut i cas  de  la  mo lécu la ,  pa ra  fac i l i t a r  l a  5 

de tecc i ón  de  b lancos ,  o  para  la  fo rmac ión  de  imágenes  o  te rap ia  

de l  pac ien te .  Los  an t i cue rpos  o  f ragmen tos  de  un ión  a  an t ígeno,  

var ian tes  o  de r i vados  de  l os  mi smos  de  la  i nvenc ión  se  pueden 

marca r  o  con jugar  ya  sea  an tes  o  después  de  l a  pu r i f i cac ión ,  

cuando se  rea l i za  l a  pu r i f i cac ión .  En  pa r t i cu l a r ,  l os  an t i cue rpos ,  10 

o  f ragmentos  de  un ión  a  an t ígeno ,  va r ian tes  o  de r i vados  de  l os  

m ismos  de  la  i nvenc ión  se  pueden con juga r  con  agen tes  

te rapéut i cos ,  p ro fá rmacos ,  pép t i dos ,  p ro te ínas ,  enz imas ,  v i rus ,  

l íp i dos ,  mod i f i cado res  de  la  respues ta  b i o lóg ica ,  agen tes  

fa rmacéut i cos  o  PEG.  15 

 Los  con jugados  que son  inmunotox inas  inc luyendo 

an t i cue rpos  convenc iona les  han s ido  ampl i amen te  desc r i tos  en  

l a  técn ica .  Las  tox inas  se  pueden  copu la r  a  l os  an t i cue rpos  

med ian te  técn icas  de  copu lac i ón  convenc iona les  o  se  pueden 

p roduc i r  po rc iones  de  tox i na  de  p ro te ína  que  con t iene  20 

i nmunotox inas  como p ro te ínas  de  fus ión .  Los  an t i cue rpos  de  la  

p resen te  invenc ión  se  pueden u t i l i za r  de  una  manera  

cor respond ien te  pa ra  ob tene r  d i chas  inmuno tox inas .  Son 
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i l us t ra t i vas  de  d ichas  i nmunotox inas  las  desc r i tas  po r  Bye rs ,  

Semina rs  Ce l l .  B io l .  2  (1991 ) ,  59  -  70  y  por  Fanger ,  Immuno l .  

Today  12  (1991) ,  51 -54 .  

 Los  exper tos  en  la  técn ica  ap rec i a rán  que  l os  con jugados  

también  se  pueden ensambla r  u t i l i zando  una va r i edad de  5 

t écn icas  que dependen de l  agente  se lecc i onado a  se r  

con jugado.  Po r  e j emplo ,  se  p repa ran  con jugados  con  b io t ina ,  

po r  e jemplo ,  hac iendo reacc iona r  un  po l ipép t ido  de  un ión  a  DPR 

con un  és te r  ac t i vado de  b i o t i na  ta l  como e l  és te r  de  N-

h id rox isucc in im ida  de  b i o t i na .  De  manera  s im i la r ,  l os  con jugados 10 

con  un  marcador  f l uorescen te  se  pueden prepa ra r  en  p resenc ia  

de  un  agen te  de  copu lac i ón ,  po r  e jemp lo  aque l l os  enumerados  

en  la  p resente  so l i c i t ud ,  o  med ian te  reacc ión  con  un  

i so t i oc iana to ,  de  p re fe renc ia  un  i so t i oc iana to  de  f l uo resce ína .  

Los  con jugados  de  los  an t i cue rpos ,  o  f ragmentos  de  un ión  a  15 

an t ígeno ,  va r i an tes  o  de r i vados  de  l os  mismos  de  la  i nvenc ión  

se  p repa ran  en  una  manera  aná loga .  

 La  p resente  i nvenc ión  aba rca  además  an t i cue rpos ,  o  

f ragmentos  de  un ión  a  an t ígeno ,  va r i an tes ,  o  de r i vados  de  los  

m ismos  de  la  i nvenc ión  con jugados  a  un  agente  de  d iagnós t i co  o  20 

te rapéut i co .  Los  an t i cue rpos  se  pueden u t i l i za r  de  manera 

d iagnós t i ca  pa ra ,  po r  e jemplo ,  demos t ra r  l a  p resenc ia  de  una 

DPR pa ra  i nd icar  e l  r i esgo  de  con t raer  una  en fe rmedad  o  
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t ras to rno  asoc iado  con  DPRs ,  de  p re fe renc ia  asoc iado  con  DPRs 

que fo rman  C9ORF72 mutada,  es  dec i r ,  C9ORF72-DPRs,  para  

mon i to rear  e l  desar ro l l o  o  avance  de  d icha  en fe rmedad,  es  

dec i r ,  una  en fe rmedad que mues t ra  la  ocu r renc ia  de ,  o  

re l ac i onada con  DPR ag regadas ,  o  como pa r te  de  un  5 

p roced imien to  de  p rueba c l ín i ca  pa ra ,  po r  e j emplo ,  de te rmina r  l a  

e f i cac ia  de  un  rég imen de  t ra tamien to  y /o  p revenc ión  dado .  Po r  

l o  tan to ,  en  una moda l idad ,  l a  p resen te  i nvenc ión  se  re f i e re  a  un 

an t i cue rpo ,  e l  cua l  se  marca  de  manera  de tec tab le .  Además ,  en  

una moda l idad ,  l a  p resen te  i nvenc ión  se  re f i e re  a  un  an t i cue rpo,  10 

e l  cua l  es tá  un ido  a  un  fá rmaco .  La  de tecc i ón  se  puede fac i l i ta r  

copu lando e l  an t i cue rpo ,  o  f ragmen to  de  un ión  a  an t ígeno ,  

var ian te  o  de r i vado  de l  m ismo  a  una  sus tanc ia  de tec tab le .  Las  

sus tanc ias  o  marca  de tec tab les  pueden  se r  en  genera l  una  

enz ima ;  un  me ta l  pesado,  de  p re fe renc ia  o ro ;  un  co lo ran te ,  de  15 

p re fe renc ia  un  co lo ran te  f l uo rescen te  o  lumin iscen te ;  o  una  

e t i que ta  rad ioac t i va .  Los  e jemplos  de  sus tanc ias  de tec tab les  

i nc luyen  d ive rsas  enz imas ,  g rupos  p ros té t i cos ,  mate r ia l es  

f l uorescen tes ,  mater i a l es  lumin iscen tes ,  ma te r i a les  

b io l umin iscen tes ,  ma te r i a les  rad ioac t i vos ,  me ta les  que emi ten  20 

pos i t rones  que  u t i l i zan  d iversas  tomogra f ías  de  em is ión  de  

pos i t rones  y  i ones  metá l i cos  pa ramagnét i cos  no  rad ioac t i vos ;  

véase,  po r  e j emp lo ,  l a  pa ten te  E .U .A .  4 .741 .900 pa ra  i ones  
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metá l i cos  que  se  pueden  con juga r  con  an t i cuerpos  pa ra  usa rse  

como p roduc tos  pa ra  d i agnós t i co  de  con fo rmidad con  l a  

p resen te  invenc ión .  Los  e jemplos  de  enz imas  ap rop iadas 

i nc luyen  pe rox idasa  de  rábano  p ican te ,  f os fa tasa  a lca l i na ,  be ta -

ga lac tos idasa  o  ace t i l co l i nes te rasa ;  l os  e jemplos  de  comple j os  5 

de  g rupo  p ros té t i co  aprop iados  i nc luyen  es t rep tav id i na /b io t ina  y  

av id i na /b i o t ina ;  l os  e jemplos  de  mater ia l es  f l uo rescen tes  

ap rop iados  inc luyen umbe l i fe rona,  f l uo resce ína ,  i so t ioc iana to  de  

f l uoresce ína ,  rodamina ,  f l uoresce ína  de  d ic lo ro t r i az i n i l amina ,  

c l o ru ro  de  dans i lo  o  f i coe r i t r i na ;  un  e j emplo  de  un  ma te r i a l  10 

l umin iscente  inc luye  lumino l ;  l os  e j emplos  de  ma te r i a l es  

b io l umin iscen tes  inc luyen  luc i fe rasa ,  l uc i f e r i na  y  acuor ina ;  y  l os  

e jemplos  de  ma te r i a l  rad ioac t i vo  adecuado i nc luyen  1 2 5 I ,  1 3 1 I ,  

1 1 1 I n  o  9 9 Tc .  Por  l o  tan to ,  en  una  moda l idad  la  p resente  

i nvenc ión  p rovee un  an t i cue rpo  marcado de  manera  de tec tab le ,  15 

en  e l  cua l  l a  marca  de tec tab le  se  se lecc i ona  a  pa r t i r  de l  g rupo 

que cons is te  de  una  enz ima,  un  rad io i só topo ,  un  f l uo ró fo ro  y  un 

meta l  pesado .  

 También  se  puede  marca r  un  an t i cue rpo ,  o  f ragmen to  de 

un ión  a  an t ígeno,  va r i an te  o  de r i vado  de l  m ismo  de  manera  20 

de tec tab le  copu lándo lo  a  un  compues to  qu imio l um in iscen te .  La 

p resenc ia  de l  an t i cue rpo  marcado de  manera  qu imio l um in iscen te  

después  se  de te rm ina  de tec tando  la  p resenc ia  de  l um in iscenc ia  



Capi tu lo  Desc r i p t i vo  
PCT/EP2015 /072516 
Marzo  24 ,  2017 
 

232  

que surge  du ran te  e l  cu rso  de  una reacc ión  qu ím ica .  Los  

e jemplos  de  compues tos  para  marcado  qu imio lumin iscente  

pa r t i cu l a rmen te  ú t i l es  son  lumino l ,  i so lumino l ,  és te r  de  ac r id i n io  

t e romát i co ,  im idazo l ,  sa l  de  ac r id i n io  y  és te r  oxa la to .  

 Una de  l as  fo rmas  en  las  que se  puede marca r  de  manera 5 

de tec tab le  un  an t i cue rpo ,  o  f ragmen to  de  un ión  a  an t ígeno,  

var ian te  o  de r i vado de l  m ismo es  en lazando  e l  m ismo a  una 

enz ima  y  u t i l i zando  e l  p roduc to  l i gado  en  un  inmunoensayo  con 

enz ima  (E IA )  (Vo l l e r ,  A . ,  "The  Immunosorben t  Assay  (EL ISA)"  

M ic rob io l og ica l  Assoc ia tes  Quar te r l y  Pub l i ca t ion ,  Wa lke rsv i l l e ,  10 

Mary land ,  D iagnos t i c  Ho r i zons  2  (1978 ) ,  1 -7 ) ;  Vo l le r  et  a l . ,  J .  

C l in .  Pa tho l .  31  (1978 ) ,  507 -520 ;  Bu t l e r ,  Me th .  Enzymol .  73  

(1981 ) ,  482 -523;  Magg io ,  (ed . ) ,  Enzyme Immunoassay ,  CRC 

Press ,  Boca  Ra ton ,  F la . ,  (1980 ) ;  I sh ikawa,  e t  a l . ,  (Eds . ) ,  Enzyme 

Immunoassay ,  Kgaku Sho in ,  Tokyo  (1981 ) .  La  enz ima,  l a  cua l  15 

es tá  un ida  a l  an t i cue rpo ,  reacc iona rá  con  un  subs t ra to  

ap rop iado,  de  p re fe renc ia  un  subs t ra to  c romogén ico ,  de  manera  

ta l  que  se  p roduzca una  po rc ión  qu ímica  que  se  pueda  de tec ta r ,  

po r  e j emplo ,  po r  med io  espec t ro fo tomét r i co ,  f l uo r imét r i co  o  

v i sua l .  Las  enz imas  que se  pueden u t i l i za r  pa ra  marca r  de  20 

manera  de tec tab le  e l  an t i cue rpo  inc l uyen,  pe ro  no  se  l im i tan  a ,  

ma la to  desh id rogenasa,  nuc leasa  es ta f i l ocóc ica ,  de l ta -5 -

es te ro i de  i somerasa ,  a l coho l  desh id rogenasa  de  levadura ,  a l f a -
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g l i ce ro fos fa to ,  desh id rogenasa,  t r i osa  fos fa to  i somerasa ,  

pe rox idasa  de  rábano p ican te ,  fos fa tasa  a lca l i na ,  aspa rag inasa ,  

g lucosa  ox i dasa ,  be ta -ga lac tos idasa ,  r i bonuc leasa ,  u reasa ,  

ca ta lasa ,  g l ucosa -6 - fos fa to  desh id rogenasa,  g l ucoami l asa  y  

ace t i l co l i nes te rasa .  Ad ic iona lmen te ,  l a  de tecc ión  se  puede 5 

l og rar  u t i l i zando métodos  co lo r imét r i cos  que emplean un  

subs t ra to  c romogén ico  pa ra  l a  enz ima.  La  de tecc ión  también  se  

puede log ra r  med ian te  l a  comparac ión  v i sua l  de l  g rado de  la  

reacc ión  enz imá t i ca  de  un  subs t ra to  en  comparac ión  con 

pa t rones  p reparados  de  fo rma  s im i la r .  10 

 La  de tecc i ón  también  se  puede  log ra r  u t i l i zando cua lqu ie ra  

de  una va r i edad  de  o t ros  i nmunoensayos .  Po r  e j emp lo ,  

marcando de  manera  rad ioac t i va  e l  an t i cue rpo ,  o  f ragmen to  de  

un ión  a  an t ígeno,  va r i an te  o  de r i vado de l  m ismo,  es  pos ib le  

de tec ta r  e l  an t i cue rpo  med ian te  e l  uso  de  un  rad io i nmunoensayo 15 

(R IA )  (véase,  po r  e j emplo ,  W ein t r au b ,  B . ,  P r in c ip l es  o f  

Ra d io immu no ass a ys ,  Se ven t h  T ra i n i ng  Cours e  on  Ra d io l i g an d 

Ass a y  T ec hn iq ue s ,  T he  End oc r i ne  Soc ie t y ,  ( Marc h ,  19 86 ) ) ,  e l  cua l  

se  inco rpo ra  en  la  p resen te  so l i c i tud  pa ra  re fe renc ia ) .  E l  i só topo 

rad iac t i vo  se  puede  de tec ta r  u t i l i zando  med ios  que inc luyen ,  20 

pe ro  no  se  l im i tan  a ,  un  con tado r  gamma,  un  con tado r  de 

cen te l l eo  o  au to r rad iog ra f ía .  

 Un  an t i cue rpo ,  o  f ragmento  de  un ión  a  an t ígeno,  va r ian te ,  
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o  de r i vado  de l  m ismo,  también  se  puede  marca r  de  manera 

de tec tab le  u t i l i zando meta l es  emiso res  de  f l uo rescenc ia  t a les  

como 1 5 2 Eu,  u  o t ros  de  la  se r i e  de  l os  l an tán idos .  Es tos  meta les  

se  pueden  un i r  a l  an t i cue rpo  u t i l i zando  g rupos  que lan tes  de  

meta l  t a l es  como ác ido  d ie t i l en t r i aminpen tacé t i co  (DTPA)  o  5 

ác ido  e t i l end iamin te t ra -acé t i co  (EDTA) .  

 Las  técn icas  para  con jugar  d i versas  po rc iones  a  un  

an t i cue rpo ,  o  f ragmento  de  un ión  a  an t ígeno,  var ian te  o  

de r i vado de l  m ismo son b ien  conoc idas ,  véase ,  po r  e j emplo ,  

A rnon et  a l . ,  "Monoc lona l  An t i bod ies  Fo r  Immuno targe t i ng  Of  10 

Drugs  In  Cancer  The rapy" ,  i n  Monoc lona l  An t ibod ies  And  Cance r  

The rapy ,  Re is fe l d  et  a l .  (eds . ) ,  pp .  243-56  (A lan  R .  L i ss ,  Inc .  

(1985 ) ;  He l l s t rom e t  a l . ,  "An t ibod ies  Fo r  Drug  De l i ve ry " ,  in  

Cont ro l l ed  Drug  De l i ve ry  (2nd  Ed. ) ,  Rob inson  e t  a l .  (eds . ) ,  

Marce l  Dekke r ,  I nc . ,  (1987 )  623 -53 ;  Tho rpe ,  "An t i body  Car r ie rs  15 

O f  Cy to tox ic  Agen ts  I n  Cance r  The rapy :  A  Rev iew" ,  i n  

Monoc lona l  An t i bod ies  ' 84 :  B io log ica l  And C l in i ca l  App l i ca t ions ,  

P inche ra  et  a l .  (eds . ) ,  (1985 )  475-506;  "Ana lys i s ,  Resu l ts ,  And 

Fu tu re  Prospec t i ve  O f  The The rapeu t i c  Use  Of  Rad io l abe led  

Ant i body  In  Cancer  The rapy" ,  i n  Monoc lona l  An t ibod ies  For  20 

Cance r  Detec t ion  And  The rapy ,  Ba ldwin  et  a l .  (eds . ) ,  Academic  

P ress  (1985 )  303-16 ,  and  Tho rpe  e t  a l . ,  "The  P repa ra t i on  And 

Cy to tox ic  P rope r t i es  Of  An t ibody -Tox in  Con jugates" ,  Immuno l .  
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Rev .  62  (1982 ) ,  119 -158.  

 Ta l  como se  menc ionó,  en  a lgunas  moda l idades ,  se  puede 

con juga r  una  po rc i ón  que  me jo ra  la  es tab i l i dad  o  e f i cac i a  de  una 

mo lécu la  de  un ión ,  po r  e jemplo ,  un  po l i pép t i do  de  un ión ,  po r  

e jemplo ,  un  an t i cue rpo  o  f ragmen to  inmunoespec í f i co  de l  m ismo.  5 

Po r  e j emplo ,  en  una  moda l i dad ,  se  puede con juga r  PEG con  l as  

mo lécu las  de  un ión  de  la  i nvenc ión  pa ra  inc remen ta r  su  t i empo 

de  v i da  med ia  i n  v i vo .  Leong  e t  a l . ,  Cy tok i ne  16  (2001) ,  106 ;  

Adv .  i n  Drug  De l i v .  Rev .  54  (2002 ) ,  531 ;  o  We i r  et  a l . ,  B i ochem.  

Soc .  T ransac t ions  30  (2002 ) ,  512 .  10 

 

 V I .  Compos ic iones  y  mé todos  de  uso  

 La  p resen te  invenc ión  se  re f i e re  a  compos i c iones  que 

comprenden  l a  mo lécu la  de  un ión  a  DPR menc ionada 

an te r i o rmente  de  la  p resen te  i nvenc ión ,  por  e jemp lo ,  an t i cue rpo  15 

o  f ragmento  de  un ión  a  an t ígeno,  va r ian te  o  de r i vado 

b io tecno lóg i co  de l  m ismo ,  o  e l  po l i nuc leó t i do ,  vec to r  o  cé lu la  de 

l a  i nvenc ión  como se  de f i n ió  an te r i o rmen te  en  l a  p resente 

so l i c i t ud .  En  una moda l idad ,  l a  compos ic i ón  de  l a  p resente  

i nvenc ión  es  una  compos ic ión  fa rmacéu t i ca  y  comprende  20 

además  un  veh ícu lo  f a rmacéut i camen te  acep tab le .  Además ,  l a  

compos ic i ón  fa rmacéu t i ca  de  la  p resen te  invenc ión  puede 

comprender  agentes  ad ic i ona les  ta les  como in te r leuc inas  o  
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i n te r fe rones  depend iendo  de l  uso  p re tend ido  de  l a  compos ic i ón  

fa rmacéut i ca .  Pa ra  usa rse  en  e l  t ra tam ien to  de  una  en fermedad 

o  t ras to rno  que  mues t ra  l a  ocu r renc ia  de ,  o  re l ac i onado con  

DPR ag regadas ,  en  pa r t i cu la r  C9ORF72-DPRs ,  ta l  como FTLD,  

e l  agente  ad ic i ona l  se  puede  se lecc i ona r  a  pa r t i r  de l  g rupo  que 5 

cons is te  de  mo lécu las  o rgán icas  pequeñas ,  an t i cue rpos  an t i -

DPR,  y  combinac iones  de  l os  mismos .  Po r  l o  tan to ,  en  una 

moda l i dad  p re fe r ida  pa r t i cu la r ,  l a  p resen te  invenc ión  se  re f i e re  

a l  uso  de  la  mo lécu la  de  un ión  a  DPR,  po r  e jemplo ,  an t i cue rpo  o  

f ragmento  de  un ión  a  an t ígeno de l  m ismo  de  la  p resen te  10 

i nvenc ión  o  de  una  mo lécu la  de  un ión  que t i ene  sus tanc ia lmen te  

l as  m ismas  espec i f i c idades  de  un ión  de  cua lqu ie ra  de  l as  

m ismas ,  e l  po l i nuc l eó t ido ,  e l  vec to r  o  la  cé l u la  de  la  p resente  

i nvenc ión  pa ra  l a  p repa rac ión  de  una  compos ic i ón  fa rmacéu t i ca  

o  de  d i agnós t i co  pa ra  e l  t ra tamien to  p ro f i l ác t i co  y  t e rapéut i co  de  15 

una en fermedad  o  t ras to rno  asoc iado con  p ro te ínas  de  DPR,  

mon i to rear  e l  avance de  una  en fe rmedad o  t ras to rno  asoc iado 

con  p ro te ína  de  DPR y /o  C9ORF72  ag regada o  una  respues ta  a 

un  t ra tamien to  con  DPR en un  i nd iv i duo  o  pa ra  de te rmina r  e l  

r i esgo  de  un  ind iv i duo  de  desa r ro l l a r  una  en fe rmedad  o  20 

t ras to rno  asoc iado  con  l a  p ro te ína  de  DPR y /o  C9ORF72-DPR 

ag regadas .  

 Po r  l o  tan to ,  en  una moda l i dad  la  p resente  i nvenc ión  se  
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re f ie re  a  un  mé todo pa ra  t ra ta r  una  en fe rmedad o  t ras to rno  

carac te r i zado po r  acumulac ión  ano rmal  y /o  depos ic i ón  de  DPR y  

p ro te ínas  de  DPR ta les  como C9ORF72 ag regada deb ido  a  l as  

C9ORF72-DPRs ,  cuyo  mé todo  que comprende  admin is t ra r  a  un 

i nd iv i duo  en  neces idad  de  l o  mismo  una can t idad  5 

te rapéut i camente  e fec t i va  de  cua lqu ie ra  de  las  mo lécu las ,  

an t i cue rpos ,  po l i nuc leó t i dos ,  vec to res  o  cé l u las  de  un ión  a  DPR 

desc r i tas  an te r io rmen te  de  la  p resen te  i nvenc ión .  

 Una ven ta j a  pa r t i cu la r  de  la  es t ra teg ia  te rapéu t i ca  de  la  

p resen te  invenc ión  res ide  en  e l  hecho  que  l os  an t i cue rpos  10 

recombinantes  de  la  p resen te  i nvenc ión  se  ob t ienen a  pa r t i r  de  

cé lu l as  B  o  cé lu las  B  de  memor i a  p roven ien tes  de  ind iv i duos 

humanos  sanos  s in  s i gnos  o  s ín tomas  de  una  en fe rmedad,  por  

e jemplo  que po r tan  una mutac ión  y /o  mutac i ones  as in tomát i cas ,  

que  mues t ran  la  ocu r renc ia  de ,  o  re l ac ionadas  con  l as  DPR 15 

ag regadas  y ,  po r  l o  tan to  son ,  con  una  c i e r ta  p robab i l i dad ,  

capaces  de  p reven i r  una  en fe rmedad c l í n i camente  man i f i es ta  

re l ac i onada con  las  DPR,  po r  e j emplo  C9ORF72 mutada con 

repe t i c i ones  de  hexanuc leó t i dos  expand idas  dando  como 

resu l tado  l a  f o rmac ión  de  l a  repe t i c ión  de  d ipép t i do  (DPR)  en  la  20 

p ro te ína  C9ORF72 una C9ORF72  agregada deb ido  a  las  

C9ORF72-DPRs ,  o  de  d isminu i r  e l  r i esgo  de  l a  ocu r renc ia  de  la  

en fe rmedad  o  t ras to rno  c l ín i camen te  man i f i es to  o  de  re t rasa r  e l  
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i n i c io  o  avance de  la  en fe rmedad  o  t ras to rno  c l í n i camen te  

man i f i es to .  T íp i camen te ,  l os  an t i cue rpos  de  la  p resen te  

i nvenc ión  también  han  pasado ya  con  éx i to  po r  madurac ión  

somát i ca ,  es  dec i r ,  l a  op t im izac ión  con  respec to  a  l a  

se lec t i v i dad  y  e fec t i v i dad  en  l a  un ión  de  a f in i dad  a l t a  a  la  5 

mo lécu la  de  DPR ob je t i vo  por  med io  de  l a  va r iac ión  somát i ca  de 

l as  reg iones  va r iab les  de l  an t i cue rpo .  

 E l  conoc imien to  respec to  a  que  d ichas  cé lu las  i n  v i vo ,  po r  

e jemplo  en  un  humano,  no  han  s i do  ac t i vados  po r  med io  de  

p ro te ínas  re lac ionadas  u  o t ras  p ro te ínas  f i s io lóg icas  o 10 

es t ruc tu ras  ce lu l a res  en  e l  sen t ido  de  una reacc ión  

au to i nmuno lóg ica  o  a l é rg ica  es  tamb ién  de  g ran  impor tanc ia  

méd ica ,  ya  que es to  s i gn i f i ca  una probab i l i dad  

cons ide rab lemen te  i nc rementada de  sob rev iv i r  con  éx i t o  l as  

f ases  de  p ruebas  c l í n i cas .  Po r  as í  dec i r l o ,  l a  e f i c i enc ia ,  15 

aceptab i l i dad  y  to l e rab i l i dad  ya  han s i do  demos t radas  an tes  de l  

desa r ro l l o  p rec l í n i co  y  c l ín i co  de l  an t i cue rpo  p ro f i l ác t i co  o 

t e rapéut i co  en  por  l o  menos  un  ind iv i duo  humano .  Po r  l o  tan to ,  

se  puede  espe rar  que  los  an t i cue rpos  an t i -DPR der i vados  de  

humano de  la  p resen te  invenc ión ,  t an to  su  a l t a  a f i n i dad  20 

espec í f i ca  de  es t ruc tu ra  ob je t i vo  como agen te  te rapéu t i co  como 

su  p robab i l i dad  d isminu ida  de  e fec tos  secundar i os  i nc rementen 

s i gn i f i ca t i vamen te  su  p robab i l i dad  c l í n i ca  de  éx i to .  
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 La  p resente  i nvenc ión  también  p rovee un  paquete  o  k i t  

f a rmacéut i co  y  de  d iagnós t i co ,  respec t i vamen te ,  que  comprende 

uno o  más  con tenedores  l l enados  con  uno o  más  de  los  

i ng red ien tes  desc r i t os  an te r i o rmente ,  po r  e jemplo  an t i cue rpo  

an t i -DPR,  f ragmen to  de  un ión ,  de r i vado b i o tecno lóg ico  o 5 

var ian te  de l  m ismo,  po l inuc l eó t ido ,  vec to r  o  cé lu la  de  la  

p resen te  invenc ión .  Un av iso  puede  es ta r  asoc iado  con  d icho  o  

d i chos  con tenedores  en  l a  fo rma p resc r i ta  po r  una  agenc ia  

gube rnamenta l  que  regu la  l a  f ab r i cac i ón ,  uso  o  ven ta  de  

p roduc tos  fa rmacéu t i cos  o  b i o lóg icos ,  cuyo  av iso  re f le j a  l a  10 

ap robac ión  por  l a  agenc ia  de  fab r i cac i ón ,  uso  o  ven ta  pa ra  

admin is t rac i ón  en  humanos .  Además  o  de  manera  a l te rna t i va ,  e l  

k i t  comprende  reac t i vos  y /o  i ns t rucc i ones  pa ra  usa rse  en 

p ruebas  de  d i agnós t i co  ap rop iadas .  La  compos ic i ón ,  po r  e jemp lo  

e l  k i t  de  la  p resente  invenc ión  es ,  po r  supues to ,  pa r t i cu la rmente 15 

ap rop iado pa ra  l a  eva luac ión  de l  r i esgo ,  d i agnós t i co ,  p revenc ión  

y  t ra tamien to  de  una en fe rmedad o  t ras to rno  e l  cua l  es tá  

acompañado  con  la  p resenc ia  de  DPRs  y  en  pa r t i cu la r  ap l i cab le  

pa ra  e l  t ra tamien to  de  t ras to rnos  carac te r i zados  genera lmen te  

po r  l a  p resenc ia  de  DPRs.  En  pa r t i cu la r ,  l a  compos ic i ón  es  ú t i l  20 

en  e l  t ra tamien to  de  t ras to rnos  que  es tán  re l ac i onados  con  la  

ag regac ión  de  DPR,  po r  e jemp lo  C9ORF72  mutada  con 

repe t i c i ones  de  hexanuc leó t i do  expand idas  que  dan como 
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resu l tado  l a  fo rmac ión  de  C9ORF72 ag regada deb ido  a  las  

C9ORF72-DPRs .  Las  en fe rmedades  y /o  t ras to rnos  asoc iados  con  

DPRs comprenden ,  pe ro  no  se  l im i tan  a ,  degenerac ión  

f ron to tempora l  l obu la r  (FTLD) ,  esc l e ros is  l a te ra l  amio t ró f i ca 

(ALS) ,  FTLD-ALS y /o  a tax i a  esp inoce rebe la r  t i po  36 .  5 

 Las  compos ic i ones  fa rmacéut i cas  de  l a  p resente  i nvenc ión  

se  puede fo rmu lar  de  con fo rmidad  con  métodos  b i en  conoc idos 

en  l a  técn ica ;  véase po r  e j emplo  Reming ton :  The Sc ience  and 

P rac t i ce  o f  Pha rmacy  (2000 )  by  the  Un ive rs i t y  o f  Sc iences  i n  

Ph i l ade lph ia ,  ISBN 0 -683 -306472 .  Los  e jemplos  de  veh ícu los  10 

fa rmacéut i cos  ap rop iados  son  b i en  conoc idos  en  l a  t écn i ca  e  

i nc luyen  so luc i ones  sa l inas  amor t i guadas  con  fos fa to ,  agua,  

emu ls iones ,  t a l es  como emuls i ones  de  ace i t e /agua,  d i ve rsos  

t i pos  de  agen tes  humec tan tes ,  so l uc iones  es té r i l es ,  e tc .  Las  

compos ic i ones  que  comprenden d ichos  veh ícu los  se  pueden 15 

fo rmu la r  u t i l i zando  mé todos  convenc iona les  b ien  conoc idos .  

D ichas  compos ic iones  fa rmacéu t i cas  se  pueden  admin is t ra r  a l  

i nd iv i duo  a  una dos is  ap rop iada.  La  admin is t rac ión  de  l as  

compos ic i ones  ap rop iadas  se  puede e fec tua r  por  d i fe ren tes  

v ías ,  po r  e j emp lo ,  med ian te  admin is t rac i ón  in t ravenosa,  20 

i n t raper i t onea l ,  subcutánea ,  i n t ramuscu la r ,  i n t ranasa l ,  t óp ica  o  

i n t radérmica  o  sumin is t ro  esp ina l  o  ce reb ra l .  Las  fo rmu lac iones  

en  ae roso l  ta l es  como fo rmu lac iones  en  ae roso l  nasa l  i nc luyen 
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so luc i ones  acuosas  pu r i f i cadas  u  o t ras  so luc i ones  de l  agente  

ac t i vo  con  agentes  conservado res  y  agentes  i so tón icos .  D ichas  

fo rmu lac iones  de  p re fe renc ia  se  a j us tan  a  un  pH y  un  es tado 

i so tón ico  compat ib le  con  l as  membranas  mucosas  nasa les .  Las  

fo rmu lac iones  pa ra  admin is t rac ión  rec ta l  o  vag ina l  se  pueden 5 

p resen ta r  como un  supos i to r i o  con  un  veh ícu lo  ap rop iado .  

 E l  rég imen de  dos i f i cac i ón  se rá  de te rminado po r  e l  méd ico 

enca rgado y  los  fac to res  c l ín i cos .  Como es  b ien  conoc ido  en  l as  

a r tes  méd icas ,  l as  dos i f i cac i ones  pa ra  cua lqu ie r  pac ien te 

dependen  de  muchos  fac to res ,  i nc l uyendo e l  t amaño  de l  10 

pac ien te ,  e l  á rea  de  supe r f i c i e  corpo ra l ,  l a  edad ,  e l  compues to 

pa r t i cu l a r  que  se  va  a  admin is t ra r ,  e l  géne ro ,  e l  t i empo  y  l a  v ía  

de  admin i s t rac ión ,  l a  sa l ud  genera l  y  o t ros  f á rmacos  que  se  

es tán  admin is t rando  de  manera  concu r ren te .  Una  dos is  t íp i ca 

puede es ta r ,  po r  e jemplo ,  en  e l  i n te rva lo  de  0 .001  a  1000  μg (o  15 

de  ác ido  nuc le i co  pa ra  la  exp res i ón  o  pa ra  la  i nh ib i c i ón  de  la  

exp res ión  en  es te  in te rva lo ) ;  s in  embargo ,  se  p revén  dos is  por  

deba jo  o  po r  enc ima  de  es te  in te rva lo  de  e jemplo ,  

espec ia lmente  cons ide rando l os  fac to res  an tes  menc ionados .  En  

té rminos  genera les ,  l a  dos i f i cac i ón  puede va r ia r ,  por  e jemplo ,  20 

de  ap rox imadamen te  0 .0001  a  100 mg/kg  y  más  hab i tua lmente  

de  0 .01  a  5  mg /kg  (po r  e jemp lo ,  0 .02  mg/kg ,  0 .25  mg/kg ,  0 .5  

mg/kg ,  0 .75  mg/kg ,  1  mg/kg ,  2  mg/kg ,  e tc . ) ,  de l  peso  co rpo ra l  



Capi tu lo  Desc r i p t i vo  
PCT/EP2015 /072516 
Marzo  24 ,  2017 
 

242  

de l  hospedero .  Por  e jemplo ,  l as  dos i f i cac i ones  pueden  ser  de  1  

mg/kg  de  peso  corpo ra l  o  10  mg /kg  de  peso  corpora l  o  den t ro  

de l  i n te rva lo  de  1 -10  mg/kg ,  de  p re fe renc ia  po r  l o  menos  1  

mg/kg .  También  se  p re tende  que las  dos is  i n te rmed ias  en  l os  

i n te rva los  an te r io res  es tén  dent ro  de l  a l cance  de  la  i nvenc ión .  5 

Se pueden  admin is t ra r  d i chas  dos is  a  l os  i nd iv iduos  

d ia r i amen te ,  en  d ías  a l t e rnados ,  semana lmente  o  de  

con fo rm idad  con  cua lqu ie r  o t ro  p rog rama de te rminado  med ian te 

aná l i s i s  empí r i co .  Un t ra tamien to  de  e jemplo  imp l i ca  l a  

admin is t rac i ón  en  dos is  mú l t i p l es  du ran te  un  pe r íodo  10 

p ro l ongado ,  po r  e jemplo ,  de  po r  l o  menos  se is  meses .  Los  

reg ímenes  de  t ra tam ien to  de  e jemp lo  ad ic iona les  imp l i can  l a  

admin is t rac i ón  una  vez  cada  dos  semanas  o  una  vez  a l  mes  o  

una vez  cada  3  a  6  meses .  Los  p rog ramas  de  dos i f i cac ión  de 

e jemplo  i nc luyen  1 -10  mg/kg  o  15  mg/kg  en  d ías  consecut i vos ,  15 

30  mg /kg  en  d ías  a l t e rnados  o  60  mg/kg  semana lmen te .  En  

a lgunos  mé todos ,  se  admin is t ran  dos  o  más  an t i cue rpos  

monoc lona les  con  d i f e ren tes  espec i f i c idades  de  un ión  de  

manera  s imu l tánea ,  en  cuyo  caso  la  dos i f i cac i ón  de  cada 

an t i cue rpo  admin is t rado  cae  dent ro  de  l os  i n te rva los  ind icados .  20 

E l  p rog reso  se  puede mon i to rea r  med ian te  eva luac ión  pe r iód ica .  

Las  p repa rac iones  pa ra  admin is t rac ión  pa ren te ra l  i nc l uyen 

so luc i ones  acuosas  o  no  acuosas  es té r i l es ,  suspens iones  y  
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emu ls iones .  Los  e j emplos  de  so lven tes  no  acuosos  son 

p rop i leng l i co l ,  po l i e t i l eng l i co l ,  ace i tes  vegeta les  ta les  como 

ace i te  de  o l i va ,  y  és te res  o rgán icos  inyec tab les  ta les  como 

o lea to  de  e t i l o .  Los  veh ícu los  acuosos  i nc luyen  agua,  so luc i ones  

a lcohó l i cas /acuosas ,  emuls i ones  o  suspens iones ,  i nc l uyendo 5 

so luc i ón  sa l ina ,  y  med ios  amor t iguados .  Los  veh ícu los  

pa ren te ra l es  inc l uyen so luc ión  de  c l o ru ro  de  sod io ,  dex t rosa  de  

R inge r ,  dex t rosa  y  c lo ru ro  de  sod io ,  so luc ión  de  R inge r  l ac tada,  

o  ace i t es  no  vo lá t i l es .  Los  veh ícu los  i n t ravenosos  i nc luyen 

reabas tecedores  de  l í qu idos  y  nu t r ien tes ,  reabas tecedores  de  10 

e lec t ro l i tos  ( ta les  como l os  basados  en  dex t rosa  de  R inge r )  y  

s im i la res .  También  pueden  es ta r  p resen tes  conse rvado res  y  

o t ros  ad i t i vos  ta les  como,  po r  e jemplo ,  an t im ic rob ianos,  

an t iox i dan tes ,  agen tes  que lan tes  y  gases  i ne r tes ,  y  s im i la res .  

Además ,  l a  compos ic ión  fa rmacéut i ca  de  l a  i nvenc ión  puede  15 

comprender  agen tes  ad ic i ona les  ta l es  como dopamina  o  

fá rmacos  ps ico fa rmaco lóg icos ,  depend iendo de l  uso  p re tend ido 

de  la  compos ic i ón  fa rmacéu t i ca .  

 Además ,  en  una moda l i dad  p re fe r i da  de  la  p resen te  

i nvenc ión ,  l a  compos ic i ón  fa rmacéut i ca  se  puede fo rmu lar  como 20 

una vacuna,  po r  e jemplo ,  s i  l a  compos ic ión  fa rmacéu t i ca  de  l a  

i nvenc ión  comprende un  an t i cuerpo  an t i -DPR o  f ragmen to  de  

un ión  a  DPR,  o  var ian te  s in té t i ca  o  b io tecno lóg ica  o  de r i vado 
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de l  m ismo pa ra  l a  i nmun izac ión  pas iva .  Como se  menc iona en  la  

secc ión  de  an teceden tes ,  l as  espec ies  de  DPR ag regadas  son  

un  desencadenan te  p r inc ipa l  pa ra  en fe rmedades  y /o  t ras to rnos  

ta l es  como FTLD y  ALS .  Po r  cons igu ien te ,  es  p rudente  espera r  

que  l a  i nmun izac ión  pas iva  con  an t i cue rpos  an t i -DPR der i vados  5 

de  humano y  mo lécu las  de  un ión  a  DPR equ iva len tes  de  l a  

p resen te  i nvenc ión  ayudará  a  e l ud i r  va r i os  e fec tos  adve rsos  de  

l os  concep tos  de  te rap ia  de  i nmun izac ión  ac t i va  y  conduc i r  a  

una  ag regac ión  reduc ida  de  DPRs .  Po r  l o  t an to ,  l os  p resen tes  

an t i cue rpos  an t i -DPR y  sus  equ iva len tes  de  la  p resen te  10 

i nvenc ión  se rán  pa r t i cu la rmente  ú t i l es  como una vacuna  pa ra  la  

p revenc ión  o  me jora  de  en fe rmedades  o  t ras to rnos  que  mues t ran  

l a  p resenc ia  de ,  u  ocas ionados  po r  DPRs  ag regadas ,  en  

pa r t i cu l a r  C9ORF72-DPRs ,  ta l es  como FTLD.  

 En  una moda l idad ,  pod r ía  se r  bené f i co  u t i l i za r  e l  Fab  15 

recombinante  ( rFab )  y  l os  f ragmen tos  de  cadena ind iv idua l  

( scFvs )  de l  an t i cue rpo  de  la  p resen te  i nvenc ión ,  que  pod r ían  

pene t ra r  más  fác i lmente  una membrana ce lu l a r .  Por  e jemplo ,  

Rober t  et  a l . ,  P ro te i n  Eng .  Des .  Se l .  (2008 ) ;  S1741-0134 ,  

pub l i cado  en  l í nea  con  an te l ac i ón ,  desc r ibe  e l  uso  de  Fab 20 

recombinante  ( rFab )  qu imér i co  y  f ragmen tos  de  cadena 

i nd iv i dua l  (scFvs )  de l  an t i cue rpo  monoc lona l  WO-2 que  reconoce  

un  ep í tope  en  l a  reg ión  N- te rmina l  de  Abe ta .  Los  f ragmen tos 
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d iseñados  son  capaces  de  ( i )  p reven i r  l a  f o rmac ión  de  f i b r i l l a  

ami l o ide ,  ( i i )  desag regar  l as  f i b r i l l as  Abeta1 -42  p re fo rmadas  y  

( i i i )  i nh ib i r  l a  neuro tox ic idad  med iada  po r  o l i gómero  Abe ta1 -42  

i n  v i t ro  de  manera  tan  e f i c i en te  como la  mo lécu la  de  IgG en te ra .  

Las  ven ta jas  pe rc i b idas  de  u t i l i za r  f o rmatos  de  an t i cue rpo 5 

d i señado  de  Fab y  scFv  pequeños  que  ca recen  de  la  f unc ión 

e fec to ra  i nc luyen un  paso más  e f i c ien te  a  t ravés  de  l a  ba r re ra  

hematoencefá l i ca  y  reduc i r  a l  m ín imo  e l  r i esgo  de  desencadenar  

reacc iones  secundar i as  in f l ama tor ias .  As imismo ,  además  de l  

scFv  y  e l  domin io  i nd iv i dua l  l os  an t i cue rpos  conse rvan  l a  10 

espec i f i c idad  de  un ión  de  an t i cuerpos  de  long i tud  comple ta ,  

és tos  se  pueden  exp resa r  como genes  ind iv idua les  y  de  manera  

i n t race lu la r  en  cé lu las  de  mamí fe ro  como in t racue rpos ,  con  e l  

po tenc ia l  de  a l te rac ión  de l  p l egamien to ,  i n te racc iones ,  

mod i f i cac iones  o  loca l i zac i ón  subce lu la r  de  sus  ob je t i vos ;  véase 15 

pa ra  rev is ión ,  po r  e j emplo ,  M i l l e r  y  Messe r ,  Mo lecu la r  The rapy  

12  (2005) ,  394  -  401 .  

 En  una es t ra teg ia  d i f e ren te  Mu l le r  e t  a l . ,  Exper t  Op in .  B io l .  

The r .  (2005 ) ,  237-241 ,  desc r iben  una  p l a ta fo rma tecno lóg ica ,  l a  

denominada  "Tecno log ía  de  SúperAnt i cuerpo" ,  l a  cua l  se  d i ce  20 

pe rmi te  que  los  an t i cue rpos  sean  lanzadoss  den t ro  las  cé l u las  

v i vas  s in  dañar las .  Ta les  an t i cue rpos  que penet ran  l as  cé l u l as  

ab ren  nuevas  ven tanas  de  d iagnós t i co  y  te rapéu t i cas .  E l  t é rmino  
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' T ransMabs '  ha  s ido  acuñado pa ra  es tos  an t i cue rpos .  

 En  una  moda l idad  ad ic i ona l ,  puede  se r  deseab le  la  co -

admin is t rac i ón  o  l a  admin is t rac i ón  secuenc ia l  de  o t ros  

an t i cue rpos  ú t i l es  pa ra  t ra ta r  una  en fe rmedad,  t ras to rno  o  

s ín tomas  re lac ionados  con  l a  ocu r renc ia  de  DPRs,  en  pa r t i cu la r  5 

DPR ag regadas  ta les  como C9ORF72-DPRs.  En una  moda l i dad ,  

e l  an t i cue rpo  ad ic i ona l  es tá  comprend ido  en  l a  compos ic ión 

fa rmacéut i ca  de  l a  p resente  i nvenc ión .  Los  e jemp los  de  

an t i cue rpos  que se  pueden u t i l i za r  pa ra  t ra ta r  un  ind iv i duo 

i nc luyen ,  pe ro  no  se  l im i tan  a ,  an t i cue rpos  que  e l i gen  como 10 

b lanco  a  CD33 ,  SGLT2,  I L -6  e  I L -1 .  

 En  una  moda l idad  ad ic i ona l ,  puede  se r  deseab le  la  co -

admin is t rac i ón  o  admin is t rac i ón  secuenc ia l  de  o t ros  agen tes  

ú t i l es  pa ra  t ra ta r  una  en fe rmedad,  t ras to rno  o  s ín tomas  

re l ac i onados  con  DPR,  en  pa r t i cu l a r  DPR agregadas  ta l es  como 15 

C9ORF72  mutada,  es  dec i r ,  C9ORF72-DPRs.  En  una  moda l i dad ,  

e l  agente  ad i c iona l  es tá  comprend ido  en  la  compos ic ión  

fa rmacéut i ca  de  la  p resen te  i nvenc ión .  Los  e j emplos  de  agentes  

que se  pueden u t i l i za r  pa ra  t ra ta r  un  ind iv i duo  i nc luyen ,  pe ro  no  

es tán  l im i tados  a :  i nh i b ido res  de  VMAT2  que e l i gen  como b lanco 20 

mov imien tos  muscu la res  invo lun ta r ios  t a les  como agen tes  an t i -

i n f l amato r ios  ta les  como d i f l us ina l ,  co r t i cos te ro ides ,  ác i do  2 -

(2 ,6 -d ic l o ran i l i no ) fen i l acé t i co  (d i c lo fenac ) ,  ac i do  i so -bu t i l -
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p ropano ico - fenó l i co  ( i bup ro feno ) ;  d iu ré t i cos ,  ga la to  de  

ep iga loca tequ ina ,  c l o rh i d ra to  de  me l fa l án ,  dexametasona ,  

bo r tezomib ,  bor tezomib -mel fa l án ,  bo r tezomib -dexametasona ,  

me l fa l an -dexametasona ,  bo r tezomib-mel fa lan-dexametasona ;  

an t idep res ivos ,  fá rmacos  an t i ps i có t i cos ,  neu ro lép t i cos ,  5 

an t idemen í t i cos  (po r  e j emplo  e l  an tagon is ta  de l  recep to r  de  

NMDA meman t i na ) ,  i nh i b ido res  de  ace t i l co l i nes te rasa  (po r  

e jemplo  Donepez i l ,  HCI ,  R ivas t i gmina ,  Ga lan tamina ) ,  

an tagon is tas  de  g l u tamato  y  o t ros  fá rmacos  noot róp icos  para  la  

p res i ón  sangu ínea  (por  e j emplo ,  d ih i d ra l az ina ,  met i l dopa ) ,  10 

c i tos tá t i cos ,  g l ucoco r t i co i des ,  Inh i b ido res  de  l a  enz ima 

conve r t i do ra  de  ang io tens ina  (ACE) ;  agentes  an t i i n f l amato r ios  o  

cua lqu ie r  combinac ión  de  l os  mismos .  

 Una dos is  o  can t idad  te rapéut i camen te  e fec t i va  se  re f i e re  

a  l a  can t idad  de l  i ng red ien te  ac t i vo  su f i c ien te  pa ra  me jora r  l os  15 

s ín tomas  o  la  cond ic i ón .  La  e f i cac i a  te rapéu t i ca  y  l a  tox i c i dad  

de  d ichos  compues tos  se  pueden de te rmina r  med ian te 

p roced imien tos  fa rmacéut i cos  es tándar  en  cu l t i vos  ce lu l a res  o 

an ima les  expe r imen ta les ,  po r  e jemplo ,  DE 5 0  ( l a  dos i s  

t e rapéut i camente  e fec t i va  en  e l  50% de l a  pob lac i ón)  y  DL 5 0  ( l a  20 

dos is  l e ta l  pa ra  e l  50% de l a  pob lac ión ) .  La  re lac ión  de  dos is  

en t re  los  e fec tos  te rapéut i cos  y  t óx i cos  es  e l  índ ice  te rapéut i co ,  

y  se  puede  exp resa r  como l a  re lac i ón ,  DL 5 0 /DE 5 0 .  
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 A  pa r t i r  de  lo  desc r i to  an te r i o rmen te ,  es  ev i den te  que la  

p resen te  i nvenc ión  aba rca  cua lqu ie r  uso  de  una  mo lécu la  de  

un ión  a  DPR que  comprende  por  l o  menos  una CDR de l  

an t i cue rpo  desc r i to  an te r io rmente ,  en  pa r t i cu l a r  para  e l  

d iagnós t i co  y /o  t ra tamien to  de  una en fe rmedad o  t ras to rno 5 

re l ac i onado con  l as  DPR,  en  pa r t i cu l a r  espec ies  de  DPR 

ag regadas  ta l es  como C9ORF72-DPRs,  t a l  como FTLD.  De 

p re fe renc ia ,  d i cha  mo lécu la  de  un ión  es  un  an t i cue rpo  de  l a  

p resen te  invenc ión  o  un  de r i vado b i o tecno lóg ico  de l  m ismo .  

Además ,  l a  p resen te  invenc ión  se  re f ie re  a  an t i cue rpos  an t i -10 

i d io t í p i cos  de  cua lqu ie ra  de  l os  an t i cue rpos  menc ionados  

an te r i o rmente  en  l a  p resen te  so l i c i tud .  Es tos  son  an t i cue rpos  u  

o t ras  mo lécu las  de  un ión  que  se  unen  a  l a  secuenc ia  pep t íd i ca  

an t igén ica  ún ica  ub icada en  l a  reg ión  va r iab le  de  un  an t i cue rpo  

cerca  de l  s i t i o  de  un ión  a  an t ígeno  y  son  ú t i l es ,  po r  e jemplo ,  15 

pa ra  l a  de tecc ión  de  an t i cuerpos  an t i -DPR en  una  mues t ra  

ob ten ida  a  pa r t i r  de  un  i nd iv i duo .  Po r  l o  t an to  en  una moda l i dad ,  

l a  p resen te  i nvenc ión  p rovee  un  an t i cue rpo  ta l  como se  de f i n ió  

an te r i o rmente  en  l a  p resen te  so l i c i tud  y  como se  de f ine  más  

ade lan te  o  una mo lécu la  de  un ión  a  DPR que t i ene  20 

sus tanc ia lmen te  l as  mismas  espec i f i c i dades  de  un ión  de 

con fo rm idad con  cua lqu ie ra  de  l os  m ismos ,  e l  po l i nuc l eó t ido ,  e l  

vec to r  o  la  cé lu l a  como se  de f ine  en  l a  p resente  so l i c i tud  o  una 
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compos ic i ón  fa rmacéut i ca  o  de  d i agnós t i co  que  comprende 

cua lqu ie ra  de  l os  mismos  pa ra  usa rse  en  e l  t ra tamien to  

p ro f i l ác t i co ,  t ra tam ien to  te rapéu t i co  y /o  pa ra  mon i to rea r  e l  

avance  o  una  respues ta  a l  t ra tamien to  de  una  en fe rmedad  o  

t ras to rno  re l ac ionado con  l as  DPR.  En una  moda l i dad  p re fe r i da  5 

de  l a  p resen te  invenc ión ,  l a  en fe rmedad y /o  t ras to rno  es tá  

asoc iado con  DPR ag regadas .  En  una  moda l idad  pre fe r i da  

pa r t i cu l a r ,  l a  en fe rmedad y /o  t ras to rno  es tá  asoc iado con  

C9ORF72-DPRs ,  ta l  como en  FTLD y  ALS.  

 En  o t ra  moda l idad ,  l a  p resente  invenc ión  se  re f i e re  a  una 10 

compos ic i ón  de  d i agnós t i co  que  comprende  cua lqu ie ra  de  las  

mo lécu las  de  un ión  a  DPR desc r i tas  an te r io rmente ,  an t i cue rpos ,  

f ragmentos  de  un ión  a  an t ígeno ,  po l inuc leó t idos ,  vec to res  o 

cé lu l as  de  l a  i nvenc ión  y  opc iona lmen te  med ios  ap rop iados  pa ra  

de tecc i ón  ta les  como reac t i vos  u t i l i zados  convenc iona lmen te  en 15 

métodos  de  inmunod iagnós t i co  o  basados  en  ác ido  nuc le i co .  Los 

an t i cue rpos  de  la  i nvenc ión  son ,  po r  e jemplo ,  ap rop iados  pa ra  

usa rse  en  i nmunoensayos  en  los  cua les  és tos  se  pueden u t i l i za r  

en  fase  l í qu i da  o  un i rse  a  un  veh ícu lo  en  fase  só l ida .  Los 

e jemplos  de  inmunoensayos  que  pueden  u t i l i za r  e l  an t i cue rpo  de  20 

l a  i nvenc ión  son  inmunoensayos  compe t i t i vos  y  no  compe t i t i vos  

en  cua lqu ie ra  de  un  fo rmato  d i rec to  o  i nd i rec to .  Los  e j emplos  de  

d ichos  inmunoensayos  son  e l  rad io inmunoensayo (R IA ) ,  e l  
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emparedado (ensayo  inmunomét r i co ) ,  c i tome t r ía  de  f l u jo  y  l a  

p rueba Wes te rn  b lo t .  Los  an t ígenos  y  an t i cuerpos  de  l a  

i nvenc ión  se  pueden un i r  a  muchos  veh ícu los  d i fe ren tes  y  se  

pueden  u t i l i za r  para  a i s la r  cé lu l as  un idas  espec í f i camen te  a  l os  

m ismos .  Los  e jemplos  de  veh ícu los  b i en  conoc idos  i nc luyen 5 

v i d r io ,  po l i es t i reno ,  c l o ru ro  de  po l i v in i l o ,  po l i p rop i leno ,  

po l i e t i l eno ,  po l i ca rbonato ,  dex t rano ,  n i l ón ,  ami l osas ,  ce l u losas  

na tu ra les  y  mod i f i cadas ,  po l i ac r i l amidas ,  aga rosas  y  magnet i ta .  

La  na tu ra leza  de l  veh ícu lo  puede ser  ya  sea  so lub le  o  i nso lub le  

pa ra  l os  p ropós i tos  de  l a  i nvenc ión .  Ex is ten  muchas  marcas  10 

d i f e ren tes  y  mé todos  pa ra  marcar  conoc idos  po r  l os  expe r tos  en  

l a  técn ica .  Los  e jemp los  de  l os  t i pos  de  marcas  que se  pueden 

u t i l i za r  en  l a  p resen te  invenc ión  inc l uyen enz imas ,  

rad io i só topos ,  me ta les  co lo i da les ,  compues tos  f l uo rescen tes ,  

compues tos  qu imio lumin iscen tes  y  compues tos  b i o lumin iscentes ;  15 

véase también  l as  moda l idades  d iscu t i das  an te r io rmen te  en  la  

p resen te  so l i c i tud .  

 En  una moda l idad  ad ic i ona l ,  l as  mo lécu las  de  un ión  a  DPR,  

en  pa r t i cu la r  l os  an t i cue rpos  de  l a  p resente  invenc ión ,  también  

se  pueden  u t i l i za r  en  un  método  pa ra  e l  d i agnós t i co  de  una 20 

en fe rmedad  o  t ras to rno  en  un  i nd iv iduo  ob ten iendo una mues t ra  

de  f l u i do  co rpo ra l  a  pa r t i r  de l  i nd iv iduo  ana l i zado l a  cua l  puede 

ser  una  mues t ra  de  sang re ,  una  mues t ra  de  p lasma,  una  mues t ra  
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de  sue ro ,  una  mues t ra  de  l i n fa  o  cua lqu ie r  o t ra  mues t ra  de  

f l u i do  co rpo ra l ,  ta l  como una  mues t ra  de  sa l i va  o  de  o r ina  y  

pon iendo en  con tac to  l a  mues t ra  de  f l u ido  co rpora l  con  un  

an t i cue rpo  de  l a  p resente  invenc ión  ba jo  cond ic i ones  que 

pe rmi ten  l a  f o rmac ión  de  comple j os  an t i cuerpo-an t ígeno .  E l  5 

n i ve l  de  d i chos  comple j os  después  se  de te rmina  u t i l i zando 

métodos  conoc idos  en  l a  técn ica ,  un  n i ve l  s i gn i f i ca t i vamen te  

más  a l t o  que  e l  f o rmado en  una mues t ra  de  con t ro l  que  ind ica  l a  

en fe rmedad  o  t ras to rno  en  e l  i nd iv i duo  ana l i zado .  De  la  misma 

manera ,  t amb ién  se  puede u t i l i za r  e l  an t ígeno  espec í f i co  un ido  10 

po r  l os  an t i cue rpos  de  l a  i nvenc ión .  Por  l o  tan to ,  l a  p resen te  

i nvenc ión  se  re f i e re  a  un  inmunoensayo  i n  v i t ro  que  comprende 

l a  mo lécu la  de  un ión ,  por  e j emplo ,  un  an t i cue rpo  o  f ragmen to  de  

un ión  a  an t ígeno de l  m ismo  de  l a  i nvenc ión .  

 En  una moda l idad  ad ic i ona l  de  la  p resen te  i nvenc ión ,  l as  15 

mo lécu las  de  un ión  a  DPR,  en  pa r t i cu la r  an t i cue rpos  de  l a  

p resen te  invenc ión ,  t ambién  se  pueden  u t i l i za r  en  un  método 

pa ra  e l  d iagnós t i co  de  una  en fermedad  o  t ras to rno  en  un  

i nd iv i duo  ob ten iendo  una  b i ops ia  de l  i nd iv iduo  ana l i zado .  

 En  es te  con tex to ,  l a  p resente  invenc ión  también  se  re f i e re  20 

a  med ios  d i señados  espec í f i camente  pa ra  es te  p ropós i t o .  Po r  

e jemplo ,  se  puede  u t i l i za r  un  a r reg lo  basado  en  an t i cue rpo ,  e l  

cua l  es tá  po r  e jemplo  cargado con  an t i cue rpos  o  mo lécu las  de  
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un ión  a  an t ígeno  equ iva len tes  de  la  p resente  i nvenc ión  l a  cua les  

reconocen  espec í f i camen te  l as  DPR.  E l  d i seño de  los  

i nmunoensayos  de  mic roa r reg lo  se  resume en  Kusnezow et  a l . ,  

Mo l .  Ce l l  P ro teomics  5  (2006 ) ,  1681 -  1669.  Po r  cons igu ien te ,  l a  

p resen te  invenc ión  también  se  re f ie re  a  mic roa r reg los  ca rgados 5 

con  mo lécu las  de  un ión  a  DPR iden t i f i cadas  de  con fo rm idad  con  

l a  p resen te  invenc ión .  

 En  una  moda l idad ,  l a  p resente  invenc ión  se  re f ie re  a  un  

método pa ra  d i agnos t i ca r  una  en fe rmedad o  t ras to rno  

re l ac i onado con  DPRs ,  en  pa r t i cu l a r  espec ies  de  DPR ag regadas  10 

ta l es  como C9ORF72-DPRs  en  un  i nd iv iduo ,  e l  método 

comprende de te rm inar  l a  p resenc ia  de  DPR y  DPR ag regadas ,  

respec t i vamen te ,  en  una  mues t ra  p roven ien te  de l  i nd iv i duo  que 

va  que va  a  se r  d iagnos t i cado  con  po r  l o  menos  un  an t i cue rpo 

de  l a  p resen te  invenc ión ,  un  f ragmen to  de  un ión  a  DPR de l  15 

m ismo o  una mo lécu la  de  un ión  a  DPR que  tenga 

sus tanc ia lmen te  l as  mismas  espec i f i c i dades  de  un ión  de 

cua lqu ie ra  de  l os  mismos ,  en  e l  cua l  l a  p resenc ia  de  DPRs 

pa to l óg icamen te  ag regadas ,  de  p re fe renc ia  de  C9ORF72-DPRs 

es  ind ica t i vo  de  FTLD y /o  ALS ,  y  un  inc remen to  de l  n i ve l  de  las  20 

DPR pato lóg icamen te  ag regadas ,  en  pa r t i cu l a r  de  C9ORF72-

DPRs  en  comparac ión  con  e l  n i ve l  de  C9ORF72  f i s i o l óg ico ,  es  

dec i r ,  e l  cua l  no  mues t ra  una t raducc ión  de  l a  reg ión  de  
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repe t i c i ón  dent ro  de  p ro te ínas  de  DPR,  es  ind ica t i vo  de l  avance 

de  FTLD y /o  ALS en  d icho  ind iv i duo .  

 E l  i nd iv i duo  que  va  que va  a  se r  d i agnos t i cado  puede  se r  

as in tomát i co  o  p rec l í n i co  para  l a  en fe rmedad.  De p re fe renc ia ,  e l  

i nd iv i duo  de  con t ro l  t i ene  una en fe rmedad asoc iada con  DPR,  5 

DPR ag regadas  y /o  de  p re fe renc ia  C9ORF72-DPRs ,  po r  e jemplo  

FTLD,  ALS  y  FTLD-ALS y  o t ras ,  como se  desc r ib i ó  

an te r i o rmente ,  en  e l  cua l  una  s im i l i tud  en t re  e l  n i ve l  de  l as  DPR,  

po r  e j emplo  C9ORF72-DPRs  ag regadas  y  e l  pa t rón  de  re fe renc ia  

i nd ica  que  e l  i nd iv i duo  que  va  que  va  a  se r  d i agnos t i cado t i ene  10 

una FTLD,  ALS  y /o  FTLD-ALS o  es tá  en  r i esgo  de  desa r ro l l a r  

una  en fe rmedad  y /o  t ras to rno  asoc iado  con  la  ag regac ión  de  

DPR.  De manera  a l t e rna t i va ,  o  además  como segundo  con t ro l ,  e l  

i nd iv i duo  de  con t ro l  no  t i ene  una  agregac ión  de  DPR,  en  e l  cua l  

una  d i f e renc ia  en t re  e l  n i ve l  de  C9ORF72 f i s i o lóg ico  u  o t ra  15 

p ro te ína  la  cua l  es  p ropensa  a  tene r  DPRs  i nse r tadas  deb ido  a 

mutac i ón  en  su  gen como e l  gen  C9ORF72 mutada y /o  las  

C9ORF72-DPRs  ag regadas  y  e l  pa t rón  de  re fe renc ia  i nd ica  que 

e l  i nd iv i duo  que va  que va  a  se r  d i agnos t i cado t i ene  una 

en fe rmedad  y /o  t ras to rno  asoc iado con  DPR,  t a l  como FTLD,  20 

ALS  y /o  FTLD-ALS o  es tá  en  r iesgo de  desa r ro l l a r  una  

en fe rmedad  y /o  t ras to rno  asoc iado  con  l as  DPR.  De p re fe renc ia ,  

e l  i nd iv iduo  que va  a  se r  d i agnos t i cado  y  e l  i nd iv iduo  o  los  
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i nd iv i duos  de  con t ro l  t i enen  la  m isma  edad.  La  mues t ra  que  se  

va  a  ana l i za r  puede se r  cua lqu ie r  f l u ido  co rpora l  que  se  

sospecha con t iene  p ro te ínas  de  DPR de manera  pa to lóg ica  ta l es  

como C9ORF72-DPR ag regadas ,  po r  e jemplo  sang re ,  p l asma 

sangu íneo ,  sue ro  sanguíneo,  o r i na ,  f l u i do  per i t onea l ,  sa l i va  o  5 

f l u i do  ce reb roesp ina l  (CSF) .  

 E l  n i ve l  de  C9ORF72 f i s io l óg i ca  o  p ro te ína  s im i l a r  y /o  DPR 

ag regadas  ta l es  como C9ORF72-DPRs se  puede eva luar  

u t i l i zando  cua lqu ie r  método ap rop iado conoc ido  en  l a  técn ica  

que comprende,  po r  e jemplo ,  ana l i za r  l as  DPRs  y /o  la  p ro te ína  10 

que i ncorpora  DPRs  ta l  como C9ORF72 med ian te  una  o  más  

técn icas  que  se  e l i gen  a  pa r t i r  de  Wes te rn  b l o t ,  

i nmunoprec ip i tac ión ,  p rueba  de  i nmunoso rbente  l i gado  a  enz ima  

(ELISA) ,  rad io i nmunoensayo  (R IA ) ,  c l as i f i cac i ón  de  cé lu l as  

ac t i vadas  po r  f l uo rescenc ia  (FACS) ,  e l ec t ro fo res is  en  ge l  15 

b id imens iona l ,  espec t romet r ía  de  masas  (MS) ,  

i on izac ión /deso rc ión  de  láse r  as is t i da  con  ma t r i z - t i empo  de  

vue lo -MS (MALDI -TOF) ,  i on i zac i ón  de  deso rc ión  de  láse r  

i nc rementada en  supe r f i c ie - t i empo  de  vue lo  (SELDI -TOF) ,  

c romatog ra f ía  l í qu i da  de  a l t o  rend imien to  (HPLC) ,  c romatogra f ía  20 

l íqu ida  de  p ro te ína  ráp ida  (FPLC) ,  c romatog ra f ía  l í qu i da  

mu l t i d imens iona l  segu ida  po r  espec t romet r ía  de  masas  en 

tándem (MS/MS)  y  dens i tome t r ía  láse r .  De  p re fe renc ia ,  d i cha  



Capi tu lo  Desc r i p t i vo  
PCT/EP2015 /072516 
Marzo  24 ,  2017 
 

255  

fo rmac ión  de  imagen i n  v i vo  de  DPRs comprende 

cen te l l eog ra f ía ,  tomogra f ía  de  emis i ón  de  pos i t rones  (PET) ,  

t omogra f ía  de  emis i ón  de  fo tón  ind iv idua l  (SPECT) ,  f o rmac ión  

de  imagen óp t i ca  con  i n f ra r ro j o  cercano (N IR)  o  f o rmac ión  de  

imagen po r  resonanc ia  magné t i ca  (MRI ) .  5 

 Po r  l o  t an to  en  una  moda l i dad ,  se  p rovee un  an t i cue rpo  de  

l a  p resente  invenc ión  o  una  mo lécu la  de  un ión  a  DPR que  t i ene  

sus tanc ia lmen te  l as  mismas  espec i f i c i dades  de  un ión  de 

cua lqu ie ra  de  los  m ismos ,  e l  po l i nuc l eó t ido ,  e l  vec to r  o  la  cé lu l a  

como se  de f i n ió  en  l a  p resen te  so l i c i t ud  an te r io rmen te  o  una 10 

compos ic i ón  fa rmacéut i ca  o  de  d i agnós t i co  que  comprende 

cua lqu ie ra  de  l os  mismos  pa ra  usa rse  en  e l  t ra tamien to  

p ro f i l ác t i co ,  t ra tam ien to  te rapéu t i co  y /o  pa ra  mon i to rea r  e l  

avance  o  respues ta  a l  t ra tam ien to  de  una  en fe rmedad o  

t ras to rno  re l ac i onado con  la  p ro te ína  de  DPR ag regada.  Po r  l o  15 

tan to ,  l a  p resen te  i nvenc ión  también  se  re f ie re  a  un  mé todo pa ra  

d iagnos t i ca r  o  mon i to rea r  e l  avance  de  una en fe rmedad  o  

t ras to rno  re l ac ionado con  p ro te ínas  de  DPR ( ta l  como FTLD y  

ALS)  en  un  ind iv i duo ,  e l  método comprende  de termina r  l a  

p resenc ia  de  p ro te ínas  de  DPR en  una mues t ra  p roven ien te  de l  20 

i nd iv i duo  que va  a  se r  d iagnos t i cado con  po r  l o  menos  un 

an t i cue rpo  de  la  p resen te  i nvenc ión  o  una mo lécu la  de  un ión  a  

DPR que t i ene  sus tanc ia lmen te  las  mismas  espec i f i c i dades  de  
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un ión  de  cua lqu ie ra  de  l os  mismos ,  en  e l  cua l  l a  p resenc ia  de  

DPRs ta l es  como C9ORF72 mu tada  y  l as  espec ies  C9ORF72-

DPR ag regadas  es  ind ica t i va  respec to  a  l a  en fe rmedad  o 

t ras to rno .  En  una  moda l idad ,  se  p rovee  d i cho  mé todo  para  

d iagnos t i ca r  o  mon i to rear  e l  avance de  en fe rmedades  y /o  5 

t ras to rnos  asoc iados  a  DPR en un  ind iv i duo ,  e l  mé todo 

comprende de te rmina r  l a  p resenc ia  de  DPRs,  t a l  como C9ORF72 

mutada  y  las  fo rmas  ag regadas  de l  m ismo  en  una  mues t ra  

p roven ien te  de l  i nd iv iduo  que  va  a  ser  d i agnos t i cado con  po r  l o  

menos  un  an t i cue rpo  de  l a  p resente  i nvenc ión  o  una  mo lécu la  de  10 

un ión  a  DPR que t i ene  sus tanc ia lmen te  las  mi smas 

espec i f i c idades  de  un ión  de  cua lqu ie ra  de  l os  mismos ,  en  e l  

cua l  l a  p resenc ia  de  DPR,  t a l  como C9ORF72  mutada  y /o  

C9ORF72-DPRs  mutadas  es  i nd ica t i va  para  en fe rmedades  p re -

s i n tomát i cas ,  p rod rómicas  o  c l í n i cas  y /o  t ras to rnos  asoc iados  15 

con  DPR,  un  inc remen to  de l  n i ve l  de  ag regados  de  DPR,  en 

pa r t i cu l a r  C9ORF72-DPRs en  comparac ión  con  e l  n i ve l  de 

C9ORF72 f i s io l óg ico  s i n  DPRs o  en  comparac ión  con  una 

mues t ra  de  re fe renc ia  ob ten ida  a  pa r t i r  de  un  ind iv iduo  de  

con t ro l  sano  o  una mues t ra  de  con t ro l  p roven ien te  de l  m i smo 20 

i nd iv i duo  es  i nd ica t i va  respec to  a l  avance  de  en fe rmedades  pre -

s i n tomát i cas ,  p rod rómicas  o  es tab lec i das  y /o  t ras to rnos  

asoc iados  con  DPRs ta l  como FTLD y  ALS .  Se rá  ap rec iado  po r  
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cua lqu ie r  expe r to  en  l a  técn ica  que  en  una moda l i dad  d icho 

método  se  u t i l i za  t ambién  pa ra  e l  d iagnós t i co  o  pa ra  mon i to rear  

e l  avance  de  cua lqu ie r  o t ra  en fe rmedad  o  t ras to rno  a  pa r t i r  de l  

g rupo  de  t ras to rnos  re lac i onados  con  DPR y  p ro te ínas  que 

con t ienen DPR,  respec t i vamente ,  como se  de f i n ió  en  la  p resen te  5 

so l i c i t ud  an te r io rmen te .  

 Ta l  como se  i nd icó  an te r i o rmen te ,  l os  an t i cue rpos  de  la  

p resen te  invenc ión  y  l as  mo lécu las  de  la  m isma espec i f i c idad  de  

un ión  que los  an t i cue rpos  se  pueden u t i l i za r  no  so lamente  i n  

v i t ro  s i no  también  i n  v i vo ,  en  l as  cua les  además  de  l as  10 

ap l i cac iones  d i agnós t i cas ,  se  pueden pe rsegu i r  ap l i cac i ones  

te rapéut i cas .  Po r  l o  tan to  en  una  moda l i dad ,  l a  p resen te  

i nvenc ión  también  se  re f i e re  a  una  mo lécu la  de  un ión  a  DPR que 

comprende po r  l o  menos  una  CDR de  un  an t i cue rpo  de  la  

p resen te  i nvenc ión  pa ra  l a  p repa rac ión  de  una compos ic i ón  para  15 

l a  de tecc ión  de  o  d i recc ionamien to  i n  v i vo  de  un  agen te  

te rapéut i co  y /o  de  d iagnós t i co  pa ra  DPR,  de  p re fe renc ia  

C9ORF72-DPRs  en  e l  cue rpo  humano o  an ima l .  Los  agentes  

te rapéut i cos  y /o  de  d iagnós t i co  po tenc ia les  se  pueden e leg i r  

en t re  las  enumerac iones  no  exhaus t i vas  de  los  agentes  20 

te rapéut i cos  ú t i l es  en  e l  t ra tamien to  de  en fe rmedades  y /o  

t ras to rnos  asoc iados  con  DPR y  marcas  po tenc ia les  como se  

i nd icó  en  la  p resen te  so l i c i tud  an te r i o rmen te  en  la  p resente  



Capi tu lo  Desc r i p t i vo  
PCT/EP2015 /072516 
Marzo  24 ,  2017 
 

258  

memor ia .  Con  respec to  a  l a  f o rmac ión  de  imágenes  i n  v i vo ,  en 

una moda l i dad  pre fe r i da  l a  p resen te  i nvenc ión  p rovee d icha 

mo lécu la  de  un ión  a  DPR que  comprende  po r  l o  menos  una  CDR 

de un  an t i cue rpo  de  la  p resente  i nvenc ión ,  en  l a  cua l  d i cha  

fo rmac ión  de  imagen i n  v i vo  comprende  cen te l l eog ra f ía ,  5 

t omogra f ía  de  em is ión  de  pos i t rones  (PET) ,  t omogra f ía  de  

emis i ón  de  fo tón  ind iv i dua l  (SPECT) ,  f o rmac ión  de  imagen 

óp t i ca  con  in f ra r ro jo  ce rcano (NIR)  o  f o rmac ión  de  imagen po r  

resonanc ia  magné t i ca  (MRI ) .  En  una moda l i dad  ad ic iona l ,  l a  

p resen te  i nvenc ión  también  p rovee d icha  mo lécu la  de  un ión  a  10 

DPR que comprende  por  l o  menos  una  CDR de  un  an t i cue rpo  de 

l a  p resente  invenc ión ,  o  d i cha  mo lécu la  pa ra  l a  p repa rac ión  de  

una compos ic i ón  pa ra  los  métodos  de  fo rmac ión  de  imágenes  i n  

v i vo  espec i f i cados  an te r io rmen te ,  para  usa rse  en  e l  mé todo pa ra  

d iagnos t i ca r  o  mon i to rea r  e l  avance  de  una en fe rmedad  o  15 

t ras to rno  re l ac i onado con  p ro te ína  de  DPR en un  i nd iv i duo ,  

como se  de f in i ó  en  l a  p resen te  so l i c i tud  an te r i o rmen te .  

 En  es te  con tex to ,  l a  p resente  invenc ión  se  re f ie re  t ambién  

a  un  k i t  ú t i l  en  e l  d i agnós t i co  o  mon i to reo  de l  avance de  

en fe rmedades  y /o  t ras to rnos  asoc iados  con  DPR y  p ro te ínas  que 20 

con t ienen DPR,  d i cho  k i t  comprende por  l o  menos  un  an t i cue rpo  

de  la  p resen te  invenc ión  o  una  mo lécu la  de  un ión  a  DPR que 

t i ene  sus tanc ia lmen te  l as  mismas  espec i f i c idades  de  un ión  de  
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cua lqu ie ra  de  los  m ismos ,  e l  po l i nuc l eó t ido ,  e l  vec to r  o  la  cé lu l a  

y /o  e l  pép t i do  como se  de f i n ie ron  respec t i vamen te  en  l a  

p resen te  so l i c i tud  an te r i o rmen te ,  opc iona lmente  con  reac t i vos  

y /o  ins t rucc i ones  de  uso .  

 La  desc r ipc i ón  an te r io r  desc r i be  en  té rminos  genera les  l a  5 

p resen te  invenc ión .  A  menos  que  se  i nd i que  l o  con t ra r i o ,  un 

té rmino  ta l  como se  u t i l i za  en  l a  p resente  so l i c i tud  t i ene  l a  

de f in i c i ón  p rov is ta  en  e l  documen to  Ox fo rd  D i c t iona ry  o f  

B i ochemis t ry  and  Mo lecu la r  B io logy ,  Ox fo rd  Un ivers i t y  P ress ,  

1997 ,  rev ised  2000  and rep r in ted  2003,  ISBN 0  19  850673 2 .  Se  10 

c i tan  va r i os  documen tos  a  l o  l a rgo  de l  tex to  de  es ta  desc r i pc ión .  

Se  pueden  encont ra r  l as  c i t as  b ib l i og rá f i cas  comple tas  a l  f i na l  

de  l a  desc r ipc ión  que p recede  i nmed ia tamente  a  las  

re i v ind icac i ones .  Los  con ten idos  de  todas  l as  re fe renc ias  

c i tadas  ( inc l uyendo re fe renc ias  de  l a  l i te ra tu ra ,  pa ten tes  15 

emi t i das ,  so l i c i t udes  de  pa ten te  pub l i cadas  como se  c i tan  a  lo  

l a rgo  de  es ta  so l i c i tud  i nc luyendo la  secc ión  de  an teceden tes  y  

l as  espec i f i cac i ones ,  i ns t rucc iones  de l  f ab r i can te ,  e tc . )  se 

i nco rpo ran  en  la  p resente  exp resamen te  pa ra  re fe renc ia ;  s i n  

embargo ,  no  se  hace  n inguna admis i ón  respec to  a  que cua lqu ie r  20 

documen to  c i tado  sea  s i n  duda técn ica  an tecedente  en  cuan to  a  

l a  p resen te  invenc ión .  

 Se  puede  ob tene r  un  en tend imien to  más  comple to  hac iendo 



Capi tu lo  Desc r i p t i vo  
PCT/EP2015 /072516 
Marzo  24 ,  2017 
 

260  

re fe renc ia  a  l os  s i gu ien tes  e j emplos  espec í f i cos  los  cua les  se  

p roveen en  l a  p resente  so l i c i t ud  so lamente  pa ra  p ropós i tos  

i l us t ra t i vos  y  no  se  p re tende  que  l im i ten  e l  a l cance  de  l a  

i nvenc ión .  

 5 

EJEM PLOS  

 

EJEM PLO 1  

A is lamien to  e  iden t i f i cac ión  de  an t i cuerpos  an t i -p rote ína  de  

repet i c ión  de  d ipép t ido  (DPR)  10 

 

 Se  iden t i f i can  an t i cue rpos  de r i vados  de  humano  que  e l i gen  

como b lanco  p ro te ínas  de  repe t i c ión  de  d i pép t ido  (DPR) ,  

f ragmentos  de  l as  mismas ,  C9ORF72-DPRs  y /o  f ragmen tos  de  

l os  mismos  u t i l i zando  e l  método  desc r i to  en  la  so l i c i t ud 15 

i n te rnac iona l  WO 2008 /081008 cuyo  con ten ido  de  la  desc r ipc i ón  

se  i nco rpo ra  en  la  p resente  so l i c i tud  pa ra  re fe renc ia ,  con  

mod i f i cac iones .  En  par t i cu la r ,  l as  p ro te ínas  de  repe t i c i ón  de  

d ipép t ido  son  s i n te t i zadas  y  pu r i f i cadas  po r  Scha fe r -N 

(Copenhague ,  D inamarca ) :  GA 1 5 :  H-CHHHHHH(GA) 1 5 -OH;  GP 1 5 :  20 

H-C(GP) 1 5 -OH;  GR 1 5 :  H -C(GR) 1 5 -OH;  (PA) 1 5 :  H -C(PA) 1 5 -OH;  

(PR) 1 5 :  H -C(PR) 1 5 -OH.  Las  p ro te ínas  de  repe t i c ión  de  d i pép t ido 

después  se  con jugan med ian te  un  en lazador  b i func iona l  (SMCC) 
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a  se roa lbúmina  de  bov ino  (BSA) .  Pos te r io rmente ,  se  e fec túa  

p rueba ELISA d i rec ta  u t i l i zando mic rop lacas  de  96  cav idades  

(Corn ing)  reves t idas  ya  sea  con  p ro te ínas  de  repe t i c ión  de  

d ipép t ido  no  con jugadas  o  con jugadas  con  BSA o  con  BSA 

(S igma-A ld r i ch ,  Buchs ,  Su iza )  a  una  concen t rac i ón  de  5  μg /ml  5 

en  so luc i ón  amor t iguadora  pa ra  reves t im ien to  (15  mM de 

Na 2 CO 3 ,  35  mM de  NaHCO 3 ,  pH  9 .42 ) .  Los  s i t i os  de  un ión  no 

espec í f i cos  se  b l oquean du ran te  1  ho ra  a  tempera tu ra  ambien te  

con  PBS/Tween®-20 a l  0 .1% que  con t iene  BSA a l  2% (S igma-

A ld r i ch ,  Buchs ,  Su iza ) .  Se  t rans f ie re  med io  acond ic ionado pa ra  10 

cé lu l a  B  p roven ien te  de  p lacas  de  cu l t i vo  de  cé lu la  B  de 

memor ia  a  p lacas  pa ra  ELISA y  se  i ncuban du ran te  una ho ra  a  

t empera tu ra  ambien te ,  segu ido  po r  i ncubac ión  con  un  an t i cue rpo 

espec í f i co  de  Fcγ  an t i - I gG de  humano,  de  asno con jugado con  

HRP (Jackson ImmunoResearch  Labora to r i es ,  I nc . ,  Wes t  Grove ,  15 

EE.UU. )  y  un  an t i cue rpo  espec í f i co  an t i - IgA de  humano ,  de  

cab ra  con jugado  con  HRP (Jackson  ImmunoResearch  

Labora to r i es ,  I nc . ,  Wes t  G rove ,  EE.UU. ) .  La  un ión  se  de te rmina  

a  t ravés  de  l a  med ic ión  de  l a  ac t i v idad  de  HRP en  una  p rueba 

co lo r imé t r i ca  es tándar .  So lamente  los  cu l t i vos  de  cé lu la  B  que 20 

mues t ran  la  un ión  de  l os  an t i cue rpos  con ten idos  en  e l  med io  a  

DPRs pe ro  no  a  BSA se  someten  a  c l onac ión  de  an t i cue rpo .  
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EJEM PLO 2  

Dete r minac ión  de  l a  secuenc ia  de l  an t i cuerpo  

 

 Las  secuenc ia  de  aminoác ido  de  l as  reg iones  va r i ab les  de 

l os  an t i cuerpos  an t i -DPR i den t i f i cados  an te r i o rmen te  se  5 

de te rminan  tomando  como base sus  secuenc ias  de  ARNm,  véase 

f i guras  1A-1J .  B revemente ,  se  reco lec tan  cé lu las  B  v i vas  a  

pa r t i r  de  cu l t i vos  de  cé lu l a  B  de  memor i a  no  inmor ta l i zada 

se lecc i onados .  Pos te r io rmen te ,  l os  ARNm p roven ien tes  de  

cé lu l as  que  producen  l os  an t i cue rpos  an t i -DPR se lecc ionados  se  10 

ex t raen  y  se  conv ie r ten  en  ADNc,  y  l as  secuenc ias  que cod i f i can  

pa ra  las  reg iones  var i ab les  de l  an t i cue rpo  se  ampl i f i can 

med ian te  PCR,  se  c lonan  den t ro  de  vec to res  de  p lásm ido  y  se 

someten  a  secuenc iac i ón .  B revemen te ,  se  u t i l i za  una 

combinac ión  de  in i c iado res  que rep resen tan  todas  las  fami l i as  15 

de  secuenc ia  de l  repe r to r io  de  l í nea  ge rmina l  de  

i nmunog lobu l i na  de  humano  pa ra  l as  amp l i f i cac i ones  de 

pépt i dos  l í de r ,  segmen tos  V  y  segmen tos  J .  La  p r imera  ronda de 

amp l i f i cac ión  se  e fec túa  u t i l i zando in i c iado res  espec í f i cos  de  

pépt i do  l í de r  en  e l  ex t remo  5 ’  e  i n i c iado res  espec í f i cos  de  la  20 

reg ión  cons tan te  en  e l  ex t remo  3 ’  (Smi th  e t  a l . ,  Na t  P ro toc .  4  

(2009 ) ,  372 -384 ) .  Pa ra  l as  cadenas  pesadas  y  l as  cadenas  

l i ge ras  kappa,  l a  segunda  ronda de  ampl i f i cac i ón  se  e fec túa  
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u t i l i zando  in i c iadores  espec í f i cos  de  segmen to  V  en  e l  ex t remo 

5 ’  e  i n i c iado res  espec í f i cos  de  segmen to  J  en  e l  ex t remo  3 ’ .  

Pa ra  l as  cadenas  l i ge ras  lambda ,  l a  segunda ronda de  

amp l i f i cac ión  se  e fec túa  u t i l i zando in i c iado res  espec í f i cos  de  

segmento  V  en  e l  ex t remo  5 ’  y  un  i n i c i ado r  espec í f i co  de  reg ión  5 

C  en  e l  ex t remo 3 ’  (Marks  e t  a l . ,  Mo l .  B io l .  222  (1991) ,  581 -597 ;  

de  Haard  e t  a l . ,  J .  B io l .  Chem.  26  (1999) ,  18218-18230) .  

 La  i den t i f i cac ión  de l  c l on  de  an t i cue rpo  con  la  

espec i f i c idad  deseada  se  e fec túa  vo lv iendo a  tamizar  en  ELISA 

después  de  la  expres i ón  recomb inan te  de  an t i cue rpos  10 

comple tos .  La  exp res i ón  recombinan te  de  an t i cue rpos  de  IgG1 

de  humano  comple tos  se  log ra  después  de  l a  i nse rc i ón  de  las  

secuenc ias  de  la  cadena  pesada  y  l i ge ra  va r i ab le  "en  e l  marco  

de  l ec tu ra  co r rec to"  den t ro  de  vec to res  de  expres ión  que 

complementan  la  secuenc ia  de  la  reg ión  va r iab le  con  una 15 

secuenc ia  que cod i f i ca  pa ra  un  pép t i do  l íde r  en  e l  ex t remo 5 ’  y  

en  e l  ex t remo  3 ’  con  una secuenc ia  que  cod i f i ca  para  e l  o  l os  

domin ios  cons tan tes  ap rop iados .  Pa ra  ese  f i n  l os  i n i c i ado res  

con t ienen s i t i os  de  res t r i cc i ón  d iseñados  pa ra  fac i l i t a r  l a  

c l onac ión  de  l as  secuenc ias  de  l a  cadena  pesada  y  l i ge ra  20 

var iab le  dent ro  de  vec to res  de  exp res i ón  de  an t i cue rpo .  Las  

i nmunog lobu l i nas  de  l a  cadena  pesada se  exp resan i nse r tando 

e l  p roduc to  de  RT-PCR de  l a  cadena  pesada  de  inmunog lobu l i na  



Capi tu lo  Desc r i p t i vo  
PCT/EP2015 /072516 
Marzo  24 ,  2017 
 

264  

en  e l  marco  den t ro  de  un  vec to r  de  exp res ión  de  l a  cadena 

pesada que  po r ta  un  pép t ido  de  seña l  y  l os  domin ios  cons tan tes  

de  i nmunog lobu l ina  gamma 1  de  humano  o  de  ra tón .  Las  

i nmunog lobu l i nas  de  la  cadena l i gera  kappa se  exp resan 

i nse r tando e l  p roduc to  de  RT-PCR de  l a  cadena  l i ge ra  kappa en  5 

e l  marco  den t ro  de  un  vec to r  de  exp res i ón  de  la  cadena l i ge ra  

que p rovee un  pép t ido  de  seña l  y  e l  domin io  cons tan te  de  

i nmunog lobu l i na  de  l a  cadena l i ge ra  kappa de  humano .  Las 

i nmunog lobu l i nas  de  la  cadena  l i ge ra  lambda  se  expresan 

i nse r tando e l  p roduc to  de  RT-PCR de l a  cadena l i ge ra  l ambda 10 

en  e l  marco  den t ro  de  un  vec to r  de  exp res ión  de  l a  cadena 

l i ge ra  l ambda que  p rovee un  pépt ido  de  seña l  y  e l  domin io  

cons tan te  de  inmunog lobu l ina  de  la  cadena  l i ge ra  lambda  de 

humano  o  de  ra tón .  

 Se  ob t i enen an t i cue rpos  monoc lona les  recombinan tes  15 

func iona les  después  de  l a  co- t rans fecc ión  en  cé lu las  HEK 293 o  

CHO (o  cua lqu ie r  o t ra  l ínea  ce lu l a r  recep to ra  ap rop iada de  

o r i gen  humano o  de  ra tón )  de  un  vec to r  de  exp res i ón  de  la  

cadena pesada  de  Ig  y  un  vec to r  de  expres i ón  de  la  cadena 

l i ge ra  de  Ig  kappa o  lambda .  E l  an t i cuerpo  monoc lonal  20 

recombinante  de  humano  pos te r io rmen te  se  pu r i f i ca  a  pa r t i r  de l  

med io  acond ic i onado u t i l i zando  una  pu r i f i cac ión  en  co lumna  con 

P ro te ína  A  es tánda r .  E l  an t i cue rpo  monoc lona l  recomb inan te  de  
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humano se  puede p roduc i r  en  can t i dades  i l im i tadas  u t i l i zando 

cé lu l as  t rans fec tadas  ya  sea  de  manera  t rans i t o r ia  o  es tab le .  

Las  l íneas  ce lu la res  que  p roducen  an t i cue rpo  monoc lona l  

recombinante  de  humano se  pueden es tab lece r  ya  sea  u t i l i zando 

l os  vec to res  de  exp res ión  de  Ig  d i rec tamente  o  vo lv iendo a 5 

c l ona r  l as  reg iones  va r iab les  de  Ig  den t ro  de  vec to res  de 

exp res ión  d i fe ren tes .  También  se  pueden  genera r  de r i vados  

ta l es  como F(ab ) ,  F (ab )2  y  scFv  a  pa r t i r  de  d i chas  reg iones  

var iab les  de  Ig .  

 La  es t ruc tu ra  base  y  las  reg iones  de te rminan tes  de  10 

complementa r iedad  se  de te rminan med ian te  comparac ión  con  

secuenc ias  de  an t i cue rpo  de  re fe renc ia  d i spon ib les  en  bases  de  

da tos  ta les  como Abys is  (h t tp : / /www.b io i n f .o rg .uk /abys is / ) ,  y  con  

anotac iones  u t i l i zando e l  esquema de  numerac ión  de  Kaba t  

(h t t p : / /www.b io i n f .o rg .uk /abs / ) .   15 

 

EJEM PLO 3  

Aná l i s is  de  l a  CE 5 0  med ian te  EL ISA para  p ro te ínas  de  

repet i c ión  de  d ipép t ido  de  C9or f72  

 20 

 Pa ra  de te rmina r  l a  espec i f i c idad  de  un ión  y  la  mi tad  de  la  

concen t rac i ón  e fec t i va  máx ima (CE 5 0 )  de  l os  an t i cue rpos  de  

C9or f72  recomb inan tes  der i vados  de  humano N I -308.15O7,  N I -
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308.28G1,  N I -308 .45C2 ,  NI -308.18F7 ,  NI -308.24E11 ,  NI -

308.5G2 ,  N I -308 .46E9,  NI -308.6B11 ,  N I -308 .46F8 ,NI -308.4M1,  

N I -308.12A3  y  NI -308 .16C10 pa ra  p ro te ínas  de  repe t i c ión  de  

d ipép t ido  de  C9or f72  se  e fec túa  un  aná l i s i s  de  la  CE 5 0  med ian te  

ELISA.  B revemente ,  l as  p ro te ínas  de  repe t i c ión  de  d ipép t i do  son  5 

s i n te t i zadas  y  pu r i f i cadas  po r  Schafer -N  (Copenhague ,  

D inamarca ) :  (GA) 1 5 :  H -CHHHHHH(GA) 1 5 -OH;  (GP) 1 5 :  H -C(GP) 1 5 -

OH;  (GR) 1 5 :  H -C(GR) 1 5 -OH;  (PA) 1 5 :  H -C(PA) 1 5 -OH;  (PR) 1 5 :  H -

C(PR) 1 5 -OH.  Se rev is ten  mic rop lacas  de  96  cav idades  (Corn ing  

Incorpora ted ,  Corn ing ,  EE .UU)  con  pépt i dos  de  p ro te ína  de  10 

repe t i c i ón  de  d ipép t i do  a  una  concen t rac ión  ya  sea  de  5  µ g /ml  o  

20  µ g /ml  en  so luc i ón  amor t i guadora  pa ra  reves t im ien to  (15  mM 

de Na 2 CO 3 ,  35  mM de NaHCO 3 ,  pH 9 .42 ) .  Los  s i t i os  de  un ión  no  

espec í f i cos  se  b l oquean du ran te  1  ho ra  a  tempera tu ra  ambien te  

con  PBS/Tween®-20 a l  0 .1% que  con t iene  BSA a l  2% (S igma-15 

A ld r i ch ,  Buchs ,  Su iza) .  Los  an t i cue rpos  p r imar ios  se  d i l uyen  

has ta  las  concent rac iones  ind icadas  y  se  i ncuban du ran te  1  ho ra  

a  t empera tu ra  ambien te ,  segu ido  po r  i ncubac ión  con  un  

an t i cue rpo  espec í f i co  de  Fcγ  an t i - I gG de  humano,  de  asno 

con jugado con  HRP (Jackson ImmunoResearch  Labora to r ies ,  20 

Inc . ,  Wes t  G rove ,  EE.UU. ) .  La  un ión  se  de te rmina  a  t ravés  de  la  

med ic ión  de  la  ac t i v idad  de  HRP en una  p rueba co lo r imé t r i ca  

es tánda r .  Los  va lo res  de  CE 5 0  se  es t iman  med ian te  reg res ión  no  
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l i nea r  u t i l i zando e l  so f tware  G raphPad P r i sm (San D iego,  

EE.UU. ) .  La  espec i f i c idad  de  un ión  y  la  CE 5 0  de  an t i cue rpos  

de r i vados  de  humano pa ra  las  pépt idos  de  p ro te ína  de  

repe t i c i ón  de  d ipép t i do  de  C9or f72  (GA) 1 5 ,  (GP) 1 5 ,  (GR) 1 5 ,  (PA) 1 5  

y  (PR) 1 5  se  de te rminan med ian te  EL ISA  i nd i rec ta .  Los  5 

an t i cue rpos  NI -308 .15O7,  N I -308 .28G1,  NI -308.45C2 y  N I -

308.18F7 reconocen exc lus ivamente  la  p ro te ína  de  DPR po l i -GA 

con  a f i n idades  de  un ión  en  e l  i n te rva lo  subnanomolar  o  

nanomola r  ba jo  ( f i gu ras  2A-2E) .  E l  an t i cue rpo  N I -308 .24E11  se 

une espec í f i camen te  a  l a  p ro te ína  de  DPR po l i -PR con una CE 5 0  10 

nanomola r  ba ja  ( f i gu ras  2A y  2F)  mien t ras  que e l  an t i cue rpo  NI -

308.16C10 reconoce de  manera  p re fe renc ia l  l a  p ro te ína  de  DPR 

po l i -PR con  una  CE 5 0  nanomolar  ba ja  y  también  se  une  con  una 

a f i n idad  más  ba ja  a  l a  p ro te ína  de  DPR po l i -GA ( f i gu ras  2A  y  

2M) .  Los  an t i cue rpos  N I -308 .5G2,  N I -308.12A3 y  N I -308 .46E9 15 

reconocen  de  manera  p re fe renc ia l  l a  p ro te ína  de  DPR po l i -GP 

con  CE 5 0  subnanomo la r  y  nanomolar  ba ja ,  respec t i vamen te  y  

t ambién  se  une  con  a f i n idades  más  ba jas  a  DPR po l i -GA  ( f i gu ras  

2A,  2G ,  2L  y  2H) .  E l  an t i cuerpo  NI -308.6B11  mues t ra  un ión  a  

mú l t i p l es  p ro te ínas  de  DPR,  e l i g i endo como b lanco  a  po l i -GR,  20 

po l i -GA  y  po l i -PR,  con  l a  a f i n idad  más  a l ta  pa ra  p ro te ína  de  

DPR po l i -GR ( f i guras  2A  y  2 I ) .  Se  obse rva  un  pa t rón  de  un ión 

s im i la r  pa ra  NI -308.46F8 aunque a  una a f in idad  más  ba ja  
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( f i gu ras  2A y  2J ) .  E l  an t i cue rpo  NI -308 .4M1 reconoce de  manera 

p re fe renc ia l  l a  p ro te ína  de  DPR po l i -PA  con  CE 5 0  subnanomolar  

y  también  se  une con  una a f i n idad  más  ba ja  a  la  p ro te ína  de  

DPR po l i -GA ( f i guras  2A  y  2K) .  En  conc lus ión ,  l os  aná l i s i s  de l  

repe r to r i o  i nmune  de  a l t o  rend im ien to  de  pob lac i ones  de 5 

donadores  humanos  de  edad  avanzada sanos  med ian te  t amizado 

con  RTM™ conduce a  la  c l onac ión  ex i tosa  y  a  l a  p roducc ión  

recombinante  de  an t i cuerpos  monoc lona les  de  humano que 

e l i gen  como b lanco  DPRs  asoc iadas  con  expans ión  de  

hexanuc leó t i do  de  C9or f72  con  a l t a  a f in i dad .  Los  an t i cue rpos 10 

recombinantes  de  humano  son  se lec t i vos  ya  sea  para  una  DPR 

i nd iv i dua l  o  e l i gen  como b lanco  mú l t i p l es  espec ies  -  deb ido  

po tenc ia lmente  a  un  aminoác ido  compar t i do  común  en  l as  

repe t i c i ones .   

 15 

EJEM PLO 4  

Af in idad  de  un ión  a  pép t idos  de  DPR copu lados  a  BS A  

 

 Pa ra  de te rmina r  l a  espec i f i c idad  de  un ión  y  la  mi tad  de  la  

concen t rac i ón  e fec t i va  máx ima (CE 5 0 )  de  l os  an t i cue rpos  de  20 

C9or f72  recomb inan tes  der i vados  de  humano N I -308.15O7,  N I -

308.28G1,  N I -308 .45C2 ,  NI -308.18F7 ,  NI -308.24E11 ,  NI -

308.5G2 ,  NI -308.46E9,  NI -308.6B11 ,  N I -308 .46F8 ,  N I -308.4M1,  
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N I -308.12A3  y  NI -308 .16C10 pa ra  p ro te ínas  de  repe t i c ión  de  

d ipép t ido  de  C9or f72  copu ladas  a  se roa lbúmina  de  bov ino  (BSA)  

se  e fec túa  un  aná l i s i s  de  l a  CE 5 0  med ian te  EL ISA.  B revemente,  

l as  p ro te ínas  de  repe t i c i ón  de  d i pép t i do  son  s i n te t i zadas  y  

pu r i f i cadas  po r  Scha fe r -N (Copenhague ,  D inamarca ) :  (GA) 1 5 :  H -5 

CHHHHHH(GA) 1 5 -OH;  (GP) 1 5 :  H -C(GP) 1 5 -OH;  (GR) 1 5 :  H -C(GR) 1 5 -

OH;  (PA) 1 5 :  H -C(PA) 1 5 -OH;  (PR) 1 5 :  H -C(PR) 1 5 -OH.  Los  pépt i dos  

de  p ro te ína  de  DPR después  se  con jugan  med ian te  un  en lazador  

b i f unc iona l  (SMCC)  a  se roa lbúmina  de  bov ino  (BSA) .  Se  rev is ten  

m ic rop lacas  de  96  cav idades  (Corn ing  Inco rpo ra ted ,  Co rn ing,  10 

EE.UU. )  con  pép t i dos  de  p ro te ína  de  repe t i c ión  de  d ipép t i do  

copu lados  a  BSA o  no  copu lados  a  una concen t rac ión  ya  sea  de 

5  µ g /ml  o r  20  µ g /ml  en  so luc ión  amor t iguadora  pa ra  

reves t im ien to  (15  mM Na 2 CO 3 ,  35  mM NaHCO 3 ,  pH  9 .42 ) .  Los  

s i t i os  de  un ión  no  espec í f i cos  se  b loquean du ran te  1  hora  a 15 

tempera tu ra  ambien te  con  PBS/Tween®-20  a l  0 .1% que  con t iene  

BSA a l  2% (S igma-A ld r i ch ,  Buchs ,  Su iza ) .  Los  an t i cue rpos  

p r imar i os  se  d i l uyen  has ta  las  concen t rac i ones  ind icadas  y  se 

i ncuban 1  ho ra  a  t empera tu ra  ambien te ,  segu ido  po r  i ncubac ión  

con  un  an t i cue rpo  espec í f i co  de  Fcγ  an t i - I gG de  humano ,  de  20 

asno  con jugado con  HRP (Jackson  ImmunoResearch  

Labora to r i es ,  I nc . ,  Wes t  G rove ,  EE.UU. ) .  La  un ión  se  de te rmina  

a  t ravés  de  l a  med ic ión  de  l a  ac t i v idad  de  HRP en  una  p rueba 
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co lo r imé t r i ca  es tándar .  Los  va lo res  de  CE 5 0  se  es t iman  med ian te  

reg res i ón  no  l i near  u t i l i zando  e l  so f twa re  G raphPad Pr i sm (San 

D iego ,  EE .UU. ) .  Se  de te rminan las  a f i n idades  de  un ión  

comparab les  pa ra  DPRs copu ladas  a  BSA y  no  copu lados  pa ra  

l os  an t i cue rpos  N I -308.18F7,  NI -308.15O7,  N I -308.28G1,  NI -5 

308.5G2 ,  N I -308 .46E9,  NI -308.4M1 y  N I -308 .12A3 ( f i gu ras  3A-

3D,  3G ,  3H,  3K ,  3L ) .  Los  an t i cue rpos  N I -308.45C2,  NI -

308.24E11 y  NI -308 .16C10  mues t ran  una  a f in i dad  reduc ida  pa ra 

l os  pép t idos  de  DPR copu lados  a  BSA respec t i vos  ( f i guras  3A,  

3E,  3F  y  3M)  m ien t ras  que  los  an t i cue rpos  N I -308.6B11  y  N I -10 

308.46F8 no  se  unen  a  DPRs  copu ladas  a  BSA ba jo  es tas  

cond ic iones  expe r imenta les  ( f i guras  3A,  3 I  y  3J ) .  En  conc lus ión ,  

l a  mayor ía  de  los  an t i cue rpos  de  DPR de humano  pueden  

reconoce r  pép t idos  de  DPR copu lados  a  l a  p ro te ína  veh ícu loa  de  

BSA con  a f i n idades  comparab les  con  pépt i dos  reves t i dos  de  15 

manera  h i d ro fób ica .  Las  a f in i dades  de  un ión  más  ba jas  

obse rvadas  pa ra  cand ida tos  i nd i v idua les  pod r ía  debe rse  a  una 

pobre  e f i c i enc ia  de  copu lac ión  de  pép t idos  de  DPR ind iv i dua les  

a  BSA,  a  una  d i fe ren te  con fo rmac ión  después  de  copu lac ión  a 

BSA o  una i nacces ib i l i dad  es té r i ca  de l  ep í tope  después  de  20 

copu lac i ón  qu ímica  d i r i g i da  a  s i t i o  a l  veh ícu lo .  

 

EJEM PLO 5  
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Anál i s is  de  l a  espec i f i c idad  de  un ión  a  p ro te ínas  

ami lo idogén icas  no  re lac ionadas  

 Pa ra  de te rmina r  l a  espec i f i c idad  de  ob je t i vo  de  los  

an t i cue rpos  recombinantes  N I -308 .15O7,  NI -308.28G1,  NI -

308.45C2 ,  N I -308 .18F7,  N I -308.24E11,  NI -308.5G2 ,  N I -5 

308.46E9,  N I -308 .6B11 y  N I -308 .46F8  se  e fec túa  ELISA 

i nd i rec ta  de  l a  s igu ien te  manera .  Se  rev is ten  mic rop lacas  de  96  

cav idades  (Corn ing )  con  d i f e ren tes  p ro te ínas  ob je t i vo  a  una 

concen t rac i ón  de  1 -10  μg/m l  en  so luc i ón  amor t i guadora  pa ra  

reves t im ien to  (15  mM de Na 2 CO 3 ,  35  mM de NaHCO 3 ,  pH  9 .42 ) .  10 

Los  s i t i os  de  un ión  no  espec í f i cos  se  b l oquean du ran te  1  ho ra  a 

t empera tu ra  ambien te  con  PBS/Tween®-20  a l  0 .1% que  con t iene  

BSA a l  2% (S igma-A ld r i ch ,  Buchs ,  Su iza ) .  Los  an t i cue rpos  N I -

308.15O7,  N I -308 .28G1,  NI -308 .45C2 ,  NI -308.18F7 ,  NI -

308.24E11,  NI -308 .5G2,  NI -308.46E9,  N I -308 .6B11 y  N I -15 

308.46F8 se  d i l uyen  a  una  concent rac ión  de  20  nM y  se  i ncuban  

1  ho ra  a  t empera tu ra  amb ien te .  La  un ión  se  de te rmina  u t i l i zando 

an t i cue rpo  espec í f i co  de  Fcγ  an t i - I gG de  humano,  de  asno 

con jugado con  HRP (Jackson ImmunoResearch  Labora to r ies ,  

I nc . ,  Wes t  G rove ,  EE .UU. )  segu ido  por  l a  med ic i ón  de  l a  20 

ac t i v i dad  de  HRP en una  p rueba  co lo r imé t r i ca  es tándar .  Las  

seña les  pa ra  l a  p ro te ína  ob je t i vo  se  ca lcu lan  en  i nc remen to  en  

número  de  veces  po r  enc ima de  l a  med iana .  La  de te rm inac ión  de  
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l a  espec i f i c i dad  de  ob je t i vo  de  los  an t i cue rpos  de r i vados  de  

humano  N I -308 .15O7,  NI -308.28G1,  NI -308.45C2,  N I -308 .18F7 ,  

N I -308.24E11,  N I -308 .5G2 ,  NI -308.46E9 ,  N I -308 .6B11  y  N I -

308.46F8 med ian te  ELISA  ind i rec ta  eva lúa  l a  un ión  de  

an t i cue rpo  a  p ro te ínas  de  repe t i c ión  de  d ipép t ido  de  C9or f72  y  5 

se is  p ro te ínas  fo rmadoras  de  ami l o ide  no  re l ac ionadas  (PHFTau,  

Tau,  TDP-43 ,  TTR,  f lAPP and HTT) .  Como se  mues t ra  en  las  

f i guras  4A-4 I  l os  an t i cue rpos  de r i vados  de  humano  NI -308 .15O7,  

N I -308.28G1,  N I -308.45C2 ,  NI -308 .18F7 ,  N I -308 .24E11,  NI -

308.5G2 ,  NI -308 .6B11 y  NI -308.46F8  reve lan  su  espec i f i c idad  10 

de  un ión  a l t a  a  pépt idos  de  DPR con  reac t i v idad  c ruzada 

ausen te  o  mín ima a  p ro te ínas  ami lo idogén icas  no  re l ac ionadas  

pa ra  l a  mayor ía  de  l os  cand ida tos  ( f i guras  4A-4F,  4H  y  4 I ) .  Para 

e l  an t i cue rpo  N I -308 .46E9 se  de tec ta  una  seña l  f ue ra  de  

ob je t i vo  e levada  pa ra  va r ios  ana l i t os  ( f i gu ra  4G) .   15 

 

 

EJEM PLO 6  

Aná l i s is  Weste rn  b lo t  de  p ro te ínas  de  repet i c ión  de 

d ipép t ido  de  C9or f72  20 

 

 Pa ra  de te rmina r  l a  espec i f i c i dad  de  un ión  de  l os  

an t i cue rpos  de  C9or f72  recombinantes  de r i vados  de  humano N I -
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308.15O7,  N I -308 .28G1,  NI -308 .45C2 ,  NI -308.18F7 ,  NI -

308.24E11,  NI -308.5G2 ,  N I -308 .46E9,  NI -308.6B11,  NI -

308.46F8,  N I -308 .4M1,  N I -308 .12A3  y  N I -308 .16C10  pa ra  

p ro te ínas  de  repe t i c i ón  de  d ipép t i do  de  C9or f72  se  e fec túa  

aná l i s i s  i nmunob lo t .  Los  pépt i dos  de  p ro te ína  de  repe t i c ión  de 5 

d ipép t ido  son  s i n te t i zados  y  pu r i f i cados  po r  Scha fe r -N 

(Copenhague ,  D inamarca) :  (GA) 1 5 :  H -CHHHHHH(GA) 1 5 -OH;  

(GP) 1 5 :  H -C(GP) 1 5 -OH;  (GR) 1 5 :  H -C(GR) 1 5 -OH;  (PA) 1 5 :  H -C(PA) 1 5 -

OH;  (PR) 1 5 :  H -C(PR) 1 5 -OH.  Los  pép t i dos  de  p ro te ína  de  DPR 

después  se  con jugan med ian te  un  en lazador  b i func iona l  (SMCC) 10 

a  se roa lbúmina  de  bov ino  (BSA) .  B revemente ,  l os  pépt i dos  de 

p ro te ína  de  repe t i c i ón  de  d i pép t ido  con jugados  con  BSA (0 .5  µ g )  

se  resue lven  med ian te  SDS-PAGE en  g rad ien te  (Novex® B is -T r i s  

NuPAGE® 4 -12%;  L i f e  Techno log ies  Eu rope  B .V . ,  Zug ,  Su iza )  

u t i l i zando  so luc ión  amor t i guadora  pa ra  co r r i da  Novex® 15 

NuPAGE® MES SDS complementada con  an t i ox i dan te  (L i f e  

Techno log ies  Eu rope B .V . ,  Zug,  Su iza ) .  Las  p ro te ínas  resue l tas  

después  se  someten  a  e l ec t rob lo t t i ng  (Novex® Semi -Dry  B lo t te r ,  

1  ho ra ,  25V)  en  membranas  de  PVDF ac t i vadas  con  metano l  

(Membranas  pa ra  t rans fe renc ia  Immobi l on®-P ,  Merck  &  C ie,  20 

Scha f fhausen ,  Su iza)  med ian te  e l  uso  de  so luc i ón  amor t i guadora  

pa ra  t rans fe renc ia  Novex® NuPAGE® 2x  (L i f e  Techno log ies  

Eu rope  B .V . ,  Zug ,  Su iza ) .  Los  s i t i os  de  un ión  no  espec í f i cos  se  
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b loquean du ran te  t oda  l a  noche  a  4°C (o  de  manera  a l t e rna t i va  

du ran te  1  ho ra  a  t empera tu ra  ambien te )  con  PBS/Tween®-20 a l  

0 .1% que  con t i ene  BSA a l  2% (S igma-A ld r i ch ,  Buchs ,  Su iza )  

(PBST) .  Los  an t i cue rpos  NI -308  se  d i l uyen  ya  sea  a  una 

concen t rac i ón  de  10  nM o  100  nM y  se  i ncuban  du ran te  1  ho ra  a  5 

t empera tu ra  ambien te  (o  de  manera  a l t e rna t i va  du ran te  toda  la  

noche a  4°C) .  Las  membranas  se  l avan t res  veces  en  PBST 

du ran te  15  min  a  t empera tu ra  ambien te  y  después  se  i ncuban 

con  un  an t i cue rpo  espec í f i co  de  Fcγ  an t i - I gG de  humano ,  de  

asno con jugado  con  HRP (d i l uc i ón  1 :20000 ó  1 :10000 ,  Jackson 10 

ImmunoResearch  Labora to r i es ,  Inc . ,  Wes t  Grove ,  EE.UU. )  

du ran te  1  ho ra  a  t empera tu ra  ambien te .  La  un ión  de  an t i cuerpo  

se  de te rmina  med ian te  desa r ro l l o  de  membrana u t i l i zando ECL y  

de tecc i ón  con  ImageQuant  350  (GE Hea l thca re ,  O te l f i ngen ,  

Su iza) .  15 

 La  espec i f i c idad  de  un ión  de  los  an t i cue rpos  de r i vados  de  

humano  a  p ro te ínas  de  repe t i c ión  de  d i pép t ido  de  C9or f72  

copu ladas  a  BSA (GA) 1 5 ,  (GP) 1 5 ,  (GR) 1 5 ,  (PA) 1 5  y  (PR) 1 5  se  

de te rmina  med ian te  aná l i s i s  Wes tern  b lo t .  Los  an t i cue rpos  N I -

308.15O7,  NI -308.18F7,  N I -308 .28G1 y  NI -308.45C2 reconocen 20 

exc lus ivamente  l a  p ro te ína  de  DPR po l i -GA  ( f i gu ras  5A-5D) .  Los 

an t i cue rpos  N I -308.24E11 y  N I .308 -16C10 se  unen 

espec í f i camente  a  la  p ro te ína  de  DPR i nd iv idua l  po l i -PR ( f i gu ras  
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5E  y  5J ) ,  con  e l  an t i cue rpo  N I -308 .16C10 reconoc iendo 

ad ic i ona lmen te  DPR po l i -GA  ( f i gu ra  5J ) .  Los  an t i cue rpos  N I -

308.5G2 ,  N I .308 -12A3 y  NI -308.46E9 e l i gen  como b lanco  

espec í f i camente  a  po l i -GP  ( f i gu ras  5F ,  5G y  5 I ) ,  con  e l  

an t i cue rpo  NI -308.5G2 reconoc iendo  ad ic i ona lmen te  DPR po l i -5 

GA ( f i gu ra  5F) .  E l  an t i cue rpo  NI -308.4M1 reconoce 

exc lus ivamente  la  p ro te ína  de  DPR po l i -PA ( f i gu ra  5H) .  Pa ra  los  

an t i cue rpos  N I -308 .6B11  y  NI -308.46F8  no  se  de tec ta  n inguna 

un ión  a  DPRs  copu ladas  a  BSA med ian te  aná l i s i s  Wes te rn  b lo t  

ba jo  l as  cond ic i ones  expe r imenta les  se lecc i onadas  (da tos  no 10 

mos t rados ) .  En  conc lus ión ,  l a  mayor ía  de  los  an t i cue rpos  de  

DPR de C9or f72  de r i vados  de  humano pueden reconoce r  

pép t i dos  de  DPR copu lados  a  BSA después  de  aná l i s i s  SDS 

PAGE y  Wes te rn  b lo t .  Los  pa t rones  de  un ión  observados  son  

cons is ten tes  con  l os  resu l tados  ob ten idos  med ian te  aná l i s i s  15 

ELISA.  

 

EJEM PLO 7  

Aná l i s is  de  un ión  en  so luc ión  a  DPRs de  C 9or f72  me d ian te  

inmunoprec ip i tac ión  20 

 

 Pa ra  eva lua r  l a  un ión  en  so luc ión  de  los  an t i cue rpos  de  

DPR de C9or f72  recombinan tes  de r i vados  de  humano  N I -
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308.15O7,  N I -308 .28G1,  NI -308 .45C2 ,  NI -308.18F7 ,  NI -

308.24E11y  N I -308.6B11  med ian te  i nmunoprec ip i t ac ión.  

B revemente ,  l as  p ro te ínas  de  repe t i c i ón  de  d i pép t ido  son 

s i n te t i zadas  y  pu r i f i cadas  po r  Schafer -N  (Copenhagen ,  

D inamarca ) :  (GA) 1 5 :  H -CHHHHHH(GA) 1 5 -OH;  (GP) 1 5 :  H -C(GP) 1 5 -5 

OH;  (GR) 1 5 :  H -C(GR) 1 5 -OH;  (PA) 1 5 :  H -C(PA) 1 5 -OH;  (PR) 1 5 :  H -

C(PR) 1 5 -OH.  Se  d i l uyen  c inco  mic rog ramos  de  pép t i dos  de 

p ro te ína  de  repe t i c i ón  de  d i pép t ido  no  copu lados  a  BSA en  500 

µ l  de  PBS,  pH 7 .4  (G ibco®,  L i fe  Techno log ies  Eu rope  B .V . ,  Zug ,  

Su iza)  has ta  una  concen t rac i ón  f i na l  de  10  µ g /ml .  Las  mues t ras  10 

de  pépt i dos  de  p ro te ína  de  DPR se  p re -adso rben  con  25  µ l  de  

p ro te ína  A  Dynabeads® (Novex®;  L i fe  Techno log ies  Eu rope 

B .V . ,  Zug,  Su iza )  med ian te  i ncubac ión  a  4°C du ran te  30  min  en 

una p l a ta fo rma  g i ra to r ia .  Se  agregan  1  ó  10  µ g  de  los  

an t i cue rpos  se lecc i onados  a  las  mues t ras  p re-adso rb idas  y  se 15 

i ncuban du ran te  toda  la  noche a  4°C en  una p la ta fo rma 

g i ra to r ia .  Se  cap tu ran  comple jos  inmunes  med ian te  la  ad ic i ón  de  

25  µ l  de  p ro te ína  A -Dynabeads  e  incubac ión  a  4°C du ran te  2 

ho ras  en  una p l a ta fo rma g i ra to r i a .  Los  g lóbu los  se  l avan  de 

con fo rm idad con  las  ins t rucc i ones  de l  fab r i can te ,  se  suspenden 20 

en  so luc i ón  amor t i guadora  pa ra  mues t ra  y  se  ca l ien tan  a  95°C 

du ran te  3  minu tos .  Pa ra  e l  aná l i s i s  Wes te rn  B lo t ,  l os  comple j os  

i nmunes  y  los  pép t i dos  de  p ro te ína  de  DPR no copu lados  (500 
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ng )  se  resue lven  med ian te  SDS-PAGE (Novex® B is -T r i s  

NuPAGE® 12%;  L i f e  Techno log ies  Eu rope  B .V . ,  Zug ,  Su iza )  

u t i l i zando  so luc ión  amor t i guadora  pa ra  co r r i da  Novex® 

NuPAGE® MES SDS (L i f e  Techno log ies  Eu rope B .V . ,  Zug,  

Su iza)  ba jo  cond ic i ones  no  reduc to ras .  Las  p ro te ínas  resue l tas  5 

se  someten  a  e l ec t rob lo t t i ng  (Novex® Semi -Dry  B lo t te r ,  1  ho ra ,  

25V)  en  membranas  de  PVDF ac t i vadas  con  metano l  (Membrana 

pa ra  t rans fe renc ia  Immobi l on®-P,  Merck  &  C ie ,  Scha f fhausen,  

Su iza)  en  so luc ión  amor t i guadora  pa ra  t rans fe renc ia  Novex® 

NuPAGE® (L i f e  Techno log ies  Europe B .V . ,  Zug ,  Su iza) .  Los  10 

s i t i os  de  un ión  no  espec í f i cos  se  b loquean  du ran te  toda  l a  

noche a  4°C con PBS/Tween®-20 a l  0 .1% que con t i ene  BSA a l  

2% (S igma-  A ld r i ch ,  Buchs ,  Su iza)  (PBST) .  Las  p ro te ínas  de 

DPR se  reve lan  med ian te  incubac ión  du ran te  1  hora  a  

t empera tu ra  ambien te  con  los  s i gu ien tes  an t i cue rpos  de  15 

de tecc i ón :  (GA) 1 5 :  N I -308 .28G1,  10  nM;  (PR) 1 5 :  N I -308 .24E11,  

100  nM;  (GR) 1 5 :  c lon  an t i -C9ORF72/C9RANT 5A5,  d i l uc i ón  

1 :5000  (MABN778 ,  Merck  &  C ie ,  Scha f fhausen,  Su iza) .  Las  

membranas  se  l avan  t res  veces  en  PBST du ran te  15  min  a 

t empera tu ra  ambien te  y  se  i ncuban  ya  sea  con  un  an t i cuerpo  20 

espec í f i co  de  Fcγ  an t i - I gG de  humano,  de  asno con jugado con  

HRP (d i l uc i ón  1 :10000 ,  Jackson  ImmunoResearch  Labora to r i es ,  

I nc . ,  Wes t  Grove ,  EE.UU. )  o  un  an t i cue rpo  an t i -kappa  de  ra ta ,  
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de  ra tón  con jugado con  HRP (d i l uc i ón  1 :10000 ,  

Sou the rnB io tech ,  B i rmingham,  EE .UU. )  du ran te  1  ho ra  a  

t empera tu ra  ambien te .  Las  membranas  se  desa r ro l l an  u t i l i zando 

ECL  y  de tecc ión  con  ImageQuan t  350  (GE Hea l thca re ,  

O te l f i ngen,  Su iza ) .  Los  an t i cue rpos  N I -308.15O7,  NI -308.18F7,  5 

N I -308.45C2 y  N I -308 .28G1 captu ran  l os  pép t i dos  de  p ro te ína  

de  DPR po l i -GA en  so luc i ón  ( f i gu ra  6A)  mien t ras  que  los  

an t i cue rpos  NI -308 .24E11  y  N I -308 .6B11  p rec ip i tan  po l i -PR y  

po l i -GR,  respec t i vamen te  ( f i gu ras  6B y  6C) .  E l  an t i cue rpo  de  

con t ro l  de  i so t ipo  NI -43A11 s í  p rec i p i t a  cua lqu ie ra  de  l os  10 

pépt i dos  de  p ro te ína  de  DPR ana l i zados  ( f i gu ras  6A-6C) .  En  

conc lus ión ,  l os  an t i cue rpos  de  DPR de C9or f72  der i vados  de  

humano se  pueden  un i r  a  y  p rec ip i t a r  pép t i dos  de  p ro te ína  de  

DPR en  so luc i ón .  

 15 

EJEM PLO 8  

Car ac t er i zac ión  de  l a  un ión  depend ien te  de  l a  longi tud  de  l a  

repet i c ión  med ia n te  EL ISA ind i rec ta  

 

 Pa ra  de te rmina r  l a  a f i n idad  de  un ión  de  l os  an t i cue rpos  20 

recombinantes  der i vados  de  humano N I -308 .15O7,  NI -308.28G1,  

N I -308.45C2 ,  NI -308 .18F7 ,  NI -308 .24E11,  N I -308 .5G2 ,  N I -

308.46E9,  NI -308.6B11 ,  y  N I -302 .4M1 a  DPRs  de  C9or f72  de  
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d i f e ren tes  tamaños  de  repet i c ión  se  e fec túa  un  aná l i s i s  de  la  

CE 5 0  med ian te  ELISA .  Brevemen te ,  l as  p ro te ínas  de  repe t i c ión 

de  d ipép t i do  son  s in te t i zadas  y  pu r i f i cadas  po r  Schafe r -N 

(Copenhagen ,  D inamarca ) :  GA 2 0 :  H- (GA) 2 0 HHHHHH-NH 2 ;  GA 1 0 :  

H - (GA) 1 0 HHHHHH-NH 2 ;  GA 6 :  H - (GA) 6 HHHHHH-NH 2 ;  GA 5 :  H -5 

(GA) 5 HHHHHH-NH 2 ;  GA 4 :  H - (GA) 4 HHHHHH-NH 2 ;  GA 3 :  H -

(GA) 3 HHHHHH-NH 2 ;  GA 2 :  H - (GA) 2 HHHHHH-NH 2 ;  GP 2 0 :  H -

(GP) 2 0 HHHHHH-NH 2 ;  GP 1 0 :  H - (GP) 1 0 HHHHHH-NH 2 ;  GP 6 :  H-

(GP) 6 HHHHHH-NH 2 ;  GP 5 :  H - (GP) 5 HHHHHH-NH 2 ;  GP 4 :  H -

(GP) 4 HHHHHH-NH 2 ;  GP 3 :  H - (GP) 3 HHHHHH-NH 2 ;  GP 2 :  H -10 

(GP) 2 HHHHHH-NH 2 .  GR 2 0 :  H - (GR) 2 0 HHHHHH-NH 2 ;  GR 1 0 :  H -

(GR) 1 0 HHHHHH-NH 2 ;  GR 6 :  H - (GR) 6 HHHHHH-NH 2 ;  GR 5 :  H -

(GR) 5 HHHHHH-NH 2 ;  GR 4 :  H - (GR) 4 HHHHHH-NH 2 ;  GR 3 :  H-

(GR) 3 HHHHHH-NH 2 ;  GR 2 :  H - (GR) 2 HHHHHH-NH 2 ;  PA 2 0 :  H -

(PA) 2 0 HHHHHH-NH 2 ;  PA 1 0 :  H - (PA) 1 0 HHHHHH-NH 2 ;  PA 6 :  H -15 

(PA) 6 HHHHHH-NH 2 ;  PA 5 :  H - (PA) 5 HHHHHH-NH 2 ;  PA 4 :  H-

(PA) 4 HHHHHH-NH 2 ;  PA 3 :  H - (PA) 3 HHHHHH-NH 2 ;  PA 2 :  H-

(PA) 2 HHHHHH-NH 2 ;  PR 2 0 :  H - (PR) 2 0 HHHHHH-NH 2 ;  PR 1 0 :  H -

(PR) 1 0 HHHHHH-NH 2 ;  PR 6 :  H - (PR) 6 HHHHHH-NH 2 ;  PR 5 :  H -

(PR) 5 HHHHHH-NH 2 ;  PR 4 :  H - (PR) 4 HHHHHH-NH 2 ;  PR 3 :  H -20 

(PR) 3 HHHHHH-NH 2 ;  PR 2 :  H- (PR) 2 HHHHHH-NH 2 .  Se  rev is ten 

m ic rop lacas  de  96  cav idades  (Corn ing  Inco rpo ra ted ,  Co rn ing,  

EE.UU. )  con  pép t i dos  de  p ro te ína  de  repe t i c ión  de  d ipép t ido  a 
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una concent rac ión  de  50  µ g /ml  en  so luc i ón  amor t i guadora  pa ra  

reves t im ien to  (15  mM de Na 2 CO 3 ,  35  mM de NaHCO 3 ,  pH  9 .42 ) .  

Los  s i t i os  de  un ión  no  espec í f i cos  se  b l oquean du ran te  1  ho ra  a 

t empera tu ra  ambien te  con  PBS/Tween®-20  a l  0 .1% que  con t iene  

BSA a l  2% (S igma-A ld r i ch ,  Buchs ,  Su iza ) .  Los  an t i cue rpos  5 

p r imar i os  se  d i l uyen  has ta  las  concen t rac i ones  ind icadas  y  se 

i ncuban 1  ho ra  a  t empera tu ra  ambien te ,  segu ido  po r  i ncubac ión  

con  un  an t i cue rpo  espec í f i co  de  Fcγ  an t i - I gG de  humano ,  de  

asno  con jugado con  HRP (Jackson  ImmunoResearch  

Labora to r i es ,  I nc . ,  Wes t  G rove ,  EE.UU. ) .  La  un ión  se  de te rmina  10 

a  t ravés  de  l a  med ic ión  de  l a  ac t i v idad  de  HRP en  una  p rueba 

co lo r imé t r i ca  es tándar .  Los  va lo res  de  CE 5 0  se  es t iman  med ian te  

reg res i ón  no  l i near  u t i l i zando  e l  so f twa re  G raphPad Pr i sm (San 

D iego ,  EE.UU. ) .   

 La  a f in idad  de  un ión  de  los  an t i cuerpos  NI -308 15 

se lecc i onados  pa ra  p ro te ínas  de  DPR de C9or f72  con  l ong i t udes  

de  repe t i c i ón  d i f e ren tes  se  de te rmina  después  de  reves t im ien to  

con  pép t ido  h id ro fób ico  med ian te  ELISA i nd i rec ta .  Los  

an t i cue rpos  NI -308 .15O7 y  N I -308.28G1 requ ie ren  un  mín imo  de  

5  repe t i c i ones  de  d ipép t ido  GA mien t ras  que  los  an t i cue rpos  N I -20 

308.18F7 y  N I -308 .45C2 requ ie ren  po r  l o  menos  6  repe t i c i ones  

de  GA pa ra  una  pr imera  un ión  de  a f i n idad  ba ja  de tec tab le  a  una  

CE 5 0  > 100 nM ( f i gu ras  7A,  7F-7 I ) .  La  un ión  de  a f in i dad  a l ta  se  
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de tec ta  pa ra  l as  DPRs  po l i -GA que  a lbe rgan 10  ó  20 

repe t i c i ones  de  (GA) ,  re f le j ada  en  una  CE 5 0  en  e l  i n te rva lo  

subnanomola r  o  nanomola r  ba jo  ( f i gu ras  7A,  7C-7 I ) .  Los  

an t i cue rpos  N I -308 .5G2 y  NI -308.46E9 requ ie ren  un  mín imo de  5  

y  10  repe t i c iones  de  GP,  respec t i vamen te  ( f i gu ras  7B,  7J  y  7N) .  5 

La  un ión  de  a f i n idad  a l t a  para  és tos  ú l t imos  2  an t i cue rpos  se  

de tec ta  so l amen te  en  l ong i t udes  de  repe t i c ión  expand ida  para 

pépt i dos  de  p ro te ína  de  DPR po l i -GP  que  a l be rgan  10  y  20 

repe t i c i ones .  Además ,  e l  an t i cue rpo  N I -308 .5G2  requ ie re  un  

mín imo  de  6  repe t i c i ones  de  d i pép t i do  GA pa ra  una  p r imera  10 

un ión  de  a f i n i dad  ba ja  de tec tab le  a  una CE 5 0  >100  nM ( f i gu ras  

7A y  7K) .  La  un ión  de  a f in i dad  a l ta  se  de tec ta  pa ra  l as  DPRs 

po l i -GA  que a l be rgan 10  ó  20  repe t i c i ones  de  (GA) ,  re f l e jada  en  

una CE 5 0  en  e l  i n te rva lo  nanomola r  ba jo  ( f i gu ras  7A y  7K) .  E l  

an t i cue rpo  N I -308.6B11  requ ie re  un  mín imo de  3  repe t i c iones  de  15 

GR ( f i gu ras  7C y  7L) .  La  un ión  de  a f i n idad  a l ta  para  es te  

an t i cue rpo  se  de tec ta  pa ra  pépt i dos  de  p ro te ína  de  DPR po l i -GR 

que a lbe rgan  po r  l o  menos  5  repe t i c i ones  de  d i pép t ido  GR 

( f i gu ras  7C y  7L ) .  Además ,  e l  an t i cue rpo  N I -308 .6B11  requ ie re  

un  mín imo de  6  repe t i c i ones  de  d ipép t i do  GA pa ra  una p r imera 20 

un ión  de  a f in i dad  ba ja  de tec tab le  a  una CE 5 0  >100 nM ( f i gura  7A 

y  7M) .  La  un ión  de  a f in idad  a l ta  se  de tec ta  pa ra  los  DPRs po l i -

GA  que  a l be rgan  10  ó  20  repe t i c i ones  de  (GA) ,  re f le jada  en  una 



Capi tu lo  Desc r i p t i vo  
PCT/EP2015 /072516 
Marzo  24 ,  2017 
 

282  

CE 5 0  en  e l  i n te rva lo  nanomola r  ba jo  ( f i gu ras  7A y  7M) .  E l  

an t i cue rpo  NI -308.24E11  requ ie re  un  mín imo de  6  repe t i c iones  

de  d i pép t i do  PR ( f i gu ras  7D y  7O)  mien t ras  que  e l  an t i cue rpo  N I -

308.4M1 requ ie re  po r  l o  menos  5  repe t i c iones  de  PA ( f i gu ras  7E 

y  7P)  pa ra  una p r imera  un ión  de  a f i n idad  ba ja  de tec tab le  a  una  5 

CE 5 0  >100  nM o  a  una  a f in i dad  de  un ión  nanomolar  de  dos  

d íg i t os ,  respec t i vamen te .  La  un ión  de  a f in i dad  a l ta  pa ra  és tos  

ú l t imos  2  an t i cue rpos  se  de tec ta  so l amen te  pa ra  l ong i tudes  de  

repe t i c i ón  expand ida  pa ra  l as  DPRs  po l i -PR y  po l i -PA  que 

a lbe rgan 10  ó  20  repe t i c i ones ,  respec t i vamen te ,  re f l e jada  en  10 

una CE 5 0  en  e l  i n te rva lo  nanomola r  ba jo  o  subnanomolar  ( f i gu ras  

7D,  7E,  7O y  7P) .  En  conc lus i ón ,  l os  an t i cue rpos  de  DPR de 

C9or f72  de r i vados  de  humano mues t ran  una un ión  depend ien te  

de  l a  l ong i tud  de  l a  repe t i c ión  a  DPRs con un ión  ausen te  a  

t amaños  de  repe t i c i ón  co r tos  y  un ión  de  a f i n i dad  a l ta  15 

p re fe renc ia l  a  repe t i c i ones  de  d ipép t ido  ex tend idas .  

 

EJEM PLO 9  

Car ac t er i zac ión  de  l a  un ión  depend ien te  de  l a  longi tud  de  l a  

repet i c ión  med ia n te  EL ISA de  em paredado  20 

 

 Pa ra  de te rmina r  l a  a f i n idad  de  un ión  de  l os  an t i cue rpos  

recombinantes  der i vados  de  humano N I -308 .15O7,  NI -308.28G1,  
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N I -308.18F7 y  NI -308.5G2 pa ra  p ro te ínas  de  repe t i c i ón  de  

d ipép t ido  de  C9or f72  de  d i f e ren tes  tamaños  de  repet i c i ón .  

B revemente ,  l os  pép t idos  de  p ro te ína  de  repe t i c i ón  de  d ipép t i do  

marcados  con  H is  son  s i n te t i zados  y  pu r i f i cados  por  Scha fe r -N 

(Copenhague ,  D inamarca ) :  GA 2 0 :  H- (GA) 2 0 HHHHHH-NH 2 ;  GA 1 0 :  5 

H- (GA) 1 0 HHHHHH-NH 2 ;  GA 6 :  H - (GA) 6 HHHHHH-NH 2 ;  GA 5 :  H -

(GA) 5 HHHHHH-NH 2 ;  GA 4 :  H - (GA) 4 HHHHHH-NH 2 ;  GA 3 :  H -

(GA) 3 HHHHHH-NH 2 ;  GA 2 :  H - (GA) 2 HHHHHH-NH 2 ;  GP 2 0 :  H -

(GP) 2 0 HHHHHH-NH 2 ;  GP 1 0 :  H - (GP) 1 0 HHHHHH-NH 2 ;  GP 6 :  H-

(GP) 6 HHHHHH-NH 2 ;  GP 5 :  H - (GP) 5 HHHHHH-NH 2 ;  GP 4 :  H -10 

(GP) 4 HHHHHH-NH 2 ;  GP 3 :  H - (GP) 3 HHHHHH-NH 2 ;  GP 2 :  H -

(GP) 2 HHHHHH-NH 2 .  Se  rev is ten  mic rop lacas  de  96  cav idades  

(Corn ing  Inco rpo ra ted ,  Co rn ing ,  EE .UU. )  con  an t i cue rpo  an t i -

marca  de  H is  monoc lona l  de  ra tón  (Taka ra  B io  Eu rope /C lon tech ,  

Sa in t -Germain -en -Laye,  F ranc ia )  a  una  concen t rac ión  de  10 15 

µ g /ml  en  so luc ión  amor t i guadora  pa ra  reves t im ien to  (15  mM de 

Na 2 CO 3 ,  35  mM de  NaHCO 3 ,  pH  9 .42 )  du ran te  t oda  l a  noche  a  

4°C.  Los  s i t i os  de  un ión  no  espec í f i cos  se  b l oquean  du ran te  1  

ho ra  a  t empera tu ra  ambien te  con  PBS/Tween®-20  a l  0 .1% que 

con t iene  BSA a l  2% (S igma-A ld r i ch ,  Buchs ,  Su iza ) .  después  de  20 

un  paso  de  lavado ,  se  ag regan pépt idos  de  p ro te ína  de  DPR de 

C9or f72  marcados  con  H is  a  concent rac i ón  i gua l  ya  sea  de  1  µ M 

o  5  µ M en  PBS (pH 7 .4 )  pa ra  cap tu ra  de  ob je t i vo  med ian te  e l  
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an t i cue rpo  an t i -marca  de  H is  du ran te  1  ho ra  a  tempera tu ra 

amb ien te .  Después  de  un  paso  de  l avado  ad ic i ona l ,  l os  

an t i cue rpos  NI -308  se  d i l uyen  en  PBS/Tween®-20 a l  0 .1% que 

con t iene  BSA a l  2% (S igma-A ld r i ch ,  Buchs ,  Su iza )  has ta  l as  

concen t rac i ones  ind icadas  y  se  incuban  1  hora  a  tempera tu ra  5 

amb ien te .  Los  an t i cue rpos  que  se  unen  a  pép t idos  de  p ro te ína 

de  DPR son  de tec tados  med ian te  un  an t i cue rpo  espec í f i co  de 

Fcγ  an t i - I gG de  humano ,  de  asno con jugado con  HRP a  una 

d i l uc i ón  de  1 :5000 (Jackson ImmunoResearch  Labora to r i es ,  I nc . ,  

Wes t  G rove ,  EE.UU. )  du ran te  1  ho ra  a  t empera tu ra  amb ien te .  La  10 

un ión  se  de te rmina  a  t ravés  de  la  med ic ión  de  l a  ac t i v idad  de  

HRP en una p rueba co lo r imé t r i ca  es tánda r .  Los  va lo res  de  CE 5 0  

se  es t iman med ian te  reg res i ón  no  l i nea r  u t i l i zando  e l  so f twa re  

G raphPad  P r i sm (San  D iego ,  EE .UU. ) .  La  a f in i dad  de  un ión  de  

l os  an t i cue rpos  NI -308  se lecc i onados  para  p ro te ínas  de  DPR de 15 

C9or f72  con  l ong i tudes  de  repe t i c ión  d i f e ren tes  se  de te rmina  

después  de  cap tura  de  l a  marca  H is  de  las  p ro te ínas  de  DPR 

med ian te  ELISA de  emparedado.  Los  an t i cue rpos  N I -308.1507 ,  

N I -308.18F7,  N I -308 .28G1 requ ie ren  un  mín imo  de  10 

repe t i c i ones  de  GA para  l a  un ión  en  so luc i ón  a  l os  pép t idos  de  20 

p ro te ína  de  DPR po l i -GA  ( f i guras  8A ,  8C-8E) .  Las  a f in idades  de  

un ión  pa ra  los  an t i cue rpos  NI -308.18F7 y  NI -308.28G1 es tán  en  

e l  i n te rva lo  subnanomola r  y  son  equ iva len tes  tan to  pa ra  los  
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pépt i dos  de  p ro te ína  de  DPR (GA) 1 0  como (GA) 2 0  ( f i gu ras  8A,  8D 

y  8E) .  E l  an t i cue rpo  NI -308 .15O7 mues t ra  una  un ión  de  a f i n idad  

a l t a  so lamente  pa ra  e l  pép t ido  de  la  p ro te ína  de  DPR (GA) 2 0  

expand ido  ( f i gu ras  8A y  8C) .  E l  an t i cue rpo  N I -308 .5G2 mues t ra  

una dependenc ia  de  un ión  s im i l a r  en  long i t udes  de  repe t i c ión  de  5 

DPR po l i -GP  expand idas  con  una  un ión  s ign i f i ca t i va  i n i c iando 

so lamente  a  l as  20  repe t i c iones  de  GP ( f i gu ras  8B y  8F) .  En  

conc lus ión ,  l os  an t i cue rpos  de  DPR de C9or f72  der i vados  de  

humano  mues t ran  una  un ión  depend ien te  de  la  l ong i tud  de  

repe t i c i ón  p ronunc iada  para  DPRs  con  un ión  ausen te  pa ra  10 

repe t i c i ones  co r tas  y  un ión  de  a f i n idad  a l t a  p re fe renc ia l  a  

repe t i c i ones  de  d ipép t i do  ex tend idas .  La  se lec t i v i dad  obse rvada 

pa ra  DPRs expand idas  es  i nc l uso  más  p ronunc iada después  de  

cap tu ra  de  an t ígeno en  comparac ión  con  pép t idos  reves t i dos  de  

manera  h id ro fób ica  (E jemplo  9 ) .  15 

 

 

 

EJEM PLO 10  

Aná l i s is  de  l a  un ión  a  DPR de  C9or f72  monom ér ic as  y  20 

agregad as  

 

 Pa ra  de te rmina r  l a  espec i f i c idad  de  un ión  y  la  mi tad  de  la  
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concen t rac i ón  e fec t i va  máx ima  (CE 5 0 )  de  l os  an t i cue rpos  NI -

308.18F7 y  N I -308 .15O7 recombinan tes  de r i vados  de  humano  a 

p ro te ínas  de  repe t i c i ón  de  d i pép t i do  de  C9or f72  GA 

monomér icas  y  agregadas .  

 5 

 Métodos  

 Pép t ido  de  p ro te ína  de  repe t i c ión  de  d i pép t i do  de  C9or f72  

 La  p ro te ína  de  repe t i c i ón  de  d ipép t i do  (GA) 2 0  (H-

(GA) 2 0 HHHHHH-NH 2 )  es  s in te t i zada  y  pu r i f i cada  por  Scha fe r -N 

(Copenhague ,  D inamarca ) .  Se  d isue lve  e l  pép t i do  l i o f i l i zado  a  10 

una concen t rac i ón  de  10  mg/ml  en  DMSO (S igma-A ld r i ch ,  Buchs ,  

Su iza) .  

 

 Generac ión  de  p repa rac iones  monomér icas  y  f i b r i l a res  

ag regadas  de  pép t i do  de  p ro te ína  de  DPR (GA) 2 0  15 

 Pa ra  ob tene r  una  p repa rac ión  de  p ro te ína  de  DPR 

monomér ica ,  se  d i sue lven  pépt i dos  (GA) 2 0  a  una  concent rac ión  

de  200  µ g /ml  en  so luc i ón  de  amor t iguador  de  ca rbona to  (15  mM 

de Na 2 CO 3 ,  35  mM de  NaHCO 3 ,  pH 9 .42 )  y  se  conge lan  

i nmed ia tamen te  a  -80°C.  Para  ob tener  ag regados  de  DPR,  se  20 

d isue lven  pép t idos  (GA) 2 0  a  una  concent rac ión  de  200  µ g /ml  en  

so luc i ón  amor t i guadora  de  ace ta to  de  sod io  (50  mM de 

C 2 H 3 O 2 Na,  100 mM de KCl  y  1  mM de EDTA,  pH 3 .0 )  y  se  
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i ncuban  duran te  72  ho ras  a  t empera tu ra  ambien te  con  ag i tac ión 

(600  rpm) .  Las  p reparac iones  de  pép t ido  se  a lmacenan  a  -80°C 

has ta  que  se  u t i l i zan .  

 

 M ic roscop ía  de  t ransmis ión  de  e l ec t rones  5 

 Las  mues t ras  se  adso rben sobre  re j i l l as  de  cob re 

reves t idas  con  carbono  con  desca rga  luminosa .  E l  exceso  de  la  

mues t ra  se  re t i ra  secando  con  pape l  f i l t ro .  Las  re j i l l as  se  t i ñen 

con  2% (p /v )  de  ace ta to  de  u ran i l o  du ran te  1  min  y  e l  exceso  de  

ace ta to  de  u ran i lo  se  lava  con  agua des ion izada  des t i l ada .  Las  10 

re j i l l as  se  secan  a l  a i re  y  se  ob t ienen  imágenes  u t i l i zando  un  

m ic roscop io  de  t ransmis ión  de  e l ec t rones  Ph i l i ps  CM100 con un  

vo l t a je  de  ace le rac i ón  de  100 kV.  

 

 EL ISA ind i rec ta  15 

 Se  rev is ten  mic rop lacas  de  96  cav idades  (Corn ing  

Incorpora ted ,  Co rn ing ,  EE .UU. )  con  p repa rac iones  de  pép t ido  de  

p ro te ína  de  DPR (GA) 2 0  monomér ico  y  ag regado a  una 

concen t rac i ón  de  5  µ g /ml  en  so luc i ón  amor t iguadora  para 

reves t im ien to  (15  mM de Na 2 CO 3 ,  35  mM de NaHCO 3 ,  pH  9 .42 ) .  20 

Los  s i t i os  de  un ión  no  espec í f i cos  se  b l oquean du ran te  1  ho ra  a 

t empera tu ra  ambien te  con  PBS/Tween®-20  a l  0 .1% que  con t iene  

BSA a l  2% (S igma-A ld r i ch ,  Buchs ,  Su iza ) .  Los  an t i cue rpos  
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p r imar i os  se  d i l uyen  has ta  las  concen t rac i ones  ind icadas  y  se 

i ncuban 1  ho ra  a  t empera tu ra  ambien te ,  segu ido  po r  i ncubac ión  

con  un  an t i cue rpo  espec í f i co  de  Fcγ  an t i - I gG de  humano ,  de  

asno  con jugado con  HRP (Jackson  ImmunoResearch  

Labora to r i es ,  I nc . ,  Wes t  G rove ,  EE.UU. ) .  La  un ión  se  de te rmina  5 

a  t ravés  de  l a  med ic ión  de  l a  ac t i v idad  de  HRP en  una  p rueba 

co lo r imé t r i ca  es tándar .  Los  va lo res  de  CE 5 0  se  es t iman  med ian te  

reg res i ón  no  l i near  u t i l i zando  e l  so f twa re  G raphPad Pr i sm (San 

D iego ,  EE.UU. ) .  

 10 

 EL ISA en  emparedado 

 Se  rev is ten  mic rop lacas  de  96  cav idades  (Corn ing  

Incorpora ted ,  Corn ing ,  EE .UU. )  con  an t i cue rpo  an t i -marca  de  

H is  monoc lona l  de  ra tón  (Taka ra  B io  Eu rope /C lon tech ,  Sa in t -

Germain -en -Laye ,  F ranc ia )  a  una  concen t rac i ón  de  10  µ g /ml  en  15 

so luc i ón  amor t iguadora  pa ra  reves t im ien to  (15  mM de  Na 2 CO 3 ,  

35  mM de NaHCO 3 ,  pH 9 .42 )  du ran te  toda  la  noche a  4°C.  Los  

s i t i os  de  un ión  no  espec í f i cos  se  b loquean du ran te  1  hora  a 

t empera tu ra  ambien te  con  PBS/Tween®-20  a l  0 .1% que  con t iene  

BSA a l  2% (S igma-A ld r i ch ,  Buchs ,  Su iza) .  Después  de  un  paso  20 

de  l avado,  se  ag regan p repa rac iones  de  pépt i do  de  p ro te ína  de 

DPR (GA)20 marcado con  H is  a  concen t rac i ones  i gua les  de  5  µ M 

en  PBS (pH 7 .4 )  pa ra  cap tu ra  de  ob je t i vo  med ian te  e l  an t i cue rpo 



Capi tu lo  Desc r i p t i vo  
PCT/EP2015 /072516 
Marzo  24 ,  2017 
 

289  

an t i -marca  de  H is  du ran te  1  hora  a  t empera tu ra  ambien te .  

Después  de  un  paso  de  l avado  ad ic iona l ,  l os  an t i cue rpos  N I -308 

se  d i l uyen  en  PBS/Tween®-20  a l  0 .1% que  con t iene  BSA a l  2% 

(S igma-A ld r i ch ,  Buchs ,  Su iza )  has ta  las  concen t rac i ones  

i nd icadas  y  se  incuban  1  ho ra  a  t empera tu ra  ambien te .  La  un ión  5 

de l  an t i cue rpo  a  l os  pép t idos  de  p ro te ína  de  DPR se  de tec ta  

med ian te  un  an t i cue rpo  espec í f i co  de  Fcγ  an t i - IgG  de  humano,  

de  asno  con jugado  con  HRP a  una  d i l uc i ón  de  1 :5000  (Jackson 

ImmunoResearch  Labora to r i es ,  Inc . ,  Wes t  Grove ,  EE.UU. )  

du ran te  1  ho ra  a  tempera tu ra  amb ien te .  La  un ión  se  de te rmina  a 10 

t ravés  de  la  med ic i ón  de  la  ac t i v idad  de  HRP en  una p rueba 

co lo r imé t r i ca  es tándar .  Los  va lo res  de  CE 5 0  se  es t iman  med ian te  

reg res i ón  no  l i near  u t i l i zando  e l  so f twa re  G raphPad Pr i sm (San 

D iego ,  EE.UU. ) .  

 Como resu l t ado  las  p ro te ínas  de  repe t i c i ón  de  d i pép t ido 15 

(GA) 2 0  de  C9or f72  se  agregan  fác i lmen te  en  es t ruc tu ras  que  re -

ensamblan  f i b r i l l as  de  ami l o ide  después  de  enve jec im ien to  ba jo  

cond ic iones  ác idas ,  como se  reve la  med ian te  aná l i s i s  de  

m ic roscop ía  de  t ransmis ión  de  e lec t rones  ( f i gu ra  10B) .  En 

con t ras te ,  ba jo  cond ic iones  bás icas  e l  pép t i do  de  p ro te ína  de  20 

DPR (GA) 2 0  no  fo rma ag regados  f i b r i l a res  y  p robab lemente 

pe rmanece en  un  es tado  monomér ico  ( f i gu ra  10A) .  La  

espec i f i c idad  de  un ión  y  la  a f i n idad  de  un ión  (CE 5 0 )  de  l os  
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an t i cue rpos  de r i vados  de  humano N I -308 .18F7  y  N I -308.15O7 

pa ra  l as  p reparac iones  de  pépt i do  de  p ro te ína  de  DPR (GA) 2 0  de  

C9or f72  monomér ico  o  ag regado se  de te rminan med ian te  

p ruebas  de  un ión  EL ISA  i nd i rec ta  y  en  emparedado.  Ambos 

an t i cue rpos  reconocen con  a f in i dades  de  un ión  comparab les  las  5 

p repa rac iones  de  pépt i do  de  p ro te ína  (GA) 2 0 -DPR monomér ico  

as í  como también  ag regado  ( f i gu ras  9 ,  11A-11B  y  12A-12B) .  Se  

repo r ta  que l a  p ro te ína  de  repe t i c i ón  de  d ipép t ido  po l i -GA  es  l a  

espec ie  pep t íd i ca  más  p reva len te  en  C9or f72 -FTLD (Mor i  et  a l . ,  

Ac ta  Neuropatho l .  2013) .  Las  p ro te ínas  de  repe t i c ión  de  10 

d ipép t ido  (GA) 2 0  se  agregan  fác i lmen te  en  es t ruc tu ras  f i b r i l a res  

t i po  ami lo i de  después  de  enve jec imien to  ba jo  cond ic iones 

ác idas  pe ro  no  bás icas .  Los  an t i cue rpos  N I -308 .18F7 y  N I -

308.15O7 de r i vados  de  humano reconocen con  a f in i dades  de  

un ión  comparab les  las  p reparac iones  de  (GA) 2 0 -DPR 15 

monomér ica  as í  como tamb ién  agregada en  dos  p ruebas  de  

un ión  i ndepend ien tes .  D ichos  an t i cue rpos ,  po r  l o  t an to ,  son  

cand ida tos  ap rop iados  para  e l eg i r  como b lanco  p ro te ínas  de  

DPR GA pato l óg icas  en  una  con fo rmac ión  so lub le  as í  como 

también  no  so lub le .  20 

 

EJEM PLO 11  

Aná l i s is  de  l a  in tegr idad  de l  an t i cuerpo  med ian te  S DS PAG E  
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 Pa ra  eva lua r  l a  pu reza  e  in teg r idad  de  los  an t i cue rpos  NI -

308 recombinantes  de  humano.  B revemen te ,  se  exp resan 

an t i cue rpos  NI -308 de  humano med ian te  t rans fecc i ones 

t rans i t o r ias  de  cé lu l as  CHO-S  y  se  pu r i f i can  med ian te 5 

pu r i f i cac i ón  po r  a f in i dad  con  p ro te ína  A  en  un  s i s tema  FPLC 

(ÄKTApur i f i e r ;  GE  Hea l thca re  L i f e  Sc iences ) .  Después  de  

desa l in i zac i ón  en  co lumna PD-10 (GE Hea l thca re  L i f e  Sc iences ) ,  

l os  an t i cuerpos  se  fo rmu lan  en  PBS.  Se resue lven  c i nco  μg  de 

an t i cue rpos  N I -308  recombinantes  de  humano pur i f i cados  ba jo  10 

cond ic iones  reduc to ras  med ian te  SDS-PAGE en g rad ien te  

(Novex® B is -T r i s  NuPAGE® 4 -12%;  L i fe  Techno log ies  Eu rope 

B .V . ,  Zug ,  Su iza )  u t i l i zando  so luc i ón  amor t iguadora  pa ra  co r r ida 

Novex® NuPAGE® MES SDS comp lementada con  an t iox i dan te  

(L i fe  Techno log ies  Eu rope B .V . ,  Zug ,  Su iza )  segu ido  po r  t i nc ión 15 

con  azu l  de  Coomass ie  (Novex® S imp lyB lueTM SafeSta in ,  L i fe  

Techno log ies  Eu rope B .V . ,  Zug,  Su iza) .  Como resu l t ado ,  e l  

aná l i s i s  SDS-PAGE ba jo  cond ic i ones  reduc to ras  de  los  

an t i cue rpos  NI -308  recombinan tes  de  humano reve la  dos  bandas  

p r i nc i pa les  que co r responden a  l as  cadenas  pesada y  l i gera  de l  20 

an t i cue rpo  de l  tamaño espe rado.  No  es  de tec tab le  n i nguna 

con taminac ión  s i gn i f i ca t i va  o  p roduc tos  deg radac ión  p ro teo l í t i ca  

( f i gu ra  13 ) .  
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EJEM PLO 12  

Aná l i s is  de  l a  un ión  a  pa to log ía  por  agregados  de  D PR en  

te j idos  cerebra le s  C9or f 72 -FTLD post  mor te m y  de  con t ro l  no  

neuro lóg icos  de  humano  5 

 

 Pa ra  eva lua r  l a  un ión  de  los  an t i cue rpos  NI -308.18F7 ,  N I -

308.15O7,  N I -308.5G2 y  N I -308 .4M1 a  p ro te ínas  de  repe t i c ión  

de  d i pép t ido  de  C9or f72  en  te j i dos  de l  ce rebe lo  pos t -mor tem 

ob ten idos  a  par t i r  de  pac ien tes  humanos  con  C9or f72-FTLD y  10 

con t ro l es  no  neu ro lóg icos .  B revemen te ,  se  p re - t ra tan  secc iones  

de  5  µ m i nc rus tadas  en  pa ra f ina ,  f i j adas  con  fo rma l i na  de 

cerebe lo  p roven ien te  de  3  pac ien tes  con  FTLD con expans iones  

de  repet i c i ón  de  hexanuc leó t i do  de  C9or f72  y  de  1  ind iv i duo  de  

con t ro l  no  neuro l óg ico  (B iOBANC HCB- IDIBAPS,  Ba rce lona,  15 

España)  pa ra  recuperac ión  de  an t ígeno  coc inando  en  so luc ión  

amor t iguadora  de  EDTA 1  mM,  pH 8 .3 ,  e  i r rad iac ión  con  

m ic roondas  du ran te  12  min  (600  W) .  La  ex t i nc i ón  de  la  ac t i v i dad  

de  pe rox idasa  endógena se  l og ra  med ian te  t ra tamien to  con  H 2 O 2  

a l  3% en me tano l  du ran te  10  min  a  t empera tu ra  amb ien te .  Los  20 

s i t i os  de  un ión  no  espec í f i cos  se  b loquean du ran te  1  hora  a 

t empera tu ra  ambien te  con  PBS/suero  a l  5% (caba l l o /cab ra) /BSA 

a l  4%.  Después  de l  paso  de  b loqueo ,  l as  secc iones  se  i ncuban 
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con  l os  an t i cue rpos  N I -308 .18F7,  NI -308.15O7,N I -308.5G2 y  N I -

308.4M1 de r i vados  de  humano a  una concen t rac i ón  de  5  nM o  

con  an t i cue rpo  de  con t ro l  C9RANT a  una  d i l uc i ón  de  1 :5000  

(Novus  B io l og ica ls ,  L i t t l e ton ,  EE.UU. )  du ran te  toda  l a  noche a  

4°C.  La  de tecc i ón  se  e fec túa  con  an t i cue rpo  an t i - IgG (H+L)  de 5 

humano ,  de  asno  b i o t i n i l ado  (d i l uc i ón  1 :350 ,  Jackson 

ImmunoResearch  Labora to r ies ,  I nc . ,  Wes t  Grove ,  EE.UU. )  o  

an t i cue rpo  secundar io  an t i -cone jo  (d i l uc i ón  1 :250 ,  Vec to r  

Labo ra to r i es ;  Bu r l i ngame,  EE .UU. )  y  l a  seña l  de l  an t i cue rpo  se  

amp l i f i ca  con  e l  k i t  Vec tas ta in  E l i te  ABC (Vec to r  Labo ra to r i es ,  10 

Bu r l i ngame,  EE.UU. )  y  se  de tec ta  con  d i aminobenc id ina  (DAB,  

The rmo Sc ien t i f i c ,  Rock fo rd ,  EE.UU. ) .  Los  po r taob je tos  se 

mon tan  u t i l i zando e l  med io  pa ra  mon ta je  Euk i t t®  (O.  K ind le r  

GmbH;  F re ibu rg ,  A leman ia ) .  La  fo rmac ión  de  imágenes  de  

campo b r i l l an te  se  e fec túa  u t i l i zando  un  escáner  de  po r taob je tos  15 

Do ts l i de  VS120 (O lympus  Schweiz  AG,  Su iza ) .  La  un ión  de  N I -

308.18F7,  N I -308 .15O7,  N I -308 .5G2 y  N I -308.4M1 a  p ro te ínas  

de  repe t i c i ón  de  d ipép t ido  de  C9or f72  pa to l óg icas  se  eva lúa  

med ian te  e l  aná l i s i s  i nmunoh is toqu ímico  de  l as  secc iones  de  

cerebe lo  p roven ien tes  de  pac ien tes  con  FTLD y  un  ind iv i duo  de  20 

con t ro l  no  neu ro lóg ico .  Como se  mues t ra  en  las  f i gu ras  14A y  

14B ,  l os  an t i cue rpos  N I -308 .18F7 ,  N I -  308 .15O7 y  N I -308.5G2 

de r i vados  de  humano reve lan  i nc lus i ones  c i top l asmát i cas  
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neurona les ,  i nc l us i ones  i n t ranuc lea res  neu rona les  y  neu r i tas  

d i s t ró f i cas  p rominen tes  en  l a  capa de  cé lu las  g ranu la res  de l  

cerebe lo  de  l os  t res  casos  con  C9or f72 -FTLD ana l i zados .  En  

con t ras te ,  e l  ce rebe lo  de  con t ro l  no  neu ro lóg ico  resu l t ó  negat i vo  

pa ra  todos  l os  an t i cue rpos  ana l i zados  ( f i gu ra  14A) .  Como se  5 

mues t ra  en  l a  f i gu ra  14C,  e l  an t i cue rpo  NI -308.4M1 reve la 

i nc lus i ones  c i top l asmát i cas  neu rona les  e  i nc lus i ones  

i n t ranuc lea res  neu rona les  en  l a  capa  de  cé lu las  g ranu la res  de l  

cerebe lo  de  un  caso  con  C9or f72 -FTLD pe ro  no  de  un  caso  de 

con t ro l  no  neu ro l óg ico .  En  conc lus ión ,  l os  an t i cuerpos  de r i vados 10 

de  humano NI -308 .18F7 ,  N I -308 .15O7,NI -308.5G2  y  N I -308.4M1 

de tec tan  espec í f i camen te  agregados  de  p ro te ína  de  repe t i c i ón  

de  d i pép t i do  de  C9or f72  en  l a  capa de  cé lu l as  g ranu la res  de l  

cerebe lo  de  los  casos  con  C9or f72 -FTLD mien t ras  que no  se  

obse rva  n i nguna t i nc i ón  en  e l  cerebe lo  de  con t ro l  l o  que  15 

demues t ra  l a  a l t a  espec i f i c idad  de  ob je t i vo  de  l os  an t i cue rpos .  

 

EJEM PLO 13  

Un ión  de l  an t i cuerpo  humano  a  espec ies  de  DP R co -

agregad as  en  FTLD  20 

 

 Pa ra  eva lua r  l a  l oca l i zac i ón  de  d is t i n tas  espec ies  de  

p ro te ínas  de  DPR de  C9or f72  en  te j i dos  de  ce rebe lo  pos t -
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mor tem proven ien tes  de  pac ien tes  humanos  con  FTLD que 

po r tan  expans iones  de  repet i c i ón  de  hexanuc leó t ido  de  C9or f72 .  

B revemente ,  e l  an t i cue rpo  N I -308 .18F7 se  con juga d i rec tamente  

a l  co l o ran te  de  f l uo rescenc ia  A t to  488  med ian te  e l  uso  de l  k i t  

pa ra  marca  con  p ro te ína  A t to  488  (S igma-A ld r i ch ,  Buchs ,  Su iza )  5 

de  con formidad con  las  ins t rucc i ones  de l  f abr i can te .  E l  

an t i cue rpo  NI -308 .5G2  se  con juga  d i rec tamente  a  A t to  550  

med ian te  e l  uso  de l  k i t  pa ra  marca  con  p ro te ína  A t to  550  

(S igma-A ld r i ch ,  Buchs ,  Su iza )  de  con fo rmidad con  las  

i ns t rucc iones  de l  fab r i can te .  Pa ra  l os  expe r imen tos  de 10 

h is toqu ímica  po r  i nmunof l uo rescenc ia ,  se  p re - t ra tan  secc iones  

de  5  μm inc rus tadas  en  pa ra f i na ,  f i j adas  con  fo rma l i na  de l  

cerebe lo  p roven ien te  de  un  pac ien te  con  FTLD con  expans iones  

de  repe t i c ión  de  hexanuc leó t i do  de  C9or f72  (B iOBANC HCB-

ID IBAPS,  Ba rce lona ,  España)  pa ra  recuperac ión  de  an t ígeno 15 

coc inando  en  so luc i ón  amor t i guadora  de  EDTA 1  mM,  pH 8 .3 ,  e  

i r rad iac ión  con  mic roondas  du ran te  12  min  (600  W) .  Los  s i t i os  

de  un ión  no  espec í f i cos  se  b l oquean du ran te  1  ho ra  a 

t empera tu ra  ambien te  con  PBS/suero  a l  5% (caba l l o /cab ra) /BSA 

a l  4%.  Después  de l  paso  de  b loqueo ,  l as  secc iones  se  i ncuban 20 

con  los  an t i cue rpos  de  humano  N I -308.18F7-At to  488  y  N I -  

308 .5G2-A t to  550 a  5  nM du ran te  2  ho ras  a  tempera tu ra  

amb ien te .  Después  de  l a  i nmuno t inc i ón ,  l as  secc iones  de  te j i do 
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se  i ncuban con  una so luc i ón  de  Negro  de  Sudán  B  a l  0 .1% 

du ran te  10  min  a  tempera tu ra  amb ien te  pa ra  d i sminu i r  l a  

au to f luo rescenc ia  de l  t e j i do .  Se  e fec túa  con t ra t i nc ión  nuc lea r  

med ian te  e l  uso  de  t i nc i ón  de  ác ido  nuc le i co  DAPI  (d i l uc i ón  

1 :1000  de  una so luc ión  de  rese rva  5  mg/ml ,  Mo lecu la r  P robes®,  5 

L i f e  Techno log ies  Eu rope  B .V . ,  Zug ,  Su iza ) .  Los  po r taob je tos  se  

mon tan  u t i l i zando e l  med io  Hyd romoun t  (Nat i ona l  D iagnos t i cs ,  

A t lan ta ,  EE .UU. ) .  La  fo rmac ión  de  imágenes  po r  f l uo rescenc ia  

se  e fec túa  u t i l i zando un  escáner  de  po r taob je tos  Do ts l i de  VS120 

(O lympus  Schweiz  AG,  Su iza ) .  10 

 La  loca l i zac ión  de  las  p ro te ínas  de  DPR po l i -GA y  po l i -GP 

de  C9or f72  en  la  capa  g ranu la r  de l  ce rebe lo  de  un  pac ien te  

humano con FTLD que po r ta  expans iones  de  repe t i c i ón  de  

hexanuc leó t i do  de  C9or f72  se  eva lúan med ian te  m ic roscopía  de  

f l uorescenc ia .  Como se  mues t ra  en  l a  f i gu ra  15 ,  e l  an t i cue rpo  15 

N I -308.18F7 reconoce  i nc lus i ones  de  po l i -GA  de  C9or f72  

c i top lasmát i cas  e  i n t ranuc lea res  neu rona les  ampl i amen te  

ex tend idas  (pane l  i zqu ie rdo ,  seña l  de  t i nc ión  ve rde) .  Ba jo  l as  

cond ic iones  exper imen ta les  e leg idas  N I -308.5G2 de tec ta  una 

pa to l og ía  más  esparc ida  de  i nc lus i ones  de  po l i -GP 20 

c i top lasmát i cas  e  i n t ranuc lea res  (pane l  cen t ra l ,  seña l  de  t i nc ión 

ro j a ) .  Una f racc i ón  sus tanc ia l  de  ag regados  de  p ro te ína  de  DPR 

po l i -GP  se  co- loca l i zan  con  ag regados  de  p ro te ína  de  DPR po l i -
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GA (pane l  i zqu ie rdo ,  seña l  de  t i nc ión  amar i l l a )  l o  que  sug ie re 

que ambas  p ro te ínas  de  DPR se  pueden co -ag rega r  en  

i nc lus i ones  pa to lóg icas .  

 

EJEM PLO 14  5 

Modelos  basados  en  cé lu la  para  es tud iar  los  meca n ismos 

patogén icos  de  pro te ínas  de  DP R de  C9or f7 2  

 

 Repor tes  rec ien tes  de  cu l t i vo  ce lu l a r  emergente  y  en  

mode los  an ima les  p roveen ev idenc ia  para  l a  tox i c i dad  de  10 

p ro te ínas  de  DPR de C9or f72  abe r ran tes .  Po r  e j emplo ,  en  

mode los  en  moscas  y  a l gunos  cu l t i vos  ce lu la res ,  se  descub r ió  

que  pa r t i cu la rmen te  l as  p ro te ínas  de  DPR r i cas  en  a rg in i na  

(po l i -GR y  po l i -PR)  son  tóx icas  (Kwon et  a l . ,  Sc ience  345  

(2014 ) ,  1139 -1145;  Miz ie l i nska  e t  a l . ,  Sc ience  345  (2014 ) ,  1192 -15 

1194 ;  Tao  et  a l . ,  Hum.  Mo l .  Genet .  24  (2015) ,  2426 -2441 ;  Wen 

e t  a l . ,  Neu ron  84  (2014 ) ,  1213-1225;  Yang et  a l . ,  Ac ta  

Neuropa tho l .  130  (2015) ,  525 -535 )  a l  i nduc i r  i nc lus i ones  

nuc lea res  y  es t rés  nuc leo la r ,  m ien t ras  que o t ros  repo r tan  

tox ic i dad  pa ra  ag regados  de  po l i -GA c i t op l asmát i cos  en  20 

s i s temas  de  cu l t i vo  ce lu l a r  (May  et  a l . ,  Ac ta  Neuropa tho l .  128  

(2014 ) ,  485 -503;  Zhang e t  a l . ,  Ac ta  Neuropa tho l .  128  (2014) ,  

505-524 ) .  
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 Pa ra  de te rmina r  s i ,  como se  demues t ra  para  tau  

(Yanamandra  et  a l . ,  Ann .  C l in .  T rans l .  Neu ro l .  2  (2013 ) ,  278 -

288)  y  α -s i nuc le ína  (T ran  et  a l . ,  Ce l l  Rep.  7  (2014 ) ,  2054-2065) ,  

l a  p ropagac ión  de  l a  pa to l og ía  de  DPR se  puede  ev i ta r  med ian te  

t ra tamien to  con  an t i cue rpos  de  l a  p resente  i nvenc ión ,  se  u t i l i zan 5 

p ruebas  de  tox ic i dad  de  DPR de C9or f72  i n  v i t ro  de  t i po  s im i la r .  

En  pa r t i cu l a r ,  se  gene ran  secuenc ias  de  ADN s in té t i co  pa ra  

impu lsa r  l a  exp res ión  de  p ro te ínas  de  DPR ind iv i dua les  que 

a lbe rgan  150  repe t i c iones  de  d ipép t i do  en  una t raducc ión 

depend ien te  de  ATG.  Se  u t i l i za  una  es t ra teg ia  de  codón 10 

a lea to r i zado  pa ra  asegurar  l a  exp res ión  de  so lamen te  la  

secuenc ia  de  p ro te ína  de  DPR i nd iv idua l  se l ecc ionada.  Pa ra  

impu lsa r  l a  exp res ión  de  l as  p ro te ínas  de  DPR en cé lu las  

neurona les  ta l es  como SH-SY5Y,  NSC-34,  Neuro-2a ,  neu ronas  

de r i vadas  de  iPSC y  neu ronas  p r imar ias ,  se  c l onan las  15 

secuenc ias  de  ADN s i n té t i co  den t ro  de  un  vec to r  de  exp res ión  

regu lado  po r  e l  p romotor  Thy  1 .2  espec í f i co  de  neurona .  Pa ra  l a  

exp res ión  de  a l to  n i ve l  en  una ampl i a  gama de  cé lu l as  

euca r io tas  ta l es  como cé lu las  HEK293T,  U-2  OS,  HeLa  y  Cos  l as  

secuenc ias  de  ADN s in té t i co  se  c l onan den t ro  de  vec to res  de  20 

exp res ión  regu lados  por  e l  p romoto r  de  CMV.  Las  neu ronas  

de r i vadas  de  iPSC de  humano  y  las  neu ronas  t rans -

d i f e renc iadas  ( iNeu ronas)  ob ten idas  a  pa r t i r  de  f i b rob las tos  de  
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pac ien tes  con  C9or f72  rep resentan  mode los  de  cu l t i vo  ce lu la r  de  

p ro te ínas  de  DPR de  C9or f72 .   

 D ichos  mode los  ce lu l a res  se  pueden  u t i l i za r  pa ra  ana l i za r  

l a  u t i l i dad  te rapéu t i ca  de  l os  an t i cue rpos  de  l a  p resente  

i nvenc ión .  La  eva luac ión  y  con f i rmac ión  de  l os  e fec tos  5 

t e rapéut i cos  de  los  an t i cue rpos  de  l a  p resen te  invenc ión  se  

puede eva lua r  mon i to reando l a  v i ab i l i dad  ce lu la r  med ian te  

p ruebas  de  ac t i v i dad  mi tocondr i a l  y /o  de  caspasa,  t ox i c i dad  

ce lu l a r  med ian te  p ruebas  de  c i t o l i s i s  y /o  fuga  de  membrana ,  e  

i nh i b i c ión  de  l a  p ropagac ión  de  p ro te ínas  de  DPR en cé lu l as  10 

med ian te  p ruebas  i nmunoh is toqu ímicas .  

 

EJEM PLO 15  

Mode los  de  ra tón  t ransgén ico  para  es tud iar  los  mec an ismos 

patogén icos  de  las  p ro te ínas  de  C 9or f72 DP R  15 

 

 Las  es t ra teg ias  de  i nmunoterap ia  desar ro l l adas  con t ra  

p ro te ínas  p ropensas  a  l a  agregac ión  y /o  ma l  p legadas  han 

p roduc ido  resu l tados  p rometedo res  en  los  es tud ios  p rec l í n i cos  y  

c l ín i cos  de  d iversas  en fe rmedades  neurodegenera t i vas .  20 

Rec ien temente  se  han desa r ro l l ado  mode los  de  ra tón  

t ransgén ico  que recap i tu lan  ca rac te r ís t i cas  pa to l óg icas  de  

ALS /FTLD med iadas  po r  expans ión  de  repe t i c ión  de  
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hexanuc leó t i do  de  C9or f72  ( (Chew e t  a l . ,  Sc i ence  348  (2015) ,  

1151 -1154) ;  y  so l i c i tud  i n te rnac iona l  WO2014/159247 A1) .  Pa ra  

l a  gene rac ión  de  d ichos  mode los  de  ra tón ,  se  u t i l i zan  

cons t rucc i ones  de  c romosoma a r t i f i c i a l  bac te r i ano  que  a l be rgan 

ya  sea  un  gen  C9or f72  expand ido  de  repe t i c i ón  de  5 

hexanuc leó t i do  de  l ong i tud  comple ta  o  t runcado (en t re  ~450 a 

500 repet i c iones  de  hexanuc leó t i do )  o  un  vec to r  v i ra l  adeno-

asoc iado que a l be rga  una secuenc ia  de  66  repe t i c i ones  de  

hexanuc leó t i do  de  C9or f72 .  En  d ichos  mode los  de  ra tón ,  se  ha  

de tec tado  l a  acumu lac i ón  de  focos  de  ARN nuc lea r  y  de 10 

p ro te ínas  de  DPR med iadas  po r  expans ión  de  repe t i c i ón  de  

hexanuc leó t i do  de  C9or f72  en  e l  s i s tema ne rv ioso  cen t ra l .  

Además ,  se  han obse rvado l os  s ignos  pa to lóg icos  de  la  

en fe rmedad  de  C9or f72  ta l es  como pé rd i da  neurona l ,  

anormal idades  en  e l  compor tamien to ,  dé f i c i t s  moto res  y  15 

supe rv i venc ia  d i sm inu ida  en  los  d i fe ren tes  mode los  de  ra tón 

t ransgén ico .  D ichos  mode los  de  ra tón  se  pueden u t i l i za r  pa ra  

ana l i za r  l a  u t i l i dad  te rapéu t i ca  de  los  an t i cue rpos  de  la  p resen te  

i nvenc ión .  En  pa r t i cu la r ,  l os  an t i cuerpos  que  se  van  a  tamizar  se 

pueden ap l i ca r  en  d ive rsas  v ías  pos ib l es  a  l os  an ima les  ta l es  20 

como inyecc ión  de  an t i cue rpo  i n t rape r i t onea l ,  i nyecc ión  

i n t rac ranea l ,  i n fus ión  ce rebra l  i n t ravent r i cu la r  y  ana l i za r  

respec to  a  e fec tos  de l  t ra tam ien to .  



Capi tu lo  Desc r i p t i vo  
PCT/EP2015 /072516 
Marzo  24 ,  2017 
 

301  

 Deb ido  a  la  op t im izac ión  evo lu t i va  y  l a  madurac ión  po r  

a f i n idad  dent ro  de l  s i s tema i nmune  humano  l os  an t i cue rpos  de  

l a  p resen te  i nvenc ión  p roveen  una  he r ramien ta  te rapéut i ca  

va l iosa  deb ido  a  que se  a ís l an  a  pa r t i r  de  ind iv iduos  humanos 

sanos  con  a l t a  p robab i l i dad  pa ra  un  exce len te  pe r f i l  de  5 

segu r idad  y  fa l t a  de  inmunogen ic i dad .  La  con f i rmac ión  de  d ichos 

e fec tos  te rapéut i cos  espe rados  puede  ser  p rov is ta  po r  l os  

métodos  de  p rueba  como se  desc r i ben  en  l as  pub l i cac i ones  

menc ionadas  an te r io rmente  con  an t i cue rpos  de  humano  en  l uga r  

de  an t i cue rpos  de  ra tón .  10 
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